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RESUMO

Modelos animais na elaborag¢ao de vacinas contra a Covid-19: metanalise dos
desfechos pré-clinicos

A pandemia de COVID-19 vem ocasionando doencas respiratdérias e mortes,
principalmente em grupos de risco, constituindo emergéncia de saude publica de
importancia internacional segundo a OMS, com o desafio de produgao de vacinas
eficazes e seguras contra a infeccdo por SARS-CoV-2 em humanos em curto
espaco de tempo. Nesse contexto, fez-se necessaria a exploragdo de modelos
animais para a aceleracdo da criagdo de vacinas eficazes e com menos efeitos
adversos possiveis. A presente revisao sistematica e metanalise foi delineada com o
objetivo o de avaliar os desfechos pré-clinicos com a utilizagdo de modelos animais
para producdo da vacina contra SARS-CoV-2. A pesquisa foi desenvolvida nas
bases do SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e
EBSCO, com utilizacdo dos unitermos “Animal models; Pre-clinical studies;
Vaccines; Immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19”. Os critérios de inclusdo foram
estudos pré-clinicos, com testes de vacinas contra o SARS-CoV-2 em modelos
animais in vivo, com pelo menos 2 doses de vacina, publicados de 2020 a 2021. A
qualidade da evidéncia cientifica nos estudos abordados foi classificada como alta,
moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de viés de evidéncia, clareza
das comparacgdes, precisao e consisténcia nos efeitos do tratamento. Do total de 326
estudos avaliados, dezenove (n= 19) foram considerados elegiveis para inclusao na
metanalise. Dez vacinas apresentaram grau de confiangca e recomendagdo que
variaram de 85% a 95%. Destas, cinco vacinas apresentaram 95% de grau de
confianga e recomendacgado: (1) vacina inativada para SARS-CoV-2 por B-propio-
lactona; (2) vacinas BNT162b1 e BNT162b2 contendo RNA mensageiro modificado
por nucleosideos com nanoparticulas lipidicas; (3) combinagdo de uma vacina de
DNA que codifica a proteina Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e outra
de proteina S1 recombinante; (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica inativa
(tecnologia Trimer-Tag); e, (5) vacina com base na produgdo de proteina
recombinante da porg¢ao extracelular (soluvel) da proteina spike (S). Evidenciou-se a
importancia de estudos em modelos animais para a produ¢cdo de vacinas contra
SARS-CoV-2. Ademais, a seguranga e eficacia da vacina foi determinada pelo
numero de animais envolvidos, utilizagdo de grupo controle randomizado e o tempo
de seguimento dos estudos.

Palavras-chave: Estudos pré-clinicos; Imunizacao; Modelos animais; SARS-CoV-2.



ABSTRACT

Animal models for development of Covid-19 vaccines: meta-analytic study of
pre-clinical outcomes

The COVID-19 pandemic has been considered the main cause of respiratory disease
and deaths over the world in the last years, particularly in risk groups. The disease,
caused by the SARS-CoV-2, became a Public Health emergency of international
importance. Therefore, development of vaccines was urgently needed to control the
ongoing pandemic COVID-19. Consequently, animal models have been widely tested
for accelerating the development of effective and safe vaccines. Herein, a systematic
review and a meta-analysis was carried out to identify pre-clinical outcomes of
studies using animal models for developing COVID-19 vaccines based on the
PubMed, SCOPUS, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e EBSCO
databases. “Animal models; pre-clinical studies; vaccines; immunization; SARS-
CoV- 2; COVID-19” keywords were used as search strategy. Inclusion criteria were
pre-clinical studies, involving studies of vaccine tests against SARS-CoV-2 in vivo
animal models, with at least 2 doses of vaccine, published from 2020 to 2021. The
quality of scientific evidence in the studies addressed was classified as high,
moderate, low, or very low, according to the GRADE rules and the risk of bias
according to the Cochrane instrument. Nineteen important preclinical studies of
vaccine tests in animal models were found of the total of 326 identified studies. The
studies evaluated showed the high quality of scientific evidence, with an average
degree of confidence and recommendation of 75%. Furthermore, the analysed
studies showed high homogeneity in the results, presenting 98.95% (12) to studies
with larger sample size. The results showed ten outstanding vaccines with a degree
of confidence and recommendation that ranged from 85% to 95%, and of these ten
vaccines, five vaccines showed a degree of confidence and recommendation of 95%,
most of them coming from technological manufacturing protocols, such as the
BNT162b1 and BNT162b2 vaccines, the DNA vaccine encoding the full-length Spike
(S) protein of SARS-CoV-2, and a recombinant S1 protein vaccine, the S-Trimer
vaccine, and Nanocovax. It was evidenced that safety and efficacy are determined by
the number of animals involved, the use of a randomized control group, and the
follow-up time of the studies.

Key words: pre-clinical trials; Immunization; Pandemic; SARS-CoV-2.
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Resumo

A pandemia da COVID-19 vem ocasionando doencas respiratorias e mortes,
principalmente em grupos de risco, constituindo emergéncia de satde publica de
importancia internacional segundo OMS, com o desafio de producao de vacinas eficazes
contra a infecgdo por SARS-CoV-2 em humanos em curto espaco de tempo. Nesse
contexto, fez-se necessaria a exploracdo de modelos animais para a aceleracdo da
criacdo de vacinas eficazes e com menos efeitos adversos possiveis. O objetivo da
revisdo sistematica e metanalise foi o de avaliar os desfechos pré-clinicos coma
utilizacdo de modelos animais para producdo da vacina contra SARS-CoV-2. A
pesquisa foi desenvolvida nas bases do SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane,
Science Direct, LILACS e EBSCO, com utiliza¢do dos unitermos “Animal models; Pre-
clinical studies; Vaccines; Immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19”. Os critérios de
inclusdo foram estudos pré-clinicos, envolvendo estudos de testes de vacinas contra o
SARS-CoV-2 em modelos animais in vivo, com pelo menos duas doses de vacina,
publicados de 2020 a 2021. A qualidade da evidéncia cientifica nos estudos abordados
foi classificada como alta, moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de
viés de evidéncia, clareza das comparagdes, precisdo e consisténcia nos efeitos do
tratamento. Do total de 326 estudos avaliados, dezenove foram considerados elegiveis
para inclusdo na metanalise. Dessas, dez vacinas apresentaram grau de confianca e
recomendacdo que variaram de 85% a 95%. Destas, cinco vacinas apresentaram 95% de
grau de confianca e recomendacdo: (1) vacina inativada para SARS-CoV-2 por B-
propio-lactona; (2) vacinas BNT162bl e BNT162b2 contendo RNA mensageiro
modificado por nucleosideos com nanoparticulas lipidicas; (3) combinagdo de uma
vacina de DNA que codifica a proteina Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-
2 e outra de proteina S1 recombinante; (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica
inativa (tecnologia Trimer-Tag); e, (5) vacina com base na produgdo de proteina
recombinante da por¢do extracelular (soluvel) da proteina Spike (S). Evidenciou-se a
importancia de estudos em modelos animais para a produgdo de vacinas contra SARS-
CoV-2. Ademais, a seguranca e eficacia da vacina foi determinada pelo numero de
animais envolvidos, utilizagdao de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento
dos estudos.

Palavras-chave: Estudos pré-clinicos; Imunizagdo; Pandemia; SARS-CoV-2.
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1. Introducao

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave causada pelo SARS-COV-2 (COVID-19)
tem infectado e causado a morte de milhdes de pessoas no mundo nos ultimos dois
anos, desde que foi considerada pandemia pela Organizacdo Mundial de Satde no inicio
de 2020 (OMS, 2022). Em virtude dos efeitos da pandemia da COVID-19 sobre a satude
humana e a sociedade, varios programas de pesquisa colaborativa tém sido realizados
para o desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas contra COVID-19, necessarias
para imunizagdo de grande quantidade de pessoas (Chung et al., 2021; Vogel et al.,
2021).

Os modelos animais tém sido considerados de grande importancia para avaliar
os antigenos candidatos a vacinas, incluindo os mecanismos de transmissao da doenga,
a duracdo da imunidade induzida, a resposta a infec¢do e a vacinagdo. Dessa forma, o
conhecimento sobre os modelos animais que podem imitar os comportamentos de
coronavirus e reproduzir a patologia de COVID-19 tém sido importantes para o
desenvolvimento de vacinas (Griffin, 2020).

Modelos murinos (camundongos selvagem, camundongos transgénicos com
enzima conversora de angiotensina 2 humana, hamsters sirios) e outros mamiferos
(furdes, gatos, macacos Cynomolgus e macacos Rhesus) tém sido usados para avaliar
vacinas ¢ medicamentos contra SARS-CoV-2 para humanos (Takayama, 2020; Tiwari
et al., 2020; Wang et al., 2020).

As vacinas de DNA podem expressar comprimento total ou formas truncadas de
imunidade humoral e celular induzida pela proteina SARS-CoV S, fornecendo protegao
contra infec¢do pelo virus em modelos murinos. O coronavirus SARS-CoV-2 infecta as
células do hospedeiro humano através da ligacdo da proteina Spike com a enzima
conversora de angiotensina 2 (Yang et al., 2004; Kong et al., 2005; Hu et al., 2007). As
vacinas de DNA que codificam as proteinas SARS-CoV induziram respostas de células
T e anticorpos em camundongos, mas sua eficacia protetora ndo foi totalmente
investigada (Chunling et al., 2006; Hu et al., 2009). Em relagdo as vacinas baseadas em
vetores virais, para evitar imunidade pré-existente contra adenovirus humano, o
adenovirus de chimpanzé¢ (ChAdOx1) foi utilizado no desenvolvimento de vacinas
(Dicks et al., 2012), induzindo respostas de células T e anticorpos neutralizantes em

camundongos transgénicos hDPP4 (Alharrbi et al., 2017; Munster et al., 2017).
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100 Nesse sentido, os modelos animais podem fornecer contribui¢des significativas
101  para avaliar as vacinas, ajudando na compreensao do processo da doenga e consequente
102  desenvolvimento profilatico e terapéutico (Dhama et al., 2020).

103 O conhecimento sobre a producdo de vacina em modelos experimentais ¢
104  particularmente importante uma vez que pode fornecer informagdes criticas para a
105  concepc¢ao de uma vacina contra a COVID-19 e de outros coronavirus.

106 No presente estudo metanalitico, objetivou-se avaliar os principais modelos
107 animais para testes na concepcao de vacina contra a COVID-19, bem como os
108  desfechos pré-clinicos dos estudos, por meio de uma metanalise.

109

110

111 2. Material e Métodos

112
113 2.1 Desenho do estudo
114 O presente estudo seguiu as regras do PRISMA (preferred reporting items for

115  systematic reviews and metanalysis) (Moher et al., 2009). A Tabela 1 mostra as
116  principais varidveis do presente estudo que foram abordadas de acordo com a
117  classificagdo da sigla PICOS (P=Participants, I=Intervention; C= Control;
118  O=Outcomes, S=Study Design).

119

120  Tabela 1. Quadro do PICOS (Participantes; Intervencao; Controle; Resultados e Modelo

121  de estudo) utilizado no estudo.

PARTICIPANTES Modelos animais

INTERVENTION Testes de vacinas

(INTERVENCOES)

CONTROL Controle positivo (com vacinas)

(CONTROLE) Controle negativo (sem vacinas)

OUTCOMES Conquista profilatica ou imunidade terapéutica positiva e duradoura
(DESFECHOS)

STUDY DESIGN Estudos pré-clinicos em modelos animais (in vivo)
(DESENHOS DE Estudos pré-clinicos em modelos animais (ex vivo)
ESTUDOS)

122
123
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2.2 Critérios de elegibilidade dos estudos

Os critérios de inclusdo foram estudos pré-clinicos, envolvendo testes de vacinas
contra 0 SARS-CoV-2 em modelos animais in vivo, com pelo menos duas doses de
vacina, publicados nos anos de 2020 a 2021. De forma especifica, os critérios de
inclusdo foram estudos que abordaram os resultados da seguranga e eficacia;
imunogenicidade; estabilidade da resposta imune; anticorpos neutralizantes; produgao
de subtipos de anticorpos especificos e proteina Spike; sinais de toxicidade; perda de
peso; analise microscopica (histopatologia) e analise macroscopica de 6rgaos e tecidos.

Os critérios de exclusdo do presente estudo foram cartas ao editor, estudos de

revisao e meta-analises.

2.3 Risco de Viés

A qualidade da evidéncia cientifica nos estudos abordados foi classificada como
alta, moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de viés de evidéncia,
clareza das comparacdes, precisdo e consisténcia nos efeitos do tratamento. Uma alta
qualidade de evidéncia foi atribuida por meio de quatro critérios: 1) Ensaios pré-clinicos
in vivo ou in vitro controlados, 2) Tamanho amostral maior que 30 animais, 3) Estudos
com resultados bem elaborados estatisticamente, 4) Estudos publicados em jornais
indexados e com fator de impacto.

A qualidade da evidéncia foi rebaixada para moderada caso um dos quatro
critérios de qualidade da evidéncia ndo fora atendido, e mais baixa, se dois ou mais nao
forem atendidos. Uma baixa qualidade de evidéncia foi atribuida a estudos com
resultados pouco conclusivos, conforme os critérios do Grading of Recommendatons
Assessment, Development and Evaluaton (GRADE) (Andrews et al., 2013). O
Instrumento da Cochrane foi adotado para avaliar a qualidade dos estudos incluidos).

Os critérios adotados foram:

- Numero de Animais (N): N<10 e/ou Seguimento (S) < 14 dias = 25%j;
- Numero de Animais: 10<N<20 e/ou Seguimento 14<S<28 dias =50%;
- Numero de Animais: N>20 e/ou Seguimento>28 dias = acima de 50%;

O grau em porcentagem de confianca e recomendagdo dos achados foi baseada
no nimero de animais e tempo de seguimento. Assim, os Critérios de Confianga foram:
Numero de Animais (N): N<I0 e/ou Seguimento (S) < 14 dias = 25%; Numero de
Animais: 10<N<20 e/ou Seguimento 14<S<28 dias =50%, e Numero de Animais: N>20

e/ou Seguimento>28 dias = acima de 50% (de acordo com o desenho do estudo, se usou
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placebo e randomizagdo (>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%),
descri¢do reprodutivel da fabricacdo da vacina (>10%), utilizacdo de farmacos

coadjuvantes divididos em grupos com e sem farmacos (>10%)).

2.4 Fontes de dados e estratégia de pesquisa

As estratégias de busca para o presente estudo foram baseadas nas palavras-
chave (MeSH Terms) “Animal models,; Pre-clinical studies; Vaccines; Immunization,
SARS-CoV- 2; COVID-19”. A pesquisa foi desenvolvida nas bases das plataformas
SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS ¢ EBSCO.

2.5 Analise estatistica

Para andlise dos dados, um banco de dados foi construido na planilha do
Microsoft Excel, posteriormente exportada para o programa estatistico Minitab 18®
(version 18, Minitab, LLC, State College, Pennsylvania, USA) (Minitab”) e OriginPro®
9 (DPR Group, Inc., Northampton, Massachusetts, USA) (Moberly, Bernards, Waynant,
2018). Realizou-se andlise estatistica descritiva comum, obtendo-se os valores de N
total, média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (IC-95%) e porcentagem
(frequéncia) para todos as variaveis. O valor de R-sq (I?) foi analisado para avaliar a
imprecisdo ou heterogeneidade das andlises, sendo adotados os cédigos de baixa
associacdo <25%, média associacao 25%<X<50% e elevada associacdo >50%. As
analises seguiram o Teste Qui-quadrado de Pearson, com p<0,05 com significancia
estatistica de associagdo, com intervalo de confianga (IC) de 95%. Foram aplicados o
teste ANOVA e o Teste de Tukey, adotando-se nivel a menor que 0,05 com diferenca

estatistica significativa para o IC 95%.

3. Resultados

3.1Resumo dos achados literarios

Apo6s o processo detalhado de busca literdria e a utilizagao de filtros de busca
(PICOS) e dos MeSH Terms, conforme foram destacados nas Tabelas 1 e 2, o presente
estudo encontrou dezenove (n= 19) importantes estudos pré-clinicos de testes de vacinas
em modelos animais de 2020 a 2021 do total de 326 estudos avaliados, de acordo com

os critérios de elegibilidade do presente estudo (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma e elegibilidade dos estudos para realizagdo de metanalise dos

desfechos pré-clinicos em modelos animais na elaboragao de vacinas contra COVID-19.

Achados literarios no PubMed Outras bases de dados
(n1=296) (n=30)

l l

Achados Totais= 326
Achados depois de remocao de duplicatas
(n=276)

l

Achadosliterdrios Achados excluidos (Nao
avaliados aderentes ao GRADE)

(n=276) (n=170)

Identificacao

Variacao

Y

SR l Achados excluidos
Achados selecionados (Risco de Viés)

(n=106) (n=87)

!

NE Estudos incluidos na
andlise qualitativa e
— Quantitativa
(n=19)

!

Estudos incluidos na
meta-analise
R— (n=19)

h 4

Selecao

Incluidos

3.2 Principais Resultados

Os estudos avaliados apresentaram alta qualidade de evidéncia cientifica nos
estudos abordados, com grau médio de confianca e recomendagdo de 75%. Ainda, os
estudos analisados apresentaram elevada homogeneidade nos resultados, apresentando
98,95% (12) em relagdo aqueles com maior tamanho amostral (maior precisao).

Um quadro suplementar (final texto) apresenta dados gerais dos dezenoves
estudos selecionados, considerando-se apenas estudos que realizaram pelo menos duas
aplicacdes de vacinas, e ainda, o nimero de animais, presenga de grupo controle e

randomizacdo. O tempo de seguimento foram considerados relevantes para



204
205
206
207
208
209
210
211
212

213
214
215
216

19

determinagdo do grau de confianca e recomendacdo das vacinas analisadas em cada

estudo.

A tabela 2 observa-se os resultados sobre a seguranga e a eficacia do uso das

vacinas apresentados pelos estudos do presente trabalho, bem como a correlagao entre o

uso da vacina e controle, valores do Effect Size (tamanho do efeito entre o grupo teste e

controle), e tamanho amostral (//Standard Error) para determinagdo do risco de viés.

Tabela 2. Resultados sobre seguranca e eficacia do uso dos diversos tipos de

vacinas em nivel pré-clinico em modelos animais.

Autores/Ano Vacina segura | p-value | Effect Size | 1/Standard Error
e eficaz

n=19 estudos Grupo Teste Teste  de | Precisio e
Vs. Cohen (d) Tamanho amostral
Controle

1. Bao et al., 2020 1 >0.05 0,05 4.5

2. Kalnin et al., 2021 1 >(0.05 -0,02 7,6

3. Wang et al., 2020 1 >0.05 0,08 5,7

4. Sun et al., 2020 1 >0.05 -0,07 4,0

5. Lu et al., 2021 1 >0.05 0,70 24

6. Vogel et al., 2021 1 >0.05 0,55 2.9

7. Li et al., 2021 1 >0.05 0,26 3.3

8. Kozlovskaya et al., 2021 1 >0.05 -0,60 1,4

9. Arunachalam et al., 2021 | 1 >(0.05 0,06 7,9

10. Saunders et al., 2021 1 >0.05 0,21 5,0

11. Ragan et al., 2021 1 >0.05 0,35 2.9

12. Liang et al., 2021 1 >0.05 0,48 1,3

13. DiPiazza et al., 2021 1 >0.05 -0,21 1,2

14. Brouwer et al., 2021 1 >(0.05 -0,12 5,2

15. Lien et al., 2021 1 >0.05 0,48 1,5

16. Dey et al., 2021 1 >0.05 -0,04 6,5

17. Geng et al., 2021 1 >0.05 0,05 4,7

18. Tran et al., 2021 1 >0.05 0,04 6,4

19. TostanosKi et al., 2021 1 >0.05 0,03 6,7

Legenda: Os codigos denotam 1=Sim e 0=Nao. Realizou-se Correlacdo entre os grupos

teste e controle em cada estudo, com o teste do Chi-Square method (3°), com p<0,05

sem diferenga estatistica significativa, no IC de 95%. Calculou- se o tamanho do efeito
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(Magnitude da diferencga) pelo Teste de Cohen (d). A precisao (tamanho da amostra) foi

determinada indiretamente pelo inverso do erro-padrdo (1/Standard Error).

Figura 2. Grafico Funnel Plot Assimétrico.

9,6
8,8
8,0
Ty
6,4

5,6

1/standard error

4,8
4,0

- .

2,4
-0,15 -0,12 -0,09 -0,06 -0,03 000 003 006 009 0,12

Effect Size (Cohen's Test (d))

Legenda: estudos de pequeno tamanho amostral € com menor tempo de seguimento
estdo demonstrados na base do grafico pelas bolas pretas. Os estudos de elevada
confianca e recomendagao sao representados pelas bolas azuis acima do gréfico.

De acordo com o desenho do estudo, utilizou-se placebo e randomizagdo
(>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%), descri¢cao reprodutivel da
fabricacdo da vacina (>10%), utilizacdo de farmacos coadjuvantes divididos em grupos
com e sem farmacos (>10%). Critérios de Confianga foram: Numero de Animais (N):
N<10 e/ou Seguimento (S) < 14 dias = 25%; Numero de Animais: 10<N<20 e/ou
Seguimento 14<S<28 dias =50%, ¢ Numero de Animais: N>20 e/ou Seguimento>28
dias = acima de 50% (de acordo com o desenho do estudo, se usou placebo e
randomizagdo (>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%), descri¢do
reprodutivel da fabricacdo da vacina (>10%), utilizacdo de farmacos coadjuvantes

divididosem grupos com e sem farmacos (>10%))).
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238 A figura 3 representa o grafico modelo Forest Plot que mostra os artigos e

239  autores selecionados e seus respectivos graus de confianca e recomendagao.

240  Figura 3. Grafico modelo Forest Plot.

Autores/Grau de GRAU DE CONFIANCA E RECOMENDACAO (%) Grau de
Confianca Confianca e

Recomendacio

Mean=T5 £ 20,68 % (%)
Bao et al,, 2020 ¢ Below Mean ! Above Mean 50
Kalnin et al,, 2021 | ] 90
Wang et al,, 2020 I [ 95
Sun et al,, 2020 ’ : %
Lu et al,, 2021 : ) 9
Vogel et al., 2021 [ 4 95
Lietal, 2021 : ) 95
Kozlovskaya et al., 2021 4 I 50
Arunachalam et al., 2021 : ) 90
Saunders et al., 2021 I 4 85
Ragan et al,, 2021 $ : 70
Liang et al., 2021 : ' 95
DiPiazza et al., 2021 § I 60
Brouwer et al., 2021 ¢ : 70
Lien et al., 2021 ¢ I 60
Dey et al., 2021 : ¢ 9
Geng et al., 2021 & I 60
Tran et al,, 2021 : ' 9%
Tostanoski et al., 2021 N=9 Studies ¢ | N=10 Studie 60
530 B0 H D D060 TN B DD
Percentage (%)

241

242  Legenda: Apresentagdo dos artigos ¢ autores selecionados e seus respectivos graus de confianga
243 e recomendacdo.

244

245 Foram verificados dez (n=10) estudos com grau de confianca e recomendagao
246  acima da média geral (75+20,68%) representados pelos autores Kalnin et al., (2021),
247  Wang et al.,, (2020), Lu et al., (2021), Vogel et al., (2021), Li et al., (2021a),
248  Arunachalam et al., (2021), Saunders et al., (2021), Liang et al., (2021), Dey et al.,
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(2021) e Tran et al., (2021), sendo que, entre esses, cinco estudos apresentaram grau de
confiangca e recomendagdo de 95%, sendo representados pelos autores Wang et al.,

(2020), Vogel et al., (2021), Li et al., (2021a), Liang et al., (2021) e Tran et al., (2021).

As vacinas utilizadas pelos autores que obtiveram 95% no grau de confianga e

recomendacao estdo representadas na figura 4.

Figura 4. Esquema apresentando as vacinas destaques em modelo animal para

posterior uso clinico.

Vacinas

Candidatas

5 Vacinas Destaques
95% Grau de Confianca e Recomendacio

(1) Vacina inativada para SARS-CoV-2 por f-propio-lactona;

(2) Vacinas BNT162b1 e BNT162b2 que contém RNA mensageiro modificade por nucleosideos com
nanoparticulas lipidicas;

(3) Combinagdo de uma vacina de DNA gue codifica a proteina Spike (5) de comprimento total do SARS-
Col-2 e uma vacina de proteina 51 recombinante;

(4} Vacina S-Trimer, com subunidade trimérica nativa (tecnologia Trimer-Tag), tanto com AS503
femulséo de dleo em dgua) quanto com CpG 1018 (agonista de TLRY) mais adjuvantes de alimen e
vacing SARS-Cal~2;

(3) Nanocovax, com base na producdo de proteina recombinante da porgde extracelular (solivel) da
proteina spike (5).

A figura 5 mostra o grafico Forest Plot com os resultados da ANOVA que
analisou a diferenca entre o grau de confianca de cada estudo e a média geral (75+20,68
%). Os resultados mostraram que o p-value, p=0,000<0,005, apresentou 0 mesmo valor
para todas as andlises, evidenciando que os resultados do grau de confianga e
recomendacdo de cada estudo sdo estatisticamente diferentes em relagdo ao valor médio,
o que confirma as diferengas entre os estudos em relacdo ao risco de viés do tamanho

amostral (numero de animais) e seguimento.
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Figura 5. Grafico Forest Plot com os resultados da analise de Tukey (ANOVA).

Autores/ Analises *p=0,000<0,005 .
e Riferensa IC 95%

Bao etal., 2020 + 25,000 | (21.905:28.095)
Kalnig et al., 2021 ¢ 15000 | (-18,095;-11,905)
Wang et al.,, 2020 ¢ 20000 | (-23,095;-16,905)

Sun etal., 2020

¢ 50,000 (46.905: 53,095)
Luetal, 2021

’ -15,000 (-18,095; -11,905)
Vogel et al., 2021 ’ -20,000 (-23,093; -16,905)
Lietal, 2021 ’ -20,000 (-23,093; -16,905)
Kozlouskaya et al., 2021 . 25,000 (21,905; 28,095)
Aminachalam et al., 2021 ’ -13,000 (-18,093; -11,905)
Saunders et al., 2021 ’ -10,000 (-13,095; -6,903)
Ragag et al., 2021 ’ 5,000 (1,903; 8,095)
Liang et al,, 2021 ’ -20,000 (-23,093; -16,905)

DiPiazza et al, 2021 15,000 | (11,903; 18,095)

Brouwex et al., 2021 5,000 (1,903; 8,095)

Lieg etal, 2021 15000 | (11,903; 18,095)

Rey etal,, 2021 -15,000 | (-18,095;-11,905)

+

Geng etal., 2021 15,000 (11,905; 18,095)

Tran et al, 2021 ¢ 220000 | (-23,093:-16,905)

* & 9 o

Jostangsky et al., 2021 15,000 (11,905; 18,095)

0151050 510152 2530 35 40 45 50 5%

Legenda: Analisou-se a diferenca entre o grau de confianca de cada estudo e a média
geral (75+£20,68 %), com p>0.05 sem diferenga estatistica significativa (IC 95%),
assumindo igualdade de variancias. *O p-value apresentou o mesmo valor para todas as

analises.

4. Discussao

4.1 Modelos animais

Em fevereiro de 2020 a Organizagdao Mundial da Satde (OMS) elaborou um
painel internacional para desenvolver modelos animais para COVID-19 para acelerar os
testes de vacinas e agentes terapéuticos. A presente metanalise mostrou que os modelos
animais sdo importantes para o desenvolvimento de vacinas para COVID-19,

especialmente os modelos murinos.
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As alternativas animais para estudar virus respiratorios envolveram abordagens
in vitro, como linhas celulares, por exemplo, células Vero, A549, MDCK ou células
humanas derivadas de tecidos primarios (Mufoz-Fontela et al., 2020). Nesse cenario, e
com base nos resultados de metandlise do presente estudo, pode-se observar que ainda
existem poucos estudos que evidenciem resultados oriundos de um planejamento
metodologico e respaldado com numeros de animais acima de n=100, tempo de
seguimento acima de 12 meses, variedades de animais em um mesmo estudo (com foco
em primatas nao humanos) e com modelos animais apresentando comorbidades como
diabetes, hipertensdo, obesidade e sindromes metabolicas que podem ser
potencializadas ou potencializar as vacinas ou a COVID-19.

Apesar disso, o presente estudo conseguiu apontar, os dez estudos destaques
com grau de confianga e recomendacdo que variaram de 85% a 95%, ou seja, as vacinas
que apresentaram nos modelos animais as possiveis chances de sucesso em estudos
clinicos, dessas dez vacinas, cinco apresentaram 95% de grau de confianga e
recomendacdo, sendo que a maioria dessas vacinas foram oriundas de protocolos
tecnologicos de fabricacdo. Essas cinco principais vacinas foram elencadas como (1)
vacina inativada para SARS-CoV-2 por B-propio-lactona, (2) vacinas BNT162bl e
BNT162b2 que conttm RNA mensageiro modificado por nucleosideos com
nanoparticulas lipidicas, (3) combinagdo de uma vacina de DNA que codifica a proteina
Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e uma vacina de proteina Sl
recombinante, (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica nativa (tecnologia
Trimer-Tag), tanto com AS03 (emulsdo de 6leo em dgua) quanto com CpG 1018
(agonista de TLR9) mais adjuvantes de aluminio e vacina SARS- CoV-2, (5)
Nanocovax, com base na produg¢do de proteina recombinante da por¢do extracelular
(soluvel) da proteina spike (S).

No presente estudo, os resultados mostraram que o p-value apresentou 0 mesmo
valor para todas as analises em relagdo a andlise da diferenga de cada valor de grau de
confianca e o valor médio geral, com p=0,000<0,005, evidenciando que os resultados
do grau de confianga e recomendagao de cada estudo sdo estatisticamente diferentes em
relacdo ao valor médio geral (75+20,68 %), o que confirma as diferengas entre os
estudos em relacdo ao risco de viés do tamanho amostral e seguimento.

Evidenciou- se que a seguranca e eficicia ¢ determinada pelo nlimero de animais
envolvidos, utilizagdo de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento em um

estudo, pois os dez principais estudos apresentados neste estudo foram estatisticamente
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melhores em suas respostas de evidéncia cientifica. Entretanto, os modelos animais
validados representam importantes ferramentas na tradu¢do de vacinas candidatas pois
permitem a compreensdo da biologia da doenca e os requisitos para o desenvolvimento
de vacinas seguras e eficazes. A validacdo de modelos animais ¢ com base nos critérios
que os modelos animais representam os humanos em termos de (i) biologia de doenca e
sintomas clinicos comparaveis, ou seja, validade de face, (ii) exibindo intervengdes
clinicas, que exibem efeito bioldgico semelhante, ou seja, validade preditiva e (iii)
funcdo anéloga do alvo terapéutico, isto €, alvo validade (Belzung; Lemoine, 2011). Um
modelo animal ideal ¢ imunocompetente e reproduz as caracteristicas tipicas de doengas
humanas tdo proximas quanto possivel ao receber uma dose bio-relevante de virus de
desafio por uma via de inoculagao apropriada (Safronetz et al., 2013).

Em camundongos, o SARS-CoV ¢ capaz de interagir com ECA2 murino e
replicar em tecidos de camundongo, incluindo os pulmdes e o intestino delgado (Glass
et al., 2004), mas os sintomas da doenca sdo limitados a doenca respiratdria leve e perda
de peso corporal minima que ¢ inferior a 5%. Camundongos idosos apresentam um
numero relativamente maior de sintomas graves do que camundongos jovens (Frieman
et al., 2012; Roberts et al., 2005; Zhao et al., 2011). Para melhorar a disponibilidade de
um modelo de SARS murino, foram desenvolvidas cepas de SARS- CoV adaptadas a
camundongos (Roberts et al., 2007) e camundongos transgénicos que expressam ECA2
humano (hECA2) (Yang et al., 2007; McCray et al., 2007).

Os modelos baseados em ratos, que sdo faceis de criar e manusear,
frequentemente representam os modelos animais de escolha na drea biomédica pesquisa
e modelos murinos seriam relevantes para COVID-19 pesquisa de vacinas. No entanto,
os camundongos de tipo selvagem sdo resistentes a infec¢ao por SARSCoV-2 porque o
ECA2 murino ¢ significativamente diferente do receptor humano. No entanto,
camundongos heterozigotos geneticamente modificados que expressam tanto o murino
quanto o humano. O receptor ECA2 foi desenvolvido e usado para o teste de novas
vacinas candidatas durante o surto de SARS-CoV (McCray et al., 2007).

Em comparagdo com os camundongos do tipo selvagem que apresentam apenas
sintomas leves, camundongos transgénicos que expressam o receptor ECA2 humano
desenvolvem doenca clinica apds infeccdo por SARS-CoV-2, incluindo peso perda e
pneumonia intersticial, e os antigenos virais foram detectados em suas células epiteliais
bronquicas, macrofagos alveolares, e células epiteliais alveolares (Bao et al.., 2020). No

entanto, a expressao do receptor ECA2 humano em camundongos transgénicos nao ¢
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fisioldgico, e camundongos transgénicos atualmente ndo estdo prontamente disponiveis
para teste de candidatos a vacina SARS-CoV-2. Camundongos knockout ECA2 tém
sido usados em pesquisas sobre ARDS e SARS, e também podem ser uteis para estudar
SDRA associada a COVID-19 (Imai et al., 2005).

Adaptacao de SARS-CoV por passagem nos pulmodes de camundongos BALB/c
resultou em um virus (MA15) que foi letal para camundongos jovens ap6s inoculagdo
intranasal e foi precedido por alto titulo viral nos pulmdes, viremia, e disseminacdo do
virus para outros orgaos sistémicos (Roberts et al., 2007). Com a disponibilidade de
isolados de SARS-CoV-2 adaptados a camundongos, ¢ esperado que os ratos
consanguineos podem ser uteis para estudar a doenca e avaliar novas vacinas candidatas
e drogas antivirais. Camundongos jovens consanguineos, por exemplo das cepas
BALB/c, C57BL/6 e 129S6, suporte a replicacio SARS-CoV, mas sem o
desenvolvimento de doencga, e essas cepas podem ser uteis para avaliar respostas a
infeccdo COVID-19 e vacinas (Day et al., 2009).

Por outro lado, camundongos BALB/c velhos (12-14 meses) exibem pneumonia
intersticial irregular apods infec¢do por SARS-CoV, portanto, podem ser usados para a
pesquisa COVID-19, especialmente para modelar os dados relacionados a maior
mortalidade em pacientes idosos. Camundongos C57BL/6 e 129S6 senis também
podem ser usados para esses estudos, mas exibem viremia mais baixa, em comparacao
com camundongos BALB/c, apos infecgao por SARS (Roberts et al., 2005). Os furdes
tém sido amplamente usados como modelo para estudar varios virus respiratorios. A
replicagdo viral foi detectada no trato respiratorio superior e inferior de furdes apos
infeccdo com influenza e SARS-CoV (Zhang et al., 2013).

O hamster sirio dourado ¢ outro modelo animal amplamente utilizado, que
suporta a replicagdo de SARS-CoV, mas ndao MERS-CoV, que usa a proteina dipeptidil
peptidase—4 para entrada viral. Hamsters sirios dourados representam um modelo
animal adequado para infec¢do por SARS-CoV-2, em virtude da replicagdo viral
eficiente que ocorre na parte superior e células epiteliais respiratorias inferiores, os
animais apresentam aparente sinais clinicos acompanhados de perda de peso e altos
titulos virais sdo encontrados nos pulmdes e no intestino (de Wit et al., 2013; Chan et
al., 2020).

Além disso, a infecgao por SARSCoV-2 em hamsters sirios dourados ndo apenas
satisfaz os postulados de Koch: ((I) o patogeno deve estar presente em cada caso da

doenca, (II) o patdégeno deve ser isolado do hospedeiro doente e cultivado em cultura
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pura, (III) a doenga especifica deve ser reproduzido quando uma cultura pura do
patogeno ¢ inoculado em um hospedeiro saudéavel suscetivel, e (IV) o patogeno deve ser
recuperavel do hospedeiro experimentalmente infectado), mas também indica
transmissao de virus entre hamsters desafiados e hamsters de contato ingénuos alojados
nas mesmas gaiolas (Chan et al., 2020).

As diferengas na suscetibilidade de camundongos e hamsters sugerem que a
infeccdo por SARS-CoV-2 esteja relacionada ao fato que em camundongos, 11 dos 29
aminoacidos presentes nas regides de contato do pico de SARSCoV-2 de ECA2 diferem
em humanos em comparagdo com apenas quatro aminoacidos no hamster ECA2 (Chan
et al., 2020). No entanto, em contraste com os grandes modelos animais e camundongos
transgénicos ECA2, o modelo de hamster sirio dourado ¢ facilmente disponivel,
fisiologicamente relevante e reflete de perto a infeccao por COVID-19, representando
uma ferramenta util para estudar a patogénese, tratamento e vacinas para COVID-19.

Nesse cenario, os primatas ndo humanos (PNH) muitas vezes representam o
ultimo estagio de teste em animais antes que qualquer medicamento ou vacina candidata
possa entrar em ensaios clinicos. PNH sdo os guardides dos ensaios clinicos devido a
sua estreita relagdo genética com os humanos. Entre o PNH, africanos verdes, macacos
rhesus, macacos cynomolgus, e saguis estdo sendo estudados para infec¢cdo por SARS-
CoV-2. Em um estudo incluindo oito macacos cynomolgus, quatro dos os macacos mais
velhos excretaram virus do nariz e da garganta sem quaisquer sinais clinicos apds
infeccdo por SARS-CoV-2. O virus foi detectado em pneumocitos tipo I e Il e em
células ciliadas epiteliais da mucosa nasal, bronquica e bronquiolar (Rockx et al., 2020).

Em outro estudo, dois macacos rhesus que se recuperaram de infec¢do por
SARS-CoV-2 foram reinfectados apds a recuperacdo confirmada, mas eles nao
mostraram nenhum sinal de COVID-19 quatro semanas depois. Este achado sugere uma
possivel protecdo apds infec¢do natural ou vacinagdo contra COVID-19. Macacos
rhesus mais velhos infectados com SARS-CoV-2 exibiram pneumonia intersticial mais
grave do que macacos mais jovens (Yu et al., 2020). Esta diferenga relacionada a idade
na patogenicidade de SARS-CoV2 em PNH pode ser util para avaliacao de terap€utica e
vacinas devido a estreita correlacio com humanos. Em um recente estudo, macacos
rhesus foram desafiados novamente com SARS-CoV-2 e exibiu uma redugdo de 5 log)o
nos titulos virais no lavado broncoalveolar e mucosa nasal, em compara¢do com a
infeccdo primdria, o que sugere que a infeccdo por SARS-CoV-2 induz imunidade

protetora contra uma exposi¢do subsequente. Esforcos também estdo em andamento
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para desenvolver modelos de PNH que pode imitar as comorbidades em COVID- 19,

por exemplo, hipertensdo e diabetes (Frederiksen et al., 2020).

4.2 Tipos de vacinas

Nos ultimos anos, uma grande variedade de novas plataformas de tecnologia de
vacinas foram desenvolvidas, gragas aos avangos principalmente em biologia molecular
e vacinologia, cujas vacinas podem ser inativadas e atenuadas para a entrega de
antigenos peptidicos sintéticos e antigenos de proteina produzidos de forma
recombinante, bem como particulas semelhantes a virus (PSV), virus ndo replicantes,
vetores replicantes, conjugados de polissacarideo-proteina e vacinas baseadas em acido
nucléico (DNA e RNA) (Delany et al., 2014; Rappuoli et al., 2018). Isso aumenta a
diversidade e as chances de desenvolvimento de vacinas candidatas (Frederiksen et al.,
2020).

Ainda, em relacdo a vacina de virus vivo atenuado, esta ¢ composta de quase
todas as proteinas do virus, e as suas respostas imunoldgicas induzidas sao mais
semelhantes as da infecgdo viral real. No entanto, a modificacdo baseada na tecnologia
de recombinagdo do gene alvo foi mais amplamente estudada em vacinas contra o
coronavirus. (Lauring et al., 2010).

Entre as proteinas do coronavirus, E ¢ nspl6 tém sido considerados os alvos
mais potenciais devido a potencial associagdo com a viruléncia in vivo (DeDiego et al.,
2011). A imunizagdo de SARS-CoV mutante projetado sem a proteina E (rSARS-CoV-
AE) forneceu imunidade protetora em camundongos transgénicos hECA2 e hamsters
sirios dourados contra o desafio viral (Lamirande et al., 2008; Netland et al., 2010).

Ja em relagdo as vacinas de virus inteiro inativadas sdao preparadas por
inativagdo do virus cultivado por calor, ultravioleta (UV) ou produtos quimicos, como
formalina. Quando comparados a uma vacina de virus vivo atenuado, eles podem ser
produzidos de forma relativamente rapida e facil com o surgimento de um virus novo ou
variante. Em estudos de vacina de coronavirus, a vacina de virus inativada induziu
anticorpos neutralizantes de alto titulo e respostas imunes mediadas por células. A
imunizagdo com SARS-CoV inativado com luz ultravioleta (Yang et al., 2007; McCray
et al., 2007), formaldeido (McCray et al., 2007) e B-propiolactona induziu respostas de
c€lulas T neutralizantes potentes de anticorpos e CD4 + ¢ CD8 + em camundongos e

coelhos (Takasuka et al., 2004; Kong et al., 2005; Spruth et al., 2006). Somado a isso,
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as vacinas de proteina recombinante tém sido estudadas e avaliadas em termos de
eficacia e seguranca. A imunizagdo foi alcangada com o dominio extracelular de
comprimento total de proteinas S ou proteinas RBD fundidas com Fc (fragdo
cristalizavel) de anticorpos neutralizantes potentes induzidos por SARS-CoV em
camundongos e/ou coelhos. Proteinas S ou RBD triméricas também induziram respostas
imunes humorais e celulares e forneceram prote¢do contra infecgdo por SARS-CoV em
hamsters (He et al., 2004; He et al., 2005; Bisht et al., 2005).

Em termos de SARS-CoV-2, Novavax (Gaithersburg, MD, EUA) vem
desenvolvendo uma vacina de nanoparticula de pico na fase 1/2 do estdgio clinico, e
outras 50 institui¢des vém trabalhando em vacinas de proteina recombinante com foco
em proteinas S ou RBD em um periodo pré -estagio clinico (OMS, 2021).

Um dos avangos mais notaveis no estudo recente de vacinas de proteina
recombinante € o projeto de uma forma de pré- fusdo de antigenos de superficie viral
com base na biologia estrutural. Os antigenos alvo expressos como uma forma de pré-
fusdo estavel induziram respostas anticorpos neutralizantes mais potentes e de alta
afinidade do que proteinas de tipo selvagem em varios modelos de doencgas infecciosas
(Valkenburg et al., 2016; Crank et al., 2019).

Ainda, as vacinas de particulas semelhantes a virus (VLP) sdo particulas
nanométricas compostas de proteinas virais. Elas imitam a morfologia de uma particula
de virus real, mas nao se replicam devido a falta de material gendmico. Como as VLP
mantém a conformagdo ideal dos antigenos nativos, elas podem desencadear uma
resposta imune forte e apropriada (Kushnir et al., 2012).

Além disso, embora vacinas de DNA ndo tenham sido aprovadas para humanos,
sua imunogenicidade e efeitos terapéuticos foram testados por muito tempo em varios
ensaios clinicos para doengas infecciosas (Kushnir et al., 2012; Gary et al., 2020).
Assim, as vacinas de DNA que expressam formas inteiras ou truncadas de imunidade
humoral e celular induzida pela proteina SARS- CoV S mostrou fornecer prote¢do
contra a infecgao por SARS-CoV em modelos murinos (Yang et al., 2004; Hu et al.,
2007). Além disso, a imunizagdo primaria-refor¢o heteréloga com vacinas de DNA e
SARS-CoV inativado induziu respostas fortes de células T CD4+ e anticorpos
(Zakhartchouk et al., 2005).

Também, em destaque, as vacinas de mRNA sdo caracterizadas pelo rapido
desenvolvimento e producdo com alta poténcia. Os métodos de encapsulamento e

entrega foram substancialmente melhorados. O uso de moléculas transportadoras, como
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lipossomas, polimeros catidnicos e particulas de polissacarideo, aumenta
significativamente a eficacia de entrega, permitindo a rapida absorcdo e alta expressao
de antigenos alvo. Devido a seguranca e eficacia, bem como producdo em massa e
imediata, as vacinas de mRNA estao sendo extensivamente avaliadas em varias doengas
infecciosas e canceres. No entanto, nenhum resultado notavel foi relatado nos estudos
das vacinas SARS (Pardi et al., 2018). Ainda nesse cenario, mas em relagcdo as vacinas
de vetores virais, o vetor adenoviral com defeito de replicagdo que expressa as proteinas
S e N de SARS-CoV induziu respostas imunes humorais e celulares em camundongos.
Para evitar imunidade pré-existente contra o adenovirus humano, o adenovirus de
chimpanzé (ChAdOx1) foi utilizado no desenvolvimento recente de vacinas (Dicks et
al., 2012).

Por fim, os modelos animais, incluindo camundongos, hamsters dourados,
furdes, primatas nao humanos e outros animais suscetiveis estdo envolvidos nos estudos
da COVID-19. Além disso, 117 vacinas candidatas entraram em ensaios clinicos apds a
avaliacdo primaria em modelos animais, das quais vacinas inativadas, vacinas de
subunidades, vacinas com vetor de virus e vacinas de acido ribonucleico mensageiro
(mRNA) sao candidatas a vacinas promissoras (Wang et al., 2021).

Apesar da literatura apresentar cerca de 23 vacinas em fase de avaliagdo clinica e
pelo menos 140 vacinas candidatas em avaliacdo pré-clinica (Li et al., 2021a,b), o
presente estudo evidenciou a seguranca e eficacia, por meio do grau de confianca e
recomendacao em dezenove (19) estudos em modelos animais, sendo que desses, dez
estudos apontaram apresentar maiores chances de evoluirem nos estudos clinicos e
comercializagao.

Uma das principais limitagdes do presente estudo foi a delimitagdo do periodo
de busca para os estudos, uma vez que a quantidade de artigos publicados sobre o tema
COVID-19 resultou na impossibilidade de atualizacdo dos dados. Dessa forma, o nosso
estudo foi delimitado até a busca de artigos publicado até dezembro de 2021.

O presente estudo metanalitico apresenta dados que suportam a importancia dos
animais para os estudos pré-clinico para o desenvolvimento de vacinas contra COVID-
19. Evidenciou-se ainda que a seguranca e eficicia da vacina ¢ determinada pelo
nimero de animais envolvidos, utilizacdo de grupo controle randomizado e o tempo de

seguimento dos estudos.
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743  Dados suplementares 1. Resumo dos achados literarios de 19 estudos selecionados com modelos
744  animais para desenvolvimento de vacinas contra SARS-COV, com foco no tamanho das amostras
745  (numero de animais), variedade de animais em cada estudo e seguimento dos estudos.

Autores Modelos Animais Vacinas Principais Resultados Seguimento
(n amostral) (dias)
Bao etal., Camundongos Virus inativado | Perda de peso e replicacdo 14
2020 transgénicos hECA2 do virus nos pulmdes de
(n=19) camundongos hECA2
infectados com SARS-CoV-
2. Histopatologia:

pneumonia intersticial com
infiltragdo de nimero
consideravel de macréfagos
e linfécitos no intersticio
alveolar e acumulo de
macrofagos nas cavidades
alveolares. Antigenos virais
em células epiteliais
bronquicas, macréfagos e
epitélios alveolares. Achados
nao observados em
camundongos do tipo
selvagem infectados com
SARS-CoV-2. Confirmagao
da patogenicidade do SARS-
CoV-2 em camundongos.

Sun et al., Camundongos Plasma humano | Protocolo de infecgdo de 5
2020 transduzidos com | convalescente camundongos transduzidos
Ad5-hECA2 muito reprodutivel. Altos
niveis de replicagdo viral nos
pulmdes. Nio houve
letalidade, mas

camundongos sensibilizados
com AdS5-hECA2 quteis para
avaliacdo de wvacinas e
terapias antivirais.
Demonstracdo de papéis
criticos para a sinalizagdo de
IFN-I e STAT1 e anticorpos
especificos de virus e células
T na resposta do hospedeiro
ao SARS-CoV-2. Eficéacia
do plasma convalescente
derivado do paciente.

Wangetal.,, |- camundongos | Vacina Boa tolerancia e estimulo de 28
2020 Balb/c inativada para | altos niveis de IgG
-ratos Sprague— | SARS-CoV-2 especifica e  anticorpos
Dawley por  B-propio- | neutralizantes. =~ Baixa ou
- ratos Wistar lactona nenhuma toxicidade em trés
-porquinhos-da-india espécies de animais no
- coelhos brancos estudo pré-clinico da vacina

-macacos candidata. A vacina de
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Cynomolgus
- macacos Rhesus

virion inteiro inativada foi
caracterizada com dupla
inativagdo segura, sem uso
de DNases e alta pureza.

Dosagens, tempos de
reforgo, adjuvantes e
esquemas de imunizacdo
mostraram-se ~ importantes

para estimular uma forte
resposta imune humoral nos
animais testados.

Arunachalam
et al., 2021

- macacos Rhesus

Vacina de
subunidade com
nanoparticulas
de proteina 153-
50 (RBD-NP)

A imuniza¢do com RBD-NP
com AS03, CpG1018-alum,
emulsdo de esqualeno em
agua (AS37) e uma emulsdo
0leo-em-agua contendo a-
tocoferol (AS37) induziram
respostas  substanciais de
anticorpos neutralizantes e
células T CD4 e conferiu
protecdo contra a infecgdo
por SARS-CoV-2 nas
faringes, narinas ¢ lavado
broncoalveolar. A resposta
do anticorpo neutralizante ao
virus vivo foi mantida até
180 dias apdés a vacinacdo
com RBD-NP em ASO03

(RBD-NP-AS03), e
correlacionada com a
protecdo contra infecgdo.

A imunizagdo RBD-NP
neutralizou de forma cruzada
a variante B.1.1.7 SARS-
CoV-2 de forma eficiente,
mas mostrou uma resposta
reduzida contra a variante
B.1.351. Porém, mostrou
resposta reduzida contra a
variante B.1.351. RBD-NP-
ASO03 produziu uma redugao
de 4,5 vezes na neutralizagdo
de B.1.351 enquanto o grupo
imunizado com RBD-NP-
AS37 produziu uma redugado
de 16 vezes na neutralizagdo
de B.1.351.

180

Brouwer et
al., 2021

- camundongos (n=8)

- coelhos (n=8)

- macacos
Cynomolgus (n=10)

Vacina de
nanoparticulas
baseada em
proteinas de
dois
componentes
que exibem
copias da spike

Os resultados de imunizagado
mostraram que esta vacina
induz potentes respostas de
anticorpos neutralizantes
em camundongos, coelhos e
macacos Cynomolgus. A
imunidade induzida pela

21
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(SARS-CoV-2
S-153- 50NP)

vacina protege 0s macacos
contra um desafio de alta
dose, resultando em
infeccao viral fortemente
reduzida e replicacdo nas
vias aéreas superiores e
inferiores.

Dey et al.,
2021

- camundongos
BALB/C
- coelhos
- porquinhos-da-india

Vacina ZyCoV-
D composta por
um vetor de
plasmideo  de
DNAcarregando
0 gene que
codifica a
proteina  spike
(S) do wvirus
SARS-CoV-2

O estudo demonstrou que a
vacina de DNA induziu uma
resposta de  anticorpos,
incluindo anticorpos
neutralizantes contra SARS-
CoV-2 e também provocou
resposta Th-1, conforme
evidenciado  por  niveis
elevados de IFN-y.

126

DiPiazza et
al., 2021

Camundongos
(n =40)

Vacina de
proteina  spike
desnaturada por
calor (S- 2P),
ou
mRNA-1273

mRNA-1273
induziu anticorpos
neutralizantes potentes e
resposta  balanceada ou
assimétrica do tipo 1,
particularmente na dose de 1
ug, e os camundongos foram
protegidos da replicagdo
viral ¢ inflama¢do pulmonar
apés o desafio viral. E
importante ressaltar que uma
dose de mRNA subprotetora
de 0,lug foi associada a
imunopatologia reduzida
apoés o desafio em
comparacdo com 0S grupos
controle e Th2-skewing.
Esses resultados
demonstram que o mRNA-
1273 induz uma potente
imunidade antiviral e um
perfil imunologico favoravel
ndo associado a doenca
respiratoria aumentada
associada a vacina, mesmo
em doses subprotetoras

A vacina

14

Geng et al,
2021

Camundongos (n=25)

Vacina
nanoparticulas
semelhantes a
virus (VLP) que

exibe 120
copias do
SARS-CoV-2
RBD em sua
superficie
(VLP-RBD)

Em comparagdo com a
vacina RBD, a vacina VLP-
RBD induziu cinco vezes

mais anticorpos
neutralizantes em
camundongos que

bloquearam eficientemente o
SARS-CoV-2 de se ligar ao
seu receptor hospedeiro ¢
neutralizou potentemente a
entrada celular de cepas

60
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variantes de SARS- CoV-2,
SARS- CoV-1 e coronavirus
de morcego relacionado ao
SARS-CoV-1. Essas
respostas imunes
neutralizantes induzidas pela
vacina ~ VLP-RBD  néo
diminuiram  durante 0
periodo de estudo de dois
meses. Além disso, a vacina

VLP- RBD protegeu
efetivamente 0s
camundongos do desafio
SARS-CoV-2, reduzindo
drasticamente 0

desenvolvimento de sinais
clinicos e alteracoes
patologicas em
camundongos imunizados.

Kalnin
etal., 2021

- camundongos
(n=10)

- macacos
Cynomolgus (n=10)

- hamsters dourado
sirio (n=88)

Vacina de
mRNA com
base na
glicoproteina
spike
(MRT5500)

)

Indugédo de ACs
neutralizantes potentes
conforme medido em
ensaios de neutralizacdo em
todos os trés modelos pré-
clinicos. Protegdo contra
perda de peso induzida por
SARS-CoV-2 e patologia
pulmonar em  hamsters.
Respostas com viés de Thl
em camundongos e primatas
nao humanos (PNH),
reduzindo possiveis doengas
respiratorias associadas a
respostas com viés de Th2.

49

Kozlovskaya
et al., 2021

- camundongos

- hamsters sirios

- ratos Wistar

- porquinhos—da-india
- saguis comuns

Vacina de
virion inteiro
Inativada com
B-propiolactona
CoviVac

Vacina ndo apresentou sinais
de toxicidade aguda/cronica,
reprodutiva, embrionaria e
fetal, ou efeitos
teratogénicos, bem como
ndo apresentou propriedades
alergénicas nas espécies
animais estudadas. A vacina
induziu uma resposta imune
humoral estavel ¢ robusta,
tanto na forma de IgG e

NAbs anti-SARS-CoV-2
especificos em
camundongos, hamsters

sirios e saguis comuns. Os
niveis de NAb ndo
diminuiram

significativamente ao longo
de um ano. O curso de duas
imunizagodes protegeu
hamsters sirios de

14
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pneumonia  grave  apos
desafio intranasal com o
virus vivo.
Liang et al., | - ratos  Sprague | Vacina S- A imunizagdo de S-Trimer 28
2021 Dawley (SD) (n=10, | Trimer, com | com ASO03 (emulsdo de dleo
- camundongos (n=8) | subunidade em agua) ou CpG 1018
- macaco Rhesus | trimérica nativa | (agonista de TLR9) mais
(n=18) (tecnologia adjuvantes  de  alumen
Trimer-Tag), induziu alto nivel de
tanto com ASO3 | anticorpos neutralizantes e
(emulsdo de | respostas imunes celulares
60leo em agua) | com viés Thl. Macacos
quanto com rhesus imunizados com S-
CpG 1018 | Trimer adjuvante foram
(agonista de | protegidos do desafio SARS-
TLR9) mais | CoV-2 em compara¢do com
adjuvantes  de | controles de veiculos, com
alimen. base em observagoes clinicas
e redugdo de cargas virais
nos pulmdes. Portanto,
Trimer-Tag pode ser uma
importante tecnologia de
plataforma para produgdo
escalavel e rapido
desenvolvimento de vacinas
de subunidade seguras e
eficazes.
Lien et al., | Hamsters sirios | Vacina baseada | Antes do desafio, a vacina 21
2021 dourados (n=40) em induziu altos niveis de Acs
SARS-CoV-2 neutralizantes (IgG 10.000
spike (S-2P) de | vezes mais alto e uma média
pré-fusdo de titulos neutralizantes de
estavel com | pseudovirus). Seis dias apos
adjuvante, infec¢do, hamsters vacinados
MVC- nao exibiram qualquer perda
COV1901 de peso associada a infeccdo
e reduziram
significativamente a
patologia pulmonar. Niveis
de carga viral pulmonar
foram reduzidos a niveis
inferiores ao limite de
detecgdo em comparacdo
com animais ndo vacinados.
A vacinagdo com lug ou
Sug de S-2P com adjuvante
produziu  imunogenicidade
comparavel e  protecao
contra infeccao.
Lietal., - camundongos Combinagdo de | Induziu Acs neutralizantes 56
2021(a) - coelhos vacina de DNA | de alto nivel e respostas
- primatas ndo | que codifica a | imunes de células T em
humanos proteina modelos animais pequenos ¢

Spike(S) de
comprimento

Mais
co-

grandes.
significativamente, a
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total do SARS-
CoV-2 e vacina
de proteina S1
recombinante

entrega de componentes de
DNA e proteinas a0 mesmo
tempo provocou prote¢do
total contra o desafio
intratraqueal ~ dos  virus
SARS-CoV-2 em macacos
rhesus imunizados. Como as
vacinas de DNA e proteina
provaram ser seguras em
estudos humanos anteriores,
e as vacinas de DNA sao
capazes de induzir o
desenvolvimento de células
B do centro germinativo, o
que ¢ critico para respostas
de células B de memoria de
alta afinidade, a abordagem
da vacina de co-entrega de
DNA e proteina tem grande
potencial para servir como
uma abordagem segura e
eficaz para desenvolver
vacinas COVID- 19.

Luetal.,
2021

- rato de algodao
-camundongos
IFNAR-/-
-camundongos
IFNAR-/-
hCD46
-hamsters
dourados

sirios

Vacinas
recombinantes
atenuadas  que
expressam
varias formas da
proteina  spike
(S) SARS-CoV-
2

Animais imunizados com
rMeV-preS produziram
niveis mais altos de
anticorpos neutralizantes do
que os encontrados em soros
convalescentes de pacientes
com COVID-19 e uma forte
resposta de células T com
viés Thl. O rMeV-preS
também forneceu protegdo
completa de hamsters contra
o desafio com SARS-CoV-2,
impedindo a replicagdo em
pulmdes e cornetos
nasais, perda de  peso
corporal, tempestade de
citocinas e patologia
pulmonar.  Esses  dados
demonstram que aproteina S
de prefusdo estabilizada
expressando rMeV (rMeV-
preS) ¢ um candidato a
vacina seguro ¢ altamente
eficaz.

32

Ragan et al.,
2021

Hamsters sirios

(n=32)

Vacina de
virion inteiro
inativada
(SolaVax)

Resultados preliminares:
respostas que ocorrem como
resultado da vacina e
impacto das formulagdes
adjuvantes,  desenvolvidas
para promover respostas
imunes do tipo Thl, t€ém na
eficacia da vacina e na

28




45

protecdo contra infecgdo
apos o desafio com SARS-
CoV-2. Vacina de virus
inteiro para COVID-19
usando esse método
fotoquimico especifico pode
ter utilidade potencial na
preparacdo de uma dessas
vacinas candidatas.

Saunders Macacos Rhesus RNAm Titulo de neutralizagdo 77
etal., 2021 (n=13) modificado por | inibitoria reciproca de 50%
nucleosideos do soro (ID50) de 47.216
encapsulado em | para SARS-CoV-2, bem
nanoparticulas como na prote¢do contra
lipidicas SARS-CoV-2 no  trato
(mRNA-LNP) respiratorio  superior €
inferior folhetos. Os
mRNAs modificados por
nucleosideos que codificam
um pico transmembranar
estabilizado ou dominio de
ligagdo ao receptor
monomérico também
induziram  respostas  de
anticorpos de neutralizagdo
cruzada contra SARS-CoV e
coronavirus de morcego,
embora em titulos mais
baixos do que os alcangados
com as nanoparticulas. As
vacinas atuais baseadas em
mRNA podem fornecer
protecdo  contra  futuros
surtos de -coronavirus.
Tran et al., | - camundongos | Vacina SARS- | Indu¢do de altos niveis de 45
2021 BALB/c (n=60) CoV-2, IgG especifica para proteina
- hamsters sirio | Nanocovax, S e anticorpos neutralizantes
(n=10) com base na | nos trés modelos animais.
- Macaca leonina produgdo de | Além disso, um estudo de
proteina desafio viral wusando o
recombinante modelo de hamster mostrou
da porcdo | que Nanocovax protegeu o
extracelular da | trato respiratorio superior da
proteina  spike | infeccdo por SARS- CoV-2.
S) Nanocovax nao induziu
quaisquer efeitos adversos
em camundongos e ratos.
Tostanoski - camundongos | Vacinas de | As vacinas provocaram 88
etal., 2021 BALB/c (n=20) adenovirus respostas robustas de

rhesus sorotipo
52 (RhAd52)

anticorpos especificos para
SARS- CoV-2 e protegem
contra doencas clinicas e

replicacdo viral nos
pulmdes. OS titulos de Acs e
ligagdo e  neutralizagdo




746

46

correlacionaram-se com a
eficacia protetora. Os dados
validam o modelo inoculado
com cepa de SARS-CoV-2

adaptada a camundongos
como ferramenta  para
rastrear ¢ estudar novas
vacinas, e 0

desenvolvimento de vacinas
RhAd52 para COVID-19.

Vogel et al,
2021

- camundongos
- macacos Rhesus

Vacinas
BNT162bl e
BNT162b2 que
conttm RNAmM
modificado por
nucleosideos
com
nanoparticulas
lipidicas.

Em camundongos, dose
intramuscular de qualquer
vacina candidata provoca
resposta de Acs dose-
dependente com altos titulos
de inibicdo de entrada de
virus e fortes respostas de
células  T-helper-1 CD4+e
IFNy+CD8+. O  reforgo
primario de macacos com
candidatos BNT162b induz
titulos de média geométrica
neutralizantes de SARS-
CoV-2 8,2-18,2 vezes aos de
um painel de soros humanos
convalescentes. Protecdo de
macacos contra SARS-CoV-
2; em particular, BNT162b2
protege trato respiratorio
inferior contra presenga de
RNA wviral e n3o mostra
aumento da doenga.

30
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RESUMO



Modelos animais na elaboração de vacinas contra a Covid-19: metanálise dos desfechos pré-clínicos





A pandemia de COVID-19 vem ocasionando doenças respiratórias e mortes, principalmente em grupos de risco, constituindo emergência de saúde pública de importância internacional segundo a OMS, com o desafio de produção de vacinas eficazes e seguras contra a infecção por SARS-CoV-2 em humanos em curto espaço de tempo. Nesse contexto, fez-se necessária a exploração de modelos animais para a aceleração da criação de vacinas eficazes e com menos efeitos adversos possíveis. A presente revisão sistemática e metanálise foi delineada com o objetivo o de avaliar os desfechos pré-clínicos com a utilização de modelos animais para produção da vacina contra SARS-CoV-2. A pesquisa foi desenvolvida nas bases do SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e EBSCO, com utilização dos unitermos “Animal models; Pre-clinical studies; Vaccines; Immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19”. Os critérios de inclusão foram estudos pré-clínicos, com testes de vacinas contra o SARS-CoV-2 em modelos animais in vivo, com pelo menos 2 doses de vacina, publicados de 2020 a 2021. A qualidade da evidência científica nos estudos abordados foi classificada como alta, moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de viés de evidência, clareza das comparações, precisão e consistência nos efeitos do tratamento. Do total de 326 estudos avaliados, dezenove (n= 19) foram considerados elegíveis para inclusão na metanálise. Dez vacinas apresentaram grau de confiança e recomendação que variaram de 85% a 95%. Destas, cinco vacinas apresentaram 95% de grau de confiança e recomendação: (1) vacina inativada para SARS-CoV-2 por -propio-lactona; (2) vacinas BNT162b1 e BNT162b2 contendo RNA mensageiro modificado por nucleosídeos com nanopartículas lipídicas; (3) combinação de uma vacina de DNA que codifica a proteína Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e outra de proteína S1 recombinante; (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica inativa (tecnologia Trimer-Tag); e, (5) vacina com base na produção de proteína recombinante da porção extracelular (solúvel) da proteína spike (S). Evidenciou-se a importância de estudos em modelos animais para a produção de vacinas contra SARS-CoV-2. Ademais, a segurança e eficácia da vacina foi determinada pelo número de animais envolvidos, utilização de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento dos estudos. 



Palavras-chave: Estudos pré-clínicos; Imunização; Modelos animais; SARS-CoV-2.













ABSTRACT

[bookmark: _GoBack]

Animal models for development of Covid-19 vaccines: meta-analytic study of pre-clinical outcomes



The COVID-19 pandemic has been considered the main cause of respiratory disease and deaths over the world in the last years, particularly in risk groups. The disease, caused by the SARS-CoV-2, became a Public Health emergency of international importance. Therefore, development of vaccines was urgently needed to control the ongoing pandemic COVID-19. Consequently, animal models have been widely tested for accelerating the development of effective and safe vaccines. Herein, a systematic review and a meta-analysis was carried out to identify pre-clinical outcomes of studies using animal models for developing COVID-19 vaccines based on the PubMed, SCOPUS, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e EBSCO databases.  “Animal models; pre-clinical studies; vaccines; immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19” keywords were used as search strategy. Inclusion criteria were pre-clinical studies, involving studies of vaccine tests against SARS-CoV-2 in vivo animal models, with at least 2 doses of vaccine, published from 2020 to 2021. The quality of scientific evidence in the studies addressed was classified as high, moderate, low, or very low, according to the GRADE rules and the risk of bias according to the Cochrane instrument. Nineteen important preclinical studies of vaccine tests in animal models were found of the total of 326 identified studies. The studies evaluated showed the high quality of scientific evidence, with an average degree of confidence and recommendation of 75%. Furthermore, the analysed studies showed high homogeneity in the results, presenting 98.95% (I2) to studies with larger sample size. The results showed ten outstanding vaccines with a degree of confidence and recommendation that ranged from 85% to 95%, and of these ten vaccines, five vaccines showed a degree of confidence and recommendation of 95%, most of them coming from technological manufacturing protocols, such as the BNT162b1 and BNT162b2 vaccines, the DNA vaccine encoding the full-length Spike (S) protein of SARS-CoV-2, and a recombinant S1 protein vaccine, the S-Trimer vaccine, and Nanocovax. It was evidenced that safety and efficacy are determined by the number of animals involved, the use of a randomized control group, and the follow-up time of the studies.



Key words: pre-clinical trials; Immunization; Pandemic; SARS-CoV-2.















LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS





		ChAdOx1 

		- Adenovírus de chimpanzé



		COVID-19 
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Resumo

A pandemia da COVID-19 vem ocasionando doenças respiratórias e mortes, principalmente em grupos de risco, constituindo emergência de saúde pública de importância internacional segundo OMS, com o desafio de produção de vacinas eficazes contra a infecção por SARS-CoV-2 em humanos em curto espaço de tempo. Nesse contexto, fez-se necessária a exploração de modelos animais para a aceleração da criação de vacinas eficazes e com menos efeitos adversos possíveis. O objetivo da revisão sistemática e metanálise foi o de avaliar os desfechos pré-clínicos coma utilização de modelos animais para produção da vacina contra SARS-CoV-2. A pesquisa foi desenvolvida nas bases do SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e EBSCO, com utilização dos unitermos “Animal models; Pre-clinical studies; Vaccines; Immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19”. Os critérios de inclusão foram estudos pré-clínicos, envolvendo estudos de testes de vacinas contra o SARS-CoV-2 em modelos animais in vivo, com pelo menos duas doses de vacina, publicados de 2020 a 2021. A qualidade da evidência científica nos estudos abordados foi classificada como alta, moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de viés de evidência, clareza das comparações, precisão e consistência nos efeitos do tratamento. Do total de 326 estudos avaliados, dezenove foram considerados elegíveis para inclusão na metanálise. Dessas, dez vacinas apresentaram grau de confiança e recomendação que variaram de 85% a 95%. Destas, cinco vacinas apresentaram 95% de grau de confiança e recomendação: (1) vacina inativada para SARS-CoV-2 por -propio-lactona; (2) vacinas BNT162b1 e BNT162b2 contendo RNA mensageiro modificado por nucleosídeos com nanopartículas lipídicas; (3) combinação de uma vacina de DNA que codifica a proteína Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e outra de proteína S1 recombinante; (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica inativa (tecnologia Trimer-Tag); e, (5) vacina com base na produção de proteína recombinante da porção extracelular (solúvel) da proteína Spike (S). Evidenciou-se a importância de estudos em modelos animais para a produção de vacinas contra SARS-CoV-2. Ademais, a segurança e eficácia da vacina foi determinada pelo número de animais envolvidos, utilização de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento dos estudos. 

Palavras-chave: Estudos pré-clínicos; Imunização; Pandemia; SARS-CoV-2.





1. Introdução



A Síndrome Respiratória Aguda Grave causada pelo SARS-COV-2 (COVID-19) tem infectado e causado a morte de milhões de pessoas no mundo nos últimos dois anos, desde que foi considerada pandemia pela Organização Mundial de Saúde no início de 2020 (OMS, 2022).  Em virtude dos efeitos da pandemia da COVID-19 sobre a saúde humana e a sociedade, vários programas de pesquisa colaborativa têm sido realizados para o desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas contra COVID-19, necessárias para imunização de grande quantidade de pessoas (Chung et al., 2021; Vogel et al., 2021).

Os modelos animais têm sido considerados de grande importância para avaliar os antígenos candidatos a vacinas, incluindo os mecanismos de transmissão da doença, a duração da imunidade induzida, a resposta à infecção e à vacinação. Dessa forma, o conhecimento sobre os modelos animais que podem imitar os comportamentos de coronavírus e reproduzir a patologia de COVID-19 têm sido importantes para o desenvolvimento de vacinas (Griffin, 2020).

Modelos murinos (camundongos selvagem, camundongos transgênicos com enzima conversora de angiotensina 2 humana, hamsters sírios) e outros mamíferos (furões, gatos, macacos Cynomolgus e macacos Rhesus) têm sido usados para avaliar vacinas e medicamentos contra SARS-CoV-2 para humanos (Takayama, 2020; Tiwari et al., 2020; Wang et al., 2020). 

As vacinas de DNA podem expressar comprimento total ou formas truncadas de imunidade humoral e celular induzida pela proteína SARS-CoV S, fornecendo proteção contra infecção pelo vírus em modelos murinos. O coronavírus SARS-CoV-2 infecta as células do hospedeiro humano através da ligação da proteína Spike com a enzima conversora de angiotensina 2 (Yang et al., 2004; Kong et al., 2005; Hu et al., 2007). As vacinas de DNA que codificam as proteínas SARS-CoV induziram respostas de células T e anticorpos em camundongos, mas sua eficácia protetora não foi totalmente investigada (Chunling et al., 2006; Hu et al., 2009). Em relação às vacinas baseadas em vetores virais, para evitar imunidade pré-existente contra adenovírus humano, o adenovírus de chimpanzé (ChAdOx1) foi utilizado no desenvolvimento de vacinas (Dicks et al., 2012), induzindo respostas de células T e anticorpos neutralizantes em camundongos transgênicos hDPP4 (Alharrbi et al., 2017; Munster et al., 2017).

Nesse sentido, os modelos animais podem fornecer contribuições significativas para avaliar as vacinas, ajudando na compreensão do processo da doença e consequente desenvolvimento profilático e terapêutico (Dhama et al., 2020). 

O conhecimento sobre a produção de vacina em modelos experimentais é particularmente importante uma vez que pode fornecer informações críticas para a concepção de uma vacina contra a COVID-19 e de outros coronavírus.

No presente estudo metanalítico, objetivou-se avaliar os principais modelos animais para testes na concepção de vacina contra a COVID-19, bem como os desfechos pré-clínicos dos estudos, por meio de uma metanálise.





2. Material e Métodos



2.1 Desenho do estudo

O presente estudo seguiu as regras do PRISMA (preferred reporting items for systematic reviews and metanalysis) (Moher et al., 2009). A Tabela 1 mostra as principais variáveis do presente estudo que foram abordadas de acordo com a classificação da sigla PICOS (P=Participants; I=Intervention; C= Control; O=Outcomes; S=Study Design).



Tabela 1. Quadro do PICOS (Participantes; Intervenção; Controle; Resultados e Modelo de estudo) utilizado no estudo. 

		PARTICIPANTES

		Modelos animais



		INTERVENTION (INTERVENÇÕES)

		Testes de vacinas



		CONTROL (CONTROLE)

		Controle positivo (com vacinas) Controle negativo (sem vacinas)



		OUTCOMES (DESFECHOS)

		Conquista profilática ou imunidade terapêutica positiva e duradoura



		STUDY DESIGN (DESENHOS DE ESTUDOS)

		Estudos pré-clínicos em modelos animais (in vivo) Estudos pré-clínicos em modelos animais (ex vivo)









2.2 Critérios de elegibilidade dos estudos

Os critérios de inclusão foram estudos pré-clínicos, envolvendo testes de vacinas contra o SARS-CoV-2 em modelos animais in vivo, com pelo menos duas doses de vacina, publicados nos anos de 2020 a 2021. De forma específica, os critérios de inclusão foram estudos que abordaram os resultados da segurança e eficácia; imunogenicidade; estabilidade da resposta imune; anticorpos neutralizantes; produção de subtipos de anticorpos específicos e proteína Spike; sinais de toxicidade; perda de peso; análise microscópica (histopatologia) e análise macroscópica de órgãos e tecidos.

Os critérios de exclusão do presente estudo foram cartas ao editor, estudos de revisão e meta-análises.



2.3 Risco de Viés

A qualidade da evidência científica nos estudos abordados foi classificada como alta, moderada, baixa ou muito baixa, de acordo com o risco de viés de evidência, clareza das comparações, precisão e consistência nos efeitos do tratamento. Uma alta qualidade de evidência foi atribuída por meio de quatro critérios: 1) Ensaios pré-clínicos in vivo ou in vitro controlados, 2) Tamanho amostral maior que 30 animais, 3) Estudos com resultados bem elaborados estatisticamente, 4) Estudos publicados em jornais indexados e com fator de impacto. 

A qualidade da evidência foi rebaixada para moderada caso um dos quatro critérios de qualidade da evidência não fora atendido, e mais baixa, se dois ou mais não forem atendidos. Uma baixa qualidade de evidência foi atribuída a estudos com resultados pouco conclusivos, conforme os critérios do Grading of Recommendatons Assessment, Development and Evaluaton (GRADE) (Andrews et al., 2013). O Instrumento da Cochrane foi adotado para avaliar a qualidade dos estudos incluídos).

Os critérios adotados foram:

- Número de Animais (N): N≤10 e/ou Seguimento (S) ≤ 14 dias = 25%;

- Número de Animais: 10<N<20 e/ou Seguimento 14≤S≤28 dias =50%;

- Número de Animais: N≥20 e/ou Seguimento≥28 dias = acima de 50%;

O grau em porcentagem de confiança e recomendação dos achados foi baseada no número de animais e tempo de seguimento. Assim, os Critérios de Confiança foram: Número de Animais (N): N≤10 e/ou Seguimento (S) ≤ 14 dias = 25%; Número de Animais: 10<N<20 e/ou Seguimento 14≤S≤28 dias =50%, e Número de Animais: N≥20 e/ou Seguimento≥28 dias = acima de 50% (de acordo com o desenho do estudo, se usou placebo e randomização (>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%), descrição reprodutível da fabricação da vacina (>10%), utilização de fármacos coadjuvantes divididos em grupos com e sem fármacos (>10%)).



2.4 Fontes de dados e estratégia de pesquisa

As estratégias de busca para o presente estudo foram baseadas nas palavras-chave (MeSH Terms) “Animal models; Pre-clinical studies; Vaccines; Immunization; SARS-CoV- 2; COVID-19”. A pesquisa foi desenvolvida nas bases das plataformas SCOPUS, PubMed, Embase, OVID, Cochrane, Science Direct, LILACS e EBSCO. 



2.5 Análise estatística

Para análise dos dados, um banco de dados foi construído na planilha do Microsoft Excel, posteriormente exportada para o programa estatístico Minitab 18® (version 18, Minitab, LLC, State College, Pennsylvania, USA) (Minitab®) e OriginPro® 9 (DPR Group, Inc., Northampton, Massachusetts, USA) (Moberly, Bernards, Waynant, 2018). Realizou-se análise estatística descritiva comum, obtendo-se os valores de N total, média, desvio-padrão, intervalo de confiança (IC-95%) e porcentagem (frequência) para todos as variáveis. O valor de R-sq (I2) foi analisado para avaliar a imprecisão ou heterogeneidade das análises, sendo adotados os códigos de baixa associação ≤25%, média associação 25%<X<50% e elevada associação ≥50%. As análises seguiram o Teste Qui-quadrado de Pearson, com p<0,05 com significância estatística de associação, com intervalo de confiança (IC) de 95%. Foram aplicados o teste ANOVA e o Teste de Tukey, adotando-se nível α menor que 0,05 com diferença estatística significativa para o IC 95%.



3. Resultados



3.1Resumo dos achados literários

Após o processo detalhado de busca literária e a utilização de filtros de busca (PICOS) e dos MeSH Terms, conforme foram destacados nas Tabelas 1 e 2, o presente estudo encontrou dezenove (n= 19) importantes estudos pré-clínicos de testes de vacinas em modelos animais de 2020 a 2021 do total de 326 estudos avaliados, de acordo com os critérios de elegibilidade do presente estudo (Figura 1). 

Figura 1. Fluxograma e elegibilidade dos estudos para realização de metanálise dos desfechos pré-clínicos em modelos animais na elaboração de vacinas contra COVID-19. 

[image: ]



3.2 Principais Resultados

Os estudos avaliados apresentaram alta qualidade de evidência científica nos estudos abordados, com grau médio de confiança e recomendação de 75%. Ainda, os estudos analisados apresentaram elevada homogeneidade nos resultados, apresentando 98,95% (I2) em relação àqueles com maior tamanho amostral (maior precisão).

Um quadro suplementar (final texto) apresenta dados gerais dos dezenoves estudos selecionados, considerando-se apenas estudos que realizaram pelo menos duas aplicações de vacinas, e ainda, o número de animais, presença de grupo controle e randomização. O tempo de seguimento foram considerados relevantes para determinação do grau de confiança e recomendação das vacinas analisadas em cada estudo.

A tabela 2 observa-se os resultados sobre a segurança e a eficácia do uso das vacinas apresentados pelos estudos do presente trabalho, bem como a correlação entre o uso da vacina e controle, valores do Effect Size (tamanho do efeito entre o grupo teste e controle), e tamanho amostral (1/Standard Error) para determinação do risco de viés.



Tabela 2. Resultados sobre segurança e eficácia do uso dos diversos tipos de vacinas em nível pré-clínico em modelos animais.

		Autores/Ano

		Vacina segura e eficaz 

		p-value

		Effect Size

		1/Standard Error



		n=19 estudos

		Grupo Teste Vs.

Controle

		

		Teste de Cohen (d)

		Precisão e Tamanho amostral



		1. Bao et al., 2020

		1

		>0.05

		0,05

		4,5



		2. Kalnin et al., 2021

		1

		>0.05

		-0,02

		7,6



		3.  Wang et al., 2020

		1

		>0.05

		0,08

		5,7



		4. Sun et al., 2020

		1

		>0.05

		-0,07

		4,0



		5. Lu et al., 2021

		1

		>0.05

		0,70

		2,4



		6. Vogel et al., 2021

		1

		>0.05

		0,55

		2,9



		7. Li et al., 2021

		1

		>0.05

		0,26

		3,3



		8. Kozlovskaya et al., 2021

		1

		>0.05

		-0,60

		1,4



		9. Arunachalam et al., 2021

		1

		>0.05

		0,06

		7,9



		10. Saunders et al., 2021

		1

		>0.05

		0,21

		5,0



		11. Ragan et al., 2021

		1

		>0.05

		0,35

		2,9



		12. Liang et al., 2021

		1

		>0.05

		0,48

		1,3



		13. DiPiazza et al., 2021

		1

		>0.05

		-0,21

		1,2



		14. Brouwer et al., 2021

		1

		>0.05

		-0,12

		5,2



		15. Lien et al., 2021

		1

		>0.05

		0,48

		1,5



		16. Dey et al., 2021

		1

		>0.05

		-0,04

		6,5



		17. Geng et al., 2021

		1

		>0.05

		0,05

		4,7



		18. Tran et al., 2021

		1

		>0.05

		0,04

		6,4



		19. Tostanoski et al., 2021

		1

		>0.05

		0,03

		6,7







Legenda: Os códigos denotam 1=Sim e 0=Não. Realizou-se Correlação entre os grupos teste e controle em cada estudo, com o teste do Chi-Square method (χ2), com p<0,05 sem diferença estatística significativa, no IC de 95%. Calculou- se o tamanho do efeito (Magnitude da diferença) pelo Teste de Cohen (d). A precisão (tamanho da amostra) foi determinada indiretamente pelo inverso do erro-padrão (1/Standard Error).



Figura 2. Gráfico Funnel Plot Assimétrico.
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Legenda: estudos de pequeno tamanho amostral e com menor tempo de seguimento estão demonstrados na base do gráfico pelas bolas pretas. Os estudos de elevada confiança e recomendação são representados pelas bolas azuis acima do gráfico.





[bookmark: _Hlk119529646]De acordo com o desenho do estudo, utilizou-se placebo e randomização (>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%), descrição reprodutível da fabricação da vacina (>10%), utilização de fármacos coadjuvantes divididos em grupos com e sem fármacos (>10%). Critérios de Confiança foram: Número de Animais (N): N≤10 e/ou Seguimento (S) ≤ 14 dias = 25%; Número de Animais: 10<N<20 e/ou Seguimento 14≤S≤28 dias =50%, e Número de Animais: N≥20 e/ou Seguimento≥28 dias = acima de 50% (de acordo com o desenho do estudo, se usou placebo e randomização (>15%), variedade de animais no mesmo estudo (>15%), descrição reprodutível da fabricação da vacina (>10%), utilização de fármacos coadjuvantes divididos em grupos com e sem fármacos (>10%)).

A figura 3 representa o gráfico modelo Forest Plot que mostra os artigos e autores selecionados e seus respectivos graus de confiança e recomendação. 

Figura 3. Gráfico modelo Forest Plot.
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Legenda: Apresentação dos artigos e autores selecionados e seus       respectivos graus de confiança e recomendação.



Foram verificados dez (n=10) estudos com grau de confiança e recomendação acima da média geral (75±20,68%) representados pelos autores Kalnin et al., (2021), Wang et al., (2020), Lu et al., (2021), Vogel et al., (2021), Li et al., (2021a), Arunachalam et al., (2021), Saunders et al., (2021), Liang et al., (2021), Dey et al., (2021) e Tran et al., (2021), sendo que, entre esses, cinco estudos apresentaram grau de confiança e recomendação de 95%, sendo representados pelos autores Wang et al., (2020), Vogel et al., (2021), Li et al., (2021a), Liang et al., (2021) e Tran et al., (2021). 

As vacinas utilizadas pelos autores que obtiveram 95% no grau de confiança e recomendação estão representadas na figura 4.



Figura 4. Esquema apresentando as vacinas destaques em modelo animal para posterior uso clínico.
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A figura 5 mostra o gráfico Forest Plot com os resultados da ANOVA que analisou a diferença entre o grau de confiança de cada estudo e a média geral (75±20,68 %). Os resultados mostraram que o p-value, p=0,000<0,005, apresentou o mesmo valor para todas as análises, evidenciando que os resultados do grau de confiança e recomendação de cada estudo são estatisticamente diferentes em relação ao valor médio, o que confirma as diferenças entre os estudos em relação ao risco de viés do tamanho amostral (número de animais) e seguimento.



Figura 5. Gráfico Forest Plot com os resultados da análise de Tukey (ANOVA).
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 Legenda: Analisou-se a diferença entre o grau de confiança de cada estudo e a média geral (75±20,68 %), com p>0.05 sem diferença estatística significativa (IC 95%), assumindo igualdade de variâncias. *O p-value apresentou o mesmo valor para todas as análises.



4. Discussão



4.1 Modelos animais



Em fevereiro de 2020 a Organização Mundial da Saúde (OMS) elaborou um painel internacional para desenvolver modelos animais para COVID-19 para acelerar os testes de vacinas e agentes terapêuticos. A presente metanálise mostrou que os modelos animais são importantes para o desenvolvimento de vacinas para COVID-19, especialmente os modelos murinos.

As alternativas animais para estudar vírus respiratórios envolveram abordagens in vitro, como linhas celulares, por exemplo, células Vero, A549, MDCK ou células humanas derivadas de tecidos primários (Muñoz-Fontela et al., 2020). Nesse cenário, e com base nos resultados de metanálise do presente estudo, pode-se observar que ainda existem poucos estudos que evidenciem resultados oriundos de um planejamento metodológico e respaldado com números de animais acima de n=100, tempo de seguimento acima de 12 meses, variedades de animais em um mesmo estudo (com foco em primatas não humanos) e com modelos animais apresentando comorbidades como diabetes, hipertensão, obesidade e síndromes metabólicas que podem ser potencializadas ou potencializar as vacinas ou a COVID-19.

Apesar disso, o presente estudo conseguiu apontar, os dez estudos destaques com grau de confiança e recomendação que variaram de 85% a 95%, ou seja, as vacinas que apresentaram nos modelos animais as possíveis chances de sucesso em estudos clínicos, dessas dez vacinas, cinco apresentaram 95% de grau de confiança e recomendação, sendo que a maioria dessas vacinas foram oriundas de protocolos tecnológicos de fabricação. Essas cinco principais vacinas foram elencadas como (1) vacina inativada para SARS-CoV-2 por β-propio-lactona, (2) vacinas BNT162b1 e BNT162b2 que contêm RNA mensageiro modificado por nucleosídeos com nanopartículas lipídicas, (3) combinação de uma vacina de DNA que codifica a proteína Spike (S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e uma vacina de proteína S1 recombinante, (4) vacina S-Trimer, com subunidade trimérica nativa (tecnologia Trimer-Tag), tanto com AS03 (emulsão de óleo em água) quanto com CpG 1018 (agonista de TLR9) mais adjuvantes de aluminio e vacina SARS- CoV-2, (5) Nanocovax, com base na produção de proteína recombinante da porção extracelular (solúvel) da proteína spike (S).

No presente estudo, os resultados mostraram que o p-value apresentou o mesmo valor para todas as análises em relação a análise da diferença de cada valor de grau de confiança e o valor médio geral, com p=0,000<0,005, evidenciando que os resultados do grau de confiança e recomendação de cada estudo são estatisticamente diferentes em relação ao valor médio geral (75±20,68 %), o que confirma as diferenças entre os estudos em relação ao risco de viés do tamanho amostral e seguimento. 

Evidenciou- se que a segurança e eficácia é determinada pelo número de animais envolvidos, utilização de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento em um estudo, pois os dez principais estudos apresentados neste estudo foram estatisticamente melhores em suas respostas de evidência científica. Entretanto, os modelos animais validados representam importantes ferramentas na tradução de vacinas candidatas pois permitem a compreensão da biologia da doença e os requisitos para o desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes. A validação de modelos animais é com base nos critérios que os modelos animais representam os humanos em termos de (i) biologia de doença e sintomas clínicos comparáveis, ou seja, validade de face, (ii) exibindo intervenções clínicas, que exibem efeito biológico semelhante, ou seja, validade preditiva e (iii) função análoga do alvo terapêutico, isto é, alvo validade (Belzung; Lemoine, 2011). Um modelo animal ideal é imunocompetente e reproduz as características típicas de doenças humanas tão próximas quanto possível ao receber uma dose bio-relevante de vírus de desafio por uma via de inoculação apropriada (Safronetz et al., 2013).

 	Em camundongos, o SARS-CoV é capaz de interagir com ECA2 murino e replicar em tecidos de camundongo, incluindo os pulmões e o intestino delgado (Glass et al., 2004), mas os sintomas da doença são limitados a doença respiratória leve e perda de peso corporal mínima que é inferior a 5%. Camundongos idosos apresentam um número relativamente maior de sintomas graves do que camundongos jovens (Frieman et al., 2012; Roberts et al., 2005; Zhao et al., 2011). Para melhorar a disponibilidade de um modelo de SARS murino, foram desenvolvidas cepas de SARS- CoV adaptadas a camundongos (Roberts et al., 2007) e camundongos transgênicos que expressam ECA2 humano (hECA2) (Yang et al., 2007; McCray et al., 2007). 

Os modelos baseados em ratos, que são fáceis de criar e manusear, frequentemente representam os modelos animais de escolha na área biomédica pesquisa e modelos murinos seriam relevantes para COVID-19 pesquisa de vacinas. No entanto, os camundongos de tipo selvagem são resistentes à infecção por SARSCoV-2 porque o ECA2 murino é significativamente diferente do receptor humano. No entanto, camundongos heterozigotos geneticamente modificados que expressam tanto o murino quanto o humano. O receptor ECA2 foi desenvolvido e usado para o teste de novas vacinas candidatas durante o surto de SARS-CoV (McCray et al., 2007).

Em comparação com os camundongos do tipo selvagem que apresentam apenas sintomas leves, camundongos transgênicos que expressam o receptor ECA2 humano desenvolvem doença clínica após infecção por SARS-CoV-2, incluindo peso perda e pneumonia intersticial, e os antígenos virais foram detectados em suas células epiteliais brônquicas, macrófagos alveolares, e células epiteliais alveolares (Bao et al.., 2020). No entanto, a expressão do receptor ECA2 humano em camundongos transgênicos não é fisiológico, e camundongos transgênicos atualmente não estão prontamente disponíveis para teste de candidatos à vacina SARS-CoV-2. Camundongos knockout ECA2 têm sido usados em pesquisas sobre ARDS e SARS, e também podem ser úteis para estudar SDRA associada a COVID-19 (Imai et al., 2005).

Adaptação de SARS-CoV por passagem nos pulmões de camundongos BALB/c resultou em um vírus (MA15) que foi letal para camundongos jovens após inoculação intranasal e foi precedido por alto título viral nos pulmões, viremia, e disseminação do vírus para outros órgãos sistêmicos (Roberts et al., 2007). Com a disponibilidade de isolados de SARS-CoV-2 adaptados a camundongos, é esperado que os ratos consanguíneos podem ser úteis para estudar a doença e avaliar novas vacinas candidatas e drogas antivirais. Camundongos jovens consanguíneos, por exemplo das cepas BALB/c, C57BL/6 e 129S6, suporte a replicação SARS-CoV, mas sem o desenvolvimento de doença, e essas cepas podem ser úteis para avaliar respostas à infecção COVID-19 e vacinas (Day et al., 2009).

Por outro lado, camundongos BALB/c velhos (12-14 meses) exibem pneumonia intersticial irregular após infecção por SARS-CoV, portanto, podem ser usados para a pesquisa COVID-19, especialmente para modelar os dados relacionados a maior mortalidade em pacientes idosos. Camundongos C57BL/6 e 129S6 senis também podem ser usados para esses estudos, mas exibem viremia mais baixa, em comparação com camundongos BALB/c, após infecção por SARS (Roberts et al., 2005). Os furões têm sido amplamente usados como modelo para estudar vários vírus respiratórios. A replicação viral foi detectada no trato respiratório superior e inferior de furões após infecção com influenza e SARS-CoV (Zhang et al., 2013).

O hamster sírio dourado é outro modelo animal amplamente utilizado, que suporta a replicação de SARS-CoV, mas não MERS-CoV, que usa a proteína dipeptidil peptidase–4 para entrada viral. Hamsters sírios dourados representam um modelo animal adequado para infecção por SARS-CoV-2, em virtude da replicação viral eficiente que ocorre na parte superior e células epiteliais respiratórias inferiores, os animais apresentam aparente sinais clínicos acompanhados de perda de peso e altos títulos virais são encontrados nos pulmões e no intestino (de Wit et al., 2013; Chan et al., 2020).

Além disso, a infecção por SARSCoV-2 em hamsters sírios dourados não apenas satisfaz os postulados de Koch: ((I) o patógeno deve estar presente em cada caso da doença, (II) o patógeno deve ser isolado do hospedeiro doente e cultivado em cultura pura, (III) a doença específica deve ser reproduzido quando uma cultura pura do patógeno é inoculado em um hospedeiro saudável suscetível, e (IV) o patógeno deve ser recuperável do hospedeiro experimentalmente infectado), mas também indica transmissão de vírus entre hamsters desafiados e hamsters de contato ingênuos alojados nas mesmas gaiolas (Chan et al., 2020).

 	As diferenças na suscetibilidade de camundongos e hamsters sugerem que a infecção por SARS-CoV-2 esteja relacionada ao fato que em camundongos, 11 dos 29 aminoácidos presentes nas regiões de contato do pico de SARSCoV-2 de ECA2 diferem em humanos em comparação com apenas quatro aminoácidos no hamster ECA2 (Chan et al., 2020). No entanto, em contraste com os grandes modelos animais e camundongos transgênicos ECA2, o modelo de hamster sírio dourado é facilmente disponível, fisiologicamente relevante e reflete de perto a infecção por COVID-19, representando uma ferramenta útil para estudar a patogênese, tratamento e vacinas para COVID-19.

Nesse cenário, os primatas não humanos (PNH) muitas vezes representam o último estágio de teste em animais antes que qualquer medicamento ou vacina candidata possa entrar em ensaios clínicos. PNH são os guardiões dos ensaios clínicos devido à sua estreita relação genética com os humanos. Entre o PNH, africanos verdes, macacos rhesus, macacos cynomolgus, e saguis estão sendo estudados para infecção por SARS-CoV-2. Em um estudo incluindo oito macacos cynomolgus, quatro dos os macacos mais velhos excretaram vírus do nariz e da garganta sem quaisquer sinais clínicos após infecção por SARS-CoV-2. O vírus foi detectado em pneumócitos tipo I e II e em células ciliadas epiteliais da mucosa nasal, brônquica e bronquiolar (Rockx et al., 2020). 

Em outro estudo, dois macacos rhesus que se recuperaram de infecção por SARS-CoV-2 foram reinfectados após a recuperação confirmada, mas eles não mostraram nenhum sinal de COVID-19 quatro semanas depois. Este achado sugere uma possível proteção após infecção natural ou vacinação contra COVID-19. Macacos rhesus mais velhos infectados com SARS-CoV-2 exibiram pneumonia intersticial mais grave do que macacos mais jovens (Yu et al., 2020). Esta diferença relacionada à idade na patogenicidade de SARS-CoV2 em PNH pode ser útil para avaliação de terapêutica e vacinas devido à estreita correlação com humanos. Em um recente estudo, macacos rhesus foram desafiados novamente com SARS-CoV-2 e exibiu uma redução de 5 log10 nos títulos virais no lavado broncoalveolar e mucosa nasal, em comparação com a infecção primária, o que sugere que a infecção por SARS-CoV-2 induz imunidade protetora contra uma exposição subsequente. Esforços também estão em andamento para desenvolver modelos de PNH que pode imitar as comorbidades em COVID- 19, por exemplo, hipertensão e diabetes (Frederiksen et al., 2020).



4.2 Tipos de vacinas



Nos últimos anos, uma grande variedade de novas plataformas de tecnologia de vacinas foram desenvolvidas, graças aos avanços principalmente em biologia molecular e vacinologia, cujas vacinas podem ser inativadas e atenuadas para a entrega de antígenos peptídicos sintéticos e antígenos de proteína produzidos de forma recombinante, bem como partículas semelhantes a vírus (PSV), vírus não replicantes, vetores replicantes, conjugados de polissacarídeo-proteína e vacinas baseadas em ácido nucléico (DNA e RNA) (Delany et al., 2014; Rappuoli et al., 2018). Isso aumenta a diversidade e as chances de desenvolvimento de vacinas candidatas (Frederiksen et al., 2020).

Ainda, em relação à vacina de vírus vivo atenuado, esta é composta de quase todas as proteínas do vírus, e as suas respostas imunológicas induzidas são mais semelhantes às da infecção viral real. No entanto, a modificação baseada na tecnologia de recombinação do gene alvo foi mais amplamente estudada em vacinas contra o coronavírus. (Lauring et al., 2010).

Entre as proteínas do coronavírus, E e nsp16 têm sido considerados os alvos mais potenciais devido a potencial associação com a virulência in vivo (DeDiego et al., 2011). A imunização de SARS-CoV mutante projetado sem a proteína E (rSARS-CoV-ΔE) forneceu imunidade protetora em camundongos transgênicos hECA2 e hamsters sírios dourados contra o desafio viral (Lamirande et al., 2008; Netland et al., 2010).

Já em relação às vacinas de vírus inteiro inativadas são preparadas por inativação do vírus cultivado por calor, ultravioleta (UV) ou produtos químicos, como formalina. Quando comparados a uma vacina de vírus vivo atenuado, eles podem ser produzidos de forma relativamente rápida e fácil com o surgimento de um vírus novo ou variante. Em estudos de vacina de coronavírus, a vacina de vírus inativada induziu anticorpos neutralizantes de alto título e respostas imunes mediadas por células. A imunização com SARS-CoV inativado com luz ultravioleta (Yang et al., 2007; McCray et al., 2007), formaldeído (McCray et al., 2007) e β-propiolactona induziu respostas de células T neutralizantes potentes de anticorpos e CD4 + e CD8 + em camundongos e coelhos (Takasuka et al., 2004; Kong et al., 2005; Spruth et al., 2006). Somado a isso, as vacinas de proteína recombinante têm sido estudadas e avaliadas em termos de eficácia e segurança. A imunização foi alcançada com o domínio extracelular de comprimento total de proteínas S ou proteínas RBD fundidas com Fc (fração cristalizável) de anticorpos neutralizantes potentes induzidos por SARS-CoV em camundongos e/ou coelhos. Proteínas S ou RBD triméricas também induziram respostas imunes humorais e celulares e forneceram proteção contra infecção por SARS-CoV em hamsters (He et al., 2004; He et al., 2005; Bisht et al., 2005).

Em termos de SARS-CoV-2, Novavax (Gaithersburg, MD, EUA) vem desenvolvendo uma vacina de nanopartícula de pico na fase 1/2 do estágio clínico, e outras 50 instituições vêm trabalhando em vacinas de proteína recombinante com foco em proteínas S ou RBD em um período pré -estágio clínico (OMS, 2021). 

Um dos avanços mais notáveis no estudo recente de vacinas de proteína recombinante é o projeto de uma forma de pré- fusão de antígenos de superfície viral com base na biologia estrutural. Os antígenos alvo expressos como uma forma de pré-fusão estável induziram respostas anticorpos neutralizantes mais potentes e de alta afinidade do que proteínas de tipo selvagem em vários modelos de doenças infecciosas (Valkenburg et al., 2016; Crank et al., 2019).

Ainda, as vacinas de partículas semelhantes a vírus (VLP) são partículas nanométricas compostas de proteínas virais. Elas imitam a morfologia de uma partícula de vírus real, mas não se replicam devido à falta de material genômico. Como as VLP mantêm a conformação ideal dos antígenos nativos, elas podem desencadear uma resposta imune forte e apropriada (Kushnir et al., 2012).

Além disso, embora vacinas de DNA não tenham sido aprovadas para humanos, sua imunogenicidade e efeitos terapêuticos foram testados por muito tempo em vários ensaios clínicos para doenças infecciosas (Kushnir et al., 2012; Gary et al., 2020). Assim, as vacinas de DNA que expressam formas inteiras ou truncadas de imunidade humoral e celular induzida pela proteína SARS- CoV S mostrou fornecer proteção contra a infecção por SARS-CoV em modelos murinos (Yang et al., 2004; Hu et al., 2007). Além disso, a imunização primária-reforço heteróloga com vacinas de DNA e SARS-CoV inativado induziu respostas fortes de células T CD4+ e anticorpos (Zakhartchouk et al., 2005).

Também, em destaque, as vacinas de mRNA são caracterizadas pelo rápido desenvolvimento e produção com alta potência. Os métodos de encapsulamento e entrega foram substancialmente melhorados. O uso de moléculas transportadoras, como lipossomas, polímeros catiônicos e partículas de polissacarídeo, aumenta significativamente a eficácia de entrega, permitindo a rápida absorção e alta expressão de antígenos alvo. Devido à segurança e eficácia, bem como produção em massa e imediata, as vacinas de mRNA estão sendo extensivamente avaliadas em várias doenças infecciosas e cânceres. No entanto, nenhum resultado notável foi relatado nos estudos das vacinas SARS (Pardi et al., 2018). Ainda nesse cenário, mas em relação às vacinas de vetores virais, o vetor adenoviral com defeito de replicação que expressa as proteínas S e N de SARS-CoV induziu respostas imunes humorais e celulares em camundongos. Para evitar imunidade pré-existente contra o adenovírus humano, o adenovírus de chimpanzé (ChAdOx1) foi utilizado no desenvolvimento recente de vacinas (Dicks et al., 2012).

Por fim, os modelos animais, incluindo camundongos, hamsters dourados, furões, primatas não humanos e outros animais suscetíveis estão envolvidos nos estudos da COVID-19. Além disso, 117 vacinas candidatas entraram em ensaios clínicos após a avaliação primária em modelos animais, das quais vacinas inativadas, vacinas de subunidades, vacinas com vetor de vírus e vacinas de ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) são candidatas a vacinas promissoras (Wang et al., 2021). 

Apesar da literatura apresentar cerca de 23 vacinas em fase de avaliação clínica e pelo menos 140 vacinas candidatas em avaliação pré-clínica (Li et al., 2021a,b), o presente estudo evidenciou a segurança e eficácia, por meio do grau de confiança e recomendação em dezenove (19) estudos em modelos animais, sendo que desses, dez estudos apontaram apresentar maiores chances de evoluírem nos estudos clínicos e comercialização.

Uma das principais limitações do presente estudo foi a delimitação do período de busca para os estudos, uma vez que a quantidade de artigos publicados sobre o tema COVID-19 resultou na impossibilidade de atualização dos dados. Dessa forma, o nosso estudo foi delimitado até a busca de artigos publicado até dezembro de 2021.

O presente estudo metanalítico apresenta dados que suportam a importância dos animais para os estudos pré-clínico para o desenvolvimento de vacinas contra COVID-19. Evidenciou-se ainda que a segurança e eficácia da vacina é determinada pelo número de animais envolvidos, utilização de grupo controle randomizado e o tempo de seguimento dos estudos.
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Dados suplementares 1. Resumo dos achados literários de 19 estudos selecionados com modelos animais para desenvolvimento de vacinas contra SARS-COV, com foco no tamanho das amostras (número de animais), variedade de animais em cada estudo e seguimento dos estudos.

		Autores

		Modelos Animais 

(n amostral)

		Vacinas

		Principais Resultados

		Seguimento (dias)



		Bao et al.,

2020

		Camundongos transgênicos hECA2 (n=19)

		Vírus inativado

		Perda de peso e replicação do vírus nos pulmões de camundongos hECA2 infectados com SARS-CoV-2. Histopatologia: pneumonia intersticial com infiltração de número considerável de macrófagos e linfócitos no interstício alveolar e acúmulo de macrófagos nas cavidades alveolares. Antígenos virais em células epiteliais brônquicas, macrófagos e epitélios alveolares. Achados não observados em camundongos do tipo selvagem infectados com SARS-CoV-2. Confirmação da patogenicidade do SARS-CoV-2 em camundongos.

		14



		Sun et al., 

2020

		Camundongos transduzidos com Ad5-hECA2

		Plasma humano convalescente

		Protocolo de infecção de camundongos transduzidos muito reprodutível. Altos níveis de replicação viral nos pulmões. Não houve letalidade, mas camundongos sensibilizados com Ad5-hECA2 úteis para avaliação de vacinas e terapias antivirais. Demonstração de papéis críticos para a sinalização de IFN-I e STAT1 e anticorpos específicos de vírus e células T na resposta do hospedeiro ao SARS-CoV-2. Eficácia do plasma convalescente derivado do paciente.

		5



		Wang et al., 

2020

		- camundongos Balb/c 

-ratos Sprague–Dawley

- ratos Wistar

-porquinhos-da-índia 

- coelhos brancos

-macacos Cynomolgus 

- macacos Rhesus

		Vacina inativada para SARS-CoV-2 por β-propio- lactona

		Boa tolerância e estimulo de altos níveis de IgG específica e anticorpos neutralizantes.  Baixa ou nenhuma toxicidade em três espécies de animais no estudo pré-clínico da vacina candidata. A vacina de virion inteiro inativada foi caracterizada com dupla inativação segura, sem uso de DNases e alta pureza. Dosagens, tempos de reforço, adjuvantes e esquemas de imunização mostraram-se importantes para estimular uma forte resposta imune humoral nos animais testados.

		28



















		Arunachalam et al., 2021 

		- macacos Rhesus

		Vacina	de subunidade com nanopartículas de proteína I53-50 (RBD-NP) 

		A imunização com RBD-NP com AS03, CpG1018-alum, emulsão de esqualeno em água (AS37) e uma emulsão óleo-em-água contendo α-tocoferol (AS37) induziram respostas substanciais de anticorpos neutralizantes e células T CD4 e conferiu proteção contra a infecção por SARS-CoV-2 nas faringes, narinas e lavado broncoalveolar. A resposta do anticorpo neutralizante ao vírus vivo foi mantida até 180 dias após a vacinação com RBD-NP em AS03 (RBD-NP-AS03), e correlacionada   com   a   proteção   contra   infecção.   A imunização RBD-NP neutralizou de forma cruzada a variante B.1.1.7 SARS-CoV-2 de forma eficiente, mas mostrou uma resposta reduzida contra a variante B.1.351. Porém, mostrou resposta reduzida contra a variante B.1.351. RBD-NP-AS03 produziu uma redução de 4,5 vezes na neutralização de B.1.351 enquanto o grupo imunizado com RBD-NP-AS37 produziu uma redução de 16 vezes na neutralização de B.1.351.

		180



		Brouwer et al., 2021

		- camundongos (n=8)

- coelhos (n=8) 

- macacos Cynomolgus (n=10)



		Vacina de nanopartículas baseada      em proteínas de dois componentes que exibem cópias da spike (SARS-CoV-2 S-I53- 50NP)

		Os resultados de imunização mostraram que esta vacina induz potentes respostas de anticorpos neutralizantes em camundongos, coelhos e macacos Cynomolgus. A imunidade induzida pela vacina protege os macacos contra um desafio de alta dose, resultando em infecção viral fortemente reduzida e replicação nas vias aéreas superiores e inferiores.

		21



		Dey et al., 2021

		- camundongos BALB/C

- coelhos

- porquinhos-da-índia 

		Vacina ZyCoV-D composta por um vetor de plasmídeo de DNAcarregando o gene que codifica a proteína spike (S) do vírus SARS-CoV-2

		O estudo demonstrou que a vacina de DNA induziu uma resposta de anticorpos, incluindo anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 e também provocou resposta Th-1, conforme evidenciado por níveis elevados de IFN-γ.



		126





















		DiPiazza et al., 2021

		Camundongos 

(n = 40)

		Vacina	de proteína spike desnaturada por calor (S- 2P),	ou mRNA-1273

		A vacina mRNA-1273 induziu anticorpos neutralizantes potentes e resposta balanceada ou assimétrica do tipo 1, particularmente na dose de 1 μg, e os camundongos foram protegidos da replicação viral e inflamação pulmonar após o desafio viral. É importante ressaltar que uma dose de mRNA subprotetora de 0,1μg foi associada à imunopatologia reduzida após o desafio em comparação com os grupos controle e Th2-skewing. Esses resultados demonstram que o mRNA-1273 induz uma potente imunidade antiviral e um perfil imunológico favorável não associado à doença respiratória aumentada associada à vacina, mesmo em doses subprotetoras

		14



		Geng et al., 2021

		Camundongos (n=25)

		Vacina nanopartículas semelhantes a vírus (VLP) que exibe 120 cópias do SARS-CoV-2

RBD em sua superfície (VLP-RBD)

		Em comparação com a vacina RBD, a vacina VLP-RBD induziu cinco vezes mais anticorpos neutralizantes em camundongos que bloquearam eficientemente o SARS-CoV-2 de se ligar ao seu receptor hospedeiro e neutralizou potentemente a entrada celular de cepas variantes de SARS- CoV-2, SARS- CoV-1 e coronavírus de morcego relacionado ao SARS-CoV-1. Essas respostas imunes neutralizantes induzidas pela vacina VLP-RBD não diminuíram durante o período de estudo de dois meses. Além disso, a vacina VLP- RBD protegeu efetivamente os camundongos do desafio SARS-CoV-2, reduzindo drasticamente o desenvolvimento de sinais clínicos e alterações patológicas em camundongos imunizados.

		60



		Kalnin 

et al., 2021

		- camundongos (n=10)

- macacos Cynomolgus (n=10)

- hamsters dourado sírio (n=88)

		Vacina de mRNA com base na glicoproteína spike (S) (MRT5500)

		Indução de ACs neutralizantes potentes conforme medido em ensaios de neutralização em todos os três modelos pré-clínicos. Proteção contra perda de peso induzida por SARS-CoV-2 e patologia pulmonar em hamsters. Respostas com viés de Th1 em camundongos e primatas não humanos (PNH), reduzindo possíveis doenças respiratórias associadas a respostas com viés de Th2.

		49





















		Kozlovskaya et al., 2021 

		- camundongos

- hamsters sírios

- ratos Wistar

- porquinhos–da-índia

- saguis comuns

		Vacina	de virion inteiro

Inativada com β-propiolactona CoviVac

		Vacina não apresentou sinais de toxicidade aguda/crônica, reprodutiva, embrionária e fetal, ou efeitos teratogênicos, bem como não apresentou propriedades alergênicas nas espécies animais estudadas. A vacina induziu uma resposta imune humoral estável e robusta, tanto na forma de IgG e NAbs anti-SARS-CoV-2 específicos em camundongos, hamsters sírios e saguis comuns. Os níveis de NAb não diminuíram significativamente ao longo de um ano. O curso de duas imunizações protegeu hamsters sírios de pneumonia grave após desafio intranasal com o vírus vivo.

		14



		Liang et al., 2021

		- ratos Sprague Dawley (SD) (n=10,

- camundongos (n=8)

- macaco Rhesus  (n=18)

		Vacina	S-Trimer, com subunidade trimérica nativa (tecnologia Trimer-Tag), tanto com AS03 (emulsão de óleo em água) quanto     com

CpG 1018 (agonista     de TLR9) mais adjuvantes de alúmen.

		A imunização de S-Trimer com AS03 (emulsão de óleo em água) ou CpG 1018 (agonista de TLR9) mais adjuvantes de alúmen induziu alto nível de anticorpos neutralizantes e respostas imunes celulares com viés Th1. Macacos rhesus imunizados com S-Trimer adjuvante foram protegidos do desafio SARS-CoV-2 em comparação com controles de veículos, com base em observações clínicas e redução de cargas virais nos pulmões. Portanto, Trimer-Tag pode ser uma importante tecnologia de plataforma para produção escalável e rápido desenvolvimento de vacinas de subunidade seguras e eficazes.

		28



		Lien et al., 2021

		Hamsters sírios dourados (n=40)

		Vacina baseada	em SARS-CoV-2 spike (S-2P) de pré-fusão estável com adjuvante, MVC- COV1901

		Antes do desafio, a vacina induziu altos níveis de Acs neutralizantes (IgG 10.000 vezes mais alto e uma média de títulos neutralizantes de pseudovírus). Seis dias após infecção, hamsters vacinados não exibiram qualquer perda de peso associada à infecção e reduziram significativamente a patologia pulmonar. Níveis de carga viral pulmonar foram reduzidos a níveis inferiores ao limite de detecção em comparação com animais não vacinados. A vacinação com 1μg ou 5μg de S-2P com adjuvante produziu imunogenicidade comparável e proteção contra infecção.

		21



























		Li et al., 

2021(a)

		- camundongos

- coelhos	

- primatas não humanos

		Combinação de vacina de DNA que codifica a proteína Spike(S) de comprimento total do SARS-CoV-2 e vacina de proteína S1 recombinante

		Induziu Acs neutralizantes de alto nível e respostas imunes de células T em modelos animais pequenos e grandes. Mais significativamente, a co-entrega de componentes de DNA e proteínas ao mesmo tempo provocou proteção total contra o desafio intratraqueal dos vírus SARS-CoV-2 em macacos rhesus imunizados. Como as vacinas de DNA e proteína provaram ser seguras em estudos humanos anteriores, e as vacinas de DNA são capazes de induzir o desenvolvimento de células B do centro germinativo, o que é crítico para respostas de células B de memória de alta afinidade, a abordagem da vacina de co-entrega de DNA e proteína tem grande potencial para servir como uma abordagem segura e eficaz para desenvolver vacinas COVID- 19.

		56



		Lu et al.,

 2021

		- rato de algodão

-camundongos IFNAR-/-

-camundongos IFNAR-/-

hCD46 

-hamsters sírios dourados

		Vacinas recombinantes

atenuadas que expressam várias formas da proteína spike (S) SARS-CoV-2

		Animais imunizados com rMeV-preS produziram níveis mais altos de anticorpos neutralizantes do que os encontrados em soros convalescentes de pacientes com COVID-19 e uma forte resposta de células T com viés Th1. O rMeV-preS também forneceu proteção completa de hamsters contra o desafio com SARS-CoV-2, impedindo a replicação em pulmões   e   cornetos   nasais, perda   de   peso   corporal, tempestade de citocinas e patologia pulmonar. Esses dados demonstram que aproteína S de prefusão estabilizada expressando rMeV (rMeV-preS) é um candidato a vacina seguro e altamente eficaz.

		32



		Ragan et al.,

2021

		Hamsters sírios (n=32)

		Vacina de vírion inteiro

inativada (SolaVax)

		Resultados preliminares: respostas que ocorrem como resultado da vacina e impacto das formulações  adjuvantes, desenvolvidas para promover respostas imunes do tipo Th1, têm na eficácia da vacina e na proteção contra infecção após o desafio com SARS-CoV-2. Vacina de vírus inteiro para COVID-19 usando esse método fotoquímico específico pode ter utilidade potencial na preparação de uma dessas vacinas candidatas.

		28



		Saunders 

et al., 2021

		Macacos  Rhesus  

(n=13)

		RNAm modificado por nucleosídeos encapsulado em nanopartículas lipídicas (mRNA-LNP)

		Título de neutralização inibitória recíproca de 50% do soro (ID50) de 47.216 para SARS-CoV-2, bem como na proteção contra SARS-CoV-2 no trato respiratório superior e inferior folhetos. Os   mRNAs modificados por nucleosídeos que codificam um pico transmembranar estabilizado ou domínio de ligação ao receptor monomérico também induziram respostas de anticorpos de neutralização cruzada contra SARS-CoV e coronavírus de morcego, embora em títulos mais baixos do que os alcançados com as nanopartículas. As vacinas atuais baseadas em mRNA podem fornecer proteção contra futuros surtos	de -coronavírus.

		77



		Tran et al., 2021

		- camundongos BALB/c (n=60)

-  hamsters sírio (n=10) 

- Macaca leonina

		Vacina SARS- CoV-2, Nanocovax, com base na produção de proteína recombinante da porção extracelular da proteína spike (S)

		Indução de altos níveis de IgG específica para proteína S e anticorpos neutralizantes nos três modelos animais. Além disso, um estudo de desafio viral usando o modelo de hamster mostrou que Nanocovax protegeu o trato respiratório superior da infecção por SARS- CoV-2. Nanocovax não induziu quaisquer efeitos adversos em camundongos e ratos.

		45



		Tostanoski 

et al., 2021

		- camundongos BALB/c (n=20)

		Vacinas de adenovírus rhesus sorotipo 52 (RhAd52)

		As vacinas provocaram respostas robustas de anticorpos específicos para SARS- CoV-2 e protegem contra doenças clínicas e replicação viral nos pulmões. OS títulos de Acs e ligação e neutralização correlacionaram-se com a eficácia protetora. Os dados validam o modelo inoculado com cepa de SARS-CoV-2 adaptada a camundongos como ferramenta para rastrear e estudar novas vacinas, e o desenvolvimento de vacinas RhAd52 para COVID-19.
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		Vogel et al., 2021 

		- camundongos

- macacos Rhesus

		Vacinas BNT162b1 e BNT162b2 que contêm RNAm modificado por nucleosídeos com nanopartículas lipídicas.

		Em camundongos, dose intramuscular de qualquer vacina candidata provoca resposta de Acs dose-dependente com altos títulos de inibição de entrada de vírus e fortes respostas de células     T-helper-1 CD4+ e IFNγ+CD8+. O reforço primário de macacos com candidatos BNT162b induz títulos de média geométrica neutralizantes de SARS-CoV-2 8,2-18,2 vezes aos de um painel de soros humanos convalescentes. Proteção de macacos contra SARS-CoV-2; em particular, BNT162b2 protege trato respiratório inferior contra presença de RNA viral e não mostra aumento da doença.

		30
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Autores/Grau   de   Confiança  GRAU   DE   CONFIANÇA   E   RECOMENDAÇÃO   (%)          Grau   de   Confiança   e   Recomendação   (%)  


Bao et   al.,   2020   50  


Kalnin   et   al., 2021   90  


Wang   et al.,   2020   95  


Sun   et   al., 2020   25  


Lu   et   al., 2021   90  


Vogel   et al.,   2021   95  


Li   et   al., 2021   95  


Kozlovskaya   et al.,   2021   50  


Arunachalam   et al., 2021   90  


Saunders   et   al., 2021   85  


Ragan   et   al.,   2021   70  


Liang   et al., 2021   95  


DiPiazza   et al.,   2021   60  


Brouwer   et   al.,   2021   70  


Lien   et al., 2021   60  


Dey et al.,   2021   90  


Geng   et al.,   2021   60  


Tran   et   al.,  2021   95  


Tostanoski   et   al.,   2021   60  
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