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RESUMO

A esquizofrenia ¢ um transtorno psiquiatrico neurodesenvolvimental, cronico e
complexo, associada a hiperatividade dopaminérgica, hipofun¢do de receptores NMDA
e estresse oxidativo. Apesar da dizocilpina (MK-801) e da anfetamina, serem as drogas
mais utilizadas em roedores para mimetizar a hipofun¢do de receptores NMDA e a
hiperatividade dopaminérgica na esquizofrenia, respectivamente, pouco se sabe sobre
seus efeitos em peixes-zebra. Assim, o objetivo principal desta tese foi investigar os
efeitos do MK-801 e da anfetamina sobre parametros comportamentais € neuroquimicos
em peixes-zebra. Primeiramente, foi realizada uma revisdo da literatura cientifica,
integrando os estudos sobre os efeitos de antagonistas de receptores NMDA em
parametros comportamentais com relevancia para a esquizofrenia nessa espécie. Foram
identificados 44 artigos que atenderam aos critérios de inclusdo, a partir de 590 artigos
selecionados nas bases de dados MEDLINE (PubMed) e Web of Science. O MK-801 ¢
a cetamina foram utilizados em 29 e 10 estudos, respectivamente. O uso de outros
antagonistas de receptor NMDA, como a fenciclidina, &4cido DL-2-amino-5-
fosfonopentandico (APV), memantina e tiletamina, foi descrito em 6 estudos. Achados
frequentemente relatados sdo déficits de interacdo social e de memoria induzidos por
MK-801, e alteracdo do comportamento circular induzida pela cetamina. No entanto,
resultados divergentes foram descritos para varios parametros locomotores e
exploratorios. Portanto, na segunda etapa dessa tese, foram realizados experimentos com
o objetivo de comparar os efeitos do MK-801 e da anfetamina sobre pardmetros
comportamentais € neuroquimicos em peixes-zebra. Os animais foram expostos a MK-
801 (1, 5 e 10 uM) ou anfetamina (0,625, 2,5 ¢ 10 mg/L) e avaliados em testes de
atividade locomotora e comportamento social; parametros oxidativos foram
quantificados em tecido encefalico. O MK-801 diminuiu a interacdo social, um efeito
semelhante aos sintomas negativos da esquizofrenia, e alterou a locomog¢ao de forma
dependente de contexto, induzindo hiperatividade quando os peixes foram testados na
presenca de pistas sociais e hipoatividade quando testados isolados. Por outro lado, a
exposicao a anfetamina ndo causou efeitos na locomog¢do € no comportamento social,
mas aumentou a peroxidacao lipidica no encéfalo. Com esse estudo concluimos que, o
MK-801 recapitulou as alteragdes comportamentais com valor translacional observadas

em roedores, corroborando com o uso de antagonistas NMDA para estudar



endofenotipos relacionados a esquizofrenia em peixes-zebra. Ainda assim, mais estudos
sdo necessarios para avaliar a validade preditiva de paradigmas pré-clinicos em peixes-

zebra e otimizar a triagem de novos tratamentos.



ABSTRACT

Schizophrenia is a chronic and complex neurodevelopmental psychiatric disorder
associated with dopaminergic hyperactivity, hypofunction of NMDA receptors and
oxidative stress. Although dizocilpine (MK-801) and amphetamine are the most
commonly used drugs in rodents to mimic NMDA receptor hypofunction and
dopaminergic hyperactivity in schizophrenia, respectively, little is known about their
effects in zebrafish. Thus, this thesis aimed to investigate and review the effects of these
drugs on the behavioral and neurochemistry of zebrafish (Danio rerio). First, we
conducted an extensive review of the scientific literature to integrate the major findings
reported in the zebrafish regarding the behavioral effects of NMDA receptor antagonists
with relevance to schizophrenia. We identified 44 research articles that met our inclusion
criteria from 590 studies retrieved from MEDLINE (PubMed) and Web of Science
databases. MK-801 and ketamine were employed in 29 and 10 studies, respectively. The
use of other NMDA receptor antagonists, such as phencyclidine (PCP), DL-2-Amino-5-
phosphonopentanoic acid (APV), memantine, and tiletamine, was described in 6 studies.
Frequently reported findings are the social interaction and memory deficits induced by
MK-801 and circling behavior induced by ketamine. However, mixed results were
described for several locomotor and exploratory parameters. Therefore, we performed a
study to compare the effects of MK-801 and amphetamine in several zebrafish
behavioral and neurochemical assays. Briefly, adult zebrafish were exposed to MK-801
(1, 5, and 10 uM) or amphetamine (0.625, 2.5, and 10 mg/L) and observed in paradigms
of locomotor activity and social behavior; oxidative parameters were quantified in brain
tissue. MK-801 decreased social interaction, an effect similar to negative symptoms of
schizophrenia, and altered locomotion in a context-dependent manner, inducing
hyperactivity when the fish were tested in the presence of social cues and hypoactivity
when tested alone. On the other hand, exposure to amphetamine had no effect on
locomotion and social behavior, but increased lipid peroxidation in the brain. With this
study, we conclude that MK-801 recapitulated the behavioral changes with translational
value observed in rodents, corroborating the use of NMDA antagonists to study
schizophrenia-related endophenotypes in zebrafish. Still, more studies are needed to
assess the predictive validity of preclinical paradigms in zebrafish and to optimize the

screening of new treatments.
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1. INTRODUCAO

1.1. Esquizofrenia

1.1.1. Epidemiologia e critérios de diagndstico

A esquizofrenia ¢ um transtorno psiquiatrico neurodesenvolvimental heterogéneo
e cronico, com prevaléncia de cerca de 1% na populagao mundial (Kahn et al. 2015).
Esse transtorno ¢ caracterizado por trés classes de sintomas, os sintomas positivos
(alucinagdes, delirios, desorganizagdo de pensamento e de discurso), os sintomas
negativos (embotamento emocional, isolamento social, anedonia e avolia) e os sintomas
cognitivos (prejuizo de fungdes executivas, déficit de atengdo e de memoria de trabalho)
(American Psychiatric Association 2013). A Tabela 1 apresenta os principais sintomas
da esquizofrenia de acordo com o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5).

Os pacientes com esquizofrenia geralmente apresentam prejuizo em varios
dominios da vida cotidiana, incluindo dificuldade de manter relacionamentos sociais e
emprego, viver de forma independente e, além disso, alguns desses déficits geralmente
persistem mesmo apOs os pacientes alcancarem a remissdo dos sintomas psicoticos
(Harvey 2014). Por causar prejuizo cronico em multiplos dominios da vida, a
esquizofrenia estd entre as 10 principais causas de incapacidade (Marder e Cannon
2019), e estima-se que a expectativa de vida dos pacientes ¢ de 15 a 20 anos menor do
que da populagao em geral (Chesney, Goodwin, e Fazel 2014; McCutcheon, Reis
Marques, e Howes 2020). Além disso, pessoas com esquizofrenia possuem um risco de
morte por suicidio 5% a 10% maior em comparacao com a populagdo em geral (Hjorthgj

et al. 2017).
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Tabela 1. Sintomas da esquizofrenia de acordo com o0 DSM-5 (American Psychiatric

Association 2013)

Sintomas

Caracteristicas dos sintomas

Delirios

Disturbios de pensamento;

Crengas fixas e irreais, ndo passiveis

de mudanga a luz de evidéncias.

Alucinagdes

Disturbios de percepcao;
Experiéncias vividas e claras,
semelhantes as percepgdes normais,
nao estando sob controle voluntario;
Podem ocorrer em qualquer
modalidade sensorial, embora as
alucinacdes auditivas sejam as mais

comuns.

Positivos Pensamento e
discurso

desorganizado

Pensamento e discurso incoerentes €
inespecificos;
Descarrilamento ou afrouxamento das

associagoes.

Comportamento
desorganizado ou

catatonico

Comportamento motor grosseiramente

desorganizado ou anormal;

Agitagdo imprevisivel;

Redugdo acentuada na reatividade ao
ambiente;

Manutengao de postura rigida,
inapropriada ou bizarra ou falta total

de respostas verbais e motoras;

Atividade motora sem proposito.

Alogia

Negativos

Diminuicao do discurso e da

comunicacao verbal.

Avolia

Reducao de atividades motivadas,

autoiniciadas e com uma finalidade.
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Anedonia

Diminui¢do da capacidade de sentir
prazer resultante de estimulos

positivos.

Expressao emocional

diminuida

Reducao na expressao de emocdes
pelo rosto;

Reducdo do contato visual e dos
movimentos das maos, da cabeca e da

face.

Isolamento social

Auséncia ou diminui¢ao no interesse

em interagdes sociais.

Cognitivos D¢éficit de atencao

Dificuldade para realizar atividades
que exigem maior atengado e
concentracao;

Dificuldade de manter a ateng¢ao por

um longo periodo de tempo.

Déficit de cognicao

social

Diminui¢do da capacidade de inferir

as inteng¢des dos outros.

Déficit de memoria

Diminui¢des de memoria declarativa;
Diminui¢des de memoria de trabalho;

Velocidade de processamento mais

lenta.

O diagnostico da esquizofrenia ¢ realizado com base na avaliagao clinica do

paciente e em critérios operacionais, geralmente baseados no DSM-5 (American

Psychiatric Association 2013) ou na Classifica¢ao Estatistica Internacional de Doencas

e Problemas Relacionados a Saude (CID) (Kahn et al. 2015). Esses critérios levam em

consideragdo a apresentacao de sintomas positivos, negativos e cognitivos, juntamente

com a duracdo em que os sintomas estdo presentes, seu efeito no funcionamento social

e ocupacional e a contribuicdo potencial de outras condi¢des psiquidtricas, como

transtorno de humor bipolar, depressdo ou abuso de substincias (Kahn et al. 2015)

(tabela 2).
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Tabela 2. Critérios diagnosticos da esquizofrenia de acordo com o DSM-5 (American

Psychiatric Association 2013).

Critério A: devem estar presentes dois ou mais dos sintomas a seguir, durante no

minimo um més. Pelo menos um dos sintomas deve ser (1), (2) ou (3):
1. Delirios

2. Alucinagoes

3. Discurso desorganizado

4. Comportamento grosseiramente desorganizado ou catatonico

5. Sintomas negativos

Critério B: O nivel de funcionamento do individuo em areas como trabalho, relacdes
interpessoais ou autocuidado estd acentuadamente abaixo do nivel alcangado antes do

inicio dos sintomas.

Critério C: Os sinais de perturbacdo persistem durante, pelo menos, seis meses.

Critério D: Outros transtornos psiquiatricos devem ser descartados.

Critério E: A perturbagdo ndo pode ser atribuida aos efeitos fisiologicos de uma

substancia ou a outra condi¢ao médica.

1.1.2. Bases neurobiolégicas

Nas ultimas décadas, diversos estudos investigaram os complexos mecanismos
neurobiolégicos da esquizofrenia, como a existéncia de possiveis assinaturas
moleculares e fatores genéticos. Outros estudos descreveram alteragdes no estado
funcional de populagdes neurais especificas e na arquitetura da comunicacao entre as
células neurais (Kahn et al. 2015). Embora alguns achados importantes tenham sido
descritos e replicados, esse transtorno ¢ caracterizado por mecanismos patofisioldgicos
e etiologicos extremamente complexos, € a compreensdo das bases neurobioldgicas da

esquizofrenia permanece limitada e incerta.

Apesar da etiologia da esquizofrenia ndo estar completamente elucidada, sabe-se
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que se trata de uma condi¢ao neurodesenvolvimental multifatorial que resulta de uma
combina¢do complexa entre fatores genéticos, ambientais e comportamentais
(Zamanpoor 2020). O neurodesenvolvimento precoce ¢ caracterizado pela migragdo
neural e formagdo de conexdes sindpticas entre os neurOnios, que continuam a se
desenvolver durante a infancia e adolescéncia. A hipdtese mais aceita atualmente ¢ de
que fatores de risco genéticos e/ou ambientais que ocorrem em estagios iniciais do
neurodesenvolvimento embrionario produzem alteragdes em circuitos neurais (Grace e
Gomes 2019; Kesby et al. 2018; McCutcheon, Krystal, e Howes 2020). Acredita-se que
essas alteragOes durante o neurodesenvolvimento tornem o encéfalo mais vulneravel a
futuros eventos de risco, geralmente na adolescéncia ou no inicio da idade adulta,
capazes de desencadear o aparecimento dos sintomas (Kahn et al. 2015; Marder e
Cannon 2019; Owen, Sawa, ¢ Mortensen 2016). Diversos fatores de risco foram
associados ao desenvolvimento da esquizofrenia, entre os principais estdo: complicacdes
pré-natais e perinatais (desnutri¢do, exposi¢ao materna a infecg¢des virais, pré-eclampsia,
parto por ceséarea), idade parental avangada, residir em ambiente urbano, migragao,
adversidades sociais, abuso fisico e psicoldgico e abuso de substancias (Kahn et al.

2015).

Os sintomas da esquizofrenia geralmente iniciam durante a adolescéncia ou inicio
da idade adulta. Além disso, uma fase prodromica pode anteceder o aparecimento dos
sintomas psicoticos em até 10 anos (Kahn e Keefe 2013). Essa fase ¢ caracterizada por
sintomas mais brandos, que muitas vezes passam despercebidos, como por exemplo leve
déficit cognitivo, ansiedade ou depressao (Kahn e Keefe 2013). Por essa razao,
geralmente os pacientes nao sao encaminhados para consulta psiquidtrica até que a
psicose se apresente na adolescéncia ou inicio da idade adulta. De fato, ¢ justamente
nesse periodo que processos fisioldgicos importantes para a maturagao cerebral ocorrem,
mediados pela poda sindptica, ou seja, a eliminagdo de sinapses desnecessarias pela

microglia (Cornell et al. 2022).

Na esquizofrenia, a poda sinaptica ocorre de forma desproporcional, resultando na
disfungdo de algumas populagdes neuronais e, provavelmente, no aparecimento dos
sintomas (Cardozo et al. 2019; Sellgren et al. 2019). Estudos em modelos animais de
esquizofrenia e em células tronco pluripotentes induzidas (IPSCs) derivadas de
pacientes, sugerem que fatores de risco genéticos e ambientais resultam em disfungdes

no funcionamento da microglia e do complexo principal de histocompatibilidade
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(MHC). Considerando que o MHC possui um papel essencial na sinalizagdo durante a
poda sinaptica, enquanto a microglia ¢ a responsavel pela eliminacdo de sinapses, essas
disfungdes resultam em uma poda sindptica disfuncional e exagerada (Sellgren et al.
2019; Cardozo et al. 2019). Assim, a poda sinaptica disfuncional, principalmente em
regides do cortex pré-frontal e hipocampo, poderia explicar as principais alteragdes

neuronais identificadas na patofisiologia da esquizofrenia.

Nesse contexto, disfungdes complexas em vias neurais GABAérgicas,
glutamatérgicas e dopaminérgicas parecem exercer um papel chave na patofisiologia da
esquizofrenia (Grace e Gomes 2019; McCutcheon, Krystal, e Howes 2020). Estudos pré-
clinicos e clinicos sugerem que os sintomas psicoOticos surgem da hiperatividade
dopaminérgica em regides encefalicas subcorticais, mais especificamente na via que se
projeta da area tegmental ventral (VTA) para o estriado associativo (Kesby et al. 2018;
McCutcheon et al. 2018). Estudos post-mortem em encéfalo de pacientes e estudos em
modelos animais (Krystal et al. 1994; Mohn et al. 1999; Weickert et al. 2013)
demonstraram que ha uma funcdo aberrante dos interneuronios GABA¢érgicos fast-
spiking positivos para parvalbumina, acompanhado por um déficit funcional de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) que sdo expressos na membrana desses
interneurdnios, o que leva a alteragdes do equilibrio de excitagao-inibicdo em areas
corticais e subcorticais, resultando em hiperativagdo dopaminérgica (Insel 2010;
Korotkova et al. 2010; Cabungcal et al. 2013; Hardingham e Do 2016; Konradi et al.
2011).

A Figura 1 apresenta os principais fatores e caracteristicas associados a

patofisiologia da esquizofrenia.
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Estresse oxidativo

Poda sinaptica Hiperatividade
disfuncional dopaminérgica

Cortex Pré-frontal

Hipocampo

Disfuncao de
interneuronios
GABAérgicos de
parvalbumina

Neuroinflamagao

Hipofuncdo de
receptores NMDA

Figura 1. Principais fatores associados a patofisiologia da esquizofrenia (baseado em
Grace e Gomes 2019; Sonnenschein, Gomes, ¢ Grace 2020; Cabungcal et al. 2013;
Hardingham e Do 2016).

1.1.3. Tratamentos farmacoldgico e ndo farmacologicos da esquizofrenia

Até o momento, ndo existe cura para a esquizofrenia e o tratamento farmacologico
¢ paliativo. De acordo com as principais diretrizes, o tratamento tanto na fase aguda
quanto na fase cronica ou de manutencao ¢ feito principalmente com farmacos da classe
dos antipsicéticos (Huhn et al. 2019; Chisholm et al. 2008). De forma geral, os
antipsicéticos sdo divididos em duas classes: os tipicos, ou de primeira geragdo, € os

atipicos, ou de segunda geracao. Todos os antipsicoticos disponiveis até 0 momento sdao
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antagonistas do receptor D> de dopamina; no entanto, os atipicos também sdo
antagonistas do receptor 5-HT2a de serotonina (McCutcheon, Reis Marques, e Howes

2020).

Os antipsicdticos sdo eficazes apenas no tratamento dos sintomas positivos, ndo
apresentando eficécia sobre os sintomas negativos e cognitivos do transtorno (Keefe et
al. 2007; McCutcheon, Reis Marques, ¢ Howes 2020). Além disso, os antipsicoticos
estdo associados a efeitos adversos como hipotensao postural, efeitos anticolinérgicos
(boca seca, visdo borrada, constipagdo), ganho de peso e sedacdo (Lally e MacCabe
2015; Huhn et al. 2019; Kahn et al. 2015; Owen, Sawa, ¢ Mortensen 2016). Além disso,
em alguns casos os antipsicoticos podem produzir efeitos adversos graves como efeitos
extrapiramidais, discinesias, distarbios cardiometabdlicos (diabetes, eventos
cardiovasculares, obesidade), hiperprolactinemia e até mesmo agranulocitose, um efeito
adverso potencialmente fatal (Kahn et al. 2015). Ainda, muitos pacientes sdo refratarios
aos tratamentos farmacologicos disponiveis, ndo respondendo ou respondendo pouco

aos antipsicoticos (Tithonen et al. 2017).

Alguns tipos de intervengdes psicossociais tém demonstrado eficacia quando
utilizadas em conjunto com o tratamento antipsicotico, incluindo treinamento de
habilidades sociais (Kurtz e Mueser 2008), terapia cognitivo-comportamental (Jauhar et
al. 2014), tratamento comunitario assertivo (Coldwell e Bender 2007), intervencao em
crises (Joy, Adams, e Rice 2000) e emprego apoiado (Campbell, Bond, e Drake 2011).
Estudos demonstram que o exercicio fisico pode melhorar consideravelmente o estado
mental e os sintomas negativos em pacientes (Girdler, Confino, e Woesner 2019; Ho,
Dahle, e Noordsy 2018; Gorczynski e Faulkner 2010). Além disso, as intervengdes
familiares podem ajudar a reduzir as taxas de recaida (Claxton, Onwumere, ¢ Fornells-
Ambrojo 2017; Pharoah et al. 2010). Contudo, o tratamento farmacologico ¢
considerado o tratamento padrdo de primeira escolha (Lally e MacCabe 2015; Huhn et

al. 2019; Correll 2020).

Nesse contexto, ha necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para
tratamento da esquizofrenia, com melhor perfil de eficicia e menos efeitos adversos.
Com esse objetivo, um grande esforco cientifico tem sido empregado na busca por uma
maior compreensdao dos mecanismos etioldgicos e patofisiologicos da esquizofrenia,

assim como para a descoberta e desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos.
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1.2. Modelos animais de esquizofrenia

Modelos animais sao uma ferramenta pré-clinica importante para o estudo dos
mecanismos fisiopatologicos dos transtornos neuropsiquiatricos, assim como para o
desenvolvimento e caracterizacao de novos farmacos. Os modelos animais possibilitam
realizar monitoramento invasivo de alteracdes estruturais e moleculares subjacentes a
doencga, assim como testar o efeito de novos farmacos ou intervengdes, o que, por
questdes éticas, seria impossivel realizar em humanos (Powell e Miyakawa 2006). No
entanto, o principal desafio cientifico em modelos animais de transtornos psiquiatricos
¢ como avaliar alguns dos principais sintomas, como por exemplo os sintomas
relacionados a pensamentos e percep¢do, que sao caracteristicas exclusivamente

humanas.

Nas ultimas décadas, diversos modelos de esquizofrenia foram desenvolvidos e
validados, tornando possivel o estudo de diferentes endofenotipos desse complexo
transtorno. Um endofendtipo € um trago bioldgico que reflete a fungdo de um sistema
biologico (razoavelmente hereditario) e estd mais relacionado a causa da doenca do que
o fenotipo clinico amplo (Meyer-Lindenberg et al. 2006). Ou seja, € a conexao entre 0s
sintomas comportamentais e os fendtipos estruturais neurobioldgicos. De forma geral,
existem trés classes de modelos animais de esquizofrenia: modelos desenvolvimentais,
modelos farmacologicos e modelos genéticos (Winship et al. 2019). Os modelos animais
farmacologicos de esquizofrenia sdo utilizados ha décadas e possuem diferentes graus
de validade de face, construgdo ou preditiva (Jones, Watson, e Fone 2011; Winship et
al. 2019). A principal razao por trads de um niimero tao vasto de modelos ¢ que ndo existe
um unico modelo animal que mimetize todos os aspectos de um transtorno psiquiatrico,
sendo necessario o uso de diferentes modelos capazes de mimetizar diferentes aspectos

do transtorno, com diferentes graus de validade.

A Figura 2 apresenta um esquema dos diferentes tipos de validade (face,
construcao e preditiva) que foram descritas em modelos animais de esquizofrenia (Jones,

Watson, e Fone 2011; Winship et al. 2019).
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Figura 2. Esquema dos diferentes tipos de validade (face, constru¢ao e preditiva)
descritas em modelos animais de esquizofrenia (baseado em Jones, Watson, ¢ Fone

2011; Winship et al. 2019). PPI, inibigao por pré-pulso da resposta de sobressalto.

Alguns sintomas da esquizofrenia, como os delirios e as alucinagdes, dependem
exclusivamente da descricdo e percep¢do do paciente e tornam desafiadora a
interpretacao dos resultados obtidos em modelos animais (Canetta e Kellendonk 2018).
Uma alternativa ¢ avaliar outras respostas relacionadas com o aumento da atividade
dopaminérgica, como por exemplo o aumento da atividade locomotora ou de
comportamentos estereotipados em resposta a exposicdo a drogas como anfetaminas ou
antagonistas do receptor NMDA. Outras alteragdes frequentemente observadas em
modelos animais farmacolédgicos de esquizofrenia sdo o déficit na inibigdo por pré-pulso
da resposta de sobressalto (PPI), que mimetiza sintomas sensoriomotores, € a diminuigao
de interacdao social, que mimetiza o embotamento social, como correlato de sintoma
negativo (Jones, Watson, e Fone 2011). Alguns sintomas negativos e cognitivos, como
isolamento social e déficit de memoria e de atencdo também podem ser avaliados em

modelos farmacologicos de esquizofrenia (Jones, Watson, e Fone 2011; Winship et al.
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2019). Esses testes geralmente fornecem uma avaliagdo comportamental com validade
de face e preditiva, através do bloqueio dos sintomas com a administracdo de
antipsicoticos (Jones, Watson, ¢ Fone 2011; Winship et al. 2019). Assim, as drogas
usadas com mais frequéncia em modelos animais de esquizofrenia sdo os agonistas
dopaminérgicos, como anfetamina e apomorfina, e os antagonistas nao competitivos do
receptor NMDA, como fenciclidina, cetamina e MK-801 (Winship et al. 2019). Alguns
modelos farmacologicos também apresentam validade de construgdo, apresentando
estresse oxidativo e neuroinflamagao (Aguilar-Valles, Rodrigue, e Matta-Camacho

2020; Cabungcal et al. 2013; Hardingham e Do 2016).

Apesar do avanco constante nessa area de estudo, € preciso ter em mente que 0s
modelos disponiveis ainda apresentam uma série de limitacdes e desafios de
replicabilidade, tornando necessario o desenvolvimento de novos modelos e critérios

mais rigorosos de pesquisa (Kafkafi et al. 2018).

1.2.1. Antagonistas do receptor NMDA

Os receptores NMDA s3o um subtipo de receptor ionotropico de glutamato
amplamente distribuidos pelo encéfalo (Paoletti, Bellone, e Zhou 2013). Esses
receptores sao acoplados a canais permeaveis a sodio e célcio e, quando ativados, geram
potenciais pds-sinapticos excitatorios. Os receptores NMDA tem um papel importante
em uma série de fungdes encefalicas, como aprendizado, memoria e plasticidade

sinaptica (Paoletti, Bellone, e Zhou 2013).

Compostos que possuem agao antagonista dos receptores NMDA, como o MK-
801, a cetamina e a fenciclidina, induzem estado psicotico (alucinagdes e delirios) e
déficits cognitivos em individuos saudaveis (Adler et al. 1999; Allen e Young 1978), e
exacerbam sintomas psicOticos em pacientes com esquizofrenia, o que sugere o papel
central desses receptores na patofisiologia da esquizofrenia (Lahti et al. 1995; Lahti et
al. 2001). Modelos farmacoldgicos de esquizofrenia baseados na exposi¢do a
antagonistas de receptores NMDA mimetizam a hipofun¢@o dos receptores NMDA e a
disfuncdo dos interneurénios GABAérgicos onde estdo localizados, levando a uma
desinibicao da via e consequente hiperativagdo dopaminérgica subcortical (Nakazawa e
Sapkota 2020). Dessa forma, os antagonistas de receptores NMDA tém sido amplamente

utilizados como importantes agentes farmacoldgicos em modelos animais de
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esquizofrenia.

Comportamentos como hiperlocomogdo e estereotipia sao alteragdes robustas
observadas apds exposi¢ao a antagonistas de receptores NMDA. Essas alteracdes
comportamentais sdo frequentemente relacionadas aos sintomas positivos, pois resultam
da hiperatividade nos neurdnios dopaminérgicos (Jones, Watson, ¢ Fone 2011). Além
disso, os antagonistas de receptores NMDA induzem mudangas comportamentais
relacionadas a sintomas negativos € cognitivos, como comprometimento da memoria,
déficit sensorio-motor e disfuncdo da interagdo social (Winship et al. 2019). Essas
drogas, portanto, levam a mudangas comportamentais que se assemelham ao espectro de

sintomas positivos, negativos € cognitivos observados em pacientes com esquizofrenia.

1.2.2. Agonistas dopaminérgicos

A dopamina ¢ um neurotransmissor com papel modulador complexo, relacionada
a comportamentos de motivac¢do, predi¢do de recompensas, aten¢do, aprendizado e
controle motor (Berke 2018). A dopamina ¢ sintetizada tanto no Sistema Nervoso
Central (SNC) como no sistema nervoso periférico e, at¢ o momento, foram
identificados 5 tipos de receptores (D1, D2, D3, D4 € Ds) (Klein et al. 2019). Os receptores
D; e Ds sdo membros da familia de receptores de dopamina do tipo Di. Apesar de terem
expressao generalizada em todo o encéfalo, os receptores D tem especial importancia
em regioes corticais do encéfalo. Os receptores D2, D3 e D4 sdo membros da familia tipo
D3. Os receptores D; estdo localizados em areas subcorticais, como o estriado, € possuem
especial importancia no estudo da esquizofrenia (Klein et al. 2019). Os neurdnios
dopaminérgicos se propagam através do encéfalo dos mamiferos em vias especificas,
sendo as principais a via mesolimbica, a via mesocortical, a via tuberoinfundibular e a
via nigroestriatal (Klein et al. 2019). Por atuarem como agonistas dopaminérgicos, as
anfetaminas atuam aumentando a transmissdo dopaminérgica, sendo frequentemente
utilizadas na pesquisa pré-clinica no estudo de condigdes relacionadas a alteragdes

dopaminérgicas, como adi¢do e transtornos psicéticos.

Estudos farmacoldgicos e exames de imagem em pacientes com esquizofrenia
demonstram que hd uma hiperatividade da via mesolimbica, e isso esta relacionado
principalmente aos sintomas positivos (Kesby et al. 2018; McCutcheon, Krystal, e

Howes 2020). A administragdo de anfetaminas em seres humanos induz psicose
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semelhante aos sintomas positivos da esquizofrenia e em modelos animais esta
relacionada a alteragdes comportamentais e bioquimicas que mimetizam aspectos
importantes desses sintomas resultantes da hiperatividade dopaminérgica (Connell
1957; Bell 1973; Bramness et al. 2012; Chen et al. 2003; Jones, Watson, e Fone 2011).
Além disso, a administragao repetida e intermitente de anfetaminas em roedores resulta
em uma sensibilizagdo persistente caracterizada por hiperatividade exagerada em
resposta a uma exposi¢ao aguda de anfetamina (Featherstone et al. 2008). Por outro lado,
farmacos que bloqueiam ou diminuem a transmissdo dopaminérgica tém atividade
antipsicotica (Lally e MacCabe 2015), que € o caso dos antagonistas do receptor D> de

dopamina.

1.3. Peixes-zebra como organismo modelo para estudar fenotipos relacionados a

esquizofrenia

Camundongos e ratos sao os organismos modelo mais utilizados na neurociéncia
comportamental e, da mesma forma, a maioria dos estudos em modelos de esquizofrenia
disponiveis na literatura cientifica foram realizados em roedores. Apesar da importancia
desses modelos na pesquisa em neurociéncias, (Burrows e Hannan 2016; Weber-
Stadlbauer ¢ Meyer 2019), utilizar apenas camundongos e ratos como animais modelo
para estudar aspectos relacionados a esquizofrenia, que possuem caracteristicas
especificas da espécie, acaba sendo uma fonte de viés que pode limitar a validade externa
dos estudos na area (Weber-Stadlbauer e Meyer 2019; Gerlai 2019). Isso poderia ser
evitado por abordagens entre espécies e com um foco em aspectos de comportamento
evolutivamente conservados (Burrows e Hannan 2016; Weber-Stadlbauer e Meyer 2019).
Ainda, utilizar apenas modelos em roedores pode levar a descobertas superinterpretadas
ou simplificadas quando os dados de outros animais ndo estdo disponiveis, afetando a
translabilidade dos resultados obtidos em animais para as condi¢des humanas (Lambert,
Kent, ¢ Vavra 2019). Por essas razdes, fica clara a necessidade de desenvolvimento de
novos modelos animais em organismos alternativos, como o peixe-zebra.

O peixe-zebra se apresenta como uma opgao efetiva de animal modelo vertebrado
no estudo de endofenotipos relacionados a transtornos neuropsiquiatricos, permitindo
uma analise comportamental de alto rendimento para a investigacao de novos farmacos

na area da neuropsiquiatria (Khan et al. 2017; Kalueff, Stewart, e Gerlai 2014). Apesar
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das diferengas existentes entre o ser humano e o peixe-zebra, a arquitetura neuronal,
incluindo receptores e tipos celulares presentes no SNC, permanece conservada (Bruni
et al. 2016). Diversas classes de fArmacos que atuam em alvos moleculares no SNC
afetam padrdes comportamentais no peixe-zebra (Rihel et al. 2010; Bruni et al. 2016).
Dessa forma, o peixe-zebra tem sido amplamente utilizado em diversos modelos de
transtornos neuropsiquiatricos visando uma rapida identificagdo preditiva de compostos

neuroativos (Khan et al. 2017; Kalueff, Stewart, ¢ Gerlai 2014).

As semelhangas na arquitetura neural no SNC apontam para a possibilidade de
induzir fenotipos semelhantes a esquizofrenia nessa espécie e investigar os efeitos de
drogas psicotrdpicas no comportamento e neuroquimica. Neurdnios catecolaminérgicos
e receptores dopaminérgicos com estrutura e fungdo semelhantes aos dos mamiferos sao
encontrados em diferentes regides do encéfalo do peixe-zebra, como o diencéfalo e o
telencéfalo (Panula et al. 2010; Rink e Guo 2004; Rink ¢ Wullimann 2001; Parker et al.
2013). As vias glutamatérgicas e GABAZ¢érgicas, importantes para regular a atividade dos
neurdnios dopaminérgicos, também estdo presentes, integrando tanto sistemas de
interneuronios quanto vias neurais longas (Panula et al. 2006). O peixe-zebra apresenta
familias conservadas de receptores NMDA (Cox, Kucenas, e Voigt 2005), alvo de
drogas como o0 MK-801 e a cetamina. Além disso, 0o GABA ¢ amplamente produzido no
encéfalo e na medula espinhal de peixes-zebra por interneurdnios, ajudando a modular
diferentes sistemas neurais relacionados a esquizofrenia e outros transtornos

neuropsiquiatricos (McCarroll et al. 2019).

Existem algumas diferengas importantes entre o sistema glutamatérgico e
dopaminérgico no encéfalo dos peixes-zebra em comparacdo com os mamiferos,
principalmente no nimero de genes que codificam proteinas, como resultado do evento
de duplicagao de genes em teledsteos (Horzmann e Freeman 2016). Na maioria dos
casos, 0 peixe-zebra tem varios pardlogos para cada gene humano e tem 13 genes
putativos que codificam receptores ionotropicos do tipo NMDA, enquanto os humanos
tém 7 (Horzmann e Freeman 2016). O sistema glutamatérgico, incluindo seus principais
componentes, vias metabolicas e fungdes, ¢ compartilhado e analogo entre peixes-zebra
e mamiferos (Horzmann e Freeman 2016). Até onde se sabe, nao hé estudos na literatura
que investiguem os mecanismos farmacodindmicos da ligagdo de antagonistas do
receptor NMDA e de agonistas dopaminérgicos no encéfalo do peixes-zebra. No

entanto, as semelhancas glutamatérgicas e dopaminérgicas apontam para um mecanismo
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de acao semelhante de antagonistas do receptor NMDA e de agonistas dopaminérgicos

entre peixes-zebra e mamiferos.

Neuronios catecolaminérgicos e receptores dopaminérgicos com estrutura e
funcdo semelhantes aos dos mamiferos sdo encontrados em diferentes regides do
encéfalo do peixe-zebra, como o diencéfalo e o telencéfalo (Panula et al. 2010; Panula
et al. 2006; Rink e Guo 2004; Rink e Wullimann 2001). No entanto, diferencas nos
circuitos neurais de regulacdo de sistema motores centrais do peixe-zebra em relagdo a
outros mamiferos ja foram descritas (Ryczko et al. 2017). Uma diferenga 6bvia € o fato
de que os peixes estdo nadando a maior parte do tempo. Acredita-se que a contribui¢do
glutamatérgica ¢ essencial para a locomogao dos peixes, enquanto a contribuigdao
dopaminérgica fornece modulag¢do adicional, mas ndo ¢ essencial para a locomogao
(Ryczko et al. 2017). Essa intrincada rede de neuronios, neurotransmissores e receptores
preservados em todos os vertebrados permite que os pesquisadores criem e adaptem
modelos relevantes para a esquizofrenia usando organismos alternativos, como o peixe-

zebra, para impulsionar o conhecimento no campo das neurociéncias.

Publicagdes recentes endossaram o uso de peixe-zebra como um organismo
modelo para estudar esquizofrenia e realizar a triagem de novos potenciais tratamentos
(Bruni et al. 2016; Gawel et al. 2019; Leung e Mourrain 2016); no entanto, existem
poucos estudos nessa area quando comparado com a grande quantidade de modelos e
testes existentes em roedores. Além disso, os poucos estudos disponiveis na literatura
cientifica que avaliam os efeitos de antagonistas de receptores NMDA e/ou agonistas
dopaminérgicos em peixes-zebra muitas vezes apresentam resultados inconclusivos,
conflitantes ou ndo tém replicacdo. Assim, sdo necessarios mais estudos para determinar
se os modelos em peixes-zebra podem fornecer resolugdo comportamental e bioquimica
suficiente para avaliar tragos complexos associados a transtornos psiquiatricos como a

esquizofrenia.

Assim, a hipotese dessa tese ¢ de que o MK-801 e a anfetamina, por mimetizarem
aspectos patofisiologicos dessa condicdo, sdo capazes de induzir alteragdes

comportamentais e neuroquimicas relevantes para o estudo da esquizoftrenia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral foi investigar os efeitos do MK-801 e da anfetamina sobre
parametros comportamentais ¢ neuroquimicos relevantes a esquizofrenia em peixes-

zebra.

2.2. Objetivos especificos

a. Realizar uma revisdo da literatura dos estudos que avaliam os efeitos
comportamentais dos antagonistas de receptores NMDA com relevancia no estudo da

esquizofrenia em peixes-zebra;

b. Avaliar os efeitos do MK-801 em parametros comportamentais relevantes a

esquizofrenia;
c. Avaliar os efeitos do MK-801 em parametros de estresse oxidativo;

d. Avaliar os efeitos da anfetamina em parametros comportamentais relevantes a

esquizofrenia;

e. Avaliar os efeitos da anfetamina em parametros de estresse oxidativo.
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3. COLETANEA DE ARTIGOS

A tese estd organizada no formato de coletanea de artigos cientificos.

3.1. Capitulo 1:

Glutamate NMDA Receptor Antagonists With Relevance To Schizophrenia: A
Review Of Zebrafish Behavioral Studies

Artigo publicado na revista Current Neuropharmacology. 2022

The  published  manuscript is  available at  EurekaSelect  via

http://www.eurekaselect.com[10.2174/1570159X19666210215121428].
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Abstract: Schizophrenia pathophysiology is associated with hypofunction of glutamate NMDA
receptors (NMDAR) in GABAergic interneurons and dopaminergic hyperactivation in subcortical
brain areas. The administration of NMDAR antagonists is used as an animal model that replicates
behavioral phenotypes relevant to the positive, negative, and cognitive symptoms of schizophrenia.
Such models overwhelmingly rely on rodents, which may lead to species-specific biases and poor
translatability. Zebrafish, however, is increasingly used as a model organism to study evolutionarily
conserved aspects of behavior. We thus aimed to review and integrate the major findings reported
in the zebrafish literature regarding the behavioral effects of NMDAR antagonists with relevance to
schizophrenia. We identified 44 research articles that met our inclusion criteria from 590 studies
retrieved from MEDLINE (PubMed) and Web of Science databases. Dizocilpine (MK-801) and
ketamine were employed in 29 and 10 studies, respectively. The use of other NMDAR antagonists,
such as phencyclidine (PCP), APV, memantine, and tiletamine, was described in 6 studies. Fre-
quently reported findings are the social interaction and memory deficits induced by MK-801 and
circling behavior induced by ketamine. However, mixed results were described for several locomo-
tor and exploratory parameters in the novel tank and open tank tests. The present review integrates
the most relevant results while discussing variation in experimental design and methodological
procedures. We conclude that zebrafish is a suitable model organism to study drug-induced behav-
ioral phenotypes relevant to schizophrenia. However, more studies are necessary to further charac-

terize the major differences in behavior as compared to mammals.

Keywords: Schizophrenia, zebrafish, behavior, MK-801, ketamine, PCP, psychosis, glutamate antagonists.

1. INTRODUCTION

Schizophrenia is a chronic and heterogeneous neurode-
velopmental mental disorder with a lifetime prevalence of
1% [1]. This condition is characterized by a series of com-
plex positive (delusions, hallucinations, disorganized
speech), negative (reduction in spontaneous speech, affective
flattening, anhedonia, and social withdrawal), and cognitive
symptoms (deficits in memory, attention, and executive
function) [1]. These symptoms are disabling and it is esti-
mated that the life expectancy of patients with schizophrenia
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is reduced by 20 years compared with the general population
[2]. Antipsychotic drugs are relatively effective in treating
positive symptoms; however, they are not effective against
the negative and cognitive symptoms, strongly associated
with functional impairment [1]. The mechanisms underlying
schizophrenia pathophysiology are not completely under-
stood, but the involvement of glutamatergic, GABAergic,
and dopaminergic dysfunction has been noted in clinical and
preclinical studies [3, 4]. The hypofunction of NMDA recep-
tors (NMDAR) in fast-spiking parvalbumin-positive GA-
BAergic interneurons may trigger an imbalance in brain cir-
cuits resulting in dopaminergic hyperactivity in subcortical
areas [5, 6].

Animal models of schizophrenia enable the investigation
of schizophrenia neurobiology and the search for new thera-
peutic interventions [7]. Administration of NMDAR antago-
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nists, such as ketamine [8] or PCP [9], induces delusions and
hallucinations in healthy individuals and exacerbates nega-
tive and cognitive symptoms in patients with schizophrenia
[10, 11]. NMDAR antagonists have thus been used to mimic
NMDAR hypofunction and serve as an important pharmaco-
logical tool in animal models of schizophrenia. Hyperloco-
motion and stereotypic behavior are robust behavioral
changes observed after exposure to NMDAR antagonists,
such as MK-801, ketamine, and PCP. They are often related
to positive symptoms as they result from hyperactivity in
dopaminergic neurons [11]. Moreover, NMDAR antagonists
induce behavioral changes related to negative and cognitive
symptoms, such as memory impairment, sensorimotor defi-
cit, and social interaction dysfunction [12]. These drugs thus
lead to behavioral changes that resemble the full spectrum of
positive, negative, and cognitive symptoms observed in pa-
tients with schizophrenia [5, 6, 13, 14].

Together with statistical and methodological inconsisten-
cies, species-specific characteristics of the animal models are
another extremely relevant source of bias in behavioral neu-
roscience [15, 16]. Researchers have focused on a few spe-
cies to conduct their experiments throughout the years, even
though a vast range of behavioral responses are singularly
displayed by some species. Mice and rats are the most fre-
quently used model organisms in behavioral science. How-
ever, this overwhelming reliance on rodents may lead to spe-
cies-specific biases and poor translatability, which could be
avoided by cross-species approaches and a focus on evolu-
tionarily conserved aspects of behavior [15, 17]. It may also
lead to overinterpreted or simplified findings when data from
other animals are not available, impacting the translation of
animal results to human conditions [18].

In the last years, a series of publications have endorsed
the use of zebrafish as an alternative model animal to study
brain disorders and conduct high-throughput drug screening
for potential novel treatments [19-21]. Although several
studies investigated the effects of NMDAR antagonism in
zebrafish, some findings are inconclusive, conflicting, or
lack replication. We thus aimed to review and integrate the
major findings reported in the zebrafish literature regarding
the behavioral effects of NMDAR antagonists with relevance
to schizophrenia.

We conducted a literature search for “zebrafish AND
(‘glutamatergic antagonist® OR ‘NMDA antagonist” OR
dizocilpine OR MK-801 OR ketamine OR phencyclidine OR
PCP OR memantine)” limited to January 1* 2000 and Sep-
tember 30™ 2020 in MEDLINE via PubMed (n=293) and
Web of Science (n=345) databases. After the removal of
duplicates, the total number of records was n=393. We then
excluded 266 entries based on title and abstract screening for
the following reasons: review articles, retracted articles, con-
ference abstracts, book chapters, not available in English, no
use of zebrafish as a model organism, no report of behavioral
outcomes, and no administration of an NMDA antagonist
drug. The full-texts were analyzed from the remaining 127
studies, and we excluded 83 based on the same criteria. A
final 44 articles were included in this review. A detailed
overview of the studies is presented in Table 1.
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2. ZEBRAFISH AS A MODEL ORGANISM FOR
MODELING SCHIZOPHRENIA

The use of zebrafish as a model organism is quite recent
as compared to other animals. It has been increasingly rec-
ognized that zebrafish is suitable as an alternative model to
broaden the number of species used in behavioral science,
allowing the comparison of interventions on species with
distinct natural histories [22-24]. Although zebrafish are
simple organisms making them an easy target for genetic
manipulation [25], they present highly genetic homology to
humans [25, 26]. Thus, a series of complex behaviors can be
readily analyzed in this experimental model [27, 28].
Zebrafish also offer numerous other advantages, such as
their low cost for acquisition and maintenance, easy repro-
duction, and rapid development compared to other animals
[27]. Taken together, these characteristics reinforce the po-
tential of zebrafish as a tool to study mechanisms and treat-
ments for brain disorders such as anxiety, epilepsy, and
schizophrenia [19-21, 23, 29].

Zebrafish possess a conserved neuronal architecture, with
cells, neurotransmitters, and receptors analogous to those
present in mammals [30]. These similarities point to the pos-
sibility of inducing schizophrenia-like phenotypes in
zebrafish and investigating the impact of psychotropic drugs
on the behavior and neurochemistry of zebrafish. Catechol-
aminergic neurons and dopaminergic receptors with structure
and function similar to those of mammals can be found in
different zebrafish brain regions like the diencephalon and
telencephalon [30-33]. Glutamatergic and GABAergic path-
ways, important for regulating the activity of dopaminergic
neurons, are present as well, integrating both interneuron
systems and long pathways [34]. Zebrafish present con-
served families of NMDAR [35], the target of drugs such as
dizocilpine (MK-801), and ketamine. On the other hand,
GABA is extensively produced in the brain and spinal cord
of zebrafish by interneurons, helping modulate different neu-
ral systems related to schizophrenia and several other condi-
tions [36].

There are some important differences between the glu-
tamatergic system of zebrafish brain compared to mammals,
mainly in the number of genes encoding proteins, as a result
of the teleost gene duplication event [37]. In most cases,
zebrafish have multiple paralogs for each human gene and
have 13 putative genes that code for NMDA-type ionotropic
receptors, while humans have 7 [37]. Some genetic manipu-
lation studies highlight the importance of the GluN1 receptor
subunits. CRISPR-mediated manipulations to the genes
grinla and grinlb, which encode obligatory GluN1 receptor
subunits, have been reported in zebrafish [38]. The knockout
of both these genes directly impairs NMDAR-mediated syn-
aptic transmission and the mutant animals present some
atypical behaviors such as hyperactivity, deficits in prey cap-
ture, and abnormal responses to light and acoustic stimuli
[38]. The glutamatergic system, including its main compo-
nents, metabolic pathways and function, is shared and analo-
gous between zebrafish and mammals [37]. To our
knowledge, there are no studies in the literature that investi-
gated the pharmacodynamic mechanisms of the binding of
NMDAR antagonists in the zebrafish brain. However,
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Published studies reporting zebrafish behavioral analysis involving NMDA antagonists.

Drug

Delivery/Duration

Concent/Dose

Age

Behavioral Domain

Main Findings

Refs.

APV

Water, acute

100, 200 uM

6-8 dpf

Sensory response

Rapid escape reflex

1 startle response

[121]

Ketamine

Water, acute

0.2% (v/v)

4-8 mpf

Locomotion; stress
response

Locomotor activity

1 circling behavior

Ventilatory response to hypoxia
| gill movements

Response to hypoxic stress

| response (body pulses)

[93]

2,20, 40 mg/L

5-7 mpf

Locomotion; anxiety;
social behavior

NTT

1 rotations

1 time in the upper zone

| latency and transitions to the upper zone
= distance traveled

oTT

= circling behavior

= distance traveled and speed

LDT

1 entries and time in the white zone
Sl

1 inter-fish distance

1 entries in all arms

[94]

5, 20, 40, 60
mg/L

6-8 mpf

Anxiety

LDT
| latency to enter the white zone
1 time in the white zone and crossings

= average entry duration

[96]

2,20, 40 mg/L

4-6 mpf

Aggressiveness; loco-
motion

Aggressiveness

1 aggressive episodes (latency to attack and time
spent in the mirror zone)

| absolute turn angle

1 distance traveled and rotations

[97]

1 g/mL

Adult

Locomotion

Locomotor activity

1 erratic, acceleration, and circular movements

(98]

0.1, 1, 10, 50
M

5 dpf

Locomotion

Locomotor activity

1 total distance

[99]

72.9 uM

28 dpf

Social behavior; ag-
gressiveness

Sl
1 inter-fish and nearest neighbor distance
Aggressiveness

| aggressive episodes (time and distance in the
mirror zone)

[102]

0.2,0.4,0.8
mg/mL

2,5,10
hpf

Locomotion; anxiety;
social behavior

Locomotor activity

1 distance traveled in the center zone
1 time in the upper zone

= distance traveled and speed

Sl

= inter-fish and nearest neighbor distance

[128]

(Table 1) contd....
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memory;
social behav-
ior

| latency to enter the dark zone (memory impairment)
Sl
| time in the interaction zone

Sulpiride and olanzapine, but not haloperidol, reversed
these effects

Drug Delivery/Duration | Concent/Dose | Age Behavioral Main Findings Refs.
Domain
Ketamine 50, 70, 90 2 hpf Locomotion; Locomotor activity [101]
mg/L anxiet?/; social | 1 distance traveled in the center zone
- behavior 1 avoidance behavior
Sl
= inter-fish and nearest neighbor distance
Water, chronic 0.2% (v/v) 4-8 mpf Locomotion, Locomotor activity [93]
stress re- 1 circling behavior
sponse Ventilatory response to hypoxia
| gill movements
Response to hypoxic stress
| response (body pulses)
20 mg/L > 90 dpf Anxiety NTT [95]
= time in the upper zone
Memantine | Water, acute 5, 10, 20, 50, 5 dpf Locomotion Locomotor activity [78]
100 uM — speed
3,10,30 uM 6 dpf Sensory re- Acoustic startle response [119]
Sponse 1 distance traveled in response to auditory stimuli
MK-801 i.c.v. injection 8-12 nL of 100 | 24 hpf Sensory re- Spontaneous coiling [83]
nM/fish Sponse = duration of spontaneous coiling
1 touch response
i.m. injection 10 pg/fish Adult Learning and Active avoidance [64]
memory = memory retention (association between light and shock)
i.p. injection 0.1,0.3,0.5,1, | 4 mpf Learning and Inhibitory avoidance [61]
2 mg/kg memory | latency to enter the dark zone (memory impairment)
NTT
1 distance and time in the upper
= male and female
Taurine prevented these effects
0.2, 2 mg/kg 4 mpf Anxiety LDT [81]
1 time, entries, and distance in the white zone
1 thigmotaxis
r.0. injection 4 L of 12.5 6-12 mpf | Locomotion; NTT [72]
pM/fish anxiety; social | = gistance, speed, meander, freezing, latency to the upper
behavior zone
Sl
= inter-fish distance
Water, acute 0.1, 1 yM 10 dpf Learning and NOR [58]
memory = postures and eye movement towards the novel objects
20 uM Adult Learning and Inhibitory avoidance [59]
memory | latency to enter the dark zone (memory impairment)
5uM < 8 mpf Learning and Inhibitory avoidance [60]

(Table 1) contd....
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| crossings

1 time in the upper zone

Place preference

| time in the enriched chamber

= male and female

Drug Delivery/ Concent/ Age Behavioral Main Findings Refs.
Duration Dose Domain
MK-801 20 uM 3-6 mpf | Learning and Inhibitory avoidance [63]
memory; | latency to enter the deep zone (memory impairment)
locomotion Locomotor activity
= distance and mean speed
20 uM 3-12 Learning and Contextual fear conditioning [62]
mpf memory | distance associated with shock (memory impairment)
2,20, 100 6-8 mpf | Locomotion; OoTT [68]
M anxiety; social | 4 ¢ircling behavior
behavior = creeping, thrashing on the side, thrashing on the bottom, float-
ing, foraging, freezing, sinking, swimming, tilting, jumping
LDT
= time in the white zone
Sl
| time in the interaction zone
5,10,20 uM | > 8 mpf | Learning and Y-maze [65]
memory; | time in the novel arm (memory impairment)
locomotion Locomotor activity
= distance, speed, absolute turn angle, crossings
5,10 uM 6-7mpf | Learning and NOR [67]
memory | time exploring new object (memory impairment)
1 distance traveled
| immobile time
100 pM 21 dpf Social behav- SI [69]
_ ior | time in the social zone
= locomotor activity
5uM 6-8 mpf | Social behav- Sl [70]
i(‘)r; ageres- | time in the social zone
Stvenegs Aggressiveness
| time in the opponent zone
Oxytocin and carbetocin prevented these effects
1,2,5uM 6 mpf Social behav- Sl [71]
ior | inter-fish distance
1 distance
100, 200, 3 dpf Locomotion NTT [129]
400 nM = distance and speed
5,10, 15, 12 mpf Locomotion NTT [73]
20 pM 1 distance
20 uM Adult Locomotion; NTT [74]
anxiety 1 total distance, speed, and time in the upper zone
Haloperidol and olanzapine reversed these effects
2,20 uM Adult Locomotion; oTT [75]
preference 1 circling behavior

(Table 1) contd....
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Drug Delivery/ Concent/ Age Behavioral Main Findings Refs.
Duration Dose Domain
20 uM 6 dpf Locomotion; Locomotor activity [38]
predat-ory | spontaneous activity
behavior 1 swim length and speed
Predatory behavior
| paramecium captured
1,5,20 uM 30, 60, Locomotion; NTT [76]
120 dpf; | anxiety 1 distance and time in the upper zone
2 ypf
5,20, 100, 7 dpf Locomotion Locomotor activity [77]
200 M 1 AB strain distance traveled
| TU strain distance traveled
1,5, 10, 20, 5 dpf Locomotion Locomotor activity [78]
50, 100 uM 1 spontaneous locomotion
B ) SKF-83566 and sulpiride did not alter these effects
1,5,20 uM 15 dpf Locomotion NTT [79]
| distance
5,10, 15, 20 6-8 mpf | Anxiety OoTT [80]
nM 1 time in the upper zone
Caffeine and DPCPX prevented this effect
10, 20, 50, 7 dpf Anxiety LDT [82]
100, 200 uM | distance traveled under light and dark
20 pM Adult Learning and Passive avoidance [130]
memory | latency to enter the dark zone (memory impairment)
20 uM 6-8 mpf | Learning and Plus maze [66]
memory | latency to enter and time in the conspecifics chamber (memory
impairment)
PCP Water, acute 05,1;3 5-8 mpf | Locomotion; NTT [111]
mg/L anxiet?/; social | | Jatency to the upper zone, freezing, and immobility
belgVior 1 erratic movements
= distance traveled and speed
oTT
1 circling
Sl
= inter-fish and nearest neighbor distance
3 mg/L 5-7mpf | Locomotion; NTT [112]
anxiety 1 circling behavior
Tiletamine Water, acute 1,5,10 mg/L | 5-7mpf | Locomotion; NTT [120]
anxiety | entries to the upper zone
1 erratic movements and freezing

Abbreviations: APV, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid; concent, concentration; dpf, days post-fertilization; DPCPX, selective adenosine A1 receptor antagonist; hpf, hours
post-fertilization; i.c.v., intracerebroventricular; i.p., intraperitoneal; LDT, light/dark test; MK-801, dizocilpine; mpf, months post-fertilization; NOR, novel object recognition; NTT,
novel tank test; OTT, open tank test; PCP, phencyclidine; r.o., retro-orbital; SI, social interaction test; SKF-83566, selective D1 receptor antagonist; water, water exposure; 1, in-
creased or higher as compared to control group; |, decreased or lower as compared to control group; =, no difference compared to control group.

the glutamatergic similarities point to a similar mechanism
of action of NMDAR antagonists between zebrafish and

mammals.

This intricate network of neurons, neurotransmitters, and
receptors preserved throughout the vertebrates allows re-

searchers to create and adapt models relevant to schizophre-
nia using different animals, like the zebrafish, to push for-
ward the knowledge on this field. However, a full picture of
the zebrafish behavioral repertoire that is reliably altered by
interventions known to induce schizophrenia-like pheno-
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types in mammals is needed to identify eventual differences
and limitations of this species.

3. GLUTAMATE NMDA RECEPTOR ANTAGONISTS
AS PHARMACOLOGICAL TOOLS TO MODEL
SCHIZOPHRENIA

The ionotropic NMDAR is a cation channel that produc-
es excitatory postsynaptic potentials when activated and has
an important role in a series of brain functions, such as learn-
ing, memory, and synaptic plasticity [39]. Several studies
have shown that NMDAR antagonists can induce transient
schizophrenia-like symptoms in animals and humans [40-
42]. Besides that, exposure to these drugs can exacerbate
symptoms in patients [43]. Studies using imaging techniques
and postmortem analysis of the brain of patients with schiz-
ophrenia, as well as results obtained from experiments with
animal models, [13, 44, 45] have suggested there is a
dysregulation of hippocampal and cortical fast-spiking GA-
BAergic parvalbumin-positive interneurons and hypofunc-
tional NMDAR expressed by these interneurons, which leads
to altered excitation-inhibition balance in cortical and sub-
cortical areas of the brain [46-48]. Studies in animal models
of schizophrenia have an indispensable role in our under-
standing of the etiopathogenesis of this condition. Further-
more, animal models in scientific research are an important
tool for developing new treatments with therapeutic poten-
tial.

Early administration of NMDAR antagonists to rodents
[49] and marmoset [50, 51] can mimic aspects of the schizo-
phrenia pathology, assuming that a disturbance during pre-
or perinatal brain development results in the manifestation of
schizophrenia-like phenotypes in early adulthood [49]. The
behavioral changes observed are related to the positive,
negative, and cognitive symptoms of schizophrenia, such as
hyperlocomotion and stereotypy (related to dopaminergic
hyperactivation), deficits in information processing, impair-
ment of cognitive functions (working memory and attention),
and social interaction deficits [52]. This pharmacological
induction of NMDAR hypofunction leads to disinhibition of
excitatory hippocampal neurons and, consequently, disrup-
tion of the firing of dopaminergic neurons in the mesolimbic
and mesocortical pathways [5, 53]. Acute administration of
NMDAR antagonists induces schizophrenia-like symptoms
in animals, and this model is often used to predict the effects
of drugs with potential antipsychotic properties [54]. Animal
models based on repeated administration of NMDAR antag-
onists can change neurotransmitter systems in the long-term
and better recapitulate the natural course and neurobiological
alterations associated with schizophrenia.

3.1. Dizocilpine (MK-801)

MK-801 is a potent non-competitive NMDAR antagonist
frequently used as a pharmacological tool in rodent schizo-
phrenia models [5, 53]. It is also the more frequently used
NMDAR antagonist in zebrafish behavioral studies, account-
ing for 64.5% of the publications reviewed here (Fig. 1). In
the rodent literature, experimental protocols employ repeated
administration of MK-801 in neonatal [55, 56] or adult ani-
mals [11]. Acute administration is also used to assess sensi-
tivity to drug-induced locomotor activity [57] in other rodent
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models of schizophrenia (e.g, neonatal lesion of the ventral
hippocampus). Studies evaluating the effects of MK-801 on
zebrafish behavior mainly assess behavioral paradigms such
as learning and memory, social behavior, locomotion, and
anxiety (Fig. 1). Although most experimental protocols vary
widely between studies and conflicting findings were reported,
some effects such as social and memory deficits seem robust
and replicated by different research groups (Fig. 3).

Most studies have found that MK-801 impairs learning
and memory in adult zebrafish, but not in larvae [58]; the
inhibitory avoidance protocol was frequently used to assess
learning and memory in these studies [59-63]. On the other
hand, Xu et al (2007) [64] did not find any effects induced
by MK-801 in an active avoidance paradigm. MK-801 also
impaired learning and memory in maze tasks [65, 66] and
the novel object recognition test [67]. Interestingly, Cognato
et al (2012) [65] reports that the experiments were per-
formed using only male zebrafish.

The effects of MK-801 on social behavior in adult
zebrafish are robust as most of the reviewed studies observed
social interaction deficits without locomotor changes. Seibt
et al (2011) [60], Sison et al (2011) [68], Dreosti et al
(2015) [69] and Zimmermann et al (2016) [70] observed
that MK-801-treated animals present reduced social interac-
tion as compared to controls in a test that measured the time
fish spent near a tank containing conspecifics. Interestingly,
Seibt et al (2011) [60] performed the experiments using
only males and observed that the atypical antipsychotics sul-
piride and olanzapine, but not the typical antipsychotic
haloperidol, reverse the social deficit. Zimmermann et al
(2016) [70] found that oxytocin and carbetocin prevent the
social deficit induced by MK-801. In a study performed by
Maaswinkel et al (2013) [71], MK-801-induced social defi-
cit was shown by reduced social cohesion in a test that eval-
uates inter-individual distance in a group of female fish. On-
ly McCutcheon et al (2017) [72] did not find any differ-
ences between control and MK-801-treated fish in a shoaling
test. However, the administration route was a retro-orbital
injection, unlike other studies that performed drug admin-
istration Via aqueous exposure.

Regarding the effects of MK-801 on locomotor activity
in adult zebrafish, Tran et al (2016) [73] and Seibt et al
(2010) [74] found an increase in total distance traveled,
mean speed, and time spent in the upper zone following MK-
801 exposure in the novel tank test (NTT). Interestingly,
Tran et al [73] observed that hyperlocomotion induced by
MK-801 was context-dependent, as it only occurs when the
animal is subjected to a new environment (NTT), and no
differences were observed when exposure to MK-801 occurs
in the house tank. On the other hand, McCutcheon et al
(2017) [72], Sison et al (2011) [68], Cognato et al (2012)
[65] and Ng et al (2012) [63] failed to observe locomotor
changes after MK-801 exposure. Swain et al (2004) [75]
observed that adult zebrafish exposed to MK-801 presented
more circling behavior than control animals, along with in-
creased time spent in the upper zone of the NTT. The results
for MK-801 locomotor effects in larvae are equally conflict-
ing as some articles report higher [38, 76-78], lower [79], or
equal levels of locomotor activity as compared to control
animals [72].
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Fig (1). A quantitative overview of the studies reporting the use of NMDAR antagonist drugs (MK-801, ketamine, PCP, memantine, tileta-
mine, and APV) in zebrafish behavioral research published in peer-reviewed scientific journals between 2000 and 2020. (A) The number of
publications per year with each drug. (B) Percentage of publications with each drug. (C) The number of publications per behavioral domain
with each drug. APV, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid, MK-801, dizocilpine; PCP, phencyclidine. (A higher resolution / colour

version of this figure is available in the electronic copy of the ajticle

The effects on other behavioral domains, such as anxiety,
sensory response, aggressiveness, and predatory behavior,
are less well characterized. However, in the NTT, fish ex-
posed to MK-801 spent more time in the upper zone of the
tank [74, 76, 80], which is typically considered an anxiolytic
effect. However, as MK-801 altered locomotor activity, in-
cluding stereotypy-related behaviors such as circling [68],
the increased time spent in the upper zone may be better ex-
plained by modulation of locomotor instead of anxiety path-
ways. While Herculano et al (2015) [81] found that MK-801
increases time spent in the white zone during the light/dark
test, Sison et al (2011) [68] and Li et al (2018) [82] found
no significant differences between treated animals and con-
trols. Pietri et al (2009) [83] found that larvae exposed to
MK-801 had an increase of touch response, a sensory re-
sponse. In the predatory behavior, MK-801 treated larvae
captured fewer paramecia as compared to controls [38]. Fur-
thermore, MK-801-treated zebrafish adults were less aggres-
sive than controls in the mirror stimulus-response test [70].

3.2. Ketamine

Ketamine, a dissociative anesthetic, also acts as a non-
competitive antagonist of NMDAR [84]. It is also a drug of
abuse known as special K, popular in raves and clubs. This

drug provokes pro-psychotic effects in healthy individuals
[13] and exacerbates psychosis in schizophrenia patients [43,
85]. When administered to rodents, ketamine can generate a
series of behavioral and neurochemical alterations that re-
semble the deficits shown by schizophrenia patients [86].

In rodents, acute administration of ketamine elicits cogni-
tive impairment, disruption of prepulse inhibition of the star-
tle reflex, hyperlocomotion, and social interaction deficits
[87-89]. Repeated administration induces the same behavior-
al phenotypes [90] but also leads to loss of parvalbumin-
expressing interneurons [91] and hippocampal hyperactivity
[92].

Classical protocols used to evaluate zebrafish behavior,
such as the NTT, have been used to understand the impacts
of ketamine on fish behavior. When exposed to this drug,
zebrafish show behavioral alterations similar to those seen in
other animal models. Zakhary et al (2011) [93] demonstrat-
ed that acute or repeated exposure (daily for five days) of
adult zebrafish leads to increased circling behavior along
with decreased gill movements and body pulses in response
to stress. Riehl et al (2011) [94] reported that ketamine-
treated animals presented more circling behavior, fewer tran-
sitions to the upper area of the tank, and more time in this
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zone than controls. Pittman and Hylton (2015) [95], on the
other hand, reported that repeated ketamine exposure (daily
for two weeks) had no impact on the time spent in the upper
area of the tank. In the light/dark test, ketamine was associ-
ated with more transitions [94, 96] and more time spent in
the white area [96]. In a shoaling, test ketamine was ob-
served to increase the average inter-fish distance [94]. Ag-
gressive behavior was also modulated by ketamine: Mi-
chelotti et al (2018) [97] reported that lower doses of keta-
mine enhanced aggressive behavior while higher doses had
the opposite effect, reducing the number and duration of ag-
gressive episodes. Furthermore, when using this drug to
anesthetize the fish, Martins et al (2018) [98] described that,
before the loss of reflexes, zebrafish presented phases of
intense, erratic, and circular movements.

Experiments on early developmental stages can also re-
capitulate behavioral phenotypes observed on schizophrenia
models. Suen et al (2013) [99] showed that lower ketamine
concentrations increase the distance traveled by larvae, while
high concentrations had anesthetic effects. Félix et al (2016
and 2017) [100, 101] reported alterations in exploratory be-
havior, with an increase of distance traveled in the center of
the well and enhanced avoidance behavior towards an aver-
sive stimulus. As seen in adults, Shen et al (2020) [102]
showed higher nearest neighbor distance and inter-individual
distance in larvae exposed to ketamine than controls.

3.3. Phencyclidine (PCP)

Another non-competitive NMDAR antagonist widely
used in schizophrenia research is phencyclidine [84]. Similar
to ketamine, PCP is also a drug of abuse and is known to
induce a psychotic-like state in humans [103]. Different an-
imal models of schizophrenia using PCP have been devel-
oped, with either perinatal or adult acute or chronic drug
administration [104]. In rodents, PCP treatment in early de-
velopmental stages can induce long-lasting schizophrenia-

BLINDING

2.3%

79.5% 72.7%

M Yes No Unclear M Yes
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like phenotypes that manifest in the adult stage [105, 106]. In
adults, both acute and chronic administration induce hyper-
locomotion [107, 108] and cognitive impairment [109, 110].
Chronic adult treatment also elicits long-lasting behavioral
abnormalities, as seen in perinatal models [104].

Only a couple of studies exposing adult zebrafish to PCP
have been performed. Kyzar et al (2012) [111] reported that
exposure to PCP induced anxiety and locomotor changes in
the NTT, including increased erratic movements, reduced
latency to the upper zone of the tank, freezing bouts, and
immobility time. In contrast, in the open tank test (OTT),
PCP increased circling behavior. Stewart et al (2015) [112]
evaluated the locomotor activity of zebrafish in a three-
dimensional setup and also observed more circling behavior
in fish exposed to PCP as compared to controls. Although
studies using PCP are still scarce, exposure to the drug
evoked behavioral alterations compatible with the expected
from other animal models of schizophrenia.

3.4. Other Glutamatergic Antagonists

Other NMDAR antagonists were also employed in
zebrafish studies. They are less commonly used to recapitu-
late schizophrenia-like behaviors in animals, but as the
pharmacological target is the same, they can nevertheless
induce the relevant phenotypes and were thus included in
this review. Memantine appeared in 2 publications, while
tiletamine and DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid
(APV) appeared in only one (Fig. 1). As reviewed elsewhere
[113], memantine, especially in lower doses, can induce sim-
ilar effects as ketamine on locomotor and cognitive parame-
ters in rodents. Tiletamine also generates effects comparable
to ketamine, reducing social interaction time, and inducing
learning deficits in the passive avoidance task [114]. In con-
trast, most of the research carried out using APV focuses on
inhibiting long-term potentiation as a tool to understand key
factors of learning and memory rather than to study schizo-

RANDOMIZATION SEX
6.9%
6.9%
3.4%
13.8%
69.0%
Unclear B M+F M F M:F Unclear

Fig (2). Description of relevant methodological details in the publications included in this review. For blinding and randomization, graphs
depict the percentage of publications that reported implementation or not of these practices (unclear was computed when there was no men-
tion). Sex of the animals used was computed as M:F when male and female were included but tested and analyzed as a mixed group, and

M+F when male and female fish were discriminated in the experiments. (A higher resolution / colour version of this figure is available in the

electronic copy of the article).
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phrenia [115, 116]. Unlike the other NMDAR antagonist
reviewed here, memantine is shown to inhibit distinct sub-
populations of receptors depending on the intensity and dura-
tion of its activation [117, 118]. Such selectivity may explain
the divergent clinical effects compared to the other drugs and
could implicate in contrasting outcomes in the behavior of
animals.

Best et al (2008) [119] reported that zebrafish larvae
exposed to memantine display augmented startle response to
an acoustic stimulus. Chen et al (2010) [78] reported that
memantine has no effects on the locomotor parameters of
zebrafish larvae. In adult zebrafish, tiletamine reduced the
upper zone entries and increased erratic movements and
freezing frequency and duration in the NTT [120]. Roberts et
al. (2011) [121] reported that APV reduces the habituation
index after spaced training to an acoustic stimulus. Although
research investigating these drug effects in zebrafish is still
scarce and needs to be replicated, they are important to high-
light the importance of NMDAR antagonism as a tool to
investigate the mechanisms underlying zebrafish behavior in
several domains.

4. REPRODUCIBILITY CHALLENGES

Reproducibility issues are increasingly discussed by the
scientific community [122], including zebrafish neuroscience
and behavioral researchers [16]. Although variation in proto-
cols and methodologies adopted by different research groups
have been pointed out as a source for inconsistent data in
preclinical research, standardization is not likely to be a ma-
jor solution for this problem [123, 124]. Nevertheless, sever-

al experimental protocols differed between the studies re-
garding the size or type of the apparatus used, zebrafish
strain and age, drug delivery route, and time and frequency
of exposure to drugs, among others (Table 1). Such differ-
ences in methodology among the research groups may ex-
plain, at least in part, the conflicting results reported for be-
havioral parameters such as locomotion, exploratory behav-
ior, and anxiety.

Furthermore, some replication challenges could be
avoided by improved reporting of methodological proce-
dures and open access to protocols, code, and data [125,
126]. The critical assessment of the validity of a study's find-
ings also requires that relevant information regarding the
experimental design and statistical analysis is reported in
detail, including blinding, randomization, and sample size
calculation procedures [125]. A matter of concern is that,
with rare exceptions, the studies reviewed here did not de-
scribe the blinding and randomization procedures used, or if
they were even used (Fig. 2). Most of the studies did not
state whether the sample size was calculated a priori or
whether a criterion was used for removing outliers. This lack
of information and description precludes the assessment of
whether good research practices and experimental planning
were followed.

As zebrafish have almost no prominent sexually dimor-
phic characteristics, it is quite hard for researchers to visually
identify the sex of the animals in vivo and take this biologi-
cal variable into account when evaluating behavioral pa-
rameters. The few studies that discriminate male and female
zebrafish frequently fail to report how sexual characteriza-
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tion was made. Most of the studies reviewed here used a
mixed pool of male and female animals and, therefore, did
not evaluate any possible sex influence on the effects of
NMDAR antagonism (Fig. 2). Reviews on the literature
demonstrate the importance of studying both sexes in animal
models of schizophrenia since there are clinical differences
between men and women with schizophrenia. Male and fe-
male rodents also display significant differences in response
to behavioral testing and treatment [127]. Considering sex as
a biological variable is important to understand and delineate
better schizophrenia-like endophenotypes in zebrafish and
improve the reproducibility of findings across laboratories.

As the use of zebrafish as a model organism for the study
of relevant aspects of schizophrenia is relatively recent, there
are few studies investigating the predictive validity of
zebrafish behavioral assays. Of the 44 articles described in
this review, only 3 assessed the effects of antipsychotic
drugs on reversing or preventing MK-801-induced changes
(there are no data with the other NMDAR antagonists). As
mentioned in the table, the antipsychotics haloperidol, sul-
piride, and olanzapine [60, 74] were able to prevent locomo-
tor, cognitive, and social alterations MK-801-induced, high-
lighting the predictive validity of the tests. This reinforces
the need to further evaluate the effects of antipsychotic drugs
in relevant zebrafish behavioral assays and better assess the
predictive validity of pharmacological models of schizo-
phrenia in zebrafish.

CONCLUSION

Deficits in social interaction and memory impairment
induced by MK-801 and circular behavior induced by keta-
mine were the most frequently reported findings in the
zebrafish literature reviewed here. However, mixed results
have been observed for locomotor and anxiety parameters,
which can be at least in part explained by a large variation in
experimental design. This review integrated the most rele-
vant findings reported in the zebrafish literature on schizo-
phrenia-relevant behavioral effects of NMDAR antagonists.
We conclude that zebrafish is a model organism suitable for
studying drug-induced behavioral phenotypes relevant to
schizophrenia, however further studies are needed to further
characterize the main differences in behavior compared to
mammals.
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ic.v. = Intracerebroventricular

ip. = Intraperitoneal
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mpf = Months post-fertilization
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Abstract

Schizophrenia pathophysiology has been associated with dopaminergic hyperactiv-
ity, NMDA receptor hypofunction, and redox dysregulation. Most behavioral assays
and animal models to study this condition were developed in rodents, leaving room
for species-specific biases that could be avoided by cross-species approaches. As
MK-801 and amphetamine are largely used in mice and rats to mimic schizophrenia
features, this study aimed to compare the effects of these drugs in several zebrafish
(Danio rerio) behavioral assays. Male and female adult zebrafish were exposed to
MK-801 (1, 5, and 10 pM) or amphetamine (0.625, 2.5, and 10 mg/L) and observed
in paradigms of locomotor activity and social behavior. Oxidative parameters were
quantified in brain tissue. Our results demonstrate that MK-801 disrupted social in-
teraction, an effect that resembles the negative symptoms of schizophrenia. It also
altered locomotion in a context-dependent manner, with hyperactivity when fish
were tested in the presence of social cues and hypoactivity when tested alone. On
the other hand, exposure to amphetamine was devoid of effects on locomotion and
social behavior, while it increased lipid peroxidation in the brain. Key outcomes in-
duced by MK-801 in rodents, such as social interaction deficit and locomotor altera-
tions, were replicated in zebrafish, corroborating previous studies and reinforcing the
use of zebrafish to study schizophrenia-related endophenotypes. More studies are
necessary to assess the predictive validity of preclinical paradigms with this species
and ultimately optimize the screening of potential novel treatments.
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4. DISCUSSAO GERAL

A hipotese inicial dessa tese foi de que o MK-801 e a anfetamina seriam capazes
de induzir alteragdes comportamentais e neuroquimicas relevantes para o estudo da
esquizofrenia. Essa hipdtese foi confirmada parcialmente, pois 0 MK-801 foi capaz de
induzir hiperlocomog¢ao contexto-dependente e déficit de interagao social nos peixes-
zebra, endofenotipos relevantes no estudo da esquizofrenia e semelhantes aos achados
observados em roedores. Porém, a exposi¢do a anfetamina nao induziu hiperlocomogao
nos peixes-zebra como ¢ observado em roedores. Por outro lado, a anfetamina induziu

dano oxidativo, uma alteracao patofisiologica observada em modelos de esquizofrenia.

O primeiro objetivo desta tese foi realizar uma ampla revisdo da literatura,
buscando investigar os efeitos de antagonistas de receptores NMDA em parametros
comportamentais em peixes-zebra. Através dessa revisao da literatura foi possivel
integrar os principais achados relatados em peixes-zebra sobre os efeitos
comportamentais dos antagonistas de receptores NMDA com relevancia no estudo da
esquizofrenia. Além disso, os resultados obtidos nessa revisao possibilitaram discutir as
metodologias e os protocolos experimentais utilizados em peixes-zebra para avaliar o

efeito de antagonistas de receptores NMDA nesse organismo modelo.

Através de uma busca nas bases de dados MEDLINE (PubMed) e Web of Science
foram identificados 590 estudos. 44 artigos atenderam aos critérios de inclusdo e foram
selecionados para compor o artigo de revisdo (capitulo I). Desses 44 artigos, MK-801 e
cetamina foram as drogas utilizadas com maior frequéncia, sendo o MK-801 utilizado
em 29 estudos e a cetamina em 10 estudos. O uso de outros antagonistas de receptor
NMDA, como fenciclidina (PCP), acido DL-2-amino-5-fosfonopentandico (APV),
memantina e tiletamina, foi descrito em apenas 6 estudos. Os achados mais frequentes
nessa revisao foram os déficits na interacdo social e comprometimento da memoria
induzidos pelo MK-801 e comportamentos circulares induzidos pela cetamina (Figura
3). No entanto, foram observados resultados mistos e inconsistentes para os parametros

locomotores e de ansiedade.

60



590 estudos identificados 44 artigos atenderam
nas bases de dados PubMed aos critérios de
e Web of Science inclusdo

Revisdo da
literatura

|IIII IIIII Déficit de memdria e
—

AlteragOes
locomotoras aprendizado
e ) -'\‘3 2 '

—_————————
!&,

@»

Déficit de interagdao
social

—_—
v= >

Figura 3. Esquema representando os principais resultados encontrados na revisao da

literatura (Capitulo I).

O segundo objetivo dessa tese foi avaliar os efeitos do MK-801 e da anfetamina
em parametros comportamentais € neuroquimicos com relevancia na esquizofrenia
(Figura 4). Para isso, os peixes-zebra adultos de ambos os sexos foram expostos ao MK-
801 ou a anfetamina e avaliados em diversos testes comportamentais € parametros de
estresse oxidativo. De forma geral, o MK-801 diminuiu a interagdo social em peixes-
zebra adultos, um endofendtipo relacionado aos sintomas negativos da esquizofrenia.
Além disso, o MK-801 diminuiu a distancia total percorrida e aumentou o tempo de
imobilidade em testes de atividade locomotora, o que difere do que ¢ observado em
estudos com roedores. Curiosamente, o MK-801 induziu hiperlocomogao na presenga
de estimulos sociais no teste de interagdo social, o que sugere que o MK-801 provoca
efeitos opostos que sdo dependentes do contexto, como a presenga de estimulo social.

Por outro lado, a exposicao a anfetamina ndo induziu hiperlocomog¢do ou déficit de
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interacdo social em peixes-zebra adultos, mas foi capaz de alterar o estado oxidativo no

encéfalo, um aspecto relevante relacionado a fisiopatologia da esquizofrenia.

Como discutido anteriormente, acredita-se que a disfuncao de interneurdnios
GABA¢érgicos positivos para parvalbumina presentes no hipocampo, associada um
déficit funcional dos receptores NMDA que sdo expressos por esses interneurdnios,
resultam em um desequilibrio de excitacdo-inibicdo em areas subcorticais (Balu et al.
2013; Insel 2010; Korotkova et al. 2010). Esse desequilibrio resulta em uma
hiperativacdo dopaminérgica no estriado, o que estd associado aos sintomas da
esquizofrenia. A exposi¢cdo ao MK-801, um antagonista do receptor NMDA, mimetiza
um aspecto importante da patofisiologia da esquizofrenia, que ¢ a hipofuncao do receptor
NMDA. Estudos demonstram que esse bloqueio dos receptores NMDA resulta em uma
desinibi¢do dos neurdnios piramidais excitatorios do hipocampo e, consequentemente,
leva a alterag@o nos niveis de disparo de neurdnios dopaminérgicos nas vias mesolimbica
e mesocorticais, 0o que resulta em alteragdes comportamentais semelhantes a
esquizofrenia em roedores (Hardingham e Do 2016). Embora a exposi¢do cronica a
antagonistas do receptor NMDA em modelos de roedores leve a alteragdes
comportamentais persistentes, a administragdo aguda também ¢ capaz de mimetizar
aspectos importantes desse transtorno. Estudos clinicos mostraram que a exposi¢ao
aguda a antagonistas de receptores NMDA pode recapitular toda a gama de sintomas de
esquizofrenia em individuos saudaveis e piorar os sintomas em pacientes com
esquizofrenia (Beck et al. 2020), destacando a relevancia da exposicdo aguda ao MK-
801 em animais modelo. Por outro lado, a exposicdo a anfetamina, um agonista
dopaminérgico, mimetiza a hiperativacdo na transmissao dopaminérgica, relacionada

aos sintomas positivos (Jones, Watson, e Fone 2011).

Um teste comportamental que ¢ amplamente utilizado em modelos de
esquizofrenia em roedores ¢ a distancia percorrida apos uma inje¢ao intraperitoneal de
MK-801 (Bygrave et al. 2016) ou anfetamina (Herrmann et al. 2014). Embora os efeitos
dessas drogas na locomocao de roedores sejam bem descritos e conhecidos, estudos
nesse tipo de parametro em peixes-zebra sdo pouco descritos. Dessa forma, realizamos
um protocolo experimental semelhante aquele usado em roedores, em que a atividade
locomotora foi avaliada ao longo do tempo, durante 60 minutos apds a exposi¢do ao
MK-801. Surpreendentemente, o MK-801, na concentracdo de 5 pM, diminuiu a

distancia total percorrida, ja na concentracdo de 10 uM, aumentou o tempo na zona
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superior, o que pode indicar diminui¢ao da ansiedade ou alteragdes locomotoras. A partir
desses resultados, nossa hipotese foi de que outros fatores poderiam estar influenciando
essa resposta comportamental induzida por MK-801. A anfetamina ndo induziu
hiperlocomogao nesse teste comportamental, o que contrasta com os efeitos estimulantes
amplamente observados em roedores. Acreditamos que isso se deve as diferengas ja
descritas nos circuitos neurais motores centrais de peixes ¢ de roedores e outros
mamiferos (Ryczko et al. 2017). Uma diferenca dbvia é o fato de que os peixes estdo
nadando a maior parte do tempo. Estudos realizados em lampreias (Petromyzon
marinus) mostraram que existem neurénios dopaminérgicos e glutamatérgicos que se
projetam para a regido locomotora mesencefalica, indicando uma estreita interagdo entre
esses neurotransmissores na geracao do comando locomotor. Além disso, o bloqueio dos
receptores dopaminérgicos nessa area resultou em movimentos de natagao reduzidos
sem interromper o controle gradual da locomogao, enquanto o bloqueio dos receptores
glutamatérgicos quase aboliu a locomoc¢ao, indicando que a contribuicao glutamatérgica
¢ essencial para a locomogao dos peixes, enquanto a contribui¢ao dopaminérgica fornece
modulagdo adicional, mas nao € essencial para a locomogao (Ryczko et al. 2017). Nossa
hipotese € que, devido aos diferentes circuitos centrais de regulacdo motora dos peixes,
os resultados com a exposicao ao MK-801 nos parametros de locomog¢ao do peixe-zebra

sdo mais robustos do que com a exposicao a anfetamina.

Realizamos entdo um teste comportamental para avaliar os efeitos do MK-801 e
da anfetamina em comportamentos semelhantes a estereotipia. A estereotipia ¢ definida
como comportamentos repetitivos e invariaveis (Morrens et al. 2006). Comportamentos
estereotipados induzidos por drogas ndo sao bem caracterizados em peixes-zebra, mas
alguns autores sugerem que eles podem ser exibidos como movimentos de rotagdo
alterados (Michelotti et al. 2018). Realizamos o teste de tanque aberto que ¢ capaz de
avaliar movimentos circulares em peixes-zebra, ja que os animais sao filmados de cima.
Os resultados demonstraram que o MK-801, na concentracdo de 5 uM, diminuiu o
angulo absoluto de virada e as rotacdes no sentido horario e aumentou o tempo que os
animais permaneceram imoéveis. A anfetamina também foi capaz de alterar um
parametro relacionado a estereotipia. Nas concentracdes de 0,625 e 10 mg/L, a

anfetamina foi capaz de diminuir o angulo absoluto de virada.

O terceiro teste realizado foi o teste de interag¢do social, um teste capaz de avaliar

a preferéncia social de peixes-zebra. Como o isolamento social ¢ um dos principais
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sintomas negativos da esquizofrenia, ensaios comportamentais que modelem esse
aspecto sdo fundamentais para estudar e desenvolver tratamentos para essa necessidade
clinica ndo atendida. Os peixes-zebra vivem em cardume e apresentam um
comportamento social complexo, com relagdes hieradrquicas e reprodutivas (Dreosti et
al. 2015). Dessa forma, podem ser um organismo modelo adequado para modelar a
interagdo social. Nesse teste, observamos que o MK-801, nas concentragdes de 5 ¢ 10
puM, diminuiu de forma robusta a interag¢@o social. Curiosamente, essas concentragdes
de MK-801 também causaram hiperlocomoc¢do durante o teste de interacdo social,
embora esta droga nao tenha apresentado esse efeito nos testes anteriormente descritos.
Isso sugere que ndo apenas a novidade de contexto (Tran et al. 2016), mas também a
presenca de pistas sociais, podem modular diferencialmente os efeitos do MK-801 em
peixes-zebra. No teste de interagdo social, a anfetamina ndo causou mudangas
significativas no comportamento motor ou social dos peixes-zebra, replicando o que €

amplamente descrito em estudos com roedores.

\

Por fim, coletamos os encéfalos dos peixes-zebra expostos ao MK-801 e a
anfetamina para avaliar pardmetros relevantes de estresse oxidativo. Estudos em
modelos de roedores relatam que o aumento da liberagdo de dopamina induzida pela
anfetamina promove estresse oxidativo, provavelmente devido ao aumento do
metabolismo das monoaminas (El-Tawil et al. 2011; Dichtl et al. 2018; Frey et al. 2006).
O MK-801 nao causou nenhuma alteragdo no estado oxidativo ap6s 10 ou 60 minutos
de exposicdo, o que esta de acordo com estudos em roedores, em que foi observado que
apenas exposicoes repetidas ao MK-801 sdo capazes de produzir um aumento nas
espécies reativas de oxigénio (Wang et al. 2013). Interessantemente, todas as
concentracgoes testadas de anfetamina aumentaram os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), um marcador bem estabelecido de peroxidacao lipidica,
ap6s 60 minutos, mas nao ap6s 10 minutos de exposi¢cdo, indicando um efeito
dependente do tempo na produgdo de espécies reativas. Este aumento nos niveis de
TBARS, no entanto, ndo foi compensado por alteracdes nos niveis de tidis ndo proteicos
(NPSH), que indiretamente representam niveis reduzidos de glutationa (GSH) e
atividade antioxidante. Nao podemos descartar, no entanto, uma diminui¢cdo de NPSH
Ou mesmo um aumento compensatorio em um momento posterior. Nesse contexto, mais
estudos sao necessarios para desvendar a cinética envolvida nos efeitos pro-oxidantes da
anfetamina em peixes-zebra. Estes sdo dados novos, uma vez que ndo ha estudos

avaliando os efeitos do anfetamina nos parametros de estresse oxidativo em peixes-

64



zebra.

1 Comportamento estereotipado
J Distancia total
N Imobilidade
Exposicdo as drogas B———=- Rotagdes

M hiperlocomogdo contexto-dependente
{ Interagdo social

: < ! )
q‘%% R
- S | & NS

Testes comportamentais e
neuroquimicos

_—

H,0

N Peroxidagdo lipidica no encéfalo
Figura 4. Esquema representando os principais resultados encontrados na avaliagdo
dos efeitos de MK-801 e anfetamina em peixes-zebra adultos (Capitulo II). H>O, agua;
MK-801, dizocilpina; AMPH, anfetamina.
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5. CONCLUSOES

Considerando os continuos esfor¢os cientificos na modulacdo dos principais
aspectos da esquizofrenia e desenvolvimento de novos tratamentos, avaliagdes
comportamentais e neuroquimicas diretas relevantes para esta condi¢cdo precisam ser
investigadas. Nossos estudos corroboram com a hipotese inicial desse trabalho, ou seja,
com a ideia de que endofendtipos de esquizofrenia podem ser modelados em peixes-
zebra, um passo essencial para avangar no uso dessa espécie como organismo modelo
para triagem de alto rendimento para o desenvolvimento de novos tratamentos. Embora
mais estudos sejam necessarios para confirmar nossos achados, concluimos que o MK-
801, mais do que as outras drogas avaliadas nesse estudo, ¢ uma ferramenta
farmacologica util na avaliacdo de endofendtipos comportamentais relevantes para a

esquizofrenia em peixes-zebra.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Estabelecimento e validagéo farmacolégica de modelos de esquizofrenia em peixes-zebra
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Pesquisadores:
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Ana Paula Herrmann - coordenador desde 19/06/2018
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2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal
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