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IV. RESUMEN 
 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad autoinmune desmielinizante y 

neurodegenerativa del sistema nervioso central, y la principal causa de discapacidad 

neurológica no traumática en adultos jóvenes. Se sabe que su naturaleza es multifactorial, 

la cual no ha sido completamente esclarecida. En su desarrollo, está implícita la interacción 

de la susceptibilidad genética así como factores ambientales. Los enfoques terapéuticos 

actuales solo pueden mejorar los síntomas clínicos o reducir la frecuencia de recaídas en 

la EM.  El polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) C677T (rs1801133) del gen MTHFR ha 

sido asociado con el inicio y la progresión de la EM debido a que produce una disminución 

en la actividad de la enzima MTHFR en la región catalítica aumentando los niveles de 

homocisteína en el plasma lo que conduce a daño neuronal. Por lo cuál, se realizó la 

determinación de polimorfismo en un grupo de 87 pacientes con EM, mediante la técnica 

RFLP-PCR y la enzima de restricción Hinf I para la identificación de este polimorfismo. Se 

identificaron 32 pacientes con el genotipo TT (37%), 31 pacientes con el genotipo CT (36%) 

y 24 pacientes con el genotipo CC (28%) y la frecuencia alélica de alélica de 0.54 para el 

alelo T y 0.46 para el alelo C.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La esclerosis múltiple (EM) es la enfermedad desmielinizante crónica más común 
del sistema nervioso central (SNC) y la causa más común de discapacidad permanente en 
adultos jóvenes. Los signos y síntomas se correlacionan con los sitios de la lesión dentro 
SNC que son causados por la infiltración de células inmunitarias a través barrera 
hematoencefálica que promueve la inflamación,  gliosis y degeneración (Longo, 2018).  
Esta enfermedad se clasifica en 4 subtipos según los patrones clínicos que presentan los 
pacientes: síndrome clínicamente aislado, EM remitente-recurrente, EM secundaria 
progresiva y EM progresiva primaria (Lublin, 2014). El diagnóstico se resume en los criterios 
de McDonald, mediante resonancia magnética nuclear (RMN), examen del líquido 
cefalorraquídeo (LCR) y síntomas físicos (Macaron y Ontaneda, 2019). El tratamiento 
incluye la modificación de la enfermedad con fármacos inmunomoduladores y tratamiento 
dirigido a síntomas específicos (Hosseini et al., 2019; Dobson y Giovannoni, 2019). De 
acuerdo con Alfredsson y Olsson (2019) es una enfermedad heterogénea con 
determinantes genéticos y ambientales, las exposiciones ambientales asociadas con el 
riesgo de EM incluyen el tabaquismo, la deficiencia de vitamina B12, B6 y D, el aumento de 
la latitud y la mononucleosis infecciosa (MI) y por susceptibilidad genética que representa 
> 30% del riesgo general de la enfermedad. Por otra parte, la enzima metilentetrahidrofolato 
reductasa (MTHFR) está codificada en humanos por el gen MTHFR y participa en el 
metabolismo de la homocisteína (Hcy) ya que cataliza la conversión de 5,10-
metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato, que sirve como donante de grupos metilo 
en la remetilación de la homocisteína en metionina (Kurniawan et al 2021). El polimorfismo 
de un solo nucleótido (SNP) más estudiado en este gen es C677T el cual genera un cambio 
de aminoácido que disminuye la actividad catalítica de la enzima MTHFR y la falta de 
síntesis de metionina a partir de Hcy conduciendo a niveles elevados de Hcy (Petrone et 
al., 2021). Por lo tanto, C677T de MTHFR podría predisponer a la aparición y recurrencia 
de la EM (Reich, 2018). El objetivo de este estudio fue investigar el SNP del gen MTHFR y 
su riesgo de enfermedad con EM. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los 
sujetos. El análisis del gen se realizó mediante polimorfismos en la longitud de los 
fragmentos de restricción (RFLPs), con la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), digestión con la enzima Hinf I y electroforesis en gel agarosa al 2.5% para observar 
los fragmentos digeridos.  
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1 Esclerosis Múltiple (EM) 

 

La EM es una enfermedad neurológica del sistema nervioso central caracterizada 

por destrucción de la mielina en el SNC posterior a la tríada de inflamación, desmielinización 

y gliosis (placas o cicatrices) junto con pérdida neuronal progresiva (Cree y Hauser, 2022). 

La evolución clínica puede variar desde una enfermedad benigna hasta una alteración de 

rápida evolución e incapacitante que requiere ajustes en el estilo de vida. En la actualidad, 

se considera un trastorno mediado por mecanismos autoinmunitarios influido por factores 

ambientales y hereditarios multifactoriales (Armao y Bouldin, 2021). 

2.1.1 Epidemiología 

 

La EM suele manifestarse clínicamente entre los 15 y los 50 años; presenta una 

incidencia diferente según el sexo, la edad, la distribución geográfica y el origen étnico. La 

incidencia es dos o tres veces más alta en mujeres que en varones, en niños es muy baja 

con sólo 0.3 a 0.4% de los casos comienza en los primeros 10 años. Se estima que la EM 

afecta a 2.8 millones de personas en todo el mundo (35.9 por cada 100,000 habitantes) 

(Walton et al., 2020). En estudios recientes, se ha reportado que la incidencia y prevalencia 

varía entre distintas áreas geográficas desde más de 100 a 200 casos por 100,000 

habitantes en latitudes altas hasta menos de 5 casos por 100,000 en las regiones cercanas 

al sur del ecuador (Figura 1). La prevalencia más alta de EM se encuentra en la población 

canadiense, con 291 por 100 000 habitantes, seguida de las Islas Orkney (287), Suecia 

(189), Hungría (176), Chipre (175), Reino Unido (164), República Checa (160), Noruega 

(160), Dinamarca (154), Alemania (149) y EE. UU. (90-100). La prevalencia más baja se ha 

notificado en África subsahariana (2.1), Asia oriental (2,2) y la región del ecuador (3).  De 

acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2017) en México existen cerca 

de 20,000 casos de los cuales solo 7,000 son tratados con una prevalencia de 15 a 18 

casos de EM por cada 100,000 habitantes (Moreno-Torres et al., 2019; Ionescu et al., 2023; 

IMSS, 2017). 

 

Figura 1.  Prevalencia global de EM (Modificado de Moreno-Torres et al., 2019). 
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2.1.2 Etiología 

 

La EM es una enfermedad genética multifactorial definida por un modo de herencia 
no mendeliano y no mitocondrial que está al menos parcialmente ligada al medio ambiente 
y factores estocásticos. De acuerdo con Fagnani et. al (2015) se estimó la contribución 
genética al riesgo de desarrollar EM en un 50%, un 21% para el ambiente y 29% para el 
control epigenético en el riesgo de la enfermedad (Figura 2). 
 

 
 
 
 

Figura 2. La patogénesis de la EM está influenciada por factores genéticos, epigenéticos y ambientales (Modificado de Yuan 
et al., 2021). 

 

2.1.2.1 Susceptibilidad genética  

Muchos estudios han demostrado una alta concordancia entre gemelos, agregación 
familiar y mayor riesgo de enfermedad entre familiares de pacientes con EM (Cotsapas y 
Mitrovic, 2018). Un estudio de metaanálisis mostró que la prevalencia de la EM familiar en 
todo el mundo es del 12.6%. Los gemelos monocigóticos tienen una tasa de concordancia 
del 20 al 30% mientras que los gemelos dicigóticos tienen una tasa de concordancia del 
5%; este riesgo disminuye con la distancia genética: 2% para hijos de pacientes afectados, 
1% para familiares de segundo grado (tíos) y 0.8% para familiares de tercer grado (primos) 
(O’Gorman et al., 2013; Harirchian et al., 2018; Pizzorno y Murray, 2020). 
 

a.  Variantes genéticas comunes  

 
Un estudio reciente, de GWAS ha llevado a la identificación de 200 loci autosómicos 

de la EM: 1 en el cromosoma X y 32 de la región HLA que son significativas en todo el 
genoma (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019). La mayoría de las 
variantes comunes se localiza en o cerca de genes que tienen funciones inmunológicas 
centrales. Se sabe que la EM está asociada con la región de clase II del HLA especialmente, 
el alelo HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB1*13:03, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*08  y HLA-
DQB1*03:02 que muestra la correlación más fuerte con la aparición de la enfermedad y con 
más lesiones e inflamación en el SNC, también se vincula con mayor exceso de riesgo en 
mujeres y modifica la influencia de algunos factores ambientales, mientras que el alelo HLA 



13 
 

clase I HLA-B*38:01, HLA-A*02:01, HLA-B*44:02 y HLA-B*55:01 tiene efectos protectores. 
Sin embargo, solo el 27% de la heredabilidad de la EM puede explicarse por las variantes 
genéticas del sistema HLA. (Tempest et al., 2022; Kim y Patsopoulos, 2022; Tizaoui, 2018). 
 

b. Variantes genéticas raras y de baja frecuencia 

 

Las variantes raras (frecuencia de alelos menores de <1 % en la población general) 

y las variantes de baja frecuencia (frecuencia de alelos menores de 1 a 5 % en la población 

general) también contribuyen a la heredabilidad de la EM. Se han identificado más de 200 

SNP que contribuyen a la enfermedad, otros loci de susceptibilidad validados son IL2RA, 

IL7R, CD58, IRF8, TNFRSF1A y TYK2 que tienen funciones en el desarrollo la activación y 

la regulación de las células T (Huizar et al., 2020; Goris et al., 2022). Los SNP en los genes 

AHI1 (rs11154801), LRP2 (rs12988804) y MBP (rs12959006) pueden contribuir a la 

progresión de la EM además a la susceptibilidad a la misma (Graves et al., 2018; Zhou et 

al., 2017). Además, se han descrito muchas variantes que participan en el metabolismo de 

la metionina, por ejemplo, el alelo A para el gen SLC19A1 (rs1051266) se correlacionó con 

la edad de aparición tardía de la EM mientras que la inserción de c.844_855ins68 en CBS 

(rs72058776) se vinculó con una edad más temprana al inicio de la EM (Webb y Guerau-

de-Arellano, 2017). Dashti et. al. (2020) encontraron una asociación significativa del SNP 

C677T (rs1801133) del gen MTHFR con el riesgo de EM a través de una disminución de la 

función enzimática de MTHFR y la alteración del metabolismo del folato generando un 

aumento en los niveles de Hcy que generalmente ocurre en pacientes con EM. 

 
 

2.1.2.2 Factores ambientales  

a. Influencia geográfica, exposición solar y vitamina D 

El descubrimiento del papel protector de la vitamina D en la EM puede explicar en 

parte su distribución geográfica. La luz UV cataliza la conversión de la vitamina D en su 

forma bioactiva y la prevalencia de la EM es mayor en regiones que están más alejadas del 

ecuador con una exposición anual relativamente baja a la luz solar (Hecker et al., 2021; 

Moreno-Torres et al., 2019). Los estudios de migración de la población indican que el riesgo 

geográfico de EM se establece antes de la adolescencia, los niños preadolescentes que 

pasan de un área de bajo riesgo a una de alto riesgo tienen mayor probabilidad de 

desarrollar EM (Waubant et al., 2019). Diversos estudios han sugerido que los niveles más 

altos de vitamina D tienen un posible papel protector en ciertas poblaciones de pacientes 

susceptibles (Niino y Miyazaki, 2017). 

 

b. Infección por virus Epstein-Barr (EBV) 

 

La infección por el EBV se ha asociado de manera más consistente con la EM ya 

que se ha descubierto que las personas que han tenido mononucleosis infecciosa (MI) 

clínicamente tienen más del doble de riesgo (~ 3.6) de desarrollar EM y ~ 15 veces cuando 

interactúa con variantes de riesgo HLA (Celarain y Tomas-Roig, 2020). Además, varios 
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estudios han demostrado una asociación temporal entre la MI y el inicio de la EM. La MI de 

inicio tardío (adolescencia y edad adulta temprana) se asocia con un mayor riesgo de EM 

que aquellos con MI en la primera infancia (Ascherio y Munger, 2015). 

 

c. Estilo de vida  

 
No existe una dieta específica asociada con un mayor riesgo de EM. Sin embargo, 

el papel de los factores dietéticos como el alto consumo de sal se ha asociado con la 
progresión de la enfermedad (Esposito et al., 2018). No obstante, estudios de metaanálisis 
han resaltado la importancia de la vitamina B12 y B6 ya que son necesarias para el correcto 
funcionamiento del SNC a través de la conversión de homocisteína en metionina mediada 
por la enzima metionina sintasa, que es esencial para la síntesis de ADN y ARN. Por otra 
parte, la deficiencia de cobalamina y folato puede conducir a un aumento del nivel de 
homocisteína relacionado con un efecto neurodegenerativo, una deficiencia grave de 
vitamina B12 puede provocar la ruptura de la vaina de mielina. No obstante, se reportan 
resultados divergentes de la relación entre el folato, la vitamina B12 y la homocisteína. Un 
metaanálisis mostró niveles más bajos de vitamina B12 en pacientes con EM, niveles 
elevados de homocisteína y no se observaron diferencias significativas en el folato entre 
los controles y los grupos con EM (Dardiotis, 2017; Khosravi-Largani, 2018; Pan, 2019).  

 
Por otra parte, existe una relación dosis-respuesta entre el tabaquismo y el riesgo 

de EM y la actividad de la enfermedad. El cociente de probabilidades de desarrollar EM es 
de aproximadamente 1.5 para los fumadores en comparación con los no fumadores 
(Moreno-Torres et al., 2019; Deeb et al., 2022).  Degelman y Herman (2017) encontraron 
una asociación significativa entre la frecuencia de tabaquismo y la conversión de formas 
RRMS a SPMS. Asimismo, numerosos estudios han investigado la microbiota intestinal 
fecal en pacientes con EM, estos pacientes muestran disbiosis microbiana intestinal con 
aumento y disminución de poblaciones específicas de hongos y bacterias en comparación 
con individuos sanos (Jangi et al., 2016; Amini et al., 2020; Yadav et al., 2022) lo que sugiere 
que ciertos taxones podrían estar asociados con la patogénesis o la progresión de la 
enfermedad (Zhou et al., 2022).  
 

2.1.3 Inmunopatogénesis  

 

La EM se desarrolla a través de un proceso fisiopatológico complejo. Tanto el 

sistema inmune (SI) innato; como el adaptativo, desempeñan un papel importante la 

patogenia y en la remisión de la enfermedad como se observa en la Figura 3 (Dhaiban et 

al., 2021). Las células T CD4+ infiltrantes se activan en la periferia mediante células 

presentadoras de antígenos como los macrófagos (M1), DC y linfocitos B que presentan, 

junto con moléculas MHC, autoantígenos de mielina liberados de la mielina dañada en el 

SNC (Sen et al., 2020). Esta interacción activa la diferenciación de células T CD4+ vírgenes 

en células T CD4+ auxiliares (Th) como Th1 y Th17que migran a través de la BBB al SNC 

donde se reactivan y secretan citocinas para ejercer sus funciones efectoras. Las células 

Th1 producen altos niveles de IL-2, TNFα e IFN-γ mientras que las células TH17 secretan 

altos niveles de IL-17, IL-21, IL-22 e IL-24, además de los factores inflamatorios secretados 

por macrófagos y DC, incluidos TNF e IL-12. Otras células inmunitarias (NK17/NK1, células 

T γδ y células MAIT) liberan citocinas inflamatorias, mientras que las células B secretan 
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anticuerpos contra los autoantígenos de mielina, que se unen al complemento C1q, lo que 

resulta en la activación de la vía clásica del complemento. Los neutrófilos inician el proceso 

de “NETosis” y forman NET, liberando NE y MPO. Todos estos mediadores inflamatorios 

exacerban aún más las respuestas inflamatorias que resulta en desmielinización dentro del 

cerebro y la médula espinal lo que conduce al daño axonal (Dargahi et al., 2017; Kunkl, 

2020).  Por otro lado, las células del SI pueden tener efectos protectores a través de la 

secreción de citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF -β e IL-35) estos incluyen células Treg, 

M2, NKT y Th2, o través de la lisis de las DC autorreactivas por parte de las células NK, 

evitando así que actúen como APC e inhibiendo las respuestas inflamatorias, o mediante 

la inhibición de las respuestas de las células Th1 patógenas por parte de las células MAIT 

(Attfield, 2022; Milo, R. 2019).  

 

 
Figura 3. Procesos inmunológicos en la patogenia de la EM. En ella, participan las células del SI incluidos los macrófagos, 

los neutrófilos, las células NK, NKT, γδ T y MAIT, así como el sistema del complemento en los procesos inflamatorios 

asociados con la EM (Modificado de Dhaiban et al., 2021) 

 

2.1.4 Características clínicas  

 

Las manifestaciones clínicas y el curso de la EM varían mucho entre pacientes y 

dentro del mismo paciente a lo largo del tiempo, esta enfermedad puede causar una 

variedad de problemas neurológicos, dependiendo principalmente de la ubicación del SNC 

donde se encuentran las lesiones y la gravedad de las placas de EM. La Tabla 1 enumera 

los síntomas más comunes de la EM que pueden aparecer durante los diferentes cursos de 

la enfermedad (Ionescu et al., 2023).  
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Tabla 1. Síntomas de la esclerosis múltiple y su localización (Tomado y modificado de Douglas et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.5  Clasificación 

 

En el 2013 el Comité Asesor Internacional sobre Ensayos Clínicos en Esclerosis 
Múltiple definió cuatro subtipos clínicos considerando la evolución del padecimiento, desde 
el inicio de los síntomas inespecíficos hasta la progresión a etapas más definidas, la 
frecuencia y la severidad de los ataques, discapacidad y déficit neurológico (Lublin et al., 
2014). 
 

1. Síndrome clínicamente aislado: Se reconoce como la primera presentación clínica 
de una enfermedad que muestra características de desmielinización inflamatoria 
que podría ser EM (Thompson, 2018). 

2. EM remitente-recurrente: Comprende el 85% de los casos, se caracteriza por brotes 
claramente definidos con completa recuperación o efectos residuales; períodos 
libres de enfermedad sin progresión de la enfermedad; están separados por 
períodos de remisión durante los cuales la mayoría de los síntomas se resuelven 
espontáneamente (Sontheimer, 2021).  

3. EM progresiva primaria: Afecta a hombres y mujeres por igual, alrededor del 15% 
de los pacientes nunca tienen brotes, sino un deterioro funcional constante desde 
que inicia la enfermedad (Cree y Hauser, 2022).  

Sitio de la 

lesión 

Síntomas clínicos 

Cerebro Debilidad y dolor hemifacial 

Deficiencias motoras 

Déficits cognitivos 

Características psiquiátricas (demencia, trastorno bipolar, depresión mayor, risa y 

llanto patológicos y psicosis) 

Corteza Discapacidad motora, sensorial y cognitiva 

Nervio 

óptico 

Neuritis óptica (visión borrosa aguda, pérdida visual monocular y alteración de la 

visión del color) 

Cerebelo Temblor postural y de acción 

Falta de coordinación de las extremidades 

Inestabilidad de la marcha,  Ataxia 

Tronco 

encefálico 

Diplopía (visión doble) 

Vértigo 

Deterioro del habla y la deglución 

Síntomas paroxísticos 

Médula 

espinal 

Debilidad 

Destreza disminuida 

Parestesia (punzadas, comezón, hormigueo, ardor doloroso), temblores, 

discapacidad ambulatoria progresiva, rigidez 

Alteraciones autónomas (impotencia sexual, disfunción vesical, estreñimiento) 

Dolor 

Otro Fatiga y sensibilidad a la temperatura 
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4. EM progresiva secundaria: Típicamente se desarrolla 10 a 15 años después del 
inicio de la EMRR con una evolución gradual desde recaídas discretas hasta una 

enfermedad lentamente progresiva (Cifu, 2020). 

2.1.6 Diagnóstico  

 

El diagnóstico de EM se basa en la historia clínica y el examen neurológico utilizando 

técnicas de imagen, punciones lumbares para análisis de LCR, potenciales evocados, 

análisis de muestras de sangre y pruebas serológicas (Dobson y Giovannoni, 2019). De 

acuerdo con Cree y Hauser (2022) es importante obtener un historial clínico sobre la 

aparición de los primeros síntomas y cualquier trastorno neurológico, donde el algoritmo 

diagnóstico más actual y utilizado son los criterios de McDonald de 2017. La RMN puede 

identificar cualquier formación de tejido cicatricial y daño en el SNC. Los test de potenciales 

evocados (visuales, auditivos y somatosensoriales) ofrecen información sobre la 

desmielinización en el nervio óptico y el SNC. Además, el análisis del LCR identifica 

pleocitosis linfomonocitaria y mayor concentración de IgG sintetizada de forma intratecal.  

Asimismo, el análisis de muestras de sangre para detectar deficiencias vitamínicas puede 

ser útil para el diagnóstico (Ropper, 2020). 

2.1.7  Tratamiento  

 

Actualmente no existe una cura definitiva para la EM, los enfoques terapéuticos 

pueden dividirse en tratamientos que son de naturaleza sintomática y/o de apoyo, así como 

tratamientos que están dirigidos a la fisiopatología reduciendo la inflamación del SNC y la 

degeneración axonal (Tafti, 2022). El tratamiento sintomático incluye corticosteroides 

(inhiben la proliferación de linfocitos y la secreción de citocinas proinflamatorias) como la 

metilprednisolona, mitoxantrona (inhiben la degradación de la mielina mediada por 

macrófagos y disminuyen la producción de citocinas proinflamatorias) metotrexato (reduce 

la inflamación) que se utilizan en la EMRR y la EMSP; los fármacos inmunomoduladores 

como el interferón-β, ácido de glatirámero y fármacos basados en anticuerpos 

monoclonlaes (mab: Monoclonal AntiBodies) como Natalizumab, Rituximab y acetato de 

glatirámero,  se utilizan en  la EMRR y la EMSP asintomática y pueden disminuir algunos 

síntomas mediante la inhibición de la activación y proliferación de las células T y la 

modulación de citocinas proinflamatorias (Sontheimer, 2021 & Zarranz Imirizaldu, 2018). 
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3. Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) 
 

3.1  Gen metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) 

 

El gen MTHFR (OMIM: 607093) tiene una longitud de 20,242 pb y se ha mapeado 

en la región cromosómica 1p36.22, va desde 11785723 pb hasta 11805964 pb  (Figura 4). 

Consta de 13 exones y 11 intrones (Liew y Gupta, 2015; OMMIN). Se han identificado 

regiones variables no traducidas (UTR) 5' y 3' y variantes de corte y empalme lo que da 

como resultado isoformas de transcripción de 2.2 kb, 7.5 kb y 9.5 kb.  El ADNc de la 

secuencia del fragmento de 2.2 kb codifica una proteína catalíticamente activa de 656 

aminoácidos y 70 kDa, el ADNc de secuencia de 7.5 kb y 9.5 kb codifica una segunda 

isoforma de 77 kDa. El primer exón no es codificante. Tran et al., (2002) identificaron UTR 

lo que conduce en heterogeneidad en la transcripción. Los extremos 5’ y 3’ del ADNc se 

superponen con el extremo 5’ terminal de un gel de canal de iones de cloruro y el extremo 

3’ terminal de un gen no identificado (Goyette et al., 1998). 

 

 
 

Figura 4. Localización y estructura del gen MTHFR  (Tomado de NCBI Chromosome 1 - NC_000001.10).  

 
Se han descubierto numerosos SNP en el gen de los cuales 14 alteran o disminuyen 

la actividad de la MTHFR lo que lleva a un aumento de la homocisteína en la sangre. Entre 
ellos, 2 locus: C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131) asociados con actividad 
enzimática. Estas dos variantes se localizan a 2.1 kb de distancia una de la otra y son los 
polimorfismos más estudiados para este gen. Para C677T, la actividad enzimática de 
individuos con la variante heterocigotos y homocigotos es respectivamente 67 y 25% de los 
de tipo silvestre. Y para A1298C, la actividad enzimática de los individuos con la variante 
heterocigotos y homocigotos es respectivamente del 83 y el 61 % de los sujetos de tipo 
silvestre (Figura 5) (Wan et al., 2018; Boccia et al., 2007).  

 

 
 

 

Figura 5.  Representación del gen MTHFR. A. Se muestran los exones como regiones azules y los números indican la 

ubicación de los polimorfismos , que corresponde al número rs del gen 1. Rs4846080(A > G); 2. rs1476413(G > A); 3. 

Rs1801131(A > C); 4. rs1801133(C > T); 5. rs17421511(G > A); 6. rs17037396(C > T); 7.rs9651118(T > C); 8. rs17367504(A 

> G).  B. Disminución de la actividad enzimática (% de lo normal) con la presencia de variantes de MTHFR (Modificado de 

Wan et al., 2018). 
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3.1.1 Enzima metilentetrahidrofolato reductasa 

 

La proteína MTHFR humana (MTHFR; OMIM 607093) es una enzima citoplasmática 

que cataliza la reducción de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato del 

metabolismo de un carbono que incluye los ciclos esenciales de folato y metionina. Es un 

homodímero de 656 aminoácidos y cada subunidad (70~77 kDa) comprende un dominio 

catalítico N- terminal (aminoácidos 1-356) que contiene un sitio de unión a MTHF, NADPH 

y FAD. Asimismo, este tiene actividad reguladora por múltiples sitios fosforilados en una 

región de extensión N-terminal rica en serina y un dominio regulador C- 

terminal  (aminoácidos 363-656) que está conectado al dominio catalítico mediante una 

secuencia enlazadora. Este dominio C-terminal es capaz de unirse a SAM lo que resulta en 

una inhibición alostérica de la actividad enzimática, un efecto que es muy lento y puede 

revertirse al unirse a S-adenosilhomocisteína (SAH) , la forma desmetilada de SAM (Figura 

6) (Froese et al., 2016; Froese et al., 2018; Strategy Growth Council, SGC, 2023). 

 

 
 

Figura 6. Estructura de la proteína MTHFR. a) Topología de un monómero MTHFR y b) Proteína homodímero que muestra 

un dominio catalítico, el enlazador y un dominio regulador (Tomado de Strategy Growth Council, SGC, 2023) 

 

3.1.2 Metabolismo en el que interviene 

 

El ciclo de un carbono (1-CC) y la enzima MTHFR juegan un papel fundamental en 

los procesos fisiológicos. Los nutrientes de entrada se procesan a través de una serie de 

reacciones químicas para ciclar unidades de carbono, estas reacciones ocurren en el 

citoplasma, núcleo y mitocondria (Laura et al., 2019). El THF y el 5,10 MTHF son 

intermediarios centrales en 1-CC y son los puntos de partida de varias vías metabólicas 

como el ciclo de folato y la metionina, la vía de la trans-sulfuración, la metilación del ADN y 

la biosíntesis de nucleótidos (Figura 7).  Dentro del citoplasma el 5,10-MTHF producido a 

través del ciclo del folato es convertido por la MTHFR en 5- MTHF el cual dona su grupo 

metilo para regenerar la metionina a partir de la homocisteína (Hcy), que es catalizada por 

la metionina sintasa (MS) y requiere vitamina B12, en forma de metilcobalamina, como 

cofactor (Kurniawan et al 2021; Van der Windt et al., 2021).  
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La vía de la metionina es esencial para la provisión de grupos metilos después de 

la transmetilación en S-adenosilmetionina (SAM), por una enzima metionina adenosil-

transferasa (MAT). Las metiltranferasas donan un grupo metilo a moléculas como los ácidos 

nucleicos y proteínas, SAM es un cofactor enzimático que juega una papel importante en el 

mantenimiento epigenético y el metabolismo del azufre. Tras la transferencia de metilo, 

SAM se convierte en S -adenosil-homocisteína (SAH)  un sustrato de la remetilación de la 

homocisteína.  Además, el ciclo de la metionina también se relaciona con la ruta de trans-

sulfuración, esta vía es iniciada por la enzima cistationina β-sintasa (CBS) que requiere 

vitamina B6 como cofactor y cataliza la condensación de serina y Hcy para producir 

cistationina. En segundo lugar, la cistationina γ-liasa (CTH) convierte la cistationina en 

cisteína. Por otra parte 5,10-MTHF participa en la biosíntesis de nucleótidos. En el 

citoplasma el 5,10-MTHF es convertido por la metilentetrahidrofolato deshidrogenasa-1 

(MTHFD1) en 10-formil-THF, del que se derivan las purinas (Ducker, et al 2017; Lyon et al 

2020). 

 

 
 

Figura 7.  Vías metabólicas en las que está implicada la actividad de la MTHFR. Los metabolitos producidos son precursores 

para procesos como la biosíntesis celular, la metilación, la regulación del estado redox, la regulación epigenética y la 

homeostasis de aminoácidos en la desintoxicación de compuestos como la Hcy  (Tomado de Kurniawan et al 2021). 

 

La deficiencia severa de MTHFR (MIM: 236250) es el trastorno más común en el 

metabolismo del folato (Weile et al., 2021). Un problema crítico en la regeneración de Hcy 

está relacionado con este ciclo, la presencia de SNP que afectan a la enzima MTHFR 

impide la formación de 5-MTHF, el compuesto activo, con un rendimiento óptimo . Esto se 

debe a una disminución significativa en la actividad enzimática de MTHFR, particularmente 

en presencia del SNP C677T.  
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Desde el punto de vista bioquímico, se relaciona con acumulación de Hcy en la 

sangre  (hiperhomocisteinemia, MIM: 603174), es decir homocisteína plasmática elevada 

hasta 60 a 320 μM; rango de referencia típicamente 5–15 μM) junto con metionina 

plasmática baja o normal baja, así como SAH y SAM plasmática elevada, homocistinuria, 

cistationina plasmática elevada. Estos desequilibrios metabólicos resultan de la disminución 

del flujo a través de la metionina sintasa  (Menezó et al., 2021; Jones et al., 2019)  El nivel 

de metionina citoplasmática determina la proporción de SAM/SAH, que afecta la metilación 

de las histonas y del ADN y, por lo tanto, media el control epigenético (Kurniawan et 

al.,  2021). 

 

3.1.3 Polimorfismos de MTHFR  

 

Frosst et al (1995) demostró por primera vez una variante genética C677T en la 
región codificante del gen MTHFR del exón 4 causando una cambio de marco de lectura, 
lo cual conduce a la sustitución del nucleótido de citosina por timina en esa posición. Esta 
mutación puntual provoca la sustitución de alanina por valina (p.Ala222Val) en el dominio 
catalítico N-terminal de la proteína MTHFR. Este polimorfismo es responsable de la síntesis 
de una forma termolábil de MTHFR con actividad enzimática reducida de aproximadamente 
un 60 % a 37°C con lo que disminuye la velocidad de conversión de homocisteína a 
metionina que conduce al aumento de los niveles de Hcy en plasma en sujetos con genotipo 
homocigoto (TT); en los heterocigotos, los niveles de homocisteína son altos en 
comparación con los individuos normales, pero más bajos que los homocigotos (Petrone et 
al., 2021). 
 

Otro SNP que ocurre con frecuencia en el gen MTHFR A1298C descrito por Van der 
Put et al., 1998 está ubicado en el exón 7 ocasionando un una mutación puntual 
(transversión). Lo que resulta en una mutación con cambio de sentido (p.Glu429Ala) en el 
codón 429 dentro del dominio regulador C-terminal de la proteína. Esto también disminuye 
la actividad enzimática pero no dan como resultado una proteína termolábil de tal forma que 
no provoca niveles elevados de homocisteína en individuos heterocigotos u homocigotos, 
pero la heterocigosis combinada de A1298C y C677T produce un resultado similar a 
individuos homocigotos TT  (Wan, L. 2018; Dean, L. (2017). 

 
Estos SNP son las dos mutaciones más comunes en el gen MTHFR y se han vinculado con 
diversas enfermedades neurológicas y cardiovasculares, defectos del tubo neural, 
complicaciones del embarazo y ciertos tipos de cáncer que han mostraron una asociación 
significativa con la reducción de la actividad enzimática y la metilación de MTHFR (Mabhida 
et al., 2022; Ostrajovitch y Tabibzadeh, 2019). 

 
 

3.1.4 Prevalencia de C677T 

 
La frecuencia de los polimorfismos varía en diferentes regiones geográficas del 

mundo y entre diferentes grupos étnicos. La frecuencia de distribución más baja oscila entre 
el 6 % y el 10 % en diferentes poblaciones africanas, seguidos del 11% en poblaciones 
japonesas. Se ha reportado hasta más del 17% en la población de América del Norte de 
origen caucásico. La frecuencia del genotipo C677T es alta en Europa, Asia, América 
central y del sur, en los países hispanos, específicamente en Latinoamérica y el Caribe, la 
frecuencia genotípica del polimorfismo varía del 30 al 59%.  
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En México, más del 50% de poblaciones mexicanas tienen una frecuencia más alta 
del alelo C677T (44–61 %)  (Audiffred et al., 2016; Semmler et al., 2011; Contreras-Cubas 
et al., 2016).  De acuerdo con Binia et al., (2016) en poblaciones mestizas y amerindias el 
genotipo de riesgo C677T fue altamente prevalente con una frecuencia de 25 y 57% 
respectivamente como se muestra en la tabla 2. La frecuencia de TT varió del 17 % en 
Sonora al 33 % en Guerrero (Figura 8). 
 
Tabla 2. Distribución del genotipo de MTHFR C677T (GUE: Guerrero, GUA: Guanajuato, SON: Sonora, VER: 
Veracruz, YUC: Yucatan, ZAC: Zacatecas, MEX: All Mexican Mestizos, NAH: Nahuas, ZAP: Zapotecos, TOT: 
Totonacas, AMI: Amerindios, MAF: Frecuencia del alelo menor) (Tomado y modificado de Binia et al., 2016). 

 
 MTHFR C677T  Frecuencia de MTHFR C677T (%)  MAF 

 CC TC TT Total CC TC TT T 

GUE 34 87 60 181 19 48 33 57 

GUA 41 98 45 184 22 53 24 51 

SON 57 80 29 166 34 48 17 42 

VER 33 95 54 182 18 52 30 56 

YUC 46 95 33 174 26 55 19 46 

ZAC 51 89 41 181 28 49 23 47 

MEX 262 544 262 1068 25 51 25 50 

NAH 
(AMI) 

10 52 88 150 7 35 59 76 

ZAP 
(AMI) 

7 9 26 42 17 21 62 73 

TOT 
(AMI) 

2 14 9 25 8 56 36 64 

 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
Figura 8. Frecuencia del alelo menor de MTHFR C677T en seis grupos de mestizos mexicanos (Tomado de Binia et al., 
2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Frecuencia alélica de  

MTHFR C677T 

Guanajuato (51%T y 49% C) 
Guerrero (57% T y 43% C) 
Sonora (42% T y 58% C ) 
Veracruz (56% T y 44 %C) 
Yucatán (46% T y 54% C) 

Zacatecas (47% T y 53% C) 
  

 Alelo T      

 Alelo C 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

La EM es una causa significativa de morbilidad neurológica en adultos jóvenes 

afectando alrededor de 20,000 pacientes registrados en México. En las últimas décadas su 

prevalencia ha ido en aumento globalmente, con un impacto socioeconómico significativo y 

una gran carga para los pacientes y sus familiares. Hasta la fecha no se conoce la etiología, 

sin embargo, estudios se han centrado en el papel de variantes genéticas de baja frecuencia 

que sugieren una asociación entre la aparición de esta patología y la presencia de los 

polimorfismos tal como el SNP C677T del gen MTHFR que codifica una enzima termolábil 

con actividad reducida y conduce a niveles elevados de Hcy que se asocian con el 

desarrollo de EM.  No obstante, la mayoría de estos estudios han sido llevado a cabo en 

poblaciones europeas o asiáticas, por lo que la información sobre la susceptibilidad 

genética en población mexicana es limitada. Se ha reportado que la población mexicana 

tiene una alta prevalencia del alelo T y del genotipo TT en diversos grupos étnicos. Esto 

nos lleva a analizar las frecuencias alélicas en una cohorte de pacientes de diferentes 

estados de la República Mexicana y la posible asociación con la aparición y desarrollo de 

la enfermedad. 

 

5. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general  

 

Determinar la presencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en un grupo de 

pacientes mexicanos con Esclerosis Múltiple mediante técnicas de biología molecular. 

 

5.1.1 Objetivos específicos 

• Desarrollar la técnica PCR-RFLP en las muestras de pacientes con esclerosis 
múltiple. 

• Determinar la frecuencia del polimorfismo C677T en población general mexicana 
con base a estudios ya reportados 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

6.1 Selección de pacientes 

Para el presente estudio se reclutó una cohorte de pacientes mexicanos de la Clínica 

de Esclerosis Múltiple del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco 

Suárez” a los 87 pacientes participantes de este proyecto les fue entregada una carta de 

consentimiento informado donde aceptaban participar en este estudio. El protocolo fue 

previamente sometido a aprobación por el Comité de Investigación (CI) y el Comité de Ética 

en Investigación (CEI) del INNNMVS. 
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6.2 Toma de muestra  

Se tomaron muestras de aproximadamente 20 mL de sangre venosa periférica por 

punción venosa en tubos de recolección de sangre al vacío tipo dispositivo Vacutainer® con 

ACD para impedir su coagulación. Las muestras de sangre se mezclaron mediante 

agitación suave y repetida, y posteriormente se almacenaron a 4 °C hasta la extracción de 

ADN. 

6.3 Lisis celular y extracción de ADN   

Para llevar a cabo la extracción se utilizó la técnica de Cuevas Covarrubias 

modificado de Buffone y Darligton (1985); Miller et al., (1988); Maniatis et al., (1982). 

Brevemente, 3 mL de cada muestra de sangre fue tratada con 3 volúmenes de una solución 

amortiguadora de lisis de eritrocitos TTS (Tris 10 mM- Tritón 1%, Sacarosa 0.32 M) en un 

tubo cónico de 15 mL que provoca la ruptura de los glóbulos rojos por choque osmótico y 

disuelve sus membranas (Tüzmen et al., 2018). Esta mezcla se agitó suavemente durante 

10 minutos para homogeneizar y se centrifugó a 4,000 rpm durante 6 minutos. Después de 

la centrifugación, se decantó el sobrenadante y se trabajó con el botón o pellet de las células 

mononucleares. El pellet se resuspendió con 1 mL de solución de TTS y se centrifugó a 

3,000 rpm por 2 min. Este paso se repitió hasta obtener un botón blanco.  

Para realizar la extracción de ADN se utilizó el método de salting-out; al botón limpio 

se añadió 570 µL de NaCl 5 mM y se agitó por 2 minutos provocando la ruptura de los 

linfocitos por choque osmótico. Después, se añadieron 30 µL de SDS al 10% y se agitó 

durante 5 minutos para la ruptura de membranas de la célula alterando la bicapa lipídica. 

La precipitación del ADN se consiguió con 200 µL de NaCl saturado, se agitó durante 10 

minutos para la precipitación de proteínas nucleares y se centrifugó a 14,000 rpm por 20 

min a 4°C para separar el ADN liberado de las proteínas precipitadas. Se decantó el 

sobrenadante que contiene el ADN en tubos eppendorf de 1.5 mL para realizar una partición 

orgánica donde la fase orgánica son 600 µL de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamílico 

(49:1) se agitó y se centrifugó a 14000 rpm por 15 min, esto para separar del ADN los 

compuestos celulares no polares como lípidos, proteínas y otros contaminantes que no se 

hayan eliminado en el paso previo (Clarkn y Pazdernik, 2016). 

Después de centrifugar, se retiró cuidadosamente la fase acuosa (que contiene el 

ADN) y esta se traspasó a un tubo cónico de 15 mL que contenía 3 mL de etanol absoluto 

frío (-20°C) para la precipitación del ADN y separación de las sales remanentes. Se agitó 

suavemente hasta que precipitó el ADN y se centrifugó a 11,000 rpm por 10min a 4°C. Se 

descartó el sobrenadante para quedarse con el botón de ADN para realizar un lavado del 

precipitado con etanol al 70% para la eliminación de sales y se volvió a centrifugar 11,000 

rpm por 10 min a 4°C repitiendo el paso dos veces. Se decantó el etanol y el botón de ADN 

se secó al vacío con SpeedVac durante 30 min. Finalmente, se resuspendió en 200 µL de 

agua estéril para su rehidratación y se colocó en el termoblock a temperatura ambiente 

durante toda la noche para homogenizar la solución (Chacon-Cortes y Griffiths, 2014). 
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6.3.1 Cuantificación de ADN genómico (ADNg)    

La cuantificación de ADNg se realizó utilizando el espectrofotómetro de 

microvolumen Jenway™ Genova Nano. Para esto, se calibró utilizando 3 µL de agua 

inyectable estéril como blanco antes cuantificar la primera muestra y después de 

aproximadamente 8 muestras cuantificadas. Para la medición de cada muestra, se 

colocaron 3 µL de ADNg (muestra previamente homogeneizada en vórtex) en el cabezal de 

lectura realizando este paso por duplicado para sacar un promedio de los resultados 

obtenidos por el equipo. 

El equipo proporcionó dos relaciones de lecturas a diferentes longitudes de onda: la 

primera mide la absorbancia del ADN debido a que las purinas y las pirimidinas presentes 

en las bases nitrogenadas del tienen una absorbancia máxima a 260 nm mientras que 280 

nm es el máximo de absorción de las proteínas por la presencia de aminoácidos aromáticos 

(Clark et al., 2019). De este modo la pureza de los ácidos nucleicos con respecto a la 

contaminación con proteínas se puede evaluar con  el índice de absorción 260/280 nm, una 

proporción de 1.8 y 2.0, se considera óptimo, ya que valores cercanos a 1.8 indican que la 

muestra contiene casi exclusivamente ADN, si es menor que 1.8 puede indicar la presencia 

de proteínas, fenol u otros contaminantes y un índice mayor que valores de 2.0 indica una 

rotura de las cadenas de los ácidos nucleicos, y se considera que es un ácido nucleico de 

calidad insuficiente. En la segunda medición, la relación 260/230 nm significa que la 

muestra está contaminada con algún compuesto orgánico como sales (iones fenolatos o 

tiocianatos), compuestos aromáticos u otras sustancias. Los valores esperados para 

muestras puras en relación con 260/230 nm se esperan en el rango 2.0-2.2 (Tüzmen et al., 

2018). 

Una vez obtenida la concentración de las muestras, se consideraron adecuadas las 

que tuvieran una concentración mayor a 50 ng/µL y se realizaron diluciones a una 

concentración de 100 ng/µL. 

 

6.4 Electroforesis en gel de agarosa  

La integridad del ADN fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa. Primero, 

se preparó una solución de agarosa al 0.8% con buffer TBE 1X y se calentó hasta estar 

completamente homogénea, después de 1 minuto se vertió al portagel previamente 

nivelado y se colocó el peine dejándose reposar hasta que polimerizó. Posteriormente, una 

vez solidificado el gel, se retiró el peine y se colocó el gel dentro de la cámara con buffer de 

corrimiento TBE 1X colocándose de manera que los pocillos queden en el extremo donde 

se localiza el polo negativo de la cámara de electroforesis, para permitir que la muestra 

migre a lo largo del gel hacia el polo positivo (debido a la carga negativa del ADN). Para 

cargar la muestra en el gel, se mezclaron 2 µL de ADNg con 2 µL de una mezcla 1:1 de 

GelRed™ como revelador y 1µL de Azul de bromofenol-Xileno cianol- Glicerol utilizado 

como buffer de carga se homogeneizó y cargó en un pozo del gel cuidadosamente para no 

perforar los pocillos del mismo. El buffer de carga contiene dos colorantes diferentes para 
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monitorear el corrimiento de la muestra en el gel y la presencia de glicerol garantiza el peso, 

densidad a la muestra, lo que facilita su depósito en el pocillo y evita su salida del gel 

(Salazar et al., 2013). El gel se corrió a un voltaje continuo de 100 V durante 30 minutos, 

pasado el tiempo se observó en el transiluminador de luz UV. El ADN íntegro se apreció 

por una banda bien definida sin dejar un barrido en su carril del gel y en las muestras en las 

que se observaron varias bandas o un escalonado de bandas se calificaron como 

degradadas. 

6.5 Reacción en cadena de la polimerasa 

Esta técnica se utilizó para analizar la variante C677T amplificando la región de 

interés del gen MTHFR. La PCR se basa en la amplificación exponencial in vitro de 

secuencias específicas de ADN flanqueadas por oligonucleótidos los cuales se alinean a 

sitios específicos de la región requerida de ADNg mediante una serie de ciclos repetitivos 

controlados (Clark et al., 2019). La amplificación se consigue mediante la repetición de tres 

pasos (Figura 9). El paso inicial es la desnaturalización del ADN a altas temperaturas (95°C) 

mediante la ruptura de los puentes de hidrógeno para dejar accesibles las dos hebras de la 

molécula, lo que permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus secuencias 

complementarias.  En el segundo paso, la temperatura se reduce a aproximadamente 55 

°C favoreciendo la unión de los primers a sus cadenas complementarias de tal manera que 

se forman regiones de ADN de doble cadena con un extremo 3’ OH libre, la temperatura de 

alineamiento varía dependiendo de la Tm de los oligonucleótidos. En el tercer paso, la 

temperatura se eleva a aproximadamente 72 °C y la ADN polimerasa comienza a agregar 

desoxinucleótidos a los extremos 3´ OH. Al final del ciclo, que dura unos cinco minutos, se 

sube la temperatura y se reinicia el proceso. Cada ciclo duplica la cantidad de ADN 

(Britannica, 2023). 

 

Figura 9. Etapas de la PCR. Cada ciclo está compuesto por tres temperaturas: desnaturalización, alineación y extensión 

(Tomado de Britannica, 2023). 
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6.5.1 Primers para amplificar el gen MTHFR 

 

Las condiciones de reacción para la amplificación del gen MTHFR fueron 

modificadas en base a la técnica de Frosst y colaboradores (1995) quienes emplearon los 

oligonucleótidos específicos para el gen F4 (5'- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC -

3') y F6 (5'-TGCTGGCACGGCTGTCCAAGGA -3'). Los primers utilizados para realizar la 

PCR se muestran en la Tabla 2. 

 
Tabla 3. Primers utilizados para amplificar el fragmento deseado. 

 

Fragmento Dirección Longitud 

Tamaño 

amplicón 

(pb) 

C677T 

F (forward, 5'>> 3' ): 

TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 23 pb 

198 

R (reverse, 3'>> 5'): 

AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 
20 pb 

 

6.5.2 Mezcla de reacción para la PCR de punto final  

 

Cada mezcla de reacción de PCR contiene una solución amortiguadora, MgCl2 como 

cofactor, una ADN polimerasa termoestable y una mezcla desoxinucleósidos trifosfato 

(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) todo estos componentes los encontramos en un reactivo 

llamado Taq PCR Master Mix Kit QIAGEN (2.5 U de Taq ADN polimerasa, amortiguador 1X 

QIAGEN PCR, 1.5 mM MgCl2 y 200 µM de cada dNTP); 1–3µL de ADNg ajustando a una 

concentración de 300 ng/µL, DMSO al 7%  ya que puede mejorar la separación del ADN de 

doble cadena durante el paso de desnaturalización y promover la especificidad y H2O 

inyectable hasta un volumen de 20 µL. Las cantidades de reactivos utilizadas se muestran 

a continuación: 
 

Tabla 4. Mezcla de reacción para la PCR . Ejemplo de la mezcla de reacción de PCR 

para un producto de amplificación de 198 pb. Mezcla para 6 reacciones. 

 

Reactivo Concentración 
(ng/µL) 

Volumen X1  
(µL) 

Volumen X6 +1 (control 
negativo) (µL) 

ADN genómico 100 1-3 7 

Primer Forward 100 1 7 

Primer Reverse 100 1 7 

Taq PCR Master 
Mix 

- 10 70 

DMSO - 1.4 9.8 

H2O - 5.6 39.2 

Volumen total  20 140 
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La reacción se realizó en tubos para PCR de 200 µL rotulados con el número de 

muestra además de un control negativo (sin muestra de ADN). 

 

6.5.3 Condiciones para PCR del gen MTHFR 

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termociclador con función gradiente 

MultiGene™ OptiMax con las siguientes condiciones de reacción que se muestran en la 

Tabla 4. 

Tabla 5. Condiciones de temperatura para PCR 

 

 Número de ciclos Paso de la PCR 
Temperatura 

(°C) 
Tiempo 

(min) 

1 
Desnaturalización 

inicial 
95 5 

35 

Desnaturalización 93 1 

Alineación de primers 59 1 

Extensión z72 2 

1 Extensión final 72 10 

1 Incubación 4 ∞ 

 

 

Se hizo un gel de agarosa al 1% con TBE 1X para comprobar la presencia de 

amplicones, cargando en cada pocillo 2 µL de producto de PCR con 2 µL del mix de 

colorante de carga y GelRed. Posteriormente, se observó en el transiluminador (luz UV) 

para comprobar presencia de amplicones.  

 

6.6 Genotipificación por RFLP 

La técnica de RFLP presenta la ventaja de la digestión del ADN con enzimas de 

restricción que reconocen y escinden hebras de ADN en sitios específicos, produciendo 

fragmentos de restricción de longitudes definidas (Hashim y Al-Shuhaib, 2019).  Después 

de la amplificación se realizó una restricción enzimática del producto de PCR mediante la 

endonucleasa de restricción HinfI de tipo II extraído del Haemophilus influenzae RT la cuál 

presenta un tipo de corte de extremos cohesivos. Esta enzima reconoce la secuencia 5’-

GG / CC-3’ (N= A G C T). 

5' G ↓ A N T C 3' 

3' C T N A ↑ G 5' 

Obteniendo un fragmento de 198 pb para el genotipo C677C (homocigoto silvestre), 

un fragmento de 198 pb, 175 pb y 23 pb para el genotipo C677T (heterocigoto) y un 

fragmento de 175 pb y 23 pb para el genotipo T677T (homocigoto mutante) como se 

observa en la Figura 10. 
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Marcador 
100 pb 

CC                CT               TT        PCR 

 
 

300 
 
 
 

200 
 
 
 

100 
 

 

  
Figura 10. Patrones de restricción enzimática de la enzima de restricción HinfI en MTHFR 

 

 

La reacción se realizó en tubos de 0.2 mL rotulados con el número de muestra y en 

ellos se agregó 10 µL de producto de PCR y la mezcla de reacción. Posteriormente, se 

introdujeron en el termociclador a 37°C durante 2.5 h (Tabla 5). 
 

Tabla 6. Reactivos y condiciones para la digestión enzimática 

Reactivo 
(concentración) 

Volumen X1 (µl) Condiciones 

Enzima (10 U/ µL) 0.4 Incubación 37°C 
durante 2.5 h 

Mantenimiento 4°C 
Buffer R con BSA 10X 2 

Producto de PCR 10 

 

 

 

6.6.1 Electroforesis de los productos de digestión  

 

Los productos digeridos se sometieron a electroforesis de gel de agarosa al 2.5% 

para observar los fragmentos obtenidos e identificarlos según su peso molecular. Cada 

muestra digerida se mezcló con 8 µL de colorante de carga y se homogenizó con 

micropipeta. Posteriormente, se cargaron en cada uno de los pocillos del gel con un 

marcador de peso molecular de 100 pb (Bio-Rad Laboratories) para corroborar los 

fragmentos obtenidos en la digestión correspondan con el tamaño esperado en pares de 

bases. El gel se corrió a 100 V durante 2.5 horas y se observó en el transiluminador.  

 

 

 

 

 

 

198 pb 

175 pb 

 

23 pb 
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7. RESULTADOS 
 

7.1  Análisis electroforético de ADN genómico  

Se analizaron las muestras de los pacientes diagnosticados con esclerosis múltiple, 

que acuden a la Clínica de la Esclerosis Múltiple del Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía Manuel Velasco Suárez. Se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 

0.8% y visualizado con luz UV. En la Figura 11 se muestra un gel donde se observa el ADNg 

de las muestras utilizadas.  

                             

 

Figura 11. Integridad del ADN en gel de agarosa al 0.8%. En los carriles 1 ,2, 5 y 7 se observa ADN íntegro, en el carril 

3,6,8 se observa ADN muy degradado, en el 4 no se observa muestra ADNg. La intensidad de las bandas está directamente 

relacionada con la cantidad de DNA presente en la muestra. 

 

7.2 Análisis espectrofotométrico del ADN genómico  

El ADN genómico se cuantificó mediante el espectrofotómetro UV, encontrándose una 

concentración y pureza promedio de 100–200 ng/µL y de (1.7 – 2.2) respectivamente en 87 

muestras. Sin embargo, 16 muestras tuvieron una concentración promedio de 10-30 ng/µL 

y una pureza de 0.8 por los tanto esas muestras se descartaron para hacer PCR-RFLP.  

Las diluciones realizadas tuvieron una concentración final de 50 ng/ µL. 

7.3 Reacción en cadena polimerasa  

Los productos de PCR de cada muestra se identificaron en geles de agarosa al 1% 

utilizando un marcador de peso molecular con un patrón de bandas conocido como se 

observa en la Figura 12. 

 

 

         1        2         3       4        5       6       7       8 
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Figura 12. Gel de agarosa al 1%. Se observan 5 muestras del fragmento amplificado de 198 pb. En el carril 1 del gel se colocó 

un marcador de peso molecular de 100 pb. 

 

7.4 Digestión enzimática  

Se identificaron los fragmentos amplificados para el polimorfismo C677T, uno de 

198 pb que representa el genotipo CC, el segundo de 175 pb y 23 pb que representa el 

genotipo TT y el genotipo CT de 198 pb y 175 pb. En la figura 14 se muestra un gel de 

agarosa con los tres genotipos que presenta este polimorfismo. Cabe mencionar, que 

debido a que se realizó la electroforesis en gel de agarosa, no se visualiza el fragmento de 

23 pb debido a su menor tamaño a comparación de las otras bandas observadas, ya que 

migra mucho más rápido e incluso sale del gel. No obstante, observar el fragmento de 175 

pb se asegura que la endonucleasa realizó el corte y por lo tanto se establece que existe la 

presencia del alelo mutado. La concentración y pureza de las muestras utilizadas se 

muestra en la Tabla 7. 

 

1 kb 
900 pb 
800 pb 
700 pb 
600 pb 
500 pb 
400 pb 
300 pb 

 
200 pb 

 
100 pb 

 

 

1(MPM)  2      3     4      5      6      7      

198 pb 
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Figura 13. Gel de agarosa al 2.5%. En los carriles 1,2,3 y 4 se observan 4 muestras con genotipo CC, en los carriles 4, 5, 6 

y 7 se observan 4 muestras del genotipo CT, en los carriles 9, 10, 11 y 12 se observan 4 muestras del genotipo TT, en el carril 

13 se observa un marcador de peso molecular de 100 pb. 

 

Tabla 7. Concentración y pureza de los genotipos que se observan en el gel 

No. 
Carril  

No. Muestra Concentración Pureza Genotipo 

1 1136 155.14 1.817/2.266 C/C 

2 1017 23.987 1.904/2.059 C/C 

3 1019 202.91 1.726/1.898 C/C 

4 654 75.955 1.710/1.927 C/C 

5 2 61.493 1.719/1.670 C/T 

6 24 60.231 1.712/1.645 C/T 

7 44 66.947 1.814/2.121 C/T 

8 50 23.987 1.904/2.059 C/T 

9 972 157.9 1.742/2.239 T/T 

10 985 279.15 1.823/3.634 T/T 

11 1060 115.46 1.731/2.488 T/T 

12 1098 209.07 1.510/1.673 T/T 

 

 

 

 

1       2        3        4       5        6        7        8       9      10       11     12    13 (MPM) 

198 pb C/C 

 

 

198 pb y 175 pb C/T 

 

 

 
 

175 pb T/T 

 

 

1 kb 
900 pb 
800 pb 
700 pb 
600 pb 
500 pb 

 
400 pb 

 
300 pb 

 
 

200 pb 
 
 
 

100 pb 
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Tabla 8. Genotipos del gen MTHFR obtenidos a partir de las muestras de pacientes con EM 

 

 Genotipo C/T Genotipo C/C Genotipo T/T 

Número de 
muestra de 

registro 
del 

paciente 
 

Total 
(N=90) 

 

RAM 2 EM 924 EM 481.1 EM 1075 EM 111/555 EM 1090 

RAM 16 EM 947 EM 654 EM 1076 EM 346 EM 1092 

RAM 24 EM 950 EM 955 EM 1082 EM 521 EM 1093 

RAM 26 EM 971 EM 1004 EM 1088 EM 673 EM 1098 

RAM 42 EM 1014 EM 1019  EM 1091 EM 959 EM 1110 

RAM 44 EM 1025 EM 1022 EM 1107 EM 972 EM 1111 

RAM 50 EM 1027 EM 1023 EM 1112 EM 973  EM 1113 

RAM 52 EM 1048 EM 1037 EM 1123 EM 985 EM 1117 

RAM 57 EM 1061 EM 1050  EM 1132 EM 1017 EM 1118 

RAM 66 EM 1062 EM 1058 EM 1136 EM 1021 EM 1120 

EM 87 EM 1065 EM 1059 EM 1154 EM 1035 EM 1125 

EM 296 EM 1073 EM 1067  EM 1060 EM 1127 

EM 354 EM 1121 EM 1071   EM 1066 EM 1128 

EM 465 EM 1131     EM 1077 EM 1133 

EM 470 EM 1165     EM 1079 EM 1158 

EM 754      EM 1087  EM 1162 

 

 Una vez que se obtuvieron los resultados de los tres polimorfismos, se obtuvieron 

las frecuencias genotípicas y alélicas para cada uno (Tabla 9). 

Tabla 9. Frecuencia genotípica y alélica de los genotipos obtenidos  

Frecuencia genotípica y alélica de pacientes 

Genotipo Número Frecuencia 

CC 24/87 27.6% 

CT 31/87 35.6% 

TT 32/87 36.8% 

Total 87 100% 

Alelo Número Frecuencia 

C 79 45.4% 

T 95 54.6% 

Total 174 100% 
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8. DISCUSIÓN  

 

El gen MTHFR ha sido investigado por varias malformaciones congénitas.  Este gen 
es muy polimórfico, el SNP más estudiado es 677C>T (rs1801133). Se conoce que este 
SNP da como resultado una disminución de la actividad catalítica de la enzima MTHFR, así 
como el proceso de metilación en el cual se ha demostrado un impacto significativo en 
varias enfermedades neurodegenerativas (Wu et al., 2013). Además, estudios han 
considerado que este SNP aumenta el riesgo de EM y es una importante causa de 
morbilidad. Como ya se había mencionado MTHFR, que depende del folato y la vitamina 
B12, codifica para una enzima fundamental en el metabolismo (Levin et al., 2014). Aneji et 
al., (2012) informaron que la deficiencia del gen MTHFR es la causa genética más común 
de hiperhomocisteinemia.   

Varios estudios han informado que los pacientes con EM tienen niveles elevados de 
homocisteína en el plasma en comparación con pacientes sanos, y que promueve la 
activación y proliferación de la microglía (Besler y Çomogˇlu, 2003; Aksungar et al., 2008; 
Triantafyllou et al., 2008). Se ha demostrado que pacientes con EM tienen niveles elevados 
de Hcy que conduce a una disminución de la función cognitiva (Russo et al., 2008; 
Teunissen et al., 2008; Gorgone et al., 2009). Asimismo, otros estudios han revelado que 
los pacientes con EMPP y EMPS tienen niveles de Hcy significativamente más altos en su 
plasma en comparación con los pacientes y controles en etapa reminente-recurrente 
(Singhal et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Además, una concentración significativamente 
mayor de Hcy homocisteína en el grupo EMSP en comparación con el grupo EMRR (Mititelu 
et al., 2021). Gardner et al., 2013 mostró que los niveles de metionina, SAM, SAH y vitamina 
B12 disminuyeron en plasma de pacientes con EM en diferentes etapas de la enfermedad. 
SAM tendió a ser más alta en el plasma de pacientes con EMPP y EMSP en comparación 
con los controles mientras que la concentración de SAH fue casi el doble en los controles 
en comparación con las muestras de enfermedad. Por el contrario, otros estudios no 
informaron diferencias significativas en los niveles de homocisteína entre los pacientes con 
EM y los controles (Teunissen et al 2008; Ramsaransing et al 2006).  

Aunque numerosos estudios de casos y controles, así como metaanálisis han 
investigado la asociación entre C677T y la EM, no hay una conclusión definitiva o un 
enfoque único en México. La tabla 10 muestra la distribución del SNP C677T en diferentes 
poblaciones y diferentes patologías. En este estudio se identificaron los genotipos en 87 
muestras de pacientes con EM, de los cuáles se obtuvieron 24 genotipos homocigotos 
silvestres CC, 31 genotipos heterocigotos CT y 32 genotipos homocigotos con la variante 
anormal TT con una frecuencia genotípica de 27.6%, 35.6% y 36.8% respectivamente; y 
una frecuencia alélica de 0.64 para el alelo T y 0.46 del alelo C.  

 Estos resultados contrastan con un estudio de 150 pacientes con EM realizado en 
Suecia con una frecuencia alélica del alelo T de 51.9%. Sin embargo, no mostró ninguna 
asociación entre el polimorfismo C677T y la EM ya que se encontró que la distribución de 
alelos y genotipos era casi idéntica en pacientes y controles (Huang et al., 1997). Tajouri et 
al., (2006) llevó a cabo un estudio de casos y controles acerca del polimorfismo C677T en 
101 pacientes australianos con EM y encontraron que la frecuencia del alelo T (31.2%) no 
tenía diferencia significativa entre los pacientes con EM y el grupo control. No obstante, el 
alelo TT fue 1.5 veces más frecuente en comparación con el grupo control. En otro estudio 
realizado en una población alemana, que incluyeron 138 pacientes con EMRR (frecuencia 
alélica T de 26.8%) no se observó asociación entre el polimorfismo MTHFR C677T y la EM 
respecto al grupo control (Klotz et al., 2010).  Del mismo modo Mrissa et al. (2013) en un 
estudio realizado con 80 pacientes tunecinos con EMRR la frecuencia del genotipo TT fue 
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más prevalente en el grupo control que en el grupo de pacientes  (8.5 % frente a 3.75 %) 
sin embargo, no encontraron diferencias significativas. Además, Chorazy et al., 2019 
realizaron un estudio de 174 pacientes con EMRR con un grupo control. Sin embargo, no 
se observaron diferencias significativas de frecuencia alélica/genotípica entre los grupos 
estudiados.  

  
Por otro lado, un estudio realizado por Alatab et al. (2011) encontraron que los 

sujetos del genotipo T/T tenían un riesgo 1.7 veces mayor de desarrollar EM que los otros 
dos genotipos. Un estudio en la población turca incluyó 130 pacientes con EM reportó 
diferencias estadísticamente significativas en las frecuencias genotípicas y alélicas entres 
los pacientes con EM y los controles. Además, mostraron que el alelo T (32.3%) del 
polimorfismo C677T estaba asociado con la susceptibilidad a la EM en la población turca 
(Cevik, et al 2014). Naghibalhossaini et al., 2015 en la población del Sur de Irán encontró 
diferencias significativas en las frecuencias genotípicas entre los pacientes (CC, 35%; CT, 
46.1 %; TT,18.9 %) comparado con los controles (CC, 0.65 %; CT, 0.295 %; TT, 0.05 %). 
Asimismo, los pacientes con EM presentaron una frecuencia alélica mayor respecto a los 
controles, las personas que tienen el genotipo TT tienen un riesgo 6.23 veces mayor de 
desarrollar EM. Asimismo, Cakina et al. (2019) donde reportaron una frecuencia de los 
genotipos CC, CT y TT de 0.4, 0.375  y 0.225  respectivamente. La frecuencia del genotipo 
T/T para el polimorfismo MTHFR C677T fue significativamente mayor en los pacientes que 
en los controles, así como diferencias entre los controles y los pacientes con EM para las 
frecuencias alélicas del alelo T (41.3%).  

  
Por otra parte, en estudios realizados sobre otras patologías hay discrepancias con 

relación al SNP C677T y la patogenia de la enfermedad. Cantu et al., (2004) encontraron 
una mayor frecuencia del genotipo mutado TT en pacientes con trombosis venosa cerebral 
(TVC) (22%) comparado con controles (10%) pero no hubo diferencias significativas. Los 
pacientes con mutación de la MTHFR y niveles bajos de folato presentaron los niveles más 
elevados de homocisteína. En un estudio realizado por Arauz et al. (2007) en el grupo de 
pacientes con disección de arteria cervical-cerebral (CCAD) la distribución del genotipo TT 
mostró una mayor frecuencia (10%) que entre los controles sanos (5%). Jara y 
colaboradores (2010) reportaron una frecuencia alélica T de 0.4896 en pacientes, el 
genotipo TT homocigoto fue más frecuente en los controles que en los pacientes. Sin 
embargo, no está asociado significativo con la disección espontánea de la arteria cervical. 
Por otro lado, Ruiz-Franco, et al. (2016) reportaron que el genotipo TT homocigoto fue más 
frecuente en los casos de CCAD que en los controles con una frecuencia alélica para el 
alelo T de 54%. Estos resultados mostraron una significación estadística entre los dos 
grupos.  Un estudio con 199 pacientes con enfermedad de Graves realizado en China no 
mostró asociación significativa entre las frecuencias del alelo 667T entre los pacientes 
(52.3%) y en los controles (58.6%)  (Mao et al., 2010).  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



36 
 

Tabla 10. Frecuencias alélicas de la variante 677C>T (rs1801133) en distintas poblaciones   
 

Estudio  País  México  
 Pacientes 

(N)  
Pacientes TT 

(n)  
Frecuencia 

alélica  

Huang et al., 
1997  

Suecia  
Esclerosis 
múltiple  

 
150  85  51.9  

Cantu et al., 2004  México  
Trombosis 

cerebral venosa  
 

55  10  22.2  

Tajouri et al., 
2006  

Australia  
Esclerosis 
Múltiple  

 
101  16  31.2  

Arauz et al., 2007  México  
Disección 

espontánea de la 
arteria cervical  

 
37  4  10.0  

Mao et al., 2010  China  
Enfermedad de 

Graves  
 

199  60  52.3  

Jara et al., 2010  México  

disección 
espontánea de la 
arteria cervical  

  

 

48  8  48.9  

Klotz et al., 2010  Alemania  
Esclerosis 
múltiple  

 
138  10  26.8  

Alatab et al., 
2011  

Irán  
Esclerosis 
múltiple  

 
194  15  28.8  

Mrissa et al., 
2013  

África  
Esclerosis 
múltiple  

 
80  3  27.5  

Cevik et al., 2014  Turquía  
Esclerosis 
múltiple  

 
130  42  32.3  

Naghibalhossaini 
et al., 2015  

Irán  
Esclerosis 
múltiple  

 
180  34  41.9  

Ruiz-Franco, et 
al., 2016  

México  
Disección de la 
arteria cérvico-

cerebral  

 
100  28  54  

Cakina et al., 
2019  

Turquía  
Esclerosis 
múltiple  

 
80  18  41.2  

Chorąży et al., 
2019  

Polonia  
Esclerosis 
múltiple  

 
174  13  26.7  

  
 

 
9. CONCLUSIÓN 
 

Se determinó la presencia del polimorfismo C677T del gen MTHFR en 87 pacientes 

mexicanos con esclerosis múltiple, desarrollando la técnica PCR-RFLP en las muestras 

estos; donde a través de una electroforesis se observaron los patrones de banda de los 

diferentes genotipos, en las muestras siendo el alelo T el que tuvo mayor frecuencia en este 

grupo estudiado. Estos resultados se pueden comparar en un futuro con grupos controles 

para determinar una asociación significativa entre el polimorfismo y la esclerosis múltiple. 
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