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Resum

Les cardiopaties congéenites (CC) es defineixen com alteracions estructurals del cor i/o els
principals vasos associats que resulten de problemes sorgits durant el desenvolupament
embrionari, provocant problemes greus de salut a les persones afectades. Les CC solen
presentar un component genétic, tot i que en la majoria de casos, la seva aparicié és
depenent dels efectes de factors ambientals per la qual cosa es considera una malaltia
complexa. La Sindrome de DiGeorge és una malaltia rara provocada per una delecio en la
regié 22q11.2 i en la que una de les principals complicacions de la malaltia sén les CC. A
pesar de tenir una base genética coneguda només el 75% dels malalts presenten CC, per
tan es creu que hi ha factors ambientals que modulen la seva aparicié, probablement
mitjancant la modificacio de I'epigenética de I'individu. El fet de tenir un component genétic
conegut i alhora dependre de factors externs, fa que aquesta sindrome se’ns presenti com
a un bon model per I'estudi d’aquests factors en relacio a les CC.

En aquest treball, s’ha estudiat el paper que té la vitamina B12 en l'aparicié de les CC, en
concret aquelles que afecten a les estructures procedents del 4rt arc aodrtic (PAA) en un
model muri de la Sindrome de DiGeorge. L’objectiu és validar resultats obtinguts a estudis
anteriors que havien demostrat que la suplementacio intraperitoneal amb vitamina B12
provocava la disminucié en el nombre de defectes d’arc aortic (AADs) en ratolins knock-
out Tbx1/+. En el nostre model de ratoli, més proper a la Sindrome de DiGeorge humana,
els resultats de I'estudi mostren que el tractament dietétic amb vitamina B12 incrementa la
incidéncia d’aquestes malformacions.

Aquests resultats semblen indicar que la suplementacio dietética amb vitamina B12 modula
la formacio del 4rt PAA i déna lloc a un increment en la incidéncia de AADs, sobretot en el
desenvolupament de 'artéria subclavia dreta (RSA). A més, hem descrit un possible efecte
protector del genotip matern wild-type (WT) enfront a aquestes malformacions en resposta
a la suplementacié amb vitamina B12.




Abstract

Congenital heart defects (CHD) are defined as structural alterations of the heart and/or the
main associated vessels that result from problems that arise during embryonic
development, causing serious health problems for those affected. CHD usually have a
genetic component, although in most cases its origin is dependent on the effects of
environmental factors, which is the reason why it is considered a complex disease.
DiGeorge Syndrome is a rare disease caused by a deletion in the 22q11.2 region and
among all of the symptomatology, CHD are one of the main complications. Despite having
a known genetic basis, only 75% of patients present CHD, so it is believed that there are
environmental factors that modulate its appearance, probably by modifying the epigenetics
of the individual. The fact that it has a known genetic component and at the same time
depends on external factors makes this syndrome a good model for the study of these
factors in relation to CC.

In this work, we have studied the role of vitamin B12 in the onset of CHD, specifically those
affecting the structures originating from the 4th aortic arch (PAA) in a murine model of
DiGeorge syndrome. The objective is to validate the results obtained in previous studies
that showed that intraperitoneal supplementation with vitamin B12 caused a decrease in
the number of aortic arch defects (AADs) in Tbx1/+ knock-out mice. In our mouse model,
which is more similar to human DiGeorge syndrome, our results show that dietary treatment
with vitamin B12 increases the incidence of these malformations.

These results seem to indicate that dietary supplementation with vitamin B12 modulates the
formation of the 4rt PAA and leads to an increase in the incidence of AADs, especially in
the development of the right subclavian artery (RSA). In addition, we discribe a possible
protective effect of the matern wild-type (WT) genotype against these malformations in
response to vitamin B12 supplementation.
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INTRODUCCIO | CONTEXTUALITZACIO

Cardiopaties congénites associades a la Sindrome de DiGeorge
Cardiopaties congénites

Les cardiopaties congénites (CC) sén alteracions estructurals del cor que sorgeixen durant
el desenvolupament embrionari. Son el tipus de malformacions congénites més frequents
a la poblacié, amb una prevalengca d’'un cas per cada 100 naixements. Una proporcié
relativament elevada (fins un 25%) d’aquestes CC provoquen problemes greus de salut als
afectats i requereixen intervencié médica urgent. Les CC poden apareéixer de forma aillada
0 associades a diferents sindromes, entre els quals trobam la Sindrome de DiGeorge.
Aquest fet provoca que a dia d’avui les CC siguin un problema de salut generalitzat a la
nostra societat i per tant, s’han centrat els esforgos en la investigacié i estudi d’aquestes
malalties.™?

Una altra caracteristica a ressaltar de les CC és la seva complexitat, principalment com a
conseqliéncia de la penetrancia i expressivitat variable que provoca que tan sols un 20%
de les CC es puguin explicar mitjancant factors genétics. En els darrers anys s’ha avancat
en l'estudi genétic d’aquestes malalties, perd s’ha vist que també és important estudiar
quins factors externs (o ambientals) modulen l'aparicié d’aquestes cardiopaties per aixi
poder plantejar una linia d’investigacié centrada en el tractament, prevencié i/o millora en
el diagnostic d’aquestes malalties.>*

Anomalies conotruncals i desenvolupament del 4rt arc aortic

Tot i que les CC son un conjunt heterogeni de malalties, una de les classificacions que es
poden fer és la depenent de l'estructura cardiaca que es veu afectada. En aquesta
classificacid hi trobam les anomalies conotruncals, els defectes septals i defectes
obstructius. En aquest estudi ens centrarem en les anomalies conotruncals, també
anomenades defectes en els arcs adrtics (AAD), que representen el 30% del total de les
CC.? Aquest tipus d’'anomalies son aquelles que afecten principalment a l'outflow track
(OFT).

L’outflow track és una regio de la part superior del cor que engloba un conjunt d’estructures
que connecten els ventricles amb les principals artéries cardiaques: aorta i pulmonar. S’ha
vist que anomalies en I'establiment d’'una estructura embrionaria temporal anomenada 4rt
arc aortic (PAA) que intervé en el desevolupament cardiac, donen lloc als diferents tipus
de AADs. També s’ha estudiat el paper de la diferenciacié de les cél-lules de la cresta
neural durant la formacié d’aquest PAA. Entre els diferents tipus de AADs destacam la
Tetralogia de Fallot (TF), I'artéria subclavia dreta aberrant (ARSA) i la interrupcié d’arc
aortic de tipus B (IAA-B) [Figura 1].2




[Figura 1]. Exemples de defectes d’arc aortics
presents en embrions de ratoli.

a, Anatomia normal. b, IAA-B amb emergéncia
de la RSA cervical. ¢, ARSA. d, el mateix
individu que (c) després de I'eliminacio de I'arc
aortic per observar 'origen de la RSA. e, reRSA,
un tipus d’ARSA retroesofagica.

IAA-B: Interrupcié d’arc aortic — tipus B; ARSA:
Artéria subclavia dreta aberrant; reRSA: Artéria
subclavia dreta retroesofagica.

Figura extreta de: Lindsay EA, Botta A, Jurecic
V, et al. Congenital heart disease in mice
deficient for the DiGeorge syndrome region.
Nature. 1999;401(6751):379-383.
doi:10.1038/43900

Sindrome de DiGeorge

La Sindrome de DiGeorge és una malaltia congénita provocada per un defecte genétic,
generalment associat a la delecié d’una regi6 del brag llarg del cromosoma vint-i-dos: del
22q11.2. Es caracteritza per presentar una simptomatologia molt diversa, pel seu efecte
pleiotropic i per una alta variabilitat fenotipica entre els individus que la pateixen. Entre
aquests simptomes destaquen lalta incidéncia de cardiopaties congenites i altres
miocardiopaties, I'abséncia o disminucié de la mida del timus que en certs casos pot
desencadenar la immunodeficieéncia combinada greu (SCID) per la falta de maduracio dels
limfocits T, defectes en el desenvolupament esquelétic, renal o de les glandules
paratiroidees i retras en el creixement i desenvolupament cognitiu, entre d’altres.’"'? La
penetrancia incompleta de la Sindrome de DiGeorge fa que només el 75% dels pacients
desenvolupin una CC malgrat tenir la mateixa delecid, lo qual converteix aquesta sindrome
en un bon model per l'estudi del paper que de determinats factors ambientals en la
modulacié de I'expressio de les CC associades.

La Sindrome de DiGeorge fou descrita per primera vegada a principis del segle XIX, tot i
que no va ser fins el 1965 quan el Dr. Angelo DiGeorge va caracteritzar de forma precisa
les causes i la simptomatologia d’aquesta malaltia, d’aqui el nom de Sindrome de
DiGeorge. També es coneix amb altres noms com sindrome velocardiofacial, anomalia
conotruncal facial o sindrome de Shprintzen, tot i que a dia d’avui és sabut que totes sén
diferents manifestacions conseqtiéncia de la delecié 22q11.2.1213




La prevalenca d’aquesta sindrome a la societat s’estima en 1 de cada 4000 naixements.
Per tant, dintre del grup de malalties genétiques que generalment son considerades rares,
la Sindrome de DiGeorge té una elevada incidéncia en la poblacié. S’ha observat que
aquesta prevalencga és constant a la poblacio en general i que el background genétic de les
diferents étnies no predisposa a certs grups a patir-la. Tampoc s’han descrit diferéncies en
la prevalenga segons el génere, masculi o femeni.'*'® Aquest conjunt d’observacions
concorda amb que aquesta malaltia és causada per mutacions de novo el 95% dels
casos.'® Per tant, és rellevant identificar i entendre el motiu d’aquesta alta taxa de mutacio
en la regi6é 22q11.2 del genoma.

Descripcio genética de la Sindrome de DiGeorge

La delecio 22q11.2 causant de la Sindrome de DiGeorge es produeix com a conseqiiéncia
d'una errada en la divisi6 meidtica, en concret durant la profase. El motiu per el qual
aquesta regio és un punt calent de mutacié durant la divisié meiotica €s que s’hi troben 4
blocs de low copy repeats (LCRs) amb un alt grau d’homologia que afavoreix les errades
durant el reordenament dels cromosomes, donant lloc a duplicacions i delecions d’aquesta
regio. Fins el 90% dels casos, la regié delecionada va des del primer LCR o LCR22A fins
al darrer o LCR22D, equivalent a un total de 3 Mb [Figura 2]. Existeixen també delecions
més petites (1,5 Mb) causades per altres reordenaments entre diferents LCRs, perd son
menys comuns.'?16

Delecio 22q1‘|_2 [Figura 2]. Esquema del
WT mecanisme causant de la
- ' : < "4 delecié per recombinacié
heRzeA Rego delecionada LeR220 P cntre LCR22A | LCR22B.
: 3Mb ' ; Queda delecionada una
) regio de 3 Mb.
: . Imatge creada amb I'app
del de Biorender.
(22911.2) - A

Com hem dit, aquesta malaltia és pleiotropica, és a dir, afecta a una gran quantitat d’organs
i funcions. Aquest fet és conseqtiéncia de que dins la regié delecionada hi trobam una gran
quantitat de gens i alguns d’ells importants en etapes primerenques del desenvolupament.
Es desconeix el paper d’algun d’aquests gens, en canvi, d’altres ampliament estudiats com
el TBX1 i el CRKL, estan implicats en el desenvolupament del 4rt PAA. Aixi doncs, la
delecio 22g11.2 caracteristica de la Sindrome de DiGeorge, implica una haploinsuficiéncia
dels gens d'aquesta regié. Com a consequéncies destacam I'apariciéo de defectes d’arc
aortic (AADs) associats a alteracions en el 4rt PAA, alteracions neurologiques i
craneofacials, aixi com un paper important en I'hipoplasia del timus.'"'?




Model de ratolins Df1

El primer model de ratoli per a la Sindrome de DiGeorge va ser dissenyat per el grup liderat
per A. Baldini del departament de medicina molecular i biotecnologies médiques de la
Universitat de Napols (ltalia), amb el qual el grup de Gendmica de la Salut de I'ldISBa
col-laboram. Aquest grup va fer un estudi del genoma i van trobar que una regié d’1,2 Mb
del cromosoma 16 del ratoli és homodloga a la regié 22q11.2 en humans. Per tant, varen
desenvolupar un ratoli knock-out amb aquesta regidé delecionada mitjancant Cre-LoxP
[Figura 3] i hi afegiren el gen Hprt i els gens puro i neo per a la deteccio i seleccié de
mutants [Figura 4]. A aquests ratolins knock-out se’ls anomena ratolins Df1, que sén el
model de ratoli amb el que es fara feina durant la part experimental.®

a i del22q11 i [Figura 3]. Ordre dels gens
' continguts en la regié 22q11
humana en comparacié amb la
que es troba al model de ratoli en
el cromosoma 16.
Les linies vermelles indiquen
mateix ordre i orientacié. Les
linies blaves indiquen mateix
ordre pero en sentit invertit. Les
linies verdes indiquen gens que
han canviat la seva posicié durant

A :
oo Vo <O\ O D A chgfaiia
PPt MGG et o iR G

I'evolucié.
Figura extreta de: Lindsay EA, Botta A, Jurecic V, et al.
Congenital heart disease in mice deficient for the DiGeorge
syndrome region. Nature. 1999;401(6751):379-383.
Ratolins WT vs Df1 [Figura 4]. Esquema dels
WT productes després de la
= Es2 | Regiéhomologaa22q11.2 | Ufd1l | recombinaci6 amb Cre. Regi6
T2 Mb homdloga a 22q11.2 en ratolins
WT (dalt) i la regié resultant en
ratolins Df1.

Df1 Imatge creada amb I'app de
_lr Es2 H puro H HprIH neo H; Ufd1l H Biorender.

Regio delecionada X

En estudis amb aquest models de ratolins Df1, s’ha observat que la deficiéncia en gens
importants en el desenvolupament del 4rt PAA provoca una hipoplasia d’aquesta estructura
en el 100% dels casos en embrions als 10 dies desde la concepcié o (E)10.5. En els
embrions (E)11.5i (E)18.5 s’observa una recuperacio del fenotip normal en un 35% i 68%
dels casos respectivament [Figura 5]. Fet que fa que finalment tan sols el 30% dels
embrions Df1, aproximadament, desenvolupin algun tipus de CC al naixement.®
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INCIDENCIA DE MALFORMACIONS EN EL [Figura 5]. Incidencia de

DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI malformacions en el
desenvolupament del 4rt arc
aortic durant el desenvolupament
(£)10.5 NN 100%  embrionari en ratolins Df1. Les

etapes es nomenen segons el

temps transcorregut desde la
(E)12.5 I 57 concepcio.

ETAPA
EMBRIONARIA

ﬁ (£)18.5 NN 32%

INCIDENCIA (%)

Aquest fet planteja que tot i haver una penetrancia d’anomalies en al PAA en el 100% dels
embrions Df1 (E)10.5, de qualque manera es pot recuperar el fenotip normal. Aquesta
normalitzacié és especialment important entre el periode (E)11.5i (E)13.5, periode en que
esdevenen els processos de diferenciacié cel-lular de les cél-lules de la cresta neural en
cél-lules musculars llises. Per tant, sembla ser que en aquest interval de temps I'efecte dels
factors ambientals tenen un paper clau.®™

Altres estudis centrats en I'analisi transcriptdomic d’aquest model Df1, ha confirmat que tots
els gens inclosos en aquesta delecio presenten uns nivells d’expressio baixos i que en cap
cas hi ha una compensacié de dosi. Aquesta informacié ens fa pensar que les CC presents
en embrions (E)18.5 estan provocats per la deficiéncia d’'un o més gens situats en aquesta
regio del cromosoma.' El fet de qué tan sols el 30% dels embrions amb la deleci
desenvolupin CC, fa pensar en la importancia que tenen I'epigenética i I'estat de metilacio
de I'’ADN en la recuperacio del fenotip cardiac normal. Per tant, entra en joc el paper que
poden tenir els factors externs en la modulacié del desenvolupament del 4rt PAA. Entre
aquest factors s’ha demostrat I'associacid entre la suplementacié multivitaminica i la
reduccié de AADs, aixi com I'estudi de I'efecte de diverses vitamines per separat.*'81°
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Vitamina B12

Les cobalamines son un grup de compostos estructuralment molt similars i interconvertibles
dels quals destaca la cianocobalamina, també anomenada vitamina B12. Unicament els
organismes procariotes (bacteris i arqueus) son capacos de sintetitzar aquesta molécula,
que gracies a la cadena trofica i interaccid6 amb aquests organismes arriba a plantes i
animals.?>?! Per tant, davant la impossibilitat de sintetitzar-la de manera endogena pels
humans, és indispensable incorporar-la a través de I'alimentacid. Alguns dels aliments rics
en aquesta vitamina sén la carn vermella, els productes lactis i els ous, el que implica que
la deficiéncia d’aquesta vitamina és un problema comu en persones que segueixen dietes
veganes. Una altra caracteristica diferencial de la Vitamina B12 és que per la seva correcta
absorcio, requereix la unié amb una glicoproteina estomacal anomenada factor intrisec,
que és reconegut per receptors en les cél-lules de I'ileon, on es du a terme la captacio
d’aquesta substancia.??

La vitamina B12 és un tipus de vitamina del grup B que es caracteritza per la seva alta
solubilitat en aigua, per tenir una estructura complexa i per contenir un atom de cobalt al
seu nucli.

Tot i que la cianocobalamina és la forma principal i més estable d’entre les diferents formes
de cobalamina, els derivats funcionalment actius sén la metilcobalamina i la 5’-
deoxiandenosilcobalamina [Figura 6].%

a0 (X

CHy
Cianocobalamina (VB12) Metilcobalamina 5'-deoxiadenosilcobalamina

[Figura 6]. Estructura de les cobalamines. a) Estructura de la cianocobalamina (Vitamina B12). b) i ¢)
Estructura de les formes funcionalment actives: metilcobalamina i 5’-deoxiadenosilcobalamina,
respectivament.

Les claus de color verd indiquen la regié que es veu modificada entre les diferents formes de la vitamina
B12.

*Imatges obtingudes a partir de Chemistry Libre Texts i editades amb Biorender.
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Aquests dos compostos tenen un paper fonamental actuant com a cofactors en diferents
rutes bioquimiques: la sintesi de la metionina, que pot tenir una repercussio a nivell
epigenétic, ja que la metionina actua com a donador de grups metil per a la metilacié de
’ADN; i la formacié de succinil CoA, important en la sintesi d’acids grassos importants
estructuralment en la membrana plasmatica.?%2%24

En la [Figura 7] es representa la interrelacié entre aquestes dues rutes principals de la
vitamina B12.

Saium 9,
[Figura 7]. Esquema de les dues
rutes en les que participa la vitamina

¥ Methylmalonyi Cok . B12: sintesi de metionina y

BoCol = s LdenasyhB conversié del metilmalonil CoA a

" . succinil CoA.
reductase | A Sccingd Col B12-Co%: vitamina B12; Methyl-B12:
metilcobalamina; Adenosyl-B12: 5*-
deoxiadenosilcobalamina; THF:
Reductass ek s s tetrahidrofolat.

1 - Imatge obtinguda de Green R.
Vitamin B12 - Physiology, Dietary

" . sources, and Requirements. In:
\ Encyclopedia of Human Nutrition. ;
¥ i i 2013:351-352.

A I'esquema es pot veure com la vitamina B12 sérica es redueix i seguidament el metil-
tetrahidrofolat (THF) li cedeix el grup metil. La metilcobalamina activa pot interaccionar com
a coenzim de la metionina sintasa per al pas d’homocisteina a metionina. Per altra banda,
la vitamina B12 reduida també pot convertir-se en 5’-deosiadenosilcobalamina i participar
en la sintesi del succinil CoA, actuant com a cofactor de la metilmalonil CoA mutasa.

S’han estat estudiat durant décades els efectes de la deficieéncia en vitamina B12, tant en
el desenvolupament embrionari com en persones adultes. Esta demostrat que la manca
d’aquesta vitamina té com a conseqiiéncia principal la impossibilitat (o reduccidé) de la
sintesi de la metionina, que té repercussions greus en I'estat global de metilacié de 'ADN,
aixi com en l'augment dels nivells d’homocisteina en sang. Aquests processos en conjunt
poden desencadenar una série de patologies importants, tant a nivell cerebral i
cardiovascular, com un augment en la predisposici6 a desenvolupar tumors, entre
d’altres.’1®

S’ha demostrat que la suplementacié amb vitamina B12 en mares gestants i lactants ajuda
a 'embrid o infant a reestablir els nivells normals d’homocisteina en sang, ajuda al correcte
desenvolupament neuronal i redueix la incidéncia d’abortaments espontanis.?'2%
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HIPOTESI

Partint de la idea de que les anomalies en el 4rt PAA que es troben a I'etapa (E)10.5 en els
embrions Df1 es poder revertir en un elevat percentatge de casos fins al naixement i que
la vitamina B12 ajuda al correcte desenvolupament cardiovascular durant 'embriogénesi,
se’ns presenta una pregunta:

Pot la suplementacié dietética materna amb Vitamina B12 afavorir aquesta reversié a
ratolins Df1 i, per tant, disminuir la incidéncia d’embrions amb cardiopaties congénites?

OBJECTIUS

L’objectiu principal d’aquest treball és avaluar el paper que té la suplementacio dietética de
vitamina B12 pel que fa a la incidéncia de malformacions i anomalies cardiaques
congeénites en un model muri de Sindrome de DiGeorge.

Aquest objectiu principal es pot dividir en una série d’objectius especifics o sub-objectius:

- Avaluar la incidéncia en el nombre de CC en ratolins Df1 tractats amb dietes
suplementades amb vitamina B12 en comparaci6 als alimentats amb dietes control.

- Identificar els AAD més freqlients en els models estudiats.

- Estudiar els possibles efectes secundaris no esperats com a consequéncia d’aquesta
dieta.

MATERIALS | METODES EXPERIMENTALS

Ratolins, dieta i sacrifici dels exemplars

Tots els procediments amb animals duits a terme en aquesta investigacio estan regulats
per la UE (2010/63/UE) i aprovats per la Comissio ética de les llles Balears.

Els animals emprats sén un model de ratolins transgénics Df1 generats a partir de ratolins
C57BI6 adquirits de I'European Mouse Mutant Archive (EMMA) — Infrafrontier (Italia). Per
l'avaluacié de la suplementacié amb vitamina B12 s’han utilitzat femelles WT de 4
setmanes que s’han dividit en 2 grups: un grup control amb una dieta normal pel que fa als
valors de vitamina B12 (Sodispan — ROD14 — 0,04 mg/kg) i un grup amb una dieta
suplementada en vitamina B12 a una concentracié 4 vegades major que la dieta control
(Sodispan —ROD14 - 0,16 mg/kg). Amb les femelles Df1 s’ha seguit el mateix procediment:
un grup amb una dieta control i un altre amb la dieta suplementada. El tractament dietétic
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de les femelles té una duracioé de 6 setmanes, que es perllonga durant 'embaras i fins el
sacrifici de I'animal. Un cop finalitzat el tractament, es duen a terme encreuaments per tal
d’obtenir femelles embaracgades.

En ser la Sindrome de DiGeorge una malaltia dominant i letal en homozigosi, els
encreuaments sempre es duen a terme mitjangant un progenitor (mascle o femella) amb el
genotip salvatge i I'altre, amb el genotip mutat o Df1. Aquests mascles no han estat tractats
i segueixen una dieta estandard 5LF2 (EURodent diet 14%, LabDiet, St. Louis, MO). Al dia
seguent a I'aparellament, es revisa la preséncia d’'un tap vaginal que és indicatiu de que
aquest aparellament s’ha consolidat i es designa com a dia de desenvolupament embrionari
(E) 0.5.

L’embaras dels ratolins dura aproximadament 3 setmanes, per aix0 abans del naixement i
quan les estructures cardiaques estan ja totes formades, als 18.5 dies es sacrifiquen les
femelles embarassades. El sacrifici es du a terme mitjangant I'exposicié amb un 70% CO2
en una camera tancada durant uns 2 minuts.

A continuacié es procedeix a la disseccioé de la femella embarassada, de la qual s’obté la
sang per puncio cardiaca i s’aprofita per extreure’n el cor, fetge, ronyd, intesti, femta i coa,
que rapidament son congelats amb nitrogen liquid. La sang es manté en fred i seguidament
es centrifuga 10 minuts a 1200 rpm per tal d’obtenir-ne el sérum, que juntament amb les
altres mostres, es preserven a -80 °C amb la intencié de dur a terme una série de
determinacions i analisis a mitg/llarg plac.

Disseccio dels embrions

Seguit al sacrifici de les femelles es fa la disseccié dels embrions i es procedeix al seu
fenotipat. Aquest procés consisteix en obrir 'abdomen de cada embiri6 i fer una valoracio
visual de les estructures cardiaques externes i dels principals vasos. Aix0 es fa amb l'ajut
d'un estereomicrosopi. D’aquesta manera es defineix la presencia/abséncia de
cardiopaties congénites (CC) a cada embrié que “a posteriori” ens permetra fer una
valoraci6 de I'efecte de la dieta sobre el seu desenvolupament.

Durant la disseccio els embrions es mantenen amb PBS i un cop fenotipats es recull una
mostra dels seguents teixits: coa i peu, que s’empra per extreure 'ADN i poder genotipar-
los i sexar-los, cor, outflow tract (OFT), cos i placenta. El cor s’emprara en un futur per
realitzar els estudis d’expressié génica Per aixd es congelen immediatament en nitrogen
liquid i sén emmagatzemades a -80°C per poder dur a terme diferents analisis a mig/llarg
plag. S’anoten també el nombre de reabsorcions fetals que s’hagin pogut donar.
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Determinacio de Vitamina B12 en sérum

La determinacio dels nivells de vitamina B12 en sang es fan a partir de I'aliquota que s’ha
obtingut de sérum després de la centrifugacié de la mostra de sang.

La quantificacio dels nivells d’aquesta vitamina s’ha mesurat a un laboratori extern
(Echevarne, Espana), mitjangant una cromatografia liquida d’ultra resolucié acoplada a un
detector de fotodiodes (quimioluminiscéncia).

Extraccio i purificacié d’ADN
Digestié de la mostra

L’obtencié de 'ADN es basa en una extracci6 amb alta concentracié salina similar al
desenvolupat per S. Aljanabi et al. (1997).%"

Es parteix d’'una mostra de teixit de coa dels embrions al que s’afegeixen 375 L de Tailing
Buffer*i 20 uL de proteinasa K (10 pg/uL) i s’incuba overnight a 56 °C.

*Tailing buffer : 50mM TrisHCI pH8, 100mM EDTA pH8, 100mM NaCl i 1% SDS.

Extraccio i purificacio d’ADN

S’afegeixen 125 pL de NaCL 6M i es centrifuga*. Es separa el sobrenadant a un altre tub i
s’afegeixen 375 pL d’isopropanol. Es vorteja 2 minuts i es centrifuga. Es descarta el
sobrenadant, s’afegeixen 250 pL d’etanol 70% i es centrifuga. Es deixa eixugar a I'estufa a
38 °C fins que s’hagi evaporat completament el liquid (=15 minuts). Es resuspén el
precipitat de les mostres de dit amb 100 uL de DNA rehydration solution (Tris-EDTA) de
Promega. Es resuspén durant 1 hora a l'estufa a 38°C i es guarda a la gelera per a les

posteriors determinacions.
*Totes les centrifugacions es fan a maxima velocitat (16.000 rpm) durant 10 minuts.

Quantificacio d’ADN

Per a la quantificaciéo d’ADN s’utilitzen 2 uL d’ADN purificat i resuspés en DNA rehydration
solution i s’introdueixen al lector de microplaques Synergy™ H1 de Bio Tek. Mitjancant el
software Gen 5 2.09 i el programa Nucleic Acid Quantification obtenim la quantitat d’ADN
de les mostres i els ratis 260/280, 260/230 de cada una d’elles com a comprovacié de la
puresa i integritat de '’ADN. S'utilitza el DNA rehydration solution utilitzat en la resuspensio
de 'ADN com a blanc.

Amplificacio dels gens
Genotipat

En el genotipat analitzam quins ratolins presenten la delecié i quins no, és a dir, quins s6n
Df1 i quins WT, respectivament. Per la diferenciacié entre Df1 i WT ens basarem en
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I'amplificacié simultania d’'un gen, la Hprt, només present als ratolins Df1 i I'amplificacio del
gen Ufd1l, present en els dos models. Protocol basat en el realitzat per Lindsay et al.
(1999).2

Dilucié de I'extracte d’ADN fins a una concentracio de 100 ng/uL.

Els primers emprats per el genotipat s’especifiquen a continuacié [Taula 1]:

Primers genotipat

Primer Nom Sequiéncia

Forward UFDTAR 2F 5-TCTTTGTCAGCAGTTCCCTTT-3
Reverse UFDTAR 2R 5-TGGGCAATTGTTTAATCTTCC-3’

WT UFDWT3 5-CAGAGTTCTGACTTCTGCACACTAA-3’

[Taula 1]. Tipus de primers empleats per I'amplificacioé per PCR (genotipat) i sequéncia.

Per a cada mostra: 2 uL d’extracte d’ADN i 28 uL de Mix [Taula 2].

Mix PCR Genotipat (per mostra)

Reactiu Volum (uL) Reactiu Volum (uL)
GoTaq Flexi Buffer 6 Primer Forward 10 mM 1,5

MgCIl 25 mM 23 Primer WT 10 mM 1,5

dNTPs 25mM 2,4 Aigua lliure d’RNAses 11,1
Primer Reverse 10 mM 2,2 GoTaq 62 Flexi 0,2

[Taula 2]. Contingut i volum (en pL) de cada un dels reactius de la solucié Mix de la PCR

del genotipat.

PCR mitjancant el termociclador TProfessional Thermocycler de Biometra i el programa
especificat a la [Taula 5].

Sexat

En la determinacié del sexe de les mostres ens basam en la diferéncia de mida de la
sequéncia observada entre el gen Rom31x del cromosoma X respecte al gen Rom31y del
cromosoma Y. La delecié de 84 pb que existeix ens permet diferenciar en el revelat de
I'electroforesi (posterior a la PCR) dos productes: un de 269 pb del cromosoma X i un de
353 del cromosoma Y. D’aquesta manera es podra diferenciar entre els mascles (2
bandes diferents) i les femelles (1 sola banda).

Dilucio de I'extracte d’ADN fins a una concentracié de 100 ng/uL.

Els primers emprats per el genotipat s’especifiquen a la [Taula 3]:
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Primers sexat

Primer Nom Sequiéncia
Forward Rbm31 F 5-CACCTTAAGAACAAGCCAATACA-3
Reverse Rbm31 R 5-GGCTTGTCCTGAAAACATTTGG-3’

[Taula 3]. Tipus de primers empleats per I'amplificacié per PCR (sexat) i sequéncia.

Per a cada mostra: 1 uL d’extracte d’ADN i 29 yL de Mix [Taula 4].

Mix PCR Sexat (per mostra)

Reactiu Volum (uL) Reactiu Volum (uL)
GoTaq Flexi Buffer 6 Primer Forward 10 mM 1,5

MgCl 25 mM 2,7 Aigua lliure dRNAses 14,3
dNTPs 25mM 2,8 GoTaq 62 Flexi 0,2

Primer Reverse 10 mM 1,5

[Taula 4]. Contingut i volum (en pL) de cada un dels reactius de la solucié Mix de la PCR
del sexat.

PCR mitjancant el termociclador TProfessional Thermocycler de Biometra i el programa
especificat a la [Taula 5].

Programa Genotipat Programa Sexat

Etapa Temperatura (°C) Temps Etapa Temperatura (°C) Temps
1 95.0 2 min 1 95.0 2 min
2 95.0 30s 2 95.0 30s

3 56.0 30s 3 56.0 30s

4 64.9 3 min 4 64.9 3 min
5 64.9 10 min 5 64.9 10 min
6 4.0 Pause 6 4.0 Pause

[Taula 5]. Programa per la PCR: genotipat (esquerra) i sexat (dreta). S’indica el nombre de I'etapa, la
temperatura (en °C) i el temps de cada etapa.

Separacio6 per electroforesi i revelat

La separaci6 dels productes de la PCR es du a terme mitjancant una electroforesi en un
gel d’'agarosa 2%.

Es prepara primer la dissolucié d’agarosa i abans de solidificar el gel s’afegeix el Midori
Green Advance DNA Strain (com a alternativa més segura que el bromur d’etidi gracies a
les seva menor toxicitat i el fet de ser no carcinogénic) per millorar la sensibilitat en la
visualitzacié de 'ADN en el transil-luminador.?°
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A cada pouet es carreguen 5 uL: 2 yL de mostra, 2 uL d’aigua lliure d’RNAases i 1 uL del
tampéd de carrega TriTrack DNA Loading Dye. A uns dels pouets es carrega també 1 pL
(50 pg/uL) de marcador de pes mol-lecular Gene Ruler 100bp DNA Ladder.

Les condicions de l'electroforesi son una intensitat de 120V, durant uns 20 minuts.

El revelat es du a terme mitjangant el transil-luminador Gel Doc™ EZ System de Bio Rad,
que gracies al software Image Lab ens proporciona la imatge del gel amb les bandes
corresponents.

Vitamina B12 en sérum

S’ha duit a terme una prova t per dues mostres desaparellades suposant variances iguals
amb el programa Excel, comparant els nivells de vitamina B12 en el grup control i en el
grup suplementat. El p-valor per una coa obtingut a partir de la prova t és p-valor = 0,023.

Fenotip cardiac

Tot i que la prova x? de Pearson és molt precisa quan existeix un elevat nombre de mostres
d’aquest tipus, per a una n més petita és més aconsellable realitzar un Test exacte de
Fisher. S’ha duit a terme també aquest test mitjangant I'eina informatica “R”, i s’han
comparat el nombre d’embrions malformats i normals en funcié de la dieta seguida: control
0 suplementada.

També s’ha realitzat la comparacié del nombre d’embrions malformats i normals en funcio
de la dieta i del genotip matern: Df1 o WT de la mateixa manera que a I'apartat anterior:
mitjancant el Test exacte de Fisher i I'eina informatica “R”.

Tipus de defectes d’arc aortic observats

S’ha realitzat un Test exacte de Fisher mitjangant I'eina informatica “R”, i s’ha comparat la
incidéncia de reRSA en el total d’embrions procedents de mares Df1 suplementades amb
la incidéncia d’aqueta mateixa malformacié en embrions procedents de mares Df1 control.
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RESULTATS EXPERIMENTALS
Vitamina B12 en sérum

La vitamina B12 és una biomolécula hidrosoluble, per tant, té la capacitat de dissoldre’s
amb aigua. Aquest fet provoca que I'excés d’aquesta vitamina es pugui eliminar rapidament
através de I'orina. Amb el tractament de les femelles mitjangant la dieta suplementada amb
vitamina B12 es pretén aconseguir augmentar els nivells circulants d’aquesta vitamina i,
com a consequéncia, la quantitat que es transporta als diferents teixits i als embrions. Per
tant, la primera passa és comprovar si la suplementacio dietética amb B12 ha aconseguit
incrementar els nivells sérics d’aquesta vitamina a les mares tractades. Els resultats
obtinguts es mostren al [Grafic 1].

[Grafic 1]. Quantificacio dels nivells de
vitamina B12 en mostres de sérum de
les femelles.

Comparacio entre la concentracié dels

Valoracio de la concentracio de
vitamina B12 sérica

1000 - 0.023
900 J . I | ratolins del grup amb la dieta control
T (n=4) enfront els del grup tractat amb
— 800 4 la dieta suplementada amb vitamina
E 700:1 B12 (n=2).
2 600 1 La concentraci6 s’expressa en pg/mL.
E 500 - T S’indica el p-valor entre els dos grups.
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.-:“E 300 A
200 A
100 4
0 T 1
Vit B12 Vit B12
Control Suplementada

Els resultats mostren una diferéncia significativa en les concentracions de la vitamina B12
en sérum. En el grup tractat amb la dieta suplementada s’observa uns nivells d’aquesta
vitamina al voltant de 1,7 vegades major que el grup tractat amb la dieta control.
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Genotipat i nombre de reabsorcions

El primer que s’ha estudiat és la proporcié d’embrions amb genotip salvatge (WT) o amb la
delecié (Df1), aixi com el nombre de reabsorcions fetals, és a dir, embrions que durant
I'embriogénesi no s’han desenvolupat i els teixits de la mateixa mare han reabsorbit les
restes. A la [Taula 6] es presenten aquests resultats.

INCIDENCIA D'EMBRIONS WT, DF1 | REABSORCIONS

Grup Embrions WT  Embrions Dfl  Reabsorcions % Reabsorcions
Mares Dfl sup 4 10 2 13%
Mares WT sup 15 11 1 4%
Mares Dfl control 19 36 5 8%
Mares WT control 12 19 5 14%
Total 50 Fi) 13 Total = 139
Percentatge % 36,0 54,7 94

[Taula 6]. Incidéncia d’embrions amb genotip WT i Df1. El nombre de reabsorcions
observades classificades entre els diferents grups d’embrions. S’ha calculat el
percentatge (%) de reabsorcions respecte el total d’embrions del grup.

S’especifica el total d’embrions WT, Df1 i reabsorcions, aixi com el percentatge (%) de
cada un.

Els resultats ens mostren que el 36% dels embrions sén Wt i el 54,7% sén embrions Df1,
és a dir, embrions amb la delecid. A més, s’observa una incidéncia més baixa, menor al
10%, en el nombre de reabsorcions.

Fenotip cardiac

L’objectiu principal del treball és I'estudi de la incidéncia de AADs que donen lloc a les
cardiopaties congeénites i l'alteracié d’aquesta en resposta als factors ambientals testats:
dieta control i suplementada en vitamina B12.

Entre els embrions WT (n = 50), no s’ha detectat cap cas de AADs. Per tant, els resultats
que es mostren a partir d’'aquest moment pertanyen només als embrions amb el genotip
mutat o Df1.

Tampoc s’han observat diferéncies significatives en relacio al sexe dels embrions, el que
implica que el nombre de AADs no depén d’aquest factor.

A la [Taula 7] es mostra el nombre d’embrions Df1 fenotipicament normals i malformats,
separats en 4 grups depenent del tipus de dieta (suplementada o control) i del genotip
matern (WT o Df1). S’ha calculat també el percentatge de AADs de cada cada camada
respecte del total de Df1.
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INCIDENCIA DE DEFECTES EN ARCS AORTICS EN EMBRIONS DF1

Fenotip cardiac

Tipus de dieta Genotip mare  MNormals

Malformats % Malformats

Df1

100%
a0%
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25%
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[Taula 7]. Incidéncia de AADs en els embrions Df1. Es ténen en compte tant el tipus de dieta seguida:

suplementada amb B12 i control; com el genotip de la mare: Df1 o WT.

Cada fila representa una camada distinta.
Es presenta també el percentatge de malformats respecte el total d’'embrions desenvolupats, aixi com
el calcul de la mitjana entre les diferents camades i la desviacié estandard de la mitjana o SEM.

Els embrions amb mare Df1

i dieta suplementada amb vitamina B12 presenten
malformacions (AAD) en el 80,0% dels casos. En embrions amb mare WT i dieta
suplementada, en un 36,1% dels casos. Pel que fa a la dieta control, els embrions amb
mares WT tenen malformacions cardiaques en el 19,2% dels casos. Embrions amb mares

Df1, el 18,9% dels casos. Aixd es mostra representat graficament en el [Grafic 2].
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[Grafic 2]. Efecte de la
suplementacié de la dieta amb
Vitamina B12 en la incidéncia
de cardiopaties congénites en
embrions Df1 respecte al grup
amb la dieta control.
Comparacié de I'efecte
depenent del genotip de la
mare.

Es mosta la incidéncia
d’embrions malformats (en
percentatge) i el p-valor entre
els diferents grups.




Per veure l'efecte de la suplementacié amb vitamina B12 independentment del genotip
matern, hem agrupat les dades i representades graficament al [Grafic 3].

Defectes d'arc adrtic: B12 vs control [Grafic 3]. Representacio grafica de
0,0049 !a proporcié d’embrions Df1 normals
[ i malformats. Comparaci6 entre el

100% tractament amb vitamina B12 i el
a0% control.
= B03% S’ha afegit la taula-resum amb el
B 70% nombre exacte d’embrions.
E 50% S’indica també el p-valor.
o 50%
=3
& 40%
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20%
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PAA 1z 1z

S’observa que la incidéncia dels AADs en resposta al tractament amb vitamina B12 es veu
triplicada respecte al control (19% Control respecte 57% B12).

Tipus de defectes d’arc aortic observats

Respecte a la incidéncia dels diferents tipus de AADs que s’han observat en els embrions,
podem dir que afecten principalment a I'artéria subclavia dereta (RSA) i a I'arc adrtic (AA)
[Figura 8].

A) WT B) reRSA

[Figura 8]. Imatges dels diferents AADs observats en els embrions Df1.
A, Wild-type (WT). B, reRSA (Arteria subclavia dreta retroesofagica). C, IAA-B (Interrupcié d’arc aortic
— tipus B)
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S’han identificat fins a 3 tipus de AADs: reRSA, ARSA i IAA-B, aixi com la preséncia de
més d’una alhora (ARSA/IAA-B). La incidéncia d’aquestes malformacions s’especifiquen a
la [Taula 8].

INCIDENCIA DE CADA TIPUS DE DEFECTES D'ARCS AORTIC

Grup reRSA ARSA 1AA-B ARSAS1AA-B Total

Mares Df1 sup i 1 0 (1] a8
Mares WT sup i1 1 0 2 4
Mares Df1 control a 1 2 0 7
Mares WT control 3 2 0 0 5

[Taula 8]. Tipus de malformacions cardiaques observades i incidéncia de cada una. Comparaci6 entre
els diferents grup d’embrions.

reRSA: Arteria subclavia dreta retroesofagica;, ARSA: Arteria subclavia dreta aberrant; IAA-B:
Interrupcio d’arc aortic — tipus B; ARSA/IAA-B: Artéria subclavia dreta aberrant i interrupcié d’arc adrtic
— tipus B.

*Augment estadisticament significatiu (p-valor < 0.001)

Entre les malformacions cardiaques estudiades, la reRSA és la més prevalent amb 15
casos entre els diferents grups, seguida de 'ARSA amb 5 casos. També s’han detectat
alguns casos de IAA-B i combinacions d’ARSA amb IAA-B. S’observa que hi ha una alta
incidéncia de malformacions reRSA (7 reRSA d’'un total de 8 malformats) respecte als altres
grups, tant amb els control com el WT suplementat.

Es important remarcar el fet de que del total d’embrions Df1, en el cas del grup Df1
suplementat, un 70% dels embrions presenten reRSA; mentre que entre els altres grups
aquesta dada és similar i es troba al voltant del 15%.
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DISCUSSIO

La deleci6 22911.2 en humans, com ja s’ha vist, provoca una série d’alteracions
patoldgiques que tenen una elevada importancia en el desenvolupament embrionari i
fomenten l'aparicié de cardiopaties congeénites, entre d’altres. Tot i I'efecte dels factors
genétics, el fet d’haver una elevada variabilitat en la penetrancia i expressivitat d’aquestes
CC, fa pensar que els canvis en els factors ambientals o la preséncia de gens modificadors
son els principals moduladors del correcte desenvolupament cardiac. En el nostre cas,
pretenem avaluar I'efecte de la vitamina B12 sobre la incidéncia dels defectes d’arc aodrtic
en un model de ratoli que conté una delecié homologa a la 22911.2 humana.

Vitamina B12 en sérum

Per al nostre estudi era important analitzar els nivells de vitamina B12 en sang, ja que els
nivells d’'un metabdlit, vitamina o proteina, solen ser indicadors de la quantitat d’aquesta
substancia que s’esta transportant i arribant als teixits. Per tant, amb aquesta quantificacio
voliem determinar si I'excés de vitamina B12 en la dieta suplementada realment era
captada i transportada als texits. | no tan sols aix0, siné que també ens permet assegurar
que I'excés no s’elimina rapidament per l'orina, procés que es veuria afavorit pel fet de que
és una vitamina hidrosoluble.

Les determinacions duites a terme mostren un increment significatiu en les mostres de
sérum de les femelles amb dieta suplementada amb vitamina B12 (490 pg/mL vs 837
pg/mL), i que el tractament dietétic que estem duent a terme, realment té un efecte en els
nivells de vitamina B12 en sang. Aquest fet reforga la teoria de que en models murins,
increment en la ingesta de vitamina B12 no provoca un increment en la taxa d’excrecio
d’aquesta vitamina, procés que ocorr en estudis amb mamifers.

Tot i aix0, és important analitzar més mostres per assegurar que els resultats obtinguts sén
correctes, ja que la limitacié que teniem és que tan sols hem obtingut les dades de dues
femelles suplementades i quatre del grup control.

Genotipat i nombre de reabsorcions

El genotipat és necessari per determinar quins embrions presenten la delecio i quins tenen
la sequéncia salvatge, per tal de classificar-los com a Df1 o com a WT, respectivament.
Sempre partim d’un dels dos progenitors heterozigot per la deleci6 (Df1/+) i l'altre progenitor
homozigot normal (+/+). A priori no s’haurien d’observar diferéncies entre la proporcio
d’embrions Df1 i WT ja que la probabilitat d’obtenir embrions WT i Df1 és de 1:1, ja que
aquest fet depén unicament de la genética. Per tant, esperam un 50% de probabilitats
d’obtenir embrions (+/+) i un 50% d’embrions (Df1/+), sempre i quan no es tenguin en
compte les reabsorcions, tal com es mostra a la [Figura 9].
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WT > Df1 [Figura 9]. Representacio grafica
(+/4) (or/+) d'un possible creuament entre un

ratoli WT i l'altre heterozigot per la
Progenitors (P1) *\ /‘ delecio Df1.

—_ Es mostra una descripcié grafica dels
gametes que poden formar i els
Gametes + + + Df1 genotips possibles de la progénie
(F1), remarcant la probabilitat de cada
un dels tipus.
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Tot i que tenim una limitacié en el nombre de ratolins estudiats, en el nostre cas s’observa
un lleuger augment en la proporciéo d’embrions Df1 respecte dels WT (36% vs 54,7%)
[Taula 7], perd que s’espera que en augmentar el nombre total d’embrions, la proporcio
entre Df1 i WT assoleixi un equilibri proper a la relacié 1:1.

Respecte a la incidéncia de reabsorcions, els resultats mostren que la incidéncia
d’aquestes és relativament baixa (9,4% del total d’'embrions). El nombre de reabsorcions
dins cada grup és molt reduit i dificilment es podria aplicar un métode estadistic fiable, a
pesar de que sembla que no existeixen diferéncies entre el grup control i suplementat, ni
tampoc diferéncies depenents del genotip matern. Aquest fet, ens indica que el tractament
amb vitamina B12 no incrementa la mortalitat dels embrions in utero respecte a una situacio
control.

Fenotip cardiac

La delecidé 22q11.2 afecta a un ampli conjunt de gens que es troben en aquesta regi6
cromosomica i una gran part d’aquests intervenen en el desenvolupament embrionari. Tot
i tenir un component genétic, s’ha demostrat la relacié que tenen els AADs amb els factors
externs, que modulen lactivitat de certs factors de transcripcid i miRNAs a nivell
epigenétic.031

S’ha estudiat, per exemple, el paper que pot tenir la vitamina A (o acid retinoic) en la
modulacié de I'activitat d’'un dels gens més estudiats de la delecio, el Tbx1, i s’ha confirmat
que una disminucié en els nivells d’aquesta vitamina contribueix a la normalitzacio de les
estructures del 4rt PAA durant 'embriogénesi en ratolins Thx1/+.1°

Gracies a I'estudi mitjangant el HTS (High throughput screening) realitzat per Lania et al.
(2016), la vitamina B12 apareix, juntament amb la vitamina A, com a un possible factor
ambiental capag¢ de poder interaccionar amb els gens presents en la regi6é delecionada i
modular la seva resposta durant 'embriogénesi.®? Ja s’havia estudiat amb anterioritat el
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paper d’aquesta vitamina en algunes malalties. Per exemple, la suplementacié amb
vitamina B12 en humans aconseguia reduir els nivells elevats d’homocisteina (un dels
principals factors de risc cardiovascular i de deméncia) en pacients de Parkinson.?® També
s’havia observat mitjangant un GWAS (Genome-wide association study) que 'augment dels
nivells de vitamina B12 en sang en persones amb un cert polimorfisme en el gen de la
cubilina (receptor del factor intrinsec de la vitamina B12) esta associat a una menor
incidéncia de malformacions cardiaques congénites i menor risc cardiovascular.®

En el nostre estudi preteniem validar els resultats previs obtinguts per Lania et al. (2016)
(grup col-laborador) en el que s’havia aconseguit reduir la incidéncia de CC mitjangant
injeccions intraperitoneals a femelles embarassades knockout pel gen Tbx1. Aquests
resultats sén encoratjadors perd és necessari validar-los a un model animal més
comparable al model huma de la sindrome de DiGeorge ja que la resposta als distints
tractaments ja s’ha vist que no és la mateixa si tan sols hi ha un gen delecionat o sén
varis.®? Per tant I'objectiu és testar I'efecte de la suplementacio dietética amb B12 (més
comparable al que pot passar a humans que la injeccid intraperitoneal) al model Df1, també
meés comparable al model huma.

En el nostre estudi s’ha observat que en embrions amb genotip WT no s’ha detectat cap
AAD ni en el grup control ni en el grup amb tractament amb vitamina B12. En relacio als
embrions Df1, la suplementacio dietética amb vitamina B12 a les mares, abans i durant la
gestacio, augmenta en un 200% la incidéncia de CC (19% vs 57%). Si analitzam les dades
tenint en compte el genotip matern veiem que aquest efecte s’accentua quan el genotip
matern també és Df1: 80% d’embrions amb AADs respecte a un 36% amb genotip matern
WT. Per tant, els resultats obtinguts son contraris als esperats.

Tot i tenir un objectiu semblant, I'estudi de Lania et al. (2016) i el nostre presenten certes
diferéncies que podrien explicar la discrepancia en els resultats. Una primera diferéncia té
a veure amb la suplementacié de la vitamina B12. Aquesta és administrada en etapes
concretes del desenvolupament, de forma intraperitoneal i directa a la cavitat abdominal en
una concentracié major. En el nostre cas, el fet de que aquesta suplementacio sigui a través
de la dieta fa que el tractament sigui més facilment aplicable i més comparable als
desequilibris que podem trobar a humans, pero fa més dificil establir la quantitat de vitamina
B12 que arriba a 'embrié degut a la capacitat tamponadora que té la placenta.

La segona diferéncia resideix en el model de ratoli de partida. Aquest grup partia de ratolins
amb el gen Tbx1 delecionat (knock-out Txb1/+). Mentre que nosaltres hem treballat amb
un model amb la delecié de 1,2 Mb que conté la regi6 homologa a la 22q11.2 humana
(ratolins Df1). Pensam que les diferéncies observades es deuen principalment a aquest fet.

Els ratolins amb el Tbx1 delecionat responen de manera positiva enfront a la suplementacio
amb vitamina B12 i els ratolins Df1 amb la delecié de 1,2 Mb de la regié responen de
manera contraria. Pensam que és molt probable que aquesta diferéncia observada sigui el
resultat de l'alteracié de la funcidé d’algun dels gens delecionats en els ratolins Df1 o la
interaccio d’aquests amb altres regions del genoma o epigenoma. Per tant, és possible que
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la vitamina B12 interaccioni, de manera directa o indirecta, amb aquests gens i tengui com
a consequéncia 'augment en el nombre de AADs.

Dels gens més importants inclosos en la delecid, ja s’ha estudiat la implicacié de cada un
d’aquests en el desenvolupament de la Sindrome de DiGeorge, arribant a la conclusio de
que hi ha gens que no participen en el desenvolupament (Ctp, T10, Gplb, Tmycf i
Cdc45L)%*53¢ D’altres, en canvi, pareixen tenir importancia en etapes del desenvolupament
neuronal, craneofacial, etc... perd no associades al desenvolupamnt cardiac (Es2, Gscl,
Comt i Cdcrel-1).3537-3 | finalment, aquells que resulten més prometedors per el nostre
estudi, els que participen en el desenvolupament cardiac (Tbx1, Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf)
[Figura 10].40-42

FUNCIO DELS GENS DE LA REGIO DF1 [Figura 10]. Funcio dels gens de la
regié delecionada en el model de ratoli

L BAMERT . Dft, 'resp'ecte al desenvolupament
CARDIAC embrionari.

Es mostren el nombre i la identificacid

dels gens inclosos en cada grup.
IMPLICATSEN EL .
DESENVOLHPAMENT Es2, Gscl, Comt i Cdcrell 4

NO IMPLICATSEN EL
DESENVOLUPAMENT

Ctp, T10, Gplb, Tymcf i Cdc45I 5

NOMBRE DE GENS IMPLICATS

Per tant, pensam que I'excés de vitamina B12 en el grup suplementat podria afectar a
I'expressio o a I'activitat d’algun d’aquests gens implicats en el desenvolupament dels arcs
aortics. Aixi doncs, seria important identificar i demostrar la relacié que puguin tenir amb la
vitamina B12 i el desenvolupament cardiac. Aquesta possible interaccié sembla tenir
relacié amb els canvis epigenétics de 'ADN promogut pels canvis de metilacié de 'ADN en
preséncia d’alts nivells de vitamina B12, canvis que ja han estat demostrats en relacio al
gen Tbx1.32

En relacid a les diferéncies observades entre el grup amb mares Df1 i WT, és
estadisticament significatiu que el genotip salvatge (WT) matern té un efecte protector
enfront a I'aparicié de CC quan sén tractades amb vitamina B12: 80% de malformacions
amb mares Df1 enfront a 36% amb mares WT. En condicions normals (grup amb la dieta
control) també sembla haver-hi una tendéncia en el mateix sentit, perd no hem pogut
demostrar que sigui estadisticament significatiu. Aquest efecte del genotip matern enfront
a l'aparicio de cardiopaties congénites ja s’havia descrit anteriorment, perd és un camp molt
novedos i, per tant, s’hauria de fer un estudi més extens per tal d’aclarir els motius per els
quals apareix aquest fenomen.*

Es rellevant destacar també que en els embrions WT del grup amb el tractament dietétic
amb vitamina B12 no s’observa un augment en la incidéncia de AADs (0 AADs en els dos
grups: control i suplementat). Aquests resultats semblen indicar que els embrions sense la
delecié son menys susceptibles a la suplementacié amb vitamina B12 que els embrions
Df1.
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Tipus de defectes d’arc aortic observats

No només és important el nombre o la incidéncia de les cardiopaties congénites, siné que
també cal tenir en compte quin tipus de malformacions sén les prioritaries i més frequents.
En diversos articles s’han estudiat les possibles diferéncies entre el desenvolupament del
4rt arc aortic dret, que forma part I'artéria subclavia dreta, i I'esquerre, que principalment
conté I'arc aortic.® En aquest sentit, Lindsay et al. (2001) van determinar que la penetrancia
de malformacions en estructures del 4rt arc aortic dret era major que I'esquerre en models
de ratoli Df1. En aquest treball també hem observat aquesta tendéncia , ja que les
anomalies derivades de defectes al 4rt arc aodrtic dret (reRSA i ARSA) son més frequents
que en la regi6 esquerra: 22 i 4 malformacions respectivament.

L’AADs més frequent dels observats, amb 15 casos de les 24 malformacions totals, és la
reRSA. Aquesta malformacio es produeix quan l'arteria subclavia dreta conflueix amb I'arc
aortic en una regié anomala i es desenvolupa per la part posterior de I'esofag i la traquea.
En humans, aquest fet provoca disfagia (dificultat per tragar) i dispnea (dificultat
respiratoria) en un percentatge relativament alt dels individus que ho pateixen, a més de
ser un factor de risc per la formacié d’aneurismes.**** En condicions normals I'artéria
subclavia dreta (RSA) es forma a partir de la séptima arteria intersegmental i que acaba
confluint amb el 3er i 4rt arcs aortic drets. En el nostre cas, la deleci6 de 1,2 Mb amb gens
com Tbx1, Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf, entre d’altres, té un paper fonamental en la correcta
formacioé i desenvolupament del 4rt PAA. La haploinsuficiencia d’aquests gens pot
comportar la desaparicio d’aquest 4rt PAA i, per tant, la formacié correcta de la RSA es
veuria altament afectada en les etapes de migracié i diferenciacié cel-lular durant el periode
(E)11.5 i (E)13.5. Aquest fet podria explicar 'augment en els casos de malformacions en
l'artéria subclavia dreta durant el desenvolupament embrionari.*

Aquest AAD no només ha estat el més freqlient, sind que la seva incidéncia s’ha vist
incrementada significativament en el grup d’embrions amb mares Df1 suplementades (7
reRSA de 10 embrions Df1 totals). Per tant, trobam una relacié entre el genotip de I'embrio,
la suplementacié amb vitamina B12, el genotip matern i els defectes en la formacié de la
reRSA. Els resultats obtinguts pareixen apuntar a que la suplementacié amb vitamina B12
promouria 'aparicié de la reRSA i que aquest efecte es veuria atenuat quan el genotip
matern és WT (+/+). S’haurien de fer estudis complementaris a aquests, com l'analisi
d’expressio génica cardiaca o I'estudi de I'epigenética, per tal d’identificar i caracteritzar els
mecanismes moleculars per els quals ocorren aquests processos.

En relacio als altres tipus de AADs, podem dir que existeixen altres estructures afectades
per la delecié de 1,2 Mb en ratolins Df1 i que donen lloc a altres tipus de malformacions
(IAA-B i ARSA), perd que es troben en un menor nombre de casos. A més, no s’han trobat
canvis significatius en aquests tipus de malformacions, ni depenents del fenotip matern ni
de la suplementacié.

També cal esmentar que no s’ha trobat en cap cas una tetralogia de Fallot tot i ser el AAD
amb una major incidéncia en humans. Aquest fet es relaciona amb estudis que demostren
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que tot i ser un model bastant acurat al que ocorr a humans, aquest model de ratoli no
reprodueix la simptomatologia completa de la Sindrome de DiGeorge.*4®

CONCLUSIONS

Els resultats ens indiquen que la suplementacié dietética amb vitamina B12 de les mares
gestants, a diferéncia d’altres estudis, resulta en un increment en la incidéncia de defectes
d’arc aortic (AADs) en embrions Df1. En concret, s’observa un increment significatiu en la
incidencia de I'artéria subclavia dreta retroesofagica (reRSA) en aquests embrions.

Es presenta una discrepancia entre els resultats que hem obtingut i els resultats obtinguts
per Lania et al. Aquestes diferencies observades podrien estar relacionades amb el model
de ratoli emprat. Sembla que la vitamina B12 no tan sols afecta al gen Tbx1 (amb
disminucié dels ADDs), sind que presenta interaccions amb altres gens de la regio
delecionada que condueixen als resultats obtinguts. Aquesta interacci6 amb altres gens
com podrien ser Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf, o la interaccié d’aquests amb altres regions del
genoma, podrien ser els causants de I'incorrecte desenvolupament del 4rt PAA i 'augment
en el nombre de AADs observades en resposta al tractament amb suplementacié dietética
de vitamina B12, encara que es requereixen estudis especifics per poder treure conclusions
definitives.

També s’ha observat que el genotip WT dels embrions sembla tenir un efecte protector en
I'aparicié dels AADs i ser menys suceptibles al les alteracions ambientals.

Tot i tenir només uns resultats preliminars a causa del nombre reduit de ratolins emprats,
aquest treball també pot servir com a precedent en I'estudi de la interaccio entre el genotip
matern i el fenotip de I'embrid, ja que es tenen resultats significatius pel que fa a I'efecte
protector del genotip WT matern en la incidéncia d’aquestes malformacions en el fetus.
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