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RESUMEN

Los defectos congénitos constituyen la primera causa de muerte infantil en los paises desarrollados y
la segunda en muchos paises en vias de desarrollo. El estudio de los mecanismos genéticos que estan
involucrados en el origen de muchos defectos congénitos ha tenido un aumento vertiginoso, asi como
el de los diferentes mecanismos epigenéticos relacionados con la deficiencia materna de acido félico.
Se realiz6 una revision bibliografica actualizada con el objetivo de proveer informacion actualizada
sobre los mecanismos genéticos y epigenéticos involucrados en el origen de diferentes defectos
congénitos relacionados con la deficiencia materna de acido félico. La literatura médica publicada
en idiomas espafiol e inglés se recopilé a través de buscadores como PubMed, Medline, Scielo, Lilacs
y la biblioteca Cochrane en septiembre de 2018 usando palabras clave apropiadas. El hecho de que
las alteraciones epigenéticas, en contraste con los mecanismos genéticos como las mutaciones, son
potencialmente reversibles, tiene importantes implicaciones para la implementacion de estrategias
para la prevencion de diferentes defectos congénitos sensibles a la deficiencia materna de acido
folico.

Palabras clave: Defectos Congénitos. Genes. Epigenética. Acido félico.

ABSTRACT

Congenital defects constitute the first cause of childhood death in developed countries and the second
rate in many developing countries. There are many genes involved in embryonic development which
act during the morphologic period. Study of genetic mechanisms related with the origin of many
congenital defects had been a vertiginous increasing, as well as different epigenetic mechanisms
related with maternal deficiency of folic acid. An updated review was performed with the aim to
provide updated information about genetic and epigenetic mechanisms involved in the origin of
some birth defects related with maternal deficiency of folic acid and other micronutrients. Published
medical literature in Spanish and English was retrieved through searchers of PubMed, Medline,
Scielo, Lilacs and the Cochrane Library in September 2018, using appropriate keywords. The fact of
epigenetics alterations, in contrast with genetics mechanism as mutations, are potentially reversible,
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has important implications for implementation of strategies to prevent different birth defects
sensitized to the maternal deficiency of folic acid.

Keywords: Birth defects. Gene. Epigenetic. Folic acid.

INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un defecto congénito (DC) es cualquier alteracion
de la estructura anatémica, morfolégica, bioquimica o funcional que se produzca en una cualquiera
de las etapas de gestacion y se detecte en el momento del nacimiento o después (1).

Los DC en sentido general, ocurren durante la morfogénesis en el momento embrionario, desde la
tercera hasta la octava semana, con prolongacion hasta la semana 12 del desarrollo, ya que existen
estructuras como el cerebro, los genitales, los 6rganos de la audicion y de la vision que se extienden
mas alla de las ocho semanas del desarrollo embrionario. Los procesos estructurales que afectan
la morfogénesis, generando los DC se pueden clasificar desde el punto de vista etiopatogénico en:
malformacion, disrupcion, deformacion y displasias (2) (3) (4).

Segun la clasificacion etiopatogénica de Sprangel y Opitz, los DC multiples pueden ser considerados
como: Secuencias, Asociaciones, Espectro y Sindromes. Definiendo a un sindrome como el conjunto
de DC que afectan a distintos sistemas de érganos, constituyen cuadros clinicos similares, y que se
supone estén patogénica y etiolégicamente relacionados entre si (2) (3).

La guia de referencia de uso mas comun a nivel internacional para clasificar los DC es la Clasificacion
Internacional de Enfermedades (CIE-10) que publico la OMS (5).

Los DC son un problema global, de acuerdo con la OMS, los DC afectan a uno de cada 33 RN, se
estima que cada afo 7,9 millones de neonatos presentan alguno de estos defectos, 3,3 millones de
ninos menores de cinco afios mueren debido a ellos y 3,2 millones sobreviven con algutn tipo de
discapacidad. Se calcula que cada afio aproximadamente 270. 000 RN fallecen durante los primeros
28 dias de vida. En Cuba los DC constituyen en la actualidad la segunda causa de muerte en nifos
menores de un afio, con una prevalencia al nacimiento de 1,7 por 10 mil nacimientos, por lo cual el
Ministerio de Salud Publica le ha conferido un lugar prioritario dentro de los programas preventivos
del pais (1) (6) (7) (8).

METODOS

Se realizé unarevision de la literatura médica nacional e internacional publicada en idiomas espariol
e inglés, utilizando las palabras claves apropiadas en las bases de datos Medline/PubMed, Bireme
(Scielo, Lilacs) y la biblioteca Cochrane en septiembre de 2018, con el con el objetivo de proveer
informacion actualizada sobre los mecanismos genéticos y epigenéticos involucrados en el origen de
diferentes defectos congénitos sensibles a la deficiencia materna de acido félico. Se seleccionaron
58 trabajos originales o articulos de revisién publicados entre los afios 2014 y 2018 y solamente se
incluyeron, por su pertinencia o relevancia cientifica, un libro de texto y un articulo cientifico de
mayor antigliedad, para un 97% de actualizacion.
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DESARROLLO

Etiologia de los defectos congénitos

Los DC pueden ser de origen genético o ambiental, a pesar de suimportancia desde el punto de vista
médico y social, se desconoce la causa de entre el 50 y 70% de los casos con DC. En la actualidad se
conoce que entre un 30-40% de estos DC son de causa genética, donde las mutaciones de un Unico
gen son responsables de aproximadamente el 7,5% de todas las mutaciones cromosémicas (MC),
las aberraciones cromosomicas numeéricas o estructurales causan alrededor del 6% de todas las MC
reconocidas, las causas multifactoriales de un 20-30%, mientras que los factores ambientales son
responsables de un 2% a un 4% de los casos (4) (9) (10) (11).

La genética bioquimica y molecular ha permitido conocer los fundamentos de muchos trastornos
monogénicos a nivel de proteina y de ADN. Ademas, la citogenética convencional y molecular, con
el uso de la hibridacion no isotopica o hibridacion in situ fluorescente (FISH, del inglés: Fluorescent
in Situ Hibridization) ha revelado las bases cromosomicas de un numero pequerio, pero creciente
de DC, sin embargo, entre los fenotipos de causa genética en general se encuentran los DC aislados
o no sindrémicos, que sobrepasan con mucho la frecuencia de los DC de causa monogeénica y
cromosémica. El origen de este grupo de MC no sindrémicas es multifactorial, que tal como indica su
nombre, involucra a multiples factores, genéticos y ambientales. La herencia multifactorial de los DC
malformativos se caracteriza por una variacion genotipica subyacente y la predisposicion para un DC
particular, que aparece cuando el nivel de predisposicién genotipica y ambiental marca un umbral a
partir del cual se expresa el DC.

El genoma codifica para una informacion potencial, pero la manera en que la secuencia de acido
desoxirribonucleico (ADN) se traduce en un fenotipo determinado no depende directamente de la
secuencia nucleotidica en si, sino de la interaccion con factores ambientales y es aqui donde los
diferentes mecanismos epigenéticos desempeiian su papel. La metilacion del ADN, la acetilacién y
la metilacion de las histonas son los mecanismos epigenéticos mejor caracterizados. Los cambios
en la conformacion de la cromatina son otro importante proceso epigenético que no solo impacta
en la expresion génica, sino también en muchos otros procesos biologicos. Recientes avances han
ampliado los conocimientos sobre este campo de la ciencia, al incluir otros procesos epigenéticos
como el ARN no codificante, (ncARN) pequefios ARN (micro ARN), los priones, los efectos de la posicion
cromosdmica y los denominados mecanismos polycombs (3) (4) (9) (11) (12) (13).

DC sensibles a la deficiencia materna de acido félico

El folato es un micronutriente esencial de naturaleza exdgena, dado que los humanos carecen de
actividad enzimatica para sintetizarlo. El acido folico (AF) es la forma cristalina sintética, una vitamina
hidrosoluble del complejo B, que tiene la ventaja de ser mejor absorbida por el organismo. Debido
a que es soluble en agua, es facilmente excretado por el organismo y no se almacena, por lo que se
requiere de una adecuada ingestion diaria para mantener los niveles sanguineos adecuados (12).

El AF desempefia un rol crucial en el metabolismo monocarbonado para la sintesis de las bases
nitrogenadas del ADN y el acido ribonucleico (ARN), asi como para la metilacion del ADN, mecanismo
implicado en la regulacion epigenética del desarrollo embrio-fetal, que resulta esencial para la
dindamica de los cambios conformacionales de la cromatina y la consecuente expresion génica. La
regulacion de la diferenciacion y proliferacion celular, asi como la division celular son eventos que
requieren un control preciso de la mitosis y de la reparacion del ADN, en donde el AF juega también
un papel fundamental (12) (13).
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Ademas, se plantea la capacidad del AF de inducir modificaciones epigenéticas a través de la
modificacion de histonas y mediante la accion de ncRNA o de micro RNA. Se ha demostrado que su
deficiencia se relaciona con la aparicion de diferentes DC, entre ellos se describen en la literatura
médica: los defectos del Tubo Neural (DTN), algunos tipos de cardiopatias congénitas (CC), el
sindrome Down (SD), las hendiduras labio-palatinas no sindrémicas (HLPNS) y la Gastrosquisis (11)
(12) (14) (15) (16).

Defectos del Tubo Neural. Codigos ICD-10: Q00, Q05

Constituyen un grupo heterogéneo de DC con una gran variabilidad fenotipica, que resultan de
un fallo parcial o completo, de la fusion del tubo neural (TN) a cualquier nivel del eje rostrocaudal
durante la embriogénesis y afectan a los tejidos que rodean la médula espinal: meninges, arcos
vertebrales, musculos y piel. Se clasifican en defectos abiertos y cerrados. Los primeros son los mas
frecuentes y en ellos el tejido nervioso afectado se expone en la superficie corporal, entre estos se
incluyen elacraneoy la espina bifida abierta. En el acraneo esta ausente la boveda craneal y se asocia
con la ausencia parcial del encéfalo (anencefalia, ICD10: Q00) y es invariablemente letal. El término
anencefalia (del griego an: sin, y enkephalos: encéfalo) es el mas utilizado en el ambito médico a nivel
mundial, aunque resulta mas apropiado el vocablo meroencefalia, porque realmente en estos casos
existe un vestigio del encéfalo, estando ausente el prosencéfalo, las meninges, la boveda cranealy la
piel (17) (18).

La espina bifida (ICD10: Q05) comprende un conjunto de defectos caracterizados por un fallo en
la fusion de los arcos vertebrales, generalmente en la region lumbar. Existen grados variables de
severidad, desde un defecto limitado al arco 6seo (espina bifida oculta) hasta el prolapso de lamédula
espinal que puede incluir a las meninges, a través de los defectos en los arcos vertebrales y pueden
ser abiertos (cubiertos por una delgada membrana epitelial que se rompe con facilidad) o cerrados
(cubiertos por piel intacta), también denominada espina bifida quistica. El mielomeningocele es
una forma grave de DTN donde la médula espinal y las raices nerviosas estan incluidas en un saco
prolapsado, que resulta mas frecuente que el meningocele (cuando el saco contiene meninges
y liquido cefalorraquideo). Otras formas menos frecuentes de DTN abierto son la raquisquisis o
mielosquisis y la craneoraquisquisis (trastornos por disrafia axial que resultan del fallo de fusion de
los pliegues neurales). Mientras que los DTN cerrados incluyen una masa quistica de tejido neural no
expuesto cubierta por piel, que se denominan en dependencia del contenido del saco: meningocele,
mielomeningocele, lipomielomeningocele, mielocistocele, etc. (11) (16) (17) (18).

Los fallos en la neurulacion primaria o secundaria provocan la aparicion de un DTN, aunque analisis
detallados han revelado también alteraciones en el proceso de gastrulacion, por lo que el periodo
de vulnerabilidad para estos DC se extiende de la tercera a la octava semana del desarrollo, con una
susceptibilidad maxima entre la tercera y cuarta semanas. Las controversias existentes en relacion
con los DTN son multiples. Aunque su patogenia se atribuye a un cierre anémalo de TN, algunos
investigadores plantean que este, una vez cerrado se puede reabrir en algunos casos. Tampoco se
ha esclarecido el mecanismo genético subyacente a la variabilidad clinica en la expresion fenotipica
de los DTN. La teoria de la cremallera, segln la cual el TN se cierra de forma continua en su porcion
media y después en sus extremos o neuroporos, ha sido sustituida por la teoria de los multiples
puntos de cierre. Esta ultima hipotesis vigente, plantea que existen probablemente cinco zonas de
cierre implicadas en la formacion del TN. En este contexto, es posible que el cierre de cada punto sea
regulado por diferentes genes, cada uno incluso con diferente susceptibilidad a factores ambientales
exégenos, como los nutricionales o los agentes teratogénicos (3) (11) (16) (18).
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Estudios familiares y poblacionales indican una etiologia compleja en el origen de este tipo de DC,
en los que estan involucrados factores genéticos y ambientales. Una pequefia proporcion de los
casos tiene causas especificas, por ejemplo: alteraciones disruptivas por bridas amniéticas, algunos
trastornos monogénicos con efecto pleiotropico, determinadas aberraciones cromosomicas y
algunos agentes teratogénicos. No obstante, la mayoria de los DTN son aislados en los que se postula
una herencia multifactorial (11) (17).

En la literatura médica se documentan los niveles significativamente bajos de AF en madres con
descendencia afectada por este tipo de MC, asi como la disminucion del riesgo de los mismos hasta en
un75% conlasuplementacion preconcepcional conestavitamina. Larelacion entre lasuplementacion
preconcepcional de AF y la prevencion de los DTN tienen suficiente soporte epidemiolégico para ser
una recomendacion de aplicacion clinica (15) (19) (20) (21) (22).

Se estima que la prevalencia de las formas mas comunes de los DTN (anencefalia y espina bifida) es
de 300 000 casos al ano a nivel mundial y, aunque las prevalencias varian entre paises, se evidencia,
desde hace algunas décadas, un declive en las frecuencias de los DTN, principalmente en los paises
desarrollados. A pesar de que la disminucion de los DTN también se relaciona con la interrupcion
voluntaria del embarazo luego del diagnostico ecografico prenatal y los niveles elevados de a-feto
proteina, su reduccion se debe principalmente al consumo materno de AF (16) (20) (21) (22) (23).

Una reciente investigacion revel6 que algunas madres con descendencia afectada por DTN producen
anticuerpos que se unen a los receptores de folatos en la membrana placentaria y de esta forma
bloquean su union con el AF. Los autores sugieren que la suplementacion con AF podria representar
una entrada celular alternativa de folatos que aumentaria la competencia con los anticuerpos que se
unen a los receptores con el objetivo de restablecer la homeostasis del folato (24).

Estudios de asociacion realizados en casos con DTN evidencian que variaciones polimorficas en los
genesinvolucrados en el metabolismo del AF puedenincrementar el riesgo de estos DCa través de una
interaccion gen-gen y gen-ambiente tanto en el genotipo materno como fetal. El polimorfismo C677T
se relaciona con la disminucion de la actividad enzimatica de la metilen tetrahidrofolatoreductasa
(MTHFR) y presenta una penetrancia variable relacionada con el consumo dietario de folatos o la
ingestion suplementaria de AF (17).

Morales y colaboradores estudiaron el polimorfismo C677T en 52 madres de hijos con DTN y en 119
madres sin este antecedente y encontraron diferencias significativas entre las frecuencias del alelo
Ty del alelo C (p: 0,002), asi como entre las frecuencias genotipicas (p: 0,007) al ser comparadas
en ambos grupos. El OR para el genotipo TT vs CC se estimé como OR: 4,9 [IC 95%: 1,347-6,416] p:
0,002; CT+TT vs CC: OR: 2,9 [IC 95%: 1,347-6,416] p: 0,005; TT vs CT+CC: OR: 2,675 [IC 95%: 1,111-6,441]
p: 0,024. Los datos presentados en este estudio sustentan la relacion entre el polimorfismo MTHFR
C677T y el riesgo de tener descendencia afectada por DTN (25).

Porsuparte,enunaampliainvestigacionrealizadaenlIrlanda,dondeseestudiaron 1441 polimorfismos
de un simple nucledtico (SNPs del inglés: Single Nucleotide Polymorphisms) en 82 genes candidatos
para DTN (seleccionados de las vias metabélicas del AF, de la vitamina B12 y de modelos de raton con
DTN), se encontraron cerca de 70 polimorfismos en 30 genes que se asociaron con este tipo de DC.
Las 10 asociaciones mas fuertes (rango de valor de p: 0.0003- 0.0023) se encontraron en nueve genes
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(MFTC, CDKN2A, ADA, PEMT, CUBN, GART, DNMT3A, MTHFD1) y se incluy6 el gen cuyos polimorfismos
son un conocido factor de riesgo para los DTN: el gen que codifica para la MTHFR, enzima clave en la
via metabdlica del AF (26).

La capacidad epigenética del AF lograda mediante la adicion de radicales metilos en los islotes CpG,
regula dicho proceso y con ello disminuye la incidencia de DTN. En una investigacion realizada por
Wilson y colaboradores concluyeron que la suplementacion oral con AF o una dieta rica en folatos
combinada con una suplementacion de multivitaminas y micronutrientes se asocio, no solo con una
disminucion en la incidencia de DTN y otros DC sensibles a la deficiencia materna de AF, sino también
con complicaciones obstétricas. Sin embargo, los mecanismos moleculares mediante los cuales el AF
provee proteccion para los DTN no estan bien dilucidados (27).

Toriyama y colaboradores usando un modelo animal demostraron que la disrupcion de la via de
metilacion mediada por el AF compromete el cierre normal del TN y la ciliogénesis, al observar que
los embriones con DTN tenian una inadecuada metilacion del gen "septin2", clave en la regulacion de
la estructura y funcién de las estructuras ciliadas, afectando la formacion del complejo de septinas
2,6y7(28).

Estos investigadores concluyeron que el AF favorece el cierre adecuado del TN al regular la
metilacion de las septina 2, proceso clave para la formacion normal de los cilios durante el desarrollo
embriologico temprano. Por otro lado, investigadores chinos estudiaron el gen GNAS, el cual codifica
para la subunidad alfa de una proteina de sefiales G-heterotrimérica que esta activa en el periodo
de crecimiento y desarrollo fetal, constatando que la impronta de GNAS desempefa un importante
papel en la regulacion del metabolismo del AF durante la embriogénesis y el establecimiento de
la impronta es influenciado por la dieta deficiente de folatos, tanto materna como paterna, lo que
contribuye a un pobre desarrollo del embrion pudiendo originar DTN (29).

Cardiopatias congénitas. Codigo ICD-10: Q20-Q28

Las CC son todos los defectos cardiacos que estan presentes en el momento del nacimiento y se
producen como consecuencia de alteraciones en la organogénesis, e incluyen un amplio rango de
MC cardiacas que pueden diferir en cuanto a su etiologia. Existen diferentes clasificaciones, basadas
en criterios clinicos (ciandticas y aciandticas), genéticos (sindromicas y no sindrémicas), segun su
pronostico (criticas, potencialmente criticas y no criticas) y presencia o no de DC extracardiacos
(aisladas y asociadas). El Registro Cubano de Malformaciones Congénitas (RECUMAC) las clasifica en
simples y complejas (2) (7) (8) (30) (31).

Entre las MC relacionadas con la deficiencia materna de AF se encuentran los defectos cardiacos
conotroncales o tronco-conales, un subgrupo de MC del tracto de salida del corazén y las grandes
arterias, que incluyen: el tronco arterioso, la interrupcion del arco aédrtico tipo B, la transposicion
de los grandes vasos, doble salida del ventriculo derecho, defectos septales conoventriculares, la
tetralogia de Fallot y la atresia pulmonar con CIV. Todas estas MC comparten un origen embriologico
y estructural comun, ya que derivan de las células cardiacas de la cresta neural y del segundo campo
del corazon. Los DC conotroncales representan aproximadamente entre el 20% al 30% de todos los
tipos de CC en humanos, con una prevalencia de de 7 por cada 10 000 NV (30) (31) (32).
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Considerando que la suplementacion preconcepcional con AF tiene un efecto protector durante
el desarrollo del segundo campo cardiaco (SHF del inglés Second Heart Field) que resulta en una
disminucion de las CC conotroncales, se realizé en EUA el mayor estudio de casos y controles de
variantes genéticas en este tipo de CC. Los investigadores estudiaron la asociacion entre los defectos
cardiacos conotroncales y 921 SNPs maternos y fetales en 60 genes involucrados en las vias del folato,
la homocisteina y de transulfuracién, asi como el efecto de la suplementacion con AF sobre los SNPs
(del inglés Single Nucleotide Polimorphisms) Los resultados coincidieron con estudios previos que
sugieren que los SNPs en estas tres vias relacionadas con el metabolismo del AF se asocian con el
riesgo de ocurrencia de las CC controncales, esta investigacion concluy6, ademas que el consumo de
suplementos que contengan AF puede modificar elimpacto de los SNP en el desarrollo cardiaco (30).
Se desconocen las causas de las CC en un gran numero de casos, aunque existen evidencias de que los
mecanismos genéticos desempefian un papel decisivo en aproximadamente el 8 % de los afectados.
Entre los sindromes genéticos que cursan con CC se describen muchos causados por mutacionesdeun
nico gen (3-5%), por aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales (5-8%), microdeleciones
y algunos provocados por mutaciones en el ADN mitocondrial. Los desbalances génicos, detectados
por cariotipo convencional o por FISH, explican entre el 9% y el 13% de todos los casos de CC en el
periodo neonatal (31) (32).

Las CC no sindromicas, por su parte, resultan de una compleja interrelacion entre la predisposicion
genética, la susceptibilidad epigenética, el ambiente parental y estilos de vida. El origen multifactorial
de las CC aisladas ha motivado el estudio de multiples genes candidatos, sin embargo, pocas
investigaciones han explorado la expresion del patron de metilacion del ADN en el corazon fetal.

Una comparacion realizada entre el patrén global de metilacién del ADN de 18 fetos afectados por
CC sindromicas y no sindrémicas y del ADN leucocitario de 656 personas como grupo control, mostro
una correlacion absoluta con el tipo de tejido, con un significativo enriquecimiento diferencial de la
metilacion en los genes relacionados con la contraccion musculary en los cardiomiocitos del corazon
en desarrollo y un patrén de metilacion anormal del ADN de los tejidos cardiacos con CC sindromicas
y no sindrémicas. Fueron detectadas, como promedio, tres regiones con patrones de metilacion
aberrantes por muestra y 18 regiones con metilacion diferenciada entre los grupos. De igual forma,
se identificaron multiples epimutaciones en genes candidatos involucrados en la regulacion del
crecimiento y diferenciacion, en la apoptosis y en la via del AF. Se constaté hipermetilacion de varios
sitios intragénicos de los genes MSX1 y GATA4, relacionados con la morfogénesis del tracto de salida,
lo que indica que en el corazon en desarrollo estan presentes alteraciones epigenéticas en genes
relevantes, tanto en las CC sindromicas como las aisladas. Estas epimutaciones probablemente
contribuyen a la patogénesis de estos DC por efecto de una actuacion cis sobre la expresion génica
(33).

Los defectos de la septacion son el tipo mas comun de de CC, representando el 50% de estas. Tanto
en los modelos animales como en el estudio de familias afectadas, varios aspectos moleculares en
los defectos de septacion aportan informacién que coincide en sefalar genes especificos. Es notable
el conocimiento actual de laimportancia que tienen en este grupo de CC los factores de transcripcion
NKX2.5, TBX5 y GATA4. Estos tres factores de transcripcion, que comienzan a expresarse desde
temprano en las células de linaje cardiaco, también regulan la expresion de los genes de proteinas
contractiles en cardiocitos. En etapas tardias del desarrollo cardiaco, las mutaciones en NKX2.5, TBX5
y GATA4 impiden que se desarrolle normalmente el proceso de septacion atrial y ventricular.
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El segundo grupo mas comun de CC son los defectos del tracto de salida y del arco aértico, que
constituyen cerca del 20-30% de todas las CC. La etiologia genética de algunas de estas CC comenzo
a vislumbrarse al estudiar el sindrome de delecién 22q11, que incluye los sindromes DiGeorge
y velocardio-facial. La delecion 22ql1 es el tipo de delecion mas frecuente y la segunda causa
sindrémica de CC, después del SD. La delecion abarca cerca de 3 Megabases (Mb y contiene 30 genes.
Entre estos se encuentra el gen TBX1, un gen expresado en los arcos faringeos y que en modelos
animales ha probado ser responsable de un fenotipo que corresponde a la delecion en humanos (3)
(12) (30) (34).

En el afo 2014, Elsayed y colaboradores genotiparon 61 madres egipcias con descendencia afectada
por CC de tipo septal (25 con SD y 36 con CC aislada) y 61 madres controles, el polimorfismo estudiado
fue el C677T de la enzima MTHFR, que resulto ser significativamente mas frecuente en las madres de
SD con defecto de septacion atrioventricular comparada con las madres del grupo control (OR: 1.21,
95% IC: 1.02-1.43) (35).

Porsu parte, otrosinvestigadores han focalizado su atencion sobre un geninvolucrado en el transporte
defolatos (RFC-1), cuyas variantes polimorficas G80/G80 y G80/A80 estan estadisticamente asociadas
a este tipo de DC cardiovascular. Sin embargo, una investigacion mas abarcadora que incluy6 el
estudio de 921 SNP en 60 genes involucrados en las vias metabolicas del folato, la homocisteina y la
via de transulfuracion, revel6 la asociacion entre la presencia de multiples polimorfismos en genes,
tanto maternos como fetales, y el riesgo de DC conotroncales con independencia del consumo de AF
materno, mientras que analisis adicionales indicaron que el riesgo para este tipo de MC, asociado con
determinados polimorfismos, se modificé con la suplementacion periconcepcional de AF (12) (30).
Sindrome Down. Cédigo ICD-10: Q90

El SD o trisomia del cromosoma 21 humano (HSA21, del inglés: Homo Sapiens Autosome 21)
constituye el primer sindrome de origen cromosémico descrito y es la causa mas frecuente de
discapacidad intelectual de origen genético. La trisomia que origina el SD puede ser total o parcial.
En el 95% de los casos el SD se debe a una trisomia total, libre, o regular del HSA21 y en el resto se
describen aberraciones cromosémicas estructurales (translocaciones robertsonianas o por fusion
centromérica entre cromosomas acrocéntricos de los grupos D o G, isocromosomas del brazo largo
de HSA21, trisomia parcial de la region 21g22.3) y los mosaicismos cromosdmicos, que se definen
como la presencia de dos o mas lineas celulares diferentes en el mismo individuo y que corresponden
al 1-3% de todos los casos (4) (36).

La finalizacién de la secuenciacion de los nucleétidos del HSA21 en el afio 2000 reveld que tiene 225
genes y no aproximadamente 400 como se consideraba hasta entonces, esta relativa poca cantidad
de genes en el HSA21 podria explicar la mayor viabilidad del producto de la concepcion y esperanza
de vida de las personas con SD, en comparacion con las que presentan trisomias de otros autosomas.
La trisomia total o libre del HSA21 es originada por una no disyuncion en una de las dos divisiones
meioticas de los gametos, o en ambas, aproximadamente en el 80 al 90% de los casos ocurre en la
meiosis materna |, donde la edad de la madre al momento de la concepcion constituye un factor de
riesgo ampliamente reconocido. Estudios moleculares han establecido que, sélo alrededor de un 5a
un 10% de los casos la no disyuncién ocurre en la meiosis paterna (aproximadamente 3% en meiosis
|y 5% en meiosis Il) (36).
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Enladécadadelos80delsiglo XX, Brooky colaboradores propusieron la «hipotesis del envejecimiento
biolégico», basado en el hecho de que la meiosis se inicia en el ovario fetal entre las 11y 12 semanas
de gestacion y se detiene al final de la profase | hasta el comienzo de la pubertad, cuando se completa
la meiosis | y progresa hasta la metafase de la meiosis Il donde ocurre otra pausa hasta que ocurre la
fecundacion y se completa la meiosis. Entre los factores que postula esta hipotesis estan los niveles
hormonales suboptimos, la disminucion del niumero de foliculos antrales y la senescencia asociada
a la degradacion de los componentes ovaricos de proteinas implicadas en la separacion de los
cromosomas en el ovocito. Se ha descrito, ademas, que cientos de transcriptos, incluyendo genes
relacionados con el ciclo celular, disminuyen a medida que aumenta la edad materna.

Con posterioridad, en el ano 2010, se propuso la «hipdtesis del envejecimiento genético» que plantea
que algunas madres con descendencia con SD eran genéticamente mas envejecidas que las madres
de la misma edad cronolégica con hijos euploides, para ello los cientificos demostraron que a medida
que se incrementa la edad disminuye el tamafio de los telémeros, sobre todo en las madres con
errores en la meiosis Il, lo que sugiere una relacion funcional entre el sistema de mantenimiento de
los teldmeros y el aparato de segregacion cromosémica, a nivel molecular (14) (35) (36) (37) (38).

Durante la meiosis se activan varios genes, por ejemplo, los genes SMC1B y STAG3, entre otros, son
genes especificos para la cohesion centromérica. Otros genes, como Sgol, CHl4, Iml(3, se expresan al
inicio de la anafase Il. Los polimorfismos de ciertas apolipoproteinas se asocian a la ocurrencia de
sindromes cromosomicos. En estudios realizados en madres jovenes con hijos con SD por errores de
la meiosis I, la frecuencia del alelo E4 de la apolipoproteina E fue 30% mayor que el encontrado en
madres afiosas, sugiriendo que el alelo E4 es un factor de riesgo para la no disyuncién en la meiosis
I1(39).

Estudios citogenéticos moleculares, utilizando la técnica de FISH, realizados en pacientes con
trisomias parciales del HSA21 han permitido delimitar una region de aproximadamente 1.6 Mb en
el extremo distal del brazo largo de este cromosoma (21g22.2-g22.3) denominada «region critica
para SD». En esta region, la mayor tasa de recombinacién calculada para mujeres, se registra en las
bandas 21g22.1y 21g22.3, donde varios de los genes con loci en esta region presentan un elevado
grado de metilacion en islotes CpG (tanto en fibroblastos normales como en trisémicos), lo que
sugiere que esta region desempeiia un papel importante no solo en la no disyuncion asociada con el
SD, sino en las complejas interacciones gendmicas, epigenéticas y ambientales que intervienen en la
patogénesis del SD.

Sin embargo, el concepto de «region critica del SD» es actualmente objeto de controversia cientifica,
pues en varios estudios se senala la ocurrencia de SD en asociacion con regiones cromosémicas o
genes con loci génico en HSA21, por fuera de esta region, por lo que se considera que el fenotipo
caracteristico en estos pacientes se debe a una sobreexpresion e interaccion compleja de varios
genes localizados en todo el HSA21, mas que a la correlacidn directa entre un fragmento de él y los
rasgos fenotipicos (36).

La separacion prematura de las cromatidas hermanas, especialmente de los cromosomas pequenos,
es el mecanismo mas frecuente en el origen de las aneuploidias. Otro de los mecanismos causales
involucrados esta relacionado con la alteracion en los mecanismos de recombinacion y la asociacion
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de inestabilidad cromosémica por hipometilacion del ADN, lo que hace posible considerar que
alteraciones del metabolismo del AF podrian estar relacionadas con la aparicion de este sindrome,
dado que éste participatanto en lasintesis como en lametilacion del ADN, a través de la via metabdlica
de la homocisteina (36) (37) (38) (39)

Uno de los factores genéticos que podrian estar relacionados con este riesgo incrementado es el
polimorfismo del gen que codifica para la enzima MTHFR. Como consecuencia existen tres posibles
fenotipos: C/C, con un 100% de actividad enzimatica (genotipo normal); C/T, con un 35% de actividad
enzimatica (heterocigotico); y T/T con un 70% de reduccion de la actividad enzimatica. Los genotipos
C/T y T/T pueden predisponer una metilaciéon anormal del ADN y un incremento del riesgo de la no
disyuncion meiotica, elevandose el riesgo 2,6 veces de tener descendencia afectada, y segtin sea la
mutacion este riesgo podria incrementarse hasta 3,2. Una de cada siete personas de la poblacién
presenta este polimorfismo (C/T o T/T), por lo que se requiere de un incremento en la administracion
de AF para lograr una adecuada metilacion del ADN (36) (40).

El hecho de que varios genes relacionados con el metabolismo del folato tengan su loci en HSA21
(incluyendo los genes RFC1, CBSy otros) ha llevado a plantear una interesante hipotesis, que plantea
que los embriones con trisomia 21 total pudieran tener diferente demanda de AF que los embriones
diploides normales y que, la ingesta materna de AF durante la gestacion, el genotipo materno para
genes involucrados en su metabolismo, asi como los niveles de expresion de los genes de la via del
AF con loci en HSA21, podrian interactuar para determinar la muerte intradtero o la sobrevivencia de
los casos con SD (41).

Junto a la avanzada edad materna, otros factores de riesgo que se han identificado que estan
asociados a la no disyuncion del HSA21, son la alteracion en el patron de recombinacion meiética
y la ubicacion anormal del quiasma. Existen suficientes evidencias cientificas de que la ausencia de
recombinacion a lo largo del HSA21 se relaciona con el riesgo de no disyuncion, con independencia
de la edad materna, particularmente en la meiosis I. Los estudios de genética molecular han
permitido la identificacion de genes especificos o regiones cromosdmicas que estan involucrados en
las alteraciones de la recombinacion. Por ejemplo, el gen PRDM9 se relaciona con la ubicacion de los
eventos de recombinacién y otros alelos estan asociados con cambios significativos en la frecuencia
derecombinacion dentro de determinados sitios calientes de la recombinacion. En modelos de raton,
la pérdida funcional de PRDM9 provoca ineficiencia en el reconocimiento de secuencias homélogasy
en la sinapsis (39) (40) (42) (43).

La formacion del quiasma usualmente tiene lugar en una posicion medial de los cromosomas, lo que
confiere el adecuado balance necesario en la segregacion de los cromosomas, pero la ocurrencia del
quiasma cerca del centrémero o de los teldmeros genera inestabilidad y hace al HSA21 susceptible
de alteraciones en la segregacion y la subsecuente no disyuncién. Diferentes estudios poblaciones
revelaron que la formacion de un quiasma telomérico es un riesgo de no disyuncién de HSA21 en
meiosis |, ain en mujeres jovenes, mientras que un quiasma muy proximo al centromero aumenta la
probabilidad de una no disyuncién en meiosis Il (41) (42) (43).
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Mediante analisis con FISH se ha estimado que hombres saludables tienen entre 1 y 4% de
espermatozoides con algun tipo de aneuploidia, pero con un alto nivel de variacion interindividual
lo que se atribuye a la exposicion a agentes ambientales aneugénicos, entre estos se incluyen el
consumo de alcohol, el habito de fumar y la polucién ambiental. El deterioro de la cohesion entre
los cromosomas relacionado con la avanzada edad materna se considera un mecanismo clave en el
origen de esta aneuploidia (44).

Hendiduras Labio- Palatinas. Codigo ICD-10: Q35-Q37

El término de hendidura orofacial o labio/palatina se refiere a la presencia de una fisura en el labio,
el paladar o en ambas estructuras, que resulta en una discontinuidad epitelial, representada por
una separacion incompleta entre la cavidad oral y nasal, constituyendo las MC craneofaciales mas
frecuentes. En el afo 1942, Fogh-Andersen clasificd las HLPNS en: labio leporino y paladar hendido
(LL y PH), con posterioridad, y considerando diferentes factores embriolégicos y del desarrollo, asi
como diferentes estudios genéticos, las HLPNS se clasificaron en dos grupos: LL con o sin PH no
sindromico y PH no sindromico aislado. En la categoria de LL con o sin PH no sindrémico se incluyen
los individuos con LL solamente, que puede ser unilateral o bilateral y el LL acompafado de PH. La
forma mas severa de HLPNS se presenta en el 10% de los casos, e incluye LL bilateral y PH total, tanto
del paladar éseo como blando, mientras que el tipo mas frecuente (40% de los casos) presenta LL
unilateral y PH total. Las formas aisladas o no sindromicas se presentan en el 76,8% de los casos,
en asociacion con otras malformaciones en el 15,9% de los pacientes, o como parte de reconocidos
sindromes con DC multiples (formas sindromicas de LL/PH); en el 7,3% de los pacientes (45) (46).

La etiologia de las HLPNS es heterogénea, e incluye formas aisladas de causa monogénica, formando
parte del patrén dismoérfico de numerosos sindromes monogénicos o cromosémicos (en especial
el sindrome Patau o trisomia 13), asi como casos causados por exposicion a agentes ambientales
teratogénicos. Practicamente todos los tipos de herencia mendeliana se han propuesto para estos
DC, aunque cumple con muchas de las caracteristicas de un cléasico rasgo multifactorial como, por
ejemplo, la considerable variacion en la frecuencia entre los diferentes grupos étnicos y el incremento
del riesgo de recurrencia en los fenotipos mas severos (de un 4.0 en el LL unilateral sin PH hasta un
8.0 en los casos con LLy PH bilateral (45) (46) (47) (48) (49) (50) (51).

El estudio de los mecanismos genéticos y epigenéticos resultan de gran importancia para comprender
el desarrollo normal de las estructuras faciales, con ese objetivo investigadores brasilefios evaluaron
diferentes SNPs en genes relacionados con la via del AF y su interaccion con factores ambientales,
en 140 pacientes con LL/PH no sindrémico y 175 controles, con sus respectivas madres, encontrando
que los bajos niveles de AF tanto en los nifios como en sus madres, asi como el consumo materno de
alcohol constituyen factores de riesgo para las HLPNS. Los pacientes y las madres que portaban el
alelo T del polimorfismo C677T de la enzima MTHFR presentaron las mas bajas concentraciones de
AF sérico. Al realizar un anélisis de regresion multivariado para evaluar la relacion entre los SNPs y
las HLPNS en el grupo de madres, usando el consumo de alcohol como covariable, los investigadores
encontraron que las madres que portaban el alelo C del polimorfismo MTHFR A1298C (genotipos
AC y CC) presentaron un mayor riesgo de tener hijos con HLPNS que las madres con el genotipo AA
(OR: 1,75, 95% IC: 1,03-2,99, p=0,038) (45) Otras investigaciones considerando, ademas, el consumo
preconcepcional de AF; constataron que las madres con los genotipos TT o CC, de los polimorfismos
C677T y A1298C respectivamente, y con un bajo consumo de AF tuvieron un riesgo elevado de tener
descendencia afectada por LL con o sin PH (9) (51).




Volumen 13 Numero 36 2do Cuatrimestre, 2019 ISSN 2075 - 6194

Bezerra y colaboradores identificaron que las concentraciones de AF fueron menores en los casos
con LL con PH no sindromico, tanto en los nifos como en sus madres, que en los controles. Los bajos
niveles séricos de AF en los nifios y en las madres se asociaron con un riesgo incrementado para LL
con PH no sindromico (nifos: OR: 2,56; 95%Cl: 1,09-5,89; P > 0,001; madres: OR: 2,18; 95% Cl: 1.,2-
5,67; P =0,003) (45).

Previo a la era de los amplios estudios gendmicos de asociacion (GWAS del inglés: Genome Wide
Association Studies) los estudios genéticos de las HLPNS se limitaban a muestras basadas en la
clinica, no obstante, permitieron la identificacion de un gen de susceptibilidad para estos DC: el IRF6.
Hasta la fecha, existen evidencias de la identificacion de tres polimorfismos (rs642961, rs861020
y rs10863790) en la proximidad del gen IRF6, la mayoria de ellos descritos en casos con ancestros
europeos o asiaticos. El advenimiento de los GWAS ha permitido la identificacion de 29 SNPs y
multiples genes de susceptibilidad para las HLPNS, entre estos loci se encuentran: 1p36,13; 1q32,2;
2p21; 3p11,1; 8q21,3; 10g25,3; 13g31,1; 17p13,1y 20q12 (50).

En un estudio de casos y controles basado en GWAS, seguido por dos rondas de replicacion, con
el objetivo de elucidar la arquitectura genética del LL/PH no sindrémico e identificar nuevos loci
de susceptibilidad, Sun y colaboradores encontraron varios SNPs, ya descritos previamente, que se
asociaron significativamente a este tipo de DC, cinco SNPs fueron mapeados en 1g32,2 (rs1044516;
rs742214;rs2235371;rs596731yrs10863790),unoen 10q25,3 (rs7078160), otroen 16p13,3 (rs8049367),
en 17p13,1 (rs4791774) y en 20q12 (rs13041247). Sin embargo, estos investigadores identificaron un
nuevo polimorfismo asociado a las HLPNS en la poblacion china, este SNPs (rs8049367) con locus en
6p13,3 se ubica 50 kb del gen CREBBP, un factor de transcripcién que desempenia un rol crucial en el
desarrollo embrionario, al ser coactivador de la proteina P300 (50).

Tal como se ha referido previamente, la deficiencia materna de AF durante la gestacion se ha
relacionado con resultados adversos del embarazo, asi, en algunos estudios se ha concluido que
el riesgo de tener un hijo con HLPNS aumenta cuando se utilizan inhibidores de la enzima MTHFR,
debido a que se produce una hiperhomocisteinemia durante el segundo y tercer mes después del
ultimo periodo menstrual, pero no antes o después de este periodo. El efecto del uso del AF de manera
independiente a otras vitaminas en el riesgo de desarrollar LL (con o sin PH) en la descendencia, se
ha documentado con valores hasta de un 13% mayor de AF en las madres que no tienen hijos con
HLPNS en comparacion a las madres que si poseen hijos con estos DC, lo que implica una reduccion
en la incidencia de estas alteraciones en aproximadamente un 50% (9) (46) (51).

Gastrosquisis. Codigo ICD-10: Q793

Eltérmino gastrosquisis, que literalmente significa «estdmago escindido o abierto», no resulta el mas
apropiado, pues en realidad es la pared abdominal anterior la que estd abierta y no el estomago.
Se define como un DC caracterizado por una herniacion visceral a través de un defecto al lado
derecho de la pared abdominal, con un cordén umbilical intacto y no cubierto por membranas. La
definicion excluye al onfalocele, el otro defecto de la pared abdominal anterior (DPA) mas frecuente,
sin embargo, hasta la version 9 de la CID incluye los dos DC bajo un mismo cédigo: 7567. Solo en la
version 10 se le asigno codigos separados (5) (52) (53).

Entre los DPA de mayor relevancia en el RN se encuentra la gastrosquisis. Tiene una incidencia entre
1y 5 porcada 10 000 nacidos vivos, aunque en las ultimas décadas se ha detectado un incremento de
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sus tasas de prevalencia a nivel mundial. Los mecanismos etiopatogénicos que la provocan no estan
del todo bien elucidados, histéricamente se ha planteado un mecanismo de disrupcion vascular de
la pared abdominal anterior por agenesia de la arteria onfalomensentérica derecha, que ocasiona
infartoy necrosis de la base del cordon, permitiendo la extrusion visceral. Otros mecanismos causales
que se han invocado son: la ruptura de la pared abdominal anterior, la debilidad de la pared causada
por la involucién anormal de la vena umbilical derecha y quizas la ruptura de un onfalocele antes de
que la pared abdominal anterior se pliegue, sin embargo, hipotesis recientes se centran en el proceso
de cierre de la pared ventral (bodywall) y en el desarrollo del anillo umbilical (11) (52) (53) (54).

Diferentes estudios familiares de casos con gastrosquisis sugieren una susceptibilidad genética
subyacente para este DC. Entre los polimorfismos genéticos que se han asociado con la gastrosquisis
estan aquellos relacionados con la hipertension arterial (HTA), lo que apoya la hipétesis de que en
su mecanismo etiopatogénico esta asociado con una disrupcion vascular subyacente. Sin embargo,
el incremento global de la frecuencia de gastrosquisis que se ha observado en las tltimas décadas,
presupone que no solamente existen factores genéticos involucrados en su origen, sino que en su
etiologia puede ser explicada por una interaccién gen-ambiente (52) (53).

Padula y colaboradores en un amplio estudio poblacional de casos y controles poblacionales
investigaron 75 SNPs en 20 genes de 228 casos, concluyendo que las variaciones génicas relacionadas
con el compromiso vascular, de conjunto con factores ambientales, incrementan el riesgo de este DC
(55).

Otrosinvestigadores han aportado evidencias sobre laimportancia del ambiente materno-fetal como
causa de gastrosquisis, especificamente respecto a la edad materna. Entre las madres adolescentes,
este DC se presenta en uno de cada 870 nacimientos, se plantea que la mayor prevalencia entre
madres jovenes menores de 25 anos de edad y particularmente en las menores de 20 afios (que
tienen de 5 a 16 veces mas riesgo), podria estar relacionada con una competencia por los nutrientes
esenciales entre la madre, que no ha completado todo su crecimiento y desarrollo, y su feto (56).

Ademas de la edad materna, se describen otros factores de riesgo de tipo nutricional como la anemia
durante el embarazo, mientras que se ha senalado el sobrepeso preconcepcional como un factor
protector para este tipo de DC. Algunos investigadores describen que la prematuridad, el nivel
socioeconémico bajo, el deficiente control prenatal, la baja escolaridad, los periodos intergenésicos
cortos y la primigravidez aumentan el riesgo hasta 13 veces. Otros factores de riesgo descritos son
la ingestion de alcohol, de medicamentos vasoconstrictores, antidepresivos y los anticonceptivos
orales en etapas tempranas de la gestacion (11) (52) (53) (54).

En un estudio de base poblacional realizado en California, USA, se investigaron 75 variantes genéticas
en 20 genes de 228 infantes con este DC y se encontraron 11 SNPs asociados a un elevado riesgo de
gastrosquisis y cuatro asociados a un riesgo disminuido, para genotipos con variantes heterocigéticas
u homocigdticas. El riesgo elevado para este DC se observo en los casos con polimorfismos en genes
relacionados con la HTA (NOS3 y ADD1) y con la interaccion célula- célula (ICAM1, ICAM4, e ICAMS).

Mientras que las variantes génicas en GNB3 y NAT1 se asociaron a un riesgo disminuido para la
gastrosquisis. El gen NOS3 interviene en la conversion citoplasmatica de arginina a oxido nitrico,
importante mediador fisiolégico del tono vascular. NOS3 contribuye ademas a la regulacion de




Volumen 13 Numero 36 2do Cuatrimestre, 2019 ISSN 2075 - 6194

la migracion endotelial, la angiogénesis y la remodelacion vascular, mientras que el dxido nitrico
constituye un factor de mantenimiento para mdltiples integrinas que son importantes reguladores
de la migracion celular y la angiogénesis, procesos de gran relevancia en la patogénesis de la
gastrosquisis.

Por su parte, los ICAMs son una familia de proteinas de la superficie celular que son codificadas por
tres genes (ICAM 1, 4 y 5) con loci en19p32 y que estan relacionadas con la interaccion intercelular.
Las moléculas de adhesion celular desempefnan un importante papel en la regulacion coordinada de
la migracion celular endotelial durante la angiogénesis (55).

Durante el desarrollo en mamiferos, lamodulacion epigenéticaocurre en dos estados: primero cuando
las células primordiales alcanzan las génadas embrionarias, y luego en el cigoto, inmediatamente
luego de la fertilizacion; por lo que en estos dos estados es cuando existe una mayor demanda de AF.
Existe una evidencia creciente del papel protector del AF en la prevencién de este tipo de DC (10) (56)
(57).

Los estudios en modelos animales se han centrado en el efecto de la deficiencia de AF sobre el
desarrollo embrionario, mientras que se conoce muy poco acerca del efecto de la deficiencia
materna de AF sobre los diferentes mecanismos epigenéticos durante el desarrollo embrionario
temprano. Geng y colaboradores al estudiar los mecanismos moleculares post-implantatorios,
confirmaron que la metilacion del ADN participa en el proceso de decidualizacién y observaron que
la deficiencia materna de AF origina cambios en los patrones de metilacion de genes relacionados
con los mecanismos de angiogénesis, de resistencia dérmica y epidérmica y de integridad de los
vasos sanguineos, procesos relacionados con la etiopatogenia de la gastrosquisis (58).

CONCLUSIONES

Elacido folico desempena unrol crucial en la regulacion epigenética del desarrollo embriofetal y se ha
demostrado que su deficiencia se relaciona con la aparicion de diferentes defectos congénitos, entre
ellos se describen en la literatura médica los defectos del tubo neural, las cardiopatias congénitas
conotroncales, el Sindrome Down, las hendiduras labio-palatinas no sindrémicas y la gastrosquisis.
El estudio de los mecanismos genéticos que estan involucrados en el origen de muchos defectos
congénitos ha experimentado un aumento vertiginoso en los Ultimos afos. Entre un 30 y un 40% de
las malformaciones congénitas de elevada frecuencia son de causa genética, donde las mutaciones
de un unico gen son responsables de aproximadamente el 7,5% de todos los casos, las aberraciones
cromosomicas del 6%, mientras que de un 20 a un 30% responden a causas multifactoriales.

Los mecanismos epigenéticos tienen una funcién clave en el desarrollo embrionario, no solo
controlando la division y diferenciacion celular, sino también en el control de la expresion génica.
El hecho de que las alteraciones epigenéticas, en contraste con los mecanismos genéticos como las
mutaciones génicas, son reversibles; tiene importantes implicaciones para la implementacién de
estrategias encaminadas a la prevencion de diferentes defectos congénitos sensibles a la deficiencia
materna de acido folico.
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