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RESUMO

Introducdo: A hipoxia isquémica encefalica é conhecida como principal causa de danos
neuroldgicos. Nessa condicdo, as células nervosas sdo expostas a alteragdes fisioldgicas,
incluindo insuficiéncia energética, do fluxo sanguineo e estresse oxidativo. Interferindo
também nos processos cognitivos como os de aprendizagem e memdaria. EXposicao a musica
tem sido bastante relatada na literatura como mediador da estimulacdo cerebral antes e/ou
apos este evento. Os potenciais efeitos da musica em animais e humanos, com implicagdes
importantes para a neuroplasticidade e reabilitacdo neuroldgica, despertava o desenho do
presente estudo. Objetivos: Fazer uma analise comparativa da exposicao aguda e cronica a
Sonata de Mozart frente a lesdo hipocampal decorrente da hipoxia isquémica encefélica.
Metodologia: Foi realizado um estudo experimental com 36 ratas Wistar distribuidas em
grupos controles e que sofreram hipoxia, e que ouviram ou ndo musica em protocolos de
exposicdo aguda, crbnica e cronica com abstinéncia. A hipoxia foi induzida
experimentalmente por Nitrito de Sodio, 60mg/kg, por 15 dias consecutivos, via
intraperitoneal. Foi executado o teste de esquiva inibitoria para avaliagdo da memoria de
curta e longa duracdo. Foram coletadas e analisadas amostras histologicas do hipocampo,
regides CAl, CA2, CA3, CA4 e Giro Denteado dos sujeitos a fim de verificar morte celular
devido a lesdo por hipdxia. Resultados: Os resultados demonstraram que 0S grupos que
sofreram hipoxia tiveram pior desempenho comportamental e imagens histol6gicas com
maior nimero de neurénios lesionados. Porém, os animais que sofreram hipdxia e receberam
0 protocolo de exposi¢do aguda a Sonata (4 dias antes de completarem cada idade, durante
4 meses), apresentaram melhores resultados. No entanto, ndo ocorreu 0 mesmo para 0S
animais que receberam o protocolo de exposicdo cronica (diariamente, durante 4 meses).
Desta maneira, os achados indicam que a musica atuou melhorando o desempenho na tarefa
frente a lesdo em acordo com tipo de exposi¢cdo. Conclusdo: A mdsica Sonata de Mozart,
na exposicao aguda, destacou-se positivamente nas respostas comportamentais das ratas em
diferentes fases de desenvolvimento. Deste modo, ao serem sugeridas novas perspectivas de
intervencdo com este método e seu aprimoramento, almeja-se importante ferramenta de
estimulacgdo a neuroplasticidade, com extrema relevancia para o desenvolvimento do cérebro
e reabilitacdo neuroldgica. Faz-se necessario esclarecer os mecanismos neurais subjacentes
ao tratamento com masica, a fim de compreender melhor seus mecanismos neurofisiol6gicos
e instituir relevancia entre 0 modelo animal adotado como estratégia de estimulacdo a
readaptacdo funcional de redes neurais lesionadas.

Palavras-chave: Efeito Mozart, Hipdxia isquémica, Memoria, Musica, Neuroplasticidade.



ABSTRACT

Introduction: Brain ischemic hypoxia is known as the main cause of neurological damage.
In this condition, nerve cells are exposed to physiological changes, including energy failure,
blood flow and oxidative stress. Interfering also in cognitive processes such as learning and
memory. Exposure to music has been widely reported in the literature as mediator of brain
stimulation before and / or after this event. The potential effects of music on animals and
humans, with important implications for neuroplasticity and neurological rehabilitation,
awoke the design of the present study. Objectives: To perform a comparative analysis of the
acute and chronic exposure to the Mozart Sonata in relation to the hippocampal lesion due
to ischemic hypoxia in the brain. Methods: An experimental study was performed with 36
Wistar rats distributed in control and hypoxic groups, and who had or not heard music in
protocols of acute, chronic and chronic exposure with abstinence. Hypoxia was
experimentally induced by sodium nitrite, 60mg / kg, for 15 consecutive days,
intraperitoneally. The inhibitory avoidance test was performed to evaluate short and long
term memory. Histological samples from the hippocampus, CA1, CA2, CA3, CA4, and Giro
Dentado regions of the subjects were collected and analyzed in order to verify cell death due
to hypoxia lesion. Results: The results showed that the groups that suffered hypoxia had
worse behavioral performance and histological images with greater number of injured
neurons. However, animals that suffered hypoxia and received the protocol of acute
exposure to Sonata (4 days before completing each age for 4 months) presented better results.
However, the same did not occur for the animals that received the chronic exposure protocol
(daily, for 4 months). In this way, the findings indicate that the music acted to improve the
performance in the task in front of the lesion according to type of exposure. Conclusion:
Mozart's Sonata music, in acute exposure, was positively highlighted in the behavioral
responses of rats at different stages of development. Thus, when new perspectives of
intervention with this method and its improvement are suggested, an important tool of
stimulation to neuroplasticity is desired, with extreme relevance for the development of the
brain and neurological rehabilitation. It is necessary to clarify the neural mechanisms
underlying the treatment with music in order to better understand its neurophysiological
mechanisms and to establish relevance between the animal model adopted as a strategy to
stimulate the functional readaptation of injured neural networks.

Keywords: Mozart Effect, Ischemic Hypoxia, Memory, Music, Neuroplasticity.



SUMARIO

L INTFOAUGED ...ttt bbbt b ettt 14
1.1 Aprendizagem € MEMOTIA .......cccveieeiieie ettt ste e sreeneenes 16
1.2 ESEIESSE ...ttt n e nn e ne e 19
1.3 Hipoxia ISquémica ENCETAIICA .........coviiiiiiiii i 21
1.4 NEUroPIaStICIAAOE .........ooviiiiieeieeee bbbt 24
1.4.1 Neuroplasticidade nas Lesdes NeurolOgiCas ..........cccoevververeiieeiieiiesie e 25
1.4.2 Neuroplasticidade na Estimulagcdo MUSICal.............cccccevveiiiie i 27
1.5 O Papel Modulador da MUSICA ........cccoireiiiieieeie e 28
1.6 Sonata de Mozart para Dois Pian0os (K448) .........ccceiiiiiiiiiiiieieiesese e, 35
2 OB JELIVOS.....cuteiteeie ettt et e e st et e e b e et e et e e be et e nre e reenreareenre e 40
2.1 GRIAL ...ttt bbbt 40
2.2 ESPECITICOS ...ttt bbbt 40
K\ =1 doTo (o] (o]0 - U TSSOSO P PP PP URPROPPRPPTN 41
3.1 SUJEIt0S EXPEIIMENTAIS ....c.veiviiieeieiie sttt te e sre e sr e nnesteenaeeneenneas 41
3.2 Teste da ESqQUIVa INIDITOMIA.........cciiieiice e 42
3.3 Inducéo da Hipdxia Isquémica Cerebral ..o 42
3.4 EXPOSICAO & SONAtA A8 IMOZAI.......c.oieieieiieiieieeie e 43
3.5 Delineamento EXPEriMental ...........ccooiviiiiiiieeie st 43
3.6 Avaliacdo Comportamental .............c.coveiiiiiiieie e 46
3.7 Coleta das AMOStras BiOlOGQICaS. ........cccirviiiiiiiieereeee e 47
3.8 Morfometria HiStOIOQICA .........ceeviiiiiicce et 48
3.9 ANALISE ESLALISICA ..e.veveivieieeieiciesiese sttt r et eere e e 48
TS U ] | 7 Uo [0SR 49
O 00 0] [ SRRSO PRORPRRRN 49
4.2 Exposicao Aguda a Sonata de MOZaI.........c.cveiieieiiiiiicieee e 51
4.3 EXposicao Cronica a SoNata de IMOZANT.........cccoverieierenisiise e 53
AN 51 111 o - USSR 55
4.5 Marcadores BIOQUIMICOS.........ccveiiiiieie ettt ettt st saeesbe e eaeas 57
4.6 Contagem de Neurdnios LeSIONAU0S ........ccveieeiviiieiiciie ettt 59

4.7 Analise ComMPOrtamental ...........oooiiiiiiiiiice e 66



B DISCUSSAD ...t 67

5.1 EXPOSIGA0 & SONata de IMOZAI.........coueiiiiiiieeiereee e 68
5.2 Avaliacdes Comportamentais e Bioquimicas e a Relacdo com o Estresse.................... 68
5.3 Avaliacdo da Morfometria HiStOIOQICa ........cccoveieieeiiiieii e 69
5.4 A NeuroplastiCIdade ............coeiiiiiiiiii e 69
5.5 ANALISE daS HIPOLESES ... .cueiiiieieiiiie ettt 72
5.6 Sugestdes para EStUAOS FULUIOS .........ccciviiieiierie et 73
B CONCIUSDES ...ttt bbbt ettt bt e et ne et e e 74
P R =] 1T T SRRSO 75
F N 1) (o PP T PR PPRR PP 91
ComprovanteS CEUA ... et e e be e anres 91

ATtIgO PUDIICAAO........ooiice e 92



14

1 Introducéo

O sistema nervoso central (SNC) possui capacidade de autoregulacdo da circulacao
sanguinea de superimentos, independente de variacdes do fluxo. Entretanto, em situacdo de
les&o ao tecido cerebral esse mecanismo é prejudicado, alterando os niveis de suprimentos
necessarios ao bom funcionamento das células nervosas, a exemplo dos neurdnios, podendo
manifestar deficits cognitivos e comportamentais, demonstrando a alta vulnerabilidade do
encéfalo frente a lesbes (Shalak & Perlman, 2004; Zhang et al., 2006).

A hipoxia isquémica encefélica (HIE), por exemplo, é um dos tipos de lesbes que
envolvem fatores fisiopatologicos abrangendo processos inflamatorios, excitotoxicidade e
estresse oxidativo (Zhao et al., 2016). Essa lesdo é responsavel por 88% dos AVEs (Acidente
Vascular Enceféalico) e esta associada a terceira maior causa de mortalidade e morbidade em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (Girard et al., 2014; Wan et al., 2015). Com isso,
0 cérebro pode ser afetado como um todo, principalmente no que concerne as areas
envolvidas direta ou indiretamente com funcdes cognitvas, em especial a regido hipocampal
(Bhagya et al., 2017; McDonald & Mott, 2017).

Durante a HIE, a atividade elétrica € comprometida no hipocampo, sendo o disparo
neuronal uma caracteristica acentuada em uma das suas regifes, a regido CA1, que se torna
mais vulneravel em segundos apo6s a HIE. Podendo provocar morte neuronal nas areas mais
profundas e periféricas como as regides CA3, CA4, tadlamo, corpo estriado e o cOrtex
cerebral. Desta forma, a perda de células do hipocampo prejudica as funcBes de
aprendizagem e memdria do sujeito acometido (Kim et al., 2011; Zaidi, 2010). Todavia, a
ativacdo neuroplastica das vias nervosas, as conexdes entre neurdnios, envolvendo o
hipocampo, causa melhorias funcional e morfoldgica das sinapses (Izquierdo et al., 2006).

Embora existam diferentes formas de tratamento para as consequéncias do evento
isquémico, a literatura é escassa no que concerne a terapias nao-farmacolégicas. Uma
alternativa de tratamento, ou estimulagdo a neuroplasticidade em regiGes afetadas pela HIE,
sugere 0 uso da musica como método de promocao de saide (Thomas et al., 2018).

O som ritmado pode proporcionar o alivia de sintomas emocionais e fisicos,
mostrando efetividade no manejo da dor, ansiedade e estresse, agindo em principios
hemodinamicos, como frequéncia cardiaca, pressao arterial, temperatura corporal,

respiracéo, sono e relaxamento muscular (Bakker & Martin, 2014; Krumhansl, 1997).



15

No entanto, ndo h& uma clara explicacdo ou modelos especificos que expliquem a
acdo da musica nos aspectos emocional e neuropsicoldgico. O "efeito Mozart" (Rauscher et
al., 1993) refere-se a uma teoria cientifica discutivel (Pietschnig et al., 2010), segundo a qual
a audicdo da musica classica pode melhorar a capacidade de aprendizado subsequente e 0s
resultados do teste de QI (quociente de inteligéncia) do carater espago-temporal (Korsos et
al., 2018). Contudo, a existéncia e confiabilidade do efeito Mozart se tornam um topico de
debate intensivo a espera de melhores investigacdes sistematicas.

A Sonata de Mozart para dois pianos em ré maior, K 448, foi utilizada para produzir
os resultados mais eficazes. A pesquisa examinou extensivamente os efeitos da mdusica,
incluindo efeitos emocionais e cognitivos. E diferente de outros estudos, buscou-se
considerar conteudos neurofisiol6gicos provenientes da sua exposicao.

Depois de ouvir amusica de Mozart (Sonata K 448), as fun¢Ges mentais dos pacientes
com doenca de Alzheimer, por exemplo, mostraram melhor desempenho, além de
conseguirem lembrar-se das melodias (Fukui et al., 2012), ou como no teste no labirinto de
cruz elevada, onde o desempenho de ratos também melhorou sob a influéncia desta Sonata
(Rauscher et al., 1998). Em contraste, ao siléncio, o ruido branco, ou outras composicdes,
como Bach e Bethooven, ndo demonstraram efeitos similares. Surgindo, ent&o, a questdo de
qual tipo de musica é capaz de produzir melhor desempenho em testes experimentais com
ratos (Bodner et al., 2001; Verrusio et al., 2015).

Segundo Tasset et al. (2012), a exposicdo de ratos a Sonata de Mozart (K 448) por 2
vezes em 2 horas diarias aumentou a atividade dopaminérgica no cérebro. A sensacdo de
recompensa implica na secre¢ao de dopamina e opidides enddgenos nas estruturas do tronco
encefalico. A masica influencia o sistema de recompensa, motivacdo e prazer, como
demonstrado também em estudos com humanos e técnicas de mapeamento cerebral. Nestes
estudos foi verificada a ativacdo das regides mesolimbica, nicleo accumbens, tronco
encefalico, tdlamo, cerebelo, insula, cortex cingulado anterior e cortex Orbito frontal
(Manikandan et al., 2006).

Diante desse contexto, coube o interesse em investigarmos a estimulacdo musical
com a exposi¢do aguda ou cronica a Sonata (K 448), em constituir uma alternativa que
interfere ndo somente no comportamento, como também pode modificar a

morfofuncionalidade celular, provocando plasticidade adaptativa apés leséo por HIE.
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1.1 Aprendizagem e Memdria

Ao longo das décadas, o conhecimento sobre a base neuronal e molecular da memoria
avancou bastante. Os organismos vivos tém a excepcional capacidade para se adaptar a
ambientes usando modificagcdes de comportamentos resultantes de experiéncias passadas e
novos aprendizados. As habilidades de aprendizagem e memaria tornaram-se vitais ao longo
da evolucdo das espécies, desencadeando modificacdes sinapticas, através da interacdo de
multiplas vias moleculares e por meio das experiéncias (Cammarota et al., 2005; Cassilhas
et al., 2016; Sun & Alkon, 2001).

A capacidade geral do cérebro para adquirir, consolidar e evocar informacdes é a
definicdo do termo memdria, que provem das experiéncias, caracterizando aprendizagem.
As memorias sdo formadas por células nervosas, 0s neurbnios, armazenadas em redes, e
podem ser moduladas pelas emocdes e nivel de consciéncia do individuo. As emogdes sao
0s maiores reguladores da aquisi¢do, formacdo e evocacdo da memoria (Cassilhas et al.,
2016; 1zquierdo & McGaugh, 2000; Kandel, 2012).

A memo0ria pode ser distinguida de acordo com o tempo de retengdo — curto ou longo
prazo, ou em sua condi¢cdo — memdaria operacional, memoria declarativa e ndo declarativa
(Figura 1). Pelo tempo de duracdo, na memdria de longa duracdo (MLD) uma informacao
ou varias informacGes pode permanecer por muito tempo, enquanto a memoria de curta
duracdo (MCD) se refere a capacidade de armazenar pequenas quantidades de informacdes
por breves intervalos. Esta Gltima requer as mesmas estruturas nervosas que a MLP, mas
compreende mecanismos préprios e distintos, processos paralelos e independentes entre si
(Izquierdo et al., 1998 e 1999).

Memoria
I
— |
Me@grrt': de Meméria de
N Longa Duragao
Memoria J Memoria Memérial Memoria
Imediata Operacional Episddica | |Procedimental

Figura 1 - Esquema dos subtipos da memoria (Fonte: Baddeley et al., 2011).
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A formacdo hipocampal estéd intimamente envolvida no dominio da memoria, j& que
envolve processos metabolicos desde o hipocampo a estruturas cerebrais adjacentes, como
amigdala, cortex entorrinal e cértex pré-frontal, formando o circuito dos processos
emocionais, denominado de sistema limbico, o qual desempenha um papel critico na
cognicgéo (Chan, 2009; Izquierdo et al., 2006; Reyes-Castro et al., 2018).

Em seres humanos e ndo-primatas, essa formagédo encontra-se na parte anterior do
lobo temporal medial. Em roedores e outros mamiferos com neocortex menos desenvolvido,
exibem uma justaposicdo semelhante nas metades caudais dos hemisférios cerebrais. A
regido do hipocampo compdem-se de areas como giro denteado (GD), campos do corno de
Amon - CAl, CA2, CA3 e CA4 (Figura 2), bem como cortices para-hipocampais adjacentes,
incluindo o coértex entorrinal, cortex perirrinal, cértex pds-rinal, parasubiculum e
presubiculum (McDonald & Mott, 2017).
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Figura 2 - Imagem das principais areas da formagéo hipocampal de ratos (CA1, CA2, CA3,
CA4 e GD (Fonte: Lovatel, 2013).

O hipocampo é uma estrutura cerebral altamente preservada através da evolucéo.
Esta interconectado com campos associativos dos lobos frontal, temporal e parietal, e
armazena tracos de memoria até que as interconexdes dentro do cortex cerebral sejam
estabelecidas (Cowan, 2008). Esta estrutura € essencial na evocacdo de memoria de

conteudos espaciais e verbaiss, e auxilia a amigdala também no armazenamento de
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componentes emocionais. Sendo considerado essencial, pois restabelece padrdes de
atividade cortical apresentados durante o aprendizado. Consistentes com a idéia de que
conjuntos especificos de neurbnios hipocampais sdo recrutados na codificagdo de
informacdes (Kim & Fanselow, 1992; Moser & Moser, 1998).

Esses dados fornecem evidéncias funcionais de que o hipocampo reativa
representacdes especificas da memdria durante sua evocacdo (Frankland & Bontempi,
2005). Assim como indicado em trabalhos anteriores que observaram efeitos semelhantes
em pacientes humanos durante a recordacéo livre da memoria episodica (Gelbard-Sagiv et
al., 2008; Ji e Wilson, 2007; Tayler et al., 2013).

No estudo de Tanaka et al. (2014) foi examinada a idéia de que o hipocampo evoca
informacdes restabelecendo padrées de atividade cortical que foram observados durante o
aprendizado. Foi inibido o funcionamento da regido CAL hipocampal, mostrando que a
recuperacdo da memoria € prejudicada e suas representaces no cortex entorrinal e perirrinal,
e também na amigdala. E importante ressaltar que a inativacio do hipocampo néo alterou a
quantidade total de atividade na maioria das regides do cérebro. Em vez disso, impediu
seletivamente que 0s neurdnios ativos durante o aprendizado fossem reativados na
recuperagéo. E ainda, de acordo com Reyes-Castro et al., 2018, das suas diferentes regides,
a CA3 desempenha um papel importante na integracdo de informaces e e no consolidagédo
da memoria associativa.

Enquanto modelos de condicionamento ao medo indicam que a informacéo
contextual é retransmitida ao hipocampo como eventos aversivos, desencadeando sintomas
de estresse nos animais (Ledoux, 2000; Balleine & Killcross, 2006). Embora evidéncias
adicionais sejam necessarias para elucidar o papel do hipocampo na adaptacdo ao estresse e
0 consequente impacto emocional (Tsankova et al., 2006).

Héa énfases de que tanto a neurotransmissdo noradrenérgica quanto a dopaminérgica
(Harvey et al., 2005; Dronjak & Gavrilovic, 2006) podem ser alteradas pelo estresse em
certas areas do cérebro, incluindo o hipocampo. A relevancia da formacdo hipocampal nesta
condicdo e também na depressdo € destacada por sua alta concentracdo de receptores de
corticoides, bem como pelas modificagcdes neuroplésticas no hipocampo (Pittenger e Duman,
2008).
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1.2 Estresse

Quando h& perturbacdo a homeostase de um organismo vivo em decorréncia de
situacGes ambientais potencialmente perigosas, reacdes de estresse sdo manifestadas, como
fatores emocionais e uma infinidade de manifestacdes fisicas (Joéls et al., 2007). As
respostas variam com a intensidade do estimulo estressor, e o restabelecimento da
homeostase implica no controle de sistemas neuroenddcrinos e estimulos autdnomos
(Herman et al., 2003). Organismos, tanto animais como humanos, respondem ao estresse
com defesas comportamentais e fisiologicas. Se o estresse for prolongado demais, ou é
percebido como muito ameagador, ou se as defesas sdo inadequadas, disfun¢Ges somaticas
podem ser expressas em dor, doencas cronicas e disturbios emocionais (Yehuda, 2011).

O cérebro é o 6rgdo central de resposta ao estresse e é vulneravel, mas resiliente, pois
comunica-se reciprocamente com o resto de todo o corpo. Percebe e determina o que é
ameacador, bem como as respostas comportamentais e fisioldgicas ao estressor, que ndo
apenas promovem a adaptacdo, mas também contribuem para a fisiopatologia quando essas
respostas sdo desreguladas (McEwen, 1998), figura 3.

Cérebro e o corpo influenciam um ao outro, como nas experiéncias estressantes que
podem precipitar distarbios psiquidtricos importantes, por exemplo, esquizofrenia,
bipolaridade, transtornos ansiosos e depressivos (McEwen, 2017).

Estresse
estressores ambientais
grandes eventos da vida

trauma, abuso
Desenvolvimento da Mudangas Epigenéticas no
Susceptibilidade individual ao / circuito
estresse A cerebral e fungiio
genes 7. ‘
experiéncias iniciais da vida \ - |
v estresse percebido [
vigildncia
desamparo
b S
Respostas Comportamentais Respostas Fisiolégicas
lutar ou fugir neural
comportamento pessoal hormonal
metabolica

Figura 3 - Respostas ao estresse frente a circunstancias ambientais, desencadeando circuitos

neuroendocrinos e promovendo mudancas fisiologicas e comportamentais. (Fonte: Adaptado
McEwen, 2017).
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Multiplos processos neurais adaptativos e promotores de sobrevivéncia séo ativados
por experiéncias potencialmente ameagadoras. Os mediadores, ndo apenas o cortisol e a
adrenalina, mas também o sistema nervoso parassimpético, as citocinas pré e anti-
inflamatdrias e os horménios metabolicos, podem alterar os circuitos e fungdes neurais em
decorréncia destes acontecimentos (Koob & Moal, 2001; McEwen, 2007).

As respostas ao estresse sdo mediadas por circuitos neuronais relacionados ao
sistema limbico, hipotalamo e tronco encefélico, por ativacdo do sistema nervoso autbnomo.
As regides limbicas se conectam aos circuitos responsaveis pela mediacdo do sistema de
recompensa e formagdo da memoria, proporcionando maior adaptacdo a experiéncias
anteriores (Ulrich-Lai & Herman, 2009).

O estresse agudo e crénico pode causar desequilibrio nos circuitos neurais favoraveis
a cognicdo e ao humor, com expressdo aumentada ou diminuida de comportamentos. Esse
desequilibrio afeta a fisiologia sistémica por meio de mediadores neuroenddcrinos,
autondmicos, imunolégicos e metabdlicos (McEwen, 2007; McEwen et al., 2015). As
respostas fisioldgicas inclui aumento da frequéncia cardiaca e pressdo arterial, maior
liberacdo de ‘'horménios do estresse’, principalmente o ACTH (horménio
adrenocorticotrofico) e o cortisol que ativam o sistema nervoso simpatico e causam reagdo
do sistema imunologico (Yehuda, 2011).

O estado de alerta tambem € prejudicado por um forte estresse. Isso se deve a liberagéo
de catecolaminas no cértex pré-frontal que, por sua vez, diminui o disparo dos neurénios
circundantes e prejudica o desempenho da memdria de trabalho modificando as vias de
sinalizacdo intracelulares (Arnsten, 2009). Por exemplo, a exposi¢do de roedores ao estresse
crénico imprevisivel induz mudancas comportamentais que mimetizam sintomas da
depressdo em humanos, como anedonia e degradacdo do pélo (Ducottet et al., 2003).

Dentre os diversos estimulos estressores, a musica, que também é apontada como um
estimulo enriquecedor, pode exercer efeito estressor de curto prazo (modificando o
comportamento) ou longo prazo (causando danos irreparaveis como em lesdes neuroldgicas
adquiridas) (Papoutsoglou et al., 2010; Lin et al. 2011; Leanna et al., 2013).

Exames histopatoldgicos do experimento de Vezer et al., 2015 mostraram que ratos
controles demonstraram glandulas supra-renais normais diferentemente do aumento do peso
das glandulas supra-renais dos animais expostos a musica (versdo modificada da Sonata de
Mozart para dois pianos em ré 10 minutos por dia durante 10 semanas), o que indicou
presenca de estresse e consequente elevagdo das concentragcdes de glicose e cortisol no

sangue, alterando a composicao bioguimica dos sujeitos.
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1.3 Hipoxia Isquémica Encefélica

A estabilidade do nivel de suprimentos como oxigénio e glicose é necessaria para a
producdo regular de energia e garantia da integridade do funcionamento cerebral (Gill &
Perez-Polo, 2008). O SNC utiliza cerca de 20% do oxigénio consumido no organismo,
porém representa somente 2% do peso corporal, 0 que demonstra sua alta atividade oxidativa
(Li et al., 2004). Déficits na vascularizacdo como consequéncia a HIE promovem alteracGes
de nutricdo e oxigenacao dos tecidos encefalicos, desencadeando eventos moleculares desde
reducdo energética, excitotoxicidade, disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo (Gabryel
et al., 2014; Raglio et al., 2015).

Sendo o0 metabolismo aerdbico essencial ao funcionamento das células neuronais, a
queda do transporte de oxigénio e glicose transforma este metabolismo em glicélise
anaerobica, a qual € insuficiente para gerar energia aos processos metabolicos. A parada da
circulacdo cerebral pode cessar em 20 segundos o metabolismo aerobico (Abdel Baky et al.,
2010). Em 5 minutos pode provocar anoxia, oferta de oxigénio abaixo do nivel critico,
interferindo no funcionamento das mitocondrias, blogqueando a fosforilacdo oxidativa,
diminuindo niveis de Adenosina Trisfosfato (ATP) e glicose, alterando a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), inibicdo de neurotransmissores excitatorios e ativacdo
de enzimas estimuladas por calcio (Lee et al., 2014; Maiti et al., 2010).

A mudanca do metabolismo aerébico para anaerdbico causa formacdo de EROS,
alteracdo do equilibrio acido-base, inibicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios
e alteracdo da homeostase (Maiti et al., 2010). Com essa diminui¢do ou interrupcdo, sera
desencadeado um desequilibrio energético, além de excitotoxicidade e/ou morte celular.
Caracterizando uma cascata de reacBes bioquimicas produzida até o possivel
reestabelecimento do fluxo sanguineo e aporte energético necessario (Abdel Baky et al.,
2010; Bari et al., 2008; McLean & Ferriero, 2004).

A Figura 4 mostra, de forma resumida esse processo: desde pertubacdo da

homeostase, disfuncdo mitocondrial e excitocidade ao tecido cerebral.
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Figura 4 - Cascata de alteracdes metabolicas provocadas pela HIE. (Fonte: autoria prépria, 2018).

A lesdo isquémica é caracterizada pela rapida manifestacdo de sinais clinicos de
distarbios focais ou globais das funcbes cerebrais. Estes sintomas podem durar horas ou
semanas, e podem levar a morte sem causa aparente (Silasi & Murphy, 2014). Das
complicagdes da HIE, as sequelas permanentes s&o as mais temidas. Manifesta-se,
anatomicamente, em dano tecidual, com perda de partes do cortex, tronco encefélico,
ganglios basais e hipocampo, refletindo suscetibilidade da matéria cinzenta a
excitotoxicidade. Geralmente, ocorre em forma de lesdo cerebral global, conhecida como
encefalopatia hipoxica isquémica (Fields, 2010; Girard et al., 2014; Kent et al, 2012).

Dentre as regifes anatdbmicas com maior suscetibilidade a HIE sobressai-se o
hipocampo e as células de Purkinje do cerebelo. O hipocampo compde o sistema limbico e,
juntamente com outras areas encefélicas, atua no controle de varias funcbes
comportamentais e cognitivas (El Falougy & Benuska, 2006; Scorza et al., 2005).

A lesdo cerebral adquirida por HIE tem apresentado prejuizos aos pacientes como
paralisia cerebral, epilepsia, distdrbios de aprendizagem e comportamento (Carloni et al.,
2008). Isso ocorre devido o cérebro ser altamente sensivel a lesdes, especialmente em partes
cruciais ao funcionamento cognitivo, como a regido hipocampal (Sun et al., 2017). Danos
comuns sdo percebidos nos processos de aprendizagem e memaria em decorréncia da atrofia
no volume do hipocampo e em regides adjacentes (Ortega et al., 2004).

Devido a vulnerabilidade a HIE, os neur6nios hipocampais podem ser afetados no
estagio muito inicial da HIE (Newrzella et al., 2007). Este processo patoldgico complexo
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envolve multiplos mecanismos como toxicidade de aminodcidos excitatorios, dano por
radicais livres, sobrecarga de ions calcio, inflamac&o e apoptose neuronal (Shin et al., 2015).
Esses eventos, entretanto, podem ser melhor visualizados experimentalmente com base nos
modelos experimentais que reproduzem a condicdo das lesdes, incluindo ndo somente o
comportamento observado, assim como no aspecto histopatolégico (Xiaoli et al., 2017; Wan
etal., 2015).

Os prejuizos decorrentes do HIE sdo progressivos e variaveis ao individuo, desde o
inicio até o periodo de recuperacdo. A severidade e a distribuicdo de suas lesdes neuroldgicas
dependem de fatores como: duracdo do estimulo, fase de desenvolvimento do individuo e
regido lesionada (Martinez-Biarge et al, 2011). Devido aos efeitos neurais € muito provavel
que ocorram deficiéncias motoras e cognitivas de longo prazo e, ainda, com possibilidades
terapéuticas limitadas (Huang et al., 2015).

Existem diversas formas experimentais de simular eventos relativos & HIE, uma das
mais simples e facilmente replicavel é o uso do nitrito de s6dio (NaNO2), que é um sal
inorganico utilizado na fabricacéo de corantes e no tratamento de produtos téxteis (Gonchar
et al., 2006). Ao atingir a corrente sanguinea, ele é altamente reativo com a hemoglobina e
induz a formacdo de metahemoglobina, reduzindo a capacidade da hemoglobina em
transportar oxigénio (Gluhchevaae et al., 2012; Kohn et al., 2002). Outras implicagdes
decorrentes sdo formacdo de EROS, altamente lesivas aos neur6nios, inibicdo de
neurotransmissores excitatorios e alteracdo homeostatica do calcio (Ansari et al., 2015;
Abdel Baky et al., 2010; Dellavalle et al., 2013).

Diante disso, a HIE pode afetar a fungdo hipocampal induzindo mudangas em
propriedades elétricas neuronais no hipocampo, de forma a prejudicar funcdes cognitivas
(Huang et al., 2015; Ono et al., 2015) e comportamentais em diferentes aspectos de modo
a ser possivel induzir sintomas tipicos de depressao e ansiedade, devido ao estresse crénico,
apos este acometimento (Luo et al., 2016; 2017).

Além de alteracdo dos comportamentos sexuais, perturbagdo do sono, diminui¢édo do
autocuidado e higiene, mudanca de peso corporal e aparéncia da pelagem dos ratos, por
exemplo, (Huetal., 2017; Willner, 1995; Willner, 2005) e disfuncdo cognitiva como déficits
de memoria e atengédo (Gonda et al., 2015; Tondo et al., 2014; Willner, 2005).
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1.4 Neuroplasticidade

Levando-se em consideracdes 0s possiveis danos que o sistema nervoso pode ser
acometido, incluindo a HIE, sabe-se que mesmo assim a neuroplasticidade possibilita a
geracgdo de novos circuitos em diversas regides encefalicas (Maguire et al., 2000).

A neuroplasticidade pode ser compreendida como um fenémeno no qual o SNC é
capaz de modificar-se em forma e funcdo em decorréncia de experiéncias. Estas adaptacdes
promovem alteragdes sinépticas e podem aumentar ou diminuir a transmisséo de impulsos,
com a consequente modulagdo do comportamento, que explicam a capacidade dos neurdnios
de mudar suas respostas a estimulos (Mcmahon & Barrionuevo, 2002).

A estrutura anatdmica cerebral do humano adulto saudavel é plastica e demonstra
capacidade de remodelamento induzido pela aprendizagem (Badhwar et al., 2013; Sun et
al., 2017), possivelmente detectdvel como diferencas volumétricas em exames de
ressonancia magnética funcional (Draganski et al., 2004; Badhwar et al., 2013).

Acreditava-se que o SNC dos mamiferos tornava-se estruturalmente estavel apos o
nascimento e que apenas algumas modifica¢es poderiam ocorrer ao longo da vida. Por uma
variedade de mecanismos 0 cérebro estd constantemente sujeito a alteracdes (Leuner &
Gould, 2010). O grau de plasticidade pode variar de acordo com a idade do individuo. Sabe-
se que a plasticidade é maior durante o desenvolvimento, quando hd maior eficacia da
transmissao sinaptica e estabilizacdo das sinapses existentes (Cassilhas, 2016).

Durante o desenvolvimento o individuo é influenciado por fatores ambientais, o que
refere-se ao “periodo critico”, mais suscetivel a transformagdes em varios componentes do
SNC. Toda vez que alguma forma de energia proveniente do ambiente incide sobre 0 SNC,
modifica-o de alguma maneira. E isso ocorre em todos os momentos da vida, a
neuroplasticidade é uma caracteristica marcante e constante da funcdo neural (Kim et al.,
2006).

As regides envolvidas nos processos cognitivos, como hipocampo e adjacéncias,
podem ser reorganizadas para que funcdes cognitivas prejudicadas passem a envolver
circuitos completamente novos com elementos que anteriormente ndo eram utilizados, assim
como a modulacéo de antigas conexdes para sua manutencao ou prevencado da perda total do
seu funcionamento (Hallet, 2001; Knaepen et al., 2010).

O hipocampo é uma area do cérebro que apresenta plasticidade e capacidade de
neurogénese importante. Mesmo em estagios avan¢ados da vida pode sofrer influéncias de

diferentes variaveis ambientais, constituindo um recurso neural adaptativo também na idade
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adulta (Samuels & Hen, 2011; Snyder et al., 2011).

Alguns estudos utilizaram ratos experimentais para marcar neurdnios ativos no
hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala durante o contexto da aprendizagem, e mostram
que eles sdo reativados varios dias depois, quando a memoria € recuperada (Liu et al., 2012;
Ramirez et al., 2013; Reijmers et al., 2007; Tayler et al., 2013; Tanaka et al., 2014).

A amigdala, que media 0 medo, a ansiedade e a agressividade, e o cortex pré-frontal,
importante para a memoria operacional, a fungdo executiva e a regulacdo celular, mostram
uma plasticidade estrutural. Na amigdala, os neurdnios basolaterais expandem os dendritos
do estresse cronico, enquanto os neurénios mediais pré-frontais do cortex, assim como 0s
neurbnios do hipocampo, apresentam encolhimento dendritico da mesma experiéncia
estressante (McEwen & Morrison, 2013).

Utilizando-se o exame de ressonancia magnética de alta resolucdo é possivel
observar o crescimento volumeétrico do hipocampo dorsal de camundongos treinados por
cinco dias no labirinto aquatico de Morris, regido equivalente ao hipocampo posterior em
humanos. O aprendizado espacial e aumento do volume focal induzido pela memaria no
hipocampo, é um efeito que severamente enfraquecido em camundongos no modelo
induzido da doenga de Alzheimer, consistente com um desempenho mal sucedido nesta
tarefa. Esses achados implicam a plasticidade neuroanatdmica prejudicada como um
importante fator contribuinte para déficits cognitivos (Lerch et al., 2011).

Um ndmero crescente de dados também correlacionam anormalidades emocionais e
cognitivas com a disfungdo do GD, incluindo prejuizos a geracdo de novos neurdnios nesta
regido. Esta regido é dotada de geracdo continua de novos neurdnios que desempenham um
papel na memoria e no humor (Hill et al., 2015; Yun et al., 2016). Notavelmente, a génese
e a integracdo de novos neurdnios nessa regido sdo dinamicamente reguladas por fatores

ambientais e fisiologicos (Kempermann, 2015).

1.4.1 Nas Lesbes Neurologicas e no Estresse

Mecanismos de plasticidade cerebral proporcionam aos adultos, bem como ao
cérebro em desenvolvimento, uma notavel capacidade de adaptacdo atraves da plasticidade
estrutural e funcional em resposta a experiéncias estressantes e outras, incluindo a
substituicdo neuronal, remodelacdo dendritica, e rotatividade de sinapses. Mudancas na
arquitetura neural influenciam ndo apenas, mas também a fisiologia sistémica, que se

alimenta epigeneticamente do cérebro (McEwen et al., 2016).
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Um insulto ambiental que incide sobre o tecido nervoso pode atingir muitas células,
mas ndo necessariamente todas, nem de forma idéntica. Dentre as células atingidas, as que
tiverem o corpo celular lesado provavelmente morrerdo, mas as que tiverem apenas 0S
prolongamentos danificados podem regenera-los (McEwen, 2015).

Embora a prevencdo seja mais importante, a plasticidade do cérebro d& esperanca a
terapias que consideram as intera¢fes cérebro-corpo, abrem “janelas de plasticidade” por
meios farmacoldgicos ou comportamentais e facilitam intervengdes comportamentais mais
efetivas que incluem atividade fisica regular e terapias comportamentais cognitivas, como
atencdo plena e meditacdo e atividades que produzem interagfes sociais positivas e
significado e proposito na vida (McEwen, 2007).

As alteracbes comportamentais induzidas por estresse repetido em ratos
experimentais incluem uma diminui¢cdo de comportamentos como higiene, consumo de
alimentos e exploracdo social ou ambiental (Keeney & Hogg, 1999). O que parece préximo
de alguns sintomas depressivos observados em humanos, como retardo psicomotor, perda
de energia, perda de consumo de alimentos e perda de interesse pela atividade habitual.

No entanto, uma grande variabilidade de respostas pode ser detectada em qualquer
animal submetido ao estresse cronico (Nielsen et al., 2000). Tal variabilidade indica a
existéncia de diferengas interindividuais na suscetibilidade dos animais a estressores
crénicos e na avaliacdo cognitiva da situacdo (Ducottet & Belzung, 2003).

Os aminodcidos excitatorios e o fator neurotrofico derivado do cérebro séo
mediadores dessa plasticidade junto com os endocanabindides, liberador de corticotropina,
noradrenalina, serotonina e outros mediadores de processos celulares. Tais quais fornecem
base para desenvolver tratamentos mais eficazes ao aliviar os sintomas da depressdo e
retardar o progresso da deméncia, por exemplo (McEwen et al., 2015, 2016).

Alternativas farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas podem intervir nesse processo. As
ndo farmacoldgicas chamam atencdo por modular comportamentos funcionais. A masica,
por exemplo, é uma dessas alternativas que tem sido muito estudada nos ultimos anos, na
busca de novos tratamentos envolvendo a neuroplasticidade.

Acredita-se que a intervengdo precoce resgata a hemodinamica do cérebro e exerce
efeitos positivos nos processos cognitivos. Assim aos fatores de risco, a exemplo de
prejuizos vasculares e comorbidades vasculares, espera-se que retardem o declinio cognitivo

proveniente desses acometimentos (Deschaintre et al., 2009; Li et al., 2011).
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1.4.2 Na Estimulacdo Musical

Devido a necessidade de intervencdes terapéuticas para fornecer estratégias
adaptativas para sustentar a qualidade de vida, diminuir o comprometimento neurolégico e
manter ou retardar o declinio cognitivo e o funcionamento devido a doengas neurologicas
degenerativas, intervengdes musicais com adultos com deficiéncias cognitivas receberam
maior atencao nos ultimos anos (Clements-Cortes & Bartel, 2018).

A terapia envolvendo sons tem sido estudada principalmente por promover alteracdes
psicofisiologicas em seres humanos e animais, desde diminuicdo da frequéncia cardiaca e
respiratoria, reducdo do cortisol, controle da dor, aumento na sensacdo de bem-estar,
diminuicdo da fadiga e da ansiedade, entre outras (Calamita et al, 2016).

Dentre os estimulos selecionados, a sonata de Mozart tem sido descrita como
benéfica para pacientes com déficits cerebrovasculares concomitantes e implicagdo do
comprometimento da plasticidade neuroanatdmica e funcional, como um fator adicional que
contribui para déficits cognitivos, possivelmente definindo um novo alvo terapéutico.

Estudos indicam que a exposicdo de roedores a musica modula o desenvolvimento
cerebral e a neuroplasticidade, por mecanismos que facilitam a neurogénese hipocampal, a
sintese de neurotrofinas e a sinalizagdo glutamatérgica (Amagdeistret al., 2010; Bhagya et
al., 2017; Bowman et al., 2015; Xing et al, 2016).

Os presentes achados podem oferecer importantes informacdes sobre a
neuroplasticidade induzida pela mdsica, relevante para o desenvolvimento cerebral e a
neurorreabilitacdo. A literatura é revista que mostra que a estimulacao elétrica do cérebro
pode contribuir para a regulacdo da atividade oscilatdria neural e para o alivio das condi¢des
de satde mental (Bartel et al., 2017). O papel da musica na reabilitacdo cognitiva esta
evoluindo, baseado em descobertas mais recentes que emergem dos campos da
neuromusicologia e da cognigdo musical.

Considerando a importancia dos modelos experimentais para o entendimento dos
aspectos neuropsicobioldgicos provocados por lesdes do SNC, muitas lacunas encontram-se
em aberto no entendimento de como a terapia pela musica pode se constituir em uma
excelente ferramenta ndo-farmacoldgica na producdo da neuroplasticidade com respostas
neuroprotetoras que poderdo ser Uteis na reversdao ou no bloqueio de déficits cognitivos
decorrentes da HIE, para melhorar as fungdes motoras, cognitivas e sensoriais, geralmente

prejudicadas por danos neuroldgicos. Coube aqui nosso interesse nestas investigagoes.
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1.5 O Papel Modulador da Musica

Achados sobre o poder medicinal da musica sdo encontradas em muitas sociedades
pré-industriais. Mas, o longo das Gltimas décadas, métodos experimentais tém sido cada vez
mais utilizados na questdo de saber se os efeitos sdo genuinos e atribuiveis a musica (Levitin
& Tirovolas, 2009).

Nos Ultimos anos varios estudos demonstraram que a audi¢do musical, e mais ainda a
producdo musical, ativa uma infinidade de estruturas cerebrais envolvidas no processamento
cognitivo, sensério-motor e emocional. A exemplo dos processos sensoriais como atencgéo,
memoria, percepcdo e processamento da sintaxe musical. E provavel que o engajamento
desses processos pela masica tenha efeitos benéficos sobre a satde psicoldgica e fisioldgica
dos individuos, embora 0s mecanismos subjacentes a tais efeitos atualmente ndo sejam bem
compreendidos (Korsés et al., 2018).

A musica é uma linguagem simbolica e abstrata cuja estrutura transmite significados
ao nosso cérebro. Pode atuar como um poderoso estimulo sensorial, que envolve o cérebro
e sua capacidade de neuroplasticidade (Miell et al. 2005; Yehuda, 2011). Além de que, ouvir
musica pode ser um forte estimulo emocional, ativando o sistema limbico e circuitos
neuroquimicos (Koelsch, 2014; Altenmiiller & Schlaug, 2015).

Os efeitos fisiologicos e psicologicos da audicdo musical sdo documentados em
humanos e modelos animais, fornecendo evidéncias de que a musica pode afetar animais e
humanos de forma semelhante. Sugere-se também que a musica pode ser usada para
melhorar o bem-estar dos animais de laboratério, como por meio de enriquecimento
ambiental, alivio do estresse e modificacdo comportamental (Leanna, 2013).

Entende-se que o mecanismo da audi¢do € o fendmeno que envolve a alteracdo da
compressdo e descompressdao das moléculas de ar na percepcdo consciente do som
(Clements-Cortes & Bartel 2018). A percepcdo musical envolve funcdes cerebrais
complexas subjacentes a analise acUstica, memoria auditiva, analise de cenas auditivas e
processamento de sintaxe e semantica musical. Além disso, a percep¢do musical afeta
potencialmente a emocéo, influencia o sistema nervoso autbnomo, os sistemas hormonal e
imunolodgico e ativa as representagdes pré-motoras (Koelsch & Siebel, 2005).

A informag&o acustica é traduzida em atividade neural na cdclea e transformada no
tronco auditivo com diferentes propriedades de respostas ao tom, timbre e frequéncia (Sinex
et al., 2003). Este pré-processamento permite o registro de sinais auditivos ao nivel do

coliculo superior e tdlamo. A partir do talamo, a informag&o é projetada principalmente no
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cortex auditivo primario, e também est4 diretamente conectado com a amigdala (LeDoux,
2000) e cortex orbitofrontal (Ongur & Price, 2000), estruturas implicadas no controle do
comportamento emocional. No cortex auditivo informagdes mais especificas sobre
caracteristicas acusticas, como altura do tom, timbre e intensidade séo extraidas (Tramo et
al., 2002; Fishman et al., 2001).

Diversos estudos apontam algumas evidéncias da musicoterapia sendo usada como
alternativa no tratamento da depresséo, Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) autismo,
esquizofrenia e quadros demenciais, bem como para o estresse, ansiedade, insdnia e abuso
de substancias (Li et al., 2011).

A musicoterapia ja foi indicada como capaz de melhorar comportamentos sociais em
criancas com TEA (Lagasse, 2014). Assim como musicos sdo frequentemente estudados a
respeito da melhoria das funcdes neurofisioldgicas, especialmente no sistema auditivo, em
consequéncia ao treinamento musical, concentrando a atencdo em sinais acusticos
significativos, e essas melhorias no processamento auditivo refletem na linguagem e demais
habilidades cognitivas (Kraus et al., 2014).

Exames de neuroimagem mostram que a percepcao do ritmo ativa estruturas dentro
das principais redes motoras, tais como areas motoras pré-motoras e suplementares, ganglios
da base e cerebelo - muitas das quais estdo comprometidas em graus variados na doenca de
Parkinson (DP). Assim, parece provavel que o engajamento de areas motoras durante a
percepcao do ritmo possa ser o elo entre as melhorias musicais e 0 desempenho motor na
DP (Nombela et al., 2013; Perrone-Capano et al., 2017).

Contudo, muito se descobriu sobre a base neuroanatémica da musica, enquanto pouco
se sabe sobre sua base neuroquimica. Estudos sobre a neuroquimica da musica podem ser a
préxima grande fronteira, particularmente quando investigadas alegac6es sobre os efeitos da
musica no tratamento de doencas, em diversos graus de gravidade, e suas manifestacbes
clinicas (Chanda & Levitin, 2013).

A musica influencia o funcionamento fisiol6gico ao desencadear respostas no tronco
cerebral e influencia respostas dos neurotraminsssores, que reduzem a excita¢do simpatica e
aumentam a atividade parassimpatica. Estes sistemas neuroquimicos, especialmente o
dopaminérgico, medeiam a sensacdo de prazer associando a musica a0 mecanismo de
recompensa (Chanda & Levitin, 2013; Lin et al., 2013; Polston et al., 2011).

A estimulacdo ritmica pode levar a um maior nimero de neurdnios a sincronizacéo,
que pode ser realizada por meios sensoriais (som, luz, toque) e/ou elétricos (estimulagdo

magnética transcraniana). Usa-se aqui o termo ritmico como estimulo recorrente que pode
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ser um curto “surto” auditivo de 2ms que ocorre uma vez por segundo (1Hz) ou pode ocorrer
10 vezes por segundo (10Hz) ou 60 vezes por segundo (60Hz). Ou uma "exploséo"” de
estimulacao elétrica. As ondas sonoras a 100 Hz sdo ainda uma estimulacdo ritmica, isto &,
periddica, ao ouvido por meio de compressdes de moléculas de ar (Bartel et al., 2017).

A mdasica provoca estimulagdo também nos circuitos neurais de regides do lobo
temporal, como hipocampo (Rideout e Laubach, 1996; Sarnthein et al. 1997) e cortex pre-
frontal, ligados ao comportamento, emocéo e cognicdo (Hatem et al., 2006; Verrusio et al.,
2015). As melhorias da musica sobre a cognicdo manifestam-se na memoria, atencdo
inteligéncia, funcdes executivas e linguagem, reforcando o potencial neuroplastico, que vai
além de simples estimulos auditivos ambientais (Kraus et al., 2014; Zhu et al., 2014).

Circuitos corticais auditivos responsaveis pela codificacdo e armazenamento de
padrdes de tons, como o cértex auditivo e cértex frontal, sdo importantes ao manter a
informacgdo musical na memoria operacional e reconhecer estruturas dos padrdes musicais,
que, entdo, desencadeiam respostas. Ao ouvir um determinado conjunto de tons esperam-se
respostas especificas com maior probabilidade do que outras (Zatorre & Salimpoor, 2013).

O SNC tem significante potencial de reorganizacdo funcional, uma vez que o
treinamento auditivo é capaz de provocar mudancas nas redes neurais (Heim et al., 2013;
Zatorre & Salimpoor, 2013). A musica pode ser empregada por meio do uso controlado da
sua exposicao, a fim de coordenar a conexdo psicoldgica, fisiologica e emocional, durante o
tratamento de transtornos e doencas (Raglio et al., 2015).

Trabalhos no nosso laboratério realizados ao longo dos anos, verificaram possiveis
efeitos moduladores da muasica em animais experimentais (Ribeiro et al., 2017; Sampaio et
al., 2017). A neuromodulacdo da musica classica, por exemplo, como método terapéutico,
facilitador de processos psicolégicos e como estimulo a neuroplasticidade, faz com que a
musica passe a ser reconhecida ndo como um simples elemento perceptivo, mas uma rica
estratégia terapéutica, a fim de promover a readaptacdo funcional de areas lesionadas do
SNC (Sarkamo et al., 2013; Strait et al., 2014; Zhu et al., 2008).

AssociacOes entre abuso de drogas e a facilidade da aquisicdo e manutencdo de
comportamentos aditivos tem sido feitas afim de elucidar o papel que os estimulos
condicionados desempenham no vicio. Os resultados mostraram que a musica & um estimulo
condicionante contextual eficaz, aumentando significativamente a atividade locomotora
apos a associacao repetida com a metanfetamina. Além disso, aumentou significativamente
o0s niveis de dopamina extracelular na amigdala basolateral e no ndcleo acumbens (Polston
etal., 2011).
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Doengas comum ao envelhecimento estéo recebendo mais ateng¢éo devido ao aumento
da populacdo idosa em todo 0 mundo, entre elas as doencas degenerativas, como a doenca
de Alzheimer, DP e AVE. Com isso, novas alternativas terapéuticas também tem sido
exploradas (Deschaintre et al., 2009), a fim de retardar o declinio cognitivo e promover
qualidade de vida do individuo por um maior periodo de tempo. Interven¢des musicais com
adultos com déficits cognitivos receberam maior aten¢do nos ultimos anos (Clements-Cortes
& Bartel, 2018; Fukui et al., 2012; Raglio et al., 2015).

O uso da musica pode produzir efeitos substanciais sobre os sintomas motores, bem
como os psicoldgicos no tratamento da DP e outros processos degenerativos (Hillecke et al.,
2005; Koelsch et al., 2009). As interaces motoras e auditivas e as bases neurais da
percepcao do ritmo musical fornecem informacg6es importantes para o desenvolvimento de
terapias em potencial (Nombela et al., 2013).

A intervencdo com a estimulacdo auditiva ritmica é utilizada na DP, que consiste em
aplicacdo de estimulos auditivos ritmicos incluidos a iniciagdo e facilitagdo em atividades
relacionadas a marcha, proporcionando melhorias no comprimento do passo e na velocidade
da caminhada, proporcionando melhor adaptacao dos circuitos do cerebelo, ganglios da base
e area motora suplementar, que permitem o controle do desempenho motor (de-Breu et al.,
2014; Keus et al., 2001; Nombela et al., 2013).

Com isso, diferentes estimulos sonoros podem funcionar como desencadeadores de
alteracdes fisioldgicas e comportamentais nas diferentes espécies animais, inclusive em
humanos. O estimulo musical pode ser um recurso de alcance de efeitos benéficos na
recuperacdo da saude de humanos e outros animais (Calamita et al., 2016).

Neste contexto, o potencial uso da musica nas lesées por HIE, é indefinido. Uma vez
que, amusica pode agir de diferentes formas nos processos fisioldgicos, mentais, emocionais
e fisicos. De forma que a terapia com musica, como método terapéutico, tem atingido
diferentes vias de interpretacdo cortical, sendo possivel ser associada ao tratamento
medicamento tradicional, como adjuvante em diferentes doencas e alteracdes, especialmente
as comportamentais (Antorveza, 2017).

A Sonata de Mozart tem apresentado em pacientes efeito modulatério em
consequéncias decorrentes da HIE, assim como tem sido utilizada para tratar déficit de
atencdo, epilepsia, depresséo, ansiedade, estresse, e deméncia, refletindo em reorganizacgdes
corticais funcionais (Kim et al., 2006; Lagasse, 2014; Lin et al., 2011; Lin & Yang, 2015;
Xing et al., 2016), assim como demonstrado no levantamento bibliografico exposto no

quadro 1.
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Quadro 1 - Estudos com exposic¢do a musica em humanos, ratos, camundongos, porcos e vacas ao longo das Ultimas décadas.

Autores

Tipo de Estudo

Objetivos

Resultados/Conclusdes

Rauscher et al.,
1995

Experimental
79 estudantes
universitarios

Mostrar que ouvir a sonata de Mozart para dois pianos produzia um
aumento de curto prazo do raciocinio espago-temporal no teste de
Stanford-Binet.

Nao confirmaram a melhora do raciocinio e memdria de curto
prazo.

Uetake et al., Experimental Avaliar o efeito da musica na abordagem voluntaria das vacas para | Influencia da musica na prontiddo comportamental das vacas

1997 19 Vacas holandesas um sistema automatico de ordenha. para acessar 0s compartimentos de ordenha.

Hillecke et al., Revisdo Bibliografica Investigar fatores de trabalho da musicoterapia (modulacdo da | Foi demonstrada a eficacia da musicoterapia no tratamento de

2005 atencdo, emocdo, cognicdo, comportamento e comunicacao). certas doencas.

Kimet al., 2006 | Experimental Investigar a influéncia do ruido e da musica pré-natal na memaria | A exposi¢do a musica aumentou a neurogénese no hipocampo
20 ratos fémeas espacial e neurogénese no hipocampo de ratos em | e a aprendizagem espacial dos filhotes. A exposi¢do ao ruido
20 ratos machos desenvolvimento. Causou prejuizos nestes aspectos.

Rickard et al., Revisdo Bibliogréafica Anadlise critica sobre a exposi¢do musical e melhora cognitiva. Estimulos musicais modificam os indices de excitacdo

2005 neuroquimica e modifica a plasticidade sinaptica.

Chikahisa et al.,
2006

Experimental
30 camundongos

Examinar o efeito da exposi¢do a Sonata de Mozart durante o
periodo perinatal na aprendizagem em camundongos adultos,
através da medicdo do nivel do BDNF e seu receptor (TrkB).

A exposicdo perinatal de camundongos a mdsica tem uma
influéncia na sinalizagdo de BDNF / TrkB e PDKL1. Induz o
aprendizado e meméria.

Hatem et al., Experimental Investigar o efeito da mulsica em criangas com cardiopatias na | Efeito benéfico da musica em criangas no pds-operatdrio de

2006 84 criancas unidade pediatrica de terapia intensiva apos cirurgia cardiaca, em | cirurgia cardiaca, por meio dos sinais vitais (frequéncia
conjunto com o tratamento padréo. cardiaca e frequéncia respiratoria) e dor reduzida.

Jones et al., Experimental Avaliar em um subteste de relacBes espaciais de Stanford-Binet | Indicou efeito positivo de ouvir Mozart, embora a excitacdo

2006 41 estudantes | ap0s a exposi¢do a musica ou ao siléncio. tenha mediado essa associacdo. Nenhum efeito de preferéncia

universitarios

foi evidente.

Trehub, 2006

Revisdo Bibliografica

Avaliar o processamento de predisposi¢es para a musica,
discutindo como a musica, a exemplo do canto materno também
tem um efeito moderador na excitacdo infantil.

Bebés podem detectar mudancas quando o0s tons séo
relacionados por pequenas frequéncias, aprimorando o
processamento para escalas desiguais e ritmos métricos.

Jones & Estell,
2007

Experimental
86 estudantes do ensino
médio

Investigar a hipdtese da melhora do desempenho no raciocinio
especial e comportamento de excitacdo com a Sonata de Mozart e
em siléncio.

Na condicdo de Mozart houve maior pontua¢do no raciocinio
espacial, mas ndo mais ou menos excitados.

de Jonge, 2008

Experimental
258 leitdes

Investigar se a musica pode facilitar o comportamento Iidico em
leitdes p6s-desmame, hipotetizando que a musica pds-desmame
facilita o0 comportamento de brincadeira.

A musica foi associada a execu¢do do comportamento lddico
apo6s o desmame, como ferramenta para melhorar o bem-estar
dos sistemas de criacdo animal.

Fukui &
Toyoshima,
2008

Revisdo Bibliogréafica

Propor que a musica facilita a neurogénese e ajusta a secre¢édo de
hormdnios cortisol, testosterona e estrogénio, genes e proteinas
relacionadas.

A secrecdo de horménios que supostamente tém efeitos
preventivos na doenca de Alzheimer, é significativamente
aumentada pela musicoterapia.
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Zhu et al., 2008

Experimental
16 sujeitos destros

Investigar os efeitos da sonata de Mozart, K.448 sobre a atencéo
voluntaria e involuntaria através dos potenciais comportamentais e
relacionados a eventos (ERPs) em uma tarefa visual.

O "efeito Mozart" foi mostrado no ERP, mas ndo em dados
comportamentais, mostrou efeito na atencdo involuntaria e
voluntaria, funcionando em diferentes mecanismos.

Amagdeilspiet Experimental Verificar o efeito protetor da exposicdo a musica perinatal e entre | A calosotomia neonatal induziu déficits que se tornaram
al., 2010 57 filhotes de ratos | 2 e 32 dias pos-natal, contra déficits funcionais da calosotomia | aparentes apds o 45° dia pds-natal. A exposicdo perinatal a
Wistar neonatal em ratos. mUsica protegeu o desempenho de alternancia espontanea.

da Cruz et al., Experimental Expor camundongos (Mus musculus) a duas condicfes: sem | Alteragdes comportamentais significativas nos animais

2010 16 camundongos estimulos auditivos e com mdsica (Sonata de Mozart nimero 10, | expostos a 24h de mdsica foram demonstradas na atividade
em B maior, KVV361, Largo), em testes comportamentais. motora e testes comportamentais.

Linetal., 2011 | Revisdo Bibliografica Analisar o efeito da musica em pessoas com diferentes doencas | A musica é capaz de influenciar processos neurobiol6gicos
mentais, e examinar teorias neurobioldgicas sobre a eficidcia no | complexos no cérebro e pode desempenhar um papel
tratamento de transtornos psiquiatricos. importante no tratamento de transtornos psiquiatricos.

Polston et al., Experimental Examinar o estimulo musical condicionado (“Four” de Miles | A musica é um estimulo condicionante contextual eficaz,

2011 Ratas fémeas Davis) através da avalia¢do da atividade locomotora e respostas das | aumentando a atividade locomotora apds a associacéo repetida
regides do cérebro como a amigdala basolateral, o nucleus | com a metanfetamina, os niveis de dopamina extracelular na
accumbens e o cértex pré-frontal. amigdala basolateral e no ndcleo accumbens.

Tasset et al., Experimental Avaliar o efeito da sonata de Mozart para dois pianos (K. 448) | A musica desencadeiou reducdo na pressdo sistélica e aumento

2012 22 ratos Wistar sobre alteragdes de dopamina no nucleo estriado, cortex pré-frontal | de dopamina do mesencéfalo nos ratos tratados com ecstasy,
e mesencéfalo, e da prolactina e corticosterona. através de um sistema dependente de calmodulina.

Chanda & Revisdo Bibliogréafica Avaliar evidéncias de que a misica melhora a salde e o bem-estar | Efeitos da muasica na motivacgdo, imunidade, estresse, excitagdo

Levitin, 2013 por meio de sistemas neuroquimicos de recompensa, motivacdo e | e afiliacdo social.
prazer; estresse e excitacdo; imunidade; e afiliacdo social.

Leanna et al., Revisdo Bibliografica Revisar pesquisas atuais sobre o efeito da musica na fisiologia e | Os beneficios de fornecer misica aos animais de laboratério

2013 comportamento dos animais. dependem da espécie e do tipo de musica.

Linetal., 2013 | Experimental Investigar as descargas epileptiformes e atividade autonémica | Ouvir Mozart diminuiu as descargas epileptiformes em criancas

64 criancas antes, durante e depois de ouvir Mozart K.448 ou K.545. com epilepsia.
Nombela et al., | Revisdo Bibliografica Potencializar a conexdo entre percepcdo auditiva e movimento | Estimulos auditivos aumenta a atividade do putdmen
2013 através de estimulo musical. compensando a falta dopaminérgica na doenga de Parkinson.

Perlovsky et al.,
2013

Experimental
64 participantes

Verificar a influéncia da musica (agradavel ou desagradavel) no
desempenho de testes académicos e a dissonéncia cognitiva.

A exposica a musica agradavel mostrou melhor desempenho do
que a musica desagradavel.

Sarkamo et al.,
2013

Experimental
89 cuidadores

Determinar a eficacia da intervencdo musical no treino dos
cuidadores de pessoas com deficiéncias fisicas para cantar ou ouvir
musica regularmente como parte do cuidado diério.

O canto e a audicdo musical melhoraram humor, orientacdo e
memoria episodica, atencdo, funges executivas, memdria de
trabalho e bem-estar do cuidador.

Zatorre & Revisdo Bibliogréafica Revisar achados a respeito da percepcao de padrdes sonoros para | O sistema dopaminérgico medeia o prazer associado a masica,
Salimpoor, 2013 respostas prazerosas, através de circuitos auditivos corticais. codificado no nicleo accumbens, &reas auditivas e frontais.

Kraus et al., Experimental Treinar 0 uso da masica em criangas carentes de uma comunidade, | As criangas que completaram 2 anos de treinamento musical
2014 Criancas através do programa de instrugdes gratuitas de musica associadas a | tiveram distin¢cdo neurofisiolégica mais forte das consoantes

maiores ganhos no processamento neural.

oclusivas.
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Lagasse, 2014

Experimental
Criancas com TEA

Examinar os efeitos de uma intervenc¢éo do grupo de musicoterapia
no olhar, atencdo conjunta e comunicacdo.

Revelaram-se maiores ganhos em relacdo a atencdo conjunta
com os pares e olhar para as pessoas.

Strait et al., Experimental Discutir a vantagem neural em musicos no inicio da vida em | Os musicos exibem diferenciagdo neural aprimorada de
2014 76 participantes respostas auditivas do tronco encefalico as silabas / ba /e / ga. consoantes oclusivas com alguns anos de treinamento.
Bowman et al., | Experimental Identificar mudancas fisiol6gicas/psicolégicas em cées expostos a | A estimulagdo auditiva como técnica de enriquecimento
2015 54  cachorros (34 | estimulacdo auditiva por 7 dias, pela avaliagdo da variabilidade da | ambiental induziu mudancas na frequéncia cardiaca, do cortisol
machos e 16 fémeas) frequéncia cardiaca, cortisol salivar e comportamento. e dados comportamentais de niveis de estresse reduzidos.
Coppolaet al., Experimental Auvaliar o efeito de ouvir composi¢des de Mozart sobre 0 sono e | 45,4% dos pacientes tiveram uma redugdo de > 50% no numero
2015 11 pacientes | distirbios ~ comportamentais:  agressdo, irritabilidade e | total de convulsdes. Todos também tiveram uma melhora no
ambulatoriais (7 | hiperatividade em pacientes com encefalopatia epiléptica resistente | sono noturno e no comportamento diurno.
homens e 4 mulheres). | a medicamentos.
Dewi et al., Experimental Determinar o efeito da musica para aumentar a atencéo através de | A intervengdo musical aumentou a atencdo em 11,7%, a
2015 78 alunos do 3° grau do | uma escala de inteligéncia (Escala de Inteligéncia Wechsler para | intervencdo com musica e movimento aumentou a atengdo em
ensino fundamental Criancas - WISC). 0,5%, e 0 grupo controle mostrou diminuicdo em 13%.
Ferreri et al., Experimental Investigar se a memoria episddical, atrves do teste de lista de | Observou-se melhor desempenho sob condi¢do de mdsica do
2015 20 jovens adultos palavras, pode ser melhorada em contexto de musica instrumental | que sons ambientais ou siléncio, corroborando que a muasica
no fundo em constraste a sons ambientais ou siléncio. atua como facilitador de codificacfo de informacdes.
Lin & Yang, Mostrar os efeitos benéficos da musica (sonata de Mozart K 448) | Descargas epileptiformes sdo significativamente reduzidas
2015 Revisdo Bibliogréfica nas descargas epileptiformes, identificar frequéncia de convulséo e | apds ouvir Mozart K.448, incluindo vias dopaminérgicas e
recorréncia da primeira convulséo. ativacéo parassimpética.
Investigar o treinamento baseado em pistas auditivas ritmicas e | Intervencoes que envolvam musica como ferramenta pode ser
Raglio, 2015 Revisdo Bibliogréfica compensagdo da rede cerebelo-tdlamo-cortical, melhorando | um importante método de reabilitacdo atuando no desempenho
habilidades perceptivas e motoras de pacientes com Parkinson. motor de pacientes com Parkinson.
Raglio et al., Revisdo Bibliografica Revisar intervengGes musicais e seus efeitos no humor e depressdo | H4 eficdcia da musicoterapia sobre o humor, sindromes
2015 em pacientes com disturbios neuroldgicos. depressivas e qualidade de vida em pacientes neuroldgicos.

Verrusio, 2015

Experimental
30 sujeitos

Investigar a influéncia da musica de Mozart sobre a atividade
cerebral através do EEG em adultos jovens, idosos saudaveis e
idosos com comprometimento cognitivo leve.

Apos ouvir Mozart, um aumento da frequéncia alfa e seu ritmo
foi observado tanto em adultos quanto em idosos. Depois de
ouvir Beethoven, nenhuma alteracdo foi detectada.

Xing et al.,
2016

Experimental
ratos Wistar

Avaliar alteragGes da cognicdo espacial em diferentes estagios da
epileptogénese e explorar efeitos da exposi¢do a masica de Mozart
a longo prazo na recuperacdo da capacidade cognitiva.

O efeito de Mozart € o efeito do ritmo de Mozart, indicando que
musicas diferentes podem ter efeitos diferentes.

Nieto-Romero,
2017

Experimental
31 pacientes de ambos
0S Sexos

Comparar o nivel de ansiedade de adultos cardiopatas ap6s uma
intervengdo musicoterapia, em um estudo de ressonancia
magnética.

O uso da musica mostrou-se eficaz para controle fisiologico,
estado emocional e comportamental.

Korsos et al.,
2018

Experimental
40 ratos machos

Avaliara as capacidades de aprendizagem espacial e meméria em
testes comportamentais com expostos a sonata de Mozart com
altercdes no ritmo.

A mdsica dentro da faixa de audicdo dos ratos melhorou a
capacidade de aprendizagem espacial, mas somente se 0sS
animais fossem expostos antes e durante a tarefa.




35

1.6 Sonata de Mozart para dois pianos

No debate a respeito de estimulos musicais sobre a cognicdo, alguns estudos
buscaram investigar como melhorar o desempenho da memdria episddica, manipulando os
fatores que sdo cruciais para uma codificacdo bem-sucedida (Ferreri et al., 2015; Fukui &
Toyoshima, 2008). Entre um dos mais explorados métodos, o “Efeito Mozart” destacou-se
pelas exploragdes cientificas do século XXI acerca do cérebro e das fungbes cognitivas
como aprendizagem e memoria. A partir do qual investe-se cada vez mais em reproducées
tecnoldgicas que promovam aperfeicoamento e atributos positivos ao funcionamento deste
6rgédo (Beauvais, 2015).

A melhoria na aprendizagem espacial e temporal como manifestagdo do "efeito
Mozart” foi o inicio de uma nova época em termos de musicoterapia. Inicialmente foi
testado por Rauscher et al. (1993), mostrando melhorias no desempenho de estudantes em
tarefas especificas no teste de inteligéncia Stanford-Binet, tarefas de raciocinio espacial,
manifestando aumento de 8 a 9 pontos no QI em curto periodo de tempo, apds ouvirem
uma das Sonatas de Mozart (K.448) (Jones & Estell, 2007, Zhu et al., 2008).

Mas tal efeito torna-se uma teoria discutivel. Pietschnig et al. (2010) realizou uma
abrangente meta-analise (quase 40 estudos, mais de 3.000 sujeitos), sobre a eficacia desse
efeito sobre a cognicdo. Este autor demonstrou que h& pouca concordancia a um efeito
especifico da Sonata de Mozart nos trabalhos publicados. Embora os resultados indiquem
um efeito positivo e significativo da exposicao a sonata de Mozart (K.448), em compara¢do
com nenhum estimulo no desempenho de tarefas espaciais, os efeitos observados foram
pouco significativos. Além disso, a exposicao a outros estimulos musicais, produziu um
efeito global significativo de aproximadamente mesma proporcgéo.

Muitos dos trabalhos anteriores sobre o efeito Mozart, ressaltando o aumento
temporario em tarefas espaciais apds ouvir Mozart, tentaram determinar se a causa é devida
a estimulos neuroldgicos ou a mudangas na excitacdo geral do individuo (Jones & Estell,
2007). Talvez exista um pequeno efeito significativo apenas nos estudos publicados para a
exposicao a sonata de Mozart em comparacao a outros estimulos musicais, indicando assim
um desempenho um tanto melhorado dos individuos expostos a sonata de Mozart. No
entanto, este achado pode ser explicado pela ativacdo potencialmente diferente da musica.

Uma vez que a excitacdo geral afeta a ativacao cortical, 0s sujeitos expostos a musica mais
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excitante, portanto, sdo mais propensos a pontuar mais em tarefas espaciais (Thompson et
al., 2001).

Em contraste, o siléncio, o ruido branco ou a musica minimalista ndo tém efeitos
similares. Surge a questdo de qual tipo de musica geralmente é capaz de produzir o efeito
Mozart. Melodias semelhantes em estrutura, harmonia e previsibilidade (recorréncia)
também foram encontradas eficiente na producdo de efeitos similares. Hughes & Fino
(2000) realizaram analises computadorizadas de diversas pecas de musica. No caso de
Mozart e Bach, a periodicidade a longo prazo (o nimero de repeticdes dentro de meio
minuto em média) foi decisiva. A outra caracteristica comum das masicas de Mozart e
Bach foi o0 uso mais frequente de sons (196 Hz, 523 Hz e 987 Hz). Durante e logo ap6s
ouvir a sonata, os padrdes de disparo dos neurdnios no cértex frontal direito e temporal
esquerdo foram sincronizados (Rideout & Laubach, 1996). Os estimulos musicais efetivos
induziram mais ondas beta no cérebro (Sarnthein et al., 1997).

Estimulos musicais menos estimulantes podem ter desempenhado um papel
moderador no desempenho de tarefas, resultando em escores mais baixos em amostras
expostas a outros estimulos musicais, do que em amostras expostas a sonata de Mozart.
Em conclusdo, essa musica em particular, dentro da faixa de audi¢do dos ratos, era
adequada para melhorar a capacidade de aprendizagem espacial dependente do hipocampo,
mas somente se 0s animais fossem expostos a ela ndo apenas antes, mas também durante a
tarefa (Korsos et al., 2018).

Por exemplo, a sonata de Mozart para dois pianos em Ré maior, 0 K448, demonstrou
diminuir as descargas de EEG interictais e a recorréncia de convulsdes clinicas em adultos
e pacientes jovens (Coppola et al., 2015).

Xu et al. (2009) mantiveram ratos recém-nascidos expostos ao Sonata oito horas por
dia durante dois meses. De acordo com seus resultados, a capacidade de reconhecer sons e
a duragéo dos sons melhorou em comparagdo com o grupo controle mantido em siléncio.
Essa habilidade foi acompanhada por aumento da expressédo do receptor N-metil-D-
aspartato  (NMDA). Os receptores NMDA promovem a maturacdo das sinapses
glutamatérgicas e garantem sua plasticidade durante a ontogénese e a aprendizagem.

Segundo Tasset et al. (2012), a exposicdo de ratos ao Sonata por 2 x 2 h diarios
aumentou a atividade do sistema de dopamina. Estes dados podem explicar a aplicacdo
positiva e associa¢do de musica com a obtencdo da isca. Kirste et al. (2015) transpuseram
0 Sonata para a linha de audicdo de camundongos C57BL / 6J, elevando os passos em 5

oitavas e, assim, colocando 90% dos tons entre 5 e 20 kHz. Uma exposicéo de 2 h durante
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trés dias consecutivos resultou na proliferacdo de neurGnios precursores no hipocampo e
no giro denteado, sendo ambos cruciais no aprendizado e no desempenho da memoria. O
siléncio total teve um efeito semelhante. Em contraste, o ruido padrédo da casa dos animais,
0 ruido branco nédo estruturado (8 a 80 kHz) e as vozes dos filhotes (65 kHz) foram
ineficientes. Escribano et al. (2014) descobriram que a exposicao a dada musica de Mozart
teve um efeito ansiolitico para ratos.

Xing et al., 2016 apresentaram efeitos cognitivos positivos com o uso da Sonata
K.448. Utilizaram uma versdo retrograda, por meio da qual obteve-se um efeito negativo
no desempenho dos ratos no teste do labirinto aquatico de Morris e no desempenho dos
seres humanos no teste de dobramento e corte de papel e no labirinto de lapis e papel. Além
disso, quando o ritmo e o tom da Sonata de Mozart sdo manipulados de forma
independente, entre normal e retrograda, o desempenho de aprendizagem dos ratos no teste
do labirinto aquéatico de Morris indicou que o ritmo é um elemento crucial na producao dos
efeitos comportamentais.

A andlise imuno-histoquimica mostrou efeitos consistentes no hipocampo e cortex
auditivo, sugerindo que os niveis de expressdo protéica do BDNF (fator neurotréfico
derivado do cérebro) e do TrkB (receptor tirosina quinase B), foram influenciados
seletivamente no cérebro apos os ratos expostos a musica (Xing et al., 2016). Também
foram encontrados novos neurdnios. Como € bem sabido, a geracdo de neurb6nios recém-
nascidos no giro dentado é fundamental para manter 0s processos normais de aprendizado
e memoria (Derrick et al., 2000). Combinando esses resultados acima, o possivel efeito
Mozart indicou que os escores de memoria melhorados na tarefa espacial estdo enraizados
na neurogénese e aumentam o BDNF / TrkB no cérebro (Xing et al., 2016).

Sabe-se que o BDNF e o TrkB, desempenham um papel critico na aquisicdo e
consolidacdo da memoria no SNC de mamiferos (Heldt et al., 2007; Masana et al., 1993)
e tem um papel vital na mediacdo de mudancas duradouras na estrutura e funcéo sinaptica
central. A exposicao de ratos a musica de Mozart aumenta o desempenho de aprendizado
e aumenta os niveis da proteina BDNF e TrkB medidos no hipocampo dos ratos recém-
nascidos (Tolwani et al., 2002; Tyler et al., 2002).

Sampaio et al. (2017) realizou de testes experimentais em ratos com o campo aberto
(locomocao), labirinto em cruz elevado (ansiedade), nado forcado (depresséo) e esquiva
inibitdria, expostos a Sonata de Mozart para dois Pianos, observaram que a musica classica
foi capaz de afetar respostas comportamentais, corroborando outro estudo onde

camundongos foram submetidos a mdsica classica por 24 horas. Os resultados
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demonstraram uma significativa diminui¢cdo na imobilidade no nado for¢ado, aumento na
entrada nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado e diminuigdo na imobilidade no
campo aberto, sugerindo que a musica foi capaz de provocar mudancas na atividade motora
dos animais, podendo ser utilizada como um recurso de enriquecimento ambiental e bem-
estar para animais em cativeiro (Da Cruz, 2011).

Resultados mostraram que os efeitos da composicao de Bach, foram inferiores aos
do experimento com a Sonata Mozart (Korsos et al., 2018). No entanto, como a musica
contém uma infinidade de elementos, como ritmo, tom e intensidade, ainda ndo esta claro
quais elementos da musica contribuem para esse efeito cognitivo. Acredita-se que o fator
crucial seria os diferentes ritmos. O papel do ritmo no efeito de Mozart pode ter fornecido
uma explicacao razoavel de que os ratos podem nao precisar ouvir toda a muasica como 0s
humanos ouvem, eles precisam apenas ter o ritmo mais importante para obter tal efeito. O
mecanismo subjacente pode ser que a sequéncia em Mozart K.448 pode desencadear uma
resposta forte no cérebro, porque essa regularidade é semelhante ao ciclo fisioldgico
(Trehub, 2006). E o efeito similar de Mozart K.448 em humanos e ratos pode ser devido
aos ritmos fisioldgicos similares obtidos evolutivamente.

O principal argumento levantado por Steele (2006) é que a faixa de audicdo dos
roedores é diferente dos humanos. O audiograma humano estende-se de 0,02 a 20 kHz,
enquanto o de ratos de 0,5 a 90 kHz, medido a 60-70 dB de nivel de pressdo sonora,
afirmando que os ratos ndo podem ouvir 0s 33-57% das notas nesta Sonata.

Nos experimentos de Fekete & Bernitsa (2013) foi utilizada a verséo distorcida da
Sonata (duas vezes mais rapida que uma oitava acima do original, por 10 minutos por dia
durante 10 semanas). Um grupo recebeu o estimulo musical antes, outro durante e o terceiro
antes e durante o teste de memdria, enquanto os animais controle foram mantidos em
siléncio. A aprendizagem espacial e a memoria dos animais foi testada em labirinto radial
de 8 bracos. A atividade cinética diminuiu e o tempo gasto no ensaio da tarefa aumentou
em comparacao a versdo original. Em concluséo, esta masica em particular, dentro da faixa
de audicdo dos ratos, melhorou a aprendizagem espacial, mas somente se 0s animais
fossem expostos ndo apenas antes, mas também durante a tarefa.

Em sujeitos humanos a sonata de Mozart para dois pianos (K 448) revelou efeito
modulatorio na atividade cerebral em estudos que relataram que o estimulo musical da
sonata para dois pianos (K448) foi capaz de diminuir descargas da atividade elétrica
cerebral de pacientes epilépticos, como também aumento de atividade de ondas em

circuitos corticais relacionados a cognicdo em adultos e idosos saudaveis, no
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eletroencefalograma (EEG), diferentemente de respostas a outros compositores como
Beethoven (Coppola et al., 2015; Perlovsky et al., 2013; Verrusio et al., 2015).

Essa Sonata demonstrou melhorias comportamentais e cognitivas, na atencao,
concentracdo, aprendizagem e memoria, alteracdes no estado de humor, aumento do
sentimento de alegria e diminuicdo da tristeza, e sensagéo de relaxamento (Dewi et al.,
2015; Hausmann et al., 2016).

A Sonata de Mozart para dois pianos em ré maior, K 448, mostrou também produzir
resultados eficazes em pacientes com doenca de Alzheimer, que depois de ouvir a masica
de Mozart, as fun¢Ges mentais melhoraram e eles conseguiram lembrar-se das melodias
(Fukui et al., 2012).

Kanduri et al. (2015) realizaram perfis transcricionais do genoma de voluntarios
humanos antes e depois de ouvirem um concerto de violino de Mozart. Eles encontraram
diferencas substanciais na expresséo génica de participantes com experiéncia musical e/ou
talentosos. Pode se referir a importdncia da exposicdo repetitiva anterior a mdsica
(“treinamento”) e pode explicar o mau desempenho do periodo de aquisi¢ao do Grupo B.

Verrusio et al. (2015) encontraram um aumento na banda alfa e no indice de
frequéncia mediana da atividade de ritmo alfa de fundo (indicador de despertar). Bons
executores de memoria mostram significativamente mais alfa superior, mas menos poder
theta. Nenhum evento semelhante pode ser demonstrado em humanos que ouviram "Fur
Elise" de Beethoven. Usando um dispositivo de ressonancia magnética funcional Bodner
et al. (2001) observaram durante a escuta de Mozart um aumento estatisticamente
significativo na circulacdo sanguinea cortical, em particular no cortex dorsolateral pré-
frontal e occipital, bem como no cerebelo.

Apesar do pouco respaldo cientifico sobre sua eficacia, estudos e artigos ainda
discutem a possibilidade do efeito Mozart, lembrando a sociedade do possivel impacto da
musica classica no cérebro e propondo uma solucdo indolor para questdes educacionais e
socioculturais (Beauvais, 2015). Com isso, 0s presentes achados podem oferecer
importantes informacdes sobre a neuroplasticidade induzida pela musica, relevante ao
desenvolvimento cerebral e a neurorreabilitacdo. Desta forma, a promessa de tratamentos
baseados em musica € que eles ndo sdo invasivos, tém efeitos colaterais minimos ou

inexistentes, sdo acessiveis e completamente "naturais” (Chanda & Levitin, 2013).
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2.1
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Objetivos

Geral

Fazer uma analise comparativa da exposicéo aguda e crénica da Sonata de Mozart

K 448 frente a lesdo hipocampal decorrente da hipoxia isquémica encefélica.

2.2

Especificos

Avaliar de que maneira a exposi¢do aguda e cronica da Sonata de Mozart pode

modular a aprendizagem e memoria de ratos no teste de esquiva inibitoria.

Fazer uma analise comparativa da exposic¢ao aguda e cronica da Sonata de Mozart

frente as lesbes cerebrais decorrentes da hipdxia encefalica.

Observar parametros comportamentais de estresse dos sujeitos experimentais
baseados em escala de estresse previamente padronizada envolvendo aspectos
relacionados a atividade espontanea, resposta ao manuseio, sinais neurolégicos e

aparéncia dos pélos.

Examinar os aspectos bioguimicos indicadores de estresse decorrente da exposicao
ou auséncia da mdsica e/ou hipoxia isquémica, por meio das avaliacdes dos

marcadores laboratoriais enzimaticos.

Observar as possiveis alteracdes morfofuncionais das células hipocampais frente a

exposicao ou auséncia da musica e/ou hipoxia isquémica.



3 Metodologia

3.1  Sujeitos Experimentais
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Ratos Wistar (Rattus norvegicus), fémeas (n = 48), com 3 semanas de idade,

provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina/UnB, e alojados em grupos de 3 ratos

por gaiolas de polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, mantidos em ciclos claro/escuro de 12 h,

condicdes controladas de temperatura (23°C), alimentados com ragdo (marca Purina®) e

agua ad libitum diariamente, exceto no periodo dos testes. Todos os testes foram realizados

entre as 8:00-10:00 e 16:00-18:00 horas. Os procedimentos experimentais foram aprovados

pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UnB,
aprovados pelos Pareceres n° 80243/2013 e n° 67736/2014, em anexo (pag 71).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos de 6 animais (n=36), de

acordo com o quadro 1 ilustrado a seguir:

Quadro 2 - Distribuicdo da amostra nos grupos experimentais. HIE = hipdxia isquémica

encefélica.
Grupos Condicéo Protocolo Aplicado
(G1) Controle Anlr,nr?us controle - sem inducéo de hipoxia e sem exposi¢éo
a musica.
(G2) HIE Animais que sofreram HIE induzida experimentalmente aos
3 meses.
- Animais que receberam exposic¢do aguda & musica (4h/dia,
(G3) Exposigdo Aguda durante 4 dias), antes de completar cada idade.
Exnosicio Aquda + Animais que receberam exposicdo aguda a masica (4h/dia,
(G4) P QHIE g durante 4 dias), antes de completar cada idade e HIE
induzida aos 3 meses.
- A Animais que receberam exposic¢ao cronica a masica (4h/dia,
(G5) Exposicao Cronica durante 4 meses), iniciada no 1° més de idade.
Exposicio Créonica + Animais que receberam exposic¢ao cronica a masica (4h/dia,
(G6) P QHIE durante 4 meses), iniciada com um més de idade e HIE
induzida aos 3 meses.
Exposicdo Cronica S - A
- . Animais que receberam exposi¢do crénica a musica (4h
(G7) interrompida aos 3 L s oA .
X diariamente), iniciada no 1° més de idade.
meses de idade
Exposicdo Cronica | Animais que receberam exposicdo crbnica a musica (4h
(G8) interrompida + HIE | diariamente), iniciada com um més de idade e interrompida
aos 3 meses de idade | aos 3 meses de idade e submetidos a HIE induzida.

(Fonte: autoria prdpria, 2018)
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3.2  Teste da Esquiva Inibitéria

Os animais foram levados para a sala de testes aproximadamente 30 min antes e
todos os procedimentos foram realizados as cegas. A escolha de fémeas deveu-se a maior
sensibilidade nas respostas cognitivas observadas em resultados obtidos pelo grupo de
pesquisa, tornando 0os mesmos mais significativos para a proposta apresentada. Os testes
foram realizados quando os animais completaram 4 meses de idade. Os que sofreram HIE,
essa leséo ocorreu aos 3 meses de idade.

Foi utilizado para estes procedimentos o teste de esquiva inibitoria (step-down) para
avaliacdo da memdria de curto e longo prazo. O aparelho utilizado compde-se de uma caixa
de metal (50 x 25 x 25 cm) com uma plataforma (5 x 8 x 25cm) e uma parede frontal de
vidro. A parte interna possui barras de aluminio paralelas separadas em uma distancia de
1cm, sendo o aparato conectado a um painel de controle que possibilita disparar choque
elétrico previamente determinado.

Nessa tarefa, o animal deve associar um estimulo inicialmente ndo aversivo ao
recebimento de um choque de baixa intensidade (0,4 mA, por 1 seg). Os parametros de
avaliacdo envolvem uma fase de treino e pds-treino e que serve de estimulo aversivo para
gue o animal deixe de executar a tarefa a ele apresentada. A recordacdo da informacao do
contexto aversivo é sugerida ser equivalente a capacidade de MCD e MLD dos sujeitos

experimentais (lzquierdo et al., 1998).

3.3 Inducdo da Hipdxia Isquémica Encefélica

A inducéo da leséo por HIE foi realizada com 0 NaNO2, os ratos foram submetidos a
administragdo de 60 mg/kg por via intraperitoneal, aos 3 meses, durante 15 dias
consecutivos, conforme protocolo adaptado da literatura cientifica na area (Abdel Baky et
al., 2010). Animais na mesma idade, que nao receberam a administracdo de NaNO2,

serviram de controles para as nossas investigacoes.
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3.4  Exposicdo a Sonata de Mozart

A Sonata de Mozart para dois Pianos (K. 448) foi tocada em uma sala padronizada,
onde a intensidade do som foi criteriosamente uniformizada por meio de um decibelimetro
em nivel sonoro de 65 dB. Para se conseguir a uniformidade do som, o aparelho eletrénico
foi colocado em uma posicdo centralizada, de maneira que todas as gaiolas ficassem a a
mesma distancia de cerca de 50 cm, de tal maneira a garantir a mesma intensidade de som
para todos 0s sujeitos experimentais.

A Sonata de Mozart para dois pianos (K. 448) escrita em trés movimentos: Allegro
con spirito; Andante e Molto Allegro, foi apresentada aos animais na tonalidade de Ré
Maior. Estes movimentos refletem certa duragéo e diferentes estruturas de notas. A Sonata
foi gravada em formato MP3. A duracdo do arquivo original € de 22 minutos e 3 segundos,
precisando ser adaptado para ter duracdo de 2 horas, sendo repetido 5 vezes e meia no
mesmo arquivo, salvo em um pen drive, para ser melhor adaptado em um aparelho emissor
de som com entrada USB.

A musica foi tocada por 4h alternadas, 2h no periodo da manha e 2h a tarde (Tasset
et al., 2012). A exposi¢do musical aguda foi realizada quando os animais tinham apenas 1
més de idade, sendo repetida ao completarem 2, 3 e 4 meses, durante 4 dias consecutivos
antes completarem cada idade (exposicdo aguda). Na exposi¢do cronica o procedimentos
de exposicdo a musica ocorriam diariamente durante os 4 meses, iniciados quando 0s
animais completaram 1 més de idade. Os grupos controle (G1 e G2) ndo foram expostos a

nenhuma musica.

3.5  Delineamento Experimental

A avaliacdo experimental foi realizada conforme as etapas a seguir (Figura 4):

- 1° dia: Os animais foram inseridos na plataforma da caixa de esquiva inibitodria,
individualmente, durante 180 segundos, para habituacdo ao espaco de teste. Este
procedimento so foi realizado uma Unica vez antes de iniciar todos os procedimentos.

- 2° dia: Cada animal foi colocado cuidadosamente na mesma plataforma com a
face voltada para o lado oposto ao observador. Assim que desceu e colocou as quatro patas
nas barras, recebeu o choque e foi retirado imediatamente da caixa. A MCD foi testada 1 h

apos o treino, seguindo 0 mesmo protocolo.
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- 3° dia: Ap0s 24 h do primeiro teste, foi realizado o segundo a fim de avaliar a
capacidade de MLD, seguindo os mesmos critérios procedimentais. Mediu-se o tempo que
cada animal levou para descer da plataforma (laténcia de descida), novamente como uma
medida de retencdo da memoria.

Os procedimentos experimentais de avaliacdo da aprendizagem e memoria foram
realizados no periodo da manha (8 as 12h), para que ndo ocorressem interferéncias do ciclo
circadiano dos animais e houvesse menor variacdo dos resultados obtidos. Apos a
observacao de cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10% a fim de minimizar o
estimulo olfativo e evitar interferéncias no comportamento dos ratos.

Normalmente, a reexposicdo ao ambiente aversivo favorece o aumento da
permanéncia na plataforma, indicando que o estimulo repetido produz o contetdo de
memoria nos animais, relacionado ao comportamento de descida da plataforma, ou seja,
quanto mais tempo permanecer nela, maior serd a laténcia de descida, indicando que a

resposta final é decorrente da aprendizagem ao procedimento proposto (Deacon, 2002).

Habituacao Treino MLP A
MCP \:(NaNo,)
B
x * ) § *

Figura 5 - Representacdo Esquematica dos Procedimentos Experimentais nos grupos
controles (G1) e NaNO2 (G2). Na parte superior esquerda um aparelho de esquiva
inibitdria do tipo step down, usado para avaliagdo da memoria de curta duracdo (MCD) e
memoria de longa duracdo (MLD), cujos procedimentos eram realizados quando 0s
animais completavam 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo representados pelo simbolo estrela.
A habituacdo ocorreu somente no primeiro contato do animal com o equipamento. As fases
de treino e MCD se dava no mesmo dia com intervalo de 1h. A MLD, por sua vez, se
constituia na terceira etapa experimental. Estes procedimentos se repetiram no grupo G2,
sendo que 0 NaNO2 era administrado as 3 meses de idade (Fonte: autoria propria, 2018).
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Figura 6 - Delineamento Experimental — grupos expostos a Sonata de Mozart (K.448) de
forma aguda. A exposicdo ocorreu com 0S mesmos ratos com 1, 2, 3 e 4 meses, sendo
tocada durante 4 dias antes de completarem cada idade (grupos 3 e 4). O grupo 4 foi
induzido experimentalmente a HIE aos 3 meses de idade. (Fonte: autoria prépria, 2018)

Figura 7 - Delineamento Experimental — grupos expostos a Sonata de Mozart (K.448) de
forma crénica a Sonata de Mozart (K.448). A exposi¢ao ocorreu com 0S mesmos em ratos
com 1, 2, 3 e 4 meses, sendo tocada diariamente durante 4 meses (grupos 5 e 6). O grupo
6 foi induzido experimentalmente a HIE aos 3 meses de idade. (Fonte: autoria propria, 2018)
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Figura 8 - Delineamento Experimental — grupos expostos a Sonata de Mozart (K.448) de
forma crénica a Sonata de Mozart (K.448). A exposi¢ao ocorreu com 0S mesmos em ratos
com 1, 2 e 3 meses, sendo interrompida nesta idade, e tocada diariamente (grupos 5 e 6).

O grupo 6 foi induzido experimentalmente a HIE aos 3 meses de idade. (Fonte: autoria propria,
2018).

3.6  Avaliacdo Comportamental

Apesar do fator estresse ndo compor o objetivo principal deste trabalho, foi
considerada indispensavel a percepcdo da sua manifestacdo nos sujeitos experimentais,
uma vez que, por menos invasivo e controlado que fosse o ambiente experimental,
estressores ambientais podiam se fazer presentes e, consequentemente, poderiam interferir
no comportamental dos animais. Um conjunto de sintomas podem ser considerados
caracteristicos de comportamentos doentios em roedores (“sickness behavior”) (Anisman
et al, 2007), dentre eles alteracdes na atividade geral, nas respostas ao manuseio, em sinais
neuroldgicos e outros (aspecto do pélo).

A avaliacdo foi realizada pelo grupo de pesquisa no inicio e no final dos
experimentos. Os animais foram avaliados por meio de pontuacdes atribuidas com variacao

desde o estado normal a uma alteragéo grave.
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3.7  Coleta de Amostras Bioldgicas

Ao final dos procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados com
ketamina (80 mg/kg) + xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal, para a coleta de
amostras sanguineas de cortisol, glicose, colesterol e lactato. As amostras sanguineas foram
coletadas por puncéo cardiaca e o sangue colocado em tubos de exames, previamente
identificados e encaminhados para laboratdrio especializado.

Em seguida foi realizada a decaptacdo em guilhotina e craniotomia. Com uma
pinca, 0s 0ssos parietais foram afastados a partir da sutura sagital, sendo os encéfalos
rapidamente removidos e lavados em solucéao fisiolégica a 0,9%, sendo posteriormente,
imersos em solucdo de formalina 10%. Decorridas 48h, os encéfalos foram clivados em
cortes coronais e retirados fragmentos correspondentes a regido hipocampal. Os tecidos
foram processados, desidratados e liofilizados. Para tal, passaram por congelamento
prévio, onde a quantidade de agua foi reduzida por meio do processo de sublimac&o, para
que depois fossem submetidos ao procedimento de secagem.

Posteriormente foram embebidos e emblocados em parafina, cortados com 2-5 pum
de espessura e corados com hematoxilina e eosina. Na regido hipocampal foram analisadas
especificamente as areas CAl, CA2, CA3, CA4 e GD (Caceres et al., 2010; Pawluski et
al., 2010; Uran et al., 2012).

Nessa avaliacdo aplicou-se 0 aumento de 3,6 vezes na imagem, para visualizacéao e
sele¢do das referidas areas. Em cada uma delas foi feita a marcacdo em aproximadamente
100 um, nas quais os neurdnios foram contados (Uran et al., 2012). Optou-se pelo aumento
de 16,6 vezes que possibilitou melhor visualizacdo (Figura 9).

As imagens foram selecionadas e transportadas para o programa Power Point do
Pacote Microsoft, versdo Windows Vista 2008, para que pudessem ser diferenciados os
neurénios integros dos que apresentavam lesdes. As células lesionadas foram contadas por
3 examinadores, quando somente 1 conhecia os pardmetros estabelecidos. A media da
contagem dos trés examinadores combinou os dados que estdo apresentados nos resultados.
As laminas foram escaneadas no aparelho Aperio Digital Pathology Slide Scanners: Leica
Biosystems, pertencente ao Laboratorio de Patologia, da Faculdade de Medicina, da UnB.
Por fim, elas foram analisadas por meio do Software ImageScope, no qual foram ampliadas

e analisadas.
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3.8 Morfometria Histoldgica

A Figura 9 ilustra lesdes celulares como necrose e apoptose, quando as células na
primeira condicdo ndo apresentam nucleo ou quando ndo é possivel distinguir a morfologia
celular normal. Enquanto a apoptose é considerada o principal mecanismo de morte celular,

a qual pode comprometer o desenvolvimento e a diferenciacdo do SNC e afetar

negativamente suas funcdes (Kodavanti et al., 2015).

Figura 9 - Corte histoldgico do hipocampo de rata Wistar com 4 meses de idade e exposto
a HIE induzida por NaNO2 (aumento de 20x H&E). Seta preta - Células de aspecto normal.
Seta amarela - Células apresentando necrose. Seta azul - Células com apoptose. Seta verde
- Células com aparéncia de edema.

3.9 Analise Estatistica

As avaliacOes estatisticas dos dados obtidos foram realizadas por meio da Anélise
de Variancia (ANOVA) de trés vias, com medidas repetidas, considerando as varidveis
dependentes: idade, tipo de exposicdo a musica e lesdo por HIE. As diferencgas observadas
entre os grupos foram comparadas entre si pelo teste post-hoc de Sidak ou Bonferroni. O
nivel de significancia estatistica estabelecido foi de p<0,05. O software para avali¢do das
amostras foi o Programa estatistico IBM SPSS ® VERSAO 22. E para a confecgdo dos
graficos o Programa GraphPad Prism, versdo 5.01®, 2010 (San Diego, CA).



49

4 Resultados

4.1 Controles

De acordo com a avaliagdo do desempenho dos ratos do grupo controle
investigados, ou seja, ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento, em diferentes idades
(1, 2, 3 e 4 meses), foi demonstrado no teste de esquiva inibitéria um aumento de laténcia,
apos a sessdo de treino, quando o rato foi exposto ao estimulo aversivo. A MCD ficou
evidente nos animais de 2 meses, ao passo que a MLD manifestou resultados positivos nos
animais em todas as idades (p < 0,05), caracterizando capacidade de aprendizagem e

memoria desses sujeitos (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliagdo da memoria de ratos controles (G1) no teste da esquiva inibitoria,
em trés diferentes momentos - treino, MCD (1h apds o treino) e MLD (24h apds a MCD).
As analises foram realizadas com 0s mesmos animais quando tinham 1, 2, 3 e 4 meses de
idade. *p<0,01 MLDI1 vs Treinol; ** p<0,05 representa diferenca estatistica MLD1 vs
MCD1, +p <0,01 MCD2 vs Treino2; ++ p < 0,05 MLD2 vs Treino2; # p < 0,001 MCD3
e MLD3 vs Treino3; ## p < 0,01 MLD3 vs MCD3; e x p<0,05 Treino4 vs MLD4
(ANOVA, post hoc Sidak). MCD = memoria de curta duragdo, MLD = memoria de longa
duracdo. As numeracgdes apos o Treino, MCD e MLD representam as idades dos animais.
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Observando-se o desempenho dos sujeitos controles restritos ao tratamento de
inducdo da HIE, aos trés meses de idade, foi possivel identificar diferenga significativa na
laténcia ao longo dos meses, demonstrando diminuicdo do comportamento esperado, no
que se refere ao tempo de permanéncia na plataforma, para as fases de avaliacdo da MCD
e MLD ap6s a inducdo da HIE (Figura 11). Houve diminuigdo da laténcia aos 4 meses, em
comparagdo aos meses anteriores. Com isso, entende-se que o protocolo selecionado de
lesdo encefalica por hipoxia, foi capaz de interferir no comportamento e aspectos

cognitivos dos ratos avaliados.
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Figura 11 - Avaliacdo da memoria de ratos com NaNO2 (G2) no teste da esquiva inibitdria,
em trés diferentes momentos - treino, MCD (1h apds o treino) e MLD (24h apds a MCD).
As analises foram realizadas com os mesmos animais quando tinham 1, 2, 3 e 4 meses de
idade, sendo que aos 3 meses de idade foram administrados com NaNO2 para inducao da
hipoxia isquémica encefalica. *p<0,01 MLD1 vs Treinol e MCD1; + p<0,05 MLD2 e
MCD?2 vs Treino2; # p<0,01 MLD3 vs Treino3. MCD = Memoria de curta duracdo; MLD
= Memodria de longa duracdo; NaNO2 = Nitrito de Sédio. As numeracfes apos o Treino,
MCD e MLD representam as idades dos animais.
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4.2  Exposicdo aguda a Sonata de Mozart

O grupo experimental G3 foi submetido & exposi¢do a Sonata de Mozart para dois
Pianos durante 4h/dia, em um periodo de 4 dias anteriores ao completarem cada idade (2,
3 e 4 meses). Apenas aos 2 meses de idade responderam claramente a MLD, onde a laténcia
aumentou progressivamente com esta forma de exposicdo (p<0,01). De uma maneira
geral, os ratos com 3 e 4 meses de idade apresentaram respostas similares, ndo havendo
diferenca significativa entre estas idades, provavelmente decorrente de exposicdes prévias

no equipamento de esquiva inibitdria (Figura 12).
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Figura 12 - Avaliacdo da memdria de ratos expostos a musica de forma aguda (G3) no
teste da esquiva inibitdria, em trés diferentes momentos - treino, MCD (1h apds o treino) e
MLD (24h apdés a MCD). As analises foram realizadas com 0s mesmos animais quando
tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que a exposicdo a musica ocorria durante 4h/dia
por 4 dias antes de completarem cada idade. +p<0,01 MLD2 vs Treino2. MCD = Memoria
de curta duracdo; MLD = Memodria de longa duracdo. As numerac6es ap6s o Treino e MLD
representam as idades dos animais.
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Em um grupo complementar de animais submetidos ao mesmo tipo de tratamento
com a musica, foi aplicado o0 NaNO2, com a inten¢éo de induzir a HIE aos 3 meses de
idade. Observou-se que 0s animais que receberam a sonata de forma aguda (G4)
mantiveram a resposta prévia (Figura 13), diferentemente do que o observado nos
controles, que receberam NaNO2 (G2), que deixaram de responder ao tempo de laténcia

na plataforma.
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Figura 13 - Avaliacdo da memdria de ratos expostos a musica de forma aguda e com
NaNO2 (G4) no teste da esquiva inibitoria, em trés diferentes momentos - treino, MCD (1h
apos o treino) e MLD (24h apds a MCD). As andlises foram realizadas com 0s mesmos
animais quando tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que aos 3 meses de idade foram
administrados com NaNO2 para inducdo da hipdxia isquémica encefélica. A exposi¢do a
musica ocorreu 4h/dia durante 4 dias antes de completarem cada idade. +p<0,05 MLD2 vs
Treino2. MCD = Memoria de curta duragdo; MLD = Memoria de longa dura¢do; NaNO2
= Nitrito de Sodio. As numeragdes ap6s o Treino e MLD representam as idades dos
animais.
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4.3  Exposicdo crbnica a Sonata de Mozart

Na exposicdo cronica ao estimulo musical (Sonata de Mozart K 448), diariamente,
sempre obedecendo aos mesmos horarios de 2h na parte matutina e 2 h na parte vespertina,
observou-se que os animais em todas as idades ndo responderam as MCD e MLD como 0s

ratos submetidos a exposicao aguda, conforme ilustrado na Figura 14.
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Figura 14 - Avaliacdo da memoria de ratos expostos a musica de forma crénica (G5) no
teste da esquiva inibitdria, em trés diferentes momentos - treino, MCD (1h apds o treino) e
MLD (24h apos a MCD). As analises eram realizadas com os mesmos animais quando
tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que a exposi¢do & masica ocorreu 4h/dia durante
4 meses. *p<0,01 MCDI1 vs Treinol. MCD = Memoria de curta duragdo; MLD = Memodria
de longa duragdo. As numeracdes apos o Treino e MCD representam as idades dos animais.
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Assim como quando a musica foi exposta de forma cronica e a HIE aplicada aos 3
meses de idade. Também néo se observou permanéncia na plataforma da esquiva inibitdria
no grupo G6. A exposicdo a Sonata de Mozart de forma cronica, provavelmente, ndo
protegeu os circuitos neurais afetados pelo NaNO2, e ainda, mostrou-se um estimulo
ambiental causador de estresse, interferindo de maneira negativa nos resultados cognitivos

e alteragcGes comportamentais notadas durante toda a pesquisa (Figura 15).
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Figura 15 — Avaliacdo da memdria de ratos expostos a musica de forma crénica e com
NaNO2 (G6) no teste da esquiva inibitoria, em trés diferentes momentos — treino, MCD
(1h apds o treino) e MLD (24h apds a MCD). As analises foram realizadas com 0os mesmos
animais quando tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que aos 3 meses de idade foram
administrados com NaNO2 para inducéo da hipdxia isquémica encefélica. A exposicdo a
musica ocorreu 4h/dia durante 4 meses. **p<0,01 MCDI1 vs Treinol. MCD = Memoria de
curta duracdo; MLD = Memoria de longa duracdo; NaNO2 = Nitrito de Sédio. As
numeracgdes apds o Treino e MCD representam as idades dos animais.
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4.4 Abstinéncia

Estes resultados também foram apresentados pelos animais expostos de modo
crénico a musica e aos 3 meses deixaram de receber abruptamente este estimulo, tornando-
se abstinentes & mdsica, demonstraram que a laténcia diminuiu nesta condi¢do. Mesmo
considerando o estimulo um fator ambiental indutor de estresse, apds a retirada de tal

estimulo, ndo revelou mudanca no desempenho cognitivo (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo da memoria de ratos expostos a musica de forma crénica (G7) no
teste da esquiva inibitdria, em trés diferentes momentos — treino, MCD (1h apdés o treino)
e MLD (24h ap6s a MCD). As analises foram realizadas com 0s mesmos animais quando
tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que a exposi¢do & masica ocorreu 4h/dia durante
3 meses e posteriormente interrompida. *p<0,01 MCDI vs Treinol. MCD = Memoria de
curta duracdo; MLD = Memodria de longa duracéo.
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Do mesmo modo, os animais que passaram pelo protocolo de abstinéncia assim
como a inducéo da HIE, diminuiu a laténcia aos 3 e 4 meses de idade, o que indicou
prejuizo no funcionamento cognitivo (Figura 17). Assim, observa-se que as diferencas
entre as avaliacdes apos 3 e 4 meses (em relacdo a avaliacdo apds 1 més) e o uso do NaNO2
n&o séo significantes (p = 0,01).
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Figura 17 - Avaliacdo da memoria de ratos expostos a musica de forma crbnica e com
NaNO2 (G8) no teste da esquiva inibitoria, em trés diferentes momentos — treino, MCD
(1h apds o treino) e MLD (24h apds a MCD). As analises foram realizadas com 0s mesmos
animais quando tinham 1, 2, 3 e 4 meses de idade, sendo que aos 3 meses de idade foram
administrados com NaNO2 para inducdo da hipdxia isquémica encefélica. A exposicdo a
musica ocorreu 4h/dia durante 3 meses e posteriormente interrompida. *p<0,01 MCDI vs
TREINO1; X p<0,05 MCD4 e MLD4 vs Treino4. MCD = Memoria de curta duragdo; MLD
= Memoria de longa duragdo; NaNO2 = Nitrito de Sodio.
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4.5 Marcadores Bioquimicos

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) desempenha um papel crucial na
regulacdo de comportamentos e emogdes, proporcionando respostas aos estimulos externos
e internos. Com isso, 0 aumento de corticoides endégenos podem indicar a hiperatividade
do eixo HPA e demonstrar disfuncbes neste circuito, consideradas a base de desordens
afetivas como ansiedade, depressao e transtorno bipolar (Chen et al., 2015).

Os niveis de cortisol dos grupos que sofreram HIE induzida e os que também foram
submetidos a exposi¢cdo cronica a masica apresentaram valores mais altos. Permitindo
inferir que a soma da lesdo e este tipo de exposi¢cdo provocou efeito estressor sobre estes
animais. Do mesmo modo, valores menores dos niveis de cortisol e colesterol no grupo de
exposicdo aguda a masica, indicou que este grupo estava sob menor efeito do estresse,
como observado no quadro 4.

Quadro 3 - Marcadores do Nivel de Estresse (Cortisol, Glicose, Colesterol e Lactato).

Variaveis bioguimicas Grupos Média Erro Padréo

Gl 2,80 0,33

G2 5,88 0,56

Cortisol (pg/dL) G3 3,26 0,83
G4 4,05 0,89

G5 3,85 1,42

G6 5,85 0,72

G7 2,80 0,33

G8 5,88 0,56

Gl 206,40 7,76

G2 133,60 4,51

Glicose (mg/dL) G3 149,00 12,36
G4 162,80 7,24

G5 159,80 11,40

G6 162,80 14,41

G7 206,40 7,76

G8 133,60 4,51

Gl 51,20 6,13

G2 65,60 0,95

Colesterol (mg/dL) G3 62,00 1,12
G4 51,20 3,75

G5 58,00 1,42

G6 54,40 6,25

G7 51,20 6,13

G8 65,60 0,95

Gl 5,88 0,78

G2 4,38 0,32

Lactato (mg/dL) G3 7,06 1,08
G4 4,74 0,75

G5 7,04 0,63

G6 4,62 0,68

G7 5,88 0,78

G8 4,38 0,32




58

Enquanto que na figura 18 sdo representados estes dados em colunas e de forma
que foi possivel verificar a diferenca estatistica do cortisol do grupo controle (G1), com
nivel mais baixo e no grupo de HIE (G2) apresentando os resultados menos favoraveis, ou
seja, 0s animais apresentaram os maiores indices de cortisol circulante, acompanhado dos
grupos submetidos a HIE e exposi¢do cronica & musica (G6, G7 e G8). Sendo o cortisol 0
principal representante enziméatico da manifestacdo de resposta ao estresse.

De modo geral, tanto os grupos de exposi¢do aguda, quanto cronica a mausica,
submetidos a HIE induzida, apresentaram resultados menos favoraveis, em quase todas as

variaveis, exceto nos niveis de Lactato.
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Figura 18 - Avaliacdo dos marcadores enzimaticos envolvidos com o nivel de estresse
(Cortisol, Glicose, Colesterol e Lactato) provenientes de amostra bioldgicas coletadas de 5
ratos com 4 meses de idade de cada grupo experimental.
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4.6  Contagem dos Neuronios Lesionados

Alteracdes morfoldgicas cerebrais podem prejudicar a capacidade de aprendizagem
e memdria dos animais testados em comparacdo aos controles (Caceres et al., 2010;
Pawluski et al., 2010; Ribeiro et al, 2017; Uran et al., 2012).

O numero de neurdnios sadios e lesionados nas regides hipocampais (CA1, CA2,
CA3, CA4 e GD) estao representados nos graficos abaixo (Figura 19) e nas imagens
microscopicas das figuras 20 a 24, em seguida.

Por meio da anélise histoldgica das regiGes hipocampais e contagem do nimero de
células neuronais dos sujeitos experimentais, foi possivel verificar que os grupos controle
e 0s de exposicao aguda a masica (G1, G3 e G4) apresentaram maior nimero de neurénios
sadios que lesionados. Ja os grupos que foram submetidos a HIE induzida
experimentalmente por NaNO2 e nos grupos expostos de forma crénica a masica (G2, G5,
G6, G7 e G8), apresentaram numero maior de neurénios lesionados que sadios, o que indica
que houve hipdxia nos animais que foram intoxicados com NaNO2 e lesdes ao tecido
cerebral.

As regibes CA2 e GD em comparacdo as outras areas, na contagem das células
mortas foi significante no grupo G2. A regido GD também se destacou no nimero de
células mortas, nos grupos G3, G5 e G8. A regido CA3 mostrou grande quantidade de
lesGes as células nos grupos G2, G4 e G5.

Comparando-se os protocolos de exposicao a musica, 0 grupo de exposi¢do cronica
(G5) sofreu maior quantidade de morte celular que o grupo de exposi¢do aguda (G3) em
todas as regibes, exceto CA4. O tipo de exposicdo aguda (G4) ainda mostrou menos
neurdnios lesionados, mesmo apo6s HIE, que o grupo controle de HIE (G2) em todas as
regides, exceto CAL.

Em relacdo ao protocolo de abstinéncia, o grupo G7 demonstrou menos prejuizo
em termos de lesdo que o submetidos a HIE (G8) e ainda em comparacdo a exposi¢do

crbnica da musica (G5 e G6).
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Figura 19 - Contagem do nimero de neurdnios lesionados das regides CAl, CA2, CA3,
CA4 e GD de 5 ratos de cada grupo experimental, com 4 meses de idade, sacrificados
imediatamente apds a coleta das amostras sanguineas. CA = Corno de Amon, GD = Giro
denteado. *indica significancia estatistica dos grupos que receberam protocolos e
intervencdo em relagdo aos que ndo receberam.
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Figura 20 - Imagens histolégicas da area CA1 do hipocampo de ratos Wistar. A medida
realizada foi de 100 um. G1= controle, G2= Hipdxia, G3= Exposi¢do aguda a Sonata, G4=
Exposicdo aguda a Sonata + Hipdxia, G5= Exposicdo crbénica a Sonata, G6= Exposicdo
cronica a Sonata + Hipoxia, G7= Exposicao crnica & Sonata interrompida aos 3 meses,
G8= Exposic¢do cronica a Sonata interrompida aos 3 meses + Hipoxia.
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Figura 21 - Imagens histolégicas da area CA2 do hipocampo de ratos Wistar. A medida
realizada foi de 100 pum. G1= controle, G2= Hipoxia, G3= Exposic¢ao aguda & Sonata, G4=
Exposicdo aguda a Sonata + Hipdxia, G5= Exposicdo crbnica a Sonata, G6= Exposi¢cdo
cronica a Sonata + HipoOxia, G7= Exposic¢ao cronica a Sonata interrompida aos 3 meses,
G8= Exposic¢do cronica a Sonata interrompida aos 3 meses + Hipoxia.
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Figura 22 - Imagens histoldgicas da area CA3 do hipocampo de ratos Wistar. A medida
realizada foi de 100 um. G1= controle, G2= Hipdxia, G3= Exposicdo aguda a Sonata, G4=
Exposicdo aguda a Sonata + Hipdxia, G5= Exposic¢do cronica a Sonata, G6= Exposicéo
cronica a Sonata + Hipoxia, G7= Exposicao crbnica a Sonata interrompida aos 3 meses,
G8= Exposic¢éo cronica & Sonata interrompida aos 3 meses + Hipoxia.
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Figura 23 - Imagens histolégicas da area CA4 do hipocampo de ratos Wistar. A medida
realizada foi de 100 um. G1= controle, G2= Hipdxia, G3= Exposicdo aguda a Sonata, G4=
Exposicdo aguda a Sonata + Hipdxia, G5= Exposicéo crbnica & Sonata, G6= Exposi¢do
cronica a Sonata + HipoOxia, G7= Exposicao crbnica a Sonata interrompida aos 3 meses,
G8= Exposic¢éo cronica & Sonata interrompida aos 3 meses + Hipoxia.
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Figura 24 - Imagens histoldgicas do GD (giro denteado) do hipocampo de ratos Wistar. A
medida realizada foi de 100 um. G1= controle, G2= Hipo6xia, G3= Exposi¢do aguda a
Sonata, G4= Exposi¢do aguda & Sonata + Hipdxia, G5= Exposi¢do crbnica a Sonata, G6=
Exposicdo cronica a Sonata + Hipdxia, G7= Exposi¢do crbnica a Sonata interrompida aos
3 meses, G8= Exposicdo cronica a Sonata interrompida aos 3 meses + Hipdxia.
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4.7  Anélise Comportamental

A avaliacdo dos aspectos comportamentais foi a observagédo de conjunto de
sintomas podem ser considerados caracteristicos de comportamentos doentios em roedores
(Anisman et al, 2007), dentre eles atividade geral, resposta ao manuseio, sinais
neuroldgicos e outros (comportamento de autolimpeza e aspecto do pélo).

Com isso, os animais foram avaliados por meio de pontuacdes atribuidas da
seguinte maneira: 0 = estado normal, 1 = leve alteracdo, 2 = alteracdo moderada e 3 =
alteracdo grave. Os escores foram adaptados de estudos anteriores (Dantzer et al., 2008;
Ferreira, 2000; Lal et al., 1988) que, ao final dos procedimentos, serviu de parametro para
avaliacdo do nivel de estresse causado pelas condi¢cGes ambientais, conforme apresentado
no quadro 3 (Isingrini et al., 2010; Yalcin et al., 2005; 2008).

Quadro 4 - Analise Comportamental dos animais experimentais.

ATIVIDADE ESPONTANEA ANTES DO MANUSEIO

Locomogdo | Locomogéo
ocasional =2 | continua ou rapida
=3

Atividade Imobilidade | Sem locomocéo =
Geral =0 1

RESPOSTA AO MANUSEIO

. - Vocalizagdes altas,
Som de baixa | Vocalizagdo ¢

Vocalizacdo | Semsom =0 Intensidade = 1 alta = 2 repegltlvas_ e
continuas = 3
Emite Pressiona 0 corpo

Esquiva rapida =

Esquiva Nenhuma =0 movimentos contra a parede da

! evasivos = 2 gaiola =3
OUTROS
Auséncia do comportamento Pelagem suja ou de
de auto-limpeza (Aspecto do Limpo=0 A B
Palo) aparéncia alterada = 1

(Fonte: Adaptado de Ferreira, 2000 e Ducottet & Belzung, 2004).

Foi possivel identificar maiores indices de alteracdes comportamentais nos grupos
referentes a lesdes por HIE induzida e também os grupos que foram submetidos ao
protocolo de exposica cronica a musica. Manifestando desde locomocgéo continua,
vocalizagOes e pelagem de aparéncia suja. Diferentemente dos demais grupos, como os de
protocolo de exposicdo aguda, que demonstraram pouca ou quase nenhuman alteragdo

nestes aspectos.
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5 Discussao

Durante os ultimos anos, a mdsica tem sido usada cada vez mais como uma
ferramenta para a investigacdo da cognicdo humana e seus mecanismos cerebrais
subjacentes. A musica é um dos dominios sociocognitivos mais antigos e basicos da espécie
humana (Koelsch & Siebel, 2005).

As evidéncias a respeito dos efeitos da musica na cogni¢do e comportamento de
humanos e outros animais tém aumentado consideravelmente de maneira promissora, ainda
que preliminarmente (Chanda & Levitin, 2013; Kreutz et al., 2012), mas despertando
reflexdes importantes a respeito da musica como ferramenta na reabilitagdo dos déficits
cognitivos e comportamentais consequentes as lesdes do SNC. O uso da musica para fins
terapéuticos tem demonstrado efeitos sobre distdrbios neuroldgicos e/ou psiquiatricos. No
entanto, os mecanismos de acdo subjacentes ao uso dessa ferramenta permanecem ainda
pouco conhecidos (Chikahisa et al., 2006; Fukui & Toyoshima, 2008).

Assim, a partir de estudos cientificos que apontam a muasica como um agente capaz
de influenciar processos neurobioldgicos complexos, buscou-se compreender como ela
pode desempenhar um papel importante de alternativa eficaz junto aos tratamentos
tradicionais. E importante enfatizar que um modelo experimental perfeito para uso com
animais € isomorfico as condi¢cbes humanas e que se torna Util quando mostrada uma
analogia relevante, ou seja, quando o modelo revela alguns aspectos de um processo
complexo por meio de hipdteses testadas em humanos (McBride & Li, 1998).

Entdo, percebe-se a necessidade de empregar investigacdes rigorosas para
compreender 0 mecanismo de acdo da musica, devendo isso estar relacionado a propria
musica ou a fatores embutidos, como distracdo, inducdo de humor, ou apenas como
estimulo perceptivo-cognitivo. Isto tudo pode mostrar efeitos combinados a fatores ja
incorporados dentre as intervencdes terapéuticas disponiveis (Chanda & Levitin, 2013;
Sampaio, 2017).

Ap0s a analise dos dados do presente experimento, foi possivel verificar que houve
diferenga nos dados bioquimicos, nas variaveis relativas aos comportamentos sugestivos
de ansiedade e de depressdo, nas capacidades de aprendizagem e memoria e também nas

imagens histoldgicas das regides hipocampais entre os grupos como discutido a seguir.
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5.1  Exposicéo a Sonata de Mozart

O uso da musica como método terapéutico tem sido interpretado como um
facilitador de processos psicoldgicos, capaz de reduzir o estresse e respostas emocionais,
monstrado resultados empiricos positivos as alteragdes neuroquimicas e comportamentais
(Hegde, 2014; Bakker & Martin, 2014).

Desta forma, percebeu-se que a exposicdo a musica produziu efeitos dependentes
do tempo de exposicdo, uma vez que a exposicdo cronica, apresentada diariamente,
mostrou prejudicar as funcGes de aprendizagem e memoria, enquanto ndo foram
observados prejuizos importantes na exposi¢do aguda. Para investigar possiveis alteracdes
moleculares/estruturais subjacentes a tais mudancas comportamentais, ndés nos
concentramos no hipocampo.

Provavelmente o prejuizo estrutural e funcional afetou fortemente a neurogénese,
reduzindo a proliferacdo de células progenitoras apds tratamento crénico e prejudicando a
sobrevivéncia de neurbnios recém-nascidos, podendo ser considerado um grande fator
ambiental estressor e desencadeante de respostas bioquimicas ao estresse e manifestacdes
comportamentais negativas ao desempenho nas tarefas propostas.

Esses dados também corroboram resultados prévios mostrando que 0s grupos
expostos a Sonata de maneira aguda, demonstraram efeito ansiolitico e antidepressivo do
estimulo musical nas manifestacbes comportamentais (Ribeiro, 2017; Sampaio et al.,
2017).

5.2  Avaliacdes Comportamentais e Bioquimicas e a Relacdo Com o Estresse

Os estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa exploraram como as
alteraces histolégicas hipocampais provocadas pela HIE, induzida experimentalmente por
NaNO2, refletiam diretamente sobre o comportamento. Foram realizados experimentos em
diferentes momentos, pré e pés lesdo, onde os ratos foram avaliados em equipamentos
como Campo aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Nado Forgado, testes que avaliam
locomocdo, ansiedade e depresséo, respectivamente (Bezerra, 2017; Ribeiro, 2017).

Os marcadores de estresse foram avaliados por meio da verificagdo da concentracao
sanguinea de cortisol, glicose, colesterol e lactato. As lesdes hipocampais foram verificadas
por meio de estudo histolégico das areas hipocampais CA1 a CA4 e GD. Foi possivel

verificar que o NaNO2 promoveu leséo encefalica por HIE, resultando em maior nimero
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de células neuronais lesionadas nos animais submetidos a HIE induzida, desde a regido
CAl a CA4 do hipocampo. Foram constatados aspectos negativos como diminui¢do do
peso encefalico, manifestacdo de comportamentos ansiogénicos e depressivos.

Com isso, buscou-se compreender como lesdes neurologicas, como a HIE,
manifestam alteracfes comportamentais e, consequentemente, prejuizos a qualidade de

vida e propor uma intervencgdo benéfica, que cause menos danos possiveis ao individuo.

5.3  Avaliacdo da Morfometria Histoldgica

Por meio da analise histol6gica das ldaminas esteve presentes tanto lesdo neuronal
por necrose, quanto por apoptose. Quantitativamente, o nimero médio de células sadias foi
significativamente reduzido em ratos com HIE em comparacdo aos grupos que nao
sofreram HIE.

De maneira geral, constatou-se que os grupos que sofreram HIE também tiveram
pior desempenho comportamental comparados aos grupos que ndo sofreram hipoxia.
Porém, os animais que sofreram hipoxia e receberam o protocolo agudo da mdsica
apresentaram melhores resultados, tanto comportamentais quanto histologicos e, desta
maneira, pode-se entender que a musica contribuiu para impedir eventos deletérios frente
a HIE. Os animais dos grupos com hipdxia, recebendo a mesma dose de NaNO2, que
receberam as mesmas condi¢cbes de alojamento, a mdsica sustentou um potencial
neuroprotetor sobre o hipocampo, regido importante ao desempenho da memoria e
aprendizagem.

Os animais que sofreram hipoxia e receberam o protocolo de exposicao crénica, por
sua vez, demonstraram resultados ndo significativos. Faz-se necessario esclarecer 0s
mecanismos neurais subjacentes ao tratamento com mdasica, a fim de compreender melhor
0s possiveis mecanismos neurofisiolégicos do Efeito Mozart. Adicionalmente é necessario
estabelecer relevancia entre 0 modelo animal adotado como estratégia de estimulacdo a

readaptacdo funcional de redes neurais lesadas.

5.4 A Neuroplasticidade

Fungdes cognitivas sdo frequentemente comprometidas por lesdao cerebral do tipo

HIE, gerando consequéncias devastadoras ao longo da vida de um individuo. Assim,
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objetivou-se investigar neste estudo o uso da musica como instrumento neuroprotetor
contra déficits resultantes da HIE, em ratos experimentais.

Estudos como o de Zaidi (2010) demonstraram degeneracdo em regifes do
hipocampo, CAl a CA4 e GD, ap06s inducdo de hipoxia por NaNO2, por meio da presenca
de nucleos picnéticos nas células nervosas e densidade celular significativamente menor
em todas as regides, com possibilidade de necrose. A hipoxia diminuiu significativamente
a concentracdo de hemoglobina e producdo da metemoglobina. A hemoglobina tem como
principal funcdo o transporte de oxigénio (O2) no sangue, e a metemoglobina é uma
hemoglobina anormal, incapaz de executar sua funcdo (Abdel Baky et al., 2010;
Nascimento et al., 2008).

Considerando a neuroplasticidade, sabe-se que ela permite ao SNC aprender novas
habilidades, consolidar e recuperar memorias, reorganizar redes neuronais em resposta a
estimulos ambientais e recuperar-se apés lesdes (de los Angeles et al., 2016; Schlett, 2006).

Portanto, um ambiente enriquecido tem mostrado efeitos benéficos na estrutura e
funcdo do hipocampo, como melhora da memdria, aumento da neurogénese e plasticidade
sinaptica (Bhagya et al., 2017). Fornece estimulacdo multissensorial, modula as fung¢bes
cognitivas, aumentando a neurogénese, aumento da complexidade dendritica nos neurénios
e melhora do desempenho na memoria e aprendizagem (Beauquis et al., 2010; Passineau
et al., 2001; Veena et al., 2009).

Nesta pesquisa a HIE induzida pelo NaNO2 produziu uma lesdo significativa na
regido hipocampal, principalmente nas areas CAl, CA2, CA3, CA4 e GD uma vez que
foram observados aspectos caracteristicos de necrose e apoptose. Dessa maneira, observa-
se que o hipocampo é uma regido de associacdo que integra informacdes sensoriais
altamente processadas em representacdes configuracionais complexas (McDonald, 2016).
A interacdo entre o cortex pré-frontal medial e o hipocampo € essencial para a memoria
episodica em ratos (Kheradmand et al., 2018).

De modo geral, observou-se que a HIE prejudicou as respostas relacionadas
aprendizagem/memoria, no teste da esquiva inibitoria do tipo “step down”, e que a Sonata
de Mozart foi capaz de mediar prejuizos no desempenho do teste. O que foi dependente do
tempo de exposicdo da mesma, visto que a melhor resposta observada foi apresentada a
partir da exposicao de curta duracdo. Enquanto a exposicao de longa dura¢do comprometeu
aaprendizagem dos animais de tal maneira que ndo contribui para a reversao ou interrupgéo
das lesdes decorrentes da HIE. Com isso, a indugdo da HIE foi menos prejudicial aos

sujeitos expostos a Sonata na medida de curta duracéo.
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Durante a avaliagdo, dois ensaios de retencdo foram usados em cada animal, o
primeiro 1 hora ap6s o treino, para medir a aprendizagem e o segundo apds 24 horas, para
medir a memoria. A diferenca entre o tempo que o animal permaneceu sobre a plataforma
na sessao de teste e o tempo que permaneceu na sessao de treino, foi estabelecida como
medida que permitiu inferir a ocorréncia da aprendizagem. Quando a laténcia no teste foi
maior que a de treino, inferiu-se que o animal recordou a exposigdo ao contexto aversivo
(choque), ocorrendo assim a aprendizagem.

Os ratos expostos ao tratamento musical apresentaram modificacdes de estruturas
ligadas a aprendizagem e memoria (Chikahisa et al., 2006). Estima-se assim, o uso da
masica como instrumento de estimulacdo para melhoria no desempenho de habilidades
cognitivas e comportamentais (Chengzhi et al., 2011; Kraus et al., 2014; Xing et al., 2016).
Os resultados da presente pesquisa sugerem que essa plasticidade neuronal ocorreu
considerando que quando os animais foram expostos a curta duracdo foram
consideravelmente reduzidos, provavelmente ao fato da terapia musical ter protegido o
longo do desenvolvimento dos animais.

Mesmo que ainda ndo esteja claro como especificamente a musica melhora a
capacidade cognitiva, é provavel que a musica possa ser utilizada como uma ferramenta
auxiliar para a tratamento de danos cerebrais. E deste modo, abrir perspectivas importantes
para a musica como ferramenta de reabilitacdo. Como possibilidade de compor novos
tratamentos neuroprotetores, estendendo uma janela terapéutica, a fim de promover o
ajustamento funcional.

A musica ativa circuitos neurais, como as partes do sistema nervoso ligadas ao
comportamento emocional, tais como a insula, cingulo, o hipocampo, aamigdala e o cértex
pré-frontal (Tasset et al., 2012). Em investigacGes realizadas com o uso da Ressonancia
Magnética Funcional, percebeu-se que adultos e criangas apresentaram ativacdo no lobo
frontal e na por¢éo anterior do giro temporal superior (Koelsch et al., 2005). Além disso, a
exposi¢do & musica aprimorou a performance da memoria avaliada pelo teste de esquiva
inibitéria em ratos (Angelucci et al., 2007).

Em resumo, de acordo com a observacdo comportamental, 0s sujeitos
experimentais manifestaram alteragcdes de acordo com o tratamento submetido, a exemplo
dos que receberam o protocolo de inducgéo a hipdxia induzida, pois demonstraram melhora
na recuperacao da memoria e na consolidagdo da memoria de reconhecimento. Produzindo
um efeito deletério, ou seja, uma consequéncia que acarreta danos importantes dependentes

do tratamento utilizado.



72

55  Analises das Hipoteses

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, sem leséo e ap6s lesdo encefalica, tanto no que
tange o efeito de aprendizagem e memdria, quanto nos dados biquimicos e histolégicos.

O estudo permitiu compreender que a aplicacdo da Sonata de Mozart tem potencial
para melhorar aspectos cognitivos ap6s o acometimento da HIE em animais. Uma vez que
todos os animais receberam as mesmas condicGes de alojamento, alimentacdo e para 0s
grupos com hipdxia, a mesma dose de NaNO2, o fator diferencial entre os grupos pode ter
sido a musica, indicando um potencial neuroprotetor sobre o hipocampo.

Ao se projetar estes achados em humanos, é provavel haver repercussfes positivas
sobre aspectos comportamentais e, consequentemente, na qualidade de vida de pessoas
com lesdes encefalicas. Entdo, a abordagem da musica como instrumento de estimulacéo
pode imprimir ao paciente intervencdes com melhorias biopsicossocial.

Nossos resultados mostraram que, o intervalo de 1 més para cada 4 dias de
exposicao a sonata de Mozart foi expressivamente diferente da exposicdo diaria da mesma
Sonata. Os ratos submetidos a exposi¢cdo aguda levaram significativamente mais tempo
para descer da plataforma da esquiva inibitdria que os submetidos a exposicao cronica.

Estes dados sugerem que a exposicdo de 4h/ 4dias é mais eficaz que expor o
estimulo musical da Sonata diariamente. Em nossa opinido, uma conclusdo téo singular
poderia ser atribuida a varios parametros das condi¢fes de alojamento, tempo de teste e
protocolo, bem como a tensdo da escolha do rato, fatores ambientais altamente estressantes,
manifestando danos acerca da plasticidade do hipocampo, desempenho no teste de esquiva
inibitoria, contagem de células neuronais, alteracdo comportamental, a exemplo da
observacdo dos aspectos da pelagem do animal e do nivel de cortisol. No entanto, mais
estudos serao necessarios para validar este modelo.

Essas descobertas sugerem que a natureza do efeito de Mozart é o efeito do ritmo dessa
composic¢do musical, podendo indicar que musicas diferentes podem ter efeitos diferentes
para efeitos opostos. Estudos adicionais sobre o efeito do ritmo podem fornecer melhores

conclusdes para entender a base comum sobre animais de ratos para humanos.



73

5.6  Sugestdes para estudos futuros

A pesquisa neurocientifica na mdsica estd dando origem a novas ideias,
perspectivas e metodos. Elas parecem ser perspectivas promissoras de uma possivel
contribuicdo para uma base cientifica tedrica e empirica para a musicoterapia.

Sugere-se que em estudos posteriores seja incluida uma andlise paramétrica da
condicdo de exposicdo a Sonata de Mozart para dois pianos K 448. Por exemplo, no que
diz respeito ao processamento do significado musical, mais pesquisas Sao necessarias para
discernir as propriedades fisicas que determinam o0s sinais acusticos e informagdes
musicais mais complexas.

E possivel também aproveitar mais ainda a musica de Mozart para investigar o
planejamento e o controle de acdes altamente complexas, aquisi¢do de habilidades motoras
e influéncias das emogdes. O forte impacto da musica, especialmente do ritmo, nas acbes
motoras faz da musica uma ferramenta valiosa para investigar os mecanismos € as
representacdes compartilhadas subjacentes a percep¢do e producdo da musica.

As tecnologias de neuroimagem podem ser associadas a melhores investigacoes,
podendo demonstrar ativacfes especificas ndo apenas o cortex auditivo, mas também em
grande parte do cérebro cognitivo, incluindo areas que processam a linguagem, as emocoes
e a recompensa, memdria, entre outras, a tipos especificos de estimulos musicais.

Nesse sentido, a pesquisa deve aumentar o nimero de estudos baseados em fortes
critérios metodolégicos, incluindo uma descri¢cdo clara da intervencdo, uma amostra
consistente e numericamente significativa, além de ferramentas mais sensiveis para avaliar
resultados motores e psicologicos.

Em concluséo, uma metodologia de pesquisa mais forte e uma definicdo mais clara do
meio exato ou parametro na musica relacionada ao resultado especifico da reabilitacdo sdo
necessarias. Isso permitird o desenvolvimento de abordagens de musicoterapia adequadas
e cada vez mais especificas e eficazes.

Por fim, é necessaria uma perspectiva de maior avan¢o na éarea, incluindo a
colaboracédo das neurociéncias, neurologia, musicoterapia e psicologia, como um caminho

para prosseguir investigacOes de pesquisa mais conclusivas.
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6 Conclusodes

O presente estudo permitiu a investigacdo de alteracBes cognitivas e histologicas na na
regido hipocampal dos animais experimentais que passaram pelos procedimentos de HIE

induzida e das exposi¢des aguda e cronica a masica.

- No teste de esquiva inibitoria, foi reduzido significativamente o tempo de

permanéncia dos ratos na plataforma dos grupos submetidos a leséo por HIE.

- Os grupos que receberam o protocolo de exposi¢cdo aguda a musica apresentaram
maior ndmero de neurbnios sadios em todas as regides hipocampais e foi possivel

identificar mudancas positivas na avaliacdo da memodria.

- Os grupos submetidos a exposicao aguda, apos lesdo encefalica, também apresentou
maior numero de neurdnios sadios em quase todas as areas hipocampais. Indicando que no
hipocampo, a exposicao aguda, apés lesdo, foi a que rendeu melhores resultados — protecao

das células neuronais frente a leséo.

- Os animais que receberam o protocolo de exposi¢cdo crbnica, apds a lesdo, nédo

apresentaram contagem de neur6nios sadios tdo proeminente quanto a exposicéo aguda.

- A exposicdo cronica a Sonata revelou efeitos negativos a memodria, interferindo no
desempenho dos ratos no teste de esquiva inibitoria, com diminuicdo do tempo de

permanéncia na plataforma.

- Os prejuizos as células neuronais, consequentes as lesdes da HIE, sdo passiveis de
serem reduzidos com a exposicao aguda a Sonata de Mozart. Podendo ser considerada uma

ferrramenta importante para estimulacéo a plasticidade neuronal.

- A respeito das variaveis bioquimicas (niveis de cortisol, colesterol, lactato e glicose)
houveram alteragdes importantes desses niveis em relacdo ao estado de homeostase,
especialmente nos grupos de HIE e os de exposi¢do cronica a masica.

- Do mesmo modo, a avaliagdo comportamental sofreu interferéncia dos tipos de
protocolos utilizados, ou seja, os grupos que foram submetidos a HIE assim como 0s
expostos de forma cronica a musica manifestaram maiores indices de alteracfes em
resposta ao manuseio, vocalizacdo e pouco ou nenhum comportamento de autolimpeza,
modificando o aspecto da pelagem destes animais. Em contrapartida, 0s grupos de

exposicao aguda a musica ndo demonstraram alteragdes importantes.
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This research was conducted to investigate the influence of music therapy on the behawior
of rate at different stages of dewvelopment The procedures were performmed when antmals
were approzmately 1 month of age, and repeated onece they completed 2, 3, and 4 months.
Mozart's Sonata for Two Fianos was played at a sound intensity of 65 dB for 4 hours per
day, 2 hours in the morning and 2 hours in the atemoon (12 hours, for 4 days) when the
animals reached each age. Inthe Open Field test, the locomotion in rats wath 4 months old
was significantly less than in other ages. Female rats 1, 2, and 3 months old, which were
exposed to music, increased the percentage of open arms time in the Elewated Flus
Maze test while male rats | month old reduced this parameter. The statistical differ-
ences were obzerved in the Forced Swamming test only when both genders were 1
month old. In the Inhibitory Avoidance test, an improvement in age-dependent memory
was ohzerved. The music therapy based on Mozart's Sonata for Two Planos positively
interfered wth the behavior of rats at different developmental stages. This result corroho-
rates the clinical practice of palliative care, in which musac therapy is generally used to
improve patents” quality of life with anmety and depression
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Sampedro, 2015). Several therapeutic interven-

Anxiety, depression, and cognitive impair-
tions, including music therapy, are currently

ment frequently occur in patients with various

pathological conditions and generally lead to a
decreased quality of life (Eobles Baydn & Gude

avalable for the rehabilitation of individuals
who present with psycho-behavioral manifesta-
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tiong (Choi. Tee, & Tim. 2008; Kim e ol
20117, The effectiveness of music therapy in the
treatment of discases and their svmptoms has
trieen a maidter ol debate (or decades (Kammoka ct
al., 2014 WMuwmock & Bekhel, 2016),

Music therapy can significantly and effi-
clently decrease psvcho-behavioral complica-
tipns (Vuilleurnier & Troat, 2015, Theo thera-
pentic propertics are duc o an aceclerated
activalion ol the newral citewits in the brain
regions agsociated with entotions, including the
hippocampus and pretrontal cortex (Kmmbhansl.
1997), Also, this therapy can modulate the ac-
Livily ol neurolransmitlers in e central nervous
system (CNS), particularly mesolimbic dopami-
neraic activiry. which, together with the afore-
mentioned brain repions, 15 directly assoclated
willy brain reinforccment processes 10 Tesponse
W pleasami emational sttes (Tasser el al,
20172), Scientists have suggested that Mozat's
Sonata, for example, has a modulatory ctiect an
bwrain aclivity (Auvown, Jones, Shaw. & Bodnoer,
05 Jausover, Jausoveo, & CGerlie, 2006; Ver-
rusio et al., 20157

Lurthermore, hormone levels are associated
withh eognitive and behavioral responses in hu-
imtans. For cxample, ruany clderly poople exdnbnt
fully impaired cogmuve and behavioral re-
spemses with decreased hormone levels (Fukui,
Aral. & Toyoshima. 2012} Besides, music may
be interpreted ditterently by the brain depend-
img on the Bstener's lile sage, Tunng child-
howid, each neuron in the audilory system estab-
lishes several connections with other neurons.
ereating a nowral network (Trainor, 2008),

Criven these datas the healing power o music,
and the Fmiled number ol studies available in
this research areq, we investigated the inflyenge
of music therapy on the behavior and cognition
al developing rats.

Method
Animals

Mule (i = 100 and lemale (i = 100 Wistar
rats were used in the present study. The animals
wore transforred to the Patholosy Laboratory of
the Departroent of Medicine, at the University
ul’ Brasilia (1InB), aller linal breastleeding (21
thays) oy ensure thal weaning would ocowr in the
test environment. This procedure enabled the
animmals to adapt 1o the cxperimental arca, re-
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ducing the imerference Mrom noise and stress
associated with animal transportation from dif-
terent covironments. The proccdures wore per-
lormed when the animals were approsumataly |
month old and were repeated al 2. 3, and 4
months of age. which correspond to the life
stapes of childhood, adolesconce, adulthood,
and old age. respoctively, according o previ-
ausly established comeladons and comparisons
in the literature (Tmhof, Coelho, Schmic,
Marato, & Carobrez, 1993, Cuinn, 20051,

The anumals vinderwent two stages ol ealing
ul each age: un evalualion withoutl music ther-
apy {eomtrol), amd 2 reevaluation after music
therapy. The study animals were maintained
under standard laboratory conditions with water
and Toewd (hrand: Presence) ad libitam, The
sty complied with the criteria gstablished by
the Lithics Comunittes on Animal Use {Comig
de Ltica ne Uso Animal  CEUA) of UnB under
privocel noo 80243, All the cxpeniments were
conducied belween 800 am. and 12:00 pme
avoid cireadian variations that might interfere
with the cxperimental results.

Munsic Therapy

The standardized environment consisted ot a
oo i which a Mozan’s Somuta was played al o
sonmnid inlensity of 65 decibels (db which was
determined with a decibel merer (Minipa, model
MSL-1323), Mozart's Sonata tor Two Pianos in D
roagnr (KL 448 was downloaded [om YouTube
using the websile Voobys Videos and comverted
to MPJ format using the andio editor Audacity,
Tl lengtly of the arieinal file was 22 min and 3
sceonds. To obtain o playing cyele of 2 Twws, the
Somata was played repeatedly (3.5 times) unil o
2-hr music sequence was obtained. The file was
saved o a USB memaory stick for vse with a
sound-crnilting device, and the devicee was placed
upprosimately 30 om (rom e rals’ cages.

Tor ensure equal sound intensity for the roes, the
sound iotensity was measured on the sides of each
cage, The sound devier was placed between two
shelves s an additional sralegy o ensure sowmwl
balance, When the inimaly were approximately 1
month old, the three movements §Allcgro con
spirito. Andante. and Allepro maolto) of Mozart™s
Sonut for Teeo Puanos i D mgor were played lor
2 hours in the moming and 2 hours in Lhe aller-
noon Lat approximately 12-h intervals) for 4 days.
The therapy was repeated when the animals were 2,
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3, and 4 months okl All the procedures were con-
ducted as previously described lasser or al., 20123,

Lxperimental Procedures

Spontaneons locomotor activity. lior this
lest, o 6 = 60 X 35 om wooden arcng was
used. The arena’s fAoor was divided into 3 20
20 cm quadrants. Cach animal wasg placed o the
cenlral gquadrant of the arend and tested Tor «
period of 5 min, Hach rat's locomotar activity
was assessed when it placed all four of its paws
inte a new gquadrant (Lucena et al, 200105 Maia
el al.. 2009},

Elevated plus maze (EPN). An LEPM
mase 1% 8 cross-shaped wooden device thae 1y
built 50 cm up trom the ground with two clised
arms (10 > 40 cm) and two open arms (50 X< 10
cm) placed in opposiaon o each other (Handley
& Mithani, 1984), Our FPM had o 1 cm high
transparcnt acrylic rail around the open arms to
prevent the ammals from Jalling oll the EPM.
Fach m was positioned al the center of the
maze tacing one of the closced arms and allowed
to explore the maze for 3 min. A single obscrver
recorded the number of entriey and the periods
of permanence in the open and clesed arms. LThe
pereentage of cntrics into the open anms was
culeulaled relative W the Lal number of enuies
into both arms. and the period of permanence in
the open arms was calculated relative to the
Lol period ol the experiment. The anxiolylic
effect was defined as an increase in the total
perieds of cntry {or tuned into the opcn anns
relative W the wowl periods o entry {ur tmne)
inte both arms, Inconlras, the inxiogenic effect
was detined as a decrcasce in the total periods of
chlry [ov tre) ko Lthe open arms relative W the
talal periods of entry (o time) inte hoth amms
(Pellow., Chopin, [ile, & Briley. 1983),

Forced swimming test (FST)L For this
test, we wsed o Plexiglas eylinder [illed with
approximatcly 22 = 1 °C water to a heipht of 30
cm. The rats exhibited two types of behavior in
a S-tmn period: excupe, which was observed
during the tirst 2 min and associated with test
habitation. and cernirony inunebility, the pe-
ricd in which exch animal remained alloal using
only the minimum movements required to keep
their heads above water, which was obscrved 1in
Lthe lust 3 man (Porsell, Bertn, & Jallme, 1977).
These behaviors were evaluated by a single
cxperinenter to reduce experimental bias.

Inhibilory avoidance test. The avoidance
apparatus (EP-104 TNSTGHTY consisted of a
50 = 25 X 25 em glass and metal hox with a
5 % 8 X 25 em (Height ® Widith X Tength)
platform. The right side conlamed several alumi-
nurm bars distibuted 9 cm apart on the Toor of the
hox comected Lo an elecirical stimulaor. The
evaluation parameters Included traiming and post-
training phases and o low-intensity shock, which
served as an aversive stimulus for the animals to
refinin from performing a specific task, Such a
negalive stimulus is considerad 19 be o memory
relention mechanism FTor o proposed 1ask. On the
first kv of analysis, the animals were habitoated
to the apparatus and remained inside the apparatus
for 3 min. On the second day. the animals were
placed on the plafomm in front of the lelil comer of
the (raining box, Tacing the side opposile Lhe ex-
permenter. Tmmediaely alier each animal de-
scended the platform of the truining hox and put
all Tour of s paws on the grid, it received o .4
mA shock for 1 sec and way immeadinlely removed
Mom the device. Shor-lenm memory (STH) was
evalumed 1 h afier training. Tn this ese 2 maxi-
mum period {latencyd of TR0 sec was given Lo the
amimals wy descend the platform with all Four paws
as an indication of memory relention, On the third
day, the animals were again placed on the pla-
osrm in Grewat sl the lefl comer of the mainmg box 1o
assess Lheir kng-tenn memory (T.THD. The some
maximum period {latency) of 180 sec was consid-
ered in the T.Th analysis (Tucena el al, 20030,

After evalualing each animal, the apparains
weis Cleaned wilth 10% ethanol (vol/vol) o pre-
venl the odor of recently lested ammals from
interlering with the behavior of the animals.

Statistical Analysis

Anxicty, depression, inunobiliny, STM, and
LT data were obtained from 10 male and [0
temale Wistar cats. A statistical analysls was per-
tormed using three-way analysis of variance
(ANOWVA) with the independent variables age,
ccnder. and treatment (msic therapy). Agc dif-
terences wore ovaluated using the post hoc Bon-
ternond’s test. The probabality of the occurtcnee of
signiticant ditferences was p = X3, The data were
analyzed wsing SPSS version 17, and the graphs
wore gonceratcd using, GraphPad Prism vorsion
3.01 2010 (5an Dicpo, CAL.
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Results
Open Ficld Test

This test evaluated the number of Quadrants
traveled by cach rat. In this test. there was no
significant  differenee  between  geonders
[F 1w = L0465 p = 831] or between treal-
ments [Fia s = 0.940; p = 334]. However,
there was a significant age difference [Fz 20y =
10,704, p = 001, The post hoc Bonterroni's
tost was nsed to cvaluate age differences (1, 2,
3, and 4 wmonths). With the exception of the
pairs involved in the inleractions a2, 3, and
4 months of age, the remalning interactions
were statwstically sipnificant. Howewver, an
analysis ol the variable interactions revealed
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that emly the gender and age imteraction was
statistically signitficant. Female rats tended to
have greater mobility than male rats as they
progressed in age. When the rats” responses
were evaluated ot each age und gender, mu-
sic therapy had no influence om the experi-
mental versos control groups. Significant
differcnces were only obscrved when compar-
1soms were made belween the  T-maonth-old
animals (wee Figure 1)

EPM Test

Frequency of entry indo the open arms of
the EPM.  [n this test, there was no significant
differenee between the genders 15y e
0.047: p = B2R] or reatments [F ) jq,, = (L963;

1 contral
Cd Music therapy

i i

2 3 4

Flgnre £,

Maonths

The lncamarnr activite of male frop panel) and female thoteom panel) rats with or

withotrt masle therpy according torape using the open ficld tesc for 5 min. The results of the
comtrol greop were considered in the promusic therapy evaluarions of cach age group.
The dita correspond Lo the mean = SERT oF [0 aninulsigender. ™ p = (0 compared with the
control animmuls al L omonth o wee: # p o= 05 compured wid the animals subjected o music
therapy wl ool of age tANOY A, Bonlomomi®s sl
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P = 28] Hovwever, there was a significanl age
difference [F 5y = 22,268 p <2 001], The
results of the post hoo Bonforroni's test indi-
cated that (e interactions of all the age pairs
wete stalistically signilicant with the exceplion
of the 2/3-momth-old pair, Increased age corre-
sponded with 4 lower frequency of cntry into
the open arms of the EPM. The statistical anal-
yuts Tdivated that only the gender and treatnent
inleraction was significant, parvticularly in the
domnontth-old animaly, After muosic therapy, the
frequency of entry into the open arms of the EPM
decreased 1 male ras but increased in [cmale rats
(Figure 2, wp panels).

Time spent in the open arms of the EPM,
Mo significant ditference was observed between
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the genders [F| qy, = 0641, p = 425] or
treatments [ £ s, = 27960 p = 097] despite
the use of a low p value, However, there was a
sienilicant age dilference [Fiy e, = 14614
£ 0] The results of the post hoc Bonder-
roni’s test indicated that omly the 2/3-month-okl
and 3/4-month-old pairs did not significantly
ditfer trowm caclh other. 1n general, there was a
tendeney for shorler permancoce in the open
arms with increasing age. Tn oaddilion, gender
and treatment was the only sigmificant interac-
tion observed. The responscs of the control fo
male rais did not change with increasing age.
However, music therapy stimulated the female
rals o stay in the open arms of the FEPM for
longer periows of time, whereas male rars staved
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in the open arms of the EPM Tor shorler periods
of thime, and music therapy signiticantly de-
creased the periods of permanence of 1-month-
old male rats (Figure 2, middle panels).

Fregueney of entry into the closed arms of
the EPM.  Significant gender [+, 12y, = 67,
616: p << 001 ] aud age [F o gop, = 10955, p =
001 differcnces were obscrved. LHowever, no
sigmificant treatment dillerence was observed
[Fiyise, G043 p B37] The resuls of the
post hoc Bonferroni's test indicated that only
the TA4-mwonth and 2/4-muonth age pairs sigoili-
cantly differed from cach other, There was a
significanl age difference in the frequency of
cnbry into the closed arms of the EPM. The
statistical analysis ndicated a significant Jiffer-
ence in only the gender and age neraction. Tn
female rats, an incrcase n age did not signifl-
canlly change lhe patlem of enlry into the
closed armes, whereas in male rads. a decrease in
the frequency of entry was more evident (isure
2. lower panels).

Lorced Swimming Lest

Thix test evaluated the antmuas” behavior
suppcstive of depressionfstress by asscssing
their immaobility aller they were placed in a
water nk. No sigoniticant difference was ob-
served between the penders [£) s, = 0.028;
p o R63). However, sigmificunt traatmenl
(Forse,  B04lip 003 and age |F5 5q
17184 p =< 0N ] differences were [l The
Bonlerroni’s Lest indicated that only the
1-month-old rats ditffered sipniticantly from the
older rats. Tn addition, string at the age of 1
wanth, the pericd of numohility signiticantly
increased in all of the evalualed groups, A sla-
Listical analysis of the intcractions indicated that
the relationship between pender and age was
significant. Tnereased age, regandless of gender,
was associated with longer periods of immobil-
ity. The 1-month-old female rats” mean period
ol immobility inereased with music therapy,
whercas that of the l-month-old male rars de-
creased with music therapy. With regard 1o the
animals’ bchavior suggcstive of depression/
siress, Figure 3 shows thal music therapy «ig-
nilicantly aliccted the period of immobility of
the l-mouth-old male and temale rats. In addi-
tiom, the mele tals were more highly stressed
after music therapy. whercas the female rats

remained immaobile Tor longer time periods (see
O
Figure ).

Step-Down Inhibitory Avoidance Test

STM. Tn this test, no significant difference
was observed between the genders £ sy, =
0178, p — 673 or treatments | sy, — 2.628;
p = . 107]. However, there was a sigmiicant age
dilference [Fpy50, = G778 p < 001] The
results of the post hoo Bonferroni’s test indi-
cated that the -month-old rats ditfered sipnifi-
canlly lrom the older rads and that the ume
required [or Lhe animals W descend Lhe pladform
incregsed with ingreasing age, In addition, only
the intoraction betweoen pender and ape wis
found o be significant. In gencral, the animals
stuyed n the apparalus platform longer with
increasing age (see Figure 43

Long-term memory, Lo this test, no signif-
icant difference was observed between the pen-
decs |Fy ey — (035 p — RI5[, treatments
(Frpasy = 0124 p = T20] or ages [F 2 50 =
1.547, p = 2005]. Similarly, none of the inter-
actions were found to be significant. The ani-
mals” perimanence on the platform increased
eradually with Twercasing age, but these dilfer-
ences were ned found 1o be significanl (see
Figure 4),

Discussion

The modulating eecl of muosic therapy ap-
peared to positively atfect the behavior of the
animals that listened o Mozart’s Sonata tor
Two Pianos, partcularly when the cllect was
evaluated according o age. However, the cog-
nitive responses assoCialed wilh 813 and 1'TM
were not atfected. which was likely due to the
learning that occurred via test repetition at cach
age.

The observed behavioral tespomses may stem
from the fact that music therapy coan repulate
animals’ respueatory rate, indvee the relaxation
ol muscle rigdity, and decrease their heart rale
and hlood pressure by crealing o comlurtable
afmosphere and relieving stress, reynlting inoan
increase in alpha waves in the brain, [n addition,
music therapy decrcases depression and anxiety
aid contmbutes W the rehabilitation process
{Kim el al, 20010 This therapy has also heen
used to trear physical and mental illngsses. n
onc study. a brict cxposure to Mozart's Sonata
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The ellect of mugic therapy on the period o immobiling inomals Copper panal) and

fennale (hotlm panel) eacs using e orcsd swimming s foe 3 ming The resolts of the contel

aronp wers considered for the premusic therapy evaluatinns in each age group. ' p -

413

compared with the conorod animals at 1 month of age: ¥ -0 03 compared with the animals

sihjeeted to music thernpy at T month of age: | p

= corparcd with the respreetive contral

group within cach group (ANOWVAC Bonferroni's wsth,

o Ty Mamos (Mozart K 448) increased spa-
tial and temporal reasoming. the so-called “Mo-
zart offect,” and decreased the recurrence of
serewes and epuleptilorn discharges (Lin, Lee.
Wei, Mok, & Yang, 2014,

Regording the anxiely associated with the
fregquency of entry and period of permanence in
the open arms during the isolated cvaluation of
the varables lested i the EPWL thore was no
signilicant pender or reatment difTerence. How-
ever, there was o significant age difference at 1,
2, 3. and 4 months, With respect to the average
freguency of enbry into the open arms of the
EPM for the dilferent ages and age pairs, all of
the age pairs difTered om each other with the
exception of the 2/3-month age pair, that is,
increased age was associated with a lower fie-

gquency ol entry inlo the open arms. An age-
based analysis of the averyge period of perma-
nence in the open arms of the LPM and a
comparizon bolween age pairs indicated Lhal
only the 2/3-month and 3/4-month age purs did
not signifcantly dilTer from each other. There
wits 2 trend toward shorter pernlanence in the
open arms with increasing agpe, and this behav-
101 was particularly ovideni i the nyale rats.
The interactivn helween the independent
variables and their statistical significance in the
LPM test (frequency of cotry and period of
permancnce in the open armsy indicared that
only the gender and treatment mleraction was
significanl, that is, music therapy only inflo-
enced the period of permanznce in the open
arins of the EPM in 1-month-old male rats and
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Ligare . The infloence ol s Uieray duing raining Cshock)on the shorl- amd kong-lerm
weery ol mwale s Copper pouely and LDeoale cals (botloan pauel) was wcasoned by
avaluating the time egguived for the animals 1o descend the plattarm pging the inhibirgrs
avoidance rest for a period of 3 min. The resoles of the control gronprs ware conaidered for the
premmzic therapy avaluations in each age group. ™ p +2 05 crmpared with the conorol animals
at the age of | month; ¥ p = 03 compared with the STM results of the rats at the ape of 1
memths 1o 05 comparad with the results of the leng tenn memory resoles of the rats at
the age of 1 month; ™ = 05 compared with the resalee of the conteol group sobjocied e
msic Merapy wl the age ol Doonth; 07 o= 08 comnpared wilh the STM resulls of the cats
suibjeeted wormsic therapy ul he agee of D meoth; “e™ g = 05 compured waln te long-wenn
ey Tesulls ol s rals subjecied e nosic therapy al e age off 1oeoll <+ p =2 05
vonprwed witly the pespective comrol mroup witlin cach geoup, ¥Wldle burs = wainiog (shock):
light-geaye bars — 5T, davle gray bars — long-term meniory, The muosical noles reprasent the

animials subjectsd W music therapy {Maovart s Sonata for Two Fianos),

1, 2. and 3-month-old female rats, which Is
sugeestive of anxiolytic and anxiogenic re-
sponse elleets, respectively.

Rals have o grealer preference for dark indoor
environmenls, which are proteclive compared
with bright opcen cnvironments (llandley &
Mithani. 1984) The results obained hercin in-
dicate that the requency of entry inus the closed
amms of the EPM was significantly dilTerent Tor
the genders in that male rats entered the closed
arms less frequently than fomale rats. L addi-
uon, theve was a sigmilicant age dilferenee but
mo significant reatment difference. The analysis
of the average frequency of entry into the closed
armis of the LPM among all of the apes and age
paus indicated that only the L/4-month and 2/4-
munth age pairs were signilicantly different
from each other. bul this dilference decreased
with age. An analysis of the interactions be-
tween the independent vaciables ndicated that

only the gender and age interaction was signif-
lcant. Licmale rats did not change their patierns
ol coiry into the closed arms with increasing
age. However, in male rals, a decrease in Lhe
number of gnlrigs was evident between 1 and 4
momiths of age.

The resulls appeared 10 be specilie for ans-
fogeme or anxiolylic aclivites, which neither
interfered with the Mrequency of entry into Lhe
closed arms of the EPM in the majority of the
cvaluations nor affeeted the mobility of e an-
1mals in the open leld wal during e age pair
amalyses. The average number of guadrants
traveled according to uge and age pair indicated
that in niale rats, increasing ape was associated
with decrcased mobilicy. For example, the
4-roonth-old animuls were significantly  less
mohile than their younger peers. The age and
treatment interaction was not significant, Hor
the Gender X Age wteraction, a difforent pat-
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lern was observed in the male versus [emule
rats; the female rats tended to become more
maohile with incrcasing agc. whercas the male
rats wended o become less mobile with incrcas-
ing age. With regard 10 the Gender > Trealmenl
interaction, the female raty exhibited increased
molbility aftor treatment compared with the
male rats.

These data corrobonate the resulls oblaned
by Tmhal @ al. {19933, who compared (he per-
formance of male and female Wistar rats at
different apes {43, o0, 9, 120, and 150 days)
using the EPM est. Unlil they wore &) days old,
hodr the male and [emale animals showed a
relalively higher frequency of entry and o longer
period of permanence in the open arms
(z=30%:). Atter 1200 davs. both the male and
female rats showed a decrcase a0 their [ve-
guency of entry and period of permanence in the
open arms (30 Between 60 and 120 days
at age, there was a significant differcnce be-
tween e gendors. A 90 days ol age, the male
il showed a marked change m thedr perfor-
mance on the TOF test, whereas this effect was
observed in the female rats after approximately
1200 days. These results sugecest that there are
ontpgenete dilfercoces morats and underscore
the importance of carelully controlling the wge
of animals used in EPM studies,

Preforred behavioss arc often catablished dur-
ing childhood, but their undedlyvinge neural cir-
cuil mechanisins remain unknown. Yang, Lin,
and Henseh (2012% conlimmed Lhe existence of a
“gritical age™ in the development of musical
preference in C57RLMO mice with an assessment
al thewr nesting behavior, They Tound iat pre-
malure exposure W music (between 15 and 24
days alter birth) reversed the nesling behavior
af the mice. An image analysis of clios cxpres-
swan revealed an increase in neuronal aclivation
in response o music therapy. However, this
inerease occurred only mder conditions of plas-
ticity in the medial prefrontal cortex in the pre-
limbic and infralinmbic reeions, Neither beliav-
ioral changes nov the selective activalion of the
medial prefronlal cortex were observed i re-
sponse to pure tone exposure, indicating the
spacific offcet of music therapy, The animals
mability in the open ficld test increased concur-
rently with changes in nusical proference., sug-
gesling a potlential anxinlyiic elfect. Therelfore,
music therapy can offer both a unigue window
into the cmotional state of mice and a poten-

tially efficient test o evaluale interruptions in
the plasticity of the critical peried, which com-
monly oceors in the sensory and higher ordor
topioms of the brain,

Previous studies have also shown that music
thempy s closely associgted with hormmones,
particularly  stercids tincleding the sex hor-
monesd, which repulate human crootions and
beliavior. For example, a corelaton was Tound
between spatial or mosical ability and lestosler-
one awmd cortisol levels (Fuknoi et al., 2012),
Other studles have revealed thar the nevrochem
wwal elleetls of music therapy can steengthen the
immung systemn by increasing the production of
antibodies, immunoglehulin A, and lenkocyies
and may affect the ability w repulate moeod and
reduce anxicty and stress (Fancourt, Ockeltond,
& Bela, 20 4: Lai. Laag, Huang, Chen. & Peng,
2013). Several nompharmucologicul approaches
have been used to treat anxiety and stress and
cvaluate the effects of music as a therapeutic
mtervention (Sakamowo, Ando. & Tsulouw,
2013). The levels ol two tmportant miurkers For
clinical manifestations of anxiety and stress.
beta-endorphin and cortisol. which are regu-
lated by the hypothalamic-pituitary-adrcnal
anls, are allercd by music therapy (Hegde,
20104). The levels of hormones and newrolrans-
mitters were not measured in onr stidy to con-
firn1 this interference in the obscrved responscs,

One study investigated the ontogeny of an
anxiely-like behavior m male and female rats,
Mrom adolescence o adullhood, by Tlilming the
animals as they were subjected to a potentially
threatening new covionment. Chanpges in this
anxicly-like behavior were evaluated duning the
transition [rom adolescence o adulthood using
the open Aeld and HPM lesis, Adult female rals
wore obscrved to have increased mobility in the
open [icld and stayed (or longer 1ime periods in
the open arms ol the EPM compared with adult
male rats. Thus, gender differences in Lhe per-
formance of these tasks may be associated with
esender difforences in exploratory motivation or
spatial Tearoing ability (Lynn & Brown, 20,

One pilod study Inveshiguled the efiecls of
muysic therapy on the pyychological symptoms
of psvchiatric paticnts. Significant improve-
ments in the severity of the paticnts’ symptoms
were observed aller 15 muasie sessions, comn-
pared with the control patients. This resull is
consistent with previous data indicating that
music therapy is beneficial for the treatment of
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depression, anxiety, and other psychological
symptoms. The likely explanation for these re-
sults 15 that regular music therapy activates the
neural networks in different brain regions. Mu-
sic therapy also produces physical and psycho-
logical improvements that provide benefits
against stress, anxiety, and mood changes (Chet
et al , 2008).

The descriptive etiological analysis in one study
indicated that swimming is one of the first behav-
tors displayed by rats in forced swimming test
sezstons. The frequency and duration of 1mm okal-
itylswimming increased througheut the test ses-
stons. Immobility 1 interpreted to be the impatr-
ment of escape-associated behawvior (the
behavioral state of despair) or the development
of a pazsive behavior to deal with stressful
stimuli. In this respect, behavioral despar is
treated with antidepressant. Gradual immobili-
ty/swimming 15 one of the factors suggesting
that the last few minutes of test sessions are
ezzential for evaluating the development of be-
havioral despaitr and, consecuently, the effects
of antidepressant drugs (Lino-de-Oliveira, De
Lima, & de Padua Carobrez, 2003).

In the present study, an analysis of the inter-
actions between the independent variables indi-
cated a significant relationship between gender
and age. Regardless of gender, increasing age
was associated with lenger penods of immobil-
ity. However, this difference was higher in fe-
male rats compared with male rats who were
1-4 months of age. The relationship between
gender and treatment differed as well: The fe-
male ratz’ average period of immobility 1n-
creased sigmificantly after music therapy, which
15 suggestive of apathetic behavior compatible
with depressive symptoms. In contrast, the male
rats’ average period of immobility decreased at
1 month of age, which was likely due to higher
levels of stress. It 1z possible that these results
were influenced to a certain extent by maternal
abandonment due to the fact that weaning oc-
curted a few days prior to experimentation.

In the step-down inhibitory avoidance test,
there was no significant gender or treatment
difference, only an age difference in the evalu-
atton of 3T wherein the 1-month-old rats dif-
fered signifi cantly from their older peers. It was
observed that the time required for the rats to
descend the platform increased with increasing
age, which suggests a possible increase in
“adaptive memory.”™ This was possibly due to

the fact that the experimental procedures per-
formed at 1 month of age were repeated at
subsecquent ages. This hypothesis was raised
because no significant difference was observed,
even in the control group. In addition, only the
gender and age interaction was found to be
signifi cant. The time required for the female rats
to descend the platform was shorter at 1 month
of age than at 4 months of age. In male rats, the
pattern was unchanged, although there was a
small increase in the time required for them to
descend the platform . In the long-term memory
evaluation, no significant difference was ob-
served for any of the variables (gender, treat-
ment, and age). Similarly, none of the interac-
tions between these vanables were found to be
stgnifi cant.

Memory dysfunchon 1z an important symp-
tom of age-associated dementia. Although re-
cent studies suggest that electrical stimulation
has positive effects on memory, its potential
targets reman largely unknown. One recent hy-
pothesiz 15 that deep brain stimulation directed
to the ventromedial prefrontal cortex enhances
memoty functions in experimental rat models.
A previous study indicated that acute stimula-
tion enhanced STHI, but not LTM, in the new
element recognition task Of note, after high-
frequency chromic stumulation, both ST and
LT improved in new element recognition
tests (Liu, Jain, Vyas, & Lim, 2013).

From a cognitive viewpoint, the therapeutic
applicability of music therapy has gained im-
portance 1n recent years. Although several mu-
sic therapy reviews have reported on its bene-
ficial effects on behavior and social interacthons
in Alzheimer’s patients, the effects of music
therapy have been inconsistent with respect to
cognition. Li et al. (2013) aimed to evaluate the
adjunctive long-term effect of music therapy in
patients undergoing pharmacological treatment
for Alzheuner’s disease. Patients with mald
cases of Alrheimer’s disease were recruited and
woluntarily separated into music therapy and
contrel groups for & months The subsequent
evaluations included an assessment of their cog-
nitive slalls, a mental state examination, and a
classification of clinical dementia The therapies
used were Mozart' s Sonata for Twoe Planes (EV
448y and Pachelbel’s Canon, which were ap-
plied daily with headphones for 30 min in the
morning and before bedtime, respectively. The
adjusted differences in the mental state exami-
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nation after & months were slightly lower in the
tuzic therapy group compared with the control
group, but these differences were not found to
be significant. In a cognitive slall analyais, the
difference in the music therapy group was sig-
nifi cantly higher than that in the contrel group.

In line with prewious data, it is noteworthy
that music therapy improves autobiographical
memory and the memotry of letters in Alzhei-
tner’s patients. The effectiveness of music ther-
apy for treating dementia has been demon-
strated in recent systematic reviews In healthy
older people, cognitive interventions that offer
training in memory, attention, fne motor coor-
dination, visuwal-motor coordination, and andi-
toty processing are associated with cognitive
gainz Previous studies have indicated that ol der
musicians have superior anditory memory com-
pared with nonmusicians. Moreover, there 1is
evidence that musical training can reduce the
impact of age-related falls, that 12, music ther-
apy may be useful for the maintenance of cog-
nitive functions in healthy older people and in
patients with dementia (Satoh et al., 2014).

In Alzheimer’s patients, music therapy has
keen found to alter the different components of
the dizsease wia sensoty, cognitive, emotional,
behavioral, and social effects and also affects
the global progression of the disease. Ivusic
therapy 15 used to decrease the amount of med-
ication presenbed to Alzheimer’s patients and
to significantly reduce their anziety, depression,
and aggression. Music therapy alse helps pa-
tients remember their past experiences, memo-
ries, and images and stimulates their cognitive
functions (Guetin et al., 2009).

Therefore, the results of our study corrobo-
rate to a certain extent the results obtained in the
clinical practice of palliative care, in which mu-
sic therapy 15 generally used to improve o
maintain patents’ quality of life, manage their
stress, and contrel their negative emotions, in-
cluding anxiety and depression.

Conclusions

In a more general context, we conclude that
tusic therapy based on Wozart's Sonata for
Two Pianos positively interfered with the be-
havior of rats at different developmental stages.
Howewer, 1t cannot be discarded that these ef-
fects might have been due to the animals’ ad-
aptation to the tests because the same test was

reapplied at each developmental stage. This rep-
etition may have generated an “adaptive tnetn-
ory” effect involwving information retention,
which was mnitially triggered when the animals
were tested at 1 month of age and retested at 2,
3, and 4 months of age.

References

Aoun, P, Jones, T, Shaw, G. L., & Bodner, M.
{2005). Long-term enhancement of maze learming
inmice wa a generalized Mozart effect Mewrolog
ieatl Research, 27, T91-796. http/fde dodorgfl0
179016164 105363647

Chot, & N, Lee, M. 8, & Lim, H-J (2008). Effects
of group music intervention on depression, anm-
ety, and relationships in psychiatric patients: &
pilot study. The Jowrmal af Allernative and Com-
Plemertary Medicine, 14 S67-370. hitp/fdz dot
orgf 10108 acm 2008 0006

Fancourt, D, Ockelford, A, & Belay, & (2014), The
peychoneuroitmmunological effects of music: A
systematic review and a new model. Brain, Behone
o, and Fnmumity, 36 15-26. httpde dod orgf10
1016/ bh1.2013.10.014

Fulcwi, H, Arai, &, & Toyoshima K. (2012) Effi-
cacy of musc therapy in treatrnent for the patients
wath Alzheimer’s disease Jternational Jowrnal af
Aleheimer's Dissase, 2002 531646, hitp /e do
orgf 10 T1A5 20120531 646

Cuetin, 5., Portet, F, Ficat, M.-C., Defez, C., Posg,
C., Blayac, I P., & Touchon, J. (2007, Intéréts de
la musicothérapie sur "anxiété, la dépression des
patients atteints de lamaladie d”Alzheimer et sur la
charge ressentie par |'accompagnant principal
(Etude de faisahilité) [Impact of musc therapy on
anxiety and depression for patients wath Alzhe-
tet’s disease and on the burden felt by the main
caregver (feasibility study)]. L Ewedphals, 35
57—65. http:ffdz.doi org/ 101016, encep 200710
o9

Handley, 5. L., & Mithar, 5 (1954) Effects of
dpha-adrenoceptor agonists and antagonists in a
maze-ezploration model of “fear”-motvated be-
hawiour. Mawsyn-Schmisdeberg’s Archives af
Pharmacology, 327, 1-5 http Adx doi orgf10
A00WBFO05049583

Hegde, 5. (20143 Music-hased cogritive remediation
therapy for patients with traumatic bran injury,
Frowptiers in Mewralogy, 5 17 hitp:fdz.doi.org/
10,3389 fneur 201400034

Imhof I. T., Coelho, . M., Schrmutt, M. L., Maratao,
G 5, & Carohrez, & P (1993). Influence of
gender and age on performance of rats in the
glevated plus maze apparatus. Behaviowral Brain
Research, 56, 177-180. hitp:/idz dotorg/ 10,1016/
0166-4328(931900 36 -P



103

MITEIC THERAFY ON THE CENTREAL NERVOU3 SYSTEM 187

Jausover, N, Jauzover, K, & Gedic, . (2006}, The
influence of Mozart’s music on brain activity in the
process of learning. Climical Newrophysiclogy,
117, 27032714 httpofidz. dosorg/10. 10 16/) . clinph
.2006.08.010

Karmioka, H, Tsutan, K., Yamada M, Pal, H,
Olanizurd, H, Tsumuoka K, . Mutoh, Y (2014).
Effectiveness of music therapy: & summary of
systematic reviews based on randomized con-
trolled trials of music interventions. Patient Pref
ereice and Adherence, 8, T27-T54 http Aidz doi
orgf10.2 147/ PPA 61340

Kim, D. 5, Pak, ¥. G, Choi, I H, Im, 5. H, Jung,
K.J,Cha V. A, .. Yoon, Y. H {2011} Effects
of music therapy on mood in stroke patients. Fom-
sai Medical Jowrnal, 52, 977-981. http:/dz= doi
orgf10.334 9ym) 2011 52.6.977

Krumhansl, C. L. (1997 An exploratory smdy of
musical emotions and psychophysiology. Clara-
diarr Jorrnal af Experimental PoyhalogylRevie
canadierme de psychologie expérimentals, 31,
336-353.

Lai, H L, Liao, . W, Huang, C. ¥, Chen, P. W,
& Peng, T. C. {2013). Effects of music on ummu-
nity and physiological responses in healthcare
worlers: & randormized controlled tnal. Stress awd
Health: Jorrnal af the btermational Society for the
Imvestigation af Sress 29 91-98. http/idz doi
orgf 10 1002zt 2429

Li, C. H, L, C. K, Yang, ¥ H, Chou, M. C,
Chen, C. H, & Lai, C. L (2015). Adjunct effect of
tnusic therapy on cognition in Alzheimer’s disease
in Tatwan: & pilot study. MNewrapsywohiairic Dis-
ease and Treaimert, 11, 291-296. http:/dz doi
orgf102 147D T 373928

Lin, L. T, Les, M. W, Wei, R C, Mok H K, &
Yang, E. C. (2014). Mozartt K 443 listening de-
creased seizure recurrence and epileptiform dis-
charges in chil dren with first unprovoked seizures:
A randomized controlled study. BASY Complamen-
tary ard Altersative Medicine 14 17, http:dz do1
orgf10 1 186/1472-6882-14-17

Lino-de-Cliveira, ©., De Lima, T. ., & de Padua
Carobrez, & (2005}, Structure of the rat behaviour
in the forced swimming test. Behanioural Brain
Research, 158 243-250. htip:/fdsz.doiorglli
0164 bhr 2004 09 004

Liu, &, Jain, N, Vvas A, & Lim, L. W (2015)
Ventromedial prefrontal cortex stimulation en-
hances memory and hippocampa neurogenesis in
the middle-aged rats. 2lifg £ 1-21 http:/fdz= dol
orgf 10,7554 /eLife 04303

Lucena, G. M., Porto, F. A, Campos, E. G,
Azevedo, M. 5, Cechinel-Filho, V., Prediger,
E D, & Ferreira, V. M. (20100 Cipura paludosa
attermates long-term behavioral deficits in rats ex-
posed to methylmercury dunng early develop-
ment. Eeatoxicology and Emirommental Safety

73 11501158 hitp:fidz doi.org/1 001016/ ecoeny
2010.04.008

Lucena . M, Prediger, B D, Silva, M. V., Santog
S. M, Silva, I F. B, Santos, & R, ... Ferreira
V. M. (2013). Ethanolic extract fom bulbs of
Cipura paludosa reduced long-lasing learning and
memoty deficits induced by prenatal methylmer-
cuty exposure in rats Developmental Cogrilive
Newrasciense, 3 1-10. hitp:fidz doiorg/10. 10164
den 201208003

Lynn, D A, & Brown, G R (2010). The ontogeny
of anxety-like behavior in ratz from adolescence
to adulthood. Developmental Fsychobiclogy, 32,
T31-739. http: fde doorgf 10,100 2/dev 204 68

Maa C. 5 F, de Souza Lucena, 5. M. R, Corréa
F. B. F, Serra, E. B, de Melo Matos R W,
Menezes, F. C, . . . Ferreira W, M. M. (2009},
Interference of ethanol and methylmercury in the
developing central nervous system. Mewratoriool-
agy, 30 23-300 http:Adz dot orgf 10 10165 neuro
2005.11.008

Murrock, C. J, & Belkhet, A K. (2016). Concept
analyss Music therapy. Research and Theary jor
Mursing Practice, 30 44 =59 hitp/fde. dod .orgf10
A891/1541-6577.30.1 44

Pellow, 5., Chopin, P, File, 5. E, & Bnley, M.
(1985). Validation of open:closed arm entriesin
ah elevated plus-maze as a measure of ansiety in
the rat. Jowrnal of Neurosciencs Methods, 14
149167, http:/fdz.dotorgf10.1016/0165-
0270(85)590031 -7

Forsolt, B D, Bertin, A, & Jdfre, M. (1277). Be-
hawioral despair in mice; A prmary screening test
for antidepressants. Arclives Iernationales de
Pharmacodymamie et de Therapie, 229 327-334.

Cuinn, B (2005). Comparing rat’s to human’s age:
How old iz my rat in people years? Mutritionr, 21,
TI5=TT7. http:ffdzdoiorg/ 10,101 6/7.nut. 200 5,04
oz

Robles Bayon, &, & Gude Sampedro, F. (2015
Behavioural and psychiatric symptoms in cogri-
tive neurology. Newrslogia, 32 51-91 hitpifidx
dotorg/10. 10164 nd 2015.01.003

Salcamoto, M., Ando, H, & Tsutoy, A, (2013). Com-
panng the effects of different indivi dualized music
interventions for elderly individuals wath severe
detnentia. fatermational Fsychogeriatrics, 25
FI5=TE4.

Satoh, M., Ogawa, J-1, Tokita, T, Nakaguchi, N,
Malao, K., & Hida, H. (2014} The effects of
physical exercize with music on cogritive function
of eldefly people: Mihama-kiho project. Plas
CIVE, @ 5230, http:Adz doiorg/1 01371 fournal
pone 0095230

Taszzet, 1, Quero, [, Garcia-Maydrgaz, & D, del
Fio, M. C, Tunez, [, & Montilla, P. (2012)
Changes caused by haloperidol are blocked by
music i Wistar rat. Jouwrsal of Plysiclogy and



188

Hiochemistry, a¥ 175-179. huipfdx.dolorg 10
NOSEAI05-001 1-00 20-8

Trainer. L. (2008). Science & music: The neural
rowls of rmusic. Mg, 453, 593 3990 hopefils
dodorgd 0L HI3RA53598a

Woerrusio, W Bibomre, Eo Vicensm, K, Vinacoro,
M., Cacciatestn, M., & Mecarelli. Ch (2015). The
Muozurl Eifeet A guamlitalive EEG study, Con-
sctonnspesy aved Cogndtfor, 33 130=153. hrepafidx
od,ored L 1016/, coneog, 2001505, 005

Vudllewmive, Po & Trosl, WoL20013). Music and ene-
tions: From enchantiment to entrainment. Aqeals of

104

SAMPAICQ ET AL

e New York Acadenry af Setencas, [3487 212—
222 herpedics o oeed 10UTTT nyas. 12676

E.-l., Lin. E. W,, & Hanuch, T, K. (20020
el perionl for aceoustic preforence inomice.
Proceedings of the Mattonal Academy of Sciences
of the Unired Srates of America (OXSuppl. 2).
LT213=17220. hetpdidx daioeed [0 L0733 pnas
J200705810%

27
27
0 e

Received Febroary 21,
Revisivm received Apeil 5,
Accepted April 20,

Members of Underrepresented Groups:
Reviewers for Journal Manuscripts Wanted

I you are imlercsled in reviewing manuserips for A% journids, the APA Poblicaiions and
Communications Board would like to invite your participation. Meanuwscript reviewsrs are vital to the
publications process. As a reviewer, you would gain valoable experience in publishing. The P&C
Board i pacdculacly inleresicd in encowraging members of underrepresented groups 1o participale
T 1 s Froess,

Please note the following important points:

# To be selected as a reviewer. vou must have publizshed awticles in peer-reviewed journals. The
cxpericnce of publishing provides a reviewoer with the hasis for preparing a thorough, objective
TIViwW,

o o be selested, 10 eritical we b aorepular reader ol the live w six empinical joummils thal ane most
cenlral e the ared or joumal lor which vou would like 1o review, Current knowledee ol recenlly
published research provides a reviewer with the knowledge base to evaloate a new submission
within the context of eXiating rescacch.

* Toseleet the appropiiawe reviewers foe cach manaseript, the cditer needs detailed Infeemation.
Llease inelude with wour leter your ity o the keber plese identily sehich APA jounizalls) you
are interested in, and deseribe your area of expertise, Be ay specific us possible, For exomple.
“wocial psycholongy™ Is not sufticient—you would need to specify “social coznition™ or “attitude
chanae™ as well.

+ Revicwing a mamseripl lakes me {1
revicw g mimusenipl. be prepured o invest Lhe necessary dme 1w evaluale (the mgnuseripl
thoroughly,

3 hwwers per wanuseripl revicwed )y T vou g selecied o

APA now has an online video cowrse that provides guidancs i reviewing manuscripts, To learn
more ahout the course and to access the video, wisit hupywww apaorg/pubsfaathors/review-
manuscri pl-co-vidleo.asps.




