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Resum 
Les cardiopaties congènites (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 genètic, tot i que en la majoria de casos, la seva aparició és 
depenent dels efectes de factors ambientals per la qual cosa es considera una malaltia 
complexa. La Síndrome de DiGeorge és una malaltia rara provocada per una deleció en la 
regió 22q11.2 i en la que una de les principals complicacions de la malaltia són les CC. A 
pesar de tenir una base genètica coneguda només el 75% dels malalts presenten CC, per 
tan es creu que hi ha factors ambientals que modulen la seva aparició, probablement 
mitjançant la modificació de l’epigenètica de l’individu. El fet de tenir un component genètic 
conegut i alhora dependre de factors externs, fa que aquesta síndrome se’ns presenti com 
a un bon model per l’estudi d’aquests factors en relació a les CC. 

En aquest treball, s’ha estudiat el paper que té la vitamina B12 en l’aparició de les CC, en 
concret aquelles que afecten a les estructures procedents del 4rt arc aòrtic (PAA) en un 
model murí de la Síndrome de DiGeorge. L’objectiu és validar resultats obtinguts a estudis 
anteriors que havien demostrat que la suplementació intraperitoneal amb vitamina B12 
provocava la disminució en el nombre de defectes d’arc aòrtic (AADs) en ratolins knock-
out Tbx1/+. En el nostre model de ratolí, més proper a la Síndrome de DiGeorge humana, 
els resultats de l’estudi mostren que el tractament dietètic amb vitamina B12 incrementa la 
incidència d’aquestes malformacions. 

Aquests resultats semblen indicar que la suplementació dietètica amb vitamina B12 modula 
la formació del 4rt PAA i dóna lloc a un increment en la incidència de AADs, sobretot en el 
desenvolupament de l’artèria 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 suplementació amb vitamina B12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

 

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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INTRODUCCIÓ I CONTEXTUALITZACIÓ 

Cardiopatíes congènites associades a la Síndrome de DiGeorge 

Cardiopatíes congènites 

Les cardiopaties congènites (CC) són alteracions estructurals del cor que sorgeixen durant 
el desenvolupament embrionari. Són el tipus de malformacions congènites més freqüents 
a la població, amb una prevalença d’un cas per cada 100 naixements. Una proporció 
relativament elevada (fins un 25%) d’aquestes CC provoquen problemes greus de salut als 
afectats i requereixen intervenció mèdica urgent. Les CC poden aparèixer de forma aïllada 
o associades a diferents síndromes, entre els quals trobam la Síndrome 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 esforços en la investigació i estudi d’aquestes 
malalties.1,2 

Una altra característica a ressaltar de les CC és la seva complexitat, principalment com a 
conseqüència de la penetrància i expressivitat variable que provoca que tan sols un 20% 
de les CC es puguin explicar mitjançant factors genètics. En els darrers anys s’ha avançat 
en l’estudi genètic d’aquestes malalties, però s’ha vist que també és important estudiar 
quins factors externs (o ambientals) modulen l’aparició d’aquestes cardiopaties per així 
poder plantejar una línia d’investigació centrada en el tractament, prevenció i/o millora en 
el diagnòstic d’aquestes malalties.3,4 

 
Anomalies conotruncals i desenvolupament del 4rt arc aòrtic 

Tot i que les CC són un conjunt heterogeni de malalties, una de les classificacions que es 
poden fer és la depenent de l’estructura cardíaca que es veu afectada. En aquesta 
classificació 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 aòrtics (AAD), que representen el 30% del total de les 
CC.3 Aquest tipus d’anomalies són aquelles que afecten principalment a l’outflow track 
(OFT).  

L’outflow track és una regió de la part superior del cor que engloba un conjunt d’estructures 
que connecten els ventricles amb les principals artèries cardíaques: aorta i pulmonar. S’ha 
vist que anomalies en l’establiment d’una estructura embrionària temporal anomenada 4rt 
arc aòrtic (PAA) que intervé en el desevolupament cardíac, donen lloc als diferents tipus 
de AADs. També s’ha estudiat el paper de la diferenciació de les cèl·lules de la cresta 
neural durant la formació d’aquest PAA. Entre els diferents tipus de AADs destacam la 
Tetralogia de Fallot (TF), l’artèria subclàvia dreta aberrant (ARSA) i la interrupció d’arc 
aòrtic de tipus B (IAA-B) [Figura 1].8 
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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 

[Figura 1]. Exemples de defectes d’arc aòrtics 
presents en embrions de ratolí. 
a, Anatomia normal. b, IAA-B amb emergència 
de la RSA cervical. c, ARSA. d, el mateix 
individu que (c) després de l’eliminació de l’arc 
aòrtic per observar l’origen de la RSA. e, reRSA, 
un tipus d’ARSA retroesofàgica. 

IAA-B: Interrupció d’arc aòrtic – tipus B; ARSA: 
Artèria subclavia dreta aberrant; reRSA: Artèria 
subclavia dreta retroesofàgica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Síndrome de DiGeorge 

La Síndrome de DiGeorge és una malaltia congènita provocada per un defecte genètic, 
generalment associat a la deleció d’una regió del braç llarg del cromosoma vint-i-dos: del 
22q11.2. Es caracteritza per presentar una simptomatologia molt diversa, pel seu efecte 
pleiotròpic i per una alta variabilitat fenotípica entre els individus que la pateixen. Entre 
aquests símptomes destaquen l’alta incidència de cardiopaties congènites i altres 
miocardiopaties, l’absència o disminució de la mida del timus que en certs casos pot 
desencadenar la immunodeficiència combinada greu (SCID) per la falta de maduració dels 
limfòcits T, defectes en el desenvolupament esquelètic, renal o de les glàndules 
paratiroidees i retràs en el creixement i desenvolupament cognitiu, entre d’altres.11,12 La 
penetrància incompleta de la Síndrome de DiGeorge fa que només el 75% dels pacients 
desenvolupin una CC malgrat tenir la mateixa deleció, lo qual converteix aquesta síndrome 
en un bon model per l’estudi del paper que de determinats factors ambientals en la 
modulació de l’expressió de les CC associades. 

La Síndrome 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’aquí el nom de Síndrome de 
DiGeorge. També es coneix amb altres noms com síndrome velocardiofacial, anomalia 
conotruncal facial o síndrome de Shprintzen, tot i que a dia d’avui és sabut que totes són 
diferents manifestacions conseqüència de la deleció 22q11.2.12,13  
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[Figura 2]. Esquema del 
mecanisme causant de la 
deleció per recombinació 
entre LCR22A i LCR22B. 
Queda delecionada una 
regió de 3 Mb. 
Imatge creada amb l’app 
de Biorender. 

La prevalença d’aquesta síndrome a la societat s’estima en 1 de cada 4000 naixements. 
Per tant, dintre del grup de malalties genètiques que generalment són considerades rares, 
la Síndrome de DiGeorge té una elevada incidència en la població. S’ha observat que 
aquesta prevalença és constant a la població en general i que el background genètic de les 
diferents ètnies no predisposa a certs grups a patir-la. Tampoc s’han descrit diferències en 
la prevalença segons el gènere, masculí o femení.14,15 Aquest conjunt d’observacions 
concorda amb que aquesta malaltia és causada per mutacions de novo el 95% dels 
casos.16 Per tant, és rellevant identificar i entendre el motiu d’aquesta alta taxa de mutació 
en la regió 22q11.2 del genoma. 

 
Descripció genètica de la Síndrome de DiGeorge 

La deleció 22q11.2 causant de la Síndrome de DiGeorge es produeix com a conseqüència 
d’una errada en la divisió meiòtica, en concret durant la profase. El motiu per el qual 
aquesta regió és un punt calent de mutació durant la divisió meiòtica és 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 
regió. Fins el 90% dels casos, la regió 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, però són 
menys comuns.12,16  

 

 

 

 

 

 
 

 

Com hem dit, aquesta malaltia és pleiotròpica, és a dir, afecta a una gran quantitat d’òrgans 
i funcions. Aquest fet és conseqüència de que dins la regió 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 àmpliament estudiats com 
el TBX1 i el CRKL, estan implicats en el desenvolupament del 4rt PAA. Així doncs, la 
deleció 22q11.2 característica de la Síndrome de DiGeorge, implica una haploinsuficiència 
dels gens d’aquesta regió. Com a conseqüències destacam l’aparició de defectes d’arc 
aòrtic (AADs) associats a alteracions en el 4rt PAA, alteracions neurològiques i 
craneofacials, així com un paper important en l’hipoplàsia del timus.11,12  
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[Figura 4]. Esquema dels 
productes després de la 
recombinació amb Cre. Regió 
homòloga a 22q11.2 en ratolins 
WT (dalt) i la regió resultant en 
ratolins Df1. 
Imatge creada amb l’app de 
Biorender. 

[Figura 3]. Ordre dels gens 
continguts en la regió 22q11 
humana en comparació amb la 
que es troba al model de ratolí en 
el cromosoma 16. 
Les línies vermelles indiquen 
mateix ordre i orientació. Les 
línies blaves indiquen mateix 
ordre però en sentit invertit. Les 
línies verdes indiquen gens que 
han canviat la seva posició durant 
l’evolució. 

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. 

Model de ratolins Df1 

El primer model de ratolí per a la Síndrome de DiGeorge va ser dissenyat per el grup liderat 
per A. Baldini del departament de medicina molecular i biotecnologies mèdiques de la 
Universitat de Nàpols (Itàlia), amb el qual el grup de Genòmica de la Salut de l’IdISBa 
col·laboram. Aquest grup va fer un estudi del genoma i van trobar que una regió d’1,2 Mb 
del cromosoma 16 del ratolí és homòloga a la regió 22q11.2 en humans. Per tant, varen 
desenvolupar un ratolí knock-out amb aquesta regió delecionada mitjançant Cre-LoxP 
[Figura 3] i hi afegiren el gen Hprt i els gens puro i neo per a la detecció i selecció de 
mutants [Figura 4]. A aquests ratolins knock-out se’ls anomenà ratolins Df1, que són el 
model de ratolí amb el que es farà feina durant la part experimental.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En estudis amb aquest models de ratolins Df1, s’ha observat que la deficiència en gens 
importants en el desenvolupament del 4rt PAA provoca una hipoplàsia d’aquesta estructura 
en el 100% dels casos en embrions als 10 dies desde la concepció o (E)10.5. En els 
embrions (E)11.5 i (E)18.5 s’observa una recuperació 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.9  
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[Figura 5]. Incidència de 
malformacions en el 
desenvolupament del 4rt arc 
aòrtic durant el desenvolupament 
embrionari en ratolins Df1. Les 
etapes es nomenen segons el 
temps transcorregut desde la 
concepció. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Aquest fet planteja que tot i haver una penetrància d’anomalies en al PAA en el 100% dels 
embrions Df1 (E)10.5, de qualque manera es pot recuperar el fenotip normal. Aquesta 
normalització és  especialment important entre el període (E)11.5 i (E)13.5, període en que 
esdevenen els processos de diferenciació cel·lular de les cèl·lules de la cresta neural en 
cèl·lules musculars llises. Per tant, sembla ser que en aquest interval de temps l’efecte dels 
factors ambientals tenen un paper clau.9,10  

Altres estudis centrats en l’anàlisi transcriptòmic d’aquest model Df1, ha confirmat que tots 
els gens inclosos en aquesta deleció presenten uns nivells d’expressió baixos i que en cap 
cas hi ha una compensació de dosi. Aquesta informació ens fa pensar que les CC presents 
en embrions (E)18.5 estan provocats per la deficiència d’un o més gens situats en aquesta 
regió del cromosoma.17 El fet de què tan sols el 30% dels embrions amb la deleció 
desenvolupin CC, fa pensar en la importància que tenen l’epigenètica i l’estat de metilació 
de l’ADN en la recuperació del fenotip cardíac normal. Per tant, entra en joc el paper que 
poden tenir els factors externs en la modulació del desenvolupament del 4rt PAA. Entre 
aquest factors s’ha demostrat l’associació entre la suplementació multivitamínica i la 
reducció de AADs, així com l’estudi de l’efecte de diverses vitamines per separat.4,18,19  
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[Figura 6]. Estructura de les cobalamines. a) Estructura de la cianocobalamina (Vitamina B12). b) i c) 
Estructura de les formes funcionalment actives: metilcobalamina i 5’-deoxiadenosilcobalamina, 
respectivament. 
Les claus de color verd indiquen la regió que es veu modificada entre les diferents formes de la vitamina 
B12. 
*Imatges obtingudes a partir de Chemistry Libre Texts i editades amb Biorender. 

Vitamina B12 

Les cobalamines són un grup de compostos estructuralment molt similars i interconvertibles 
dels quals destaca la cianocobalamina, també anomenada vitamina B12. Únicament els 
organismes procariotes (bacteris i arqueus) són capaços de sintetitzar aquesta molècula, 
que gràcies a la cadena tròfica i interacció amb aquests organismes arriba a plantes i 
animals.20,21 Per tant, davant la impossibilitat de sintetitzar-la de manera endògena pels 
humans, és indispensable incorporar-la a través de l’alimentació. Alguns dels aliments rics 
en aquesta vitamina són la carn vermella, els productes lactis i els ous, el que implica que 
la deficiència d’aquesta vitamina és un problema comú en persones que segueixen dietes 
veganes. Una altra característica diferencial de la Vitamina B12 és que per la seva correcta 
absorció, requereix la unió amb una glicoproteïna estomacal anomenada factor intrísec, 
que és reconegut per receptors en les cèl·lules de l’íleon, on es du a terme la captació 
d’aquesta substància.22 

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 àtom 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 són la metilcobalamina i la 5’-
deoxiandenosilcobalamina [Figura 6].23 
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[Figura 7]. Esquema de les dues 
rutes en les que participa la vitamina 
B12: síntesi de metionina y 
conversió del metilmalonil CoA a 
succinil CoA. 
B12-Co3+: vitamina B12; Methyl-B12: 
metilcobalamina; Adenosyl-B12: 5’-
deoxiadenosilcobalamina; THF: 
tetrahidrofolat. 
 

Imatge obtinguda de Green R. 
Vitamin B12 - Physiology, Dietary 
sources, and Requirements. In: 
Encyclopedia of Human Nutrition. ; 
2013:351-352. 

Aquests dos compostos tenen un paper fonamental actuant com a cofactors en diferents 
rutes bioquímiques: la síntesi de la metionina, que pot tenir una repercussió a nivell 
epigenètic, ja que la metionina actua com a donador de grups metil per a la metilació de 
l’ADN; i la formació de succinil CoA, important en la síntesi d’àcids grassos importants 
estructuralment en la membrana plasmàtica.20,23,24  

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

 

A l’esquema es pot veure com la vitamina B12 sèrica 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’homocisteïna a metionina. Per altra banda, 
la vitamina B12 reduïda també pot convertir-se en 5’-deosiadenosilcobalamina i participar 
en la síntesi del succinil CoA, actuant com a cofactor de la metilmalonil CoA mutasa. 

S’han estat estudiat durant dècades els efectes de la deficiència en vitamina B12, tant en 
el desenvolupament embrionari com en persones adultes. Està demostrat que la manca 
d’aquesta vitamina té com a conseqüència principal la impossibilitat (o reducció) de la 
síntesi de la metionina, que té repercussions greus en l’estat global de metilació de l’ADN, 
així com en l’augment dels nivells d’homocisteïna en sang. Aquests processos en conjunt 
poden desencadenar una sèrie de patologies importants, tant a nivell cerebral i 
cardiovascular, com un augment en la predisposició a desenvolupar tumors, entre 
d’altres.14,19 

S’ha demostrat que la suplementació amb vitamina B12 en mares gestants i lactants ajuda 
a l’embrió o infant a reestablir els nivells normals d’homocisteïna en sang, ajuda al correcte 
desenvolupament neuronal i redueix la incidència d’abortaments espontanis.21,26  
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HIPÒTESI 

Partint de la idea de que les anomalies en el 4rt PAA que es troben a l’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 l’embriogènesi, 
se’ns presenta una pregunta:  
 
Pot la suplementació dietètica materna amb Vitamina B12 afavorir aquesta reversió a 
ratolins Df1 i, per tant, disminuir la incidència d’embrions amb cardiopaties congènites? 

 

 

OBJECTIUS 

L’objectiu principal d’aquest treball és avaluar el paper que té la suplementació dietètica de 
vitamina B12 pel que fa a la incidència de malformacions i anomalies cardíaques 
congènites en un model murí de Síndrome de DiGeorge. 

Aquest objectiu principal es pot dividir en una sèrie d’objectius específics o sub-objectius: 

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

- Identificar els AAD més freqüents en els models estudiats. 

- Estudiar els possibles efectes secundaris no esperats com a conseqüència d’aquesta 

dieta. 
 

 

MATERIALS I MÈTODES EXPERIMENTALS 

Ratolins, dieta i sacrifici dels exemplars 

Tots els procediments amb animals duits a terme en aquesta investigació estan regulats 
per la UE (2010/63/UE)  i aprovats per la Comissió ètica de les Illes Balears. 

Els animals emprats són un model de ratolins transgènics Df1 generats a partir de ratolins 
C57Bl6 adquirits de l’European Mouse Mutant Archive (EMMA) – Infrafrontier (Italia). Per 
l’avaluació de la suplementació 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 concentració 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 dietètic 
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de les femelles té una duració de 6 setmanes, que es perllonga durant l’embaràs i fins el 
sacrifici de l’animal. Un cop finalitzat el tractament, es duen a terme encreuaments per tal 
d’obtenir femelles embaraçades. 

En ser la Síndrome de DiGeorge una malaltia dominant i letal en homozigosi, els 
encreuaments sempre es duen a terme mitjançant un progenitor (mascle o femella) amb el 
genotip salvatge i l’altre, amb el genotip mutat o Df1. Aquests mascles no han estat tractats 
i segueixen una dieta estàndard 5LF2 (EURodent diet 14%, LabDiet, St. Louis, MO). Al dia 
següent a l’aparellament, es revisa la presència 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’embaràs dels ratolins dura aproximadament 3 setmanes, per això abans del naixement i 
quan les estructures cardíaques estan ja totes formades, als 18.5 dies es sacrifiquen les 
femelles embarassades. El sacrifici es du a terme mitjançant l’exposició amb un 70% CO2 
en una càmera tancada durant uns 2 minuts. 

A continuació es procedeix a la dissecció de la femella embarassada, de la qual s’obté la 
sang per punció cardíaca i s’aprofita per extreure’n el cor, fetge, ronyó, intestí, femta i coa, 
que ràpidament són congelats amb nitrogen líquid. La sang es manté en fred i seguidament 
es centrifuga 10 minuts a 1200 rpm per tal d’obtenir-ne el sèrum, que juntament amb les 
altres mostres, es preserven a -80 ºC amb la intenció de dur a terme una sèrie de 
determinacions i anàlisis a mitg/llarg plaç. 
 

Dissecció dels embrions 

Seguit al sacrifici de les femelles es fa la dissecció dels embrions i es procedeix al seu 
fenotipat. Aquest procés consisteix en obrir l’abdomen de cada embrió i fer una valoració 
visual de les estructures cardíaques externes i dels principals vasos. Això es fa amb l’ajut 
d’un estereomicrosopi. D’aquesta manera es defineix la presència/absència de 
cardiopaties congènites (CC) a cada embrió que “a posteriori” ens permetrà fer una 
valoració de l’efecte de la dieta sobre el seu desenvolupament.  

Durant la dissecció els embrions es mantenen amb PBS i un cop fenotipats es recull una 
mostra dels següents teixits: coa i peu, que s’empra per extreure l’ADN i poder genotipar-
los i sexar-los, cor, outflow tract (OFT), cos i placenta. El cor s’emprarà en un futur per 
realitzar els estudis d’expressió gènica  Per això es congelen immediatament en nitrogen 
líquid i són emmagatzemades a -80ºC per poder dur a terme diferents anàlisis a mig/llarg 
plaç. S’anoten també el nombre de reabsorcions fetals que s’hagin pogut donar. 
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Determinació de Vitamina B12 en sèrum 

La determinació dels nivells de vitamina B12 en sang es fan a partir de l’alíquota que s’ha 
obtingut de sèrum després de la centrifugació de la mostra de sang. 

La quantificació dels nivells d’aquesta vitamina s’ha mesurat a un laboratori extern 
(Echevarne, España), mitjançant una cromatografia líquida d’ultra resolució acoplada a un 
detector de fotodíodes (quimioluminiscència). 

 

Extracció i purificació d’ADN 

Digestió de la mostra 

L’obtenció de l’ADN es basa en una extracció amb alta concentració salina similar al 
desenvolupat per S. Aljanabi et al. (1997).27 
Es parteix d’una mostra de teixit de coa dels embrions al que s’afegeixen 375 µL de Tailing 
Buffer* i   20 µL de proteïnasa K (10 µg/µL) i s’incuba overnight a 56 ºC. 
*Tailing buffer :  50mM TrisHCl pH8, 100mM EDTA pH8, 100mM NaCl i 1% SDS. 
 

Extracció i purificació d’ADN 

S’afegeixen 125 µL de NaCL 6M i es centrifuga*. Es separa el sobrenadant a un altre tub i 
s’afegeixen 375 µL d’isopropanol. Es vorteja 2 minuts i es centrifuga. Es descarta el 
sobrenadant, s’afegeixen 250 µL d’etanol 70% i es centrifuga. Es deixa eixugar a l’estufa a 
38 ºC fins que s’hagi evaporat completament el líquid (≈15 minuts). Es resuspèn el 
precipitat de les mostres de dit amb 100 µL de DNA rehydration solution (Tris-EDTA) de 
Promega. Es resuspèn durant 1 hora a l’estufa a 38ºC i es guarda a la gelera per a les 
posteriors determinacions. 
*Totes les centrifugacions es fan a màxima velocitat (16.000 rpm) durant 10 minuts. 

 

Quantificació d’ADN 

Per a la quantificació d’ADN s’utilitzen 2 µL d’ADN purificat i resuspès en DNA rehydration 
solution i s’introdueixen al lector de microplaques Synergy™ H1 de Bio Tek. Mitjançant 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 comprovació de la 
puresa i integritat de l’ADN. S’utilitza el DNA rehydration solution utilitzat en la resuspensió 
de l’ADN com a blanc.  
 

Amplificació dels gens 

Genotipat 

En el genotipat analitzam quins ratolins presenten la deleció i quins no, és a dir, quins són 
Df1 i quins WT, respectivament. Per la diferenciació entre Df1 i WT ens basarem en 
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[Taula 2]. Contingut i volum (en µL) de cada un dels reactius de la solució Mix de la PCR 
del genotipat. 

[Taula 1]. Tipus de primers empleats per l’amplificació per PCR (genotipat) i seqüència. 

l’amplificació simultània d’un gen, la Hprt, només present als ratolins Df1 i l’amplificació del 
gen Ufd1l, present en els dos models. Protocol basat en el realitzat per Lindsay et al. 
(1999).8 
Dilució de l’extracte d’ADN fins a una concentració de 100 ng/µL. 

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

 
Primers genotipat 

Primer Nom Seqüència 

Forward UFDTAR 2F 5’-TCTTTGTCAGCAGTTCCCTTT-3’ 

Reverse UFDTAR 2R 5’-TGGGCAATTGTTTAATCTTCC-3’ 

WT UFDWT3 5’-CAGAGTTCTGACTTCTGCACACTAA-3’ 

 
 

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

Mix PCR Genotipat (per mostra) 

Reactiu Volum (µL) 

      g 

 

Reactiu Volum (µL) 

GoTaq Flexi Buffer 6 Primer Forward 10 mM 1,5 

MgCl 25 mM 2,3 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 

 

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

Sexat 

En la determinació del sexe de les mostres ens basam en la diferència de mida de la 
seqüència observada entre el gen Rbm31x del cromosoma X respecte al gen Rbm31y del 
cromosoma Y. La deleció de 84 pb que existeix ens permet diferenciar en el revelat de 
l’electroforesi (posterior a la PCR) dos productes: un de 269 pb del cromosoma X i un de 
353 del cromosoma Y.28 D’aquesta manera es podrà diferenciar entre els mascles (2 
bandes diferents) i les femelles (1 sola banda). 
Dilució de l’extracte d’ADN fins a una concentració de 100 ng/µL. 

Els primers emprats per el genotipat s’especifiquen a la [Taula 3]:  
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[Taula 5]. Programa per la PCR: genotipat (esquerra) i sexat (dreta). S’indica el nombre de l’etapa, la 
temperatura (en ºC) i el temps de cada etapa. 

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

[Taula 3]. Tipus de primers empleats per l’amplificació per PCR (sexat) i seqüència. 

 

Primers sexat 

Primer Nom Seqüència 

Forward Rbm31 F 5’-CACCTTAAGAACAAGCCAATACA-3’ 

Reverse Rbm31 R 5’-GGCTTGTCCTGAAAACATTTGG-3’ 

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

Mix PCR Sexat (per mostra) 

Reactiu Volum (µL) 

      g 

 

Reactiu Volum (µL) 

GoTaq Flexi Buffer 6 Primer Forward 10 mM 1,5 

MgCl 25 mM 2,7 Aigua lliure d’RNAses 14,3 

dNTPs 25mM 2,8 GoTaq 62 Flexi 0,2 

Primer Reverse 10 mM 1,5   

 

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

Programa Genotipat 

 

Programa Sexat 
Etapa Temperatura (ºC) Temps Etapa Temperatura (ºC) Temps 

1 95.0 2 min 1 95.0 2 min 

2 95.0 30 s 2 95.0 30 s 

3 56.0 30 s 3 56.0 30 s 

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 

 
 
 
Separació per electroforesi i revelat 

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

Es prepara primer la dissolució 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 gràcies a 
les seva menor toxicitat i el fet de ser no carcinogènic) per millorar la sensibilitat en la 
visualització de l’ADN en el transil·luminador.29 



 

19 

 

A cada pouet es carreguen 5 µL: 2 µL de mostra, 2 µL d’aigua lliure d’RNAases i 1 µL del 
tampó de càrrega TriTrack DNA Loading Dye. A uns dels pouets es carrega també 1 µL 
(50 µg/µL) de marcador de pes mol·lecular Gene Ruler 100bp DNA Ladder. 

Les condicions de l’electroforesi són una intensitat de 120V, durant uns 20 minuts. 

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

 

Estadística 

Vitamina B12 en sèrum 

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 cardíac 

Tot i que la prova χ² 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 mitjançant l’eina informàtica “R”, i s’han 
comparat el nombre d’embrions malformats i normals en funció de la dieta seguida: control 
o suplementada.  

També s’ha realitzat la comparació del nombre d’embrions malformats i normals en funció 
de la dieta i del genotip matern: Df1 o WT de la mateixa manera que a l’apartat anterior: 
mitjançant el Test exacte de Fisher i l’eina informàtica “R”.  

 

Tipus de defectes d’arc aòrtic observats 

S’ha realitzat un Test exacte de Fisher mitjançant l’eina informàtica “R”, i s’ha comparat la 
incidència de reRSA en el total d’embrions procedents de mares Df1 suplementades amb 
la incidència d’aqueta mateixa malformació en embrions procedents de mares Df1 control.  
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[Gràfic 1]. Quantificació dels nivells de 
vitamina B12 en mostres de sèrum de 
les femelles. 
Comparació entre la concentració dels 
ratolins del grup amb la dieta control 
(n=4) enfront els del grup tractat amb 
la dieta suplementada amb vitamina 
B12 (n=2).  
La concentració s’expressa en pg/mL. 
S’indica el p-valor entre els dos grups. 

RESULTATS EXPERIMENTALS 

Vitamina B12 en sèrum 

La vitamina B12 és una biomolècula hidrosoluble, per tant, té la capacitat de dissoldre’s 
amb aigua. Aquest fet provoca que l’excés d’aquesta vitamina es pugui eliminar ràpidament 
a través de l’orina. Amb el tractament de les femelles mitjançant la dieta suplementada amb 
vitamina B12 es pretén aconseguir augmentar els nivells circulants d’aquesta vitamina i, 
com a conseqüència, la quantitat que es transporta als diferents teixits i als embrions. Per 
tant, la primera passa és comprovar si la suplementació dietètica amb B12 ha aconseguit 
incrementar els nivells sèrics d’aquesta vitamina a les mares tractades. Els resultats 
obtinguts es mostren al [Gràfic 1]. 

Els resultats mostren una diferència significativa en les concentracions de la vitamina B12 
en sèrum. 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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[Taula 6]. Incidència 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, així com el percentatge (%) de 
cada un. 
 

Genotipat i nombre de reabsorcions 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Fenotip cardíac 

L’objectiu principal del treball és l’estudi de la incidència de AADs que donen lloc a les 
cardiopaties congènites i l’alteració 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 diferències significatives en relació al sexe dels embrions, el que 
implica que el nombre de AADs no depèn d’aquest factor. 

A la [Taula 7] es mostra el nombre d’embrions Df1 fenotípicament 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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[Taula 7]. Incidència 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, així com 
el càlcul de la mitjana entre les diferents camades i la desviació estàndard 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 cardíaques en el 19,2% dels casos. Embrions amb mares 
Df1, el 18,9% dels casos. Això es mostra representat gràficament en el [Gràfic 2].  

  

 

 

 

 

 

 

[Gràfic 2]. Efecte de la 
suplementació de la dieta amb 
Vitamina B12 en la incidència 
de cardiopatíes congènites en 
embrions Df1 respecte al grup 
amb la dieta control. 
Comparació de l’efecte 
depenent del genotip de la 
mare. 
Es mosta la incidència 
d’embrions malformats (en 
percentatge) i el p-valor entre 
els diferents grups. 
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[Figura 8]. Imatges dels diferents AADs observats en els embrions Df1. 
A, Wild-type (WT). B, reRSA (Artèria subclavia dreta retroesofàgica). C, IAA-B (Interrupció d’arc aòrtic 
– tipus B) 

A)     WT B) reRSA C)    IAA-B 

 

 

 

Per veure l’efecte de la suplementació amb vitamina B12 independentment del genotip 
matern, hem agrupat les dades i representades gràficament al [Gràfic 3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S’observa que la incidència 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 aòrtic observats 

Respecte a la incidència dels diferents tipus de AADs que s’han observat en els embrions, 
podem dir que afecten principalment a l’artèria subclàvia dereta (RSA) i a l’arc aòrtic (AA) 
[Figura 8]. 

 

 

[Gràfic 3]. Representació gràfica de 
la proporció d’embrions Df1 normals 
i malformats.  Comparació entre el 
tractament amb vitamina B12 i el 
control.  
S’ha afegit la taula-resum amb el 
nombre exacte d’embrions. 
S’indica també el p-valor. 
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[Taula 8]. Tipus de malformacions cardíaques observades i incidència de cada una. Comparació entre 
els diferents grup d’embrions. 
reRSA: Artèria subclavia dreta retroesofàgica; ARSA: Artèria subclavia dreta aberrant; IAA-B: 
Interrupció d’arc aòrtic – tipus B; ARSA/IAA-B: Artèria subclavia dreta aberrant i interrupció d’arc aòrtic 
– tipus B. 
*Augment estadísticament significatiu (p-valor < 0.001) 

 

 

S’han identificat fins a 3 tipus de AADs: reRSA, ARSA i IAA-B, així com la presència de 
més d’una alhora (ARSA/IAA-B). La incidència d’aquestes malformacions s’especifiquen a 
la [Taula 8]. 

 

 

 

 

 

Entre les malformacions cardíaques estudiades, la reRSA és la més prevalent amb 15 
casos entre els diferents grups, seguida de l’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 
incidència de malformacions reRSA (7 reRSA d’un total de 8 malformats) respecte als altres 
grups, tant amb els control com el WT suplementat. 

És 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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DISCUSSIÓ 

La deleció 22q11.2 en humans, com ja s’ha vist, provoca una sèrie d’alteracions 
patològiques que tenen una elevada importància en el desenvolupament embrionari i 
fomenten l’aparició de cardiopaties congènites, entre d’altres. Tot i l’efecte dels factors 
genètics, el fet d’haver una elevada variabilitat en la penetrància i expressivitat d’aquestes 
CC, fa pensar que els canvis en els factors ambientals o la presència de gens modificadors 
són els principals moduladors del correcte desenvolupament cardíac.  En el nostre cas, 
pretenem avaluar l’efecte de la vitamina B12 sobre la incidència dels defectes d’arc aòrtic 
en un model de ratolí que conté una deleció homòloga a la 22q11.2 humana. 
 

Vitamina B12 en sèrum 

Per al nostre estudi era important analitzar els nivells de vitamina B12 en sang, ja que els 
nivells d’un metabòlit, vitamina o proteïna, solen ser indicadors de la quantitat d’aquesta 
substància que s’està transportant i arribant als teixits. Per tant, amb aquesta quantificació 
volíem determinar si l’excés de vitamina B12 en la dieta suplementada realment era 
captada i transportada als texits. I no tan sols això, sinó que també ens permet assegurar 
que l’excés no s’elimina ràpidament 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 
sèrum de les femelles amb dieta suplementada amb vitamina B12 (490 pg/mL vs 837 
pg/mL), i que el tractament dietètic que estem duent a terme, realment té un efecte en els 
nivells de vitamina B12 en sang. Aquest fet reforça la teoria de que en models murins, 
l’increment en la ingesta de vitamina B12 no provoca un increment en la taxa d’excreció 
d’aquesta vitamina, procés que ocorr en estudis amb mamífers.30 

Tot i això, és important analitzar més mostres per assegurar que els resultats obtinguts són 
correctes, ja que la limitació que teníem 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 deleció i quins tenen 
la seqüència salvatge, per tal de classificar-los com a Df1 o com a  WT, respectivament. 
Sempre partim d’un dels dos progenitors heterozigot per la deleció (Df1/+) i l’altre progenitor 
homozigot normal (+/+). A priori no s’haurien d’observar diferències entre la proporció 
d’embrions Df1 i WT ja que la probabilitat d’obtenir embrions WT i Df1 és de 1:1, ja que 
aquest fet depèn únicament de la genètica. 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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[Figura 9]. Representació gràfica 
d’un possible creuament entre un 
ratolí WT i l’altre heterozigot per la 
deleció Df1. 
Es mostra una descripció gràfica dels 
gàmetes que poden formar i els 
genotips possibles de la progènie 
(F1), remarcant la probabilitat de cada 
un dels tipus. 
 

Imatge creada mitjançant Biorender. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tot i que tenim una limitació en el nombre de ratolins estudiats, en el nostre cas s’observa 
un lleuger augment en la proporció d’embrions Df1 respecte dels WT (36% vs 54,7%) 
[Taula 7], però que s’espera que en augmentar el nombre total d’embrions, la proporció 
entre Df1 i WT assoleixi un equilibri proper a la relació 1:1.  

Respecte a la incidència de reabsorcions, els resultats mostren que la incidència 
d’aquestes és relativament baixa (9,4% del total d’embrions). El nombre de reabsorcions 
dins cada grup és molt reduït i difícilment es podria aplicar un mètode estadístic fiable, a 
pesar de que sembla que no existeixen diferències entre el grup control i suplementat, ni 
tampoc diferències 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 situació 
control. 

 

Fenotip cardíac 

La deleció 22q11.2 afecta a un ampli conjunt de gens que es troben en aquesta regió 
cromosòmica i una gran part d’aquests intervenen en el desenvolupament embrionari. Tot 
i tenir un component genètic, s’ha demostrat la relació que tenen els AADs amb els factors 
externs, que modulen l’activitat de certs factors de transcripció i miRNAs a nivell 
epigenètic.10,31  

S’ha estudiat, per exemple, el paper que pot tenir la vitamina A (o àcid retinoic) en la 
modulació de l’activitat d’un dels gens més estudiats de la deleció, el Tbx1, i s’ha confirmat 
que una disminució en els nivells d’aquesta vitamina contribueix a la normalització de les 
estructures del 4rt PAA durant l’embriogènesi en ratolins Tbx1/+.10 

Gràcies a l’estudi mitjançant 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 capaç de poder interaccionar amb els gens presents en la regió delecionada i 
modular la seva resposta durant l’embriogènesi.32 Ja s’havia estudiat amb anterioritat el 
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paper d’aquesta vitamina en algunes malalties. Per exemple, la suplementació amb 
vitamina B12 en humans aconseguia reduir els nivells elevats d’homocisteïna (un dels 
principals factors de risc cardiovascular i de demència) en pacients de Parkinson.33 També 
s’havia observat mitjançant un GWAS (Genome-wide association study) que l’augment dels 
nivells de vitamina B12 en sang en persones amb un cert polimorfisme en el gen de la 
cubilina (receptor del factor intrínsec de la vitamina B12) està associat a una menor 
incidència de malformacions cardíaques congènites i menor risc cardiovascular.34 

En el nostre estudi preteníem validar els resultats previs obtinguts per Lania et al. (2016) 
(grup col·laborador) en el que s’havia aconseguit reduir la incidència de CC mitjançant 
injeccions intraperitoneals a femelles embarassades knockout pel gen Tbx1. Aquests 
resultats són encoratjadors però és necessari validar-los a un model animal més 
comparable al model humà de la síndrome 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 són 
varis.32 Per tant l’objectiu és testar l’efecte de la suplementació dietètica amb B12 (més 
comparable al que pot passar a humans que la injecció intraperitoneal) al model Df1, també 
més comparable al model humà.  

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 relació als 
embrions Df1, la suplementació dietètica amb vitamina B12 a les mares, abans i durant la 
gestació, augmenta en un 200% la incidència 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 són contraris als esperats. 

Tot i tenir un objectiu semblant, l’estudi de Lania et al. (2016) i el nostre presenten certes 
diferències que podrien explicar la discrepància en els resultats. Una primera diferència té 
a veure amb la suplementació de la vitamina B12. Aquesta és administrada en etapes 
concretes del desenvolupament, de forma intraperitoneal i directa a la cavitat abdominal en 
una concentració major. En el nostre cas, el fet de que aquesta suplementació sigui a través 
de la dieta fa que el tractament sigui més fàcilment aplicable i més comparable als 
desequilibris que podem trobar a humans, però fa més difícil establir la quantitat de vitamina 
B12 que arriba a l’embrió degut a la capacitat tamponadora que té la placenta. 

La segona diferència resideix en el model de ratolí 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 deleció de 1,2 Mb que conté la regió homòloga a la 22q11.2 humana 
(ratolins Df1). Pensam que les diferències observades es deuen principalment a aquest fet. 

Els ratolins amb el Tbx1 delecionat responen de manera positiva enfront a la suplementació 
amb vitamina B12 i els ratolins Df1 amb la deleció de 1,2 Mb de la regió responen de 
manera contrària. Pensam que és molt probable que aquesta diferència observada sigui el 
resultat de l’alteració de la funció d’algún dels gens delecionats en els ratolins Df1 o la 
interacció d’aquests amb altres regions del genoma o epigenoma. Per tant, és possible que 
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[Figura 10]. Funció dels gens de la 
regió delecionada en el model de ratolí 
Df1, respecte al desenvolupament 
embrionari. 
Es mostren el nombre i la identificació 
dels gens inclosos en cada grup. 
 

la vitamina B12 interaccioni, de manera directa o indirecta, amb aquests gens i tengui com 
a conseqüència l’augment en el nombre de AADs. 

Dels gens més importants inclosos en la deleció, ja s’ha estudiat la implicació de cada un 
d’aquests en el desenvolupament de la Síndrome de DiGeorge, arribant a la conclusió de 
que hi ha gens que no participen en el desenvolupament (Ctp, T10, Gplb, Tmycf i 
Cdc45L)35,36 D’altres, en canvi, pareixen tenir importància en etapes del desenvolupament 
neuronal, craneofacial, etc… però no associades al desenvolupamnt cardíac (Es2, Gscl, 
Comt i Cdcrel-1).35,37–39 I finalment, aquells que resulten més prometedors per el nostre 
estudi, els que participen en el desenvolupament cardíac (Tbx1, Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf) 
[Figura 10].40–42 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per tant, pensam que l’excés de vitamina B12 en el grup suplementat podria afectar a 
l’expressió o a l’activitat d’algún d’aquests gens implicats en el desenvolupament dels arcs 
aòrtics. Així doncs, seria important identificar i demostrar la relació que puguin tenir amb la 
vitamina B12 i el desenvolupament cardíac. Aquesta possible interacció sembla tenir 
relació amb els canvis epigenètics de l’ADN promogut pels canvis de metilació de l’ADN en 
presència d’alts nivells de vitamina B12, canvis que ja han estat demostrats en relació al 
gen Tbx1.32 

En relació a les diferències observades entre el grup amb mares Df1 i WT, és 
estadísticament significatiu que el genotip salvatge (WT) matern té un efecte protector 
enfront a l’aparició de CC quan són 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 tendència en el mateix sentit, però no hem pogut 
demostrar que sigui estadísticament significatiu. Aquest efecte del genotip matern enfront 
a l’aparició de cardiopaties congènites ja s’havia descrit anteriorment, però és un camp molt 
novedós i, per tant, s’hauria de fer un estudi més extens per tal d’aclarir els motius per els 
quals apareix aquest fenòmen.43 

És rellevant destacar també que en els embrions WT del grup amb el tractament dietètic 
amb vitamina B12 no s’observa un augment en la incidència de AADs (0 AADs en els dos 
grups: control i suplementat). Aquests resultats semblen indicar que els embrions sense la 
deleció són menys susceptibles a la suplementació amb vitamina B12 que els embrions 
Df1. 

Tbx-1, Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf 

Es2, Gscl, Comt i Cdcrel1 

Ctp, T10, Gplb, Tymcf i Cdc45l 
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Tipus de defectes d’arc aòrtic observats 

No només és important el nombre o la incidència de les cardiopaties congènites, sinó que 
també cal tenir en compte quin tipus de malformacions són les prioritàries i més freqüents. 
En diversos articles s’han estudiat les possibles diferències entre el desenvolupament del 
4rt arc aòrtic dret, que forma part l’artèria subclavia dreta, i l’esquerre, que principalment 
conté l’arc aòrtic.6 En aquest sentit, Lindsay et al. (2001) van determinar que la penetrància 
de malformacions en estructures del 4rt arc aòrtic dret era major que l’esquerre en models 
de ratolí Df1. En aquest treball també hem observat aquesta tendència , ja que les 
anomalies derivades de defectes al 4rt arc aòrtic dret (reRSA i ARSA) són més freqüents 
que en la regió esquerra: 22 i 4 malformacions respectivament.  

L’AADs més freqüent dels observats, amb 15 casos de les 24 malformacions totals, és la 
reRSA. Aquesta malformació es produeix quan l’arteria subclavia dreta conflueix amb l’arc 
aòrtic en una regió anòmala i es desenvolupa per la part posterior de l’esòfag i la tràquea. 
En humans, aquest fet provoca disfàgia (dificultat per tragar) i dispnea (dificultat 
respiratòria) en un percentatge relativament alt dels individus que ho pateixen, a més de 
ser un factor de risc per la formació d’aneurismes.44,45 En condicions normals l’artèria 
subclavia dreta (RSA) es forma a partir de la sèptima arteria intersegmental i que acaba 
confluïnt amb el 3er i 4rt arcs aòrtic drets. En el nostre cas, la deleció de 1,2 Mb amb gens 
com Tbx1, Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf, entre d’altres, té un paper fonamental en la correcta 
formació i desenvolupament del 4rt PAA. La haploinsuficiència d’aquests gens pot 
comportar la desaparició d’aquest 4rt PAA i, per tant, la formació correcta de la RSA es 
veuria altament afectada en les etapes de migració i diferenciació cel·lular durant el període 
(E)11.5 i (E)13.5. Aquest fet podria explicar l’augment en els casos de malformacions en 
l’artèria subclavia dreta durant el desenvolupament embrionari.44 

Aquest AAD no només ha estat el més freqüent, sinó que la seva incidència 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 relació entre el genotip de l’embrió, 
la suplementació amb vitamina B12, el genotip matern i els defectes en la formació de la 
reRSA. Els resultats obtinguts pareixen apuntar a que la suplementació amb vitamina B12 
promouria l’aparició 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’anàlisi 
d’expressió gènica cardíaca o l’estudi de l’epigenètica, per tal d’identificar i caracteritzar els 
mecanismes moleculars per els quals ocorren aquests processos. 

En relació als altres tipus de AADs, podem dir que existeixen altres estructures afectades 
per la deleció de 1,2 Mb en ratolins Df1 i que donen lloc a altres tipus de malformacions 
(IAA-B i ARSA), però 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 suplementació. 

També cal esmentar que no s’ha trobat en cap cas una tetralogia de Fallot tot i ser el AAD 
amb una major incidència 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 ratolí no 
reprodueix la simptomatologia completa de la Síndrome de DiGeorge.4,46 
 
 

CONCLUSIONS 

Els resultats ens indiquen que la suplementació dietètica amb vitamina B12 de les mares 
gestants, a diferència d’altres estudis, resulta en un increment en la incidència de defectes 
d’arc aòrtic (AADs) en embrions Df1. En concret, s’observa un increment significatiu en la 
incidència de l’artèria subclavia dreta retroesofàgica (reRSA) en aquests embrions. 

Es presenta una discrepància entre els resultats que hem obtingut i els resultats obtinguts 
per Lania et al. Aquestes diferències observades podrien estar relacionades amb el model 
de ratolí emprat. Sembla que la vitamina B12 no tan sols afecta al gen Tbx1 (amb 
disminució dels ADDs), sinó que presenta interaccions amb altres gens de la regió 
delecionada que condueixen als resultats obtinguts. Aquesta interacció amb altres gens 
com podrien ser Dgcr6, Ranbp1 i Arvcf, o la interacció d’aquests amb altres regions del 
genoma, podríen ser els causants de l’incorrecte desenvolupament del 4rt PAA i l’augment 
en el nombre de AADs observades en resposta al tractament amb suplementació dietètica 
de vitamina B12, encara que es requereixen estudis específics per poder treure conclusions 
definitives. 

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

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