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Introduccion

INTRODUCCION

PROLOGO

Crear, interpretar y escuchar muasica ha sido durante siglos una
necesidad primaria para el ser humano. Todos hemos tenido alguna vez la
experiencia personal de la capacidad que tiene la musica para influir en nuestro
estado de animo. Desde un punto de vista terapéutico la musica siempre ha
dotado a las personas de una manera de expresar emociones y sentimientos
sin tener que ponerles palabras (Del Campo et al. 1997). Esto sucede, por
ejemplo, en personas que sufren la enfermedad de Alzheimer. Estas personas,
a priori, van perdiendo, entre otras funciones, la capacidad de expresarse con
palabras y la de entender lo que se les dice. En un proceso degenerativo de
pérdida de memoria, de capacidad de expresion y de capacidades funcionales,
el trabajo con musica (ej. canciones de su pasado) les proporciona una
experiencia estructurada en el espacio y en el tiempo, una via de recepcion y
expresion de emociones y un canal de acceso a recuerdos que, ademas,
pueden compartir. Trabajar con estas personas fue una de mis primeras
experiencias como musicoterapeuta, pudiendo descubrir a unas personas
todavia capaces de comunicarse, de expresar, de crear y de crecer si se les
ofrecia el canal de comunicacién adecuado, en este caso la musica. Pero pude
también observar que estos efectos generados por la muasica, perduraban a
corto plazo e incluso eran cada vez mas duraderos en el tiempo. Todo ello me
llevé a plantearme la hipétesis de que los efectos terapéuticos de la musica
podian llegar a residir, al menos parcialmente, en cambios estructurales

ademas de emocionales.
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Introduccion

1. MUSICOTERAPIA

1.1) Definicion

La musicoterapia ha emergido en la segunda parte del siglo XX
abriéndose camino dentro del ambito de actuacion médico, social y

educacional.

Pero a dia de hoy no existe una Unica definicion de lo que es
musicoterapia, variando su contenido en los libros de lo mas simple a lo mas
complejo, dependiendo con frecuencia del entorno cultural donde haya crecido
la musicoterapia. (Del Campo et al. 1997).

Nos ha parecido adecuado, de entre las existentes, recoger la definicion
elaborada por Patxi del Campo, director de Instituto Muasica, Arte y Proceso de
Vitoria, uno de los centros de mayor recorrido formativo y clinico en este campo

en nuestro pais.

“La Musicoterapia es la aplicaciéon cientifica del sonido, la musica y el
movimiento a través del entrenamiento de la escucha y la ejecucion sonora,
integrando asi lo cognitivo, lo afectivo y o motriz, desarrollando la conciencia y
potenciando el proceso creativo. Asi podemos: facilitar la comunicacion,
promover la expresiéon individual, favorecer la integracion social” Patxi del
Campo, Definiciébn de Musicoterapia (Dileo 1993). Se trata asi de un proceso en
el que paciente y terapeuta establecen un vinculo a través de la musica con el
objetivo de mejorar determinados aspectos antes citados y participar en la
recuperacion del estado de salud y/o bienestar. En este sentido se plantea
como un coadyuvante terapéutico que emplea la musica para ayudar a

personas a sobrellevar sus problemas de una manera mas efectiva.

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 2

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Introduccion

Se aplica en mayor medida, aunque no exclusivamente, a la evaluacion
y tratamiento de nifios y adultos con discapacidades sensoriales, fisicas y de
aprendizaje, problemas de salud mental, trastornos en el comportamiento y
problemas neuroldgicos. Los objetivos de la musicoterapia no son musicales
(educativos), sino terapéuticos. Y es a través del proceso de hacer musica o
recibir masica como se obtienen beneficios significativos (“WFMT”: World
Federation Of Music Therapy, National Appeal for Music Therapy 1994; Del
Campo et al. 1997).

La musicoterapia, considerada dentro del campo de las psicoterapias,
comparte con ellas en general el hecho de ser un proceso en el que paciente y
terapeuta establecen un vinculo, y en el que se dan fenomenos de
transferencia y contratransferencia. Pero, a diferencia de otras psicoterapias, el
vehiculo que sirve para establecer el intercambio terapéutico es la musica. Esto
implica el hecho de emplear un canal alternativo al verbal, a veces mas efectivo
para la expresion de emociones sin necesidad de procesarlas racionalmente.
De esta forma, se da ademas la oportunidad de expresarse a aquellos que no
pueden hacerlo a través de la palabra, como personas afectadas por la

enfermedad de Alzheimer, autismo, etc.

1.2) Aproximacién historica

La musica y la medicina han estado firmemente ligadas a lo largo de la
historia (Del Campo et al. 1997), empleandose la musica con fines terapéuticos

ya desde el principio de nuestra historia cultural (Conrad et al. 2007).

Jauset en su libro "Mdsica y neurociencia: la musicoterapia sus
fundamentos, efectos y aplicaciones terapéuticas" en 2008, recoge el recorrido
del uso de la masica como terapia a lo largo de la historia, texto que hemos

considerado a bien emplear como referencia en el contenido de este apartado.
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Segun Jauset (Jauset 2008), la utilizacion de la musica como terapia
hunde sus raices en la prehistoria, puesto que se sabe que la musica estuvo
presente en los ritos "magicos", religiosos y de curacién. Sin embargo, los
primeros escritos que aluden a la influencia de la musica sobre el cuerpo
humano son los papiros egipcios descubiertos por Petrie en la ciudad de
Kahum en 1889. Estos papiros datan de alrededor del afio 1500 a.C. En ellos
ya se racionaliza la utilizacion de la misica como un agente capaz de curar el
cuerpo, calmar la mente y purificar el alma. Asi, por ejemplo, se le atribuye a la
musica una influencia favorable sobre la fertilidad de la mujer. En el pueblo
hebreo también se utilizaba la muasica en casos de problemas fisicos y
mentales. De esta época data el primer relato sobre una aplicacion de

musicoterapia.

Pero fue en la antigua Grecia, en la que se reconocia a Apolo como el
Dios de la medicina y de la musica, donde se esbozan los fundamentos

cientificos de la musicoterapia.
De esta época destacan personajes como:

. Pitdgoras: habla de la musica de las esferas,
desarrollando conceptos matematicos para explicar la armonia en la
musica en el universo y en el alma humana. Asi, segun él, la
enfermedad mental es resultado de un desorden arménico o musical
en el alma humana, concediendo a la musica el poder de restablecer la
armonia perdida.

. Platén: cree en el caracter divino de la masica, y en su
capacidad para dar placer o sedar. En su obra “La republica” sefiala la
importancia de la musica en la educacion de los jovenes y como deben
interpretarse unas melodias en detrimento de otras.

. Aristételes: es el primero en teorizar sobre la gran

influencia de la musica en los seres humanos. A él se debe la teoria del
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“Ethos”, palabra griega que puede traducirse como “punto de partida” o
“‘personalidad”. Para la musicoterapia es fundamental esta teoria
también conocida como teoria de los modos griegos. En ella se
considera que los elementos de la musica, como la melodia, la armonia
o el ritmo ejercen efectos sobre la parte fisiolégica, emocional,
espiritual y sobre la fuerza de voluntad del hombre, por ello se vincula

un determinado “Ethos” a cada modo o escala, armonia o ritmo.

En la Edad Media destacan 2 teoricos. Por un lado San Basilio, quien
escribe una obra titulada “Homilia”, donde destaca que la muasica calma las
pasiones del espiritu y modela sus desarreglos. Y por otro Severino Boecio,
quien en su obra mas importante “De instituciones Musica”, retoma la doctrina
ética de la musica que senalaba Platon: “por su naturaleza la musica es
consustancial a nosotros, de tal modo que o bien ennoblece nuestras
costumbres o bien las envilece”. Por eso, la masica es un potente instrumento
educativo y sus efectos, positivos 0 no, se explican en funcién de los modos

gue se utilizan. Severino Boecio reconoce 3 tipos de musica:

- Musica mundana: esta presente entre los elementos del universo.
- Mdsica instrumental.

- Mdsica humana: la masica que tenemos dentro de nosotros.

A principios del Renacimiento, uno de los tedricos mas importantes en
musica es el flamenco Joannes Tinctoris, quien desarrolla su actividad en la 22
mitad del Cuatroccento. Su obra mas importante respecto a los efectos que

causa la musica sobre el sujeto que la percibe se titula “Efectum Musicae”.

En Espafia, durante el Renacimiento, el tedrico mas importante en
relacion a la influencia de la muasica en el hombre es Bartolomé Ramos de
Pareja, nacido en Baeza en torno a 1450 (todo ello se puede ver en su obra

“Musica Practica”, publicada en Bolonia en 1482).
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En esta época surge “la teoria de los afectos” como heredera de la
“teoria griega del Ethos” y sirve como base a un nuevo estilo musical: la épera.
En ella retoman como argumento la mitologia griega, ejemplo de ello es la
primera Opera que se conserva completa, del afio 1600, de un compositor
italiano llamado Jacobo Peri. Otra obra importante que marca lo que va a ser el

estilo operistico del barroco es la épera “Orfeo” de Claudio Monteverdi.

Pero el tedrico que mejor sintetiza la teoria del “Ethos” es un jesuita
llamado Athanasio Kircher, que en su obra de 1650 titulada “Misurgia universal”
0 arte magna de los oidos acordes y discordes, disefia un cuadro sistematico
de los efectos que produce en el hombre cada tipo de musica. En el barroco
también fue importante la figura de un médico inglés llamado Robert Burton,
quien escribié una obra en 1632 llamada “The anatomy of melancoly” donde

habla de los poderes curativos de la musica.

Se empiezan también a estudiar los efectos de la musica sobre el
organismo, pero desde un punto de vista cientifico. Destacan varios médicos: El
francés Louis Roger o los ingleses Richard Brocklesby y Richard Brown. A este
ultimo se debe la obra llamada “Medicina musical”’, en la que estudia la
aplicacion de la muasica en enfermedades respiratorias, descubriendo que
cantar perjudicaba en casos de neumonia y de cualquier trastorno inflamatorio
de los pulmones. Pero defiende su uso en los enfermos de asma crénica,

demostrando que, si cantaban, los ataques se espaciaban mas en el tiempo.

Continda la utilizacién de la musica cada vez mas desde un punto de
vista cientifico. EI médico Héctor Chomet, por ejemplo, escribe en 1846 un
tratado titulado “La influencia de la musica en la salud y la vida”, donde

analizaba el uso de la musica para prevenir y tratar ciertas enfermedades.

Otros autores importantes son el psiquiatra francés Esquirol y el médico
suizo Tissot. Ellos demuestran el efecto fisico que producia la musica en sus

pacientes, pero indican que, en mayor o menor medida, la masica alejaba
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a los enfermos de sus dolencias, salvo en el caso de los epilépticos, donde la

consideran contraindicada.

En Espafia destaca un médico catalan llamado Francisco Vidal Careta,
quien realiza una tesis doctoral titulada “La musica en sus relaciones con la
medicina”. Vidal Careta habla de la musica como “un agente que produce
descanso, como un elemento mas social que el café y el tabaco” y dice que
“‘deberian establecerse orfeones y conciertos populares de musica clasica y

montarse orquestas en los manicomios”.

La idea de usar la musica en terapia tiene asi miles de afios de
antigliedad, pero no es hasta el siglo XX que se recoge y organiza el

conocimiento para dar origen a una disciplina terapéutica independiente.

En este periodo continda la aplicacion cientifica de la musica como
terapia, pero este uso no se hace de forma abierta hasta que se contrata a
musicos para tocar en los hospitales de combatientes americanos de la primera
guerra mundial. En la primera mitad del siglo XX, destaca Emille Jacques
Dalcroze, quien decia que el organismo humano es susceptible de ser educado
conforme al impulso de la musica. Su método se basa en la union de dos ritmos
(musical y corporal). Karl Orff decia que en la creatividad unida al placer de la
ejecucion musical permitia una mejor socializacion del individuo y un aumento
de la confianza y la autoestima. En 1950 se funda en los Estados Unidos la
“‘National Association for Music Therapy”, que se encarga de promover
congresos Yy editar materiales, siendo los primeros en promover la carrera de

musicoterapia en la universidad.

Se empiezan a crear asociaciones en otros paises, entre ellos “Society
for Music Therapy and Remedia Music” en Inglaterra, encabezada por Julliette
Alvin. Esta sociedad se llama hoy “British Society for Music therapy”. A partir de
estas asociaciones se crean otras como la “Asociacion ltaliana de Estudios de
la Musicoterapia” y “Asociacion Espafnola de Musicoterapia” que se funda en
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1974 pero no empieza a funcionar hasta 1976, su fundadora se llama Serafina
Poch.

Este movimiento de asociaciones también llega a Sudamérica tras las
primeras “Jornadas Latinoamericanas de Musicoterapia” en 1968, creandose

asociaciones en paises como Brasil, Uruguay, Peru o Argentina.

El primer “Congreso Mundial de Musicoterapia” se celebra en Paris en
1974. Desde entonces, el movimiento y desarrollo de la musicoterapia ha
experimentado un gran crecimiento. Prueba de ello es la numerosa bibliografia

gue se esta publicando al respecto.
(Jauset 2008).

Como disciplina formal, la musicoterapia es aun bastante joven. Las
teorias estan comenzando a tomar forma y la necesidad de investigacion
para sentar unas bases solidas esta empezando a ser cada vez mas

definida.

A lo largo de los ultimos 50 afios, se han hecho muchas afirmaciones en
torno a los beneficios de estar expuesto a la accion de la musica por su
potencial de mejora cognitiva (Rickard et al. 2005). En el campo de la medicina,
la musica ha sido usada en numerosas ocasiones para potenciar la calidad de
vida, reducir el estrés, y distraer a los pacientes de sintomas desagradables

potenciando la sensacion de bienestar y aliviando la disforia propia del enfermo.

El que se haya pensado en el sonido como vehiculo de terapia puede
tener diversos fundamentos. Todos tenemos, de forma consciente o no, la
experiencia de que el sonido ejerce sobre nosotros un potente efecto
emocional, es vehiculo de imagenes y sensaciones que ayudan a establecer un
vinculo con el entorno y con otras personas. Cada uno de nosotros somos una
caja Unica de resonancia y las emociones que provoca la musica son por ello

distintas segun la persona.
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El sonido es también una sefial de informacion que ayuda a insertarse
en la vida real. Se constituye a modo de puente con la realidad, de referente del
entorno, actuando como “correlato” que ayuda en la comprensién. Es estética,
diversion, facilita la socializacion y la respuesta fisica. La expresion musical y
sus relaciones actian como fuerzas dinAmicas de cambio. Y es el hecho de
poder transformarlo en algo sistemético con lo que poder interaccionar, lo que

hace del sonido algo terapéutico.

Independientemente de las variaciones en cuanto a las preferencias
personales, existe una interaccion continua entre el componente fisico de la
musica y sus efectos psicologicos y fisiologicos directos (Aldridge 1996)
provocando cambios somaticos principalmente a través del Sistema Nervioso
Autonomo (SNA). Esta propiedad ha sido utilizada frecuentemente como
elemento terapéutico coadyuvante de bajo coste para reducir la percepcion del
dolor agudo y/o cronico en los procedimientos médicos tradicionales,
disminuyendo la ansiedad, mejorando la disposicion a dichos procedimientos y
potenciando ademas la calidad de vida de pacientes bajo cuidados paliativos al
aportar sensacion de confort y relajacion. En este sentido, proporcionar
musicoterapia a los cuidadores principales de personas enfermas es una
estrategia eficiente para mejorar la empatia y la relacion cuidador-enfermo sin

interferir en los aspectos técnicos de su cuidado (Kemper & Danhauer, 2005).

La consideracion sobre la funcidon terapéutica de la musica ha

experimentado una rapida transformacion en los ultimos afios.

Esta transformacidén se basa en investigaciones realizadas en el campo
de la neurociencia, que trata de establecer los fundamentos neurobiolégicos de
la terapia musical al actuar sobre el aprendizaje y la induccién de cambios en

las funciones cerebrales y el comportamiento animal y humano (Thaut 2005).

A través de estas investigaciones, la teoria y la practica clinica de la
musicoterapia va evolucionando desde un modelo de ciencia social basado en

roles culturales y conceptos generales del bienestar, hacia un modelo cientifico
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guiado por la neurociencia basado en la influencia concreta en las funciones

cerebrales.

Este cambio paradigmatico es necesario para hacer que la musicoterapia
pase de ser considerada una modalidad complementaria de tratamiento, a ser

una alternativa consolidada en rehabilitacion y terapia (Thaut 2005).

1.3) Ambito de aplicacion

La musicoterapia desarrolla su actividad en diferentes areas.

1.3.1) Area afectiva

- Favorecer la descarga emocional.

- Fomentar la expresion personal.

- Crear ambiente de seguridad.

- Facilitar la gratificacion y la autoestima musicalmente.

- Reducir el nivel de ansiedad y tension.

Tanto durante la infancia como en la etapa adulta, la musica se ha usado
con fines terapéuticos para reducir el estrés y el dolor en nifios con trastornos
del desarrollo o personas mayores con enfermedades neurolégicas cuya

comunicacion verbal es limitada (Arabin 2002).
1.3.2) Area comunicacional y social
- Desatrrollar la intencion comunicativa.

- Desarrollar la comunicacion, el contacto del paciente con lo

que le rodea.
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- En el caso de trabajar en grupo, favorecer la relacion con

otros miembros, promoviendo el sentimiento de pertenencia al grupo.

En un estudio cruzado realizado con nifios con trastornos del desarrollo
se observdo que, en el grupo experimental, el trabajo a través de la
musicoterapia mejoraba significativamente la interaccion personal y social, la
escucha y el discurso en comparacion con el grupo control sin musicoterapia
(Aldridge et al. 1995).

1.3.3) Area motriz

- Potenciar el movimiento voluntario y el control voluntario del
movimiento.

- Trabajar la motilidad fina y gruesa a partir de actividades
gue estimulen la realizacion de actos motores voluntarios y la expresion

corporal.

A lo largo de los ultimos 15 afos, diversos estudios muestran cémo el
entrenamiento ritmico de las funciones motoras puede facilitar de manera activa
la recuperacion del movimiento en pacientes afectados con diferentes

patologias. A continuacion se resumen los trabajos mas significativos.

a) Infarto cerebral (Thaut et al., 1993; Hummelsheim 1999; Whitall et
al. 2000; Mauritz 2002; Thaut et al., 2002).

En 1997 Thaut et al. realizaron un estudio con pacientes que sufrieron un
infarto cerebral hemiparético y que tenian dificultad a la hora de caminar.
Quisieron determinar si el estimulo ritmico auditivo era una herramienta
eficaz a la hora de apoyar la rehabilitacion de estos pacientes. Para ello
crearon dos grupos. Como grupo control eligieron a pacientes sometidos a
un entrenamiento convencional de fisioterapia. EI grupo experimental, en
cambio, fue sometido a estimulos ritmicos auditivos. Ambos programas de

entrenamiento se siguieron a lo largo de 6 semanas y, en ambos casos, se
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analizé el proceso de mejora en el caminar valorando su velocidad de
deambulacion y su zancada dos veces al dia. Los resultados obtenidos por
estos autores, muestran que los pacientes pertenecientes al grupo
experimental obtuvieron avances mucho mas significativos que los

pacientes sometidos a una terapia tradicional.

En 2002, estos mismos autores realizaron otro estudio en pacientes
con la misma patologia (Thaut et al. 2002). En este caso el objeto de estudio
fue el efecto de estimulos ritmicos en la mejora del control espaciotemporal
de los movimientos intencionales realizados con el brazo afectado

(parético).

Para ello, crearon dos grupos de estudio. Los pacientes del grupo
experimental fueron sometidos a estimulos ritmicos emitidos por un
metronomo mientras que los pacientes del grupo control no fueron tratados
con esta técnica. Como parametros valoraron la temporizaciéon del
movimiento del brazo y las trayectorias trazadas hasta el alcance de
objetos. Los resultados obtenidos por estos autores muestran que los
pacientes pertenecientes al grupo experimental obtuvieron avances

significativos para ambos parametros.

b) Enfermedad de Parkinson (Miller et al. 1996; Thaut et al. 1996;
Mclntosh et al. 1997; Freedland et al. 2002; Pacchetti et al. 2000; Fernandez
& Cudeiro 2003).

En 2003, Howe et al. se plantearon investigar si el ajuste sistematico de
estimulos auditivos se correspondia con modulaciones de los parametros
témporo-espaciales en la manera de caminar de pacientes en fase
incipiente de la enfermedad de Parkinson. El estudio, llevado a cabo en un
gimnasio de fisioterapia en Manchester, UK, conté con once personas en
fase incipiente de la enfermedad de Parkinson que realizarian 15 series de
deambulacion a lo largo de 9 metros, siendo sus pasos dirigidos
auditivamente o no (lo cual se asigné aleatoriamente). En su forma de

caminar se valor6 la cadencia, longitud de la zancada y velocidad de
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deambulacion. Los resultados obtenidos les permitieron concluir que la
frecuencia de los estimulos auditivos pueden modular la cadencia y
velocidad de la deambulacién en personas en fase incipiente de la
enfermedad de Parkinson. Es decir, los estimulos auditivos resultaban ser
una estrategia positiva para mejorar la manera de caminar en estas

personas.

c) Pardlisis cerebral (Thaut 1998) o dafio cerebral post traumatico
(Hurt 1998).

En 1998 Hurt et al. realizaron un estudio acerca de la estimulacion
auditiva ritmica (“RAS”) a la hora de mejorar patrones de deambulacién en 8
personas con dafio cerebral post traumatico. Los pacientes (5 hombres y 3
mujeres de entre 25 y 35 afos) presentaban desordenes deambulatorios a
los 4-24 meses del dafo cerebral. A lo largo del entrenamiento con
estimulacion auditiva ritmica, la velocidad y simetria de la zancada
mejoraron en un 18% de media. Y, tras 5 semanas de entrenamiento diario,
5 pacientes incrementaron su velocidad media (p </=.05) en torno al 51%
(38.8 m/min a 57.6 m/min.; p </=.43). La cadencia (+16%) y longitud de la
zancada (+29%) experimentaron asi mismo mejoras significativas, no asi la

simetria de la zancada que mejor6 en un 12%.

Asi mismo, existen estudios que corroboran los beneficios del uso de
la musica en la rehabilitacion del habla (Pilon 1998; Thaut 2001; Boucher
2001; Bonakdarpour 2003; Belin 1996). El canto esta estudiado como
mecanismo que estimula y da fluidez por reducir la velocidad del habla, al
memorizarse el material hablado y reducirse su contenido, todo ello
enmarcado por un ritmo dado. Estas afirmaciones verificadas en 1996 por
Glover en un estudio realizado con 12 personas tartamudas instruidas para
leer o cantar 4 pasajes diferentes bajo las siguientes condiciones: leer a
velocidad normal, leer a gran velocidad, cantar a velocidad normal, cantar a
gran velocidad. Los hallazgos mostraron que las personas tartamudas son
capaces de generar una fluidez interna del habla si se imponen una

estructura melddica propia.
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En definitiva, la musicoterapia fomenta la mejora de la calidad de vida
de las personas teniendo cabida dentro de una atencion multidisciplinar de

la salud.

2. MUSICA

En este punto abordaremos el concepto e implicaciones de la musica por
ser la herramienta de intervencion en musicoterapia y uno de los pilares en
torno a los que gira esta investigacion. En primer lugar, daremos diversas
definiciones que existen del concepto “musica” y de los elementos en los que
se puede desglosar. Seguidamente, hablaremos del aspecto psicoldgico y fisico

de la musica y por ultimo del sonido y sus propiedades.

2.1) Definicion

La musica (del griego: pouoikn [téxvn] - mousiké [téchné], "el arte de las
musas") es, segun la definicion tradicional del término, el arte de organizar
sensible y légicamente una combinaciéon coherente de sonidos y silencios
utilizando los principios fundamentales de la melodia, la armonia y el ritmo,

mediante la intervencion de complejos procesos psiquico-animicos.

El concepto de musica ha ido evolucionando desde su origen en la
antigua Grecia (en gque se reunia sin distinciéon a la poesia, la masica y la danza
como arte unitario) hasta el punto de que, en la actualidad, el definir qué es 'y
gué no es la musica se ha vuelto mas complejo. Destacados compositores, en
el marco de diversas experiencias artisticas fronterizas, han realizado obras
gue, si bien podrian considerarse musicales, expanden los limites de la

definicion de este arte (Kivi 2001).
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El sentido de las expresiones musicales se ve afectado por cuestiones
psicoldgicas, sociales, culturales e histéricas. De esta forma, surgen multiples y
diversas concepciones, que pueden ser validas en el momento de expresar qué

se entiende por masica.

Las ideas de los antiguos filosofos griegos concuerdan con las
especulaciones de los eruditos en la época medieval, estudiando y definiendo a
la muasica como un conjunto de tonos ordenados de manera horizontal
(melodias) y vertical (armonia). Este orden o estructura que deben tener un
grupo de sonidos para ser llamados musica esta, por ejemplo, presente en las
aseveraciones del filosofo aleman Goethe cuando la comparaba con la
arquitectura, definiendo a la ultima como "musica congelada”. La mayoria
coincide en el aspecto de la estructura, pero algunos tedéricos modernos difieren

en que el resultado deba ser placentero o agradable (Trias 2007).

Segun el compositor Claude Debussy (1862-1918), la musica es "un total
de fuerzas dispersas expresadas en un proceso sonoro que incluye: el
instrumento, el instrumentista, el creador y su obra, un medio propagador y un

sistema receptor”.

Una definicion bastante amplia determina que musica es “sonoridad
organizada” (segun una formulacion perceptible, coherente y significativa). Esta
definicion parte de que se pueden percibir ciertos patrones del "flujo sonoro" en
funcién de como las propiedades del sonido son aprendidas y procesadas por

los humanos (hay incluso quienes consideran que también por los animales).

Hoy en dia es frecuente trabajar con un concepto de musica basado en
tres atributos esenciales: que utiliza sonidos (punto de vista fisico), que es un
producto humano (punto de vista psicolégico) y que en ella la funcion estética

es importante (punto de vista artistico), (Michels 1985).
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2.2) Elementos

La organizacion coherente de los sonidos y los silencios (segun una
forma de percepcion) nos da los elementos fundamentales de la mdsica, que
son la melodia, la armonia y el ritmo. La manera en la que se definen y aplican

estos principios, varian de una cultura a otra y de una época a otra.

. El ritmo se define como la organizacién en el tiempo de
pulsos y acentos, de forma que los oyentes perciben una estructura.
Esta sucesion temporal se ordena en nuestra mente, que registra de
éste modo una forma.

. La melodia es un conjunto de sonidos, concebidos dentro
de un ambito sonoro particular, que suenan sucesivamente uno después
de otro (concepcidn horizontal), y que se percibe con identidad y sentido
propio. También los silencios forman parte de la estructura de la
melodia, permitiendo pausas al "discurso melodico”. El resultado es
comparable a una frase semantica y gramaticalmente bien construida.

. La armonia, bajo una concepcion vertical de la sonoridad y
cuya unidad basica es el acorde, regula la concordancia entre sonidos
gue suenan simultAineamente y su enlace con sonidos vecinos.

. El pulso se puede definir como la unidad temporal basica
(aun asi divisible) de una obra musical. Al igual que los ritmos en la
naturaleza, el ritmo musical suele organizarse en patrones de
recurrencia regular. La igualdad repetitiva que proporciona el pulso
configura la estructura en la que se fundamenta la ritmica musical.
Dichos patrones de recurrencia controlan el movimiento de la musica y
ayudan al oido humano a comprender su estructura, a pesar de que en

ocasiones el pulso no se manifieste como sonido sino como silencio.

(Copland 1994).

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 16

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez


http://es.wikipedia.org/wiki/Tiempo
http://es.wikipedia.org/wiki/Pulso
http://es.wikipedia.org/wiki/Melod%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Armon%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Acorde
http://es.wikipedia.org/wiki/Obra
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=R%C3%ADtmica&action=edit&redlink=1

Introduccion

2.3) Lamusicacomo fenGmeno psicoldgico

La musica, como toda manifestacion artistica, es un producto cultural. El
fin de este arte es suscitar una experiencia estética en el oyente y expresar
sentimientos, circunstancias, pensamientos o ideas. La musica es un estimulo
qgue afecta el campo perceptivo del individuo, asi el flujo sonoro puede cumplir
con variadas funciones (entretenimiento, comunicacion, ambientacion, etc.) (Del
Campo et al. 1997).

Todas las culturas tienen manifestaciones musicales que se dan incluso
en los animales. Se ha demostrado que las ballenas se comunican gracias a un
lenguaje sonoro que podriamos llamar musical, al igual que la mayoria de las

aves, lo que sugiere un posible origen filogenético comun.

La musica esta ligada a un grupo social y a sus acontecimientos, siendo
expresion de éstos ultimos. Dichos acontecimientos no son universales; en este
sentido no podemos decir que la muasica sea universal, por lo menos en cuanto

a su contenido, significado e interpretacion.

Por ejemplo, es probable que las obras de Beethoven carezcan de sentido
musical para un indigena, quien entiende la musica a partir estructuras

psiquicas diferentes a las del mundo occidental.

Muchos piensan, en cambio, que la masica si es un lenguaje universal
por el hecho de que varios de sus elementos, como la melodia, la métrica vy,
especialmente, la armonia (relacidén entre las frecuencias de las diversas notas
de un acorde), son el resultado de un orden y unas determinadas proporciones
matematicas (hecho que ya fue puesto de relieve por Pitagoras) que los

humanos percibimos como bellas.

El compositor (creador de musica) delega en el intérprete (emisor) la

ejecucion de sus obras quien, en ocasiones, transmite en la musica
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determinados hechos y sentimientos personales a través de una secuencia de
sonidos. También existen culturas musicales que no tienen en cuenta la
separacion occidental entre creador/intérprete, ya que en ellas la muasica se
ejecuta principalmente de manera improvisada (creador e intérprete son, en

este caso, la misma persona).

La muasica es, en general, un vehiculo de expresion proveedor de
emociones, comunicacion, recuerdo, fantasia. Es estética, diversion, facilita la
socializacion y la respuesta fisica. La expresion musical y sus relaciones acttan

como fuerzas dinamicas capaces de inducir cambios fisicos y psiquicos.

2.4) Lamusicacomo fendmeno fisico

La musica es, desde el punto de vista fisico, un conjunto de sonidos en
combinacion con el silencio. El sonido ha estado siempre presente en la vida
cotidiana del hombre que, inventando una serie de reglas para ordenarlo, ha ido
elaborando algun tipo de lenguaje musical por un lado y oral por otro. El sonido
es generado por una fuente vibratoria provocando el desplazamiento de
moléculas (Arabin 1998).

En fisica, sonido es una onda mecénica longitudinal, generada por el
movimiento vibratorio de un cuerpo, que se propaga en un medio elastico. La
propagacion del sonido implica transporte de energia, sin transporte de materia,
en forma de ondas mecanicas que se propagan a través de la materia sélida,
liquida o gaseosa. Como las vibraciones se producen en la misma direccién en

la que se propaga el sonido, se trata de una onda longitudinal.

En los cuerpos sdlidos la propagacion del sonido involucra variaciones
del estado tensional del medio. La propagacion del sonido es similar en los

fluidos, donde el sonido toma forma de fluctuaciones de presion.
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Ciertas caracteristicas de los fluidos y de los sélidos influyen en la onda
de sonido. La densidad es un factor importante en la velocidad de propagacion.
En general, cuanto mayor sea la densidad (p), a igualdad de todo lo demas,
tanto menor es la velocidad de la propagacion del sonido (v). La velocidad del

sonido se relaciona con esas magnitudes mediante:

En los gases, la temperatura influye tanto la compresibilidad como la
densidad, de tal manera que el factor de importancia suele ser la temperatura
misma. En general, cuanto mayor sea la compresibilidad (1/K) del medio, tanto

menor es la velocidad del sonido.

Es por lo mencionado anteriormente, que el sonido se propaga en los

sélidos y en los liqguidos con mayor rapidez que en los gases.

Como todo movimiento ondulatorio, el sonido puede representarse como
una suma de curvas sinusoides con un factor de amplitud, que se pueden
caracterizar por las mismas magnitudes y unidades de medida que a cualquier
onda de frecuencia bien definida. Estas magnitudes son: longitud de onda (A),
frecuencia (v) o inversa del periodo (T). La amplitud es el valor maximo
respecto del equilibrio que toma la onda, siendo la cantidad de energia
contenida en una sefial sonora dependiente del valor de dicha amplitud,
diferente de volumen o potencia acustica. Finalmente, cuando se considera la
superposicion de diferentes ondas, es importante la fase que representa el

retardo relativo en la posicion de una onda con respecto a otra.
O=0_, -cos(at + )

Esta es la ecuacion general de una onda, donde @, es la amplitud,

la frecuenciay « la fase. Cualquier sonido se puede descomponer

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 19

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez


http://es.wikipedia.org/wiki/Compresibilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Sinusoide
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnitud_f%C3%ADsica
http://es.wikipedia.org/wiki/Unidad_de_medida
http://es.wikipedia.org/wiki/Onda_(f%C3%ADsica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
http://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Periodo_de_oscilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Amplitud
http://es.wikipedia.org/wiki/Volumen_(sonido)
http://es.wikipedia.org/wiki/Potencia_ac%C3%BAstica
http://es.wikipedia.org/wiki/Fase

Introduccion

matematicamente en una suma de funciones de onda, cada una con esos tres

parametros distintos.

Si hablamos de sonidos complejos, su caracterizacion implica analizar
tanto la energia transmitida como la distribucion de dicha energia entre las

diversas ondas componentes, para lo que resulta Gtil conocer:

. Potencia acustica: El nivel de potencia acustica es la
cantidad de energia radiada en forma de ondas por una fuente
determinada en una unidad de tiempo. La potencia acustica depende de
la amplitud.

. Espectro de frecuencias: que permite conocer en qué

frecuencias se transmite la mayor parte de la energia.

(Iglesias 2004)

Propiedades del sonido

Las cuatro cualidades basicas del sonido son (Copland 1994):

. Altura: determinada por la frecuencia fundamental de las ondas
sonoras (es lo que permite distinguir entre sonidos graves, agudos o medios) y
medida en ciclos por segundo o hercios (Hz). En el caso de los humanos, para
gue el sonido pueda ser percibido, éste debe estar comprendido entre el rango
de audicion de 20 y 20.000 Hz. A esto se le denomina rango de frecuencia
audible. Con los afios este rango va reduciéndose tanto en graves como en
agudos. Por debajo de este rango tenemos los infrasonidos y por encima los

ultrasonidos, percibidos so6lo por algunos animales.

. Intensidad: cantidad de energia acustica que contiene un sonido.
La intensidad viene determinada por la potencia, que a su vez esta determinada
por la amplitud y nos permite distinguir si el sonido es fuerte o débil. Los

sonidos que percibimos deben superar el umbral auditivo (0 dB) y no llegar al
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umbral de dolor (140 dB). Esta cualidad la medimos con el sonémetro y los
resultados se expresan en decibelios (dB).

. Timbre: cualidad conferida al sonido por los arménicos que
acompaian a la frecuencia fundamental. Esta cualidad es la que permite, por
ejemplo, distinguir entre dos sonidos que representan la misma nota (tono) con
igual intensidad, producidos por dos instrumentos musicales distintos. En el
caso humano, al menos, distinguimos un instrumento de otro por lo que
denominamos el “ataque”, la intensidad y frecuencias al comienzo de cada
“nota”, inherente a cada fuente sonora. El ataque se percibiria claramente si
reprodujésemos la musica al revés, ya que en ese caso NosS sonaria muy

extrafia debido a que el sonido comenzaria intenso para amortiguarse despues.

. Duracion: cualidad que determina el tiempo de vibracion de un
objeto. Podemos asi clasificar los sonidos que escuchamos como sonidos

Iargos, cortos, muy cortos, etc.

3. MECANISMOS DE ACCION DE LA MUSICA SOBRE
ESTRUCTURAS BIOLOGICAS

Los estudios realizados sobre las bases neurobiolégicas del mecanismo
de accién de la musica sugiere que ésta es capaz de influenciar y modelar las
funciones cerebrales. El cerebro que se encuentra bajo la influencia de la
musica sufre una transformacién en su actividad. Esta relacion reciproca entre
musica y funcion cerebral se descubrié a los largo de los ultimos 10 afios al
interconectar campos como los de neurociencias, teoria de la mauasica,

musicoterapia o rehabilitacion (Thaut 2005).
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3.1) Estudios en pacientes

Con todo ello, sin embargo, la cuestion a cerca de cuales son los
mecanismos que puedan explicar la accién de la muasica (y por ende de la
musicoterapia) en el hombre, permanece aun sin responder (Hillecke et al.
2005; Nickel et al. 2005).

Diversos ambitos tedricos sustentan la acciébn de la musica como
pluridimensional al poder considerarsele como un fendmeno cultural, estético,
psicoldgico y fisico. Habitualmente, el valor terapéutico de la musica se viene
explicando de manera fundamental por su rol cultural, al facilitar el aprendizaje
de habilidades sociales y el bienestar emocional (Pfund 2000; Gold et al.
2004; Kim S et al. 2006; Jauset 2008). Pero recientes investigaciones apuntan
a la capacidad de la musica de estimular en el cerebro complejos procesos

cognitivos, afectivos y sensorio-motores (Thaut 2005).

En este sentido, el estudio realizado por Chen et al. en 1994 en China,
demostré que nifios expuestos a estimulos musicales durante el embarazo y el
periodo neonatal evaluados por la “Escala infantil Gesell” desarrollaron mas
tempranamente algunas habilidades como sentarse, estar de pie y caminar, en
comparacion con los nifios del grupo control, realizandose estas observaciones
entre 5 y 12 meses después del parto. En todo caso, la gran mayoria de los
estudios concluyentes que se han llevado a cabo hasta la fecha, adjudican al
mecanismo de accion de la muasica unas propiedades terapéuticas sobre el
S.N.C. basadas en la intervencién de la psique del individuo, al considerarse la
musica como un fendmeno abstracto y psicolégico (Dush et al. 1989; Layman et
al. 2002; Vink et al. 2004; Whipple 2004; Keen 2004; Raina et al. 2005; Sung y
Chang 2005; Dileo 2006; Erkkila et al. 2008; Maratos et al. 2008).

Sin embargo existen algunos precedentes, como veremos en el apartado
3.2), que consideran a la musica como un fenémeno fisico capaz de actuar

directamente sobre el comportamiento neuronal y ejercer modificaciones en el
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mismo, argumentando asi la existencia de efectos directos de la musica sobre

los tejidos y estructuras biolégicas.

Estudios como el de Cowless et al. en 2003, relativos a trastornos de la
memoria como la Enfermedad de Alzheimer, muestran que la retencion de
informacion musical se prolonga en el tiempo sin mostrar proporcién con el

estado concurrente de pérdida de memoria de la persona.

Estos datos sugieren que las vias neurolégicas de la memoria musical
son mas estables y su resistencia a las influencias neurodegenerativas es
mayor (Foster & Valentine, 2001; Haslam & Cook 2002). Esta posibilidad de
rescatar la memoria es una de las principales estrategias de la musicoterapia

ante enfermedades neurodegenerativas.

Otros estudios como el de Conrad et al. en 2007 demuestran que,
comparado con un grupo control, la aplicacion de musica (en este caso
movimientos lentos de sonatas para piano de Mozart) reduce significativamente
la cantidad de farmacos de accion sedativa necesarios para alcanzar un nivel
similar de sedacion en pacientes criticos. En este mismo estudio, los autores
observan que, en los pacientes sometidos a los estimulos musicales, se detecta
un incremento en sangre de los niveles de la hormona de crecimiento y una
reduccion de los niveles de interleukina-6 y epinefrina. El descenso detectado
de los niveles sistémicos de hormonas del estrés se asocidO con un nivel
significativamente mas bajo de la presidn sanguinea y de la frecuencia
cardiaca. El grupo de investigacion de Conrad propone asi una via
neurohormonal por la que la musica podria ejercer su efecto sedativo. Este
modelo incluye una interaccién entre el eje hipotalamico-pituitario y la médula

adrenal a través de mediadores del sistema inmune inespecifico.

Por otra parte, estudios neurofisiolégicos han mostrado que el sonido
puede excitar las moto-neuronas espinales mediante conexiones auditivo-
motoras a nivel del tronco cerebral y la médula espinal (Rossignol & Jones
1976).
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3.2) Experimentacién animal

Por otro lado, existen estudios que demuestran que la musica es capaz
de producir cambios especificos en la expresion de determinadas moléculas y
el proceso de neurogénesis.

En este sentido, el grupo de investigacion de Wadhwa lleva a cabo en
1999 un estudio sobre la plasticidad del ndcleo auditivo de pollo (gallus
domesticus) en condiciones de atenuacion sonora prenatal y sobreestimulacion

con reclamos y estimulos musicales. Se separa a la poblacion en tres grupos.

Exponen a un primer grupo a un sonido de sitar (sonido continuo a 65dB,
entre 100-4000hz) durante 15 minutos cada hora en un plazo de 24 horas.
Someten a un segundo grupo a reclamos especificos de la especie (sonido
discontinuo a 65dB, 100-6300Hz) en las mismas condiciones. Consideran al
tercer grupo como control. Posteriormente, anestesian los embriones y los
decapitan en diferentes momentos del desarrollo embrionario (HH38, HH42,
HH46) y 1ph (post hatching, tras la eclosion). Fijan el cerebro en
paraformaldehido al 4% y 4°C durante dos semanas. Mediante el microscopio
de Zeiss a un aumento de 40x realizan contajes de las neuronas observandose
un aumento de la neurogénesis (40% de neuronas mas en el grupo masica y

reclamo) en el nucleo auditivo (Wadhwa et al., 1999).

El grupo de investigacion de Alladi realiza un estudio en el nucleo
auditivo de pollo blanco “Leghorn” (gallus domesticus) sometiéndoles a
diferentes condiciones acusticas para determinar las consecuencias en el
desarrollo del perfil de proteinas sinapticas: sinaptofisina y sintaxina-1
asociadas a una mayor potencia de sinapsis. Para ello emplean un grupo
control (sonido del incubador 100-180 Hz, 40 dB) y dos grupos estimulados,
uno con reclamos especificos de especie (100-6300 Hz, 65dB) y el otro con

musica de sitar (100-4000 Hz, 65dB). En ambos casos, la estimulacion se
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realiza desde el estadio 36 de Hamburguer y Hamilton (Hamburguer y Hamilton
1951) (HH-36) hasta el primer dia post eclosion (1ph) durante 15 minutos cada
hora. Mediante las técnicas de inmunohistoquimica e inmunoblotting del
cerebro se valora la localizacion de la sintaxina-1 y sinaptofisina en el nucleo
auditivo, sacrificando a 12 embriones en cada una de las fases: HH38, HH42,
HH46 y 1ph. Esto revela un aumento de dichas proteinas durante el primer
periodo embrionario en los grupos estimulados auditivamente (Alladi et al.
2002).

El mismo grupo plantea en idénticos grupos experimentales y con similar
metodologia, que el enriquecimiento sonoro prenatal con reclamos y sonido de
sitar modula la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis, alterando
dicho proceso en el nucleo auditivo de pollo. Emplean la técnica
inmunohistoquimica de T.U.N.E.L. para la deteccion de células apoptoticas, e
inmunoblotting para cuantificar la expresion de la proteina BCL2 y Bax.
Encuentran que aumento de la actividad neuronal favorece la supervivencia
neuronal al producirse una atenuacion de la muerte celular relacionada con una
disminucién de la expresion de proteinas apoptoticas (menor vulnerabilidad a
estimulos citotoxicos) en los grupos estimulados sonoramente (Alladi et al.
2005).

También con el mismo disefio experimental, el grupo de Panicker (2002)
investiga el efecto del estimulo sonoro prenatal en la morfologia de neuronas
de la zona ventral del cerebro de pollo blanco “Leghorn” (gallus domesticus)
relacionadas con la impronta filial auditiva. Este grupo plantea que el aumento
del nimero de neuronas con proteinas fijadoras de calcio podria ser la base
morfolégica del proceso de impronta y aprendizaje auditivo. Por ello evaltan
también la expresion de proteinas fijadoras de calcio (CaBP y PV) reguladas
por activaciéon neuronal, observando un aumento significativo del tamafo
nuclear neuronal y del nimero de neuronas fijadoras de Ca®" en la zona ventral
cerebral, lo que se relaciona con la mejora en el aprendizaje (Panicker et al.
2002).
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En este mismo sentido, un estudio reciente (2006) realizado por el grupo
del Dr. Chikahisa expone a un grupo de ratones a ruido blanco (70 dB) y a otro
a musica de Mozart (65-75 dB) durante 12h al dia los ultimos 7 dias de
desarrollo intrauterino y los 60 primeros dias post parto, tomando un tercer
grupo de ratones expuestos a “silencio” (55 dB) como control. A continuacién
someten a los ratones adultos a un proceso de aprendizaje midiendo sus
tiempos de carrera y errores cometidos. Posteriormente se valora en secciones
cerebrales congeladas en hielo seco y a -80°C el nivel de factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y su receptor tirosinkinasa B (TrkB). Encuentran
gue, los ratones adultos que en su periodo embrionario fueron expuestos a
estimulos musicales, muestran una mejora en el aprendizaje relacionada con
un incremento en el numero de los TrkB en el cortex cerebral. Aclaran también
que no se trata de la evidencia biolégica del “efecto Mozart” puesto que solo
evaluaron la respuesta a la musica de Mozart sin comparar los resultados con

los que se obtendrian empleando otro tipo de musica (Chikahisa et al. 2006).

Paralelamente, en 2006, el grupo del Dr. Kim realiza un estudio en ratas
sobre la influencia de la exposicion prenatal a ruido o a musica en comparacion
con un grupo control sobre la memoria espacial y la actividad neurogénica en el
hipocampo de fetos de ratas. Para ello emplean tres grupos de ratas Sprague-
Dawley a las que exponen a los estimulos sonoros desde el dia 14 al dia 21 de
gestacion. Someten a uno de los grupos a ruido (95 dB) y a otro a musica (65
dB), en ambos casos durante una hora al dia, considerandose un tercer grupo
no sometido a estimulos sonoros como grupo control. A cada uno de los grupos
se le inyecta 100 mg de BrdU subcutanea al dia 30 minutos antes de la
exposicién sonora. Al nacimiento, se realiza un entrenamiento que se repite en
tres ocasiones antes de pasarles el test “Brazoradial Maze Test” para valorar su
memoria espacial. Posteriormente, se procesa el cerebro de las ratas
participantes practicAndoles secciones coronales de 40um sobre las que se
realiza la técnica inmunohistoquimica de BrdU para detectar nuevas células en

el giro dentado. Se cuantifica el nimero de células por mm?.
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Los resultados concluyen que, en el grupo expuesto a musica, hay un
aumento del nimero de neuronas por mm?, asi como un mayor nimero de
aciertos antes del primer fallo en el test. Por otro lado, el ruido prenatal retrasa
el crecimiento, disminuye la neurogénesis y altera el aprendizaje espacial (Kim
H et al. 2006).

4. NEUROEPITELIO

En nuestro estudio trabajamos con cerebro en etapas tempranas del
desarrollo, en las que se encuentra constituido por neuroepitelio. Es por ello
gue comentaremos a continuacion las caracteristicas fundamentales del

mismo.

4.1) Formaciéony maduracion

En las fases mas tempranas del desarrollo del SNC, la neurulacién
conduce a la formacién de una estructura denominada tubo neural, en la que
destaca un extremo cefalico dilatado que dara lugar al encéfalo adulto. El tubo
neural esta constituido por una pared de células a cuyo conjunto denominamos
neuroepitelio. Las células del neuroepitelio presentan una clara polarizaciéon
apico-basal, de forma que sus superficies apicales delimitan una gran cavidad
repleta del denominado fluido cerebroespinal embrionario (E-CSF). En la fase
de maduracion del neuroepitelio, los procesos de replicacion y diferenciacion
neural y glial de las celulas madre neuroepiteliales dependen de la accién
combinada de diferentes citoquinas y factores de crecimiento. Dicho proceso de
neurogénesis es particularmente activo en el neuroepitelio del esbozo cerebral.
Algunas de las células madre, posiblemente por un reparto diferencial de
proteinas (Notch 1 y Numb ) salen del ciclo mitético y se diferencian en

neuroblastos o células madre de estirpe neural (Wolpert 1998).
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4.2) Factores de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Como se ha mencionado, todo el proceso de replicacion y
diferenciacion de las celulas madre del neuroepitelio, tanto en sentido neuronal
como glial, es dependiente de la accibn combinada de diferentes citoquinas y
factores de crecimiento que generan un equilibrio entre estimulos activadores e
inhibidores de las diferentes rutas de migracién (Kalyani and Rao 1998, Rao
1999).

La familia de los FGFs estd compuesta hasta el momento por 23
miembros (FGF-1 a 23). Son multifuncionales y se ha demostrado su influencia
en la migracién celular, el neurotrofismo y la diferenciacién celular (Burgess y
Maciag, 1989; Galzie et al. 1997; Naski y Ornitz, 1998; Carnicero 2001) .

Estan implicados en multitud de procesos fisiologicos como la
neovascularizacion y la reparacion de lesiones tisulares, ademas de ser
inductores de procesos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario y
fetal. Son mitogénicos para una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo
los epiteliales, mesodermales y neuronales. Su expresion sigue un estricto
patron temporal durante el desarrollo embrionario (Carnicero 2001). En el caso
del control del proceso de replicacidn y neurogénesis de las células madre
neuroepiteliales hay dos factores de crecimiento que parecen jugar un papel
fundamental, el FGF-2 y el EGF. El FGF-2 es considerado como un potente
mitdgeno de las células madre del neuroepitelio en diferentes espécies
animales (Kalscheim and Neufeld 1990; Ghosh and Greenberg 1995; Kalyani et
al. 1999; Martin et al. 2006) y se sabe que estas células expresan receptores
tanto para FGF-2 como para EGF (Kalscheim and Neufeld 1990, Kalyani et al.
1999).

Los FGFs se unen a dos tipos de receptores: los receptores de alta
afinidad (FGFR) y los de baja afinidad (HLGAG) (Carnicero 2001; Gato &
Desmond 2009). Por otra parte, el FGF-2 ha sido relacionado no solo con el

proceso de replicacion de células madre, sino que tambien se le considera
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capaz de activar el proceso de neurogénesis cortical durante el desarrollo
embrionario (Vaccarino et al. 1999; Raballo et al. 2000) fetal (Dono et al. 1998)
y en las regiones cerebrales del adulto que estan en contacto directo con el
CSF de los ventriculos (Hipocampo y Zona Subventricular) en roedores y
humanos (Craig et al. 1996; Weiss et al. 1996; Kuhn et al. 1997; Vaccarino et
al. 1999, Raballo et al. 2000; Vescovi et al. 2001; Alvarez-Buylla and Garcia-
Verdugo 2002; Sawamoto et al. 2006).

La teoria actual mas aceptada es que existen dos poblaciones de células
madre en el neuroepitelio. Una de aparicion mas temprana, cuyo proceso de
replicacion y neurogénesis depende de la accion del FGF-2 y otra de aparicion
mas tardia, cuyo proceso de replicacion y neurogénesis depende de la accidn
del EGF (Tropepe et al. 1999, Martens et al. 2000).

En la actualidad, se considera que el proceso de diferenciacion de la
célula progenitora hasta neurona funcionante depende de la accién combinada

y secuencial de distintos factores y morfégenos (Panchision and McKay 2002).

5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Como venimos argumentando, diferentes estudios cientificos
experimentales en distintas especies (aves y mamiferos) sugieren que la
musica podria ejercer una influencia directa sobre el comportamiento de células
del S.N.C. Sin embargo existen pocos estudios que confirmen este dato y
clarifiquen qué tipo de influencia ejerce la musica, sobre qué células, a través

de qué mecanismos celulares y cudl es la consecuencia de dicha influencia.

Por ello nos planteamos estudiar la posible existencia de una relacién

directa y causal entre la musica y el comportamiento celular en un sistema de
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cultivos celulares que, por su simplicidad y estandarizacion, nos permita
apreciar la existencia de resultados directos. Estos datos podrian abrir una via
de conocimiento sobre como la musicoterapia esta influyendo en las personas,
pudiendo ser considerada como una terapia de aplicacion coadyuvante en
patologias humanas (Rickard et al. 2005).

6. HIPOTESIS

La musica ejerce un efecto sobre el S.N.C. no s6lo a través de vias
psicologicas, sino que también podria hacerlo mediante una accidén directa

sobre el comportamiento celular.

7. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

La existencia de una capacidad de influencia directa de la masica sobre
el comportamiento celular permitiria explicar y profundizar en el conocimiento

de los efectos terapéuticos de la musica.

En nuestro estudio nos planteamos establecer la existencia de dicha
relacion directa y causal entre la muasica como fenémeno fisico y el
comportamiento de células del SNC. Para ello, y basandonos en la experiencia
del equipo investigador del Laboratorio del Desarrollo y Teratologia del SNC del
INCYL (departamento de Anatomia y Radiologia de la UVA), pretendemos
desarrollar un modelo de cultivo in vitro de precursores neuroepiteliales de

cerebro de embrién de ratén de E11.5 dias de desarrollo como modelo simple,
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altamente sensible a la accion de efectos externos y de comportamiento
facilmente valorable, para tratar de esclarecer si existe dicha relacion musica-

comportamiento celular, tipificando y cuantificando dicho efecto.

Objetivo general

Determinar si el sonido como fendmeno fisico tiene un efecto directo
sobre el comportamiento celular, utilizando para ello un cultivo in vitro de

células madre de mesencéfalo embrionario de raton.

Objetivos especificos:

1. Determinar si el efecto obtenido estd en funcién de la
organizacion armonica estructural de los sonidos, utilizando para ello,

como condiciones experimentales, silencio, musica y ruido.

2. Valorar y cuantificar el efecto en base al estudio del
comportamiento celular mediante la evaluacion del grado de

supervivencia.

3. Valorar y cuantificar el efecto en base al estudio del

comportamiento celular mediante la evaluacion del grado de replicacion.

4, Valorar y cuantificar el efecto en base al estudio del
comportamiento celular mediante la evaluacion del grado de

diferenciacion.
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MATERIAL Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

1.1) Obtencion de embriones de raton (11,5 dias p.c.)

Los ratones utilizados en este estudio se mantuvieron emplazados en un
animalario, sometidos a un ciclo alternante de luz oscuridad controlado
(14/10h) y en unas condiciones Optimas de temperatura (20-24°C) y humedad
(45-55%). Estas condiciones ambientales facilitan la estabilidad de los
biorritmos de los animales, mejorando sensiblemente los resultados del
apareamiento.

Fig.1. Ratonas prefiadas 11,5 dias p.c.

La técnica de apareamiento es importante para controlar el grado de

desarrollo embrionario con la mayor exactitud posible.

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la muisica como agente fisico 32

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Material y Métodos

Por ello se trasladan tres hembras a la jaula del macho al inicio del ciclo
de oscuridad y 12-14 horas después se separa a los machos y se determina la

prefiez por la presencia del denominado “tapén vaginal”.

Las hembras que presentan dicho tapon, se consideran prefiadas y se
separan (Fig.1), anotando como hora de inicio del desarrollo embrionario las 0
horas de la noche anterior; el grado de desarrollo se expresa en dias y horas
post coitum (p.c.) desde ese momento.

Transcurrido el tiempo de gestacion previsto, 11,5 dias p.c., se procede
a la obtencion de los embriones. Para ello se anestesia a la hembra prefiada
mediante inhalacion de éter etilico hasta comprobar la pérdida de mecanismos

reflejos y la relajacion muscular.

Fig.2. Material de extraccién del Gtero Fig.3. Laparotomia ventral media

Posteriormente se realiza una amplia laparotomia media (Fig.2 'y 3) y se
identifica y separa el Utero bicorne de su meso para comprobar la presencia de

embriones en desarrollo.
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El utero gravido adquiere el aspecto de un “collar de cuentas” (Fig.5) en
el que cada abultamiento se corresponde con el lugar de implantacién de un
embrion. Se extirpa el Utero separadndolo de la vagina y el peritoneo e

inmediatamente después se sacrifica a la madre por dislocacion cervical.

Fig.4. Lupa Fig.5. Utero en “collar de cuentas’

Fig.6. Engrosamiento uterino

Fig.7. Embrion 11,5 dias p.c.
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Cada uno de los engrosamientos uterinos (Fig.6) se aisla con micro
tijeras en una placa con solucién Ringer (120 mM CINa; 5,36 mM CIK; 1,63 mM
Cl,Ca pH 7.3) a 4°C.

Posteriormente, por micro diseccion y bajo la lupa (Fig.4), a cada
engrosamiento uterino se le retira el miometrio y el endometrio, dejando al
descubierto el embrion envuelto en las membranas vitelina y amnidtica las
cuales se rasgan cuidadosamente. Por ultimo, se corta la union vascular a la

placenta.

Una vez liberados los embriones se procede a clasificarlos segun su
grado de desarrollo mediante una serie de parametros morfologicos descritos

por Brown y Fabro (1981), que diferencian precisamente la edad del embrion.

Solamente hemos utilizado en este estudio los embriones que alcanzan

el estadio de desarrollo requerido, 11,5 dias p.c. (Fig.7).

1.2) Realizacion de cultivo de células madre de mesencéfalo de

raton (11,5 dias p.c.)

1.2.1) Obtencidon de neuroepitelio mesencefalico

Tras seleccionar entre 10 y 12 embriones en el estadio de interés (11,5 dias
p.c.), se procede a eliminar el ectodermo de superficie en la porcién dorsal del

mesencéfalo utilizando agujas de tungsteno (Fig.8).
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Fig. 8. Material para la obtencion del mesencéfalo

Una vez eliminado el ectodermo se procede a la diseccién, empleando
unas micro tijeras, de la parte dorsal del mesencéfalo de cada uno de los
embriones. A continuacion, todos los fragmentos mesencefalicos (Fig.9) se
pasan a una placa nueva y se lavan 3 veces en Ringer frio. Se recogen, se
pasan a un tubo eppendorf que contiene 500 ul de Ringer frio y se disocian
mecanicamente con una pipeta pasteur estéril flameada (6-8 pases).
Posteriormente se centrifugan a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C (Fig.10).

\ ,

Fig.9. Mesencéfalo dorsal de embrién 11,5 dias p.c

Se retira el sobrenadante y el pellet celular se resuspende en 1 ml de medio de
cultvo (DMEM + 6% FBS + 6% HS + 1% L-Glutamina + 1%
Penicilina/Streptomicina).
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Posteriormente, se procede a contar en un hemocitometro el nimero de células
viables (valorando las células no viables por su capacidad de tefiirse con Trypan
Blue 0.4%) y se siembran en placas de Petri (Fig.11) a una concentracion de 2 x
10° células/100mm? afiadiendo como factor mitogénico FGF-2 recombinante
(20ng/ml) cada 48h. Con el fin de que el cultivo se estabilice, las placas de Petri
sembradas fueron mantenidas durante 8 dias a 37°C, con 5% de CO; y una
humedad relativa del 95%.

Fig.10. Centrifuga

Fig.11. Placas de Petri con cultivo celular
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1.2.2) Resiembra de células y cultivo

Una vez transcurridos 8 dias en cultivo, se procede a la resiembra de las
células mesencefélicas sobre cubreobjetos de 13mm de didmetro dispuestos

en placas de cuatro pocillos.

Con el fin de facilitar la adhesién celular, los cubreobjetos fueron
previamente tratados con poli-D-lisina (100 ug/ml, Sigma P-7405) durante 24h
a 37°C, lavados posteriormente 3 veces con H,O estéril y secados en
campana. Para ello, se retira el medio de cultivo de la placa de mantenimiento,
se lava una vez con PBS (NaCl, 120mM, Na;HPO, 8.8mM, KH,PO,4 3.2mM) y
se afiade tripsina-EDTA 0.25%. Una vez levantadas todas las células del
cultivo, se inactiva la tripsina afiadiendo 10 ml de medio de cultivo. Se mezcla
con cuidado y se centrifugan a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se retira el sobrenadante y el precipitado celular se resuspende en 1
ml de medio de cultivo. Por ultimo, se siembran las células en los cubreobjetos
previamente tratados, a una densidad de 5 x 10° células por pocillo, en gota de
50ul de medio de cultivo, durante 2 horas a 37°C, con 5% de CO;, y una
humedad relativa del 95%. Una vez adheridas, el volumen de medio de cultivo

se lleva a 300 ul y se afiade FGF-2 recombinante (20 ng/ml).

El cultivo fue mantenido a 37°C, 5% de CO, y una humedad relativa del
95% durante 24 6 72 horas en la condicion experimental requerida (musica,
ruido y silencio). Este procedimiento se repitid en cinco ocasiones. Los cultivos
gue posteriormente se emplearian para determinar el grado de replicaciéon
celular fueron tratados con 5-Bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) (Sigma Ref: B

9285). Para ello, 2 horas antes de fijar el cultivo, se afadié BrdU (0’3 nM).
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Fig.12. Esquema del disefio experimental

Todas las operaciones fueron realizadas en campanas de flujo laminar y con

maximas condiciones de esterilidad.
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2. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las células, cultivadas como hemos descrito previamente, fueron
inicialmente expuestas a tres condiciones experimentales. Una de control

(silencio) y dos de intervenciéon (musica y ruido).

Para la calibracion del montaje acustico experimental que llevamos a
cabo utilizamos el hardware Symphonie de la marca “01dB” (ver Fig.13). El
hardware Symphonie permite conectarlo a varios transductores (dispositivos
gue captan una sefal y la transforman en una sefal eléctrica) en nuestro caso
se ha usado un microfono. El transductor esta conectado al Symphonie a
través de un canal de adquisicion de datos, datos que se transfieren en tiempo
real a un ordenador portétil, a través de un PCCARD (PCMCIA).

Software: méodulos de
adquisicion y
procesado

/7 Espuma protectora del micréfono

Transductor (micréfono y
preamplificador), va dentro del
incubador

Portatil

SILENCIO

Fig.13. Equipo empleado para el registro de las mediciones acusticas
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El hardware Symphonie combina varias funciones, grabacion de la sefial
de audio, medicién del nivel de ruido y visualizacion de un espectro de

frecuencia en tiempo real.

El micr6fono que empleamos es el 2639 de Briel&Kjaer (B&K) con un
rango de 2Hz-200kHz +- 0,5dB de precisiéon. El micréfono se calibré6 con un
calibrador de nivel sonoro 4230 de B&K, de precisién +-0,3dB (da un tono de
94dB a 1kHz).

Para las medidas de presion sonora utilizamos ademas el analizador
modular de precision tipo 2260 de Bruel&Kjaer (Investigator), que permite

medir, analizar y registrar todos los parametros acusticos por octavas.

Para las medidas de vibracion usamos el acelerometro piezoeléctrico
tipo 4382 de B&K (se trata de un transductor cuya salida es proporcional a la
aceleracion de entrada). Este transductor se conect6 al analizador B&K 7651

de un canal.

Para el tratamiento de los datos ademas del software propio del
Symphonie (dBENV32 y dBTRAIT32) utilizamos el programa gratuito “Audacity
1.3.3-beta” (unicode) y el programa en version “Demo Wavelab5” (Steinberg

Media Technologies).

Las medidas de nivel de presion sonora equivalente (Leq) y nivel
maximo (Lmax) se han realizado con un analizador (B&K) para las tres

condiciones silencio, ruido y musica.

Para todas las mediciones realizadas, en relacion con las tres
condiciones experimentales, contamos con la colaboracion del Dr. Carlos de
Castro Carranza del Departamento de Fisica Aplicada de la ETSI Informética
de la UVA.
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Nivel de Presion Sonora (L o SPL)

El nivel de presion sonora esté relacionado con la intensidad sonora (se
define para que coincidan), la que a su vez es proporcional al cuadrado de la
onda sonora. Dicho nivel se expresa en decibelios (dB) y se define por la
siguiente relacién matematica: L = 20 Log (P/Po)

Donde P es el valor eficaz de la presién sonora medida.

-5 2
Po es el valor eficaz de la presion sonora de referencia, 2x10 [N/m ]

Nivel de Presion Sonora Continuo Equivalente (Leq):

Es aquel nivel de presion sonora constante, expresado en decibelios,
gue en el mismo intervalo de tiempo contiene la misma energia total que el
ruido o sefial medidos. En nuestro caso el tiempo de medida fue de un minuto o

dos.

Nivel de Presién Sonora Maximo (L)

Es el nivel de presion sonora equivalente (medido en 1/8 de segundo)
maximo registrado durante un periodo de medicion dado. En nuestro caso un
minuto. Es decir, durante un minuto el analizador registra los Leq cada 1/8 de

segundo y luego proporciona el maximo de ellos.

Realizamos las medidas de nivel de presion sonora equivalente (Leg) y nivel
maximo (Lmax) durante un minuto para las tres condiciones silencio, ruido y
musica. Registramos estos niveles tanto en octavas de frecuencia como en el
espectro total de frecuencias. Para ello, introdujimos uno de los dos altavoces
del aparato reproductor de sonido dentro del incubador y siempre en la misma

posicion. Con él se introdujo un analizador o un micréfono.

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 42

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Material y Métodos

2.1) Ruido del Incubador: Silencio

Primeramente, medimos la presion sonora equivalente para el ruido del
incubador (ver Tabla 1), al que iban a estar sometidas las células
inevitablemente y de manera constante en cada una de las tres condiciones
experimentales. A esta situacion sonora la denominamos “silencio” y la
tomamos como condicion control. Observamos que el ruido del incubador era
aproximadamente estable salvo en cortos periodos de tiempo en los que la
entrada de CO2 en el mismo generaba un aumento de nivel de presion sonora.
Registramos un nivel Lmax 71,4 y un Leq de 56,9dB, y decidimos que el nivel de
presion sonora Leq tanto para ruido como para musica supere los 95dB; de esta
forma la energia acustica en las condiciones de ruido y musica sera unas

10000 veces mayor que la energia en la condicion que hemos llamado silencio.

RUIDO INCUBADOR
(SILENCIO)

Frecuencias (Hz) 125

Leq (dB) 56,9

Tabla 1. Medicién del Leq del ruido del incubador a 125Hz
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2.2) Musica

Como musica, elegimos una pieza de musica sinfénica por su variedad
timbrica y su amplio espectro de frecuencias al contar con muchos tipos de
instrumentos, cada uno de ellos con su timbre o sonido caracteristico propio,
gue abarcan en conjunto un amplio registro sonoro. Dentro de la gama de
piezas con estas caracteristicas, seleccionamos el Allegro del “Concierto para
flauta, arpa y orquesta en Do M, K299” de Wolfang Amadeus Mozart (no
gueremos dar relevancia al autor en concreto, sino al hecho de usar una pieza
de musica sinfonica). La duracion de la pieza es de 11 minutos y 30 segundos

y se repite sucesivamente a lo largo de todo el cultivo.

Determinamos, usando el Symphonie (para la primera vez) o el
analizador 2260 (B&K) (para el resto de las ocasiones), la presion sonora
equivalente de la pieza por octavas de frecuencia (ver Tabla 2). Registramos,
para cada octava de frecuencia, los dos primeros minutos de la pieza ya que
los consideramos suficientemente representativos de la pieza total (el nivel de
presién sonora de la pieza total es de unos 2dB mas bajo que el de los dos
primeros minutos). A continuacion calibramos la salida del altavoz y por ensayo
y error ajustamos la ganancia del aparato de musica (boton de volumen) para
gue en las octavas centrales la medida del analizador se encuentre entre 90 y
92 dB.

A frecuencias bajas el altavoz, dado su pequefio tamafio, genera un
nivel de sonido mas bajo que el de la musica grabada en el CD, en cambio a

frecuencias mas altas es mas fiable.
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MUSICA
Octavas de|125 250 500 1000 2000 4000
frecuencia
(Hz)

Leq (dB) 64,0 92,0 91,1 91,6 88,9 75,4

L max 76,9 108 106,7 105,6 101,5 86,9

Tabla 2. Leg Lmax de la pieza de musica orquestal medida por octavas de frecuencia

La energia acustica promedio y total que reciben las células en las
octavas centrales (250-2000Hz) tanto durante la aplicacién de musica como de
ruido es aproximadamente la misma y resulta mucho mayor que la situacion de
silencio. En la masica hay momentos (e.g. el arpa sola) en los que la energia
disminuye mucho. Esto implica que hay momentos (e.g. orquesta) en los que la
energia es mayor que en el ruido, donde la energia acustica emitida en cada

momento es siempre constante (ver Graficos 1, 2y 4).

Intensidad
sonora

Frecuencia logaritmica

(Grafico 1-A.) Espectro entre t= 30 y t =40 segundos, orquesta (dB)
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(Gréfico 1-B.) Espectro entre t = 2:25 sy 2:35 s, arpa y flauta (dB)

(Gréfico 1-C.) Espectro entre 9:01 y 9:06 arpa sola (dB)

Grafico 1. Distintos momentos del espectro de frecuencias, en funcién del tiempo y la intensidad
sonora, para la musica: el color indica la amplitud en dB de la intensidad sonora en cada instante y

frecuencia
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Gréfico 2. Espectro de frecuencia del ruido rosa empleado de 10 segundos de duracion: el color

indica la amplitud en dB de la intensidad sonora en cada instante y frecuencia

2.3) Ruido

Como ruido hemos decidido usar el denominado “ruido rosa” que se
caracteriza por generar siempre la misma presién sonora en cada octava de
frecuencia, lo que significa que la energia acustica desciende con una
pendiente de 3dB en funcién de la frecuencia (ver Grafico 3). Es decir, la

energia acustica que se emite entre 220Hz y 440Hz es la misma que entre
440Hz y 880Hz y la misma que entre 880Hz y 1760Hz, etc. Cada banda de

frecuencias de igual anchura (octava) contiene asi la misma energia total.
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Gréfico 3. Intensidad sonora del ruido rosa empleado en funcién de la frecuencia de registro

Se eligio ruido rosa en lugar del blanco porque la distribucion de energia
del ruido rosa es mas parecida a la que tiene la musica sinfonica, tipo de
musica empleado en esta investigacion. El ruido blanco se caracteriza por

emitir la misma intensidad sonora en cada frecuencia (ver Grafico 4).
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Gréfico 4. Espectros de frecuencias de la musica y el ruido rosa empleados y del ruido blanco
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La ganancia del volumen del aparato reproductor de musica se mide a
través del nivel de la presion sonora equivalente del ruido rosa en la octava de
frecuencia correspondiente al mayor Leq de la pieza musical (250 Hz), llevando
el volumen del reproductor hasta lograr un nivel cercano a los 92,0 dB para
dicha octava (ver Tabla 3).

RUIDO ROSA
Frecuencias (Hz) 250
Leq (dB) 92,5

Tabla 3. Medicion del Leq del ruido rosa a 250Hz

Desde el punto de vista temporal, tanto el ruido blanco como el ruido
rosa se caracterizan por un nivel de presion sonora aproximadamente continuo
0 constante, el Leg ¥ el Lmax de cualquier intervalo en estos casos seran
parecidos (ver Grafico 5, donde se observan variaciones inferiores a los 2dB-).
Sin embargo, aunque la musica que se ha empleado lleva en promedio la
misma energia o nivel de presion sonora que el ruido rosa, la masica fluctia
mucho mas mientras que el ruido lo hace s6lo a escalas de tiempo muy

pequefas y de forma aleatoria (ver Graficos 5y 6).
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Gréfico 5. Presion sonora del ruido rosa en funcion del tiempo: intervalos de 11 minutos, 1 décima de

segundo y 1 centésima de segundo de arriba abajo respectivamente
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Gréfico 6. Presion sonora de la musica empleada en funcion del tiempo: de arriba abajo pieza completa,

una décima de segundo y una centésima de segundo respectivamente
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Como ya hemos comentado, la reproduccion sonora, tanto en la
condicion de “ruido” como en la de “musica”, fue continua durante las 24h 6 72h

gue las células se mantuvieron en el interior del incubador de CO..

Para dar una idea del nivel de presién sonora equivalente a la que se someti6 a

las células en las condiciones de ruido y muasica se incluye la siguiente tabla.

Motor a reaccion (a 10 m). Sirena de Trasatlantico. Tracas de artificio.

Nivel de Presion acustical.P/entes-Actividades
Aparatos-Situaciones
Leg (dB)

110 Motocicleta a escape libre (a 1 m). Martillo neumatico.

100 Discoteca. Sierra circular. Sirena de coche (a 10 m).

90 Taller mecéanico. Imprenta. Sonajero (a 30 cm). Tunel de limpieza de coches.

80 Interior del metro. Calle ruidosa. Bar animado. Nifios jugando. Cadena de montaje.
70 Conversacion en voz alta. Oficinas. Almacenes. Extractor de humos (a 1 m). Trafico rodado.
60 Conversacion sosegada. Restaurante. Comercio. Ventilador (a 1 m). Lluvia. |

50 Aula (ruido de fondo). Calle tranquila. Ronquido. Oficina (ruido de fondo).

40 Sala de estar (ruido de fondo). Roce de la ropa. Biblioteca.

30 Dormitorio. Frigorifico (a 1 m).

20 Estudio de radio. Iglesia antigua vacia. Vuelo de un mosquito (a 2 m).

10 Cabina audiométrica. Laboratorio de acustica. Ruido de la respiracion.

0 Umbral de audicion de un joven sano promedio.

- 10 Se oye la vida del propio cuerpo.

Tabla 4. Niveles aproximados de presién acustica para diversos ambientes
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Experimento | Condiciones Tiempo de | Atenuacion de | Variables resultado
experimentales | exposicion | lavibracién

I Silencio, Ruido, | 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

I Silencio, Ruido, | 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

11 Silencio, Ruido, | 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

V* Silencio, Ruido, | 24h SI/NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

VI Silencio, Ruido, | 24h SI/NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

VI Silencio, Ruido, | 24h SI/NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

VIiI Silencio, Ruido, | 24hy 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

IX Silencio, Ruido, | 24hy 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Musica Replicacion

X Silencio, Pulso, | 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Pulso Nota Replicacion

XI Silencio, Pulso, | 72h NO IMCP, Neurogénesis,
Pulso Nota Replicacion

Tabla 5. Resumen del proceso experimental (IMCP: indice de muerte celular programada)

* Por incidencias en el proceso se prescinde del experimento IV
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3. OTRAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

Tras llevar a cabo tres experimentos con las condiciones expuestas
anteriormente, nos planteamos otras alternativas en el disefio experimental (ver
Tabla 5) que nos permitan aclarar a qué variable pueden ser atribuidos los
efectos encontrados. En este sentido nos proponemos valorar la influencia de
la variable “tiempo de exposicion”, el “exceso de vibracion” y elementos de la

musica que la distinguen del ruido.

3.1) Reduccion del tiempo de exposicidon al estimulo sonoro

En primer lugar y para valorar si los resultados son similares en funcion
del tiempo de exposicion al estimulo sonoro, mantuvimos el mismo disefio
experimental con exposicion a las tres condiciones experimentales durante 24

horas en lugar de 72 horas en cada caso.

3.2) Valoracion del exceso de vibracion

Para valorar la energia vibratoria que llega a la placa de Petri y su
posible influencia en los resultados del estudio, buscamos un sistema
amortiguador de esa energia vibratoria (material aislante).

Para las medidas de vibraciones, utilizamos un acelerometro (B&K) y un
analizador para registrar en dB las aceleraciones a las que estaban sometidas
las células. Tratamos de amortiguar las vibraciones mediante una plancha de
fibra de vidrio y otra de goma. Ademas, para desacoplar el altavoz de la

plancha metéalica donde se apoyan habitualmente altavoz y placas, el altavoz

se colgb de una percha (ver Grafico 7).
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Gréfico 7. Esquema del interior de la camara de cultivo
en condiciones de amortiguacion de la vibracion
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Gréfico 8. Registro de las aceleraciones recibidas por las células en las condiciones de Silencio y Ruido:
no registramos las aceleraciones para la musica debido a su espectro no uniforme, que induce a errores
ya que no sabriamos si las variaciones se dan debido a su particularidad especial (notas aquiy alld) o a la
amortiguacion de los aparatos
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Recogemos el registro de las aceleraciones recibidas por las células a
determinadas frecuencias para valorar el efecto de nuestro sistema
amortiguador. Como se aprecia en el Grafico 8, en las condiciones de silencio
registramos caidas de la energia vibratoria entre 10 y 15dB en sistema
amortiguado respecto del sin amortiguar. En el caso de las condiciones de
ruido, las diferencias son mas variables siendo el efecto general el mismo:
caidas mayores de 10 dB en el ruido amortiguado comparado con el ruido sin
amortiguar. No obstante, si observamos con detalle la grafica de ruido
amortiguado vemos que para determinadas frecuencias no hemos conseguido
una amortiguacion apreciable (ver Grafico 8, frecuencias alrededor de 1000,
2000 y 3000Hz). Por otro lado, es interesante comparar la grafica de ruido
amortiguada (cuadrados verdes) y la del silencio sin amortiguar (guiones
azules), especialmente a altas frecuencias, donde las diferencias son muy
pequefias. Estos datos nos indican que el efecto de nuestro sistema de
amortiguacion es suficientemente grande ya que si las vibraciones y no el
sonido fuera lo Unico que llega a las células de forma significativa, entonces la
respuesta de las células al silencio sin amortiguar seria similar a la del ruido

amortiguado.

3.3) Valoracion de elementos propios de la masica

Para valorar el efecto de elementos de la musica no presentes en el
ruido decidimos emplear el pulso por ser el elemento mas basico de la musica.
Para generar el pulso utilizamos un metronomo a 60 golpes por minuto.
Grabamos su sonido en un CD (sin pasar por un altavoz) y lo reprodujimos. El
pulso con el metrbnomo es un pulso que lleva muchos componentes de
frecuencia, mientras que el pulso nota porta la frecuencia fundamental (440Hz)

escogida y sus armonicos (ver Graficos 9y 10).
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Gréfico 10. Andlisis de frecuencia del “pulso nota”
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Intensidad
sonora

frecuencia

Gréafico 11. Espectro temporal y de frecuencia del pulso (metrénomo): se observan dos pulsos

Gréfico 12. Espectro temporal y de frecuencia del “pulso nota”: se observan dos pulsos

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 59

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Material y Métodos

El pulso nota se hizo a partir de la nota “la” 440 Hz de un teclado

electronico reproducida a la misma velocidad que el pulso.

Para ambos casos se ajustd el volumen del altavoz hasta que las medidas del
analizador arrojaban valores para el Leq ligeramente superiores a los 90dB y
similares a los registrados para el ruido rosa (+-1dB).

4. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

4.1) Estudio de la supervivencia celular: T.U.N.E.L.

Para valorar la influencia del cultivo, asi como de las diferentes
condiciones experimentales, sobre el indice de muerte celular programada en
las células neuroepiteliales, se emplea la deteccion de células apoptoticas
mediante la técnica de T.U.N.E.L, realizada con un kit comercial (Promega)

siguiendo las especificaciones dadas por el proveedor:

- CINa 0.85%

-PBS.-2x¥%

- Formol al 4% en PBS.-15’ a temperatura ambiente.
-PBS.-2x¥%

- Buffer de equilibrio.- 10’

- Mezcla del nucledtido.- 4h. A temperatura ambiente
- SSC.-15

-PBS.-2x¥%

- Agua destilada.- 5°

- Montaje con medio acuoso fluoromunt (SIGMA Ref:F4680).
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4.2) Estudio de la proliferacion: BrdU

Una vez finalizado el cultivo retiramos el medio de cultivo, lavamos una
vez con PBS y lo fijamos con paraformaldehido al 4% (PFA 4%) durante 30
minutos. A continuacion lavamos los cultivos dos veces con PBS y los

mantenemos en PBS a 4°C.

Para el estudio de la proliferacion celular empleamos la técnica de
incorporacion de BrdU. Iniciamos el protocolo con la desnaturalizacion del
DNA, para ello, afiadimos HCI 2N durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente,
retiramos el HCl y realizamos tres lavados de 5 minutos con PBS.

A partir de este paso, las inmunocitoquimicas realizadas para la

deteccion de la diferenciacion y de la proliferacion celular son similares.

El anticuerpo primario utilizado en este estudio fue el anti- BrdU (Dako).
Realizamos el bloqueo de la peroxidasa endogena afiadiendo H,O, al 0’'3% en
dH,O durante 30’ a temperatura ambiente. Tras tres lavados con PBS,
blogueamos la union inespecifica del anticuerpo primario con 1% de suero
bovino fetal. Tanto la solucion de bloqueo como la soluciébn de lavado
contenian PBS al 0.1% de Triton X-100 y 1% de suero bovino fetal.

Tras 10 minutos de blogueo incubamos, durante 16-18 horas a 4°C, el
anticuerpo primario con la siguiente dilucién: anti- BrdU (1/100). Transcurrido el
tiempo de incubacion se realizan tres lavados con PBS + 1% de Triton X-100 +

1% de suero bovino fetal durante 10 minutos cada vez.

El anticuerpo secundario utilizado fue un goat anti-mouse biotinilado a
una dilucion 1/20 (ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit mouse. SIGMA). Tras 45
minutos de incubacién a temperatura ambiente, realizamos 3 lavados con PBS
y lo incubamos de nuevo durante 15 minutos a temperatura ambiente con
ExtrAvidin Peroxidase (ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit mouse. SIGMA) a

una dilucién 1/20.
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Transcurrido el tiempo de incubacion indicado por el fabricante, llevamos a
cabo sucesivos lavados con PBS y posteriormente incubamos con
Diaminobencidina [DAB (SIGMA Ref: D5905)] siguiendo las instrucciones
dadas por el proveedor. A continuacion realizamos 3 lavados con PBS para
eliminar la DAB y un lavado con dH,O y procedimos al montaje de los
cubreobjetos utilizando el medio de montaje (tipo SIGMA). Finalmente lo
guardamos a 4°C hasta su uso.

4.3) Estudio de la diferenciacion celular: B-lll-Tubulina

Al igual que en el estudio de la proliferacion celular, en el caso del
estudio de la diferenciacion celular una vez finalizado el cultivo retiramos el
medio de cultivo, lavamos una vez con PBS y lo fijamos con paraformaldehido
al 4% (PFA 4%) durante 30 minutos. A continuacion lavamos los cultivos dos

veces con PBS y los mantenemos en PBS a 4°C.

En este caso no es necesario desnaturalizar el DNA y pasamos directamente a
bloquear la peroxidasa endégena afiadiendo H,O, al 0’'3% en dH,O durante 30’
a temperatura ambiente. El anticuerpo primario utilizado en este estudio fue el
anti B-1ll-Tubulina (Covance). Tras tres lavados con PBS, blogueamos la union
inespecifica del anticuerpo primario con 1% de suero bovino fetal. Tanto la
solucion de bloqueo como la solucion de lavado contenian 0.1% de Triton X-
100 y 1% de suero bovino fetal en PBS.

Tras 10 minutos de blogqueo incubamos, durante 16-18 horas a 4°C, el
anticuerpo primario con la siguiente dilucion: anti B-lll-Tubulina (1/500).
Transcurrido el tiempo de incubacién se realizan tres lavados con PBS + 1% de

Tritbn X-100 + 1% de suero bovino fetal durante 10 minutos cada vez.

El anticuerpo secundario utilizado fue un goat anti-mouse biotinilado a
una dilucion 1/20 (ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit Mouse, SIGMA). Tras 45

minutos de incubacién a temperatura ambiente, realizamos 3 lavados con PBS,
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incubandose de nuevo durante 15 minutos a temperatura ambiente con
ExtrAvidin peroxidase (ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit mouse. SIGMA) a
una diluciébn 1/20. Transcurrido el tiempo de incubacién indicado por el
fabricante, llevamos a cabo sucesivos lavados con PBS y posteriormente
incubamos con Diaminobencidina [DAB (SIGMA Ref: D5905)] siguiendo las
instrucciones dadas por el proveedor. A continuacion realizamos 3 lavados con
PBS para eliminar la DAB y un lavado con dH,O y procedimos al montaje de
los cubreobjetos utilizando el medio de montaje (tipo, SIGMA). Finalmente lo
guardamos a 4°C hasta su uso.

5. ANALISIS DE LOS CULTIVOS CELULARES

Debido a la variabilidad en el numero de células en cultivo y para
homogeneizar los resultados, usamos como parametro comparable el nimero
de células positivas para cada inmunohistoquimica con respecto del total de

células por campo microscopico, siendo esta relacién expresada en porcentaje.

5.1) Estudio del indice de muerte celular programada (IMCP):

conteo de muerte celular

Para determinar el dafio sufrido por las células tanto por las técnicas de
cultivo en inmunohistoquimicas como debido a cada condicion experimental,
hemos valorado la apoptosis mediante la técnica de T.U.N.E.L. visualizada

mediante un microscopio confocal (Zeiss LSM-310).

Para valorar el indice de muerte celular programada (IMCP) en cada
condicion experimental, contamos con 12 muestras distintas de al menos 3
experimentos diferentes.
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En cada caso hicimos un recuento del numero de células

neuroepiteliales marcadas (ver Fig.14) analizando 20 campos microscopicos

elegidos al azar por cada muestra.

Fig. 14. Células T.U.N.E.L. positiva (2) y T.U.N.E.L. negativa (1)

5.2) Estudio de la proliferaciéon celular: Conteo de mitosis

Para valorar la proliferacion celular en cada condicion experimental,
contamos con 12 muestras distintas de al menos 3 experimentos diferentes por
cada disefio experimental. Con el fin de determinar la variacion en el patrén de
sintesis de DNA realizamos un recuento del niumero de células neuroepitelialies
cuyo nucleo resulté marcado con anticuerpo anti-BrdU (considerandose a dicha

célula como positiva en este caso) respecto del total de células en cada campo.

Con ayuda de un microscopio optico Nikon Microphot-FXA y, empleando
en todos los casos la misma magnificacion (10X) para la obtencién de cada
campo, procedimos al recuento de nucleos tefiidos considerados como

positivos.
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De este modo hicimos un recuento del numero de células
neuroepiteliales positivas para BrdU (ver Fig.15) en cada uno de los 40 campos
microscoépicos elegidos al azar por cada muestra.

Fig. 15. Células BrdU positiva (1) y BrdU negativa (2)

5.3) Estudio de la diferenciacion celular: Conteo de células -l

Tubulina positivas

Para la identificacion de las células B-IlI-Tubulina positivas y al igual que
en el caso anterior, hemos obtenido imagenes tomadas con un microscopio
optico Nikon Microphot-FXA, empleando en todos los casos la misma

magnificacién (10X).

Para valorar la diferenciacién celular en cada condicion experimental,

contamos con 12 muestras distintas de al menos 3 experimentos diferentes.

En el analisis cuantitativo, se consideraron positivas aquellas células que

presentaban un ndcleo negativo rodeado por un citoplasma positivo.
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Asi en este caso hicimos un recuento del numero de células
neuroepiteliales marcadas con B-lll-Tubulina en su citoplasma (ver Fig.16),

analizando 40 campos microscopicos elegidos al azar por cada muestra.

Fig. 16. Células B-IlI-Tubulina positiva (2) y -1lI-Tubulina negativa (1)

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 66

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Resultados

RESULTADOS

Para valorar las diferencias de comportamiento de las células de
mesenceéfalo procedente de embriones de ratén de 11.5 dias de gestacion
cultivadas bajo las tres condiciones experimentales musica, ruido y silencio,
gue hemos definido previamente en material y métodos, planteamos el

siguiente disefio experimental.

1. COMPORTAMIENTO CELULAR TRAS EXPOSICION A
MUSICA, RUIDO O SILENCIO DURANTE 24 O 72 HORAS

Tomando como referencia los datos que comentaremos en los sucesivos
apartados, hemos planteado un estudio de duracion variable de 24 y 72 horas
para determinar si existe influencia en los resultados segun sea el tiempo de
aplicacion del estimulo tomado, sin tener en cuenta la posible transmision de

sonidos o vibraciones a través de la camara de cultivo.

Para el estudio del comportamiento celular nos basamos en los tres
pardmetros descritos en material y métodos, es decir, supervivencia celular
(valorada con la técnica de T.U.N.E.L.), replicacién celular (valorada con la
técnica de detecciéon de BrdU inmunohistoquimicamente) y la diferenciacion

neuronal temprana (medida por la expresion de B-llI-Tubulina).

Dado que hemos encontrado diferencias significativas en funcion de la
duracion del estimulo, comentaremos por separado los resultados a 24 y 72

horas, realizando una valoracion conjunta posteriormente.
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1.1) indice de muerte celular (T.U.N.E.L.) a las 24 y 72 horas de

exposicion a musica, ruido o silencio

1.1.1) indice de muerte celular (T.U.N.E.L.) 24 horas

A las 24 horas de cultivo, la supervivencia celular medida por la técnica
de T.U.N.E.L., que marca las células que entran en apoptosis, revela la
existencia de un considerable nimero de células marcadas en todas las
condiciones de cultivo (ver Fig. 1, 2 y 3), variando el % de dichas células entre
el 35% y el 50% de las células cultivadas.

Sin embargo el andlisis estadistico, ANOVA (ver Tabla 1), sefiala que las
diferencias que se pueden apreciar en el Gréafico 1 entre las distintas
condiciones experimentales no son significativas (p> 0'05). Este resultado
indica que en las fases tempranas de cultivo se da una inducciéon de la muerte
celular inespecifica debida posiblemente a la manipulacion del tejido o la

adaptacion de las células a su nuevo entorno.
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indice de Muerte Celular Exp 24 h
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Gréafico 13. indice de muerte celular tras 24 horas de exposicion a musica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS
No. of subjects: 125
No. of groups: 3

Group N
1 silencio 43
2 ruido 46
3 musica 36
df between 2
P= 0,0953

Tabla 6. Anova de las diferencias en el indice de muerte celular tras 24 horas de exposicién a masica,
ruido o silencio con p > 0’05
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Fig. 17. 24h T.U.N.E.L. Musica
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Fig. 2. 24h T.U.N.E.L. Ruido
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Fig. 3. 24h T.U.N.E.L. Silencio
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1.1.2) indice de muerte celular (T.U.N.E.L.) 72 horas

La exposicion del cultivo a las mismas condiciones experimentales pero
durante un periodo mayor de tiempo (72 horas) revela la existencia cambios
significativos respecto de los cultivos cortos (ver Tabla 2 y Fig. 4, 5y 6).

En términos generales el nimero total de células apoptéticas detectado
por la técnica de T.U.N.E.L. en cultivos de 72 horas disminuye con respecto a
los cultivos de 24 horas (como se aprecia en el Gréfico 2). Mientras que en el
estudio a 24 horas el promedio de células apoptoticas por campo esta en torno
al 50%, a las 72 horas se reduce hasta un 35%. Por otra parte, el nUmero de
células apoptoticas en los cultivos expuestos a musica presenta una drastica
reduccion con respecto a las células expuestas a ruido y silencio, llegando a
ser de casi el 50% con respecto del silencio, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. En cuanto a la condicion de ruido, como
estimulo sonoro, no se aprecian diferencias significativas con respecto del

silencio en el nimero de células apoptéticas (ver Grafico 2 y Tabla 2).

En conclusion, las células cultivadas segun la técnica descrita parecen
sufrir un proceso de adaptacién al medio (como se aprecia en el estudio a 24
horas) tras el cual el porcentaje de muerte celular inespecifica (no causada por
las condiciones experimentales) disminuye. Transcurrido dicho periodo de
adaptacion, los datos revelan que la musica como estimulo fisico aplicado a las
células mesencefélicas en cultivo mejora significativamente la supervivencia
celular con respecto a las condiciones de silencio y ruido. Por el contrario, el
estimulo sonoro no organizado (ruido) no ejerce efectos positivos sobre la

supervivencia celular.
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Grafico 14. indice de muerte celular tras 72 horas de exposicién a musica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: | 162
No. Of groups: |3
Group [N
1 silencio |63
2 ruido 49
3 musica |50
df between 2
P= 0,0032 | <-- significant
Posthoc results | (Bonferroni-Holm)
Group 1 | Group 2 | Result P Adj. Alpha
1 silencio | musica |significant | 0,0012|0,0167
2 ruido musica |significant | 0,0086 | 0,025
3 silencio | ruido NS 0,6494 | 0,05

Tabla 7. Anova de las diferencias en el indice de muerte celular tras 72 horas de exposicion a musica,
ruido o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra que las diferencias significativas se
dan entre silencio-musica y ruido-musica

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico

74

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Resultados

Fig. 20. 72h T.U.N.E.L. Musica
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Fig. 21. 72h T.U.N.E.L. Ruido
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Fig. 22. 72 h T.U.N.E.L. Silencio
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1.2) indice de replicacion celular a las 24 y 72 horas de exposicién a

musica, ruido o silencio

1.2.1) indice de replicacion celular 24 horas

Para comprobar si la influencia que hemos detectado de los estimulos
sonoros sobre el proceso de supervivencia celular se corresponde también con
una influencia sobre otros procesos celulares activos, como la replicacion y la
diferenciacion celular, hemos valorado la capacidad de replicacion de las
células mesencefalicas en cultivo mediante la incorporacion de BrdU que indica
la sintesis activa de DNA (ver Fig. 7, 8 y 9). Como hemos comentado en el
capitulo de material y métodos (ver material y métodos apartado “5.2)") no
valoramos la intensidad del marcaje sino el niumero de células que incorporan
en sus nucleos una cantidad apreciable de BrdU. Como puede observarse en
el Grafico 3, a las 24 horas de cultivo las células expuestas a la condicion de
silencio revelan un nivel de BrdU que consideramos como referencia o control
para las distintas condiciones experimentales desarrolladas. En el Grafico 3 se
puede apreciar asi mismo que la aplicacion de masica a éste cultivo incrementa
notablemente (en torno al 14%) el nimero de células BrdU positivas con
respecto a los cultivos en la condicion de silencio, siendo el incremento
estadisticamente significativo (ver Tabla 3). Por otra parte llama la atencion el
hecho de que la aplicacion de un sonido (que hemos definido como “ruido”)
similar en parametros pero “desorganizado”, provoca un significativo descenso
(ver Tabla 3) en el nimero de células BrdU positivas cercano al 33% con

respecto a la condicién control silencio.
De estos datos se desprenden dos conclusiones:

12 La muasica como estimulo fisico es capaz de activar la replicaciéon de las
células mesencefalicas en cultivos cortos de 24 horas.
22 Un estimulo sonoro comparable en pardmetros a la muasica pero
“desorganizado”, no sélo no ejerce dicho efecto activador de la replicacion sino

gue parece inhibir, al menos parcialmente, la replicacion en éstas células.
Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 78

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Resultados

indice de Replicacién Celular 24h
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Gréfico 15. Indice de replicacion celular tras 24 horas de exposicion a musica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: | 333
No. of groups: |3
Group N
1 silencio 112
2 ruido 111
3 musica 110
df between 2
P= 8,34E-01 <-- significant
Posthoc results | (Bonferroni-Holm)
Group 1 Group 2 | Result P Adj. Alpha
1 ruido musica |significant |2,45E+01 |0,0167
2 silencio ruido significant | 2,68E+09 |0,025
3 silencio musica |significant |0,0008 0,05

Tabla 8. Anova de las diferencias en el indice de replicacion celular tras 24 horas de exposicion a musica,
ruido o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas entre las tres
condiciones: ruido-musica; silencio-ruido; silencio-musica
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Fig. 23. 24h BrdU Mdusica
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Resultados

Fig. 24. 24h BrdU Ruido
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Fig. 25. 24h BrdU Silencio
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1.2.2) indice de replicacion celular 72 horas

La valoracion del efecto activador de la replicacion celular a las 72 horas
de cultivo demuestra, como se puede apreciar en el Grafico 4, que la muasica
incrementa el nimero de ndcleos positivos con respecto al silencio, no siendo
la diferencia significativa en éste caso. Sin embargo persiste una disminucion
significativa en cuanto al nimero de nucleos positivos para BrdU en la

condicion de ruido respecto a la de silencio (ver Tabla 4 y Fig. 10, 11y 12).

Tomado en su conjunto, el analisis de replicacion celular medido por la
incorporacion de BrdU indica que la musica como estimulo fisico es capaz de
incrementar el nivel de replicacion de las células en cultivo ejerciendo un efecto
mitogénico especifico. Esta capacidad mitogénica parece ser transitoria ya que,
segun nuestros datos, este incremento es evidente y significativo en las
primeras 24 horas de cultivo, no siendo asi a las 72 horas de cultivo. En la
condicion de ruido se aprecia una significativa inhibicion de la replicacion
celular tanto a 24 como a 72 horas con respecto a la condicién control de
silencio, lo que sugiere que este tipo de estimulo sonoro inhibe el normal

comportamiento mitogénico de estas células.
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Gréfico 16. indice de replicacion celular tras 72 horas de exposicion a musica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: 416
No. of groups: 3
Group N
1 silencio | 147
2 ruido 133
3 musica | 136
df between 2
P= 1,57E+08 | <-- significant
Posthoc results (Bonferroni-Holm)
Group 1 | Group 2 Result P Adj. Alpha
1 ruido musica significant | 3,95E+06 0,0167
2 silencio |ruido significant | 0,0003 0,025
3 silencio | musica NS 0,3371 0,05

Tabla 9. Anova de las diferencias en el indice de replicacion celular tras 72 horas de exposicidon a musica,
ruido o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas entre ruido-

musica y silencio-ruido
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Resultados

Fig. 26. 72h BrdU Mdsica. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales de
células expuestas a musica marcadas con BrdU, en este caso descartadas en el conteo
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. 9
v i <

% T i

Fig. 27. 72h BrdU Ruido. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales de células
expuestas a ruido marcadas con BrdU
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Fig. 28. 72h BrdU Silencio. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales de
células en la condicion control marcadas con BrdU
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1.3) indice de neurogénesis celular a las 24 y 72 horas de

exposicion a musica, ruido o silencio

1.3.1) indice de neurogénesis celular 24 horas

En el caso de la valoracion del grado de diferenciacién neuronal de las
células mesencefdlicas medida mediante la deteccion de B-IlI-Tubulina,
nuestros resultados demuestran (ver Grafico 5) que transcurridas 24 horas de
cultivo existe un incremento en el numero de células B-llI-Tubulina positivas
expuestas a la condicion de musica. Dicho incremento, segun la valoracion
estadistica realizada, es significativo con respecto a la condicién control de

silencio (ver Tabla 5).

Por otra parte llama la atencion la notable y significativa disminucion de
células B-1lI-Tubulina positivas en los cultivos expuestos a la condicion de ruido
con respecto tanto a los expuestos al silencio como a la musica (ver Tabla 5y
Fig. 13, 14y 15).

Resulta también relevante la semejanza de estos datos con los descritos
para BrdU en 24 horas, lo que parece indicar un comportamiento similar de los

dos procesos celulares activos.
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indice de Neurogénesis Celular 24h
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Gréfico 17. Indice de neurogénesis celular tras 24 horas de exposicion a misica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS
No. of subjects: | 331
No. of groups: |3
Group N
1 silencio 104
2 ruido 110
3 musica 117
df between 2
P= 5,560E+07 | <-- significant

Posthoc results | (Bonferroni-Holm)

Group 1 |Group 2 Result P Adj. Alpha
1 ruido musica significant 1,28E+07 0,0167
2 silencio ruido significant | 0,0075 0,025
3 silencio musica significant | 0,0077 0,05

Tabla 10. Anova de las diferencias en el indice de neurogénesis celular tras 24 horas de exposicion a
musica, ruido o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas entre
las tres condiciones experimentales: ruido-musica; silencio-ruido; silencio-musica
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Fig. 29. 24h B-llI-Tubulina Mdsica
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Fig. 30. 24h B-llI-Tubulina Ruido
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Fig. 31. 24h B-llI-Tubulina Silencio
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1.3.2) indice de neurogénesis celular 72 horas

La valoracion de la expresion de B-IlI-Tubulina en los cultivos a 72 horas
(ver Gréfico 6) revela que el efecto activador de la neurogénesis ejercido por la
musica a las 24 horas decae notablemente, apreciandose un ligero incremento
con respecto al efecto en la condicion de silencio, que no resulta ser
estadisticamente significativo. Sin embargo, si persiste la disminucion en el
namero de células B-1ll-Tubulina positivas en los cultivos expuestos a ruido con
respecto a la otras dos condiciones experimentales (ver Fig. 16, 17, y 18)
siendo dicha disminucion estadisticamente significativa (ver Tabla 6).

Tomando en conjunto estos resultados, podemos afirmar que en el
modelo biolégico empleado, la musica como agente fisico ejerce una influencia
en el comportamiento de las células precursoras de cerebro embrionario
activando la neurogénesis. Este efecto es, por otra parte, mucho mas evidente
en las exposiciones cortas, como son los cultivos a 24 horas, que en las largas,
72 horas. Asi mismo llama la atencion el hecho de que el ruido como agente
fisico provoque una significativa disminucion de la neurogénesis, éste efecto es
ademas mantenido tanto a las 24 como a las 72 horas, por lo que parece ser

un efecto permanente.
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Gréfico 18. Indice de neurogénesis celular tras 72 horas de exposicién a musica, ruido o silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: | 468

No. of groups: |3

Group N
1 silencio 158
2 ruido 158
3 musica 152
df between 2
P= 2,74E+08 | <-- significant!

Posthoc results | (Bonferroni-Holm)

Group 1 |Group 2 Result P Adj. Alpha
1 ruido musica significant 1,03E+08 0,0167
2 silencio ruido significant | 0,0001 0,025
3 silencio musica NS 0,4299 0,05

Tabla 11. Anova de las diferencias en el indice de neurogénesis celular a las 72 horas de exposicién a
musica, ruido o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas entre
ruido-mausica y silencio-ruido
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Fig. 32. 72h B-lll-Tubulina Mdsica. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales
de células expuestas a musica marcadas con B-llI-Tubulina descartadas, en este caso, en el conteo
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Fig. 33. 72h B-llI-Tubulina Ruido. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales de
células expuestas a ruido marcadas con B-IlI-Tubulina, en este caso, descartadas en el conteo
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Fig. 34. 72h B-llI-Tubulina Silencio. Las dos fotos de la parte inferior muestran agrupaciones ocasionales
de células expuestas a silencio marcadas con B-llI-Tubulina

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la masica como agente fisico 97
sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en culfivo”. Neysa Navarro Fernandez



Resultados

1.4) Comportamiento celular a las 24 y 72 horas de exposicién a

musica, ruido o silencio: valoracion final

Finalmente, la valoracion del comportamiento celular en su conjunto
sugiere que las células del mesencéfalo embrionario cultivadas “in Vitro”
responden de forma especifica a los estimulos sonoros modificando su

comportamiento.

De un lado, la musica ejerce un efecto permanente mejorando la
supervivencia celular y un efecto agudo, pero transitorio, sobre los procesos de
replicacion y diferenciacion en sentido neuronal. Mientras que, por otro lado, el
ruido no parece ejercer una influencia sobre la supervivencia celular y sin
embargo, si que ejerce un efecto claramente negativo tanto sobre la replicacion
como sobre la diferenciacion de los precursores neurales. Dicho efecto es

mantenido en el tiempo.

2. COMPORTAMIENTO CELULAR TRAS EXPOSICION A MUSICA, RUIDO
O SILENCIO DURANTE 24 HORAS CON VIBRACION VERSUS SIN
VIBRACION

El disefio experimental que hemos planteado implica la utilizacion de un
espacio de cultivo celular cuyas paredes y soportes son de estructura metalica
y es en su interior donde se genera el estimulo sonoro correspondiente. Frente
a esto nos cuestionamos el hecho de que, teniendo en cuenta que el soporte
del cultivo celular esta en contacto con esta superficie de la camara de cultivo,
la vibracion generada por la estructura metélica puede ejercer una influencia en
el comportamiento celular distinta de la del estimulo sonoro transmitido

exclusivamente por via aérea.
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Para tratar de resolver ésta cuestion hemos realizado una serie de
experimentos complementarios con cultivos de 24 horas en los que, tal y como
se describe en el capitulo de material y métodos (apartado “3.2)"), las placas de
cultivo celular se aislan de la estructura metalica mediante un material
absorbente de vibraciones que evita la trasmisién mecanica de las mismas al

cultivo celular.

2.1) indice de muerte celular (T.U.N.E.L.) con y sin vibracion

Nuestros resultados indican que existe una disminucion en el indice de
muerte celular particularmente evidente y estadisticamente significativa al
atenuar la vibracién cuando el estimulo aplicado es la muasica (ver Gréfico 7).
Como puede apreciarse en el mismo grafico, en el caso del ruido existe una
disminuciéon discreta, aunque también significativa (ver Tabla 7), de células
apoptéticas cuando eliminamos el componente vibratorio. En cuanto a la
condicion de silencio, tanto si estan sometidas a vibracibn como si no, no hay
diferencias en el numero de células que entran en apoptosis (ver Grafico 7 y
Tabla 7).

Estos datos indican que, aunque no parece existir una variacion
sustancial en la muerte celular debida a la transmisién de sonido por vibracion
a través de las paredes de la camara de cultivo, en condiciones de silencio y de
ruido, si se observa una mejora evidente en la supervivencia celular cuando el
estimulo musical esta desprovisto de vibraciones mecanicas (ver Fig. 19 a 24).
De ello cabe deducir que el hecho de que exista una trasmisiébn mecanica
afiadida a la transmisién aérea del estimulo sonoro afecta a la supervivencia

celular al menos en las fases iniciales del cultivo.

Con esto podemos deducir que la musica podria tener un potencial de
mejora de la supervivencia celular mucho mayor del que hemos comentado
previamente y que no llegaria a desarrollar debido al efecto concomitante de la

vibracion de la camara de cultivo.
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Gréfico 19. indice de muerte celular tras exposicién a musica, ruido o silencio con y sin vibracion

T-Student

Musica con vibraciéon versus sin vibracion p= 0'043 (p<0’05)
significativo

Ruido con vibracién versus sin vibracién p= 0'033 (p<0’05)
significativo

Silencio con vibracion versus sin vibracién p= 0'737 (p>0'05)
NS

Tabla 12. T-Student de las diferencias en el indice de muerte celular en condiciones de musica, ruido o
silencio con y sin vibracion: muestra diferencias significativas entre ruido con y sin vibracion y musica con
y sin vibracion
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Fig. 35. Con Vibracion T.U.N.E.L. Musica

Fig. 36. Sin Vibracion T.U.N.E.L. Musica
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Fig. 37. Con Vibracion T.U.N.E.L. Ruido

Fig. 38. Sin Vibracion T.U.N.E.L. Ruido
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Fig. 39. Con Vibracion T.U.N.E.L. Silencio

Fig. 40. Sin Vibracion T.U.N.E.L. Silencio
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2.2) Replicacion celular cony sin vibracion

El estudio del indice de replicacion celular por incorporacion de BrdU en
las células cultivadas (ver Fig. 25 a 30) demuestra que, en la condicion de
musica, se aprecia una ligera caida en el nimero de células BrdU positivas al
eliminar la vibracion, aunque la significatividad no es muy marcada (ver Tabla
8).

En el caso de la condicion de ruido, se aprecia una diferencia
significativa con y sin vibracion de forma que al eliminar la vibracion se reduce

la caida de la replicacion celular que se daba con vibracion.

Por otro lado, al igual que sucedia con la muerte celular, no existen

diferencias en la condicién de silencio con y sin vibracion (ver Grafico 8).

La variabilidad de los datos aqui presentados no nos permite hacer una
valoracion taxativa de la influencia que la vibracién afiadida de la camara de
cultivo esta ejerciendo sobre la replicacion celular. Sin embargo, dada la
contradiccion entre los resultados en las condiciones de ruido y musica, la
impresion general es la de que no existe una influencia valorable sobre el
proceso de replicacion celular en funcion de dicha vibracion en la cAmara de

cultivo.
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Gréfico 20. indice de replicacion celular tras exposicién a musica, ruido o silencio con y sin vibracion

T-Student

Musica con vibracion versus sin vibracién p= 0'011 (p<0’05)

significativo

Ruido con vibracién versus sin vibracién p=
significativo

0'001 (p<0'05)

Silencio con vibracién versus sin vibracion p=

NS

0’572 (p>0'05)

Tabla 13. T-Student de las diferencias en el indice de replicacion celular en condiciones de musica, ruido
o silencio con y sin vibracion: muestra diferencias significativas entre ruido con y sin vibracion y musica
con y sin vibracion
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Fig. 41. Con Vibracion BrdU Musica

Fig. 42. Sin Vibracion BrdU Musica
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Fig. 44. Sin Vibracién BrdU Ruido
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Fig. 45. Con Vibracion BrdU Silencio

Fig. 46. Sin Vibracion BrdU Silencio
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2.3) Neurogénesis cony sin vibracién

Por ultimo, el estudio de la diferenciacion neuronal con B-1ll-Tubulina (ver
Fig. 31 a 36) indica que en ninguna de las tres condiciones experimentales
existe una diferencia significativa entre el cultivo con y sin vibracion (ver Grafico
9). Como conclusién general podemos deducir que, mientras que la vibracién
de la camara de cultivo si parece afectar al mecanismo de supervivencia
celular, no apreciamos una clara influencia sobre los otros dos mecanismos
celulares valorados, replicacion y neurogénesis, a los que podriamos
considerar como mecanismos celulares activos. Esto avala los resultados

comentados en capitulos anteriores.

Neurogénesis 24h Con y Sin Vibracion
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Gréfico 21. indice de neurogénesis celular tras exposicion a masica, ruido o silencio con y sin vibracion

T-Student

Musica con vibracién versus sin vibracion p= 0'463 (p>0'05) NS

Ruido con vibracion versus sin vibraciéon p= 0'989 (p>0'05) NS

Silencio con vibracién versus sin vibracion p=1 (p>0’'05)NS

Tabla 14. T-Student de las diferencias en el indice de neurogénesis celular en condiciones de musica,
ruido o silencio con y sin vibracion: no muestra diferencias significativas entre ninguna de las condiciones

experimentales
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Fig. 48. Sin Vibracion B-lll-Tubulina Musica
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Fig. 49. Con \ﬁbraci;’)n B-III;;I'ubuIina Ruido

Fig. 50. Sin Vibracion p-llI-Tubulina Ruido
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Fig. 51. Con Vibracion B-lll-Tubulina Silencio

o/

Fig. 52. Sin Vibracion B-lll-Tubulina Silencio
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3. VALORACION DE COMPONENTES BASICOS DE LA MUSICA SOBRE EL
COMPORTAMIENTO CELULAR

Dado que el estimulo musical elegido para nuestro estudio es una
sinfonia musical compleja en la que intervienen los distintos componentes de la
musica, nos hemos planteado como complemento de nuestro estudio valorar si
los efectos que la musica tiene sobre el comportamiento de las células
epiteliales del cultivo in Vitro son una propiedad inherente a la masica en su
conjunto, o bien si pueden deberse a alguno de sus componentes en particular.
Debido a la complejidad de este estudio y las multiples variables posibles

decidimos elegir el elemento mas simple de la musica, como es el pulso.

Como ya hemos comentado en el apartado de material y métodos, hemos
empleado el pulso reproduciéndolo de dos maneras diferentes, como golpe (al

que hemos denominado “pulso”) y como nota (“pulso nota”).

3.1) Indice de muerte celular (T.U.N.E.L.) con pulso, pulso nota o

silencio

El Gréfico 10 muestra como el porcentaje de células apoptoticas en cultivo
es similar en la condicion de Pulso Nota y Silencio, aunque se detecta una
llamativa disminucion en el niumero de células al exponer al cultivo a la
condicion de Pulso, diferencia que es estadisticamente significativa con
respecto a los otros dos parametros (ver Tabla 10 y Fig. 37). De estos datos se
desprende que el efecto potenciador de la supervivencia celular que hemos
detectado en los experimentos previos por parte de la musica podria radicar en
alguno de sus componentes basicos como es el pulso. Curiosamente podria

ser debido al pulso generado de la forma “mas simple”, con un golpe.
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Sin embargo, dos hechos permanecen si aclarar:

Uno de ellos es que el efecto activador de la supervivencia celular
generado por el pulso se manifiesta en el periodo de 24 horas, lo que no

ocurria con la exposicién a musica.

Por otra parte sé6lo obtenemos dicho efecto con el pulso-golpe y no con
el pulso-nota, en el que influyen otras cualidades del sonido (timbre y altura).

De estos datos podemos inferir que el efecto de la muasica sobre la
supervivencia celular puede radicar en algun componente de la musica
individualizado, y que este componente podria deberse a uno de sus elementos

mas simples, como es el pulso.

Esto apoya nuestra hipotesis inicial de que la musica puede ejercer un
efecto sobre los seres vivos actuando como un agente fisico. No obstante,
estas Ultimas observaciones necesitan de estudios mas profundos para ser

consideradas como conclusiones definitivas.
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Gréfico 22. Indice de muerte celular tras exposicién a pulso, puslo-nota y silencio

ANOVA RESULTS
No. of subjects: 46
No. of groups: 3
Group N
1 silencio |10
2 Pulso 20
Pulso
3 Nota 16
df between 2
P= 0,0006 <-- significant!
Posthoc results (Bonferroni-Holm)
Adj.
Group 1 | Group 2 Result P Alpha
1 Pulso Pulso Nota |significant | 0,0002 0,0167
2 silencio | Pulso significant | 0,0028 0,025
3 silencio | Pulso Nota | NS 0,6947 0,05
Tabla 15. Anova de las diferencias en el indice de muerte celular tras 24 horas de exposicion a pulso,

pulso nota o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas entre las
condiciones experimentales: pulso-pulso nota y silencio-pulso
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T.U.N.E.L. Pulso

e

T.U.N.E.L. Pulso Nota

T.U.N.E.L. Silencio

Fig. 53. TUNEL con Pulso, Pulso Nota y Silencio
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3.2) Replicacion celular con pulso, pulso nota o silencio

Respecto a la influencia que ejerce la musica sobre aspectos activos del
comportamiento celular como es la replicacion celular (ver Fig. 38.), el mismo
abordaje experimental que en el caso anterior demuestra que tanto el pulso
como el pulso nota no ejercen variaciones significativas (ver Grafico 11 y Tabla
11) en cuanto al comportamiento replicativo de estas células, que se mantiene
a nivel basal (similar al del silencio). Dado que, como hemos demostrado
previamente, la masica si que activa la replicacion celular a las 24 horas de
cultivo, podemos concluir que dicho efecto activador no se deberia a su

componente basico, pulso.

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 117

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Resultados

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

PULSO

PULSO NOTA

Replicacion Celular Pulso - Pulso Nota

SILENCIO

@ % Positivas

Gréfico 23. Indice de replicacion celular tras exposicion a pulso, puslo-nota y silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: 134
No. of groups: 3
Group N

1 silencio 24
2 pulso 49
3 pulso nota 61
df between 2

P= 0,7273 (p>0’05) NS

Tabla 16. Anova de las diferencias en el indice de muerte celular tras 24 horas de exposicién a pulso,
pulso nota o silencio: p > 0’05
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BrdU Pulso

BrdU Pulso Nota

BrdU Silencio

Fig. 38. BrdU con Pulso, Pulso Nota y Silencio
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3.3) Neurogénesis con pulso, pulso nota o silencio

Por ultimo, el mismo disefio experimental valorado mediante la expresion de
B-1I-Tubulina (ver Fig. 39.) revela datos significativos (ver Grafico 12 y Tabla
12).

En primer lugar, ambas condiciones de pulso generan un numero
significativamente mayor de células B-IlI-Tubulina positivas con respecto a la
condicion de silencio. Este incremento es particularmente evidente en la

condicion de pulso-nota.

Estos datos sugieren que el componente esencial de la musica e inherente
a ella como es el pulso, ademas de contribuir a la supervivencia celular, parece

estar relacionado significativamente con la activacion de la neurogénesis.

Estos datos vienen a apoyar también la interpretacion de que los efectos de la
musica sobre el comportamiento de los seres vivos dependen de factores
basicos de la estructura musical, sugiriendo que puede tratarse de un

fendmeno fisico basado en las ondas sonoras.
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Neurogénesis Pulso - Pulso Nota

70%
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0%
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PULSO NOTA

SILENCIO

@ % Positivas

Grafico 24. Indice de neurogénesis celular tras exposicion a pulso, puslo-nota y silencio

ANOVA RESULTS

No. of subjects: 115
No. of groups: 3
Group N
1 silencio 22
2 pulso 40
3 Pulso Nota |53
df between 2
P= 9,56E+07 <-- significant
Posthoc results (Bonferroni-Holm)
Adj.
Group 1 Group 2 Result P Alpha
1 silencio Pulso Nota | significant | 1,54E+08 | 0,0167
2 silencio pulso significant | 0,001 0,025
3 pulso Pulso Nota | significant | 0,0066 0,05

Tabla 17. Anova de las diferencias en el indice de neurogénesis celular tras 24 horas de exposicion a
pulso, pulso nota o silencio: p < 0’05 y posthoc “Bonferroni-Holm” que muestra diferencias significativas
entre las tres condiciones experimentales: silencio-pulso nota, silencio-pulso y pulso-pulso nota
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B-lll-Tubulina Pulso

B-1ll-Tubulina Pulso Nota

B-lll-Tubulina Silencio

Fig. 55. B-1lI-Tubulina Con Pulso, Pulso Nota y Silencio
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DISCUSION

1. VALORACION GENERAL DE LOS RESULTADOS

Los resultados aportados en la presente tesis doctoral demuestran que
la masica como agente fisico, es decir como energia transmitida a través de
ondas sonoras, es capaz de inducir modificaciones especificas en el
comportamiento de precursores neuronales de cerebro de embriones de ratén,
en el sentido de mejorar la supervivencia celular, activar su replicacion y

favorecer la diferenciacion neuronal.

Una revision extensa de la bibliografia, revela que existen numerosos
estudios en los que se demuestra que las ondas sonoras de distinta
procedencia (musica, ruido, etc.) son capaces de inducir cambios especificos
en el comportamiento de células de estirpe neuronal en distintos sistemas
biologicos. Pero la mayoria de dichos estudios no demuestran la existencia de
una influencia directa sobre el comportamiento celular, sino que ésta se realiza
a través de sistemas de captacion y transmisién auditivos con mediacion de

redes o circuitos neuronales.

En la presente tesis doctoral demostramos, mediante un disefio
experimental apropiado, que existe dicha influencia directa de la musica sobre
el comportamiento de precursores neuronales. En base a estos criterios
trataremos de interpretar y contrastar nuestros resultados con los de otros
estudios, en funcion de si el efecto global de la muasica (sonido) sobre el

comportamiento celular se ejerce de manera directa o indirecta.
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2. INFLUENCIA DE LOS ESTIMULOS SONOROS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO CELULAR A TRAVES DE MECANISMOS INDIRECTOS

La mayor parte de los estudios que hemos encontrado hacen referencia
a cambios inducidos en el comportamiento celular por ondas sonoras a través

de mecanismos indirectos.

En este sentido destacan los trabajos del grupo de Wadhwa vy
colaboradores (Chaudhury et al. 2006, 2008, 2009 y Chaudhury & Whadwa
2009), que demuestran la capacidad de la musica 6 de determinados sonidos
para inducir cambios especificos en el comportamiento de las neuronas del

hipocampo.

Estos autores muestran que la aplicacion de estimulos sonoros
especificos de especie, 0 de musica, durante el periodo de desarrollo fetal del
pollo, es capaz de incrementar el flujo de calcio en las neuronas del hipocampo
mejorando su capacidad de supervivencia. A pesar de que estos datos podrian
servir de soporte a nuestros resultados como ejemplo de influencia del sonido
en el comportamiento neuronal, existe una diferencia fundamental, como ya

hemos comentado, entre este sistema experimental y el nuestro.

Mientras que en nuestro sistema la accién de las ondas sonoras
generadas por la musica se ejerce directamente sobre la célula, en los trabajos
de Wadhwa y colaboradores se presupone que la mayor parte de la influencia
es ejercida a través de la via auditiva. Esto implica un mecanismo por el cual
las ondas sonoras se trasforman en energia mecanica y posteriormente lo
hacen en potenciales eléctricos que son transmitidos por medio de
neurotransmisores, que posiblemente sean los responsables de la apertura de
los canales de calcio. Todo ello supone que el efecto ejercido sobre el
comportamiento de las neuronas del hipocampo puede ser atribuido a la

excitacion sinaptica que reciben por parte de la via auditiva.
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Estos mismos autores (Wadhwa et al. 1999) describieron que la
aplicacion de un sonido a fetos de pollo induce cambios en el nacleo auditivo,
que tiene un mayor numero de células gliales y neuronales, siendo éstas de
mayor tamafo que en los controles. Posteriormente Alladi et al. en 2002, con el
mismo disefio experimental, describen un incremento significativo de la
inmunoreactividad a la sinaptofisina y sintaxina en los nucleos magnocelular y

laminar en fetos de pollo.

En esta linea, otros estudios han demostrado que la exposicion de fetos
de distintas especies a un estimulo sonoro genera cambios especificos en el
comportamiento de las células del sistema nervioso central. Alladi et al. 2005
demuestran que la exposicién a musica o ruido mejora la supervivencia celular
de neuronas del nucleo auditivo en fetos de pollo por incremento de la proteina
anti apoptotica Bcl-2, sin embrago solo la muasica es capaz de generar un

incremento en el nimero y volumen de neuronas de este ndcleo.

Igualmente Chaudhury et al. en 2006 y Chaudhury et al. en 2008,
siguiendo la misma aproximacion experimental, detectan un incremento en el
volumen de neuronas del hipocampo que atribuyen a la capacidad del estimulo
musical para aumentar los niveles de calbindina y parvalbumina que, por su
capacidad para ligar calcio, relacionan con un incremento en el flujo intracelular
de este i6n. Estos trabajos, al igual que los anteriores, implican una serie de
elementos intermedios que no permiten atribuir una accién directa del sonido

sobre el comportamiento celular.

Otra via de influencia indirecta de la musica sobre el comportamiento
animal, en concreto sobre procesos de aprendizaje y memoria, es la descrita
por Chikahisa et al. en 2006 a través de su influencia en los niveles cerebrales
de BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), su receptor TrkB y su relaciéon

con la plasticidad sinaptica.
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Todos los estudios comentados previamente tienen como denominador
comun el establecer una relacion entre sonido y cambios en el comportamiento
celular tanto macroscépicos como funcionales y moleculares. Pero, asi mismo
y como ya hemos comentado, en todos ellos existe un elemento intermediario
como es la audicion y procesamiento cerebral del sonido recibido. El proceso
de audicion no es exclusivo del periodo postnatal, sino que se ha demostrado
gue, tanto en el periodo fetal como en el perinatal en distintas especies
animales, existe una capacidad de percepcion y respuesta a los sonidos
medioambientales a través de la via auditiva (ver revision de Querleu et al.
1998).

A pesar de que los estudios realizados en fetos podrian ser asimilables a
nuestro modelo, los datos comentados previamente sugieren que la via auditiva
también puede estar implicada como elemento intermediario. Por ello, en
nuestra opinion, dichos datos deben ser valorados como una relacion indirecta
entre el sonido como agente fisico y el comportamiento celular, aunque no

descartamos la posible existencia de un mecanismo de accion directo.

Pese a que en los comentarios anteriores se describen cambios en
mecanismos moleculares en base a la presencia de estimulos sonoros, en la
actualidad no existe un criterio claro de como el estimulo sonoro es capaz de
inducir dichos cambios. En este sentido, se ha descrito que el sonido puede
ejercer un efecto sobre el comportamiento celular a través de vias alternativas
a la via auditiva descrita previamente. Esto lo describen Conrad et al. en 2007
al detectar un incremento de hormona del crecimiento en sangre y una
disminucién de la presién sanguinea y frecuencia cardiaca en humanos
expuestos a la accion de la muasica, proponiendo asi una via de actuaciéon
neuro-hormonal. Igualmente Gesi et al. en 2002 describen en ratas un
incremento en la adrenalina y noradrenalina en la médula adrenal de estos

animales tras su exposicion a un ruido intenso.
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Otro posible mecanismo alternativo de influencia de los sonidos sobre
los organismos vivos es su efecto sobre la respuesta inmunitaria. NUfiez et al.
en 2002 demuestran que la musica es capaz de revertir el efecto adverso del
estrés optimizando la respuesta inmunolégica frente al cancer en ratones.
Igualmente Zheng y Arizumi en 2007 demuestran el efecto depresor sobre la

inmunidad humoral y celular de la exposicion crénica al ruido en ratones.

En su conjunto, estos estudios vienen a demostrar que el sonido como
agente fisico puede ejercer efectos indirectos y difusos sobre el
comportamiento celular en base a mecanismos distintos a la via auditiva-
neuronal, que podrian explicar en parte los estudios comentados en el primer
bloque de esta discusion. Y ponen ademas de manifiesto la necesidad de
clarificar la existencia de procesos directos de interaccion entre el estimulo

sonoro y el comportamiento celular.

3. INFLUENCIA DE LOS ESTIMULOS SONOROS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO CELULAR A TRAVES DE MECANISMOS DIRECTOS

Una de las principales aportaciones de la presente tesis doctoral es la
constatacion de que una fuente de energia sonora es capaz de inducir de
forma directa cambios especificos en el comportamiento de precursores

neuronales.

El disefio experimental desarrollado en esta tesis se basa en la
eliminacién de todos los mecanismos intermedios comentados en el epigrafe
anterior (transmision/trasduccion), de forma que la aplicacion del estimulo

sonoro se hace directamente sobre las células en cultivo.
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Esto nos permite afirmar que existe una capacidad de respuesta directa
a dichos estimulos, y que debe de existir algun tipo de “receptor”, especifico o
inespecifico, sensible al estimulo sonoro y capaz de influir/interferir en
mecanismos moleculares que regulan procesos tan relevantes como la

supervivencia, la replicacion o la diferenciacién de éstas células.

Existen estudios similares recogidos en la bibliografia que apoyan
nuestros resultados, como son los de De Deyne and Kirsch-Volders en 1995 y
Jones et al. en 2000, que demuestran en un sistema de fibroblastos gingivales
cultivados in Vitro que la energia acustica, en rangos similares en intensidad y
frecuencia a los empleados en nuestro modelo experimental, induce cambios
especificos en el comportamiento de esas células con un incremento de su
proliferacion. Estos datos apoyan claramente nuestra interpretacion de que la
energia acustica es capaz de incrementar de forma directa el nivel de
replicacion de determinadas células en cultivo. Estos autores interpretan que
este efecto se debe a la vibracion directa inducida por el sonido en las células
y, aunque no describen ningin mecanismo concreto, apuntan la posibilidad de
gue se produzcan cambios en la forma celular, niveles de MRNA o
mecanismos de transporte intracelular de calcio (Dyson 1987; Hansson et al.
1988; Mortimer & Dyson 1988; Pienta & Coffey 1991; Davis & Ovington 1993;
De Deyne & Kirsch-Volders 1995; Tjandrawinata et al. 1997). Estos mismos
autores dejan abierta también la posibilidad de que el estimulo sonoro sea
capaz de regular los niveles de factores de crecimiento en el entorno celular,
bien por incrementar su sintesis o por facilitar la liberacion mecanica de
determinados factores por parte de la matriz extracelular. En este sentido y
dado que nuestro grupo de investigacion ha demostrado la dependencia de
estas células, en cuanto al comportamiento mitético, de factores de crecimiento
como el FGF-2 y EFGF (Gato et al. 2005; Martin et al. 2006; Martin et al. 2009;
Gato and Desmond 2009), nos planteamos como continuacién del estudio de la
presente tesis doctoral, el detectar cambios en los niveles de
expresion/secrecion de estos factores en el medio de cultivo y de sus
respectivos receptores en los precursores neurales.
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En cuanto a las bases moleculares de la influencia de la energia
acustica en el comportamiento celular, existen referencias (Liedtke 2007) a la
existencia de receptores celulares especificos de mecanotrasduccién “trpv
(transient receptor potencial) ion channels” que han sido implicados en este

proceso, incluida la recepcion de sonidos en metazoos.

A pesar de que la identificacion de los posibles receptores celulares para
la energia sonora se escapa del objetivo de esta tesis doctoral, existen datos
bibliograficos que demuestran la existencia de dichos sistemas. En este
sentido, cabe destacar la existencia de organulos celulares especializados en
la percepcion de sonidos como es el érgano de Johnston en Drosophila. Dicho
organo se basa en el desarrollo de un sistema ciliar con una cubierta de matriz
celular especifica por parte de neuronas especializadas que, al ser estimulado
por energia sonora, induce cambios en canales iGnicos capaces de generar
potenciales de accion. Este sistema de especializacion constituye una version
primitiva, desde el punto de vista filogenético, del sistema auditivo. Sin
embargo, difiere de nuestro sistema experimental (precursores neurales) en la
necesaria presencia de organulos especializados, por lo que pensamos que no
seria éste el sistema por el cual nuestro modelo experimental esta
respondiendo a los estimulos sonoros (Gopfert and Robert 2002; Todi et al.
2004; Yack 2004; Kernan 2007; Eberl and Boekhoff-Falk 2007; Sun et al.
2009).

En base a lo anteriormente expuesto, la presente tesis doctoral
demuestra la capacidad de las células mesencefalicas de embriones de ratén
para responder directamente a la energia sonora con cambios especificos en
su comportamiento. No obstante, desconocemos los mecanismos moleculares
implicados en este efecto, lo cual estimamos oportuno sea objeto de futuras

investigaciones.
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4, LAS CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL ESTIMULO
SONORO CONDICIONAN LA RESPUESTA CELULAR

Tanto los resultados presentados en nuestra tesis doctoral como en el
estudio de Jones et al. en el 2000, demuestran que no todo estimulo sonoro es
capaz de producir similares efectos sobre el comportamiento celular.

Jones et al. 2000 demuestra que cambios en el tiempo de exposicion al
estimulo sonoro pueden provocar efectos antagonicos en el nivel de replicacion
de fibroblastos gingivales en cultivo. Nuestros resultados muestran que
cambios, no solo en el tiempo de exposicion (duracion del sonido) sino en la
organizacion armonica del estimulo o en el empleo de distintos componentes
esenciales de la musica de manera aislada, provocan diferentes respuestas

tanto en la supervivencia como en la replicacion y diferenciacion neuronal.

Todos estos datos sugieren la necesidad de estudios mas especificos
gue aborden el valorar qué tipo de estimulos sonoros son capaces de modificar

el comportamiento celular.

El estudio que hemos realizado en la presente tesis no solamente
demuestra la capacidad directa del sonido para influir en el comportamiento
celular sino que pone de manifiesto que dicha capacidad depende
selectivamente de las caracteristicas del estimulo sonoro empleado. Como
reflejan nuestros resultados, el efecto activador de la supervivencia, replicacion
y diferenciacion celular inducido por el estimulo sonoro sobre las células del
mesencéfalo embrionario en cultivo, es radicalmente distinto en funcion de las
caracteristicas del mismo. Siendo particularmente positivo el efecto de la

musica, mientras que el efecto del ruido es, en términos globales, negativo.

Esto coincide con lo expuesto en estudios previos, en los que se

demuestran diferencias significativas en el grado de influencia del ruido y de la
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musica sobre el comportamiento celular (Wadhwa et al. 1999; Alladi et al. 2005;
Chaudhury et al. 2006, 2008, 2009 y Chaudhury & Whadwa 2009). Estos datos
vienen a indicar que la clave de dicho efecto pudiera estar en el grado de
“armonia” del estimulo sonoro, ya que la diferencia fundamental entre los dos
tipos de estimulos aplicados es el grado de organizacion sonora o “armonia”.
Sin embargo no podriamos descartar la existencia de una cierta organizacion
armonica en los componentes sonoros del ruido, aunque nosotros no lo
percibamos como “armoénico”. En este supuesto, la diferencia basica entre
musica y ruido pasaria a ser la existencia de un componente especifico de la
musica que conocemos como pulso. El pulso se puede definir como la unidad
temporal basica (aun asi sub-divisible) de una obra musical, es un patron de
recurrencia regular que controla el movimiento de la musica. No existen
estudios cientificos que avalen la relacion directa entre el pulso musical y el
comportamiento celular. No obstante, Kim et al. en 2006 encuentran diferencias
similares entre el comportamiento de células del hipocampo de cerebro fetal
sometidas a influencia sonora. Estos autores describen que el ruido ejerce una
accion estresante, mediada posiblemente por los niveles de corticoesterona,
gue desemboca en un déficit de neurogénesis a nivel hipocampal. En el mismo
estudio describen un incremento en la expresion de proteinas sinapticas
inducido por la musica a nivel hipocampal y un incremento de la neurogénesis.
Estos datos en su conjunto apoyan, junto con los nuestros, que el tipo de
estimulo sonoro es un factor clave en la influencia sobre el comportamiento

celular.

En relacion con esto, en nuestro estudio hemos pretendido, dentro de
las posibilidades y limitaciones del disefio experimental, abordar el interrogante
de si el componente que distingue a la musica del ruido, el pulso, es el
responsable en esencia del efecto de la musica sobre el comportamiento de las
células neuroepiteliales. Nuestros resultados demuestran que el pulso, como
componente aislado, es capaz de ejercer una influencia directa sobre el

comportamiento celular. Dicha influencia es parcialmente asimilable a la
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influencia que ejerce la musica, ya que es capaz de activar la neurogénesis en
los cultivos de células mesencefalicas. En nuestra opinion, estos datos podrian
indicar que el efecto de la musica sobre el comportamiento celular es complejo
y aunque parcialmente pudiera deberse a su componente mas basico el pulso,
posiblemente otros elementos de la masica, o todos ellos en su conjunto,
podrian estar colaborando de manera concomitante con el pulso en estos

cambios de comportamiento.
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CONCLUSIONES

a kr 0N

El estimulo sonoro es capaz de modificar de forma directa el
comportamiento de precursores neurales embrionarios en cultivo.

El estimulo sonoro musical mejora la supervivencia celular.

El estimulo sonoro musical incrementa la replicacion celular.

El estimulo sonoro musical favorece la neurogénesis.

Existe una dependencia entre la magnitud del efecto y el tiempo de
administracion del estimulo, siendo méaxima la activacion en la
replicacion a las 24 horas mientras que, en el caso de la neurogénesis,
ésta se potencia a las 72 horas.

El efecto del comportamiento celular parece depender del grado de
organizacion armonica del estimulo sonoro. Asi, el estimulo sonoro
‘ruido” no posee la capacidad de incrementar la replicacion ni de
favorecer la neurogénesis.

Un componente basico y exclusivo del estimulo sonoro musical, como
es el pulso, es capaz de reproducir en gran medida los efectos del
conjunto del estimulo musical, sugiriendo que las propiedades de dicho

estimulo podrian radicar en componentes especificos del mismo.

La presente tesis doctoral sienta las bases de una linea de investigacion

gue deja abiertas las puertas a futuros estudios sobre la influencia de los

estimulos sonoros en los seres vivos.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor)
BrdU : 5-Bromo-2’-deoxiuridina

FBS: Suero bovino fetal

HCL: Acido clorhidrico

HS: Suero de caballo

INCYL: Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn

dH,O: Agua destilada

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagles Medium

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico (Fibroblast Growth Factor)

FGFR: Receptor de alta afinidad de FGF

FGF-2: Factor de crecimiento fibroblastico-2 (Fibroblast Growth Factor-2)
HLGAG: Receptor de baja afinidad de FGF (HeparinLlike GlycosAminoGlycan)

Leq, T: El nivel de presion sonora continuo equivalente (dB), (media energética del

nivel de ruido promediado en el intervalo de tiempo de medida)
PBS: Phosphated Buffered Saline
p.c.: Post-coitum

PFA: Paraformaldehido

Tesis doctoral: “Caracterizacion y cuantificacion de la influencia de la misica como agente fisico 134

sobre el comportamiento de células madre neurales embrionarias en cultivo”. Neysa Navarro Fernandez



Glosario de Abreviaturas

Ph: Tras la eclosion (Post Hatching)

r.p.m.: Revoluciones por minuto

S.N.A.: Sistema nervioso autbnomo

S.N.C.: Sistema nervioso central

SSC.: Citrato sddico y NaCl

T.U.N.E.L.: TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling

TrkB: Receptor B de tirosin-kinasa

Trpv: Receptor de potencial transitorio (Transient receptor potencial)

U.V.A.: Universidad de Valladolid

W.A.M.: Wolfang Amadeus Mozart
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