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RESUMEN 
 

El síndrome pseudoexfoliativo es un trastorno sistémico generalizado de la matriz 
extracelular, con una especial repercusión patológica a nivel oftalmológico. A pesar de que 
múltiples líneas de evidencia apoyan la teoría de una predisposición genética a padecer la 
enfermedad, hasta el momento no se ha podido describir un patrón de herencia concreto. En el 
presente trabajo se analiza la posible intervención de varias variantes genéticas (polimorfismos 
de un solo nucleótido) localizadas en el gen LOXL1 y en varios genes reguladores de la 
autofagia en la patogénesis de la enfermedad en una población de origen español. 
 
 
 
PALABRAS CLAVE: oftalmología, genética, síndrome pseudoexfoliativo, pseudoexfoliación, 
glaucoma pseudoexfoliativo, lisil-oxidasa-like 1 (LOXL1), autofagia, polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP). 
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ABSTRACT 
 

Pseudoexfoliation syndrome is a systemic disorder of the extracellular matrix, with a 
specific ophthalmic impact. To the best of our knowledge, although many lines of evidence 
support a genetic predisposition, a specific pattern of inheritance has not been described yet. The 
objective of this study is to analyze the possible intervention of several genetic variants (single 
nucleotide polymorphism) located in the LOXL1 gene and some autophagy-related genes in the 
pathogenesis of the disease in a sample of Spanish population. 
 
 
 

  

KEYWORDS: ophthalmology, genetic, pseudoexfoliation syndrome, pseudoexfoliation, 
pseudoexfoliation glaucoma, lisil-oxidasa-like 1 (LOXL1), autophagy, single nucleotide 
polymorphism. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

 

1.1.- IMPORTANCIA CLÍNICA DE LA PSEUDOEXFOLIACIÓN 

  

El síndrome de pseudoexfoliación (SPEX) es una enfermedad relacionada con la edad 

caracterizada por la producción y acumulación progresiva de un material fibrilar extracelular a nivel de 

distintas estructuras del globo ocular con repercusiones significativas sobre la salud oftalmológica de los 

pacientes. 

Esta síntesis y acúmulo de material pseudoexfoliativo induce una serie de cambios 

degenerativos a nivel ocular que precipitan el incremento de la presión intraocular (PIO), determinando la 

aparición de una entidad nosológica independiente que recibe el nombre de glaucoma pseudoexfoliativo 

(GPEX). 

A pesar de que el SPEX pueda ser percibido por cierta parte de la comunidad oftalmológica 

como un problema menor restringido a áreas geográficas concretas (en Europa, la Península 

Escandinava; en España, ciertas zonas de Galicia), en los últimos años este síndrome ha sido reconocido 

como la primera causa identificable de glaucoma de ángulo abierto (GAA) [1, 2] y, en algunas de las 

áreas antes mencionadas, como la primera causa de glaucoma [3]. 

El diagnóstico de esta enfermedad requiere una exploración oftalmológica detallada con 

dilatación pupilar suficiente, por lo que en muchas ocasiones pasa desapercibida. Además, una vez 

establecido el diagnóstico, el GPEX presenta un peor pronóstico que otros GAA, con mayores variaciones 

diurnas de la PIO,  mayor daño del nervio óptico, mayor pérdida de campo visual y, por tanto, una 

progresión más rápida e insidiosa [2]. 
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De manera adicional, múltiples estudios de microscopía electrónica han permitido la 

identificación de acúmulos de fibrillas de pseudoexfoliación a nivel de tejidos orbitarios [4, 5], piel [6, 7] y 

órganos viscerales [8, 9] principalmente, poniendo de manifiesto que el SPEX no es únicamente un 

trastorno oftalmológico, sino un desorden generalizado de la matriz extracelular. 

El conocimiento de la importancia del SPEX ha aumentado considerablemente en los últimos 

años. No sólo es causa de un tipo de GAA de pronóstico en muchas ocasiones incierto, sino que también 

puede inducir otros procesos patológicos oftalmológicos asociados, como la subluxación del cristalino, el 

glaucoma de ángulo cerrado, la disfunción de la barrera hemato-acuosa y graves complicaciones en la 

cirugía de la catarata, tales como la diálisis de la zónula, la rotura capsular posterior o la luxación vítrea 

del cristalino [10-12]. También parece que puede estar implicado en la etiología de la formación de la 

catarata y juega cierto papel en la obstrucción de la vena central de la retina [11-13]. Otros estudios lo 

relacionan incluso con los accidentes isquémicos transitorios, la enfermedad coronaria isquémica y el 

aneurisma de aorta abdominal [10, 11, 14-17]. 

A pesar de su prevalencia e importancia clínica, la etiopatogenia de la enfermedad no se conoce 

con exactitud. Un avance en el estudio de las causas de la enfermedad permitiría una mejor comprensión 

de la misma, así como la posibilidad de diseñar estrategias terapéuticas individualizadas que posibilitaran 

mejorar su pronóstico.  

 

1.2.- RESEÑA HISTÓRICA 

  

El primer oftalmólogo en estudiar el fenómeno de la pseudoexfoliación fue el finlandés John 

Lindberg (figura 1) [18]. A partir de 1914 e interesado por las publicaciones de Theodor Axenfeld sobre 

distintos tipo de degeneración iridiana senil [19, 20], Lindberg quiso, como parte de su proyecto de 
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investigación durante su especialización en Oftalmología, ampliar el 

conocimiento que sobre estos cambios atróficos propios del iris se 

tenía. Para ello y siguiendo la monografía sobre biomicroscopios del 

sueco Allvar Gullstrand [21], quien había recibido el Premio Nobel de 

Medicina en 1911 por sus trabajos en el campo de la fisiología óptica 

del globo ocular, diseñó su propia lámpara de hendidura.  

Estudió 202 pacientes de los cuales, tras una minuciosa 

exploración oftalmológica, realizó distintos dibujos en los que recogía 

sus hallazgos (figura 2). Mientras trabajaba en su proyecto le llamó 

poderosamente la atención la presencia de unos copos o flecos de 

color gris-azulado en el reborde pupilar de algunos de los pacientes. 

Observó de igual manera que estas estructuras microscópicas podían formar una membrana o disco 

sobre la cápsula anterior del cristalino. Su interés se incrementó al comprobar que no existía ninguna 

publicación en la literatura médica de aquel momento que describiese el fenómeno. 

De sus observaciones Lindberg infirió que estos cambios tenían relación con el envejecimiento, 

ya que su prevalencia aumentaba con la edad de los pacientes y era muy improbable encontrarlos en 

menores de 55 años. Estableció también su asociación  con la escasa dilatación pupilar con midriáticos 

Figura 1: John G. Lindberg. 
Tomado de Tarkkanen et al. 

2002 [18]. 

Figura 2: Dibujos realizados por Lindberg para su trabajo. Tomado de 

Tarkkanen et al. 2002 [18]. 
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que se conseguía en estos pacientes, así como una posible relación con el entonces denominado 

glaucoma crónico. 

Lindberg presentó todos sus hallazgos en la lectura de su Tesis Doctoral y en la posterior 

publicación de la correspondiente monografía (figura 3) en la Universidad de Helsinki en 1917 [22]. De 

manera póstuma, muchos años después, se publicó en 1989 una traducción al inglés del trabajo de 

Lindberg (figura 3) acompañada por sus dibujos y conclusiones sobre la pseudoexfoliación [23], muchas 

de las cuales son aún hoy en día válidas. 

Gracias a la estancia que Lindberg realizó en los años 1920-21 en el Departamento de 

Oftalmología del Universitätsklinikum de Friburgo, Alfred Vogt tuvo acceso a sus trabajos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Tesis Doctoral de John Lindberg, publicada en 1917, y su traducción al inglés, publicada en 
1989. Tomado de Tarkkanen et al. 2002 [18]. 

http://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.uniklinik-freiburg.de%2Faugenklinik%2Faugenklinik%2Fexperimentelle-ophthalmologie.html&ei=GyXNVMrqKoj_UPGUgYAF&usg=AFQjCNEjB60-4sBL7ZQEEukeRfR-shprqA&bvm=bv.85076809,d.d24
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Vogt postuló que el material acumulado provenía de la exfoliación o descamación de la cápsula 

anterior del cristalino. Lo denominó exfoliatio superficialis capsulae anterioris y estableció su frecuente 

asociación con un tipo específico de glaucoma que él denominó glaucoma capsular [24, 25]. 

Otros autores como Bussaca o Malling, sin embargo, pensaban que dicho material provenía de 

la precipitación sobre el cristalino sano de determinadas sustancias que se encontraban de manera 

natural en el humor acuoso [26, 27]. 

Se estableció así la existencia de 2 teorías etiológicas opuestas: la que propugnaba una 

degeneración/exfoliación de la cápsula cristaliniana [24, 25, 28, 29], frente a la que defendía la 

precipitación de partículas propias del acuoso [26, 27, 30, 31]. 

A lo largo de los años se fue determinando la presencia de este material a nivel de otras muchas 

estructuras intraoculares, como la malla trabecular, la zónula cristaliniana, el cuerpo ciliar o el endotelio 

corneal. El factor que permitió la determinación de la ausencia de participación del cristalino en la génesis 

del material de depósito fue la observación de la aparición del mismo posteriormente a la cirugía en ojos 

afáquicos sometidos a extracción intracapsular del cristalino [32-34] y su aparición igualmente sobre 

lentes intraoculares (LIO) en ojos pseudofáquicos [35-37].  

 

1.3.- TERMINOLOGÍA 

  

Para diferenciar la pseudoexfoliación de la verdadera exfoliación cristaliniana (entidad descrita 

en 1922 por Anton Elschnig, propia de los sopladores de vidrio, en la que se produce una auténtica lesión 

y descamación de la cápsula anterior del cristalino sometida al efecto de la radiación infrarroja emitida por 

el vidrio incandescente), Dvorak-Theobald acuñó por primera vez en 1954 el término pseudoexfoliación 

del cristalino, mientras que por las mismas fechas Sunde propuso el de síndrome exfoliativo. 



INTRODUCCIÓN| 

16 
 

Muy diferentes términos se han utilizado desde entonces, exfoliación iridociliar con 

pseudoexfoliación capsular, exfoliación de la pseudocápsula, fibrilopatía epiteliocapsular, glaucoma 

pigmentario complejo, síndrome de exfoliación de las membranas basales, oxitalanosis del humor acuoso 

o elastosis ocular. 

Los términos más aceptados actualmente por la comunidad científica y, por tanto, los que se 

usan en este trabajo son el de Síndrome Pseudoexfoliativo o de Pseudoexfoliación (SPEX) y Glaucoma 

Pseudoexfoliativo (GPEX). 
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2.- EPIDEMIOLOGÍA 

  

Para estimar la frecuencia del SPEX, acompañado o no de glaucoma, se han realizado múltiples 

estudios poblacionales transversales que han arrojado muy diferentes valores de prevalencia de la 

enfermedad según las áreas geográficas estudiadas. 

Esta diversidad de resultados no debe atribuirse únicamente a las diferencias étnicas o raciales 

entre las distintas comunidades, sino a otros factores como la distribución de edad y sexo en los grupos 

seleccionados, los criterios diagnósticos establecidos y la habilidad del examinador para establecer el 

diagnóstico, así como la dificultad del mismo en muchos casos, sobre todo en las fases preclínicas de la 

enfermedad. Como ejemplo, en los pacientes con GPEX derivados a un centro de referencia en glaucoma 

por su oftalmólogo de área, el diagnóstico de SPEX había sido obviado en el 60% de los casos [38]. 

De igual manera, estos estudios epidemiológicos se han realizado sobre muy diversos grupos de 

población, incluyendo la población general o subgrupos de población seleccionados, como población de 

grupos etarios concretos, la población asistida en un centro hospitalario determinado, la población 

glaucomatosa o la población sometida a cirugía oftalmológica. Este hecho ha contribuido notablemente a 

aumentar la confusión sobre el tema en la literatura médica, más aún cuando se quieren realizar series 

comparativas. 

En todos los casos, sin embargo, se ha comprobado que la prevalencia del SPEX se incrementa 

de manera progresiva a través de los siguientes grupos: 

1. La población general 

2. La población mayor de 50 años 

3. Los pacientes con hipertensión ocular 

4. Los pacientes con glaucoma 

5. Los paciente con glaucoma sometidos a cirugía 

6. Los pacientes ciegos por glaucoma o con glaucoma terminal 
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2.1.- FRECUENCIA EN LA POBLACIÓN GENERAL 

  

Se ha demostrado la presencia del SPEX en todas las áreas del planeta. Y de casi todas ellas 

existen datos que estiman de una forma más o menos certera la frecuencia de la enfermedad (tabla 1). 

En los Países Escandinavos, donde primero se describió la enfermedad, es donde se han 

encontrado las tasas más altas de prevalencia. En estudios realizados en grupos poblacionales de edad 

superior a los 60 años, se determinó una prevalencia de hasta el 25% para Islandia [39, 40] y superior en 

algunos casos al 20% en Finlandia [41, 42]. En Noruega [43] y Suecia [44] las cifras parecen ser algo 

menores, en torno al 17-18%, siendo Dinamarca [45] el país con una prevalencia más baja en la zona. El 

único grupo racial que comparte estas características epidemiológicas es el de judíos de origen ruso 

emigrados a los Estados Unidos de América (EEUU) [46]. 

En el resto de Europa Occidental, sólo Grecia presenta una prevalencia casi tan alta como los 

escandinavos, llegando su estimación hasta el 16% en algunos estudios [47]. Tasas muchos menores se 

describen en  España (6,5%) (tabla 2) [48], Francia (5,5%) [49], Alemania (4,7%) [50] y el Reino Unido 

(4%) [50]. 

 

Tabla 2: Resumen del estudio de prevalencia de síndrome pseudoexfoliativo en población española en el Salnés 
Eye Study.  

 HOMBRES MUJERES AMBOS 

Edad N PEX P N PEX P N PEX P 

40-49 79 0 0 54 0 0 133 0 0 
50-59 81 0 0 52 0 0 133 0 0 
60-69 78 4 5,1 45 3 6,7 123 7 5,7 
70-79 79 8 10,1 45 10 20,4 124 18 14,5 
>80 73 17 23,0 33 13 40,6 106 30 28,3 

TOTAL 390 29 5,4 229 26 8,0 619 55 6,5 

N: nº de pacientes; PEX: pacientes con sdme. pseudoexfoliativo; P: prevalencia. 

Modificado de Viso et al. 2010 [48]. 
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Tabla 1: Resumen de los principales estudios de prevalencia de síndrome pseudoefoliativo. N: nº de pacientes; n: nº 
de pacientes por grupo de edad; PEX: nº de pacientes con sdme. pseudoexfoliativo; P: prevalencia. 

Estudio Raza N Edad n PEX P 

Ringvol y col. 
(Noruega, 1988) [43] 

Caucásicos 1887 

65-69 
70-74 
75-79 
>80 

414 
554 
451 
468 

45 
71 
77 
125 

10,9 
12,8 
17,1 
26,7 

Cashwell y col. 
(EEUU, 1988) [51] 

Cuacásicos 2121 

<60 
60-69 
70-79 
80-89 

1125 
522 
345 
129 

1 
9 

13 
10 

0,1 
1,7 
3,8 
7,8 

Shiose y col. 
(Japón, 1991) [52] 

Asiáticos 8126 

<60 
60-69 
70-79 
>80 

4430 
2296 
1113 
287 

101 1,24 

Rouhiainen y col. 
(Finlandia, 1992) [53] 

Caucásicos 833 
65 
75 

508 
325 

43 
43 

8,5 
13,2 

Kozobolis y col. 
(Grecia, 1997) [47] 

Caucásicos 777 

40-49 
50-59 
60-69 
70-79 
>80 

23 
127 
248 
298 
81 

0 
1 

26 
60 
38 

0 
0,8 

10,5 
20,1 
46,9 

Nouri-Mahdavi y col. 
(Irán, 1999) [54] 

Árabes 405 

41-50 
51-60 
61-70 
71-80 
>80 

22 
161 
154 
58 
10 

0 
12 
24 
13 
4 

0 
7,5 

15,6 
22,4 
40,0 

McCarty y col. 
(Australia, 2000) [55] 

Caucásicos 4499 

40-49 
50-59 
60-69 
>70 

1241 
1310 
1129 
819 

1 
3 

13 
24 

0,1 
0,2 
1,6 
2,9 

Rotchford y col. 
(Sudáfrica, 2003) [56] 

Negros 1840 

40-49 
50-59 
60-69 
>70 

435 
480 
486 
439 

7 
19 
55 
78 

1,6 
4,0 

11,3 
17,8 

Aravind Eye Study 
(India, 2003) [57] 

Indios 5150 

40-49 
50-59 
60-69 
>70 

2066 
1466 
1201 
417 

6 
68 
150 
84 

0,3 
4,6 

12,5 
20,1 

Reykjavik Eye Study 
(Islandia, 2003) [58] 

Caucásicos 1045 

50-59 
60-69 
70-79 
>80 

362 
354 
251 
78 

9 
31 
42 
26 

2,5 
8,8 

16,7 
33,3 

Tanjong Pagar Survey 
(China, 2005) [59] 

Asiáticos 1232 
40-49 
50-59 
>60 

279 
382 
571 

0 
0 
4 

0 
0 

0,7 
Aström y col. 

(Suecia, 2007) [44] 
Caucásicos 339 66 339 78 23 

Sulaiman y col. 
(Arabia Saudí, 2015) [60] 

Árabes 1967 

<50 
50-59 
60-69 
70-79 
>80 

678 
960 
270 
50 
9 

5 
34 
22 
6 
2 

0,7 
3,5 

8,15 
12,0 
22,2 



INTRODUCCIÓN| 

20 
 

Los datos provenientes de EEUU son muy similares. En el Framingham Eye Study [61] se 

determinó una prevalencia del 0,6% para sujetos de edades comprendidas entre los 52-62 años y del 5% 

para los de 75-85 años. En estudios comparativos también se observó una prevalencia significativamente 

menor en el grupo de sujetos de origen afroamericano [51, 62]. 

En último lugar, son las razas asiáticas las que han demostrado una prevalencia menor del 

SPEX, siendo de 3,4% en sujetos japoneses [52], 0,4% en chinos [63] y 0% en esquimales [64]. 

Se ha observado que la prevalencia puede también presentar importantes variaciones dentro de 

un mismo país entre regiones próximas geográficamente y con unas características ambientales 

similares. Así, por ejemplo, en la isla de Creta los porcentajes para las regiones de Heraklion, Chania, 

Lasithi y Rethymnon fueron del 11,5%, 13,4%, 16,9% y 27% respectivamente [47]. O en Francia, el de la 

ciudad de Brest fue del 20,6%, mientras que el de la de Toulon no llegó al 4% [49]. 

Se calcula que la prevalencia real del SPEX en una determinada población es probablemente el 

doble de la actualmente estimada. Larsen examinó postmortem 100 ojos de 50 pacientes mayores de 70 

años encontrando evidencias de SPEX en un 12%, mientras que el diagnóstico in vivo se había realizado 

tan sólo en un 3% de ellos [65]. 

 

2.1.1.- Influencia de la Edad 

En todos los estudios, la prevalencia del SPEX se incrementa con la edad. Forsius describió 

cómo la incidencia de la enfermedad se duplica cada década a partir de los 50 años [66]. 

En un estudio finlandés el SPEX fue diagnosticado en un 10% de los individuos en el grupo de 

edad comprendido entre los 60-69 años, un 21% en el de 70-79 años y un 33% en el de 80-89 años [41]. 
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2.1.2.- Influencia del Sexo 

No existen datos concluyentes que permitan establecer una diferencia entre sexos. En algunas 

series el SPEX aparece con más frecuencia en mujeres [38, 50, 61, 67, 68]. En un número menor de 

casos este predominio corresponde a los varones [47, 55, 66, 69]. Sin embargo, en la mayoría de los 

estudios no existe una diferencia estadísticamente significativa entre ambos sexos [70-73]. 

 

2. .- FRECUENCIA EN LA POBLACIÓN GLAUCOMATOSA 

  

La frecuencia del SPEX es significativamente superior en la población glaucomatosa que en un 

grupo similar libre de enfermedad ajustado por edad y sexo, cuya prevalencia en líneas generales 

duplica. Valores representativos de esta realidad son las prevalencias de un 46-57% en Islandia [40], 28-

47% en Finlandia [74, 75], 33-60% en Noruega [76, 77] o 26% en Dinamarca [78].  

Este fenómeno está presente en todos los países y poblaciones, incluso en aquellos en los que 

los porcentajes del SPEX son tan bajos que se esperaba que en un principio no afectarían de igual 

manera a las estadísticas de la población afecta de glaucoma. 

De esta manera, el SPEX se ha definido como el primer factor de riesgo identificable para el 

desarrollo de GAA [1, 2] y, una vez establecido el diagnóstico, como el más importante factor de riesgo 

para la progresión de la enfermedad [79]. 

 

 

 

2
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3.- CLÍNICA 

 

 El SPEX es una enfermedad caracterizada por la producción y acumulación progresiva de un 

material fibrilar extracelular a nivel de las distintas estructuras y tejidos del globo ocular.  

En la mayoría de los casos los pacientes se encuentran asintomáticos y no refieren síntomas 

específicos de disminución de agudeza visual (AV). Sin embargo, son múltiples los signos de enfermedad 

que se pueden observar y que nos van a permitir establecer un diagnóstico y emitir un posible pronóstico 

en cada caso. 

 

3.1.- CRISTALINO 

  

El depósito de un material fibrilar blanquecino sobre la superficie de la cápsula anterior del 

cristalino es el signo más importante y característico en el diagnóstico del SPEX. El patrón clásico que 

adopta este depósito consiste en 3 zonas concéntricas, generalmente bien diferenciadas, que son visibles 

bajo dilatación pupilar completa (figuras 4 y 5): 

1. Una zona central, de aspecto homogéneo, en forma de disco, situada en el polo 

anterior de la cápsula cristaliniana y de diámetro ligeramente menor al de la pupila 

fisiológica. Esta zona puede estar ausente en un 20% [80] a un 60% [81] de los casos. 

2. Una zona periférica, de aspecto granular, en forma de anillo, situada en la zona 

ecuatorial de la cápsula del cristalino, con un borde axial estriado o festoneado, del que 

en ocasiones parten proyecciones en forma de puente hacia el disco central. Esta zona 

periférica está presente en todos los individuos [82]. 
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3. Una zona intermedia entre las anteriores, en forma de anillo igualmente, limpia de 

material pseudoexfoliativo debido al roce constante del iris con la superficie capsular 

durante los movimientos pupilares fisiológicos. Habitualmente esta zona no se 

encuentra totalmente libre de depósitos, apareciendo sobre ella restos de 

pseudoexfoliación aislados y las proyecciones de la zona periférica antes mencionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras 4 y 5: Depósito de material pseudoexfoliativo sobre el cristalino. 
Tomado de http://ocularis.es/blog/pseudoexfoliacion/ y de 
http://webvision.med.utah.edu/2012/03/pseudoexfoliation/. 

 

 

http://ocularis.es/blog/pseudoexfoliacion/
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Pueden observarse variaciones de este patrón clásico descrito que dependen de la cantidad de 

material pseudoexfoliativo producido y acumulado, del estadío clínico y progresión de la enfermedad, así 

como de la relación topográfica existente entre el cristalino y el iris [11]. 

En estadíos iniciales de la enfermedad, el material de depósito puede pasar desapercibido a 

pesar de una detallada exploración en la lámpara de hendidura. La microscopía confocal se ha 

demostrado útil para la detección precoz de depósitos hiperreflectivos de material pseudoexfoliativo sobre 

la cápsula cristaliniana y el endotelio corneal [83]. 

 

3.2.- IRIS 

  

Los cambios que acontecen en el iris son también un signo precoz y fácilmente reconocible en el 

desarrollo del SPEX. 

El roce continuo del borde pupilar contra la superficie del cristalino hace que el material 

pseudoexfoliativo depositado sobre ésta sea barrido de una forma continuada y acumulado a nivel de 

dicha estructura iridiana (figura 6). Estos depósitos pueden ser observados en un 32-94% de los 

pacientes [84]. Puede aparecer, así mismo, material de pseudoexfoliación sobre el resto de la superficie 

del iris, pero de una manera más inconstante y en formas más avanzadas de la enfermedad. 

Otro hallazgo reseñable es la pérdida de pigmento a nivel del esfínter iridiano, que se va a 

depositar sobre distintas estructuras de la cámara anterior del ojo (figura 7), principalmente en la malla 

trabecular, incrementándose de esta manera la pigmentación del ángulo iridocorneal [85].  
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Estos cambios, observables mediante transiluminación y gonioscopía, son curiosamente más 

notables en pacientes con afectación unilateral, aumentan su frecuencia con la edad y son más comunes 

Figura 6: Presencia de material pseudoexfoliativo en el reborde pupilar. 
Tomado de http://optometrytimes.modernmedicine.com/. 

 

Figura 7: Partículas de pigmento sobre la cápsula anterior del cristalino. 

Tomado de https://es.pinterest.com/pin/374291419001434160/. 

https://es.pinterest.com/pin/374291419001434160/
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en ojos clínicamente afectados por el SPEX que en ojos con enfermedad subclínica y que en ojos sanos 

[85-87]. 

De igual manera, el iris de los ojos con SPEX presenta un mayor grosor y rigidez que el de los 

ojos control [88, 89]. 

 

3.3.- PUPILA 

  

Es muy frecuente que la dilatación pupilar conseguida en estos ojos mediante la instilación tópica 

de midriáticos sea escasa o muy escasa, incluso en aquellos casos en los que nunca han estado 

sometidos a tratamiento con mióticos [90-93]. En pacientes con afectación clínica unilateral se produce 

una diferencia en la respuesta a la midriasis farmacológica significativa entre el ojo afecto y el sano [91]. 

Incluso la miosis que se consigue tras la instilación tópica de pilocarpina al 4% es menor en los ojos con 

SPEX [92]. Se ha demostrado también que de forma natural la pupila del ojo enfermo es más pequeña 

que la del ojo sano en la mayoría de las ocasiones [94]. 

En dos estudios diferentes [95, 96] se analizaron los cambios histológicos que se producen a 

nivel de los músculos dilatador y esfínter del iris mediante microscopía óptica y electrónica, 

encontrándose en ambos casos focos de fibrosis y tejido muscular degenerativo en los individuos 

afectados por SPEX o GPEX. 

Se ha observado que puede ocurrir un incremento significativo de la PIO en estos ojos tras la 

midriasis farmacológica y que ese incremento guarda una relación directamente proporcional con la 

cantidad de pigmento liberado durante el proceso [97, 98]. De forma anecdótica, se ha observado 

también un incremento de la PIO tras la hemodialización de estos pacientes [99]. 
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3.4.- CÓRNEA 

  

Depósitos dispersos de material pseudoexfoliativo pueden ser observados sobre la superficie del 

endotelio corneal (figura 8). Es necesario un examen exhaustivo que nos permita no confundir la 

presencia de este signo con precipitados retroqueráticos antiguos de origen inflamatorio [100]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De igual manera, se pueden apreciar depósitos de pigmento que adoptan un patrón difuso sobre 

la parte más central del endotelio, encontrándose muy raramente la disposición en huso de Krukenberg 

típica del síndrome de dispersión pigmentaria [85]. Más frecuentemente se pueden observar una o varias 

líneas de pigmento en la cara interna de la porción más periférica de la córnea situadas por delante de la 

línea de Schwalbe [101]. 

Figura 8: Imagen de BMU que demuestra la presencia de material 

pseudoexfoliativo a nivel del endotelio corneal. 
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Múltiples estudios con microscopía especular han demostrado una reducción significativa de la 

densidad celular, junto con cambio morfométricos en el tamaño y forma de las células endoteliales [102-

105]. 

La paquimetría corneal indica un grosor corneal central incrementado en los ojos con SPEX 

[106], reflejo precoz de una posible disfunción endotelial. Algunos estudios sugieren también una 

disminución de la histéresis corneal [107, 108]. 

Aunque se piensa que todas estas alteraciones son consecuencia directa del SPEX, se 

sospecha que los cambios en la composición y dinámica del humor acuoso pueden jugar un papel 

importante hasta ahora poco conocido [109]. 

Los hallazgos corneales, aunque sutiles, suelen ser precoces, lo que se puede utilizar como una 

herramienta en el diagnóstico precoz de la enfermedad [110] y de valoración preoperatoria ante la cirugía 

de catarata [103]. 

 

3.5.- ZÓNULA Y CUERPO CILIAR 

  

El material de pseudoexfoliación se puede también encontrar a nivel de los procesos ciliares y la 

zónula (figura 9). La exploración mediante cicloscopia de pacientes con aparente afectación unilateral ha 

puesto de manifiesto la presencia de depósitos en los procesos ciliares del 100% de los ojos afectados 

clínicamente y del 77% de los ojos contralaterales  aparentemente sanos [111]. 

Los depósitos a nivel de la zónula explican la tendencia a la facodonesis y subluxación 

espontánea del cristalino de estos pacientes (figura 10). La fibras zonulares son recubierta por el material 
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pseudoexfoliativo, progresivamente debilitadas y en último lugar rotas, produciéndose así desinserciones 

más o menos amplias del saco capsular [89, 112-114]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Luxación de cristalino que permite observar el depósito de 
material pseudoexfoliativo a nivel de las fibras zonulares. Tomado de 

http://www.asoglaucoma.info/asociacion /pseudoexfoliacion-la-herencia-
celta/. 

 

Figura 10: Diálisis zonular en examen postmortem de paciente con 

síndrome pseudoexfoliativo. Tomado de Sein et al. 2013 [12]. 

http://www.asoglaucoma.info/asociacion
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3.6.- ÁNGULO IRIDOCORNEAL 

  

El aumento de la pigmentación de la malla trabecular anteriormente mencionado es un signo 

constante en el SPEX y aparece en todos los pacientes que presentan signos clínicos de enfermedad. A 

diferencia de lo que pasa en el síndrome de dispersión pigmentaria, la distribución del pigmento tiende a 

ser más irregular y parcheada y menos definida. El pigmento se deposita principalmente a nivel de la 

línea de Schwalbe y, en ocasiones, crea una línea (o varias) ligeramente ondulada por delante de ésta 

que recibe el nombre de línea de Sampaolesi (figura 11) [101]. Se ha demostrado que este depósito es un 

signo precoz de enfermedad que puede preceder incluso a la aparición del material pseudoexfoliativo 

sobre la cápsula anterior del cristalino y el reborde pupilar [85, 115]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En casi todos los estudios en pacientes con afectación unilateral, el pigmento trabecular tiende a 

ser más denso en el ojo clínicamente afecto [116, 117]. De igual manera, los ojos con GPEX presentan 

mayor pigmentación que los ojos con SPEX sin glaucoma [118, 119] y que los ojos con glaucoma 

Figura 11: Aumento de pigmentación y línea de Sampaolesi en ángulo 
iridocorneal de paciente con SPEX. Tomado de 

http://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/cases/case8.htm. 
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primario de ángulo abierto (GPAA) [120, 121]. Wishart y colaboradores [115] estudiaron una serie de 76 

pacientes con SPEX y GPEX y observaron que, cuando la pigmentación del ángulo era marcadamente 

asimétrica, la asociación del SPEX con glaucoma era más probable en el ojo más pigmentado y que, en 

todos los casos, este era el ojo que presentaba un daño glaucomatoso más avanzado. Esto pone de 

manifiesto una relación directamente proporcional entre el grado de pigmentación y la elevación de la 

PIO. A nivel del ángulo iridocorneal es igualmente posible encontrar depósito de material fibrilar de 

pseudoexfoliación (figura 12), generalmente sobre la porción filtrante de la malla trabecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pesar de la falta de relación esperada en un principio entre el SPEX y el glaucoma de ángulo 

cerrado (GAC), se ha podido comprobar la presencia de ángulos estrechos en una proporción 

considerable de los pacientes [117]. De los 100 individuos con SPEX observados en un estudio, el 23% 

presentaba un ángulo iridocorneal de grado II o menor en la gonioscopia y 4 de ellos llegaron a 

desarrollar un GAC agudo [80]. En el caso de los 76 pacientes del estudio de Wishart y colaboradores 

Figura 12: Imagen de BMU que demuestra la presencia de material 

pseudoexfoliativo a nivel del ángulo iridocorneal. 



INTRODUCCIÓN| 

32 
 

[115], el 32% de los ángulos fueron clasificados como estrechos, el 18% como potencialmente ocluibles y 

en un 14% se pudo determinar la presencia de sinequias anteriores periféricas.  

Bartholomew [122] examinó la profundidad de la cámara anterior en 34 ojos con SPEX y 334 

ojos control, encontrando una disminución de la misma relacionada con la edad, pero sin diferencias 

significativas entre los ojos enfermos y los controles. Gharagozloo y colaboradores [123], sin embargo, 

pudieron observar una diferencia significativa del volumen camerular entre los ojos de los pacientes con 

SPEX y los de los individuos sanos. 

 

3.7.- CUERPO VÍTREO 

  

Tras la cirugía de catarata, se pueden observar depósitos de material psedoexfoliativo sobre la 

membrana hialoidea anterior, sobre las mechas vítreas que pueden aparecer cuando esta membrana se 

rompe, sobre la cápsula posterior del cristalino y sobre las LIO (figura 13), lo que indica que la presencia 

del cristalino no es imprescindible para la continuada y progresiva formación de este material. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Depósito de material pseudoexfoliativo sobre LIO. Tomado de 

Sein et al. 2013 [12]. 
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3.8.- NERVIO ÓPTICO 

  

En un estudio prospectivo en pacientes con hipertensión ocular sin tratamiento se observó una 

palidez papilar significativamente mayor en los ojos con SPEX, a pesar de no existir diferencias en la PIO 

ni el campo visual de los grupos [124].  

Se ha calculado que el área media del disco óptico es menor en pacientes con SPEX, con o sin 

glaucoma, que en los individuos control [125, 126]. De igual manera, el área de atrofia peripapilar de 

estos ojos presenta una relación significativa con la cifras de PIO y la extensión del daño glaucomatoso 

en el campo visual [127]. La excavación papilar de estos pacientes tiende a ser más difusa en 

comparación con el GPAA, en el que los defectos más prominentes a nivel del anillo neurorretiniano 

ocurren selectivamente en los sectores ínfero y súperotemporal [128].  

A nivel de la lámina cribosa, la microscopía electrónica ha podido demostrar una marcada 

alteración del tejido conectivo y una desorganización de las fibras elásticas de las trabéculas [129]. Los 

cambios encontrados podrían tener efectos negativos sobre las propiedades biomecánicas de esta 

importante estructura y, por consiguiente, predisponer al desarrollo de glaucoma en los ojos con SPEX. 

 

3.9.- SUPERFICIE OCULAR Y TEJIDOS ORBITARIOS 

  

Aunque clínicamente la conjuntiva es normal, estudios de angiofluoresceingrafía (AFG) han 

demostrado una pérdida del patrón vascular limbar normal, junto a congestión de los vasos ciliares 

anteriores [130].  
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Resultados disminuidos en el test de Schirmer y tiempos de ruptura de la película lagrimal 

acortados son habituales en ojos con SPEX, lo que sugiere una mayor propensión a presentar síntomas 

de xeroftalmia [131]. 

Se ha podido identificar mediante microscopía electrónica la presencia de fibras de material de 

pseudoexfoliación a nivel de la pared de las arterias ciliares posteriores y de las venas vorticosas, así 

como en los músculos extraoculares, en el tejido conectivo del septum orbitario, en la vaina del nervio 

óptico y en la pared de los vasos centrales de la retina [5, 132, 133]. Estos hallazgos están presentes 

tanto en los ojos con evidentes signos clínicos de SPEX como en los ojos contralaterales sin aparente 

afectación clínica [5]. 

 

 

Tabla 3: Resumen de la clínica y complicaciones del síndrome pseudoexfoliativo.  

TEJIDO SIGNOS CLÍNICOS COMPLICACIONES CLÍNICAS COMPLICACIONES QUIRÚRGICAS 

Cristalino, 

cuerpo ciliar 

y zónula 

 Depósito PEX 

capsular 

 Depósito PEX en 

zónula 

 Catarata 

 Facodonesis 

 Subluxación de cristalino 

 Glaucoma agudo por 

bloqueo pupilar 

 Rotura/diálisis zonular 

 Rotura capsular posterior 

 Vitreorragia 

 Descentrado de LIO 

 Opacificación capsular 

posterior 

Iris 

 Atrofia del esfínter de 

la pupila 

 Asimetría del tamaño 

pupilar 

 Midriasis escasa 

 Dispersión de pigmento 

 Alteración de la barrera 

hemato-acuosa 

 Hipoxia en cámara anterior 

 Sinequias posteriores 

 Miosis intraoperatoria 

 Hiphema intra y postoperatorio 

 Inflamación postoperatoria 

mayor/Reacción fibrinoide 

Malla 

trabecular 

 Depósito de pigmento 

 Asimetría de la PIO 

 Aumento de la PIO 

tras midriasis 

 Hipertensión ocular 

 Glaucoma de ángulo 

abierto 

 Incremento postoperatorio de 

la PIO 

Córnea  Córnea guttata atípica 
 Descompensación 

endotelial 

 Descompensación  

Endotelial 

Segmento 

posterior 
  OVCR  

Modificado de Schlötzer-Schrehardt et al. 2006 [134]. 
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3.10.- ASIMETRÍA DE LA AFECTACIÓN 

  

Realizar una revisión de la literatura médica con el fin de comparar las frecuencias de la 

afectación monocular y binocular resulta particularmente confuso.  

La afectación binocular parece ser especialmente frecuente en las publicaciones de origen 

europeo, donde la mayoría de los autores establecen una relación alta de 3:1 [47, 70, 72, 135, 136]. En 

otras series, sin embargo, incluyendo la mayoría de las norteamericanas, se presenta la afectación 

unilateral como la forma más común de enfermedad, con una relación igualmente alta de 3:1 [38, 67, 68, 

137, 138]. Esto último parece ocurrir también en Japón, donde hasta un 80% de los individuos presentan 

afectación únicamente monocular [68, 120]. 

Por razones aún desconocidas, los pacientes con SPEX pueden presentar ambas formas de 

enfermedad, uni o bilateral, con marcada asimetría en un número elevado de casos. La afectación 

unilateral puede ser un estadío previo a la afectación bilateral, pero el desarrollo de la enfermedad en el 

ojo adelfo puede tardar muchos años en evidenciarse o, incluso, no llegar nunca a ocurrir [139]. 

Tarkkanen y Kivelä [140] describieron como, tras tres décadas de seguimiento, la mayoría de los 

pacientes con SPEX unilateral no llegaban a desarrollar enfermedad contralateral clínicamente 

observable. 

Desde el punto de vista clínico, el ojo afecto va a presentar una peor agudeza visual, una 

opacidad cristaliniana más avanzada, una PIO más alta, una pupila más pequeña y una pigmentación 

trabecular más pronunciada que el ojo aparentemente sano. 

Desde el punto de vista histopatológico, sin embargo, ambos ojos están afectados por la 

enfermedad, demostrando la microscopía electrónica invariablemente la presencia de material 



INTRODUCCIÓN| 

36 
 

pseudoexfoliativo en la conjuntiva y el iris (principalmente en el músculo dilatador de la pupila y la pared 

de los vasos iridianos) del ojo clínicamente sano [141-143]. 

Estos datos apoyan el concepto del SPEX como un desorden generalizado bilateral con una 

presentación clínica asimétrica o marcadamente asimétrica. Las causas responsables de esta asimetría 

evidente propuestas hasta el momento, como la dinámica del humor acuoso o la función de la barrera 

hemato-acuosa, deben ser revisadas y sistemática y más profundamente estudiadas. De igual manera, 

queda aún por determinar la posibilidad de la existencia de distintos subtipos de SPEX con diferentes 

patrones de presentación y progresión clínicas. 
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4.- GLAUCOMA PSEUDOEXFOLIATIVO 

 

El SPEX es considerado actualmente el factor de riesgo identificable más importante para el 

desarrollo de GAA [1, 2]. En ciertos grupos de población (poblaciones báltica, mediterránea o árabe, 

principalmente) la frecuencia de GAA secundario a SPEX alcanza porcentajes más elevados que la forma 

primaria de enfermedad, el glaucoma primario de ángulo abierto (GPAA). Por ejemplo, el GPEX supone el 

77% de todos los GAA diagnosticados en la zona oriental de la Península Arábiga [144]. Además, el 

manejo clínico de este tipo específico de glaucoma resulta más complicado, con una mayor tasa de 

ausencia de respuesta al tratamiento que en el GPAA. El peor pronóstico de esta entidad viene 

determinado por una PIO más elevada, unas fluctuaciones diurnas de la PIO más acentuadas y la 

presencia de picos espontáneos de elevación de la PIO en estos pacientes [145, 146].  

 

4.1.- GLAUCOMA SECUNDARIO DE ÁNGULO ABIERTO 

  

La patogenia exacta de la elevación de la PIO es aún desconocida. El glaucoma asociado al 

SPEX es un glaucoma hipertensivo secundario a un aumento de la resistencia al normal drenaje del 

humor acuoso [123]. Johnson y Brubaker [147] calcularon que el flujo de drenaje del acuoso estaría 

disminuido en al menos un 20% en los ojos con GPEX, aunque estos datos podrían no ser del todo 

exactos ya que los individuos que ellos estudiaron recibían tratamiento tópico. El GPEX ocurre en 

presencia de un ángulo camerular abierto y una cámara anterior de profundidad normal [80, 93, 122]. 

Los mecanismo potenciales para el desarrollo de GPEX descritos hasta el momento incluyen el 

bloqueo de la malla trabecular por el depósito de material pseudoexfoliativo, el bloqueo de la malla 
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trabecular por el pigmento liberado por el iris, una posible disfunción de las células trabeculares y la 

existencia concurrente de un GPAA. 

La obstrucción de la malla trabecular por el material de pseudoexfoliación, por el pigmento o por 

ambos, es considerara la causa más probable o principal responsable del incremento de la PIO [116, 148-

150]. De hecho, la pérdida traumática del contacto irido-cristaliniano se ha descrito como un posible factor 

protector frente al desarrollo de GPEX [151]. En algunos estudios se ha establecido una relación directa 

entre la cantidad de material pseudoexfoliativo presente a nivel de la malla trabecular y el desarrollo de 

glaucoma [152-154]. Sin embargo, es también posible encontrar depósitos avanzados de dicho material 

con una PIO normal [155]. No se sabe aún por qué una gran cantidad de pacientes con SPEX de larga 

evolución no llegan a desarrollar GPEX. 

En un estudio morfométrico de microscopía electrónica realizado en ojos con SPEX y GPEX se 

observó que la presencia de glaucoma estaba significativamente relacionada con la cantidad de material 

pseudoexfoliativo acumulado a nivel de la porción filtrante de la malla trabecular y del tejido 

yuxtacanalicular, así como con el espesor de este tejido y el área de la luz del canal de Schlemm [154]. 

Sampaolesi y colaboradores [101] describieron como, mientras que en el glaucoma secundario a 

dispersión pigmentaria se podía localizar pigmento a nivel de la malla trabecular, la pared del canal de 

Schlemm y los canales colectores, en el caso del GPEX las partículas de pigmento, de mayor tamaño y 

viscosidad, quedaban atrapadas en el interior de la malla trabecular sin progresar más adelante en el 

sistema colector de drenaje del humor acuoso. 

La mayor parte de las publicaciones más recientes coinciden en señalar como causa 

responsable del incremento de la PIO y desarrollo del GPEX al acúmulo de material de 

pseudoexfoliación, así como a los cambios degenerativos que se producen a nivel del canal de Schlemm 

y el área yuxtacanalicular [153, 154, 156]. Además de la obstrucción mecánica pasiva del sistema de 

filtración del humor acuoso por material pseudoexfoliativo de origen extratrabecular, se ha sugerido una 
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posible implicación activa de las células trabeculares en el proceso de alteración del normal drenaje del 

acuso mediante la producción local del citado material y su participación en el proceso de remodelación 

de la matriz extracelular [154], aunque esta hipótesis resulta controvertida. En cualquiera de los casos, la 

reorganización del tejido yuxtacanalicular y de la normal anatomía del canal de Schlemm no se ha podido 

observar en ojos con GPEX leve o moderado y es probable que se asocie únicamente a estadíos 

avanzados de la enfermedad. 

Los agregados de material pseudoexfoliativo presentes en el ángulo iridocorneal pueden 

comportarse también como un nidus para una acumulación no específica de proteínas séricas. Estudios 

con inmunohistoquímica han detectado un incremento significativo de la cantidad de albúmina presente a 

nivel de la malla trabecular en ojos con SPEX, lo que teóricamente podría contribuir al incremento de la 

PIO [157, 158]. 

Las características fluctuaciones de la PIO que aparecen en los pacientes con GPEX se han 

relacionado con la posición corporal que adopta el individuo, particularmente con la posición de decúbito 

prono, en la que se produce una disminución de la profundidad de la cámara anterior y un incremento 

marcado de la PIO en comparación con los ojos control [159, 160]. Este fenómeno se ha atribuido a la 

laxitud del complejo zonular que permitiría un teórico desplazamiento anterior del cristalino. 

Se ha podido establecer una relación entre las cifras de PIO en el momento del diagnóstico y el 

defecto medio en el campo visual [160], así como entre las fluctuaciones de la PIO y la pérdida de grosor 

en la capa de fibras nerviosas de la retina [161] en los pacientes con GPEX, pero no en aquellos que 

padecen GPAA. Este hallazgo sugiere que el daño glaucomatoso del nervio óptico en los pacientes con 

GPEX está más directamente relacionado con la PIO que en los pacientes con GPAA. Por ello, la 

reducción y estabilización de las cifras de PIO y sus fluctuaciones han demostrado una capacidad mucho 

mayor para mejorar el pronóstico del campo visual en los pacientes con GPEX [162]. 
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Los pacientes con GPEX presentan un mayor riesgo de sufrir picos de incremento de la PIO 

transitorios tras la dilatación pupilar debido a la dispersión de partículas de pigmento y de material 

pseudoexfoliativo en la cámara anterior que se produce tras la instilación tópica de midriáticos. La 

máxima elevación de la PIO, que puede alcanzar hasta los 30 mmHg sobre la PIO basal del paciente, se 

alcanza de 2 a 3 horas tras la dilatación pupilar y tarda de 10 a 15 horas en volver a normalizarse [163]. 

Estas elevaciones transitorias, pero marcadas, de la PIO pueden desencadenar un cuadro 

sintomatológico similar al del glaucoma agudo, con dolor, ojo rojo y edema corneal, y, por supuesto,  

producir una progresión del daño glaucomatoso en estos ojos. 

 

Tabla 4: Factores patogénicos en el GPEX.  

  Material PEX producido localmente 

HIPERTENSIÓN OCULAR  Material PEX depositado pasivamente 

GLAUCOMA PRIMARIO  Dispersión pigmentaria 

DE ÁNGULO ABIERTO  Incremento de proteínas en humor acusoso 

  Proliferación/migración del cél. Trabeculares 

  Debilidad zonular y subluxación cristalino 

GLAUCOMA DE ÁNGULO 

ESTRECHO 
 Rigidez iridiana y midriasis escasa 

GLAUCOMA POR CIERRE 

ANGULAR 
 Sinequias iridianas posteriores 

  Incremento de proteínas en humor acuoso 

Modificado de Schlötzer-Schrehardt et al. 2006 [134]. 

 

4.2.- GLAUCOMA DE ÁNGULO CERRADO 

  

Tradicionalmente, el glaucoma de ángulo cerrado (GAC) era considerado raro o infrecuente en 

los pacientes con SPEX. Algunos autores habían descrito su aparición en estos pacientes como ocasional 

o esporádica y habían calculado su prevalencia en los individuos con SPEX como menor que en la 
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población general. A pesar de que en 2 series importantes se encontró una alta incidencia de ángulos 

iridocorneales estrechos potencialmente ocluibles en ojos con SPEX [80, 115], la frecuencia de este 

trastorno en las series de ojos con GAC se mencionaba rara vez y se veía como algo inusual. 

Más recientemente, Ritch [116] logró demostrar la presencia de signos clínicos de SPEX o de 

material de pseudoexfoliación en biopsia conjuntival en 17 de 60 (28,3%) pacientes con GAC. Estudios 

retrospectivos posteriores han encontrado una asociación clara entre el SPEX y los ángulos 

potencialmente ocluibles y el cierre angular [164, 165]. 

No sólo la asociación entre el GAC y el SPEX no es rara, sino que algunas características de los 

ojos con SPEX predisponen al desarrollo de esta entidad. La aparición de un bloqueo pupilar puede estar 

causada por la combinación de varios factores, como la presencia de sinequias iridianas posteriores, el 

aumento del grosor y rigidez del iris y el desplazamiento anterior del cristalino secundario a un 

debilitamiento o diálisis del complejo zonular. Herbst [166] fue el primero en sugerir una relación causal 

entre el GAC y el SPEX al observar un paciente miope de raza negra con SPEX bilateral y GAC crónico 

unilateral. Mediante gonioscopia pudo evidenciar la presencia de un ángulo iridocorneal de grado III, 

marcadamente asimétrico, en el ojo contralateral. Frank y colaboradores [167] publicaron 2 casos de GAC 

agudo en individuos con SPEX, uno de ellos precipitado por la instilación tópica de pilocarpina, y 

propusieron la debilidad zonular y el desplazamiento del cristalino como factores desencadenantes. 

 

- Sinequias Iridianas Posteriores 

El epitelio pigmentado del iris y la superficie capsular, ambos recubiertos por material de 

pseudoexfoliación, tienden a formar adherencias entre sí, especialmente si el movimiento pupilar está 

inhibido por el uso de terapia con mióticos. La consistencia de estas adherencias hace que la unión del 

borde pupilar del iris al cristalino sea más fuerte que al propio estroma iridiano. Debido a estas uniones y 

4. 1.2 .
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a la mayor rigidez del cuerpo del iris, cuando la presión del humor acuoso comienza a aumentar en la 

cámara posterior se produce un fenómeno de empuje o presión sobre el punto más débil, que es la raíz 

del iris. Este abombamiento localizado estrecha la cámara anterior, da al iris una configuración en 

pseudoplateau en la gonioscopia y conduce a un cierre progresivo del ángulo y al desarrollo de un GAC 

crónico. Se ha demostrado que la realización de una iridotomía con láser de Nd:YAG en estos ojos 

permite la reapertura del ángulo, al contrario de lo que ocurre en los iris de configuración en plateau o 

meseta verdadera [168, 169]. 

 

4. .2 - Debilidad Zonular 

La zónula se ve afectada desde las fases más iniciales del desarrollo del SPEX. Se produce una 

rotura progresiva de la fibras zonulares que sujetan el saco critaliniano al cuerpo ciliar, produciéndose un 

característico desplazamiento inferior del cristalino [88]. La debilidad y laxitud del soporte zonular 

permiten al cristalino desplazarse anteriormente, predisponiendo a estos ojos al bloqueo pupilar, 

especialmente en la posición de decúbito prono. En casos extremos, incluso, el cristalino se desplaza lo 

suficientemente hacia adelante como para desencadenar un bloqueo ciliar [170]. 

 

 

 

 

 

 

.2
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5.- PATOLOGÍA ASOCIADA 

 

Además de todas las alteraciones oculares hasta ahora descritas asociadas al SPEX y al GPEX, 

existe una patología oftalmológica concomitante, no privativa de la pseudoexfoliación, cuya aparición y 

posterior desarrollo sí se pueden ver precipitados o acelerados por este proceso patológico. 

 

5.1.- CATARATA 

  

Aunque aún se desconoce la verdadera naturaleza de su relación, existen múltiples evidencias 

de la asociación del SPEX con el desarrollo de catarata [70, 73, 136, 171, 172]. La catarata típicamente 

asociada suele ser de tipo nuclear o subcapsular posterior [173].  

La causa de una mayor incidencia de catarata en estos pacientes no es aún del todo bien 

conocida. Las hipótesis más aceptadas actualmente apuntan al constante estrés oxidativo y los 

fenómenos de isquemia que sufren estos ojos como causas probables de la opacificación del cristalino. 

Es también conocido el hecho de que estos pacientes sufren una mayor tasa de complicaciones 

durante la cirugía de la catarata. El diámetro pupilar y la fragilidad zonular han sido definidos como los 

principales factores de riesgo [174]. La presencia de facodonesis, midriasis escasa, catarata avanzada, 

glaucoma y marcada pigmentación trabecular deben utilizarse como signos de alerta previos a la cirugía 

[175]. 

De igual manera, la opacificación de la cápsula posterior del cristalino que se produce en los 

pacientes pseudofáquicos es mayor en los ojos con SPEX frente a los ojos sanos [176]. 
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5.2.- SINEQUIAS IRIDIANAS POSTERIORES 

  

El SPEX predispone a la formación de sinequias entre el epitelio pigmentado de la cara posterior 

de la zona pupilar del iris y la cápsula anterior del cristalino. 

Este fenómeno no es demasiado habitual en las fases iniciales de la enfermedad y las sinequias 

que se pueden observar con más frecuencia son las que se producen entre el iris y las LIO [177]. 

 

5.3.- DISFUNCIÓN DE LA BARRERA HEMATO-ACUOSA 

  

Estudios con AFG, fluorofotometría y laser flare-cell meter  han mostrado evidencias de una 

alteración de la función de la barrera hemato-acuosa [178-180]. La presencia de alfa-1-lipoproteína y 

ceruloplasmina en el humor acuoso de los ojos con SPEX sugiere un aumento de la permeabilidad 

vascular [181], lo que apoya igualmente esta teoría. 

Además, la disfunción de esta barrera tras la cirugía intraocular aumenta significativamente en 

estos ojos [182]. En la práctica clínica, se ha observado una mayor propensión a sufrir un proceso 

inflamatorio significativo, incluso una reacción fibrinoide transitoria, después de la cirugía de catarata 

[183, 184]. 
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5.4.- ISQUEMIA 

  

La presencia de alteraciones vasculares es muy habitual en los ojos con SPEX. Se va a producir 

un estrechamiento progresivo de la luz de los vasos que pueden llegar a obliterarse completamente en 

casos avanzados [185]. En estas situaciones, se puede observar una alteración del patrón vascular 

iridiano normal, desarrollándose fenómenos de circulación colateral y microneovascularización [186].  

Diferentes estudios con AFG han puesto de manifiesto la oclusión parcial de capilares iridianos, 

junto a hipoperfusión, reducción del número de vasos, microneovascularización y fugas difusas y 

parcheadas de flouresceína, principalmente en la región pupilar del iris [178, 179, 187-189]. La 

angiografía con verde de indocianina proporciona una mejor identificación de los vasos anastomóticos y 

la hipoperfusión iridiana [190]. 

Como consecuencia de esta hipoperfusión, la presión parcial de oxígeno en la cámara anterior 

de los pacientes con SPEX está significativamente disminuida [191]. Friedburg y colaboradores [192] 

encontraron signos angiográficos de rubeosis hasta en el 50% de los pacientes con SPEX que 

estudiaron, siendo la incidencia aún mayor en el grupo de individuos con edad superior a los 70 años. 

Se ha propuesto una posible asociación del SPEX con la obstrucción de vena central de la retina 

(OVCR) [193, 194]. Gillies y colaboradores [195] encontraron 17 casos de OVCR en una serie 

retrospectiva de 250 pacientes con SPEX. Pohjanpelto [194] documentó 5 casos en una serie de 42 ojos 

con GPEX, en comparación con sólo 2 casos en otra de 46 ojos con GPAA. En un estudio retrospectivo 

de pacientes con obstrucción de rama venosa (ORVR) y OVCR, se encontró la presencia de SPEX en un 

6% y 6,9% respectivamente [13]. En otra serie de ojos enucleados por glaucoma neovascular secundario 

a OVCR, el SPEX estaba presente en el 33% de los casos [196].  
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6.- EL SÍNDROME DE PSEUDOEXFOLIACIÓN COMO ENFERMEDAD SISTÉMICA 

  

Diferentes estudios postmortem con microscopía electrónica sobre pacientes diagnosticados in 

vivo de SPEX, han permitido la identificación de microfibrillas de pseudoexfoliación a nivel de múltiples 

tejidos extraoculares: corazón, pulmón, hígado, riñón, vesícula biliar, meninges cerebrales y piel [4-9]. 

Estos hallazgos permiten contextualizar el SPEX ocular dentro de un desorden sistémico generalizado de 

la matriz extracelular. 

Sin embargo, los resultados de los estudios clínicos realizados hasta la fecha son controvertidos 

y necesitan ser profundamente revisados, contrastados y ampliados. Hasta el momento no existen datos 

suficientemente concluyentes que permitan señalar al SPEX como un factor patológico sistémico 

definitivo que determine una disminución de la esperanza de vida de los pacientes.  

 

6.1.- HIPERTENSIÓN ARTERIAL 

  

En el Australian Blue Mountains Eye Study [16] se definió por primera vez una asociación entre 

el SPEX y la hipertensión arterial (HTA). El estudio incluía un total de 3.645 individuos de edad superior a 

los 49 años, de los cuales 81 presentaban SPEX. Los autores concluyeron que el SPEX presentaba una 

asociación estadísticamente significativa con HTA, historia de angina/infarto agudo de miocardio (IAM) o 

ambos. 

Un segundo estudio se llevó a cabo entre residentes de Hisayama en Japón [197]. Incluía 1.844 

individuos de edad superior a los 50 años, de los cuales 50 presentaban SPEX. La prevalencia de HTA 



ESTUDIO GENÉTICO DEL SÍNDROME PSEUDOEXFOLIATIVO|INTRODUCCIÓN 

47 
 

entre los controles fue del 40%, mientras que ascendía hasta un 50,2% en el grupo de los pacientes con 

SPEX. 

Sin embargo, en un estudio prospectivo realizado en Croacia con 646 pacientes de edad 

superior a los 50 años, los pacientes con SPEX no presentaron una prevalencia estadísticamente 

significativa superior de HTA [198]. 

En otro estudio realizado en Alemania entre pacientes con diversos tipos de glaucoma, se 

concluyó que la HTA parecía ser menos frecuente en los pacientes con GPEX [199]. 

Por último, en Finlandia la prevalencia de HTA fue del 33% en un grupo de 344 pacientes con 

GPAA y del 29% en un grupo de 155 pacientes con GPEX [200]. 

Queda demostrado, por tanto, que la prevalencia de HTA en los pacientes con SPEX y GPEX es 

alta en diferentes grupos de población y que no existen diferencia fundamentales entre ambos grupos, 

síndrome y glaucoma. Sin embargo, no hay evidencias suficientes hasta el momento que permitan definir 

al SPEX como factor de riesgo para el desarrollo de HTA. 

 

6.2.- ENFERMEDAD CORONARIA ISQUÉMICA 

  

Como se ha comentado en el apartado anterior, en el Australian Blue Mountains Eye Study [16] 

se halló una asociación estadísticamente significativa entre SPEX e historia de angina o IAM. 

En un estudio con ecocardiografía Doppler llevado a cabo en 27 pacientes con SPEX y 24 

voluntarios sanos con edades superiores a los 63 años, los resultados apuntaron a una posible 

asociación entre el SPEX y una disfunción diastólica asintomática [201]. Estos hallazgos fueron 

confirmados en un trabajo posterior con angiografía coronaria [202]. 
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Sekeroglu y colaboradores [203] estudiaron una serie de 1.480 pacientes programados para 

cirugía de catarata de los que 242 (16,4%) presentaban SPEX y 27 (1,8%) GPEX. La única enfermedad 

sistémica con la que se encontró una asociación significativa en estos individuos fue la cardiopatía 

isquémica, con una baja Odds ratio de 1,49. 

Se han observado niveles significativamente elevados de homocisteína en plasma en pacientes 

con SPEX y GPEX, así como en el humor acuoso de pacientes con GPEX, lo que podría en parte explicar 

este incremento en el riesgo de enfermedad coronaria [204-207]. 

Como en el caso de la HTA, existen también estudios en los que no se ha hallado una 

asociación suficientemente significativa y en los que, por tanto, no se plantea la posibilidad del SPEX 

como factor de riesgo coronario [198]. De igual manera, no se ha encontrado un incremento en las tasas 

de mortalidad coronaria de los pacientes con SPEX en comparación con la población general [208]. 

 

6.3.- ANEURISMA DE AORTA ABDOMINAL 

  

Para evaluar la relación entre el SPEX y el aneurisma de aorta abdominal se llevó a cabo un 

estudio con 55 pacientes diagnosticados de aneurisma aórtico, usando como control un grupo de 41 

pacientes con estenosis carotídea [209]. El SPEX estaba presente en 17 pacientes (34%) con aneurisma 

y 8 controles (19%). Esto indica que el SPEX puede jugar un papel relevante como factor de riesgo 

vascular, pero se desconoce su verdadero mecanismo de acción e implicación en cada uno de los 

trastornos estudiados hasta el momento. 
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6.4.- DIABETES MELLITUS 

  

Existen algunas publicaciones que sostienen que no hay diferencias en la frecuencia de la 

diabetes mellitus (DM) en los paciente con SPEX con respecto al resto de la población [198, 210]. Sin 

embargo, la mayoría de ellas ha demostrado que la frecuencia de la DM en los pacientes con SPEX es 

significativamente menor. Así, Psilas y colaboradores [211] encontraron una prevalencia del SPEX del 

11% en un grupo de 325 diabéticos y del 24% en el grupo de controles. Posteriores estudios han 

confirmado esta tendencia [197, 199], aunque las razones de esta circunstancia son aún desconocidas. 
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7.- MATERIAL PSEUDOEXFOLIATIVO 

 

7.1.- ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN 

  

Bajo microscopía óptica (figura 14) el material de pseudoexfoliación se presenta como un 

conjunto de agregados nodulares o fibrilares, eosinofílicos y positivos a la tinción con ácido periódico de 

Schiff, presentes en las superficies del segmento anterior del ojo [212]. 

Bajo microscopía electrónica (figura 15) estos agregados nodulares se convierten en ovillos o 

madejas irregulares de fibrillas electrodensas, aleatoriamente entrecruzadas, que pueden adoptar una 

configuración recta o más o menos curvada y que presentan ramificaciones [213, 214]. 

De forma general, se pueden distinguir 2 tipos principales de fibrillas: 

1. Fibrillas Tipo A: tienen un diámetro de 18-25 nm, una longitud superior a 1 µm y 

presentan un patrón de bandas dominante de aproximadamente 50 nm. 

2. Fibrillas Tipo B: son más gruesas (30-45 nm), más cortas (0,3-0,5 µm) y presentan un 

patrón de bandas menos característico. 

Estos 2 tipos de fibrillas característicos del material pseudoexfoliativo aparecen entremezclados 

con otras microfibrillas de sección tubular, de 3-7 nm u 8-10 nm de diámetro, que formarían las 

ramificaciones o agregados laterales. Toda esta estructura fibrilar se encuentra a su vez rodeada y 

englobada por una sustancia amorfa proteica interfibrilar [215]. 

 A pesar de los múltiples estudios realizados hasta el momento, la composición exacta del 

material pseudoexfoliativo es aún desconocida. La realización de análisis bioquímicos completos se ve 
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dificultada por la cantidad insuficiente de material pseudoexfoliativo disponible, la insolubilidad del mismo 

y la falta de un modelo experimental desarrollado. Análisis con histoquímica e inmunohistoquímica 

indirecta sugieren una estructura compleja de glicoproteínas/proteoglicanos compuesto por un core 

proteico rodeado de glicoconjugados, probablemente glicosaminoglicanos, que también formarían la 

sustancia amorfa perifibrilar [216-218]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Depósitos de material fibrilar eosinofílico sobre la cápsula 

anterior del cristalino bajo microscopía óptica. 

Figura 15: Depósitos de material pseudoexfoliativo sobre la cápsula 
anterior del cristalino bajo microscopía electrónica. Modificado de Ritch 

et al. 2001 [11]. 
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El material de pseudoexfoliación es resistente a la degradación enzimática, incluyendo la acción 

de la colagenasa, la tripsina, la pepsina y la papaína [219]. 

 

7.1.1.- Componente Glicídico 

Varios estudios han demostrado la tinción del material pseudoexfoliativo con técnicas colorantes 

propias de los glicosaminoglicanos, como el ácido periódico de Schiff, el azul Alcián o el rojo de Rutenio 

[212, 215, 220]. La presencia de glicosaminoglicanos ha sido igualmente puesta de manifiesto mediante 

análisis de inmunohistoquímica, evidenciando la presencia de heparán-sulfato, condroitín-sulfato, 

dermatán-sulfato y hialuronato [221-225]. Por todo ello, se ha propuesto que una de las claves en el 

desarrollo del SPEX sería un posible trastorno en la producción y metabolismo de los glicosaminoglicanos 

[220, 224]. Esta hipótesis se encuentra de igual manera apoyada en el hallazgo de altos niveles de 

hialuronato en el humor acuoso de los pacientes [226]. 

Análisis con técnicas de lectin-histoquímica han puesto de manifiesto un complejo de 

glicoconjugados en la composición del material de pseudoexfoliación, que incluye alfa-manosil, beta-

galactosil, N-acetil-D-galactosaminil y N-acetil-D-glucosaminil [227-229]. 

En último lugar, se ha demostrado en estos pacientes la presencia intraocular del epítopo HNK-

1, fracción del ácido 3-sulfoglucurónico, presente en múltiples glicopreoteínas de adhesión celular [222]. 

 

7.1.2.- Componente Proteico 

El componente proteico del material de pseudoexfoliación incluye elementos de las membranas 

basales, como laminina, entactina y fibronectina, así como epítopos del sistema fibrilar elástico, como 

alfa-elastina, tropoelastina, fibrilina, amiloide P y vitronectina [230-232]. 
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Estudios de inmunomicroscopía electrónica han demostrado una presencia abundante de 

fibrilina-1, el principal componente de las microfibrillas elásticas, en el material de pseudoexfoliación, lo 

que sugiere una posible sobreproducción y anormal agregación en la composición de las fibras elásticas 

de la matriz extracelular en los pacientes con SPEX [232, 233]. La presencia de otros componentes de las 

fibras elásticas, como las proteínas de unión al factor de crecimiento transformante beta latente 1 y 2 

(LTBP1 Y LTBP2) ha sido también demostrada en los depósitos del material pseudoexfoliativo [234]. 

Las apolipoproteínas A1, B, E, y LP han sido igualmente implicadas en la composición del 

material pseudoexfoliativo y se ha descartado, sin embargo, la presencia de colágeno tipo I, II, III, IV, VI y 

VIII y de amiloide A [223, 224]. 

 

7.2.- PRODUCCIÓN 

  

Algunos autores han sugerido que los tipos celulares que llevan a cabo la producción del 

material pseudoexfoliativo son aquéllos que la microscopía electrónica ha demostrado en más cercana 

relación topográfica con las fibras de pseudoexfoliación: células del epitelio preecuatorial del cristalino 

[219], del epitelio pigmentado del iris [235], del endotelio corneal [236], del endotelio trabecular [154] y 

casi todos los tipos celulares presentes en el estroma iridiano (fibrocitos, melanocitos, células 

endoteliales, pericitos y células musculares lisas) [95]. Varios autores sugieren una producción local por 

todos estos tipos celulares y una secundaria distribución del material pseudoexfoliativo por el humor 

acuoso, que sería el responsable del depósito pasivo sobre la zona central de la cápsula cristaliniana, la 

zónula, la membrana hialoidea anterior y las LIO. 

Todos los tipos celulares antes mencionados presentan signos comunes de fibrilogénesis e 

indicios ultraestructulares de síntesis de material de pseudoexfoliación (figura 16): 
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 Las células poseen una superficie celular externa irregular, con concavidades y compartimentos 

extracelulares que contienen fibras de pseudoexfoliación y, ocasionalmente, fragmentos de 

membrana basal. 

 Las fibras surgen perpendicularmente desde esta superficie celular, interrumpiendo la 

continuidad de la membrana basal, madurando paulatinamente en su progresión formando 

ramificaciones. 

 Grupos de vesículas citoplasmáticas que contienen un material amorfo se fusionan con la 

membrana celular a nivel de las concavidades, expulsando su contenido al espacio extracelular. 

 Las células presentan abundantes organelas de secreción, dando la impresión de una alta 

actividad metabólica celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No se han observado hasta el momento fibras de pseudoexfoliación intracelularmente. Parece 

que su producción se llevaría a cabo en el espacio extracelular más próximo a la superficie celular. El 

Figura 16: aspecto de una célula productora de material 
pseudoexfoliativo bajo microscopía electrónica. Modificado de Ritch et al. 

2001 [11]. 
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acúmulo progresivo de material de pseudoexfoliación sucesivamente degenera, destruye y reemplaza la 

matriz extracelular normal, lo que finalmente repercute en una degeneración de las células involucradas 

en el proceso [235]. 

 

7.3.- FISIOPATOLOGÍA 

 

7.3.1.- Factores Fisiopatológicos 

Una parte importante de los trabajos experimentales en este campo se ha realizado mediante el 

análisis de la composición del humor acuoso de los pacientes con SPEX, debido a que este elemento 

puede ser obtenido fácilmente durante la cirugía intraocular y, además, todos los tejidos intraoculares 

involucrados en el desarrollo de la enfermedad están en contacto directo y continuado con él. Diferentes 

estudios han demostrado un incremento en la concentración de factores de crecimiento (bFGF, HGF, 

CTGF, TGF-ß1) [237], un disbalance entre las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) y las 

proteínas inhibidoras tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) [238], un incremento de los marcadores 

de estrés oxidativo (8-isoprostaglandina-F2α) concomitante a una disminución de los factores de 

protección antioxidante (ácido ascórbico) [239], y un incremento del péptido vasoactivo endotelina-1 [240]. 

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-ß1), que es el principal modulador de la 

formación de la matriz extracelular en muchas enfermedades fibróticas, es considerado un mediador 

clave en el proceso pseudoexfoliativo. Está notablemente incrementado en el humor acuoso de los 

pacientes con SPEX, tanto en la forma activa como en la forma latente de la enfermedad, es producido 

activamente por los tejidos del segmento anterior del ojo, promueve la formación de material 

pseudoexfoliativo in vitro y participa en la regulación de la mayoría de los genes anormalmente 

expresados en los ojos con SPEX identificados hasta el momento, como la fibrilina-1, las proteínas de 
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unión al factor de crecimiento transformante beta 1 y 2 (LTBP-1 y LTBP-2), la transglutaminasa tisular 

(TG2) y la clusterina o apolipoproteína J [241]. 

Existen evidencias de que las condiciones de estrés celular, como el estrés oxidativo y la 

isquemia/hipoxia, constituyen mecanismos importantes implicados en la fisiopatología del SPEX. Niveles 

notablemente reducidos de ácido ascórbico, el neutralizador de radicales libres más efectivo en el ojo, y 

un incremento concomitante de los marcadores de estrés oxidativo [239], sugieren una función 

defectuosa del sistema de defensa antioxidante y un aumento de dicho estrés en la cámara anterior de 

los ojos con SPEX. La reducción de enzimas antioxidantes (catalasa, glutatión peroxidasa o glutatión S-

transferasa) en los tejidos del segmento anterior del ojo confirma un defecto de protección frente al estrés 

oxidativo. Yilmaz y colaboradores [242] analizaron las concentraciones séricas de distintos marcadores 

de dicho estrés, como la mieloperoxidasa o el malondialdehido, así como las de diferentes factores 

antioxidantes, como las vitaminas A, C y E y la catalasa, en un total de 27 pacientes con SPEX. Mientras 

que los niveles séricos de mieloperoxidasa, vitaminas A y E y catalasa no mostraron diferencias con el 

grupo control, se detectó una disminución significativa de la concentración de vitamina C y un aumento 

concurrente del malondialdehido, lo que pone de manifiesto el daño generado por los radicales libres en 

la peroxidación lipídica de las membranas celulares. 

El SPEX se asocia igualmente con fenómenos de isquemia ocular, concretamente con 

hipoperfusión del iris e hipoxia de la cámara anterior [191], y con una reducción del flujo sanguíneo micro 

y macrovascular a nivel ocular y retrobulbar [243]. Algunos autores han detectado una alta tasa de OVCR 

en pacientes con GPEX [13, 244]. A nivel sistémico, se ha observado una disminución del flujo sanguíneo 

en la arteria cerebral media ipsilateral al ojo afectado [245] y de la perfusión capilar distal [246], lo que 

apunta muy probablemente a un trastorno o estatus isquémico generalizado.  

La endotelina-1, que es conocida como el vasoconstrictor endógeno más potente, está 

significativamente aumentada en el humor acuoso de los pacientes con SPEX [240]. Al contrario, los 
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niveles en humor acuoso de  óxido nítrico, importante vasodilatador fisiológico, están disminuidos en un 

conjunto bastante notable de los pacientes [247]. Este disbalance puede jugar un papel importante en la 

vasculopatía obliterante que sufre el iris durante el desarrollo de la enfermedad, causando fenómenos de 

isquemia local desde las fases más precoces.  

Los niveles elevados de homocisteína en humor acuoso detectados en estos pacientes [248] 

pueden contribuir y promover todo el conjunto de alteraciones predisponentes al estatus isquémico, como 

la disfunción endotelial, el estrés oxidativo, el aumento de la agregación plaquetaria, la reducción de la 

biodisponibilidad de óxido nítrico y la alteración del normal metabolismo de la matriz perivascular. 

 

7.3.2.- Teoría Fisiopatológica 

Basándose en los resultados de diferentes trabajos de análisis bioquímico, inmunohistoquímico y 

de biología molecular, Streeten y colaboradores [232] definieron por primera vez el SPEX como una 

elastosis que afecta a las microfibrillas elásticas. La mayoría de las evidencias publicadas en los últimos 

años sugieren que el SPEX es, de hecho, una fibrilinopatía. 

La fibrilina-1, el principal componente de las microfibrillas elásticas y presumiblemente también 

de las fibrillas del material de pseudoexfoliación, es una glicoproteína de gran tamaño, con alto contenido 

en cisteína, localizada en la matriz extracelular, que actúa como un componente estructural de las 

microfibrillas que ligan calcio. Tiene capacidad para realizar múltiples interacciones moleculares con otros 

elementos de la matriz, como la fibronectina, la fibulina-1 y la fibulina-2, el versicano y la LTBP-1, 

presentes todos ellos en la composición del material pseudoexfoliativo. En el SPEX se produciría una 

síntesis excesiva de subunidades fibrilares que se agregarían produciendo microfibrillas normales y 

aberrantes que, entrecruzadas juntas, darían lugar a las fibrillas de pseudoexfoliación maduras mediante 

interacciones moleculares secundarias con ciertos glicoconjugados y otros componentes de la matriz 
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extracelular. La anormal acumulación y agregación de proteínas sería promovida, o al menos permitida, 

por una disfunción del sistema ubiquitina-proteasoma y por un defecto en la función de la clusterina, que 

actúa como una chaperona extracelular que en condiciones normales previene la agregación y 

precipitación de las proteínas mal plegadas. 

De este modo, la teoría fisiopatológica propuesta describe el SPEX como un tipo específico de 

elastosis inducida por estrés, una microfibrilopatía elástica asociada a una producción excesiva de 

microfibrillas elásticas por una variedad de células potencialmente elastogénicas y su posterior 

agregación en forma de las típicas fibrillas de pseudoexfoliación maduras. 

Factores de crecimiento, principalmente el TGF-ß1, un incremento del estrés celular y oxidativo, 

un sistema de protección celular dañado y la agregación estable e irreversible de proteínas mal plegadas 

parecen estar implicados en este proceso fibrótico. Debido a un disbalance entre MMP y TIMP y al 

proceso extensivo de entrecruzamiento involucrado en la formación de las fibrillas aberrantes, el material 

patológico generado no es adecuadamente degradado y eliminado, sino progresivamente acumulado en 

los tejidos a lo largo del tiempo. 

Curiosamente, mecanismos fisiopatológicos similares en los que se implica al TGF-ß1, el estrés 

oxidativo y una alteración de las MMP han sido también postulados para el desarrollo de varias 

enfermedades fibróticas sistémicas en las que se produce de igual manera un acúmulo de material 

extracelular [249]. 
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8.- PATOGENÉTICA 

  

Aunque la patogénesis específica del SPEX y de su glaucoma asociado es aún desconocida, el 

conocimiento de la patología molecular de este proceso de fibrosis de la matriz extracelular ha avanzado 

mucho en los últimos años a nivel genómico, transcriptónico y proteómico. De forma global, estos datos 

apoyan el concepto patogénico del SPEX como un tipo de elastosis inducida por estrés que provocaría la 

producción de un excesivo y anormal entrecruzamiento de microfibrillas elásticas, que en último término 

determinaría la formación y depósito de agregados fibrilares en los tejidos oculares y sistémicos [134]. 

Factores de crecimiento profibróticos, concretamente el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-

ß1), así como un disbalance proteolítico entre las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) y las 

proteínas inhibidoras tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) parecen contribuir al acúmulo progresivo 

del material de pseudoexfoliación, como ya ha se ha comentado. 

Los análisis de la expresión diferencial de genes realizados han revelado múltiples clases de 

genes que podrían estar implicados en la producción patológica del material de pseudoexfoliación [250]. 

Estos genes están principalmente relacionados con el metabolismo de la matriz extracelular, por ejemplo, 

FBN1 (gen de la fibrilina-1), TIMP1 y TIMP2 (genes de las proteínas inhibidoras tisulares de las 

metaloproteinasas 1 y 2), TGF-ß1 (gen del factor de crecimiento transformante beta 1), así como con la 

regulación y respuesta al estrés celular, por ejemplo, ADORA3 (gen del receptor de adenosina A3), CLU 

(gen de la clusterina), y GSTM1 (gen de la glutation S-transferasa microsomal 1). 

Además de esto, como se ha referido existen evidencias de que condiciones de estrés celular, 

como el estrés oxidativo, fenómenos de isquemia/hipoxia o procesos inflamatorios crónicos de bajo grado 

constituyen así mismo elementos implicados en la patogenia del SPEX. Todo ello, combinado con 

mecanismo de citoprotección debilitados, como la maquinaria de defensa antioxidante, la función del 

sistema ubiquitina-proteasoma, la respuesta al estrés del retículo endoplásmico o los mecanismo de 
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reparación del ácido desoxirribonucleico (DNA) [251], pueden ser los factores fibrogénicos 

desencadenantes de la enfermedad. 

Múltiples líneas de evidencia, que incluyen estudios de agregación regional, agregación familiar y 

análisis de ligamiento genético, apoyan la teoría de una predisposición genética a padecer SPEX [252, 

253]. Algunos estudios poblacionales y familiares sugieren que el SPEX es un trastorno de herencia 

autosómica dominante de penetrancia incompleta e inicio tardío [254]. A pesar de todo ello, no existe 

evidencia definitiva de un modelo de herencia simple, lo que sugiere un patrón de herencia complejo en el 

que contribuirían múltiples factores genéticos y/o factores ambientales [255]. 

 

8.1.- LISIL-OXIDASA-LIKE-1 

Estudios genéticos recientes han demostrado una asociación altamente significativa entre el 

SPEX y ciertas variantes en la secuencia del gen que codifica la lisil-oxidasa-like-1 (LOXL1). 

La LOXL1 es una proteína que pertenece a la familia de las enzimas lisil-oxidasas. Esta familia 

está formada por un grupo de enzimas amino-oxidasas, cobre-dependientes, que catalizan el 

entrecruzamiento de fibras de colágeno y elastina en la formación del tejido conectivo mediante la 

deaminación de cadenas laterales de lisina [256]. Comprende cinco miembros conocidos y descritos  

hasta el momento: la lisil-oxidasa (LOX) y las lisil-oxidasa-like 1 al 4 (LOXL1-4). 

Parece que la LOXL1 está relacionada específicamente con el entrecruzamiento de la 

tropoelastina y está implicada en la formación, mantenimiento y remodelación de las fibras elásticas y, por 

tanto, en la prevención de la pérdida de elasticidad de los tejidos [257]. Con el fin de cumplir su función de 

entrecruzamiento, el pro-péptido de la LOXL1 es selectivamente dirigido hasta los centros de 

elastogénesis mediante su unión a tropoelastina y fibulina-5. Después de su fijación a la estructura de 

andamiaje del tejido conjuntivo, el pro-péptido es escindido por la endometaloproteinasa-procolágeno-C-
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terminal-proteinasa o proteína morfogénica ósea 1 (BMP1) para la activación de su acción enzimática. La 

deaminación de los residuos de lisina de la tropoelastina causa el entrecruzamiento espontáneo de los 

monómeros de tropoelastina y la consecuente formación de polímeros de elastina.  

Estudios en ratones con déficit de LOXL1 han demostrado defectos masivos de fibras elásticas 

y, como consecuencia, prolapso de órganos pélvicos, cambios enfisematosos con agrandamiento de los 

espacios pulmonares aéreos, alteraciones vasculares y aumento de la laxitud cutánea [257]. A nivel 

ocular, muestran una mayor predisposición a desarrollar neovascularización coroidea tras terapia de 

inducción con láser, debido a la alteración de la normal homeostasis de las fibras elásticas de la 

membrana de Bruch [258]. 

Thorleifsson y colaboradores [259] fueron los primeros en describir tres variantes comunes o 

polimorfismos simples de un nucleótido (SPN) en la secuencia del gen LOXL1 situado en el cromosoma 

15q24.1 que estaban fuertemente asociados al desarrollo de SPEX y GPEX en individuos escandinavos 

procedentes de Islandia y Suecia: 

1. Polimorfismo rs2165241, situado en el intrón 1 

2. Polimorfismo rs1048661 (R141L), situado en el exón 1, no-sinónimo 

3. Polimorfismo rs3825942 (G153D), situado en el exón 1, no-sinónimo 

Los SPN no-sinónimos, rs1048661 (R141L) y rs3825942 (G153D), producen un cambio en dos 

aminoácidos distintos en el extremo N-terminal del pro-péptido de LOXL1 en las posiciones 141 (Arginina 

por Leucina) y 153 (Glicina por Ácido aspártico) respectivamente [259]. Ambos polimorfismos se localizan 

en el exón 1, que codifica el único dominio N-terminal de la proenzima. Este dominio tiene una 

importancia significativa para la correcta activación de la enzima, así como para el reconocimiento y unión 

del sustrato enzimático [260]. Aunque los efectos biológicos de esta sustitución son aún desconocidos, es 

de suponer que la correcta función de la enzima puede verse afectada. 
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Los tres haplotipos observados formados por los alelos de los dos SPN exónicos rs1048661 y 

rs3825942 (G-G, G-A y T-G) fueron clasificados según el riesgo de asociación con la enfermedad que 

demostraban estadísticamente. El cuarto haplotipo posible (T-A) no se encontró en ningún individuo del 

estudio. El haplotipo G-G fue definido como de alto riesgo, determinando que su presencia aumentaba el 

riesgo de padecer SPEX por 27. Además, se calculó que la homocigosis para este haplotipo aumentaba 

la probabilidad de padecer la enfermedad por 700, frente a aquellos individuos que presentaban el 

haplotipo de más bajo riesgo G-A. Sin embargo, comparado con la población general, el verdadero riesgo 

se incrementaba tan sólo en 2,5 veces, ya que aproximadamente el 25% de los controles sanos eran 

portadores del haplotipo de alto riesgo en estado homocigótico.  

Aunque una de la variantes del SNP rs2165241 localizado en el intrón 1 presentaba una 

asociación significativa mayor con GPEX que los dos polimorfismos exónicos, al realizar el análisis 

mutivariante con todos los SNP esta significación estadística se perdía. Parece que el SPN intrónico 

presenta una fuerte asociación al GPEX porque su aparición estaría vinculada a los alelos G y G de los 

SNP exónicos que forman el haplotipo de alto riesgo. 

Tras este descubrimiento se han llevado a cabo multitud de estudios similares en poblaciones de 

EEUU, Australia, Europa, Japón, China, India, etc., aunque no en población española,  que confirman la 

susceptibilidad genética a padecer SPEX que determinan los SPN de LOXL1 descritos. No se han hallado 

diferencias significativas entre los grupos de SPEX y GPEX, lo que sugiere que LOXL1 contribuye al 

desarrollo inicial de la enfermedad más que a la elevación de la PIO y la aparición del consecuente 

glaucoma. En este sentido, no se ha podido demostrar tampoco una asociación de LOXL1 con ningún 

otro tipo de glaucoma, incluyendo el GPAA, el glaucoma normotensivo, el glaucoma secundario a 

dispersión pigmentaria o el glaucoma de ángulo cerrado. 

En todos los estudios realizados hasta el momento, el alelo G del SPN rs3825942 (G153D) ha 

resultado ser el alelo de alto riesgo, salvo en estudios realizados en la población sudafricana de raza 
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negra en los que el alelo de mayor riesgo fue el alelo A [261, 262]. En el caso del SPN rs1048661 

(R141L) existe una mayor variabilidad, siendo el alelo G el de riesgo para los grupos caucásicos, el alelo 

T para los orientales e, incluso, no ha mostrado un incremento del riesgo en algunas poblaciones.  

Paralelamente, las variantes genéticas asociadas a la enfermedad o alelos de riesgo son 

comunes y presentan una alta prevalencia, en algunos casos de hasta un 88%, en la población sana. 

Consecuentemente, para el polimorfismo rs3825942 la sensibilidad del alelo G calculada fue del 100%, 

mientras que su especificidad resultó tan sólo del 3% [263]. En el caso del polimorfismo rs1048661, la 

sensibilidad del alelo G fue del 95,7% y su especificidad del 13% [263]. Estos datos indican que además 

del riesgo asociado a los polimorfismos de LOXL1 deben existir otras variantes genéticas y/o factores 

ambientales que contribuyan al desarrollo del fenotipo pseudoexfoliativo. 

Como ya se ha comentado anteriormente, los dos polimorfismos no-sinónimos de 

LOXL1asociados a SPEX y GPEX se encuentran en el exón 1, parte del gen que codifica el único dominio 

N-terminal del pro-péptido, fundamental para su correcta función enzimática [260]. Hasta el momento no 

se han podido observar variantes del extremo C-terminal de la proteína, donde los dominios catalíticos 

están localizados, asociadas a la enfermedad. El alelo de riesgo G del SNP rs1048661 se ha asociado 

con la reducción en un 40% de la expresión de LOXL1 a nivel ocular [264]. Sin embargo, el alelo de 

riesgo G del polimorfismo rs3825942, que confiere la mayor predisposición para el desarrollo de SPEX en 

la mayoría de las poblaciones, no determina ninguna alteración en los niveles de expresión del gen. 

De manera global, se ha comprobado que la expresión de LOXL1 está disregulada en los tejidos 

afectados por la enfermedad y que este disbalance depende del estadío del proceso fibrótico [264]. Los 

datos disponibles actualmente indican que LOXL1 está transitoriamente activado y sobreexpresado en la 

fases iniciales de fibrogénesis pseudoexfoliativa, junto con otros componentes requeridos para la 

formación de las fibras elásticas como la tropoelastina, la fibrila-1 y la fibulina-4, y que participa 

activamente en la formación de los agregados fibrilares aberrantes que se acumulan en los tejidos de los 
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pacientes con SPEX. De ahí que LOXL1 se haya encontrado como uno de los componentes de estos 

agregados fibrilares del material pseudoexfoliativo junto a otros componentes de la fibras elásticas, 

principalmente fibrilina-1, pero llamativamente no junto a su proteína de unión habitual fibulina-5, lo que 

sugiere un cambio en la especificidad de sustrato de LOXL1 en los lugares de formación de matriz 

extracelular patológica [265]. 

En estadíos más avanzados de la enfermedad, independientemente de la presencia o no de 

glaucoma, la expresión de LOXL1 disminuye por debajo de los niveles fisiológicos normales requeridos 

para un correcto mantenimiento y estabilidad de las fibras elásticas [266]. Los niveles tisulares 

inadecuados de LOXL1 resultantes afectan negativamente al normal metabolismo de la elastina y 

conducen a los cambios elastóticos ya descritos. 
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9.- AUTOFAGIA 

  

Christian de Duve [267] fue el primero en acuñar en 1966 el término autofagia (del griego, auto-

uno mismo y phagos-comer) para definir un proceso catabólico, altamente conservado en eucariotas, 

mediante el cual las células digieren distintos materiales citoplasmáticos, incluyendo el exceso de 

organelas o aquellas deterioradas o aberrantes [268, 269], a través de unas vacuolas o vesículas de 

membrana sencilla localizadas intracelularmente que contienen enzimas hidrolíticas y proteolíticas 

llamadas lisosomas, con el fin de lograr la descomposición de dichos materiales y el eventual reciclado de 

las moléculas resultantes. Este proceso juega un papel esencial en la adaptación a condiciones 

ambientales adversas, en la remodelación celular durante el desarrollo y crecimiento y en el acúmulo de 

organelas y proteínas alteradas en las células durante el envejecimiento [270]. 

Hasta el  momento se ha identificado 3 tipos principales de autofagia (figura 17) [271]: 

1. MACROAUTOFAGIA, caracterizada por la formación de una vesícula de doble 

membrana llamada autofagosoma que engloba al material a digerir y que 

posteriormente se fusiona con el lisosoma. 

2. MICROAUTOFAGIA, en la que el lisosoma rodea los materiales citoplasmáticos diana 

mediante invaginación de su membrana y los captura. 

3. AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS, en la que se produce un tránsito de los 

materiales a través de la membrana lisosomal mediado por la proteína chaperona 

citosólica Hsc70, las proteínas co-chaperonas y la proteína de membrana lisosomal tipo 

2A (LAMP-2A). 

De forma habitual, el término general de autofagia se utiliza en la literatura científica para 

referirse al subtipo específico de macroautofagia, como se hará en adelante en este trabajo. 
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En los últimos años, la delección de los genes reguladores de la autofagia (genes ATG) en varios 

modelos animales, incluyendo los mamíferos, ha demostrado que este proceso catabólico de auto-

digestión interviene en una variedad de procesos fisiológicos y patofisiológicos mayor que la inicialmente 

esperada, como la respuesta celular adaptativa al ayuno y otras formas de estrés, la renovación de 

proteínas y organelas intracelulares, el desarrollo y diferenciación celular, la eliminación de 

microorganismos, la supresión tumoral o la presentación de antígenos [270, 272-275]. 

De igual manera, distintos estudios en ratones con delección específica de ciertos genes ATG 

han permitido establecer la conexión entre un proceso autofágico alterado genéticamente y varios 

fenotipos de enfermedad concretos, incluyendo el cáncer y enfermedades neurodegenerativas, 

infecciosas y metabólicas [270, 276-278]. Sin embargo, los resultados en animales de experimentación no 

permiten demostrar directamente que estos defectos genéticos en la autofagia estén implicados en la 

patogénesis de la enfermedad en humanos. Por ello resulta particularmente importante el estudio y 

comprensión de las bases genéticas de las enfermedades potencialmente relacionadas con alteraciones 

Figura 17: Mecanismos de degradación intracelular mediante autofagia. 



ESTUDIO GENÉTICO DEL SÍNDROME PSEUDOEXFOLIATIVO|INTRODUCCIÓN 

67 
 

en los procesos de autofagia celular. En el caso de este trabajo, el estudio de una posible relación entre 

la autofagia y el SPEX. 

 

9.1.- EL PROCESO DE AUTOFAGIA 

 

La autofagia ocurre prácticamente en todas las células eucariotas. Constituye, junto con el 

sistema ubiquitina-proteasoma, la principal ruta de degradación proteolítica intracelular. Sin embargo, 

mientras que el sistema proteasómico está especializado en degradar moléculas jóvenes, los procesos 

autofágicos intervienen en la eliminación de moléculas de vida media larga y, además, son la única vía 

capaz de degradar organelas celulares completas, tales como mitocondrias (mitofagia), peroxisomas 

(pexofagia), ribosomas (ribofagia), etc [279, 280]. 

En un principio se definió la autofagia como un proceso proteolítico mayoritariamente 

inespecífico, en comparación con la actividad dirigida del sistema ubiquitina-proteasoma. Sin embargo, 

posteriormente se ha podido comprobar la existencia de un mecanismo de autofagia no selectivo, basal y 

permanente, que forma parte de la normal homeostasis y mantenimiento celular, y otro selectivo que 

elimina estructuras celulares dañadas actuando como un sistema de control de calidad [279]. 

A diferencia de la vía proteasómica, en la autofagia participan los lisosomas. De forma general, 

los lisosomas son estructuras intracelulares muy heterogéneas, rodeadas generalmente por una 

membrana sencilla, en cuyo interior se aprecian de forma constante depósitos densos y restos 

membranosos desorganizados. Los lisosomas contienen un gran número de hidrolasas ácidas que 

requieren un pH bajo para mantener su correcta función enzimática [280]. El pH lisosomal se mantiene 

gracias a la actividad de la ATPasas-vacuolares (V-ATPasa), bombas de protones presentes su 

membrana [281]. 
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En la década de 1980, a partir de estudios realizados sobre la levadura Saccharomyces 

cerevisiae, se identificaron más de 30 genes que codificaban proteínas involucradas en los procesos de 

autofagia a los que se denominó ATG (autophagy gene). Posteriormente se pudo comprobar que dichos 

genes están conservados en la evolución, presentando similitud en las secuencias y mutaciones en 

genes ortólogos de otros tipos celulares, incluyendo los mamíferos [282]. De estas proteínas, sólo 18 

(ATG1-10, ATG12-14, ATG16-18, ATG29 y ATG31) participan activamente en la formación del 

autofagosoma y reciben el nombre de autofagosoma-ATG-proteínas, por lo que se consideran  la 

maquinaria fundamental de este proceso de renovación celular. 

 

Tabla 5: Genes ATG identificados en levaduras y sus ortólogos en humanos.  

COMPLEJO/SISTEMA LEVADURAS MAMÍFEROS FUNCIÓN 

Complejo ATG1/Ulk 

Atg1 Ulk1/2 Proteína serina/treonina kinasa 

Atg13 ATG13 
Regulador del complejo Ulk mediante 

fosforilación 

Atg17 FIP200 Componente del complejo ATG1 

Atg29  Componente del complejo ATG1 

Atg31  Componente del complejo ATG1 

 ATG101 
Componente del complejo Ulk en 

humanos 

Sistema ATG9 

Atg2 ATG2 Proteína de membrana periférica 

Atg9 ATG9 Proteína transmembrana 

Atg18 WIPI1/2 Proteína de membrana periférica 

Complejo PI3K 

Vps15 PIK3R4/VPS15 Proteína serina/treonina kinasa 

Vps34 PIK3C3/VPS34 PI3K 

Vps30/Atg6 BECN1 Componente del complejo PI3K 

Atg14 ATG14 Subunidad del complejo PI3K 

Sistemas de 
Conjugación tipo 

Ubiquitina 

Atg3 ATG3 Enzima tipo E2 

Atg4 ATG4A-D Cisteín proteinasa 

Atg5 ATG5 Conjugado ATG5-ATG12 

Atg7 ATG7 Enzima tipo E1 

Atg8  Ubl 

Atg10 ATG10 Enzima tipo E2 

Atg12 ATG12 Ubl 

Atg16 ATG16L1/2 
Componente del complejo ATG12-

ATG5-ATG16 

Modificado de Mizhusima et al. 2011 [283] y Pyo et al. 2012 [282]. 
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Chen y Klionsky [284] dividen la autofagia en 4 etapas: 

1. INDUCCIÓN: 

La puesta en marcha de los mecanismos de autofagia responde a diferentes estímulos, 

el más estudiado de los cuales hasta el momento es el ayuno.  

La inducción se inicia con la activación del denominado complejo Ulk, que está formado 

por  las proteínas Ulk1 y 2 (unc-51-like kinase 1 y 2) (homólogos de ATG1 en levaduras), FIP200 

(homólogo de ATG17 en levaduras), ATG13 y ATG101.  

El principal inhibidor del complejo Ulk es TORC1, proteína quinasa diana del complejo 

de rapamicina. En condiciones normales TORC1 se encuentra unido al complejo Ulk, al que 

fosforila a diferentes niveles inhibiendo su función. En cambio, cuando llega una señal para la 

inducción de autofagia, como puede ser la falta de nutrientes, TORC1 se inactiva y se disocia del 

complejo, permitiendo así a Ulk1 la fosforilación de otros componentes del complejo, como 

ATG13 y FIP200,  lo que determina la puesta en marcha del siguiente paso. 

 

 

2. NUCLEACIÓN: 

Es el paso en el que se reclutan fosfolípidos y proteínas para la formación de una 

cisterna membranosa denominada membrana de aislamiento o fagoforo (figura 20) que 

comienza a rodear los materiales citoplasmáticos a digerir. En levaduras, esta membrana se 

Figura 18: Regulación del complejo Ulk en la inducción de la autofagia. 
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origina a partir de una estructura permanente, un compartimento perivacuolar que recibe el 

nombre de estructura preautofagosomal (PAS) [285]. En mamíferos, se desconoce la estructura 

celular a partir de la que se origina la nucleación, aunque se han propuesto posibles orígenes a 

nivel de distintos compartimentos, como un subdominio del retículo endoplásmico llamado 

omegasoma, la membrana externa de la mitocondria o la membrana citoplasmática [286, 287]. 

Aún no se comprende bien el mecanismo molecular de la nucleación, pero se sabe que 

es esencial la activación de un complejo que contiene la enzima fosfatidilinositol-3-quinasa 

(PI3K). En mamíferos existen tres PI3K diferentes, tipo I, II y III. Mientras que la PI3K-I inhibe la 

autofagia, la PI3K-III la induce. Para realizar su función de promoción de la autofagia, esta PI3K-

III forma un complejo uniéndose a las proteínas Beclin-1 (homólogo de ATG6 en levaduras) y 

Vps15. Este complejo es regulado positivamente por las proteínas BRAMA, ATG14L, UVRAG y 

Bif1, y negativamente por la proteína antiapoptótica Bcl-2 del retículo endoplásmico, así como 

por la proteína Rubicon [288]. 

 

3. EXPANSIÓN: 

Es el proceso en el que se produce un alargamiento o extensión de la membrana de 

aislamiento. Cuando se fusionan los extremos de esta vesícula en expansión, el contenido 

citoplasmático a degradar queda encerrado en una vesícula de doble membrana que recibe el 

nombre de autofagosoma (figura 20). 

Para que este proceso pueda llegar a producirse es necesaria la conjugación de la proteína 

LC3 (homólogo de ATG8 en levaduras) a la membrana del autofagosoma en formación. La 

lipidación de la proteína LC3 por una fosfatidiletanolamina (PE) de la membrana autofagosomal 

consta de dos pasos en los que están implicadas varias proteínas ATG. Estos pasos precisan 

unos sistemas de conjugación similares al que media en la conjugación de la ubiquitina con sus 

sustratatos. 
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 PASO 1: en esta primera fase, ATG7, enzima con actividad tipo E1, activa a ATG12 y la 

transfiere a ATG10, enzima con actividad tipo E2, que permite la unión covalente de 

ATG12 con ATG5. Posteriormente, el conjugado ATG5-ATG12 se asocia no-

covalentemente con ATG16. 

 

 PASO 2: en la segunda parte de la reacción, la proteasa ATG4 escinde el extremo 

carboxilo-terminal de LC3, convirtiéndola en LC3-I. Entonces, nuevamente ATG7, 

enzima con actividad tipo E1, activa a LC3-I y la transfiere a ATG3, enzima con 

actividad tipo E2. En este momento, el trímero ATG5-ATG12-ATG16 formado en el 

primer paso y con actividad tipo E3 interviene mediando la conjugación de LC3-I con la 

PE del autofagosoma, resultando así la forma final LC3-II, necesaria para completar el 

proceso de expansión. 

 

 

 

Figura 19: Sistema de conjugación de la proteína LC3 a la membrana lisosomal. 
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4. FORMACIÓN DEL AUTOLISOSOMA O AUTOFAGOLISOSOMA: 

Previamente a la formación del autofagolisosoma, el autofagosoma formado y en 

proceso de migración hacia los lisosomas se puede fusionar durante su desplazamiento con 

endosomas tardíos producto de la endocitosis celular, incorporando así a la ruta de degradación 

materiales extracelulares y recibiendo el nombre de anfisoma (figura 20) [289]. 

 

 

 

 

Posteriormente, la formación del autofagolisosoma (figura 20) se lleva a cabo mediante 

la fusión del autofagosoma/anfisoma con lisosomas que contienen las hidrolasas que degradan 

tanto la membrana interna del autofagosoma/anfisoma como su contenido.  

Los aminoácidos y los fosfolípidos producto de la degradación son liberados al 

citoplasma a través de proteínas permeasas (transportadores lisosomales de aminoácidos 

SLC36A4/LYAAT 1 y 2) localizadas en la membrana del autofagolisosoma para ser reciclados 

[290]. Por el contrario, cuando no se necesita reutilizar la carga degradada (por ejemplo, cuando 

se trata de una bacteria o material tóxico) se secreta al espacio extracelular. 

Figura 20: Esquema de las distintas fases de la autofagia. Modificado de Klionsky et al. 2011 [271].  
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Hasta el momento se han identificado diferentes moléculas reguladoras de la maduración del 

autofagosoma/anfisoma y de su fusión con el lisosoma, entre las que se incluyen UVRAG, Rubicon, 

presenilina-1, VCP (valosin-containing protein), y sintaxina-5, proteína del complejo SNARE [291-293]. 

ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) ha sido igualmente propuesto como un posible 

regulador de la fusión [294]. 

 

9.2.- FUNCIONES DE LA AUTOFAGIA 

 

En organismos multicelulares, la disponibilidad de nutrientes y de factores de crecimiento está 

íntimamente relacionada con el tamaño de las células, el cual requiere de un balance entre la síntesis y la 

degradación de macromoléculas. Diversos estudios demuestran que la autofagia controla el tamaño de la 

célula [295]. En un estudio comparativo se observó que el crecimiento del hígado de ratones neonatos y 

de adultos depende de la tasa de recambio de proteínas más que de la síntesis de novo [296]. En el 

nematodo C. elegans, la disminución inducida de la autofagia genera organismos de menor tamaño sin 

disminuir el número de células [297]. Por tanto, modular la tasa de autofagia es una estrategia para 

regular el tamaño celular [298]. 

La autofagia regula también la proliferación celular. La falta de nutrientes o de factores de 

crecimiento incrementa la tasa basal de autofagia y favorece la degradación de proteínas de vida media 

larga para generar metabolitos que permitan compensar esa falta de nutrientes exógenos. En la mayoría 

de organismos, estas condiciones promueven que las células adopten un estado quiescente. Cuando los 

nutrientes vuelven a estar disponibles, la autofagia se inhibe y las células continúan proliferando. 

La autofagia favorece la estabilidad del genoma, por lo que se ha propuesto como un posible 

mecanismo protector en el desarrollo del cáncer [299]. La haploinsuficiencia de genes proautofágicos 
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como Beclin-1 se observa comúnmente en cánceres de ovario, mama y próstata. La autofagia protege 

también al genoma evitando rearreglos cromosómicos, pues la pérdida de Beclin-1 interactúa en algunas 

situaciones con la proteína antiapoptótica Bcl2 y tiene un efecto  supresor de la tumorogénesis [300]. 

La autofagia está igualmente implicada en situaciones de estrés en las cuales la célula tiene que 

reorganizarse, por ejemplo, en respuesta a la hipoxia o la alta temperatura o como defensa contra 

infecciones por microorganismos [301, 302]. 

Sin embargo, la autofagia tiene un papel dual ya que puede promover también la muerte celular 

cuando es inducida por ciertas señales estresantes, como el daño al DNA. Durante el desarrollo 

embrionario, se produce un tipo de muerte celular asociada a autofagia que se denomina muerte celular 

programada tipo II. Ocurre en la metamorfosis de los insectos, en la formación de los miembros en aves y 

en la formación del paladar en los mamíferos [303].  

Desde hace varios años se ha observado que durante el envejecimiento la eficiencia de la 

autofagia disminuye, siendo esta la causa de que se acumulen macromoléculas y organelas dañadas, 

que a su vez provocan que diversas vías catabólicas disminuyan [304, 305]. Esto se debe a que la 

abundancia de proteínas esenciales para la macroautofagia disminuye con la edad. Asimismo, ocurren 

cambios en la membrana lisosomal que provocan inestabilidad en LAMP2, el receptor de la autofagia 

mediada por chaperonas, causando que también se reduzca su eficiencia. De igual manera, la función de 

los lisosomas disminuye con el envejecimiento en diversos organismos. Una característica común de las 

células envejecidas es la acumulación de un material indigerible conocido como lipofuscina, que se 

almacena en autofagosomas incapaces de fusionarse con los lisosomas [306]. 
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9.3.- AUTOFAGIA Y PSEUDOEXFOLIACIÓN 

 

El SPEX, como se ha expuesto anteriormente, es una enfermedad caracterizada por la 

producción y acumulación progresiva de un material fibrilar extracelular a nivel de las distintas estructuras 

y tejidos del globo ocular. Este material, de forma general, lo componen una serie de agregados 

nodulares formados por distintas fibras de naturaleza proteica y glicoproteica que se producirían de 

manera aberrante durante los procesos homeostáticos de mantenimiento, recambio y reparación de la 

matriz extracelular. Para que se produzca el acúmulo de este  material aberrante formado tendría que 

coexistir, al menos teóricamente, un defecto en los distintos mecanismos celulares de control y 

aclaramiento de sustancias anómalas en el organismo. 

El SPEX, como se ha expuesto de igual manera anteriormente, es una enfermedad relacionada 

con la edad. Lindberg lo definió por primera vez como una enfermedad que raramente aparece por debajo 

de los 55 años. Así mismo, todos los estudios epidemiológicos realizados hasta el momento ponen de 

manifiesto esta relación entre el SPEX y la edad avanzada. 

La autofagia es una de las principales rutas de degradación proteolítica intracelular, entre cuyas 

funciones se encuentra la eliminación de las proteínas alteradas acumuladas en las células durante el 

desarrollo y envejecimiento. Este mecanismo de control de calidad y protección celular se ve alterado y 

disminuido en su eficacia con la edad [305]. 

Hasta el momento, diferentes trabajos han estudiado la posibilidad de una relación  entre el 

SPEX y distintos mecanismos moleculares que pudieran estar involucrados en la patogenia de la 

enfermedad: el sistema ubiquitina-proteasoma, los sistemas de defensa antioxidante, etc [251]. Sin 

embargo, actualmente no existe ninguna publicación que haya intentado encontrar una relación entre el 

desarrollo del SPEX y la presencia de variantes genéticas que pudieran provocar una alteración en los 

mecanismos de autofagia. Es por ello que en este trabajo se ha propuesto esa hipótesis, estudiando para 
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ello 4 SNP de distintos genes ATG y comparando su distribución en la población sana y en la población 

con SPEX. 
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1.- HIPÓTESIS 

 

El proceso patológico del SPEX se caracterizada por la acumulación crónica de un material 

anormal de naturaleza fibrilar, resultado de una producción excesiva y/o una eliminación deficiente.  

La proteína LOXL1 es una enzima implicada en los procesos de maduración de la matriz 

extracelular y en el mantenimiento y homeostasis de las fibras elásticas [11]. Estudios en poblaciones de 

distintos países han podido demostrar que determinados polimorfismos en el gen que codifica esta 

proteína afectan al normal metabolismo de la elastina y promueven los procesos fibróticos que acontecen 

en el SPEX, aunque esta asociación no ha sido aún estudiada en la población española. 

Además, cada vez existen más evidencias de que las condiciones de estrés celular constituyen 

uno de los principales mecanismos involucrados en la fisiopatología del SPEX [251]. Estas mismas 

condiciones son factores que estimulan la respuesta autofágica como sistema de citoprotección 

encargado de eliminar los productos patológicos celulares originados por dicho estrés [301, 302]. De igual 

manera, los procesos de autofagia se ven disminuidos con el envejecimiento [304, 305], así como el 

SPEX es una enfermedad cuya prevalencia aumenta invariablemente con la edad [66]. Es por ello que 

una alteración de la respuesta autofágica secundaria a la presencia de polimorfismos en los principales 

genes reguladores de la autofagia podría provocar una alteración de este mecanismo catabólico que 

determinara una insuficiente eliminación del material de pseudoexfoliación y, por consiguiente, su 

acumulación.  
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2.- OBJETIVOS 

 

2.1.- Objetivo general 

 

 Determinar si variaciones en los genes que codifican la proteína LOXL1 y las proteínas 

implicadas en la autofagia pueden modificar el riesgo de desarrollar síndrome pseudoexfoliativo 

en una población española. 

2.2.- Objetivos específicos 

 

 Caracterizar clínicamente una serie de 100 pacientes diagnosticados de síndrome 

pseudoexfoliativo. 

 Determinar la distribución de genotipos de distintos polimorfismos del gen LOXL1 en pacientes 

con síndrome pseudoexfoliativo y en individuos sanos. 

 Determinar la distribución de genotipos de polimorfismos de distintos genes implicados en la 

autofagia en pacientes con síndrome pseudoexfoliativo y en individuos sanos. 

 Correlacionar los genotipos con las características clínicas de los pacientes, con especial 

atención en la presencia/ausencia de glaucoma. 
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1.- PACIENTES 

  

Para formar el grupo de casos de nuestro estudio se seleccionaron los pacientes diagnosticados 

de SPEX y GPEX en el Servicio de Oftalmología del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca 

desde el 1 de Enero de 2012 hasta el 30 de Mayo de 2013 que cumplían los criterios de inclusión del 

estudio (anexo 1). 

 Se estudiaron un total de 100 pacientes, de los que 60 fueron diagnosticados de SPEX, mientras 

que 40 presentaban GPEX. 

Se recogieron muestras de sangre periférica de todos los sujetos, previa firma del 

consentimiento informado correspondiente (anexo 2), siguiendo las normas legales para Estudios Clínicos 

en España y las del Comité Ético de Investigación Clínica del Complejo Asistencial Universitario de 

Salamanca. 

 A todos los pacientes se les realizó una anamnesis y una exploración oftalmológica completa, en 

la que se incluía: 

1.- Recogida de datos: 

 Datos demográficos: edad y sexo. 

 Antecedentes personales sistémicos y oftalmológicos. 

 Tratamientos sistémicos y oftalmológicos. 

2.- Exploración Oftalmológica: 

 Toma de mejor agudeza visual corregida con escala ETDRS. 

 Exploración oftalmológica detallada en la lámpara de hendidura del polo anterior, prestando 

especial atención a la presencia de material pseudoexfoliativo a nivel del reborde iridiano y otras 
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estructuras de la cámara anterior. Además, todos los pacientes fueron sometidos a dilatación 

pupilar mediante instilación tópica de tropicamida y/o fenilefrina para valorar la presencia de 

depósitos de material de pseudoexfoliación en la cápsula anterior del cristalino y estudiar la 

morfología del nervio óptico con lente de 90 dioptrías. 

 Doble medición de PIO mediante tonometría de no contacto con CT80 de Topcon® y tonometría 

de aplanación con Perkins MK-II de Haag-Streit®. 

3.- Pruebas Complementarias: 

 Tomografía de coherencia óptica con Stratus OCT de Zeiss® de la papila de ambos ojos. Se 

utilizaron los análisis RNFL Thickness y Fast Optic Disc que permiten cuantificar el grosor de la 

capa de fibras nerviosas de la retina (RNFL Thickness Average Analysis) y establecer un cálculo 

de la excavación del disco óptico (Optic Nerve Head Analysis). 

 Campimetría computerizada con Humphrey Visual Field Analyser 750 de Zeiss®. Se realizó una 

prueba central 30-2 con estrategia SITA standar de ambos ojos. 
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2.- CONTROLES 

  

 Para formar el grupo control se seleccionaron 90 sujetos incluidos en la lista de espera de 

catarata del Servicio de Oftalmología del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca que cumplían 

los criterios de inclusión acordados para el estudio (anexo1), con un rango de edad y sexo similar al del 

grupo de pacientes. 

 Todos los controles seleccionados habían sido sometidos a una exhaustiva exploración 

oftalmológica previa, descartándose cualquier tipo de patología ocular, salvo el desarrollo de catarata 

quirúrgica. 

 Se recogieron muestras de sangre periférica de todos los controles, previa firma del 

consentimiento informado correspondiente (anexo 2), siguiendo las normas legales para Estudios Clínicos 

en España y las del Comité Ético de Investigación Clínica del Complejo Asistencial Universitario de 

Salamanca. 
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3.- DISEÑO DEL ESTUDIO 

  

 Se ha realizado un estudio analítico observacional prospectivo de casos y controles. 

 En cada uno de los genes del estudio se analizó un polimorfismo por cambio de un solo 

nucleótido (SNP), salvo en el caso del gen LOXL1 en el que se analizaron tres SNP diferentes. 
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4.- MÉTODOS 

 

4.1.- AISLAMIENTO DEL DNA DE ALTO PESO MOLECULAR 

 

4.1.1.- Obtención de muestras de sangre periférica 

Se obtuvieron 10ml de sangre periférica mediante venopunción antecubital y se conservaron a 

4ºC hasta su procesamiento. 

4.1.2.- Obtención de células mononucleadas de sangre periférica 

Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante lisis eritrocitaria con solución hipotónica 

y centrifugación repetida (centrifugación de la sangre total en 50ml de ddH2O durante 30 minutos, 

1500rpm, a 4ºC).  

Tras la recuperación de la interfase, las células mononucleadas se lavaron en tampón Fornace  

(0,25M Sacarosa; 50mM Tris-HCL pH 7,5; 25mM KCL; 5mM MgCl2), que aporta la osmolaridad necesaria 

para evitar la lisis leucocitaria, y se precipitaron mediante centrifugación a 580g durante 20 minutos. El 

botón de células nucleadas obtenido se resuspendió de nuevo en tampón Fornace a una concentración 

estimada de 5x106 células/ml, tras lo cual la mezcla se incubó a 55ºC durante 8-16 horas. Tras la 

incubación, se procedió a purificar el DNA con fenol y cloroformo. 

4.1.3.- Aislamiento del DNA total de alto peso molecular 

 A la muestra obtenida en el paso anterior se añadió EDTA (ácido etilendiamino-tetraacético, 

concentración final 10mM) que posibilita la inactivación de las nucleasas, SDS (Dodecil sulfato sódico, 

concentración final 1%) para romper las membranas celulares y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, 
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concentración final 50µg/ml) para degradar las proteínas. Esta mezcla se incubó a 55ºC durante 8-16 

horas. 

4.1.4.- Purificación del DNA 

 Tras la incubación anterior, se purificó el DNA mediante extracción con fenol-CIAA 

(cloroformo/alcohol isoamílico 24:1 v/V) y se centrifugó durante 10 minutos a 1800rpm. 

 Se recuperó la fase acuosa sobrenadante superior que contenía el DNA en solución, evitando la 

interfase proteica, y se añadió el mismo volumen obtenido de fenol-CIAA. Se centrifugó nuevamente a 

1800rpm durante 10 minutos. 

 Una vez recuperada de nuevo la fase acuosa, el DNA en solución se precipitó mediante la 

adición de 2,5 volúmenes de etanol absoluto al 100% frío (-20ºC). El DNA extraído se lavó con etanol al 

70% y, tras una breve centrifugación a 16600g, se dejó evaporar el etanol residual y se disolvió el DNA en 

200µl de ddH2O estéril. 

4.1.5.- Cuantificación del DNA 

La concentración y el grado de contaminación proteica del DNA así obtenido se estiman tras 

medir su absorbancia a 260 y 280nm, respectivamente, en un espectrofotómetro automático Nanodrop 

ND2000 (Thermo Fischer Scientific) por medio de la siguiente fórmula: 

µg de DNA/mL = (D.O.260) x (factor de dilución) x (50) 

DO: densidad óptica 

50 es un factor de corrección introducido ya que una unidad de densidad óptica con una luz  incidente de 

260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 µg de DNA/mL 
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El cociente D.O.260/D.O.280 se utiliza para determinar el grado de contaminación proteica, 

considerando como valores adecuados un cociente entre 1,65 y 2,0. Valores inferiores a los señalados 

indican contaminación por proteínas o por solventes orgánicos, realizándose en estos casos una nueva 

purificación del DNA. Valores superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cual se elimina tratando la 

solución de DNA con RNAsa y purificando nuevamente según el método anteriormente descrito. 

La muestra de DNA obtenida, con una concentración aproximada de 1000-1500 µg/ml, se 

almacenó en tubos Eppendorf® a -20ºC, con el fin de evitar tanto la degradación progresiva del DNA 

como su posible contaminación por microorganismos. 

 

 

4.2.- AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA (PCR) 

 

Las reacciones de amplificación se realizaron con los productos comerciales PCR SuperMix 

(Gibco-BRL) y PCR MasterMix (Promega) y se emplearon entre 1μl y 4 μl de la mezcla de los dos 

oligonucleótidos flanqueantes (sentido:forward y anti-sentido:reverse) y 1μl del DNA obtenido por el 

método anteriormente descrito a concentración 0,1-0,2 μg/ml. 

Para asegurar que no existía contaminación, se preparó como control una reacción conteniendo 

todos los reactivos antes citados excepto el DNA molde.  

Todas las reacciones de amplificación fueron realizadas en un termociclador automático (Life 

Technologies-Invitrogen) y la manipulación post-PCR se llevó a cabo en un laboratorio distinto de donde 

se realizó el aislamiento del DNA y se preparó la reacción de amplificación. 
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4.3.-  DISCRIMINACIÓN ALELICA DE POLIMORFISMOS 

 

Se emplearon dos métodos para la discriminación alélica de los SNP a estudio. 

 

4.3.1.- Discriminación alélica mediante digestión con endonucleasas de restricción 

Las endonucleasas de restricción son enzimas capaces de reconocer una secuencia específica 

de nucleótidos dentro de una molécula de DNA y escindir la cadena de DNA en ese punto concreto, 

llamado sitio o diana de restricción. El estudio de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción (Restriction fragment lenght polymorphism o RFLP) es una técnica que permite discriminar 

distintos alelos de un gen analizando el tamaño de los fragmentos generados tras la digestión del DNA 

con enzimas de restricción. 

Las digestiones se llevaron a cabo incubando 10 µl del producto de PCR con 1 µl de la 

endonucleasa de restricción seleccionada, SmaI (Fermentas), utilizando un tampón de digestión 

específico para la endonucleasa durante 6 horas a una temperatura de 30ºC. Posteriormente, las 

muestras incubadas se colocaron en un termociclador en el que las se sometió al siguiente proceso (tabla 

6): 

 

Tabla 6: Fases realizadas por el termociclador para la digestión por SmaI. 

Nº de Ciclos Temperatura Tiempo Proceso 

1 52°C 5 minutos Desnaturalización 

45 

94°C 

55°C 

72°C 

30 segundos 

1 minuto 

1 minuto 

Desnaturalización 

Anillamiento 

Extensión 

1 72°C 7 minutos Extensión 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Diana_de_restricci%C3%B3n
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Los fragmentos obtenidos tras la digestión fueron separados mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 2,5% (Gel Company Inc.), preparados con tampón TBE (Tris 0,044M, ác. bórico 0,044M, EDTA 

1mM, pH 8,3) y teñidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies-Invitrogen). La electroforesis 

se llevó a cabo con una diferencia de potencial constante de 120 voltios durante 30 minutos. 

Para monitorizar la migración del DNA en el gel se incluyeron dos colorantes en la solución 

digerida de carga: xileno-cianol (Bio-Rad) y azul de bromofenol (Bio-Rad). En todos los geles se incluyó 

un marcador de tamaño, correspondiente con el DNA del fago ΦX-174 cortado con la endonucleasa 

HaeIII. 

 

Figura 21: Discriminación alélica mediante digestión con endonucleasas de restricción.  
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Tras la electroforesis, los fragmentos se visualizaron en el gel de agarosa gracias a SYBR® 

Safe, que actúa intercalándose entre las bases nitrogenadas del DNA y emitiendo fluorescencia al ser 

expuesto a la luz ultravioleta (254nm). Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un 

sistema de fotografía digital (Kodak DC40) acoplado a un programa informático de tratamiento de 

imágenes (Kodak Digital Science 1D) (figura 21). 

 

4.3.1.1.- Análisis del polimorfismo rs1048661 (R141L) en el gen LOXL1 

El gen que codifica la enzima LOXL1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 15, 

localización 15q24.1. El polimorfismo rs1048661 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio 

de arginina (R) por leucina (L) en la posición 141 (R141L) del extremo N-terminal de la proteína. La 

secuencia de nucleótidos reconocida por la endonucleasa SmaI (figura 22) hace que se generen distintos 

fragmentos de DNA dependiendo de la secuencia génica de cada individuo. 

 

Figura 22: Secuencia reconocida por la enzima SmaI. 

 

Los genotipos generados por este polimorfismo son (figura 23):  

 Genotipo T/T: (homocigoto): tres fragmentos de 395, 226 y 130 pares de bases (pb) 

 Genotipo G/G (homocigoto): cuatro fragmentos de 226, 201, 194 y 130 pb 

 Genotipo G/T (heterocigoto): cinco fragmentos de 395, 226, 201, 194 y 130 pb 
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    Mk     GG     GT      GG      GG        TT        GT         GG           

Figura 23: Genotipos del polimorfismo rs1048661 de LOXL1 (Mk: marcador). 

 

4.3.2.- Discriminación alélica mediante PCR con sondas TaqMan 

En la PCR con sondas TaqMan los procesos de amplificación del DNA y detección alélica se 

producen de manera simultánea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna reacción posterior.  

Mediante detección por fluorescencia durante el proceso de amplificación se puede medir la 

cantidad de DNA sintetizado, ya que la emisión de fluorescencia producida en la reacción es directamente 

proporcional a la cantidad de DNA formado. Esto permite conocer y registrar la cinética de la reacción de 

amplificación en cada momento [307]. Los termocicladores que llevan a cabo la PCR con sondas Taqman 

incorporan un lector de fluorescencia y están diseñados para poder medir la fluorescencia emitida en 

cada uno de los viales donde se realiza la amplificación.  

Los sistemas de detección por fluorescencia empleados en la PCR con sondas Taqman pueden 

ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas específicas marcadas con fluorocromos. En nuestro 
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estudio se han empleado sondas específicas marcadas con fluorocromos para la discriminación alélica: 

un donador en el extremo 5’, que emite fluorescencia al ser excitado, y un aceptor en el extremo 3’, que 

absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y 

aceptora deben estar espacialmente próximas. Además, el espectro de emisión de la primera se ha de 

solapar con el espectro de absorción de la segunda. En todos nuestros ensayos de discriminación alélica 

mediante PCR con sondas Taqman los fluorocromos empleados fueron VIC y FAM. 

Mientras la sonda está intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. 

Sin embargo, durante la amplificación del DNA diana la sonda se hibrida con su cadena complementaria. 

Al desplazarse a lo largo de la cadena en su acción de síntesis, la DNA polimerasa Taq, que tiene 

actividad 5’exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose así la liberación del 

fluorocromo donador. Como donador y aceptor están espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por 

el primero es captada por el lector (figura 24). 

 

 

 

Figura 24: Mecanismo de la PCR con sondas Taqman. 
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El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridación de las sondas, lo 

que conlleva un aumento en la misma proporción de la fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas 

garantiza la especificidad de la detección y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales. 

Nuestro estudio se realizó en un termociclador de Applied Biosystems® que dispone de varios 

canales de lectura y permite detectar la emisión de distintos fluorocromos a la vez. De esa manera, se 

pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos para identificar los diferentes alelos 

descritos en cada uno de los genes estudiados (figura 25). 

 

 

Figura 25: Discriminación alélica mediante PCR con sondas Taqman. 
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La reacción de amplificación se lleva a cabo en el termociclador automático StepOne Real-Time 

PCR de Applied Biosystems®, siguiendo el mismo esquema para los distintos SNP: 

a) Realización del sustrato: 

  En una placa de 96 celdas, se pone como sustrato en cada una de ellas: 

 5 l del compuesto comercial PCR Taqman®, que proporciona la enzima necesaria 

para la amplificación, la DNA polimerasa Taq. 

 0,25 l del compuesto comercial que contiene el oligonucleótido cebador primer 

“forward”, el oligonucleótido cebador primer “reverse” y las sondas marcadas con 

fluorocromo de VIC y FAM. 

 4,25 l de agua destilada. 

 0,5 l = 5 ng de DNA (concentración 10-20 µg/ml).  

Como control se rellenan cuatro celdillas de cada placa con el mismo sustrato sin  DNA. 

b) Fases del programa:  

 Se coloca la placa realizada en el citado termociclador de Applied Biosystems®, en el que las 

muestras se someten al siguiente proceso (tabla 7): 

 

Tabla 7: Fases realizadas por el StepOne Real-Time PCR de Applied Biosystems®. 

Nº de Ciclos Temperatura Tiempo Proceso 

1 50°C 3 minutos Desnaturalización 

30 

92°C 

60°C 

72°C 

30 segundos 

30 segundos 

1 minuto 

Desnaturalización 

Anillamiento 

Extensión 

1 72°C 10 minutos Extensión 
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c) Análisis: 

 Se realiza un análisis de la detección de fluorescencia que nos da una representación gráfica en 

la que se muestran los resultados de la discriminación alélica realizada y su distribución en nuestro grupo 

de pacientes y controles. 

 

4.3.2.1.- Análisis de polimorfismos en el gen LOXL1 

El gen que codifica la enzima LOXL1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 15, 

localización 15q24.1. Se llevó a cabo el estudio de dos SNP diferentes de este gen: 

El polimorfismo rs3825942 de LOXL1 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de 

glicina (G) por ácido aspártico (D) en la posición 153 (G153D) del extremo N-terminal de la proteína. 

Para la realización de PCR a tiempo real se emplearon como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 

5’ TCCGTCTCCCAGCAACGGCACGGGG 3’ 

5’ CTCCGCCTCCTCGGTCTCGGCTTCG 3’ 

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC:  GGGGACTCC 

FAM:  GGGGGCTCC 

El polimorfismo rs2165241 de LOXL1 es un SNP intrónico que no provoca cambios en la 

secuencia de la proteína. 

Para la realización de la PCR a tiempo real se emplearon como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 

5’ AACTGAGCTCTCAAATGCCACAATA 3’ 

5’ TGGCAGAGGCATGCCTGGGACTTGG 3’ 
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Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC: AATAGTGGC 

FAM: AATATTGGC 

La reacción de amplificación y la posterior discriminación alélica para ambos SNP se realizó en 

el termociclador automático StepOne Real-Time PCR de Applied Biosystems® de acuerdo al esquema ya 

explicado (ver 4.3.2.), obteniendo la configuración alélica de los grupos control y paciente para ambos 

polimorfismos (figuras 26 y 27). 

 

 

Figura 26: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs3825942 del gen LOXL1 en el grupo 

control. 
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Figura 27: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs2165241 del gen LOXL1 en el grupo 

de pacientes. 

 

4.3.2.2.- Análisis del polimorfismo rs2241880 en el gen ATG16L1  

El gen que codifica ATG16L1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 2, localización 

2q37.1. El polimorfismo rs2241880 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de treonina 

(T) por alanina (A) en la posición 300 (T300A) del extremo N-terminal de la proteína. 

Para la realización de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 
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5’ CCCAGTCCCCCAGGACAATGTGGAT  3’ 

5’ CTCATCCTGGTTCTGGTAAAGAAGT 3’ 

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC: GGATACTCA 

FAM: GGATGCTCA 

Tras la reacción de amplificación y la posterior discriminación alélica, se obtuvo la 

correspondiente configuración alélica de los grupos control y paciente (figura 28). 

 

 

Figura 28: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs2241880 del gen ATG16L1 en el 

grupo control. 
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4.3.2.3.- Análisis del polimorfismo rs1864183 en el gen ATG10 

 El gen que codifica ATG10 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 5, localización 5q14.2. 

El polimorfismo rs1864183 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de treonina (T) por 

metionina (M) en la posición 212 (T212M) del extremo N-terminal de la proteína.  

 

 

Figura 29: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs1864183 del gen ATG10  para el grupo 

control. 

 

 Para la realización de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 
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5’ CTACCTCTGAGTTATGCCAAAGCAA 3’ 

5’ GTCTCAGGATGAACGAAATGTCCCT 3’ 

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC: GCAACGTCT 

FAM: GCAATGTCT 

 Tras la reacción de amplificación y la posterior discriminación alélica, se obtuvo la 

correspondiente configuración alélica de los grupos control y paciente (figura 29). 

 

4.3.2.4.- Análisis del polimorfismo rs3759601 en el gen ATG2B 

 El gen que codifica ATG2B se encuentra en el brazo largo del cromosoma 14, localización 

14q32.2. El polimorfismo rs3759601 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de 

glutamina (Q) por ácido glutámico (E) en la posición 1383 (Q1383E) del extremo N-terminal de la 

proteína. 

 Para la realización de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 

5’ GCTGACTGTACCTTAGACCTTCTTT 3’ 

5’ AAAGGCTCCAGGCTTCATATCTGCC 3’ 

Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC: CTTTCAAAG 

FAM: CTTTGAAAG 

 Tras la reacción de amplificación y la posterior discriminación alélica, se obtuvo la 

correspondiente configuración alélica de los grupos control y paciente (figura 30). 
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Figura 30: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs3759601 d ATG2B  para el grupo de 

pacientes. 

 

4.3.2.5.- Análisis del polimorfismo rs2245214 en el gen ATG5 

 El gen que codifica ATG5 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 6, localización 6q21. El 

polimorfismo rs2245214 es un SNP intrónico que no provoca cambios en la secuencia de la proteína. 

 Para la realización de PCR a tiempo real empleamos como cebadores los siguientes 

oligonucleótidos: 

5’ ATTTTTATATGAACTTATCAGTAGA 3’ 

5’ TAGCCAAAAAAGAAGCTTCATATAA 3’ 
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Las sondas marcadas con fluorocromos utilizadas fueron: 

VIC: TAGACTAGC 

FAM: TAGAGTAGC 

 Tras la reacción de amplificación y la posterior discriminación alélica, se obtuvo la 

correspondiente configuración alélica de los grupos control y paciente (figura 31). 

 

 

Figura 31: Representación gráfica de la distribución alélica del SNP rs2245214 del gen ATG5 para el grupo control. 
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5.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se realizó un análisis descriptivo de todas las variables recogidas en el estudio. Las variables 

continuas se describieron en términos de tendencia central y las variables categóricas u ordinales 

mediante frecuencias y porcentajes.  

Antes de realizar el análisis de asociación se comprobó si los distintos polimorfismos cumplían el 

principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles, como representantes de la 

población general. 

Las frecuencias alélicas y genotípicas de los grupos se analizaron con el test de chi cuadrado 

(2) de Pearson, expresando la magnitud de la asociación mediante la Odds ratio (OR) y su precisión 

mediante el intervalo de confianza de la OR. En todos los casos se consideró que existían diferencias 

estadísticamente significativas cuando se obtenían valores de p<0,05.  

El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS (versión 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL). 
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6.- ASPECTOS ÉTICOS Y LEGALES 

 

 El estudio fue presentado y aceptado por el Comité Ético de Investigación Clínica del Complejo 

Asistencial Universitario de Salamanca. Todas las muestras se obtuvieron, previa firma del 

consentimiento informado correspondiente (anexo2), siguiendo las normas legales para Estudios Clínicos 

en España y las del Comité Ético de Investigación Clínica del Complejo Asistencial Universitario de 

Salamanca. Se tuvieron presentes en todo momento los principios expuestos en la Declaración de 

Helsinki (Asociación Médica Mundial, 59ª Asamblea General, Corea, 2008) para la investigación médica 

en seres humanos. 
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1.- DATOS DEMOGRÁFICOS 

 

1.1.- PACIENTES 

 

 Para la realización de nuestro trabajo hemos estudiado un total de 190 individuos procedentes 

del Servicio de Oftalmología del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, distribuidos en dos 

grupos (figura 32):  

1. Un grupo control de 90 individuos sanos. 

2. Un grupo de casos de 100 individuos que presentaban pseudoexfoliación. Este grupo lo hemos 

dividido a su vez en dos subgrupos: los sujetos con SPEX (60) y los sujetos con GPEX (40).  

 

Figura 32: Distribución de los grupos de la muestra. 

1.2.- EDAD Y SEXO 

  

No se apreciaron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la distribución de sexo 

ni edad entre el grupo control y el grupo de pacientes (tabla 8), ni entre los subgrupos de pacientes con 

SPEX y GPEX (tabla 9). 
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Tabla 8: Edad y sexo de los casos y el grupo control, y análisis estadístico de las diferencias entre ambos grupos. 

 
CASOS 
(n=100) 

CONTROLES 
(n=90) 

p 

EDAD 

(años±DS) 
74,6 ± 7,5 76,5 ± 8,2 0,09 

SEXO 
47 hombres (47%) 

53 mujeres (53%) 

52 hombres (58%) 

38 mujeres (42%) 
0,13 

 

 

Tabla 9: Edad y sexo de los pacientes con SPEX y GPEX, y análisis estadístico de las diferencias entre ambos 

grupos. 

 
SPEX 
(n=60) 

GPEX 
(n=40) 

p 

EDAD 

(años±DS) 
73,9 ± 7,91 75,5 ± 7,79 0,32 

SEXO 
25 hombres (42%) 

35 mujeres (58%) 

11 hombres (27%) 

29 mujeres (73%) 
0,15 

 

 

1.3.- ENFERMEDADES SISTÉMICAS Y HÁBITOS TÓXICOS 

 

Se realizó un análisis de los antecedentes sistémicos de los individuos del estudio en el que 

incluimos las enfermedades y los hábitos tóxicos más frecuentes que suponen un factor de riesgo 

cardiovascular. Tras analizar dichos factores en los grupos de casos y controles y en los subgrupos de 

enfermedad, SPEX y GPEX, comprobamos una distribución homogénea de los mismos entre los distintos 

grupos (tablas 10-17). 
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Tabla 10: Distribución de la presencia de HTA en el grupo de casos comparado con el grupo control. 

HTA 

 SI NO p 

CASOS 55 (55%) 45 (45%) 
0,59 

CONTROLES 46 (51,1%) 44 (48,9%) 

 

 

Tabla 11: Distribución de la presencia de DM en el grupo de casos comparado con el grupo control. 

DM 

 SI NO p 

CASOS 18 (18%) 82 (82%) 

0,36 
CONTROLES 21 (23,3%) 69 (76,7%) 

 

 

Tabla 12: Distribución de la presencia de hipercolesterolemia en el grupo de casos comparado con el grupo control. 

HIPERCOLESTEROLEMIA 

 SI NO p 

CASOS 20 (20%) 80 (80%) 

0,36 
CONTROLES 23 (25,6%) 67 (74,4%) 

 

 

Tabla 13: Distribución de la presencia de hábito tabáquico en el grupo de casos comparado con el grupo control. 

TABACO 

 SI NO p 

CASOS 16 (16%) 84 (84%) 

0,74 
CONTROLES 16 (17,8%) 74 (82,2%) 
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Tabla 14: Distribución de la presencia de HTA en el grupo de SPEX comparado con el grupo de GPEX. 

HTA 

 SI NO p 

SPEX 32 (53,3%) 28 (46,7%) 
0,68 

GPEX 23 (57,5%) 17 (42,5%) 

 

 

Tabla 15: Distribución de la presencia de DM en el grupo de SPEX comparado con el grupo de GPEX. 

DM 

 SI NO p 

SPEX 11 (18,3%) 49 (81,7%) 

0,92 
GPEX 7 (17,5%) 33 (82,5%) 

 

 

Tabla 16: Distribución de la presencia de hipercolesterolemia en el grupo de SPEX comparado con grupo de GPEX. 

HIPERCOLESTEROLEMIA 

 SI NO p 

SPEX 13 (21,7%) 47 (78,3%) 

0,61 
GPEX 7 (17,5%) 33 (82,5%) 

 

 

Tabla 17: Distribución de la presencia de hábito tabáquico en el grupo de SPEX comparado con el grupo de GPEX. 

TABACO 

 SI NO p 

SPEX 10 (16,7%) 50 (83,3%) 

0,82 
GPEX 6 (15%) 34 (85%) 
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2.- ESTUDIO GENÉTICO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LA PSEUDOEXFOLIACIÓN 

 

2.1.- ESTUDIO DEL GEN LOXL1 

  

 Este gen es uno de los componentes de la familia lixil-oxidasa y codifica una enzima que tiene un 

papel esencial en la correcta formación del tejido conectivo. Se han descrito diferentes variantes 

transcripcionales que codifican distintas isoformas de la proteína y se ha demostrado su implicación en el 

desarrollo de la pseudoexfoliación en diversas poblaciones. En nuestro trabajo hemos incluido los tres 

SNP de LOXL1 más estudiados hasta el  momento (tabla 18). 

 

Tabla 18: SNP de LOXL1 estudiados en este trabajo. 

GEN SNP 
Localización 

Cromosómica 
Región Génica 

Cambio en el 
DNA 

Cambio en la 
Proteína 

LOXL1 rs1048661 15q24.1 Exón 1 G>T Arg141Leu 

LOXL1 rs3825942 15q24.1 Exón 1 A>G Gly153Asp 

LOXL1 rs2165241 15q24.1 Intrón 1 C>T ---- 
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LOXL1 (rs3825942) 

 

El polimorfismo rs3825942 de LOXL1 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de 

glicina (G) por ácido aspártico (D) en la posición 153 (G153D) del extremo N-terminal de la proteína y que 

determina la aparición de tres genotipos diferentes: AA, AG y GG. 

En el análisis de la distribución de frecuencias alélicas del grupo de pacientes y el grupo control 

para este polimorfismo, encontramos una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p 

= <0,001), con una Odds ratio de 5,71 (tabla 19), definiéndose de esta manera el alelo G como alelo de 

riesgo para padecer la enfermedad. 

 

Tabla 19: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs3825942 en casos y controles. 

LOXL1 rs3825942 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p OR (IC 95%) 

A 

G 

6 (3%) 

194 (97%) 

27 (15%) 

153 (85%) 
<0,001 

5,71 
(2,30-14,17) 

GENOTIPO     

AA 

AG 

GG 

1 (1%) 

4 (4%) 

95 (95%) 

3 (3,3%) 

21 (23,3%) 

66 (73,3%) 

<0,001  

AA 

AG + GG 

1 (1%) 

99 (99%) 

3 (3%) 

87 (97%) 
0,26  

AA + AG 

GG 

5 (5%) 

95 (95%) 

24 (27%) 

66 (73%) 
<0,001 

6,91 
(2,51-19,03) 
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Al comparar las distribución de las frecuencias genotípicas, comprobamos que existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p = <0,001), pudiéndose observar una 

proporción significativamente mayor del genotipo GG en el grupo de pacientes (tabla 19). 

Al realizar el análisis comparativo de las distribuciones genotípicas agrupando a los sujetos que 

presentan el alelo A en sus dos formas homocigótica y heterocigótica (AA y GA), respecto a los 

homocigotos para el alelo (GG), observamos una significación estadística (p = <0,001), siendo la 

presencia del alelo A muy minoritaria en el grupo de pacientes, con una Odds ratio de 6,91 (tabla 19), lo 

que permite definir el genotipo GG como el genotipo de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. 

En la comparación de la distribución genotípica agrupando a los sujetos que presentan el alelo G 

(GG y GA) frente a los homocigotos para el alelo A (AA), no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas (p = 0,26) (tabla 19), lo que nos lleva a concluir que este genotipo AA no jugaría, en 

principio, ningún papel de riesgo o protección frente a la enfermedad. 

Cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del polimorfismo 

rs3825942 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 20). 
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Tabla 20: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs3825942 en SPEX y GPEX. 

LOXL1 rs3825942 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

A 

G 

3 (4%) 

77 (96%) 

3 (2%) 

117 (98%) 
0,61 

GENOTIPO    

AA 

AG 

GG 

0 (0%) 

3 (8%) 

37 (92%) 

1 (2%) 

1 (2%) 

58 (96%) 

0,25 

AA 

AG + GG 

0 (0%) 

40 (100%) 

1 (2%) 

59 (98%) 
0,41 

AA + AG 

GG 

3 (8%) 

37 (92%) 

2 (4%) 

58 (96%) 
0,35 
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LOXL1 (rs2165241) 

 

El polimorfismo rs2165241 de LOXL1 es un SNP intrónico que no provoca cambios en la 

secuencia de la proteína y que determina la aparición de tres genotipos: CC, CT y TT.  

En el análisis de la distribución de frecuencias alélicas del grupo de pacientes y el grupo control 

para este polimorfismo, encontramos una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p 

= <0,001), con una Odds ratio de 2,19 (tabla 21), definiéndose de esta manera el alelo T como alelo de 

riesgo para padecer la enfermedad. 

 

Tabla 21: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs2165241 en casos y controles. 

LOXL1 rs2165241 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p OR (IC 95%) 

C 

T 

59 (29%) 

141 (71%) 

86 (48%) 

94 (52%) 
<0,001 

2,19 
(1,43-3,33) 

GENOTIPO     

CC 

CT 

TT 

8 (8%) 

43 (45%) 

49 (47%) 

24 (27%) 

38 (42%) 

28 (31%) 

0,001  

CC 

CT + TT 

8 (8%) 

92 (92%) 

24 (27%) 

66 (73%) 
<0,001 

0,24 
(0,10-0,57) 

CC + CT 

TT 

51 (51%) 

49 (49%) 

62 (69%) 

28 (31%) 
0,01 

2,13 
(1,17-3,85) 
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Al comparar las distribución de las frecuencias genotípicas, comprobamos igualmente que existe 

una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p = 0,001), pudiéndose observar una 

proporción significativamente mayor del genotipo CC en el grupo de controles que en el de enfermos 

(tabla 21). 

Al realizar el análisis comparativo de las distribuciones genotípicas agrupando a los sujetos que 

presentan el alelo T en sus dos formas homocigótica y heterocigótica (TT y CT) respecto a los 

homocigóticos para el alelo C (CC), observamos una significación estadística (p = <0,001), con una Odds 

ratio de 0,24 (tabla 21), lo que permite determinar un papel protector del genotipo homocigótico CC frente 

al desarrollo de la enfermedad. 

De igual manera, en la comparación de la distribución genotípica agrupando a los sujetos que 

presentan el alelo C (CC y CT) frente a los homocigotos para el alelo T (TT), observamos una 

significación estadística (p = 0,01), con una Odds ratio de 2,13 (tabla 21),  lo que demuestra que ser 

portador del genotipo TT confiere un aumento del riesgo en el desarrollo de la enfermedad. 

Cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del polimorfismo 

rs2165241 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 22). 
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Tabla 22: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs2165241 en SPEX y GPEX. 

LOXL1 rs2165241 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

C 

T 

18 (23%) 

62 (77%) 

41 (34%) 

79 (66%) 
0,08 

GENOTIPO    

CC 

CT 

TT 

2 (5%) 

14 (35%) 

24 (60%) 

6 (10%) 

29 (48%) 

25 (42%) 

0,18 

CC 

CT + TT 

2 (5%) 

38 (95%) 

6 (10%) 

54 (90%) 
0,37 

CC + CT 

TT 

16 (40%) 

24 (60%) 

35 (58%) 

25 (42%) 
0,07 
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LOXL1 (rs1048661) 

 

 El polimorfismo rs1048661 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de arginina 

(R) por leucina (L) en la posición 141 (R141L) del extremo N-terminal de la proteína y que determina la 

aparición de tres genotipos diferentes: GG, GT y TT. 

 En el análisis de la distribución de frecuencias alélicas del grupo de pacientes y el grupo control 

para este polimorfismo, no encontramos diferencias estadísticamente significativas (p = 0,19) (tabla 23). 

 Al comparar la distribución de las frecuencias genotípicas, comprobamos igualmente que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (p = 0,10) (tabla 23).  

 

Tabla 23: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs1048661 en casos y controles. 

LOXL1 rs1048661 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p OR (IC 95%) 

G 

T 

155 (77%) 

45 (23%) 

129 (72%) 

51 (28%) 
0,19  

GENOTIPO     

GG 

GT 

TT 

57 (57%) 

41 (41%) 

2 (2%) 

47 (52%) 

35 (39%) 

8 (9%) 

0,10  

GG 

GT + TT 

57 (57%) 

43 (43) 

47 (52%) 

43 (48%) 
0,51  

GG + GT 

TT 

98 (98%) 

2 (2%) 

82 (91%) 

8 (9%) 
0,03 

0,21 
(0,04-1,01) 
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 Al realizar el análisis comparativo de las distribuciones genotípicas agrupando a los sujetos que 

presentan el alelo G en sus dos formas homocigótica y heterocigótica (GG y GT) respecto a los 

homocigotos para el alelo T (TT), observamos una significación estadística (p = 0,03) (tabla 23). Esto 

determinaría teóricamente un papel protector del genotipo homocigótico TT frente al desarrollo de la 

enfermedad. Sin embargo, al calcular el riesgo para dicha asociación (OR: 0,21; IC 95%: 0,04-1,01) (tabla 

23), el intervalo de confianza obtenido nos hace rechazar esa significación.  

En la comparación de la distribución genotípica agrupando a los sujetos que presentan el alelo T 

(TT y GT) frente a los homocigotos para el alelo G (GG), no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas (p = 0,51) (tabla 23). 

Cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del polimorfismo 

rs1048661 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 24). 
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Tabla 24: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs1048661 en SPEX y GPEX. 

LOXL1 rs1048661 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

G 

T 

64 (80%) 

16 (20%) 

91 (76%) 

29 (24%) 
0,49 

GENOTIPO    

GG 

GT 

TT 

24 (60%) 

16 (40%) 

0 (0%) 

33 (55%) 

25 (42%) 

2 (3%) 

0,48 

GG 

GT + TT 

24 (60%) 

16 (40%) 

33 (55%) 

27 (45%) 
0,62 

GG + GT 

TT 

40 (100%) 

0 (0%) 

58 (97%) 

2 (3%) 
0,24 
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ANÁLISIS DE HAPLOTIPOS 

 

 Nos planteamos cuál podría ser el riesgo de padecer pseudoexfoliación si la persona presentaba 

simultáneamente varios de los alelos estudiados que han demostrado aumentar la susceptibilidad de 

padecer la enfermedad en nuestro estudio. 

 Para ello realizamos un análisis de haplotipos, estableciendo una comparación de las 

frecuencias de las distintas combinaciones de alelos presentes en los individuos de nuestra población y 

estimando la existencia de una significación estadística. 

 Para nuestra población el haplotipo GGT quedó definido como el haplotipo de riesgo para 

padecer la enfermedad (tabla 25). En oposición, los haplotipos GAC y TAC demostraron tener cierto 

papel protector frente al desarrollo de la enfermedad (tabla 25). 

 

Tabla 25: Distribución porcentual de haplotipos de los tres SNP de LOXL1 estudiados en casos y controles. 

HAPLOTIPOS 

rs1048661 rs3825942 rs2165241 CASO CONTROL p OR (IC 95%) 

G G T 40,4 28,5 0,008 1,70 (1,02-3,06) 

G G C 21,1 22,4 0,733  

T G C 18 18,9 0,809  

T G T 16,2 10,5 0,076  

G A C 2,6 10,1 0,002 0,23 (0,06-0,96) 

G A T 1,3 4,4 0,063  

T A C 0,4 4,8 0,020 0,08 (0,00-2,03) 

T A T - 0,4 -  
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2.2.- ESTUDIO DE LOS GENES DE AUTOFAGIA 

  

 Este grupo de genes se encargan de regular un proceso catabólico reparativo en el que las 

células digieren los productos de desecho de su propio metabolismo con el fin de mejorar la 

supervivencia celular, llamado autofagia. Se han descrito diferentes variantes transcripcionales de los 

distintos genes implicados en el proceso de autofagia. En nuestro trabajo hemos incluido cuatro SNP de 

distintos genes ATG: ATG16L1, ATG10, ATG2B y ATG5 (tabla 26). 

 

Tabla 26: SNP de genes ATG estudiados en este trabajo. 

GEN SNP 
Localización 

Cromosómica 
Región Génica 

Cambio en el 
DNA 

Cambio en la 
Proteína 

ATG16L1 rs2241880 2q37.1 Exón 9 A>G Thr300Ala 

ATG10 rs1864183 5q14.2 Exón 6 C>T Thr212Met 

ATG2B rs3759601 14q32.2 Exón 25 C>G Gln1383Glu 

ATG5 rs2245214 6q21 Intrón 6 C>G ---- 
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ATG16L1 (rs2241880) 

 

 El polimorfismo rs2241880 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de treonina 

(T) por alanina (A) en la posición 300 (T300A) del extremo N-terminal de la proteína y que determina la 

aparición de tres genotipos diferentes: AA, AG y GG. 

En el análisis de la distribución de frecuencias alélicas del grupo de pacientes y el grupo control 

para este polimorfismo, encontramos una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p 

= 0,006), con una Odds ratio de 1,77 (tabla 27), definiéndose de esta manera el alelo A como alelo de 

riesgo para el desarrollo de la enfermedad. 

 

Tabla 27: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs2241880 en casos y controles. 

ATG16L1 rs2241880 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p OR (IC 95%) 

A 

G 

107 (54%) 

93 (46%) 

71 (39%) 

109 (61%) 
0,006 

1,77 
(1,17-2,66) 

GENOTIPO     

AA 

AG 

GG 

30 (30%) 

47 (47%) 

23 (23%) 

13 (14%) 

45 (50%) 

32 (36%) 

0,02  

AA 

AG + GG 

30 (30%) 

70 (70%) 

13 (14%) 

77 (86%) 
0,01 

2,54 
(1,23-5,25) 

AA + AG 

GG 

77 (77%) 

23 (23%) 

58 (64%) 

32 (36%) 
0,056 

0,54 
(0,29-1,02) 
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Al comparar las distribución de las frecuencias genotípicas, comprobamos igualmente que existe 

una diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p = 0,02), pudiéndose observar una 

proporción significativamente mayor del genotipo AA en el grupo de pacientes (tabla 27). 

Al realizar el análisis comparativo de las distribuciones genotípicas agrupando a los sujetos que 

presentan el alelo G en sus dos formas homocigótica y heterocigótica (GG y AG), respecto a los 

homocigotos para el alelo A (AA), observamos una significación estadística (p = 0,01), siendo la presencia 

del alelo G mayoritaria en el grupo de controles, con una Odds ratio de 2,54 (tabla 27), lo que permite 

definir el genotipo AA como el genotipo de riesgo para el desarrollo de la enfermedad.  

En la comparación de la distribución genotípica agrupando a los sujetos que presentan el alelo A 

(AA y AG) frente a los homocigotos para el alelo G (GG), no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas (p = 0,056) (tabla 27), aunque el pvalor es cercano a la significación. 

Cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del polimorfismo 

rs2241880 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 28). 
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Tabla 28: Distribuciones genotípica y alélica del polimorfismo rs2241880 en SPEX y GPEX. 

ATG16L1 rs2241880 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

A 

G 

48 (60%) 

32 (40%) 

59 (49%) 

61 (51%) 
0,13 

GENOTIPO    

AA 

AG 

GG 

16 (40%) 

16 (40%) 

8 (20%) 

14 (23%) 

31 (52%) 

15 (25%) 

0,20 

AA 

AG + GG 

16 (40%) 

24 (60%) 

14 (23%) 

46 (77%) 
0,07 

AA + AG 

GG 

32 (80%) 

8 (20%) 

45 (75%) 

15 (25%) 
0,56 
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ATG10 (rs1864183) 

 

 El polimorfismo rs1864183 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de treonina 

(T) por metionina (M) en la posición 212 (T212M) del extremo N-terminal de la proteína y que determina la 

aparición de tres genotipos diferentes: CC, CT y TT. 

En el análisis de la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del grupo de pacientes y el 

grupo control para este polimorfismo, no encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 

29). 

 

Tabla 29: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs1864183 en casos y controles. 

ATG10 rs1864183 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p 

C 

T 

103 (52%) 

97 (48%) 

105 (58%) 

75 (42%) 
0,18 

GENOTIPO    

CC 

CT 

TT 

29 (29%) 

45 (45%) 

26 (26%) 

35 (39%) 

35 (39%) 

20 (22%) 

0,35 

CC 

CT + TT 

29 (29%) 

71 (71%) 

35 (39%) 

55 (61%) 
0,15 

CC + CT 

TT 

74 (74%) 

26 (26%) 

70 (78%) 

20 (22%) 
0,54 
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De igual manera, cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del 

polimorfismo rs1864183 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, 

tampoco encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 30). 

 

Tabla 30: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs1864183 en SPEX y GPEX. 

ATG10 rs1864183 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

C 

T 

37 (46%) 

43 (54%) 

66 (55%) 

54 (45%) 
0,23 

GENOTIPO    

CC 

CT 

TT 

8 (20%) 

21 (52%) 

11 (28%) 

21 (35%) 

24 (40%) 

15 (25%) 

0,25 

CC 

CT + TT 

8 (20%) 

32 (80%) 

21 (35%) 

39 (65%) 
0,11 

CC + CT 

TT 

29 (72%) 

11 (28%) 

45 (75%) 

15 (25%) 
0,78 
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ATG2B (rs3759601) 

 

 El polimorfismo rs3759601 es un SNP exónico no-sinónimo que provoca un cambio de glutamina 

(Q) por ácido glutámico (E) en la posición 1383 (Q1383E) del extremo N-terminal de la proteína y que 

determina la aparición de tres genotipos diferentes: CC, CG y GG. 

En el análisis de la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del grupo de pacientes y el 

grupo control para este polimorfismo, no encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 

31). 

 

Tabla 31: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs3759601 en casos y controles. 

ATG2B rs3759601 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p 

C 

G 

65 (33%) 

135 (67%) 

63 (35%) 

117 (65%) 
0,61 

GENOTIPO    

CC 

CG 

GG 

13 (13%) 

39 (39%) 

48 (48%) 

10 (11%) 

43 (48%) 

37 (41%) 

0,48 

CC 

CG + GG 

13 (13%) 

87 (87%) 

10 (11%) 

80 (89%) 
0,69 

CC + CG 

GG 

52 (52%) 

48 (48%) 

53 (59%) 

37 (41%) 
0,34 
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De igual manera, cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del 

polimorfismo rs2245214 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, 

tampoco encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 32). 

 

Tabla 32: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs3759601 en SPEX y GPEX. 

ATG2B rs3759601 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

C 

G 

23 (26%) 

57 (74%) 

46 (38%) 

74 (62%) 
0,71 

GENOTIPO    

CC 

CG 

GG 

6 (15%) 

11 (28%) 

23 (57%) 

9 (15%) 

28 (47%) 

23 (38%) 

0,33 

CC 

CG + GG 

6 (15%) 

34 (85%) 

9 (15%) 

51 (85%) 
0,80 

CC + CG 

GG 

17 (43%) 

23 (57%) 

37 (62%) 

23 (38%) 
0,18 
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ATG5 (rs2245214) 

 

 El polimorfismo rs2245214 es un SNP intrónico que no provoca cambios en la secuencia de la 

proteína y que determina la aparición de tres genotipos: CC, CG y GG. 

En el análisis de la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del grupo de pacientes y el 

grupo control para este polimorfismo, no encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 

33). 

 

Tabla 33: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs2245214 en casos y controles. 

ATG5 rs2245214 

ALELO 
CASOS 
n (%) 

CONTROLES 
n (%) 

p 

C 

G 

133 (66%) 

67 (34%) 

118 (65%) 

62 (35%) 
0,85 

GENOTIPO    

CC 

CG 

GG 

41 (41%) 

51 (51%) 

8 (8%) 

40 (45%) 

38 (42%) 

12 (13%) 

0,33 

CC 

CG + GG 

41 (41%) 

59 (59%) 

40 (45%) 

50 (55%) 
0,63 

CC + CG 

GG 

92 (92%) 

8 (8%) 

78 (87%) 

12 (13%) 
0,23 

 

 

 



ESTUDIO GENÉTICO DEL SÍNDROME PSEUDOEXFOLIATIVO|RESULTADOS 

 

133 
 

De igual manera, cuando comparamos la distribución de las frecuencias alélica y genotípica del 

polimorfismo rs2245214 de los sujetos que presentan SPEX respecto a los que han desarrollado GPEX, 

tampoco encontramos diferencias estadísticamente significativas (tabla 34). 

 

Tabla 34: Distribuciones alélica y genotípica del polimorfismo rs2245214 en SPEX y GPEX. 

ATG5 rs2245214 

ALELO 
GPEX 
n (%) 

SPEX 
n (%) 

p 

C 

G 

52 (65%) 

28 (35%) 

81 (67%) 

39 (33%) 
0,71 

GENOTIPO    

CC 

CG 

GG 

17 (42%) 

18 (45%) 

5 (13%) 

24 (40%) 

33 (55%) 

3 (5%) 

0,33 

CC 

CG + GG 

17 (42%) 

23 (58%) 

24 (40%) 

36 (60%) 
0,80 

CC + CG 

GG 

35 (87%) 

5 (13%) 

57 (95%) 

3 (5%) 
0,18 
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El SPEX y su consecuente complicación, el GPEX, conforman una entidad clínica crónica 

potencialmente invalidante que supone un importante motivo de consulta a partir de la 7ª década de la 

vida en nuestro medio.  

El desarrollo de SPEX está invariablemente asociado al proceso de envejecimiento. Se ha 

demostrado en múltiples estudios que la prevalencia de esta enfermedad se incrementa 

significativamente con la edad [66]. Es por ello que ante el aumento de la esperanza de vida alcanzado 

en las últimas décadas en los países occidentales, esta entidad haya adquirido una mayor importancia 

clínica, hasta el punto de ser reconocida como la primera causa identificable de GAA [1, 2]. 

El SPEX puede inducir otros procesos patológicos oftalmológicos asociados, como la 

subluxación del cristalino, la disfunción de la barrera hemato-acuosa o importantes complicaciones 

durante la cirugía de la catarata [10-12]. El GPEX, por su parte, presenta un peor pronóstico que otros 

GAA, con una progresión más rápida e insidiosa y un mayor daño del nervio óptico [2]. 

A pesar de su prevalencia e importancia clínica, la etiopatogenia de la enfermedad no se conoce 

con exactitud. Dado su posible carácter genético, puesto de manifiesto en trabajos previos [252-255], nos 

pareció interesante realizar un estudio de distintos polimorfismos, algunos ya analizados en otras 

poblaciones, que nos permitiese determinar la relación que estos pudieran tener con la susceptibilidad de 

padecer SPEX/GPEX en la población española. 

Para ello, seleccionamos de manera secuencial todos los pacientes que presentaban 

pseudoexfoliación en la consulta del Servicio de Oftalmología del Complejo Asistencial Universitario de 

Salamanca y los estratificamos según su afectación en dos subgrupos: SPEX y GPEX.  
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Para formar el grupo control decidimos seleccionar individuos incluidos en la lista de espera 

quirúrgica de nuestro Servicio de Oftalmología que no presentaban pseudoexfoliación ni ninguna otra 

patología oftalmológica importante, salvo el desarrollo de catarata quirúrgica. Múltiples estudios han 

demostrado que la edad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la catarata [308, 309] y que, 

en consecuencia, su prevalencia aumenta con la edad, al igual que ocurre con el SPEX. Esto nos permitió 

conseguir con facilidad que los individuos elegidos para formar el grupo control fueran mayores de 65 

años, edad que la mayoría de estudios consideran suficiente para haber podido desarrollar la 

pseudoexfoliación y no ser clasificados como sanos erróneamente. 

Al comparar nuestro grupo de pacientes con el grupo control no encontramos diferencias 

estadísticamente significativas en cuanto a la distribución de edad y sexo (tabla 8). Si bien existen ciertos 

estudios que sugieren una presencia mayor de la enfermedad en el género femenino [67, 68], en la 

mayoría de las publicaciones no se establece una diferencia significativa entre ambos sexos [70-73], 

como ocurre en este trabajo. Nuestros resultados en este sentido tampoco pueden considerarse 

definitivos, ya que, aunque consideramos que el grupo control es representativo de la población general, 

puede estar afectado por un cierto sesgo de selección al ser pacientes reclutados de una lista de espera 

quirúrgica. 

De igual manera, dentro del grupo de pacientes, no hallamos diferencias significativas en cuanto 

a la distribución de edad y sexo entre ambos subgrupos de enfermedad, SPEX y GPEX (tabla 9). Aunque 

el desarrollo de GPEX podría ser una evolución en el tiempo del SPEX y, por tanto, podrían existir 

diferencias en la distribución de la edad, no hemos encontrado en la literatura médica estudios que 

muestren diferencias significativas al respecto. Esto hablaría en favor de la intervención de otros factores 

en el desarrollo de la enfermedad glaucomatosa, más allá del tiempo de producción del material 

pseudoexfoliativo. 
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 Algunos grupos de trabajo, basándose en hallazgos histopatológicos extraoculares [4-9], han 

definido el SPEX como un desorden sistémico generalizado de la matriz extracelular. En este sentido, se 

ha realizado una serie de estudios epidemiológicos con el fin de establecer una asociación causal entre el 

SPEX ocular y diversas afecciones sistémicas, con resultados contradictorios y no concluyentes hasta la 

fecha. Es por ello que en nuestro trabajo decidimos estudiar y comparar la presencia de las principales 

enfermedades cardiovasculares en los diferentes grupos. Al analizar los resultados, pudimos observar 

que no existe un aumento significativo de la presencia de estas enfermedades (HTA, enfermedad 

coronaria isquémica y DM) en el grupo de pacientes respecto al grupo control (tablas 10, 11 y 12). 

Observamos igualmente una distribución homogénea de dichas patologías en ambos subgrupos de 

pacientes, SPEX y GPEX (tablas 14, 15 y 16). Del mismo modo, hemos podido comprobar que en  

nuestra población el hábito tabáquico no representa un factor de riesgo para el desarrollo de la 

enfermedad pseudoexfoliativa, ni para su progresión a glaucoma (tablas 13 y 17). 

 

 

ESTUDIO DEL GEN LOXL1 

 

 El primer hallazgo importante en los estudios de asociación genética y la pseudoexfoliación fue 

la descripción de determinadas variantes del gen que codifica la enzima LOXL1. Thorleifsson y 

colaboradores [259] realizaron un análisis de asociación del genoma completo mediante el que 

identificaron  múltiples polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) que se relacionaban con la enfermedad 

glaucomatosa en población procedente de Islandia. En su trabajo determinaron la existencia de tres SNP 

diferentes, localizados a nivel de una pequeña región con fuerte desequilibrio de ligamiento localizada en 

el cromosoma 15q24.1, que codifica la proteína LOXL1, que presentaban una asociación significativa con 

el glaucoma. En el grupo de estudio habían incluido pacientes con diagnóstico de GPAA, GPEX y 



DISCUSIÓN| 

140 
 

glaucoma indeterminado. Al estratificar sus análisis por subgrupos de enfermedad, descubrieron que la 

asociación de los citados SNP con el GPAA era, aunque significativa, marginal. Sin embargo, en el caso 

del GPEX la asociación demostró ser fuertemente significativa. Repitieron sus análisis reclutando nuevos 

pacientes afectos de SPEX pero sin enfermedad glaucomatosa en este caso, obteniendo los mismos 

resultados estadísticos que en el caso del GPEX. Y postularon de esta manera por primera vez la 

asociación del gen de LOXL1 con la pseudoexfoliación. 

La proteína LOXL1 pertenece a la familia de las lisil-oxidasas, grupo de enzimas amino-oxidasas 

que intervienen en la formación del tejido conectivo de la matriz extracelular [256]. Comprende cinco 

miembros conocidos y descritos  hasta el momento: la lisil-oxidasa (LOX) y las lisil-oxidasa-like 1 al 4 

(LOXL1-4). Los cinco genes de los que dependen estas proteínas tienen una estructura exónica similar 

consistente en siete exones, cinco de los cuales (exones 2 al 6) presentan una alta similitud entre genes y 

codifican en todos los casos una secuencia de aminoácidos altamente conservada que conforma el 

dominio catalítico C-terminal de la enzima con actividad amino-oxidasa, lo que sugiere que todos los 

miembros de la familia realizarían dicha actividad. La secuencia de la estructura N-terminal, sin embargo, 

está pobremente conservada y se ha propuesto que pueda participar en actividades enzimáticas 

adicionales, como la regulación del control del crecimiento y desarrollo celular, el envejecimiento, la 

supresión tumoral o la quimiotaxis. La principal diferencia en la secuencia genética de estas proteínas 

reside principalmente en el exón 1, donde se hayan dos de los tres SNP descritos por Thorleifsson, que 

codifica el propéptido que, una vez que la LOXL1 se aproxima a la estructura de andamiaje del tejido 

conectivo, tiene que ser eliminado para la correcta activación catalítica de la enzima [260]. 

En nuestro trabajo hemos seleccionado los tres SNP descritos inicialmente por Thorleifsson 

(tabla 17), situados todos ellos en el gen que codifica la LOXL1, para evaluar el posible papel de estas 

variantes genéticas en la susceptibilidad a padecer SPEX/GPEX en la población española.  Dos de los 

SNP analizados (rs1048661 y rs3825942) son mutaciones de cambio de sentido situados en el exón 1, 

mientras que el tercero (rs2165241) es una mutación silente situada en el intrón 1. 
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En nuestra población, dos SNP de LOXL1, rs3825942 y rs2165241, han demostrado una 

asociación significativa con la enfermedad pseudoexfoliativa. 

El mayor riesgo de desarrollo de SPEX/GPEX está asociado al alelo G y al genotipo GG de 

rs3825942, siendo la probabilidad de los portadores de dichas variantes genéticas de sufrir la enfermedad 

5,71 y 6,91 veces mayor que la del resto de sujetos respectivamente (tabla 21).  

Este SNP es el más extensamente analizado en todas las publicaciones presentes en la 

literatura médica. Nuestros resultados [310] concuerdan con los estudios realizados hasta la fecha en 

múltiples poblaciones de origen caucásico y asiático de distinta localización [259, 311-340] (tabla 35).  En 

todos ellos se considera la expresión del alelo G y del genotipo homocigoto GG como factores de riesgo 

para el desarrollo de la enfermedad pseudoexfoliativa. Ahora bien, existen trabajos realizados con 

individuos de raza negra originarios de Sudáfrica en los que, al contrario de lo que ocurre en el nuestro y 

en el resto de publicaciones, el alelo A y el genotipo AA aparecen como factores de riesgo en sus 

poblaciones para el desarrollo de la enfermedad [261, 262]. Es decir, el alelo G y el genotipo GG de 

rs3825942 se asocian con un mayor riesgo de SPEX en todos los grupos étnicos, con la excepción de los 

sudafricanos de raza negra, en los que se relaciona con una menor probabilidad de desarrollar la 

enfermedad. 

En el caso del rs2165241, el alelo T y el genotipo TT demuestran igualmente una asociación 

significativa con la pseudoexfoliación, aunque el riesgo que inducen para el desarrollo de la 

pseudoexfoliación es menor, siendo de 2,19 y 2,13 veces superior que el del resto de sujetos 

respectivamente (tabla 23).  

La convergencia de nuestros resultados en este SNP con la del resto de publicaciones es menor 

que en el caso anterior (tabla 35). Se trata del polimorfismo menos extensamente estudiado de los tres y 

carecemos de referencias para algunas poblaciones, como las razas negra o árabe. Los estudios 

realizados con individuos de origen caucásico de diversa localización geográfica, coinciden en señalar al 
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alelo T y al genotipo TT como factores de riesgo para el desarrollo de la pseudoexfoliación [259, 311, 312, 

314-316, 319-322]. Sin embargo, las distribuciones alélica y genotípica para este polimorfismo 

observadas en poblaciones de origen asiático, incluyendo chinos, japoneses y coreanos, difieren del resto 

de resultados, siendo en estos casos el alelo C y el genotipo CC los considerados de riesgo [330, 337-

340]. Incluso en un estudio realizado en Japón, no se pudo comprobar ningún tipo de asociación [333]. 

En cuanto al último SNP estudiado, rs1048661, nuestros resultados apuntan a una falta de 

asociación con la enfermedad pseudoexfoliativa al no haber podido observar diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos (tabla 19).  

Por el contrario, en un estudio publicado con posterioridad a nuestros resultados, Álvarez y 

colaboradores [310] sí pudieron objetivar una asociación significativa entre el alelo G y el genotipo GG de 

este polimorfismo y la enfermedad pseudoexfoliativa en una población española. Aunque una parte 

importante de los trabajos publicados realizados con individuos de origen caucásico coinciden con esta 

asociación [259, 311-314, 317, 319-321, 323-326] , la discordancia de resultados con poblaciones de un 

mismo origen no es única y aparece del mismo modo, por ejemplo, en estudios llevados a cabo con 

individuos de origen griego o estadounidense [316, 322]. Además, como ocurría en el polimorfismo 

rs2165241, las distribuciones alélica y genotípica observadas en poblaciones de origen asiático, 

incluyendo chinos, japoneses y coreanos, difieren del resto de resultados y son en este caso el alelo T y 

el genotipo TT los que aparecen como factores de riesgo para nuestra enfermedad [330, 333-340]. 

En resumen, parece que los tres SNP de LOXL1 están involucrados en el desarrollo de la 

pseudoexfoliación, pero en los individuos de origen sudafricano y asiático deben existir otros factores 

genéticos y/o ambientales que modifican los efectos de rs3825942 y de rs1048661 y rs216524 

respectivamente, en comparación con el resto de grupos étnicos.  
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Tabla 35: Alelos de riesgo en pacientes SPEX/GPEX de los distintos SNP de LOXL1 en diferentes poblaciones.  

 rs3825942 rs2165241 rs1048661 

 Alelo P Alelo P Alelo P 

España [310] G 3.36x10-5 T 2.50x10-4 nA 0.19 

España [311] G 2.54x10-8 T 6.30x10-16 G 8.47x10-8 

Islandia [259] G 4.10x10-9 T 4.3x10-12 G 1.80x10-6 

Suecia [259] G 9.10x10-14 T 3.1x10-17 G 2.70x10-7 

Finlandia [312] G 4.82x10-10 T 7.36x10-14 G 1.47x10-5 

Austria [313] G 5.76x10-15 sD sD G 2.55x10-7 

Alemania[314] G 1.21x10-11 T 6.77x10-30 G 4.32x10-16 

Italia [314] G 1.66x10-18 T 2.19x10-10 G 0.0009 

Polonia [315] G 0.0047 T 0.021 nA 0.09 

Grecia [316] G 1.56x10-5 T 0.016 nA 0.49 

Grecia [317] G 8.65x10-4 sD sD G 0.0045 

Grecia [318] G 0.0003 sD sD nA 0.12 

EEUU [319] G 3.10x10-17 T 4.85x10-24 G 7.74x10-9 

EEUU [320] G 0.0194 T 0.001 G 0.0222 

EEUU [321] G 1.3x10-13 T 1.50x10-5 G 0.0031 

EEUU [322] G 4.53x10-5 T 1.09x10-8 sD sD 

Australia [323] G 7.83x10-5 sD sD G 8.49x10-4 

Turquía [324] G 5.8x10-16 sD sD G 7.08x10-7 

Pakistán [325] G 1x10-7 sD sD G 1x10-7 

Arabia Saudí [326] G 5x10-6 sD sD G 0.0056 

México [327] G 0.0019 T 1x10-5 nA 0.71 

Uygur [328] G <0.001 T <0.001 G 0.013 

China [329] G 0.0018 sD sD nA 0.14 

China [330] G 8x10-4 C 0.01 T 6.95x10-11 

India [331] G 0.0001 sD sD nA 0.15 

India del Sur [332] G 4.68x10-30 T 1.98x10-15 G 4.28x10-5 

Japón [333] G 4.10x10-4 nA sD T 7.70x10-18 

Japón [334] G 1.4x10-5 sD sD T 3x10-19 

Japón [335] G <0.0001 sD sD T <0.0001 

Japón [336] G 7x10-8 sD sD T <1x10-8 

Japón [337] G 1.30x10-11 C 2.31x10-7 T 6.41x10-48 

Japón [338] G 2.42x10-22 C 7.87x10-7 T 5.65x10-33 

Korea [339] G 9.12x10-6 C 2.59x10-3 T 2.13x10-12 

Korea [340] G 0.0003 C 0.0011 T 5.74x10-12 

Sudáfrica [261] A <0.0001 sD sD G 0.0010 

Sudáfrica [262] A 5.2x10-13 sD sD G 1.7x10-5 

A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina; nA: no asociación; sD: sin datos.  

Modificado de Álvarez et al. 2015 [310]. 
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Finalmente, en los tres SNP estudiados hemos realizado un análisis comparativo de la 

distribución  de frecuencias de los distintos alelos y genotipos entre los dos subgrupos de enfermedad, 

SPEX y GPEX, pudiendo comprobar la ausencia de diferencias significativas (tablas 20, 22 y 24). Esto 

indica que LOXL1 tendría un papel en el proceso de formación y/o acumulación del material 

pseudoexfoliativo, pero no en la progresión de la enfermedad hacia el glaucoma. Thorleifsson y 

colaboradores [259], tras demostrar en un primer momento la asociación de los tres SNP con el GPEX y 

en un segundo tiempo con el SPEX, compararon posteriormente la distribución de estos factores de 

riesgo entre ambas formas de enfermedad, observando, al igual que en nuestro estudio, que era 

homogénea. La mayoría de trabajos publicados hasta la fecha avalan en este punto nuestros resultados. 

También nos planteamos cuál podría ser el riesgo de padecer pseudoexfoliación si la persona 

presentaba simultáneamente varios de los genotipos estudiados que han demostrado aumentar la 

susceptibilidad de padecer la enfermedad, para lo que realizamos un análisis de haplotipos. Para nuestra 

población el haplotipo GGT quedó definido como el haplotipo de riesgo (tabla 25), coincidentemente con 

los resultados obtenidos en poblaciones de origen caucásico. En oposición, acorde con los datos 

expuestos previamente, el haplotipo de riesgo para individuos asiáticos fue TGC. Los haplotipos GAC y 

TAC demostraron tener cierto papel protector frente al desarrollo de la enfermedad en nuestra población 

(tabla 25). 

Hay que tener en cuenta que las variantes genéticas de LOXL1 consideradas de riesgo para el 

desarrollo de la pseudoexfoliación aparecen también con una alta frecuencia en la población sana, es 

decir, tienen una alta sensibilidad (proporción de personas que tienen el trastorno y prueba positiva), pero 

una especificidad baja (proporción de personas que no tienen el trastorno y prueba negativa) [263]. Esto 

significa que, aunque casi todos los pacientes que desarrollarán pseudoexfoliación pueden ser 

identificados mediante pruebas genéticas, sería muy difícil excluir mediante dichas pruebas a las 

personas que no padecerían este trastorno, lo que les confiere, por tanto, una utilidad limitada. De igual 

manera, la prevalencia de los SNP analizados de LOXL1 es muy similar entre los individuos con SPEX y 
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GPEX. Es decir, tampoco estas pruebas genéticas serían capaces de aislar a aquellos individuos con 

pseudoexfoliación que pudieran desarrollar glaucoma.  

A esto se suma el hecho de que estos alelos y haplotipos de riesgo difieren de unas poblaciones 

a otras dependiendo de su origen étnico o racial. Incluso la asociación que se observa en una población 

de un origen étnico determinado, no es confirmada por otros estudios realizados en individuos del mismo 

origen.  

Sin embargo, no se debe obviar la posibilidad de que estos polimorfismos sean relevantes en la 

aparición de la pseudoexfoliación. Se ha podido constatar la presencia de LOXL1 en los depósitos de 

material pseudoexfoliativo presentes a nivel ocular [11], lo que sugiere que este gen juega un papel 

destacable en la patogenia de la enfermedad y que probablemente existan otras variantes genéticas de 

LOXL1 aún no conocidas que influyan en el desarrollo de SPEX y GPEX. 

En este sentido, son varios los trabajos recientes en los que se ha secuenciado la región 

codificante completa del gen de LOXL1 en distintas poblaciones en busca de posibles nuevos 

polimorfismos relacionados con la pseudoexfoliación [262, 310, 326, 332, 341]. Esto ha permitido 

identificar nuevos SNP exónicos como, por ejemplo, rs41435250 (exón1) y rs3522 (exón 7), cuya 

asociación con la enfermedad no es aún del todo clara debido a los escasos y contradictorios resultados 

observados hasta el momento. En ausencia de una asociación definitiva de las variantes exónicas de 

LOXL1 y la enfermedad, es la secuenciación de las regiones promotoras y reguladoras del gen la que 

puede aportar nuevos datos que permitan avanzar en la investigación de la verdadera relación de LOXL1 

y la pseudoexfoliación. 

Más recientemente, los individuos de nuestro trabajo fueron incluidos en un estudio 

multipoblacional junto con sujetos procedentes de otros 23 países [342], con el fin de comprobar y 

comparar el riesgo que las variantes de LOXL1 ya descritas producían en distintas poblaciones, 

confirmándose la tendencia de nuestros resultados. La secuenciación de LOXL1 en este estudio ha 
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permitido identificar un nuevo SNP exónico, rs201011613 [A>T], que provoca un cambio de tirosina por 

fenilalanina en la posición 407 de la secuencia proteica (Tyr407Phe), cambio localizado en el dominio 

catalítico C-terminal de la enzima. El alelo T para este polimorfismo ha demostrado tener un marcado 

carácter protector frente al desarrollo de la enfermedad y, además, su presencia en los sujetos enfermos 

es prácticamente nula, lo que le confiere una alta especificidad. Paralelamente, un estudio de asociación 

del genoma completo realizado en estos pacientes ha permitido identificar cinco loci en probable relación 

con el desarrollo de la enfermedad pseudoexfoliativa: 13q12 (POMP), 11q23.3 (TMEM136), 6p21 

(AGPAT1), 3p24 (RBMS3) y 5q23 (SEMA6A). 

En conclusión, el gen LOXL1 es el factor de riesgo genético más estudiado y mejor conocido 

hasta el momento en la patogenia de la pseudoexfoliación. La asociación de los tres SNP de LOXL1, 

rs1048661, rs3825942 y rs2165241, con el SPEX ha sido comprobada, como ya hemos visto, en 

múltiples grupos poblacionales de distinto origen étnico y localización geográfica. Sin embargo, hasta la 

publicación de nuestros resultados [310] no existía ningún trabajo que hubiera determinado la existencia o 

no de dicha asociación en la población española,  resultados que han sido confirmados recientemente al 

ser incluidos en un estudio multipoblacional [342]. De forma paradójica, dependiendo del grupo étnico de 

los individuos que se estudien, los alelos específicos de estos SNP pueden conferir un aumento del 

riesgo o comportarse como un factor de protección frente al desarrollo de la enfermedad. Paralelamente, 

el hecho de que la frecuencia de los alelos de riesgo sea también elevada en la población control sana 

sugiere la probable implicación de otros genes y/u otras variantes de la propia LOXL1 en la patogénesis 

de la pseudoexfoliación. Por consiguiente, la secuenciación completa del gen LOXL1, incluyendo sus 

regiones exónica, intrónica, promotora y reguladora, en distintos grupos de población podría contribuir a 

la completa comprensión del papel de la LOXL1 y la implicación de sus variantes genéticas en el proceso 

de la enfermedad. Además, la caracterización de cómo las influencias ambientales interactúan con estas 

variantes de riesgo genético para producir las manifestaciones de la enfermedad es fundamental. 
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ESTUDIO DE GENES ATG 

 

La autofagia es un proceso catabólico reparativo, altamente conservado en eucariotas, mediante 

el cual las células digieren distintos compuestos citoplasmáticos deteriorados o aberrantes y los 

productos de desecho de su propio metabolismo a través de unas vacuolas que contienen enzimas 

hidrolíticas y proteolíticas llamadas lisosomas, con el fin de lograr la descomposición de dichos materiales 

y el eventual reciclado de las moléculas resultantes, mejorando de esta manera la supervivencia celular 

[269]. Este proceso se comporta como un mecanismo de protección celular y juega un papel esencial en 

la adaptación a condiciones ambientales adversas, en la remodelación celular durante el desarrollo y 

crecimiento y en la eliminación de organelas y proteínas alteradas en las células durante el 

envejecimiento [269]. 

El conocimiento de los mecanismos moleculares que intervienen en el proceso autofágico 

comenzó con el descubrimiento de los genes  ATG (autophagy-related genes) descritos por primera vez 

en levaduras. Estos genes participan en diferentes etapas de la ruta catabólica formando parte de 

importantes complejos y juegan un papel clave en la inducción de los mecanismos de autofagia, en la 

formación del autofagosoma y en la posterior fusión de éste con el lisosoma [282]. De igual manera, su 

desregulación ha demostrado estar implicada en el desarrollo de distintas enfermedades [273-278]. 

A pesar de que la patogénesis específica de la enfermedad pseudoexfoliativa resulta aún una 

incógnita, el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en este proceso de fibrosis de la 

matriz extracelular ha avanzado mucho en los últimos años. En este sentido se ha podido demostrar  que 

la sobreexpresión de determinados factores de crecimiento, particularmente el TGF-β1, principal 

modulador de la formación de la matriz extracelular en muchas enfermedades fibróticas, un aumento del 

estrés oxidativo celular, un incremento de la respuesta al estrés del retículo endoplásmico, una alteración 

de la función proteasómica, de los mecanismos de reparación del DNA y de los sistemas de 
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citoprotección, y fenómenos de isquemia/hipoxia en los tejidos oculares están implicados en su aparición 

y desarrollo [238-243, 251].  

Aunque el papel de la autofagia en la patogenia de la pseudoexfoliación ha sido escasamente 

estudiado hasta el momento [343, 344], existen otros factores que podrían apoyar la hipótesis de su 

participación en el proceso de la enfermedad. Recientemente se ha podido demostrado in vitro que son 

los mecanismos de autofagia los que ayudan a eliminar del retículo endoplásmico proteínas pro-colágeno 

mal plegadas propias de enfermedades de la matriz extracelular, en vez de los mecanismos de 

degradación proteica asociados a dicha organela [345]. Del mismo modo, se ha comprobado la 

implicación de la autofagia en el proceso de degradación de las conexinas de las gap-junctions [346] y se 

ha observado que su inhibición resulta en un fenotipo profibrótico por aumento de acúmulo de colágeno 

en animales de experimentación [347].  

Paralelamente a esto, conocemos la existencia de una serie de factores que inducen una 

sobreactivación de los mecanismos de autofagia y, por tanto, de la protección celular, como son la 

hipoxia/isquemia, el estrés oxidativo o ciertos factores de crecimiento, como el TGF-ß1 [284, 301]. Todos 

estos factores, como hemos explicado anteriormente, se encuentran incrementados en los ojos de los 

pacientes con pseudoexfoliación. 

 Consecuentemente a todo ello, en estos pacientes se produciría, al menos teóricamente, un 

aumento en la inducción de la autofagia, que se comportaría como un mecanismo de protección celular 

ayudando a eliminar el material pseudoexfoliativo acumulado. Por tanto, una alteración en los 

mecanismos normales de la autofagia podría cursar con una eliminación deficitaria del mismo. 

Para la realización de nuestro trabajo hemos seleccionado cuatro SNP distintos localizados en 

cuatro genes que codifican proteínas implicadas en el proceso de la autofagia, ATG16L1 (rs2241880), 

ATG10 (rs1864183), ATG2B (rs3759601) y ATG5 (rs2245214), para evaluar el posible papel de estas 
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variantes genéticas en la susceptibilidad a padecer la enfermedad pseudoexfoliativa en la población 

española (tabla 26). 

 Tres de los SNP analizados (genes ATG16L1, ATG10 y ATG2B) son mutaciones de cambio de 

sentido situadas en distintos exones, mientras que el SNP del gen ATG5 es una mutación intrónica. 

Seleccionamos los genes ATG5, ATG10 y ATG16L1 porque codifican, junto con ATG12,  proteínas que 

forman parte del complejo de ubiquitinización, y ATG2B porque codifica una proteína necesaria para 

completar el cierre de la membrana aislada en el proceso de formación del autofagosoma. 

En nuestra población, tan solo uno de estos SNP de genes ATG, rs2241882, ha demostrado una 

asociación significativa con la enfermedad pseudoexfoliativa.  

El riesgo de SPEX/GPEX que induciría el SNP estudiado en ATG16L1, rs2241882, está 

asociado con el alelo A y el genotipo AA, aunque dicho riesgo resulta solamente 1,77 y 2,54 veces 

superior que el del resto de sujetos respectivamente (tabla 27). Al realizar el análisis comparativo de la 

distribución  de frecuencias de los distintos alelos y genotipos en este polimorfismo entre los dos 

subgrupos de enfermedad, SPEX y GPEX, sin embargo, comprobamos una ausencia de diferencias 

significativas (tabla 28). 

Por el contrario, no hemos podido observar diferencias estadísticamente significativas en el resto 

de los tres SNP de genes ATG analizados, tanto al comparar el  grupo de pacientes con el grupo control 

(tablas 29, 31 y 31), como cuando comparamos los dos subgrupos de enfermedad, SPEX y GPEX (tablas 

30, 32 y 34). 

El gen ATG16L1 codifica una proteína clave que interactúa con otras dos proteínas de la 

maquinaria autofágica, ATG5 y ATG12, para formar un complejo proteico no covalente esencial para el 

proceso de la autofagia. Este complejo está implicado en la formación del autofagosoma, estructura que 
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secuestra los productos citoplasmáticos a degradar y que posteriormente se fusiona con los lisosomas 

que degradan estos materiales [283]. 

El polimorfismo de ATG16L1 estudiado, rs2241880, se localiza en  el exón 9 y da lugar a la 

sustitución de un aminoácido de treonina por otro de alanina (Thr300Ala). En nuestro trabajo hemos 

observado que el alelo A y el genotipo AA aumentan el riesgo de padecer la enfermedad 

pseudoexfoliativa en la población estudiada. En un trabajo de tesis publicado en nuestro departamento, 

se pudo comprobar al estudiar un grupo de mujeres con carcinoma de endometrio que el genotipo AA se 

asociaba con un aumento del riesgo de desarrollar carcinoma de tipo II o no endometrioide, una forma 

más agresiva de enfermedad [348]. Recientemente, se ha demostrado en un estudio con ratones que esa 

misma variante, sin embargo, disminuye el riesgo de metástasis cerebrales en el cáncer de pulmón no 

microcítico [349]. Por el contrario, el alelo G  había sido descrito anteriormente por varios autores como 

factor de riesgo para padecer la enfermedad de Crohn [350]. Sin embargo, otros autores sostienen que  

ser portador del alelo G en cualquiera de sus dos formas genotípica, homocigótica (GG) y heterocigótica 

(AG),  protege frente al cáncer gástrico [351]. En este mismo sentido, Grimm y colaboradores [352] han 

podido demostrar que los portadores del genotipo GG presentan una mayor supervivencia y menor 

potencial metastásico en el cáncer colorrectal. Como podemos observar, los resultados respecto a este 

SNP son ambivalentes, determinando la posible participación de ambas variantes genéticas en distintas 

enfermedades. Un mejor conocimiento de cómo este polimorfismo afecta a la función de la proteína 

podría ayudarnos a comprender esta variedad de asociaciones. 

Tras una exhaustiva búsqueda en la literatura médica, hemos podido comprobar que aún son 

muy limitadas las publicaciones que relacionan la autofagia con la pseudoexfoliación o con cualquier otro 

tipo de trastorno fibrótico o enfermedad de la matriz extracelular que pudieran ayudarnos a realizar una 

mejor interpretación de nuestros resultados.  



ESTUDIO GENÉTICO DEL SÍNDROME PSEUDOEXFOLIATIVO|DISCUSIÓN 

 

151 
       

Sin embargo, de manera paralela, sí pudimos observar algunos estudios que  planteaban una 

posible relación entre la autofagia, mecanismo citoprotector que se ve alterado durante el envejecimiento, 

y la catarata, manifestación habitual del envejecimiento del cristalino [353-355].  El grupo control de 

nuestro estudio había sido reclutado de una lista de espera quirúrgica de cataratas, entonces 

comprendimos que este factor podía haberse comportado como un sesgo de confusión afectando a la 

validez de nuestros resultados y podía habernos hecho aceptar conclusiones equivocadas.  

Por ese motivo, realizamos un análisis comparativo de nuestros pacientes con un nuevo grupo 

control libre de enfermedad ocular, incluida la catarata, que cumplían los criterios de inclusión y exclusión 

de nuestro estudio, no observando diferencias significativas en la distribución de las frecuencias alélicas o 

genotípicas de ninguno de los SNP de los genes ATG analizados entre los individuos portadores de la 

enfermedad y los nuevos sujetos control [356]. De igual manera, los datos encontrados tampoco 

evidencian diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes, SPEX y GPEX [356]. 

Esta falta de asociación demostrada con el nuevo grupo control parece rechazar la hipótesis 

inicial que nos habíamos formulado en base a nuestros primeros resultados de que una alteración en la 

correcta función de la autofagia debida a una variante genética de ATG16L1 en nuestra población podría 

colaborar en el acúmulo del material pseudoexfoliativo por un déficit en su eliminación mediante este 

mecanismo de reparación celular. Sin embargo, esto no excluye de manera definitiva la participación de 

la autofagia en la etiopatogenia de la enfermedad. Son necesarios nuevos estudios que confirmen o 

rechacen la tendencia de estos resultados en otras poblaciones y que incluyan otros genes ATG 

reguladores de los mecanismos de autofagia. 

 

 

 



DISCUSIÓN| 

152 
 

LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

 

 La diferencia interobservador para el diagnóstico del SPEX es un problema que se intentó paliar 

mediante la realización de una exploración minuciosa con una midriasis suficiente de todos los 

pacientes y controles incluidos en el estudio. Así mismo, todos los pacientes fueron explorados 

por las dos mismas personas. 

 El tamaño de muestra puede ser insuficiente para algunos análisis, especialmente en el caso de 

los análisis comparativos entre los dos subgrupos de casos, SPEX y GPEX. 

 Dadas las características intrínsecas a cualquier estudio genético de análisis de polimorfismos, 

resulta difícil en ocasiones extrapolar a la población general los resultados obtenidos en la 

muestra seleccionada. 
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 De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo de Tesis Doctoral y como consecuencia 

de los resultados obtenidos y su discusión, hemos llegado a las siguientes conclusiones: 

 

PRIMERA: existen diferencias significativas en dos de los tres SNP de LOXL1 analizados entre el grupo 

de pacientes y el grupo control en nuestra población. El mayor riesgo de desarrollo de SPEX/GPEX está 

asociado al genotipo GG de rs3825942, siendo la probabilidad de los portadores de esta variante 

genética de sufrir la enfermedad 6,91 veces mayor que la de sujetos sanos. El genotipo TT de rs2165241 

es igualmente más frecuente en pacientes con pseudoexfoliación, confiriendo un riesgo de 2,13 veces 

superior de desarrollar la enfermedad. El polimorfismo rs1048661 no se asoció con la enfermedad. 

 

SEGUNDA: no existen diferencias significativas en los tres SNP de LOXL1 analizados entre los dos 

subgrupos de enfermedad, SPEX y GPEX, en nuestra población, lo que sugiere que el gen LOXL1 podría 

tener un papel en el proceso de formación y/o acumulación del material pseudoexfoliativo, pero no en la 

progresión de la enfermedad hacia el glaucoma. 

 

TERCERA: las variantes genéticas de LOXL1 consideradas de riesgo para el desarrollo de la 

pseudoexfoliación aparecen también con una alta frecuencia en la población sana, lo que sugiere la 

posible implicación de otras variantes genéticas de LOXL1, de otros genes y/o de la interacción de 

factores ambientales en la patogénesis de la enfermedad pseudoexfoliativa. 

 



CONCLUSIONES| 

156 
 

CUARTA: el genotipo AA del polimorfismo rs2241880 de ATG16L1 fue significativamente más frecuente 

en pacientes con pseudoexfoliación que en controles en nuestra población, por lo que su presencia 

podría ser un factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, estos resultados no 

pueden considerarse concluyentes ya que la presencia de catarata en los sujetos control podría haber 

actuado como un posible factor de confusión. 

 

QUINTA: las variantes genéticas estudiadas de los genes  ATG10, ATG2B y ATG5 no se asocian con la 

presencia de SPEX en la población analizada. Aun así no se puede excluir un posible papel de la 

autofagia en la aparición de la enfermedad. El análisis de polimorfismos de los genes reguladores de la 

autofagia debe ser ampliado y nuestros resultados confirmados o descartados en posteriores estudios en 

diferentes poblaciones y con un mayor tamaño muestral.  
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ANEXO I: CRITERIOS DE INCLUSIÓN/EXCLUSIÓN 

 

PACIENTE CON SÍNDROME PSEUDOEXFOLIATIVO (SPEX): 

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

El paciente deberá cumplir TODOS los siguientes criterios para su inclusión en el estudio:  

 Mayor de 18 años.  

 Español  

 Diagnóstico de PEX: material PEX  en el reborde pupilar o superficie anterior del cristalino 

 Haber recibido información suficiente del estudio y haber firmado el consentimiento informado 
 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 

 Pacientes  con el diagnóstico de glaucoma. 

 No cumplir todos los criterios de inclusión. 
 

PACIENTE CON GLAUCOMA PSEUDOEXFOLIATIVO (GPEX): 

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

El paciente deberá cumplir TODOS los siguientes criterios para su inclusión en el estudio:  

 Mayor de 18 años.  

 Español  

 Diagnóstico de glaucoma y PEX: material PEX  en reborde pupilar o superficie anterior del cristalino 

 Haber recibido información suficiente del estudio y haber firmado el consentimiento informado 

 
CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 

 Cualquier otro glaucoma diferente del glaucoma pseudoexfoliativo. 

 Pacientes en quienes no es preciso el diagnóstico de glaucoma.  

 No cumplir todos los criterios de inclusión.  
 

PACIENTE CONTROL 

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

El paciente deberá cumplir TODOS los siguientes criterios para su inclusión en el estudio:  

 Mayor de 18 años.  

 Español  

 No patología ocular (excepto desarrollo de catarata quirúrgica) 

 Haber recibido información suficiente del estudio y haber firmado el consentimiento informado 
 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 

 Pacientes  con el diagnóstico de glaucoma o síndrome pseudoexfoliativo 

 No cumplir todos los criterios de inclusión.  
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ANEXO II: CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

   

   

    

Consentimiento informado 
Estudio Genético 

Se me va a extraer una muestra de sangre para realizar un estudio genético. Se 

me ha explicado por parte del Dr. …………………………………… y he entendido que: 

1. El objetivo de dicho estudio es analizar los genes que pueden estar implicados en 

la PSEUDOEXFOLIACIÓN. Del tipo y número de genes se conoce muy poco hasta el 

momento, por lo que este estudio debe ser considerado de investigación básica y 

sin ninguna repercusión práctica a corto plazo. 

2. La unidad de Medicina Molecular del Departamento de Medicina de la 

Universidad de Salamanca realizará los estudios genéticos y preservará el 

anonimato de la muestra, guardando confidencialidad sobre la identidad del 

paciente. 

3. Los resultados obtenidos podrán ser utilizados para una posible publicación 

científica, guardando estricta confidencialidad sobre la identidad del paciente. 

4. Mi ADN sin identificación podrá ser utilizado como control en otros estudios 

genéticos: SI/NO (Táchese lo que no proceda) 

He sido informado de los puntos anteriores y de los temas que de ellos se derivan 

por el facultativo Dr. ……………………… 

 

 

En ………………...…, a ……… de ……………… 201….          Firma: 
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ºC: grados Celsius 

l: microlitro 

A: adenina 

ADORA3: gen del receptor de adenosina A3 

AFG: angiofluoresceingrafía 

Ala: alanina 

APOE: apolipoproteína E 

Arg: arginina 

Asp: ácido aspártico 

ATG: gen de la autofagia 

AV: agudeza visual 

bFGF: factor de crecimiento básico de los fibroblastos 

BMP1: proteína morfogénica ósea 1 

BMU: biomicroscopía ultrasónica 

C: citosina 

CLU: gen de la clusterina 

CTGF: factor de crecimiento del tejido conectivo 

ddH2O: agua bidestilada 

DMAE: degeneración macular asociada a la edad  

DNA: ácido desoxiribonucleico 

DS: desviación estándar 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

EEUU: Estados Unidos de América 

ESCRT: endosomal sorting complex required for transport 

ETDRS: early treatment diabetic retinopathy study 

FBN1: fibrilina 1 
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g: fuerza centrífuga relativa 

G: guanina 

GAA: glaucoma de ángulo abierto 

GAC: glaucoma de ángulo cerrado 

Gln: glutamina 

Glu: ácido glutámico 

Gly: glicina 

GPAA: glaucoma primario de ángulo abierto 

GPEX: glaucoma pseudoexfoliativo 

GST: glutatión-S-transferasa 

GSTM1: glutatión-S-transferasa microsomal 1 

HCl: ácido clorhídrico 

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos 

IC: intervalo de confianza 

KCl: cloruro potásico 

LAMP2: proteína de membrana lisosomal tipo 2A 

Leu: leucina 

LIO: lente intraocular 

LOX: lixil-oxidasa 

LOXL1: lixil-oxidasa-like-1 

LTBP1 y 2: proteínas de unión al factor de crecimiento transformante beta latente 1 y 2 

M: mol  

Met: metionina 

MgCl2: cloruro de magnesio 

ml: mililitro 

mM: milimol 
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MMP: metaloproteinasa de la matriz extracelular 

n: tamaño muestral 

nº: número 

ng: nanogramo 

nm: nanometro 

OCT: tomografía de coherencia óptica 

OR: Odss ratio 

ORVR: obstrucción de rama venosa de la retina 

OVCR: obstrucción de vena central de la retina 

P: prevalencia 

PAS: estructura preautofagosomal 

pb: pares de bases 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PE: fosfatidiletanolamina 

pH: potencia de hidrogeniones 

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa 

PIO: presión intraocular 

RNA: ácido ribonucleico 

rpm: revoluciones por minuto 

SDS: dodecil sulfato sódico 

SNP: polimorfismo simple de un nucleótido 

SPEX: síndrome pseudoexfoliativo 

T: timina 

TG2: transglutaminasa tisular 

TGF-ß1: factor de crecimiento tranformante beta 1 

Thr: treonina 
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TIMP: proteína inhibidora tisular de las metaloproteinasas 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa 

TNF-R1 y 2: receptores del factor de necrosis tumoral 1 y 2 

TORC1: proteína quinasa diana del complejo de rapamicina 

Ulk1 y 2: unc-51-like kinase 1 y 2 

VCP: valosin-containing protein 
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Exfoliation syndrome (XFS) is the most common known risk factor for secondary glaucoma and a major cause of blindness 
worldwide. Variants in two genes, LOXL1 and CACNA1A, have previously been associated with XFS. To further elucidate the 
genetic basis of XFS, we collected a global sample of XFS cases to refine the association at LOXL1, which previously showed 
inconsistent results across populations, and to identify new variants associated with XFS. We identified a rare protective allele 
at LOXL1 (p.Phe407, odds ratio (OR) = 25, P = 2.9 × �0−�4) through deep resequencing of XFS cases and controls from nine 
countries. A genome-wide association study (GWAS) of XFS cases and controls from 24 countries followed by replication in 
�8 countries identified seven genome-wide significant loci (P < 5 × �0−8). We identified association signals at �3q�2 (POMP), 
��q23.3 (TMEM136), 6p2� (AGPAT1), 3p24 (RBMS3) and 5q23 (near SEMA6A). These findings provide biological insights into the 
pathology of XFS and highlight a potential role for naturally occurring rare LOXL1 variants in disease biology.

Genetic association study of exfoliation syndrome 
identifies a protective rare variant at LOXL1 and  
five new susceptibility loci

A full list of authors and affiliations appears at the end of the paper.
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XFS is an age-related systemic disorder involving the extracellular 
matrix (ECM). It is characterized by the excessive production and 
progressive accumulation of an abnormal extracellular material in 
various tissues1. Manifesting most conspicuously in the eye, XFS is 
the most common cause of secondary glaucoma worldwide2 and is 
also a prognostic factor for progression of open-angle glaucoma3. This 
disease is common in many populations, with an estimated 60–70 
million individuals affected4–7. Exfoliation glaucoma (XFG) has a 
worse prognosis than other major types of glaucoma, and it is often 
resistant to intraocular-pressure-lowering medical treatment, more 
often requiring laser and surgical intervention3,8. Cumulatively, XFS 
and XFG represent a major cause of blindness globally.

The strong pattern of familial aggregation for XFS indicates substantial 
genetic contribution to disease pathology9,10; and LOXL1, a gene encod-
ing lysyl oxidase homolog 1, was the first genetic locus reported to be 
associated with this disease11. Despite the overwhelming strength of the 
genetic association seen at polymorphisms mapping to LOXL1, the results 
are inconsistent owing to risk alleles being ‘flipped’ in certain popula-
tions12,13. Such stark allele reversals imply that the genetic architecture 
underlying XFS disease biology is complex and worthy of further study.

Recently, CACNA1A was identified as the second locus associated with 
XFS14. Realizing that large and inclusive international collaborative efforts 
are essential in providing new biological leads in complex disease patho-
genesis15–20, we report here a worldwide collaborative XFS study aimed 
at further understanding the genetic basis of the disorder. First, because 
of the allele reversals seen for common polymorphisms at LOXL1 led by 
rs3825942[G>A] (p.Gly153Asp) and, to a lesser extent, rs1048661[T>G] 
(p.Leu141Arg)12,21–28 (Supplementary Fig. 1), we aimed to refine the 
LOXL1 genetic landscape by performing deep sequencing of the entire 
gene in 5,570 XFS and XFG cases and 6,279 controls from nine countries 

(Supplementary Table 1). The previously reported CACNA1A locus was 
also sequenced to assess whether rare variants in the gene encoding non-
synonymous amino acid substitutions could provide further insights29–31. 
In our effort to identify additional genetic variants associated with XFS, 
we also conducted an expanded GWAS of 13,838 cases and 110,275 con-
trols from countries across six continents (Supplementary Figs. 2 and 3, 
and Supplementary Table 2).

RESULTS
A rare missense variant in LOXL1 protects against XFS
We conducted deep resequencing of the entire LOXL1 and CACNA1A 
loci (Online Methods) in 5,570 XFS cases and 6,279 controls. This 
sequencing effort confirmed previously reported strong allele revers-
als at key common variants and also at recently reported noncoding 
variants in LOXL1 (Supplementary Tables 3–5)13,21,23.

We first analyzed the sequencing data to find unifying, consistent 
common variants associated with XFS across ancestry groups that 
could have been missed by previous efforts. Single-variant analysis 
showed that, of all common variants polymorphic across all col-
lections studied, rs3825942[G>A] (encoding LOXL1 p.Gly153Asp) 
remained the most significantly associated (fixed-effects P = 4.14 × 
10−62) but showed very high heterogeneity across the study groups 
(random-effects P = 0.0039). No common variant in LOXL1 was con-
sistently associated across all the collections, and no common variant 
in this gene surpassed genome-wide significance in random-effects 
analysis (Supplementary Table 6). Conditioning for allele dosage at 
rs3825942[G>A] abolished all residual evidence of association across 
the collections (Supplementary Table 6). The commonly reported 
rs1048661[T>G] (p.Leu141Arg) polymorphism was not significant in 
the meta-analysis of sequencing data either before (P = 0.25) or after 

http://dx.doi.org/10.1038/ng.3875
http://www.nature.com/naturegenetics/
http://www.nature.com/naturegenetics/
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(P = 0.53) conditioning on rs3825942[G>A] (Phet < 1 × 10−10; I2 =  
98.3%). Recognizing that single-variant analysis could have missed a 
consistent LOXL1 haplotypic association that is not reversed across 
populations, we followed up our search by phasing the haplotypes of 57 
SNPs across the entire sequenced LOXL1 locus using 20-SNP sliding 
windows. All analyzed haplotypes showed reversal of effect across the 
locus, with no exceptions (Supplementary Data 1). It is thus unlikely 
that we have missed an ‘unflipped’ common variant that shows con-
sistent association with XFS across our worldwide sample.

The resequencing of LOXL1 identified a total of 63 unique nonsyn-
onymous variants across the nine countries studied (Supplementary 
Fig. 4 and Supplementary Table 7). Because of the limited insights 
available from the reversed common LOXL1 haplotypes, we next 
evaluated the hypothesis that rare alleles within LOXL1 (minor allele 
frequency (MAF) < 1%) could collectively contribute to XFS risk. 
We observed a broad enrichment for rare nonsynonymous LOXL1 
variants in the normal controls in comparison to the XFS cases (OR =  
0.46, P = 4.2 × 10−7; Table 1). As the vast majority of the nonsynony-
mous variants did not exert functional effects31–34, we performed a 
second test restricting the analysis to aggregate only rare nonsynony-
mous variants conservatively predicted to be deleterious by all five 
of the functional effect prediction algorithms used (SIFT, PolyPhen-
2–HumDiv, LRT score, MutationTaster and Condel)33. In so doing, we 
observed a substantially larger protective effect conferred by the rare 
variant burden (OR = 0.18, P = 4.23 × 10−11; Table 2). This protective 
effect of alleles conservatively predicted to affect LOXL1 function 
remained significant even after accounting for cosegregation at the 
rs3825942[G>A] sentinel SNP (Supplementary Table 8).

One of the rare nonsynonymous variants, rs201011613[A>T], encod-
ing LOXL1 p.Tyr407Phe, showed genome-wide significant association 
in single-variant analysis. This variant was conservatively predicted 
by all five protein function prediction algorithms to affect LOXL1 
function and is found exclusively in the Japanese population (Table 
3, Supplementary Fig. 4a,b and Supplementary Table 7). The rare 
rs201011613[T] (LOXL1 p.407Phe) allele was observed in only 2 of the 
3,909 XFS cases (0.026%) but was observed in 68 of the 5,338 age- and 
hospital-matched controls with no eye disorder (0.64%) (Table 3), con-
ferring 25-fold resistance to XFS (Fisher’s exact test, P = 2.9 × 10−14). 
We examined individuals carrying the rare p.Phe407 allele who had also 
undergone genome-wide genotyping for the presence of population sub-
structure but found no evidence that these carriers clustered along the 
major axes of population stratification (Supplementary Fig. 5)35,36.

We next examined the haplotype background for all 37 Japanese 
individuals carrying the p.407Phe allele who underwent sequencing 
for the LOXL1 locus (Table 3) and found that, in 35 of the 37 individu-
als, the p.Phe407 allele segregated with the common rs3825942[A] 
(p.Asp153) haplotype. As previously discussed, this common 
rs3825942[A] haplotype was associated with protection from XFS in 
Japan but conferred susceptibility to XFS in black Africans and was 
thus only nominally significant in the meta-analysis of all collections 
that underwent LOXL1 resequencing (random-effects P = 0.0039; 
Supplementary Table 3). Although the rare, protective p.Phe407 
allele does not segregate with the common p.Arg141Leu polymor-
phism, functional biological testing would be needed to assess the 
relative impact of all three nonsynonymous variants (at amino acid 
positions 141, 153 and 407) on LOXL1 function.

table 1 Association of all rare, deleterious nonsynonymous variants at LOXL1 with risk of exfoliation syndrome

Collection n cases n controls
Allele burden, 

cases
Allele burden, 

controls
Carrier freq., 

cases
Carrier freq., 

controls
Allele  
OR L95 U95 P

Japan 2,827 3,013 34 100 1.20 3.32 0.36 0.24 0.53 8.03 × 10−8

Greece 355 1,075 3 17 0.85 1.58 0.53 0.16 1.82 0.44

Italy 454 267 10 3 2.20 1.12 1.97 0.54 7.19 0.39

Russia 476 859 2 5 0.42 0.58 0.72 0.14 3.72 1

United States 212 161 2 2 0.94 1.24 0.76 0.11 5.41 1

Mexico 116 205 2 9 1.72 4.39 0.39 0.083 1.81 0.34

South Africa 95 250 1 21 1.05 8.40 0.12 0.016 0.90 0.014

India 648 263 12 8 1.85 3.04 0.61 0.25 1.49 0.32

Pakistan 383 186 7 4 1.83 2.15 0.85 0.25 2.92 0.76

Stratified meta-analysis for all sequenced collections 0.46 0.34 0.62 4.2 × 10−7

No additional filters by functional effect prediction algorithm were applied. Frequencies for rare variant carriers are given as percentages. L95, lower 95% confidence limit; U95, 
upper 95% confidence limit.

table 2 Association of rare nonsynonymous variants at LOXL1 with risk of exfoliation syndrome

Collection n cases n controls
Allele burden, 

cases
Allele burden, 

controls
Carrier freq., 

cases
Carrier freq., 

controls OR L95 U95 P

Japan 2,827 3,013 11 85 0.39 2.82 0.14 0.073 0.26 3.49 × 10−13

Greece 355 1,075 1 6 0.28 0.56 0.50 0.061 4.19 1

Italy 454 267 1 3 0.22 1.12 0.20 0.020 1.88 0.15

Russia 476 859 0 4 0 0.47 0 N/A N/A 0.56

United States 212 161 1 1 0.47 0.62 0.76 0.047 12.18 1

Mexico 116 205 0 0 0 0 0 NA NA 1

South Africa 95 250 0 2 0 0.80 0 NA NA 0.38

India 648 263 5 7 0.77 2.66 0.29 0.091 0.91 0.047

Pakistan 383 186 0 3 0 1.61 0 NA NA 0.035

Stratified meta-analysis for all sequenced collections 0.18 0.11 0.30 4.23 × 10−11

Meta-analysis excluding Russia, Mexico, South Africa and Pakistana 0.19 0.11 0.31 1.41 × 10−10

Variants were tagged as deleterious by five functional prediction algorithms (SIFT, PolyPhen-2–HumDiv, LRT score, MutationTaster and Condel). Frequencies for rare variant carri-
ers are given as percentages. NA, not possible to estimate because of zero counts in cases.
aExcluding collections where no rare, deleterious nonsynonymous substitutions were found in either cases or controls.
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At the CACNA1A locus, a total of 200 unique rare nonsynony-
mous amino acid substitutions were observed in the coding sequence 
of CACNA1A after resequencing in East Asians, Europeans, South 
Africans and South Asians. In contrast to LOXL1, we did not observe 
any consistent evidence of association between rare variant burden at 
CACNA1A and susceptibility to XFS (Supplementary Table 9). This 
is not surprising, as only some common variant GWAS loci harbor 
an additional rare variant burden37.

Biological relevance of LOXL1 p.Tyr407Phe
XFS is characterized by excessive production and progressive accumu-
lation of an abnormal fibrillar material, termed exfoliation material, 
containing ECM components such as elastin, fibrillin-1 and fibronec-
tin, localized to the surface of various cell types including lens epithe-
lial cells1,38,39. LOXL1 has been reported to modulate ECM biogenesis 
by cross-linking elastin and collagen in connective tissues40–42. We 
thus performed experiments assaying the effects of LOXL1 variants 

table 3 Association of LOXL1 p.tyr407Phe (rs201011613[A>t]) with exfoliation syndrome

Collection n cases n controls
Allele count  

in cases
Allele count  
in controls

Freq., 
cases (%)

Freq.,  
controls (%) OR L95 U95 P

Japan sequencing 2,827 3,013 1 36 0.018 0.60 0.029 0.0040 0.21 8.3 × 10−10

Japan replication 1,082 2,325 1 32 0.046 0.69 0.067 0.0091 0.49 8.9 × 10−5

Japan combined 3,909 5,338 2 68 0.026 0.64 0.040 0.0098 0.16 2.9 × 10−14

Europe sequencing 1613 2,567 0 0 0.0 0.0 – – – –

South Africa sequencing 95 250 0 0 0.0 0.0 – – – –

South Asia sequencing 1,031 449 0 0 0.0 0.0 – – – –

The p.Tyr407Phe rare variant was found exclusively in the Japanese population and was not polymorphic in Europe, Africa or South Asia. P values were obtained from  
Fisher’s exact tests.
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Figure 1 LOXL1 p.Tyr407Phe regulates ECM synthesis and improves cellular adhesion. (a) Schematic diagram of LOXL1 indicating the protein domain 
positions for the variants evaluated in this study. (b) Immunofluorescent staining of HA-tagged LOXL1 variants overexpressed in HLECs labeled with 
antibody to HA for detection of overexpressed forms of LOXL1 (red) and antibody to elastin (green). Cell nuclei are stained in blue. The heat map for 
elastin indicates the intensity of elastin staining from red (increased expression) to purple (decreased expression). (c) Immunofluorescent staining of HA-
tagged LOXL1 variants overexpressed in HLECs labeled with antibody to HA for detection of overexpressed forms of LOXL1 (red) and antibody to collagen 
IV (green). Cell nuclei are stained in blue. The heat map for collagen IV indicates the intensity of collagen IV staining from red (increased expression) 
to purple (decreased expression). (d) Immunofluorescent staining of HA-tagged LOXL1 variants overexpressed in HLECs labeled with antibody to HA for 
detection of overexpressed forms of LOXL1 (red) and antibody to fibrillin-1 (green). Cell nuclei are stained in blue. The heat map for fibrillin-1 indicates 
the intensity of fibrillin-1 staining from red (increased expression) to purple (decreased expression). (e) Cumulative average of impedance values (as a 
surrogate for cellular adhesion strength) measured over 35 h following nucleofection of HLECs overexpressing the four tested LOXL1 haplotypes. In each 
plot, the middle line represents the median, the box shows the interquartile range, and the whiskers extend to the minimum and maximum values. Data 
are shown from four independent experiments. **P < 0.01 when compared to the rare, protective LOXL1 p.Phe407-carrying G-A-T haplotype. The four 
haplotypes tested were LOXL1 G-A-T, G-A-A, T-G-A and G-G-A. This experiment was further validated in supplementary Figure 7.
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on ECM metabolism, using elastin, fibrillin-1, collagen type IV and 
fibronectin as cellular biochemical readouts and overall relative cell 
adhesion as a cellular physiological readout.

We assessed the functional effects of the common flipped 
p.Arg141Leu and p.Gly153Asp polymorphisms as well as the rare, 
protective p.Tyr407Phe variant using four constructs carrying these 
three variants in naturally occurring haplotypes (Fig. 1a). This 
experimental design also allowed for measurement of the effect of 
p.Tyr407Phe while conditioning on the effects of all p.Arg141Leu–
p.Gly153Asp haplotype combinations. The ability to condition on and 
account for the effect of p.Gly153Asp is particularly important as the 
rare, protective p.Phe407 allele segregates with the p.Asp153 allele. 
Using human lens epithelial cell (HLEC) 3D cell cultures transiently 
expressing the four haplotypes, we observed that LOXL1 protein was 
secreted at detectable levels, and no significant difference in LOXL1 
secretion could be observed between any of the four haplotypes 
(Supplementary Fig. 6a).

In contrast, when we overexpressed the rare p.Phe407-carrying 
Arg141–Asp153–Phe407 (G-A-T) LOXL1 haplotype in HLEC cul-
tures, we observed a dose-dependent increase in elastin levels on 
immunoblots (Supplementary Fig. 6b), with the increase in elastin 
levels recapitulated in immunofluorescence analysis of 3D spheroid 
cultures (Fig. 1b). Overexpression of this rare p.Phe407-carrying hap-
lotype also resulted in a decrease in collagen IV levels (Fig. 1c) and 
an increase in fibrillin-1 levels (Fig. 1d) when compared to the other 
three haplotypes that included the wild-type p.Tyr407 allele. This 
result suggests that the rare p.Phe407 allele has an overall upregulating 
effect on ECM components such as elastin and fibrillin.

As the ECM is important for cellular adhesion, we next asked 
whether these observed functional biochemical effects of the rare 
LOXL1 p.Phe407 allele on ECM components in vitro would translate 
to a physiological outcome affecting cell–cell adhesion. To this end, 
HLEC 3D spheroids overexpressing the four haplotypes were analyzed 
for relative cellular adhesion strength using the microelectrodes of 
the Roche xCelligence real-time cell analysis system. In this method-
ology, the change in cellular impedance readout is directly propor-
tional to the quality of cell attachment43–45. We observed that the rare, 
protective p.Phe407-carrying G-A-T LOXL1 haplotype conferred a  
significant increase in the strength of cellular adhesion in comparison 
to the remaining three haplotypes carrying the wild-type p.Tyr407 
allele (P < 0.01 for all comparisons; Fig. 1e). We observed no signifi-
cant difference in the relative strength of cellular adhesion when the 
three remaining haplotypes carrying p.Tyr407 (but with different com-
binations of the p.Arg141Leu and p.Gly153Asp alleles) were compared 
to one another (Fig. 1e), suggesting that the common p.Arg141Leu 
and p.Gly153Asp polymorphisms do not have a significant effect 
on the strength of cellular adhesion in this assay. To ensure that the 
increase in the strength of cell–cell adhesion was unique to the rare, 
protective p.Phe407 (rs201011613[T]) allele, two additional LOXL1 
haplotype constructs covering the G-G-T (Arg141–Gly153–Phe407) 
and T-G-T (Leu141–Gly153–Phe407) haplotypes were cloned. 
We retested all six haplotype constructs together for differences  
in cell–cell adhesion (Supplementary Fig. 7) and continued to 
observe that the introduction of the rare, protective p.Phe407  
(rs201011613[T]) allele significantly increased physiological cell–
cell adhesion irrespective of the p.Arg141Leu and p.Gly153Asp 
background alleles. In contrast, the haplotypes carrying the wild-
type, baseline p.Tyr407 (rs201011613[A]) allele had significantly 
lower cell–cell adhesion, also irrespective of the p.Arg141Leu and 
p.Gly153Asp alleles (P < 1 × 10−4 for all comparisons, unpaired t test; 
Supplementary Fig. 7).

GWAS identifies five new loci associated with XFS
As XFS is a complex disease, we also sought to identify new genetic 
loci associated with this disorder. For the GWAS discovery stage, we 
directly genotyped a total of 9,035 XFS cases and 17,008 controls, 
enrolled from 24 countries across six continents, using the Illumina 
OmniExpress BeadChip (Supplementary Table 2). After quality 
checks, we were able to analyze 683,397 directly genotyped autosomal 
SNP markers for association with XFS disease status (Supplementary 
Data 2) (see the Supplementary Note for full detail).

The GWAS discovery meta-analysis identified consistent and 
significant association (OR = 1.17, P = 2.97 × 10−10, I2 = 0%; 
Supplementary Fig. 8) at a new locus defined by SNP rs7329408 map-
ping to FLT1–POMP–SLC46A3 on chromosome 13. We also observed 
a clear excess of smaller than expected P values at the tail end of the 
quantile–quantile distribution (P ≤ 1 × 10−4; Supplementary Fig. 8; 
refs. 37,46,47), suggesting that there are additional loci to be identi-
fied. We took forward all markers showing P ≤ 1 × 10−4 in the GWAS 
discovery stage for further assessment in the replication stage (see 
Supplementary Table 10 for power calculations) comprising 4,803 
XFS cases and 93,267 controls independently ascertained from 18 
countries (Supplementary Table 2). SNPs at five distinct new loci 
showed consistent evidence of replication, and meta-analysis of all 
13,838 cases and 110,275 controls from the GWAS and replication 
series demonstrated genome-wide significant association at the five 
loci (1.56 × 10−16 ≤ P ≤ 1.5 × 10−8; Fig. 2, Table 4 and Supplementary 
Fig. 9; see Supplementary Table 11 for ancestry- and geography-
stratified analysis of the five new loci). These loci are FLT1–POMP–
SLC46A3 (rs7329408; chromosome 13), TMEM136–ARHGEF12 
(rs11827818; chromosome 11), AGPAT1 (rs3130283; chromosome 
6), RBMS3 (rs12490863; chromosome 3) and SEMA6A (rs10072088; 
chromosome 5). Regional association maps showing the genomic 
organization of the five loci within a 1-Mb region flanking the sen-
tinel SNP are appended as Supplementary Figure 10. We verified 
that the genotyping was of good quality at the sentinel SNPs for all 
five loci (Supplementary Fig. 11). We also confirmed genome-wide 
significant association at the previously reported CACNA1A marker, 
rs4926244 (Supplementary Table 12). Of the five new loci, only 
rs7329408 showed a significant latitude gradient effect, with the odds 
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Figure 2 Manhattan plot of the results from the GWAS discovery plus 
replication meta-analysis comprising 13,620 XFS cases and 109,837 
controls. Genetic markers are plotted according to chromosomal location 
on the horizontal axis, and statistical significance is plotted on the vertical 
axis. SNP markers at seven independent loci surpassed genome-wide 
significance (defined as P ≤ 5 × 10−8). They are LOXL1, CACNA1A, 
POMP, TMEM136, AGPAT1, SEMA6A and RBMS3.
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ratio of the risk allele highest in polar regions and lowest in equatorial 
regions (Supplementary Table 13 and Supplementary Note).

Biological insights from GWAS associated loci
We annotated 33 genes mapping to or located closest to the seven 
genome-wide significant loci (identified using the 150,000-bp genomic 
region centered on the sentinel SNP and SNP markers showing r2 > 
0.5 with the sentinel SNP (Supplementary Table 14) or defined by 
credible set analysis37,48,49; Online Methods). Except for rs3130283 in 
the AGPAT locus, which is located within the broad major histocom-
patibility complex (MHC) locus on chromosome 6 that is well known 
to have long-range complex LD patterns, we observed that defining an 
‘associated locus region’ either generically as the region within 150 kb  
of the index variant or as the region containing proxy SNPs with  
r2 > 0.5 with the index variant resulted in identification of the same 
genes (Supplementary Fig. 10 and Supplementary Table 14). All 
credible sets for the seven genome-wide significant loci were located 
within relatively narrow genomic regions (<100,000 bp) and within 
the region formed by the proxy SNPs showing r2 > 0.5 with the index 
variant (inclusive of the index variant; Supplementary Table 14).

We next assessed the potential biological contribution for each of 
the 33 genes by determining whether these genes showed overlap with 
(i) genes expressed in anterior segment tissues such as the iris and 
ciliary body, as determined using publicly available databases50–54, (ii) 
genes associated with relevant eye-related phenotypes in knockout 
mice, (iii) genes whose expression is regulated by cis expression quan-
titative trait loci (eQTLs)55,56, (iv) genes prioritized by text mining 
in PubMed, (v) genes showing pleiotropy with other forms of glau-
coma and (vi) genes highlighted from unbiased genome-wide molec-
ular pathway analysis. We summarize this additional information  

in Supplementary Table 15. A genome-wide search using publicly 
available databases57 identified potential molecular interactions 
between the proteins encoded by several of the 33 genes located within 
the seven genome-wide significant loci (Supplementary Table 15), 
suggesting that the significantly associated loci could be implicating 
broader, yet-undescribed biological disease pathways. A search of the 
UCSC Genome Browser showed that none of the seven genome-wide 
significant loci harbor any long noncoding RNAs except for LOXL1 
(which harbors LOXL1-AS1, transcribed in the opposite direction 
from LOXL1) and the FLT1–POMP–SLC46A3 locus (Supplementary 
Fig. 12). Further interrogation using the INRICH (interval-based 
enrichment analysis tool) software package58, designed to detect 
enriched association signals for LD-independent genomic regions 
within biologically relevant gene sets, did not identify any statistically 
significant biological pathways highlighted by the seven genome-wide 
significant loci (Supplementary Data 3).

We next studied the expression of genes associated with the three 
most significantly associated loci. These loci (and genes) were 13q12 
(POMP, FLT1, SLC46A3), 11q23.3 (TMEM136, ARHGEF12) and 
6p21 (AGPAT1). Expression for these six genes was tested in fresh 
ocular tissues obtained from human donor eyes with appropriate 
research consent (Online Methods). For mRNA expression analyses, 
41 normal eyes with no known ocular disease (mean age, 77.1 ± 8.1 
years; 20 female, 21 male) and 21 eyes with XFS (mean age, 80.1 ± 
7.9 years; 11 female, 10 male) were used. mRNA expression of all six 
genes was detected at moderate levels in the panel of eye tissues ana-
lyzed (Supplementary Fig. 13). The highest expression levels were 
observed in tissues relevant for the synthesis of exfoliation material 
(iris and ciliary body) and for glaucoma pathophysiology (retina).  
Expression levels in these tissues did not significantly correlate 

table 4 summary of genetic associations for the five newly identified loci

Association tests Heterogeneity tests

Chr. SNP (effect/reference) Position Gene locus Stage OR L95 U95 P Phet I2 (%)

13 rs7329408 (A/G) 29,166,671 FLT1–POMP GWAS discovery 1.17 1.11 1.22 2.97 × 10−10 0.9 0.00

Replication summary 1.18 1.11 1.25 9.63 × 10−8 0.17 23.20

All data summary 1.17 1.13 1.22 1.56 × 10−16 0.62 0.00

European summarya 1.22 1.15 1.29 7.82 × 10−12

Asian summary 1.13 1.07 1.19 1.61 × 10−5

11 rs11827818 (G/A) 120,198,728 TMEM136 GWAS discovery 1.10 1.05 1.16 0.0001 0.10 28.10

Replication summary 1.18 1.11 1.25 1.96 × 10−8 0.36 8.00

All data summary 1.14 1.09 1.18 5.86 × 10−11 0.09 23.10

European summarya 1.14 1.08 1.20 2.09 × 10−6

Asian summary 1.15 1.08 1.22 4.35 × 10−6

6 rs3130283 (A/C) 32,138,545 AGPAT1 GWAS discovery 1.19 1.11 1.27 1.29 × 10−6 0.38 5.60

Replication summary 1.15 1.07 1.24 0.00013 0.96 0.00

All data summary 1.17 1.11 1.23 7.62 × 10−10 0.81 0.00

European summarya 1.13 1.06 1.22 0.00034

Asian summary 1.24 1.14 1.34 2.27 × 10−7

3 rs12490863 (A/G) 29,907,310 RBMS3 GWAS discovery 1.15 1.09 1.22 4.9 × 10−7 0.69 0.00

Replication summary 1.12 1.04 1.20 0.002 0.13 26.50

All data summary 1.14 1.09 1.19 7 × 10−9 0.23 12.50

European summarya 1.19 1.11 1.27 1.64 × 10−6

Asian summary 1.12 1.05 1.20 0.00053

5 rs10072088 (G/A) 116,019,417 SEMA6A GWAS discovery 0.89 0.85 0.94 2.3 × 10−5 0.85 0.00

Replication summary 0.88 0.83 0.94 0.00017 0.10 36

All data summary 0.89 0.85 0.93 1.5 × 10−8 0.66 0.00

European summarya 0.90 0.85 0.94 2.83 × 10−5

Asian summary 0.88 0.81 0.96 0.0024

Chr., chromosome.
aThis summary includes 7,113 cases and 95,863 controls from North America and northern, southern, eastern and central–western Europe, and does not include Latin and South America.
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with the genotypes of the sentinel SNPs underlying the three loci 
(Supplementary Fig. 14).

Comparing tissues from XFS and control eyes, the mRNA expres-
sion levels of POMP and TMEM136 were significantly reduced by up 
to 41% in anterior segment tissues, such as iris and ciliary body, from 
XFS eyes in comparison to age-matched control eyes (Supplementary 
Fig. 15). These results in XFS-relevant tissues suggest that POMP 
(rather than FLT1 and SLC46A3, which are located nearby) is the 
likely disease-related gene for the chromosome 13 locus and that 

TMEM136 (rather than the neighboring ARHGEF12) is the likely 
disease-related gene for the chromosome 11 locus.

POMP and TMEM136 protein expression was further analyzed by 
immunoblotting and immunofluorescence microscopy. POMP, a pro-
teasome maturation protein, was expressed in most ocular cell types 
in immunofluorescence analysis (Fig. 3). However, POMP protein 
levels were significantly reduced in iris (45% decrease) and ciliary 
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Figure 3 Expression of POMP protein in ocular tissues of normal human 
donor eyes and donor eyes with XFS, as determined by immunoblotting 
and immunohistochemistry. (a–f) Immunofluorescence labeling of normal 
eye tissues shows punctate POMP immunopositivity (green fluorescence) 
in the cytoplasm of the corneal epithelium (a), the corneal endothelium 
(b), the limbal epithelium and stromal cells (c), the trabecular meshwork 
endothelium (d), the ciliary epithelium (e) and the retinal cell layers (f).  
(g–m) Reduced POMP protein expression levels in the iris and ciliary 
body tissues of XFS eyes as compared to age-matched controls shown by 
immunoblot analysis (g) and immunofluorescence labeling of iridal (h,k) 
and ciliary (i,l) epithelia, as well as vascular endothelia in the iris (k,m). 
Reduced staining intensity in XFS tissues is associated with LOXL1-
positive exfoliation material accumulations (red immunofluorescence) 
on the surface of the iris pigment epithelium (k), ciliary epithelium (m) 
and iris blood vessel walls (m). Immunoblots (cropped images) and 
densitometry analysis show reduced POMP protein expression in iris and 
ciliary body tissue lysates of XFS eyes as compared to control eyes (g). 
Data are shown as the POMP/β-actin ratio (n = 6 for each group; mean ± s.d.;  
*P < 0.01, **P < 0.005, unpaired two-sided t test); uncropped versions 
of all immunoblots are shown in supplementary Figure 16. BV, blood 
vessel; CE, ciliary epithelium, CoE, corneal epithelium; DM, descemet 
membrane; GCL, retinal ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer; IPE, 
iris pigment epithelium; LE, limbal epithelium; ONL, outer nuclear layer; 
SC, Schlemm’s canal; ST, stroma; TM, trabecular meshwork. DAPI nuclear 
counterstaining is shown in blue. Scale bars, 100 µm in c, d and f and  
20 µm in a, b, e and h–m.
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Figure 4 Expression of TMEM136 protein in the ocular tissues of 
normal human donor eyes and donor eyes with XFS, as determined by 
immunoblotting and immunohistochemistry. (a–f) Immunofluorescence 
labeling of normal eye tissues shows cytoplasmic TMEM136 
immunopositivity (green fluorescence) in limbal blood vessels (a), 
trabecular meshwork and Schlemm’s canal endothelium (b), walls of 
aqueous veins (arrows) (c), blood vessels of the iris (arrows) (d), blood 
vessels and epithelia of the ciliary body (e) and retinal blood vessels 
and cell layers (f). (g–k) Reduced TMEM136 protein expression levels 
in iris and ciliary body tissues of XFS eyes as compared to age-matched 
controls shown by immunoblot analysis (g) and immunofluorescence 
labeling of iridal (h,k) and ciliary (i,l) epithelia, as well as vascular 
endothelia in the iris (j,m). Reduced staining intensity in XFS tissues 
is associated with LOXL1-positive exfoliation material accumulations 
(red immunofluorescence) on the surface of the iris pigment epithelium 
(k), ciliary epithelium (l) and iris blood vessel walls (m). Immunoblots 
(cropped images) and densitometry analysis show reduced TMEM136 
protein (isoform 1 at 28 KDa and isoform 3 at 31 KDa) expression in iris 
and ciliary body tissue lysates of XFS eyes as compared to control eyes (g). 
Data are shown as the TMEM136/β-actin ratio (mean ± s.d.;  
n = 6 for each group; *P < 0.01, **P < 0.005, unpaired two-sided t test);  
uncropped versions of all immunoblots are shown in supplementary 
Figure 17. AV, aqueous vein; BV, blood vessel; CE, ciliary epithelium; DIL, 
dilator muscle; GCL, retinal ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer; 
IPE, iris pigment epithelium; LE, limbal epithelium; ONL, outer nuclear 
layer; SC, Schlemm’s canal; ST, stroma; TM, trabecular meshwork. DAPI 
nuclear counterstaining is in blue. Scale bars, 200 µm in a, 100 µm in 
b–f and 20 µm in h–m.
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body (33% decrease) specimens from XFS eyes in comparison to con-
trol eyes when protein expression was investigated by immunoblot 
analysis (Fig. 3g and Supplementary Fig. 16) and immunofluores-
cence microscopy (Fig. 3h–m). These results are consistent with the 
differential mRNA expression shown in Supplementary Figure 15.

TMEM136, a transmembrane protein of unknown function, was 
primarily localized by immunofluorescence to the vascular endothe-
lial cells of blood vessels in eye tissues (Fig. 4). Analysis of TMEM136 
protein levels by immunoblotting in tissues from XFS eyes showed 
significantly reduced expression levels in iris (26% decrease) and ciliary 
body (32% decrease) in comparison to the levels observed in control 
eyes (Fig. 4g and Supplementary Fig. 17), also consistent with the dif-
ferential mRNA expression analysis shown in Supplementary Figure 
15. Similar findings of reduced TMEM136 protein staining in epithelial 
and endothelial cells in XFS eyes in comparison to control eyes were 
also obtained using immunofluorescence microscopy (Fig. 4h–m).

We then replicated the immunofluorescence microscopy findings 
in tissues from a further three donor eyes with XFS and three matched 
controls using an independent batch of antibodies, co-staining for 
LOXL1, POMP and TMEM136. We confirmed reduced expression 
of POMP and TMEM136 in important ocular anterior segment 
structures in XFS eyes in comparison to control eyes, using both low 
magnification (Supplementary Fig. 18) and higher magnification 
(Supplementary Figs. 19 and 20).

DISCUSSION
XFS is a disorder of aging involving the ECM, with LOXL1 hypoth-
esized to have a central role in disease pathogenesis. As all com-
mon LOXL1 haplotypes detected by the resequencing effort showed 
reversal of genetic effect, the functional consequences of these hap-
lotypes remain in doubt. Even a recent study describing a region in 
intron 1 of LOXL1 and 5′ upstream of LOXL1-AS1 containing a pro-
moter that influences LOXL1-AS1 expression showed that all strongly 
associated variants influencing the promoter activity of LOXL1-AS1 
also had genome-wide significant reversal of the genetic effect21. The 
common allele reversals at LOXL1 are unlikely to be due to sampling 
differences within the same population in light of multiple replica-
tions confirming these reversals. They are also unlikely to be due to 
different LD structures across different populations, as the revers-
als occur across all phased haplotypes along the broad LOXL1 locus 
(Supplementary Data 1) in the absence of gross differences in LD 
architecture (Supplementary Fig. 21).

Deep resequencing of LOXL1 enabled us to observe that the rare 
p.Tyr407Phe variant had a protective effect strong enough (resistance 
OR = 25) to surpass genome-wide significance on its own. Although 
the effect is strong, the protection provided is not absolute, as the 
variant was observed in two XFS cases. Both cases also carried a copy 
of the rs11827818[G] risk allele in the TMEM136 locus, in keeping 
with XFS being a complex disease. Our experiments confirm a clear 
functional and physiological role for the rare p.Phe407 allele, but the 
roles of the common p.Gly153Asp and p.Leu141Arg polymorphisms 
are less clear.

The protective p.Tyr407Phe substitution is located in the evolution-
arily conserved catalytic domain of LOXL1 (ref. 59). Follow-up biologi-
cal experiments suggest that the protective effect may be a consequence 
of stabilization of the ECM due to increased elastin and fibrillin-1 
deposition. This notion is supported by histopathological observa-
tions of decreased elastic fiber formation and tissue stiffness, as well as 
impaired cell adhesion, in the ocular tissues of patients with XFS60,61. 
We speculate that carrying the rare, protective p.Tyr407 variant could 
maintain cellular integrity and render cells more resistant to environ-

mental stressors that destabilize or disrupt the ECM. One limitation 
of this approach is that the biological mechanisms for p.Tyr407Phe 
were not tested at the RNA level, which might be relevant as there is a 
possibility that p.Tyr407Phe could affect RNA stability62–64.

The seven loci emerging from the GWAS do not implicate a sin-
gle pathogenesis pathway, supporting the hypothesis that XFS is 
a complex systemic disease of aging that can arise from genetic 
lesions in multiple pathways and different tissue types. For exam-
ple, the marked downregulation of POMP (Fig. 3), a ubiquitously 
expressed proteasome maturation protein, in XFS tissues suggests 
a reduction of ubiquitin-conjugating enzymes in XFS tissues65. 
Abnormalities in the closely related autophagy pathway, a process 
that also involves ubiquitin–proteasome signaling66,67, have also 
been implicated in XFS68. TMEM136 expression was predominantly 
localized to vascular endothelia. Interestingly, a pronounced and 
early vasculopathy, partly involving deposition of XFS material 
around ocular blood vessels (Fig. 4), appears to have a major role 
in XFS pathophysiology69,70.

In this study, we identified three XFS susceptibility loci in 
 addition to POMP and TMEM136, which map to AGPAT1 in the 
class III MHC region (6p21), to RBMS3 (3p24) and near SEMA6A 
(5q23). In the CHARGE consortium, AGPAT1 has been identified 
as a susceptibility locus for omega-6 (n-6) polyunsaturated fatty 
acid (PUFA) levels, which may be related to cardiovascular risk in 
aging populations71. The MHC locus (where AGPAT1 resides) has 
also been reported to be involved in conditions such as Alzheimer’s 
and Parkinson’s disease72,73, which, like XFS, are age-related con-
ditions. Although the biological roles of AGPAT1, RBMS3 and  
SEMA6A are not well understood, the consistent evidence of asso-
ciation at these loci opens up further avenues for research into XFS 
disease biology.

In summary, we now show that a rare LOXL1 variant, p.Tyr407Phe, 
strongly protects against XFS, raising the possibility of potential phar-
macological targeting of LOXL1 for therapeutic purposes29,74–76. In 
addition, we have identified five new XFS-associated loci that impli-
cate new biological pathways that could be important for disease 
pathogenesis.

URLs. PLINK software, http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/; R statisti-
cal program package, https://www.r-project.org/; IMPUTE2 software, 
https://mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/impute_v2.html; power calcu-
lator for genetic association studies, http://zzz.bwh.harvard.edu/gpc/; 
Primer3 software, http://primer3.ut.ee.

METhODS
Methods, including statements of data availability and any associated 
accession codes and references, are available in the online version of 
the paper.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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ONLINE METhODS
Patient collections. DNA and tissue samples from all patients with XFS 
and exfoliation glaucoma together with normal controls without XFS were 
obtained after informed written consent from each participant. All human 
samples were obtained in strict adherence to the tenets of the Declaration of 
Helsinki. All study sites obtained approval from their respective institutional 
review board or ethics committee. Details for each XFS case–control collection 
are appended in the Supplementary Note.

Genotyping of samples. For the GWAS discovery stage performed in 24 coun-
tries (considered to be from across 25 strata owing to Russia contributing two 
distinct collections, one from St. Petersburg and one from the Republic of 
Bashkortostan; Supplementary Table 2), genome-wide genotyping was under-
taken using the Illumina OmniExpress BeadChip, as previously described14. 
To minimize bias between different genotyping arrays and platforms, all 9,035 
XFS cases and 17,008 controls for the GWAS discovery stage were genotyped 
using the Illumina OmniExpress array, ensuring that the primary discovery 
analysis used only directly genotyped SNP markers uniformly genotyped 
in cases and controls. The absence of imputation in the primary discovery 
analysis means that issues relating to imputation uncertainty and insufficient 
information content for imputed SNPs with varying minor allele frequencies 
across the different ancestry groups were minimized77.

The replication stage included XFS collections from 18 countries 
(Supplementary Table 2). Details on the genotyping and analysis for the rep-
lication stage are appended in the Supplementary Note.

Statistical analysis for the GWAS discovery stage Stringent quality control 
checks were performed for each SNP marker and each individual sample. 
Our statistical analysis protocol for the GWAS discovery stage only included 
directly genotyped SNP markers genotyped by the Illumina OmniExpress 
BeadChip. We removed poorly performing SNP markers that showed geno-
typing completion rates of <95%, as well as SNPs showing significant devia-
tion from Hardy–Weinberg equilibrium (P < 1 × 10−6 for deviation). SNPs 
with a minor allele frequency of <1% were also removed from further GWAS 
discovery analysis. Each sample was similarly checked, and those with a poor 
genotyping success rate (defined as genotyping completeness < 95%), showing 
excess heterozygosity (defined as being >3 s.d. from the mean78,79) and having 
outlying genetic ancestry (defined by being more than 6 s.d. from the mean on 
principal-component analysis80) were excluded from further analysis.

We verified the biological relationships of all samples remaining after fur-
ther exclusion of samples using the principle of variability in allele sharing. We 
used PLINK software (see URLs) to derive information for identify-by-state 
status for each sample pair comparison. For each sample pair showing evidence 
of cryptic relatedness (IBD > 0.1875)78, the sample with the lower genotyping 
completeness rate was removed from further analysis.

We performed principal-component analysis to assess the degree of genetic 
stratification and population substructure for all samples that underwent 
genome-wide genotyping, as previously described80. Principal-component 
analysis was performed for each country/site separately to remove samples 
with outlying ancestry from further analysis. Principal-component scores were 
than calculated from a pruned set of unlinked markers (defined by pairwise  
r2 < 0.1) for each country/site separately. These scores were used as covariates 
to adjust for residual population stratification. Principal-component plots were 
generated using the R statistical software package (see URLs).

Association between SNP genotypes and XFS disease status was measured 
using logistic regression for each separate country strata before meta-analysis 
was conducted, as described elsewhere15,81,82. For the GWAS discovery stage, 
association analysis was additionally adjusted for the first three principal com-
ponents of genetic stratification for sample collections to minimize residual 
population stratification. The genome-wide association summary statistics of 
all SNP markers from the GWAS are appended as Supplementary Data 2. The 
genomic inflation estimate (λGC) was calculated using only directly genotyped 
SNPs, using the median regression test statistic, which is distributed in a χ2 
manner83. λGC is listed for each individual GWAS discovery stratum (and also 
illustrated in Supplementary Fig. 22) as well as for the GWAS meta-analysis 
(Supplementary Table 2). In line with well-described methodologies, results 
for the seven genome-wide significant loci underwent double-GC correction, 

which corrects for genomic inflation first at the individual population stratum 
and then once again during meta-analysis84,85.

Meta-analysis was performed via the inverse-variance, fixed-effects model 
using genomic control–corrected summary results (adjusted odds ratios and 
standard errors) from each separate country/site. At no point in the analy-
sis were samples pooled within or across continental groups for association 
analysis, as this measure would not appropriately account for population 
stratification. The meta-analysis method validated strong reversal at LOXL1 
(Supplementary Fig. 23).

Statistical analysis for the replication stage. SNPs showing association with 
XFS surpassing P ≤ 1 × 10−4 in the GWAS discovery stage were brought for-
ward to the replication stage and analyzed in a manner similar to the discovery 
stage (Supplementary Note).

Genotype imputation. For the five newly identified genome-wide significant 
loci, we sought to improve on the genetic resolution provided by the directly 
genotyped SNPs currently included on standard-content GWAS arrays via 
imputation fine-mapping using samples and SNP markers passing strict qual-
ity control checks. This would also allow for better delineation of the credible 
sets underlying each of the five newly identified loci48. Imputation and phasing 
of genotypes were carried out using IMPUTE2 software (see URLs) with the 
reference panel constructed from cosmopolitan population haplotypes based 
on data obtained from 2,535 individuals from 26 distinct populations around 
the world. These data are part of the 1000 Genomes Project Phase 3 (June 
2014) release, as described elsewhere. To minimize the effect of imputation 
uncertainty, we only included imputed genotypes with an information score 
of ≥0.95. Allele dosages were used for the imputed data association analyses 
with SNPTEST software to average across imputation uncertainty.

Credible set analysis. Credible sets of SNPs were defined, as previously 
described, as the minimum number of genetic variants that accounted for 
>95% of the probability of driving each locus-specific association signal48,49. 
For construction of credible sets, we included all genotyped variants with 
genotyping success rates of >95% and minor allele frequency >1%. Fine-map-
ping imputation variants were included using similar thresholds of minor allele 
frequency >1% and imputation information content >0.95 to reduce the impact 
of imputation quality on the credible set analysis. For the fine-mapping impu-
tation step, allele dosages were used for the imputed data association analyses 
with SNPTEST software to average across imputation uncertainty.

Statistical test for interaction with geographical latitude. Statistical tests for 
interaction between genetic markers and geographical latitude were under-
taken for the five newly identified loci showing genome-wide significant asso-
ciation with XFS. The odds ratio and standard error for the odds ratio estimate 
for each SNP tested were assigned a latitude band for the country (or zone, 
whichever was more precise) from which XFS cases and controls were drawn 
(Supplementary Table 2).

The odds ratios and standard errors used in this test had already undergone 
adjustment for principal-component analysis and genomic control correction 
during the GWAS analysis. We then conducted a trend test to assess whether 
the odds ratios for disease increased with increasing 10° increments of geo-
graphical latitude.

Mouse model phenotypes. For the 33 genes implicated by the seven genome-
wide significant SNPs in seven distinct loci (Supplementary Table 15),  
we performed lookups in the Mouse Genome Informatics publicly avail-
able database86. The output was manually checked and curated, with the 
relevant references detailing the mouse models appended as footnotes, in 
Supplementary Table 15.

Deep sequencing of LOXL1 and CACNA1A. Deep sequencing was per-
formed on a total of 5,570 XFS cases and 6,279 controls from nine countries 
(Supplementary Table 1). Both the LOXL1 and CACNA1A genetic loci (exons, 
introns, 5′ and 3′ flanking regions) spanning coordinates chr15:74,200,000 
to 74,260,000 and chr19:13,307,000 to 13,745,000 were captured using the 
Roche NimbleGen SeqCap Easy probe kit. Enrichment and amplification of 
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the libraries were then carried out using well-described, routine laboratory 
techniques36. Sequencing was performed using 2 × 101-bp paired-end reads 
on the Illumina HiSeq 2500 platform. We required that >95% of the samples 
be covered by at least 10×87. Mean coverage for sequencing across the samples 
was observed to be 60×.

For the analysis of LOXL1 p.Tyr407Phe, the initial 2,827 cases and 3,013 con-
trols from Japan who underwent resequencing were enrolled from December 
2007 to January 2015. A further 1,082 XFS cases and 2,325 controls from Japan 
were enrolled for the replication stage. These samples were collected between 
February 2015 and December 2016 and did not undergo deep sequencing of 
the entire LOXL1 locus.

Read mapping, variant detection and annotation. All sequence reads in 
each individual were aligned to the human reference genome (hg19) using 
Burrows–Wheeler aligner software, which is well described36. Consensus gen-
otypes were called using the GATK best-practices guidelines. Only high-qual-
ity variants assigned ‘PASS’ scores by variant quality score recalibration and 
individuals with variant genotype calling completeness >95% were brought 
forward for further statistical analysis.

Power calculations for genetic association studies. Power calculations for 
the GWAS discovery and replication stages were performed with an additive 
genetic model using well-described methods (see URLs) and are shown in 
Supplementary Table 10. These power calculations take into account the 
asymmetric number of cases and controls, as is well reported in genetic asso-
ciation studies82,88.

Haplotype phasing for the LOXL1 locus. To ensure accurate phasing to reli-
ably capture both common and rare haplotypes, we only included individuals 
with a genotype call completeness rate of 100% from both the sequencing and 
GWAS experiments. LOXL1 haplotypes were phased using the BEAGLE89 and 
PLINK90 software packages, as previously described35.

Tissue specimens for analysis of the GWAS loci. Human donor eyes used 
for corneal transplantation with appropriate research consent were obtained 
and processed within 15 h of death. For RNA and DNA extractions, 21 donor 
eyes with XFS (mean age, 80.1 ± 7.9 years; 11 female, 10 male) and 41 normal, 
healthy, age-matched control eyes (mean age, 77.1 ± 8.1 years; 20 female, 21 
male) without any known ocular disease were used. Ocular tissues were pre-
pared under a dissecting microscope and were snap frozen in liquid nitrogen. 
The presence of characteristic exfoliation material deposits was assessed by 
macroscopic inspection of anterior segment structures and confirmed by elec-
tron microscopy analysis of small tissue sectors.

For immunostaining experiments, ocular tissue samples obtained from 10 
donor eyes with XFS (mean age, 78.7 ± 9.7 years; 6 female, 4 male) and 10 
normal human donor eyes (mean age, 72.3 ± 11.6 years; 5 female, 5 male) were 
embedded in optimal cutting temperature compound and frozen in liquid 
nitrogen. DNA samples obtained from ocular tissues and cells were genotyped 
by Sanger sequencing (Supplementary Note). The ethical review boards of the 
medical faculties of the University of Erlangen-Nuremberg, the University of 
Tübingen and the University of Würzburg, as well as the local ethics committee 
(4218-CH), approved this study.

Quantitative real-time PCR of human eye tissues. Ocular tissues were 
extracted using the Precellys 24 homogenizer and lysing kit together with 
the AllPrep DNA/RNA kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. This includes an on-column DNase I digestion step. First-strand cDNA 
synthesis from 0.5 µg of total RNA was performed with Superscript II reverse 
transcriptase (Invitrogen) in a 20 µl reaction volume. Quantitative real-time 
PCR was performed using the CFX Connect thermal cycler and software (Bio-
Rad). PCR reactions (25 µl) were run in duplicate and contained 2 µl of first-
strand cDNA, 0.4 µM of each upstream and downstream primer, and SsoFast 
EvaGreen Supermix (Bio-Rad). The sequences for the exon-spanning primers 
(Eurofins Genomics), designed using Primer3 software (see URLs), and PCR 
conditions are appended in Supplementary Table 16. For normalization of 
gene expression levels, mRNA ratios relative to the housekeeping gene GAPDH 
were calculated by the comparative CT method ( 2−∆CT ). Amplification  

specificity was checked using melt curve and sequence analyses on the Prism 
3100 DNA sequencer (Applied Biosystems).

Immunoblot analysis of human eye tissues. Total protein was extracted from 
the iris and ciliary body tissues of six eyes with XFS and six normal eyes using 
RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% DOC, 
0.1% SDS). Protein concentrations were determined with the Micro-BCA pro-
tein assay kit (Thermo Scientific). Proteins (10 µg per lane) were separated 
by 4–15% SDS–PAGE under reducing conditions (6% DTT) and transferred 
onto nitrocellulose membranes with the Trans-Blot Turbo transfer system 
(Bio-Rad). Membranes were blocked with SuperBlock T20 (Thermo Scientific) 
for 30 min and incubated for 1 h at room temperature or overnight at 4 °C 
with antibodies against POMP (ab170865, Abcam) and TMEM136 (ab182495, 
Abcam) diluted in 10% SuperBlock T20 in PBST. Equal loading was verified 
with mouse antibody to human β-actin (clone AC-15, Sigma-Aldrich) in 10% 
SuperBlock T20 in PBST. In negative-control experiments, the primary anti-
body was replaced by PBST. Immunodetection was performed with a horse-
radish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody in 10% SuperBlock 
T20 in PBST and the Super Signal West Femto ECL kit (Thermo Scientific), 
and band intensity was analyzed by computerized densitometry.

Immunohistochemistry of human eye tissues followed routine laboratory 
procedures, which are described in the Supplementary Note.

LOXL1 constructs. The full-length cDNA encoding LOXL1 was ampli-
fied using the primers shown in Supplementary Table 16. The restriction 
enzyme sites EcoRI and SalI were added in a second amplification using 
a second set of primers (Supplementary Table 17). The LOXL1 fragment 
(~1.7 kb) was then subcloned into a pcipuro vector encoding an HA tag. 
Four haplotypes, Arg141–Gly153–Tyr407 (G-G-A), Leu141–Gly153–Tyr407 
(T-G-A), Arg141–Asp153–Tyr407 (G-A-A) and Arg141–Asp153–Phe407 (G-
A-T), were generated and contained genetic variants in the following order: 
rs1048661[G>T]–rs3825942[G>A]–rs201011613[A>T]. The first haplotype 
generated was Arg141–Asp153–Tyr407 (G-A-A), and this served as the tem-
plate plasmid for subsequent site-directed mutagenesis.

Targeted base substitution was achieved by site-directed mutagenesis 
using a PCR-based strategy using the Transformer site-directed mutagenesis 
kit (Clontech) with respective oligonucleotide primer pairs (Supplementary 
Table 17) on the LOXL1 Arg141–Asp153–Tyr407 (G-A-A) haplotype. The 
accuracy of all the haplotypes constructed was confirmed by Sanger sequenc-
ing of the full-length clone. All oligonucleotide primer pairs used to create the 
LOXL1 constructs are appended in Supplementary Table 17.

Nano luciferase secretion assay for LOXL1. The secretion assay for LOXL1 
with respect to the four tested haplotypes Arg141–Gly153–Tyr407 (G-G-A), 
Leu141–Gly153–Tyr407 (T-G-A), Arg141–Asp153–Tyr407 (G-A-A) and 
Arg141–Asp153–Phe407 (G-A-T) was performed using the NanoLuc luciferase 
assay. More details for this assay are appended in the Supplementary Note.

Immunoblot analysis of the different HA-tagged LOXL1 haplotypes on 
elastin, fibronectin and collagen IV followed routine laboratory procedures, 
which are appended in the Supplementary Note.

Spheroid cultures. The HLEC (B-3) cell line was obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC). Cells were maintained in DMEM supple-
mented with 20% FBS (Sigma-Aldrich) and 2 mM GLUTAMAX (Invitrogen) 
at 37 °C with 5% CO2 and were passaged every 2–3 d in a 1:4 ratio. The cell 
line was tested for mycoplasma and was found to be negative.

Nucleofected HLECs were trypsinized 48 h after nucleofection and seeded 
in their growth medium in low-attachment six-well plates with hydropho-
bic surfaces (Greiner Bio-One) at 300,000 cells per well. Cells were left to 
form spheroids and were collected at 72 h. The spheroids were fixed with 
4% paraformaldehyde for 10 min at room temperature and stored at 4 °C. 
Fixed spheroids were washed with PBST (0.1% Tween-20 in 1× PBS) and 
blocked in blocking buffer (3% BSA in PBS) for 1 h at room temperature. 
They were subsequently incubated overnight at 4 °C with the following pri-
mary antibodies: mouse or rabbit antibody to HA (1:100 dilution; sc-7392 
and sc-805, Santa Cruz Biotechnology), goat antibody to elastin (1:100 dilu-
tion; sc-17581, Santa Cruz Biotechnology), mouse antibody to fibrillin-1  



©
 2

01
7 

N
at

u
re

 A
m

er
ic

a,
 In

c.
, p

ar
t 

o
f 

S
p

ri
n

g
er

 N
at

u
re

. A
ll 

ri
g

h
ts

 r
es

er
ve

d
.

Nature GeNeticsdoi:10.1038/ng.3875

(1:100 dilution; ab6328, Abcam) and rabbit antibody to collagen IV (1:100 
dilution; ab6586, Abcam). All antibodies were diluted with the blocking buffer. 
After incubation with the primary antibody, the spheroids were washed three 
times with PBST and labeled with their respective secondary antibodies for 
1 h at room temperature. The secondary antibodies used were anti-mouse, 
anti-rabbit or anti-goat secondary antibody conjugated with FITC, Cy3 or 
Alexa Fluor 647 (1:300 dilution; Jackson Laboratories). The spheroids were 
stained with DAPI (1 µg/ml) and mounted on glass microscope slides using 
a cytocentrifuge (Thermo Fisher Scientific) and FluorSave Reagent (Merck 
Millipore). Immunolabeled spheroid images were acquired at the Advanced 
Bioimaging Core at the Academia, Singapore Health Services, with a Leica 
TCS SP8 confocal laser-scanning platform. z planes were imaged in 1-µm 
steps. Analysis of spheroids was performed on a maximal-projection image of 
five z planes projected onto a single image. Heat maps of respective immun-
ofluorescent signals were generated relative to the minimum and maximum 
fluorescence intensity values for the same scale defined by the color range, as 
indicated in the figures. Each experiment was repeated independently three 
times, with images also acquired independently three times.

Cell–cell adhesion assay. HLECs nucleofected with LOXL1 Arg141–Gly153–
Tyr407 (G-G-A), Leu141–Gly153–Tyr407 (T-G-A), Arg141–Asp153–Tyr407 
(G-A-A) and Arg141–Asp153–Phe407 (G-A-T) haplotype constructs were 
plated into 96-well plates designed for the xCELLigence RTCA SP instrument 
(ACEA Biosciences) at a density of 120,000 cells per well. The 96-well plates 
were incubated at 37 °C with 5% CO2 and monitored on the xCELLigence 
RTCA SP system at 15-min intervals for the first 24 h and at 30-min intervals 
for the subsequent 48 h. Impedance data were extracted from the RTCA soft-
ware and analyzed for differences in cell–cell adhesion between the different 
LOXL1 haplotypes. Triplicates were performed for HLECs nucleofected with 
each haplotype to allow for robust statistical evaluation of the results obtained. 
The readings for each variant were normalized against their respective initial 
readings at the first time point, and the normalized readings were subsequently 
compared against those for the Arg141–Asp153–Phe407 (G-A-T) haplotype. 
The assay shown in Figure 1e was repeated four independent times, with the 
follow-up independent experiment (shown in Supplementary Fig. 7) repeated 
seven independent times.

Statistical procedures for biological analyses. Statistical evaluation of expres-
sion differences between patients and controls was performed using SPSS v.20 
software (IBM) with an unpaired two-tailed t test. P < 0.05 was considered 

to be statistically significant. Data for adhesion and secretion assays were 
analyzed by an unpaired homoscedastic t test, and two-tailed P values were 
calculated. We considered P < 0.05 as statistically significant.

Data availability. The primary data set comprising genome-wide association 
summary statistics for all SNP markers reflected in the Figure 2 Manhattan 
plot is appended as Supplementary Data 2. The data sets from secondary 
analysis are appended as Supplementary Data 1 (LOXL1 phased haplotype 
analysis) and Supplementary Data 3 (INRICH analysis).
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ABSTRACT

Purpose: Cellular stress conditions are important mechanisms implicated in the pathogenesis of pseudoexfolia-
tion syndrome. One of the potential cellular responses to these stress conditions is induction of autophagy. The
purpose of this study was to evaluate whether genetic variants in three critical genes of autophagy (ATG16L,
ATG2B, ATG5) may be involved in the development of pseudoexfoliation syndrome (XFS) and pseudoexfolia-
tion glaucoma (XFG) in a Spanish population. Methods: 108 patients (64 XFS, 44XFG) and 118 healthy controls
were evaluated. The analysis of genetic polymorphisms was performed by standard TaqMan allelic discrimi-
nation technique. Results: No significant differences in either genotype distributions or allelic frequencies of the
tested polymorphisms were found between patients with XFS/XFG and control subjects. Conclusions: Our
results suggest that these three genes that are critical components of the autophagy pathway (ATG16L, ATG2B,
ATG5) are not significant risk factors among Spanish patients with either XFS or XFG.

Keywords: Autophagy, genetics, glaucoma, polymorphisms, pseudoexfoliation

INTRODUCTION

Pseudoexfoliation syndrome (XFS) is an age-depen-
dent, generalized disorder characterized by the exces-
sive production and pathological deposition of
microfibrillar material in many ocular tissues.1 This
material is composed of a complex glycoprotein–pro-
teoglycan structure bearing epitopes of the basement
membrane, epitopes of the elastic fiber system, and
components of elastic microfibrils.2 Progressive
obstruction of the trabecular meshwork by exfoliation
material produced an increase in intraocular pressure.
Currently, XFS represents the most common identifi-
able cause of secondary open-angle glaucoma, and

the prognosis of this glaucoma is worse than that of
primary open-angle glaucoma.2 Moreover, the devel-
opment of nuclear cataract is more common in
patients with XFS, and there is also an evidence for
association of XFS with changes in the cornea3 and
retinal vein occlusion.4

XFS is not just a disease of the eye but, in addition,
exfoliation material has been identified in connective
tissue portions of various visceral organs (heart, lung,
liver, kidney, vessel wall, and cerebral meniniges).1

There is a growing number of studies in which XFS is
associated with cardiovascular and cerebrovascular
diseases (angina, stroke, abdominal aortic aneurysm,
hearing loss, Alzheimer disease, or dementia).5–7

Received 31 March 2016; accepted 25 September 2016; published online 15 December 2016

Correspondence: Lourdes de Juan Marcos, Department of Ophthalmology, University Hospital of Salamanca, Paseo de San Vicente, 58-182,
37007 Salamanca, Spain. E-mail: mloujm@gmail.com

Seminars in Ophthalmology, Early Online, 1–6, 2016

© 2016 Taylor & Francis

ISSN: 0882-0538 print / 1744-5205 online

DOI: 10.1080/08820538.2016.1247177

1



These findings suggested that ocular XFS is part of
an age-related general disorder of the extracelular
matrix and that patients with XFS could suffer from
increased comorbidity. For that reason, there is a
long-overdue increasing interest in this syndrome
and many clinical studies are conducted to clarify
that question. A therapy which could prevent the
formation of exfoliation material or eliminate the
deposits of this material should be a prime goal.

Despite its importance, the specific pathogenesis of
XFS is still not known. Most of the recent studies
suggest that this disease is an elastic microfibrillopa-
thy, but it is unclear whether pseudoexfoliation mate-
rial accumulates due to excessive synthesis or
inadequate breakdown or both. A common genotype
of the LOXL1 gene has been shown to be a major
genetic factor associated with pseudoexfoliation
syndrome.8–10 However, these DNA sequence var-
iants are also found in a significant percentage of
healthy subjects; therefore, other genetic variants
and external factors may predispose an individual
carrying LOXL1 risk alleles to develop XFS.

It is known that cellular stress conditions, such as
oxidative stress and ischemia/hypoxia, appear to be
important mechanisms implicated in the pathogenesis
of XFS. Cells have mechanisms for preventing stress-
induced injury or cell death and for recuperating from
stress conditions by activating cytoprotective systems.
Several lines of evidence suggest impaired antioxida-
tive protection mechanisms11–13 and a significant
downregulation of protective genes in eyes with pseu-
doexfoliation syndrome/glaucoma,14,15 demonstrat-
ing an inadequate cytoprotective system in XFS
pathobiology.

One of the potential cellular responses to oxida-
tive damage is induction of autophagy.16,17

Autophagy is an evolutionarily conserved mechan-
ism that allows for the elimination of unwanted
structures, long-lived proteins, and organelles within
a complex lysosomal clearance process.18,19 The
importance of this protective system is highlighted
by an increased number of studies showing that
dysregulated autophagy plays an important role in
aging and in the pathogenesis of several human dis-
eases, including microbial infections, autoimmune
disorders, cancer, inflammatory diseases, and
neurodegeneration.20–22

Autophagy consists of several sequential steps,
and all of these steps are highly regulated by a
number of conserved autophagy-related genes
(known as the ATG genes) and ubiquitin-like conju-
gation systems.23 We hypothesized that genetic var-
iants in critical genes of autophagy may be involved
in the development of XFS. In the present study, we
analyzed three single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in several autophagy regulator genes
(ATG16L, ATG2B, ATG5) implicated in different

steps of autophagy to analyze the association of the
ATG genes polymorphisms with XFS in a Spanish
population.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

In the present case-control study, we investigated a
total of 226 subjects of Spanish origin, comprising 108
patients with XFS, 44 of whom had glaucoma, and 118
healthy controls. All subjects were recruited from the
Department of Ophthalmology of the University
Hospital of Salamanca (Salamanca, Spain). All patient
and controls underwent detailed ophthalmic exami-
nation, including slit-lamp biomicroscopy, tonometry,
gonioscopy, dilated pupil examination of the lens,
and funduscopy.

The diagnostic criterion for XFS without glau-
coma was the existence of pseudoexfoliation depos-
its on the anterior lens capsule or pupillary margin
in either eye, with intraocular pressure (IOP) less
than 21 mmHg and no clinical evidence of glauco-
matous optic neuropathy. Pseudoexfoliation glau-
coma (XFG) was defined if the patient had typical
characteristics of XFS as well as glaucomatous optic
disc changes (defined as a cup to disc ratio ˃0.7,
notching of the neuroretinal rim, or an asymmetric
cup to disc ratio ˃0.2) with compatible visual field
defects and documented IOP ≥22 mmHg. The con-
trol group comprised subjects without any evidence
of exfoliative material in intraocular tissues, IOP
less than 22 mmHg and normal-appearing optic
nerve. Due to the age dependence of the XFS, only
controls older than age 65 were enrolled.

The study was conducted in accordance with the
principles of the Declaration of Helsinki and was
approved by the Ethics Committee of the Hospital.

DNA Isolation and Polymorphism Genotyping

Blood samples were collected from the cases and
controls after obtaining an informed consent. DNA
was isolated from peripheral blood following protei-
nase K and phenol-chloroform standard protocols.

Three genes that encode proteins that are involved
in autophagy were investigated in this study. Allelic
discrimination of the polymorphism ATG16L1 c.646
A>G (rs2241880), polymorphism ATG2B c.5174 C>G
(rs3759601), and polymorphism ATG5 c.574-12777
G>C (rs2245214) were performed with TaqMan
probes as provided by the manufacturer with ABI
assays C_9095577_20, C_9690160_10, and
C_3001905_20, respectively (Applied Biosystems,
Foster City, CA). The amplification program for
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these polymorphisms had an annealing temperature
of 60°C for one minute and the number of cycles was
40. To assess reproducibility, a random selected 5% of

the samples were re-genotyped, and all of these gen-
otypes matched with genotypes initially designated.

We have selected polymorphisms from ATG genes
involved in autophagosome generation that have
been previously reported in the literature. Initially,
we selected non-synonym polymorphisms with a
population frequency of the minor allele higher than
10% in a Caucasian population and that were located
in sequences highly conserved throughout the evolu-
tion. ATG2B rs3759601 and ATG16L1 rs2241880 poly-
morphisms are missense mutations, whereas ATG5
rs2245214 polymorphism is intronic, but we selected
this polymorphism because it was previously
reported in the literature, the frequency of the minor
allele was higher than 10% in Caucasians, and
because this polymorphism is associated with the

TABLE 1. Demographic characteristics of the study patients.

Cases Controls P-value

Number of subjects Total 108 118
XFS 64
XFG 44

Age (years)
mean±SD 75.6±7.4 74.5± 9.3 0.06
range 55–88 66–91
Sex, n (%)
Male 50 (46.3%) 46 (39%) 0.27
Female 58 (53.7%) 72 (61%)

XFS, exfoliation syndrome XFG, exfoliation glaucoma; SD,
standard deviation.

TABLE 2. Allele and genotype association analysis for the
three SNPs.

SNP
XFS/XFG
(n=108)

Control
(n=118) P-value OR (95% CI)

ATG16L1
rs2241880
Allele
G 101 (0.47) 122 (0.52) 0.29 0.82 (0.57–1.19)
A 115 (0.53) 114 (0.48)
Genotype
GG 25 (0.23) 35 (0.30) 0.27* 0.84 (0.47–1.51)*
GA 51 (0.47) 52 (0.44) 0.88** 1.18 (0.66–2.11) **
AA 32 (0.30) 31 (0.26)
ATG2B
rs3759601
Allele
C 70 (0.32) 92 (0.39) 0.14 0.75 (0.51–1.10)
G 146 (0.68) 144 (0.61)
Genotype
CC 15 (0.14) 20 (0.17) 0.52* 0.79 (0.38–1.63)*
CG 40 (0.37) 52 (0.44) 0.12** 1.51 (0.88–2.55) **
GG 53 (0.49) 46 (0.39)
ATG5
rs2245214
Allele
C 146 (0.68) 160 (0.68) 0.96 0.99 (0.66–1.47)
G 70 (0.32) 76 (0.32)
Genotype
CC 46 (0.43) 56 (0.47) 0.46* 0.82 (0.48–1.39)*
CG 54 (0.50) 48 (0.41) 0.25** 0.59 (0.24–1.48) **
GG 8 (0.7) 14 (0.12)

SNP, single nucleotide polymorphisms; XFS, exfoliation
syndrome; XFG, exfoliation glaucoma; OR, odds ratio; CI, con-
fidence interval. The asterisks (*) indicate the OR values and p
values derived from comparison of the specific genotype with
all of the others; i.e., GG versus GA+AA at ATG16L1, CC
versus CG+GG at ATG2B, CC versus CG+GG at ATG5. The
asterisks (**) indicate the OR values and p values derived from
comparison of the specific genotype with all of the others; i.e.,
AA versus GA+GG at ATG16L1, GG versus CG+CC at ATG2B,
GG versus CG+CC at ATG5.

TABLE 3. Allele and genotype association analysis between
the three SNPs and XFS/XFG.

SNP
XFS
(n=64)

XFG
(n=44) P-value OR (95% CI)

ATG16L1
rs2241880
Allele
G 64 (0.50) 37 (0.42) 0.25 1.38 (0.80–2.38)
A 64 (0.50) 51 (0.58)
Genotype
GG 15 (0.23) 10 (0.22) 0.27* 0.84 (0.47–1.51)*
GA 34 (0.54) 17 (0.39) 0.09** 2.06 (0.89–4.76)**
AA 15 (0.23) 17 (0.39)
ATG2B
rs3759601
Allele
C 37 (0.29) 23 (0.26) 0.41 1.29 (0.70–2.39)
G 81 (0.71) 65 (0.74)
Genotype
CC 10 (0.16) 5 (0.11) 0.53* 1.44 (0.46–4.56)*
CG 27 (0.42) 13 (0.30) 0.08** 0.51 (0.23–1.10)**
GG 27 (0.42) 26 (0.49)
ATG5
rs2245214
Allele
C 86 (0.67) 58 (0.66) 0.85 1.06 (0.59–1.88)
G 42 (0.33) 30 (0.34)
Genotype
CC 25 (0.39) 19 (0.43) 0.67* 0.84 (0.38–1.83)*
CG 36 (0.56) 20 (0.45) 0.29** 0.38 (0.09–1.70)**
GG 3 (0.05) 5 (0.07)

SNP, single nucleotide polymorphisms; XFS, exfoliation
syndrome; XFG, exfoliation glaucoma; OR, odds ratio; CI, con-
fidence interval. The asterisks (*) indicate the OR values and p
values derived from comparison of the specific genotype with
all of the others; i.e., GG versus GA+AA at ATG16L1, CC
versus CG+GG at ATG2B, CC versus CG+GG at ATG5. The
asterisks (**) indicate the OR values and p values derived from
comparison of the specific genotype with all of the others; i.e.,
AA versus GA+GG at ATG16L1, GG versus CG+CC at ATG2B,
GG versus CG+CC at ATG5.
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lost of a recognition site for SRp40 protein that is
involved in mRNA splicing.

Statistical Analyses

SPSS software (v 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL) was used to
perform statistical analysis. The Hardy-Weinberg equili-
brium (HWE) was calculated using the χ2 test in SAS/
Genetics v9.1. The comparison of allelic and genotype
frequencies between cases and controls was assessed
using the χ2 test. Odds ratio and 95% confidence intervals
(OR; 95% CI) were also calculated. A p-value <0.05 was
considered as statistically significant.

RESULTS

A total of 108 cases (64 XFS and 44 XFG) and 118
control individuals were recruited into this study.
The demographic characteristics of the population
studied are summarized in Table 1. Differences in
mean age and sex distribution between all patients
and controls were not significant.

Three SNPs in three ATG genes were analyzed
for association with XFS and XFG. Analysis of the
allelic and genotypic distribution of these SNPs is
shown in Table 2. No significant deviation from
the Hardy-Weinberg equilibrium in XFS or in the
control group was observed (p˃0.05).

The distribution of genotypes and alleles in ATG
polymorphisms was not significantly different
between cases and controls (Table 2). None of the
three SNPs showed a significant difference
between the XFS and XFG groups in allelic or
genotypic frequencies (Table 3).

DISCUSSION

XFS occurs worldwide and its prevalence increases
rapidly in individuals above 65 years old. Currently,
it affects 60–70 million people.24 XFS plays a role in
the development of glaucoma, cataract, retinal vein
occlusion, and perioperative problems during cataract
surgery, but this disease is important not only as a
cause of ocular pathology. In addition, there is
increasing evidence for an association of XFS with
cardiovascular and neurodegenerative diseases, mak-
ing it a disorder of general medical importance.

Ophthalmologists have begun to recognize the poten-
tial ocular and systemic morbidities associated with XFS.
Therefore, it is necessary to investigate the pathophysiol-
ogy of XFS to understand and treat this disease

The etiology of XFS is unknown, possibly being a
result of environmental and genetic factors. Growth
factors, particularly transforming growth factor-β1

(TGF-β1), increased cellular and oxidative stress, and
an impaired cellular protection system, appear to be
involved in its pathogenesis.15

TGF-β1 is an essential modulator of matrix forma-
tion in many fibrotic diseases. Previous studies
demonstrated that TGF-β1 induces synthesis of extra-
cellular matrix proteins, including fibronectin and
collagens, and inhibits degradation of extracellular
matrix proteins, mainly by matrix metalloproteinases
(MMPs).25,26 The growth factor TGF-β1 has been
shown to be elevated in the aqueous humor and to
be upregulated in anterior segment tissues of XFS
patients.27 Therefore, it is considered an important
mediator in the fibrotic pseudoexfoliation process.

It is also known that cellular stress conditions, such
as oxidative stress and ischemia/hypoxia, are other
mechanisms implicated in the pathophysiology of
XFS. The aqueous humor samples from XFS patients
contain elevated levels of oxidative stress markers, such
as ascorbic acid and glutathione.28,29 A concomitant
increase in endothelin-1 and homocysteine levels in
the aqueous humor of pseudoexfoliation eyes may con-
tribute to ischemic alterations and oxidative stress.30,31

In order to prevent this stress-induced injury,
cells possess cytoprotective mechanisms, which
have been investigated in anterior segment tissues
of XFS eyes. Reduced concentration of antioxida-
tive factors, such as 8-isoprostaglandine F2α and
malondialdehyde, together with a decreased activ-
ity of various antioxidative enzymes, such as cata-
lase and glutathione peroxidase, confirm a
defective protection against oxidative stress in the
anterior chamber of these eyes.15,28

Autophagy is another mechanism of cell protec-
tion. It represents a fundamental cellular homeo-
static process to degrade and recycle cellular
proteins and damaged organelles.32 Autophagy
mainly consists of three steps: formation of an
autophagosome with a double membrane; seques-
tration of cytoplasmic constituents; and fusion of
the autophagosome with lysosomes, where encap-
sulated constituents are degraded by proteases.33

The molecular mechanism of autophagy involves
several conserved autophagy-related genes (ATG)
and these genes have multiple functions in various
physiological situations. To date, it has been identi-
fied in approximately 30 autophagy-related genes,
whose products are involved in autophagy.34 The
mechanisms by which the disease-associated autop-
hagy genes affect the autophagy pathway are not yet
known

The role of autophagy in the pathogenesis of XFS
has not been studied. However, there are several fac-
tors which support the notion that autophagy could
associate with this disease.

Pseudoexfoliation cells show ultrastructural signs
of active fibrillogenesis and metabolic activation.1
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Recently, autophagy was reported to remove mis-
folded procollagen molecules from the endoplasmic
reticulum as a means of cell protection,35 and inhibi-
tion of autophagy resulted in a profibrotic phenotype
with increased collagen deposition.36 Therefore,
autophagy could also play a role in the degradation
of pseudoexfoliation material and accumulation in the
extracellular space.

Moreover, autophagy occurs at basal levels in vir-
tually all cells, but it can be upregulated by both external
and intracellular factors, including hypoxia/isquemia37

and oxidative stress.38 There is also growing evidence
which indicates that TGF-β1 activates autophagy.39

These factors have been shown to be significantly
increased in the anterior chamber of XFS eyes.

Consequently, the induction of autophagy in XFS
could operate as a cytoprotective mechanism to suppress
the accumulation of pseudoexfoliation material and an
alteration of the autophagic process may cause an insuf-
ficient elimination of this material.

Since no other studies have investigated the asso-
ciation between autophagy and pseudoexfoliation, we
studied the allelic and genotypic frequencies of three
SNPs in three ATG genes (ATG16L, ATG2B, and
ATG5) in patients with XFS and XFG.

The autophagy gene ATG16L1 is a central adap-
tor required for the formation of a mature autopha-
gosome. Polymorphism rs2241880 in exon 9 of
ATG16L1 gene results in the amino acid substitu-
tion Thr300Ala. This polymorphism has mainly
been studied for its association with autoimmune
diseases’ susceptibility, and it has been revealed to
play a role in Crohn’s disease.40 A recent study
describes a functional consequence of the T300A
variant in stress-induced autophagy and bacterial
clearance by xenophagy.41

ATG16L1 encodes a key protein that interacts with
two other autophagy proteins, ATG5 and ATG12, to
form a non-covalent protein complex essential for the
process of autophagy. This complex is involved in
autophagosome formation, which sequesters cyto-
plasmic materials and fuses with lysosomes which
degrade these materials, and is also necessary for
proper subcellular localization of the autophagy
machinery.42 ATG2B is recruited to the autophago-
some formation site later than ATG5.43

Therefore, an alteration in this autophagic process
affects the autophagy machinery. It might result in accu-
mulation of protein aggregates and consequently an
insufficient degradation of PEX material. However, no
significant differences were found in the genotype dis-
tributions or allelic frequencies of the studied poly-
morphisms between patients and control subjects. The
results also found no significant difference between XFS
and XFG patients.

To our knowledge, the present study is the first
report looking for a possible association between

autophagy gene polymorphisms and XFS. Based on
the results of this study, none of the investigated
polymorphisms in ATG16L, ATG2B, and ATG5 are
major contributors to the risk of pseudoexfoliation
syndrome in a Spanish population, but this does not
exclude a role of autophagy in the development or
progression of this disorder. Additional molecular
and functional studies will be necessary to determine
the contribution of the autophagy in this disease.
Furthermore, other autophagy-related genes could
be studied for their role in XFS pathogenesis.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the association of the lysyl oxidase-like 1 (LOXL1) single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in a Spanish population with pseudoexfoliation syndrome (XFS) and pseudoexfoliation glaucoma (XFG).

Materials and methods: The present case-control study included 100 Spanish patients (60 patients with XFS and 40
patients with XFG) and 90 control subjects. Genotypes of the three single nucleotide polymorphisms of LOXL1
(rs1048661, rs3825942, and rs2165241) were analyzed with direct sequencing.

Results: The G allele and the GG genotype of SNP rs3825942 were detected at a statistically higher frequency in
pseudoexfoliation patients than in control subjects (p= 3.36� 10ÿ5, OR=5.71, 95% CI: 2.30–14.18; p= 3.38� 10ÿ5,
OR= 6.91, 95% CI: 2.51–19.03 respectively). The T allele and the TT genotype of SNP rs2165241 presented at
significantly higher frequencies in pseudoexfoliation patients than in controls (p= 2.50� 10ÿ4, OR= 2.18, 95%
CI: 1.43–3.33; p= 1.21�10ÿ2, OR= 2.13, 95% CI: 1.75–3.85 respectively). No significant association between XFS/
XFG and the rs1048661 was observed. The GGT haplotype composed of all three risk alleles was determined to
be significantly associated with pseudoexfoliation. The genotypic and allelic distributions of the three SNPs
were similar between XFS and XFG.

Conclusions: This is the first study associating two SNPs of LOXL1 (rs3825942 and rs2165241) and XFS/XFG in a
Spanish population, confirming findings in patients from Europe. However rs1048661 SNP did not show an
association with XFS.

Keywords: Genetics, glaucoma, LOXL1, polymorphisms, pseudoexfoliation

INTRODUCTION

Pseudoexfoliation syndrome (XFS) is a generalized
disease of the extracellular matrix characterized by
the excessive production and pathological deposition
of microfibrillar material throughout the eye, particu-
larly on the anterior lens surface and in the pupillary

border of the iris. This material is composed of a
complex glycoprotein–proteoglycan structure bearing
epitopes of the basement membrane, epitopes of
elastic fiber system, and components of elastic micro-
fibrils.1 Progressive pathological accumulation of
exfoliation material appears to cause obstruction of
the trabecular meshwork and subsequent elevation in
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intraocular pressure. XFS is the most common iden-
tifiable cause of secondary open-angle glaucoma.2

About 25% of the patients with pseudoexfoliation
have elevated intraocular pressure (IOP), and one-
third of them have glaucoma.3

The specific cause of the production of pseudoex-
foliation material and its precise composition are still
unknown, but according to studies worldwide, gen-
etic factors may play an important role in the
pathogenesis of XFS.4–6 A simple inheritance model
is not evident, suggesting that this disease is the result
of a complex pattern with multiple contributing
genetic and/or environmental factors.

In 2007 a genome-wide association study in the
Scandinavian population identified three single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the lysyl
oxidase-like 1 (LOXL1) gene on chromosome 15q24.1
that were strongly associated with XFS phenotype.7

The SNPs comprised two non-synonymous coding
SNPs, rs1048661 (R141L) and rs3825942 (G153D),
located in exon 1 of LOXL1 and one intronic SNP,
rs2165241 located in intron 1. LOXL1 is a member of
the lysyl oxidase family of enzymes that catalyze the
cross-linking of collagen and elastin through oxidative
deamination of lysine side chains. The product
of LOXL1 is a protein responsible for the synthesis,
maintenance and remodelling of elastin fibers,
the major constituent of intraocular pseudoexfoliation
material.8 In fact, LOXL1 was identified as a
component of this material on the lens capsule
surface, and is localized around fibrous protein
aggregates.9 It is conceivable that sequence variation
in LOXL1 may be implicated in the synthesis and
accumulation of the aberrant fibrillar aggregates in
the ocular tissues, but the precise functional signifi-
cance of LOXL1 gene polymorphisms in XFS is still
unclear.

The association between XFS and the LOXL1 SNPs
has been studied in Caucasian populations in North
America,10,11 Europe12–15, Australia,16 and in other
ethnic groups, including Indian,17 Japanese,18

Chinese,19 Korean20 and black South Africans.21

These studies confirmed genetic susceptibility of
LOXL1 polymorphisms to pseudoexfoliation syn-
drome/glaucoma and verified the LOXL1 gene as a
main genetic risk factor for this condition worldwide
accounting for almost all pseudoexfoliation cases. The
potential role of these SNPs has not yet been
determined in Spanish individuals. Therefore, the
purpose of this study was to analyze the association of
the LOXL1 polymorphisms with XFS in a Spanish
population.

MATERIALS AND METHODS

One hundred cases of XFS with or without glaucoma
and 90 healthy controls of Spanish origin were

recruited from the Department of Ophthalmology of
the University Hospital of Salamanca (Salamanca,
Spain). All subjects underwent detailed ophthalmic
examination, including slit-lamp biomicroscopy, tono-
metry, gonioscopy, dilated pupil examination of the
lens and funduscopy.

The diagnostic criterion for XFS without glaucoma
was the existence of pseudoexfoliation material on the
anterior lens capsule or on the pupil margin in either
eye, with intraocular pressure (IOP) less than
21mmHg and no clinical evidence of glaucomatous
optic neuropathy. Pseudoexfoliation glaucoma (XFG)
was defined if the patient had typical characteristics
of XFS and glaucomatous optic neuropathy (defined
as a cup to disc ratio40.7, notching of the neuroretinal
rim, or an asymmetric cup to disc ratio 40.2)
with compatible glaucomatous visual field loss and
documented IOP �22mmHg. The control group
comprised patients without any evidence of exfoli-
ation deposits in intraocular tissues, IOP in the normal
range (521mmHg) and normal appearing optic nerve.
Due to the age-dependence of the XFS, only controls
older than age 65 were enrolled.

The study was conducted in accordance with
the principles of the Declaration of Helsinki and
was approved by the Ethics Committee of the
Hospital.

Blood samples were collected from the cases and
controls after obtaining an informed consent form.
DNA was isolated from peripheral blood following
proteinase K and phenol-chloroform standard
protocols.

The analysis of rs3825942 and rs2165241 LOXL1
polymorphisms was carried out by allelic discrimin-
ation by real time PCR using the TaqMan probes
C_27506631_10 and C_43559411_10 respectively
(Applied Biosystems) and the mixture TaqManÕ

Universal PCR Master Mix No AmpEraseÕ UNG
(Applied Biosystems) containing the DNA polymer-
ase. The amplification program for both polymorph-
isms had an annealing temperature of 60 �C for
1minute and the number of cycles was 40.

We studied LOXL1 rs1048661 polymorphism
by RFLP-PCR using primer forward: 50-AAGGCC
AGCATGGACAAAGCTAGA-30 and primer reverse:
50-ACGACCAGGGTTTCGTGTACTAC-30. The pro-
gram used for the amplification consisted of
40 cycles of denaturation at 95 �C for 30 seconds,
annealing of primers at 60 �C for 2 minutes and
primer extension at 72 �C for 2 minutes. The PCR
product was digested with the restriction enzyme
SmaI (Fermentas, Burlington, Canada) for 16 hours at
30 �C. As a result, we obtained three different patterns
for the three possible genotypes: for G/G genotype,
fragments of 226 bp, 194 bp, 201 bp and 130; for G/T
genotype, fragments of 395 bp, 226 bp, 194 bp, 201 bp
and 130 bp; and for G/G genotype, fragments of
395 bp, 226 bp and 130 bp.
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SPSS software (v 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL) was
used to perform the statistical analysis. The Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) was calculated using
the �

2 test in SAS/Genetics v9.1. Haplotype associ-
ation analysis was assessed with Haploview v4.0
(Daly Lab, Broad Institute, Cambridge, MA). The
comparison of allelic and genotype frequencies
between cases and controls were assessed using the
�
2 test. Odds ratio and 95% confidence intervals (OR;

95% CI) were also calculated. A p value 50.05 was
considered as statistically significant.

RESULTS

A total of 100 cases (60 XFS and 40 XFG) and 90
control individuals were recruited into this study. The
demographic characteristics of the population studied
are summarized in Table 1.

The allelic and genotypic distributions of the
candidate SNPs are shown in Table 2. The genotype
frequencies of the three LOXL1 SNPs in controls were
in HWE. SNP rs2165241 and rs1048661 followed the
HWE in cases. However, the genotypic distributions
of the SNPs rs3825942 deviated from the HWE in
patients (p=0.002).

There were significant differences in the allelic and
genotypic distributions between cases and control
subjects for rs3825942 and rs2165241.

The G allele of SNP rs3825942 was detected at a
statistically higher frequency in pseudoexfoliation
patients than in control subjects (p=3.36� 10ÿ5,
OR=5.71, 95% CI: 2.30–14.18). The GG genotype
was significantly more frequent in the patient group
than in the control group (p=3.38� 10ÿ5, OR= 6.91,
95% CI: 2.51–19.03).

The T allele and the TT genotype of SNP rs2165241
presented at significantly higher frequencies in
pseudoexfoliation patients than in controls
(p=2.50� 10ÿ4, OR= 2.18, 95% CI: 1.43–3.33; p=1.21
� 10ÿ2, OR= 2.13, 95% CI: 1.75–3.85 respectively).

In this population, there was no statistically
significant difference in the allele and genotype

frequencies between patients and controls for SNP
rs1048661 (p=0.19 and p= 0.51 respectively).

None of the three SNPs showed a significant
difference between the XFS and XFG groups in allelic
or genotypic frequencies (Table 3).

Pairwise linkage disequilibrium (LD) analysis
showed that SNPs rs1048661 and rs2165241 were in
strong LD (D0 = 0.96), SNPs rs3825942 and rs2165241
were also in LD (D0 = 0.94), but rs3825942 and
rs1048661 were not in LD.

The most common haplotype (GGT) defined by
three SNPs (rs1048661-rs3825942-rs2165241) had a
significantly higher frequency in patients that in
controls, whereas the GAC haplotype was signifi-
cantly associated with XFS as a protective haplotype
in the Spanish population. The estimated haplotype
frequencies are summarized in Table 4.

DISCUSSION

LOXL1 has been identified as a major contributor and
principal genetic risk factor for XFS throughout the

TABLE 1. Demographic characteristics of the study patients.

Cases Controls p Value

Number of subjects Total 100 90
XFS 60
XFG 40

Age (years)
mean� SD 74.6� 7.5 76.5� 8.2 0.09
range 55–88 66–90

Sex, n (%)
Male 47 (47%) 52 (57.7%) 0.13
Female 53 (53%) 38 (42.2%)

XFS, Exfoliation syndrome; XFG, Exfoliation glaucoma; SD,
Standard deviation.

TABLE 2. Allele and genotype association analysis for the three
SNPs of LOXL1.

SNP
XFS/XFG
(n= 100)

Controls
(n= 90) �

2 p Value OR (95%CI)

rs1048661
Allele
G 155 (0.77) 129 (0.72) 1.7 0.19 1.36 (0.85–2.16)
T 45 (0.23) 51 (0.28)

Genotype
GG 57 (0.57) 47 (0.52) 0.44* 0.51* 1.21 (0.68–2.15)*
GT 41 (0.41) 35 (0.39)
TT 2 (0.02) 8 (0.09)

rs3825942
Allele
G 194 (0.97) 153 (0.85) 17.20 3.36� 10ÿ5 5.71 (2.30–14.18)
A 6 (0.03) 27 (0.15)

Genotype
GG 95 (0.95) 66 (0.73) 17.19* 3.38� 10ÿ5* 6.91 (2.51–19.03)*
GA 4 (0.04) 21 (0.24)
AA 1 (0.01) 3 (0.03)

rs2165241
Allele
C 59 (0.29) 86 (0.48) 13.41 2.50� 10ÿ4 2.18 (1.43–3.33)
T 141 (0.71) 94 (0.52)

Genotype
CC 8 (0.08) 24 (0.26) 6.29* 1.21�10ÿ2* 2.21 (1.75–3.85)*
CT 43 (0.43) 38 (0.43)
TT 49 (0.49) 28 (0.31)

SNP, single nucleotide polymorphisms; XFS, Exfoliation
syndrome; XFG, Exfoliation glaucoma; OR, odds ratio;
CI, confidence interval. The asterisks (*) indicate the OR
values and p values derived from comparison of the specific
genotype with all of the others, i.e. GG versus GT+TT at
rs1048661, GG versus GA+AA at rs3825942, TT versus CT+CC
at rs2165241.
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population examined. The present study has also
demonstrated a strong association between LOXL1
SNPs and pseudoexfoliation in a Spanish population.
This is in agreement with previous genetic studies,
although the allelic and genotypic distributions of the
three SNPs were found to be different among patients
with diverse ethnic origins. The reasons for these
differences are still poorly understood, and other
genetic factors, molecular mechanisms or

environmental conditions might be involved in the
development of this disorder.

The risk for disease in the Spanish population is
associated strongly with the G allele and GG genotype
of rs3825942 and the T allele and TT genotype of
rs2165241 as in previous reports of Caucasian
patients.10–16 However, studies from East Asian popu-
lations, including Japanese, Chinese and Korean
populations, found that the allelic and genotypic
distributions of rs2165241 were different from that in
the Caucasian population.18–20 These studies reported
that the C allele and CC genotype of rs2165241 were
associated with XFS. Nevertheless, the allelic and
genotypic distribution of rs3825942 had a similar
pattern in all populations, including Caucasians and
Asians. Conversely, studies in a black South African
population revealed that the A allele and AA geno-
type of rs3825942 conferred the greatest risk for XFS in
this population.21

No association was observed for rs1048661 with the
disorder in Spanish patients. However, the G allele
and GG genotype of this SNP were associated with
XFS or XFG in various European and North American
populations.10,13,14 On the other hand, the opposite T
allele and TT genotype were associated with this
disorder in the Japanese and Chinese populations.18,19

Therefore, the functional significance of the
disease-associated SNPs is not well understood,
because some populations have shown an inverse
relationship between reported risk alleles. In a meta-
analysis of the association of the three SNPs with
XFS,22 rs3825942 was the most common disease-
associated polymorphism across different geograph-
ical populations. Consequently, it may play a role in
the pathogenesis of XFS, but the biological effect of the
rs3825942 missense change has not been determined.
The risk alleles of rs3825942 have no effect on LOXL1
expression levels, although protein prediction
programs, such as ‘‘Polyphen’’ or ‘‘SIFT,’’ suggest
that they could have a functional impact.
Sequence modifications in the LOXL1 propeptide
caused by this SNP may lead to abnormal
cross-linking, insolubilizaton and aggregation of

TABLE 3. Allele and genotype association analysis between the
LOXL1 SNPs and XFS/XFG.

SNP
XFS

(n= 60)
XFG

(n= 40) �
2 p Value OR (95%CI)

rs1048661
Allele
G 91 (0.76) 64 (0.80) 0.48 0.49 0.78 (0.39–1.56)
T 29 (0.24) 16 (0.20)

Genotype
GG 33 (0.55) 24 (0.60) 0.24* 0.62* 0.81 (0.36–1.83)*
GT 25 (0.42) 16 (0.40)
TT 2 (0.02) 0 (0.00)

rs3825942
Allele
G 117 (0.97) 75 (0.96) 0.29 0.59 1.56 (0.31–7.93)
A 3 (0.03) 3 (0.4)

Genotype
GG 58 (0.97) 37 (0.93) 0.87* 0.35* 2.35 (0.37–14.74)*
GA 1 (0.01) 3 (0.07)
AA 1 (0.01) 0 (0.00)

rs2165241
Allele
C 79 (0.66) 62 (0.77) 3.14 0.07 0.56 (0.29–1.07)
T 41 (0.34) 18 (0.23)

Genotype
CC 25 (0.08) 24 (0.60) 3.22* 0.07* 0.48 (0.21–1.07)*
CT 29 (0.43) 14 (0.35)
TT 6 (0.49) 2 (0.05)

SNP, single nucleotide polymorphisms; XFS, Exfoliation
syndrome; XFG, Exfoliation glaucoma; OR, odds ratio;
CI, confidence interval. The asterisks (*) indicate the OR
values and p values derived from comparison of the specific
genotype with all of the others, i.e. GG versus GT+TT at
rs1048661, GG versus GA+AA at rs3825942, TT versus CT+CC
at rs2165241.

TABLE 4. Haplotype analysis for the three SNPs of LOXL1 in patients with XFS/XFG and control subjects.

Haplotype
Proportion

rs1048661 rs3825942 rs2165241 XFS/XFG Control p Value OR (95%CI)

G G T 40.4 28.5 0.008 1.70 (1.15–2.51)
G G C 21.1 22.4 0.733 0.92 (0.59–1.44)
T G C 18 18.9 0.809 0.94 (0.59–1.51)
T G T 16.2 10.5 0.076 1.64 (0.950–2.85)
G A C 2.6 10.1 0.002 0.24 (0.09–0.63)
G A T 1.3 4.4 0.063 0.29 (0.08–1.07)
T A C 0.4 4.8 0.02 0.09 (0.011–0.68)
T A T – 0.4 – –

XFS, Exfoliation syndrome; XFG, Exfoliation glaucoma; OR, odds ratio; CI, confidence interval
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elastic matrix proteins into mature PEX fibrils.23

In addition, LOXL1 SNPs do not appear to be
associated with other types of glaucoma. Previous
studies have not shown any strong genetic association
between the LOXL1 gene polymorphisms and
primary open-angle glaucoma,24 primary angle-
closure glaucoma25 and pigmentary glaucoma.26

Therefore, it is likely that these SNPs are exclusively
associated with the presence of pseudoexfoliation
material in these patients.

The GGT haplotype was strongly associated with
XFS/XFG, conferring a 1.7-fold increase in the risk of
the disease and this result is in agreement with
previous studies in other Caucasian popula-
tions.11,14,27,28 Nevertheless, the TGC was the major
risk haplotype for pseudoexfoliation in East Asians
populations.18–20 In our study, the GAC haplotype
revealed a protective effect.

The mechanism by which pseudoexfoliation
syndrome results in pseudoexfoliation glaucoma is
not clear. We studied the allelic and genotypic
frequencies of the three LOXL1 SNPs in XFS and
XFG patients, but we found no significant difference.
This is in agreement with earlier studies.14,18,27,28

Therefore, LOXL1 is more likely a contributing factor
to develop the disease, rather than a factor for
progression. It is not known if other genes may
increase susceptibility for conversion from pseudoex-
foliation syndrome to glaucoma.

To the best of our knowledge, this is the first study
showing an association of LOXL1 SNPs and XFS/XFG
in a Spanish population. However, these DNA
sequence variants are also found in a significant
percentage of control subjects, therefore, other genetic
variants, stress conditions or external factors, either
independently or in direct interaction with LOXL1,
may predispose an individual carrying LOXL1 risk
alleles to develop XFS and XFG. For that reason, the
association between pseudoexfoliation and the LOXL1
SNPs are not strong enough to validate a screening
test for this disorder. The study of yet unknown
genetic and non-genetic factors contributing to this
complex disease is required to establish what role
these SNPs play in the development of pseudoexfolia-
tion syndrome. Other proteins that participate in the
maintenance of elastic fibers and composition of the
extracellular matrix are candidates for additional
genetic investigations. Identification of genetic
component of pseudoexfoliation syndrome could aid
the development of new therapeutic strategies for
the disease.
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