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RESUMEN

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) neovascular o humeda,
aunque representa solo el 10-15% de los casos, es la principal causa de ceguera
irreversible en personas mayores de 50 afios en paises desarrollados. Se
caracteriza por el crecimiento anormal de nuevos vasos sanguineos en la
coroides que rompen la membrana de Bruch, provocando edema, hemorragias
y fibrosis subretiniana. Las terapias actuales basadas en inyecciones intravitreas
periddicas de agentes anti-VEGF logran frenar la progresion inicial, pero
presentan limitaciones graves a largo plazo debido a la baja penetracion tisular,
la necesidad de reinyecciones frecuentes y el desarrollo de fibrosis irreversible.
El objetivo de este trabajo es evaluar el potencial de los exosomas como una
herramienta terapéutica innovadora y multimodal para el abordaje de esta
patologia. Los resultados indican que, en condiciones de hipoxia, el epitelio
pigmentario de la retina altera la carga de sus exosomas nativos, promoviendo
la inflamacién y la degradacion de la matriz extracelular. No obstante, mediante
bioingenieria molecular es posible reprogramar su contenido o modificar su
superficie mediante péptidos RGD o el aptamero AS1411 para conseguir un
direccionamiento selectivo hacia los neovasos. Asimismo, se ha demostrado que
los exosomas con microARNs especificos, modificados o no, logran inhibir vias
proangiogénicas (VEGFA, ANGPT2), restaurar proteinas de union estrecha (ZO-
1, ocludina) y mitigar la fibrosis mediante el silenciamiento del gen HOXCG6. En
conclusién, los exosomas representan un cambio de paradigma frente a la
monoterapia tradicional gracias a su nula inmunogenicidad, prolongada
retencion vitrea y capacidad de transporte multimodal, consolidandose como una
de las estrategias mas prometedoras y disruptivas en el tratamiento regenerativo
de la DMAE neovascular.

Palabras calve: Degeneracion macular asociada a la edad humeda,
Neovascularizacion coroidea, Exosomas, MicroARN, Sistemas de liberacion de
farmacos, Células madre mesenquimales.

ABSTRACT

Neovascular or wet age-related macular degeneration (nAMD or wAMD),
although accounting for only 10-15% of cases, is the leading cause of irreversible
blindness in people over 50 years of age in developed countries. It is
characterized by the abnormal growth of new blood vessels in the choroid that
disrupt Bruch’s membrane, causing edema, hemorrhages, and subretinal
fibrosis. Current therapies based on periodic intravitreal injections of anti-VEGF
agents succeed in halting initial progression, but present sever long-term
limitations due to low tissue penetration, the need for frequent reinjections, and
the development of irreversible fibrosis. The objective of this study is to evaluate
the potential of exosomes as an innovative and multimodal therapeutic tool for
the management of this pathology. Results indicate that, under hypoxic
conditions, the retinal pigment epithelium alters the cargo of its native exosomes,



promoting inflammation and extracellular matrix degradation. Nevertheless,
through molecular bioengineering, it is possible to reprogram their content or
modify their surface using RGD peptides or the AS1411 aptamer to achieve
selective targeting toward neovessels. Furthermore, it has been demonstrated
that exosomes carrying specific microRNAs, whether modified or not, succeed in
inhibiting pro-angiogenic pathways (VEGFA, ANGTP2), restoring tight junction
proteins (ZO-1, occluding), and mitigating fibrosis by silencing the HOXC6 gene.
In conclusion, exosomes represent a paradigm shift over traditional monotherapy
due to their lack of immunogenicity, prolonged vitreous retention, and multimodal
transport capability, consolidating themselves as one of the most promising and
disruptive strategies in the regenerative treatment of neovascular AMD.

Keywords: Wet age-related macular degeneration, Choroidal
neovascularization, Exosomes, MicroRNA, Drug delivery systems, Mesenchymal
stem cells.



1. INTRODUCCION

1.1 Anatomia y fisiologia del sistema visual

El globo ocular esta compuesto por tres capas. Ordenadas desde afuera hacia
adentro, son: la capa externa (fibrosa), constituida por la esclerética y la cornea.
La capa media (vascular), formada por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. Y por
ultimo, la capa interna (retiniana o nerviosa), que comprende la retina.

La retina se extiende en la superficie interna posterior del globo ocular, situada
entre la coroides y el cuerpo vitreo. En su parte mas interna se disponen las
células ganglionares, cuyas prolongaciones atraviesan las capas mas externas
del globo ocular (retina, coroides y esclerética) hasta formar un cordén, el nervio
Optico, que actua como sistema de conduccion del sistema visual (Figura 1A). La
retina, que constituye el 6rgano receptor de las impresiones luminosas del
sistema visual, se divide en dos partes: la porcion éptica y la porcién ciega (1).

La porcién optica es la parte fotosensible, responsable de la percepcion de la
luz. Esta se extiende desde el nervio éptico hasta el borde posterior del cuerpo
ciliar, comprendida entre la coroides y el cuerpo vitreo (Figura 1B). En ella se
distinguen dos regiones importantes: el disco Optico y la macula lutea. El disco
optico, se conoce como el punto ciego de la retina, es el area donde llegan los
vasos centrales de la retina y convergen las fibras nerviosas que el nervio 6ptico.
La macula lutea, localizada en el polo posterior del globo ocular, se reconoce
como una pequefia depresion central denominada fovea, que representa la zona
de mayor agudeza visual(2).

La porcién ciega es la parte no fotosensible de la retina. Se situa por delante de
la porcion optica, a partir de la ora serrata continua hacia el cuerpo ciliar y el iris
donde forma las porciones ciliar e iridiana de la retina (Figura 1B). Sus funciones
son recubrir el cuerpo ciliar y tapizar la cara posterior del iris, respectivamente.
Ambas porciones estan formadas por un epitelio bicelular pigmentado que no
posee fotorreceptores, por lo que es insensible a la luz(2).

Desde el punto de vista histoldgico, la retina consta de dos capas intimamente
unidas. Una capa pigmentaria externa (epitelio pigmentario de la retina), que
absorbe la luz y nutre a los fotorreceptores. Y una capa nerviosa interna, formada
por fotorreceptores (bastones y conos), interneuronas y células ganglionares,
responsables de la transduccion y transmision del estimulo visual (Figura 1C)(2).
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Figura 1. Anatomia del ojo y estructuras celulares de la retina. (A) Anatomia general del ojo
humano. (B) Distribucidn de las porciones ciega y dptica del sistema visual. (C) Estructura celular de
la retina desde la parte que alcanza antes la luz, las células ganglionares, hasta el epitelio
pigmentario retinal. Fuente: Creacion propia adaptade de Schiinke et al. (2), mediante uso de IA
(Figuras Ay B) y BioRender (Figura C).

1.2 DMAE concepto y epidemiologia

En los paises desarrollados existe un aumento de la esperanza de vida debido
a la transicion epidemioldgica, que se conoce como el cambio en los patrones
de enfermedad y en las causas de muerte, se pasa de una mortalidad elevada
por epidemias infecciosas a una mayor prevalencia de enfermedades crénicas
(3). Este aumento en la esperanza de vida conlleva un crecimiento de la
poblacién de mas de 60 anos, que se ve reflejado en la prevalencia de
enfermedades neurodegenerativas como es la degeneracion macular asociada
a la edad (DMAE) (4). La DMAE comparte mecanismos patolégicos con otras
enfermedades cronicas asociadas a la edad como son la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, patologias cardiovasculares, entre otras

(5).

La DMAE es una enfermedad multifactorial y neurodegenerativa de inicio tardio,
que afecta principalmente a la region macular de la retina, provocando un
deterioro gradual de la vision central, la poblacién afectada son las personas
mayores de 50-60 afos. Es la principal causa de ceguera irreversible a nivel
mundial (5,6). En Espafia la prevalencia de la forma temprana de la DMAE es
del 15% en poblacién de entre 65 y 74 afios, del 25% en personas de 75 a 84
afios y del 30% en personas mayores de 85 afnos. Se observa un crecimiento
exponencial de la prevalencia de enfermedad en poblaciones de mayor edad. Se
calcula que hay unas 700.000 personas con DMAE en Espania, siendo estas un
1,5 % de la poblacion general de Espana (7).



1.3 Fisiopatologia
La fisiopatologia de la DMAE es compleja y esta influida por la interaccion entre
factores genéticos, ambientales y metabdlicos, que derivan en alteraciones del
complejo fotorreceptores-EPR-membrana de Bruch-coroides. Estas estructuras
constituyen un sistema interdependiente, esencial para el mantenimiento de la
homeostasis retiniana y el correcto funcionamiento de los fotorreceptores (5,8).

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) desempefia un papel central en la
fisiopatologia de la DMAE. Esta monocapa de células situada entre los
fotorreceptores retinianos y la membrana de Bruch cumple funciones cruciales
en el mantenimiento de la estructura y las funciones normales de la retina, como
la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores; la funcién
barrera; el transporte de nutrientes, iones y agua entre la coroides y los
fotorreceptores; la resistencia al estrés oxidativo; el mantenimiento del ciclo
visual; y la produccion de diversos factores importantes como factores de
crecimiento, citocinas y proteinas estructurales, esenciales para el sistema
citoesquelético, el aporte de nutrientes, la proteccion neuronal y la angiogénesis
(9). Con el envejecimiento, las facultades del EPR van disminuyendo y estas
funciones se ven comprometidas, lo que supone uno de los signos iniciales del
desarrollo de la DMAE, pues el evento critico de la enfermedad es la disfuncién
y degeneracion del EPR (5,8)

Uno de los procesos clave en la fisiopatologia temprana de la enfermedad es la
acumulacion de productos de desecho metabdlico derivados principalmente de
la digestidon incompleta de los segmentos externos de los fotorreceptores. Se han
realizado estudios que muestran un aumento de alrededor del 18% en la
acumulacion de lipofuscina en el citoplasma del EPR desde la primera década
de vida hasta los 80 afios. Con el paso del tiempo, la capacidad degradativa de
los lisosomas del EPR disminuye, lo que conduce a esta acumulacion de
lipofuscina y/u otros compuestos como la N-reiniliden-N-retiniletanolamina
(A2E). Estos productos pueden causar efectos citotoxicos sobre las células del
EPR al inducir dano oxidativo, disfuncién lisosomal y alteraciones en la
homeostasis celular(5).

Simultaneamente, se produce una acumulacién progresiva de depodsitos
extracelulares entre el EPR y la membrana de Bruch. Estos depdsitos se
componen de lipidos, proteinas, restos celulares derivados del EPR vy diversos
factores que se relacionan con la inflamacion, como factores de complemento e
inmunoglobulinas(10). La presencia de estos depdsitos altera la membrana de
Bruch, reduciendo su capacidad para facilitar el intercambio de nutrientes,
oxigeno y productos de desecho entre la retina y la coroides. Como
consecuencia, se genera un entorno metabdlicamente desfavorable que
favorece el deterioro de las células del EPR y de los fotorreceptores(5).

Otro mecanismo fundamental implicado en la patologia de la DMAE es el estrés
oxidativo. La retina es particularmente susceptible al dafio oxidativo debido a su



elevada tasa metabdlica, el alto consumo de oxigeno, la abundancia de acidos
grasos poliinsaturados en las membranas de los fotorreceptores y la exposiciéon
constante a la luz (8). Estas condiciones favorecen la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que pueden provocar dafio en lipidos, proteinas y
ADN celular. Cuando los sistemas antioxidantes celulares no son capaces de
neutralizar adecuadamente estas especies reactivas, se produce un
desequilibrio redox que contribuye a la degeneracion del EPR y de las
estructuras retinianas mas proximas (5,8).

La inflamacion cronica de bajo grado inducida a partir del estrés oxidativo
también desempefia un papel importante en el desarrollo de la DMAE. Diversos
estudios han demostrado la implicacidon del sistema inmunitario innato,
particularmente a través de la activacion del sistema de complemento (10). Se
ha observado la presencia de componentes del complemento y proteinas
inflamatorias en los depdsitos extracelulares asociados a la enfermedad. La
activacion persistente de estas vias inflamatorias contribuye a la liberacion de
citocinas y mediadores inflamatorios que favorecen la disfuncién celular, la
alteracion de la barrera hematorretiniana y el dafio progresivo del tejido retiniano
(5,10).

Ademas, la membrana de Bruch experimenta cambios estructurales asociados
al envejecimiento que contribuyen al desarrollo de la enfermedad. Con el paso
del tiempo, esta membrana sufre un engrosamiento progresivo debido a la
acumulacién de lipidos, proteinas y deshechos del EPR, asi como
modificaciones en su matriz extracelular. Estos cambios reducen su
permeabilidad y afectan negativamente al flujo coriocapilar. Como resultado, los
fotorreceptores reciben un aporte reducido de oxigeno y nutrientes, mientras que
los productos de desecho metabdlico se eliminan con mayor dificultad (5).

Finalmente, todos estos procesos: disfuncion del EPR, acumulaciéon de
depdsitos extracelulares, estrés oxidativo, inflamacion crénica y alteraciones en
la membrana de Bruch, conducen a un deterioro progresivo del ecosistema
retiniano. Este entorno patolégico favorece la degeneraciéon de los
fotorreceptores, especialmente de los conos responsables de la vision central y
de alta resolucion, debido a que se encuentra mayor concentracion en la regiéon
macular (5). La pérdida progresiva de estas células sensoriales se traduce
clinicamente en una disminucién de la agudeza visual y en la aparicién de las
manifestaciones caracteristicas de la degeneracién macular asociada a la edad

(7).

1.4 Tipos de degeneracion macular asociada a la edad

Desde el punto de vista clinico y patoldgico, la enfermedad puede clasificarse en
dos formas principales: DMAE seca o atréfica y DMAE humeda o neovascular.
Ambas comparten mecanismos fisiopatolégicos iniciales relacionados con la
disfuncién del complejo fotorreceptor/EPR/membrana de Bruch/coriocapilar,



pero difieren en su evolucion clinica, gravedad y mecanismos patogénicos
predominantes(5,8,10).

1.4.1 DMAE seca o atrofica

La DMAE seca, también denominada atréfica o no neovascular representa
aproximadamente entre el 85% y el 90% de los casos de degeneracién macular
asociada a la edad (7,10). Se caracteriza por un curso clinico generalmente lento
y progresivo, en el que las alteraciones estructurales afectan principalmente al
EPR, los fotorreceptores y la membrana de Bruch (5,8).

Una de las manifestaciones caracteristicas de esta forma de la enfermedad es
la presencia de drusas (Figura 2B). Estas estructuras estan formadas por una
mezcla compleja de lipidos, proteinas, productos derivados del metabolismo
celular y componentes del sistema del complemento, su presencia se ve
reflejada en la presencia de procesos de inflamacion crénica y disfuncion del
EPR (5,8). Las drusas constituyen un marcador temprano de la enfermedad y se
han asociado con el riesgo de progresion hacia estadios mas avanzados (10).

La degeneracién macular se puede clasificar siguiendo el sistema de la Iniciativa
Beckman para la Investigaciéon Macular. Este se basa en imagenes de fondo de
0jo a color, drusas y parametros de pigmentacién, dividiendo la patologia en tres
estadios. El envejecimiento normal conlleva la presencia de drusas pequeias
(<63 ym de diametro) sin anomalias pigmentarias. La “DMAE temprana” esta
caracterizada por la presencia de drusas medianas (>63 y <125 um), pero sin
anomalias pigmentarias. A diferencia de la “DMAE intermedia” que se caracteriza
de drusas grandes (>125 pm) en combinacion con anomalias hiper o
hipopigmentarias. Por ultimo, las “DMAE tardias” se diferencian entre
neovascular y/o atrofia geografica (5). La acumulacién de drusas en un individuo
se asocia a un mayor riesgo de desarrollar formas avanzadas de DMAE (10).

En estadios avanzados de la DMAE seca puede desarrollarse atrofia geografica,
considerada la manifestacion mas severa de esta forma de la enfermedad. La
atrofia geografica se caracteriza por areas bien delimitadas de pérdida del
epitelio pigmentario de la retina, degeneracion de los fotorreceptores y
adelgazamiento de la retina neurosensorial, lo que produce una pérdida
progresiva de la vision central (5,8). Este proceso suele evolucionar lentamente
a lo largo de afios, aunque puede provocar una reduccion significativa de la
agudeza visual cuando afecta a la regién macular central.

Los pacientes con DMAE seca pueden experimentar sintomas iniciales como
dificultad para la visién en condiciones de baja iluminacion, reduccion progresiva
de la sensibilidad al contraste o aparicion de areas borrosas en la vision central
(7). Sin embargo, la progresion de la pérdida visual suele ser mas lenta que en
la forma neovascular de la enfermedad (11).
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Figura 2. Caracterizacion mediante imagen de fondo de ojo y OCT de la retina sana y subtipos
de DMAE. La fila superior muestra imagenes de fondo de ojo (retinografia) y la hilera inferior sus
correspondientes reconstrucciones tridimensionales por tomografia de coherencia dptica (OCT). (A)
Retina sana: se observa una arquitectura macular normal con la depresion foveal preservada. (B)
DMAE atrofica: presencia de drusas (depdsitos amarillentos extracelulares) que provocan
elevaciones eirregularidades en el EPR. (C) DMAE neovascular: presencia de edema intrarretiniano,
hemorragias subretinianas visibles en la retinografia, fibrosis, lo que conlleva una desestructuracion
severa de las capas retinianas. Fuente: Imagen adaptada de Ambati et al. (8) y Kauppinen et al. (10).

1.4.2 DMAE humeda o neovascular

La DMAE humeda, también denominada forma neovascular o exudativa,
representa aproximadamente el 10-15% de los casos de DMAE, pero es
responsable de la mayoria de los casos de pérdida visual grave asociados a esta
patologia (8,10). Esta forma se caracteriza por el desarrollo de Ila
neovascularizaciéon coroidea (NVC), un proceso patologico en el que se forman
nuevos vasos sanguineos inmaduros que crecen desde la coroides a través de
la membrana de Bruch hacia la retina externa (Figura 2C) (8). Estos nuevos
vasos sanguineos de estructura inmadura y de elevada permeabilidad,
favorecen la exudacién de liquido, desprendimiento del EPR vy tejido fibroso
retinal. Como consecuencia, se produce una acumulacién de liquido subretiniano
o intrarretiniano, asi como la aparicion de hemorragias y exudados lipidicos que
alteran la arquitectura normal de la retina (5,8).

El desarrollo de la NVC esta estrechamente relacionado con la sobreexpresion
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Diversos estimulos
patolégicos como el estrés oxidativo, la hipoxia tisular y la inflamacion crénica,
estimulan la produccion de VEGF por parte de células del EPR y otras células
del entorno retiniano. Este factor promueve la proliferacion, migracion vy
supervivencia de las células endoteliales, favoreciendo la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos inmaduros (9).
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Desde el punto de vista clinico, la DMAE humeda se caracteriza por un dafio
severo que rapidamente progresa a perdida de vision a nivel central. Entre los
sintomas mas comunes destaca la vision ondulada de lineas rectas, ademas de
la presencia de un punto ciego pequeno (7). En fases avanzadas, la persistencia
de la neovascularizacién y la exudacion de liquido puede conducir a la formacién
de membranas fibrovasculares y tejido cicatricial subretiniano, lo que provoca
dafo irreversible de los fotorreceptores (5).

En la actualidad, el tratamiento estandar de la DMAE humeda se basa
principalmente en terapias dirigidas contra el VEGF administradas mediante
inyecciones intravitreas de farmacos antiangiogénicos o anti-VEGF, como
ranibizumab, aflibercept o bevacizumab. Estas terapias han supuesto un avance
significativo en el manejo de la enfermedad al permitir estabilizar o mejorar la
agudeza visual en un elevado porcentaje de pacientes. No obstante, presentan
ciertas limitaciones, como la necesidad de administraciones repetidas, la
variabilidad en la respuesta terapéutica entre pacientes y la persistencia de la
actividad neovascular en algunos casos(12).

Considerando que la DMAE humeda es la forma responsable de la mayoria de
los casos de pérdida visual severa asociados a esta enfermedad y presenta una
fisiopatologia estrechamente vinculada a procesos angiogénicos e inflamatorios
(5), el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a modular estos
mecanismos resulta de gran interés clinico. En los ultimos afios diversas
investigaciones han explorado el potencial de nuevas terapias basadas en
vesiculas extracelulares, especialmente exosomas, capaces de modular la
angiogénesis, la inflamacién y la comunicacion intercelular en el microambiente
retiniano (13). Por este motivo, esta revisién se centrara especificamente en el
estudio de nuevos tratamientos para la DMAE humeda basados en exosomas,
analizando su potencial como alternativa a las terapias anti-VEGF actualmente
disponibles.

1.5 Limitaciones de las terapias actuales

En la actualidad las inyecciones intravitreas de agentes anti-VEGF son el
tratamiento de eleccién para la DMAE neovascular (12). Estos agentes son un
tipo de terapia bioldgica dirigida contra el factor de crecimiento endotelial
vascular. Sin embargo, la supresién del VEGF no impide el dafio progresivo de
los fotorrecceptores, el desarrollo de fibrosis, la atrofia, que culmina en una
pérdida irreversible de agudeza visual (14).

En las condiciones normales de un ojo envejecido sin DMAE, la retina esta
protegida por un conjunto de proteinas que se encargan de inhibir la
angiogénesis y mantener la homeostasis. Entre estos inhibidores enddgenos
destacan el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF), uno de los agentes
antiangiogénicos mas potentes; la endostatina y angiostatina, las cuales tienen
funciones muy similares, inhiben la proliferacion de células endoteliales y el
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crecimiento tumoral. Sin embargo, ojos envejecidos y con la patologia presentan
niveles significativamente bajos de estos inhibidores angiogénicos.

Esta situacion se agrava en condiciones de hipoxia, el estimulo principal que
activa al regulador transcripcional, el factor inducible por hipoxia (HIF-1). Una vez
activado, HIF-1 induce la sobreexpresion de VEGF-A, el regulador principal de
la actividad angiogénica, el cual puede unirse a los receptores VEGFR-1 y
VEGFR-2, pero ejerce su actividad patogénica a través del VEGFR-2,
desencadenando la angiogénesis y la permeabilidad endotelial. Como medida
de proteccidén el organismo contiene el gen FLT-1 que codifica el receptor
VEGFR-1, el cual tiene mayor afinidad por el factor VEGF-A. El organismo
produce una variante soluble, el sFLTt-1 que secuestra al VEGF-A circulante,
impidiendo asi que active el receptor VEGFR-2 (12).

1.5.1 Agentes anti-VEGF

El bevacizumab es un anticuerpo (AC) monoclonal IgG1 humanizado
recombinante que bloquea todas las isoformas de VEGF-A (12). Su estructura
se compone por fragmentos Fab y Fc, lo que permite mejor union al VEGF que
el ranibizumab(15).

El ranibizumab es un fragmento de anticuerpo (AC) recombinante humanizado
dirigido a todas las isoformas de VEGF-A para bloquear todas las interacciones
posibles con VEGFR. Estudios preclinicos sugieren que anticuerpos enteros
pueden no penetrar la retina eficientemente, por ese motivo se desarrollo este
fragmento de anticuerpo mas pequefno. El ranibizumab tiene una estructura
similar al bevacizumab, pero es 100 veces mas afin al VEGF que el bevacizumab
(15). Diferentes estudios comparativos de ambos farmacos demuestran la no
inferioridad entre ellos, por lo tanto, ambos farmacos se establecen como
opciones terapéuticas intercambiables (12,15).

El aflibercept es una proteina de fusion soluble compuesta por dominios de los
receptores 1 y 2 del VEGF humano. Su funcién es capturar los factores
angiogeénicos circulantes (VEGF-A, VEGF-B y PIGF). Los estudios comparativos
con bevacizumab demostraron su no inferioridad frente a la capacidad de
mantener la vision en pacientes con DMAE neovascular (12,15).

El brolucizumab es un fragmento variable monoclonal de cadena simple anti-
VEGF (12,15). Su caracteristica mas destacable es su configuracion compacta,
la cual permite una penetracion tisular profunda, ademas de una eliminacién
rapida. También se realizaron ensayos clinicos comparativos que afirmaron la no
inferioridad del brolucizumab frente al aflibercept en el mantenimiento de la
agudeza visual (15).

Por ultimo, el faricimab es el primer AC monoclonal biespecifico heterodimérico
disenado para uso intraocular. Actua uniéndose sobre el VEGF-A y la
angiopoyetina-2 (Ang-2) impidiendo su unién a sus receptores (12,15). La
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captacion de la Ang-2 es importante debido a su papel en situaciones
patoldgicas, en las cuales contribuye a la inflamacién y a la formacién de nuevos
vasos sanguineos. El faricimab esta estructurado para reducir su tiempo de vida
media sistémica con el fin de evitar el potencial inflamatorio (15).

La eficacia clinica de los inhibidores del VEGF sufre una marcada diferencia
entre la recuperacion visual obtenida en los primeros afos, en los que destaca
principalmente el primer afo, y el deterioro progresivo observado tras una
década de seguimiento. Los estudios muestran que a pesar de que la agudeza
visual mejore notablemente en el primer afo de tratamiento, no es un resultado
que se mantenga a la larga. Los tratamientos con inyecciones intravitreas
siguiendo el protocolo TAE (Tratar y Extender) fueron los que mejores resultados
demostraron. En ellos se reducia la variabilidad en el grosor macular central, que
es el indicador directo de la acumulacion de liquido subretinal. Sin embargo, este
control del grosor macular no impide que, con el paso de los afos, aparezcan
procesos irreversibles como la fibrosis subretiniana y la atrofia geografica, los
cuales tiene relacion directa con la neovascularizacion persistente y la frecuencia
y las altas concentraciones de farmacos de las inyecciones, respectivamente.
Por otro lado, la exigencia de visitas y pinchazos frecuentes deriva en altas tasas
de abandono que, aunque en algunos casos se puede deber a la alta mortalidad
de la poblacion de estudio, también afecta a la eficacia del tratamiento. Estas
limitaciones manifiestan la necesidad de investigar alternativas terapéuticas cuyo
mecanismo no se base simplemente en la inhibicidn de los factores angiogénicos
(16).

1.6 Innovacion terapéutica mediante exosomas

Debido a las deficiencias en la monoterapia mediante anti-VEGF ha surgido la
necesidad de buscar alternativas terapéuticas para el tratamiento de la DMAE
neovascular (17). En los ultimos afos los exosomas han emergido como una
herramienta innovadora y prometedora en la medicina regenerativa, ofreciendo
un enfoque terapéutico multimodal. Esta idea surge del enfoque en las
habilidades pluripotentes de las células madre mesenquimales (CMM), que van
desde la autorrenovacion hasta sus altas capacidades proliferativas. Se ha
descubierto que su eficacia terapéutica esta directamente ligada a la liberacion
de exosomas que modulan el microambiente y activan células madre enddgenas
especificas de tejido. Son fundamentales en la comunicacion intercelular, en la
supervivencia celular, la proliferacion y la reparacién de tejidos (18).

Los exosomas son vesiculas extracelulares de 30 a 150 nm, que contienen
diversas sustancias biolégicamente activas, asi como proteinas, lipidos, material
genético, ARN mensajero y microARN (miARN), y metabolitos que reflejan la
firma unica de las células procedentes (13,18). En condiciones fisioldgicas, los
exosomas influyen en funciones fisioldgicas de las células, comunicacion célula
a célula y expresion génica mediante la liberacion de moléculas de sefalizacion
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intercelular; y mecanismos de fusién, endocitosis y fusion de membrana (18). Por
otro lado, en situaciones patoldgicas, su contenido y funcion pueden alterarse,
contribuyendo a la progresién de la enfermedad (13).

Los exosomas procedentes de CMM tienen un papel importante en las
enfermedades relacionadas con la edad. Algunas de sus funciones estan
dirigidas a mitigar procesos patolégicos. Entre sus mecanismos de accion se
incluyen efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios, promocién de
migracion y proliferacion celular, supresion del estrés oxidativo y remodelacion
del microambiente envejecido. Mediante estos mecanismos regulan la
polarizacion de células T y macréfagos, e inhiben respuestas proinflamatorias;
promueven la sintesis de proteinas, el crecimiento y la proliferacion celulares;
reducen ROS y previenen el dafio oxidativo; y modulan la expresion de factores
inflamatorios y antiinflamatorios, respectivamente (18).

De este modo, los exosomas no solo actuan como vehiculos pasivos de
eliminacién celular, sino como verdaderos reguladores del microambiente
retiniano, capaces de influir en la progresion de la enfermedad. Esta doble
naturaleza, participacion en la fisiopatologia y potencial capacidad moduladora,
ha despertado un gran interés en su estudio como herramientas diagnosticas y
terapéuticas. En consecuencia, la comprension del papel de los exosomas en la
DMAE permite no solo profundizar en los mecanismos moleculares implicados
en su desarrollo, sino también plantear nuevas estrategias terapéuticas dirigidas
a modificar la comunicacion intercelular patolégica, especialmente en aquellas
formas de la enfermedad caracterizadas por inflamacion y neovascularizacion
(13).

2. OBJETIVOS

2.1 0Objetivo general

El objetivo principal consiste en evaluar el potencial terapéutico de los exosomas
como herramienta innovadora en el tratamiento de la degeneracion macular
asociada a la edad neovascular (DMAEnN), mediante una revision bibliografica de
literatura cientifica actual para determinar su viabilidad frente a los tratamientos
convencionales.

2.20bjetivos especificos

Con el fin de estudiar el potencial de los exosomas en tratamientos para la DMAE
neovascular, se deben alcanzar una serie de objetivos especificos, siendo estos
los siguientes:
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e Describir la fisiologia y capacidades de los exosomas como agentes
moduladores de las funciones celulares.

e Examinar los mecanismos de accién moleculares que puedan suponer
una opcion terapéutica contra la angiogénesis y la inflamacion retinal.

e Recopilar y analizar datos de estudios realizados con exosomas como
tratamiento o medio terapéutico.

e Comparar los resultados de los estudios recientes sobre el uso de
exosomas frente a la monoterapia anti-VEGF.

e Discutir las ventajas y posible empleo futuro de esta innovadora terapia.

3 MATERIALES Y METODOS

Este Trabajo de Fin de Grado se ha realizado a partir de una revision
bibliografica, utilizando las bases de datos MEDLINE de PubMed y Scopus para
realizar la busqueda. En el buscador de PubMed con el fin de encontrar
informacion especifica se ha dado uso de descriptores especificos, es decir,
terminologia MESH referente a palabras clave relacionadas directamente con el
tema y que se puedan encontrar entre los titulos o las palabras clave de los
articulos cientificos de interés. Los MESH utilizados han sido: “wet macular

degeneration”, “Choroidal Neovascularization” y “exosomes”, con los operadores
booleanos “AND” y “OR”. La ecuacion de busqueda utilizada es la siguiente:

(("Wet Macular Degeneration"[MeSH Terms] OR "Choroidal
Neovascularization"[MeSH Terms]) AND "Exosomes"[MeSH Terms])

La seleccion de articulos se ha realizado en funcién del titulo, resumen y relacién
con el tema.

Los criterios de inclusion que se adoptaron fueron:

e Disponibilidad al texto completo.
e Escritos en inglés y/o en espafiol.

Los criterios de exclusion que se eligieron fueron:

e Articulos sin relacion con el tema a tratar.

e Articulos no disponibles en acceso directo o a través del acceso
personalizado de la universidad.

¢ Repeticion de articulos en las diferentes bases de datos.

En la busqueda en MEDLINE de PubMed se obtuvieron 13 resultados. La lista
se redujo a 11 articulos al aplicar los criterios de inclusion y exclusién. Por otro
lado, en la busqueda en Scopus, la base de datos de Elsevier se obtuvieron 19
resultados, de los cuales quedaron 13 al aplicar los criterios de inclusién y
exclusién. La lista definitiva de articulos seleccionados es la siguiente:
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4 RESULTADOS

La DMAE neovascular a pesar de presentarse en menor proporcion es la forma
mas agresiva de la degeneracion macular. Se caracteriza por la invasion y
penetracion de la NVC en la membrana de Bruch, lo cual deriva en extravasacion
vascular, hemorragia, fibrosis y finalmente deterioro de la vision (19).
Actualmente no existe una cura definitiva, sin embargo, si que existe un
tratamiento el cual se basa en inyecciones cargadas de anticuerpos
monoclonales modificados para impedir la unién del VEGF a sus receptores, que
es el principal mecanismo responsable de la angiogénesis. Como se ha visto
previamente este tratamiento no es clinicamente eficaz a largo plazo lo que incita
la necesidad de estudiar una nueva perspectiva terapéutica. El presente trabajo
tiene como objetivo analizar el uso de exosomas para dirigirse a las causas
subyacentes de la NVC.

4.1Fisiologia de los exosomas: naturaleza y biogénesis

Los exosomas se definen como una subpoblacion especifica de vesiculas
extracelulares (VE) de origen endosdmico, cuyo diametro oscila entre 30 y 150
nandémetros (20). A nivel estructural, estas vesiculas estan delimitadas por una
bicapa lipidica que no solo protege su contenido de la degradacion enzimatica
en el medio extracelular, sino que también les confiere una densidad de flotacién
unica (20,21). La biogénesis de los exosomas es un proceso intracelular
complejo y altamente regulado que comienza en el compartimento endosémico.
El proceso se inicia con la endocitosis de material extracelular que da lugar a
endosomas tempranos, que a medida que maduran hacia endosomas tardios,
experimentan gemaciones de su propia membrana hacia el lumen. Estas
invaginaciones generan vesiculas intraluminales (ILVs), transformando al
endosoma tardio en un cuerpo multivesicular (MVB) o endosoma multivesicular
(MVE) (20). La seleccién del contenido que se incorpora a estas vesiculas, que
incluye proteinas, lipidos y material genético, esta mediada principalmente por el
complejo de clasificacion endosémica requerido para el transporte (ESCRT)
(20,21).

El destino final de los cuerpos multivesiculares (MVB) se divide en dos vias, en
la mayoria de los casos se fusionan con lisosomas para la degradacion de su
contenido o, por el contrario, en el menor de los casos se desplazan hacia la
membrana celular. Estos ultimos son los MVB que transportan proteinas de
membrana asociadas a lisosomas LAMP1 y LAMP2, la tetraspanina CDG63,
ademas de otras moléculas, que al alcanzar la membrana plasmatica se fusionan
con ella y liberan su contenido al espacio extracelular (20). Una vez liberados
estas vesiculas intraluminales pasan a llamarse exosomas, que actuan como
vehiculos de transporte de una carga bioldgica heterogénea, que abarca desde
proteinas transmembrana y citosdlicas, fragmentos de ADN, hasta diversos tipos
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de ARN: ARNm, ARN ribosémico pequefio (ARNr), ARNt fragmentado, ARN
estructural y microARN (Figura 3) (21).
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Figura 3. Biogénesis y carga exosomal. Representacion del proceso de formacién de los
exosomas mediante invaginacion de la membrana del endosoma tardio para formar los cuerpos
multivesiculares (MVB). El detalle ampliado muestra un ejemplo de un exosoma y la diversidad de
su carga bioldgica, que incluye proteinas, lipidos y diferentes tipos de acidos nucleicos (ADN, ARNm,
microARNSs). Fuente: Elaboracidn propia basada en Tong et al. (21).

4.2Funciones de los exosomas en condiciones normales y patoldgicas

En el sistema visual sano, los exosomas desempefan un papel fundamental en
el mantenimiento de la homeostasis, estableciendo una red de comunicacién
paracrina que conecta las distintas capas de la retina con su microambiente
circundante. En este equilibrio, la membrana de Bruch actua como mediador
principal del transporte de oxigeno, electrolitos, nutrientes y citocinas destinados
al EPR vy los fotorreceptores, desde la capa coriocapilar, asi como el flujo de
desechos hacia la coriocapilar. Los exosomas liberados por el EPR tienen una
funcién dual: por un lado, actian como vehiculos de sefalizacion intercelular vy,
por otro lado, sirven como una via de eliminacion de desechos celulares(20).

4.2.1 Papel patolégico de los exosomas

Sin embargo, en las primeras etapas de la DMAE, |la patogénesis de caracteriza
por un engrosamiento de la membrana de Bruch debido a la acumulacion de
lipidos y proteinas. Este cambio estructural interfiere con el flujo de fluidos,
ademas de con la salida de los exosomas del EPR a través de dicha membrana.
La obstruccién del paso de estas vesiculas genera un estado de estrés
metabodlico en el EPR, lo que desencadena una respuesta compensatoria
consistente en un aumento de la liberacién de exosomas. Se cree que este
exceso de vesiculas, al no poder atravesar la membrana de Bruch, contribuye
directamente a la formacion de depdsitos sub-EPR conocidos como drusas
(Figura 4). El hecho de que proteinas caracteristicas de los exosomas se hayan
identificado como componentes mayoritarios de las drusas refuerza la hipétesis
de que el origen del contenido de las drusas es parcialmente exosomal (20).

La progresion de la DMAE neovascular esta mediada por la respuesta de las
células del EPR a la hipoxia y al estrés oxidativo (21). Bajo condiciones de estrés
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oxidativo, el EPR secreta exosomas enriquecidos con metaloproteinasas,
especificamente la ADAM10, una enzima implicada en la remodelacién de la
matriz extracelular (MEC). La presencia de estas proteasas en el espacio
subretiniano puede degradar la integridad de la membrana de Bruch y de la
matriz extracelular (MEC), facilitando la ruptura de barreras fisicas y
favoreciendo la NVC. También, se ha observado que los exosomas derivados de
un EPR estresado presentan cambios en sus fosfoproteinas de sefializacién y
se encuentran recubiertos por componentes del sistema del complemento, como
el complejo de ataque a la membrana C5b-9, lo que sugiere que estas vesiculas
actuan como focos de activacion inflamatoria en el medio extracelular.

Los exosomas liberados por las células estresadas del EPR no solo causan
remodelacion de la MEC, degradacion y deposicion en la membrana de Bruch,
migracion de moléculas y células proinflamatorias, sino que también alteran la
integridad de la barrera hematorretiniana. Se ha observado que los exosomas
liberados por células afectadas, estan cargados de microARNs que inducen una
regulacion negativa sobre la expresion de proteinas asociadas a la union
estrecha (tight junctions), concretamente la proteina zénula oclusiva 1 (ZO-1)
(20). La degradacion, y por tanto, la menor distribuciéon de proteinas ZO-1
incrementa la permeabilidad vascular y facilita la ruptura de la monocapa del
EPR, que separa la retina de la circulacion coroidea. Esta pérdida de cohesion
intercelular es clave para que los nuevos vasos andémalos puedan infiltrarse
hacia el espacio subretiniano exacerbando el edema y la pérdida de vision
caracteristica de la enfermedad (Figura 4) (20,21).

Asi mismo, los exosomas liberados por el EPR en condiciones de hipoxia actuan
como potentes mediadores proangiogénicos. Estos exosomas transportan una
carga enriquecida con factores de crecimiento y microARN especificos que, al
ser captados por las células endoteliales de la coriocapilar, promueven su
proliferacion, migracion y la formacién de nuevos vasos sanguineos fragiles (21).

La combinacién del estimulo proangiogénico en condiciones de hipoxia y la
desestabilizacion de las uniones ZO-1 mediada por exosomas crea un entorno
ideal para el desarrollo de la NVC (Figura 4). En conjunto, esta variedad de
mecanismos sugiere que los exosomas no solo son indicadores del estrés
celular, sino también componentes activos en el inicio y progresion hacia la
DMAE neovascular, lo cual anima a considerar a estas vesiculas como una diana
terapéutica para restaurar la estabilidad estructural de la retina (20,21).
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Figura 4. Mecanismo fisiopatolégico de los exosomas en el avance de la DMAE. Diagrama
esquematico que ilustra la progresion temporal de la DMAE. La figura destaca el papel critico de la
acumulacidn de vesiculas extracelulares como un evento temprano y clave para el progreso. 1.
Comienza con el engrosamiento de la membrana de Bruch, mediadora del complejo. 2. La
acumulacion local de exosomas derivados del EPR forma agregaciones, que acaban siendo drusas
subretinianas. 3. El entorno proinflamatorio y de hipoxia induce la reduccién de uniones estrechas
en la coriocapilar, facilitando la extravasacion de fluidos. 4. Finalmente, las vesiculas extracelulares
actuan precursores de la angiogénesis descontrolada. Los nuevos vasos atraviesan y elevan los
estratos de la retina (NVC), resultando en deterioro irreversible de la agudeza visual. Fuente:
elaboracion propia mediante IA (ChatGPT).

4.2.2 Papel fisiolégico de los exosomas

A diferencia del escenario patolégico descrito, donde la hipoxia y el estrés
oxidativo reprograman la carga exosomal hacia un fenotipo proangiogénico y
proinflamatorio, en condiciones normales, estas vesiculas actuan como
reguladores fisioldgicos esenciales para el mantenimiento de la homeostasis,
garantizando asi la supervivencia e integridad del complejo fotorreceptores-EPR-
membrana de Bruch-coroides (20).

Se ha observado que los exosomas estan presentes en casi todos los fluidos del
cuerpo humano(21). Su relevancia en el mantenimiento de la salud ocular no se
limita al espacio subretiniano, sino que su presencia en fluidos como el humor
acuoso y el humor vitreo refleja el estado metabdlico del ojo. Diferentes estudios
han demostrado que los exosomas procedentes de células oculares sanas,
principalmente del EPR y de la glia de Miller, contienen un perfil de carga
molecular y proteica completamente opuesto al de los pacientes con NVC (22).

4.2.21 Mecanismos de inmunotolerancia y privilegio inmunitario
Una de las principales funciones fisioldgicas de los exosomas es el
mantenimiento de la inmunotolerancia regional. El ojo, destaca por ser un érgano
con privilegio inmunitario, un estado que estas vesiculas protegen activamente
mediante el transporte de factores reguladores del complemento y moléculas
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inmunomoduladoras, las cuales suprimen la activacion perjudicial de células Ty
macrofagos. Este mecanismo de proteccion paracrina mantiene estable la
homeostasis inmunitaria en la retina externa frente a pequefas agresiones
diarias, una capacidad que se pierde progresivamente con el desarrollo de la
patologia neovascular.

La capacidad de los exosomas para modular el sistema inmunitario es
determinante para preservar la inmunotolerancia regional. Estas vesiculas
adaptan su comportamiento segun el estado fisioldgico o patolégico del tejido
con el objetivo de mantener un microambiente inmunosupresor. En condiciones
homeostaticas, los exosomas secretados por el EPR inducen un cambio de
fenotipo en los monocitos, orientandolos hacia un perfil no inflamatorio.

Por el contrario, ante un estimulo inflamatorio, los exosomas activan
mecanismos multifactoriales para restaurar la homeostasis. La liberacién de
citocinas proinflamatorias actia como una sefal que incrementa la secrecion de
VE por parte del EPR. Los exosomas poseen la capacidad de inducir la muerte
de los monocitos activos, reduciendo la respuesta inflamatoria local.
Complementariamente, el EPR libera aB-cristalina asociada a exosomas, una
proteina chaperona que ejerce una regulacion negativa sobre la inmunidad
innata y celular. No obstante, el mecanismo clave de la inmunomodulacion se
basa en la presencia del ligando de Fas (FasL) en la superficie de los exosomas
secretados por el EPR y el endotelio vascular. El FasL exosomal interactua con
el receptor Fas de los linfocitos T, desencadenando su apoptosis (20).

4.2.2.2 Regulacién del balance angiogénico

Profundizando en la estimulacion o inhibicion de la angiogénesis, la evidencia
cientifica acumulada concluye que, en el ojo, los exosomas procedentes de
diferentes células tienen papeles importantes en el equilibrio entre la
antiangiogénesis y la proangiogénesis en el area (23). Los estudios se han
centrado principalmente en las CMM, las células del EPR, las células del epitelio
del cristalino y los astrocitos retinianos.

El empleo de células madre como terapia regenerativa ha experimentado un
avance significativo tras afos de intensa investigacion. Aunque los mecanismos
precisos de su potencial regenerativo no se han esclarecido por completo, la
evidencia actual sugiere que su efecto terapéutico esta mediado en gran medida
por la secrecion de factores tréficos paracrinos. Estos factores son transportados
por VE, especialmente exosomas, que actuan mediante el secuestro de
moléculas de sefalizacion en su superficie 0 mediante la transferencia directa
de factores de transcripcion y microARN a las células diana (20). En este sentido,
se ha demostrado que los exosomas derivados de CMM tienen el potencial de
regular negativamente la expresién de VEGF en las células del EPR. Dichos
exosomas son mayor interés frente a las CMM debido a su tamafio nanométrico
que aporta gran capacidad de penetracion tisular, su alta biocompatibilidad, por
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la cual se evitan problemas de rechazo inmunoldgico que se suelen dar con los
trasplantes de CMM. Sus capacidades distintivas subrayan el papel fundamental
de los exosomas derivados de CMM en el éxito de las terapias basadas en
células madre (24).

Asimismo, en el ambito de la regulacién angiogénica, el PEDF es el inhibidor
enddégeno mas potente del sistema visual, desempefando ademas un papel
neuroprotector sobre los fotorreceptores. En cuanto a este factor existe cierta
controversia respecto a la fuente principal de PEDF exosomal. Mientras que
algunos estudios protedmicos sugieren que los exosomas derivados de
astrocitos presentan una mayor concentracion del factor, otras investigaciones
postulan que el EPR es el productor fisiolégico de PEDF (20,23).

Ambas perspectivas resultan ciertas y complementarias al considerar el contexto
celular y el estado del tejido. Por un lado, en un entorno de estrés oxidativo, el
EPR activa la via exosomal como un mecanismo de defensa; de este modo,
secreta el PEDF, tanto de forma libre como vehiculizado en exosomas,
orientando esta liberacion preferentemente hacia el lado apical, es decir, hacia
los fotorreceptores para protegerlos de la degeneracion (20). Por otro lado, en
condiciones fisiolégicas normales, el control de la angiogénesis depende de las
células astrociticas retinianas (RACs). Estas células utilizan la via exosomal para
liberar vesiculas altamente enriquecidas en factores antiangiogénicos y tréficos
clave, tales como el propio PEDF, la endostatina y el inhibidor tisular de
matoloproteinasas-1 (TIMP-1). La importancia de este mecanismo radica en su
capacidad conjunta para suprimir la fuga vascular y frenar la proliferacion
endotelial patologica, lo que posiciona a estas proteinas moleculares,
especialmente a la endostatina, como dianas terapéuticas de gran interés para
el disefio de nuevos tratamientos (23).

4.3Potencial de los exosomas como herramienta terapéutica y diana
farmacolégica

En el tratamiento de la DMAE neovascular el VEGF es el eje central de las
terapias actuales. Sin embargo, la practica clinica revela que mas del 65% de los
pacientes no logran una mejoria visual significativa tras el tratamiento con
farmacos como ranibizumab, bevacizumab o aflibercept. Esta limitada tasa de
respuesta sugiere que la patogénesis de la DMAE neovascular involucra una
diversa gama de factores adicionales, incluyendo el sistema de complemento,
citocinas, quimiocinas, receptores tipo Toll y productos de la peroxidacién
lipidica, que actuan de forma sinérgica para promover la angiogénesis anormal.
De este escenario, surge la necesidad de explorar enfoques terapéuticos
alternativos capaces de antagonizar simultdneamente multiples rutas
patogénicas, aumentando asi la eficacia del tratamiento (23).

Es debido precisamente a la naturaleza multifactorial de la patologia que el
estudio de las vesiculas extracelulares cobra una relevancia especial en el
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escenario clinicos actual. A diferencia de las terapias convencionales, que se
limitan al bloqueo de una unica via molecular, los exosomas funcionan como una
herramienta biolégica versatil capaz de integrar multiples funciones. Su
capacidad para transportar de forma selectiva proteinas, lipidos y diversos tipos
de ARN les permite actuar no solo como dianas terapéuticas para modular la
progresion de la enfermedad, sino también como herramientas diagnésticas y
pronosticas.

4.3.1 Exosomas como biomarcadores

En los ultimos afos, ha habido un interés creciente en la investigacion del uso
de exosomas y otras VE para identificar biomarcadores patologicos. El uso de
exosomas como biomarcadores ya ha dado resultados muy positivos en areas
como la oncologia, la cardiologia y la diabetes. En estos ambitos, han
demostrado ser muy utiles para diagnosticar enfermedades, evaluar los riesgos
y elegir el tratamiento mas adecuado. La motivacion detras de los ensayos
clinicos realizados se basa en una serie de caracteristicas que los hacen ideales
como obijetivos diagndsticos. Sus caracteristicas mas destacables en esta area
son su bicapa lipidica que protege el contenido del exosoma, por lo tanto,
mantiene intacto el ARN, ADN y proteinas del interior; también que las proteinas
y acidos nucleicos del interior son especificos de tejidos, células o
enfermedades; y su alta capacidad de resistencia que permite el uso de una
amplia gama de métodos de aislamiento y enriquecimiento a partir de los
diversos fluidos corporales en los que se encuentran(20).

Trasladando este potencial al campo de la oftalmologia, investigaciones
recientes han centrado su atencion en el analisis de los exosomas presentes en
el humor acuoso. En este ambito se ha demostrado que el contenido proteico de
los exosomas presentes en el humor acuoso refleja con precision los cambios
patologicos de la retina. Mediante analisis protedmicos comparativos entre
sujetos sanos y pacientes con DMAE neovascular, se han identificado hasta 564
proteinas en estas vesiculas, de las cuales 33 se presentan sobreexpresadas en
presencia de la enfermedad.

La validacion de estos hallazgos se estructurd en varias etapas experimentales.
Inicialmente, se utilizaron modelos ex vivo con cultivos de células del EPR y
células endoteliales para comparar el secretoma y el contenido exosomal en
condiciones de control frente a situaciones de estrés oxidativo. Mediante estos
modelos también se caracterizaron las variaciones a nivel celular.
Posteriormente, se procedié a la fase clinica, analizando el humor acuoso de
pacientes. Los datos recogidos revelaron que los exosomas estudiados ex vivo
e in vivo, reflejan fielmente los cambios moleculares que ocurren en el segmento
posterior del ojo.

Entre los biomarcadores mas relevantes identificados destacan la clusterina, la
vitronectina y la afamina. Estas proteinas estan estrechamente vinculadas a
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procesos de inflamacion, en particular, la clusterina desempefa un papel
esencial en la regulacion del estrés oxidativo y la citotoxicidad mediada por el
complemento en las células del EPR. Dado que la composicién de la camara
posterior se refleja en el humor acuoso, la deteccion de estas proteinas en el
permite visualizar el dafio en la membrana de Bruch y la coroides mediante una
técnica minimamente invasiva. Este nuevo enfoque supone un avance
significativo respecto a métodos de diagndstico por imagen convencionales,
debido a que permite estratificar a los pacientes segun su perfil molecular y
predecir la respuesta individual frente al tratamiento(25).

4.3.2 Ingenieria de exosomas: Sistemas de liberacion dirigida

Uno de los principales obstaculos en el tratamiento de la DMAE neovascular es
la dificultad de lograr que las moléculas terapéuticas atraviesen las barreras
biolégicas del ojo y se acumulen de forma especifica en las lesiones de la
coroides. Para superara esta limitacion, la investigacion actual ha evolucionado
desde el uso de exosomas modificados para funcionar como sistemas de
liberacion dirigida mediante ingenieria de vesiculas.

El objetivo principal es conseguir focalizacién activa, es decir, direccionamiento
especifico, y acumulaciéon. Mediante la modificacién de la superficie exosomal,
incorporando ligandos especificos, como péptidos o aptameros, es posible
transformar el exosoma en un vehiculo capaz de reconocer y anclarse de manera
exclusiva a las células endoteliales de los neovasos patoldgicos. Este enfoque
supone no solo un incremento en la biodisponibilidad del farmaco en el espacio
subretiniano, sino que también permite reducir la dosis administrada y, por lo
tanto, minimizar la toxicidad en los tejidos oculares sanos. También se ha
observado que las inyecciones intravitreas de exosomas no inducen gliosis
reactiva, debido a su alta biocompatibilidad, por lo que son un medio de
transporte seguro.

A continuacion, se analizan las principales innovaciones en este campo, que
abarcan desde el uso de péptidos de anclaje hasta la creacion de sistemas
hibridos disefiados para interferir rutas metabdlicas clave de la angiogénesis
(26,27).

En uno de los enfoques mas innovadores propone abordar la inespecificidad de
las terapias anti-VEGF basandose en evidencias de ensayos oncoldgicos, donde
se ha observado una sobreexpresion de integrinas aven el endotelio de los vasos
de crecimiento anémalo. Utilizando esas integrinas como diana de la NVC, se
disefiaron exosomas modificados, denominados exosomas ASL, cuya estructura
incorpora un espaciador de polietilenglicol (PEG) unido a un péptido ciclico Arg-
Gly-Asp (RGD). Esta modificacion es clave, ya que el péptido RGD aumenta la
afinidad del exosoma por las integrinas av, dirigiendo las vesiculas
especificamente hacia lesiones de NVC (Figura 5D).
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En ensayos con modelos murinos, es decir, con ratones, estos exosomas
demostraron una capacidad superior para penetrar las capas retinianas hasta
alcanzar el espacio subretiniano. A diferencia de los farmacos anti-VEGF
convencionales, que se distribuyen de forma difusa, los exosomas ASL
mostraron una acumulacioén selectiva en las areas angiogénicas (Figura 5A) y un
tiempo de residencia significativamente mayor. Este aumento en la permanencia
permitié6 reducir de manera eficaz el tamano de los vasos patolégicos, un
resultado que se explica no solo por la focalizacion activa de la carga terapéutica,
sino también por la capacidad del péptido RGD para unirse a las integrinas
(Figura 5C) inhibiendo su efecto de adhesion y migracion de las células
endoteliales, procesos clave para la expansion de la NVC. Este enfoque sugiere,
por tanto, una via prometedora para mejorar la eficacia del tratamiento y
disminuir la frecuencia de las inyecciones intravitreas en la practica clinica (26).

10.5%

89.5%

I ASL-EXO and integrin a, colocalization
Uncolocalized ASL-EXO

Figura 5 Exosomas ASL inyectados intravitreamente penetran hasta el espacio subretiniano

y alcanzan las lesiones neovasculares coroideas. (A) Exosomas ASL (puntos verdes dentro de
circulos amarillos) se acumulan especificamente en areas de NVC. (B) EPR y coroides (azul) de un area
dafiada por la NVC que muestra sobreexpresion de integrina av (rojo) en los vasos recién formados. (C)
Zonas con sobreexpresion de integrina av (rojo) conjugadas con exosomas ASL (verde). (D) Imagen de la
superposicion de los exosomas ASL y las integrinas av en un 89,5% en lesiones NVC (26).

Siguiendo esta linea de innovacién en el direccionamiento activo, estudios mas
recientes han explorado el uso de nanoparticulas hibridas. Se propone la
combinacion de la edicién génica de precision (CRISPR/Cas9) con un sistema
de transporte que utiliza nanoparticulas hibridas de exosomas y liposomas
(CAELN). Estas estructuras fusionan la biocompatibilidad de los exosomas con
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la versatilidad de los liposomas sintéticos, resolviendo las limitaciones de carga
y estabilidad de ambas vesiculas por separado. Al igual que para dirigir a los
exosomas ASL se utiliza un péptido GRD de superficie, las CAELN son
modificadas con un aptamero para aumentar su afinidad por zonas
angiogénicas.

El disefio biomédico de CAELN se genera con la intencion de intervenir en las
vias metabdlicas que estan directamente relacionadas con la NVC. Las
nanoparticulas hibridas se modifican con el aptamero AS1411, un ligando que
posee una afinidad especifica por la nucleolina, una proteina que se expresa de
manera exacerbada en la superficie de células endoteliales neovasculares.
Mediante este mecanismo se consigue el direccionamiento de las nanoparticulas
(CAEL) hacia lesiones de la retina. Por otro lado, la combinacién que conforman
las nanoparticulas permite la encapsulacion de grandes plasmidos de
CRIPS/Cas9, lo cual va a permitir la edicién genética in situ.

Estudios recientes han identificado a la glutamina sintetasa (GS) como una
enzima clave en la angiogénesis, debido a que las células endoteliales
neovasculares dependen de su metabolismo para migrar y proliferar. Si se inhibe
la expresion de la GS o se inhibe la enzima, se reducen proteinas reguladoras
del citoesqueleto como RHO J, lo que detiene eficazmente la formacién de
nuevos vasos patolégicos e interrumpe el crecimiento y mantenimiento de los ya
existentes. El mecanismo de las CAELN actua interfiriendo sobre el metabolismo
de la glutamina, el aptamero de superficie guia a las nanoparticulas hasta las
zonas con NVC y el ligando se une a la nucleolina para aumentar su tiempo de
permanencia en la zona. Una vez las CAELN se encuentran en tejido patolégico
liberan el complejo CRISPR/Cas9 de su interior, que inhibe el gen GLUL,
responsable de la GS, reduciendo la glutamina y proteina RHO J vy
consecuentemente interrumpiendo la proliferacion y migracion de las células
endoteliales neovasculares.

Los resultados experimentales refuerzan la viabilidad de esta ingenieria. En
modelos in vitro, el sistema ha demostrado una eficiencia de edicion génica
superior al 40%, logrando una supresion significativa de la angiogénesis. En
modelos animales, la aplicacion de estas particulas no solo ha logrado reducir la
extension de la NVC, sino que ha mostrado durabilidad del efecto terapéutico sin
causar lesiones por gliosis reactiva (19).

4.3.3 Potencial terapéutico intrinseco: Terapias regenerativas,
antifibréticas e inmunomoduladoras

Una linea de investigacion alterna a la modificacién de los exosomas para
optimizar el transporte y la focalizacién, pero igual de prometedora se centra en
explotar el potencial regulador intrinseco de los exosomas. Este enfoque se
centra en la modulacion postranscripcional, utilizando los ARNs no codificantes,
como los microARNs y los ARN largos no codificantes, que los exosomas
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transportan. Esta nueva perspectiva, se distingue por actuar regulando la
expresion génica, permitiendo un control mas fisiolégico y reversible de la
angiogénesis.

Uno de los enfoques mas prometedores de la modulacion post-transcripcional es
el uso de exosomas cargados con miR-205, una estrategia que aborda la NVC
mediante un mecanismo de accion dual. Es un tipo de terapia génica de unién a
genes diana lo cual aumenta la especificidad y permite realizar intervenciones
dirigidas. El miR-205 es un micro ARN no codificante, cuya concentracion se
reduce en condiciones angiogénicas y/o hipoxicas, pero es capaz de ejercer
regulacion negativa sobre dianas pro angiogénicas clave, destacando
especialmente la inhibicion de VEGFAy ANGPT2. Los microARNs son altamente
inestables, por lo que en este estudio se plantea el uso de exosomas como
vehiculos de transporte para optimizar su biodisponibilidad, los exosomas
utilizados son derivados de CMM por sus diversas caracteristicas. El resultado
son exosomas enriquecidos en miR-205 (Exo-miR-205).

A diferencia de las intervenciones gendmicas permanentes, el miR-205 actua
como regulador capaz de silenciar multiples rutas pro-angiogénicas de manera
simultanea y reversible. La viabilidad y eficacia de esta terapia se ha validado
mediante diferentes modelos. Para la realizacion de estos modelos se ha
empleado la técnica de electroporacion, un método de fabricacion que permite la
introduccién eficiente del miR-205 en el interior de los exosomas. El estudio se
realizd primero en un modelo de células endoteliales vasculares retinianas
humanas (HRVEC) ex vivo, con el cual se ha demostrado que la administracion
de este microARN a través de exosomas no solo inhibe la proliferaciéon y
migracion celular, sino que también reduce significativamente la expresiéon de
moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), una molécula clave en la
permeabilidad vascular.

Posteriormente, se validé la terapia con modelos in vivo de retinopatia inducida
por oxigeno (OIR) y NVC inducida por laser. Con ellos se confirmé que la
actuacion simultanea sobre la via del VEGF vy la sefalizacion de angiopoyetinas
logra una regresion efectiva de la formacion vascular anormal. Especificamente,
los resultados histolégicos y las angiografias con fluoresceina muestran una
reduccion marcada en el area neovascular, ademas de una disminucion de la
filtracion capilar (Figura 6). Este efecto no solo se atribuye al silenciamiento
génico post-transcripcional, sino también a la capacidad de los exosomas de
restaurar la integridad de la barrera hematorretiniana mediante la regulacion de
proteinas de unién estrecha, mitigando asi el edema intrarretiniano(28).
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Figura 6. Comparacion de tejidos coroideos con estos tras inyeccion intravitrea de exosomas,

miR-205, Exo-miR-205. (A-C) Anélisis mediante tincién GS-1B4 y cuantificacién de las dreas avasculares y
neovasculares en retina; se observa una reduccion significativa de la angiogénesis patoldogica en el grupo
tratado con Exo-miR-205 frente a miR-205 libre. (D-E) Evaluacion de la integridad de la barrera hematorretiniana
mediante perfusion con azul de Evans; el tratamiento con exosomas cargados con miR-205 disminuyd
significativamente la fuga vascular. (F-H) Evaluacion del modelo de NVC: la tincién de coroides montada en
plano (F), las imagenes de SD-OCT (G) y la angiografia con fluoresceina (FFA) (H) confirman una minimizacién
deltamano de la lesion y de la extravasacion tras la inyeccidn intravitrea de Exo-miR-205 (28).

Dada la eficacia de los microARNs transportados por vehiculos de origen
mesenquimal, la investigacion ha evolucionado hacia la identificacion de fuentes
celulares que de forma natural sean resistentes a la neovascularizacion. En este
sentido, el cristalino destaca por su entorno avascular y su capacidad para
mantener un estado de equilibrio homeostatico frente a factores pro
angiogénicos. Estudios recientes han demostrado que los exosomas derivados
de las células del epitelio del cristalino (LEC-Exos) poseen una composicién
molecular unica, rica en factores reguladores capaces de inhibir el crecimiento
vascular patolégico(29).

Paralelamente, se ha descubierto que esta accion protectora no se limita a un
efecto endotelial directo, sino que involucra una potente via inmunomoduladora
sobre la microglia, las células inmunitarias residentes de la retina. La activacién
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microglial es un rasgo distintivo comun en las patologias oculares isquémicas y
exudativas; en su estado activo, estas células adquieren una morfologia
ameboide y tienen la capacidad de liberar factores proangiogénicos como el
VEGFA, induciendo o exacerbando la neovascularizacion. En modelos animales
de OIR, se observa una marcada acumulacion de microglia activa, identificada
por el marcador IBA1+, en las zonas neovasculares, correlacionada con una alta
expresion de quimiocinas reclutadoras como CCL2 y CCL19. Sin embargo, tras
la administracion intravitrea de LEC-Exos, se evidencia una reduccién
significativa de la densidad de microglia IBA1+ tanto en modelos OIR como en
NVC inducida por laser, promoviendo que las células de la microglia recuperen
su forma ramificada inactiva. Este efecto supresor ha sido respaldado por
ensayos in vitro, donde los LEC-Exos restringieron eficazmente la migracion
microglial y su potencial proangiogénico; concretamente, el tratamiento de
células microgliales BV2 con estos exosomas revirtio la proliferacién, migracion
y capacidad de formacion de tubos en co-cultivos con células endoteliales
vasculares humanas (hUVEC) (Figura 7), mediado por una notable disminucion
en la secrecion de quimiocinas y VEGFA(30).
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Figura 7. Los LEC-Exos restringen la angiogénesis mediante la inactivacion microglial in vitro.
(A-C) Captacion celular de LEC-Exos marcados con PKH26 por células microgliales BV2 mediante microscopia
confocal y supresion de la migracion microglial inducida por hipoxia o LPS en ensayo Transwell. (D-J) Modelo de
co-cultivo e impacto sobre hUVEC: el esquema (D) ilustra el procedimiento donde los ensayos de Matrigel, EQU
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y Transwell demuestran que la formacion de tubulos (E-F), proliferacion (G-H) y migracion (I-J) de las hUVEC
estimuladas se ven drasticamente revertidas al tratar la microglia con LEC-Exos. (K-L) Ensayo de RT-qPCR que
confirma la disminucion de la expresion de VEGFA en las células BV2 tras recibir LEC-Exos(30).

Por otra parte, el analisis del contenido exosomal de estos LEC-Exos ha revelado
una alta concentracion de miR-146a-5p, un microARN con una potente actividad
antiangiogénica. El mecanismo de accién se fundamenta en la regulacién
negativa de la expresion del homaologo del oncogén viral RAS del neuroblastoma
(NRAS) en las células endoteliales. Al silenciar esta diana, se produce una
inactivacion en cascada de la via de sefalizacion AKT/ERK, una de las rutas
metabdlicas mas criticas para la proliferacion, migracion y supervivencia de los
neovasos en la retina(29).

La relevancia terapéutica de este mecanismo se evidencia en los ensayos de
angiogeénesis in vitro e in vivo, en este ultimo mediante modelos de raton de
fondo de ojo de OIR y NVC. Tal como se observa en la (Figura 8), el tratamiento
con LEC-Exos induce una inhibicién significativa de la capacidad de formacién
de tubulos en células endoteliales. Estas imagenes histologicas y de microscopia
conforman que los exosomas reducen tanto la densidad de los brotes vasculares
como el area de NVC, demostrando que su contenido exosomal natural es
suficiente para detener la progresion angiogénica(29).
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Figura 8. LEC-Exos inhiben la angiogénesis in vivo. (AB) Micrografia y anélisis de seguimiento de
nanoparticulas que muestran la ultraestructura y dimensiones (diametro) de los exosomas. (C) Western blot
que muestra marcadores de proteinas de superficie exosomal. (D) Representacion de la captacion de
exosomas por LEC mediante la tincion conjunta de PKH24 (rojo) e IB4 (verde). (EF) Retinas de ratones de modelo
OIR inyectadas con LEC-Exos reflejan una reduccion en las areas de NVC en comparacion con el control y la
inyeccion de Muller-exos. (GH) Imagenes representativas de OCT y tincion coroidea por inmunofluorescencia
(IF) deltamario medio de NVC que es significativamente menor en el grupo Lec-exos (0,07 mm?), frente al grupo
PBS (0,13mm?2, p <,001) o el grupo de inyeccién de Miller-exos (0,15 mm 2, p =,00125). (I) Cuantificacién del
porcentaje de drea avascular y neovascular en ratones con OIR. (J K) Cuantificacion del area de NVC en ratones
con NVC inducida por laser(29).
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Extendiendo el enfoque multimodal de las diferentes células que ejercen
mecanismos inmunomoduladores e antiangiogénicos, las células astrogliales
retinianas (RACs) juegan un papel fisiolégico fundamental en el soporte y la
proteccion de la vasculatura retiniana. Se ha demostrado que los exosomas
liberados por las RACs (RAC-Exos) actuan como moléculas especializadas en
la supresion de la NVC y la atenuacion de la fuga vascular, suponiendo una
estrategia terapéutica de defensa propia de la retina.

El analisis del contenido proteico de los RAC-Exos revela una alta expresion de
factores antiangiogénicos endogenos, como el PEDF y el TIMP-1, asi como la
presencia exclusiva de endostatina. La endostatina, es un inhibidor endégeno de
la angiogénesis y el componente responsable de la supresion de la fuga vascular,
pero no es capaz de reducir el area de NVC, para ello requiere la accion sinérgica
del resto de componentes de los RAC-Exos (PEDF y TIMP-1) para lograr una
reduccion efectiva del area lesional de la NVC.

La eficacia terapéutica se ha evaluado in vivo mediante modelos murinos de NVC
e hiperpermeabilidad retiniana inducidas por fotocoagulacion laser. En ensayos
terapéuticos comparativos, los ojos del grupo control, tratados con PBS,
mostraron una incidencia de exudacion vascular del 42%. Por el contrario, la
administraciéon intravitrea de RAC-Exos cada dos dias logré reducir dicha
incidencia al 25%, mientras que el tratamiento diario demostré una eficacia
absoluta del 100%, suprimiendo por completo la fuga vascular (Figura 9A).
Asimismo, el analisis morfoldgico en preparaciones planas de coroides confirmé
una disminucién estadisticamente significativa en el area de NVC en ambos
regimenes, siendo el tratamiento diario el que alcanzd un aclaramiento vascular
mas pronunciado. También se evalud la intervencion inmediata, administrado
entre los dias 1 y 7 post-lesion, que ofrece una eficacia superior en la inhibicidn
del crecimiento vascular frente al abordaje tardio (dias 7 a 14) (Figura 9C); sin
embargo, la reduccion de la NVC continué siendo significativa incluso en fases
avanzadas, lo que sugiere un mayor margen terapeéutico para el control clinico
de lesiones maduras.

Por otro lado, los efectos de los RAC-Exos no se limitan a la reduccion vascular,
sino que también restringen de manera dosis dependiente la formacién de redes
de tubulos en células endoteliales microvasculares estimuladas con VEGF,
bloqueando su capacidad de migracién celular. En modelos in vitro se ha
observado que estos exosomas reducen en un 55% (p< 0,01) la migracion e
infiltracion de macréfagos hacia el espacio subretiniano.

En conjunto, los resultados respaldan el empleo de RAC-Exos para el abordaje
simultaneo de la angiogénesis mediada por VEGF, la permeabilidad dependiente
de endostatina y el reclutamiento inmunoldgico subretiniano(31).
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Figura 9. Efecto terapéutico de los RAC-Exos sobre la fuga vascular retiniana y la NVC

inducidas por laser in vivo. (A) Incidencia de la fuga vascular retiniana analizada mediante microscopia de
fluorescencia. El tratamiento diario con RAC-Exos suprimié por completo la fuga (0% de incidencia) frente al
régimen cada dos dias 25% y al control PBS (42%). (B) Cuantificacion del area de NVC, control frente a régimen
de tratamiento diario y régimen cada dos dias. Reduccion drastica y estadisticamente significativa de la NVC en
ambos regimenes terapéuticos en comparacion con el control. (C) Analisis comparativo de la efectividad de
diferentes intervenciones temporales frente al control, abordaje temprano del dia 1 al 7 y abordaje tardio del dia
7al14(31).

Dentro del grupo de los ARN no codificantes, existe otra clase distinta a los
microARNs, los ARN largos no codificantes (IncRNAs), con mas de 200
nucledtidos, que destacan por su papel en la orquestacion de funciones celulares
como la proliferacion, diferenciacion y muerte celular programada, actuando
como mensajeros moleculares en la comunicacion intercelular.

Recientemente se ha identificado al Inc-AGT-3 como un IncRNA altamente
enriquecido en los exosomas derivados de CMM. Estos poseen una alta
capacidad de internalizacion por parte de las células endoteliales receptoras. Se
ha observado su reduccion en el humor acuoso de pacientes con DMAE
neovascular, al igual que en modelos animales de NVC. Por el contrario, la
restauracion de sus niveles mediante administracion de exosomas ha
evidenciado una potente inhibicidon de la angiogénesis patoldgica (Figura 10C).

El potencial terapéutico del Inc-AGT-3 reside en su interaccion molecular con la
via de sefalizacion de p53, un supresor tumoral fundamental en el control del
ciclo celular. Mecanicamente, el Inc-AGT-3 se une directamente a una
ribonucleoproteina nuclear (hnRNP K), dicha unién estabiliza a p53 bloqueando
su ubiquitinacién y posterior degradacién proteasomal. La activacidon de este eje
p53/TSP1 en las hUVEC deriva en una cascada antiangiogénica que limita la
viabilidad, migracién y formacion de tubulos vasculares. Estudios de
sobreexpresion in vitro han confirmado que niveles elevados de Inc-AGT-3 no
solo inhiben la proliferacion endotelial, sino que promueven la apoptosis de las
células implicadas en la NVC, actuando, asi como un modulador negativo del
crecimiento vascular (Figura 10J-L).
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La eficacia de los CMM-exosomas cargados con Inc-AGT-3 se ha demostrado
mediante inyecciones intravitreas a modelos animales de NVC inducida por
laser. Los resultados demuestran que estos exosomas se acumulan
selectivamente en regiones patoldgicas, logrando una reduccion del area de
NVC de manera similar a la obtenida con agentes anti-VEGF convencionales
como el aflibercept. También se demostré en modelos genéticos con ratones con
neovascularizacién retiniana espontanea (NRV2), que el tratamiento con CMM-
exosomas redujo notablemente la fuga vascular y preservo la integridad de las
diferentes capas de la retina, al contrario que con las inyecciones de agentes
anti-VEGF(32).

, bR

Figura 10. Evaluacion de la eficacia terapéutica de Inc-AGT-3 sobre la NVC in vivo y ex vivo.
(A-E) Analisis del efecto de Inc-AGT-3 en el modelo de NVC inducida por laser. Se observa una reduccion
significativa del area de lesion neovascular mediante tincion con IB4 y analisis histopatolégico en ratones
tratados con AAV-Inc-AGT-3 en comparacién con el grupo control (los circulos amarillos indican lesiones de
NVC). (F-1) Validacion en modelo de raton NRV2. Las imagenes de fondo de ojo y la angiografia con FFA
muestran una disminucion de las dreas de despigmentacion y de la fuga vascular en el dia postnatal 25 (p25).
La OCT confirma la restauracion de la integridad estructural en las capas nuclear y plexiforme externas tras el
tratamiento. (J-L) Ensayos ex vivo de brotacién coroidea, demostrando que la sobreexpresion de Inc-AGT-3
inhibe la formacion de nuevos microvasos a partir de explantes de coroides. (M) Recopilacion de los datos que
refuerzan el papel de Inc-AGT-3 como un potente supresor de la angiogénesis patoldgica (32).

La respuesta tisular frente a la agresién de la NVC es la formacion de fibrosis
subretiniana, la principal responsable de la pérdida permanente de la vision. A
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nivel células son las células del EPR las principales contribuyentes de este
proceso patolégico al experimentar el fendmeno de transicidn epitelio-
mesenquimal (TEM). Las células del EPR pierden su morfologia y funcionalidad
y se transforman en miofibroblastos. Esta cicatrizacién es el peor desenlace del
avance de la DMAE neovascular, ademas se ha visto que el tratamiento
convencional prolongado con agentes anti-VEGF tiende a acelerar la fibrosis, por
lo que es necesario encontrar una solucion y un tratamiento alternativo al actual.

Frente a esta limitacion terapéutica, los exosomas derivados de CMM del corddn
umbilical humano (hucMSC-Exos) emergen como una prometedora alternativa
de terapia regenerativa. Estudios farmacocinéticos revelan que, tras una unica
inyeccion intravitrea, los hucMSC-Exos presentan la capacidad de retenerse en
el humor vitreo alrededor de 4 semanas, lo que garantiza un efecto terapéutico
prolongado en el tiempo y minimiza la necesidad de intervenciones invasivas
frecuentes. En modelos in vivo de NVC vy fibrosis subretiniana inducidas por
fotocoagulacion laser en ratones, la administraciéon de hucMSC-Exos demostro
mitigar la progresion de la lesidon. Se observé una reduccion del area de colageno
y de NVC, ademas de una menor densidad de canales vasculares y area de
fibrosis al cabo de 21 dias post-lesion (Figura 11)(33).

A

laser-induced CNV  PBS or hucMSC-Exo sacrifice sacrifice sacrifice

A - S & AR P

(6-8w) 0d 7d 21d 35d

B Day 7 Day 21 Day 35

hucMSC-Exo

hucMSC-Exo

Figura 11. Los hucMSC-Exos atenudan la NVC y la fibrosis subretiniana inducidas por laser in

Vivo. (A) Esquema del disefio experimental del estudio en el modelo murino. (B) Preparaciones planas de
coroides. Disrupcion en la coroides y capas nucleares externas a los 7 dias post-lesion. En el periodo de tiempo
post-lesion 7 y 21 dias, se observan neovasos y edema que se extienden al espacio subretiniano,
respectivamente, mientras que a los 35 dias el grupo tratado con hucMSC-Ecos muestra una reduccion drastica
en el depdsito de fibras de colageno (color azul) frente al grupo control (PBS). (C) Micrografias representativas
de IF de la NVC (marcada con IB4) y del area de fibrosis (marcada con colageno tipo |) evaluadas a los 7,21y 35
dias post-lesidn, evidenciando una menor densidad de canales vasculares y cicatrizacion en el grupo hucMSC-
Exos a partir del dia 21 (33).
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Se ha determinado que el principal inductor de este proceso es la citocina pro-
fibrétca factor de crecimiento transformante beta 2 (TGF-B2). En ensayos in vitro,
las células del EPR estimuladas con TGF-32 incrementaron notablemente su
capacidad migratoria; un efecto que fue revertido de forma directa tras el
tratamiento con hucMSC-Exos. Este rescate se basa en la restauracion de las
proteinas de union estrecha, como la ZO-1 y la ocludina, las cuales se ven
anuladas por la accion del TGF-32.

Esta accion protectora esta regulada a nivel genético por el microARN miR-27b-
3p, el cual se encuentra concentrado dentro de los exosomas. Los ensayos
moleculares confirmaron que este microARN silencia de forma directa al gen
HOXCG6, el cual es crucial en el desarrollo de la cicatrizacion. Al unirse
especificamente a su ARNm, el miR-27b-3p exosomal suprime la expresion de
HOXCSG, inactivando las vias de sefalizacion implicadas en la remodelacion
fibrética(33).

5. DISCUSION

Los hallazgos recopilados en esta revision bibliografica demuestran que las
terapias basadas en exosomas no solo son una alternativa viable a los
tratamientos convencionales para la DMAE neovascular, sino que ofrecen un
abordaje integral de la patologia. La principal ventaja frente a los agentes anti-
VEGEF es su enfoque multimodal y celular, en contraste con el disefio monodiana
de las terapias convencionales. Su capacidad intrinseca o dirigida para
transportar carga biolégica diversa (microARNs, IncRNAs y proteinas
reguladoras) permite reprogramar el microambiente retiniano patoldgico,
actuando simultaneamente sobre la angiogénesis, la hiperpermeabilidad
vascular, la neuroinflamacion vy la fibrosis subretiniana.

5.1Ventajas mecanicas y biofisicas de los exosomas frente a los
tratamientos convencionales

Debido a sus dimensiones nanométricas (30-150 nm), los exosomas poseen una
elevada capacidad de difusion tisular que les permite penetrar las barreras
biolégicas y alcanzar eficientemente el espacio subretiniano y la coroides (20).
Esto supone un avance critico frente a los AC anti-VEGF, cuya eficacia se ve
limitada por su retencién en la barrera hematorretiniana (BHR), formada por el
EPR y la membrana de Bruch. Dicha retencion ralentiza su difusiéon y favorece
que parte de la dosis inicial se elimine por las vias de aclaramiento del humor
acuoso antes de unirse al VEGF (16).

Ademas de alcanzar el tejido diana, la ingenieria molecular permite dirigir
activamente los exosomas hacia la lesion. La modificacion superficial de
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exosomas o vesiculas hibridas con el péptido RGD o el aptamero AS1411
interactua selectivamente con receptores sobreexpresados en los neovasos de
la NVC. Esta selectividad prolonga el tiempo de acciéon local, optimiza la
biodisponibilidad del tratamiento y minimiza la exposicion de tejidos sanos
adyacentes (26,27). Asimismo, su elevada estabilidad, biocompatibilidad y nula
inmunogenicidad intrinseca evitan que el organismo los reconozca como
cuerpos extranos, reduciendo el riesgo de inflamacion intraocular (20). A esto se
suma la proteccion que ofrece su membrana lipidica frente a la degradacion
enzimatica, garantizando que la carga exosomal alcance la diana manteniendo
su funcionalidad (26).

5.2 Abordaje multimodal exosémico

Los exosomas cambian el paradigma terapéutico unidireccional vigente.
Farmacos como el aflibercept o el ranibizumab actuan de forma paliativa
secuestrando el VEGF circulante tras su secrecion, ignorando que le
microambiente hipoxico de la retina activa multiples vias de escape metabdlico
de forma paralela. Por el contrario, los exosomas intervienen directamente en la
raiz celular de la patologia a través de dos frentes complementarios: la inhibicién
de la angiogénesis y la restauracion de la homeostasis tisular (28).

Por un lado, permiten aplicar un enfoque de ataque simultaneo o two-pronged
approach al penetrar en las células diana, los exosomas modificados, como
aquellos cargados con miR-205, regulan la expresion génica a nivel
transcripcional y post-transcripcional. Esto bloquea las cascadas de sefializaciéon
intracelular que las células endoteliales andmalas emplean para evadir el efecto
anti-VEGF, logrando una inhibicidon de la angiogénesis mas estable y duradera
(28). Por otro lado, la terapia exosomal destaca por una capacidad de reparacion
tisular completamente ausente en los AC. Mientras que los anti-VEGF solo
detienen temporalmente el crecimiento vascular, vesiculas como los exosomas
derivados de CMM reducen el area de lesion neovascular y mitigan directamente
el dano celular, devolviendo la integridad estructural y funcional al EPR afectado
(17)

5.3Modulacién del microambiente: inflamacién y fibrosis subretiniana

La eficacia clinica a largo plazo en la DMAE neovascular depende también de la
capacidad para modular el microambiente retiniano alterado, frenando
complicaciones destructivas como la cicatrizacion fibrotica y la neuroinflamacién
cronificada. Actualmente, la mayor limitacion de los anti-VEGF es el desarrollo
de fibrosis subretiniana inducida por la necesidad de inyecciones intravitreas
repetidas. Frente a esto, los hucMSC-Exos ofrecen una alternativa preventiva;
se ha demostrado experimentalmente que estas vesiculas transportan miR-27b,
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un microARN capaz de atenuar la fibrosis subretiniana mediante la supresion de
la TEM en células del EPR(33).

A esta reprogramacion intercelular se le une la activacion de vias supresoras
enddgenas del propio organismo. EI empleo de ARN largos no codificantes,
concretamente el Inc-AGT-3 transportado en exosomas de CMM, activas vias
reguladoras del ciclo celular que estabilizan y promueven la sefializacién del p53.
Este supresor tumoral detiene el ciclo celular e induce la apoptosis de células
endoteliales en la NVC (32). Este mecanismo logra una inhibicion sostenida de
la brotacion vascular, disminuyendo la necesidad clinica de saturar el humor
vitreo con AC exdgenos de vida media limitada.

Asimismo, la bioingenieria en exosomas destaca por desactivar la respuesta
inmunoldgica patoldgica. La progresion de la DMAE esta intimamente
relacionada a una cascada neuroinflamatoria crénica donde la microglia adopta
un fenotipo proinflamatorio. Los estudios revelan que las vesiculas secretadas
por tejidos oculares sanos, con ambientes antiangiogénicos y antiinflamatorios,
como los LEC-Exos, poseen propiedades inmunomoduladoras que mitigan la
angiogeénesis patologica. Este efecto protector se ejerce mediante el miR-146a-
5p, un microARN que actua como un regulador negativo de la imunidad innata,
logrando la inactivacion microglial y la supresion de la migracion(29).

5.4Proyeccion a futuro y aplicaciones en otras patologias

El futuro terapéutico de las VE sobrepasa su empleo como simples vehiculos de
transporte de farmacos, orientandose hacia la explotacion de sus propiedades
intrinsecas tanto para desarrollar estimular las defensas naturales del ojo como
para actuar de herramientas de biopsia en la medicina personalizada.

En primer lugar, se plantea el uso de exosomas propios como un sistema de
defensa natural del microambiente ocular. A diferencia de la terapia génica o
celular tradicional, que asume riesgos de respuesta inmune al introducir
elementos exdgenos, las RACs secretan de forma fisioldgica exosomas dotados
de antiangiogénicos enddégenos como PEDF, TIMP-1 y endostatina. La
proyeccién a futuro apunta al desarrollo de farmacos inductores de la secrecién
exosomal propia. Mediante pequefias moléculas estimulantes o moduladores
genéticos, se podria ordenar a los RACs que aumenten la produccién y liberacién
de antiangiogénicos hacia el espacio subretiniano (31). Al tratarse de un
mecanismo de sefalizacién paracrino nativo, se reducirian drasticamente los
riesgos de inflamacion intraocular, fibrosis o rechazo inmunolégico, este ultimo
asociado a las CMM exdégenas (31,33).

En segundo lugar, la versatilidad de los exosomas permite su redireccibn como
herramientas de diagndstico, prondstico y monitorizacién no invasivas a través
de la biopsia liquida. Evaluar la progresién de la DMAE neovascular depende
casi exclusivamente de pruebas de imagen morfolégicas como la OCT que,
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aunque eficaces estructuralmente, no ofrecen informacién molecular en tiempo
real sobre el estado del tejido. En este contexto, el aislamiento y analisis del perfil
proteico, lipidico y genético (miRNAS y IncRNAs) de los exosomas se proyecta
como una verdadera revolucion clinica aplicable a multiples enfermedades. Al
poseer una membrana bicapa que protege su cargamento de la degradacion
enzimatica, estas vesiculas reflejan fielmente los cambios patoldgicos de sus
células de origen, convirtiéndose en biomarcadores de ultima generacion ideales
para monitorizar la evolucion de los pacientes y disefar tratamientos
personalizados en el futuro (20).

Bajo esta misma perspectiva, el potencial clinico de las VE va mucho mas alla
de las enfermedades de la retina. Gran parte de los que se conoce sobre los
mecanismos moleculares, de la DMAE neovascular procede de la investigacion
en oncologia, ya que procesos como la angiogénesis, la inflamacion crénica y la
alteracion de la matriz extracelular ocurren de forma idéntica tanto en los tumores
sélidos como en el fondo del ojo. Por tanto, muchas estrategias exosomales
pueden extrapolarse de forma reciproca a otras disciplinas biomédicas (23)

Un claro ejemplo es el miR-205. Este microARN exosomal bloquea la
neovascularizacién, comparte dianas moleculares con patologias sistémicas de
caracter proliferativo. Gracias a su capacidad para silenciar sefales
proangiogenicas en las células endoteliales, los exosomas cargados con miR-
205 se proponen como una opcién futura en dermatologia para el tratamiento de
la psoriasis, que cursa con un fuerte aumento de vasos dérmicos, y también en
oncologia digestiva para frenar el carcinoma gastrico(20). Finalmente, los
exosomas abren una via revolucionaria en inmunoterapia. Los estudios en
modelos murinos demuestran que los exosomas secretados por células
dendriticas viajan cargados con péptidos antitumorales, actuando como
"vacunas" libres de células que instruyen a los linfocitos T a reconocer antigenos
especificos y estimulan la actividad de los linfocitos T citotoxicos. Este
mecanismo de regulacién inmunitaria, util en la retina para desactivar la microglia
inflamatoria, se perfila como una estrategia transferible para combatir masas
tumorales en oncologia (23).

6. CONCLUSION

A través de la presente revision bibliografica se ha podido consolidar un marco
tedrico y critico robusto sobre el potencial de las VE en la terapia oftalmica. En
primer lugar, se ha logrado profundizar en la biogénesis, naturaleza y
composicién molecular de los exosomas, identificando como estas estructuras
de dimensiones nanométricas originadas en la via endosémica poseen una
bicapa lipidica que les confiere una estabilidad idénea para transportar de forma
protegida cargas de proteinas, lipidos y ARN reguladores hacia células diana.
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Asimismo, el analisis del microambiente ocular ha permitido descifrar el papel
dual de estas vesiculas, las cuales transicionan de mediadores homeostaticos
paracrinos entre el EPR y la coriocapilar en condiciones fisioldgicas, a vectores
patologicos bajo estrés o hipoxia, promoviendo la degradacion de la matriz, la
alteracién de uniones estrechas y la formacion de drusas en la membrana de
Bruch, entre otras.

Por otra parte, se ha evaluado con precision el papel del humor acuoso como
una herramienta revolucionaria de biopsia liquida minimamente invasiva, cuyo
analisis protedmico y genético permite diagnosticar, monitorizar y estratificar la
progresion de la DMAE humeda en tiempo real. En el ambito de la bioingenieria,
se ha estudiado con éxito los sistemas de liberacidn dirigida, confirmando que
modificaciones superficiales avanzadas como los exosomas modificador con el
péptido RGD o las nanoparticulas hibridas exosoma-liposoma funcionalizadas
con el aptamero AS1411 logran superar las barreras bioldgicas intraoculares y
concentrarse selectivamente en los neovasos de la NVC.

Finalmente, la contrastacion de la terapia exosomal frente a las limitaciones de
los farmacos anti-VEGF actuales, ha demostrado la superioridad del enfoque
multimodal de las VE. Esto queda validado mediante la capacidad de exosomas
cargados con miRNAS o Inc-AGT-3 para reprogramar epigenéticamente el
endotelio activando vias supresoras endogenas como el p53, atenuar de forma
directa la fibrosis subretiniana mediante la inhibicion de la TEM, e inactivar la
neuroinflamacion mediada por la microglia patolégica. En conjunto, estos
hallazgos fundamentan el uso futuro de exosomas modificados y/o autdlogos
como una alternativa terapéutica innovadora y biocompatible frente a las
patologias neovasculares de la retina.
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8. ANEXO: GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Degeneracion Macular Age-related Macular
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EPR la Retina VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor)
A2E N-r.eFiniIiden-N-. ROS Especies Reactivas de
retiniletanolamina Oxigeno
Factor Derivado del
Complejo de ataque a Epitelio Pigmentario
CSB-9 | |3 membrana C5b-9 PEDF | (pigment Epithelium-
Derived Factor)
gactor Ipducplesper Neovascularizacion
HIF-1 Hipoxia-1 (Hypoxia- NVC A
Inducible Factor-1)
Choroidal Tomografia de Coherencia
CNV N PP OCT Optica (Optical Coherence
eovascularization
Tomography)
Angiografia con
Fluoresceina Sédica :
FFA (Fundus Fluorescein AC Anticuerpo
Angiography)
Inmunoglobulina G de Factor de.Crecimiento
1gG1 PIGF Placentario (Placental
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Protocolo clinico de
. . dosificacion de "Tratar y
Ang-2 | Angiopoyetina-2 TAE Extender" (Treat and
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MSC (Mesenchymal Stem miR MicroARN
Cells)
Degeneracién Macular
DMAEN | Asociada a la Edad en VE .
Vesiculas Extracelulares
su forma Neovascular

44




Cuerpos
Multivesiculares /

MVB / Endosoma ILVs Vesiculas Intraluminales
MVE Multivesi (Intraluminal Vesicles)
ultivesicular
(Multivesicular Bodies)
Complejo de Proteinas de membrana
clasificacion asociadas a lisosomas tipo
endosomica requerido LAMP1 / 1y 2 (Lysosome-
ESCRT | para el transporte L AMP2 Associated Membrane
(Endosomal Sorting Protein 1/2)
Complex Required for
Transport)
Una desintegrina y
MEC | Matriz Extracelular ADAM10 | Metaloproteinasa 10 (A
Disintegrin And
Metalloproteinase 10)
Proteina de la zonula
Z20-1 oclusiva-1 (Zonula FasL Ligando de Fas / Mediador
Occludens-1) proteico apoptotico
Células astrociticas Inhibidor tisular de
retinianas / Astrocitos metaloproteinasas-1
RACs retinianos (Retinal TiME-1 (Tissue Inhibitor of
Astrocyte Cells) Metalloproteinases-1)
Secuencia peptidica de
i . aminoacidos Arginina-
PEG Polietilenglicol RGD Glicina-Aspartato (Arg-Gly-
Asp)
Exosomas modificados
mediante la
conjugacion de Aptamero nucleolar
ASL cadenas RGD-PEG e AS1411 especifico AS1411
hibridados con
aptameros
Repeticiones
palindrémicas cortas Nanoparticulas hibridas
agrupadas y exosoma-liposoma
C?:ISPRI regularmente CAELN | modificadas con
as9 . . .
interespaciadas aptameros y cargadas con
asociadas a la CRISPR/Cas9
nucleasa Cas9
GS E_nzima glutamina GLUL Gen Co_dificgnte de la
sintetasa glutamina sintetasa
. Células endoteliales
Proteina reguladora vasculares de la retina
RHO J | endotelial Rho-J de la HRVEC )
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OIR experimental animal reclutamiento inflamatorio
CCL19
(Oxygen-Induced celular
Retinopathy)
Proteina similar a la
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