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RESUMEN. EL SARS-CoV-2 es el agente etioldgico responsable de la enfermedad COVID-19 que inicié una pandemia desde finales de
2019. Existen distintos modelos animales para esta enfermedad siendo el modelo de ratdn transgénico K18-hACE2, originalmente
desarrollado para el estudio del SARS-CoV-1, de gran relevancia en el contexto actual. Considerando que los ratones se comercializan
como hemicigotas y dada la ausencia de ratones homocigotas para el transgén K18-hACE2, el objetivo de este trabajo fue generar una
colonia de ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg bajo condiciones ambientales controladas. Para la F1 se utilizaron 10 ratones
hemicigotas (7 hembras y 3 machos), de 6-8 semanas de edad, provenientes de The Jackson Laboratory (USA). De la F1 se identificaron
mediante genotipificacion por PCR 78 animales: 62 hemicigotas (Tg/0) y 16 salvajes (0/0). Aquellos animales identificados como
transgénicos se cruzaron con ratones C57BL/6J para seleccionar los parentales homocigotas que generaron 100% de hemicigotas en la
F2. De 224 crias analizadas, se obtuvieron 7 parentales homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg que fueron utilizados para la colonia fundacién
de ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg. El modelo de ratén homocigota K18-hACE2-Tg/Tg desarrollado en este trabajo podra ser
empleado para el estudio de la patogénesis de la enfermedad y la evaluacién de posibles terapéuticos contra el SARS-CoV-2.

RESUMEN. Generation of a colony of homozygous K18-hACE2 transgenic mice for the evaluation of vaccine and therapeutic
candidates against SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 is the causative etiological agent of the COVID-19 disease that started a pandemic in late
2019. Among different animal models for this disease, the K8-hACE2 transgenic mouse model, originally developed for the study of
SARS-CoV-1, proved to be of great relevance in the current context. Considering that those mice are marketed as hemizygous and
given that homozygous mice for the K18-hACE2 transgene are not commercially available, this work aimed to describe the creation of
a colony of homozygous K18-hACE2-Tg/Tg mice under controlled environmental conditions. For the F1 progeny 10 hemizygous mice (7
females and 3 males), between 6-8 weeks of age, from The Jackson Laboratory (USA) were used. From the F1, 78 animals were
identified by PCR genotyping: 62 hemizygous (Tg/0) and 16 wild types (0/0). Those animals identified as transgenic were crossed with
C57BL/6J mice to select the homozygous parents that generated 100% hemizygous in F2. From a total of 224 analyzed offspring, 7
homozygous K18-hACE2-Tg/Tg parents were obtained, which were used for the foundation colony of homozygous K18-hACE2-Tg/Tg
mice. The homozygous K18-hACE2-Tg/Tg mouse colony developed in this work will be able to use for the study of pathogenesis and
the evaluation of possible therapeutics against SARS-CoV-2.

Palabras clave: Ratones homocigotas K18-hACE2, genotipificacion, modelo preclinico, COVID-19

Keywords: K18-hACE2 homozygous mice, genotyping, preclinical model, COVID-19
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Introduccion

En 2019, una serie de casos de neumonia severa en la
ciudad de Wuhan (China) asociados a un nuevo corona-
virus condujeron a un estado de alerta epidemioldgico
que, a tres meses de su inicio, fue declarado como
pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Zheng, 2020; Zhou et al., 2020).

Inicialmente, este virus se denomind nuevo coronavirus
2019 (2019-nCoV, del inglés 2019-novel coronavirus) y
la enfermedad originada por dicho agente etioldgico
fue definida como COVID-19 (del inglés coronavirus
disease 2019) (Zhu et al., 2020). Posteriormente, en
febrero del afio 2020, la OMS junto al Comité Interna-
cional sobre Taxonomia de Virus establecieron el
nombre de coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo 2 (SARS-CoV-2, del inglés severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus-2) (Gorbalenya et al.,
2020; Wu F et al., 2020).

Los coronavirus (CoVs) son virus envueltos cuyo
genoma consiste en una Unica molécula de ARN simple
cadena y polaridad positiva. Pertenecen a la familia
Coronaviridae (Orden Nidoviridae) y son capaces de
producir signos a nivel respiratorio, gastrointestinal,
hepatico y neuroldgico en diferentes especies de aves y
mamiferos, incluyendo camélidos, murciélagos, civetas,
ratas, ratones, perros y gatos (Cui et al., 2019; Weiss y
Leibowitz, 2011). La familia Coronaviridae se divide en
dos subfamilias: Coronavirinae y Torovirinae. Los géne-
ros alfacoronavirus y betacoronavirus de la subfamilia
Coronavirinae pueden afectar a los seres humanos
produciendo multiples afecciones que incluyen desde
una infeccidn respiratoria leve hasta enfermedades mas
graves como el sindrome respiratorio de Medio Oriente
(MERS) y el sindrome respiratorio agudo severo (SARS)
(Su et al., 2016). El surgimiento de estos CoVs alta-
mente patégenos, SARS-CoV en 2002 y MERS-CoV en
2012, genero brotes de neumonia graves evidenciando
el impacto de dichas enfermedades que adquirieron
dimensiones de epidemia (Lee et al., 2003; Zaki et al.,
2012).

El SARS-CoV-2 puede causar lesiones que desencadenan
enfermedades respiratorias, gastrointestinales, cardio-
vasculares, oculares, hepaticas y neuroldgicas que
conllevan, en algunos casos, a la muerte de pacientes
afectados por COVID-19 (Hong et al., 2020; Jin et al.,
2020; Prasad y Prasad, 2020).

La secuenciacién gendmica completa y el analisis filo-
genético de muestras provenientes de pacientes infec-
tados permitieron identificar al SARS-CoV-2 como un
virus del género betacoronavirus (subfamilia Corona-
virinae), compartiendo el mismo género que los CoVs
causantes del SARS y MERS. La similitud gendmica del
SARS-CoV-2 respecto del SARS-CoV (nombrado
retrospectivamente como SARS-CoV-1) y MERS-CoV fue
del 79 % y 50 %, respectivamente (Lu et al., 2020; Ren
et al.,, 2020). Ademas, el SARS-CoV-2 presentd una
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similitud gendmica del 96 % con el CoV de murciélago,
considerado reservorio natural de los CoVs (Zhou et al.,
2020).

Al igual que el resto de los CoVs, la estructura del SARS-
CoV-2 consta de un genoma viral que codifica proteinas
estructurales y no estructurales. Las proteinas estructu-
rales, nucleocapside (N), membrana (M), envoltura (E),
y la espicula o espiga (S, del inglés Spike) se distribuyen
en la capside y la envoltura siendo responsables de la
infectividad y replicacion viral (Malik, 2020; Walls et al.,
2020). La proteina trimérica S se organiza mediante
proyecciones en forma de espiculas que caracterizan la
estructura de la superficie del virion otorgando un
aspecto de corona y de ahi el nombre de coronavirus.
La proteina S del SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 comparten
el 76,5% de su secuencia aminoacidica y presentan un
alto grado de homologia (Li et al., 2005; Xu et al., 2020).

El paso fundamental para el ingreso del virus en las
células hospedadoras es la unidn a receptores especi-
ficos ubicados en la superficie celular que interaccionen
con la proteina S (Wrapp et al.,, 2020; Zhang et al.,
2020). Dicha proteina posee dos subunidades funciona-
les S1 y S2, la subunidad S1 esta especializada en el
reconocimiento y unidn con el receptor de la célula
hospedadora; mientras que la funcién de la subunidad
S2 es la fusién del virus con las membranas celulares
(Hulswit et al., 2016).

El receptor para la proteina S del SARS-CoV-1 y SARS-
CoV-2 es la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2, del inglés Angiotensin Converting Enzyme 2). La
union de la subunidad S1 al receptor ACE2 genera un
complejo que es procesado cataliticamente por una
serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2), lo cual
conduce a la escision del ACE2 y la activacion de la
subunidad S2. Este proceso lleva a la fusién de la
membrana viral por endocitosis que posibilita la entra-
da del virus y posterior liberacion de su ARN en el
citoplasma de la célula hospedadora (Li et al., 2003; Lu
et al., 2020; Walls et al., 2020; Wan et al., 2020).

Se ha demostrado por estudios predictivos que la
proteina S del SARS-CoV-2 presenta una mayor afinidad
por el ACE2 humano respecto del SARS-CoV-1, lo cual
potencia la habilidad del SARS-CoV-2 para incrementar
la tasa de contagio entre personas (Nguyen et al., 2020;
Wrapp et al., 2020).

La expresion diferencial del ACE2 en los tejidos del
cuerpo humano podria actuar como un potencial
objetivo viral indicando la posible ruta de la infeccidn
por SARS-CoV-2. Se ha identificado la presencia del
ACE2 en la superficie extracelular de distintos 6rganos
como cerebro, corazon, rifiones, pulmones e intestino y
especificamente, en las células epiteliales alveolares
tipo Il de pulmén y en enterocitos del intestino delgado
(Harmer et al., 2002; Hamming et al., 2004). La mayor
expresion del ACE2 en estos tejidos se correlaciona con
los sintomas principales de la enfermedad por COVID-
19, en tre los que se incluyen fiebre, tos seca, mialgia,



fatiga y dificultad respiratoria y, en menor grado,
diarrea, nduseas y vomitos (Huang et al., 2020).

Dada la emergencia debida a la falta de inmunidad
preexistente frente al SARS-CoV-2, numerosos trabajos
cientificos se encuentran dirigidos al desarrollo de
posibles alternativas terapéuticas a corto y largo plazo
para el tratamiento y la prevencion de esta enfermedad
que reduzca la morbilidad y mortalidad de los pacientes
infectados.

Si bien los modelos in vitro basados en cultivos de
células, tejidos u organoides posibilitan el estudio de la
biologia del SARS-CoV-2 y el abordaje de blancos
celulares bajo condiciones controladas de laboratorio,
reflejan parcialmente la complejidad estructural e inter-
relacion funcional de los sistemas de drganos de un ser
humano (Hui et al., 2020; Xia et al., 2020).

A diferencia de los modelos in vitro, los modelos in vivo
brindan una herramienta valiosa para el analisis de la
historia natural de la enfermedad y son de gran relevan-
cia para la evaluacién de la seguridad y eficacia de
posibles antivirales y vacunas contra el SARS-CoV-2
(Yuan et al., 2020). Distintos estudios han reportado
que tanto pequefios como grandes animales, entre ellos
ratones, hamsters, conejos, murciélagos, gatos, perros,
hurones y primates no humanos, pueden infectarse con
el SARS-CoV-2, lo cual posibilitaria su empleo como
modelos in vivo del COVID-19 (Mufioz-Fontela et al.,
2020; Rosa et al., 2021).

Los ratones presentan algunas caracteristicas propias
que los han posicionado como modelos in vivo de exce-
lencia dentro de las que se encuentran el background
genético conocido, tamaio, disponibilidad, facilidad de
manipulacién y alojamiento, bajo costo y su utilizacion
previa en el estudio de la patogénesis de los CoVs
humanos, que les otorga cierta ventaja frente al resto
de los animales (Cockrell et al., 2018).

El SARS-CoV-2, al igual que el SARS-CoV-1, presenta una
mayor afinidad por el receptor de la enzima converti-
dora de angiotensina | humana peptidil dipeptidasa A 2
(hACE2) respecto de otras especies animales (Li et al.,
2006; Wan et al, 2020). Li et al, (2004) han
demostrado que la replicacion del SARS-CoV-1 en
ratones salvajes no era efectiva, debido a que el
receptor del raton (mACE2) se une menos eficien-
temente que el hACE2 a la subunidad S1 de la proteina
S del SARS-CoV-1. Dicho fenémeno asociado a la
replicacion viral, también se observd en animales
infectados con el SARS-CoV-2 debido a la falta de
interacciones eficientes entre la proteina S y el mACE2
(Zhou et al.,, 2020). Como consecuencia de esta
limitacidon, se han desarrollado modelos de ratones
transgénicos que expresan la proteina hACE2 para
aumentar la replicacion viral y reproducir la signologia
ligada al SARS (McCray et al., 2007; Tseng et al., 2007;
Bao et al., 2020; Jiang et al., 2020).
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En los modelos de ratones transgénicos descriptos
hasta el momento, la expresion de la hACE2 se
encuentra asociada al control de promotores como la
queratina 18 humana (K18) (McCray et al., 2007); un
promotor CAG compuesto por la secuencia potencia-
dora de citomegalovirus, el promotor del gen de la B-
actina de pollo y el sitio de poliadenilacion y splicing del
gen de la globina de conejo (Tseng et al., 2007); la
secuencia codificante del hACE2 (Bao et al., 2020) o el
factor nuclear homologo-4 del hepatocito (HFH4) (Jiang
et al.,, 2020). Se han reportado distintos niveles de
replicacion viral en los érganos blanco y diferencias en
la patogénesis de la enfermedad, producto de la
variabilidad en la expresion celular y tisular del hACE2
en estos modelos transgénicos. La letalidad de los
animales se ha vinculado a fallas multiorganicas, inclu-
yendo el dafio observado en los pulmones, considerado
el principal érgano blanco del SARS-CoV-2 en pacientes
que sufren COVID-19 (Wu F et al., 2020).

Particularmente el modelo de raton transgénico K18-
hACE2, originalmente desarrollado por McCray et al.,
(2007) para el estudio del SARS-CoV-1, adquiere gran
importancia desde la emergencia del SARS-CoV-2.

Los rasgos caracteristicos de este modelo se encuentran
estrechamente relacionados con la inserciéon del
transgén k18-hACE2. El disefio del transgén de 6,8 kb
consistidé en una secuencia gendmica de 2,5 kb del gen
de la queratina 18 humana (KRT18) con el promotor, el
primer intron que presentd una mutacion en el sitio
aceptor de empalme 3" para reducir el salto del exén y
una secuencia potenciadora de la traduccién (TE) del
virus del mosaico de la alfalfa corriente arriba de la
secuencia codificante de la hACE2 seguida de los exones
6-7 y la sefial poli (A) del gen K18 humano. Estos
elementos posibilitaron un mayor nivel de expresidon y
especificidad epitelial.

En los ratones transgénicos K18-hACE2 infectados con
SARS-CoV-1, la expresion del ARNm del hACE2 se
detectd en pulmones, higado, rifiones, colon y cerebro.
Los animales resultaron altamente susceptibles a la
infeccion evidenciada por una alta carga viral e infla-
macion en pulmones, pérdida de peso significativa y
morbilidad a partir del cuarto dia pos-infeccion (McCray
et al.,, 2007).

Basado en los antecedentes previamente mencionados
sobre la mayor afinidad del SARS-CoV-2 por el hACE2
comparado al SARS-CoV-1 junto a la susceptibilidad de
los animales transgénicos K18-hACE2 frente al SARS-
CoV-1, se demuestra que este modelo animal también
puede ser considerado para el estudio del SARS-CoV-2.

Se ha reportado que la infeccion por SARS-CoV-2 en
ratones K18-hACE2 produjo dafio pulmonar agudo fatal,
similar al SARS-CoV-1, asociado con niveles altos de
citoquinas inflamatorias y acumulacion de células
inmune en los pulmones (McCray et al., 2007; Moreau
et al., 2020; Winkler et al., 2020; Zheng et al., 2021). En
algunos trabajos, el SARS-CoV-2 generd infecciones



neuronales letales en ratones K18-hACE2 (Carossino et
al.,, 2021; Kumari et al., 2021). Oladunni et al., (2020)
demostraron una respuesta inflamatoria del tipo
“tormenta de citoquinas” en ratones K18-hACE2
infectados con SARS-CoV-2 similar a la observada en
seres humanos. Ademas, Zheng et al., (2021)
comprobaron que el pretratamiento con plasma de
pacientes recuperados de COVID-19 en ratones K18-
hACE2 infectados previno los sintomas de neumonia
grave.

En consecuencia, dado que los ratones K18-hACE2
infectados con el SARS-CoV-2 presentan muchos de los
signos clinicos observados en pacientes con COVID-19
puede considerarse que constituyen un modelo
preclinico apropiado para el estudio de la patogénesis
de esta enfermedad y la evaluacién de posibles
candidatos terapéuticos y preventivos contra la infec-
cién por el SARS-CoV-2.

Si bien en la actualidad existen diversos modelos de
ratones para el transgén K18-hACE2, el modelo
propuesto en este trabajo se basa en el ratén
transgénico B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/J producido por
The Jackson Laboratory. En dicho modelo, el constructo
conteniendo el transgén K18-hACE2 ha sido generado
en embriones (C57BL/6J x SIL/J), produciendo ratones
transgénicos K18-hACE2 con 8 copias completas del
transgén los cuales fueron retrocruzados con ratones
C57BL/6J para el mantenimiento y ampliacion de la
colonia. Sin embargo, estos animales son provistos
como hemicigotas para el transgén K18-hACE2 y por
ello, como producto de su apareamiento, pueden
transmitir un ndmero variable de copias a su descen-
dencia dependiendo de aquellas copias disponibles en
los respectivos progenitores. Aunque existen distintos
métodos para diferenciar entre ratones hemicigotas y
homocigotas, los cebadores utilizados en este trabajo
estan disefiados para detectar la construccién del
transgén K18-hACE2 pero no permiten distinguir entre
ambos genotipos. Consecuentemente, esto conlleva la
necesidad de genotipificar por técnicas de PCR a todos
los animales para identificar los portadores, ya que no
existen variaciones fenotipicas detectables que permi-
tan hacerlo.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue la generacion de
una colonia de ratones transgénicos homocigotas a
partir de los ratones B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2PrImn/J (K18-
hACE2). Esto facilitaria la produccién de descendencia
portadora del gen de interés, sin la necesidad de
realizar el genotipado por PCR. Ademas, reduciria el
tiempo entre la produccién y uso de los animales,
espacio de alojamiento, costos y fundamentalmente,
permitird disponer de un stock permanente de ratones
homocigotas K18-hACE2 que puedan ser utilizados para
la ejecucién de ensayos preclinicos de posibles farma-
cos para el tratamiento y prevencidon de COVID-19.
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Materiales y métodos
Animales

Se adquirieron desde Estados Unidos 10 ratones
hemicigotas (7 hembras y 3 machos, de una edad
estimada de 6-8 semanas) para el transgén K18-ACE2
(Niumero de stock 034860, B6.Cg-Tg(K18-ACE2)
2Prlmn/), The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA).

Los animales fueron alojados en instalaciones del
Centro de Medicina Comparada (CMC, Instituto de
Ciencias Veterinarias del Litoral, UNL-CONICET)
habilitadas y certificadas por ANMAT y SENASA, con
fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad, temperatura
controlada de entre 20 y 24 °C, con libre acceso a
alimento comercial (GEPSA, Argentina) y agua bajo
condiciones ambientales controladas (sistema acondi-
cionador de aire con filtrado de alta eficiencia, racks de
cajas ventiladas individualmente (IVC), estaciones de
recambio y cabinas de seguridad bioldogica con
proteccion de clase Il (Allentown Inc., USA) y sistema de
monitoreo automdtico de condiciones ambientales).
Los animales del CMC estan definidos microbio-
légicamente como libres de patdgenos especificados y
son sometidos a controles sanitarios internos y
externos, realizados en el Centro de Diagndstico Vete-
rinario (Buenos Aires, Argentina) y Charles River
Laboratories (USA), donde se evalian los micror-
ganismos incorporados en el listado de FELASA
(Federation of European Laboratory Animal Science
Associations FELASA, Mahler et al., 2014). Los ratones
K18-ACE2 fueron controlados sanitariamente en el
momento del ingreso de manera permanente por la
unidad de monitoreo ambiental y sanitario del CMC, de
acuerdo con los procedimientos operativos estandari-
zados vigentes. Previo al inicio de las actividades, los
animales fueron sometidos a una cuarentena de dos
semanas.

Generacion de la F1 hemicigota

A partir de los ratones hemicigotas K18-hACE2 adqui-
ridos, se seleccionaron progenitores machos y hembras
para el armado de distintos planteles reproductores del
tipo K18-hACE2 Tg/0 x K18-hACE2 Tg/0 designados
como colonia fundadora filial 0 (FO). Para ello, se utilizé
un sistema de apareamiento en harem mediante
parejas formadas por un macho K18-hACE2 con dos
hembras K18-hACE2. Las crias producto de estos
apareamientos, denominadas como F1, fueron geno-
tipificadas para determinar la presencia del transgén en
la descendencia como se detallard mas adelante (Figura
1).

Seleccion de la F1 homocigota

Como producto de la genotipificacidon se obtuvieron los
animales F1, portadores del gen hACE2, tanto homo
como hemicigotas. Para lograr la identificacion de los
animales homocigotas, se recurrid a aparear cada ratén



transgénico con un animal C57BL/6J no portador del
transgen (wild type) de la colonia disponible en el CMC
y analizar la segregacion de los diferentes genotipos en
las crias generadas en el primer apareamiento. Se
consideraron homocigotas y se reservaron para la
posterior generacién de la colonia homocigota, aquellos
animales transgénicos donde el andlisis de la
descendencia de la pareja generd un 100 % de las crias
positivas en la genotipificacién del transgén en las
camadas generadas.

FO
X

Mache hemicigota
K18-hACE2-Tg/0

Hembra hemicigota
K18-hACE2-Tg/0

25 % Wild type 50 %t

Y

25% H
a/0 T9/0

To/Tg

75 % ratones transgénicos K18-hACE2

¥

K18-hACE2
Hemicigota /0

-

C57BL/8)

Wild type 0/0
I R

50 % Hemicigotas 50 % Wild Type
To/0 o/0

Generacion de la F2 homocigota

Una vez identificados los progenitores homocigotas
K18-hACE2 de la F1, se comenzd con el cruzamiento de
los individuos homocigotas mediante un sistema por
parejas monogamicas (una hembra homocigota con un
macho homocigota). Las crias obtenidas del cruce de
parejas homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg se geno-
tipificaron para determinar la presencia del gen hACE2
(Figura 1).

Colonia fundacién homocigota K18-hACE2

P | P

Macho K18-hACE2 Hembra K18-hACE2
Homocigota Ta/Tg Homacigota Ta/Tg

—

-4

100 % K18-hACE2
Homocigota Tg/Tg

P

-4

-4

K18-hACE2
Homocigota Tg/Tg

C57BL/6
wild type 0/0

—

F2

100 % Hemicigotas

Tg/0

Figura 1. Generacion de una linea de ratones homocigotas para el transgén K18-hACE2 a partir de ratones hemicigotas K18-hACE2 y
C57BL/6J. La F1, generada mediante el cruce de ratones hemicigotas K18-hACE2 provenientes de The Jackson Laboratory produjo 75 %
de animales transgénicos. El analisis de la descendencia de la F2, producto del cruce de dichos animales transgénicos con ratones
C57BL/6J wild type 0/0 permitio identificar a los progenitores, siendo homocigota para el gen de interés en aquel caso donde el 100 % de
las crias resultaron hemicigotas K18-hACE2. Los parentales (macho y hembra) homocigotas identificados se cruzaron produciendo una
descendencia con la totalidad de las crias portadoras del transgén K18-hACE2.

Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion del ADN se empled el protocolo
HotSHOT para la preparacion de ADNg de ratén de
calidad PCR descripto por Truett et al., (2000). A un
fragmento de tejido extraido del extremo distal de la
cola (aproximadamente 1-3 mm) de animales jévenes
de 10-21 dias se le adiciond 75 ul de buffer de lisis
alcalina (NaOH 25 mM, EDTA 0,2 mM, pH 12). En un
termociclador (Techne TC-312, UK), se realizé la lisis
durante 1 h a 98°C seguido por 5 min a 15 °C y se dejo
enfriar a 4-8 °C para luego continuar el procesamiento
de la muestra. Posteriormente, se adicionaron 75 pl de
buffer de neutralizacion (Tris-HCI 40 mM, pH 5,5) y se
centrifugd a 2000 g durante 3 min. Una alicuota del
ADNg obtenido fue utilizada para la realizacién de la
PCR.

PCR en tiempo real para la deteccion del transgén K18-
hACE2

Tres oligonucledtidos disefiados por The Jackson
Laboratory (53437, 53438 y 53439) se emplearon en
dos reacciones de PCR (reacciones A y B) para la
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identificacién de los animales portadores del transgén
K18-hACE2 (Tabla 1). En un volumen final de 20 pl, se
agregaron 2 pl del ADNg obtenido en una mezcla de
reaccion conteniendo 3 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP; 0,5
UM de cebadores sentido y antisentido; 0,5 uM de SYBR
GREEN y 0,08 U/ul de Taq polimerasa (ThermoFisher,
Life Technologies, USA). Las reacciones de PCR se
efectuaron en un termociclador para PCR en tiempo
real (StepOne, Applied Biosystems, USA) empleando las
siguientes condiciones de amplificacién: 1 ciclo a 95 °C
por 5 min; 10 ciclos de 95 °C-20 s, 65 °C-20 s (-0,5 °C
disminuyendo por ciclo) y 68 °C-20 s; 28 ciclos de 95 °C-
20s, 60 °C-20 sy 72 °C-20 s y finalmente 1 ciclo a 72 °C
por 10 min. Como controles positivos se utilizaron
muestras provenientes de los ratones C57BL/6J para la
reaccion A (bandas correspondientes a 221 pb) y de los
ratones hemicigotas K18-hACE2-Tg/0 en la reaccion B
(bandas de 170 pb) (Figura 2).



Resultados

Mediante el cruce parental FO de ratones hemicigotas
K18-hACE2, se obtuvo la primera generacion de anima-
les. En la F1 se detectaron, sobre un total de 78
animales, 62 que contenian el transgén (hemicigotas
Tg/0 u homocigotas Tg/Tg) y 16 no transgénicos (0/0).
Los animales transgénicos genotipificados represen-
taron un 79 % del total de los animales analizados.
Dicho porcentaje se aproxima al valor esperado de
segregacion que es del 75 % (Tabla 2).

La progenie de ratones transgénicos obtenidos de la FO
se apared inicialmente con ratones C57BL/6J (sin el
transgén) realizandose 23 cruces que generaron una F2
con distinta proporcidon de genotipos (Tablas 3 y 4).
Como resultado de los cruces 1 a 16, se obtuvieron 71
hemicigotas (Tg/0) y 79 ratones sin el transgén (0/0), lo
cual indica que aproximadamente la mitad de los ani-
males tenian el transgén y la mitad restante no. De este
modo, el progenitor transgénico utilizado en estos cru-
ces presenta un genotipo hemicigota (7g/0) (Tabla 3).

En los cruces 17 a 23, se identificaron 74 animales
hemicigotas (Tg/0) y ninguno sin el transgén (0/0). Asi,
el 100 % de los animales obtenidos en la F2 como trans-
génicos indicé que el parental correspondiente (macho
o hembra) fue portador del gen hACE2 como homo-
cigota (Tg/Tg) (Tabla 4).

A partir del cruce de homocigotas K18-hACE2 como
parte de la produccion de un nucleo de fundacién de
una colonia de homocigotas, el 100 % de las crias
fueron portadoras del gen hACE2 obteniéndose un total
de 34 crias homocigotas, 10 machos y 24 hembras.

Figura 2. Imagen representativa de un gel de agarosa 2%.
Calles 1 y 2: bandas correspondientes a la reaccion A (221pb)
de los ratones C57BL/6J usados como controles positivos. Calle
3: control negativo reaccion A. Calle 4: sin siembra. Calle 5:
Estandar de ADN de 100pb. Calle 6: control negativo reaccion
B. Calles 7 y 8: bandas propias de la reaccién B (170pb) de los

ratones hemicigotas como

controles positivos.

K18-hACE2-Tg/0 empleados

Tabla 1. Cebadores empleados para la genotipificacion de los

ratones K18-hACE2.

Nombre Secuencia Reac. Genotipo Referencias
PCR
53437 5-GACCCCTGAGG B Mutante Oligo
GTTTCATATAG-3’ Synthesis
53438 5-CACCAACACA Ay Mutante Resource.
GTTTCCCAAC-3' B Genotyping
primers for
53439 5-AAGTTGGAGAA A Salvaje K18-hACE2
GATGCTGAAAGA- mice. The
3 Jackson
Laboratory.

Tabla 2. Generacion de la F1 hemicigota. Se indican los
resultados de la progenie de los cruces FO K18-hACE2 x K18-

hACE2, ambos hemicigotas Tg/0.

Cruza parental FO

Genotipo de las crias

Cruza

Mutante

(Homocigota Tg/Tg y|Salvaje (0/0)

hemicigota Tg/0)

Macho hemicigota K18-hACE2-Tg/0

X 62 16
Hembra hemicigota K18-hACE2-Tg/0
N° total de crias analizadas 78
% de crias 79 l 21

Tabla 3. Generacion de la F1 hemicigota. Se indican los
resultados de la progenie de los cruces FO K18-hACE2 x K18-

hACE2, ambos hemicigotas Tg/0.

Cruza parental F1

Genotipo de las crias
Tipoy cruza N° Hemicigota | Salvaje
(Tg/0) | (0/0)

1 4 3
2 4 3
3 4 3
4 4 3
5 2 3
Mutante 6 ! 3
(Homocigota Tg/Tg o hemicigota Tg/0) 7 5 3
X 8 3 5
C57BL/6) 9 5 8
Salvaje (0/0) 10 9 12
11 4 7
12 3 7
13 2 3
14 4 1
15 4 11
16 13 4

N° de crias/ N° total de crias 71/150 |79/150
% de crias 47 53
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Tabla 4. Seleccion de progenitores homocigotas en la F1. Se
indican los resultados de la progenie de los cruces de
parentales K18-hACE2 (homocigota Tg/Tg o hemicigota Tg/0) y
C57BL/6) salvaje (0/0). La numeracién de los cruces es
arbitraria. La proporcion de los genotipos provenientes de los
cruces N°17 -21 y 23 es indicativa de que dicho parental
mutante posee genotipo homocigota (Tg/Tg). * Si bien todos
los animales genotipificados en la cruza N°22 resultaron
hemicigotas se dispone de un nimero total bajo de crias como
para seleccionar dicho progenitor como homocigota.

Cruza parental F1

Genotipo de las crias
Tipo y cruza N° Hemicigota | Salvaje
(Tg/0) (0/0)
17 5 0
Mutante 18 11 0
(Homocigota Tg/Tg o hemicigota Tg/0)|19 17 0
X 20 15 0
C57BL/6J 21 7 0
Salvaje (0/0) 22 4+ 0
23 15 0
N° de crias/ N° total de crias 74/74 0/74
% de crias 100 0

Discusion

Desde hace mucho tiempo, los modelos animales han
resultado esenciales para la validacidon preclinica de
posibles farmacos y vacunas previo a las fases clinicas
en seres humanos. La pandemia causada por el SARS-
CoV-2 ha llevado a la necesidad de contar con modelos
animales apropiados para el estudio de la COVID-19.

En nuestro laboratorio a partir de ratones hemicigotas
K18-hACE2-Tg/0, logramos generar una colonia de
ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg controlados
mediante la genotipificacién por PCR de todos los
animales obtenidos.

La deteccién de los animales homocigotas para la
generacién de una colonia que no requiera la continua
genotipificacion de los animales resulta fundamental
para acortar los tiempos en la obtencién de animales y
abaratar los costos en estudios preclinicos de eficacia.

Si bien se pueden emplear ratones no transgénicos para
algunos estudios iniciales como la evaluacion de la
respuesta inmune humoral o el andlisis de posibles vias
de administracion de un candidato terapéutico, al no
desarrollar signos propios de la enfermedad, dichos
animales tienen una utilidad limitada. Esto se debe a la
capacidad diferencial de unién del receptor murino
mMACE2 al SARS-CoV-2 que impide que estos animales
puedan ser infectados eficientemente y, por ende, no
resulta factible su utilizacion como modelo traslacional
contra la infeccién por el SARS-CoV-2 (Mufioz-Fontela
et al.,, 2020).

En los estudios de eficacia de los candidatos vacunales y
terapéuticos es de vital importancia el desarrollo de
modelos in vivo que repliquen lo mejor posible los
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aspectos de la patogenia observados en la enfermedad
que se presenta en humanos para poder obtener datos
fidedignos antes del inicio de los estudios clinicos
(Moreau et al., 2020; Oladunni et al., 2020; Jian Zheng
et al.,, 2021).

Es de destacar que los ratones transgénicos K18-hACE2
son susceptibles a la infeccién por SARS-CoV-2 tanto
experimental como naturalmente. Es por ello que estos
animales transgénicos deben ser mantenidos en
condiciones ambientales altamente controladas y su
manejo debe estar a cargo de personas entrenadas y
con las medidas de seguridad primarias y barreras
secundarias que impidan la infeccion natural. El modelo
animal que se desarrolla mediante la infeccion
experimental requiere condiciones de seguridad
biolégica 3 (BSL3) de acuerdo con la recomendacion de
la OMS (2021). En este sentido, las instalaciones
requeridas para el desarrollo de los modelos de
infeccion no estan disponibles en los laboratorios de
investigacion habituales, sino que requieren disefio,
capacitacién del personal, equipamiento de seguridad
especial y procedimientos apropiados. Los costos
asociados al uso de un laboratorio BSL3 sumados a los
relacionados con la produccién de ratones transgénicos
para el desarrollo de los modelos de infeccién son
elevados. La generacién y mantenimiento de una
colonia de ratones transgénicos homocigotas permitiria
un desarrollo eficaz de los modelos de infeccion vy
disminuiria  los costos relacionados con la
genotipificacion continua de los animales a ser usados
en estos estudios.

En conclusion, la estrategia efectiva presentada en este
trabajo ha permitido desarrollar una colonia estable de
ratones homocigotas K18-hACE2-Tg/Tg que podran ser
utilizados para la evaluacidn preclinica de candidatos
vacunales o antivirales en pos de frenar el avance de la
pandemia del COVID-19.
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