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RESUMO

Obijetivos: Investigacdo da interferéncia da Sonata K448 de Mozart na extin¢cdo da memoria de medo quanto
ao contexto em camundongos machos. Métodos: Para o presente estudo, foram utilizados 22 camundongos,
machos, da linhagem C57BL/6J, divididos em 3 grupos: G1 — Mozart, expostos a Sonata K448 de Mozart
(n=12); G2 — Ambiente, expostos ao som ambiente (n=5); G3 — Controle, expostos ao som ambiente (n=5).
No 54° dia, os camundongos G1 e G2 foram expostos ao Treino de Condicionamento Som/Choque. O Teste
de Extingdo comegou apés o Treino de Condicionamento Som/Choque, no 55° dia, sendo realizado durante
12 dias consecutivos. Os dados relativos aos dias de testes de extingdo foram analisados por meio do teste
ANOVA de medidas repetidas. Resultados: Houve diferenca significativa entre grupos Mozart e Ambiente
para 0 Treino de Condicionamento Som/Choque (p=0,013). Em relacdo ao Teste de Extingdo, no que se
refere aos trés grupos, ndo houve efeito principal dos dias (p=0,282), ndo foi verificado efeito principal dos
grupos (p=0,769) e nem houve interacéo dias*grupos (p=0,691). Conclusfes: Os animais expostos a Sonata
K448 de Mozart tiveram melhor resposta durante o Treino de Condicionamento Som/Choque, evidenciando
o efeito positivo da musica classica no processo de aprendizagem.
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ABSTRACT

Objectives: Investigation of the interference of Mozart's Sonata K448 in the extinction of fear memory
regarding context in male mice. Methods: For the present study, 22 male mice of the C57BL/6J lineage were
used, divided into 3 groups: G1 — Mozart, exposed to Mozart's Sonata K448 (n=12); G2 — Environment,
exposed to ambient sound (n=5); G3 — Control, exposed to ambient sound (n=5). On the 54th day, G1 and
G2 mice were exposed to Sound/Shock Conditioning Training. The Extinction Test began after the
Sound/Shock Conditioning Training, on the 55th day, and was carried out for 12 consecutive days. Data
relating to the days of extinction tests were analyzed using the repeated measures ANOVA test. Results:
There was a significant difference between the Mozart and Environment groups for Sound/Shock
Conditioning Training (p=0.013). Regarding the Extinction Test, with regard to the three groups, there was
no main effect of days (p=0.282), no main effect of groups (p=0.769) and there was no days*groups
interaction (p=0.691 ). Conclusions: Animals exposed to Mozart's Sonata K448 had better responses during
Sound/Shock Conditioning Training, highlighting the positive effect of classical music on the learning
process.

Keywords: Memory; Music; Psychological extinction; Animal models.
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A memoria é a habilidade que os seres
vivos tém de obter, arquivar e relembrar
informagdes (Marques et al., 2023; Mouréo
Junior; Faria, 2015). Existem dois tipos
principais relacionados ao aspecto temporal: a
mem©ria de curto prazo e a memdria de longo
prazo (Marques et al., 2 023; Mouréo Junior;
Faria, 2015). No que diz respeito a primeira, 0
método utiliza-se de répidos processos
quimicos no hipocampo e possui duracdo de
30 minutos a 6 horas (Marques et al., 2 023;
Mourdo Junior; Faria, 2015) J& a memoria de
longo prazo pode conservar-se por horas, dias
ou anos, sofrendo influéncia da amigdala e da
habilidade hipocampal de gerar estimulos
elétricos continuos, o0s quais fortalecem
circuitos neurais referente a criacdo de
determinada memoria (lzquierdo et al., 2013;
Marques et al., 2023; Mourdo Junior; Faria,
2015).

Todavia, do mesmo modo que ha a
formacdo de memorias, existe também a
extingdo (“Corticosterone injection into the
infralimbic prefrontal cortex enhances fear
memory extinction: Involvement of GABA
receptors and the extracellular signal-
regulated kinase”, 2023; Izquierdo;
Bevilaqua; Cammarota, 2006; Whittle et al.,
2021). Este processo ocorre através do
descondicionamento a um incentivo o qual se
tinha originado um aprendizado
(“Corticosterone injection into the infralimbic
prefrontal cortex enhances fear memory
extinction: Involvement of GABA receptors
and the extracellular signal-regulated kinase”,
2023; lzquierdo; Bevilaqua; Cammarota,
2006; Whittle et al.,, 2021). Como ja
supracitado, a criagdo de memorias se da por
meio da repeticdo de circuitos neurais e da
influéncia amigdalar, desse modo, para que
haja a extincdo de uma memoria, é preciso
que exista a depressdo de um estimulo
condicionado previamente (“Corticosterone
injection into the infralimbic prefrontal cortex
enhances fear memory extinction:
Involvement of GABA receptors and the
extracellular signal-regulated kinase”, 2023;
Izquierdo; Bevilaqua; Cammarota, 2006;

Revista da Faculdade de Ciéncias Medicas da Paraiba
Journal of the Faculty of Medical Sciences of Paraiba

Efeito da sonata K448 de Mozart na extingdo da
meméria traumatica em camundongos.

Whittle et al., 2021). E relevante citar que a
extincio da memoéria € um processo
fisiologico e  necessario.(Corticosterone
injection into the infralimbic prefrontal cortex
enhances fear memory extinction:
Involvement of GABA receptors and the
extracellular signal-regulated kinase, 2023;
Izquierdo; Bevilagua; Cammarota, 2006;
Whittle et al., 2021). Algumas memorias
podem ser perturbadoras e impedem a
aquisicdo de novas memdrias ou o resgate de
outras antigas (Corticosterone injection into
the infralimbic prefrontal cortex enhances fear
memory extinction: Involvement of GABA
receptors and the extracellular signal-
regulated kinase, 2023; lzquierdo; Bevilaqua;
Cammarota, 2006; Whittle et al., 2021).

Atualmente, ja existem pesquisas
cientificas que comprovam que o uso de
determinados trechos da Sonata K448 de
Mozart ativa multiplas areas do cérebro,
principalmente, o hipocampo, provocando
aumento do ndmero de células e da
neurogénese, reacdo que é denominada Efeito
Mozart (Lee et al., 2016; Tieppo; Reis;
Picchiai, 2016; Wang et al.,, 2023). Em
doencas, como fobias e estresse poés-
traumatico, os pacientes ndo conseguem parar
de recordar sobre o episédio traumatico pelo
qual passou e evoca-o a todo tempo (Baldi et
al., 2021; Bazan Blanco et al., 2018;
Izquierdo et al., 2013). O tratamento de
escolha para esse transtorno psiquiatrico é a
extincio da memoéria, por meio da
psicoterapia e da técnica de “terapia de
exposicao” (Baldi et al., 2021; Bazan Blanco
et al., 2018; lIzquierdo et al., 2013). Sabendo
disso, busca-se descobrir se a musica pode ter
relevancia terapéutica nessas patologias, visto
sua influéncia na criagdo de memorias (Baldi
et al.,, 2021; Bazan Blanco et al., 2018;
Izquierdo et al., 2013).

Em suma, existem muitos estudos
cientificos que expdem o efeito positivo da
Sonata K448 de Mozart na consolidacdo da
memoria, contudo, a literatura ainda é falha
quanto ao seu efeito na extingdo da
memoria.(“Exposure to music in the perinatal
period enhances learning performance and
alters BDNF/TrkB signaling in mice as adults,
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2006; Music exposure improves spatial
cognition by enhancing the BDNF level of
dorsal hippocampal subregions in the
developing rats, 2016; Wang et al., 2023).
Dessa forma, o presente estudo tem por
objetivo investigar a interferéncia de Mozart
na extincdo da memaria de medo em relagédo
ao ambiente aversivo contextualizado.

Animais:

Para o0 presente estudo, foram
utilizados inicialmente 12 camundongos, com
média de 3 a 4 meses, fémeas, prenhas, da
linhagem C57BL/6J (Anjum et al., 2018;
Global view of the mechanisms of improved
learning and memory capability in mice with
music-exposure by microarray, 2009). Apos o
parto, foram separados todos os machos,
produtos das gestacOes, das fémeas citadas
acima e, aleatoriamente, foram divididos em 3
grupos: G1 — Mozart (n=12), G2 — Ambiente
(n=5) e G3 — Controle (n=5) (Kaufmann;
Brennan, 2018). A selecdo de camundongos
do sexo masculino foi feita pela possivel
diferenca de comportamento, que pode ser
influenciada por hormonios sexuais em
fémeas. Os animais tiveram livre acesso a
agua e a racao comercial da marca Purina® ad
libitum e foram mantidos em gaiolas plasticas
em ciclo claro-escuro de 12 horas, com 5
animais do mesmo grupo por gaiola (Anjum
et al., 2018; “Global view of the mechanisms
of improved learning and memory capability
in mice with music-exposure by microarray”,
2009). Os procedimentos foram submetidos
ao Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA).

Exposi¢do a musica na gestacgao:

Inicialmente, foram separados 12
camundongos da linhagem C57BL/6J, fémeas
e prenhas, com média de 3 a 4 meses de vida.
Foram expostos a musica desde o0 momento
do acasalamento até o0 momento do
nascimento dos filhotes. Ficaram divididas
em 3 grupos: G1 — Mozart, expostos a Sonata
K 448 de Mozart (n=4); G2 — Ambiente,
expostos ao som ambiente (n=4); G3 -
Controle, expostos ao som ambiente (n=4).
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Em cada grupo, utilizara-se 4 fémeas, que
foram mantidas em gaiolas individuais,
recebendo a classe musical correspondente a
cada grupo, de 60 a 70 dB, por 10 horas ao
dia, das 21h00min as 07h00min, durante todo
0 periodo de gestacéo.

Exposicao a musica na
amamentacao:

Ap6s o0 nascimento, a prole foi
mantida em gaiolas individuais com sua
respectiva mée, de acordo com 0s 3 grupos. A
prole foi exposta a musica desde 0 momento
do nascimento até o 30° dia. Foi adotado o
seguinte esquema: G1 — Mozart, expostas a
Sonata K 448 de Mozart (n=4 fémeas + sua
prole); G2 — Ambiente, expostos ao som
ambiente (n=4 fémeas + sua prole); G3 —
Controle, expostos ao som ambiente (n=4
fémeas + sua prole). Em cada grupo, foram
usados 4 fémeas e sua prole, recebendo a
musica ou som ambiente correspondente, de
60 a 70 dB, por 10 horas ao dia, das
21h00min as 07h00min, durante todo o
periodo de amamentac¢do.(“Global view of the
mechanisms of improved learning and
memory capability in mice with music-
exposure by microarray”, 2009; Greenwood
et al., 2009; Rauscher; Robinson; Jens, 1998).

Exposicdo a musica na fase adulta:

Passado o periodo de amamentagdo
(30 dias), os camundongos machos de cada
prole foram separados da mae e selecionados
aleatoriamente 12 animais em cada um dos 3
grupos. Eles foram expostos do 30° dia ao 81°
dia @ mesma musica/som que foi dado a mée
na fase de acasalamento e amamentag&o.
Foram divididos em: G1 — Mozart, expostos a
Sonata K 448 de Mozart (n=12); G2 -
Ambiente, expostos ao som ambiente (n=5);
G3 — Controle, expostos a0 som ambiente
(n=5). Em cada grupo, foram colocados até 5
animais por gaiola, que receberam as
respectivas musicas, de 60 a 70 dB, por 10
horas ao dia, das 21h00min as 07h00min até
81° dia.(“Global view of the mechanisms of
improved learning and memory capability in
mice with music-exposure by microarray”,
2009; Greenwood et al., 2009; Rauscher;
Robinson; Jens, 1998).
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Habituacao:

Apo6s o periodo de exposi¢do de 50
dias a musica, sendo 10 horas por dia, das
21h00min as 07h00min, os camundongos
passaram por 4 dias de habituacdo (50°, 51°,
52° e 53° dia), nos quais cada camundongo
ficou 10 minutos na camara de
condicionamento. Esse procedimento visou
controlar vieses comportamentais
relacionados a novidade do ambiente os quais
0s animais foram expostos na sessdo de
Treino de Condicionamento Som/Choque. A
camara foi limpa com Etanol 70% antes e
ap6és cada uso (Anjum et al, 2018;
Greenwood et al., 2009).

Treino de Condicionamento
Som/Choque:

No 54° dia, os camundongos foram
colocados individualmente em uma camara
experimental com iluminacdo vermelha, piso
e paredes de metal. Foram mantidos nesta
camara por 8 minutos e receberam um choque
no pé (2,8 mA por 2 segundos) nos 3°, 4° e 5°
minutos. Simultaneamente ao choque, 0s
camundongos foram expostos a um estimulo
sonoro com frequéncia de 72 dB durante 3
segundos. A camara foi limpa com Etanol
70% antes e ap6s cada uso. Os camundongos
do grupo G3 ndo passaram pelo Treino de
Condicionamento Som/Choque (Greenwood
et al., 2009).

Teste de Extingéo:

O Teste de Extincdo comecou apds o
Treino de Condicionamento Som/Choque, no
55° dia. Os camundongos foram colocados na
mesma camara usada no Treino de
Condicionamento  Som/Choque e foram
mantidos nesta camara durante 5 minutos,
sem receber choque nas patas. As sessdes de
Teste de Extincdo foram realizadas em 12
dias consecutivos. Vinte e quatro horas apos a
realizacdo desse teste, o0s animais foram
eutanasiados pelo método de guilhotina.
Primeiramente, foram administrados dois
anestésicos via intramuscular, a Xilazina (2
mg/kg) e a Quetamina (25 mg/kg). Apos o
tempo de acdo das drogas (abolicdo dos
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reflexos de dor), os animais foram
guilhotinados.

Registro e Andlise dos Dados
Comportamentais:

Todas as sessOes de Treino de
Condicionamento Som/Choque e do Teste de
Extingdo foram gravadas, armazenadas e
transcritas, utilizando-se o software Etholog
2.22 para analise do comportamento dos
camundongos. Foram utilizados os seguintes
critérios:  congelamento - quando o
camundongo apresentar imobilidade da
cabeca e do corpo, olhos completamente
abertos e respiragdo rapida, classificado como
uma medida de memoria para extingdo; sem
congelamento - todos 0s comportamentos
diferentes daqueles considerados como
comportamento de congelamento (Anjum et
al., 2018).

Foi efetuada uma analise comparativa
de revisdo das gravacOes e das transcrigoes
por dois observadores de maneira
independente, com intuito de garantir a
validade e a fidedignidade dos registros dos
dados experimentais.

Andlise Estatistica:

A anélise estatistica foi realizada no
software IBM SPSS Statistics®, versdo 22. Os
dados brutos referentes ao tempo de
congelamento (freezing) (TC, em segundos)
do treinamento aversivo para cada animal
foram transformados em  porcentagem,
usando-se a seguinte férmula: (TC*100)/480
segundos, em que 480 segundos (ou seja, 8
minutos) eram a duracdo de toda a sessdo. Os
dados brutos referentes ao TC (em segundos)
dos testes de extincao para cada animal foram
igualmente transformados em porcentagem,
usando-se a formula: (TC*100)/300 segundos,
em que 300 segundos (ou seja, 5 minutos)
eram a duracgéo de toda a sessao.

Todos 0S resultados foram
apresentados como média percentual £ erro
padrdo da media (EPM). A comparacdo dos
dados referentes ao treinamento aversivo para
0s grupos Mozart e Ambiente foi realizada
pelo teste t de Student para amostras
independentes (0 grupo controle ndo passa
por esse treinamento, sendo excluido das
analises). Os dados relativos aos dias de testes
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de extincdo foram analisados por meio do
teste ANOVA de medidas repetidas, com a
porcentagem do TC como variavel
dependente, dias como fator intra-sujeitos (ou
de medidas repetidas) e grupos como o fator
entre-sujeitos. Dado que o0 teste para
esfericidade de Mauchly foi significativo
(x%(65)=131,62; p<0,001), a correcdo de
Greenhouse-Geisser foi realizada (£=0,388).
Para investigar a relagdo temporal ao longo
dos dias, foram utilizados contrastes repetidos
de follow-up. Analises complementares (post-
hoc) foram realizadas utilizando-se o teste de
Bonferroni para avaliar possiveis efeitos
significativos detectados entre 0s grupos
(sujeitos).

Efeito da sonata K448 de Mozart na extingdo da
meméria traumatica em camundongos.

Houve diferenca significativa entre
grupos Mozart e Ambiente para o Treino de
Condicionamento Som/Choque
(t(15,00)=2,81; p=0,013; Figura 1). A média
+ EPM da porcentagem de comportamento de
freezing para o grupo Mozart (0,86% =
0,20%) foi superior a do grupo Ambiente
(0,19% + 0,12%).

A Figura 2 mostra as medias (erros
padrdo das médias) da porcentagem do tempo
de freezing dos grupos Mozart, Ambiente e
Controle, ao longo dos dias de Teste de
Extincdo. N&o houve efeito principal dos dias
(F(4,27;81,03)=1,29; p=0,282). Igualmente,
nédo foi verificado efeito principal dos grupos
(F(2;19)=0,27; p=0,769), nem  houve
interacdo dias*grupos (F(8,53;
81,03)=071,22; p=0,691).

Figura 1. Média (erro padrdo da média) do Tempo de Comportamento de Freezing (%) do Treino de
Condicionamento Som/Choque. *t(15,00)=2,81; p=0,013
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Figura 2. Média (erro padrdo da méedia) do Tempo de Comportamento de Freezing (%) para os Dias

de Teste de Extincao.
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Hoje, ja existem pesquisas cientificas
que comprovam o efeito positivo da masica
classica na formacdo de memorias, contudo,
poucos estudos relatam o efeito dessa musica
classica na extin¢do de episodios traumaticos.
Com isso, buscou-se investigar a interferéncia
da Sonata K448 de Mozart na extin¢do da
memoria de medo em relagdo ao ambiente
aversivo contextualizado em camundongos
machos. No Treino de Condicionamento
Som/Choque, observou-se superioridade no
tempo de freezing dos animais expostos a
Mozart em comparagdo aos expostos ao som
ambiente. Ja nos dias de Teste de Extincéo,
ndo foi notada nenhuma diferenca
significativa em relacdo aos grupos Mozart,
Ambiente e Controle.

Estudos prévios demonstraram que
trechos especificos da Sonata K448 de Mozart
aumentam a neurogénese e induzem a
neuroplasticidade em  diversas  regibes
cerebrais  relacionadas com  processos
cognitivos e emocionais, como coOrtex pré-
frontal, amigdala, hipocampo e hipotalamo
(Papadakakis; Sidiropoulou; Panagis, 2019;
Tieppo; Reis; Picchiai, 2016; Wang et al.,
2023). Conforme o estudo experimental de
Xing, camundongos expostos a musica de
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Mozart que foram submetidos ao labirinto
aquatico de Morris, além de permanecerem
mais tempo no quadrante alvo, apresentam
uma curva de aprendizado mais rapida do que
0s grupos Mozart retrogrado, exposto a sonata
K448 de forma inversa, e controle, mantido
em ruido ambiente (Xing et al., 2016). Dessa
forma, observa-se que a mdusica classica
interfere de forma positiva na evocacdo da
memoria e na aprendizagem (Papadakakis;
Sidiropoulou; Panagis, 2019; Tieppo; Reis;
Picchiai, 2016; Wang et al., 2023; Xing et al.,
2016).

Entretanto, o inverso também tem sido
pesquisado, buscando-se descobrir quais
fatores influenciam na extincdo da memoria,
exemplo disso, estudos recentes evidenciam
que o exercicio aerobico contribui para a
extincdo de memdrias emocionais negativas,
como medo, tristeza, culpa e hostilidade
(Basso et al., 2022). Além da atividade fisica,
a musica também exerce um efeito positivo na
extingdo, prova disso foi a pesquisa de Chen,
a qual demonstrou que, nos dias subsequentes
apoés a realizagio de um treino de
condicionamento ao medo, ratos expostos a
Sonata K448 de Mozart tiveram menor
tempo de freezing em relagdo aos mantidos
em som ambiente (Chen et al., 2019).
Ademais, essa mesma pesquisa evidenciou
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que os niveis do fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) eram maiores nos ratos
expostos a masica classica, corroborando seu
efeito positivo para a ocorréncia da
neuroplasticidade (Chen et al., 2019).

Pode-se inferir que a exposi¢cdo a
Sonata K448 de Mozart influencia a formacéo
e retengdo da memoria de medo, ja que houve
diferencas significativas no comportamento
de freezing entre 0s grupos Mozart e
Ambiente, durante o0 Treino de
Condicionamento  Som/Choque.  Estudos
anteriores demonstram que a amigdala
desempenha um papel crucial na formacéo e
consolidacdo da memdria aversiva, pois a
exposicdo ao som condicionado, durante o
treinamento, aciona vias neurais que
conectam o sistema auditivo & amigdala,
permitindo a associacdo entre o estimulo
sonoro e a resposta de medo (Ehrlich et al.,
2009; Fanselow; Ledoux, 1999; Ledoux,
2000). Essa associacdo é fortalecida através
de mudancas na plasticidade sinaptica e
envolve  neurotransmissores  como 0
glutamato, noradrenalina e dopamina, além de
outros circuitos neurais, como hipocampo,
cortex pré-frontal, cortex cingulado e talamo,
0s quais podem também estar envolvidos na
regulacao da resposta ao medo e na integracdo
de informacdes aversivas (Ehrlich et al.,
2009; Fanselow; Ledoux, 1999; Ledoux,
2000).

Nesse contexto, presume-se que a
exposi¢do & musica classica modulou redes
neurais e  processos  neurobiologicos
relacionados a meméria de medo, resultando
nas diferencas observadas no comportamento
de freezing entre 0s grupos, ou seja, a
complexidade e a harmonia da musica de
Mozart podem ter ativado esses circuitos de
maneira mais intensa e influenciado a
formacdo e consolidagdo da memoria
aversiva.

Os animais expostos a Sonata K448 de
Mozart tiveram melhor resposta durante o
Treino de Condicionamento Som/Choque,
evidenciando o efeito positivo da musica
classica no processo de aprendizagem e
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retencdo de memoria de longo prazo. Ja em
relagio ao Teste de Extingdo, nédo foi
observado diferenca estatistica significativa
entre os grupos ao longo dos dias, contudo,
considerando o0 ndmero reduzido de
camundongos utilizados e a relevancia do
tema, faz-se necessario a realizacdo de
estudos futuros com amostras maiores para
compreender o efeito da Sonata K448 de
Mozart na extin¢do da memdria de medo.
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