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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL NEUROPROTETOR DA TAURINA EM
FENOTIPOS COMPORTAMENTAIS E NEUROENDOCRINOS ASSOCIADOS A
ESQUIZOFRENIA EM PEIXES-ZEBRA

AUTORA: Francini Franscescon
ORIENTADOR: Denis Broock Rosemberg

A esquizofrenia € uma doenga neuropsiquiatrica cronica que compreende um complexo
conjunto de sintomas, 0s quais representam um desafio para seu estudo. Uma das principais
estratégias experimentais para obtencdo de fenotipos relacionados a esquizofrenia envolve o
uso da dizocilpina (MK-801), a qual é um antagonista dos receptores glutamatérgicos N-metil-
D-aspartato (NMDA). No campo da neuropsiquiatria, diversos estudos tém sido realizados
visando encontrar moléculas potencialmente neuroprotetoras que possam prevenir os efeitos do
MK-801. A taurina ¢ um B-aminoacido sulfurado a qual exerce papel multifuncional no sistema
nervoso central (SNC), sendo considerada uma molécula neuroprotetora. Neste trabalho,
analisamos o potencial neuroprotetor da taurina em fendtipos comportamentais e
neuroendodcrinos associados a esquizofrenia em peixes-zebra. Dessa forma, o carater
neuroprotetor da taurina foi avaliado frente a alteracbes em diferentes dominios
comportamentais modificados pelo MK-801 em peixes-zebra. No primeiro artigo, inicialmente
testamos os efeitos de diferentes doses de MK-801 (0,1, 0,3, 0,5, 1 e 2 mg/kg), mostrando que
0 MK-801 2 mg/kg foi capaz de replicar alteracbes comportamentais (e.g. hiperlocomocéo e
déficit cognitivo) reportados previamente na literatura. A partir disso, mostrou-se que o pré-
tratamento com taurina (42 e 150 mg/L) preveniu o déficit cognitivo induzido pelo MK-801 2
mg/kg no teste da esquiva inibitoria. Além do mais, o tratamento com taurina 400 mg/L
preveniu a hiperlocomocao e alteragdes na exploracéo vertical desencadeadas pelo MK-801 no
teste do tanque novo. No segundo estudo, investigamos o efeito da taurina e MK-801 no
comportamento social e niveis de cortisol do peixe-zebra. Nesse caso, observou-se que 0 pré-
tratamento com taurina preveniu alteracdes no padrao de dispersao do cardume, restabelecendo
parte das alteracGes na sociabilidade induzidas pelo MK-801. Com relacdo aos niveis de
cortisol, demonstrou-se que o pré-tratamento com taurina 400 mg/L aboliu a reducéo nos niveis
de cortisol do corpo inteiro induzida pelo MK-801. Em conclusdo, o papel neuroprotetor da
taurina em fendtipos comportamentais associados a esquizofrenia em peixes-zebra foi
destacado, sendo os efeitos da taurina dependentes da concentracgdo testada e fenétipo avaliado.
Contudo, nossos resultados reforcam a adequabilidade do peixe-zebra no estudo de substancias
neuroprotetoras com potencial para reduzir a excitotoxicidade de glutamato em pesquisas em
neurociéncia translacional.

Palavras-chave: Neuroprotecdo. Excitotoxicidade glutamatérgica. Taurina. Esquizofrenia.
Cortisol. Danio rerio.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE NEUROPROTECTIVE POTENTIAL OF TAURINE IN
BEHAVIORAL AND NEUROENDOCRINAL PHENOTYPES ASSOCIATED WITH
SCHIZOPHRENIA IN ZEBRAFISH

AUTHOR: Francini Franscescon
ADVISOR: Denis Broock Rosemberg

Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disease that comprises a complex set of symptoms,
which represent a challenge for its study. One of the main experimental strategies for obtaining
phenotypes related to schizophrenia involves the use of dizocilpine (MK-801), which is an
antagonist of N-methyl-D-aspartate  (NMDA) glutamatergic receptors. In the field of
neuropsychiatry, several studies have been carried out to find potentially neuroprotective molecules
that can prevent the effects of MK-801. Taurine is a sulfur-containing 3-amino acid which plays a
multifunctional role in the central nervous system (CNS), being considered a neuroprotective
molecule. In this work, we analyze the neuroprotective potential of taurine in behavioral and
neuroendocrine phenotypes associated with schizophrenia in zebrafish model. Thus, the
neuroprotective role of taurine was evaluated against changes in different behavioral domains
altered by MK-801 in zebrafish. In the first article, we initially tested the effects of different doses
of MK-801 (0.1, 0.3, 0.5, 1 and 2 mg/kg), showing that 2 mg/kg MK-801 was able to replicate
behavioral changes (e.g., hyperlocomotion and cognitive impairment) previously reported in the
literature. It was shown that taurine pretreatment (42 and 150 mg/L) prevented MK-801-induced
cognitive impairment on inhibitory avoidance task. Furthermore, 400 mg/L taurine prevented
hyperlocomotion and changes in vertical exploration triggered by MK-801 in the novel tank test. In
the second study, we investigated the effect of taurine and MK-801 on social behavior and cortisol
levels. In this case, it was observed that taurine pretreatment prevented the disruption of the shoal
area, thus restoring in part the alterations in the sociability induced by MK-801. Regarding cortisol
levels, 400 mg/L taurine pretreatment abolished MK-801-induced reduction whole-body cortisol
levels. In conclusion, the neuroprotective role of taurine in schizophrenia-like phenotypes in
zebrafish was highlighted, being taurine effects dependent on the concentration tested and of the
phenotype evaluated. However, our results reinforce the suitability of zebrafish to investigate
neuroprotective substances with potential to reduce glutamate excitotoxicity in translational
neuroscience research.

Keywords: Neuroprotection. Glutamate excitotoxicity. Taurine. Schizophrenia. Cortisol.
Danio rerio.
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1. APRESENTACAO

A presente tese esta organizada na seguinte maneira: a introducéo, justificativa, hipoteses
e objetivos do estudo estdo apresentados na primeira parte deste documento. Em seguida, as
metodologias e resultados estdo descritos na forma de dois artigos cientificos publicados, no
item desenvolvimento. As sec¢Bes discussdo e conclusdo, contém a analise integrada dos
resultados obtidos e apresentam interpretaces gerais sobre o0s artigos cientificos,
respectivamente. Posteriormente, as perspectivas destacam possibilidades de novos estudos a
partir dos resultados obtidos. Por fim, as referéncias bibliogréficas das citagcdes realizadas no
corpo do trabalho sdo apresentadas na parte final da tese.
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2. INTRODUCAO

2.1. AESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia é uma doenca neuropsiquiatrica crénica que atinge aproximadamente 0,3
— 0,7% da populacdo mundial (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; SAHA
et al., 2005). O que se entende por esquizofrenia atualmente é fruto de um conceito que sofreu
transformacoes ao longo dos Gltimos 150 anos (ELKIS, 2000). Pode-se afirmar que o conceito
de esquizofrenia teve origem a partir do termo dementia praecox ou deméncia precoce, descrito
pelo psiquiatra alemao Emil Kraepelin, em seu livro “Tratado de psiquiatria”. Embora
Kraepelin definiu a deméncia precoce com base em um curso caracteristico (cronicidade) e
resultado de um conjunto de sinais (emergéncia na adolescéncia ou inicio da vida adulta com
permanéncia das fun¢bes mentais prejudicadas), ele ndo estabeleceu critérios especificos para
seu diagndstico (TANDON, NASRALLAH e KESHAVAN, 2009). Sob outra perspectiva, em
1911, o psiquiatra suico Eugen Bleuler, definiu um conjunto fundamental de sintomas que ele
considerava Unico para esquizofrenia. Ele acreditava que a esséncia da esquizofrenia ndo eram
os delirios e alucinacdes (considerava sintomas assessoOrios), mas sim a desintegracdo de
diferentes funcbes psiquicas que levavam a perda de associacdo, embotamento afetivo,
ambivaléncia, entre outros sintomas (que hoje sdo conhecidos como sintomas negativos da
doenca). Bleuler cunhou o termo esquizofrenia que rapidamente substituiu o termo deméncia
precoce (LAVRETSKY, 2008). Posteriormente, Kurt Schneider (1959), definiu 11 sintomas de
primeira ordem caracteristicos (hoje considerados sintomas positivos). Contudo, apesar da
énfase dada em psicose, percebeu-se que esses sintomas nao eram especificos da esquizofrenia
(TANDON, NASRALLAH e KESHAVAN, 2009). Atualmente, com base no Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais 5° edicdo (DSM-5%), a esquizofrenia é
diagnosticada como uma perturbacdo com duracdo minima de seis meses, caracterizada pela
presenca de delirios, alucinacdes, discurso desorganizado, comportamento alterado ou
catatbnico, apatia e déficit cognitivo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A esquizofrenia é caracterizada por apresentar um conjunto heterogéneo de sintomas,
incluindo os sintomas positivos, 0s sintomas negativos e déficit cognitivo. Os sintomas
positivos sdo manifestados como comportamentos e pensamentos alterados e incluem as
distorcdes da realidade como a psicose, as alucinacfes e os delirios. Os sintomas negativos
correspondem a perda ou diminuicdo das fungdes normais e sdo representados pelo

embotamento afetivo e da expressdo emocional, a alogia (reducdo na quantidade de palavras
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faladas e empobrecimento do discurso), a avolicdo (reducdo da atividade associada as metas
devido a motivacdo diminuida), a anedonia (incapacidade de sentir prazer), e 0 embotamento
social (CORRELL e SCHOOLER, 2020; KAHN et al., 2015). Problemas relacionados a
memodria, incluindo déficit de atencéo, aprendizagem verbal e visual, dificuldades no raciocinio
e resolucdo de problemas (déficit cognitivo) também sdo observados em pacientes com
esquizofrenia (HEINRICHS e ZAKZANIS, 1998; TRIPATHI, KAR e SHUKLA, 2018). Em
geral, os sintomas da esquizofrenia estdo diretamente relacionados com uma menor qualidade
de vida dos individuos que sofrem com a doenca (TAN et al., 2019), visto que muitos pacientes
com sintomas positivos experimentam a perda de contato com a realidade, fato que é prejudicial
ao comportamento diario. Assim como os sintomas positivos, 0s sintomas negativos também
afetam diretamente aspectos emocionais e relacdes sociais. Dessa forma, a perda de
produtividade gerada pelo comprometimento cognitivo e social nessa doenga, produz custos
ainda maiores do que o seu tratamento, tornando a reducgéo da incapacidade na esquizofrenia
uma prioridade (HARVEY e STRASSNIG, 2019).

Embora dados de epidemiologia sugerem que a incidéncia da esquizofrenia € ligeiramente
maior para o sexo masculino, alguns estudos mostram similaridade nesse quesito para ambos
0s sexos (CANNON et al., 1998; TANDON; KESHAVAN e NASRALLAH, 2008). No
entanto, no sexo feminino a manifestacdo de sintomas € tardia (cerca de 25-35 anos), quando
em comparagdo com 0 sexo masculino (18-25 anos) (CHAVES, 2000). Apesar da
patofisiologia da esquizofrenia ainda ndo ser totalmente entendida, fatores genéticos e
ambientais desempenham um importante papel no curso dessa doenga (MUESER e MCGURK,
2004; VAN OS, KENIS e RUTTEN, 2010). Nesse aspecto, podemos destacar a migragdo e
urbanicidade, complicacBes obstétricas e perinatais, idade paterna avancada no momento da
concepgdo, e uso de Cannabis sp. durante a adolescéncia como fatores ambientais de risco
(VAN OS, KENIS e RUTTEN, 2010). Apesar da influéncia dos fatores ambientais, sabe-se que
a esquizofrenia tem um forte componente genético, e estudos com gémeos estimam que sua
herdabilidade é de aproximadamente 80% (CANNON et al., 1998; HILKER et al., 2018).

Existem alteragcdes em diversas vias de neurotransmissores na esquizofrenia incluindo as
vias serotoninérgica (AGHAJANIAN, 2000), GABAérgica (BENES, 2015), dopaminérgica
(HOWES, MCCUTCHEON e STONE, 2015) e glutamatérgica (HU et al., 2015; KIM et al.,
1980). A hipotese do envolvimento da dopamina na esquizofrenia surgiu na década de 70, onde
observagdes as quais demonstraram que a administracdo de anfetaminas e outras substancias

que induzem o aumento na liberacdo de dopamina extracelular podem induzir sintomas
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paralelos aos observados na psicose que ocorre nos pacientes (HOWES, MCCUTCHEON e
STONE, 2015; LIEBERMAN, KANE e ALVIR, 1987). Esse fato, associado a efetividade
clinica do tratamento com antipsicoticos que tem como alvo a via dopamineérgica e reduzem os
sintomas de psicose, fornecem evidencias as quais mostram que existem alteracdes na via
dopaminérgica na esquizofrenia. Em geral, o tratamento da esquizofrenia pode ser realizado
com antipsicéticos tipicos incluindo haloperidol e clorpromazina (que atuam como antagonistas
dos receptores dopaminérgicos D), resultando na diminuig¢do dos sintomas positivos (LEO e
REGNO, 2000). Apesar da eficacia para conter 0s sintomas positivos, 0 uso desses farmacos é
limitado pela manifestacdo de efeitos colaterais (e.g. sintomas extrapiramidais e prolactinemia),
e pela ineficacia para tratar os sintomas negativos e cognitivos da esquizofrenia (JANNO et al.,
2004; LI, SNYDER e VANOVER, 2016). Assim, a busca por tratamentos farmacoldgicos
alternativos torna-se imprescindivel para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados
pela doenca.

A hipétese do envolvimento da via serotoninérgica na esquizofrenia originou-se a partir
de estudos os quais demostraram as propriedades alucindgenas e interacdes da dietilamida do
acido lisérgico (LSD) e serotonina no sistema nervoso (AGHAJANIAN, 2000). Estudos
pontuam que duas classes de drogas as indolaminas (e.g. LSD) e fenetilaminas (e.g. mescalina)
atuam como pré-psicoticos gerando alucinagdes e tem como alvo 0s receptores serotoninérgicos
5HT-,a (DE GREGORIO et al., 2016; LOPEZ-GIMENEZ; GONZALEZ-MAESO, 2018),
além de provocar uma melhora na neurotransmissdo glutamatérgica. Juntos, esses estudos
sinalizam o envolvimento de ambas as vias serotoninérgica e glutamatérgica na fisiopatologia
da doenca (AGHAJANIAN, 2000; COYLE, 1996a, 2006; REYNOLDS, 2005).

A associagdo do glutamato na esquizofrenia foi postulada inicialmente na década de 80
guando foi demonstrado que pacientes com esquizofrenia possuiam niveis menores de
glutamato no liquido cefalorraquidiano (KIM et al., 1980). Posteriormente, observacdes
evidenciaram que o abuso de drogas como cetamina e fenciclidina (PCP), antagonistas dos
receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA\), produz sintomas muito semelhantes
a psicose que ocorre na clinica da esquizofrenia (COYLE, 1996; JAVITT e ZUKIN, 1991).
Além disso, alteracBes morfoldgicas em receptores de glutamato, envolvendo a diminui¢éo no
comprimento basal e no nimero de dendritos em neurdnios piramidais no cortex pre-frontal
(CPF) foram reportadas em pacientes esquizofrénicos (BROADBELT, BYNE e JONES, 2002;
KALUS et al., 2000). E importante ressaltar que o glutamato pode regular a atividade de

neurdnios dopaminérgicos das vias dopaminérgicas mesocortical e mesolimbica, influenciando



16

hipoteticamente a manifestacdo de sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia
(Figura 1). Em conjunto, esses dados evidenciam que alteracdes na via glutamatérgica estdo
presentes na esquizofrenia (HU et al., 2015). Portanto, a inibicdo dos receptores ionotropicos
glutamatérgicos NMDA, obtida mediante a exposi¢do a antagonistas dos receptores NMDA
(e.g., dizocilpina (MK-801), cetamina ou PCP), consiste em uma das principais estratégias
farmacoldgicas para elucidar fendtipos comportamentais relacionados a esquizofrenia em
modelos animais (BUBENIKOVA-VALESOVA et al., 2008; LEE e ZHOU, 2019).

Figura 1. Hipofuncdo dos receptores NMDA e os sintomas positivos (A) e negativos (B) da
esquizofrenia. Em relacdo aos sintomas positivos, sugere-se que os neurénios glutamatérgicos que se
projetam do cdrtex para o tronco encefélico inervam os neur6nios da via dopaminérgica mesolimbica,
e, portanto, os estimulam. Nesse caso, 0 estimulo gerado provoca hiperatividade dos referidos neurdnios,
tal qual hipoteticamente ocorre nos sintomas positivos da esquizofrenia. Na realidade, a desregulacéo
dos neurdnios glutamatérgicos, ou seja, a inervagdo deficiente e hipofuncional é a causa hipotética da
hiperatividade dos neurdnios dopaminérgicos mesolimbicos. Nos sintomas negativos, 0s neurdnios
glutamatérgicos do cortex para o tronco encefalico, regulam neurdnios dopaminérgicos especificos que
se projetam apenas para a area tegmental ventral (VTA) no cortex pré-frontal (via mesocortical), em vez
de regular a via mesolimbica. Desse modo, a ativagdo desses neurbnios glutamatérgicos especificos leva
inicialmente, a ativacdo de interneur6nios gabaérgicos, os quais inibem neurbénios dopaminérgicos
mesocorticais, sendo esse estimulo responsavel por desencadear os sintomas negativos. Por fim, a
hipoatividade dos neurdnios dopaminérgicos mesocorticais esta associada a anormalidade na inervagdo
glutamatérgica de interneurénios gabaérgicos contendo parvalbumina em suas sinapses de NMDA.
Assim, sugere-se que diferentes populacdes de neurbnios glutamatérgicos regulam diferentes
populagdes de neurbnios dopaminérgicos.
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2.2. O RECEPTOR N-METIL-D-ASPARTATO (NMDA)

Desde sua descoberta, ha cerca de 40 anos, os receptores NMDA tem chamado a atengéo
dos cientistas devido ao papel essencial que estes desempenham no sistema nervoso central
(SNC) (PAOLETTI, BELLONE e ZHOU, 2013). Os receptores NMDA sdo canais i6nicos
dependentes de voltagem, cuja ativacdo esta envolvida em funcdes bioldgicas de extrema
importancia como plasticidade sinaptica (HUNT e CASTILLO, 2012) e potenciagdo de longa
duracdo (LTP) (CAMMAROTA et al., 2000; RIEDEL, PLATT e MICHEAU, 2003; RIEDEL
e REYMANN, 1996). Além disso, a disfuncdo desses receptores & associada com o
desenvolvimento de doengas neuropsiquiatricas como 0 vicio a cocaina, abuso crbnico de
alcool, além da esquizofrenia (LAU e ZUKIN, 2007). Os receptores ionotrépicos
glutamatérgicos sdo formados por proteinas integrais de membrana compostas por 4
subunidades grandes as quais formam o poro central do canal iénico (TRAYNELIS et al.,
2010). Até o momento foram identificadas sete subunidades, ou seja, esse receptor € composto
pela subunidade GIuN1; quatro subunidades GIuUN2 (GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C e GIuN2D);
e um par de subunidades GIUN3 (GIUN3A e GIuN3B) (PAOLETTI, BELLONE e ZHOU,
2013). Todas as subunidades compartilham uma arquitetura molecular envolvendo quatro
dominios distintos: o dominio N-terminal (NTD); o dominio de ligacdo do agonista (ABD); o
dominio transmembrana (TMD) contendo o canal iénico; e o dominio C-terminal intracelular
(CTD) (PAOLETTI, BELLONE e ZHOU, 2013). O receptor NMDA exibe propriedades que o
distinguem de outros canais i6nicos dependentes de voltagem (CULL-CANDY e
LESZKIEWICZ, 2004). Primeiramente, o canal esta sujeito a um bloqueio dependente de
voltagem através da ligacdo com o ion Mg?*, permanecendo inativo durante o repouso
(NOWAK et al., 1984) . Quando a célula pos-sinaptica é despolarizada, o ion Mg?* é liberado,
provocando o desbloqueio do canal. Este processo, em conjunto com a ligacao da glicina ou d-
serina e do glutamato em seus respectivos sitios ligacdo no receptor NMDA, favorece a abertura
do canal e entrada de ions de Ca?* e Na* na célula (UNO e COYLE, 2019). O influxo de Ca?*
induz uma cascata de eventos intracelulares que medeiam a plasticidade sinaptica e promovem
mudangas na expressdo génica que levam a plasticidade estrutural neuronal (BALU, 2016).
Além disso, a atividade do receptor NMDA pode ser fortemente influenciada pela presenca dos
fons H* e Zn?* (CULL-CANDY e LESZKIEWICZ, 2004), bem como pela glicina e a D-serina,
co-agonistas necessarios para ativacdo, e poliaminas (e.g., espermina e espermidina) que atuam

por melhorar a funcéo desse receptor (SWETT, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. llustracdo do receptor NMDA, contendo sitios de liga¢do de antagonistas, agonistas e outras
moléculas com acdo modulatoria.
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2.3. O PEIXE-ZEBRA COMO ORGANISMO MODELO

O peixe-zebra (Danio rerio) também conhecido como zebrafish ou paulistinha, é um
pequeno teledsteo da familia Cyprinidae, o qual é endémico do sudeste Asiatico
(ARUNACHALAM etal., 2013; ENGESZER et al., 2007). Seu emprego na pesquisa cientifica
cresceu exponencialmente nas ultimas décadas (KALUEFF, STEWART e GERLAI, 2014),
destacando-se como ferramenta alternativa na modelagem de doencas relacionadas ao
neurodesenvolvimento (DE ABREU et al., 2019; MESHALKINA et al., 2018) e doencas
neuropsiquiatricas como a esquizofrenia (DEMIN et al., 2019; GAWEL et al., 2019). Além do
repertorio comportamental bem caracterizado (KALUEFF et al., 2013), essa espécie possui
aspectos neuroquimicos conservados quando comparada com mamiferos, ou seja, 0 peixe-zebra
possui 0s principais neurotransmissores e seus receptores, transportadores, e enzimas de sintese
e metabolismo descritos para roedores e humanos (PANULA et al., 2006). A expressao de
genes da familia do receptor NMDA foi identificada em embrifes de peixe-zebra, sendo 2 genes
correspondentes a subunidade (GIuN1) e oito genes relacionados a subunidade (GIuN2) (COX,
KUCENAS e VOIGT, 2005), reforcando a conservacao evolutiva destes receptores na espécie.

Por fim, a facil reprodutibilidade, baixo custo e facil manutencdo (FONTANA et al., 2018;
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KALUEFF, STEWART e GERLAI, 2014; KOKEL e PETERSON, 2008; STEWART et al.,
2015), associados ao fato que 82% dos genes relacionados a doengas humanas compartilham
pelo menos um ortélogo em peixes-zebra (HOWE et al., 2013), reforcam a validade da espécie
para modelagem de doencas do SNC e screening de compostos neuroprotetores, na perspectiva
translacional.

Outro ponto que merece destaque € que o eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI) do
peixe-zebra possui similaridade anatémica e fisiologica ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) nos seres humanos (ALSOP e VIJAYAN 2009, 2008; WENDELAAR BONGA, 1997).
Desse modo, 0 peixe-zebra e seres humanos secretam o cortisol, enquanto que os roedores
possuem a corticosterona como principal hormonio sintetizado frente a situacfes estressoras
(JOELS, KARST e SARABDJITSINGH, 2018; SADOUL e GEFFROY, 2019). Além disso, a
espécie possui robustez em respostas comportamentais e fisioldgicas que ocorrem ap6s a
eventos estressores agudos ou crénicos (DEMIN et al., 2020), fato que evidencia a grande valia
do peixe-zebra, possibilitando seu emprego em pesquisas que visem estimar a relagdo entre
estresse e doengas mentais como a esquizofrenia.

Em modelos animais, manipulacbes farmacoldgicas produzem alteracbes
comportamentais especificas que remetem para alguns dos sintomas clinicos da esquizofrenia
(BUBENIKOVA-VALESOVA et al., 2008; NEILL et al., 2010). Reconhecemos que 0 peixe-
zebra, como outros modelos animais incluindo roedores, ndo desenvolve a esquizofrenia tal
qual ocorre em seres humanos. No entanto, o peixe-zebra é Gtil para estudar certos fenétipos
observaveis em diversos transtornos neuropsiquiatricos (GAWEL et al., 2019; KALUEFF,
STEWART e GERLAI, 2014; SEIBT et al., 2010; 2011). Nesse sentido, a hiperlocomocéo
gerada por pré-psicéticos reflete os sintomas positivos da esquizofrenia em seres humanos,
enquanto que os déficits na interacdo social sdo equivalentes aos sintomas negativos dessa
doenca (GAWEL et al., 2019). Além disso, o déficit cognitivo observado nos modelos animais
de esquizofrenia, geralmente, reflete o déficit de memdria que acomete a maioria dos pacientes
afetados. Apesar da grande e crescente utilidade do peixe-zebra para modelar tanto fendtipos
como mecanismos neurobioldgicos que refletem a esquizofrenia, em geral, esse modelo
também possui algumas limitagGes inerentes a biologia da espécie.

Embora muitos modelos de roedores podem ser adaptados ou reproduzidos em peixe-
zebra com validade de face e de constructo, tanto para fenotipos comportamentais como para
manipulacdes genéticas e farmacoldgicas relevantes para esquizofrenia, na atualidade esse

modelo continua subutilizado (DEMIN et al., 2019). Contudo, mimetizar certos sintomas de
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esquizofrenia como estados delirantes, fala anormal, auséncia de motivacdo e expressao
emocional reduzida é complicado ou mesmo impossivel em peixe-zebra (e roedores) (DEMIN
etal., 2019). No entanto, os sintomas positivos dessa doenca relacionados a psicose, geralmente
envolvem a hiperatividade clinica, e uma correlacdo é sugerida com a hiperlocomogéo que
ocorre nos animais apds a administracdo de psicoticos. Nesse aspecto, cuidado é necessario na
interpretagdo dos dados, pois, a neurobiologia da atividade locomotora e da psicose séo
diferentes. Assim, somente a mudanca na locomogéo dos peixes ou roedores pode ndo auxiliar
0 avanco sobre o entendimento da patologia da esquizofrenia, sendo dificil saber a robustez e
consisténcia desse parametro (DEMIN et al., 2019). Estudos sugerem que a investigacdo de
mudancas na locomog¢do deve ser complementada com uma analise profunda de multiplos
fenotipos associados a esquizofrenia (HAYES et al., 2016; JONES, WATSON e FONE, 2011).
Apesar da relevancia da hiperlocomocdo para o estudo da esquizofrenia ser debatida,
experimentalmente esse fendtipo pode ser induzido por psicoestimulantes, sendo relativamente
bem estudado em peixe-zebra (BRAIDA et al., 2007; CACHAT et al., 2013; KYZAR et al.,
2013; MENEZES et al., 2015; NEELKANTAN et al., 2013; SEIBT et al., 2010).

Embora os efeitos dos antipsicoticos em peixes-zebra estdo alinhados com efeitos
observados em estudos com roedores (GOBIRA et al., 2013; SEIBT etal., 2010, 2012), cuidado
deve ser tomado para interpretar os dados, desde que estes podem ndo necessariamente auxiliar
no desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos. Por conseguinte, a sensibilidade do
peixe-zebra a novos antipsicoticos é desconhecida e merece investigacdes futuras. Embora
protocolos de anedonia sejam estabelecidos em roedores, até 0 momento ndo existe um
protocolo bem estabelecido para a andlise deste fendmeno em peixe-zebra (DEMIN et al.,
2019). Sabe-se que a anedonia e avoli¢éo (falta de motivacao) contribuem muito para impactar
0 desempenho diario de individuos com esquizofrenia, provocando incapacidade
(RABINOWITZ et al., 2012). Dessa forma, estudos futuros para padronizar o desenvolvimento
e avaliacdo desses fenotipos em peixe-zebra sao imprescindiveis.

Outro ponto importante é que o comportamento social pode ser avaliado facilmente em
peixes-zebra (PHAM et al., 2012), porém, transladar o déficit social que ocorre apds a
administracdo de pro-psicoticos nesse modelo para aquele observado na clinica dos transtornos
neuropsiquiatricos como a esquizofrenia pode ser complicado (DEMIN et al., 2019). Nesse
aspecto, a auséncia do cortex cerebral em peixe-zebra torna-se uma limitagdo (KALUEFF,
ECHEVARRIA e STEWART, 2014), desde que essa estrutura é fortemente associada a

cognicdo social em mamiferos (ADOLPHS, 2003). Contudo, outras estruturas e circuitos
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neurais também sdo envolvidos no comportamento social (e.g., habenula, ndcleo dorsal da rafe,
hipotalamo, amigdala, septo lateral, cerebelo, area predptica e mesencéfalo), as quais o peixe-
zebra possui correspondentes homologos (GENG e PETERSON, 2019; HASHIMOTO e HIBI,
2012; KOZOL et al., 2016). Recentemente, foi postulado que os tracos sociais apresentam base
evolutiva conservada em peixes-zebra, roedores e seres humanos (FONTANA et al., 2021).
Indubitavelmente, o peixe-zebra pode servir como modelo farmacoldgico para estudos de
esquizofrenia (GAWEL et al., 2019) e, nesse aspecto, énfase deve ser dada a modelos que
busquem investigar os mecanismos neurobioldgicos e neurofisioldgicos e sua relacdo com o0s

fendtipos existentes na clinica.

2.4. 0 MK-801 COMO MODELO FARMACOLOGICO DE ESQUIZOFRENIA

O MK-801 é um antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA, que atua
bloqueando a abertura do canal iénico (NOWAK et al., 1984; SONG et al., 2018). Essa
molécula foi originalmente desenvolvida como uma substancia neuroprotetora e
anticonvulsivante no ano de 1982 (KOCHHAR, ZIVIN e MAZZARELLA, 1991). Além disso,
MK-801 possui diversos efeitos fisioldgicos no SNC envolvendo analgesia e anestesia
(KOVACIC e SOMANATHAN, 2010). Apesar de mostrar atividade neuroprotetora em
modelos de isquemia, essa substancia pode induzir degeneracdo neuronal e comportamento
psicotico (KOVACIC e SOMANATHAN, 2010). Todavia, os efeitos colaterais podem ocorrer
devido a alta afinidade e longo tempo de ocupacgdo que a droga exerce nos receptores alvo, 0
que impede seu uso na clinica (SONG et al., 2018). Estudos evidenciaram que a administracdo
aguda de antagonistas dos receptores NMDA (cetamina e PCP) provoca efeitos diversos no
SNC, incluindo o0 aumento dos niveis extracelulares de glutamato e de catecolaminas, como
dopamina (MOGHADDAM et al., 1997) e serotonina (MARTIN, CARLSSON e HIJORTH,
1998). Acredita-se que o bloqueio com antagonistas ndo-competitivos, como o MK-801, gera
uma hipofungdo nos receptores NMDA, a qual resulta em estimulo excessivo de outras classes
de receptores glutamatérgicos, tais como os alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
(AMPA) e cainato (KA) (DEUTSCH et al., 2001). Uma vez que os neur6nios GABAérgicos
sdo ativados pelo estimulo dos receptores NMDA localizados em sua superficie, usualmente,
apos a liberacdo de acido gama-aminobutirico (GABA), ocorre a ativacdo dos canais de ions
cloreto que estdo localizados na superficie de neurdnios glutamatérgicos inibindo-os
(DEUTSCH et al., 2001). Desse modo, o antagonismo dos receptores NMDA ¢é complexo e

pode causar a desinibicdo das projecOes glutamatergicas, resultando em um aumento na
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liberagcdo de glutamato e uma cascata de eventos excitotdxicos, culminando na geragdo de
espécies reativas de oxigénio e apoptose (DEUTSCH et al., 2001). Dessa forma, a exposicao a
antagonistas dos receptores NMDA (cetamina) pode provocar alteracBes significativas em
interneurdnios inibitdrios corticais, levando a perda da expressdo da proteina de ligacdo ao
calcio parvalbumina e da enzima glutamato descarboxilase (GAD67) (BEHRENS et al., 2007),
a qual fornece um passo limitante para sintese de GABA. Além disso, roedores expostos ao
MK-801 apresentam uma sindrome comportamental envolvendo ataxia e hiperlocomocéo
(LOSCHER e HONACK, 1992; MARTIN et al., 1997), disfuncdo do comportamento social
(RUNG et al., 2005) e déficit cognitivo (CASTELLANO et al., 1999). Tais alteracOes
comportamentais sdo atribuidas ao efeito modulatério do MK-801 nos sistemas glutamatérgico
(CHARTOFF, HEUSNER e PALMITER, 2005), serotoninérgico e noradrenérgico
(LOSCHER e HONACK, 1992).

2.5. 0 MK-801 E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS: ESTUDOS EM PEIXES-ZEBRA

Em peixes-zebra, uma ampla gama de estudos evidencia que a exposi¢cdo ao MK-801
desencadeia alteracbes em varios dominios comportamentais, dentre esses destacam-se a
locomocdo e a sociabilidade. Em geral, alguns estudos mostram que a exposi¢cdo ao MK-801
ndo altera a locomocdo, ou entdo, diminui a atividade locomotora (BENVENUTTI et al., 2021;
SWAIN, SIGSTAD e SCALZO, 2004), enquanto que outros mostram que o MK-801 gera
hiperatividade (e.g., aumento na distancia percorrida, no numero de cruzamentos, e na
velocidade média) (MENEZES et al., 2015; SEIBT et al., 2010). Notavelmente, no quesito
locomocdo, alguns dados sdo controversos e mais estudos sdo necessarios para esclarecer tais
discrepancias. Contudo, diferencas nas concentracdes (2, 5, 10, 20, ou 100 uM), tempos de
exposicdo (30 ou 60 min), e duracdo do teste (30 ou 60 min), podem refletir algumas
disparidades observadas (BENVENUTTI et al., 2021; SISON e GERLAI, 2011; SWAIN,
SIGSTAD e SCALZO, 2004). Paralelamente, a exposicdo ao MK-801 resulta no aumento
significativo de comportamentos estereotipados do tipo psicose, incluindo o nado circular na
superficie da agua (ECHEVARRIA et al., 2008; SISON e GERLAI, 2011; SWAIN, SIGSTAD
e SCALZO, 2004). Apesar de Swain et al. (2004) ter observado um aumento do nado circular
nas concentracbes de 2 a 20 uM, em outro estudo o aumento significativo de rotacdes foi
observado somente quando os animais foram expostos a MK-801 100 uM, por 30 min antes ou

durante a realizacdo do teste (SISON e GERLAI, 2011). Em relagéo a isso, foi discutido que o
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peixe-zebra pode responder adversamente a falta de sais na agua, e este fato pode ter contribuido
para os efeitos adversos observados por Swain et al. 2004, desde que 0s autores expuseram 0S
animais em meio de 4gua deionizada, em vez de expor a agua do sistema reconstituida com sais
(SISON e GERLAI, 2011). Outro dado interessante, € que 0 peixe-zebra exposto ao MK-801
10 ou 20 M permanece mais tempo na area do topo do aquério, o que pode ser indicativo de
ansiedade reduzida (BENVENUTTI et al., 2021; ECHEVARRIA et al., 2008; SEIBT et al.,
2010). Em geral, esses dados séo paralelos com aqueles observados em roedores, pois, 0 MK-
801 reduz a ansiedade relacionada a defesa antipredatoria em roedores (BLANCHARD et al.,
1992).

De modo geral, a inativacdo dos receptores NMDA pode gerar déficit cognitivo em
animais, sinalizando o envolvimento da via glutamatérgica na aprendizagem e memoria
(BLANK et al., 2009; RIEDEL, PLATT e MICHEAU, 2003). Em peixe-zebra, uma unica
exposicdao ao MK-801 20 uM por 15 min, realizada apds a sessdo treino € suficiente para
prejudicar a consolidacdo da memoria no teste da esquiva inibitoria (BLANK et al., 2009).
Similarmente, a exposicao repetida por 4 dias de MK-801 20 uM 1 hr por dia, (exposicao
realizada antes do treino) também prejudica a aquisi¢cdo de memoria de evitacdo na esquiva de
choque (NG et al., 2012). O déficit de memdria foi acompanhado pela inibigdo da aprendizagem
associada a ativacao da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) no telencéfalo de peixe-
zebra (NG et al., 2012). Uma vez que as proteinas quinases estdo envolvidas na formacao da
potenciacdo de longa duracdo (LTP) no telencéfalo do peixe-zebra (NAM, KIM e LEE, 2004),
0 MK-801 parece induzir déficit cognitivo através da inibicao da sinalizacdo das ERK (NG et
al., 2012). Em outro estudo, a exposic¢éo repetida ao MK-801 (20 uM por 4 dias) resulta em
uma diminuicao da preferéncia pelo ambiente enriquecido em peixe-zebra (SWAIN, SIGSTAD
e SCALZO, 2004).

Em modelos animais de inibicdo dos receptores NMDA, o déficit social emerge como um
importante fen6tipo. Em peixe-zebra, a exposi¢cdo ao MK-801 a 5, 10, e 100 uM diminui a
preferéncia social (BENVENUTTI et al., 2021; SEIBT et al., 2011; SISON e GERLAI, 2011,
ZIMMERMANN et al., 2016). Contudo, a exposi¢ao aos antipsicoticos sulpirida e olanzapina
reverte a diminuicdo da preferéncia pelo estimulo social induzida pelo MK-801 (SEIBT et al.,
2011). Do mesmo modo, a administracdo de ocitocina e carbetocina (agonista do receptor de
ocitocina) recupera o déficit social e a diminuicdo do comportamento do tipo agressivo
induzidos pelo MK-801, sugerindo que o neuropeptideo oxitocina esta envolvido na modulagdo

de diferentes aspectos do comportamento social em peixes-zebra (ZIMMERMANN et al.,
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2016). Outras alteragOes induzidas por MK-801 envolvem a reducdo do comportamento de
cardume em peixe-zebra (ECHEVARRIA et al., 2008). De fato, animais expostos ao MK-801
a 20 uM tornaram-se significativamente mais dispersos, 5 min apds o contato com a droga
(tempo necessario para absorcdo da droga pelas branquias) (ECHEVARRIA et al., 2008). Em
geral, cardumes de quatro peixes-zebra tratados com MK-801 apresentam um aumento na
distancia entre os peixes, na distancia do vizinho mais distante, e distancia do vizinho mais
préximo, além de uma reducéo significativa na interacdo social. Nesse aspecto, uma diminuicao
da coesdo social pode ser intensificada com o aumento da concentracdo de MK-801 (1,2 e 5
HM) (MAASWINKEL, ZHU e WENG, 2013). Outro dado interessante, é que comportamentos
ndo sociais do cardume também foram alterados pelo MK-801, onde um aumento na distancia
do fundo e da distancia percorrida, e reducédo na distancia do centro foram observados apds a
exposicdo a concentracdo mais alta utilizada de MK-801 (5 uM). Além disso, em cardumes
heterogéneos, um unico peixe tratado com MK-801 possui uma reduzida coesdo social quando
comparado ao cardume como um todo (MAASWINKEL, ZHU e WENG, 2013). Nesse aspecto,
0s animais ndo tratados do cardume heterogéneo, passaram a seguir o animal tratado com MK-
801, e com isso, o cardume inteiro tornou-se mais espalhado (MAASWINKEL, ZHU e WENG,
2013). Em geral, os comportamentos ndo-sociais mencionados previamente pareceram ser
menos alterados do que a coesdo social pela presenca de um Unico peixe-zebra tratado com
MK-801 no cardume (MAASWINKEL, ZHU e WENG, 2013). Contudo, mais pesquisas séo
necessarias para investigar as alteracbes na dinamica social e ndo social de cardumes
heterogéneos.

Em modelos experimentais, a exposicdo ao MK-801 pode gerar um desbalanco no
sistema redox no SNC, culminando em estresse oxidativo (OZYURT et al., 2007). Existe uma
similaridade no metabolismo do MK-801 com o da cocaina, em relacdo ao envolvimento de
uma amina secundaria, com formacdo subsequente de hidroxilamina, o que lhe confere
participacdo do metabolismo redox, com potencial capacidade para transferéncia de elétrons e
formacéo de radicais livres (KOVACIC e SOMANATHAN, 2010). Em roedores, a exposi¢do
repetida ao MK-801 tem mostrado induzir estresse oxidativo por aumentar os niveis de
malondialdeido (MDA), proteinas carboniladas (PC), 6xido nitrico (ON), bem como aumentar
a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (OZYURT
et al., 2007). De maneira similar, 0 MK-801 pode ser neurotdxico por aumentar a degeneragédo
e morte de células neuronais localizadas no cértex cingulado posterior/retroespinal de roedores
(KURODA et al., 2015; WOZNIAK et al., 1996). Contudo, estudos de meta analise tem



25

enfatizado que pacientes com esquizofrenia possuem alteracbes no metabolismo redox (e.g.,
niveis aumentados de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico — TBARS e atividade elevada
da enzima SOD), indicando que essas alteracdes estdo presentes na doenca (GAMA et al., 2008;
ZHANG et al., 2010). Esses estudos sugerem que a exposi¢do ao MK-801 produz alteracGes
neuroquimicas relacionadas a patofisiologia da esquizofrenia e, portanto, constitui uma
interessante estratégia para screening de compostos neuroprotetores.

Previamente, foi demostrado que MK-801 (20 pM) durante 15 min aumenta
significativamente a peroxidacdo lipidica e diminui a atividade da enzima Na*, K*-ATPase em
encéfalo de peixe-zebra, efeito revertido pela exposicdo aos antipsicoticos haloperidol,
sulpirida e olanzapina (SEIBT et al., 2012). Contudo, 0 mesmo estudo mostra que a producgéo
de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio nado ¢ alterada pela exposicdo ao MK-801 (SEIBT
et al., 2012). Outro dado interessante é que a exposicdo ao MK-801 (1, 5 e 10 uM) por 10 min,
embora ndo altera significativamente a peroxidagdo lipidica, resulta em ligeiro aumento dos
niveis de TBARS, ndo observado apds 60 min de exposicdo (BENVENUTTI etal., 2021). Além
disso, os niveis de tiois ndo proteicos (NPSH) nédo sdo alterados pela exposicdo ao MK-801
(BENVENUTTI et al., 2021). Notavelmente, as discrepancias observadas nos dados
bioquimicos, podem ser atribuidas as diferentes concentracbes e tempos de exposicdo
empregados, sendo necessario realizar mais estudos para esclarecer o papel exato do MK-801
no metabolismo oxidativo de peixe-zebra. Por fim, geralmente, estudos demonstram o
envolvimento do estresse oxidativo (GAMA et al., 2008; ZHANG et al., 2010), inflamacéo
(HOWES e MCCUTCHEON, 2017), diminuicdo na atividade da enzima Na*, K*-ATPase
(ROY et al., 2016) resposta de estresse alterada (GISPEN-DE WIED, 2000), e alterages
comportamentais (KAHN et al., 2015; TANDON, NASRALLAH e KESHAVAN, 2009) nos
processos neuropatoldgicos que compreendem a esquizofrenia, evidenciando assim, que esses
parametros podem ser considerados alvos para estudos futuros.

Acredita-se que na maioria das doencas neuropsiquiatricas o estresse € um fator nao
gendmico que pode contribuir para exacerbar os sintomas, induzir recaidas apos o periodo de
remissdo e prejudicar o tratamento (MOGHADDAM, 2002). Evidéncias sugerem que 0 eixo
HPA é alterado em muitas doengas mentais (BRADLEY e DINAN, 2010; YEHUDA, 2002).
De fato, pacientes com esquizofrenia podem apresentar modificages significativas na atividade
do eixo HPA, com hipo ou hiper liberacdo de cortisol a depender de diversos fatores
(BRADLEY e DINAN, 2010), indicando que estudos sdo necessarios para esclarecer as bases

neuroendocrinas subjacentes a esquizofrenia. Atualmente, ndo se sabe como a administracéo
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de MK-801 afeta o eixo HPI do peixe-zebra e estudos futuros podem ser realizados buscando
investigar os efeitos do MK-801 no eixo HPI e em fendtipos comportamentais em peixe-zebra.
Além disso, considerando os efeitos colaterais oriundos do tratamento da esquizofrenia, a busca
por moléculas com propriedades neuroprotetoras, as quais possam melhorar significativamente

a qualidade de vida das pessoas que sofrem de esquizofrenia € de suma importancia.

2.6. A TAURINA E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS

A taurina (acido 2-aminoetanossulfonico) ¢ um B-aminoacido, o qual foi descoberto no
ano de 1827 presente na bile de bovinos. Essa molécula desempenha um importante papel
fisioldgico, sendo crucial para o desenvolvimento do cérebro, retina e sistema imunologico,
assim como para a regulacdo da atividade do mdsculo cardiaco e inflamagcdo (HUXTABLE,
1992). Em mamiferos, a taurina estd disponivel em diversos tecidos incluindo musculo
esquelético, masculo cardiaco, retina e encéfalo (HUXTABLE, 1992). Entre individuos, a
sintese de taurina pode ser variavel, dependendo de fatores como estado nutricional, absor¢édo
de proteinas e disponibilidade da cisteina (HUXTABLE, 1992). A taurina pode ser sintetizada
principalmente pelo figado e rins, através da via da cisteina &cido sulfinico (DE LUCA,
PIERNO e CAMERINO, 2015) (Figura 3). As reacdes de sintese consistem primeiramente na
oxidacdo da cisteina em cisteina acido sulfinico, pela enzima cisteina dioxigenase, com
subsequente acdo da enzima cisteina acido sulfinico descarboxilase (CAS descarboxilase) e
formacédo de hipotaurina. Por fim, a taurina é produzida por oxidagdo enzimética da hipotaurina
(DE LUCA, PIERNO e CAMERINO, 2015).

Figura 3 — Rota de biossintese da taurina a partir dos aminoacidos metionina e cisteina.
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Fonte: Adaptado de De Luca; Pierno e Camerino (2015).
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Em seres humanos, a concentragéo intracelular de taurina pode variar de 5-20 pmol/g no
encéfalo, retina, masculo esquelético e cardiaco (DE LUCA, PIERNO e CAMERINO, 2015;
HUXTABLE, 1992). Ja no meio extracelular, as concentra¢des de taurina S&0 menores e variam
de 10 a 100 uM (DE LUCA, PIERNO e CAMERINO, 2015). Em geral, a presenca de um
transportador especifico de taurina, transportador TauT, codificado pelo gene SLC6AG6, garante
uma maior concentracdo dessa molécula no meio intracelular. Em peixe-zebra, a proteina TauT
apresenta 625 aminoacidos, e possui homologia de 73-81 % com ortdlogos humanos
(KOZLOWSKI et al., 2008). Além disso, foi demostrado que a expressdo de RNA mensageiro
de TauT esta presente durante a embriogénese de peixe-zebra desde os estagios iniciais (1-4
células), sendo detectada principalmente nos somitos, notocorda, retina, SNC, cauda e coragdo
(KOZLOWSKI et al., 2008). Da mesma forma, a CAS descarboxilase, enzima a qual fornece o
passo limitante para a biossintese de taurina, € expressa em varios tecidos (notocorda, figado,
pancreas, rins, cauda e cérebro) desse vertebrado (CHANG et al., 2013). Contudo, a taurina ndo
foi apenas identificada, mas corresponde ao quarto aminoécido mais abundante depois do acido
glutdmico, alanina, e &cido aspartico em peixe-zebra (KOZLOWSKI et al., 2008). Previamente,
demonstrou-se que animais knockout para TauT apresentam atraso no desenvolvimento
embrionario e apoptose em células do sistema nervoso (KOZLOWSKI et al., 2008), e que
reducdo da expressdao da CAS descarboxilase resulta na diminui¢cdo dos niveis de taurina,
aumento de mortalidade, e anomalias cardiacas (CHANG et al., 2013). Tais achados sinalizam
que o papel fisioldgico da taurina é evolutivamente conservado em vertebrados, e que diferentes
espécies podem ser Uteis para estudar mecanismos neuroquimicos e fisiol6gicos da taurina em
diferentes contextos (MEZZOMO et al., 2018).

Por ser um amino&cido naturalmente sintetizado no corpo do ser humano (e de outros
seres vivos) € provavel gque a suplementacdo com taurina ndo apresente efeitos colaterais
(JAKARIA et al., 2019). Nesse aspecto, estudos de toxicidade demonstram que essa molécula
ndo exerce efeito teratogénico, carcinogénico ou genotoxico (MENZIE, PRENTICE e WU
2013; STURMAN e MESSING, 1992). Contudo, poucos estudos reportam os limites toleraveis
de ingestdo de taurina. Desse modo, demonstrou-se que a ingestdo de taurina 0,4 %
administrada na agua de beber de cobaias (porcos da india) por duas semanas aumentou o
acumulo de gordura no figado (CANTAFORA et al., 1986). Apesar disso, a Autoridade de
Seguranca Alimentar Europeia (EFSA) considera que a ingestdo de 1000 mg/kg de taurina em
drinks energéticos ndo produz efeitos adversos (EFSA, 2009). Por fim, a taurina 3 g por dia

também nédo apresentou efeitos colaterais de acordo com estudos toxicolégicos mostrados em
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uma revisao feita com triagens clinicas em humanos (SHAO e HATHCOCK, 2008). Juntos,
esses dados indicam que em quantidades moderadas a ingestdo taurina ndo produz efeitos
adversos, porém é necessario tomar cuidado com a ingestdo excessiva principalmente a longo
prazo.

A taurina desempenha funcdes bioldgicas relevantes a nivel de SNC (MEZZOMO et al.,
2018), onde podemos destacar seu papel antioxidante (FONTANA et al., 2019; ROSEMBERG,
etal., 2010; THIRUPATHI et al., 2018), neuromodulador (CHEN et al., 2001; WU et al., 2005)
e estabilizador de membranas (HUXTABLE e BRESSLER, 1973). Devido ao seu potencial
terapéutico para tratar doencas neuroldgicas e neuropsiquiatricas, essa molécula tem sido alvo
de estudos recentes (JAKARIA etal., 2019; MEZZOMO et al., 2018). A taurina previne a morte
celular induzida pela hiperestimulacdo do sistema glutamatérgico (WU e PRENTICE, 2010).
O mecanismo de acdo dessa molécula envolve a ativacdo de receptores ionotropicos (iTauR) e
metabotrépicos (mTauR) de taurina, o que leva a diminuicdo da concentracao intracelular de
Ca2". Isso inibe a ativacdo da BCL-2 associated protein X~ (BAX), proteina pré-apoptética que
tém como alvo os mediadores da cascata de morte neuronal na mitocondria (JAKARIA et al.,
2019). A proteina B-cell lymphoma protein 2 (BLC-2), € expressa em células de linfoma nédo
Hodgkin humano e tem a funcao de inibir a apoptose (FARIA et al., 2006). Pelo fato da taurina
suprimir a atividade de BAX, ela inibe a ativagdo de caspases e a cascata de morte neuronal
mediada pela mitocondria é impedida (JAKARIA et al., 2019). Como neuromoduladora, a
taurina € agonista dos receptores GABAA, e glicina, e diminui o influxo de Ca?*, prevenindo a
excitotoxicidade de glutamato (CHEN et al., 2001; CURRAN e MARCZINSKI, 2017; OJA e
SARANSAARI, 2013; SAMUELSSON et al., 2013; YE, SHI e YIN, 2013). Apesar de ter como
alvo diferentes vias de neurotransmissores, sabe-se que a taurina ndo atua diretamente na via
dopaminérgica, o que a torna diferente dos antipsicoticos convencionais empregados para tratar
a esquizofrenia. Por desempenhar acdo benéfica no SNC, a taurina € uma molécula candidata
em estudos de screening de drogas visando neuroprotecdo em doencgas neuroldgicas e
neuropsiquiatricas.

Estudos com peixes-zebra demostraram diversos efeitos benéficos da taurina tanto em
dominios comportamentais quanto em bioquimicos (FONTANA et al., 2019; MEZZOMO et
al., 2016, 2018, 2019; ROSEMBERG et al., 2010, 2012). A taurina tem mostrado antagonizar
os efeitos da exposi¢do aguda ao etanol em muitos aspectos. Por exemplo, o pré-tratamento
com taurina diminui a peroxidacdo lipidica e previne o aumento da atividade da enzima

acetilcolinesterase (AChE) induzidos pela exposi¢do aguda ao etanol (ROSEMBERG et al.,
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2010). Além disso, foi demonstrado que o etanol 1% prejudica a consolidagdo da memoria no
teste da esquiva inibitdria, e que o pré-tratamento com taurina previne o déficit cognitivo
induzido por etanol em peixes-zebra (BERTONCELLO et al., 2019). Paralelamente, a
exposicdo repetida a taurina 42 e 150 mg/L (60 min por dia, durante 4 dias) previne o déficit
cognitivo induzido pela exposicdo repetida ao etanol 1% (20 min por dia, durante 8 dias)
(STEFANELLO et al., 2021). Complementando dados prévios, esse mesmo tratamento com
taurina mostrou atenuar o déficit social e comportamento do tipo ansiedade resultante da
exposicdo intermitente ao etanol (STEFANELLO et al., 2021). Ademais, o pré-tratamento com
taurina previne alteragcdes no comportamento do tipo ansiedade induzidas pela exposic¢ao aguda
ao etanol 1% por 20 min, e alteracdes locomotoras (hipolocomocéo) que ocorrem apds 60 min
de exposicdo (ROSEMBERG et al., 2012). Em geral, esses efeitos benéficos podem ser
atribuidos a uma reducdo na quantidade de etanol que chega no encéfalo dos animais pré-
tratados com taurina e também ao papel neuromodulador que essa molécula exerce no SNC
(MEZZOMO et al., 2018; ROSEMBERG et al., 2012).

Os efeitos da taurina e do cotratamento de taurina com etanol 0,25% na agressividade de
peixes-zebra foram investigados (FONTANA et al., 2016). Em geral, as concentracfes de
taurina 42 e 400mg/L e os cotratamentos taurina 42mg/L/etanol e taurina 400mg/L/etanol
aumentaram a agressdo, enquanto que a taurina 150 mg/L ndo altera esse parametro, e 0
cotratamento com taurina 150mg/L previne o aumento de agressdo induzido pelo etanol,
antagonizando os efeitos da exposicdo aguda a essa droga (FONTANA et al., 2016). Nesse
aspecto, hipotetizou-se que as diferentes respostas observadas, sdo altamente dependentes da
concentracdo utilizada, indicando um efeito bifésico da taurina em comportamentos
relacionados a agressdo (FONTANA et al., 2016). Recentemente, o envolvimento da via
serotoninérgica no comportamento do tipo agressao induzido pela taurina na concentracdo
42mg/L  foi evidenciado (MEZZOMO et al., 2020). Quando tratados com p-
chlorophenylalanine (pCPA), um inibidor da sintese de serotonina, e WAY100135 um
antagonista dos receptores 5-HT1a, 0 comportamento do tipo agressdo induzido pela taurina é
abolido, sugerindo que a agresséo induzida pela taurina é regulada pela liberacéo de serotonina,
e subsequente ativacdo dos receptores 5-HT1a em peixes-zebra (MEZZOMO et al., 2020). Os
efeitos do cotratamento com taurina e etanol 0,25% no comportamento social e respostas de
medo também foram investigados (FONTANA et al., 2018a). No teste de ‘cardume’ o
cotratamento com a taurina 400 mg/L previne os déficits temporais na coesdo de cardume

induzidos por etanol, porém prejudica a busca por coespecificos no teste de preferéncia social
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(FONTANA et al., 2018a). Apesar da taurina ndo modular os efeitos do etanol em alguns
parametros comportamentais, essa substancia parece recuperar os efeitos do etanol quando o
numero de interacdes € avaliado no teste do cardume. Outro ponto fundamental, é que diferentes
testes comportamentais podem elicitar respostas comportamentais distintas em um mesmo
dominio comportamental dependendo do contexto (FONTANA et al., 2018a). Com relacéo ao
comportamento de medo, a exposic¢do ao etanol e taurina diminui a exploragdo na area proxima
ao predador, enquanto que nos animais cotratados, a exploracdo nao é alterada, contudo o
numero de episddios de avaliacdo de risco diminui, sugerindo uma resposta comportamental
antipredatéria (FONTANA et al., 2018a). Uma vez que o nimero de episodios de avaliagdo de
risco foi similar tanto nos grupos tratados apenas com taurina como naqueles cotratados com
etanol, foi sugerido que a taurina pode aumentar comportamentos antipredatorios em contextos
aversivos, exercendo um papel complexo em dominios comportamentais distintos.

A taurina também é capaz de modular respostas relacionadas ao estresse em peixe-zebra,
como altera¢do no nado vertical e 0 aumento de movimentos erraticos nos animais expostos a
substancia de alarme (SA) (MEZZOMO et al., 2019). O aumento nos niveis de proteinas
carboniladas e de cortisol induzidos pela SA é prevenido pelo pré-tratamento com taurina 42 e
400 mg/L, respectivamente (MEZZOMO et al., 2019). Esses dados demonstram que a taurina
desempenha um papel contra algumas altera¢cGes comportamentais, bioquimicas e fisioldgicas
desencadeadas pelo estresse agudo em peixes-zebra. Paralelamente, também foi demonstrado
gue a exposicao aguda a taurina reduz o comportamento do tipo ansiedade no teste claro escuro
(e.g., aumenta o tempo gasto na area clara) em peixes-zebra (MEZZOMO et al., 2016).
Contudo, nem a locomocao, e nem a atividade vertical exploratdria sdo alterados pela taurina
no teste do tanque novo (FONTANA et al., 2016). Em roedores, a administracdo aguda da
taurina 43 mg/kg subcuténea (s.c.) também possui efeito ansiolitico no teste de labirinto em
cruz elevado, enquanto que a suplementacéo cronica (0,05% na agua de beber, por 4 semanas)
resulta em efeito ansiogénico (EL IDRISSI et al., 2009). Por outro lado, a taurina desempenha
papel antidepressivo contra o estresse cronico leve e imprevisivel (CUMS) (WU et al., 2017).
Em geral, a administracgdo de taurina 200 ou 500 mg/kg intraperitoneal (i.p.) por 35 dias, reverte
alteracOes nos niveis de neurotransmissores (glutamato, serotonina, dopamina e noradrenalina)
e do hormdnio (corticosterona) no sangue e hipocampo de ratos submetidos ao CUMS (WU et
al., 2017). A pré-administracdo de taurina também previne a redu¢do no consumo de sacarose
(anedonia) e alteracdes exploratdrias desencadeadas por CUMS, indicando um efeito benéfico

no comportamento do tipo-depressivo em ratos (WU et al.,, 2017). Em suma, os dados
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pontuados acima evidenciam o papel neuroprotetor da taurina no SNC em diversos contextos.
Desse modo, a taurina, torna-se uma molécula promissora para neutralizar as acgdes
comportamentais e efeitos neuroquimicos do MK-801 em diferentes organismos modelo,

incluindo o peixe-zebra, que foi utilizado no presente estudo.
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3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de modelos animais para o estudo de doengas neuropsiquiatricas
complexas como a esquizofrenia, com preditiva validade, ¢ de grande importancia pois
contribui para aumentar o conhecimento sobre a neurobiologia da doenca e possibilita o
desenvolvimento de novas drogas com melhor eficacia terapéutica (JONES, WATSON e
FONE, 2011). Estudos indicam que a prevaléncia da esquizofrenia ao longo da vida é de
aproximadamente 0,3-0,7 % embora possa haver variacdo, entre etnias distintas, paises e por
origem geogréafica e migracdo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; SAHA
et al., 2005). Enquanto que os sintomas positivos da esquizofrenia séo tratados atualmente em
diversos graus, por antipsicoticos tipicos e atipicos, os sintomas negativos e cognitivos dessa
doenca permanecem ainda resistentes ao tratamento (KEEFE, EESLEY e POE, 2005;
NUECHTERLEIN et al., 2004). Além disso, o tratamento com antipsicéticos ainda produz
muitos efeitos colaterais (e.g., sintomas extrapiramidais), tais como tremores e rigidez muscular
(JANNO et al., 2004). Apesar do tratamento com antipsicoticos atipicos ndo produzir sintomas
extrapiramidais, o seu uso acarreta em alteracGes metabdlicas (e.g., ganho de peso, diabetes) e
sanguineas (e.g., agranulocitose) (RAEDLER, 2010). Em geral, pacientes que sofrem de
esquizofrenia e seus familiares experimentam uma reducdo dramatica em sua qualidade de vida
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Nessa doenca, a expectativa de vida é
drasticamente reduzida, e essas pessoas vivem de 15 a 20 anos a menos do que pessoas
saudaveis (AUQUIER et al., 2006; LAURSEN, NORDENTOFT e MORTENSEN, 2014). O
excesso de mortalidade pode ser atribuido as altas taxas de suicidio e também ao maior risco de
acidentes. Juntos, esses obstaculos indicam a necessidade de buscar moléculas neuroprotetoras
que possam ter melhor eficacia no tratamento da esquizofrenia (JANNO et al., 2004; LI,
SNYDER, VANOVER e 2016; MIYAMOTO et al., 2012). Nesse sentido, a taurina € uma
substancia potencial que vem sendo extensivamente estudada (EL IDRISSI et al., 2009;
JAKARIA et al., 2019; MENZIE et al., 2014; MEZZOMO et al., 2018; ROSEMBERG et al.,
2012; SCHAFFER e KIM, 2018; SCHAFFER et al., 2010; WU et al., 2005). Estudos tem
mostrado que a taurina é neuroprotetora e reduz a excitotoxicidade do glutamato (WU et al.,
2005; YE, SHI e YIN, 2013), atua no controle e homeostase do célcio intracelular (CHEN et
al., 2001), possui propriedades antioxidantes (FONTANA et al., 2019; ROSEMBERG et al.,
2010) e acdo neuromoduladora (CHAN et al., 2014; WU et al., 2005). Devido a sua acao
pleiotropica no SNC, a taurina surge como uma molécula promissora para neutralizar os efeitos

comportamentais e neuroquimicos do MK-801 em peixes-zebra (MEZZOMO et al., 2018).
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Embora existam muitos estudos mostrando as propriedades benéficas da taurina a nivel
de SNC, apenas algumas evidéncias pontuam os efeitos da taurina na clinica da esquizofrenia
(FIRTH et al., 2018; O’DONNELL et al., 2016; SAMUELSSON et al., 2013). Em seres
humanos, as propriedades protetoras da taurina tém sido reportadas (FIRTH et al., 2018). Por
exemplo, a suplementacdo com taurina (4g) por 12 semanas, atenua a sintomas de psicose e
depressdo em pacientes com o primeiro episddio de psicose (O’ DONNELL et al., 2016). Foi
demostrado que os niveis de taurina no plasma sanguineo de pacientes com esquizofrenia
tratados com olanzapina eram maiores quando comparados com individuos saudaveis
(SAMUELSSON et al., 2013). Juntos esses dados pontuam algumas evidéncias as quais
indicam o papel preventivo da taurina como tratamento adjuntivo em transtornos psiquiatricos.
Contudo o uso da taurina requer estudos futuros, particularmente no que se refere ao inicio de
psicose e ao curso da esquizofrenia.

Em geral, os distdrbios neuropsiquiatricos e sua relagdo com o estresse, permanecem
ainda pouco entendidos e representam um problema biomédico urgente (MCEWEN, 1993).
Estudar os efeitos do estresse em humanos torna-se inviavel devido a implicacdes éticas e
metodolodgicas, nesse sentido, modelos alternativos tais como o peixe-zebra representam 6timas
possibilidades (KALUEFF, STEWART e GERLAI, 2014). Além da alta sensibilidade para
respostas comportamentais e fisiol6gicas de estresse, 0 peixe-zebra possui 0 eixo HPI que é
funcionalmente e estruturalmente homélogo ao eixo HPA em mamiferos (ALSOP e VIJAY AN,
2009), emergindo com uma importante ferramenta para estudar papel do eixo HPI em modelos
de doencas neuropsiquiatricas (DEMIN et al., 2020). Por fim, a utilizacdo do peixe-zebra
podera auxiliar na descoberta de novas moléculas com potencial terapéutico para tratamento

dessas desordens.
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4. HIPOTESES

e A exposicao a taurina previne o déficit de memoria e hiperlocomogéo induzidos pelo MK-
801 em peixe-zebra.

e A exposicdo a taurina previne alteracbes no comportamento social e nos niveis de cortisol

em modelo déficit social induzido por MK-801 em peixe-zebra.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
e Avaliar o potencial neuroprotetor da taurina frente a fendtipos comportamentais

relacionados a esquizofrenia induzidos por MK-801 em peixes-zebra.

5.2. Objetivos especificos
« Verificar o efeito da taurina frente ao déficit de memoria e hiperlocomocéo induzidos pelo

MK-801 em peixes-zebra.

o Elucidar os efeitos da taurina no comportamento social e nos niveis de cortisol em modelo

déficit social induzido por MK-801 em peixes-zebra.
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6. DESENVOLVIMENTO

As metodologias utilizadas e os resultados desta tese estdo demonstrados na forma de
dois artigos cientificos publicados em periodicos internacionais de relevante fator de impacto

na area.

Artigo 1: foi publicado na revista Neurochemistry International (Qualis Referéncia CAPES
A2, FI: 3.921) em 2021 e se intitula “Neuroprotective role of taurine on MK 801 induced

memory impairment and hyperlocomotion in zebrafish”.

Artigo 2: foi publicado na revista Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological
Psychiatry (Qualis Referéncia CAPES Al, FI: 5.067) em 2021 e se intitula “Taurine prevents

MK-801-induced shoal dispersion and altered cortisol responses in zebrafish”.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Neuroprotection
Glutamate excitotoxicity
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Inhibitory avoidance task
Schizophrenia

Zebrafish

Schizophrenia is a neuropsychiatric condition that reaches around 1% of people worldwide. Because taurine
exerts a neuroprotective role in the brain, this molecule is a promising candidate to reduce schizophrenia-like
symptoms. Here, we investigated a possible neuroprotective role of taurine against MK-801-induced memory
deficit and hyperlocomotion in zebrafish using the inhibitory avoidance task and the novel tank diving test,
respectively. First, we assessed the influence of different MK-801 doses (0.1, 0.3, 0.5, 1 and 2 mg/kg, i.p.) on
memory consolidation. Although all MK-801 doses tend to reduce the retention index, only 2 mg/kg MK-801
showed robust amnesic effects. Then, we evaluated whether taurine pretreatments (42, 150 and 400 mg/L for
60 min) prevent MK-801-induced cognitive impairment. Immediately after the training, animals were exposed to
non-chlorinated water or taurine and subsequently challenged with 2 mg/kg MK-801, i.p. The test session was
performed 24 h after training. Although taurine alone did not change memory retention when compared with
control, taurine pretreatments prevented MK-801-induced memory deficit. Importantly, no locomotor changes
were observed 24 h after the training session. In the novel tank diving test, MK-801 induced hyperlocomotion
and disrupted vertical activity, while 400 mg/L taurine pretreatment prevented these effects. Overall, our novel
findings indicate a neuroprotective role of taurine against MK-801-induced memory deficit and hyperlocomo-
tion, reinforcing the growing utility of zebrafish models to investigate the beneficial effects of different com-
pounds against glutamate excitotoxicity.

1. Introduction fully understood, dysfunctions of dopaminergic and glutamatergic

systems can occur (Hu et al., 2015; Seibt et al., 2011; Wong and Van

Schizophrenia is a neuropsychiatric condition characterized by
various deleterious symptoms, such as perturbed thinking, loss of per-
ception, altered behavior, and affection (Kahn et al., 2015). This dis-
order reaches around 1% of people worldwide (Mueser and McGurk,
2004), in which 98% of patients experience cognitive deficits, which
comprise dysfunctions in verbal and visual learning, memory, attention,
and difficulty in reasoning and solving problems (Heinrichs and
Zakzanis, 1998; Keefe et al., 2005). Schizophrenia is considered one of
the main causes of disability, with high costs of treatment (Desai et al.,
2013; Switaj et al., 2012). Although the etiology of schizophrenia is not

Tol, 2003). Because potential pharmacological treatments have been
associated mainly with a modulatory role in dopaminergic pathway
(Howes et al., 2012), the search for new therapeutic targets for treating
schizophrenia is a challenge (Yang and Tsai, 2017).

The exposure to non-competitive N-Methyl-D-Aspartate (NMDA)
receptor antagonists, such as dizocilpine maleate (MK-801), is a phar-
macological strategy to elicit schizophrenia-like symptoms in animal
models (Cadinu et al., 2018; Hu et al., 2015). NMDA receptors comprise
a special subtype of ionotropic glutamatergic receptor involved in
learning and memory processes, which can be found in distinct brain
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structures, like amygdala and hippocampus (Ng et al., 2012; Riedel
et al., 2003). The activation of NMDA receptors in the central nervous
system (CNS) is essential for long-term potentiation and synaptic
plasticity, showing positive effects on cognition (Liischer and Malenka,
2012; Malenka and Nicoll, 1999). MK-801 is a non-competitive gluta-
matergic antagonist that binds to the NMDA receptor (Song et al.,
2018). The inhibitory avoidance is a behavioral task employed to study
memory-related processes (Gold, 1986; Izquierdo et al., 1995, 2002). In
this task, animals learn to avoid an aversive stimulus (e.g., a pulsating
electric shock) (Benetti and Izquierdo, 2013; Izquierdo et al., 1995;
Pereira et al., 2001). Memory retention is usually tested 24 h after
training by measuring the latency to enter the shock area of the ap-
paratus (Izquierdo et al., 1995). Thus, the inhibitory avoidance task is
one of the most studied protocols for measuring conditioned fear re-
sponses (Schmidt do Prado-Lima et al., 2011; Vianna et al., 2001),
where retention is known as a form of explicit memory (Gold, 1986;
Izquierdo and McGaugh, 2000). Using the inhibitory avoidance pro-
tocol, MK-801 impairs cognition when different animal models are
tested (Bertoncello et al., 2019; Blank et al., 2009; da Silva et al., 2009;
Monteiro Moreira et al., 2005; Seibt et al., 2011; van der Staay et al.,
2011; Venable and Kelly, 1990). Thus, the exposure to MK-801 is an
interesting strategy for modeling behavioral phenotypes that parallel
those observed in schizophrenia, such as memory deficit (cognitive
symptom) and hyperlocomotion (positive symptom), as well as to
screen potential neuroprotective compounds (Mezzomo et al., 2018;
Seibt et al., 2011).

Taurine (2-aminoethanesulfonic acid), is an abundant (-amino
sulfonic acid in vertebrates, which plays a physiological role in os-
moregulation, antioxidant activity, and membrane stability (Huxtable,
1992; Mezzomo et al., 2018; Rosemberg et al., 2010; Schaffer et al.,
2010). This substance is synthesized from subsequent cysteine oxida-
tion reactions and occurs in various tissues with high oxidative meta-
bolism, such as brain, heart, and skeletal muscle (Huxtable, 1992;
Vitvitsky et al., 2011). Mounting evidence supports that taurine acts as
an inhibitory neuromodulator, counteracting glutamate excitotoxicity
(Chan et al., 2014; Chen et al., 2001; Wu et al., 2005; Ye et al., 2013).

Similar to rodents, zebrafish exposed to MK-801 display stereotypic
behaviors (e.g., circular swimming, hyperlocomotion, loss of social
preference, and cognitive impairments) (Seibt et al., 2011, 2010; Sison
and Gerlai, 2011; Swain et al., 2004; Zimmermann et al., 2016). Im-
portantly, the expression of NMDA-related genes and excitatory amino
acid transporters were characterized previously in zebrafish (Cox et al.,
2005; Edwards and Michel, 2003, 2002; Rico et al., 2010; Tabor and
Friedrich, 2008), reinforcing the evolutionarily conserved function of
glutamatergic system to assess mechanisms underlying learning and
memory. Thus, because MK-801 is a pharmacological model to elicit
schizophrenia-like symptoms, and taurine is a promising molecule that
counteracts glutamate excitotoxicity, we sought to investigate whether
taurine prevents MK-801-induced memory impairment and hyperloco-
motion in zebrafish.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Behavioral experiments were performed using zebrafish (Danio
rerio) at 4 months of age (short fin phenotype), obtained from a local
commercial supplier (Hobby Aquérios, RS, Brazil). The zebrafish
outbred population used here are expected to be genetically hetero-
geneous and to better represent the natural populations, thereby de-
creasing the effects of arbitrary genetic drift inherited traits (Lima et al.,
2016; Parra et al., 2009; Speedie and Gerlai, 2008). The sample size
used in the present study was calculated based on previous studies that
assessed memory-related processes using the inhibitory avoidance task
in the zebrafish model (Bertoncello et al., 2019; Blank et al., 2009).
Pilot experiments showed that both male and female zebrafish
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displayed significant memory retention 24 h after training, without
differences between sexes (data not shown). Similarly, fish from both
sexes do not differ in memory capacity when assessed short-term spatial
memory and short-term fear memory (Fontana et al.,, 2019). Thus,
animals from two independent batches were carefully distributed in the
experimental groups in a 50:50% male:female ratio for the experiments.

2.2. Housing standards and randomization

Zebrafish were maintained in 40 L tanks at a maximum density of 4
fish per liter under standard conditions (water temperature set at
27 * 2°C, pH 7.0-7.2, conductivity 1500-1600 pS cm™!). Fish were
acclimated for 14 days before the experiments and kept in a room under
a controlled light-dark photoperiod cycle (14/10 h, lights on 7:00 a.m.)
and fed twice daily with a commercial fish flake food (Alcon BASIC™,
Alcon, Brazil). All behavioral tasks were carried out in a fully rando-
mized order. Fish were randomly allocated to the experimental groups
with the aid of computerized random numbers (www.random.org).
Three days before the experiments, animals were weighted and in-
dividually separated in partitioned Plexiglas tanks
(50 cm X 35 cm X 6 cm - length x width X height) with small
perforations, allowing free water circulation and visual contact between
fish, minimizing the isolation stress (Ziani et al., 2018; Maximino et al.,
2018; Bertoncello et al., 2019). This strategy facilitates the identifica-
tion of each subject across the experimentation period. Behavioral data
were further analyzed by a researcher blinded to the experimental
condition of fish. All procedures were approved by the Ethics Com-
mission on Animal Use of Federal University of Santa Maria (process
number 6398060519).

2.3. Inhibitory avoidance apparatus

The inhibitory avoidance tank (30 cm length X 10 cm
height x 10 cm width), was divided into two equally black and white
compartments, separated by a manually operated guillotine-type par-
tition (10 cm X 10 cm) and filled with 1.3 L of non-chlorinated water.
The black compartment contained three pairs of steel metal bars con-
nected to an electric 12 V stimulator. The pairs of steel bars were ad-
justed to form an electric dipole, inverting the polarity after each
electric stimulus. The shock frequency was set at 100 Hz (50 pulses of
5 ms every 500 ms), which induces a significant memory retention in
zebrafish (Bertoncello et al., 2019).

2.4. Inhibitory avoidance task and pharmacological treatments

2.4.1. Training session

The inhibitory avoidance task was performed between 9:00 a.m.
and 4:00 p.m. Zebrafish were individually placed on the white side of
the apparatus at the training session. After 1 min of acclimation, the
guillotine-type partition was partially open, allowing the animal to
move freely in the apparatus. When zebrafish crossed to the black
compartment of the tank, the sliding door was closed and a mild electric
shock (3 = 0.2 V, 100 Hz) was applied for 5 s. Then, the fish was
immediately removed from the apparatus and the pharmacological
treatments were performed. As exclusion criterion, fish which did not
cross to the black side until 300 s were removed from the trial.

2.4.2. Pharmacological treatments

2.4.2.1. Effects of different MK-801 doses on memory consolidation. First,
to verify the influence of different MK-801 doses on memory
consolidation, animals were removed from the training session and
then briefly anesthetized in cold water. Saline (PBS buffer, pH 7.4) or
MK-801 (0.1, 0.3, 0.5, 1, and 2 mg/kg) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), were intraperitoneally (i.p.) injected using a BD ultra-fine™ 30 U
syringe (needle size 6 mm X 0.25 mm) (Richetti et al., 2011), with a
volume of 10 pL (Kinkel et al., 2010). MK-801 was prepared using PBS
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Fig. 1. Schematic illustration of the experimental design and pharmacological manipulations (A) Inhibitory avoidance protocol. (B) Novel tank diving test.

buffer pH 7.4 as vehicle. All fish were weighed and MK-801 solutions
were prepared considering the average weight of the fish (0.4 g) as well
as the volume of injection (10 pL) for each dose tested. MK-801 doses
were chosen based on previous data, which induced memory deficits in
rodents (Castellano et al., 1999; da Silva et al., 2009; Monteiro Moreira
et al., 2005; Venable and Kelly, 1990) and zebrafish (Bertoncello et al.,
2019).

2.4.2.2. Effects of taurine and 2 mg/kg MK-801 on the inhibitory
avoidance task. To assess taurine and MK-801 effects on memory
consolidation, animals were exposed to taurine 42, 150 and 400 mg/
L (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) or water (Fontana et al., 2018;
Mezzomo et al., 2019, 2016; Rosemberg et al., 2012, 2010). For each
treatment, zebrafish were individually exposed in 500 mL beakers for
60 min (Bertoncello et al., 2019; Rosemberg et al., 2012). Groups
without taurine pretreatment (control and MK-801) were kept for
60 min in non-chlorinated water. Then, i.p. injections with saline
(PBS) or MK-801 were administered. Animals were returned to the
partitioned Plexiglas tanks until the test session, which was performed
on the next day, 23 h after the i.p. injection (24 h after training session).
Fig. 1A shows the experimental protocol and the apparatus used to
assess aversive memory in zebrafish.

2.4.3. Test session
The test session was performed at 24 h after training. The protocol

was similar, except that no shock was administered when fish crossed to
the black compartment of the apparatus. The latency to enter the dark
area was measured and the differences between latencies from test and
training sessions (in seconds) were calculated and expressed as reten-
tion indexes.

2.5. Influence of MK-801 on locomotor activity after the test session

To verify if changes in locomotion could influence the results ob-
served in the inhibitory avoidance test, the distance traveled, immobile
episodes, and absolute turn angle were evaluated immediately after the
test section. Animals were individually placed in a glass tank (25 cm
length X 15 cm height x 6 cm width) and their behavioral activities
were recorded for 6 min, with a camera in a frontal position. Data were
analyzed using the automated video-tracking software (ANY-Maze™,
Stoelting, CO) (Bertoncello et al., 2019; Rosemberg et al., 2012) at 30
frames/s.

2.6. Novel tank diving test

To evaluate whether taurine prevents MK-801-induced hyperloco-
motion, the locomotor and exploratory activity of fish were measured
using the novel tank diving test (Egan et al., 2009; Rosemberg et al.,
2012). Briefly, zebrafish were individually exposed to non-chlorinated
water or taurine (42, 150 and 400 mg/L) in 500 mL beakers for 60 min
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and then injected i.p. with 2 mg/kg of MK-801 or PBS pH 7.4. Behavior
analyses were performed 15 min after MK-801 administration (Seibt
et al., 2011).

The novel tank apparatus (25 cm length x 15 cm height X 11 cm
width) was filled with 2.5 L of non-chlorinated water and divided into
two equally-sized horizontal areas (top and bottom) to assess the ver-
tical activity (Egan et al., 2009). Fish were placed individually in the
apparatus and their behaviors were recorded for 6 min. Distance tra-
veled, absolute turn angle, and immobile episodes were used as loco-
motion-related endpoints. The vertical exploration of zebrafish was
analyzed by calculating the time spent in top area, transitions to top
area, and the latency to enter the top area (Kalueff et al., 2013). All
behaviors were measured using automated video-tracking system
(ANY-Maze™, Stoelting, CO) at 30 frames/s. Fig. 1B shows the ex-
perimental design to assess positive schizophrenia-like phenotypes.

2.7. Statistics

Normality and homogeneity of variances were assessed by
Kolmogorov-Smirnov and Bartlett's tests, respectively. Nonparametric
data of latency were expressed as median * interquartile range and
analyzed by Wilcoxon matched-pairs signed rank test. To analyze the
effects of MK-801 on the retention index, one-way ANOVA was applied,
followed by Dunnet's multiple comparisons test. To analyze the effects
of taurine and MK-801 on the retention indexes and on locomotion-
related endpoints, we run two-way ANOVA (MK-801 and taurine as
factors), followed by Student-Newman-Keuls multiple comparisons test
when appropriate. The level of significance was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. High MK-801 concentration impairs memory consolidation in zebrafish

First, we examined the effect of a single MK-801 intraperitoneal
injection (0.1, 0.3, 0.5, 1, and 2 mg/kg) on memory consolidation.
Wilcoxon matched-pairs signed rank test revealed an increased latency
to enter the black compartment in test session for the control
(W = 94.00, p = 0.0013), as well as for MK-801 groups at 0.1
(W = 64.00, p = 0.0020), 0.3 (W = 50.00, p = 0.0244), 0.5
(W = 54.00, p = 0.0342), and 1 mg/kg (W = 48.00, p = 0.0313)
(Fig. 2A). Conversely, no differences between training and test sessions
were observed in 2 mg/kg MK-801-treated fish. One-way ANOVA re-
vealed a reduced retention index in 2 mg/kg MK-801 group when
compared with control (Fs, 66y = 2485; p = 0.05) (Fig. 2B). Thus,
2 mg/kg MK-801 was chosen for subsequent experiments.

3.2. Taurine prevents MK-801-induced memory consolidation impairment
in zebrafish

Wilcoxon matched-pairs signed rank test revealed a robust increase
in memory retention 24 h after training for control (W = 81.00,
p = 0.0024), 42, 150, and 400 mg/L taurine (W = 96.00, p = 0.0043;
W = 120.0, p = 0.0001; W = 96.00. p = 0.0010), as well their re-
spective taurine-pretreated groups (W = 82.00, p = 0.0071;
W = 79.00, p = 0.0034; W = 73.00, p = 0.0081) (Fig. 3A). Fur-
thermore, two-way ANOVA yielded significant effects of taurine X MK-
801 interaction (F3, 104 = 2773; p = 0.0452), and MK-801 (Fg,
104y = 4421; p = 0.0379) for the retention index (Fig. 3B). Interest-
ingly, taurine alone did not alter memory retention in comparison to
control. Post-hoc analyses yielded significant differences between 42
and 150 mg/L taurine-pretreated groups when compared with MK-801
alone, showing a preventive effect against MK-801-induced memory
deficit. Conversely, 400 mg/L taurine pretreatment attenuated the ef-
fect of MK-801 on memory consolidation.
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Fig. 2. Effect of various MK-801 doses (0.1, 0.3, 0.5, 1.0 and 2 mg/kg) on the
aversive memory of zebrafish tested in the inhibitory avoidance task. (A)
Latency to enter the dark area in training and test sessions. Data were expressed
as median = interquartile range and analyzed by Wilcoxon matched-pairs
signed rank test. Asterisks denote significant differences between training and
test sessions for each experimental group. (B) Memory retention indexes. Data
were expressed as means *= S.E.M and analyzed by one-way ANOVA followed
by Dunnet's multiple comparisons test. The asterisk denotes significant differ-
ence when compared with control (n = 11-13 per group; *p < 0.05,
**p < 0.01).

3.3. Taurine and MK-801 do not alter locomotion after the test session

Fig. 4 shows the influence of each treatment on locomotion-related
parameters after the test session. Two-way ANOVA revealed that
taurine and MK-801 did not alter distance traveled, absolute turn angle,
as well as the immobile episodes when compared with control group.

3.4. Taurine prevents MK-801-induced hyperlocomotion in zebrafish

Fig. 5 shows the effects of taurine and MK-801 on locomotion and
vertical activity in the novel tank diving test. For distance traveled, two-
way ANOVA revealed a significant effects of taurine x MK-801 inter-
action (F(g’ 117) = 3859, p = 00113) and MK-801 (F(l’ 117) = 9400,
p = 0.0027). Post-hoc analyses showed that MK-801 significantly in-
creased distance traveled when compared with control, and 400 mg/L
taurine pretreatment prevented MK-801-induced hyperlocomotion. The
absolute turn angle and the number of immobile episodes did not
change (Fig. 5A). Fig. 5B shows the effects of taurine and MK-801 on
vertical exploration. Two-way ANOVA of the time spent in top area
revealed significant effects of taurine x MK-801 interaction (F (s,
116) — 2821,p = 0.0420) and MK-801 (F(l) 116) — 29.76,p < 00001)
Basically, 400 mg/L taurine pretreatment abolished the increased time
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Fig. 3. Neuroprotective effect of taurine against MK-801-induced memory im-
pairment in zebrafish. (A) Latency to enter the dark area in training and test
sessions. Data were expressed as median * interquartile range and analyzed
by Wilcoxon matched-pairs signed rank test. Asterisks denote significant dif-
ferences between training and test sessions for each experimental group. (B)
Memory retention indexes. Data were expressed as means * S.E.M. and ana-
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Student-Newman-Keuls multiple comparison test when necessary. Asterisks
denote significant difference when compared with control and symbols (&)
represent significant differences compared with MK-801 group (n = 13-15 per
group; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001; & p < 0.05).
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spent in top area observed in MK-801 group. Both transitions to top
area and the latency to enter the top did not change between groups.

4. Discussion

In this study, we show for the first time the neuroprotective effects
of taurine on MK-801-induced schizophrenia-like symptoms in zebra-
fish. As an antagonist of NMDA receptors, the highest MK-801 dose
tested (2 mg/kg) induced cognitive deficit and stereotypic behaviors in
zebrafish. Interestingly, taurine showed robust preventive effects
against MK-801-induced memory impairment and hyperlocomotion,
thereby reinforcing its beneficial roles in the brain.

The involvement of glutamate signaling in learning and memory,
synaptic plasticity, and long-term potentiation have been extensively
described (Gasbarri and Pompili, 2014; McEntee and Crook, 1993;
Riedel et al., 2003; Riedel and Reymann, 1996). Mounting evidence
shows that NMDA-receptor inactivation causes memory impairment
and may cause hyperlocomotion in both zebrafish (Seibt et al., 2011)
and rodents (Riedel et al., 2003; van der Staay et al., 2011). Previous
data have shown that a single MK-801 exposure immediately after the
training section causes memory deficit (Blank et al., 2009; Seibt et al.,
2011). Likewise, four days of exposure to 20 pM MK-801 impairs
memory acquisition in this model (Ng et al., 2012). Importantly, these
previous works have used MK-801 (at 5 and 20 uM) dissolved in the
tank water, whereas we administered the drug intraperitoneally. De-
spite lower MK-801 doses did not induce memory impairment, we
verified a gradual reduction in the retention index, with a significant
effect at 2 mg/kg, suggesting a dose-dependent response. Due to the
well-known differences in terms of metabolism, comparing the effective
concentrations of a certain drug administered by various routes (e.g,
immersion and i.p. injection) is often difficult. Nonetheless, we verified
that 2 mg/kg MK-801 replicate the memory deficit and stereotypic
behaviors (hyperlocomotion and disrupted vertical swimming activity)
observed a when zebrafish are exposed to 20 uM MK-801 in the tank
water, supporting a similar biological response. Importantly, our data
corroborate the MK-801-induced phenotypes observed in both mice and
zebrafish (Bertoncello et al., 2019; Castellano et al., 1999; Seibt et al.,
2011), reinforcing the key role of glutamatergic pathway on cognitive
and positive symptoms of schizophrenia.

The exposure to high MK-801 concentrations can promote stereo-
typic behaviors, such as hyperlocomotion and circular swimming (Sison
and Gerlai, 2011; Swain et al., 2004). Using the novel tank diving test,
we observed increased locomotion and time spent in top area in 2 mg/
kg MK-801 group, while 400 mg/L taurine pretreatment showed pro-
tective effects. Because memory assessment in animal models depends
on locomotion (Sison and Gerlai, 2011), we further verified whether
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Fig. 4. Taurine and MK-801 do not affect locomotion 24 h after the training session. The following locomotion-related parameters were measured: distance traveled,
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significance was set at p < 0.05 (n = 13-15 per group).

S.E.M. and analyzed by two-way ANOVA (MK-801 and taurine as factors). Statistical
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Fig. 5. Neuroprotective effects of taurine on MK-801-induced stereotypic behaviors in zebrafish. (A) Locomotion-related endpoints, measured by the distance
traveled, absolute turn angle, and immobile episodes. (B) Vertical exploration, assessed by the time spent in top area, transitions to top area, and latency to enter the
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with MK-801 alone (n = 14-17 per group; *p < 0.05; ***p < 0.001; && p < 0.01).

2 mg/kg MK-801 affects behavioral performance 24 h after the training
session. Similar to our findings, although MK-801 exposure (ranging
from 15 to 60 min) increases locomotion (Seibt et al., 2010), no sig-
nificant effects on locomotion-related parameters were verified im-
mediately after the test session, supporting the memory consolidation
deficit. Despite MK-801 pharmacokinetics is still unknown in zebrafish,
a short half-life is observed in rodents, in which MK-801 can be de-
tectable in the brain until 4 h after i.p. administration (Wegener et al.,
2011). Thus, the distinct effects on locomotion observed 15 min and
23 h after MK-801 i.p. injection could be attributed to a possible MK-
801 short half-life in zebrafish. Notably, these findings exclude the in-
fluence of locomotor changes in the inhibitory avoidance response
corroborating previous data, which showed that the respective time
interval is sufficient for zebrafish recovery from drug effects on motor
behaviors (Sison and Gerlai, 2011).

Due to the pleiotropic action in the brain, taurine has been con-
sidered a potential therapeutic molecule for treating neurological and
neuropsychiatric disorders (Jakaria et al., 2019; Mezzomo et al., 2018).
Because taurine can act as an inhibitory neuromodulator in the CNS, a
preventive effect against glutamate-induced neuronal damage has been
proposed (Chen et al., 2001; Jakaria et al., 2019; Wu et al., 2005; Ye
et al., 2013). This fact is particularly important because glutamate ex-
citotoxicity is related to brain injuries and neurodegenerative disorders
(Greenamyre, 1986). Schizophrenic patients treated with olanzapine
presents higher taurine levels in the blood plasma when compared with
healthy individuals (Samuelsson et al., 2013). Electrophysiological data
have shown that taurine modulates NMDA receptors through multiple
mechanisms, thereby inhibiting NMDA evoked-responses (Chan et al.,
2014). We hypothesize that taurine reduces MK-801-induced memory
deficit and promotes stereotypic behaviors not only via direct

interaction with NMDA receptors but also via its neuromodulatory role
in the brain. Taurine potentiates the inhibitory signaling as an agonist
of GABA, and glycine receptors (Song et al., 2012), promoting Cl~
influx (Okamoto et al., 1983a, 1983b). Likewise, taurine prevents glu-
tamate-induced membrane depolarization, as well as inhibits the cal-
cium influx through of L-, P/Q-, N-type voltage-gated calcium channels
(Wu et al., 2005). Moreover, because taurine alone and taurine-pre-
treated fish did not show significant changes in locomotion, our data
reinforce the neuroprotective role of taurine in memory-related pro-
cesses.

5. Conclusion

In summary, our novel findings report the neuroprotective effects of
taurine against MK-801-induced memory consolidation deficit and hy-
perlocomotion. Importantly, the preventive role of taurine described
here can be attributed to a beneficial effect on memory consolidation,
since no locomotor alterations 24 h after the training session were
observed. Although further studies to elucidate the neurochemical
mechanisms underlying the effects of taurine on MK-801-induced
memory impairments are needed, our data support the use of zebrafish
models as emergent tools to investigate the neuroprotective role of
different compounds that counteract glutamate excitotoxicity.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disorder characterized by a shortened lifespan and significant
Neuroprotection impaired social and vocational functioning. Schizophrenic patients can present hypothalamic-pituitary-adrenal
Shoaling behavior (HPA) axis dysfunctions and cortisol dysregulation, which play an important role on the etiology onset, exac-
gglzitzﬁhrenia erbation, and relapsing of symptoms. Based on its intrinsic neuroprotective properties, taurine is considered a
Zebrafish promising substance with beneficial role on various brain disorders, including schizophrenia. Here, we evaluated

the effects of taurine on shoaling behavior and whole-body cortisol levels in zebrafish treated with dizocilpine
(MK-801), which elicits schizophrenia-like phenotypes in animal models. Briefly, zebrafish shoals (4 fish per
shoal) were exposed to dechlorinated water or taurine (42, 150, or 400 mg/L) for 60 min. Then, saline (PBS, pH
7.4 or 2.0 mg/kg MK-801) were intraperitoneally injected and zebrafish behavior was recorded 15 min later. In
general, MK-801 disrupted shoaling behavior and reduced whole-body cortisol levels in zebrafish. All taurine
pretreatments prevented MK-801-induced increase in shoal area, while 400 mg/L taurine prevented the MK-801-
induced alterations in neuroendocrine responses. Moreover, all taurine-pretreated groups showed increased
geotaxis, supporting a modulatory role in the overall dispersion pattern of the shoal. Collectively, our novel
findings show a potential protective effect of taurine on MK-801-induced shoal dispersion and altered neuro-
endocrine responses, fostering the use of zebrafish models to assess schizophrenia-like phenotypes.

1. Introduction pleasure), avolition (lack of motivation), and alogia (absence or reduc-

tion on speech and communication) (Kahn et al., 2015; Leo and Regno,

Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disorder characterized
by a shortened lifespan and impaired social and vocational functioning
(Tandon et al., 2010). In humans, social behavior is an important bio-
logical trace, which is essential for health, reproduction, and survival
(Chen and Hong, 2018; Young, 2008). Abnormal sociability is a core
symptom of multiple psychiatric disorders (Young, 2008). For example,
patients with schizophrenia show poorer social skills (Green et al., 2008;
Langdon et al., 2014). In general, schizophrenia is manifested by a
heterogeneous combination of symptoms. In addition to the cognitive
deficits, patients manifest positive symptoms including hallucinations
and delusions (Kahn et al., 2015). Importantly, negative symptoms, such
as social withdrawal, blunted affect, anhedonia (the inability to feel

2000; Pratt et al., 2012) may also occur. The negative symptoms have a
key relevance for the illness course, since they strongly affect functional
outcomes and the quality of life (Correll and Schooler, 2020; Klaus et al.,
2018). When associated with impaired cognition, the negative symp-
toms represent major sources of disability in schizophrenia (Villalta-Gil
et al., 2006). Due to the magnitude of symptomatology associated with
schizophrenia (Tandon et al., 2009), patients experience a wide and
diverse array of psychosocial difficulties reaching far beyond of disease
symptoms (Switaj et al., 2012).

In most of psychiatric disorders, stress is one of the major non-
genomic factor involved in the manifestation and exacerbation of
symptoms, relapse after a period of remission, and failure to respond the
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treatment (Moghaddam, 2002). The hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis plays an important role in response to stressors and also in
regulating somatic and brain functions (Lupien and Mcewen, 1997;
Stephens and Wand, 2012). Cortisol, the main hormone of the HPA axis,
is secreted in response to stress, but also in response to a diurnal rhythm
(Schatzberg and Lindley, 2008; Stephens and Wand, 2012). Mounting
evidence suggests that alterations in HPA axis function are present in
several mental illness (Bradley and Dinan, 2010; Zorn et al., 2017).
Although studies report no differences between healthy and schizo-
phrenic individuals regarding cortisol secretion (Breier et al., 1988;
Cherian et al., 2019; Rao et al., 1995), other data show the opposite
(Belvederi Murri et al., 2012; Walder et al., 2000). Indeed, schizophrenic
patients may present HPA axis dysfunction as well as cortisol dysregu-
lation (Bradley and Dinan, 2010; Corcoran et al., 2001; Jansen et al.,
1998). In general, a wide number of factors may alter cortisol release in
schizophrenic patients (e.g., phase of illness, chronicity, stress vulnera-
bility, and antipsychotic treatments) (Brenner et al., 2009; Carol and
Mittal, 2015; Corcoran et al., 2003; Gomes et al., 2019; Gomes and
Grace, 2017; Jansen et al., 1998). Thus, the investigation of the HPA
activity and the measurement of cortisol levels in a pharmacological
model of schizophrenia may help elucidate the basis of neuroendocrine
regulation underlying schizophrenia, fostering new therapeutic
strategies.

Schizophrenia can be studied in animal models using distinct ap-
proaches (Jones et al.,, 2011). The most common pharmacological
strategy to elicit schizophrenia-like behaviors in animal models is based
on the inhibition of N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors
(Bubenikova-Valesova et al., 2008). MK-801 is a non-competitive NMDA
receptor antagonist (Nowak et al, 1984), which evokes hyper-
locomotion (positive symptom) (Loscher and Honack, 1992; Martin
et al., 1997), social deficits (negative symptom) (Rung et al., 2005), and
cognitive impairment (cognitive symptom) (Castellano et al., 1999) in
rodents. Although typical antipsychotics (e.g, haloperidol and chlor-
promazine) are effective for managing positive symptoms, these drugs
present a limited ability for treating the negative symptoms (Leo and
Regno, 2000). In the brain, these drugs exert their effect by blocking the
access to dopaminergic Do receptors (Leo and Regno, 2000). Considering
the high incidence of side effects, as well as their low ability to alleviate
negative symptoms, the search for alternative/complementary phar-
macological treatments is relevant.

Taurine (2-aminoethane-sulfonic acid) is an amino sulfonic acid
abundantly found in tissues with high metabolic rate, including brain,
retina, skeletal, and heart muscle (Huxtable, 1992; Schaffer et al., 2010).
This molecule has shown positive effects in animal models that mimic
behavioral phenotypes paralleling those reported in neurological and
neuropsychiatric illness (e.g., epileptic seizures, anxiety-related disor-
ders) (Jakaria et al., 2019; Mezzomo et al., 2018; Schaffer and Kim,
2018). Because taurine acts as a neuromodulator in the brain (Mezzomo
et al,, 2018; Wu and Prentice, 2010) by potentiating the inhibitory
neurotransmission (Jia et al., 2008) and controlling Ca®" homeostasis
(Chen et al., 2001; Liu et al., 2006; Wu et al., 2005), this molecule
emerges as a candidate to counteract glutamate excitotoxicity (Chen
et al., 2001; Ye et al., 2013).

As occur in rodents, MK-801 induces social and cognitive impair-
ments (Echevarria et al.,, 2008; Seibt et al., 2010, 2011), hyper-
locomotion, and stereotypic behaviors (Franscescon et al., 2020; Seibt
et al., 2010; Swain et al., 2004) in zebrafish. Based on the preventive
effect of taurine on MK-801-induced hyperlocomotion and memory
impairment in this aquatic species (Franscescon et al., 2020), we sought
to investigate whether taurine plays a beneficial role against MK-801-
induced changes in shoaling behavior. Moreover, since the gluta-
matergic system modulates HPA axis in humans (Mathew et al., 2001)
and the hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axis of zebrafish is
analogous to the HPA axis of mammals (Alsop and Vijayan, 2009), we
evaluated a potential modulatory effect of taurine and MK-801 on
whole-body cortisol levels.
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2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult zebrafish (Danio rerio) were obtained from a local commercial
supplier (Hobby Aquarios, RS, Brazil). Subjects were animals from the
short fin phenotype (4-6 months old, ~50:50 male:female ratio), which
are expected to be genetically heterogeneous and to better represent the
natural populations, thereby decreasing the effects of arbitrary genetic
drift inherited traits (Parra et al., 2009; Speedie and Gerlai, 2008).
Animals were maintained in 40 L tanks filled with dechlorinated water
at a maximum density of 4 fish per liter under standard conditions
(water temperature set at 26 + 2 °C, and pH 7.0-7.2, conductivity
1500-1600 uS crn_l). Fish were acclimated for at least two weeks before
the experiments and kept in a room under a controlled light-dark
photoperiod cycle (14/10 h, lights on 7:00 am) and fed twice daily
with a commercial fish flake food (Alcon BASIC™, Alcon, Brazil). All
experiments were run in different days using at least two batches with a
randomized treatment order. To ensure data reproducibility, all fish
tested were not captured from the same housing tank. All procedures
were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
(process number 6398060519).

2.2. Drugs

Taurine (2-aminoethanesulfonic acid, NH,CH,CH3SO3H) and dizo-
cilpine maleate (CooH19NO4 (4)-MK-801) were acquired from Sigma-
Aldrich (St Louis, Missouri, USA). MK-801 dose and taurine concentra-
tions used were based on previous studies in zebrafish (Franscescon
et al., 2020; Mezzomo et al., 2019, 2016; Rosemberg et al., 2012).

2.3. Experimental design

Fig. 1 shows the experimental design and the groups tested are
shown in Fig. 1A. To assess the effects of taurine and MK-801 on
shoaling behavior, four animals (representing each zebrafish shoal
tested) were randomly captured from their home tanks and simulta-
neously exposed to dechlorinated water (control) or 42, 150, or 400 mg/
L taurine for 60 min (Fontana et al., 2018; Mezzomo et al., 2019, 2016;
Rosemberg et al., 2012, 2010) in 500 mL beakers (Fig. 1B). To ensure the
same conditions of behavioral analysis, each shoal was treated sepa-
rately and fish had physical contact only with their conspecifics of the
respective exposure apparatus. Immediately after the exposure, animals
were anesthetized in cold water and saline (PBS buffer, pH 7.4) or 2 mg/
kg MK-801 were intraperitoneally (i.p.) injected using a BD ultra-fine™
30 U syringe (needle size 6 mm x 0.25 mm) in a volume of 10 pL (Kinkel
et al., 2010). MK-801 solutions were prepared using PBS, pH 7.4 as
vehicle. All fish were weighed before the injections and the average
weight of animals was 0.375 + 0.1 g. MK-801 stock solutions were
prepared to ensure an adequate volume of injection per fish (10 pL).
Shoaling behavior was performed 15 min following the injections and
fish were euthanized immediately after the trial to measure whole-body
cortisol levels (Fig. 1C).

2.4. Behavioral measurements

2.4.1. Shoaling behavior

To determine the effects of taurine and MK-801 on shoaling
response, the behavior of four fish per shoal (n = 6-7 shoals per group)
was assessed. The number of fish per shoal was chosen based on previous
studies (Canzian et al., 2017; Fontana et al., 2018; Green et al., 2012;
Rosa et al., 2020), which show a proper shoaling response (Green et al.,
2012) and fully adheres to the reduction criteria of the 3Rs principles of
animal experimentation. After the injection, animals (shoals of 4 fish)
remained in 500 mL beakers for 15 min (a time period which elicits the
main behavioral changes following MK-801 administration) as reported
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elsewhere (Franscescon et al., 2020; Seibt et al., 2011). Then, shoals
were immediately transferred to the test apparatus (25 cm x 15c¢m x 11
cm length, height and width) containing dechlorinated water and the
shoaling behavior was recorded for 6 min. Two recordings per group
were made simultaneously using two apparatuses. Importantly, the
experimental groups were assessed in a random order and the water was
changed after the respective trials. Videos were obtained using a web-
cam located in front of the tank and later exported to the Image J 1.49
software for Windows to assess the group response. Zebrafish shoaling
behavior was analyzed using screenshots taken every 15 s (24 screens
per trial) (Fontana et al., 2018; Green et al., 2012). Screenshots were
calibrated proportionally to the tank size to allow the quantification of
inter-fish distance, nearest neighbor distance, farthest neighbor dis-
tance, and group dispersion (shoal area). To estimate the social inter-
action index (varying from complete “6” to low “0” cohesion), the
proximity between conspecifics at a maximum distance of 3 body
lengths or (6 cm) was considered (Canzian et al., 2017). The vertical
occupation of fish was measured manually by counting the number of
animals in the bottom half of the tank every 15 s (ranging from increased
“4” to reduced “0” geotaxis). Two trained observers (inter-rater reli-
ability >0.90) blinded to the experimental condition analyzed the
results.

2.5. Cortisol extraction and analysis

Whole-body cortisol was extracted as described elsewhere (Mezzomo
et al., 2019; Sink et al., 2008). Immediately after the behavioral tests,
animals were euthanized and frozen in liquid nitrogen for 10-30 s to
cortisol extraction. Each fish was weighed and minced in 1 mL of
phosphate-buffered saline (PBS pH 7.4). The content was transferred to
a glass test tube, which 2.5 mL of laboratory-grade ethyl ether was
added. The tube was vortexed by 2 min, then, the portion containing
ethyl ether and cortisol was transferred to another tube and completely

evaporated overnight. The cortisol content was resuspended in 100 pL
de PBS pH 7.4 used to quantify the whole-body cortisol content (EIA-
gen™ CORTISOL test, BioChem ImmunoSystems). Both cortisol curve
and samples were run in duplicate and the mean values obtained for
each shoal were calculated and expressed as ng cortisol/g tissue (Sink
et al., 2008). The sample size used here was based on previous reports (n
= 6-7 per group) (Rosa et al., 2018).

2.6. Statistical analyses

Normality of data and homogeneity of the variances were analyzed
by Kolmogorov-Smirnov and Bartlett's tests. Because results were nor-
mally distributed and homoscedastic, data were expressed as means +
standard error of the mean (S.E.M.) and analyzed by two-way analysis of
variance (ANOVA), using taurine and MK-801 as factors, followed by
Student-Newman-Keuls multiple comparisons test whenever necessary.
The number of fish in the bottom area and the number of interactions
across time were expressed as median + interquartile range and area
under the curve (AUC) was calculated for each shoal to perform para-
metric analyses. The level of significance was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Taurine prevents MK-801-induced changes in shoal dispersion

Fig. 2A shows the effects of taurine and MK-801 on shoaling
behavior. Two-way ANOVA yielded significant effects of taurine x MK-
801 interaction (F(3, 42) = 4.623, p = 0.0070) and MK-801 (F(1, 42) =
12.48, p = 0.0010) for shoal area. Post hoc analysis revealed that MK-801
increased shoal area, thereby promoting an overall shoal dispersion
pattern, while 42, 150, and 400 mg/L taurine pretreatments prevented
this effect. Moreover, MK-801 significantly increased the inter-fish dis-
tance (F(1, 42) = 56.99, p < 0.0001), the farthest (F(1, 42) = 59.49, p <
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0.0001) and the nearest neighbor distance (F(1, 42y = 18.50, p < 0.0001),
while taurine did not significantly change these responses. Regarding
the number of animals in the bottom half of the tank, we verified a
significant effect of MK-801 (F(1, 42y = 22.83, p < 0.0001). Post-hoc
analysis yielded that all taurine-pretreated groups showed significant
differences compared with control, supporting an influence of taurine
and MK-801 in vertical distribution, as observed in temporal analysis of
behavior (Fig. 2B). Moreover, AUC analyses of the number of in-
teractions across time (Fig. 2C) revealed significant effects of MK-801
(Fa, 42) = 46.46, p < 0.0001), which reduced the social interaction.
The same effect was observed for 150 and 400 mg/L taurine-pretreated
groups, whereas 42 mg/L taurine pretreatment did not differ from
control. Representative images of control, taurine, MK-801 and taurine-
pretreated groups are shown in Fig. 3A, while Fig. 3B illustrates sche-
matic representation of the vertical distribution for each experimental
group.

3.2. Taurine prevents MK-801-induced decrease in whole-body cortisol
levels

Fig. 4 shows the effects of taurine and MK-801 treatments on whole-
body cortisol levels. Two-way ANOVA showed significant effects of
taurine x MK-801 interaction (F(3, 42) = 6.023, p = 0.0017). MK-801
significantly decreased whole-body cortisol levels (F(;, 42) = 5.665, p
= 0.0219) and 400 mg/L taurine prevented such effect. Additionally, 42
mg/L taurine pretreatment did not differ from control and MK-801
groups, while taurine alone did not change whole-body cortisol levels.

4. Discussion
To the best of our knowledge, we reported for the first time, the ef-

fects of taurine on some behavioral and neuroendocrine changes
following MK-801 administration in zebrafish. In general, MK-801

drastically reduced shoal cohesion and whole-body cortisol levels in
zebrafish. Here, all taurine pretreatments prevented MK-801-induced
shoal dispersion, and 400 mg/L taurine pretreatment abolished the
decreased whole-body cortisol levels observed in MK-801 group.
Therefore, our findings support a potential role of taurine in preventing
MK-801-induced changes in shoal- and stress-related responses.

Abnormal social behavior is a core symptom in some neuro-
developmental disorders, for example, autism spectrum disorder (Frye,
2018), and schizophrenia (Mier and Kirsch, 2015). In animal models,
social behavior deficits closely resemble negative symptoms of schizo-
phrenia (Neill et al., 2010; Rung et al., 2005). In line with this, a reduced
NMDA receptor function is often associated with poorer social interac-
tion (Jacobs and Tsien, 2017; Zoicas and Kornhuber, 2019). Mounting
evidence shows that MK-801 acutely promotes social interaction deficits
in rodents (Morales and Spear, 2014; Rung et al., 2005) and zebrafish
(Seibt et al., 2011). Doses ranging between 0.05 and 0.3 mg/kg of MK-
801 impair social interaction in adult rats (Morales and Spear, 2014;
Rung et al., 2005), while zebrafish immersed to a 5 pM MK-801 solution
dissolved into the tank water show reduced shoal response (Seibt et al.,
2011; Zimmermann et al., 2016). Our findings revealed that 2.0 mg/kg
of MK-801 disrupted shoaling behavior similarly to that observed when
fish were exposed to 20 pM MK-801 (Echevarria et al., 2008; Maas-
winkel et al., 2013). The respective reduction of shoal cohesion may be
attributed to fish disorientation (Echevarria et al., 2008), as well as to
the stimulatory effect on locomotion observed following MK-801
administration reported previously (Franscescon et al., 2020).

Taurine is considered a therapeutic molecule with beneficial effects
against various brain disorders (Jakaria et al., 2019; Menzie et al.,
2014). In humans, the protective properties of taurine have been
extensively reported (Firth et al., 2018). For example, taurine supple-
mentation (4 g per day) for 12 weeks significantly attenuates psychotic
and depressive symptoms in patients with first-episode psychosis
(O'Donnell et al., 2016). Similarly, taurine prevents MK-801-induced
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Fig. 4. Effects of taurine and MK-801 on whole-body cortisol levels in zebra-
fish. Data were expressed as means + S.E.M. and analyzed by two-way ANOVA
(MK-801 and taurine as factors), followed by Student Newman Keuls multiple
comparison test whenever necessary. Asterisks denote significant differences
compared to control (* p < 0.05) and symbol (&) represent significant differ-
ences compared with MK-801 group; (& p < 0.05) n = 6-7 per group. The
absence of statistical difference compared with control was indicated by
(ns) symbol.

schizophrenia-like phenotypes, such as hyperlocomotion and memory
deficits in zebrafish (Franscescon et al., 2020). Using the social behavior
paradigm, although the measurements of inter-fish distance were not
affected by taurine, we showed a beneficial role of taurine in preventing

MK-801-induced shoal dispersion, as verified by the shoal area mea-
surements. While the inter-fish distance is a behavioral endpoint that
expresses the average distance from individual fish, the shoal area rep-
resents an overall pattern of shoal dispersion, since the respective
parameter is estimated by the occupancy area of all subjects tested
(Canzian et al., 2019, 2017). Data regarding the social interaction
revealed that 42 mg/L taurine pretreatment was statistically similar to
the control, supporting a mitigating response when compared to the
other concentrations tested. Such effect may have occurred due to small
reduction in the distances between the nearest and the farthest fish,
albeit not statistically significant when compared to MK-801 group.
Indeed, since the nearest neighbor distance of taurine-pretreated fish
and control did not differ, taurine may potentially attenuate the effects
of MK-801 on the respective behavior. Moreover, due to the increased
number of animals in the bottom area following taurine pretreatments,
the reduced shoal area observed in taurine-pretreated groups may be a
consequence of changes in the vertical dispersion rather than a modu-
latory effect on inter-fish distance. Importantly, both increased shoal
cohesion (Speedie and Gerlai, 2008) and geotaxis (Rosemberg et al.,
2012) are classical protective responses, supporting that taurine posi-
tively regulates these behaviors when a group of fish is tested.

The mechanisms associated with taurine actions in the central ner-
vous system (CNS) are relatively complex (Mezzomo et al., 2018; Wu
et al., 2005). For example, upon binding to specific taurine receptors
(TauR) (Wu et al., 1992), taurine inhibits Ca®" influx via voltage-
dependent Ca®" channels and reverse mode Na*/Ca®' exchanger,
thereby modulating the Ca®" homeostasis (Chen et al., 2001) and
exerting neuroprotection against glutamate-induced neuronal excito-
toxicity (Wu et al., 2005). Since taurine also acts as a GABA and glycine
agonist (Jia et al., 2008; Zhang and Kim, 2007) and as a NMDA receptor
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antagonist (Chan et al., 2014) the potentiation of the inhibitory neuro-
transmission observed following taurine exposure may partially explain
how taurine exerts its beneficial role in the CNS.

It is well documented that several neurotransmitter systems may be
altered in schizophrenia (Kristiansen et al., 2009). The most prominent
changes involve the glutamatergic and dopaminergic systems (Howes
et al., 2015; Hu et al., 2015; Kim et al., 1980). However, serotonergic,
GABAergic, cholinergic, histaminergic, and other neurotransmission
systems may also be impaired (Kristiansen et al., 2009; Reynolds, 2005).
In the pharmacological model tested here, the main effects can be
attributed to the antagonism of NMDA receptors. In fact, many factors
may alter the stress response in schizophrenic patients, and data
regarding cortisol levels may be often controversial (Bradley and Dinan,
2010). Although an association between abnormal social functioning
and blunted cortisol response has been postulated in schizophrenic pa-
tients (Tas et al., 2018), the heterogeneity of data in relation to the
mechanisms of neuroendocrine regulation can be a confounding factor
to data translatability.

In line with our findings, individuals treated with glutamatergic
antagonists display markedly lower cortisol levels when compared with
nontreated group (Coplan et al., 2001). Similarly, the NMDA receptor
inhibition decreases stress responses in animal models (Yang et al.,
2018, 2016). Although the effects of MK-801 on behavioral and physi-
ological responses to acute and chronic stressors still require future
scrutiny, the absence of appropriated HPA axis function can be mal-
adaptive (Heim et al., 2000). Because NMDA receptors play a role in
stress responses, the modulatory effect of MK-801 on glutamatergic
signaling could result in impaired HPI axis activity. Taurine is known to
attenuate stress-related phenotypes, showing antidepressant activity by
preventing dysregulation of hormones and neurotransmitters in rats
following chronic stress (Wu et al., 2017). In zebrafish, taurine displays
antioxidant properties, anxiolytic-like effects (Mezzomo et al., 2016), as
well as modulates whole-body cortisol levels following acute stressors
(Mezzomo et al., 2019). In general, the effects of taurine on cortisol
levels following MK-801 exposure seem to be concentration-dependent.
While 42 mg/L taurine pretreatment mitigated the effects of MK-801,
400 mg/L taurine completely prevented MK-801-induced changes in
whole body cortisol levels. In the novel tank test, 400 mg/L taurine
exerts a protective effect against hyperlocomotion and abolished ste-
reotypic behaviors (e.g., circular swimming in top area) (which repre-
sent positive-like symptoms of schizophrenia) observed after MK-801
administration (Franscescon et al., 2020). Interestingly, the same
taurine concentration restored the baseline whole-body cortisol levels,
as well as prevented the shoal dispersion observed in MK-801 group.
Although the mechanisms of taurine in zebrafish have not been fully
elucidated yet, the positive effects observed here may probably occur
due to a neuromodulatory activity depending on the concentration
tested and behavioral phenotype assessed.

Finally, this study has some limitations. It is conceivable that sex
differences may modulate some behavioral responses in animal models,
including zebrafish (Dos Santos et al., 2021). Although testing a po-
tential effect of sex is beyond the scope of this study, further experiments
are necessary to assess whether MK-801- and taurine-mediated effects
can be sex-dependent in zebrafish. Furthermore, assessing the prefer-
ence of a single fish for conspecifics (e.g., social behavior test) may help
clarify motivational aspects involved in sociability (Sison and Gerlai,
2011), as well as to verify whether fish disorientation and/or locomotor
changes play a role in social responses. However, pharmacological
studies show a context-dependent influence on multiple behavioral do-
mains (Tran et al., 2016; Quadros et al., 2016; Ziani et al., 2018) and,
therefore, the phenotypes measured in a group of fish do not necessarily
correlate with those of an individual subject (Fontana et al., 2018). A
possible explanation may be attributed to the several existing chemical
and physical interactions in a shoal, which attenuate stress producing
less variable behavioral responses (Pagnussat et al., 2013). Notably, the
modulatory role of taurine and MK-801 in social behavior and

52

Progress in Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry 111 (2021) 110399

neuroendocrine responses described here reinforce the growing utility
of zebrafish models to investigate the evolutionarily conserved neuro-
behavioral basis of human brain disorders.

5. Conclusion

Overall, we report the potential beneficial properties of taurine
against MK-801-induced shoal dispersion and neuroendocrine changes
in zebrafish. Although the neurochemical mechanisms associated with
the protective effects of taurine on MK-801-induced schizophrenia-like
phenotypes needs to be fully elucidated, our data support the use of
zebrafish models to investigate how social behavior and HPI axis activity
are modulated on CNS complex diseases. Moreover, our results reinforce
the applicability of zebrafish to investigate neuroprotective substances
against glutamatergic excitotoxicity in translational neuroscience
research.
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7. DISCUSSAO

A esquizofrenia € uma doenca neuropsiquiatrica cronica, composta por um conjunto
heterogéneo de sintomas, 0s quais abrangem distintos dominios comportamentais, psiquicos e
cognitivos (KAHN et al., 2015). Desde a descoberta dos primeiros antipsicéticos, em meados
de 1950 (BAN, 2007), a terapia farmacoldgica da esquizofrenia ndo avancou de forma
significativa. Nesse aspecto, novos medicamentos 0s quais baseiam-se no mesmo mecanismo
de acdo dos antipsicoOticos ja existentes, principalmente no bloqueio dos receptores
dopaminérgicos D2, ttm sido desenvolvidos, deixando-se de pesquisar a¢les e intervencdes
diferenciadas que realmente possam impactar o tratamento dessa doenca. Desse modo,
pesquisas que se propde a investigar novos mecanismos de acdo e estratégias de intervencdo
farmacoldgica tonam-se promissoras. No presente estudo, mostramos pela primeira vez as
propriedades protetivas da taurina frente a alteracdes comportamentais desencadeadas por MK-
801, validando, desse modo, nossa hipotese inicial de que a taurina exerce neuroprotecdo
antagonizando fendtipos relacionados a esquizofrenia em peixes-zebra.

O uso de modelos animais € uma ferramenta essencial para investigar os efeitos de
substancias com potencial terapéutico em doencas neuropsiquiatricas. Nesse aspecto, 0 peixe-
zebra, é de grande valor, pois é possivel modelar fendtipos de doencas complexas como a
esquizofrenia, e realizar triagem de novos farmacos (DEMIN et al., 2019; FONTANA et al.,
2018b; KOKEL e PETERSON, 2008). Para estudar os efeitos da taurina em nosso modelo,
primeiramente buscamos mimetizar a hiperlocomocao e o déficit cognitivo induzidos por MK-
801 em peixe-zebra. Em geral, tais fen6tipos emergem ap6s a administracdo de antagonistas
dos receptores NMDA, sendo que a hiperlocomocéo e o déficit cognitivo, refletem os sintomas
positivos e o déficit de memdria, respectivamente, observados em seres humanos acometidos
pela esquizofrenia. Partindo desse pressuposto, testamos o efeito de diferentes doses 0,1, 0,3,
0,51 e 2 mg/kg de MK-801 no comportamento de peixe-zebra. Inicialmente, observamos uma
reducdo na retencdo de memoria de maneira dependente da dose. Nossos achados
demonstraram que a dose 2 mg/kg diminui significativamente a retencdo da memdria na esquiva
inibitdria, bem como aumenta a distancia percorrida e o tempo de permanéncia na area do topo
no teste do tanque novo, mostrando replicar os efeitos comportamentais (e.g., hiperlocomocéao
e déficit cognitivo) desencadeados por MK-801 em estudos prévios, porém utilizando uma via
de administracdo de droga distinta (através de injecéo i.p.) (BLANK et al., 2009; MENEZES

et al.,, 2015; SEIBT et al.,, 2010). Evidéncias tém mostrado o envolvimento da via
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glutamatérgica em processos de aprendizagem e memoria, plasticidade sinéptica e LTP
(GASBARRI e POMPILI, 2014; RIEDEL, PLATT e MICHEAU, 2003). Em geral, é
demostrado que o MK-801 pode causar déficit cognitivo tanto em roedores (CASTELLANO
etal., 1999), quanto em peixes-zebra (BLANK et al., 2009), reforcando o papel evolutivamente
conservado da via glutamatérgica em processos cognitivos. Por outro lado, quando se avalia 0s
efeitos do MK-801 na locomocdo do peixe-zebra, discrepancias emergem na literatura. Por
exemplo, alguns estudos mostram que a exposi¢édo ao MK-801 2 e 5 uM por 60 min diminui a
atividade locomotora (BENVENUTTI et al., 2021; SWAIN, SIGSTAD e SCALZO, 2004), ou
néo altera locomocdo (SISON e GERLAI, 2011), enquanto em outros observa-se que 0 MK-
801 5 e 20 uM por 15, 30 e 60 min induz hiperlocomocdo (MENEZES et al., 2015; SEIBT et
al., 2010). Apesar das discrepancias, anteriormente demostrou-se que a pré-exposicdo ao MK-
801 seguida da insercdo em ambiente novo, é acompanhada pelo aumento da locomogéo,
sugerindo que alteracdes locomotoras podem ocorrer dependendo do contexto em que o animal
é inserido (TRAN et al., 2016). Portanto, disparidades em relacdo as alteragdes locomotoras
podem emergir devido a linhagens distintas de peixes empregadas e com base nas variacdes
dos protocolos. Assim, deve-se analisar com cuidado a interpretacdo dos resultados e mais
estudos sdo requeridos para esclarecer o papel do MK-801 na locomogé&o de peixes-zebra. Em
consonancia com estudos prévios, nossos dados mostram que peixes-zebra tratados com MK-
801 aumentam o tempo de permanéncia da area do topo, o que pode refletir uma reducéo no
comportamento de ansiedade ou alteracdes locomotoras (BENVENUTTI et al., 2021; SEIBT
etal., 2010). Em suma, os principais achados desta tese, incluem a atividade protetora da taurina
frente as alteragbes comportamentais induzidas pelo MK-801 2 mg/kg em peixes-zebra,
evidenciando também os efeitos do MK-801 em uma via alternativa de administracdo como a
injecdo (i.p.). Em geral, no primeiro artigo, foi demostrado que o tratamento com taurina 42 e
150 mg/L previne o déficit cognitivo induzido pelo MK-801, e que a taurina 400 mg/L apenas
atenua os efeitos do MK-801 na memdria de peixes-zebra. Todavia, quando a hiperlocomogéo
e 0 tempo de permanéncia na area do topo foram avaliados, apenas o pré-tratamento com a
taurina 400 mg/L preveniu essas alteragdes induzidas pelo MK-801, enfatizando assim, que as
propriedades protetoras da taurina podem ser dependentes de concentracdo e do fendtipo que
esta sendo avaliado.

No segundo artigo desta tese, continuamos analisando os efeitos da taurina frente as
alteracdes comportamentais induzidas pelo MK-801 na dose de 2 mg/kg. Desta vez, avaliamos
os efeitos do MK-801 e taurina no comportamento de cardume de peixes-zebra. E importante

ressaltar que o peixe-zebra € uma espécie extremamente sociavel, e esse carater tem sido
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explorado em diversos estudos, no sentido de investigar como a sociabilidade ou falta dela pode
impactar a vida e o bem estar dos individuos (FONTANA et al., 2021). Sabe-se que um dos
principais sintomas que ocorrem na esquizofrenia é a retirada social, sendo considerado um
sintoma negativo. Em modelos animais, o déficit social relembra os sintomas negativos que
ocorre na clinica da esquizofrenia (NEILL et al., 2010; RUNG et al., 2005). Considerando tais
fatos, decidimos investigar se a administracio do MK-801 (2 mg/kg) prejudicaria o
comportamento de cardume em peixes-zebra. Nossos resultados demonstraram que 0s animais
tratados com MK-801 tiveram sua sociabilidade prejudicada, manifestando um aumento
significativo na area de cardume e na distancia entre os peixes. Alem do mais, observamos um
aumento significativo na distancia do vizinho mais préximo e distancia do vizinho mais
distante, e uma reducdo significativa na interacdo social. As altera¢fes nos parametros referidos
caracterizam um déficit social emergente e estdo em acordo com estudos prévios os quais
também demostraram que o MK-801 prejudica a sociabilidade em cardumes de peixes-zebra
(ECHEVARRIA, et al., 2008; MAASWINKEL, ZHU e WENG, 2013). Ainda, com relacdo a
sociabilidade, a exposicdo ao MK-801 mostrou reduzir a preferéncia por coespecificos no teste
de preferéncia social (BENVENUTTI et al., 2021; SEIBT et al., 2011; SISON e GERLAI,
2011). Em geral, a administracdo dos antipsicoticos sulpirida e olanzapina reestabeleceu a
preferéncia por coespecificos revertendo os efeitos do MK-801 (SEIBT et al., 2011). De
maneira similar, os dados do segundo artigo demostram que, apesar da taurina ndo exercer
efeito protetivo nas medidas de distancia entre os peixes, ela previne o aumento da dispersao
do cardume induzido por MK-801 (pela anélise quantitativa da area do cardume). E importante
destacar que enquanto a distancia entre os peixes € um parametro que expressa a distancia média
entre os peixes de maneira individual, a area do cardume representa um padrdo geral de
dispersdo do grupo, desde que essa é estimada pela ocupacdo de todos os sujeitos testados
(CANZIAN et al., 2017; 2019). No caso da distancia entre 0s peixes, um Unico animal que
estiver mais afastado do cardume, determina 50% dos componentes da medida da distancia
entre os peixes (pois ele estabelece trés de um total de seis elementos da medida desse
pardmetro) (MAASWINKEL, ZHU e WENG, 2013). Os dados referentes & interacdo social
mostraram que o pré-tratamento com taurina 42 mg/L foi similar ao controle, suportando uma
resposta de atenuacdo comparada a outras concentragdes testadas. Sugere-se que esse efeito
possa ter ocorrido devido as menores distancias entre o vizinho mais proximo e o vizinho mais
distante, apesar de ndo significativas quando comparadas ao MK-801. Desse modo, a taurina
poderia mitigar os efeitos do MK-801 nos respectivos parametros. Além disso, 0 aumento no

numero de animais na area do fundo observado no pré-tratamento com taurina pode ser uma
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consequéncia de alteracGes na dispersdo vertical em vez de resultar da modulagdo na distancia
entre os peixes. Em conclusdo, sabe-se que 0 aumento na coesdo do cardume (SPEEDIE e
GERLAI, 2008) e a geotaxia (ROSEMBERG et al., 2012) sdo respostas defensivas observadas
em grupos, sugerindo o papel modulador da taurina nesses parametros comportamentais
envolvendo cardumes de peixes-zebra.

Por desempenhar ac&o pleiotropica no SNC, a taurina tem sido considerada uma molécula
potencialmente terapéutica para tratar doencas neurologicas e neuropsiquiatricas (JAKARIA et
al., 2019; MEZZOMO et al., 2018; SCHAFFER e KIM, 2018). Apesar dos mecanismos de a¢do
da taurina serem relativamente complexos, em geral, essa molécula pode exercer seus efeitos
através de receptores especificos de taurina (TauR) (WU, TANG e TSAI, 1992), regulando o
influxo de Ca®* (CHEN et al., 2001; YE, SHI e YIN, 2013), e, desse modo, antagonizando a
excitotoxicidade do glutamato (WU et al., 2005). Como neuromoduladora, a taurina atua
através de diversos mecanismos, inibindo as respostas mediadas pelos receptores NMDA
(CHAN et al., 2014). Em relacéo a nossos dados, hipotetizamos que a taurina reduz os efeitos
do MK-801 ndo apenas via interacao direta com os receptores NMDA, mas muito se deve ao
seu papel neuromodulador no cérebro. Essa molécula pode estimular a sinalizagdo inibitoria
atuando como agonista dos receptores GABAA e glicina (JIA et al., 2008), promovendo o
influxo de cloreto (CI") (OKAMOTO, KIMURA e SAKALI, 1983b, 1983a). A taurina também
pode desempenhar diversos mecanismos para reduzir o grau de dano em membranas celulares,
sendo relatado que ela é capaz de prevenir a diminuicdo da atividade da enzima Na*, K*-ATPase
no figado, além de reduzir a formacao de perdxido lipidico e acimulo de lactato no cérebro de
ratos em modelo de hipdxia (MANKOVSKAYA et al., 2000). Esse fato € particularmente
importante pois sabe-se que alteracdes no metabolismo oxidativo (GAMA et al., 2008) e do
ATP (adenosina trifosfato) (VOLZ et al., 2000) podem estar presentes no cérebro de pacientes
com esquizofrenia.

O papel chave do estresse agudo em transtornos psiquiatricos € bem reconhecido, e seu
potencial etioldgico para desencadear transtorno psicotico agudo é bem descrito na defini¢éo
da sindrome no guia de classificacdo de transtornos mentais e comportamentais (ICD-10)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Sabe-se que diversos fatores podem alterar a
resposta de estresse em pacientes com esquizofrenia (e.g., cronicidade da doenga, tratamento
com antipsicoéticos, tipo de sintomas proeminentes, etc.) (BRADLEY e DINAN, 2010;
JANSEN et al., 1998). Desse modo, no segundo artigo, avaliamos os niveis de cortisol do corpo
inteiro dos animais do cardume tratados com taurina e MK-801. De maneira geral, observou-se

que a administracdo do MK-801 reduz significativamente os niveis de cortisol, e que o
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tratamento com taurina 400 mg/L previne esse efeito. Similarmente, estudos retratam que
individuos tratados com antagonistas glutamatérgicos exibem niveis mais baixos de cortisol
qguando comparados a seus controles (COPLAN et al., 2001) e que a inibicdo farmacoldgica
dos receptores NMDA precede a diminuicdo da resposta de estresse (YANG et al., 2018). Em
peixes-zebra, a taurina exerce atividade ansiolitica e modula os niveis de cortisol do corpo
inteiro ap0s estresse agudo (MEZZOMO et al., 2016, 2019). No presente estudo, observamos
que os efeitos da taurina nos niveis de cortisol parecem ser dependentes de concentracéo.
Enquanto que o tratamento com taurina 42mg/L atenua os efeitos do MK-801 nos niveis de
cortisol, a taurina 400mg/L previne completamente a reducdo no cortisol desencadeada pelo
MK-801. Os principais achados e os testes comportamentais realizados nesse estudo estéo
representados de maneira simplificada na Figura 4. Juntos, esses dados, complementam 0s
resultados obtidos no primeiro artigo, 0s quais demostram que o tratamento com a taurina
400mg/L inibe a hiperlocomocéo e alteracdo na exploracao vertical evocadas pelo MK-801 em
peixes-zebra. Além do mais, nossos resultados enfatizam a importéncia potencial da taurina a
qual tem como alvo principal a via glutamatérgica, exercendo, portanto, um mecanismo de a¢do
diferente dos antipsicéticos convencionais (que atuam principalmente como antagonistas dos
receptores D2 de dopamina). Por fim, apesar dos mecanismos neurobiol6gicos da taurina em
peixe-zebra ainda ndo estarem totalmente elucidados, seus efeitos benéficos podem ter ocorrido
provavelmente devido ao seu papel neuromodulador dependendo da concentracdo e fenotipo

avaliado.

Figura 4. Esquema representativo dos testes comportamentais realizados e dos principais
achados desta tese.
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8. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nessa tese, demonstraram pela primeira vez o efeito
neuroprotetor da taurina frente aos fendtipos comportamentais de esquizofrenia induzidos por
MK-801 em peixe-zebra. Em geral, o pré-tratamento com taurina foi capaz de prevenir
alteracdes em parametros locomotores, exploratorios e déficit cognitivo induzido pelo MK-801.
Do mesmo modo, a taurina preveniu alteracdes na dispersdo da area do cardume e a reducao
dos niveis de cortisol do corpo inteiro desencadeados pelo MK-801. De maneira geral, nossos
dados refor¢cam o carater neuroprotetor da taurina, a qual € uma molécula promissora que esta
sendo cada vez mais estudada. Paralelamente, nossos achados indicam que o peixe-zebra pode
ser utilizado para estudar como o comportamento social e eixo HP1 sdo modulados em doencgas
complexas do SNC. Embora mais estudos sejam necessarios para esclarecer os mecanismos
exatos envolvidos nas repostas obtidas neste estudo, nossos resultados suportam a crescente
utilidade do peixe-zebra para investigar substancias neuroprotetoras contra excitoxicidade

glutamatérgica em pesquisas translacionais.
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9. PERSPECTIVAS

No sentido de melhor caracterizar o efeito neuroprotetor da taurina em alteracdes

neurocomportamentais induzidas por MK-801 as perspectivas deste estudo sao:

e Analisar os efeitos da administracdo aguda e repetida do MK-801 na atividade da enzima
Na*K*-ATP-ase e enzimas do metabolismo antioxidante (SOD, CAT, GPx) em encéfalo de

peixes-zebra.

e Quantificar os niveis de glutamato e catecolaminas (dopamina e serotonina) apos a

administracdo de MK-801, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

e Elucidar os mecanismos de geracéo de radicais livres induzidos pelo MK-801 bem como o
possivel efeito protetor da taurina, atraves de respirometria de alta resolugdo realizada no

tecido cerebral de peixes-zebra.

e Analisar os efeitos do estresse agudo e cronico frente ao déficit social e cognitivo induzido

pelo MK-801 em peixes-zebra.

e Investigar os efeitos do estresse agudo e cronico e do MK-801 na modulagao de parametros

antioxidantes e inflamatdrios no tecido cerebral de peixe-zebra.
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Comentario da CEUA: "Emenda aprovada. Nova previsao de término: 04/2023".
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