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RESUMO

Os estudos primarios utilizando o peixe-zebra como modelo animal vém
crescendo na ultima década. Da mesma forma, ha um numero cada vez maior de
revisbes sistematicas sobre o assunto, demandando uma maior padronizagdo do
rigor metodoldgico, a fim de manter a qualidade das evidéncias. O presente trabalho
analisa a qualidade metodologica das revisbes sistematicas sobre estudos de
toxicidade usando o peixe-zebra, demonstrando se estdo sendo empregadas
ferramentas para analise do viés e quais sdo. Além de reportar toxicidade dos
compostos estudados em embrides, larvas ou adultos de peixe-zebra, as revisdes
também demonstraram o potencial do peixe-zebra de substituir mamiferos como
modelos animais na pesquisa pré-clinica. A ferramenta SYRCLE foi a mais utilizada
pelos estudos selecionados, porém nao foi a unica. Alguns estudos utilizaram outros
critérios que nao estao incluidos na ferramenta SYRCLE para analisar o viés, como
cepa do peixe-zebra, separacdo dos peixes em macho e fémea, estagio da
exposigao, rastreabilidade dos embrides, entre outros. Esses dominios alternativos
podem ser importantes para o desenvolvimento de uma ferramenta de analise de
viés propria para estudos com peixe-zebra. Diversos dominios analisados por esses
estudos de revisdo sistematica apresentaram alto risco de viés ou nao foram
reportados pelos estudos primarios. Isso indica a necessidade de maior

padronizagado dos métodos de analise de qualidade metodoldgica.

Palavras-chave: qualidade metodoldgica; toxicidade; peixe-zebra.



ABSTRACT

In the last decade, primary studies utilizing the zebrafish as an animal model
have seen a notable increase. Similarly, there is a growing number of systematic
reviews on the subject, necessitating greater standardization of methodological rigor
to uphold the quality of evidence. This study examines the methodological quality of
systematic reviews on toxicity studies using zebrafish, elucidating whether tools for
bias analysis are being employed and, if so, which ones. In addition to reporting the
toxicity of compounds studied in zebrafish embryos, larvae, or adults, the reviews
also underscore the zebrafish's potential to replace mammals as animal models in
preclinical research. While the SYRCLE tool was the most commonly used among
the selected studies, it was not the only one. Some studies employed criteria not
included in the SYRCLE tool for bias analysis, such as zebrafish strain, segregation
of fish by gender, exposure stage, traceability of embryos, among others. These
alternative domains may be crucial for developing a bias analysis tool tailored to
zebrafish studies. Several domains analyzed by these systematic review studies
exhibited a high risk of bias or were not reported by primary studies, indicating the

need for greater standardization of methodological quality analysis methods.

Keywords: methodological quality; toxicity; zebrafish.
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1INTRODUGAO

1.1 O PEIXE-ZEBRA COMO MODELO ANIMAL

Os modelos animais sdo essenciais na avaliacdo de toxicidade, teste de
novos farmacos, e inumeras outras aplicacdes de pesquisa. O numero de métodos e
ferramentas que foram desenvolvidas para os estudos com peixe-zebra aumentou
consideravelmente, proporcionando que novas abordagens experimentais fossem
adotadas (NUSSLEIN-VOLHARD et al., 2002).

O peixe-zebra (Danio rerio) € um peixe teledsteo da familia dos ciprinideos e
da classe dos peixes com nadadeiras raiadas (Figura 1). Trata-se de um peixe
tropical de origem asiatica que vive em média de trés a cinco anos (QUINTO, 2017).
Estima-se que as linhagens que originaram os ciprinideos e os mamiferos se
dividiram ha cerca de 450 milhdes de anos (NUSSLEIN-VOLHARD et al., 2002).

Figura 1 — Peixe-zebra

Fonte: QUINTO (2017).

As questdes éticas envolvidas no uso de vertebrados impdem restricdes para
utilizacdo desse tipo de modelo animal, como os ratos e camundongos, criando a
necessidade de propor organismos alternativos visando diminuir essas questodes.
Nesse cenario, os vertebrados inferiores sdo uma opgao atrativa por possuirem
genes relacionados aos vertebrados superiores, como os mamiferos (DOKE et al.,

2013). Estéo classificados como vertebrados inferiores, além dos peixes, os répteis
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e os anfibios (BENNETT et al., 1978). A utilizagcdo do peixe-zebra emergiu nesse
contexto, ja que possui 6rgaos e tecidos simeis aos humanos (Figura 2). Além disso,
possuem muitas células do sistema imune encontradas em seres humanos (WANG
et al., 2021).

Figura 2 — Orgéos e tecidos humanos (A) e correspondentes em larvas (B) e adultos

(C) do peixe-zebra

. B
Cérebro ——
Coracao » ?\

Flgadp Larva peixe-zebra
Intestino

Rim
Pancreas
Baco

NN

Adulto peixe-zebra

Fonte: Adaptado de WANG et al. (2021).

Estudos demonstram que, do ponto de vista genético, o peixe-zebra
apresenta cerca de 70 a 80% de genes equivalentes ao genoma humano, enquanto
82% dos genes que possuem relagdo com alguma doengca em humanas podem ser
correlacionados com pelo menos um gene ortélogo do peixe-zebra (DI PAOLO et al.,
2021; HOWE et al., 2013). Os genes ortdlogos sdo uma classe de genes homadlogos
que sao encontrados em diferentes espécies, derivados de um gene ancestral
comum entre elas. Esses genes, geralmente, mantém a mesma fungdo em

diferentes espécies, por derivarem do mesmo ancestral comum (MOREIRA, 2014).

Existe um conjunto de vantagens que tornam o peixe-zebra um modelo
animal relevante no campo cientifico e de desenvolvimento, como seu ciclo de vida
curto, genoma completamente sequenciado, facil reprodugao e alta taxa reprodutiva,
além de seu tamanho reduzido quando adulto, facilitando sua criagdo (RIBEIRO et
al., 2022).
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Em 1959 Willian Russel e Rex Burch publicaram o livro “Principles of Humane
Experimental Technique”, que trouxe o conceito de 3R’s: “refinement’ (refinamento,
“reduction” (reducao) e “replacement’ (substituicdo) (ABREU et al., 2018). Aos 3R’s
originais descritos por Russel e Burch, foram adicionados mais 7R’s (figura 3)
relacionados a principios cientificos e de conduta, a fim de melhorar ndo sé a
qualidade da evidéncia desses estudos, como também o bem-estar e a saude do
peixe-zebra (CANEDO et al., 2022).

Figura 3 - 10R’s para utilizagdo do peixe-zebra como modelo animal

3Rs classicos 7Rs adicionais

- Bem-estar animal - Principios cientificos Principios de conduta

Redugi Refi to Registro Relatirio Robustez  Reprodutibilidade Relevincia Responsabilidade  Respeito

Hﬂ — H () ) 4
< ¥, @ @ () %, (B o
o

]

Fonte: CANEDO et al. (2022).

Durante as primeiras 24 horas de desenvolvimento, o embrido do peixe-zebra
€ transparente e relativamente grande, permitindo que seja possivel visualizar os
orgaos em desenvolvimento (NUSSLEIN-VOLHARD et al., 2002). Quando adulto o
peixe-zebra mede aproximadamente 2,5 — 3,8 cm, reduzindo assim os custos com
espaco e criacdo. Existem empresas especializadas em aquarios para peixe-zebra

capazes de abrigar milhares de peixes (HILL et al., 2005).

A alta taxa de fecundidade do peixe-zebra também se destaca, ja que um par
de peixes adultos é capaz de produzir de 200 a 300 ovos em uma unica manha, e se

forem propriamente mantidos, sdo capazes de fornecer essa colheita a cada 5-7
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dias. Os pares de peixes podem ser rotacionados, de forma a fornecer milhares de

ovos diariamente durante o ano (HILL et al., 2005).

Ha mais de dez anos o peixe-zebra € amplamente utilizado em pesquisas e
desenvolvimento em neoplasias, doengas cardiacas, disfungdes neuroldgicas,
doencas comportamentais e para observar mutacdes provenientes da exposicdo a
novas moléculas (DOKE et al., 2013).

1.2  PEIXE-ZEBRA NA PESQUISA DE TOXICIDADE

O objetivo dos estudos toxicologicos é prever possiveis efeitos adversos e
agravos que possam surgir da exposicdo humana a dada substancia quimica,
podendo se tratar de um medicamento, agente quimico industrial ou pesticida, sendo

principalmente utilizados os modelos animais nessas pesquisas (MAYER, 2003).

A avaliacdo da toxicidade de um composto € uma etapa importante para
entender o perfil de seguranga de um novo medicamento e imunobiolégicos e muitos
candidatos a novos farmacos falham nos testes pré-clinicos devido aos efeitos
adversos causados. Quando comparado com os testes em mamiferos, o peixe-zebra
possui diversas vantagens experimentais em testes de toxicidade. Neste contexto, a
agéncia Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos aceita o uso do
peixe-zebra como modelo animal para avaliagdo da seguranga e toxicidade e
aprovacao de novos medicamentos (HE et al., 2014). A agéncia FDA dos Estados
Unidos € responsavel pela regulamentacdo e garantia da eficacia, seguranga e
protecdo de medicamentos humanos e veterinarios, produtos bioldgicos e
dispositivos médicos, além de garantir seguranga de alimentos e cosméticos (FDA,
2018).

O grande potencial de uso do peixe-zebra para triagem de novos farmacos &
exemplificado no desenvolvimento de antimicrobianos, onde séo usados embrides
do peixe-zebra para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos de novos candidatos a
farmacos (SCHIMITH et al., 2018).
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1.3 PEIXE-ZEBRA NA AVALIACAO DE ECOTOXICIDADE

O termo ecotoxicidade reflete a preocupagéao com possiveis contaminantes no
meio ambiente, podendo afetar outras espécies animais além do homem. Essa area
estuda efeitos nocivos de produtos quimicos que afetam todo o ecossistema
(WALKER et al., 2006). Nas ultimas décadas a produgédo de agentes quimicos vém
aumentando, sendo muitos deles potencialmente téxicos aos humanos. Nesse
sentido, a avaliacdo da toxicidade usando mamiferos € um processo trabalhoso e
caro (HE et al., 2014). Os testes de produtos quimicos em embrides de peixe-zebra
aumentaram nas Uultimas décadas, a tal ponto que rapidamente ocorreu a
padronizagao internacional, e cada vez mais se busca a validacdo de novos
métodos e ampliagdo da cobertura de substancias analisadas nos testes de
ecotoxicidade (LAMMER et al., 2008; TSANG et al., 2017; WATTS et al., 2021).

Um topico em evidéncia na area da ecotoxicidade € o estudo de compostos
farmacéuticos no ambiente aquatico, pois 0 acumulo de produtos farmacéuticos no
meio ambiente pode trazer efeitos adversos tanto em organismos aquaticos quanto
terrestres. Assim, uma vez que sejam devidamente estabelecidos e elucidados
esses efeitos, se torna possivel estabelecer limites de concentracdo a serem

aplicados no descarte seguro de efluentes (PASCHOA et al., 2017).

1.4  RISCO DE VIES EM ESTUDOS EXPERIMENTAIS EM ANIMAIS

O estudo com modelos animais desempenha um papel essencial na ciéncia,
porém € comum encontrar na literatura experimentos repetidos de forma
desnecessaria, algumas vezes antiéticos e com um desperdicio de recursos. Sendo
assim, revisdes sistematicas com ou sem meta-analises de estudos pré-clinicos
representam um passo importante nesse processo de avaliacdo da qualidade
metodoldgica. O viés é caracterizado como o produto de um equivoco sistematico no
planejamento, execucdo ou analise estatistica de um estudo, resultando em
possiveis distor¢des nos resultados e comprometendo a validade do estudo (CANTO
et al., 2020). Os vieses e resultados imprecisos de experimentos animais podem
resultar em testes clinicos de substancias inertes ou até mesmo prejudiciais,
tornando-se um risco desnecessario a saude, além de desperdicio de recursos
muitas vezes escassos (AGUILAR-NASCIMENTO, 2005).
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Nesse sentido, o rigor da qualidade metodolégica desses estudos é uma
caracteristica importante para a confiabilidade nos resultados encontrados e na
recomendacgao do uso de substancias. No campo das ciéncias farmacéuticas, novas
ferramentas tém sido desenvolvidas para analise de risco de viés da qualidade
metodolégica de estudos experimentais em animais, principalmente quando
aplicadas em estudos secundarios de revisdo sistematica e em guidelines (ou
manuais técnicos). Essa analise critica do estudo experimental tem sido cada vez
mais requisitada no ambito cientifico, e ja tem sido amplamente empregada para
estudos que utilizam camundongos e ratos (OHAT, 2015; ROTH et al., 2021).

Quando se trata de intervengbes em saude, problemas na concepgao ou
execucgao de estudos podem gerar duvidas sobre a validade das descobertas feitas.
O risco de viés também inclui a possibilidade de desviar os resultados do estudo do
verdadeiro efeito, podendo o mesmo ser superestimado ou subestimado (BOUTRON
et al., 2022).

Nesse contexto, as revisdes sistematicas surgem como uma abordagem de
pesquisa cientifica que coleta os desfechos dos estudos primarios a partir da
formulacdo de uma questdo especifica, empregando abordagens sistematicas para
agrupar as informacgdes, avaliando de forma critica a qualidade das evidéncias
(CANTO et al., 2020). As revisdes sistematicas de estudo em animais apresentam
evidéncias sobre como os resultados experimentais impactam os ensaios clinicos
futuros, e podem ser consideradas um driver para melhorar a validade interna, a
qualidade dos relatérios publicados e reduzir os vieses nas publicacbes dos estudos
experimentais (SILVA et al., 2012). A anadlise do risco de viés é uma das ultimas
etapas a serem executadas em uma revisdo sistematica (Figura 4), sendo
importante que seja realizada por ao menos dois revisores cegados, para garantir
maior confiabilidade na avaliagédo (CANTO et al., 2021).

Figura 4 — Esquema de desenvolvimento de uma revisao sistematica mostrando o

momento da analise do risco de viés
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Fonte: CANTO et al. (2021).

O risco de viés da qualidade metodolégica de estudos experimentais com
peixe-zebra tem sido pobremente reportado em revisbes sistematicas. Alguns
autores tém utilizado a ferramenta SYRCLE RoB (SYystematic Review Center for
Laboratory Animal Experimentation) (AMES et al., 2022; Buenhombre et al., 2021).

Por isso, esta revisdo narrativa da literatura contextualiza a avaliagdo do risco
de viés metodoldgico de estudos experimentais em peixe-zebra, a fim de verificar
quais sao as ferramentas utilizadas e ainda destacar as lacunas existentes na

experimentagdo que poderiam impactar no nivel da evidéncia.
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2 JUSTIFICATIVA

O peixe-zebra tem sido considerado uma alternativa promissora para a
pesquisa toxicoldgica por possuir similaridades quando comparado aos mamiferos,
permitindo extrapolar os resultados a humanos mais diretamente do que outros
modelos invertebrados e de maneira mais econdmica quando comparado aos
vertebrados, pois possui alta taxa de reprodutibilidade, baixo custo e facil cultivo.
Atualmente, existe uma vasta literatura de estudos primarios com peixe-zebra, e
poucos estudos secundarios sendo realizados com sintese da evidéncia. Para isso,
busca-se cada vez mais a qualidade metodolégica das experimentagdes para
assegurar as melhores evidéncias no ambito da saude. Para avaliar a qualidade e o
nivel da evidéncia dos estudos experimentais em animais existem ferramentas que
permitem a verificagdo de itens pelos pesquisadores, como, por exemplo, O
SYRCLE. Essas recomendagdes tém sido utilizadas para revisdes sistematicas de
estudos em camundongos e ratos. Atualmente, a publicagdo de revisdes
sistematicas com esse modelo animal ainda é escassa, sendo importante identificar
as ferramentas que as revisbes estdo utilizando para avaliar os vieses desses

estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a qualidade da evidéncia em estudos de revisdo sistematica sobre

toxicidade em peixe-zebra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar as ferramentas utilizadas para avaliacdo do risco de viés em
estudos experimentais em peixe-zebra.
- Verificar o impacto da analise do viés no nivel da evidéncia nas revisdes

sistematicas em peixe-zebra.
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4 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo narrativa da literatura, para a qual foi
elaborada a seguinte pergunta cientifica: “Como tem sido avaliado o viés em estudos

de toxicidade usando como modelo animal o peixe-zebra?”.

As buscas por artigos foram feitas na base de dados eletrénica do PubMed
em agosto de 2023, utilizando o termo livre ‘zebrafish’ e aplicando o filtro por tipo de

publicacao (“systematic review” OR “meta-analysis”).

Foram recuperados os artigos completos sobre o tema, consultando também
professores especialistas em revisdo sistematica e experimentacdo animal para
indicacdao de referéncias bibliograficas sobre o assunto. Nao foi aplicado limite de

tempo de publicagcéo e foram recuperados apenas artigos em inglés.

Para a sintese narrativa, foram incluidas apenas as revisdes que aplicaram
alguma ferramenta para avaliagdo do risco de viés de estudos primarios. Foram
excluidos os estudos que ndo reportaram os vieses de qualidade metodoldgica,
assim como aqueles que reportam apenas a qualidade do relatério publicado
(Quadro 2).

Inicialmente, para a selegcdo dos estudos a serem incluidos na revisdo, os
estudos recuperados no PubMed foram gerenciados no website Rayyan QCRI
(OUZANNI et al., 2016). Os artigos secundarios foram selecionados por dois
pesquisadores nao cegados a partir da leitura dos titulos e resumos, e

posteriormente, pela leitura do texto na integra.

Quadro 1 - Critérios de exclusao

Critério de exclusao Descrigao

Wrong population Estudos ndo usam o peixe-zebra

como modelo animal.
Populagéo errada

Wrong intervention Estudos ndo avaliam toxicidade (por

exemplo> mecanismos relacionados
Intervengéo errada a doencas).



Critério de exclusao Descricao

Wrong outcome Estudos n&o avaliam o Vviés

metodoldgico.
Desfecho/resultado errado

Wrong publication type Estudos ndo sao revisdo sistematica

ou meta-analise.
Tipo de publicagao errado

Fonte: Elaborado pela autora.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a busca por revisdes sistematicas e/ou meta-analises na base
de dados Pubmed resultou em 83 estudos recuperados. Os primeiros estudos
secundarios neste tépico foram publicados em 2011, e desde entdo houve um
aumento no numero de publicagbes (Figura 5). Apos realizar a leitura dos titulos e
resumos dos artigos, foram selecionados 5 artigos que se encaixam nos requisitos

de inclusao.

Figura 5 - Distribuicdo dos estudos recuperados no Pubmed com o termo livre

peixe-zebra e filtros (revisédo sistematica ou meta-analise).
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de PubMed.

De 83 artigos recuperados, foram excluidos 78, sendo 47 por ndo avaliar a

toxicidade (“wrong intervention” = intervencao “errada”), 20 por diferir do desfecho

esperado (“wrong outcome” = resultado “errado”) e 11 por nao se tratarem de

estudos com peixe-zebra (“wrong population” = populagao “errada”) (Figura 6).
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Figura 6 - Porcentagem de estudos de revisdo sistematica excluidos de

acordo com o critério de exclusao

W Nao avaliou toxicidade

M Nao avaliou o risco de viés
metodologico

W Populacdo ndo era peixe-
zebra

Fonte: Elaborado pela autora.

Das cinco revisdes sistematicas incluidas nesta revisdo (AMES et al., 2022;
HOFFMANN et al., 2021; SOUZA-SILVA et al., 2022; STEPHENS et al., 2019;
THAKKAR et al., 2022), trés (HOFFMANN et al., 2021; SOUZA-SILVA et al., 2022;
STEPHENS et al.) registraram o protocolo da revisdo na base de dados International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO, Universidade de Oxford,
Reino Unido) (SHAMSEER et al., 2015) (Quadro 2). O protocolo garante que os
métodos desta revisdo sejam transparentes e reprodutiveis, além de ajudar a
diminuir vieses que interfram na qualidade metodoldgica da revisdo e evitar a
duplicidade de revisbes (STEWART et al., 2012). O registro exige que os revisores
fornecam informagdes sobre 22 itens obrigatérios € mais 18 itens opcionais,
incluindo informagdes administrativas (por exemplo, titulo e data de inicio), métodos
da revisao sistematica (por exemplo, critérios de elegibilidade, métodos para coletar

e tratar dados), e outras informacgdes gerais (PAGE et al., 2018).

A base de dados mais usada pelas revisbes sistematicas para buscar os
estudos primarios foi o PubMed, estando presente em todas as revisbes
selecionadas. Todos os estudos buscaram ao menos duas bases de dados, o que é

recomendado para as revisdes sistematicas, uma vez que aumenta as chances de
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incluir um estudo primario e alcancar uma maior representatividade dos estudos
incluidos na revisdo, e assim, ter maior confiabilidade na evidéncia gerada
(HIGGINS et al., 2011).

Nenhuma revisdo selecionada utilizou a literatura cinzenta (Quadro 2). O
termo literatura cinzenta refere-se as informagdes protegidas por direitos intelectuais
que sao produzidas em formato eletrdnico ou impresso e que nao sao controladas
pela publicagdo comercial (SCHOPFEL, 2010). A literatura cinzenta é importante,
pois pode alencar resultados de publicagcbes com desfechos negativos ou nulos, o
que ndo é abordado em editores comerciais, que podem ter uma estratégia de
publicacdo mais voltada ao lucro. Esse tipo de literatura também pode trazer
resultados mais atuais, uma vez que a pesquisa publicada formalmente passa por

um processo mais longo (PAEZ, 2017).

Quadro 2 - Caracteristicas dos estudos de revisio sistematica sobre

toxicidade em peixe-zebra

Referénci Numero Paises Numero de Base de Literatur
a do Envolvidos na Estudos Dados a
Protoco Publicagao Incluidos Principais Cinzenta
lo
Ames et NR Brasil 36 (16 1 PubMed Nao Sim
al., 2022 incluidos na realizado
meta-analise) 2 Science
Direct
Hoffmann =~ CRD420 EUA, Brasil, 32 estudos de 1 BIOSIS Nao Sim
etal, 2021 1809612 Turquia, ZET (zebrafish realizado
0 Bélgica, embryo toxicity =~ 2 Embase
Canada test)
3 PubMed

37 estudos em
mamiferos 4 TOXLINE

Souza-Silv. CRD420 Brasil 28 no total 1 Nao Sim
aetal., 2123471 Pubmed/Me realizado
2022 9 6 em peixe dline
zebra
2 Scopus
3 Web of

Science
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Referénci Numero Paises Numero de Base de Literatur
a do Envolvidos na Estudos Dados a
Protoco Publicagao Incluidos Principais Cinzenta
(o}
Stephens = CRD420 @ EUA, Turquia, 1 em peixe 1 BIOSIS Nao Sim
etal., 2019 1809612 Alemanha, zebra realizado
0 Holanda, 2 Embase
Canada 12 em
mamiferos 3 PubMed
4 TOXLINE
Thakkar et NR india 17 1 PubMed Nao Nao
al., 2022 realizado
2 ZFIN

Fonte: elaborado pela autora.

Quatro estudos conduziram a revisdo sistematica de acordo com as
recomendagdes PRISMA (AMES et al., 2022; HOFFMANN et al., 2021;
SOUZA-SILVA et al.,, 2022; STEPHENS et al, 2019). A ferramenta PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) foi criada em
2009 e recebeu uma atualizagcdo em 2020, visando acompanhar as inovacgdes e
mudangas na conducgado das revisdes sistematicas (DOURADO et al., 2022). A
ferramenta tem como objetivo auxiliar os autores de revisbes sistematicas a
relatarem de forma mais transparente os métodos e resultados de seus trabalhos e
possui um checklist de 27 itens divididos em 7 topicos principais (Figura 7) (PAGE et
al., 2021).

Figura 7 - Principais topicos do PRISMA

Resumo Métodos

1 3 ; 4)5\ i

ntroducio Resultados Outras informacgoes

Fonte: Dourado et al. (2022).
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Do total de revisbes selecionadas, duas (HOFFMANN et al.,, 2021;
STEPHENS et al., 2019) utilizaram somente o embrido do peixe-zebra, duas (AMES
et al.,, 2022; THAKKAR et al., 2022) utilizaram embrido, larva e adulto, e uma
(SOUZA-SILVA et al., 2022) utilizou apenas o peixe-zebra adulto entre 16 e 26
semanas.

Duas revisbes selecionadas (HOFFMANN et al., 2021; STEPHENS et al.,
2019) citam a utilizagdo do ZET (zebrafish embryo toxicity test). O teste de
toxicidade em embrides de peixe-zebra concentra-se em estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario, sendo considerado um modelo mais humano quando
comparado ao teste em peixes-zebras adultos (ACHENBACH et al., 2020). O ZET
concentra-se nos primeiros dias apos a fertilizagcao, iniciando a exposi¢do quimica
no periodo de clivagem (0,7-2,2 horas pés fertilizac&o [hpf]) e finalizando no periodo
larval inicial (aproximadamente 72-120 horas pos fertilizagédo [hpf]) (HOFFMANN et
al., 2021).

Apenas uma das cinco revisdes (STEPHENS et al.,, 2019) nao reportou a
dose utilizada. As quatro revisdes que reportaram (AMES et al., 2022; HOFFMANN
et al.,, 2021; SOUZA-SILVA et al., 2022; STEPHENS et al., 2019; THAKKAR et al.,
2022) utilizaram diferentes doses, sendo a menor 0,00000852 uM e a maior 400
mg/L. Uma revisdo (AMES et al., 2022) reportou que 17 dos 36 estudos incluidos

realizaram reposicao da dose.

Para estabelecer a dose tdoxica de um produto quimico, é de suma
importancia o relato dessas concentracbes nos estudos pré-clinicos. As
recomendacgdes sobre analise da qualidade evidéncia de estudos in vivo destacam
que, além da concentragao/dose do farmaco utilizada, € importante relatar o tempo

de exposi¢cao dos animais aos compostos (WASPE et al., 2021).

Uma revisdo (THAKKAR et al., 2022) nao reportou o tempo de exposi¢cao dos
estudos, as outras quatro revisbes (AMES et al., 2022; HOFFMANN et al., 2021;
SOUZA-SILVA et al., 2022; STEPHENS et al., 2019) reportaram entre 0 a 21 dias de

exposicao (Quadro 3).
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Quadro 3 - Caracteristicas da populagao de peixe-zebra estudada, intervencgao e
desfechos investigados

Referé  Popula
ncia ¢ao do
Peixe-Z
ebra
Ames et Embria
al., o, larva
2022 e adulto
Hoffma = Embria
nn et o]
al.,
2021
Souza- Adulto
Silva et (entre
al., 16 e 26
2022 semana
s)
Stephe = Embria
ns et (o]
al.,
2019

Intervencgao

Exposicao ao
glifosato

Toxicidade de
75 compostos
selecionados
aleatoriamente
e elencadas
numa lista de
referéncia. Ex:
acetaminofeno,
acido valproico,
cafeina, .

Resposta da
microbiota
intestinal a

€exposicao aos
microplasticos

Potencial de 7
substancias
para toxicidade
aguda e
toxicidade
cardiovascular,
bem como
desenvolviment
o de toxicidade
mental.

Dose

0,00005
até 400
mg/L,
diluido
em meio
de
cultura
ou agua
(Milli Q
por
exemplo)

A dose
foi
reportad
a pelos
estudos
em uM

0,000008
52 a
24,400

50 pg/L a
40 mg/L

NR

Reposi | Tempo
cao de
Exposi¢
ao
17/36 30
fizeram  minutos
reposicd a672h
o]
NR DeOa
120 hpf
NR 7,14 ou
21 dias
NR 48 a 120
hpf

Desfechos
investigados

Mortalidade (hpf, horas
apos a fertilizagao)

Teste de concentragao
minima para:

Mortalidade
Embriotoxicidade geral

Embriotoxicidade
especifica

Mortalidade, mudanca
no tamanho do corpo e
microbiota afetada

Potencial de um produto
quimico causar efeitos
adversos relevantes no
desenvolvimento
pré-natal. Se o produto
quimico foi negativo, ou
seja, ndo embriotdxico
no ZET ou auséncia de
resultados adversos no
exame fetal dos estudos
em mamiferos, ou
positivo, ou seja,
embriotdxico no ZET ou
presenca de resultados
adversos nos exames
fetais de mamiferos.
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Referé  Popula Intervencgao Tempo Desfechos
ncia ¢ao do de investigados
Peixe-Z Exposic¢
ebra ao
Thakkar  Larva, Impacto 0,01 uM NR NR Resultados
et al., embrido cardiaco e a 1000 relacionados as fungdes
2022 e adulto  neuroldgico dos uM cardiacas e
EDCs neurolégicas
0,2a1,8
mg/mL
0,5a20
Hg/L
0,5a75
ng/L
0,1a110
ppb

Fonte: elaborado pela autora.

Das cinco revisbes selecionadas, uma (AMES et al., 2022) realizou
meta-analise. A revisao analisou a toxicidade do glifosato, substancia amplamente
utilizada em herbicida na pratica agricola, concluindo que diversas condigdes foram
afetadas no peixe-zebra, induzindo aumento da mortalidade nas fases embrionaria e
larval, causando ma formagao no organismo e afetando a eclosdao e frequéncia
cardiaca, além de danos bioquimicos e comportamentais na fase adulta do ciclo
devida do peixe-zebra, sendo considerado téxico. Dentre as limitacbes reportadas
pelo autor esta o pequeno numero de estudos contemplados com dificuldade de
comparagao entre eles. Além disso, o autor relata que reconhece a diferenga entre
os herbicidas a base de glifosato e a substancia glifosato pura, e que, em alguns
casos, é dificil dizer se os efeitos toxicos foram advindos de substancias adjuvantes

presentes no herbicidas ou do glifosato em si (AMES et al., 2022).

Duas revisdes (HOFFMANN et al., 2021; STEPHENS et al., 2019) buscavam
demonstrar se ha relagao entre resultados de toxicidade de produtos quimicos no
desenvolvimento pré-natal em ratos e coelhos e no ZET. Ambas (HOFFMANN et al.,
2021; STEPHENS et al., 2019) concluiram que a toxicidade apresentada em ratos e
coelhos também poderia ser observada no ZET, porém um revisao relatou possivel
superestimacédo dos resultados positivos em peixe-zebra, requerendo maior
padronizagao do método (HOFFMANN et al., 2021).
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As limitagbes reportadas foram relacionadas com o baixo numero de
substancias incluidas nos estudos, o que pode ter sido em razao dos critérios muito
restritos, porém o autor relata que menos critérios resultariam em outros problemas
(HOFFMANN et al., 2021). No outro estudo, foram reportadas limitagées relativas a
qualidade dos relatérios e a dificuldade de extracdo de dados, além da selecéo da
evidéncia devido a diversidade dos resultados (STEPHENS et al., 2019).

Os produtos quimicos exdgenos conhecidos por interferir no funcionamento
normal do sistema neuroenddécrino do corpo, como o bisfenol A e o triclosan,
também foram avaliados quanto a sua toxicidade. Nos dados dos estudos
selecionados pela revisao, foi possivel concluir que todos os EDCs (desreguladores
endocrinos) testados afetam o neurocomportamento, causando ansiedade,
hiperatividade, medo e estresse. Alguns EDCs ainda causam defeitos na locomogao
e velocidade de natacdo (THAKKAR et al., 2022).

Para avaliar o impacto dos microplasticos na microbiota intestinal e as
alteragdes morfofuncionais envolvendo a mucosa intestinal, foram usados estudos
primarios em peixe-zebra e ratos. A utilizagcdo de mais de um modelo animal &
interessante, pois possibilita avaliar os efeitos em diferentes microbiotas intestinais,
tendo sido o peixe-zebra o modelo animal mais utilizado nos estudos primarios,
seguido pelo rato. Os resultados mostraram potencial desencadeamento de
disbiose, caracterizada pelo enriquecimento de Firmicutes, Proteobacteria e
Chlamydia, enquanto houve uma redugao de Bacteroidetes, e alteragdes na mucosa
intestinal (SOUZA-SILVA et al., 2022).

Houveram dois estudos nos quais os autores nao reportaram limitagcoes
(SOUZA-SILVA et al., 2022; THAKKAR et al., 2022).

Quadro 4 - Principais resultados e limitagdes dos estudos incluidos na revisao



Glifosato afeta mortalidade e
incubacao de embrides de
peixe zebra;

Ames et al.,
2022

Causa ma formagao e
anormalidades estruturais em
embrides;

Altera o ritmo cardiaco em
embrides;

Altera a capacidade
antioxidante contra radicais
peroxil em peixes adultos;

Altera o comportamento em
peixes adultos.;

ZET possui potencial para
identificar produtos quimicos
que ja se mostraram toxicos

para o desenvolvimento
pré-natal de ratos e coelhos,
porém esse teste possui uma
tendéncia de superestimar
resultados negativos como
sendo positivos, requerendo

Hoffmann et
al., 2021

maior padronizagdo do método.
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Todos os Os dados incluiram um
estudos pequeno numero de
mostraram estudos, o que pode criar
toxicidade no dificuldades de
estagio comparagao; Devido ao
embrionario e numero pequeno de
larval . A estudos comparaveis, nao

foi possivel separar os
efeitos do glifosato no GBH
ou substancia ativa.

toxicidade esta
relacionada a
concentracao
utilizada, quanto
maior a
concentragao,
maior a
toxicidade.

NA O maior nimero de
substancias quimicas
incluidas implicaria em

maior confianga, porém as
substancias foram
selecionadas de forma néo
aleatéria, considerando
aqueles que haviam sido
bem estudadas para
toxicidade no
desenvolvimento pré natal,
possivelmente introduzindo
um viés. O autor sup6s que
dessa forma seria
recuperado um alto niumero
de substancias, porém nao
foi 0 que aconteceu.
Fatores associados ao
numero baixo de
substancias recuperadas
foram: rigor nos critérios de
elegibilidade e exclusao de
bases de dados
regulatérias das fontes de
informacgao.
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Souza-Silva MPs sao potenciais NA NR
et al., 2022 desencadeantes da disbiose
intestinal, que se caracterizou
pelo aumento do
desenvolvimento de Firmicutes,
Proteobacteria e Chlamydia,
enquanto o Bacteroidetes filo
teve significativa redugéo.
Como consequéncia de um
material toxico e o estado de
disbiose conferido pelos MPs,
alteragGes imunoldgicas,
estruturais e morfofuncionais na
mucosa intestinal foram
encontradas em animais
alimentados com MPs.

Stephens et = Foi possivel encontrar estudos NA Formular a questéo de
al., 2019 em mamiferos para pesquisa, procurar e
comparacao apenas para 2 das selecionar as evidéncias,
7 substancias testadas no extrair e analisar os dados,
estudo de ZET incluido. Essas ma qualidade dos
2 substancias mostraram uma relatorios.

relagéo de resultados ao
tratamento em peixe zebra e
mamiferos..

Thakkar et Os artigos citados reinem NA NR
al., 2022 dados sobre EDCs. Todos eles
afetam o neurocomportamento,
causando ansiedade,
hiperatividade, hipoatividade,
medo ou estresse. A maioria
também afeta a locomocéao e
velocidade de natagao,
distancia e tempo gasto em
movimento.

Fonte: elaborado pela autora.

A ferramenta para analise do risco de viés mais utilizada pelos estudos
selecionados foi SYRCLE, sendo utilizada por quatro dos cinco estudos (AMES et
al., 2022; HOFFMANN et al., 2021; SOUZA-SILVA et al., 2022; STEPHENS et al.,
2019). Um estudo utilizou dominios alternativos e o autor ndo citou uma ferramenta
especifica (THAKKAR et al., 2022).

Baseada na Cochrane Collaboration RoB Tool, utilizada para avaliagao de
risco de viés para estudos clinicos randomizados, o objetivo principal da ferramenta

SYRCLE RoB é avaliar a qualidade metodolégica de estudos de intervencdo com
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animais. A partir da ferramenta SYRCLE RoB, é possivel avaliar seis tipos de viés:
viés de selegado, viés de performance, viés de detecgdo, viés de atrito, viés de
relatorio e outros tipos de vieses (Quadro 1) (HOOIJMANS et al., 2014).

Quadro 5 - Vieses avaliados pela ferramenta SYRCLE RoB.

Tipo de
Viés

Viés de
Selegao

Viés de
Selegao

Viés de
Selegao

Viés de
Performanc
e

Viés de
Performanc
e

Dominio

Geragcao de
Sequéncia

Caracteristicas
Base

Ocultacdo de
Alocagao

Habitagado
Aleatodria

Cegamento

Descricdo do Dominio

Descreve os métodos usados,
se houver, para gerar a
sequéncia de alocagdo com
detalhes  suficientes para
permitir uma avaliacdo se
produzird grupos comparaveis

Descreve todos os possiveis
fatores prognosticos ou
carateristicas dos animais, se
houver, que sdo comparadas
a fim de julgar se a
intervencdo e os grupos de
controle eram semelhantes no
inicio do experimento.

Descreve o método usado
para ocultar a sequéncia de
alocacao com detalhes
suficientes para determinar se
intervencbes de alocagao
poderiam ter sido previstas
antes ou durante o registro.

Descreve todas as medidas
utilizadas, se houver, para
abrigar 0s animais
aleatoriamente dentro da sala
de manutengao dos animais.

Descreve todas as medidas
usadas, se houver, para cegar
os cuidadores e
pesquisadores sobre qual
intervencao o animal recebeu.

Julgamento dos
Autores da
Revisao

A sequéncia de
alocacao foi
adequadamente

gerada e aplicada?

Os grupos eram
semelhantes quanto
as caracteristicas de
base ou foram
ajustados os fatores
de confusdo na
analise?

A alocagdo foi
adequadamente
escondida?

Os animais foram
aleatoriamente
abrigados durante o
experimento?

Os cuidadores e/ou

investigadores

foram cegados
sobre qual
intervencao cada
animal recebeu
durante o]

experimento?



Tipo de
Viés

Viés de
Deteccgao

Viés de
Deteccao

Viés de

Atrito

Viés de

Relatério

Outros

Dominio

Avaliagdo de
Resultado
Aleatodrio

Cegamento

Dados dos
Resultados

Incompletos

Relatério  de
Resultados
Selecionados

Outras Fontes
de Vieses

Descricdo do Dominio

Descreve se os animais foram
ou nao selecionados
aleatoriamente para avaliacao
do resultado, e que métodos
para selecionar os animais
foram usados, se houver.

Descreve todas as medidas
usadas, se houver, para cegar
os avaliadores dos resultados
sobre qual intervengcdo cada
animal recebeu. Fornecer
qualquer informacao relativa a
efetividade do cegamento.

Descreve a integridade dos
dados para cada resultado
principal, incluindo atrito e
exclusdes da analise.
Estabelece se os atritos e
exclusbes foram relatados, os
numeros em cada grupo de
intervencdo (em comparagao
com o total de animais
randomizados), razbes pra
atrito ou exclusdo e qualquer
reinclusbes em analises para
a revisao.

Estabelece como o relatério
de resultados seletivos foi

examinado e o que foi
encontrado.

Estabelece quaisquer
preocupagdes importantes
sobre vieses nao cobertos por
outros dominios na
ferramenta.

Fonte: Adaptado de HOOIJMANS et al. (2014).
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Julgamento dos
Autores da
Revisdo

Os animais foram
selecionados
aleatoriamente para

avaliagcao dos
resultados?

O avaliador dos
resultados foi

cegado?

Os dados de
resultados

incompletos  foram
tratados
adequadamente?

Os resultados do
estudo sao livres de
relatorios com
dados seletivos?

@) estudo foi
aparentemente livre
de outros problemas
que podem resultar
em alto risco de
viés?

Ao final da avaliagcéo do risco de viés, 0 mesmo pode ser apresentado como

figuras esquematicas semelhantes as da Cochrane (Figura 8). Nesse esquema €

apresentado o risco de viés "alto" ou "baixo" para cada dominio avaliado quanto ao
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risco de viés em cada estudo individual e entre os estudos, respectivamente (AMES
et al., 2022).

Figura 8 — Exemplo de avaliag&o de risco de viés da qualidade metodologica de
estudos individuais e entre os estudos utilizando a ferramenta SYRCLE RoB, em

uma revisao sistematica.

Estudo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 1819 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
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Fonte: Adaptado de AMES et al. (2022).

A implementacdo desse tipo de ferramenta facilita a avaliagdo critica das
evidéncias de estudos com animais, resultando em uma maior otimizacdo de quais
estudos sdo melhores candidatos a evoluir para a fase de pesquisa clinica
(HOOIJMANS et al., 2014).

A primeira revisdo analisou o risco de viés através de dez dominios do
SYRCLE. Todos os estudos primarios utilizados nesta revisdo apresentaram ao
menos 4 tipos de vieses, sendo eles: distribuicdo aleatéria dos animais;
investigadores e cuidadores cegados; selegao aleatéria dos resultados e selegao
cegada dos resultados. Dos estudos, 80% apresentaram alto risco de viés na
alocacgao aleatéria e 8% apresentaram alto risco de viés nas conclusées (AMES et
al., 2022).

A segunda revisdo analisou oito critérios do SYRCLE e todos os dominios
investigados foram afetados em ao menos um dos estudos. Os resultados

encontrados demonstraram que muitos estudos primarios ndo reportaram alguns
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dos dominios investigados: 46,88% nao reportaram se os grupos foram ajustados
por confundidores; 93,75% nao reportaram se a alocacéao foi adequada; 96,88% néo
reportaram se os embrides foram mantidos em condi¢gdes homogéneas; 96,88% nao
reportaram se o0s investigadores foram cegados; 100% ndo reportaram
randomizacao da ordem dos embrides; 96,88% nao reportaram se a avaliagao dos
resultados foi cegada e 93,75% né&o reportaram a rastreabilidade dos embrides. O
dominio de ajuste dos embrides por confundidores apresentou alto risco de viés em
3,13% dos estudos primarios, sendo o uUnico dominio a apresentar alto risco
(HOFFMANN et al., 2021).

A terceira revisao selecionada analisou dez dominios do SYRCLE. Todos os
estudos apresentaram ao menos um dominio analisado afetado. Dentre os 6
estudos primarios selecionados pela revisao que utilizaram como modelo animal o
peixe-zebra, nenhum foi claro quanto a ocultagdo da alocagao dos grupos; 4 estudos
nao foram claros e 2 estudos possuiam alto risco de viés quanto ao cegamento do
avaliador de resultados; apenas 2 estudos selecionaram os animais aleatoriamente
para avaliagcdo dos resultados; todos os estudos apresentaram risco de viés baixo
para apresentacdo de dados incompletos e relatdrios com resultados selecionados
(SOUZA-SILVA et al., 2022).

A quarta revisdao usou ferramentas para estudos em animais e estudos
pré-clinicos em animais, combinando 8 dominios do SYRCLE com mais 3 dominios
analisados. Os dominios investigados foram selecionados para contemplar estudos
em peixe-zebra e em mamiferos, uma vez que até a publicacdo da revisao ndo havia
uma ferramenta especifica. Para estudos com o peixe-zebra, todos os dominios do
SYRCLE foram tidos como inconclusivos. Sobre os critérios de viés de relatério, ndo
foi mencionado o poder amostral e se os estudos foram randomizados e cegados
(STEPHENS et al., 2019).

A ultima revisao selecionada nao deixa claro qual foi a ferramenta usada para
analise do viés, usando oito critérios de estudos em animais. Todos os estudos
selecionados pela revisdo apresentaram ao menos um dominio afetado. O dominio
que apresentou risco de viés no maior numero de estudos foi se os peixes foram
separados em macho e fémea. Alguns dominios ndo foram afetados em nenhum

estudo, como uma exposicao propria de EDCs dada aos peixes; tempo de exposicao
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foi mencionado; concentragdo de exposigédo foi mencionada e estagio da exposi¢céo
foi mencionado (THAKKAR et al., 2022).

No quadro 6 é possivel observar uma sintese dos estudos e as ferramentas

utilizadas, bem como os dominios afetados em cada estudo.

Quadro 6 - Avaliagcédo da qualidade metodoldgica dos estudos de revisao sistematica

Referéncia Instrumento do Dominios afetados
risco de viés
metodologi
Ames et al., SYRCLE Alocacao cegada; alocagao aleatdria; investigador e
2022 cuidador cegado; selecao aleatdria dos resultados; selecéo

cegada dos resultados; conclusdes imparciais.

Hoffmann et al., SYRCLE Grupos com caracteristicas similares ou ajustados por
2021 confundidores;
Alocagéo adequada;
Os embrides mantidos em condi¢des homogéneas;
Investigador cegado;
Avaliador dos resultados cegado;
Todos os embrides sao rastreaveis do inicio do
experimento a avaliagao dos resultados.

Souza-Silva et SYRCLE Sequéncia de alocagao aleatéria;
al., 2022 Cegamento da alocagéo;
Animais alocados aleatoriamente;
Cuidadores/investigadores cegados;
Animais selecionados aleatoriamente para avaliagao;
Avaliador cegado;
Outros vieses;

Stephens et al., 11 critérios Grupos com caracteristicas similares ou ajustados por
2019 usados, sendo 8 confundidores;
do SYRCLE e 3 de @ Sequéncia de alocagao gerada e aplicada adequadamente;
relatorios Alocacgéo cegada;
(randomizagéo, Cuidadores/investigadores cegados;
cegamento e Animais selecionados aleatoriamente para avaliagéo dos
calculo do resultado;
tamanho da Avaliagao dos resultados cegada;
amostra) Dados incompletos devidamente abordados.
Thakkar et al., Nao deixa clara a Um grupo controle foi considerado?
2022 ferramenta Foi mencionado um grupo controle para os solventes?

Os peixes foram divididos entre macho e fémea?
A cepa foi mencionada?

Fonte: elaborado pela autora.

E possivel realizar uma analise de todos os dominios analisados nas revisdes
sistematicas, demonstrando quais apresentaram mais problemas (Quadro 7). Alguns

dominios foram afetados em 100% das revisbes nas quais foram analisados. Isso
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significa dizer que, nas revisdes sistematicas que analisaram esse dominio, ao
menos um estudo primario apresentou alto risco de viés ou néo reportou o dominio

analisado.

Quadro 7 - Dominios afetados nas revisoes sistematicas

Dominio Dominio de Em quantas Em quantas Quantos % de
qual revisoes foi revisoes foi revisoes
ferramenta? analisado? afetado? apresentaram
esse dominio
afetado
Sequéncia de SYRCLE 4 3 75%
alocagao aleatéria
Alocagao aleatéria SYRCLE 3 2 66%
Grupos de animais SYRCLE 4 3 75%
similares
Alocagéo cegada SYRCLE 4 4 100%
Investigadores e SYRCLE 4 4 100%
cuidadores cegados
Selegao aleatdria dos SYRCLE 3 3 100%
resultados
Selegao cegada dos SYRCLE 4 4 100%
resultados
Justificativa de dados SYRCLE 3 2 67%
incompletos
Conclusdes imparciais SYRCLE 2 2 100%
Outros SYRCLE 2 1 50%
Alocagéo adequada Outro 1 1 100%
ao peixe-zebra
Embrides em Outro 1 1 100%
condicoes
homogéneas
Rastreabilidade dos Outro 1 1 100%
embrides
Exposicao apropriada Outro 1 0 0%

de EDCs aos peixes

Grupo controle Outro 1 1 100%
considerado
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Dominio Dominio de Em quantas Em quantas Quantos % de
qual revisoes foi revisoes foi revisées

ferramenta? analisado? afetado? apresentaram
esse dominio
afetado

Grupo controle para Outro 1 1 100%
os solventes

Peixes separados Outro 1 1 100%
entre macho e fémea

Tempo de exposicao Outro 1 0 0%
foi mencionado

Concentragao de Outro 1 0 0%
exposicao
mencionada

Estagio de exposicao Outro 1 0 0%
mencionado

Tipo de cepa Outro 1 1 100%
mencionada

Em relagdo ao nivel de evidéncia, nenhum estudo fez uso do GRADE
(Grading of Recommendations, Assessment, Development and Evaluations). A
aplicacdo do GRADE permite graduar o nivel de evidéncia em quatro categorias:
alta, moderada, baixa e muito baixa (Quadro 8). Para melhor avaliagdo, € preciso
levar em consideragao o risco de viés dos estudos primarios, as inconsisténcias nos
resultados, evidéncia indireta, viés de publicagao, entre outros (HIGGINS et al.,
2019).

Quadro 8 - niveis de evidéncia de acordo com o sistema GRADE

Definicao
Alto Ha forte confianga de que o E improvavel que trabalhos adicionais irdo
verdadeiro efeito esteja proximo modificar a confianga na estimativa do
daquele estimado efeito.
Moderado Ha confianga moderada no efeito Trabalhos futuros poderao modificar a
estimado. confianga na estimativa de efeito, podendo,

inclusive, modificar a estimativa
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Nivel Definicao Implicacoes

Baixo A confianga no efeito é limitada. Trabalhos futuros provavelmente terdo um
impacto importante em nossa confianga na
estimativa de efeito.

Muito baixo A confianga na estimativa de Qualquer estimativa de efeito é incerta.
efeito € muito limitada. Ha um
importante grau de incerteza nos
achados.

Fonte: adaptado de GRADE working group.

Mais de 110 organizagdes de 19 paises ao redor do mundo fazem uso do
GRADE, dentre elas encontra-se a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), NICE
(National Institute for Health and Clinical Excellence), CDC (Centers for Disease
Controland Prevention) e colaboragcdo Cochrane (GRADE WORKING GROUP).
Como ¢é possivel observar no Quadro 9, ainda ha uma escassa utilizacédo desta

ferramenta em revisdes sistematicas de estudos de toxicidade em peixe-zebra.

Quadro 9 - Nivel de evidéncia e outros

Referéncia Viés de Financiamento Conflito de
publicacao interesse
Ames et al., Sim Nao Reportou como Reportou que nao
2022 financiado. ha conflito de
interesse
Hoffmann et Nao Nao Reportou como Reportou que nao
al., 2021 financiado. ha conflito de
interesse.
Souza-Silva Nao Nao Reportou como Reportou que nao
et al., 2022 financiado. ha conflito de
interesse.
Stephens et Nao Nao Reportou como Reportou que nao
al., 2019 financiado. ha conflito de
interesse.
Thakkar et Nao Nao Reportou como nao Reportou que nao
al., 2022 financiado. ha conflito de
interesse.

Fonte: elaborado pela autora.
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Quando os autores declaram confltos de interesse, demonstram
responsabilidade ética e contribuem para a confiabilidade da revisao sistematica, o
que fortalece a evidéncia na area de pesquisa (MOHER et al., 2009). Todas as 5
revisdes selecionadas reportaram que nao houve conflito de interesse, o que é
caracterizado por circunstancias que colocam em risco o julgamento profissional ou
influenciam as agdes indevidamente por um interesse (HIGGINS et al., 2019).
Apenas uma revisdo (THAKKAR et al., 2022) reportou que n&o houve financiamento,

as demais reportaram que foram financiadas.
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6 CONCLUSAO

Poucos estudos de revisdo sistematica publicados sobre pesquisas de
toxicidade em peixe-zebra avaliaram o risco de viés dos estudos primarios. Apesar
do numero limitado de revisdes sistematicas incluidas, as mesmas foram conduzidas
com um bom rigor metodolégico, ja que a maioria utilizou a ferramenta PRISMA e
registrou protocolo na PROSPERO e todas utilizaram mais de duas base de dados.
As revisbes sistematicas apresentadas reportaram toxicidade dos compostos
estudados em embrides, larvas ou adultos de peixe-zebra, e também demonstraram
o potencial do peixe-zebra de substituir mamiferos como modelos animais na
pesquisa pre-clinica.

Para os estudos futuros, os pesquisadores devem procurar melhorar o
cegamento da alocacdo e dos investigadores e cuidadores, selecionar
aleatoriamente os resultados e de forma cegada, justificar propriamente os dados
incompletos apresentados, concluir de forma parcial os resultados, tendo sido esses
os dominios mais afetados nas analises.

Apesar do SYRCLE ter sido a ferramenta mais utilizada pelas revisdes
sistematicas, também foram utilizados dominios alternativos, como o estagio do ciclo
de vida em que o peixe-zebra foi exposto ao produto quimico, a cepa do peixe-zebra
e se foram separados entre macho e fémea. Ainda nao existe uma ferramenta
propria para estudos com peixe-zebra, porém esses dominios podem ser
importantes para discussdes futuras nessa area, uma vez que sao fatores que
podem influenciar os resultados.

E possivel dizer que a ferramenta SYRCLE é a mais utilizada atualmente
para analisar o risco de viés em estudos de toxicidade com peixe-zebra. Outros
dominios n&o contemplados pela ferramenta, como os citados anteriormente,
precisam passar por validagao para avaliar se devem ou n&o ser incluidos na analise
do risco de viés. Esses dominios podem ser interessantes para aumentar a
qualidade metodologica dos estudos e, futuramente, criar ferramentas que se

apliquem especificamente para o modelo animal peixe-zebra.
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