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RESUMO

A mdsica tem sido explorada como forma de tratamento alternativo para melhora da
qualidade de vida, fungbes cognitivas, estresse, ansiedade e inducdo de sono. Alguns
agentes estressores, agravados em periodo de pandemia da COVID-19, como polui¢édo
acustica, isolamento social, depressdo, exposicéo a longas jornadas de trabalho, evocam
méa qualidade do sono. Distlrbios psicologicos, uso abusivo de medicamentos para
inducdo de sono, méa alimentacdo, niveis de estresse elevado, sdo exemplos de problemas
acarretados da falta de sono. Para isso, estudos comprovam beneficio e impacto do uso
da masica na qualificacdo cognitiva de animais, como exemplo dos roedores. O zebrafish
(Danio rerio) tem sido amplamente utilizado em pesquisas devido a homologia genética
com seres humanos. No presente estudo, por meio de revisdo bibliografica, consolidamos
0 uso de estimulos musicais como forma de melhoria em sintomas de dor, ansiedade,
estresse e qualidade do sono; promovendo beneficios fisicos e psicoldgicos aos
individuos. Ainda, comprovamos experimentalmente que sessdes de frequéncia de
Solfeggio 963Hz reverte o dano cognitivo e nivel de estresse induzido pela exposicdo a
luz 24 horas em zebrafish, corroborando com os estudos que demonstram os beneficios
em humanos. O experimento foi realizado utilizando sessdes intermitentes (2 horas ou 6
horas duas vezes ao dia) ou continua (24 horas) a musica de frequéncia Solfeggio (963Hz)
em zebrafish adultos submetidos a altera¢do do ritmo circadiano (exposic¢ao a luz por 24
horas). Enquanto a exposicao a luz de 24 horas evoca déficits cognitivos e eleva os niveis
de cortisol, esses efeitos foram revertidos pela exposicdo as sessfes de musica. Esses
achados sugerem uma modulacdo positiva das respostas cognitivas e enddcrinas em
zebrafish adultos a musica e reforcam o zebrafish como um organismo modelo robusto e
sensivel para pesquisas neurocognitivas e neuroenddcrinas.

Palavras-chave: 1. Zebrafish. 2. Musica. 3. Cortisol. 4. Cogni¢&o. 5. Modulagdo comportamental.



ABSTRACT

Music has been explored as a form of alternative treatment to improve quality of life, cognitive
functions, stress, anxiety, and sleep induction. Some stressors, aggravated in the pandemic period
of COVID-19, such as noise pollution, social isolation, depression, exposure to long working
hours, evoke poor sleep quality. Psychological disorders, abuse of sleep-inducing drugs, poor diet,
high stress levels, are examples of problems caused by lack of sleep. For this, studies prove the
benefit and impact of the use of music on the cognitive skills of animals, such as rodents. The
zebrafish (' Danio rerio’) has been widely used in research due to its genetic homology with humans.
In the present study, by means of a literature review, we consolidate the use of musical stimuli as
a way to improve pain symptoms, anxiety, stress, and sleep quality; promoting physical and
psychological benefits to the individuals. Furthermore, we experimentally proved that sessions of
Solfeggio frequency 963Hz reverses cognitive damage and stress level induced by 24-hour light
exposure in zebrafish, corroborating with studies that demonstrate benefits in humans. The
experiment was conducted using intermittent (2 hours or 6 hours twice a day) or continuous (24
hours) sessions to Solfeggio frequency music (963Hz) in adult zebrafish subjected to circadian
rhythm alteration (24-hour light exposure). While 24-hour light exposure evokes cognitive
deficits and elevates cortisol levels, these effects were reversed by exposure to the music sessions.
These findings suggest a positive modulation of cognitive and endocrine responses in adult
zebrafish to music and reinforce the zebrafish as a robust and sensitive model organism for
neurocognitive and neuroendocrine research.

Key words: 1. Zebrafish. 2. Music. 3. Cortisol. 4. Cognition. 5. Behavioral modulation.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do sono contribui para a regulacdo da homeostasia do organismo. Por
outro lado, a privacdo de sono compromete diferentes fungdes fisioldgicas desencadeando
problemas relacionados aos diversos distdrbios do sono, estresse, ansiedade e depresséo
(BARROS et al., 2020; FORCELINI; WANNMACHER, 2017; WITTE et al., 2022),
além de outras comorbidades. A higiene do sono (uma das formas de tratamento nédo
medicamentosa) é feita por medidas como reducdo da luminosidade e uso de telas
(ARANTES-JUNIOR et al., 2021), meditagdo (PEREIRA, 2017), exercicios fisicos
(ANDRADE; PEDROSA, 2016; OLIVEIRA, 2016) e terapia cognitivo comportamental
(RAMOS; ALMEIDA; CARDOSO, 2020; TEIXEIRA, 2015;). O tratamento
medicamentoso envolve, em grande maioria, farmacos ansioliticos (FAVERO; SATO;
SANTIAGO, 2017) e hipnéticos (MORAIS, 2020), agonistas melatoninérgicos
(GLANZMANN et al., 2019), antipsicéticos (CARDOSO; LOPES, 2021). Com isso, a
fim de proporcionar uma melhora na qualidade de vida e higiene do sono, a musica se
apresenta como fator importante de enriquecimento ambiental, capaz de proporcionar
modulagdes comportamentais positivas em casos de estresse e perturbacdo da cognigéo
(DICKSON; SCHUBERT, 2019; VUUST et al., 2022). Desta forma, os sons podem
auxiliar na recuperacao da qualidade do sono, contribuindo na efetivacdo dos tratamentos
de disfuncdes relacionadas a privacdo do sono (DICKSON; SCHUBERT, 2019).
Algumas midias digitais indicam que modula¢des de 963Hz de Solfeggio agem como
método de inducdo para ativacédo da glandula pineal, reconexao e despertar do sistema ao
estado original e perfeito, como as frequéncias para meditacdo disponiveis pelo canal
Meditative Mind (2018). Estudos relatam os efeitos fisiol6gicos e psicolégicos positivos
de diferentes frequéncias de Solfeggio, entretanto, ndo héa relatos sobre estudos utilizando
essa frequéncia.

Com relagdo aos fatos mencionados até aqui, 0 modelo animal zebrafish (Danio
rerio) tem sido utilizado como referéncia em pesquisa translacional por apresentar

homologia genética (~70%) comparada aos humanos (HOWE et al., 2013). Giacomini et
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al. (2020) evidenciaram que a privacao de sono (24 horas de luz) promove dano cognitivo
e niveis elevados de cortisol em zebrafish os quais foram revertidos pela melatonina. Com
isso, 0 objetivo do presente estudo consistiu em verificar se a frequéncia 963Hz de
Solfeggio, como forma de enriquecimento ambiental, pode melhorar estresse e cognicéo
em modelo de privagdo de sono em zebrafish. Os resultados obtidos, considerages,
discussdes, trabalhos produzidos e apresentados durante o periodo de formacdo, estdo
dispostos da forma que segue: revisdo bibliografica que fundamenta o estudo
experimental, bem como a producdo cientifica “Solfeggio-frequency music exposure
reverses cognitive and endocrine deficts evoked by a 24-h light exposure in adult
zebrafish” publicada na revista Behavioural Brain Research, anexos de participacdes e

publicacdo de resumo em eventos.
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2 CAPITULO 1 = REVISAO DE LITERATURA: QUALIDADE DO SONO E
O USO DAS FREQUENCIAS DE SOLFEGGIO

2.1 Sono: Aspectos fisioldgicos

O sono € um processo imprescindivel e insubstituivel para o bem estar fisico e
mental. Se caracteriza pela diminuicao dos processos estimulo/resposta e, através disto,
possibilita a homeotasia de todo organismo (FORCELINI; WANNMACHER, 2017).
Dados recentes em estudo revelam que a ma qualidade do sono atinge cerca de 65,5%
da populacéo brasileira (DRAGER et al., 2022), sendo que 55,1% alega piora da
qualidade do sono durante o cenario de quarentena da pandemia COVID-19 (Instituto
do Sono, 2021).

A qualidade do sono esta ligada a boa execucéo de diferentes funcdes fisioldgicas
como a recuperacdo de energia, manutencao do sistema imunolégico (SANTANA et
al., 2021) enddcrino e cognitivo (LUCENA et al., 2020; ZIMBERG et al., 2017;). Em
contrapartida, a ma qualidade do sono se relaciona com a elevagédo do nivel de estresse
(GIACOMINI et al., 2020; SANTOS et al., 2021), transtornos de ansiedade (FUSCO
et al., 2020; VALE, 2019), depressdo (SANTOS et al., 2021), desordens psiquicas
(BAGLIONI et al., 2016; ROSA et al., 2018), obesidade (ST-ONGE, 2017; ZIMBERG
et al., 2017), déficit cognitivo (OLAITHE et al., 2018; GIACOMINI et al., 2020) entre
outras comorbidades.

Para compreender a influéncia da qualidade do sono no funcionamento do corpo
humano, vale identificar as diferentes classificacdes do sono que é dividido em duas
fases: sono de ondas lentas e sono REM (rapid eye movements). O sono de ondas lentas
é caracterizado como restaurador e profundo, tendo em seu processo a diminuicdo da
pressdo arterial, da frequéncia respiratéria e metabolismo basal (GUYTON; HALL,
2011). Nessa fase, os sonhos geralmente sdo raros e, quando ocorrem, ndo sao
lembrados, pois nesta etapa ndo ha solidificacdo de memoria (GUYTON; HALL, 2011).

A segunda fase é conhecida como o sono REM (rapid eye movements) ou sono com
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movimentos rapidos dos olhos. A fase do sono dos sonhos, como é conhecida, se
caracteriza por ser a forma ativa do sono e possuir movimentos corporais ativos. Os
ciclos do REM se repetem, na maioria das pessoas, durante toda noite de sono em meédia
a cada 90 minutos (FORCELINI; WANNMACHER, 2017; GUYTON; HALL, 2011).
Durante 0 REM, o metabolismo encefélico fica aumentado em até 20%, o que faz com
que o ciclo também seja conhecido como paradoxal, neste quadro as ondas cerebrais
ficam muito proximas a um estado de vigilia (GUYTON; HALL, 2011).

“[...] o sono ¢ causado por processo inibitdrio ativo: descobriu-se que a
transeccdo do tronco cerebral, a nivel médio da ponte, cria um cérebro cujo
cértex nunca dorme. Em outras palavras, centros localizados abaixo da
regido médio-pontina do tronco cerebral parecem ser necessarios para
causar sono pela inibi¢do de outras partes do encéfalo (GUYTON; HALL,
2011, p. 762)".

Por outro lado, a privacao do sono compromete a funcionalidade do sistema nervoso
central (GUYTON; HALL, 2011). Segundo Guyton e Hall (2011, p. 763), “A vigilia
prolongada estda em geral associada ao funcionamento anormal do processo do
pensamento e, algumas vezes, pode causar atividades comportamentais anormais”.
Ademais, a exposicdo a agentes estressores, tais como a exposi¢do a ruidos sonoros
(CARNEVALL; SILVA, 2017), jornadas de trabalho de turno noturno (FERNANDES et
al., 2019), desgaste e presséo psicoldgica académica (SIMOES; PINTO, 2019), ansiedade
(ANDRADE et al., 2017), isolamento social (RAMOS; ARAGAO, 2021), falta de
atividade fisica (ROPKE et al., 2018) e méa alimentacdo (CORREIA; FERREIRA-
JUNIOR, 2020), influenciam na inducdo e na qualidade do sono. Atualmente, torna-se
cada vez mais comum o relato de problemas com distarbios de sono nas sociedades,
indicando que fatores estressores estdo tomando maior dimensdo sobre as vidas das
pessoas (LIMA et al., 2020) e, ao associar agentes estressores a falta de sono, leva-se a
maior elevacdo do nivel de estresse (GIACOMINI et al., 2020; LIMA et al., 2020;
SANTOS et al., 2020), transtornos de ansiedade (FUSCO et al., 2020; VALE, 2019),
depressdo (SANTOS et al., 2021), desordens psiquicas (BAGLIONI et al., 2016; ROSA
et al., 2020), obesidade (ST-ONGE, 2017; ZIMBERG et al., 2017), déficit cognitivo
(GIACOMINI et al., 2020; OLAITHE et al., 2018) entre outras comorbidades. Destarte,

Amanda Corréa dos Santos 18
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com finalidade de promover a salde publica e bem estar das pessoas afetadas por
disturbios do sono, novas metodologias de tratamentos farmacoldgicos e alternativos
tomam frente das pesquisas.

2.2 Formas de tratamento

Os principais distdrbios do sono sdo classificados em sete categorias, sendo eles:
insdnia, distdrbios respiratorios relacionados ao sono, disturbios centrais causadores de
hipersonoléncia, distdrbios do ritmo circadiano de sono-vigilia, parassonias, distdrbios do
movimento relacionados ao sono, outros disturbios do sono (FORCELINI;
WANNMACHER, 2017). Os indicativos de problemas com sono mencionados, alertam
para a elevacdo do consumo de medicamentos para dormir (AZEVEDO et al., 2022;
CAVALCANTI, 2021). Pensando na melhoria da qualidade de vida da populacéo,
terapias alternativas podem ser utilizadas como métodos complementares na abordagem
dos tratamentos, possibilitando minimizar o uso medicamentoso como no caso da insénia
(FENG et al., 2018).

A auséncia de um sono reparador, a longo prazo, reflete ainda em comorbidades
fisicas e mentais, como por exemplo, “lesdes em centros promotores do sono podem
causar vigilia intensa” (GUYTON; HALL, 2011, p. 762). A auséncia de um sono de
qualidade também aumenta a predisposicdo a ansiedade e depressdo (BARROS et al.,
2020), compulsdo alimentar (FUSCO et al., 2020) e causa prejuizos cognitivos (DIAS,
2017).

De maneira farmacoldgica, os benzodiazepinicos sdo amplamente utilizados e
divulgados, sendo frequentemente prescritos para tratar transtornos do espectro de
ansiedade e de sono, bem como suas comorbidades relacionadas (ASNIS; THOMAS;
HENDERSON, 2015; FARACH et al., 2012). Todavia, 0 consumo desses farmacos
promove efeitos colaterais como tolerancia, abstinéncia e dependéncia do medicamento
(PINHEIRO-DA-SILVA et al., 2016). Outro &mbito envolve a poluicdo do meio
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ambiente através do descarte incorreto de tais substancias e via excre¢do urinaria de
metabdlitos ativos (OLIVEIRA, 2015).

A melatonina € um horménio que atualmente também tem sido utilizado como
medicamento ansiolitico alternativo (IMPELLIZZERI et al., 2017; MARSEGLIA et al.,
2015). Também conhecida como horménio do sono, a melatonina possui forte ligacdo
com a alimentacdo por apresentar como seu precursor o aminodcido triptofano, um
aminoacido essencial (TAN et al.,, 2015). De acordo com os habitos alimentares, a
melatonina plasmatica pode sofrer alteracGes, tanto pela oferta de triptofano como
também pela presenca da propria melatonina em alguns alimentos, como frutas, lacteos e
oleaginosas (MENG et al., 2017). Além disso, a melatonina é amplamente estudada em
distdrbios alimentares, como sua relacdo com a Sindrome Alimentar Noturna (SAN), um
distdrbio alimentar caracterizado pelo consumo calrico excessivo noturno, a0 mesmo
tempo em que apresenta baixos niveis de melatonina em seus acometidos (O'REARDON
et al., 2004).

Ainda, dentre os diferentes distarbios resultantes da ma qualidade do sono, a
Terapia-Cognitivo-Comportamental (TCC) é uma importante forma de tratamento
(FORCELINI; WANNMACHER, 2017). A TCC se trata de um conjunto de préaticas de
comportamento que visam a reestruturacdo da homestasia do corpo, mente e espirito
humano. Através da terapia, diferentes metodologias podem ser aplicadas respeitando as
individualidades dos pacientes. Nesta perspectiva, a musicoterapia vem sendo utilizada
para minimizar o uso de fa&rmacos e melhorar a qualidade de vida da populagdo, como
forma de enriquecimento ambiental. A musica vem se qualificando como ferramenta de
enriquecimento ambiental no auxilio do resgate da qualidade do sono, sendo utilizada a
fim de promover a meditacdo, calma, tranquilidade e evocando respostas do sistema
nervoso autdnomo (SNA) (FERREIRA; VANDERLEI; VALENTI, 2015) como ativagao
do parassimpatico e reducdo da atividade simpatica (IWANAGA; KOBAYASHI;
KAWASAKI, 2005), os quais proporcionam uma melhoria da inducdo e na qualidade do
sono (FENG et al.,, 2018), fazendo assim, parte do processo de terapia cognitiva,

relaxamento e higiene do sono.
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2.3 Neurociéncia da musica

O receptor primario do estimulo musical € o ouvido e, por meio dessa via, é possivel
0 recebimento e envio das ondas sonoras até o cortex auditivo, convertendo e traduzindo
os ruidos por ele recebidos (CHANDA; LEVITIN, 2013). As ondas sonoras musicais
modulam sistemas de neurotransmissédo via dopamina e ocitocina em areas relacionadas
ao prazer e recompensa como o cortex cingulado, cortex orbitrofrontal, ndcleo accumbens
(CHANDA,; LEVITIN, 2013). Ainda o hipocampo realiza funcdo nas emoc0es ativadas
pela mdsica resultantes no apego e necessidade de socializagdo. Enquanto o cortex
auditivo possui fungdes diretamente emocionais e relacionadas com sistema limbico,
paralimbico e neurocortical (KOELSCH, 2015).

“A musica pode ser utilizada como uma modalidade alternativa para acessar
funcBes indisponiveis por meio de estimulos ndo musicais. Processos no
cérebro ativados pela influéncia da mdsica podem ser generalizados e
transferidos para fungdes ndo musicais. Portanto, na prética clinica, é realizada
a traducdo de exercicios terapéuticos ndo musicais em exercicios musicais
analogos e isomérficos (GALINSKA, 2015, p. 835).”

Dentro do contexto apresentado, pesquisas tem evidenciado os beneficios do uso da
musica em humanos e em modelo animal. Estudos clinicos demonstram reducéo de scores
de dor e ansiedade e melhora na qualidade do sono em pacientes com osteosarcoma
expostos a sessdes de musicoterapia associada as técnicas de mindfullness o sono (LIU;
GAO; HOU, 2019). A utilizacdo de musica diminui dor em pacientes durante
procedimento de anestesia geral (KUHLMANN et al., 2018). Um levantamento de
revisdo sistematica sobre uso da musica em condi¢cBes de dor crbnica provinda de
depresséo, foi constatado melhora no quadro de dor e ainda, resultados mais promissores
guando o paciente realizava a escolha da musica (GARZA-VIRELLA et al., 2017).
Estudo de Galinska (2015) diagnostica a importancia do uso da musica na reabilitacdo
neuroldgica, dando énfase que o uso de um som repetitivo é capaz de regular as funcdes
fisiologicas e comportamentais atraves do que é chamado de sincronizagdo dos ritmos
biologicos. Enquanto os ritmos regulares auxiliam na estruturagdo da memoria,
potencializando processos de percepcdo, cogni¢do linguagem e aprendizagem motora
(GALINSKA, 2015). Em pessoas com Alzheimer, a musicoterapia auxiliou na melhoria
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de algumas alteracBes cognitivas, psicoldgicas e comportamentais dos pacientes
(GALLEGO; GARCIA, 2017).

Ainda, uma pesquisa em humanos evidenciou a musica como auxiliar no processo
de troca de curativos de queimaduras, diminuindo sensacdo de dor (ROHILLA et al.,
2018). Estudo de Kavurmaci, Dayapoglu, Tan (2020), conclui que alunos de enfermagem
expostos a musicoterapia obtiveram melhoria na qualidade do sono, afirmando que “a
musicoterapia € um método de tratamento sem dor, seguro e acessivel, sem qualquer
efeito colateral que pode ser usado em todas as areas da saude” (KAVURMACI,
DAYAPOGLU; TAN, 2020). Em idosos, a mUsica sedativa melhorou a qualidade de sono
quando utilizada por pelo menos quatro semanas (CHEN et al., 2021). Em pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) a musicoterapia auxiliou na reducdo de
dispneia e ansiedade dos pacientes, melhorando a qualidade do sono, presséo arterial
sistdlica e diastolica (HUANG et al., 2021). A musica também vem sendo caracterizada
por amenizar sintomas de depressdo, diminuindo dor crénica relacionada aos sintomas da
doenca (AALBERS et al., 2017; GARZA-VIRELLA et al., 2017); colaborar em casos de
recuperacdo de pos operatdrios (NOGUEIRA, 2021); promover a sociabilidade em casos
de autismo (SOUZA, 2017); como forma de relaxamento, inducdo de sono, alivio de
sintomas de estresse, ansiedade (CAMARA; CAMPOS; CAMARA, 2013) transtornos
psicoemocionais e sociabilizacdo (GOMES; AMARAL, 2012).

Sons de diferentes vibracdes e frequéncias, remetendo a ancestralidade, sons de
cura fisica e mental. Nessa pespectiva, uma publicacdo da rede Better Sleep (2020),
descreve sobre as frequéncias de Solfeggio e suas origens, descrevendo tratar-se de tons
e sons que auxiliam na promocdo da saude mental e fisica. Dr. Joseph Puleo é um dos
grandes nomes da ciéncia do Solfeggio, responsavel por redescobrir (1970) as frequéncias
e realizar pesquisa que identificou seis sons que estimulam a cura e a vitalidade. Dr. Glen
Rein testou (1988) a influéncia da musica sobre 0 DNA humano, relacionando com taxas
de absorcdo de luz UV. Os resultados dos testes de DNA resultaram em diferentes sons
para uso terapéutico, onde cada sinfonia alterou ou diminuiu de forma diferente a aborcao
de luz UV (Better Sleep, 2020). Por fim, Winfried Otto Schumann realizou pesquisas de
ressonancia, possibilitado que Herbert Konig pudesse realizar importante descoberta:
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“As frequéncias de Solfeggio causam esses efeitos positivos porque ressonam
harmonicamente com a ressonancia Schumann de 8Hz. Musicalmente falando,
as frequéncias sdo extraidas a partir dos 8Hz e sobem a escala musical a cada
oitava, até que a nota dé vibre na frequéncia de 256Hz e o 14 na de 432Hz.
Quando a musica é afinada harmonicamente com essa frequéncia, ela esta na
que passou a ser conhecida como afinacdo cientifica (Better Sleep, 2020).”

Estudos recentes relatam o uso de frequéncias de Solfeggio como metodologia de
percepcdo e aprendizagem musical (CUI; WANG, 2022; OUYANG, 2022; WANG,
2022; ZHANG, 2022), como teste em pacientes com Alzheimer (ARROYO-ANLLO,
2019) e como modelo de estudo sobre o efeito terapéutico da masica sobre as emocdes
(MODRAN et al., 2023). Diferentes frequéncias de Solfeggio podem ter efeitos benéficos
fisioldgicos (reducéo da frequéncia cardiaca, reducéo de estresse) e psicoldgicos positivos
(eliminacdo de sentimentos de medo, culpa e tristeza; aumento de consciéncia, empatia e
harmonia; auto-realizacéo espiritual (CALAMASSI; POMPONI, 2019; MODRAN et al.,
2023; NAKAJIMA et al., 2016). Ainda, em estudo da frequéncia 528Hz, Akimoto et al.
(2018) evidenciaram que a musica reduz niveis de estresse apds alguns minutos de
exposicao.

Algumas midias digitais indicam que modulacdes de 963Hz de Solfeggio agem
como método de inducdo para ativacdo da glandula pineal, reconexdo e despertar do
sistema ao estado original e perfeito, como as frequéncias para meditacdo disponiveis
pelo canal Meditative Mind (2018), entretanto ndo ha relatos sobre estudos utilizando
essa frequéncia.

Uma revisao de Dickson e Schubert (2019, p. 142), relata seis principais formas de

acao da musica na inducdo do sono:

“[...] (1) relaxamento: onde a musica estimula 0 relaxamento fisiolégico ou
psicoldgico; (2) distragdo: onde a musica atua como um ponto focal para
distrair dos pensamentos estressantes internos; (3) arrastamento: sincronizacéo
de ritmos bioldgicos para bater estruturas na mdusica; (4) mascaramento:
obscurecendo o ruido de fundo nocivo com masica; (5) prazer: ouvir preferido;
musica emocionalmente relaciondvel ou agradavel e (6) expectativa: crencas
culturais individuais em torno da musica (DICKSON; SCHUBERT, 2019, p.
142)”.

Amanda Corréa dos Santos 23



24

Essas formas de agdo estdo inter-relacioandas com a fisiologia de sistemas
neurogquimico que envolve dopamina e opioides, cortisol, horménio liberador de
corticotrofina (CRH — ver Glossario), horménio adrenocorticotréfico (ACTH); serotonina
e os derivados peptidicos de proopiomelanocortina (POMC), incluindo horménio
estimulador de alfa-melandcitos e beta-endorfina; e oxitocina (CHANDA, LEVITIN,
2013). Em concluséo, ha numerosos estudos com resultados positivos que enriquecem a
ciéncia da musicoterapia e solidificam as evidéncias das alteracdes neuroquimicas
acarretadas ao uso da musica (CHANDA, LEVITIN, 2013). Ao condicionar a musica
como ferramenta terapéutica, entrega-se a sociedade uma possibilidade de facil acesso
para auxilio da recuperacdo de casos de privacdo do sono bem como traz perspectivas
para 0 uso em outros casos de reabilitacdo, auxiliando na regularizacdo das funcdes

neurobioldgicas acometidas por enfermidades psiquicas, psicoldgicas e fisiologicas.

2.4 Zebrafish como modelo de estudo

Na perspectiva do cenario apresentado até aqui, 0s modelos animais sdo utilizados
para avaliar os impactos negativos da insonia, bem como desenvolver novas terapias para
essas desordens. Nessa linha, o0 modelo animal zebrafish (Danio rerio, conhecido como
paulistinha) vem sendo amplamente utilizado em pesquisas sobre 0s mecanismos de
doencas humanas, devido a sua facilitada manutencdo e, principalmente, por
apresentarem elevada homologia genética (~70%) comparada aos humanos (HOWE et
al., 2013). Ainda, o paulistinha tem sido utilizado em estudos sobre o sono
(ALTENHOFEN; BONAN, 2021; CHIU; PROBER, 2013; GIACOMINI et al., 2020;
LEUNG et al., 2019), e desordens associadas (LEVITAS-DJERBI; APPELBAUM,
2017; ZHDANOVA, 2011); bem como, em estudos que avaliam os efeitos
comportamentais e neuroendocrinos de estimulos auditivos e vibratorios (WANG et al.,
2021).

Em zebrafish, a exposicdo & musica de Vivaldi por 2 horas diminuiu os niveis de
citocinas e aumentou a atividade de alguns genes do SNC, reduzindo o estresse
(BARCELLOS et al., 2018). Em roedores, Costa (2019), verificou que ratas com lesdo
hipocampal expostas agudamente a masica Sonata de Mozart, apresentaram redugéo do
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comprometimento neuronal, funcionando como estimulo de neuroplasticidade. Em
estudo de Marchetto et al., (2021) observou-se que o enriquecimento ambiental com
musica favoreceu o bem-estar dos animais reduzindo comportamentos de ansiedade em
zebrafish.

Existem estudos que trabalham a relevancia da atuagdo do zebrafish em pesquisas
com estimulos musicais, explorando a capacidade auditiva da espécie e sua eficacia na
ciéncia (BARCELLOS et al., 2018; FAVRE-BULLE et al., 2020; LEITNER, 2014,
MARCHETTO et al., 2021; PRIVAT et al., 2019; WANG et al., 2021). No entanto, de
um modo geral, sdo limitados os dados em relacdo a serem recentes a maioria dos estudos.
Assim, se faz ainda mais necessaria a introducao da espécie frente a linha de pesquisas
que estudem os efeitos dos estimulos sonoros musicais na promocao da qualidade de
sono, para que seja possivel contribuir na qualificagdo dos tratamentos de disfungdes
relacionadas a privacao do sono.
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Abstract

Music therapy has long been used as a non-pharmacological intervention to improve cognitive
function and mood in humans. Mounting rodent evidence also supports beneficial impact of music
exposure on animal cognitive performance. The zebrafish (Danio rerio) is an important emerging
aquatic animal model in translational biomedical and neuroscience research. Here, we evaluate
the effects of intermittent (2-h or 6-h twice daily) and continuous (24-h) solfeggio-frequency
music exposure on behavioral, cognitive and endocrine parameters in adult zebrafish whose
circadian rhythm was disturbed by a 24-h light exposure. Overall, a 24-h light exposure stress
evokes overt cognitive deficits in the inhibitory avoidance test and elevates zebrafish whole-body
cortisol levels. However, these effects were reversed by solfeggio-frequency music exposure for
2 or 6 h twice daily, and by continuous 24-h exposure. Collectively, these findings suggest a
positive modulation of cognitive and endocrine responses in adult zebrafish by environmental
enrichment via the long-term exposure to music, and reinforces zebrafish as a robust, sensitive

model organism for neurocognitive and neuroendocrine research.
Keywords: Cognition; Zebrafish; Cortisol; Music exposure; Circadian rhythm.

Music therapy has long been used to improve cognitive function in humans. For example,
patients with Alzheimer disease (AD) show improved categorical word fluency [1],
autobiographical memory [2] and memory for lyrics [3] after listening to music. Music, including
using its solfeggio frequencies, also reduces stress in students [4], whereas music therapy with

singing training improves psychomotor speed in AD patients [5]. Patients with AD and other
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neurodegenerative diseases frequently present circadian rhythm disturbances, which can be
associated with cognitive deficits [6] and corrected by music therapy [7]. Paralleling clinical data,
experimental studies in healthy rodents and in rodent central nervous system (CNS) disease
models reveal similar beneficial effects of music [8], such as improved task acquisition, as well
as working [9] and spatial memory [10].

In addition to promotive human cognitive performance, music therapy can also improve
the quality of sleep [11,12] in both older adults [13] and students [14]. However, while music
therapy beneficially affects sleep and cognitition, its effects on circadian rhythms and
neuroendocrine endpoints have not been examined in-depth [15]. Animal models are a valuable
tool for probing behavioral and endocrine effects of environmental enrichment, incuding music
exposure [8] which exerts robust memory-enhancing effects in rodent models (e.g., Morris water
maze test for spatial cognition) [16].

With the growing utility of zebrafish (Danio rerio) in biomedicine [17-19], this aquatic
model organism may complement traditional rodent models in translational neuroscience
research. Indeed, in addition to high genetic and physiological homology to humans [20],
zebrafish also possess generally conserved neurotransmitter systems, neural circuits and
neuromorphology [21,22]. Paralleling rodent evidence, zebrafish have also demonstrated some
effects of music exposure on brain and behavior [23]. For example, adult zebrafish exposed for 2
h to Vivaldi music at 65-75 dB twice daily for 15 days, demonstrate reduced anxiety-like behavior
in the novel tank test and the light-dark test, and lower peripheral levels of pro-inflammatory
cytokines, such as interferon gamma (INF-y) [24].

Collectively, this raises the possibility of using zebrafish to further probe the effect of music
exposure on neurobehavioral processeses and their potential interplay with circadian rhythms and
cognitive performance. Addressing this problem, here we examine the effects of music exposure
on adult zebrafish cognitive performance and whole-body cortisol levels following a 24-h light
exposure stress, chosen here as a well-established disruptor of normal behavior and circadian
rhythms in zebrafish [25].

Briefly, a total of 192 mature adult zebrafish (at ~1/1 male/female ratio) of the wild-type
outbred short-fin strain were obtained from a commercial supplier (Delphys, Porto Alegre, Brazil)
and housed 2 fish/L in 50-L tanks equipped with biological filters, under constant aeration and a
photoperiod (14-h light/10-h dark cycle). Water temperature was maintained at 27 + 0.5 °C; pH
7.0 £ 0.2, with dissolved oxygen kept at 5.9 £ 0.15 mg/L, total ammonia at < 0.01 mg/L, total
hardness at 6 mg/ L, and alkalinity at 22 mg/L CaCO3. Animal experimentation reported here
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was approved by the Institutional Animal Care Committee and fully adhered to National and
International guidelines on animal experimentation, and the accepted principles of ethical
experimentation. The outbred population selection for the present study was based on population
validity considerations and their relevance for the present study. Briefly, although genetically
controlled models (e.g., inbred zebrafish strains) can be more reproducible and reliable system
for neurogenetics research, modeling CNS disorders, such as in the present study, involves ’real’
human disorders affecting genetically heterogeneous populations [26]. Thus, using outbred
zebrafish strain (such as selected here) was deemed a more populationally valid and
translationally relevant approach for the purpose of this study.

The present study assessed the effects of intermittent (2-h or 6-h twice daily) or continuous
(24-h solfeggio-frequency) music sessions on zebrafish cognitive responses vs. unexposed
controls, using 24 animals per group in 4 music exposure groups (non-exposure, 2-h or 6-h twice
daily, and continuous 24-h music exposure) with two circadian cycle groups (14-h light/10-h dark
cycle and 24-h light exposure). The fish cognitive retention index was assessed in the inhibitory
avoidance test in animals subjected to normal circadian cycle (14-h light/10-h dark cycle) and 24-
h light exposure, chosen here as an established sleep deprivation and cognitive deficit models in
zebrafish [25,27]. The inhibitory avoidance test is based on the innate response to enter a dark
(black) and to avoid a brightly-lit (white) environment, and an avoidance of a shock delivered in
the black compartment, already demonstrated as a robust test of zebrafish cognition [18].

The training in the inhibitory avoidance test was performed prior to the light cycle and
music treatments. After the training test, fish were kept in isolated tank, with only visual contact
with conspecifics, as in [25]. In their respective tanks, fish were kept under either normal or
disturbed (24-h light) cycles, as well as exposed to music, in four tanks placed in four large boxes
(65 width x 90 length x 65 height cm) made of a wooden frame with light beige canvas as walls,
floor and ceiling, each with one ceiling-mounted light bulb (4.9 W) as in [25]. From inside, the
boxes were coated with two layers of foam and egg crate paper. The fish were subjected to two
music sessions (2-h or 6-h) or to 24-h continuous music [28]. The study experimental design is
summarized in Fig. 1.

The music sessions were performed using the solfeggio frequency of 963 Hz (available
online at www.youtube.com/watch? v=UkgSbK_PjXw). In humans, solfeggio frequencies have
been used for studying musical perception and learning [29,30], as well as to explore putative
therapeutic effects of music on emotions using the artificial intelligence (e.g., machine learning)

model [31]. Music and background noise intensity and frequency in the present study were
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assessed outside the water from a distance of 60 cm from the tanks, using a smartphone Sound
Level Meter application
(www.play.google.com/store/apps/details?id=com.bolshakovdenis.soundanalyzer). The music
loudness level was 5070 dB, with the ambient noise level inside the box of 20 dB.

Zebrafish cognitive phenotypes were assessed in a rectangular glass apparatus (18 length
x 9 width x 9 height cm), individually recording fish for 5 min using an HD C525 web-camera
(Logitech, Inc., Romanelsur-Morges, Switzerland). The videos were manually analyzed,
calculating the latency to enter the black (shock) compartment, and assessing cognitive retention
(computed as the difference between the latency to enter the black compartment during the
training vs. testing sessions, as in [32]). The inhibitory avoidance test was performed to assess
zebrafish cognitive function, according to [32]. Briefly, the rectangular tank was divided into two
equal black and white compartments, separated by a manually operated opaque guillotine-type
partition (Fig. 1).

The black chamber contained two copper plates one on each side, connected to a 12-V
electric generator producing a 100-mA, 3.2 £ 0.2 V AC current at 100 Hz between the copper
plate and the center of the black compartment. During the training session, zebrafish were
individually placed on the white side of the tank. After a 1-min acclimation, the guillotine door
was lifted, allowing zebrafish to enter the black compartment (assessed by the mid-body point
crossing the line between the compartments). When fish crossed into the black side of the tank,
the sliding partition was closed and a mild electric shock was administered for 5 s using a 12-V
electric generator. All fish were individually exposed to the training sessions (only one training
session per fish was used in the present study), and then gently removed from the test apparatus
and placed in their respective hometanks (1 fish per tank) for acclimation (Fig. 1).

Memory retention was assessed in the same fish 24 h later, similarly to the training session.
The cognitive retention index was defined as the difference in the latency to enter the black
compartment of the tank between the training vs. testing sessions, as in [32]. In general, the fast
entering the black compartment was deemed a cognitive impairment in the inhibitory avoidance
test, according to [32].

At the end of behavioral tests, a total of 15 fish from each group were euthanized in ice-
cold water, followed by decapitation (after the cessation of opercular movements), and stored at
— 20 oC for further whole-body cortisol analyses. To assess their cortisol levels, the animals were
weighted and pooled 3 bodies per sample (n = 5 per group) and homogenized using a Tecnal

tissue homogenizer (Piracicaba, Brazil) in 3 mL of phosphate buffered saline for 1 min, prior to
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whole-body cortisol extraction with diethyl ether, as described previously in [33]. Cortisol levels
were analyzed using a commercially available cortisol enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit from Diagnostic Biochem Canada Inc. (London, Canada). The detection accuracy
was tested by calculating the recoveries from standard samples containing 50, 25 and 12.5 ng/mL
cortisol), with the mean detection of 90%. All cortisol values were adjusted for recovery (cortisol
value = measured value x 1.1) and normalized based on the weight of the respective whole-body
samples, expressed as absolute cortisol concentrations (ng/g body weight).

The data normality and homogeneity of variance were assessed by the Kolmogorov-
Smirnov and the Levene tests, respectively. The difference between the training and the testing
sessions’ latency to enter the black (shock) compartment in each group was compared using the
Wilcoxon matched-pairs test, since data were collected from the same individual fish single-
housed in their respective hometanks (Fig. 1). The cognitive retention indices between the music
treatment groups (unexposed controls and 2-h or 6-h (twice daily) or 24-h music exposure) were
compared using the Kruskal-Wallis test. The effect size was calculated using Eta squared (n2) for
Kruskal-Wallis test comparisons. Whole-body cortisol data were normally distributed and
therefore compared using the two-way ANOVA test (factors: music treatment and light cycle),
followed by the Tukey post-hoc test for significant ANOVA data. P was set as < 0.05 in all
analyses. All data were analyzed using GraphPad Prism 8.2.1 statistical software (GraphPad
Software, San Diego, USA). The study experimental design and its description here, as well as
data analysis and presenting, adhered to the ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments) guidelines for reporting animal research and the PREPARE (Planning Research and
Experimental Procedures on Animals: Recommendations for Excellence) guidelines for planning
animal research and testing [34,35].

Under normal 14-h light/10-h dark cycle, both unexposed controls (p = 0.0001) and fish
exposed to 2-h music (p = 0.0218) showed increased latency to enter the black (shock)
compartment during the test, compared to their respective initial training, sessions (Fig. 2A). In
contrast, fish exposed to 6-h (p = 0.966) and 24-h (p = 0.3781) music sessions did not differ in
the latency to enter the black (shock) compartment during the test, compared to their respective
initial training sessions (Fig. 2A).

Under disturbed 24-h light cycle, unexposed control zebrafish shortened the latency to enter
the black (shock) compartment during the test, compared to their respective initial training

sessions (p < 0.0001, Fig. 2B). In contrast, zebrafish exposed to music for 2-h (p = 0.0131), 6- h
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(p =0.0003) or 24-h (p = 0.0325) all increased the latency to enter the shock compartment during
the test, compared to their respective initial training, sessions (Fig. 2B).

In addition, music exposure for 2-h, 6-h and 24-h evoked higher cognitive retention index
in fish housed under a 24-light cycle (KW =24.8, p <0.0001, 12 = 0.25 vs. control, Fig. 2 C), but
not in fish housed under a 14-h light/10-h dark cycle (KW = 8.4, p=10.0384, 12 = 0.06 vs. control,
Fig. 2C). Overall, these data confirm overt cognitive deficits evoked by 24-h light cycle exposure,
whereas music exposure improved cognitive retention index in these fish. Finally, the 24-h light
exposure elevated whole-body cortisol levels (interaction (F 3,32 = 12.4; p < 0.0001); light cycle
(F 1,32 =5.105; p = 0.0308) compared to all 14- h light/10-h dark cycle exposure groups, whereas
the 2-h, 6-h, and 24-h music exposure reverted this effect (music treatment (F 3,32 = 15.6; p <
0.0001, Fig. 3).

In general, the present study demonstrated that music exposure improves cognitive
performance in fish and normalizes their wholebody cortisol levels disturbed by 24-h light
exposure (Figs. 2 and 3). These findings corroborate previous reports on cognitive and
neuroendocrine (cortisol) deficits in zebrafish caused by 24-h light exposure [25], but are also in
line with mouse data that constant light impairs animal cognitive behavior [36]. Furthermore, our
fish results tend to parallel some recent human data, since the executive function declines in older
men exposed to 24-h light [37]. Taken together, these findings suggest shared, evolutionary
conserved effects of acute light stress on cognitive and neuroendocrine responses.

In contrast, acute music exposure in the present study improved zebrafish cognitive
performance (Fig. 3), paralleling rat data on better spatial memory following exposure to classical
Mozart vs. minimalistic classical Glass music [38]. Furthermore, music exposure improves spatial
cognition by enhancing the brain derived neurotrophic factor levels in dorsal hippocampus of
developing rats [16], whereas acute music exposure enhances global efficiency of the brain, local
neural efficiency in the prefrontal lobe, and sustained attention in humans [39]. In humans,
solfeggio-frequency music also improves students musical memory capacity [39].

Notably, we found here that acute music exposure reverts increased cortisol levels induced
by 24-h light exposure (Fig. 3), hence strikingly resembling corticosteroid-reducing effects of
acute music in rodents [40] and humans [41,42]. For example, rats exposed to Mozart’s Sonata
K.448 display reduced serum corticosterone levels [43], and humans exposed to classical music
during surgery show lower cortisol levels vs. unexposed controls [44]. Positive effects of music-
based environmental enrichment have also been noted in zebrafish models as well [23]. For

instance, zebrafish exposed to 2-h of Vivaldi music (65-75 dB) twice daily for 15 days display
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reduced anxiety-like behavior [24], and lower anxiogenic-like effects caused by 24-h social
isolation [28]. Collectively, these and the present findings support music exposure as a positive
modulator of stress-related neuroendocrine responses across taxons.

Clearly, there are some limitations of the present study. For example, here we used the
same strain (wild-type outbred short-fin fish), mixedsex (~1/1 male/female ratio) population and
a single age (6 month) of zebrafish. Thus, the present study did not assess individual-, sex-, strain-
or age differences in zebrafish cognitive responses to music and light exposure (which may affect
the translatability into human phenotypes). In addition, we also tested only one type of music, and
different music frequencies and exposure lengths can be expected to cause distinct CNS effects
on animal behavior. For example, neuroplastic mechanisms may mediate improved cognitive
functioning associated with long-term exposure to music, and these mechanisms may differ in
musicians compared to non-musicians [45].

Furthermore, we also did not test brain or blood melatonin levels, to probe whether the light
exposure for 24 h light modulates the levels of this hormone (and whether music exposure may
rescue them), similarly to its effects on cortisol levels reported here (Fig. 3). Finally, the study
only applied one assay, the inhibitory avoidance test, to evaluate zebrafish cognitive phenotypes.
However, we fully recognize that a more comprehensive evaluation of fish performance in a
battery of different cognitive tests (e.g, including both spatial and visual discrimination tasks,
such as T-maze) in future studies may provide higher generality of our present findings.

In conclusion, the present zebrafish study generally corroborates rodent and clinical data
on pro-cognitive effects of music-based environmental enrichment [46,47] and their link to
circadian rhythms [15]. Our findings suggest an evolutionarily conserved, positive modulation of
cognitive and endocrine processes in zebrafish and mammals following solfeggio-frequency
music exposure. This study also reinforces zebrafish as a robust, sensitive model organism for
neurocognitive and neuroendocrine research, and calls for further use of zebrafish models for

studying how cognitive and behavioral processes interact with circadian rhythms.
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Fig. 2. Effects of music exposure on adult zebrafish cognitive performance in the inhibitory
avoidance test. Data are expressed as mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p
<0.0001, Wilcoxon matched-pairs test (latency time) or Kruskal-Wallis test (retention index data;
n = 24 per group). Effects of normal (A, 14-h light/10-h dark) and disturbed (B, 24-h light)
circadian cycle and music exposure on adult zebrafish cognitive performance in the shock

avoidance assay. (C) Cognitive retention index was calculated here as the difference between the
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testing latency time (T2) and the respective training latency time (T1) to enter the black (shock)

compartment of the apparatus.
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Fig. 3. Effects of the light cycle and music exposure on whole-body cortisol of adult zebrafish.
Data are expressed as mean £ SEM, **p < 0.01, ****p < 0.0001, two-way ANOVA test (factors:
light cycle and music exposure), followed by Tukey pos-hoc test for significant ANOVA data (n
= 5 per group, 3 fish pooled per sample). Interaction (F 3,32 = 12.4; p < 0.0001); light cycle (F
1,32 = 5.105; p = 0.0308); and music treatment (F 3,32 = 15.6; p < 0.0001).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo da histéria a musica tem sido utilizada como fonte de recreagdo, em
celebracgdes religiosas em diferentes culturas, bem como para promover relaxamento em
membros da alta casta da sociedade. O presente estudo, por meio da reviséo de literatura
traz elementos que consolidam o uso de estimulos musicais como forma de amenizar
sintomas de dor, ansiedade, estresse, promovendo beneficios fisicos e psicoldgicos.

Em 2020, durante a pandemia (COVID 19) as midias eletrbnicas passaram a
explorar e disponibilizar sons de diferentes frequéncias indicando a melhora de inUmeras
condicdes, incluindo a frequéncia 963Hz de Solfeggio como estimulante da glandula
pineal.

Evidenciamos experimentalmente que sessdes de frequéncia de Solfeggio 963Hz
reverte o dano cognitivo e nivel de estresse induzido pela exposicdo a luz 24 horas em
zebrafish, corroborando com os estudos que demonstram os beneficios em humanos.

Por fim, o presente estudo traz algumas ideias para a sequenciacao da investigacéo.
Por exemplo, avaliando as diferencas de sexo, estirpe ou idade nas respostas cognitivas
do peixe-zebra a exposicdo a musica e diferentes tipos e frequéncias de musica. Novas
metodologias podem ser aplicadas e testadas a partir dos nossos resultados, ampliando o

uso da musica no peixe-zebra em diferentes condi¢Ges e desvios cognitivos.
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Anexo A. Publicacdo de resumo e apresentacdo oral no evento VIII Semana do
Conhecimento UPF. Titulado como: “Musicoterapia da recreacdo a reabilitagdo”.



s
UPF

A transversalidade da ciéncia
e datecnologia e inovacao na
solucdo dos problemas globais.

Vlll semana do

F CONR=
| CIMENTO

N

Certificamos que o trabalho

w- M &

Social UPF »5‘

VA
e

Musicoterapia da recreacao a reabilitacéo

de autoria de AMANDA CORREA DOS SANTOS, co-autoria de Amanda Corréa dos Santos; e orientacdo de Ana
Cristina Vendrametto Varrone Giacomini foi aprovado na VIl Semana do Conhecimento UPF - A transversalidade

da ciéncia e da tecnologia e inovacéo na solucao dos problemas globais - promovida pela Vice-Reitoria de

Graduacéao, Vice-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduacédo, Extensédo e Assuntos Comunitarios, e Vice-Reitoria
Administrativa da Universidade de Passo Fundo.
Ata da Camara de Extenséo n° 406.2021, aprovada no Consun em 06.07.2021.

O evento ocorreu de 27 a 30 de setembro de 2021.

(__—’_?_ ’-_ gft‘ (._c__a.f P

Prof. Dr. Anténio Thomé

Vice-Reitor Administrativo

R%u Axha
~
Prof. Dr. Rogerio da Silva
Vice-Reitor de Pesquisa, Pés-Graduagdo,
Extensdo e Assuntos Comunitdrios

¢

Prof. Dr. Edison Alencar Casagranda
Vice-Reitor de Graduacgdo




1’
UPF

A transversalidade da ciéncia
e datecnologia e inovacdo na

solucdo dos problemas globais.

CIM=NTO

fp"" UPFA

Certificamos que

- M

g

VA QAcneg

0

AMANDA CORREA DOS SANTOS

participou como ouvinte na VIl Semana do Conhecimento UPF - A transversalidade da
ciéncia e da tecnologia e inovacao na solucéo dos problemas globais - promovida pela
Vice-Reitoria de Graduacao, Vice-Reitoria de Pesquisa, P0s-Graduacao, Extenséo e

Assuntos Comunitarios, e Vice-Reitoria Administrativa da Universidade de Passo Fundo.
O evento ocorreu de 27 a 30 de setembro de 2021, com carga horaria total de 20 horas.

Ata da Camara de Extenséo n° 406.2021, aprovada no Consun em 06.07.2021.

P

Prof. Dr. Anténio Thomé

Vice-Reitor Administrativo

Passo Fundo/RS, 30 de setembro de 2021('.‘0 @

R@(_ﬁzh‘o C&,Aj’txj_,

Prof. Dr. Rogerio da Silva
Vice-Reitor de Pesquisa, Pés-Graduacgdo,
Extensdo e Assuntos Comunitdrios

Prof. Dr. Edison Alencar Casagranda
Vice-Reitor de Graduacgdo

ot Mecionalds Deseraasararts

e e e’ kil e Vs,
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Anexo J. Participagdo no Seminario Identidade de Género, Orientacdo Sexual e
Neurociéncia: escolha acolhedora da diversidade
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SEMINARIO IDENTIDADE DE GENERO,
ORIENTAGAO SEXUAL E NEUROCIENCIA:

CE RTI FI mm escola acolhedora da diversidade
' . _ iy D 29 & 30 SETEMBRO / 2021

Certificamos que

Amanda Cofréa dos Santos

participou do evento
Seminario Identidade de Género, Orientagdo Sexual e Neurociéncia: escola acolhedora da diversidade

nos dias 29 e 30 de setembro de 2021, com total de 10 horas
e aproveitamento de 100%.

g
75

Fernando Lauria
0N

ke,

Limbios T |
OUTBOX Dperé Educagdo e Artes CNPJ: 22.193.357/0001-76
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Anexo K. Participacao de aula magna “Neuroplasticidade na Reabilitacdo Auditiva”.
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Verifigue o cédigo de autenticidade 6407766.0195503.1.9.329911246552746 em https://www.even3.com.br//documentos

Liga Académica de Audigo e Equilibrio ot
Dra. Alda Christina Lopes de Carvalho Borges (Q

Amanda Corréa dos Santos

Participou da aula “Neuroplasticidade na Reabilitagio Auditiva™ ministrada pela Dr* Elaine Soares, na Liga Académica
de Audigio ¢ Equilibrio da Unifesp — Dra. Alda Christina Lopes de Carvalho Borges, realizada no dia 10 de junho de
2021 com carga horaria total de 2 horas.

Sdo Paulo, 10 de junho de 2021,

= () D @wm L\ &QSE&L

Prof.? Dr.® Daniela Gil 7 Giovanna Agamalian da Silva Tiezzi
Preceptora da Liga Académica Presidente da Liga Académica




Anexo L. Participagdo como organizadora do | Webnério Interdisciplinar de Ciéncias
Ambientais.
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| Webnario Interdisciplinar de

Ciencias Ambientais

CERTIFICADO

Certificamos que Amanda Corréa dos Santos participou como organizadora do | Webnario
Interdisciplinar de Ciéncias Ambientais, realizado nos dias 09, 10 e 11 de novembro de 2021.

pr

' , U P F Coordenad%o PPGCiamb-UPF

UNIVERSIDADE .
DE PASSO FUNDO Prof. Dr. Cristiano Buzatto

Passo Fundo, 29 de novembro de 2021.




Anexo M. Participagdo como mediadora do | Webnério Interdisciplinar de Ciéncias
Ambientais.
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| Webnario Interdisciplinar de

Ciencias Ambientais

CERTIFICADO

Certificamos que Amanda Corréa dos Santos participou como mediadora do | Webnario
Interdisciplinar de Ciéncias Ambientais, no dia 09 de novembro de 2021.

pr

' , U P F Coordenad%o PPGCiamb-UPF

UNIVERSIDADE .
DE PASSO FUNDO Prof. Dr. Cristiano Buzatto

Passo Fundo, 29 de novembro de 2021.




Anexo N. Participacdo do | Webnario Interdisciplinar de Ciéncias Ambientais.
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| Webnario Interdisciplinar de

Ciencias Ambientais

CERTIFICADO

Certificamos que Amanda Corréa dos Santos participou como ouvinte do | Webnario
Interdisciplinar de Ciéncias Ambientais, no dia 10 de novembro de 2021, com carga horaria

de 02 horas.

' , U P F Coordenad%o PPGCiamb-UPF

UNIVERSIDADE .
DE PASSO FUNDO Prof. Dr. Cristiano Buzatto

Passo Fundo, 29 de novembro de 2021.




Anexo O. Conclusao do curso de “Neurobiologia dos transtornos mentais”.
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www.SeteCertificados.com.br
3tUdV725vu3Rh9hxDHXO_036.408.180-59

O A

Certiticado

O CENTRO EDUCACIONAL SETE DE SETEMBRO
NO USO DE SUAS ATRIBUICOES CERTIFICA QUE

AMANDA CORREA DOS SANTOS

PORTADOR(A) DO DOCUMENTQ: 036.408.180-59 = CONCLUIU COM EXITO
O CURSO “NEUROBIOLOGIA DOS TRANSTORNOS MENTAIS”
COM UMA CARGA HORARIA DE 40 HORAS.

g ."";_.'
& Presidente/CEQO EE
ABED

CENTRO EDUCACIONAL ASSOCIACAO BRASILEIRA
SETE DE SETEMBRO Empresa responsavel: CNPJ 27.270.328/0001-84 DE EDUCACAO A DISTANCIA



Anexo P. Palestra “Agentes estressores em periodo académico” ministrada na XXIII
Semana Académica da Biologia: Inovacdo e Ciéncia na Construcdo do Conhecimento.
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UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO

Pro-Reitoria Académica
Diretoria de Extensao, Cultura e Assuntos Comunitarios

CERTIFICADO

Certificamos que Amanda Corréa dos Santos proferiu a palestra Agentes estressores em periodo
académico, ocorrida durante a XXIll SEMANA ACADEMICA DA BIOLOGIA: INOVAGAO E CIENCIA NA
CONSTRUGCAO DO CONHECIMENTO, promovida pela Universidade de Passo Fundo, ocorrida no periodo
de 21 a 23 de setembro de 2022, com carga horaria total de 1 hora.

Ata de Aprovacao 02/2022 de 12/12/2022

Passo Fundo - RS, 10 de margo de 2023.

Edison Alencar Casagranda
Pré-Reitor Académico




Anexo Q. Certificado Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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[ UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
MAupP

UNIVERSIDADE VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “ A musica como ferramenta para modular estresse e
cognicao em modelo de privagdo de sono em zebrafish.”, registrada com o n° 021/2021 sob a
responsabilidade de Ana Cristina Vendrametto Varrone Giacomini e que envolve a utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de Pesquisa,
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 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), foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA
UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO (CEUA-UPF).

Finalidade: Pesquisa

Espécie/linhagem/raga: Danio rerio (Peixe Zebra)
Peso/idade: 90dias - 0,59 N° de animais: 192
Sexo:  Machos e Fémeas

Origem: Fornecedor comum.

Resumo do procedimento: Serdo utilizados de 192 peixes adultos, machos e fémeas, da espécie zebrafish wild type, obtidos
de um fornecedor comercial. Os mesmos serdo alojados por 14 dias (densidade 1 peixe / L) em tanques de 50 L equipados
com filtros bioldgicos, sob aeragdo constante e um fotoperiodo (14 horas de luz: 10 horas de escuro; luzes acesas as 7:00 da
manha) antes do teste. A temperatura da agua sera mantida em 27-C; pH 7,0 £ 0,2, com oxigénio dissolvido mantido em 5,9
10,1 mg /L, amonia total em <0,01 mg /L, dureza total em 6 mg/ L, alcalinidade em 22 mg / L de CaCO3 e condutividade
em 1550 + 50 uS/cm.

Passo Fundo, 22 de novembro de 2021.

Prof. DF lﬁael Frandoloso
“Coordenador CEUA /UPF
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