/i

Rd

UNIS UL
UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
EDUARDO DE MEDEIROS PERETTI

AVALIACAO DA MUSICA NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO:
IMPLICACOES NO APRENDIZADO E MEMORIA

Tubaréo
2019



EDUARDO DE MEDEIROS PERETTI

AVALIACAO DA MUSICA NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO:
IMPLICACOES NO APRENDIZADO E MEMORIA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Licenciatura em Ciéncias
Biologicas da Universidade do Sul de Santa
Catarina como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Licenciado em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Profa. Dra. Jucélia Jeremias Fortunato

Tubardo
2019



EDUARDO DE MEDEIROS PERETTI

AVALIACAO DA MUSICA NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO:
IMPLICACOES NO APRENDIZADO E MEMORIA

Esta Monografia foi julgada adequada a
obtencdo do titulo de Licenciado em Ciéncias
Bioldgicas e aprovada em sua forma final pelo
Curso de Graduacdo em Licenciatura em
Ciéncias Biologicas da Universidade do Sul de
Santa Catarina.

Tubardo, 02 de julho de 2019.

Professora e orientadora Jucélia Jeremias Fortunato, Dra.
Universidade do Sul de Santa Catarina

Adilson Tiburcio, Msc.
Universidade do Sul de Santa Catarina

Naiana da Rosa, Msc.
Universidade do Sul de Santa Catarina



Para minha mae.
Meus amigos e amigas.
Todos/as aqueles/as que passaram pela minha

vida e me transformaram no que sou.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Jucélia Jeremias Fortunato, obrigado por
proporcionar experiéncias engrandecedoras dentro do grupo de pesquisa e da graduacao.

A meus amigos e amigas, sem nossos momentos juntos nada disso seria possivel.



“Nao havera borboletas se a vida ndo passar por longas e silenciosas

metamorfoses” (Rubem Alves).



RESUMO

Em diversas culturas a musica é utilizada como forma de tratamento para diversas condi¢oes
fisicas ou mentais. Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo como a musica afeta o corpo
humano, principalmente num sentido fisiolégico. Mais desconhecidos ainda sdo 0s
mecanismos neurais afetados pela musica. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
exposicdo pré-natal a distintos estimulos auditivos, em ratos Wistar com diferentes idades.
Foram acasaladas 12 fémeas com 4 machos para obtencdo da prole. As fémeas foram
divididas em quatro grupos experimentais e expostas aos protocolos intermitentes de
enriquecimento ambiental, sendo eles: Siléncio; Ruido Branco; Musica Classica; e Musica
Cléassica Retrdgrada. Para avaliacdo do desempenho cognitivo na prole, foram utilizados os
testes de reconhecimento de objetos e esquiva inibitoria, para avaliacdo das memorias
declarativa e aversiva, respectivamente. Os resultados mostraram que a exposi¢do pré-natal a
mausica classica promoveu melhor desempenho cognitivo em animais avaliados com 70 dias
de vida quando comparados ao desempenho de animais mais jovens. Desta forma, este estudo
sugere que a exposicdo pré-natal a masica classica pode auxiliar na formacdo de novas

memorias e desenvolvimento cognitivo, facilitando o aprendizado em periodo pés-natal.

Palavras-chave: Musica. Desempenho cognitivo. Exposicéo pré-natal.



ABSTRACT

In many cultures, music is used as means of treatment to a plethora of physical or mental
conditions. However, it is still uncertain how music affects the human body, especially in a
physiological sense. Even more in the unknown are the neural mechanisms affected by music.
The objective of this study was to investigate the effects of prenatal exposure to distinct
auditory stimuli in rats. Twelve females with 4 males were mated to obtain offspring. The
populations were divided into four experimental groups and exposed to intermittent
environmental enrichment protocols: Silence; White Noise; Classical music; and Retrograde
Classical Music. To evaluate the offspring’s cognitive performance, the object recognition test
for the evaluation of declarative memory and inhibitory avoidance test for the evaluation of
the aversive memory. The results show that the prenatal exposure to classical music promoted
a better cognitive performance in 70 days old rats when compared to younger animals.
Therefore, this study suggests that the prenatal exposure to classical music may help in the
formation of new memories and cognitive development, facilitating the post-natal process of

learning.

Keywords: Music. Cognitive performance. Prenatal exposure.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, personagens histéricos, como Pitagoras, ja observavam os
beneficios da musica para a saude (FERREIRA; REMEDI; LIMA, 2006). Nas culturas
antigas, a musica era usada como recurso terapéutico para diminuir o sofrimento (BERGOLD;
ALVIM, 2009), inclusive, foi utilizada na guerra da Criméia, por Florence Nightingale, como
tratamento para amenizar a dor (GONCALEZ; NOGUEIRA; PUGGINA, 2008).

Mdsicas com ritmo, melodia e harmonia mais lentas, calmas e com tons mais
graves sdo as mais indicadas, quando se deseja proporcionar sensacdo de tranquilidade e
diminuicdo do estado de alerta, pois estes atributos podem reduzir a frequéncia cardiaca e
respiratdria, a ansiedade e a agitacdo do paciente e ainda promover relaxamento (FERREIRA;
REMEDI; LIMA, 2006). A muasica como recurso terapéutico visa a melhora na qualidade de
vida do sujeito em situacGes em que promove alteracdes fisicas, mentais e sociais,
repercutindo na recuperacdo e resposta ao tratamento de diversas doengas (OLIVEIRA,;
OSELAME; NEVES; OLIVEIRA, 2014).

A musica pode ser utilizada como um método de enriquecimento ambiental e é
possivel observar efeitos positivos em individuos que foram expostos a muasica (XING et al.,
2016). Criancas treinadas na musica conseguem melhores resultados em tarefas que exigem
habilidades espaciais do que criangas que recebem outro, ou nenhum, estimulo (GARDINER;
MARTIN; FOX; KNOWLES, 1996; RAUSCHER et al., 1997). Da mesma forma, individuos
gue ouvem mdasica classica como a sonata de Mozart “Sonata para Dois Pianos em D” (K.
448) apresentam uma melhora significativa em curto prazo (durando 10-15 min) em tarefas
espacial-temporais (CASH et al., 1997; RAUSCHER; SHAW, 1998) mas ndo em tarefas de
reconhecimento espacial, quando comparados a individuos controle que ouvem algo diferente
ou siléncio (CARSTENS; HUSKINS; HOUNSHELL, 1995; CASH et al., 1997;
RAUSCHER; SHAW, 1998).

Apesar de ja se ter uma nocao estabelecida sobre o efeito da musica em certas
habilidades, ainda se sabe muito pouco sobre o mecanismo neural desse fenémeno.
Pesquisadores sugerem que estruturas do lobo temporal sdo responséveis pela representacéo
musical e espacial-perceptiva (HASSLER; BIRBAUMER,; FEIL, 1985; ZATORRE; EVANS;
MEYER, 1994), reforcando a nogdo de que essas funcdes dividem similares areas do
encéfalo. Modelos de rede neural (BHARUCHA, 1987; SHAW; SILVERMAN; PEARSON,
1985) fornecem compreensdo desse relacionamento. Especificamente 0 modelo de ‘trion’

(SHAW, 1991), baseado nos principios organizacionais colunares para o cértex de mamiferos
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de Mountcastle (MOUNTCASTLE, 1997), propde que a atividade musical reforca padrdes de
disparo neural que também s&o utilizados para realizar atividades especial-temporais.

1.1 DELIMITACAO DO TEMA E FORMULACAO DO PROBLEMA

Assim, considerando o potencial da musica como enriquecimento ambiental, este
estudo tem como problema investigar qual o efeito da musica no desenvolvimento do sistema
nervoso (SN) sobre o aprendizado e a memadria em animais experimentais. O aprendizado e a
memoria sdo propriedades basicas do sistema nervoso central (SNC). Considerando que
pesquisas sugerem que existe uma melhora no desenvolvimento e comportamento humano
proveniente da musica, ha a necessidade de conhecer os aspectos neurofisiol6gicos que séo

beneficiados por esse enriquecimento ambiental.
1.2 JUSTIFICATIVA

Este estudo pode beneficiar ndo apenas a comunidade cientifica, mas também a
comunidade geral, podendo indicar a musica como uma forma de melhoramento da

capacidade cognitiva.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Geral

Avaliar os efeitos da exposicdo pre-natal, em ratos da linhagem Wistar, a masica

classica (Mozart) em parametros comportamentais.
1.3.2 Especificos

Expor as matrizes a diferentes protocolos de enriquecimento ambiental.

Analisar a prole de matrizes expostas prenatalmente a partir da musica classica
sob os seguintes parametros:

- Memoria de reconhecimento de objetos em PND21, PND45 e PND70;

- Memodria aversiva em PND21, PND45 e PND70;
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1.4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO: ESTRUTURACAO DOS CAPITULOS

Esta pesquisa esta dividida em cinco capitulos, quais sejam: neste capitulo, faz-se
a apresentacdo do trabalho. O capitulo 2 trata da fundamentacédo tedrica com base em autores
como Rauscher e Shaw (1998), Xing et al. (2016), Partanen et al. (2013) entre outros. No
capitulo 3, apresenta-se a metodologia, descrevendo como a pesquisa se desenvolveu. No
capitulo 4, s&o apresentados 0s dados obtidos na pesquisa bem como a sua discussdo. Por fim,

apresentam-se as consideraces finais, seguida das referéncias bibliogréaficas utilizadas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO

A partir de um pequeno aglomerado de células a formacéo do SN inicia-se no pré-
natal e estende-se até a fase adulta do individuo (STILES; JERNIGAN, 2010). Apés a
fertilizacdo, o embrido passa por processos de intensa proliferacdo celular, assim s&o
produzidas células totipotentes com grande capacidade de diferenciacdo (GIBB, 2015). Essas
células se comprometem com diferentes destinos, assim originando os trés folhetos
embrionarios: ectoderma, mesoderma e endoderma (STILES; JERNIGAN, 2010).

Em humanos, o desenvolvimento do SN comeca na terceira semana gestacional
com o processo de neurulagdo, a partir da diferenciacdo celular do ectoderma que originara a
placa neural (DE LAHUNTA; GLASS; KENT, 2016). A placa neural se modifica, elevando-
se lateralmente formando as pregas neurais e, no meio, 0 sulco neural (DE LAHUNTA,;
GLASS; KENT, 2016). O sulco neural se retrai e as pregas aproximam-se, para entao unir-se
completamente formando o tubo neural, cuja cavidade interna é preenchida por liquido
amnidtico, responsavel por originar os elementos do SNC, sendo eles o encéfalo e a medula
espinal (SLOTKIN, 2009; FRANCO; MULLER, 2013).

A zona ventricular é formada pela cavidade cilindrica do tubo neural, regido em
que também se encontram em abundéancia as células tronco embrionéarias que contribuirdo
para desenvolvimento encefalico organizado (GRAAF-PETERS; HADDERS-ALGRA,
2006). Com aproximadamente quatro semanas de gestacdo o encéfalo comeca a se
desenvolver na extremidade superior do tubo neural, chamada de porcao rostral, sendo que a
medula espinal se desenvolve a partir da extremidade caudal do tubo neural (STILES;
JERNIGAN, 2010).

Para que possa ocorrer a formagdo do encéfalo, a porcdo rostral do tubo neural
desenvolve-se e se diferencia em trés unidades estruturais primarias que determinardo os
aspectos estruturais principais do SNC (DE LAHUNTA; GLASS; KENT, 2016). Estas trés
estruturas dardo origem ao (a) Prosencéfalo: telencéfalo (cortex cerebral e os nucleos de base)
e o diencéfalo; (b) Mesencéfalo; e (¢) Rombencéfalo: metencéfalo (cerebelo e a ponte) e
mielencéfalo (bulbo) (DE LAHUNTA; GLASS; KENT, 2016; FRANCO; MULLER, 2013).

Por sucessivos processos mitéticos, as células do SN promovem a formacéo e a
organizacédo das células essenciais para o desenvolvimento normal do SNC e sistema nervoso
periférico (SNP) até o nascimento (GRAAF-PETERS; HADDERS-ALGRA, 2006). Apds o
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nascimento, as células neuronais continuardo seu processo de formacgdo sinéptica, que se
estende até a fase adulta (MORTON; FELICIANO, 2016). Este processo de formacao
continuado € vital para a modulacdo da plasticidade sindptica, de processos
neuroregenerativos e da memoria (JIANG; NARDELLI, 2015).

Donald Hebb (1949), foi o primeiro a demonstrar resultados de estimulagéo
ambiental no desenvolvimento SNC e na sinaptogénese. Ele concluiu que o enriquecimento
ambiental é importante no desenvolvimento neurofisiologico e comportamental dos seres
humanos (COOPER et al. 2005).

O enriquecimento ambiental causa mudancas na anatomia neural, modificacdo da
expressdo genética e no nimero de espinhas dendriticas (MORA et al. 2007). Também traz
melhoras na sinaptogénese para neurogénese e aumento no nivel neurotrofico de diferentes
regides do encéfalo como no hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala (FALKENBERG et
al.,1992; PIETROPAOLO et al., 2004; GELFO et al., 2010). Em estudos que analisam 0s
efeitos do enriquecimento ambiental no desenvolvimento cognitivo, a estrutura encefalica
mais analisada € o hipocampo, que participa no aprendizado e na memoria (BINDER,;
SCHARFMAN, 2004; KIM et al., 2006; RAUSCHER; ROBINSON; JENS, 1998; XING et
al., 2016). Tal estrutura pode ser influenciada pelo enriquecimento ambiental, que passa a
apresentar niveis elevados de BDNF (ROSSI et al.,2006).

Estudos sobre o relacionamento de seres humanos e musica sugerem que o humor
(MCCRATY et al., 1998) e o comportamento (YALCH; SPANGENBER, 2000) podem ser
influenciados por tais estimulos auditivos.

Os aparentes beneficios, associados a musica no bem estar do ser humano,
incentivaram pesquisadores a estudar o valor da estimulagdo auditiva como uma forma de
enriquecimento ambiental, que acabou sendo testado em varias espécies como: passaros
(GVARYAHU et al., 1989; LADD et al., 1992; NICOL, 1992; REED et al., 1993), gado
(EVANS, 1990; UETAKE et al., 1997; WISNIEWSKI, 1977), cavalos (HOUPT et al., 2000),
roedores (NUNEZ et al., 2002; SUTOO; AKIYAMA, 2004; NAKAMURA et al., 2007) e
primatas (BRENT; WEAVER, 1996; HANSON et al., 1976; MARKOWITZ; LINE, 1989;
NOVAK; DREWSON, 1989; OGDEN et al., 1994; O’NEILL, 1989; SHEPHERDSON et al.,
1989). Varios desses trabalhos identificam mudancas no comportamento e/ou fisiologia dos

animais expostos a gravacoes de mausica, transmissdes de radio ou sons da natureza.
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2.2  MUSICA X COGNICAO

A cognicdo € o processamento de uma sequéncia de operagdes que envolvem a
entrada, o armazenamento e a saida de informac6es. Recupera e processa dados de memarias
armazenadas. Consiste em obter, organizar e usar o conhecimento intelectual (SADOCK;
SADOCK, 2007). E um sistema que significa adquirir conhecimento, esse conhecimento
compreende um processo complexo que envolve a atencdo, a percepcdo, a memoria, as
emoc0Oes, a coordenacdo e a linguagem, onde o individuo torna-se capaz de conhecer e
aprender (RIBEIRO, 2012).

A aprendizagem se caracteriza por mudancas relativamente duradouras de
comportamentos adquiridos pela pratica, observacdo ou experiéncia. A memoria pode ser
definida, por sua vez, como registros de representacfes de informacdes adquiridas por meio
de experiéncias. Desta forma, aprendizagem e memoria estdo intimamente relacionadas, pois
um individuo apresenta capacidade de adaptacdo e modificacdo do comportamento quando
exposto a novas experiéncias (EICHENBAUM, 2004; IZQUIERDO et al., 1998).

Memoria é a aquisi¢do, a formacéo, a conservacao e a evocacdo de informacdes
(IZQUIERDO, 1989; SQUIRE, 2004). E o processo de retencdo e reconstrucdo do
conhecimento aprendido (REICHENBERG, 2010). Ha muitas classificacbes para as
memorias, considerando sua funcgdo, seu conteido e seu tempo de duracéo. Se for considerado
o0 tempo que as memorias duram, pode-se dizer que algumas duram somente alguns segundos,
enquanto outras duram horas, dias, meses ou anos (SQUIRE e ZOLA, 1996). Neste aspecto,
as memdarias podem ser classificadas como memdrias de trabalho, de curta duracdo (MCD) ou
memoria de longa duracdo (MLD) (ALONSO et al, 2002).

Ha também outra classificagdo onde se define dois sistemas de memdria distintos:
(@) memdria declarativa (explicita) de fatos e acontecimentos, para as pessoas, lugares e
objetos, dividida em episodica (memoria para eventos) e memdria semantica (memoria para
fatos) (REICHENBERG, 2010); e (b) memdria ndo declarativa (implicita), memoria de
habilidades motoras e perceptivas que engloba condicionamento classico simples, a
aprendizagem ndo associativa, priming e memoria processual (REICHENBERG, 2010;
DUDAI e MORRIS, 2013).

Esses sistemas de memdrias dependem de mecanismos idénticos associados ao
reforco da transmissdo sinaptica, que envolvem mudancas morfoldgicas na sinapse e

ultrapassa o tempo de estabilizacdo da memdria (ATTARDO et al, 2015). A intensidade e a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reichenberg%20A(%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20954432
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duracdo dessas memorias sdo determinadas pela importancia da informacéo, grau de atencédo e
a emogcéo envolvida no momento da aquisi¢ado (IZQUIERDO et al., 1998)

Existem vérias estruturas cerebrais relacionadas a memoria, e ndo ha somente um
alvo envolvido na aquisicdo, armazenamento e evocacao das diversas informacgdes adquiridas
por aprendizagem, tais como: hipocampo, amigdala, cortex entorrinal, giro parahipocampal,
férnix, corpos mamilares, giro do cingulo, entre outros (BEAR et al, 2002; KANDELL et al.,
2003).

O hipocampo € considerado como uma regido fundamental para a formacdo da
memdria (ZOREC et al, 2015). A formagdo de memorias envolve alteracfes neurais, através
da ativacdo plastica que modifica as sinapses de distintas vias, que incluem o hipocampo e
suas principais conexdes (IZQUIERDO, 2011).

Visto que a formacdo de memorias também é um movimento que envolve a
participagdo de fatores ambientais, a musica entre outros estimulos sonoros durante o periodo

pré-natal pode vir a ser um fator agravante do processo de aprendizagem.
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3 METODOLOGIA
3.1 NATUREZA E TIPO DE PESQUISA
Estudo pré-clinico com o uso de modelo animal.
3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas doze fémeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas (90
dias), virgens, pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC, acasaladas com 6 ratos machos da mesma linhagem e mesma idade. A
escolha do nimero de casais considerou que cada ninhada resulta, em média, oito filhotes
com distribuicdo equivalente entre 0s géneros, ou seja, para cada ninhada tém-se quatro
filhotes machos e quatro filhotes fémeas totalizando o numero amostral de animais
necessarios ao estudo.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em temperatura
controlada (22°C +/-1) e sistema de iluminacgdo que garantia 12 horas de ambiente claro e 12
horas de ambiente escuro, recebendo racdo comercial padronizada para ratos de laboratério e

agua ad libitum.
3.3 ACASALAMENTO DOS ANIMAIS

Para o acasalamento, as fémeas foram introduzidas ao final do periodo de luz (19
horas) nas gaiolas dos machos, na proporcéo de duas fémeas para cada macho. As 7 horas da
manha do dia posterior foi verificada a possibilidade de prenhez por meio do esfregaco
vaginal (MARCONDES et al, 2002), que consistiu na introdugdo de cloreto de sédio através
de uma pipeta plastica no canal vaginal da fémea, coletando secrecdo para analise em
microscopio éOptico a procura de espermatozoides junto ao material biolégico do animal.
Quando verificada a presenca de espermatozoides, considerou-se como o dia gestacional
(DG) zero daquela fémea (LEITE et al, 2002). As fémeas prenhes, também chamadas de
matrizes, foram separadas aleatoriamente caracterizando 0s grupos experimentais (n=3

animais por grupo), conforme a descri¢éo abaixo:

- Grupo 1 (Grupo siléncio): composto por fémeas prenhes mantidas em condicéao

de manutencéo padrédo do biotério.
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- Grupo 2 (Grupo ruido branco): composto por fémeas expostas ao ruido branco.
O ruido branco foi caracterizado por um sinal sonoro aleatdério que em diferentes frequéncias
mantiveram a intensidade constante (CARTER; MANCINI, 2009)

- Grupo 3 (Grupo musica classica): composto por fémeas prenhes expostas a
musica cléassica. O estimulo sonoro para este grupo experimental foi a sonata K. 448 para dois
pianos de Mozart.

- Grupo 4 (Grupo musica classica retrograda): composto por fémeas prenhes
expostas a musica classica retrograda. O estimulo sonoro para este grupo experimental foi a
sonata K. 448 para dois pianos de Mozart em forma retrégrada, ou seja, tocada ao contrario,

mas mantendo as propriedades estruturais da musica original.

Cada grupo experimental foi submetido ao protocolo intermitente de
enriquecimento ambiental por 12 horas consecutivas (XING et al., 2016), com adaptacdes,
das 19 as 7 horas, em dias alternados, respeitando o ritmo circadiano dos animais e ndo
interferindo nos periodos de sono, durante todo o periodo gestacional (21 dias).

3.4 PADRONIZACAO DA NINHADA

Os partos aconteceram de forma natural e entre os dias PND1 e PND3 néo
ocorreu nenhuma manipulagdo na ninhada para evitar a possibilidade de rejeicdo da mae em
relacdo a prole. Em PND4 as ninhadas avaliadas quanto ao namero de filhotes e ajustadas em
4 fémeas e 4 machos, totalizando 8 animais por ninhada. A distingdo entre os géneros foi
obtida atraves da identificacdo da diferenca visual relacionada a distancia ano-genital, sendo
maior em machos. Em PND8-15 foi possivel confirmar a distincao entre os géneros a partir da
presenca de testiculos nos machos e de mamas nas fémeas (MEGUID et al, 2011; HOLSON
et al, 2002).

Somente a prole composta por ratos machos foi utilizada para o0s testes

comportamentais.
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Figura 1 — Desenho esquematico das etapas metodologicas.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais aconteceram em diferentes idades (de PND21 a
PNDB80) da prole exposta prenatalmente aos protocolos de enriquecimento ambiental usando
os diferentes estimulos sonoros. Os parametros comportamentais avaliados foram: memdria

de reconhecimento de objetos e memoria aversiva.

3.5.1 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos busca avaliar as memorias ndo-aversivas.
Foi realizado em uma sala escura com luz branda apenas na caixa, onde o0s ratos foram
individualmente inseridos em uma caixa de madeira na parte traseira e nas laterais e, vidro na
parte da frente com dimensdes (60 x 60 x 30 cm) dividida igualmente em 12 quadrantes. Foi
utilizado o protocolo proposto por Dere et al (2005). Todos os animais foram habituados ao
ambiente de teste durante trés minutos, 24h antes do experimento para livre exploragdo do
aparato na auséncia de objetos. Os objetos, feitos de plastico ou madeira, foram fixados a
arena com fita adesiva.

No primeiro dia da sessdo de treino, Figura 2, os animais foram colocados na
arena contendo dois objetos iguais (A e A) para livre exploracdo por 5 minutos. O teste foi
repetido 180 minutos depois para testar a memoria de curta duracdo (MCD) e 24 horas depois
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do treino para testar a memoria de longa duracdo (MLD). No teste, um dos objetos foi
substituido por um novo objeto (B, para MCD e C, para MLD) e o rato foi colocado na arena

por 5 minutos.

A B C

Figura 2 — Distribuicdo dos objetos no campo aberto

A exploracdo foi definida como cheirar ou tocar o objeto com nariz e/ou as patas
dianteiras. Sentar ou andar em torno do objeto ndo foi considerado comportamento
exploratorio. O tempo gasto explorando cada objeto foi marcado por um observador cego ao
tratamento recebido pelo animal e o total de tempo de exploracdo foi computado em segundos
(DERE et al., 2006).

3.5.2 Esquiva Inibitéria

O teste na esquiva inibitdria é realizado para avaliar memdria aversiva do animal,
neste ensaio experimental é investigado as fases de aquisicdo, consolidacdo e evocacdo das
memorias, sendo realizado em treino simples para avaliar aprendizado, e treino multiplos para
avaliar memoria.

Para avaliacdo da memoria gerada por estimulo aversivo utilizou-se o teste da
esquiva inibitéria. O equipamento de esquiva passiva step-through consiste em uma gaiola
dividida em dois compartimentos iguais, sendo um iluminado e outro escuro, separados por
uma porta-guilhotina. Os animais foram colocados individualmente na parte iluminada da
gaiola e foi medida a laténcia, em segundos, para que eles passem para 0 compartimento
escuro. Estando no lado escuro, o animal recebeu um choque de 0,5 mA por 2 segundos,
deflagrado pelas barras metalicas localizadas no chdo do compartimento. Inicialmente foi
realizada a habituacéo, colocando os ratos na gaiola para exploragdo com omisséo de choque
por trés minutos. Nas sessfes de treino, 90 minutos pds habituacdo para a memoria de curta
duracdo (MCD) e 24 horas para a memoria de longa duracdo (MLD) apds o treino. A
diferenca entre a laténcia da sessdo treino e da sessdo teste foi tomada como medida da

memoria. Foi estabelecido um teto maximo de laténcia correspondente a 180s, de modo que
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laténcias superiores a 180s foram computadas como 180s (ROSSATO et al., 2007). Os testes
para avaliacdo de MCD e MLD foram realizados 90 minutos e 24 horas ap06s a sessdo de

treino, respectivamente.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa estatistico GraphPad
Prism. Os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via,
sequido pelo post hoc de Tukey. Os resultados foram expressos pela média + erro padrdo. As
comparacbes dentro do grupo foram feitas utilizando-se o teste de Mann-Whitney. A

significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.
3.7 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este estudo foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e aprovado sob namero de protocolo
17.018.2.01.1V. A utilizacdo dos animais seguiu a Diretriz Brasileira para Cuidado e a
Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, Resolucdo Normativa n® 12, de 20 de
setembro de 2013, publicado no Diéario Oficial da Unido — Se¢do 1) (BRASIL, 2013)
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4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS DADOS

O estudo cientifico sobre os efeitos da musica em organismos Vvivos surgiu a
poucas décadas devido a longa historia de tratamentos medicinais que foi empregada nas mais
diversas culturas, tratamentos estes que focam principalmente em seu efeito relaxante.
Baseado nestes estudos sobre os efeitos organicos da musica (KIM et al., 2006; RAUSCHER,;
ROBINSON; JENS, 1998; XING et al., 2016), abaixo foram discutidos os achados cientificos
deste estudo, que buscou avaliar os efeitos da musica no desenvolvimento do SN, por meio da
exposicao pré-natal a diferentes estimulos auditivos sobre a memoria e aprendizado.

Duas hipoteses foram consideradas. A primeira, que a musica classica,
principalmente as obras de Mozart — neste caso a Sonata para Dois Pianos em D, K.448 —,
pode causar um efeito positivo no desenvolvimento, aumentando a capacidade de formacdo,
manutencdo e retencdo de memorias dos individuos a ela exposta e, por consequéncia,
facilitar o aprendizado. A segunda, que a musica retrograda representada pela inversdo da
peca supracitada, causaria um efeito contrario ao da musica classica em sua forma original,
expressando um efeito negativo sobre o desenvolvimento e reduzindo a capacidade de

formacdo, manutencéo e retencdo de memorias, dificultando o aprendizado.

4.1 AVALIACAO DO NUMERO DE NASCIMENTOS

Para avaliacdo da fertilidade de cada matriz exposta aos diferentes protocolos de
enriquecimento ambiental, em PND4 a prole de cada matriz foi avaliada quanto ao niumero de
filhotes. A Figura 3 mostra a média do nimero de filhotes nascidos por grupo experimental,
sendo que as fémeas do grupo siléncio, mantidas em condicdo de manutencdo padrdo do
biotério representaram o grupo com o maior numero de filhotes nascidos, seguida pelas
fémeas expostas a musica classica, ruido branco e, finalmente, musica retrégrada com o

menor nimero de filhotes nascidos.
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Figura 3: Médias de filhotes por matriz em cada grupo experimental.

Uma média baixa de filhotes por ninhada, como vista na Mdusica Retrograda,
sugere que ha algum fator causador desta condicdo. No estudo de Xing et al. (2016), ratos
expostos a musica retrograda obtiveram um menor desempenho nos testes de memdria e
aprendizado quando comparados ao grupo controle, levantando a hipdtese de que a misica em
sua forma retrograda pode impactar negativamente o processo de formacdo de memorias.
Neste estudo ndo obtivemos resultados como os de Xing et al., entretanto, ao comparar a
média de filhotes por ninhada entre 0s grupos experimentais, pode-se observar que o grupo
Mdsica Retrdgrada apresenta uma média reduzida entre os outros grupos, indicando que a
musica em sua forma retrdgrada possa ter sido um agente estressor nas matrizes, pois o
estresse materno esta ligado a um baixo nimero de prole, uma gestacdo mais curta e um pior

desempenho cognitivo da prole (YAO et al., 2014).

4.2 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Este estudo avaliou, através do teste de reconhecimento de objetos, a formacéao de
memorias ndo aversivas. Neste teste, 0 desempenho cognitivo foi avaliado pela diferenca no
tempo de exploracdo de objetos novos e objetos conhecidos. Este protocolo € considerado
uma forma de avalia¢do eficaz da cognicdo em roedores (ZOU et al., 2015).

Os resultados deste estudo mostraram que 0s animais expostos a masica classica

em seu periodo gestacional, foram capazes de apresentar um maior desempenho cognitivo em
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teste de memoria e aprendizado, principalmente quando avaliados em idades maiores (PND
45 e 70). A Figura 4 mostra o desempenho dos animais durante o TRO quando avaliados em
90 minutos apds o periodo de habituacdo. Os animais avaliados em PND21 e em PND45 néo
apresentaram nenhuma diferenca significativa no indice de reconhecimento (Figuras 4A e 4B,
respectivamente). No entanto, em PND45 (Figura 4B), a mdsica classica apresentou uma
média maior no indice de reconhecimento de objetos, embora com valores ndo significativos.
Quando avaliados em PND70 (Figura 4C), os animais expostos a musica classica
durante o periodo gestacional tiveram um melhor desempenho quando comparados aos

animais do grupo siléncio (p=0.0433).

n MCD 21 dias

0.8 1

0.6

:::;TLT

SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA

indice de Reconhecimento de Objetos
o
»

0
] MCD 45 dias
i B
o -
o Lo
(]
° -
o 0.8
<
o
£ 0.6
k)
o
< 0.44
c
o
o
@ -
e 02
(]
o
o 0.0 T T
L SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA
=]
£
C MCD 70 dias

0.8 17 *

0.6 —|_

0.2

SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA

indice de Reconhecimento de Objetos
o
S

Figura 4 (A, B e C): Teste de Reconhecimento de Objetos realizado em PND21 (A), PND45
(B) e PND70 (C), 90 minutos ap6s o periodo de habituagdo, representando a MCD de animais

expostos a diferentes estimulos auditivos — Siléncio, Ruido Branco, Musica Classica e MUsica
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Retrograda. Os valores foram expressos em média + erro padrdo da média. *Siléncio x
MUSICA CLASSICA, p=0.0433. Valores alcancados por ANOVA de uma via, seguido pelo
teste post hoc Tukey.

A Figura 5 mostra o desempenho dos animais durante 0 TRO quando avaliados 24
horas ap6s o periodo de habituacdo. Os animais avaliados em PND21 ndo apresentaram
diferenga significativa no indice de reconhecimento (Figura 5A). No entanto, em PND45
(Figura 5B), os animais expostos a musica classica durante o periodo gestacional tiveram um
melhor desempenho quando comparados aos animais do grupo ruido branco (p=0.0057). Os
animais avaliados em PND70 (Figura 5C) ndo apresentaram diferenca significativa no indice

de reconhecimento.
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Figura 5 (A, B e C): Teste de Reconhecimento de Objetos realizado em PND21
(A), PND45 (B) e PND70 (C), 24 horas ap6s o periodo de habituacéo, representando a MLD
de animais expostos a diferentes estimulos auditivos — Siléncio, Ruido Branco, Mdusica
Cléssica e Musica Retrograda. Os valores foram expressos em média * erro padrdo da média.
**Ruido Branco x Musica Cléssica, p=0.0057. Valores alcangados por ANOVA de uma via,
seguido pelo teste post hoc Tukey.

Na memoria de reconhecimento de objetos, a musica classica permitiu um
desempenho cognitivo maior em animais avaliados em PND45 (Figura 5B) e PND70 (Figura
4C). Estes resultados sugerem que o processo de formacdo de novas memorias pode ser
facilitado quando ja existe uma maturacdo do SN. Estes resultados demonstram ligacdo com o
desenvolvimento das criancas, que tém melhor desempenho em testes de memoria de curta
duracdo — e memdria de trabalho — nas fases finais da infancia (CARNEIRO, 2008), da
mesma forma, quanto mais idade tiver a crianca, maior é sua capacidade de aprender e criar
memorias mais duradouras e complexas (FANNY, 2016). Em relacdo aos resultados deste
estudo, a exposi¢do pré-natal a masica classica, juntamente com a maturacdo do SN pode
resultar num melhor desenvolvimento das capacidades de formacdo de memorias e de
aprendizado.

Os resultados da analise dos parametros cognitivos, através do reconhecimento de
objetos, indicam que a exposicdo pré-natal a musica classica possa estar relacionada com o
maior desempenho cognitivo em tarefas que envolvam a memaria. Em seu estudo de 2006,
Kim et al. perceberam que ratos expostos a musica em periodo pré-natal tiveram um melhor
desempenho no aprendizado e na memdria, neste caso, quando avaliados em um labirinto —
radial-arm maze test. Rauscher et al. (1998), também demonstraram que ratos quando
expostos a musica em periodo pré-natal e até 60 dias poOs-parto apresentam melhores
resultados no teste T-maze, completando-o de forma mais rapida e com menos erros. Os
mesmaos resultados podem ser encontrados em estudos com galinhas (SANYAL et al., 2013),
demonstrando que ndo é exclusividade de roedores ou apenas de uma espécie de animal se
influenciar pela muasica em periodo pré-natal. Dados semelhantes foram apresentados por
Partanen et al. (2013), que demonstraram que ap0s serem expostos a uma melodia no periodo
pré-natal, bebés humanos podiam reconhecé-la e identificar erros nesta melodia meses ap0os
seu nascimento.

Os resultados deste estudo evidenciaram que 0s animais expostos a musica

classica em periodo pré-natal apresentaram diferencas significativas entre o grupo siléncio e
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ruido branco, conforme atingiam idades mais avancadas. Neste estudo, 0s animais expostos a
masica retrograda ndo apresentaram diferencas significativas na memoria e no aprendizado
guando comparados com 0s outros grupos experimentais, nem aparentou lesar a habilidade de
formacé@o de memorias, diferenciando-se dos resultados de Xing et al. (2016).

Ao comparar os métodos deste trabalho com os de Xing et al. (2016) é possivel
apontar possiveis motivos para haver essa incongruéncia nos resultados referentes aos testes
com a Musica Retrograda. Em primeiro, Xing et al. (2016) ndo utilizaram de um protocolo de
exposicao pré-natal, fizeram sim um estudo focando no desenvolvimento do sistema nervoso,
mas apenas pés-natal, iniciando os estimulos no PND1. Em segundo, seus testes para avaliar
memdria e aprendizado também foram diferentes, utilizando o labirinto aquético de Morris.
Enquanto neste estudo utilizamos do Teste de Reconhecimento de Objetos e da Esquiva

Inibitéria.

4.3 TESTE ESQUIVA INIBITORIA

A memodria aversiva foi avaliada pelo teste de esquiva inibitoria. A Figura 6
mostra o desempenho dos animais durante o teste de esquiva passiva quando avaliados em 90
minutos apds o periodo de habituacdo. Os animais avaliados em PND21 (Figura 6A) e
expostos a masica classica durante o periodo gestacional tiveram um melhor desempenho
quando comparados aos animais do grupo ruido branco (p=0.0241). Em PND45 ndo houve
diferenca significativa no tempo de laténcia, que é utilizado como uma forma de medir a
retencdo das memorias, mensurando o tempo entre o choque e a fuga do rato (VALLEJO et
al., 2017), (Figura 6B).

Quando avaliados em PND70 (Figura 6C), os animais expostos a musica classica
da mesma forma que 0s animais expostos a musica retrograda durante o periodo gestacional
tiveram um melhor desempenho quando comparados aos animais do grupo ruido branco (MC
X RB, p=0.004; MR x RB, p=0.0019); o grupo ruido branco, por sua vez, apresentou um
tempo de laténcia significativamente elevado quando comparado ao grupo siléncio em ambos

0s testes de Mann-Whitney e post-hoc de Tukey (p=0.0002 e p=0.0006, respectivamente).



29

A MCD 21 DIAS

150

1004

T
L =

T
SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA

Tempo de laténcia (s)

B MCD 45 DIAS

SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA

‘ MCD 70 DIAS

801 *
60
40

204 *k

I o
o o

Tempo de laténcia (s)
N
o
1

o

Tempo de laténcia (s)

**

—— e ——
0

y T
SILENCIO RUIDO BRANCO M.CLASSICA M.RETROGRADA

Figura 6 (A, B e C): Teste de Esquiva Inibitdria realizado em PND21 (A), PND45 (B) e
PND70 (C), 90 minutos apés o periodo de habituacdo, representando a MCD de animais
expostos a diferentes estimulos auditivos — Siléncio, Ruido Branco, Musica Cléssica e MUsica
Retrograda. Os valores foram expressos em média + erro padrdo da média. *Siléncio x Ruido
Branco, p=0.0006 (p=0.0002 em Mann-Whitney). **Ruido Branco x Musica Classica,
p=0.004; **Ruido Branco x M. Retrograda, p=0.0019. Valores alcancados por ANOVA de

uma via, seguido pelo teste post hoc Tukey.

A Figura 7 mostra o desempenho dos animais durante o teste de esquiva inibitoria
quando avaliados em 24 horas apds o periodo de habituacdo. Embora nenhuma diferenca
significativa entre os grupos tenha sido apresentada, foi possivel observar uma reducdo no
tempo de laténcia entre os grupos quando comparados aos animais avaliados em PND 21 e
45.
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Figura 7 (A, B e C): Teste de Esquiva Inibitéria realizado em PND21 (A), PND45 (B) e

PND70 (C), 1 dia ap6s o periodo de habituacéo, representando a MLD de animais expostos a
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diferentes estimulos auditivos — Siléncio, Ruido Branco, Mdusica Classica e Musica
Retrograda. Os valores foram expressos em média + erro padrdo da média. Valores

alcancados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc Tukey.

De modo geral, os resultados deste estudo mostraram que animais mais velhos
tiveram melhor desempenho cognitivo, reforcando a ideia de que para a formagdo de
memorias e aprendizado, certa maturagdo do sistema nervoso é necessaria. Estes resultados
reforcam entdo o proposto no item 4.2 deste estudo.

Até entdo, ainda ndo haviam sido testados os efeitos da exposi¢do a musica nos
testes de memoria aversiva como a esquiva inibitoria. Entretanto, em outros testes de memdria
ratos expostos a musica classica apresentam um melhor desempenho quando comparados a
grupos controle, ruido branco e/ou musica classica retrograda (RAUSCHER; ROBINSON;
JENS, 1998; XING et al., 2016). O mesmo padrdo pode ser observado no teste da esquiva
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inibitoria, entretanto neste estudo foi observado uma melhora da meméria e aprendizado em
individuos mais velhos, resultado que ndo corrobora os de Xing et al. (2016), que utilizou
também da musica retrograda para testes, mas obteve uma propor¢do constante de evolugéo
entre musica classica, controle e mdsica classica retrograda, além de indicar que animais
expostos a masica retrograda apresentam um desempenho cognitivo lesado em relacdo ao
grupo controle. Como dito anteriormente, esta diferenca nos resultados deste estudo para o de

Xing et al., pode ser consequéncia de uma diferenca grande de métodos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos causados pela exposicdo das matrizes prenhes a diferentes estimulos
auditivos causaram na prole mudancas significativas quanto seu aprendizado e memodria,
sendo a principal: uma melhora do desempenho cognitivo em animais mais velhos quando
expostos a musica classica em periodo pré-natal.

Na prole, os efeitos da exposi¢do pré-natal a diferentes estimulos sonoros parecem
ter ocasionado ndo s6 uma diferenca significativa nos testes de memdria e aprendizado, mas
também uma diferenca notavel no nimero de ratos por ninhada, ao comparar 0s grupos. As
matrizes expostas a musica retrégrada tiveram menos filhotes em média do que os outros
grupos, possivelmente indicando estresse materno.

Pela primeira vez foi realizado um estudo unindo os testes de reconhecimento de
objetos, esquiva inibitdria para avaliar os efeitos da musica no desenvolvimento do sistema
nervoso, expondo os animais prenatalmente a diferentes estimulos auditivos. Também pela
primeira vez é feita a tentativa de replicar resultados de Xing et al. (2016) sobre a peca de
Mozart em sua forma retrograda, que no referido trabalho causou um decrescimento no
desempenho cognitivo, engquanto neste estudo ndo apresentou resultados significativos para
tal. Vale ressaltar que no estudo de Xing et al. (2016), a exposicao a tal estimulo foi pds-natal,
trazendo entdo a possibilidade de que a musica retrograda atue em diferentes mecanismos
neurais quando exposta em diferentes periodos da vida, enquanto a masica classica aparenta
ser positiva em qualquer fase do desenvolvimento.

Né&o foi possivel observar alteracGes significativas frequentes ao avaliar o ruido
branco, exceto no teste de esquiva inibitéria em PND70, avaliando a MCD, em que 0 grupo
ruido branco apresentou um tempo de laténcia maior que o grupo siléncio, sugerindo, desta
forma, que a exposi¢do ao ruido branco possa ter provocado uma diminuicdo da habilidade de
formar, manter ou armazenar as memorias de curta duragdo em ratos mais velhos.

Novos estudos sd0 necessarios para avaliar os efeitos da musica no
desenvolvimento do SN, em outras fases do desenvolvimento e em diferentes protocolos de
exposicdo ao estimulo auditivo. E, a partir desses resultados, propor estudos com uma

abordagem clinica.
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B UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Palhoga, 23 de abril de 2018
Registro na CEUA (cé6digo): 17.018.2.01.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Jucélia Fortunato

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliagdo da musica no desenvolvimento do sistema nervoso:
implicagbes na memoria”, registrada com o n°'7.018201V |\ 'sob a responsabilidade de
Jucélia Fortunato - que envolve a manutengdo ou utilizagdo de modelos animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
desta Instituicdo, em reunido de 08 de maio de 2018.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuigdes, os dispostos na legislagéo Federal aplicavel a criagéo,
manutencdo e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas
pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
outras instituicdes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico: Il -
Legal: enquadramento na legislagao vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gualquer alteragéo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagdo do projeto em questéo,
deverd ser informada imediatamente a8 Comissao.

Prof_Sandrb Meliy Sgroft
Coordena a2 Comiss&o

Campus Florianépolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitaria Pedra
Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul.br
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CERTIFICADO

Em consonancia a Orientagdo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CONCEA),
certificamos que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagdo da
musica no desenvolvimento do sistema nervoso: implicagdes na meméria”, registrada
com o no 17.018.2.01.1V, sob a responsabilidade de Jucélia Fortunato - que envolve a
manutencdo ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi
aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicao,
em reuni&o de 08 de maio de 2018.

Finalidade ['O Ensino X Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio agosto/2017 a setembro/018

Especie/linhagem/r 464, | Rattus norvergicus (ratos wistar)
! —

No de animais

66
Peso/ldade 60/21 dias 250-300g/40-50g
1 Sexo Macho e fémea
Origem Biotério da Universidade Federal de

Santa Catarina

’ - \\‘\
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