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ACRÒNIMS: 

 

A 

Aa: aminoàcid 

ABCD1: transportador ABC 

Ago2: Argonaute 2 

APC: cèl·lula presentadora d’antigen 

AP1: proteïna activadora 1 

ATF2: factor activador de transcripció 2 

C 

CH: xalcona sintasa 

CCR7: receptor de quimosina tipus 7  

D 

DICER: ribonucleasa membre de la família de les RNAsa III 

DNA: àcid desoxiribonucleic 

dsDNA: DNA de doble cadena 

dsRNA: RNA de doble cadena 

E 

ERI-1: 3’-5’ exoribonucleasa 1 

EIF-2: eukariotic translation initiation factor 

F 

FEDER: federació espanyola de malalties rares. 

H 

HIF: factor induït per hipòxia 

HIGM: Síndrome híper IgM 

HLA: human leukocyte antigen 

HUVEC: cèl·lula humana endotelial vascular 

I 
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IC: immunocomplexes 

ICAM: molècula d’adhesió intercel·lular 

IFN: interferó 

IkB: inhibidor s de NF-kB 

IR: insuficiència renal 

IRF: factor regulador d’interferó 

J 

JAK: quinasa tipus Janus  

L 

LES: lupus eritematós sistèmic 

LFA-1: antigen de funció limfocitària 

LN: nefritis lúpica 

LNA: locked nucleic acid 

LPS: lipopolisacàrid 

M 

MAPK: proteïna quinasa activada per mitògens 

MCP1: proteïna quimiotàctica de monòcits 

MHC: Complex major d’histocompatibilitat 

MIP: proteïna inflamatòria de macròfags 

miRNA: micro RNA 

MMP: metol·loproteasa 

MPP: pèptid permeabilitzador de membrana 

N 

NCA: nefropatia crònica de l’empelt 

NFAT: factor nuclear de cèl·lules T activades 

NF-kB: Factor nuclear Kappa B 

NK: Natural killer 

NZB/NZW: New Zealand Black / New Zealand white 

P 

PEG: polietilenglicol 

PEI: poli-etilenimina 
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PI3: inositol trifosfat 

PKR: dsRNA dependent protein kinase R 

PP2AC: proteïna fosfatasa 2 

PRR: pathogen receptor recognition 

PS: fosforotioat 

PTD: domini de transducció proteica  

P4H-a2:  

R 

RANTES: CCL5, lligand quimiosina n.5 

RIG1: retinoid-inducible gene 1 

RISC: complex silenciador induït per RNA 

RNA: àcid ribonucleic 

RNAi: interferència per RNA 

S 

shRNA: shorthairpin RNA 

siRNA: small interference RNA 

ssDNA: DNA de cadena simple 

SNALP: stable nucleic acid lípid particles 

SNP: polimorfisme d’un sol nucleòtid 

STAT: transductor de senyal i activador de la transcripció 

T 

TCR: receptor de cèl·lules T 

TGF: factor de creixement trasformant 

TLR: Receptor toll like 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

TNF-R: Receptors de Necrosis Tumoral 

TRAF: factor associat a TNF 

TRAIL:TNF-related apoptosis-inducing ligand 

V 

VCAM: molècula d’adhesió vascular 
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1. Senyal de coestimulació CD40-CD40L 

1.1. CD40 

CD40 va ser descrit cap al 1984 per diferents grups com un polipèptid de 50 KDa a la 

superfície dels limfòcits B, i també a les cèl·lules de carcinoma [1, 2]. La proteïna que 

codifica aquest gen pertany a la superfamília de Receptors de Necrosis Tumoral (TNF-

R). La seva estructura és típica d’una proteïna tipus I transmembrana. El seu pes 

molecular varia entre 43 i 50 kDa. També rep el nom de TNRF5 (tumor necrosis factor 

receptor 5). La via de senyalització està regulada per diferents mecanismes de control 

endògens i és específica depenent del tipus cel·lular. L’expressió de CD40 està 

regulada a nivell post transcripcional i s’han descrit diferents isoformes del mRNA de 

CD40 degut a un splicing alternatiu. Altres membres d’aquesta superfamília són 

CD30, CD27, CD95, RANK [3]. 

S’ha vist que CD40 s’expressa de forma constitutiva en varis tipus cel·lulars. La seva 

expressió però, també és induïble. Se sap que hi ha certes citocines pro inflamatòries 

que indueixen l’expressió de CD40 in vitro com són IL1, IL3, IL4, TNFα, IFNγ. Aquestes 

provoquen un augment de la síntesis que s’observa a les 6-12 h després de l’estímul, 

assolint un pic màxim d’expressió a les 24h que persisteix fins a les 72h 

aproximadament [4]. Se sap que proteïnes procedents de virus o bacteris també 

provoquen un augment d’expressió de CD40 com és el cas de LPS [5, 6]. 

1.1.1. Estructura del gen de CD40  

1.1.1.1. Humà: 

El gen que codifica per CD40 en humà està localitzat al cromosoma 20, exactament 

entre els segments 20q11-20q13-2.  El gen està format per 9 exons i 8 introns. El seu 

mRNA té 1.5 kb. La proteïna està composta per 277 aminoàcids (Aa), dels quals 193 

estan situats al domini extracel·lular, 22 estan al domini transmembrana i 62 estan 

situats a una cua intracel·lular. Aquesta proteïna es va descobrir l’any 1984 utilitzant 

anticossos monoclonals en limfòcits B [7]. Igual que altres membres de la família 
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TNFR, la proteïna CD40 es caracteritza per presentar 4 dominis extracel·lulars 

enriquits en cisteïna, de 45 Aa cadascun i amb 6 residus de cistina formant 3 ponts 

disulfur [8]. El domini intracel·lular de la proteïna CD40 no presenta semblança amb 

altres membres de la família. Aquest conté diferents dominis d’unió a proteïnes 

adaptadores que són importants per la transducció de senyals (Figura 1). 

 

Figura 1. Estructura del gen i la proteïna de CD40 humà. Modificat [4]. 

1.1.1.2. Ratolí: 

El gen que codifica per CD40 de ratolí està localitzat a la part distal del cromosoma 2 

regió H3. El gen està format per 9 exons; l’exó I codifica per la seqüència leader, els 

exons II a VI codifiquen per la regió extracel·lular, l’exó VII codifica per la regió 

transmembrana i els exons VIII a IX codifiquen per la regió intracel·lular.  

El seu mRNA també presenta splicing alternatiu degut a que el gen presenta dos 

senyals de poliadenilació, s’obtenen 5 isoformes diferents de mRNA, de les quals 

només quatre són codificants i la isoforma tres no ho és. La proteïna està composta 

per 305 Aa; 193 situats al domini extracel·lular, 22 transmembranals i 90 

intracel·lulars (Figura 2).  
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Figura 2. Estructura del gen i la proteïna de CD40 de ratolí. Modificat de [8]. 

La proteïna humana i murina comparteixen un 62% d’homologia, però si analitzem la 

part intracel·lular de les dues espècies són homòlogues en un 78%. Els últims 32 Aa 

de l’extrem carboxil estan totalment conservats en ambdues espècies. La conservació 

dels dominis extracel·lular rics en cisteïna suggereix que la proteïna tant humana com 

de ratolí es pleguen en els mateixos dominis. 

1.1.1.3 Rata: 

El gen que codifica per CD40 de rata està localitzat al cromosoma 3, exactament a la 

regió q42.  El ser mRNA presenta splicing alternatiu, s’obtenen 4 isoformes diferents 

de mRNA. La proteïna resultant està composta per 289 Aa (Figura 3).  

 

Figura 3. Estructura del gen i la proteïna de CD40 de rata. Modificat de NCBI 

1.1.2. Expressió cel·lular 

Cèl·lules dendrítiques: Aquestes cèl·lules independentment del seu origen (sang 

perifèrica, amígdala, dermis, etc.) expressen CD40 [9-11], i la seva activació indueix al 

desenvolupament de la cèl·lula i alteracions en el seu fenotip. Hi ha un important 
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paper potencial del senyal CD40/CD40L en la interacció entre la cèl·lula dendrítica i el 

limfòcit T. També en el desenvolupament funcional de la cèl·lula B al fol·licle [12].  

Limfòcits B: CD40 juga un paper important en l’ontogènia dels limfòcits B [13] ja que 

s’ha vist que des del seu estat embrionari, aquests expressen CD40. A part d’aquesta 

participació en la ontogènia, els limfòcits B adults expressen CD40 sense tenir en 

compte la seva futura funció o localització [14]. Els limfòcits B de les amígdales poden 

alliberar la forma soluble de CD40, que s’uneix a CD40L del limfòcits T [15]. 

Cèl·lules progenitores hematopoètiques: S’ha vist que cèl·lules CD34+ del moll de 

l’os i del cordó umbilical expressen CD40 en etapes inicials del desenvolupament de 

la línia mieloide [16]. 

Limfòcits T: L’expressió de CD40 es troba en limfòcits activats CD4+, CD8+, 

CD4+/CD8+, TCR+ [17]. La unió de CD40 amb CD40L indueix l’expressió de CD25, 

CD40L i CD69; la proliferació de limfòcits activats CD4+ i CD8+; i la secreció d’IFNγ, 

TNFα, i IL12 [18]. 

Basòfils: Expressen CD40 en etapes inicials de la seva diferenciació [19]. 

Eosinòfils: Eosinòfils de sang perifèrica de pacients atòpics expressen elevats nivells 

de CD40 [20]. 

Monòcits/macròfags: Expressen CD40 de forma constitutiva. La interacció amb 

CD40L indueix l’expressió de IL12, que pot induir l’expressió de CD40L als limfòcits T 

[21]. 

Cèl·lules epitelials: S’ha vist expressió de CD40 en diferents epitelis patològics, en 

canvi, no es veu aquesta expressió en epitelis sans. Aquest fet que implica un rol de 

CD40 en el desenvolupament de carcinomes, neoplàsies epitelials, llocs amb 

inflamació crònica [22], com és el cas també del trasplantament degut a la lesió per 

isquèmia reperfusió, malalties autoimmunes, etc.  

Cèl·lules endotelials: Les cèl·lules endotelials de varis teixits (melsa, tiroides, pell, 

musculatura, ronyó, pulmó, vasos, cordó umbilical) tenen una expressió basal i 

constitutiva de CD40, la qual es pot induir amb citocines pro-inflamatòries. La 

interacció amb CD40L indueix una expressió de molècules d’adhesió com E-selectina, 

VCAM o ICAM, promou el reclutament de cèl·lules mononuclears, promou la 

generació de la placa arterioscleròtica i contribueix al procés de trombosis. S’ha vist 
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que en teixits inflamats hi ha una sobre-expressió de CD40 comparat amb teixits 

normals [23, 24]. 

Cèl·lules musculars llises: L’expressió de CD40 en aquest tipus cel·lular és induïda per 

estímuls pro-inflamatoris [25]. 

Queratinòcits: Tant els queratinòcits indiferenciats com els madurs expressen CD40 

de forma constitutiva. La unió amb CD40L indueix l’expressió de citocines, molècules 

d’adhesió, i redueix la proliferació [26]. 

Fibroblasts: L’expressió de CD40 en fibroblasts és induïble per citocines pro 

inflamatòries com IFNγ [27] i la unió amb el lligand provoca la secreció de molècules 

d’adhesió, citocines, ciclooxigenasa 2 i prostaglandina E2 [28]. Hi ha estudis que 

suggereixen que la interacció entre els fibroblasts del teixit i els limfòcits T infiltrants 

promouen la fibrogènesis local [29]. 

1.2. CD40L 

El lligand de CD40, CD40L (també anomenat CD154 o gp39) és una glicoproteïna de 

membrana tipus II membre de la superfamília Factor de Necrosis Tumoral TNF i de 39 

kDa de pes molecular. Altres membres d’aquesta família són el CD27L,CD30L, TNFα, 

TNFβ, FasL, TRAIL, Ox40L [4]. 

CD40L s’expressa predominantment en limfòcits T CD4 activats. També s’ha descrit 

en limfòcits T CD8, en basòfils, eosinòfils, monòcits/macròfags i cèl·lules de Kupffer, 

cèl·lules natural killer, limfòcits B, plaquetes, mastòcits, cèl·lules dendrítiques, 

cèl·lules epitelials, cèl·lules endotelials, cèl·lules de la musculatura llisa, etc. 

1.2.1. Estructura del gen de CD40L 

1.2.1.1 Humà: 

Està localitzat al cromosoma X concretament a la posició q26.3-27.1, consta de 5 

exons i 4 introns. El primer codifica per la part intracel·lular, la part transmembrana i 

una petita porció de la part extracel·lular, la resta de porció extracel·lular és 

codificada pels exons II a V. Té una seqüència de DNA de 13 kb. Un cop transcrit, 

aquest gen dóna lloc a un mRNA de 2,3 kb que codifica per una proteïna que és un 
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polipèptid de 261 Aa, dels quals 22 formen la part citoplasmàtica, 24 la 

transmembrana i 215 la part extracel·lular (Figura 4). 

A part de la forma transmembrana de 39kDa existeix una forma soluble (sCD40L). 

S’han caracteritzat tres fragments solubles biològicament actius d’aquesta proteïna 

de 14,18 i 31kDa [30, 31]. Aquests fragments s’han obtingut a partir de la divisió 

proteolítica del domini extracel·lular de la proteïna unida a la membrana en el 

moment de l’activació dels limfòcits T [31].  

S’ha demostrat que CD40L forma complexes heteromultimèrics que consisteixen en 

una subunitat gran o sencera i una de petita a la superfície del limfòcits T humans 

[32]. La forma soluble més freqüent és la de 18kDa, que li falta la cua citoplasmàtica, 

la part transmembrana i part de la regió extracel·lular, però que conserva el domini 

d’unió a CD40; aquesta forma soluble de 18kDa es pot trobar en forma oligomèrica, 

predominant la forma trimèrica [33].  

 

Figura 4. Estructura del gen i la proteïna de CD40L humà. Modificat de [8]. 

1.2.1.2. Ratolí: 

El gen de CD40L humà i el de ratolí comparteixen un 80% d’homologia. També s’ha 

trobat una forma soluble de 33kDa [31]. La proteïna consta de 260 Aa, 22 del quals 

formen el domini citoplasmàtic, 24 el domini transmembrana i 214 el domini 

extracel·lular. 
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1.2.1.3. Rata: 

El gen que codifica per CD40L de rata està localitzat al cromosoma X, exactament a la 

regió q36. 

 

1.2.2. Unió CD40-CD40L 

La unió entre CD40 i el seu lligand esdevé estable gràcies a dos clústers de 

determinats residus amb càrrega presents en ambdues molècules: CD154 aporta els 

residus amb càrrega positiva K143, R203, i R207; i CD40 aporta els residus amb 

càrrega negativa D84, E114 i E117 [34]. S’ha demostrat que aquests clústers estan en 

els dominis conservats de la proteïna [35]. 

 

1.2.3. Expressió cel·lular 

L’expressió de CD40L és induïble i transitòria. En el cas del limfòcits T la proteïna 

s’expressa a la superfície de la cèl·lula 5 minuts després de la seva activació. Aquest 

fet és degut a l’habilitat d’exposar un CD40L preformat [36]. Aquesta expressió és 

transitòria ja que hi ha un pic a les 6h i aquesta desapareix passades unes 12-24h 

[37]. Altres estudis han demostrat patrons de regulació similars en altres tipus 

cel·lulars, i que hi ha una síntesis de novo després de l’activació [38]. La seva 

expressió també es veu augmentada després de la unió amb CD40, fet que proposa 

una regulació autòloga [39].  

A diferència de CD40, les cèl·lules que expressen CD40L no ho fan de forma 

constitutiva, sinó que la seva expressió és induïble. 

Limfòcits T: La capacitat d’inducció de l’expressió de CD40L en aquestes cèl·lules 

depèn del grau de maduració. Els limfòcits del timus immadurs no expressen CD40L 

després d’un estímul. Els que si que ho expressen són CD4+, CD8+, 

CD45RO+CD45RA+. 

Basòfils: Després de l’estímul i activació aquestes cèl·lules indueixen l’expressió de 

IgE, suggerint la funció dels basòfils durant l’al·lèrgia, no només produint mediadors 
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d’inflamació sinó també regulant la producció de IgE independentment del limfòcits T 

[40].  

Eosinòfils: La inducció de l’expressió de CD40L als eosinòfils activa senyals de 

proliferació a les cèl·lules CD40+. S’ha vist que eosinòfils de pacients amb 

hipereosinofília expressen constitutivament CD40L, fet que implica el seu paper en 

processos inflamatoris [41]. 

Monòcits/macròfags: S’ha demostrat que hi ha una síntesis induïble de la proteïna i 

una major expressió en monòcits activats en lesions arterioscleròtiques i durant el 

rebuig crònic de l’empelt [42]. 

Cèl·lules Natural Killer: Aquestes cèl·lules augmenten la seva expressió de CD40L 

després d’un estímul com IL2. S’ha vist que cèl·lules NK deficients en l’expressió de 

CD40L no són funcionals [43]. 

Limfòcits B: poden expressar CD40L després de l’activació. Els limfòcits B dels 

pacients amb lupus eritematós sistèmic en fase activa, expressen espontàniament 

alts nivells de CD40L en comparació amb els que es troben als limfòcits T [44]. 

Plaquetes: Són la font majoritària de CD40 soluble en circulació. La seva expressió 

s’observa només després de pocs segons de l’activació en el procés de formació d’un 

trombe [45]. 

Mastòcits: S’ha vist expressió funcional de CD40L en mastòcits aïllats de pulmó i 

nasals [40]. 

Cèl·lules dendrítiques: La unió amb CD40 indueix una expressió de CD40L en 

augment a la superfície cel·lular. Les cèl·lules dendrítiques mancades de CD40L no 

tenen capacitat de regulació de la activació i maduració de cèl·lules B [39]. 

Cèl·lules endotelials i de la musculatura llisa:  S’ha trobat expressió de CD40L en 

aquestes cèl·lules aïllades d’un focus d’inflamació com de lesions arterioscleròtiques, 

empelts renals i cardíacs que han sofert rebuig [42, 46].  

Cèl·lules epitelials: S’ha vist que la seva expressió és induïda en les cèl·lules tubulars 

epitelials durant el rebuig crònic renal [47]. 
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1.3. Mutacions gèniques 

S’ha comprovat que mutacions en algun d’aquests dos gens donen lloc a una 

immunodeficiència primària severa anomenada síndrome híper IgM [48, 49].  

Mutacions al gen codificant per CD40 dona lloc a un síndrome hiper IgM tipus III, té 

caràcter autosòmic recessiu. Les característiques clíniques més rellevants són la 

disfunció en la generació i proliferació de cèl·lules B, la no formació de centres 

germinals [50, 51], la impossibilitat del canvi d’isotip en la cèl·lula B, i per tant, la 

inhabilitat per donar lloc a una resposta anticòs específica.  

També dóna lloc a neutropènia, IgM elevada, IgA, IgG i IgE molt disminuïdes. Tot això 

resulta en una major susceptibilitat i recurrència en la infecció de bactèries 

oportunistes [52]. 

Mutacions en el gen CD40L donen lloc també a la síndrome híper IgM tipus I (HIGM), 

la seva herència està lligada al cromosoma X i té caràcter recessiu. Les 

característiques clíniques són molt semblants a la tipus III, també inclou 

hepatomegàlia, esplenomegàlia, hipertròfia de les amígdales, neutropènia, anèmia 

hemolítica, trombocitopènia, etc. Hi ha una base de dades on es descriuen la majoria 

de mutacions que donen lloc a aquest síndrome [53].  

1.4. SNP 

S’han descrit diferents mutacions del gen CD40 i CD40L. Hi ha estudis que demostren 

la relació entre algun d’aquests SNP i diferents malalties (Taula1). 
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GEN SNP MALALTIA REF 

CD40 rs4810485 Lupus eritematós sistèmic [54] 

rs1883832 Ictus isquèmic [55] 

Associat al risc de limfoma [56] 

Síndrome aguda coronaria [57, 58] 

MPOC [59] 

Pèrdua de massa òssia [60] 

Osteoporosis [61] 

Autoimmunitat [62] 

Malaltia de Grave’s [63, 64] 

rs11086998 Augmenta funció del receptor  [65] 

rs1800686 
rs1883832 

IgE i asma [66] 

rs4810485 Psoriasis [67] 

Artritis reumatoide [68, 69]  

rs1535045 Artritis reumatoide trombosi [70] 

rs3765459 Artritis reumatoide, trombosi [70] 

CD40L rs3092952 Síndrome aguda coronaria [71] 

rs3092923 Associat al risc de limfoma [56] 

rs1126535 Osteoporosis [61] 

 

Taula 1. Principals SNP descrits als gens CD40 i CD40L relacionats amb diferents 

malalties. 

1.5. Transducció de senyals de CD40 

La majoria d’estudis de la via de senyalització de CD40 s’ha fet en limfòcits B. Estudis 

basats en la homologia de TNF/TNF-R demostren que per l’activació efectiva de la via 

de senyalització de CD40 es requereix la multimerització del receptor. CD40L forma 

estructures trimèriques, que al unir-se amb CD40, implica la trimerització del 

receptor (Figura 5) [72].  

Un procés ordenat i la oligomertizació són crucials per la transducció de senyals. La 

forma trimèrica de CD40L és molt més potent que la forma monomèrica o dimèrica 

[73]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=3092923


Silenciament gènic de CD40 en al·lo i autoimmunitat. Estudi de la resposta immuno 
inflamatòria en models animals. 
 

 23 

 

Figura 5. Mecanisme de senyalització de CD40. Modificat de [4]. 

La proteïna CD40 conté dos llocs de fosforilació principals en el seu domini 

citoplasmàtic, un d’ells és la treonina 234. S’ha vist que mutants o la substitució 

d’aquest aminoàcid per una alanina inhibeixen la transducció de senyal [74]. 

Aquestes àrees de fosforilació són dominis crítics per la senyalització ja que són llocs 

d’unió de proteïnes. En la transducció del senyal es creu que poden ocórrer diferents 

mecanismes que poden contribuir al procés; l’activació del receptor degut a quinases 

i fosfatases o l’associació de proteïnes en els respectius dominis d’unió. 

1.6. Vies de senyalització de CD40 

1.6.1. TRAF: Factors associats a la família de TNF-R 

Degut a que la part citoplasmàtica de CD40 no té activitat intrínseca, aquest 

necessita un adaptador per poder iniciar la via de senyalització corresponent. Aquest 
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adaptador s’anomena TRAF, “TNF receptor associated factor”. Actualment es 

coneixen 6 molècules TRAF, totes elles excepte TRAF4 s’uneixen a CD40. 

El 1994 es va identificar TRAF3 com la primera proteïna associada a la senyalització 

de CD40, aquest interacciona amb el domini citoplasmàtic del receptor directament 

per una regió anomenada “domini TRAF” [75]. Totes les proteïnes d’aquesta família 

comparteixen homologia de seqüència d’aminoàcids en el seu domini 

carboxiterminal (domini TRAF).  

Aquest domini TRAF té dues subregions, una regió carboxiterminal que es requereix 

també per la dimertizació amb altres membres de la família i una regió 

aminoterminals que està menys conservada, on hi ha 5-6 estructures de dit de zinc 

similars als dominis d’unió a proteïna [75] (Figura 6).  

Les proteïnes TRAF a través de la seva unió amb el domini citoplasmàtic del receptor, 

desencadena el reclutament de molècules TRAF i altres proteïnes intracel·lulars.  

S’acoblen formant un complex de senyalització multi proteic, que desencadena 

l’activació de cascades de quinases i l’activació de factors de transcripció nuclear com 

NF-kB, AP-1, NFAT, que regulen la transcripció de gens involucrats en la proliferació, 

diferenciació i apoptosi.  

La unió de les proteïnes a través del seu domini TRAF al receptor, està alhora 

regulada per altres proteïnes adaptadores i inhibidors endògens intracel·lulars.  
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Figura 6. A) Mecanisme de senyalització de CD40 a través de la unió de les proteïnes 

TRAF. B) Estructura i dominis de les proteins TRAF. Modificat de [4] 

1.6.2. Paper de les STATS 

 A part de les proteïnes TRAF, s’han descrit altres membres de la família de les STATs 

(signal tranducers and activators of transcription) que estan implicats en la via de 

senyalització de CD40.  

Les STATS són fosforilades per proteïnes quinases de la família JAK. Un cop activades 

formen dímers, que són translocats al nucli i s’uneixen a regions específiques de DNA 

per regular l’expressió de diferents gens [76] (Figura 7). 

 



___________________________________________________________________Introducció 

  26 

 

Figura 7. Visió general de les vies de senyalització de CD40, mediadors i processos 

modulats per la unió de CD40-CD40L. Modificat de SA. Biosciences. 

1.6.3. Factors de transcripció 

Pel que fa als factors de transcripció involucrats en la senyalització de CD40 se sap 

que s’activa NF-kB, i també altres membres de la família com p50, relA, c-Rel [77]. 

S’ha demostrat activació de la IkB quinasa i es creu que la inducció de NF-kB també 

es pot donar per la via PI3 quinasa [78]. 

A part de NF-kB, la senyalització de CD40 activa també el factor AP-1, format per 

heterodimers entre les proteïnes de la família Jun i Fos. També s’ha trobat que CD40 

afecta l’expressió del factor ATF-2 i que indueix l’activació de NFAT [77]. 
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1.7. Funcions biològiques de CD40-CD40L 

Inicialment es considerava que la funció de CD40 i CD40L estava limitada als limfòcits 

T i B i involucrada en la immunitat humoral. Més tard es va descriure l’expressió 

d’ambdues proteïnes en altres tipus cel·lulars i es va veure que estava implicada en la 

regulació de diverses funcions biològiques (Figura 8). Conseqüentment, es va veure la 

seva associació a processos patològics i diferents malalties inflamatòries cròniques.  

La interacció CD40-CD40L juga un paper molt important en l’activació del sistema 

immunitari. És crucial en la resposta immune primària i secundària generada al timus, 

en el procés de maduració dels limfòcits B, formació de cèl·lules B memòria, i 

generació i manteniment dels centres germinals [79]. 

 

Figura 8. Funcions mediades per CD40 en la resposta immune i activació del limfòcits 

T. Modificat de [3]. 
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1.7.1. Activació del limfòcit T  

L’inici de la resposta immune específica requereix el processament de l’antigen per 

part de les cèl·lules presentadores d’antigen (APC), el reconeixement dels epítops 

pels limfòcits T i B i l’expansió clonal i diferenciació d’aquests limfòcits antigen 

específics a cèl·lules efectores.  

Els limfòcits T presenten a la superfície un receptor anomenat TCR que reconeix els 

pèptids antigènics que els presenta una APC mitjançant el complex major 

d’histocompatibilitat (MHC). 

El receptor TCR és un heterodímer format per cadenes transmembrana de tipus α i β 

majoritàriament o també per cadenes γ i δ. La seva porció carboxiterminal és 

constant, el seu domini aminoterminal és variable i conté un domini altament 

polimòrfic, que és el que li confereix la limfòcit T especificitat clonal per l’antigen. El 

receptor TCR s’uneix al complex CD3 que ajuda a la transducció del senyal a l’interior 

de la cèl·lula després de la unió del TCR amb l’antigen.  

A la superfície de la cèl·lula T també s’expressen les molècules CD4 (limfòcits T 

helper) i CD8 (limfòcits T citotòxics) que ajuden al complex receptor TCR/CD3. 

Aquests participen en el reconeixement antigènic, estabilitat de la unió entre 

l’antigen i el receptor i el sistema de transducció de senyals. 

Per l’activació de limfòcits T naïve es requereix tant el senyal antigen específic via 

TCR com el senyal de la via de coestimulació. El primer senyal confereix especificitat 

antigènica al procés d’activació de la cèl·lula T, i indueix l’expressió d’altres molècules 

a la superfície del limfòcit T, però aquesta no és suficient per iniciar l’activació. 

Perquè l’activació es produeixi es requereix d’un segon senyal proporcionat per les 

molècules de coestimulació expressades tant a la superfície de la cèl·lula T com de la 

APC (Figura 9).  

Aquest senyal també provoca un augment de la síntesi d’altres molècules 

coestimuladores, les quals amplifiquen el procés d’activació. Els dos senyals de 
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coestimulació principals són el sistema CD80/CD86 (també anomenant B7-CD28) i el 

sistema CD40-CD40L.  

Si aquest segon senyal de coestimulació no es dóna, es produeix una situació de 

tolerància antigènica o no resposta, convertint-se així en cèl·lules anèrgiques que no 

responen davant la re-exposició de l’antigen, inhibint la seva proliferació i la 

producció de citosines in vivo o entrar en apoptosis.  

 

Figura 9. Principals senyals necessàries per l’activació de la cèl·lula T. Modificat de 

[80]. 

Quan la cèl·lula T és activada, aquesta modularà la resposta immune cel·lular o 

humoral activant i induint la proliferació d’altres tipus cel·lulars, i adquirint diferent 

fenotips que es diferencien segons un tercer senyal, que depèn del tipus de citocines 

que són alliberades en resposta a l’activació.  

Les característiques específiques de l’antigen i dels senyals de coestimulació 

determinaran si es derivarà a una resposta de tipus humoral, cel·lular o altres (Figura 

10).  
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Figura 10. Activació del limfòcit, proliferació i diferenciació cap a diferents subtipus 

amb un perfil de secreció de citocines característic. Modificat de [81]. 

1.7.2. Activació del limfòcit B 

Molts estudis impliquen la senyalització de CD40-CD40L i la seva capacitat de 

modulació del creixement i diferenciació dels limfòcits B. Després de la maduració en 

la medul·la òssia i la melsa, les cèl·lules immunocompetents B resten en els teixits 

perifèrics fins que troben un antigen i són activades.  

L’activació de la cèl·lules B requereix dos senyals diferents. El primer senyal 

d'activació es produeix després de la unió de l'antigen al receptor de la cèl·lula B 

(BCR). Després de la unió, l'antigen s’internalitza per endocitosi, es digereix, i es 

forma un complex amb molècules MHC II a la superfície de la cèl·lula. El segon senyal 

d'activació es produeix a través d’un mecanisme que pot ser dependent o 

independent de la cèl·lula T. La majoria de les respostes per part de les cèl·lules B a 
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antígens requereixen la interacció amb la cèl·lula T helper (mecanisme dependent 

d'activació).  

La presentació d'un complex antigen-MHC classe II en una cèl·lula B li permet actuar 

com una cèl·lula presentadora d'antigen quan s’enfronta a una cèl·lula T. La cèl·lula T 

activada, proporciona el segon senyal d'activació. Alternativament, hi ha determinats 

tipus d'antígens que poden proporcionar directament aquest segon senyal d'activació 

a la cèl·lula B (mecanisme d’activació independent). Aquests antígens inclouen 

components de la paret cel·lular bacteriana o que contenen molècules altament 

repetitives. 

Després de l'activació, els limfòcits responen a la unió de CD40 amb un augment de la 

proliferació [82]. Formen centres germinals on es diferencien en cèl·lules B de 

memòria o cèl·lules plasmàtiques. Després de la diferenciació en cèl·lules 

plasmàtiques, es dóna un canvi de isotip i es regula la secreció d’anticossos. Cada 

cèl·lula plasmàtica secreta anticossos amb elevada especificitat contra un antigen 

determinat.  

1.7.3. Canvi d’isotip 

La senyalització per CD40 és essencial per la inducció al timus de la síntesis de 

immunoglobulines i també pel canvi d’isotip de la cadena pesada. Hi ha estudis que 

demostren que la unió de CD40 sense cap altre estímul és suficient per induir el canvi 

d’isotip de IgM cap a IgG o IgA en cèl·lules B humanes [83]. En canvi, altres estudis 

indiquen que és necessària, per determinats tipus de immunoglobulines, un altre 

senyal complementari. 

1.7.4. Formació de centres germinals 

La unió de CD40 amb el seu lligand té un paper directe i alhora indirecte en la 

formació dels centres germinals. Afecta a la seva formació i supervivència. La 

transducció del senyal de CD40 té efectes bidireccionals, activa els limfòcits T i la 

secreció de citocines requerides per la formació del centre.  
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També indueix als limfòcits B a l’expressió de diferents receptors de citocines i a 

l’expressió d’immunoglobulines a la superfície de les cèl·lules. En el cas de centres 

germinals més avançats, es promou el desenvolupament de cèl·lules B memòria [84].  

1.7.5. Regulació de mediadors d’inflamació 

Inicialment es pensava que el paper de la interacció de CD40-CD40L estava restringit 

a la immunitat humoral dependent de les cèl·lules T. S’ha vist que a part d’intervenir 

en processos importants de la immunitat humoral com són l’activació dels limfòcits 

B, el control del canvi d’isotip, la formació del centres germinals i el 

desenvolupament de cèl·lules B memòria; la interacció de CD40 també participa en el 

desenvolupament de la resposta immune cel·lular. 

La unió de CD40 en altres tipus cel·lulars com són els macròfags, cèl·lules natural 

Killers, cèl·lules endotelials, dendrítiques, fibroblasts, etc., activa diferents processos 

pro inflamatoris induint l’expressió de citocines, quimioquines i molècules d’adhesió, 

entre d’altres (Taula 2). 
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 FUNCIÓ TIPUS CEL·LULAR MEDIADORS 

Immunitat 
humoral 

Activació Limfòcits B CD23, CD30, CD80, CD86, Fas, 
MHCII 
citocines: IL6, IL10, TNFα, TGF β 

Canvi de isotip Limfòcits B IgA, IgE, IgG, IgM 

Formació de centres 
germinals i cèl·lules B 
memòria 

Limfòcits B IL2, IL10 

Immunitat 
Cel·lular 

Citocines pro 
inflamatòries 

Limfòcits B 
Eosinòfils  
Monòcits 
Cèl·lules 
dendrítiques  
Cèl·lules epitelials 
Cèl·lules endotelials 
Cèl·lules musculars 
llises fibroblasts 
Queratinòcits 

IL1, IL2, IL4, IL8, IL10, IL12, 
TNFα, TGFβ 

Quimiocines Monòcits 
Cèl·lules  epitelials 
Fibroblasts 
Queratinòcits 
Cèl·lules endotelials. 

IL8, MIP-1α, MIP-1-β, RANTES, 
MCP1, ABCD1, CCR7 

Molècules d’adhesió Limfòcits B 
Cèl·lules endotelials  
Fibroblasts 

LFA-1, ICAM1, VCAM1, E-
selectina 

Metal·loproteases Monòcits 
Fibroblasts 
Cèl·lules endotelials 
Cèl·lules musculars 
llises  

MMP1, MMP13, MMP2, 
MMP9, MMP3, MMP11 

Activitat procoagulant Monòcits 
Cèl·lules endotelials 
Cèl·lules musculars 
llises 

Factor tissulars 

Altres Monòcits 
Cèl·lules 
dendrítiques  
Fibroblasts 
Cèl·lules endotelials 

Cox2, òxid nítric 

Taula 2. Funcions biològiques de CD40/CD40L. Modificat de [79]. 
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2. RNA interferència. Silenciament gènic post transcripcional. 

2.1. Història 

El mecanisme de RNA d’interferència es va observar per primera vegada el 1990 en 

plantes quan Rich Jorgensen va provar d’incrementar el color púrpura d’unes 

petúnies augmentant l’expressió del gen de l’enzim xalcona sintasa (CH) (responsable 

de la fabricació del pigment), introduint transgènicament còpies del gen. Va observar 

que el resultat final era el contrari de l’objectiu inicial, les petúnies resultants van ser 

de color blanc o poc pigmentades degut a la reducció de l’expressió del gen unes 50 

vegades [85] (Figura 11). Es va observar que els gens introduïts afectaven a 

l’expressió del locus endogen. Aquest procés es va anomenar co-supressió, és a dir, el 

transgen inhibia el seu homòleg i a ell mateix. Es va proposar aquest mecanisme com 

un mecanisme de defensa de les plantes. 

En un altre laboratori es va veure que les plantes eren capaces de respondre a la 

infecció per virus de RNA causant la degradació específica del RNA viral [86]. 

 

Figura 11. Petúnies. Planta en la qual es va descobrir el mecanisme de RNAi. Adaptat 

de [87] 

2.2. Teràpia RNAi  

La teràpia basada en RNA es pot classificar segons el mecanisme utilitzat, i inclou 

inhibidors de la traducció (oligonucleòtids antisense), interferència de RNA (RNAi), 

molècules de RNA cataliticament actives (ribozims), i RNA que uneixen proteïnes i 

altres molècules (aptamers).  
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La teràpia gènica basada en el mecanismes de RNA d’interferència (RNAi) amb siRNA 

com a molècules efectores té múltiples avantatges en el tractament de diferents 

malalties. Tenen un ampli camp d’aplicació. Promouen una silenciació gènica molt 

precisa, efectiva i alhora reversible. 

2.3. Mecanisme d’RNA d’interferència: 

És un mecanisme de silenciament gènic innat de defensa que actua a un nivell post-

transcripcional. És altament específic contra elements de RNA de doble cadena 

(dsRNA) i causa la supressió de l’expressió gènica mitjançant la inactivació o 

degradació del RNA missatger. La supressió dels nivells de la proteïna diana pot ser 

parcial (knock-down) o total (knock-out). 

El mecanisme de RNAi és iniciat quan una molècula de RNA de doble cadena llarga 

(dsRNA) entra a la cèl·lula. Aquesta molècula seguidament és processada i tallada en 

molècules més petites (siRNA) d’entre 21 i 23 nucleòtids per un enzim anomenat 

DICER, aquest enzim està altament conservat al llarg de l’evolució i és un membre de 

la família de RNAses tipus III [88-90].  

Aquests fragments resultants tenen dos nucleòtids que sobresurten a l’extrem 3’ de 

les dues cadenes que seran importants pel següent pas de la via de RNAi. Els siRNAs 

resultant s’uneixen a un complex silenciador induït per RNA (RISC) que conté dues 

subunitats; Argonaute 2 (Ago2) i RISC. En Drosophila i en mamífers la cadena 

antisense és incorporada directament al complex RISC. El siRNA s’uneix al complex 

quant té complementarietat total de la molècula, és llavors quan la subunitat 

catalítica del complex, Ago2, degrada la cadena sense mitjançant un procés ATP-

depenent [91].  

Aquesta degradació provoca l’activació de RISC. La cadena antisense que resta unida 

al complex és la que el dirigeix cap al mRNA diana i aquest és degradat també per la 

subunitat catalítica Ago2, la degradació té lloc entre els nucleòtids n.10 i 11 

complementaris a la cadena antisense relatius a l’extrem 5’. Per tant, el lloc d’unió de 

l’extrem 5’ defineix exactament el punt per on es degradarà el mRNA diana [88, 92].   
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L’alta especificitat del procés és degut a la complementarietat dels parells de bases 

entre la cadena antisense i el mRNA diana. Un cop iniciada la degradació pels llocs 

corresponents la molècula és reconeguda per les RNAses nuclears i és degradada 

ràpidament (Figura 12). La cadena antisense i el complex no es veuen alterats per 

aquesta reacció i aquest pot seguir fent varis cicles de degradació, fet que 

proporciona una gran efectivitat al mecanisme de RNAi [93, 94]. En la majoria de 

casos, no s’aconsegueix una supressió total de l’expressió gènica sinó una reducció.  

El mecanisme de RNAi també es pot iniciar amb la expressió endògena de RNA petits 

reguladors, coneguts com microRNAs (miRNAs). Aquests són sintetitzats al nucli en 

forma de pre-miRNA, i un cop fora del nucli, s’uneixen a l’endonucleasa DICER que els 

processa a miRNA (també amb una llargada d’entre 21 i 23 nucleòtids). Són 

incorporats al complex RISC.  

A partir d’aquí la via segueix el mateix camí per obtenir el mateix resultat que el 

siRNA, amb la diferència que la degradació del mRNA diana es fa degut a les unions 

imperfectes entre les cadenes, i això provoca que la cèl·lula el reconegui com una 

molècula errònia que no es pot transcriure (Figura 12).  

Una altra via és coneguda com a small hairpin RNA o short hairpin RNA. Consisteix en 

una seqüència de RNA que té una estructura diferent al siRNA. L'expressió de shRNA 

en les cèl·lules es realitza generalment mitjançant el lliurament dels plasmidis o 

mitjançant vectors virals o bacterians.  

Existeix una gran varietat de vectors virals que es poden utilitzar per obtenir 

l'expressió de shRNA a les cèl·lules, incloent virus adeno-associats, adenovirus i 

lentivirus. L'elecció promotor és essencial per aconseguir una bona expressió de 

shRNA. Inicialment s’utilitzava el promotor de la polimerasa III com ara U6 i H1, però 

recentment hi ha hagut un canvi cap a l'ús polimerasa II promotors per regular 

l'expressió de shRNA.  

Utilitzar virus adeno-associats o adenovirus té l’avantatge de que s’evita la 

mutagènesi per inserció, però té la desavantatge de que el virus es perd ràpidament 
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a través de la divisió cel·lular. L’ús de lentivirus té l’avantatge que s’integra en 

seccions de cromatina transcripcionalment activa i per tant es transmet a les cèl·lules 

descendents. En aquest cas hi ha un major risc de mutagènesi d'inserció, però, 

aquest es pot reduir mitjançant l'ús d'un lentivirus integrasa deficient [95]. 

Una vegada que el vector s'ha integrat en el genoma de l'hoste, el shRNA es transcriu 

després en el nucli pel promotor la polimerasa II o III. La molècula pre-shRNA 

resultant s'exporta des del nucli per Exportin 5. Aquest producte és processat per 

Dicer i s’uneix a RISC. Un cop en aquest punt de la via, segueix el mateix camí del 

mecanisme RNAi que una molècula siRNA. 

 

Figura 12. Mecanisme de RNA interferència. Modificat de [96]. 

 



___________________________________________________________________Introducció 

  38 

2.4. Vies d’administració d’un RNA d’interferència.  

Una molècula siRNA es pot administrar de forma local o sistèmica. Hi ha moltes vies i 

mètodes usats per la seva administració. Hi ha molts exemples d’estudis in vivo 

demostrant l’eficàcia d’aquest tipus de teràpia (Figura 13). 

- Algunes de les formes d’administració locals més utilitzades són: 

o Intratumoral 

o Intramuscular 

o Subcutani 

o Intratecal / intracerebral 

o Intratesticular  

o Intranasal 

o Intravítria 

o Intraarticular 

o Intra traqueal 

- Algunes de les formes d’administració sistèmica més utilitzades són: 

o Intravenós (IV) 

 HPTV: injecció a alta pressió o volum per la vena 

caudal. Consisteix en injectar un gran volum hídric 

(2,5 vegades la volèmia de l’animal) de forma ràpida 

per la vena caudal. 

 LPTV: Low Pressure Tail Vein: el mateix procediment 

però a baixa pressió.  

o Intraperitoneal (IP) 
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Figura 13 . Estratègies de lliurament de molècules siRNA in vivo. Modificat de [97]. 

2.5. Biodistribució 

Les barreres biològiques de l’organisme tenen, entre altres moltes funcions, la funció 

de prevenció de l’entrada d’agents exògens a l’interior de la cèl·lula. Aquesta funció 

pot limitar el benefici terapèutic d’un determinat fàrmac.  

S’ha descrit que els siRNAs són eliminats ràpidament per filtració glomerular al ronyó 

degut al seu baix pes molecular (14kDa). S’ha vist que les cèl·lules de Kupffer poden 

capturar aquestes molècules, eliminant-les així ràpidament de la circulació i disminuir 

l’accés als hepatòcits. Se sap que també poden passar a través dels capil·lars de les 

cèl·lules endotelials per difusió simple degut a la seva càrrega negativa. 

Se sap que els siRNA amb un disseny de dsRNA són molt més estables que els ssRNA. 

S’ha vist que després d’una injecció intravenosa en un ratolí els siRNA són 
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extensament distribuïts pel cos, amb una acumulació preferent a fetge i ronyó [98], i 

també a cor, melsa i pulmó.  

2.6. Limitacions del mecanisme 

- El mecanisme de RNA d’interferència pot afectar a un gran nombre de vies de 

senyalització no desitjades i provocar una activació de la resposta immune, 

donant lloc a la inducció d’una resposta d’interferó i citocines inflamatòries.  

- També pot provocar un silenciament no desitjat d’altres proteïnes diferents a 

la diana (efectes off target). Per això és important saber els mecanismes que 

activen aquests efectes. 

- Se sap que aquest tipus de molècules tenen un aclariment ràpid un cop han 

entrat al cos, així que la seva efectivitat també depèn de l’entrada i retenció 

cel·lular de la molècula. 

2.6.1. Activació de la resposta immune 

Els sistema immune és una de les primeres línies de defensa, reconeixement i 

resposta front a substàncies foranes. Les cèl·lules immunes expressen molècules de 

la família de Toll like receptors (TLR), que reconeixen patrons associats a patògens 

(PRR) virals, bacterians i fúngics. La seva principal funció és discriminar entre lo propi 

i lo no propi. En mamífers hi ha 13 TLR, cada TLR reconeix uns patrons específics. 

Aquests desenvolupen un paper clau en el reconeixement de microorganismes i en 

l’activació del sistema immune innat i adaptatiu [99]. Estan localitzats a la membrana 

cel·lular i en el compartiment endosomal/lisosomal. 

En la via de senyalització dels TLR, excepte el TLR3, es dóna majoritàriament 

mitjançant un adaptador proteic anomenat MyD88, que dóna lloc a l’activació dels 

transcrits NF-k i AP1 i la secreció de citocines inflamatòries. El TLR3 és el receptor 

que reconeix dsRNA, per tant és el candidat que també reconeix el siRNA en un 

context d’immunomodulació. S’ha vist que l’activació de la resposta immune es pot 

donar tant per una cadena sense, antisense, o per el siRNA complet [100]. 
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El reconeixement del siRNA per els TLR es dóna als endosomes, abans que el siRNA 

entri al citoplasma. Es creu que, perquè el siRNA actuï de forma eficient, aquest 

hauria d’entrar directament al citoplasma, evitant els endosomes i passant per alt 

l’activació de la resposta immune. 

Com es pot observar a la Figura 14, quan un siRNA és reconegut per la cèl·lula, 

aquesta s’activa i s’expandeix desencadenant l’activació del sistema immune innat 

per diferents vies de senyalització. S’activen receptors citoplasmàtics com PKR i RIG-I 

[101].  

PKR s’autofosforil·la i s’activa un cop s’ha unit al dsRNA, activa a EIF-2 i produeix una 

supressió global de la síntesis de proteïnes i indueix la mort cel·lular programada, 

també activa Nf-kβ i indueix una resposta IFN tipus I [102].  

RIG1 és un sensor intracel·lular de dsRNA capaç també d’induir una resposta 

d’interferó. Hi ha estudis on demostren que ratolins knockout de RIG1 tenen 

afectada la resposta viral front a dsRNA [102, 103]. RIG1 és un sensor intracel·lular 

necessari per reconèixer els siRNA que tenen extrems roms, que s’uneixen millor que 

els que tenen 2 nucleòtids que sobresurten a l’extrem 3’ [104].  

Els TLR 7, 8 i 9 s’expressen als endosomes i requereixen la maduració endosomal per 

una senyalització eficient. Quan es reconeix uns siRNA una de les vies alternatives 

d’activació del sistema immune innat és activant la via de senyalització NF-kβ i IRF, 

que indueix la producció de citocines inflamatòries i IFN respectivament [100, 105]. 
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Figura 14. Activació de la resposta immune mitjançada per un RNA d’interferència. 

Modificat de [96]. 

El mètode de lliurament del siRNA influeix en l’activitat immunoestimuladora de la 

molècula (Figura 14). S’ha vist que injeccions de molècules siRNA acomplexades amb 

un vector liposoma catiònic a ratolins indueix la producció de citocines inflamatòries 

com IL6 i INFα [106]. En canvi, el lliurament de siRNA nu, sense modificacions o 

modificat amb colesterol no té un efecte immunoestimulador significatiu [102]. Se 

sap que els siRNA nus sense modificar tenen una vida mitja molt curta en sèrum ja 

que són degradats per nucleases abans de ser reconeguts pels receptors 

corresponents.  

La injecció intravenosa d’un siRNA nu en rates mostra una vida mitja de 6 min i un 

aclariment de 17.6 ml/min [107]. Els siRNA acomplexats amb vectors són més 

fàcilment reconeguts per les cèl·lules immunes que els siRNAs nus. 
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2.6.2. Efectes “Off target” 

Els efectes “off target” són silenciaments no específics d’altres gens causats per un 

siRNA dissenyat per una diana concreta. Pot ser degut a la falta de 

complementarietat entre el siRNA i el mRNA. La especificitat dels siRNAs és molt alta, 

però a vegades la maquinària del siRNA tolera homologies incompletes localitzades al 

centre de la molècula siRNA sense perdre l’habilitat d’induir el silenciament gènic. 

Una altra raó per la que es poden produir aquest efectes és que, a part de la cadena 

antisense, la cadena sense del siRNA també indueix un silenciament de gens no 

específics. S’ha vist que això pot passar quan hi ha un mínim de 15 pb de 

complementarietat entre la cadena del siRNA i el mRNA [108]. 

2.7. Estratègies per millorar l’eficàcia. 

Per augmentar l’eficàcia del mecanisme RNAi s’ha de millorar diferents aspectes com 

són: 

- Estabilitat en front a nucleases. 

- Captació del siRNA per part de la cèl·lula. 

- Propietat farmacocinètiques. 

- Reduir efectes “Off-target”. 

- Reduir l’activació de la resposta immune. 

El disseny de la seqüència del siRNA, la mida i l’estructura del siRNA és important per 

millorar l’eficàcia i reduir els efectes no desitjats. 

2.8. Disseny del siRNA 

2.8.1. Seqüència 

Per assegurar que la seqüència del siRNA és específica per un sol gen es poden fer 

servir diferents eines informàtiques com els softwares de disseny de siRNA de les 

diferents empreses que es dediquen a sintetitzar siRNAs, l’algoritme de Smith-

Waterman o la base de dades del BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).  
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Se sap que perquè un siRNA sigui potent ha de tenir un contingut de G/C entre 36 i 

52%. Si el percentatge és major es dificulta la dissociació entre les cadenes sense i 

antisense, mentre que si el percentatge és menor es pot veure afectat el 

reconeixement del mRNA diana [109].  

Per millorar l’entrada del siRNA al complex RISC s’ha de disminuir l’estabilitat 

termodinàmica de l’extrem 5’ de la cadena antisense, això s’aconsegueix posant els 

nucleòtids A/U en aquest extrem [110]. 

La capacitat immunoestimuladora del siRNA és deguda en part a la seva seqüència. 

Per tant, s’han d’evitar algunes seqüències ja conegudes riques en G/U com  UGUGU 

o GUCCUUCAA, que se sap que són potencialment estimuladores [106]. 

2.8.2. Longitud 

Els siRNAs d’entre 21 i 23 pb són capaços de induir amb eficiència el mecanisme de 

RNAi. S’ha descrit que siRNAs d’entre 25 i 30 pb són unes 100 vegades més potents i 

requereixen de concentracions més baixes. Aquests tipus de siRNA es creu que són 

més efectius perquè són substrats directes de DICER [111]. Se sap que siRNAs de més 

de 30 pb són capaços d’induir una activació de la resposta immune via activació de 

PKR [104, 112]. 

2.8.3. Estructura 

L’estructura d’hèlix tipus A del dúplex format per la cadena antisense i el mRNA és 

necessària per facilitar la interacció entre el mRNA diana i RISC per donar lloc a la 

degradació del mRNA [113, 114].  

Els extrems del siRNA també són importants i determina la seva capacitat de activar 

la resposta immune. Els extrems roms, és a dir, els que no tenen cap nucleòtid que 

sobresurt a l’extrem 3’, és una estructura més eficaç en activar la senyalització de 

RNAi a traves de PKR, però a la vegada promouen més l’activació de la resposta 

immune [104, 111]. Els siRNAs asimètrics amb extrem rom a 5’ i amb 2nt que 
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sobresurten a l’extrem 3’ són més eficaços que el siRNAs simètrics amb dos 

nucleòtids que sobresurten tant a 5’ com a  3’. 

2.9. Lliurament de la molècula siRNA 

El lliurament de la molècula siRNA a l’interior de les cèl·lules per aplicacions in vitro 

és una tècnica molt estandarditzada en els laboratoris, però per les aplicacions in vivo 

s’han descrit diferents tècniques. Un bon mecanisme de lliurament in vivo hauria de 

complir els següents requisits: 

- Unir la molècula de forma reversible. 

- Protegir el siRNA de les nucleases. 

- Evitar el compartiment endosomal. 

- Ser biocompatible. 

- Evitar la ràpida excreció pel fetge i ronyó. 

S’han dissenyat diferents mecanismes de lliurament de la molècula per protegir el 

siRNA. Aquests mecanismes poden ser des d’encapsulació de la molècula, associació 

a liposomes, modificacions químiques, etc. (Figura 15).  

 

Figura 15. Estratègies de lliurament d’una molècula siRNA. Modificat de [115]. 
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2.10. Modificacions químiques 

Es poden introduir modificacions a la part del sucre, als enllaços o a la base del 

nucleòtid per intentar millorar la farmacocinètica, l’estabilitat del siRNA i reduir 

efectes no desitjats sense afectar l’activitat biològica. 

En principi qualsevol posició de la cadena sense del siRNA es pot modificar. És 

important protegir l’extrem 3’ del siRNA ja que és reconegut per la 3’exonucleasa 

(ERI-1) [116] quan entra a l’organisme. Les modificacions es poden introduir en 

diferents posicions del siRNA, excepte en l’extrem 5’ de la cadena antisense ja que en 

aquesta posició hi ha un grup fosfat necessari per la interacció amb el complex RISC 

[91, 113, 117]. 

En els dos extrems de la cadena sense s’hi pot introduir un grup marcador per la 

detecció, com compostos fluorescents o radioactius [98, 118], o que facilitin el 

transport i l’entrada cel·lular a través de la membrana [107] (Figura 16). 

 

 

Figura 16. A) Estructura d’un siRNA nu estàndard amb 21 parells de bases i els 

extrems 3’ protuberants, la cadena sense i l’antisense estan representades en blau i 

B 

A 
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taronja respectivament. B) Disseny d’un siRNA optimitzat amb modificacions 

químiques. Modificat de [119]. 

2.10.1. Modificacions de l’enllaç fosfodièster 

Una de les modificacions més simples és la introducció d’un fosforotioat (PS). 

Consisteix en reemplaçar un dels dos àtoms d’oxigen del fosfat internucleotídic per 

un àtom de sofre (Figura 17). Se sap que aquesta modificació li proporciona 

resistència en front a les nucleases i incrementa la vida mitja. S’ha vist, però, que 

siRNAs amb excés de PS s’uneixen a proteïnes sèriques i poden induir toxicitat a llarg 

termini [120, 121]. S’ha demostrat que siRNAs amb aquesta modificació entren més 

fàcilment a la cèl·lula sense afectar la seva activitat [122] i que augmenta la seva 

biodistribució a diferents òrgans [98]. 

Una alternativa d’aquesta modificació és el boranofosfat. Aquesta augmenta 

l’estabilitat. L’àtom d’oxigen és reemplaçat per grup borano (-BH3), això indueix un 

canvi de la polaritat de la molècula i augmenta la seva hidrofobicitat [123]. No és una 

modificació molt usada ja que la seva síntesi és difícil i s’ha vist que segons la seva 

posició pot inhibir l’activitat RNAi (Figura 17). 

2.10.2. Modificacions de la posició 2’ del sucre 

Les modificacions en aquesta posició incrementen l’estabilitat del siRNA front a 

endonucleases i redueix l’activació de la resposta immune. Les més comunes són: 2’-

O-methyl (2’-OMe), 2’-deoxy-2’fluoro (2’F),  i locked nucleic acid (LNA) (Figura 17). 

Les modificacions 2’-OMe i 2’F s’ha vist que conserven la forma de hèlix A necessària 

per l’activitat del siRNA i augmenten la resistència a nucleases [114]. L’efecte de la 

modificació 2’-OMe depèn de la quantitat i de la posició en què es troba. S’ha vist 

que siRNAs amb la cadena sense completament modificada són funcionals si la seva 

estructura és de 20pb amb els extrems roms. En canvi, siRNAs de 19pb amb 

nucleòtids que sobresurten a 3’, no són funcionals [124].  
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Per altra banda, si el 2’-OMe s’alterna amb bases no modificades o amb 

modificacions 2’F, l’activitat és semblant a cadenes no modificades. Se sap que 

aquest tipus de modificacions situades a la regió “seed” de la molècula redueix els 

efectes off target sense afectar el procés de silenciació [125]. Les modificacions 2’-

OMe que impedeixen la degradació de la cadena sense també impedeixen l’activitat 

RNAi, però si aquestes estan situades a la posició 1 i 2 de la cadena sense no afecta la 

seva funcionalitat [126]. 

S’ha vist que la modificació 2’F no té efectes adversos sobre el silenciament del gen, 

(ni en l’especificitat) i que augmenta l’estabilitat de la molècula en plasma [127]. Les 

modificacions LNA més comunes són la connexió mitjançant un pont de metilè de 

l’oxigen 2’ amb el carboni 4’ de l’anell de ribosa. Això bloqueja la conformació 3’-

endo de la ribosa característica del RNA [128]. Hi ha estudis que demostren que si la 

modificació LNA està situada a l’extrem 3’ de qualsevol de les dues cadenes, o a 

l’extrem 5’ de la cadena sense, preserva la integritat de la molècula i augmenta la 

seva vida mitja. En canvi, si està situat a l’extrem 5’ de la cadena antisense inhibeix 

per complet l’efecte i l’activitat del siRNA [129]. 

 

Figura 17. Principals modificacions químiques que poden ser usades en siRNA. A) 

modificacions a l’enllaç fosfodiester. B) modificacions a la posició 2’ del sucre. 

Modificat de [96]. 
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2.11. Bioconjugació 

2.11.1. Conjugació amb lípids 

L’objectiu de la conjugació amb lípids és incrementar l’entrada de la molècula a la 

cèl·lula, ja sigui per endocitosis o incrementant la permeabilitat cel·lular. El colesterol 

és un lípid present a la membrana cel·lular que no té carregues positives. S’ha 

demostrat en diversos estudis que la conjugació del colesterol, ja sigui unit a pèptids 

o siRNAs, incrementa l’entrada de la molècula a la cèl·lula sense afectar la seva 

eficàcia [107, 130, 131] (Figura 18).  

En un d’aquests estudis es va demostrar que l’administració intravenosa d’un siRNA 

conjugat amb colesterol a l’extrem 3’ de la cadena sense contra la molècula ApoB, 

s’aconseguia una inhibició del 50% en fetge i un 70% en intestí, demostrant també 

que el colesterol augmenta la vida mitja de la molècula en circulació, la fa més 

resistent a la filtració renal i la protegeix de les nucleases [107]. 

 

Figura 18. Estructura d’un siRNA conjugat amb el colesterol a l’extrem 3’de la cadena 

sense. Modificat  de [119]. 

2.11.2. Conjugació amb pèptids 

Aquest tipus de pèptids permeten una ràpida i eficient alliberació de la molècula 

siRNA al citoplasma. S’anomenen PTD o MPP, consten d’una seqüència curta 

d’aminoàcids amb càrrega positiva que són capaços d’interaccionar amb la 
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membrana plasmàtica, sense necessitat de receptor o de cap procés de pinocitosis o 

endocitosis, i transferir directament la molècula a l’interior de la cèl·lula [132] (Figura 

19). 

 

Figura 19. Estructura química d’un siRNA conjugat amb MMP. Exemple de la 

conjugació d’un siRNA amb dos tipus diferents de MMP: penetratina i transportina. 

La molècula siRNA és sintetitzada amb un grup tiol, aquest grup és el que catalitza la 

unió amb els MMP mitjançant la diamida. Modificat de [96]. 

2.12. Formació de Complexes 

2.12.1. Lípids catiònics 

Són els vectors més usat per la transfecció d’àcids nucleics. Els lípids catiònics formen 

un complex electrostàtic amb DNA i RNA. Aquestes interaccions electrostàtiques del 

siRNA tenen dos inconvenients: 

- El complex final és molt gran i poc estable. 

- L’encapsulació és incompleta i per tant, el siRNA no acomplexat és degradat 

abans d’entrar a la cèl·lula. 

Els lípids catiònics se sap que interaccionen amb proteïnes sèriques, lipoproteïnes, 

heparina i glicosaminoglicans de la matriu extracel·lular, donant lloc a agregats i a 
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una possible alliberació del material abans d’arribar a la cèl·lula. Se sap que també 

poden activar el sistema del complement, donant lloc a una ràpida eliminació pels 

macròfags del sistema reticuloendotelial [133]. Per resoldre aquests problemes, els 

vectors liposomals han estat recoberts de PEG per minimitzar les interaccions amb 

proteïnes sèriques o activació del complement i per millorar el temps de circulació, 

també s’estabilitza el complex i es redueix l’aclariment per part del macròfags [134, 

135] (Figura 20). 

 

Figura 20. Estructura química de lípid catiònic i la seva formació amb el grup 

politetilenglicol . Modificat de [96]. 

2.12.2. Polimers catiònics 

Els polímers catiònics també formen complexes de forma espontània amb els àcids 

nucleics degut a les interaccions electrostàtiques entre el grup amino carregat 

positivament del polímer i el grup fosfat carregat negativament dels àcids nucleics. La 

interacció entre aquest complex carregat positivament i la membrana cel·lular 

permet millorar l’entrada de la molècula a la cèl·lula i incrementar la seva eficiència 

de transfecció [136]. 

S’han estudiat varis polímers catiònics com a possibles vectors pel lliurament de la 

molècula: histones, albúmina, polipèptids com la polilisina, poliamines com PEI, 
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dendrimers, etc. D’entre tots aquests polímers els més usats han estat els de PEI. 

Aquests poden tenir diferents mides i modificacions [137] i la seva eficiència és 

deguda a un efecte tampó degut als seus grups amino. Se sap que la seva citotoxicitat 

i la capacitat de transfecció és proporcional al seu pes molecular. La conjugació amb 

el colesterol o PEG s’ha fet servir per disminuir aquesta toxicitat [138]. 

2.12.3. Liposomes 

Moltes molècules han estat introduïdes a l’interior del liposomes per millorar les 

seves propietats farmacocinètiques i disminuir la seva toxicitat. Els liposomes són 

vesícules amb un compartiment aquós, format per una bicapa fosfolipídica que es 

fusiona amb la membrana cel·lular i allibera la molècula a l’interior de la cèl·lula.  

És un mecanisme de rutina en molts laboratoris, però s’ha vist que algunes cèl·lules 

com els limfòcits són resistents a aquest tipus de transfecció. Es va dissenyar una 

variant del liposomes més completa per solucionar aquest problema, les partícules 

SNALP (Figura 21). Aquestes consten d’una bicapa lipídica que conté una barreja de 

lípids fusogènics i catiònics que permeten l’entrada cel·lular i l’alliberació endosomal 

dels àcids nucleics. Estan recoberts d’un lípid conjugat amb grups PEG que li 

proporciona unes característiques hidrofíliques neutres per la part externa que 

estabilitza  la partícula i frena la ràpida eliminació sistèmica [139]. 

 

Figura 21. Composició química dels SNALPs. Adaptat de [119]. 
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2.13. Aplicacions terapèutiques 

La teràpia basada en siRNA té un interès i creix de forma exponencial per 

desenvolupar nous mètodes contra un ampli ventall de malalties, com són el càncer, 

malalties autoimmunes, trasplantament, infeccions, malalties neurodegeneratives, 

xoc sèptic, degeneració macular, etc.  

Estudis recents amb aquest tipus de teràpia han demostrat que la inhibició de la 

replicació vírica és efectiva en una àmplia varietat de virus de RNA com el VIH, virus 

d’influenza, hepatitis C, virus respiratori sincitial, Dengue, i altres virus de DNA com el 

papil·loma virus humà, hepatitis B, Herpes símplex, etc.  
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TEIXIT MALALTIA DIANA FORMULACIÓ 
MÈTODE 

LLIURAMENT 
REF 

Fetge 

Hepatitis B 

HBsAg siRNA Hidrodinàmic iv [140] 

Gens virals shRNA Hidrodinàmic iv [141] 

Gens virals siRNA estabilitzat Hidrodinàmic iv [142] 

Gens virals 
siRNA estabilitzat i 

acomplexat amb lipid 
Hidrodinàmic iv [143] 

Hepatitis fulminant Fas siRNA estabilitzat Hidrodinàmic iv [144] 

Hipercolesterolèmia ApoB 

siRNA estabilitzat i 

acomplexat amb 

colesterol 

Hidrodinàmic iv [107] 

Pulmó 

Influenza 
Gens virals 

siRNA acomplexat amb 

polietileneimine 
iv [145] 

Gens virals shRNA Intranasal, iv [145] 

Virus respiratori 

sincitial 
NS1 shRNA intranasal [146] 

CNS 

Atàxia 

espinocerebel·lar 
Ataxin 1 shRNA Intracerebel·lar [147] 

Dolor neuropàtic 
Canal 

catiònic 
siRNA Ith [148] 

Ull 
CNV induït per làser VEGF siRNA Subretinal [149] 

CNV induït per làser VEGF siRNA Intravitreal [150] 

Tumors 

Cèl·lules germinals FGF-4 siRNA amb atelocol·lagèn Intratumoral [151] 

Glioblastoma 
MMp9 i 

catepsina B 
shRNA Intratumoral [152] 

Carcinoma 

pancreàtic 
CEACAM6 siRNA Iv [153] 

Càncer colon CEACAM6 Oligofectamine ip [154] 

Ronyó Isquèmia-reperfusió Fas Sali Iv [155] 

Reumatologia 
Artritis induïda per 

col·lagen 
TNF PEI 

Local 

electroporació 
[156] 

Malalties 

infeccioses 
Influenza virus  PEI iv [145] 

Taula 3. Estudis i mètodes d’administració i formulació d’un RNA d’interferència en 

diferents models. 
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3. Transplantament renal 

L’acceptació de l’empelt amb una mínima immunosupressió és una dels principals 

objectius del trasplantament. El rebuig immunològic juntament amb els efectes 

secundaris produïts pels fàrmacs immunosupressors són els principals problemes 

clínics en transplantament. La incidència de rebuig després d’un transplantament 

renal ha millorat molt en els darrers anys ja que s’ha investigat en els mecanismes 

moleculars i cel·lulars relacionats amb el rebuig. S’ha introduït diferents teràpies 

immunosupressores, aquestes indueixen un estat de tolerància farmacològica que en 

general, desapareix un cop retirat el tractament,  produint-se la posterior pèrdua de 

l’empelt. Tot i així, encara que no es retiri la immunosupressió hi ha un percentatge 

elevat d’empelts que es perden a llarg termini a causa de la nefropatia crònica de 

l’empelt (NCA).  

Equilibrar la necessitat d'immunosupressió per prevenir el rebuig de l'empelt, reduir 

al mínim la toxicitat del fàrmac, el risc d'infeccions i càncer continua essent una tasca 

difícil en el trasplantament d’òrgan sòlid. 

3.1. Epidemiologia i prevalença 

La introducció de potents fàrmacs immunosupressors en les últimes tres dècades ha 

donat lloc a una dramàtica reducció en la incidència de rebuig agut en receptors de 

trasplantament renal. No obstant això, la manca de biomarcadors no invasius de 

rebuig fa que sigui difícil optimitzar la teràpia.  

L’aparició de fàrmacs com els inhibidors de la calcineurina i altres agents 

antiproliferatius han disminuït dràsticament la taxa de rebuig agut. Actualment la 

incidència en el primer any del transplantament és del 15%. En canvi, al 1980 amb la 

azatioprina la incidència era entre el 50-60%. 

3.2. Fisiopatologia del trasplantament. Resposta immune innata 

En el trasplantament la manifestació més habitual en rebuig de l’empelt és 

l’existència d’una inflamació persistent. Les vies d’inflamació activen molècules de la 
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immunitat innata, que alhora s’ha vist que activen les vies de la immunitat adaptativa 

[157] i agreugen el rebuig. A part també hi ha tota una sèrie de factors externs que 

també influeixen en l’evolució de l’òrgan, com són l’edat del donant i del receptor, 

malalties prèvies, etc. Tots aquests elements poden coincidir de forma sinèrgica i 

influir en el rebuig o la tolerància de l’empelt (Figura 22). 

Hi ha estudis que demostren que l’empelt d’un receptor que ha tingut un donant viu 

té una millor evolució que un empelt d’un receptor d’un donant mort [158, 159]. Així 

doncs s’ha demostrat que altres factors externs com són el dany provocat per la 

isquèmia reperfusió i la mort cerebral també influeixen en l’evolució de l’òrgan i en la 

activació de la resposta immune del receptor.  

 

Figura 22. Factors que influeixen en l’activació de la resposta immune i l’evolució de 

l’empelt. Modificat de [160]. 
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La isquèmia és una conseqüència inevitable del trasplantament i s’ha associat a un 

augment en la incidència del rebuig tant agut com crònic [161]. El temps d’isquèmia 

que pateix l’empelt, un cop s’extreu del donant i abans de ser trasplantat al receptor, 

s’ha vist que activa els TLR, regula l’expressió d’antígens HLA i també que indueix una 

cascada de secreció de citocines, quimioquines inflamatòries i molècules d’adhesió a 

l’empelt, augmentant així el risc de rebuig [160]. Durant la reperfusió les cèl·lules 

dendrítiques del donant residents a l’òrgan són activades, les cèl·lules T CD4+ del 

receptor, juntament amb els monòcits i macròfags infiltren l’empelt donant lloc a una 

gran cascada de citocines i quimioquines, producció de radicals lliures d’oxigen, etc. 

Tots aquest factors donen lloc a l’activació de la immunitat innata.  

Les cèl·lules dels empelts danyats poden expressar molècules lligands de TLR. 

Aquests normalment detecten patrons moleculars associats a patògens, però també 

poden detectar teixits i molècules foranes. S’ha vist que un dels principals TLR 

responsables de la resposta inflamatòria deguda al dany per isquèmia reperfusió és 

el TLR4 [162, 163]. En altres estudis amb ratolins mutants per TLR4, es demostra que, 

després d’un temps d’isquèmia llarg, la secreció de citocines inflamatòries com TNF, 

IL6, MCP1 en aquests ratolins és menor que en ratolins normals [164]. 

3.3. Immunologia del trasplantament. Complex major d’histocompatibilitat 

Una bona compatibilitat és fonamental per un bon pronòstic inicial de l’empelt. Les 

proteïnes del complex major d’histocompatibilitat tenen com a una de les seves 

funcions principals unir fragments peptídics derivats d’agents patogènics i presentar-

los a la superfície cel·lular perquè siguin reconeguts per les cèl·lules T. La diferència 

fonamental entre la via de presentació que segueixen els gens de classe I o els de 

classe II és que les molècules de classe I presenten pèptids derivats de proteïnes 

internes (per exemple proteïnes virals) als limfòcits T CD8+, aquests antígens 

endògens són degradats en pèptids més petits pel proteasoma. En canvi les 

molècules de classe II presenten pèptids derivats de proteïnes extracel·lulars (per 

exemple proteïnes de bacteris) als limfòcits T CD4+, els antígens exògens són 

degradats als endosomes. La unió dels pèptid amb les molècules de MHC es dóna al 
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reticle endoplasmàtic i després són transportats a través de l’aparell de Golgi cap a la 

membrana cel·lular on seran presentats als limfòcits T CD4+ o CD8+ (Figura 23). 

 

Figura 23. Presentació de l’antigen pel complex major d’histocompatibilitat. 

Modificat de [81]. 

3.4. Mecanismes efectors de la resposta al·logènica. Rebuig  

Un cop ja s’ha efectuat l’expansió clonal en la fase d’estimulació, les cèl·lules 

efectores derivades ataquen a l’empelt mitjançant mecanismes cel·lulars i humorals. 

Els mecanismes cel·lulars són més sensibles als immunosupressors clàssics que els 

mecanismes humorals. 
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El rebuig agut, que pot aparèixer al cap de pocs dies del trasplantament, es 

caracteritza per una pèrdua ràpida de la funció renal. És un factor immunològic de 

risc important per al desenvolupament de la disfunció de l'empelt. L’aparició 

d’episodis de rebuig agut també té un impacte negatiu en la supervivència de 

l'empelt a llarg termini. El rebuig agut és un element predictiu de la nefropatia 

crònica de l'empelt, que és responsable de la pèrdua de l'empelt després del primer 

any post trasplantament. No obstant això, no tots els episodis de rebuig agut tenen el 

mateix impacte en la funció de l'empelt a llarg termini. Factors com ara el moment 

del rebuig, la gravetat i el nombre de rebuigs aguts, i el grau de recuperació de la 

funció després del tractament influeix en el resultat a llarg termini.  

Les dues principals formes histològiques de rebuig agut són: 

- Rebuig agut cel·lular: es caracteritza per la infiltració de l'empelt pels 

limfòcits i altres cèl·lules inflamatòries. 

- Rebuig agut humoral: hi ha evidència morfològica de lesió tissular aguda, 

anticossos circulants contra el donant específics, i l'evidència immunològica 

d’activació de processos mediats per anticossos (C4d +).  

3.5. Rebuig agut cel·lular 

3.5.1. Mecanismes patològics 

El rebuig agut cel·lular és mediat per cèl·lules T. És la forma més comuna de rebuig 

agut. S’inicia quan els antígens del donant són presentats per les APC als limfòcits T 

del receptor, les cèl·lules dendrítiques immadures de l’empelt porten antígens de 

l’òrgan trasplantat cap als nòduls limfàtics i cap a la melsa del receptor.  

Quan aquestes cèl·lules dendrítiques immadures maduren, activen les cèl·lules T del 

receptor, que es diferencien en varis subgrups i retornen a l’empelt, on s’inicia el 

rebuig cap a l’òrgan trasplantat.  

Les cèl·lules dendrítiques i macròfags presenten l’antigen a les cèl·lules T, però  les 

cèl·lules B, cèl·lules tubulars epitelials, cèl·lules endotelials també poden presentar 
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l’antigen capturant i presentant l’antigen mitjançant les seves molècules de 

superfície MHC [165, 166]. Els limfòcits T citotòxics utilitzen dos mecanismes 

diferents per activar l’apoptosis de la cèl·lula diana, la perforina i la granzima B, que 

permeabilitzen la membrana cel·lular i la interacció de Fas (CD95) amb el seu lligand 

(CD178). 

Histològicament es caracteritza principalment per un cúmul de cèl·lules 

mononuclears a l’interstici, acompanyat per una inflamació tubular i arterial. Les 

cèl·lules mononuclears penetren a l’espai intersticial, on inicien una cascada 

d’inflamació donant lloc a la producció de IFN, secreció de quimioquines, alteració 

de la permeabilitat capil·lar i deteriorament de la estructura del parènquima (Figura 

24). 

3.5.2. Diagnòstic i classificació  

Els criteris de diagnòstic d’un rebuig agut cel·lular es determinen segons la 

classificació de Banff [167]. Es pot classificar en 5 tipus diferents segons el grau 

d’afectació i les característiques patològiques: 

- Tipus IA: Presència de inflamació intersticial > 25% i focus de tubulitis 

moderada. 

- Tipus IB: Presència de inflamació intersticial > 25% i focus de tubulitis severa. 

- Tipus IIA: Arteritis (endarteritis) intimal lleu o moderada. 

- Tipus IIB: Arteritis (endarteritis) intimal severa, que s’associa a una 

obstrucció de les llums superior al 25%. 

- Tipus III: Arteritis transmural, necrosis fibrinoide de la paret arterial 

acompanyada d’inflamació limfocítica.  
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Figura 24. Rebuig agut cel·lular. Després d’un procés d’adhesió, rodament, unió i 

diapedesis mitjançat per selectines, integrines i altres molècules d’adhesió. Els 

limfòcits T i altres cèl·lules immunes entren a l’espai intersticial i envaeixen els túbuls, 

causant inflamació i destrucció tissular (A).  Una de les característiques d’aquest tipus 

de rebuig és l’infiltrat intersticial (B) i la tubulitis (C). Modificat de [81]. 
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3.6. Rebuig agut humoral 

El rebuig humoral és mediat per anticossos, és un rebuig vascular amb presència de 

dipòsits de immunoglobulines i molècules de complement. Els anticossos contra el 

donant poden ser contra diferents molècules com són HLA, antígens de superfície de 

les cèl·lules endotelials, antígens del grups sanguinis ABO, etc. El rebuig humoral té 

un pitjor diagnòstic i requereix d’una teràpia diferent al rebuig cel·lular. La majoria de 

receptors no tenen anticossos contra HLA ja que no han estat prèviament 

sensibilitzats. La sensibilització es pot donar en el cas d’embaràs, transfusió sanguínia 

o per un trasplantament previ. Aquest fet és un dels majors factors de risc per 

desenvolupar un rebuig humoral. 

3.6.1. Mecanismes patològics 

Els anticossos contra el donant tenen com a diana preferent les molècules MHC, tant 

de classe I com de classe II, expressades a l’endoteli dels capil·lars glomerulars 

peritubulars. Aquesta unió indueix una activació del complement i adhesió cel·lular 

que dona lloc a necrosis cel·lular, activació plaquetària i coagulació. L’endoteli danyat 

allibera molècules pro inflamatòries que promouen l’agregació plaquetària, la 

secreció de citocines, quimioquines com la IL1, IL8, CCL2, que indueix adhesió 

cel·lular dels leucòcits al glomèrul (glomerulitits), dilatació dels capil·lars peritubulars 

i la secreció dels quimioatractans C3a i C5a (Figura 25).  

El C4d, marcador clàssic d’activació de complement, es localitza preferentment als 

capil·lars peritubulars. L’activació del complement i la formació de complex d’atac a 

membrana donen lloc a la necrosis endotelial local i apoptosis cel·lular. La detecció 

de C4d i anticossos circulants són una de les principals evidencies d’un rebuig 

humoral, encara que a vegades no les podem detectar les dues alhora (Figura 25). El 

C4d és un fragment del C4b que conté un grup sulfhídric que forma un pont covalent 

tioester amb les proteïnes i queda unit al teixit durant varis dies [168].  

Altres característiques són la presència de neutròfils als capil·lars peritubulars, 

tubulitis, endarteritis, els capil·lars peritubulars perden les fenestracions, etc. [169]. 
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Un 90% dels pacients que tenen anticossos contra antígens del donant tenen també 

C4d, però hi ha un 10% de pacients que són C4d negatius, [170]. Hi ha pacients als 

quals no es detecten anticossos circulants però sí que tenen dipòsit de C4d. Hi ha 

estudis que demostren que aquests anticossos que no es detecten circulants són 

absorbits per l’empelt, ja que s’han aconseguit eluir aquests anticossos en aquells 

empelts que han fet rebuig [171]. 

 

 

 

Figura 25. A) Patologia en el rebuig agut humoral. B) Estadis de l’evolució del rebuig  

humoral. Fotografia representativa dels dipòsits de C4d. Modificat de [81] 
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3.6.2. Diagnòstic i classificació  

Els criteris de diagnòstic d’un rebuig agut humoral es determinen segons la 

classificació de Banff [167] i són: 

- Dipòsit de C4d i/o més rarament immunoglobulines en capil·lars peritubulars. 

- Anticossos circulants contra HLA de donant o altres antígens endotelials. 

- Dany tissular indicatiu de lesions agudes. 

o Necrosis tubular aguda. 

o Presència de neutròfils i/o cèl·lules mononuclears a capil·lars 

peritubulars, glomèruls. 

o Trombosis. 

o Inflamació capil·lar o glomerular. 

o Lesions arterials, inflamació transmural o intramural. 

o Necrosis fibrinoide. 

La classificació del rebuig humoral agut determina quatre estadis que es diferencien 

segon les característiques patològiques (Figura 25): 

- Grau I: Presència de necrosis tubular aguda i inflamació mínima. 

- Grau II: Inflamació capil·lar i glomerular i trombosis. 

- Grau III: Lesions arterials. 

- Grau IV: Rebuig humoral crònic 

3.7. Paper de la coestimulació en el rebuig agut 

Molts estudis han investigat el paper del senyal de coestimulació en el rebuig agut. 

S’ha vist que el bloqueig d’aquest senyal, ja sigui amb anticossos, receptors solubles, 

deleció genètica o teràpia gènica, generalment prolonga la supervivència de l’empelt 

en el rebuig agut.  

Hi ha estudis però, on veuen que el bloqueig d’aquest senyal no té efectes suficients 

per prevenir el rebuig crònic, on es requereix la intervenció de més d’una via de 

coestimulació (Taula 4). 
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MOLÈCULA DIANA RECEPTOR DONANT REBUIG AGUT REBUIG CRÒNIC REF 

B7 CTLA4 - ↓ - [172, 173] 

CD28 KO - ↓ - [174] 

CD40 KO KO ↓ - [175] [176] 

CD40 KO - ↓ - [177] 

CD40 - KO ↓ - [177] 

CD40L KO - ↓ - [178] 

CD40L - KO ↓ - [178] 

CD28+CD40L CTLA4/mAb - ↓ ↓ [179] 

CD28+CD70 KO/mAb - ↓ ↓ [180] 

CD40L+B7-3H mAb/ KO - ↓ ↓ [174] 

CD28+CD137 DKO  ↓  [181] 

 

Taula 4: Efectes del bloqueig del senyal de coestimulació en models de 

trasplantament de cor murins. Modificat de [182]. 
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4. Lupus Eritematós Sistèmic 

4.1. Concepte 

El lupus eritematós sistèmic (LES) és una malaltia autoimmune multisistèmica 

caracteritzada per la alteració de la resposta immune, producció d’autoanticossos 

dirigits contra diferents antígens cel·lulars. Afecta a múltiples òrgans i sistemes, 

evoluciona clínicament en forma de brots, combinant períodes d’activitat i 

d’inactivitat. 

4.2. Epidemiologia i prevalença 

El LES és una malaltia considerada rara reconeguda per la Federació Espanyola de 

Malalties Rares (FEDER). La seva prevalença depèn molt de la població estudiada, 

edat, sexe i procedència ètnica. Se sap que en dones nord-americanes de raça negra i 

xineses, tenen una major prevalença que, per exemple, les africanes o asiàtiques, on 

s’han descrit molts pocs casos.  

A la nostra regió la seva prevalença és entre 4 i 50 casos per cada 100.000 habitants 

(FEDER). La simptomatologia acostuma a aparèixer entre els 15 i 40 anys, amb una 

edat mitja dels 29-32 anys [183]. Hi ha un percentatge petit de població en la qual els 

símptomes poden aparèixer durant la pubertat o després dels 55 anys (8-15%).  

Aquest fet influeix en l’aspecte clínic i immunològic en la que posteriorment es 

manifestarà la malaltia. Si aquesta es manifesta a edats inicials, s’ha descrit una 

major incidència de simptomatologia, neuropatia, etc. En canvi, si es manifesta a 

edats avançades la incidència dels símptomes i afectacions és menor [183]. 

El LES, igual que altres malalties autoimmunes, afecta amb més freqüència a les 

dones en edat fèrtil que els homes (relació dona/home: 9/1). El sexe també pot 

influir en la manifestació dels símptomes, s’ha descrit que hi ha una major incidència 

de serositis com a manifestació inicial de la malaltia en els homes  [183]. 
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4.3. Epidemiologia de les manifestacions clíniques i serològiques 

Les taules 5 i 6 reflecteixen les diferents manifestacions clíniques i immunològiques 

del LES. L’astènia és la manifestació sistèmica més habitual, l’afectació cutània i 

articular són les manifestacions orgàniques més freqüents. Les afectacions 

potencialment més greus com l’afectació renal, serosítica, neurològica i hematològica 

són també relativament freqüents.  

MANIFESTACIÓ CLÍNICA PREVALENÇA (%) 

Artritis 84 

Eritema malar 58 

Febre 52 

Foto sensibilitat 45 

Nefropatia 39 

Serositis 36 

Fenomen de Raynaud 34 

Afectació neurològica 27 

Ulceres orals 24 

Trombocitopènia 22 

Síndrome sec 16 

Livedo reticularis 14 

Trombosis 14 

Limfadenopatia 12 

Lesions discoides 10 

Miositis 9 

Anèmia hemolítica 8 

Afectació pulmonar 7 

Lesions cutànies subagudes 6 

Corea 2 

 

Taula 5. Prevalença de les manifestacions clíniques associades al lupus eritematós 

sistèmic.  
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MANIFESTACIÓ IMMUNOLÒGICA PREVALENICA (%) 

Ab antinuclears (ANA) 96 

Abanti-DNA nadiu 78 

Abanti-Ro (SSA) 25 

Abanti-La (SSB) 19 

Abanti-RNP 13 

Abanti-Sm 10 

Factor reumatoide 18 

Abanti-cardiolipina IgG 24 

Abanti-cardiolipina IgM 13 

Anticoagulant lúpic 15 

 

Taula 6. Prevalença de les manifestacions immunològiques associades al lupus 

eritematós sistèmic.   

4.4. Etiologia 

L’etiologia del LES és molt complexa ja que s’ha vist que hi participen diversos 

factors. Entre ells podem destacar els factors hormonals, genètics i ambientals. S’ha 

vist que també hi participen factors epigenètics, immune reguladors, etc., que poden 

actuar de forma seqüencial o simultània. L’acció d’aquests factors dóna lloc a la 

generació d’autoanticossos, formació d’immuno complexes, generació de cèl·lules T 

auto reactives i secreció de citocines inflamatòries. Tots aquests elements inicien i 

amplifiquen una inflamació que provoca danys a diferents òrgans. 

4.4.1. Factors hormonals 

Se sap que els estrògens tenen un paper molt important en la etiologia d’aquesta 

malaltia degut a les següents consideracions: 

- Hi ha major incidència en dones [183]. 

- Aquest predomini del gènere femení desapareix en èpoques on no hi ha 

nivells d’estrògens elevats, abans de la menarquia i després de la 

menopausa [184]. 
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- Estudis amb models animals (ratolins NZB/NZW) confirmen que 

l’administració d’estrògens accelera la malaltia a les femelles, mentre 

que la testosterona la retarda [185]. 

Aquests resultats suggereixen que les malaltes lúpiques tenen un augment de 

producció d’estrògens.  Alguns estudis demostren que els homes afectats de LES 

tenen els estrògens elevats i, en canvi, els andrògens disminuïts. El mecanisme 

exacte de modulació immunològica de les hormones sexuals no està del tot establert.  

El cromosoma X també pot contribuir d’una forma independent a les hormones en el 

desenvolupament de la malaltia. En ratolins modificats genèticament s’ha vist que la 

presència de dos cromosomes X incrementen la severitat [186]. 

4.4.2. Factors genètics 

Se sap que hi ha una predisposició genètica per el desenvolupament del LES [187]. Es 

postula que la malaltia pot ser resultat de certs gens que actuen de forma additiva. 

Tot i així, la penetrància del LES és relativament baixa, és a dir, encara que es 

tinguessin totes les variants genètiques possibles per desenvolupar la malaltia, podria 

ser que aquesta no es manifestés [188].  

En estudis familiars amb bessons homozigots s’ha descobert que la incidència de la 

malaltia és superior a l’esperada per l’atzar i vuit vegades superior a la incidència en 

bessons dizigòtics. Per tant, hi ha un important component genètic. No obstant, la 

freqüència en altres familiars és molt baixa, entre un 3 i un 8% [188, 189]. 

Encara no s’han determinats tots els gens i variants genètiques i al·lèliques que 

determinen el desenvolupament de la malaltia. Diferents estudis han confirmat 

l’existència de gens que predisposen a una susceptibilitat a patir la malaltia (Figura 

26), altres que comporten una gravetat addicional, ja sigui per una efecte accelerador 

o modificador de la malaltia. S’ha vist que la deficiència en C4 està associada a una 

menor eliminació de les cèl·lules B auto reactives (procés que es dóna durant la 

selecció negativa) [190]. En canvi, deficiències en C1q indueix una mala eliminació de 

material necròtic [191]. 
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La majoria de polimorfismes d’un sol nucleòtid (SNPs) associats a LES estan situats a 

regions no codificants de gens relacionats amb la resposta immune [192]. Altres que 

han estat associats estan situats en gens que contribueixen a una funció anormal de 

les cèl·lules T (CD3ζ i PP2Ac) [193, 194]. 

La epigenètica també juga un paper important en la regulació i expressió de diferents 

gens implicats en la malaltia. L’accessibilitat del DNA als factors de transcripció és 

regulada pel grau de metilació del DNA i les modificacions de les histones 

(acetilacions i metilacions).  

S’han descrit defectes en la metilació (hipo metilació) d’algun gens involucrats en la 

malaltia, com per exemple ITGAL, CD40L, CD70 i PP2CA. 
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Figura 26. Localització cromosomal dels locus i gens associats amb el lupus. Els gens 

estan dividits en sis categories segons la seva funció, cada categoria correspon a un 

color. Hi ha una categoria addicional (grisa) que són gens que no estan relacionats 

amb les altres categories. Els cromosomes amb barres de color taronja pel voltant 

indica un gran locus general associat a la malaltia. Modificat de [195]. 
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4.4.3. Factors ambientals 

Els factors mediambientals es creu que poden ajudar a agreujar la malaltia. La 

majoria de pacients tenen foto sensibilitat al raigs ultraviolats (UV). Les ones 

electromagnètiques de rang patològic (UV-B, 280-320nm) estan presents a les 

radiacions solars. Se sap que els queratinòcits de la epidermis sintetitzen i alliberen 

citocines pro inflamatòries com per exemple IL1, TNFα, IL6 degut a la exposició a raig 

UV [196, 197]. Tot això pot acabar en el desenvolupament d’un eritema fotosensible 

característic. Els raigs UV també poden alterar l’estructura de l’ADN i provocar la 

formació erràtica d’anticossos (Figura 27). S’han descrit alguns fàrmacs associats a la 

inducció de l’aparició de la malaltia i que posteriorment han estat retirats del mercat 

[198].  

 

Figura 27. Visió general de la patogènia del lupus eritematós sistèmic. Modificat de 

[195]. 
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4.5. Mecanismes patogènics. 

4.5.1. Apoptosis i autoimmunitat 

Alguns estudis correlacionen la presència d’autoanticossos amb dues principals 

alteracions; l’increment de la apoptosis en els limfòcits circulants i monòcits; i el mal 

reconeixement dels autoantígens alliberats durant l’apoptosis. In vivo els 

nucleosomes s’alliberen durant la apoptosis degut a la digestió de la cromatina per 

endonucleases [199], per tant, l’increment de la apoptosis i el mal aclariment dels 

cossos apoptòtics, aporten un mecanisme per trencar la barrera de la tolerància. 

Al timus es dona el procés en el qual els timòcits capaços de reaccionar contra 

antígens propis són eliminats per apoptosis. És per això que es postula que aquest 

procés està involucrat en la selecció del repertori de limfòcits T i en el manteniment 

de la tolerància, ja que és el mecanisme pel qual s’eliminen les cèl·lules que podrien 

donar lloc a la resposta autoimmune [200]. 

En individus sans també hi trobem cèl·lules B autoreactives, però la seva quantitat es 

regula per la apoptosis. Es creu que un defecte en la regulació de les molècules 

implicades en la apoptosis com Bcl-2 i Fas poden provocar un augment en la vida 

mitja de les cèl·lules auto reactives i, com a conseqüència, una concentració d’auto 

anticossos per sobre el dintell patogènic [201].  

4.5.2. Epigenètica 

L’accessibilitat del DNA als factors de transcripció, i la posterior expressió gènica, 

estan regulades per la metilació del DNA i les modificacions de les histones (acetilació 

i metilació). Els canvis epigenètics poden influir al desenvolupament del lupus en 

diferents nivells, poden alterar la regulació de gens que contribueixen o activen la 

apoptosis, o poden contribuir a la hiper activació dels limfòcits T i B. Hi ha estudis que 

demostren que les regions reguladores d’alguns gens involucrats en la malaltia, com 

són ITGAL, CD40L, CD70, o PPP2CA, estan hipo metilats en pacients amb lupus [202-

204]. 
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4.5.3. Alteració del limfòcits T 

Els limfòcits T presenten alteracions estructurals i bioquímiques que podem implicar 

respostes anòmales. S’han trobat alteracions en les proteïnes de membrana, en els 

sistemes de transducció de senyals d’activació, vies metabòliques, mecanismes de 

regulació de l’expressió gènica. Alteracions en la migració polar de proteïnes de 

superfície com CD3, CD4 i CD8.  

També s’han trobat alteracions epigenètiques. S’ha vist que les cèl·lules T de pacient 

amb la malaltia activa tenen el DNA hipo metilat [205]. S’ha descrit que aquestes 

cèl·lules T desmetilades de pacients amb lupus tenen un augment de l’expressió de 

receptors d’adhesió d’integrines com LFA-1, i que la sobre expressió de LFA-1 està 

demostrat que està directament relacionat amb l’auto reactivitat [206]. 

S’ha demostrat que en pacients amb LES l’activació del complex CD3 està associada a 

un increment de calci citoplasmàtic i alteracions en la fosforilació de molècules 

implicades en la transducció de senyals d’activació. El receptor de la cèl·lula T (TCR) 

és modificat estructuralment, la cadena CD3ζ és substituïda per una cadena FcR-γ i el 

senyal es transmet cap a una tirosina quinasa “Syk”.  

Aquest fet es dóna en zones de lípids rafts, zones en la membrana cel·lular 

metabòlicament actives i riques en colesterol, on convergeixen el TCR i vies de 

senyalització. CD44 és una molècula d’adhesió que facilita la migració de les cèl·lules 

T als llocs d’inflamació i que s’ha vist incrementada en pacients amb LES [207]. Un 

cop el TCR ha enviat el senyal, l’increment de calci citoplasmàtic indueix la supressió 

de l’expressió de IL2 i promou l’expressió de IL17 (Figura 28). 

La disminució de l’expressió de IL2 redueix l’activitat de les cèl·lules T citotòxiques, 

fet que incrementa el risc a patir infeccions, una de les majors causes de malaltia i 

fins i tot mort de les persones amb LES. També es veu afectada l’activació de la mort 

cel·lular, fet que perllonga la vida mitja de les cèl·lules T auto reactives [208].  

La IL17 és expressada en cèl·lules T activades i juga un paper important en la resposta 

immune contra bacteris i fongs [209]. L’elevada presència de cèl·lules CD3+CD4-CD8- 
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en sang provoca un augment de IL17 i IFNγ i s’ha comprovat que també  hi ha una 

infiltració d’aquestes cèl·lules cap al ronyó [210]. 

 

Figura 28. Visió general de les alteracions en els limfòcits T del pacients amb SLE 

Modificat de [195].  
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4.5.4. Hiperactivació dels limfòcits B 

Les cèl·lules B tenen un paper fonamental en la malaltia LES. S’han descrit múltiples 

alteracions dels limfòcits B. Els limfòcits B a part de participar com a productors 

d’autoanticossos tenen altres funcions efectores com la captació de l’antigen i el seu 

transport, presentació de l’antigen a la cèl·lula T, producció de citocines i 

quimioquines, migració als llocs d’inflamació on participen en el reclutament de 

cèl·lules inflamatòries.  

Durant els períodes actius de la malaltia hi ha una correlació entre l’activitat de la 

malaltia i el nombre de cèl·lules B, hi ha un augment de cèl·lules plasmàtiques en 

sang perifèrica [211]. Existeixen nombroses evidències d’una hiperactivació i 

hiperproducció policlonal d’immunoglobulines per part dels limfòcits B inclús en les 

fases poc actives o inactives de la malaltia [212].  

Aquestes cèl·lules proliferen excessivament quan són exposades a un estímul 

mitogènic o a citocines produïdes pels limfòcits T [213]. Un estudi demostra que hi ha 

una sobre expressió d’antígens d’activació en els limfòcits B de pacients amb LES 

inactiu en comparació amb controls sans. Aquesta intensitat d’expressió es 

correlaciona amb nivells circulants de IgG i IgM totals, suggerint una sobre activació 

persistents del sistema immune dels pacients amb LES [214]. 

S’ha descrit un augment en la concentració sèrica de IL6 en pacients amb LES [215]. 

També hi ha un augment de l’expressió del receptor de la IL6 i augment de síntesis de 

IL6 per part del limfòcits B perifèrics que es considera una activació autocrina. Les 

causes d’aquest increment d’expressió, tant del receptor com de la citocina IL6 no es 

coneixen. 

En un estudi amb ratolins deficients per cèl·lules B s’ha demostrat que es preveu 

completament la malaltia, mentre que l’absència absoluta de anticossos solubles 

només atenua l’aparició de la malaltia [216]. 

Tots el subtipus de cèl·lules B (B1 i B2 tant en el fol·licle com a la zona marginal) 

contribueixen a la producció d’autoanticossos.  
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4.5.5. Producció d’autoanticossos contra antígens 

A part de tots els factors esmentats que influeixen en la malaltia, el LES es comporta 

com una malaltia mitjançada per immunocomplexes. Si analitzem el repertori de la 

resposta d’anticossos front a antígens endògens i exògens en pacients amb LES i 

sans, podem deduir que aquesta híper producció d’anticossos és deguda a un 

mecanisme d’activació general dels limfòcits B seguida d’una expansió de subtipus B 

seleccionats [217]. Aquesta sobre producció d’anticossos és la que posteriorment 

causarà inflamació i dany a diferents òrgans (Figura 29). Els anticossos contra 

components nuclears, com el nucleosoma, DNA o histones, s’ha vist que hi són 

presents anys abans del diagnòstic i que la seva acumulació progressiva precedeix els 

brots característics de la malaltia [218]. 

4.5.6. Anticossos anti DNA 

La detecció en plasma d’anticossos anti DNA és un factor diagnòstic en el LES, es 

detecten en un 60-70% del pacients amb LES. Aquest anticossos són IgG d’alta 

afinitat, catiònica i capaços de fixar el complement [219]. Hi ha anticossos de baixa 

afinitat que apareixen en altres malalties reumàtiques, però que no tenen tan valor 

diagnòstic [220]. Aquests anticossos contra el DNA es poden dividir en tres grups: 

aquells que reaccionen contra el DNA, contra les histones o contra estructures de la 

cromatina. Tots aquests elements es troben al nucleosoma (Figura 29). 

Els anticossos anti IgG DNA produïts per limfòcits de pacients amb LES tenen major 

reactivitat creuada que els produïts per pacients sans, mentre que els IgM tenen una 

afinitat normal semblant en ambdós grups. El grau de reactivitat creuada 

correlaciona amb el grau d’activitat de la malaltia i amb la concentració sèrica d’anti 

DNA [221]. 

No es coneix la causa de l’aparició d’anticossos anti DNA. Es creu que els limfòcits B, 

després d’una fase d’activació inespecífica inicial, desenvolupen una síntesis més 

selectiva d’auto anticossos amb canvi de classe i repertori, guiats per un senyal 

antigènic inductor de mutació somàtica i expansió clonal.  
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4.5.7. Immunocomplexes 

Els immunocomplexes (IC) circulants juguen un paper molt important en la patogènia 

del LES. Tot i així, mesurar les concentracions de IC no serveix per monitoritzar la 

malaltia. Això és degut a la gran heterogeneïtat, tant fisico-química com 

d’especificitat, a la dificultat per identificar tots els antígens corresponents, a 

l’escassa correlació entre les concentracions sèriques i tissulars, etc.  

Els nucleosomes alterats durant l’apoptosis coincideixen amb altres autoantígens en 

les vesícules apoptòtiques a la superfície de les cèl·lules. En condicions normals, 

aquestes cèl·lules en apoptosis són ràpidament eliminades per les cèl·lules 

fagocítiques que les envolten. En la patologia del lupus hi ha un increment de 

material apoptòtic i una alteració en l’aclariment o eliminació de les cèl·lules 

apoptòtiques.  

Aquest fet pot donar lloc a una resposta immune contra el contingut d’aquestes 

vesícules. És a dir, els immunocomplexes formats per anticossos anti nucleosoma 

(majoritàriament IgG 2 i 3) i nucleosoma poden provocar la majoria de les lesions 

tissulars. Aquests immunocomplexes es poden unir a components de la membrana 

basal de diferents òrgans amb càrrega negativa i desencadenar una reacció 

inflamatòria.  

Un cop els immunocomplexes són dipositats, no poden ser fagocitats per les cèl·lules 

mesangials i es dipositen al subendoteli, això provoca la primera onada de migració i 

infiltració de cèl·lules efectores i polimorfonucleades. La reacció inflamatòria és 

iniciada a través de receptors gamma Fc dels macròfags, cèl·lules dendrítiques, 

neutròfils, cèl·lules mesangials, etc. i també per la secreció de mediadors pro 

inflamatoris, com són IL6, IL1, TNF, MCP1, per part de les cèl·lules mesangials i 

epitelials [222].  

La presència d’immunocomplexes també promou la immunitat adaptativa que 

indueix la maduració de les cèl·lules dendrítiques, secreció de IFN, presentació 

d’antígens a la cèl·lula T, etc. (Figura 29).  
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4.5.8. Complement 

El sistema del complement està implicat en la patogènia del LES [191, 223], es 

considera que té un paper dual, ja que per una banda exerceix una funció protectora 

ajudant en l’eliminació d’immune complexes i cossos apoptòtics, i per altra banda pot 

contribuir a la inflamació i dany tissular (Figura 29). 

Gran part dels pacients amb LES tenen baixa activitat del complement i disminució 

dels nivells de C3 i C4. Se sap que la deficiència d’alguna de les proteïnes de la via 

clàssica del complement, que és la que domina en la patologia de LES i la que 

interacciona amb els immunocomplexes, està associada a la susceptibilitat de 

desenvolupar la malaltia, especialment les proteïnes inicials de la cascada d’activació.  

L’aparició d’anticossos anti C1q estan associats a una evolució més severa de la 

malaltia, que acostuma a incloure la glomerulonefritis.  

 

Figura 29. Visió general de la patologia SLE Modificat de KEGG. 
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4.6.  Nefritis lúpica (LN) 

L’afectació renal en el LES és una causa important de morbiditat i mortalitat [224]. La 

seva incidència es dona entre un 30 i un 60%. És major en la població asiàtica (55%), 

africana (51%), o hispana (43%) que la caucàsica (14%). Són situacions clíniques 

freqüents que tenen un mal pronòstic si no són diagnosticades i tractades de manera 

adequada.  

Hi ha estudis que calculen que amb una teràpia immunosupressora d’ampli espectre 

la remissió completa pot arribar al 50% [225], mentre que el percentatge de 

recaiguda és del 30% després de 2 anys [226], també poden aparèixer efectes tòxics.  

El curs desfavorable de la LN pot conduir a insuficiència renal (IR) i a la necessitat de 

tractament substitutiu: diàlisi i trasplantament de l’òrgan. Es calcula que un 25% dels 

pacients desenvoluparà IR en els deu anys de l’inici de la malaltia. La supervivència 

dels pacients amb nefropatia lúpica ha augmentat considerablement en els últims 25 

anys. 

En la LN tots els compartiments anatòmics del ronyó es poden veure afectats (Figura 

30), encara que destaca el dany glomerular, els mecanismes etiopatogènics són 

variats i això explica les diferents varietats anatomo patològiques. La nefritis lúpica és 

iniciada pels dipòsits al glomèrul de auto anticossos i immuno complexes que 

promouen l’activació de la cascada inflamatòria, que inclou també el complement 

[227].  

S’indueix el reclutament de cèl·lules inflamatòries, les cèl·lules del parènquima renal 

són activades a traves de TLRs i produeixen mediadors inflamatoris, que augmenten 

la síntesi de molècules d’adhesió per part de les cèl·lules endotelials. Aquesta cadena 

d’esdeveniments produeixen un dany podocitari que acaba provocant proteïnúria i 

disminució de la síntesi de membrana basal glomerular.  

Se sap que els podòcits tenen un paper molt important en el dany renal ja que el 

dany podocitari en malalties cròniques acaba provocant glomerulosclerosis [228]. La 

possible trombosis de la microvasculatura i la mort de cèl·lules endotelials 
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contribueix a la hipòxia renal que, causa estrès, mort cel·lular, atrofia tubular i 

indueix la síntesi de molècules que activen receptors de la resposta innata [229]. 

Tota aquest cadena d’inflamació es va auto activant i amplifica el dany renal [230] 

(Figura 31). Hi ha activació de cèl·lules musculars llises i fibroblasts que indueixen 

fibrosis i són un factor predictiu negatiu per el pronòstic de la nefritis lúpica. S’ha 

demostrat la presència de teixit limfoide secundari en el parènquima renal [231]. 

 

Figura  30. Patogènesis de la nefritis lúpica. Modificat de [232] 
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Figura 31. Alteracions en la regulació de la resposta imune en SLE. Modificat de 

[233]. 

4.6.1. Classificació de la nefritis lúpica  

Per valorar la LN a partir de la biòpsia renal s’han aplicat històricament una successió 

de classificacions, que han anat evolucionant al llarg dels últims 40 anys gràcies a la 

identificació i definició de diferents tipus de lesions.  

La classificació histològica de la nefropatia lúpica va ser proposada per l’Organització 

Mundial de la Salud el 1974 i va ser revisada els anys 1982, 1995 i el 2003. L’última 

revisió, actualment vigent, és proposada per la International Society of Nephrology 

and Renal Pathology Society (ISN/RPS). 
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Aquesta agrupa les lesions en 6 classes que van des de la classe I, amb mínimes 

lesions, fins a la classe VI, en la que el teixit renal està esclerosat com a conseqüència 

d’una lesió inflamatòria crònica (Taula 7) (Figura 32). 

També s’ha definit un índex histològic d’activitat i cronicitat en les lesions 

glomerulars en la nefritis lúpica: 

- Índex d’activitat: 

o Proliferació cel·lular, hipercel·lularitat endocapilar amb o sense 

infiltrat leucocitari i reducció de les llums tubulars. 

o Cariorrexis / necrosis fibrinoide. 

o Necrosi fibrinoide. 

o Trencament de la membrana basal glomerular. 

o Semi llunes cel·lulars o fibrocel·lulars 

o Dipòsits subendotelials identificables per microscòpia òptica. 

o Agregats intraluminals. Trombus hialins 

- Índex de cronicitat: 

o Esclerosi glomerular (segmental o global) 

o Adhesions fibroses 

o Semi llunes fibroses 

o Atrofia tubular 

o Fibrosis intersticial 
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TIPUS SUBTIPUS MO IF 

Tipus I. 

Mesangial mínima 
 Glomèrul normal 

Dipòsits immunes 

mesangial 

Tipus II. 

Mesangial 

proliferativa 

 
Hipercel·lularitat mesangial de qualsevol 

grau o expansió de la matriu mesangial 

Dipòsits immunes 

mesangials. Poden 

existir dipòsits 

subendotelials o 

subepitelials aïllats 

visibles per IF o per 

ME però no per MO. 

Tipus III. 

Focal 
a
 

 

Glomerulonefritis focal activa o inactiva, 

segmentària o global, endo o extracapilar 

que afecta <50% de tots els glomèruls 
Dipòsits immunes 

subendotelials focals, 

amb o sense 

alteracions 

mesangials. 

A Lesions actives: proliferació focal 

A/C 
Lesions actives i cròniques: proliferació 

focal i esclerosi 

C 
Lesions cròniques inactives amb cicatrius: 

esclerosi focal 

 

Tipus IV. 

Difusa 
b
 

 

GN difusa activa o inactiva, segmentària 

o global, endo o extracapilar que afecta a 

≥50% de tots els glomèruls. 

Dipòsits immunes 

subendotelials 

difusos, amb o sense 

alteracions 

mesangials. 

IV-S (A) Lesions actives: Proliferació segmentària 

IV-G (A) Lesions actives: Proliferació global 

IV-S (A/C) 
Lesions actives i cròniques: Proliferació 

segmentària i esclerosi 

IV-G (A/C) 
Lesions actives i cròniques: Proliferació 

global i esclerosi 

IV-S (C) 
Lesions actives inactives amb cicatrius: 

esclerosi segmentària 

IV-G (C) 
Lesions actives inactives amb cicatrius: 

esclerosi global 

Tipus V. 

Membranosa 
 

Dipòsits immunes subepitelials globals o segmentaris o seqüeles 

morfològiques, amb o sense alteracions mesangials, tant per MO, 

com ME, o IF. Pot combinar-se amb Tipus III o IV 

Tipus VI. 

Esclerosi avançada 
 

Esclerosi global superior al 90% dels glomèruls amb o sense 

activitat residual. 
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Taula 7. Resum de la classificació histopatològica de la nefritis lúpica. MO: 

microscòpia òptica, ME: microscòpia electrònica, IF: immunofluorescència. Adaptat 

de [234]. a Indicar la proporció de glomèruls amb lesions actives i/o escleròtiques.b 

Indicar la proporció de glomèruls amb necrosi fibrinoide i/o semillunes. Indicar i 

graduar l’atròfia tubular, inflamació intersticial i fibrosi, gravetat de l’arteriosclerosi o 

altres lesions vasculars.  

 

Figura 32. Fotografies representatives de lesions corresponents als diferents tipus de 

nefritis lúpica. De dalt a baix i d’esquerra a dreta: LN classe II, LN classe III (A), LN 

classe IV-S (A), LN classe IV-G (A), LN classe IV-G, LN classe IV-G (A/C), LNclasse IV-G 

(A), LN classe IV AND V, LN classe V, LN classe VI. 
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4.6.2. Models murins experimentals del LES 

L’estudi en soques murines capaces de desenvolupar de forma espontània malalties 

autoimmunes similars a les humanes ha permès la comprensió de l’etiopatogènia i ha 

aconseguit realitzar important avenços. En el cas del LES existeixen diferents models 

murins que presenten manifestacions clíniques i analítiques similars a la malaltia 

humana, ja sigui desenvolupant la malaltia de forma espontània, induïda per alguna 

substància o per modificacions del material genètic (Taula 8).  

Espontanis Induïts Genèticament modificats 

MRL lpr/lpr EICH Knock-out Transgènics 

NZB Transferència 

d’anticossos 

patogènics 

C1q Bcl-2 

NZB/NZWF1 Transferència de 

limfòcits B 

TGFβ1 INFδ 

NOD Activació cadenes Id IL2  

SWRxNZB/WF1 Immunització amb 

DNA 

IL10  

BXSB Pristane CTL4  

C3H/gld  TCR  

  CD40L  

Taula 8. Models murins experimentals per la nefritis lúpica 

 

New Zealand Black / New Zealand White F1 (NZB/NZWF1) 

La primera generació (F1) obtinguda del creuament entre els ratolins NZB i NZW és 

considerada com el model murí més semblant a la patologia LES humana. La malaltia 

és mes greu i apareix més precoçment en femelles, també apareixen en elevades 

quantitats els anticossos anti dsDNA, ANA, etc. La mort és deguda a l’aparició de  

glomerulonefritis [235, 236].  
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Ambdues soques parentals, tant la NZB com la NZW, contribueixen genèticament a 

les alteracions immunes pròpies de la malaltia [237, 238]. Els animals NZB/WF1 

hereten una sèrie de gens, aproximadament uns sis de la soca NZB i dos de la soca 

NZW. Aquest fet comporta una gran variabilitat en el fenotip autoimmune de cada 

animal [239-241] (Figura 33). 

Algunes de les característiques de la soca NZB/WF1 heretades de la soca NZB són: 

- Hiperactivitat dels limfòcits B, en NZB és detectable a partir del primer 

mes de edat, però a NZB/WF1 apareix més tardanament. 

- Secreció elevada d’immunoglobulines [238].  

- Limfadenopatia lleu i esplenomegàlia [242, 243]. 

La proteïnúria apareix entre els 5 i 7 mesos i l’azotèmia entre els 6 i 12 mesos. La 

mortalitat depèn del sexe, les femelles tenen un promig de supervivència menor a la 

dels mascles (35 i 58 setmanes respectivament). El dany histològic renal apareix tant 

en els compartiment vascular, tubular i intersticial. Inclou des de proliferació 

mesangial, proliferació extracapil·lar i endocapil·lar, aparició de dipòsits glomerulars, 

esclerosis glomerular, atrofia tubular, infiltració per diferents tipus cel·lulars 

(limfòcits mononuclears, monòcits, macròfags), fibrosis intersticial, etc. 

Els anticossos anti DNA són els més característics i contribueixen a la nefritis [243]. Hi 

ha altres tipus d’anticossos contra dsDNA, ssDNA, dsRNA, tRNA, polinucleòtids, 

histones, ubiquitines, cromatina, crioglobulines, etc [244]. Els anti DNA IgM 

apareixen entre els 3 i 5 mesos d’edat i els anti DNA IgG apareixen entre els 5 i 7 

mesos d’edat en les femelles.  

Aquests últims tenen subgrups antigènics que són responsables, en part, de la 

nefritis. S’ha vist que la transferència de certs anticossos anti dsDNA IgG2 de ratolins 

NZB/WF1 a BALB/c inicialment sans, indueixen nefritis [245, 246]. També s’han 

detectat anticossos contra eritròcits, encara que pocs animals acaben desenvolupant 

anèmica hemolítica [247], anticossos anti fosfolípids  IgM i IgG i anti cardiolipina 

[248]. 
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Figura 33. Fotografies de models murins experimentals de ratolins de nefritis lúpica. 

1) Soca NZB. 2) Soca NZW. 3) Soca NZB/NZWF1. 

1 2 
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El senyal de coestimulació de CD40-CD40L juga un paper molt important en 

l’activació del sistema immunitari. S’ha demostrat que s’activa en un context 

d’estímul antigènic, ja sigui autoimmune o al·loimmune, on inicia una cascada 

de processos i senyals que finalment donen lloc a una resposta immune 

inflamatòria.  

En el cas del trasplantament renal se sap que CD40 juga un paper molt 

important en el reconeixement de l’al·loantigen i la inflamació provocada per 

la isquèmia reperfusió. En el cas de la nefropatia lúpica es dóna un 

reconeixement autoimmune que també inicia una cascada inflamatòria.  

S’ha vist que el bloqueig d’aquest senyal de coestimulació, generalment 

utilitzant anticossos específics, com a estratègia terapèutica per evitar el 

rebuig ha estat efectiva en molts models experimentals animals. En models 

autoimmunes s’ha aconseguit reduir la incidència de la malaltia, perllongar la 

supervivència i disminuir la inflamació associada i el dany crònic. 

Alguns estudis descriuen els efectes adversos de problemes trombóembolics 

que s’han observat derivats de l’ús d’anticossos contra CD40L, fet que ha 

limitat la utilització d’aquests i altres fàrmacs dirigits a aquesta diana. Aquest 

efecte es va relacionar amb l’activació de les plaquetes. 

En les últimes dècades també hi ha hagut un augment de compostos basats 

en àcids nucleics que tenen un gran potencial per ser usats com a agents 

terapèutics. Aquestes molècules són utilitzades per inhibir l’expressió de gens 

específics, bloquejant la traducció del mRNA i provocant la seva degradació. 

Aquesta tecnologia gaudeix d’una gran efectivitat, precisió i alhora pot ser un 

efecte reversible. 

L’abordatge de la molècula CD40 és un nou enfoc del bloqueig d’aquesta via. 

La diana no és la cèl·lula T si no la cèl·lula presentadora d’antigen o la 

interacció entre la cèl·lula T i la cèl·lula B. La teràpia gènica contra CD40 

permetrà un tractament més específic i eficient d’aquesta diana, amb una 
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tecnologia d’aplicació futura probablement més efectiva que les teràpies 

convencionals.  

Basats en totes aquestes evidències, la teràpia gènica contra CD40 utilitzant la 

tecnologia de RNA interferència, ja sigui local o sistèmica, permetria evitar la 

sobre activació del sistema immunitari tant en un context al·loimmune com 

autoimmune i controlar el dany inflamatori derivat. 
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A.- OBJECTIUS PRINCIPALS DEL MODEL AL·LOIMMUNE: 

Objectius del primer estudi 

- Estudiar el paper de la isquèmia freda en el model de rebuig agut 

mediat per anticossos. 

- Analitzar com afecta la isquèmia freda a l’estructura molecular, 

histològica i bioquímica de l’empelt en el model de rebuig agut. 

- Veure quin paper hi juga el CD40 en aquest procés. 

 

Objectius del segon estudi 

- Evitar el rebuig i perllongar la supervivència de l’empelt renal 

bloquejant el senyal de coestimulació CD40 mitjançant teràpia gènica 

local en un model experimental de rebuig agut. 

- Estudiar l’eficàcia i l’efecte funcional del bloqueig del senyal de  

coestimulació. Estudi a nivell molecular del paper de CD40-CD40L. 

Estudi funcional, histopatològic, bioquímic i molecular de mediadors 

de lesió.  

 

B.- OBJECTIUS PRINCIPALS DEL MODEL AUTOIMMUNE: 

- Provar l’eficàcia del siRNA anti CD40 de ratolí in vitro en un cultiu de 

cèl·lules dendrítiques, entrada cel·lular i bloqueig d’expressió de 

CD40. 

- Posta a punt de l'administració sistèmica del siRNA en un model de 

ratolí. Estudi de distribució i quantificació de la molècula en els 

diferents òrgans. Avaluar l’eficàcia de la inhibició de CD40. 

- Estudiar l’impacte del silenciament gènic del senyal CD40-CD40L en 

un model de nefritis lúpica experimental. Estudi funcional, 

histopatològic, bioquímic i molecular de mediadors de lesió.  
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Article 1: Cold ischemia, innate immunity and deterioration of the 

glomerular filtration barrier in antibody mediated acute rejection. NDT 

 

Objectius: 

L’objectiu principal d’aquest treball era estudiar el paper de la isquèmia freda 

en aquest tipus de rebuig, caracteritzar les lesions histològiques bioquímiques 

i moleculars degudes al procés i veure quin paper juga CD40. 

Per això es va plantejar grups de treball amb trasplantament singènic, model 

Wistar Agouti/Wistar Agouti amb i sense isquèmia freda (CI); i al·logènic, 

model Brown Norway/Wistar Agouti amb i sense isquèmia freda; per veure 

les diferències entre els grups que farien rebuig i els que no, i com influïa la 

isquèmia en l’evolució dels grups.  

 

Resultats: 

Model de rebuig agut humoral mediat per anticossos (AbAR). 

El grup prèviament havia demostrat, com era d’esperar, que la supervivència i 

funció renal eren diferents entre rates amb un trasplantament singènic 

(Model WA/WA i CI-WA/WA) o al·logènic (BN/WA i CI- BN/WA). Mentre que 

la isquèmia no modificava aquests resultats en els grups singènics, aquesta si 

que era important en el grups al·logènics, on augmentava molt la mortalitat 

(material suplementari S5). Es pot observar el desenvolupament d’una 

insuficiència renal severa en els grups al·logènics, mentre que els grups 

singènics (tinguin o no isquèmia) recuperaven els nivells basals de creatinina 

sèrica pre-trasplantament (Taula 2). 

Els resultats de les histologies convencionals mostren un teixit preservat en el 

grup singènic sense isquèmia (WA/WA), mentre que es mostra un dany 

moderat tubulo-intersticial en el grup en el qual se li ha afegit isquèmia (CI-
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WA/WA). Els ronyons dels grups al·logènics mostren un dany característic de 

rebuig vascular cel·lular, mentre que els que se li ha sumat el dany isquèmic 

tenen un clar patró de dany tubulo intersticial causat per la isquèmia, amb 

signes de rebuig vascular, inflamació, àrees on hi ha denudació endotelial, i 

per tant, un clar patró característic de rebuig agut humoral (Figura 1). 

Els dipòsits de C4d i IgG en el capil·lars peritubulars incrementen 

significativament en resposta a la isquèmia tant en els grups singènics, com en 

els al·logènics. La isquèmia, per tant, influeix en el dipòsit de C4d i IgG però no 

als anticossos específics contra el donant (DSA), que sembla que depèn més 

de l’ambient al·logènic. Els DSA són presents en tots els grups al·logènics i 

absents en els grups singènics. Algunes rates amb trasplantament al·logènic 

sense isquèmia i que mostren un anticossos contra el donant positius no 

mostren una histologia típica de rebuig humoral, però en canvi, si que totes 

les rates amb trasplantament al·logènic amb isquèmia i amb anticossos 

positius si que desenvolupen rebuig humoral. Per tant, tenint en compte la 

classificació de Banff, trobem diferències significatives entre els grups 

al·logènics i els grups singènics, corroborant així el patró histològic de rebuig 

agut mitjançat per anticossos (Taula 2). 

Activació de la immunitat innata i adaptativa. 

Per determinar la resposta immune innata es van quantificar la expressió 

gènica de diferents gens relacionats com són TLR4, MyD88 i factors endògens 

com HSP70 i fibronectina. Aquest dos últims es va observar que la seva 

expressió augmentava en els grups al·logènics amb isquèmia. Els valors més 

alts de TLR4 i MyD88 es van veure en aquells grups en el quals el component 

immune i no immune van convergir sinèrgicament en l’activació de la 

resposta innata. (Taula2) 

La microscòpia confocal de TLR4 i fibronectina va mostrar una clara 

colocalització d’ambdues proteïnes en els glomèruls d’empelts isquèmics tant 

a la setmana 1 com a la 24. Es va observar que les cèl·lules inflamatòries 

infiltrants eren positives per TLR4 a la superfície (Figura 3). 
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Pel que fa a les citosines inflamatòries implicades, l’anàlisi d’expressió gènica 

de TNF com IFN mostrava un augment de la síntesis d’aquests components 

en els trasplantaments al·logènics. Aquests grups també mostraven alts 

nivells de TGFβ i una baixa expressió de IL12p40. Els nivell de proteïna de IL10 

es mostraven incrementats en els grups al·logènics (Taula 2), no es van veure 

diferències significatives dels nivells de IFNγ, IL2 i IL4. 

Per analitzar la via de coestimulació de CD40 es va quantificar el mRNA i 

l’expressió proteica dels empelts. Els resultats de la immunohistoquímica van 

mostrar una expressió de CD40 a les cèl·lules epitelials tubulars de tots el 

grups. En els grups al·logènics també es va localitzar expressió al glomèrul i a 

les cèl·lules de la paret vascular. Els resultats de l’anàlisi per western blot 

mostraven un augment de proteïna als grups al·logènics mentre que els valors 

dels grups singènics eren similars als d’animals no trasplantats.  

Podem concloure per tat, que el reconeixement al·logènic és el factor més 

important per una sobre expressió de CD40 i que la isquèmia freda no 

l’incrementa en aquesta condicions. No obstant, la isquèmia si que 

incrementa l’expressió de CD40 en un ambient singènic (Figura 2). També s’ha 

observat una correlació entre els nivells de CD40 de mRNA i els nivells 

d’anticossos contra el donant, tant contra MHCI com MHCII (material 

suplementari 7)  

Alteració de la barrera de filtració. 

Es va analitzar l’alteració de la barrera de filtració glomerular, quantificant i 

analitzant el col·lagen IV de la capsula de Bowman i del cabdell glomerular. 

Per analitzar el paper de la isquèmia i la seva influència en la síntesis de 

col·lagen IV, es va analitzar l’expressió gènica de HIF i P4H. 

La síntesis de col·lagen IV era modulada de forma diferent a la capsula de 

Bowman i al cabdell glomerular per la isquèmia o al·logenicitat.  A la capsula 

de Bowman la síntesis era menor en el grups on hi havia isquèmia o 

al·logenicitat. En canvi, la síntesis al cabdell glomerular responia 
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contràriament augmentant la síntesis en els grups on hi havia isquèmia i 

al·logenicitat (Figura 4). La expressió gènica de HIF1α i P4Hα2 era major en 

aquells empelts on hi convergien els dos factors (Taula 2). 

També es va analitzar la síntesis de col·lagen IV en uns grups històrics 

equivalents d’un estudi amb grups de rebuig crònic (Model Fischer-Lewis amb 

seguiment de 24 setmanes) també amb trasplantament singènic o al·logènic 

amb o sense isquèmia. En aquest cas, exceptuant el grup singènic sense 

isquèmia, tots els altres desenvolupaven una proteïnúria progressiva i 

diferents graus de glomerulopatia del trasplantament (Material suplementari 

S8). En els grups al·logènics es van observar dobles contorns a la membrana 

basal glomerular. La quantificació de la síntesis de col·lagen IV en aquest 

grups mostra que tant la isquèmia freda com el component aloreactiu 

indueixen un grau similar de síntesis de col·lagen IV al cabdell glomerular i a la 

capsula de Bowman, augmentant així el seu gruix. (Figura 4) 
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MATERIAL SUPLEMETARI 

Figura S5 

 

Figura S7 
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Figura S8 
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Article 2: In vivo therapeutic efficacy of intra-renal CD40 silencing in a model 

of humoral acute rejection. Gene Therapy 2011 Oct; 18(10): 945-52. 

 

Objectius: 

Tenint en compte l’experiència anterior del grup en el disseny del siRNA anti 

CD40 humà, i el paper del senyal de coestimulació CD40 en l’activació de la 

resposta immune; l’objectiu principal d’aquest treball és dissenyar un siRNA 

anti CD40 de rata, i provar la seva eficàcia per prevenir el rebuig i augmentar 

la supervivència de l’empelt, en un model de trasplantament renal de rata 

amb rebuig agut humoral. 

Inicialment es va dissenyar un estudi in vitro per seleccionar el siRNA més 

eficient dels possibles siRNAs  dissenyats. A l’estudi de trasplantament el 

model de rebuig agut humoral es va fer amb una combinació de rates Brown 

Norway com a donants i rates Wistar Agouti com a receptores. Es van fer 

diferents grups de tractament, NoTreat: grup tractat amb 30g siRNA 

scrambled com a control, Rp: grup tractat amb rapamicina 05 mg/kg durant 

els 15 primers dies després del trasplantament, SiCD40: grup tractat amb 

30g siRNA anti CD40, siCD40-Rp: grup de combinació del dos tractaments. El 

siRNA es va administrar localment acomplexat amb un vector, intra-

arterialment al ronyó, prèviament extret de l’animal donant i rentat, i seguit 

de la electroporació de l’òrgan.  

 

Resultats: 

Selecció i caracterització dels siRNAs anti CD40 de rata. 

Es van dissenyar i sintetitzar nou siRNAs que tenien com a diana diferents 

posicions de la regió codificant de la molècula mRNA de CD40 de rata 

(Taula1). La seva eficàcia es va provar en cèl·lules HEK-293 amb el sistema 

Gene Eraser TM Luciferase Supression-Test. Es va transfectar un constructe de 



Silenciament gènic de CD40 en al·lo i autoimmunitat. Estudi de la resposta immuno 
inflamatòria en models animals. 
 

 119 

la fusió entre el siRNA CD40 i la luciferasa. L’activitat luciferasa es va 

determinar dos dies després de la transfecció (Figura 1). 

Cinc dels siRNAs eren eficaços en inhibir l’expressió de CD40, l’activitat més 

eficaç la van assolir els TNFRSF5-1 i TNFRSF5-2 amb un 82-84 % d’inhibició. Es va 

escollir el siRNA TNFRSF5-2 com a futur candidat pels futurs estudis i es va anomenar 

siCD40. 

Efectes del silenciament de CD40 en la supervivència i funció renal. 

Els animals no tractats van desenvolupar insuficiència renal severa després de 

5 dies post transplantament  i amb una supervivència mitja de entre 7 i 9 dies. 

El tractament amb 0.5 mg/Kg/dia de rapamicina  no va evitar la insuficiència 

renal ni millorar la supervivència (Figura 2). Hi va haver set rates que van tenir 

una supervivència elevada, aquestes pertanyien al grup tractat amb siCD40. 

Cinc d’aquestes van tenir una insuficiència renal estable durant l’estudi (sCr al 

voltant de 250-300 μmol/L), les altres dues van assolir una supervivència 

indefinida amb una funció renal estable al llarg de l’estudi (sCr100=69 i 

130μmol/L) 

Efecte del silenciament de CD40 en el patró de rebuig. 

La histologia dels animals no tractats mostra una afectació variable de dany 

tubulo-intersticial, edema perivascular, hemorràgia, necrosis fibrinoide, tant a 

la paret dels vasos com al glomèrul, denudació endotelial i infiltrat 

majoritàriament compost per polimorfonuclears i limfòcits. Totes aquestes 

característiques indiquen un rebuig de tipus humoral (Figura 3A). El animals 

tractats amb dosis sub-terapèutiques de rapamicina desenvolupen un patró 

de rebuig mixt, és a dir, tenen característiques tant de rebuig humoral com 

cel·lular, hi ha infiltració cel·lular a tot el parènquima renal, trobem cariorrexis 

i activació de l’endoteli (Figura 3B). Respecte els animals tractats amb siRNA 

anti CD40, un 12 % tenen característiques de rebuig humoral, un 49% tenen 

un patró de rebuig cel·lular (Figura 3C i D). 

La majoria dels animals no tractats el seu empelt era positiu per C4d i IgG en 
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els capil·lars peritubulars, mentre que en els animals tractats amb siRNA CD40 

es reduïa aquesta positivitat (Taula2). 

Els anticossos específics contra el donant (DSA) eren presents en un 83% dels 

animals no tractats, en canvi, el tractament amb rapamicina o siRNA CD40 

redueix l’aparició dels anticossos, i el grup de doble tractament a part de 

reduir la presència també redueix la positivitat. (Taula 2) 

Expressió local i sistèmica de CD40. 

Tots els empelts renals presentaven un grau variable d’expressió de CD40, és 

present en cèl·lules tubulars epitelials (TECs), als vasos, a les cèl·lules 

musculars llises (SMCs) i al glomèrul. En els grups on CD40 és silenciat, 

l’expressió proteica desapareix en TECs, en glomèruls i vasos.  

En els empelts renals d’animals no tractats s’observa una sobre expressió de 

CD40 unes 20 vegades superior respecte a empelts sans no trasplantats. La 

rapamicina redueix parcialment aquesta expressió. El silenciament de CD40 

amb el siRNA provoca una reducció de l’expressió de CD40 semblant a valors 

d’empelts singènics (unes 3 vegades). El doble tractament amb siRNA CD40 i 

rapamicina no va provocar una reducció major de l’expressió (Taula 3). 

Per avaluar altres efectes del silenciament local de CD40 a nivell sistèmic es va 

quantificar dins la població limfocitària de la melsa el percentatge de cèl·lules 

B (CD45 RA+) i l’expressió CD40. Els dos grups tractats amb siRNA CD40 tenen 

reduïda la població de cèl·lules B respecte als no tractats i un percentatge 

d’expressió de CD40 menor (Taula 2) 

Expressió gènica renal de mediadors d’inflamació. 

L’expressió gènica renal de TLR3, TLR4 i MyD88 està disminuïda en els grups 

tractats amb siRNA, particularment al grup de doble tractament respecte al 

grup no tractat, aquests resultats indiquen que el siRNA no activa la resposta 

innata. Les molècules reguladores de complement, CFI i CFH, també estan 

disminuïdes en tots els grups de tractament. En un estudi anterior en cèl·lules 
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endotelials in vitro ja havíem vist un augment d’expressió de l’apelina com a 

conseqüència del silenciament de CD40, en aquest estudi confirmem una 

disminució de l’expressió d’apelina en el grup no tractat, que mostra un grau 

de dany vascular elevat (Figura 4). 

L’anàlisi de factors locals pro inflamatoris en els animals no tractats ens indica 

una sobre expressió d’aquests (Taula 3). Citocines anti inflamatòries com al 

IL11 estan augmentades en els grups tractats amb siRNA CD40. La IL15 també 

està disminuïda en els grups on CD40 és silenciat. El receptor de la IL7 està 

disminuït en tots els grups de tractament (Taula 4). 

La immunohistoquímica de IL7R mostra una expressió preferent a cèl·lules 

tubulars epitelials i cèl·lules vasculars endotelials (Figura 3E). En el grup 

tractat amb rapamicina s’evidencia una lleu disminució de l’expressió del 

receptor (Figura 3F) mentre que els grups tractats amb siRNA mostren una 

clara reducció en túbuls una expressió quasi bé nul·la en vasos (Figura 3G i H).  

L’expressió de NFkβ  és reduïda en tots els grups de tractaments amb siRNA, 

particularment quan el silenciament de siRNA es combinava amb dosis sub 

terapèutiques de rapamicina (Taula 3). A favor d’aquests resultats, la 

translocació de NFkβ del citoplasma a nucli és reduïda en els grups tractats 

amb siRNA (Taula 4), en canvi és augmentada en el grup no tractat o tractat 

amb rapamicina, sobre tot evidenciat en les cèl·lules de l’infiltrat intersticial i 

en les cèl·lules endotelials vasculars. 
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Article 3: Silencing CD40 slows the progression of experimental autoimmune 

nephritis 

 

Objectius: 

L’objectiu d’aquest article era posar a punt l’administració sistèmica del 

siRNA, i avaluar el paper de CD40 en un model de nefropatia crònica i de 

caràcter autoimmune com és el cas de la nefropatia lúpica. Per fer-ho es va 

dissenyar prèviament un model de sobre expressió de CD40 administrant LPS 

per posar a punt l’administració sistèmica. Es va canviar la formulació del 

siRNA utilitzat prèviament, al tractar-se d’una malaltia sistèmica que afecta 

varis òrgans es va dissenyar un siRNA modificat químicament amb 

modificacions que li proporcionaven protecció a la degradació i se li va 

conjugar una molècula de colesterol, fet que millorava l’entrada a la cèl·lula. 

En el model de nefritis lúpica es van utilitzar ratolins NZB/W F1 i es van fer 

diferents grups de tractament: untreated (no tractat), CYP: grup tractat amb 

ciclofosfamida 50mg/kg cada 10 dies, CTLA4: grup tractat amb CTLA4 i.p 50g 

3 cops per setmana, siCD40-1w: grup tractat amb siRNA anti CD40  50g 1 cop 

per setmana i siCD40-2w:grup tractat amb siRNA anti CD40  50g 2 cops per 

setmana. Els animals es van començar a tractar als sis mesos i es van sacrificar 

als nou mesos. 

Resultats in vitro: 

Transfecció del siRNA a cèl·lules dendrítiques (DC). 

El cultiu de cèl·lules dendrítiques derivades del moll d’os té una durada de 8 

dies obtenint un 90% de puresa. Per establir un protocol de transfecció del 

siRNA i introduir-lo a les cèl·lules dendrítiques es va utilitzar un siRNA marcat 

amb Cy5.5. Es va comparar dues formulacions diferents de la molècula 

(ambdues a una concentració de 2 μM), la primera consisteix en un siRNA nu 

(siRNA-Cy5.5), i l’altre serà la molècula modificada químicament, se li 

afegeixen modificacions per millorar l’entrada cel·lular (unió a un colesterol) i 



Silenciament gènic de CD40 en al·lo i autoimmunitat. Estudi de la resposta immuno 
inflamatòria en models animals. 
 

 133 

modificacions de protecció en front a les RNAses (fosforotioat i 2’O Metil 

RNA) (Chol-siRNA-Cy5.5) 

L’expressió de CD40 a les cèl·lules dendrítiques és inhibida per la molècula 

siRNA. 

Un cop establerta la millor formulació es va avaluar la capacitat d’inhibició del 

siRNA a DC estimulades amb LPS (12h). Els resultats mostren que les DC no 

estimulades, independentment del siRNA administrat, no modifiquen 

l’expressió de CD40, en canvi, quan les cèl·lules són estimulades amb LPS 

augmenten aquesta expressió. Les que van ser tractades amb siRNA anti CD40 

observem una reducció del 35% de l’expressió d’aquest gen respecte a les 

cèl·lules control o tractades amb siRNA scrambled 

Determinació del mecanisme del siRNA. 5’RACE PCR. 

Es va determinar mitjançant la tècnica 5’RACE PCR que la molècula siRNA 

induïa el seu efecte degut a la degradació del mRNA diana, i no per altres 

possibles efectes off-target. Es va obtenir cDNA a partir de 5ug de mRNA de 

ronyons tractats amb siRNA amb un primer primer específic dissenyat 

(GSP1:5’GCCGACTGGGCAGGGATGACAGACG3’). Posteriorment es va afegir 

una cua TdT als fragments resultants de la primera PCR, per detectar els 

productes resultants de la activitat de la molècula siRNA es va utilitzar un 

segon primer (GSP2:5’AGCCAGGGATACAGGGCGTGTGC3’) i un primer 

complementari a la cua TdT. Mitjançant un gel d’agarosa del 2% tenyit amb 

bromur d’etidi es van revelar els fragments amplificats. Es va poder 

demostrar, doncs que el siRNA degrada el mRNA diana pel lloc indicat (se sap 

que una molècula siRNA inicia el tall del mRNA diana entre els nucleòtids 10 i 

11 de la cadena antisense). 

Resultats model LPS: 

Cinètica d’expressió renal i hepàtica de CD40 induït per LPS i avaluació de la 

capacitat d’inhibició del siRNA anti CD40. 

Es va administrar 5ug de LPS ip. (O111:B4) a diferents animals i es van 

sacrificar diferents grups en diferents dies per analitzar la cinètica d’expressió 

de CD40 en front a aquest estímul (Figura 1a). Es va observar un augment de 
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l’expressió de CD40 tant a ronyó com a fetge (20 i 35 vegades més 

respectivament) passades 4 hores de l’administració de LPS, i aquesta 

expressió retornava a valors normals en ronyo al cap de 24 hores; es va 

observar que en fetge l’expressió de CD40 es mantenia elevada fins 48h 

després de l’administració. Un cop caracteritzada la cinètica de CD40 es van 

fer grups d’animals tractats amb 50µg de siRNA anti CD40 o siRNA scrambled 

i.p, aquest es va administrar una hora abans d’administrar LPS i el animals es 

van sacrificar quatre hores després. Els resultats mostraven que l’expressió de 

CD40 en ronyó es mantenia reduïda un 65% aproximadament els tres primers 

dies i aquesta reducció es perllongava progressivament fins als 5-7 dies 

(Figura 1b). A nivell hepàtic s’observava un patró similar amb un reducció del 

60%. Com a control es va analitzar l’expressió de TLR4 en els dos grups 

d’animals i es va veure que l’administració de LPS induïa un augment en 

l’expressió de 30 vegades i que l’administració del siRNA anti CD40 reduïa 

aquesta a 12. 

Biodistribució del siRNA anti CD40. 

Per veure quina distribució tenia aquest siRNA un cop administrat a 

l’organisme es va sintetitzar conjugat amb un fluorocrom, el Cy5.5. Es van fer 

diferents grups d’animals als quals se’ls hi va injectar o bé 50µg de siRNA o el 

fluorocrom sol, tant ip. com iv.; els animals es van sacrificar a diferents temps 

i es va analitzar la intensitat mitja de fluorescència (MFI) del ronyó, fetge i 

melsa a un microscopi confocal (Figura 2 i Figura S2). En tots els teixits i punts 

analitzats es veia un clar augment de la MFI en animals als quals es va 

administrar siRNA front als que només se’ls va administrar el fluorocrom. 

Fetge i melsa mostraven una captació major del siRNA que el ronyó, encara 

que tots tres eren significatius en front al control. Passades 24h de 

l’administració els nivells de fluorescència ja disminuïen, el pic màxim s’assolia 

passats 30 minuts o una hora de l’administració i es mantenia estable durant 

quatre hores. No es van veure diferències significatives entre l’administració 

intravenosa o intraperitoneal (Figura 2). Un grup reduït de ratolins lúpics 

A A 
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també se’ls va injectar el siRNA marcat amb el fluorocrom una hora abans del 

sacrifici, aquests van mostrar un patró de biodistribució similar (Figura 2b). 

Resultats model nefropatia lúpica: 

Supervivència animal, proteïnúria, albuminúria i anticossos anti dsDNA: La 

supervivència es va analitzar pel mètode Kaplan Meier i va ser del 100 % pels 

grups de CYP, CTLA4 siCD40-2w, 88% per siCD40-1w i 70% pel grup LES al final 

del tractament. La proteïnúria i albuminúria va augmentar progressivament al 

grup no tractat, els grups tractats amb CLTA4 i siCD40-1w van mostrar una 

reducció parcial d’aquest augment progressiu, i els grups tractats amb CYP o 

siRNA dos cops per setmana mostraven una reducció pràcticament total 

adquirint valors pràcticament normals de funció renal (Figura 3a). La evolució 

dels nivells d’anticossos en el grup no tractat també va mostrar un patró 

similar, va augmentar progressivament amb el temps, el tractament amb CYP 

va frenar aquest augment des del inici del tractament, els grups tractats amb 

siRNA mostraven una reducció dosi depenent del nivells d’anticossos, el grup 

de tractament amb siRNA un cop per setmana va assolir valors similars al grup 

tractat amb CTLA4, mentre que el grup tractat amb siRNA dos cops per 

setmana va assolir valors similars als de CYP, significatius tot dos grups 

comparat al control (Figura 3c). 

Histologia i biodistribució. 

La histologia del animals supervivents va ser analitzada per un patòleg expert 

en patologia renal el qual no sabia a quin grup pertanyia cada mostra. Es van 

analitzar semi-quantitativament  (score de 0-3) lesions típiques de nefritis 

lúpica com són: expansió mesangial, proliferació endocapilar i extracapilar, 

dipòsits glomerulars, infiltrat intersticial, atrofia tubular i fibrosis intersticial. 

Els animals no tractats mostraven lesions típiques de la malaltia, com són 

glomerulonefritis, inflamació intersticial, agregats proteics tubulars, presència 

d’infiltrat, etc. Tots els grups de tractament presentaven un grau menor de 

dany histològic (Figura 4). El valor mig de cada grup va ser LES=8, CYP=4.3, 

CTLA4=1.6, siCD40-1w=3.8; i siCD40-2w=1.6. Cal destacar l’absència de 
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proliferació extracapilar, infiltrat intersticial, atròfia tubular o fibrosis 

intersticial al grup tractat amb siRNA dos cops per setmana, que presentava 

una histologia molt millor que el grup tractat un cop per setmana. 

El silenciament de CD40 redueix els dipòsits glomerulars de IgG i C3 

Tots els tractaments van reduir els dipòsits glomerulars de IgG respecte al 

grup no tractat. El grup de CTLA4 i siCD40-2w van tenir valors similars de 

reducció de dipòsits, que eren inferiors al grup de CYP. Els dipòsits de C3 

també van ser reduïts en tots els grups de tractament, en aquest cas els 

resultats dels grups de CYP i siCD40-2w van ser similars i inferiors als grups 

tractats amb CTLA4 i siCD40-1w (Figura 5a). 

Expressió gènica renal de CD40 i quantificació proteica. 

Els resultats mostren una reducció significativa dels valors d’expressió CD40 

als grups tractats amb CYP i siCD40-2w comparat amb el grup control i CTLA4 

(Taula1). L’expressió de CD40L va disminuir significativament en tots els grups 

de tractament. La síntesis local del factor del complement C3 va ser reduïda 

significativament en tots els grups de tractament excepte siCD40-1w. No es 

mostrava activació significativa de TLR3, TLR4 i TLR9. L’expressió de citosines 

pro inflamatòries com és IL6 va ser significativament reduïda en tots els grups 

excepte siCD40-1w. Els components de l’inflamasoma AIM2, NALP3 i IL1b 

també van ser significativament reduïts en tots els tractaments. L’expressió 

de FOXP3 i IL10 es va reduir en tots els grups respecte al grup no tractat i 

particularment al grup CYP. L’apelina es va veure augmentada només en el 

grup de siCD40-2w. 

Es va semi quantificar l’expressió de la proteïna CD40 als diferents 

compartiments del ronyo i es va veure una clara reducció en tots els grups de 

tractament a l’interstici, al glomèrul i al compartiment vascular (Figura 6a). 
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CD40 soluble i IDO. 

La malaltia lúpica provoca un augment de CD40 criculant, al grup de no 

tractament es veu un clar augment de proteïna CD40 circulant (319±98 versus 

76±12 pg/ml en un ratolí sa) que es redueix significativament en tots els grups 

de tractament (Figura 6b). Els nivells de la proteïna immune moduladora IDO 

també es van veure reduïts en tots els tractament excepte al grup siCD40-2w 

(Figura 6c). 

Anàlisis de les poblacions limfocitàries a la melsa. 

La caracterització de les poblacions limfocitàries es va fer per citometria de 

flux (Taula 2), es va observar una disminució significativa de la població CD3+ 

en tots els tractaments, la ratio de les subpoblacions CD4+/CD8+ es va veure 

reduïda als grups CYP i siCD40-2w. Respecte a la població de cèl·lules B, 

només el tractament amb CYP va reduir la població (CD19+), tot i que cal 

destacar que el tractament amb siRNA va provocar una disminució de 

l’activació (CD19+CD25+CD69+/CD19+CD69+). Aquest fet suggereix que amb 

el tractament amb CYP aconseguim una reducció de la població general de 

cèl·lules B, mentre que el bloqueig del senyal de coestimulació redueix la seva 

activació. 

Caracterització de l’infiltrat inflamatori i localització de cèl·lules plasmàtiques 

secretores de IgG a ronyó. 

Es va semi-quantificar i localitzar la presència de cèl·lules plasmàtiques i CD3+. 

L’infiltrat inflamatori CD3+ al tubulo-interstici  es va veure disminuït en tots 

els grups de tractament excepte en siCD40-1w (Figura 7a), en els grups de CYP 

i siCD40-2w aquesta disminució era estadísticament significativa respecte el 

grup no tractat.  

La presència de cèl·lules secretores d’anticossos anti dsDNA a ronyó es va 

analitzar i localitzar amb una tinció contra col·lagen IV i IgG (Figura 7). Al grup 

sense tractar es van localitzar cèl·lules plasmàtiques a la zona 

tubulointersitcial del còrtex renal, on es localitzen majoritàriament també les 
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cèl·lules dendrítiques, macròfags i altres cèl·lules inflamatòries. En tots els 

grups de tractament es va observar un disminució significativa de la presència 

d’aquestes cèl·lules, particularment els grups tractats amb CTLA4 i siRNA. 

 

SILENCING CD40 SLOWS THE PROGRESSION OF EXPERIMENTAL 

AUTOIMMUNE NEPHRITIS 

 

ABSTRACT 

 

Lupus nephritis (LN) is an autoimmune disorder in which co-stimulatory 

signals have been involved. Here we tested a cholesterol-conjugated-anti-

CD40-siRNA in a model of LPS to check its in vivo potency, tissue distribution, 

and biological effects. Then, we report the effects of Chol-siRNA in an 

experimental model of mice with established lupus nephritis. Our results 

show an evident delivery of the compound to renal, spleen and hepatic 

tissues regardless of administration route (I.V/I.P). The CD40-mRNA 

suppressive effects of our Chol-siRNA on renal and hepatic tissue were 

remarkably sustained over a 5-7 days after a single preliminary dose of Chol-

siRNA. The intra-peritoneal administration of Chol-siRNA to NZB/WF1 mice 

resulted in a reduction of anti-DNA antibody titers, and histopathological 

renal scores as compared to untreated animals. The higher dose of Chol-

siRNA prevented the progression of proteinuria as effectively as 

cyclophosphamide, whereas the lower dose was as effective as CTLA4. Chol-

siRNA markedly reduced insterstitialCD3+ and plasma cell infiltrates as well as 

glomerular deposits of IgG and C3. Circulating soluble CD40 and activated 

splenic lymphocyte subsets were also strikingly reduced by Chol-siRNA. Our 

data show the potency of our compound for the therapeutic use of anti-CD40-

siRNA in human LN and other autoimmune disorders. 
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1. INTRODUCTION 

 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disorder 

affecting multiple organ systems including the kidney, skin, lung, heart, 

hematopoietic system, and the brain. Type IV glomerulonephritis leading to 

severe proteinuria, chronic renal failure and end-stage renal disease (ESRD) 

remains one of the most dreaded complications of SLE and is associated with 

significant morbidity and mortality (1,2). 

In lupus nephritis insufficient clearance of apoptotic nucleosomes has been 

postulated as the likely trigger of a T-cell response leading to the formation of 

autoantibodies which then bind to the glomerular basement membrane and 

promote inflammation (3,4). Renal infiltration by B and T-cells, macrophages, 

and dendritic cells is a prominent feature of progressive LN leading to renal 

failure (1). Some studies have highlighted the importance of T-cells in 

stimulating the production of autoantibodies by B-cells in SLE (5). Such 

stimulatory role by T-cells requires the presence of co-stimulatory signaling 

dyads, such as CD28/B7 or CD40/CD154, without which B-cells may fail to 

proliferate or even undergo apoptosis (6,7).  

Among the therapeutic armamentarium available to treat LN, 

cyclophosphamide (CYP) and steroids can effectively delay the progression of 

renal disease (8,9), although failure to achieve remission has been reported in 

18–57% of patients. Furthermore, the long term toxicity of CYP and high-dose 

steroids discourages their chronic use to maintain disease remission (10). 

NZB/W F1 mice spontaneously develop an autoimmune disorder which 

resembles human SLE (11,12), including the formation of auto-antibodies 

against multiple epitopes of chromatin and nucleosomes and the presence of 

haemolytic anemia, proteinuria, and overt nephritis (13,14), thus providing a 

suitable experimental model in which to test potential new therapeutic 
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agents. For example, treatment with CTLA4 and a suboptimal dose of CYP has 

been shown to significantly prolong survival, although without evidence of 

reduced glomerular immune-complex deposition. Therefore, blocking co-

stimulatory signals necessary for T cell activation appears to prevent disease 

progression in these animals (1,15,16). The co-stimulatory dyad CD40/CD154 

(CD40-ligand) has been previously implicated in the pathogenesis of LN and 

other autoimmune disorders (17,18). 

The administration of LPS is known to dramatically enhance CD40 expression 

(19,20). LPS, a Gram-negative cell wall component recognized by the specific 

receptor TLR4, is an adjuvant for the adaptive immune response, which up-

regulates costimulatory molecules on antigen presenting cells (19). It has 

been demonstrated that LPS induces CD40 mRNA and protein expression in 

both murine and human kidney, heart, brain, small intestine and circulating 

macrophages (19,20) thus providing a uniquely challenging experimental 

model where to test the potency and durability of effect of our specifically 

designed CD40-siRNA. 

RNA-interference (RNAi) is an evolutive innate cell mechanism of post-

transcriptional gene silencing, which has been successfully replicated by the 

administration of synthetic double-stranded small inhibitory RNA (siRNA). 

Rapid degradation by exo/endonucleases constitutes a serious challenge to 

the successful intracellular delivery of siRNAs in vivo and their ultimate 

biological activity. The in vivo potency of a siRNA is thus largely predicated 

upon sequence specificity and its stability against nucleases (21,22). The latter 

can be achieved through chemical stabilization of the backbone with 

phosphorothioate (PS) and 2’-O-methyl sugar modifications on the sense and 

antisense strands (23,24), or other chemical modifications. The conjugation of 

cholesterol to the 3’ end of the sense strand by a pyrrolidine linker is also 

critical to improve cellular uptake Addition of cholesterol prolongs circulating 

half live but it does not influence its silencing activity (25). Chemically 

stabilization or cholesterol conjugation of siRNAs has improved in vitro and in 

vivo pharmacological and pharmacokinetic properties.  
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Our group has developed a small inhibitory RNA (siRNA) molecule against 

murine CD40-mRNAwhich effectively inhibits its translation into CD40 

receptor protein (26). Therefore we here report our experience with a 

chemically stabilized, cholesterol-conjugated anti-CD40 siRNA (Chol-siRNA) in 

a model of LPS-induced CD40 up-regulation to assess its potency, distribution 

and durability of effect following systemic administration. We also focus on 

the inhibitory effects of our Chol-siRNA CD40 in NZB/W F1 mice with 

established autoimmune nephritis. 

2. METHODS 

2.1. CD40-siRNA properties 

The CD40-siRNA sequence used in this study has been previously described by 

our group (siRNA TNFRSF5-3) (26). It consists of a 21-nucleotides sense strand 

and antisense strand resulting in a two nucleotides overhang at the 3’ end of 

the antisense strand (sense 5’-GUGUGUUACGUGCAGUGACUU-3’, antisense 

3’-GTCACACAAUGCACGUCACUG-5’).  

Cholesterol siRNA (Chol-siRNA): The siRNA was chemically stabilized with 

partial phosphorothioate backbone and 2’-O-methyl sugar modification on 

the sense and antisense strand, as previously described (25). And, conjugation 

of a cholesterol molecule to the 3’ end of the sense strand of the siRNA 

molecule by means of a pyrrolidine linker was done (25). Scrambled siRNA 

(SC) was used as control. The synthesis was carried out by an external 

manufacturer (Microsynth, Switzerland). To generate siRNAs from RNA single 

strands, equimolar amounts of complementary sense and antisense strands 

were mixed and 100% annealed.  

Melting point of siRNA molecules was determined using a Jasco V-650 

spectrophotometer (Easton, MD, USA) equipped with a Peltier unit. 

Oligonucleotides strands were annealed at 90ºC for 3 minutes and then 

cooling to 20ºC prior to the melting experiment. Samples were heated at 

linear temperature ramp of 0.5ºC/min. Melting temperature was obtained as 
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the maxima of the first derivative. The melting point of the siRNA without 

modifications is 79ºC and for the Chol-siRNA is 71ºC. 

2.2. 5’RACE 

5’ RACE PCR was performed using the 5’ RACE system for rapid amplification 

of cDNA ends kit (Invitrogen, Madrid, Spain) according to the manufacturer’s 

instructions. Total (5µg) mRNA from kidney samples of siRNA treated groups 

was converted into cDNA using reverse transcriptase and a specific primer 

(GSP1:5’GCCGACTGGGCAGGGATGACAGACG3’). To detect cleavage products 

specific cDNA is then directly amplified by PCR using a specific primer (GSP2: 

5’AGCCAGGGATACAGGGCGTGTGC3’) and an adapter primer complementary 

to the RNA adaptor that targets the tail region. Amplification products were 

resolved by agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide 

staining.  

2.3. Bone marrow preparation and dendritic cell culture 

Femurs and tibiae of ICR mice were left in RPMI-1640medium (Biological 

Industries, Kibbutz BeitHaemek, Isarel). 5x106 cells were grown in 5 ml 

complete medium: RPMI supplemented with Penicillin (100U/ml, Reactiva, 

Almeria, Spain), Streptomycin (100 µg/ml, Reactiva), L-glutamin (2µM, 

Reactiva), 10% heat inactivated and filtered FBS and 20ng/ml GM-CSF (R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA) at 37ºC in a humidified atmosphere with 5% 

CO2. On day 3, 5 and 8 medium was removed and fresh complete medium 

was added. The percentage of immature dendritic cells was 15,% 48% and 

90% respectively.  

2.4. DC activation and siRNA transfection 

At day 8 two sets of independent experiments were done; one of them to 

evaluate the transfection of CD40 siRNA molecules: dendritic cells were 

incubated with nude unmodified siRNA-Cy5.5 or Chol-siRNA-Cy5.5at 2 µM.  
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The other set aimed to evaluate siRNA in vitro activity: cells were incubated 

with nude Chol-siRNA or scrambled siRNA at 2µM. At day 9 DCs were 

stimulated with 10ng/ml LPS (serotype O111:B4, Sigma, Madrid, Spain). After 

12h of LPS stimuli, cells were analyzed by flow citometry using a BD FACS 

CantoII Cytometer and analyzed by FACS DIVA software (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA). To characterize the phenotype we used the following 

antibodies: anti-CD11c (clone HL3) and anti-CD11b (clone M1/70) and anti 

CD40 (clone HM40-3) and their respective isotype controls. All antibodies 

were provided by BD Biosciences, conveniently titrated, mixed together and 

formulated for optimal staining performance. 

2.5. Mice, study design and follow up 

For biodistribution analysis, six to eight week old male ICR animals 

(experimental protocols are detailed in Supplementary materials), and for 

lupus studies, NZB/NZW F1 female mice were used (The Jackson Laboratory, 

Charles River, Spain). The experiments were carried out in accordance with 

current EU legislation on animal experimentation and were approved by our 

institutional Ethics Committee for Animal Research. Mice were housed in a 

constant temperature room with a 12-hour dark/12-hour light cycle, and were 

given free access to water and a standard laboratory diet.  

Six-month old NZB/NZW F1 mice were divided into the following five groups: 

CYP (n=9) intraperitoneal CYP, 50mg/kg every 10 days; CTLA4 (n=9) 

intraperitoneal CTLA4 (ORENCIA, abatacept, Bristol Myers Squibb, Spain) 50 

µg thrice weekly; siCD40-1w (n=9) intraperitoneal CD40-siRNA 50 µg once 

weekly; siCD40-2w (n=8) intraperitoneal CD40-siRNA (Microsynth, 

Switzerland) 50 µg twice weekly. Untreated (n=11) untreated. No scrambled 

siRNA was used in this part of the study because we previously demonstrated 

its no effect either in in vitro and LPS in vivo studies. Mice were treated for 12 

weeks.  

Body weight was determined twice monthly from the beginning to the end of 

follow-up. Mice were placed in metabolic cages to collect 24h urine 
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specimens before the onset of treatment and monthly thereafter. Blood was 

obtained from the tail vein at monthly intervals. Kidneys were processed for 

histological and biochemical studies at the end of the study or at death. The 

spleen was collected, weighted and used to extract splenocytes.  

Six additional animals from the untreated group were administered I.P and I.V 

with Chol-SiRNA Cy5.5 labeled to determine organ biosdistribution of our 

siRNA in lupus disease. 

2.6. Proteinuria, albuminuria and renal function 

24h-urinary protein was determined by pyrogallol red and creatinine 

concentration was determined by Jaffe’s reaction (Olympum Autoanalyzer 

AU400, Hamburg, Germany) in the Veterinary Clinical Biochemistry 

Laboratory of Universitat Autonoma de Barcelona.  

24h-urinary albumin was determined using a commercially available ELISA KIT 

(Active motif, Carlsbad, California, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. The intensity of the fluorescent signal is directly proportional to 

the albumin concentration in the sample. 

2.7. Anti-DNA antibodies 

Levels of anti-DNA antibodies were measured, using a commercially available 

ELISA kit (Alpha Diagnostic International, San Antonio, Texas, USA) according 

to the manufacturer’s instructions.  

2.8. RNA extraction, RT and gene expression analysis: Quantitative real-time 

PCR (qPCR): 

For molecular studies, the kidney was immediately snap-frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80ºC. RNA was extracted from kidney animals with 

PureLinkTM RNA Mini Kit (Invitrogen, Spain) according to the manufacturer’s 

instructions. All samples had an A 260/280 ratio < 1.8 purity. RNA was stored at -

80ºC.A total amount of 500ng of RNA was used to do the reverse 

transcription using the High-Capacity cDNA reverse Transcription Kit (Applied 
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Biosystems) following the manufacturer’s instructions. Negative controls for 

reverse transcription were carried out using distilled water. 

Tissue expression of immune-inflammatory mediators were quantified by 

TaqMan real-time PCR (ABI Prism 7700, Applied Biosystems, Spain) using 

the comparative CT method (Applied Biosystems, Spain). Taqman gene 

expression assays used were purchased from Applied Biosystems: CD40 

(Mm_00441891_m1), IL1b (Mm_01336189_m1), NLRP3 

(Mm_00840904_m1), Apelin (Mm00443562_m1), C3 (Mm01232779_m1), 

CD40L (Mm00441911_m1), CD55 (Mm00438377_m1), FOXP3 

(Mm00475165_m1), IL6 (Mm99999064_m1), IL10 (Mm00439614_m1), MCP1 

(Mm00441242_m1), RANTES (Mm01302428_m1) TLR3 (Mm00628112_m1), 

TLR4 (Mm00445273_m1), TLR9 (Mm00446193_m1), AIM2 

(Mm01295719_m1) and Eukaryotic 18S (431941E) as endogenous control. 

Controls, which were composed of distilled water, were negative for target 

and reference genes. 

2.9. Plasma ELISA for CD40 and IDO in lupus nephritis 

CD40 protein and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) was determined in 

plasma samples at the end of the study using the commercially available ELISA 

kit RayBio® Mouse CD40/TNFRSF5 (Raybiotech, Norcross, Atlanta, GA, USA) 

and ELISA kit for IDO (Uscn Life Science, Wuhan, China) according to 

manufacturer’s instructions. 

2.10. Phenotypic spleen population analysis by flow citometry 

Spleen was collected in PBS, the splenocytes isolated by Ficoll® (GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden) density gradient and cryo-preserved at -180ºC. 

For quantifying the percentage of different populations, cells were thawed, 

washed and recovered by standard methods. 2x105splenocytes for tube were 

incubated in the dark (25 min, RT) with antibodies. Study of populations was 

performed by using a BD FACS CantoII Cytometer and analyzed by FACS DIVA 

software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). To characterize the different cell 
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populations we used an anti-CD19 (clone 1D3), anti-CD69 (clone H1.2F3), anti-

CD25 (clone PC61), anti-CD3 (clone145-2C11); anti-CD4 (clone RM4-5), anti-

CD8 (clone 53-6.7), anti-CD11c (clone HL3) and anti-CD11b (clone M1/70). All 

antibodies were provided by BD Biosciences, conveniently titrated, mixed 

together and formulated for optimal staining performance. 

2.11. Renal lupus histopathology 

For histopathological studies, 1–2mm thick coronal slices of kidney were fixed 

in 4% formaldehyde and embedded in paraffin. For light microscopy 3–4µm 

thick tissue sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and 

periodic acid-Schiff. 

For determine the extent of renal damage, all renal biopsies were analyzed by 

two blinded pathologists. Typical glomerular active lesions of lupus nephritis 

were evaluated: mesangial expansion, endocapillary proliferation, glomerular 

deposits, extracapillary proliferation and interstitial infiltrates, as well as 

tubulo-interstitial chronic lesions: tubular atrophy and interstitial fibrosis. 

Lesions were graded semi-quantitatively using a scoring system from 0 to 3 (0 

_ no changes, 1 _ mild, 2 _ moderate, 3 _ severe). Finally, a total histological 

score (HS) was derived from the sum of all the described items. 

Paraffin tissue sections were stained for CD40 (Abcam, Cambridge, UK) and 

CD3 (Abcam, Cambridge, UK). Sections were de-parafined and hydrated. The 

sections were blocked and immunoperoxidase-labelled using a Vectastain ABC 

kit and the avidin biotin blocking kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA) 

according to manufacturer’s protocol. Peroxidase conjugated antibodies 

staining was followed by diaminobenzidine substrate development (Sigma, 

Madrid, Spain). To quantify CD40 expression a semi quantitative score from 0 

to 3 in the different compartments of the kidney (glomeruli, vessels and 

interstitium) was used. For quantifying CD3 expression at least 15 high-power 

fields were counted and the mean value was expressed.  
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2.12. Renal immunofluorescence in biodistribution studies and lupus 

nephritis 

Slices of kidney were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in Tissue Tec 

OCT compound (Sakura, Netherlands) and stored at -80º. Five-micrometer 

cryostat sections were used for confocal microscopy to quantify the mean 

fluorescence intensity of siRNA-Cy5.5 or Cy5.5 fluorochrome with Leica 

software. At least 10 high power fields from each organ were counted.  

For analysis of IgG and C3 deposition, fluorescent staining of cryo-sections 

were used. Sections were directly stained with FITC-conjugated goat anti-

mouse IgG (Sigma-Aldrich, Spain), and FITC conjugated C3 (Nordic 

Immunology, Netherlands). For analysis of C3 and IgG deposition at least 10 

glomeruli were visualized and photographed with an immunofluorescence 

confocal microscope (Leica TCS-SL spectral). Fluorescence was quantified with 

Leica software and expressed as mean fluorescence intensity. 

For the localization and quantification of interstitial plasma cells paraffin 

sections were stained with FITC-conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma-

Aldrich, Spain) and rabbit anti mouse collagen-IV (Chemicon international, 

Temecula, CA). Sections were incubated with primary antibodies Col-IV and 

IgG in goat serum overnight. Staining was visualized with a secondary chicken 

anti goat Alexa 488 and a goat anti rabbit Alexa 546 (Invitrogen, Madrid, 

Spain). For quantification of plasma cells at confocal microscopy, a semi 

quantitative score of distribution from 0 to 3 was used. 

2.13. Statistical analysis 

Data are expressed as mean±SEM. Overall survival was analyzed by the 

Kaplan-Meier method. One-way analysis of variance (ANOVA) with post hoc 

tests was performed to compare proteinuria and anti-dsDNA antibodies 

throughout the follow up. To compare histological data, the non parametric 

Kruskal-Wallis test was used. P value <0.05 was considered significant. 
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3. RESULTS 

3.1. Determination of siRNA CD40 in vivo mechanism of cleavage 

To prove that the in vivo activity was due to siRNA-directed cleavage, we 

characterized specific mRNA cleavage products using a 5’-RACE technique. As 

it relates to the specific cleavage of CD40 mRNA by Chol-siRNA, total RNA 

from mice was isolated from renal tissue, and then PCR and agarose gel were 

used to reveal fragments of the predicted length in those animals with lupus 

nephritis receiving chol-siRNA (Figure S1). This demonstrates that cleavage 

occurred at the predicted position for the siRNA duplex, ten nucleotides 

downstream of the 5’ end of the siRNA antisense strand.  

3.2. The DCs were efficiently transfected by siRNA. 

The efficacy of siRNA was examined using Cy5.5 labeled siRNAs to establish a 

protocol for siRNA transfection in DCs. siRNA molecules had a 100% of 

bioavailability in dendritic cells (data not shown); and as seen in figure S2, 

Chol-siRNA-Cy5.5 had a significantly higher MFI (mean fluorescence intensity) 

than unmodified siRNA. To evaluate cell viability after gene transfection, DCs 

were stained with propidium iodide. No mortality was found due to the siRNA 

transfection. 

3.3. Chol-siRNA inhibited CD40 expression in DCs.  

To investigate the effect of siRNA transfection on the expression of CD40 

gene, we used LPS to induce DC maturation and CD40 overexpression. The 

cell surface CD40 was analyzed by flow cytometry12h after LPS stimuli. The 

results showed that the unstimulated DC, independently of the siRNA 

treatment, does not change CD40 expression. When cells were stimulated 

with LPS, only DC treated with Chol-siRNA decreased 35% the CD40 

expression respect to the control and SC group. (Fig.1). 
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Fig1. Representative flow cytometry analysis of DC culture. A) DC culture 

development.  Lymphocytes (CD3+) and death cells (IP positive) were discarded. DC 

were backhgated using a FSC-A/SSC-A dot plot. Subsequently, CD11c and CD11b 

expression were assessed in DC population using CD11c APC/CD11bPE dot plot. B) 

Dendritic cells with and without LPS stimuli and transfected with Chol-siRNA or SC 

siRNA were analyzed by flow cytometry (MFI). C) Representative histograms for each 

group of treatment.  Data are expressed as mean± SEM of four separate experiments. 

*p<0.05 vs control. 

3.4. Kinetics of renal and hepatic CD40-mRNA expression after LPS injection 

and inhibitory effects of Chol-siRNA. 

Fig.2a illustrates the time-course and magnitude of CD40-mRNA over 

expression after LPS injection in kidney and liver.  Groups of animals received 

an injection of 5µgof LPS I.P. at day zero and were sacrificed at the indicated 

time points. Renal and hepatic CD40-mRNA expression was nearly 20 and 35-

fold higher than control, respectively, 4 hours after LPS injection. Renal CD40-
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mRNA expression returned towards control values within 24 hours after LPS 

injection, whereas it remained elevated for approximately 48 hours in the 

liver. 

Animals received 50µg of Chol-siRNA or SC I.P. on day zero and then received 

LPS injections 4hr, 1, 3, 5, 7, 9, 11, and 14 days afterwards.  Animals were 

sacrificed 4 hours after the LPS injection. Mice receiving 50µg of SC siRNA and 

no-siRNA animals served as control. 

Renal CD40-mRNA expression was reduced by approximately 65% during 3 

days post Chol-siRNA administration compared to both controls (no siRNA 

and SC group), and persisted for up to 5-7 days (Fig.2b), so SC siRNA had no 

effect on CD40 gene expression.  Hepatic CD40-mRNA expression was 

maximally reduced for 4h and 1 day (60%) but a reduction from control values 

persisted for 5-7 days following Chol-siRNA administration. As a control, TLR4 

mRNA was activated by LPS injection. Chol-siRNA reduced over-expression of 

TLR4 LPS-induced (30,1 and 12,1 folds respectively). Additional delivery and 

safety siRNA properties are detailed in supplementary material. 
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Fig2. Experiments with LPS to set up systemic siRNA administration. A) Kinetic of 

CD40 expression in liver and kidney after LPS injection. B) Pharmacodynamic 

evaluation of Chol-siRNA. Two control groups using LPS, with and without scrambled 

siRNA, are shown. Data are expressed as mean ± SEM of four separate experiments. 

*p<0.05 vs LPS. C) Quantification of renal internalization of Chol-siRNA administered 

I.V/I.P in ICR mice and D), in lupus mice. E) Representative kidney photomicrographs 

(x400) of 1- Basal auto fluorescence, 2- ICR mice I.V, 3- ICR mice I.P, 4- lupus mice I.V, 

5- lupus mice I.P. Data are expressed as mean±SEM of four separate 

experiments.*p<0.05vs basal. 
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3.5. Tissue biodistribution of CD40 Chol-siRNA 

Renal tissue fluorescence at the indicated time-points following the 

administration of Chol-siRNA-Cy5.5 or Cy5.5 alone I.V. and I.P are depicted in 

Fig.2c.  In all tissues, and at all time-points up to 24 hours, fluorescence 

intensity was higher with Cy5.5-labelled Chol-siRNA-Cy5.5 than with Cy5.5 

alone. Notably, the liver showed higher fluorescence intensity than kidney 

and spleen (Fig. S4). Renal and spleen fluorescence remained stable over a 4 h 

period with a decrease at 24 h, whereas it decreased over time in liver 

following peak values at 30 minutes to 1 hr. Renal fluorescence was also 

higher after I.V. than I.P. administration at 30 minutes and 1hr time-points 

whereas the reverse was seen in the liver. No discernible difference between 

the two routes of administration was observed in the spleen. Renal 

fluorescence was predominantly localized in the whole kidney early on (30 

minutes to 1h) but followed a more tubular distribution pattern thereafter 

(Fig.2e) 

3.6. Animal survival, proteinuria and albuminuria, anti dsDNA antibodies in 

lupus nephritis 

Cumulative survival analyzed by Kaplan-Meier method was 100% for the CYP, 

CTLA4 and CD40-2w groups; 88% for the CD40-siRNA-1w group, and 72% for 

the untreated group at the end of the follow up.  

Proteinuria and albuminuria (not shown) increased progressively in untreated 

mice to levels of heavy proteinuria (around 300 mg/kg) though the mortality, 

proteinuria levels continued to increase; (Fig.3a). The CTLA4 and siCD40-1w 

groups showed no increase in proteinuria or albuminuria until week 28, but to 

a lesser extent than the untreated group. Mice treated with CYP or siCD40-2w 

showed no increase in either parameter, or even a mild reduction in 

proteinuria over time to levels almost physiological.    

IgG anti-dsDNA antibody levels increased steadily in untreated group (Fig.3b).  

As expected, CYP slowed down the production of antibodies. Chol-siRNA 
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produced a dose dependent reduction of antibodies. Treatment of mice with 

siRNA once per week partially reduced antibodies, similarly as CTLA4 

treatment. The levels in the CYP and siCD40-2w groups were significantly 

lower from untreated at week 36 (p<0.05).   

 

 

Fig3. Proteinuria, anti dsDNA antibodies and renal histopathology. A) 24h-

Proteinuria increased progressively in non treated mice to levels of heavy proteinuria. 

Treatment with CYP or siRNA anti CD40 twice per week induced a progressive 

reduction of proteinuria to levels almost physiological. B) Anti dsDNA antibodies 
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increased progressively in non treated mice; siRNA anti CD40 twice per week reduced 

this production more effectively than CTLA4 or siCD40-1w group. C) Costimulatory 

blockade reduced the elementary histological lesions of lupus nephritis. D) 

Representative photomicrograph (x200) of renal histology for each group. n=9 per 

group. Data are expressed as mean±SEM * p<0.05 vs untreated, · p<0.01 vs 

untreated.  

3.7. Renal structural effects of CD40 Chol-siRNA in lupus nephritis. CD40 

Chol-siRNA biosdistribution 

Renal histological analysis was performed in all surviving animals at the end of 

the study (Fig.3c). Untreated mice kidneys showed lesions consistent with 

proliferative lupus nephritis, including severe glomerulonephrits, interstitial 

inflammation, and widespread proteinaceous tubular casts as expected from 

their severe proteinuria. Histological lesions were less severe in all treated 

groups. Mean histological scores were as follow: Untreated= 8; CYP= 4.3; 

CTLA4= 1.6; siCD40-1w= 3.8; and siCD40-2w= 1.6. With regards to individual 

histological lesions, the siCD40-2w group was remarkable for the absence of 

extracapillary proliferation, interstitial infiltrates, tubular atrophy, or 

interstitial fibrosis. This effect was clearly better than mice receiving siRNA 

once a week. 

Additional lupus mice that received Chol-siRNA Cy5.5 labeled one hour before 

the sacrifice, showed a similar biodistribution than in the LPS study (Fig.2d). 

Thus in the kidney the fluorescence intensity doubled the basal value.  

3.8. CD40 silencing reduces IgG and C3 glomerular deposits 

IgG glomerular immunostaining was reduced by all treatments as compared 

to untreated untreated animals (Fig. 4a). Both CTLA4 and siCD40-2w 

produced similar reductions in IgG immune-fluorescence scores, which were 

lower than in the CYP group. C3 deposits were also reduced in all treatment 

groups, although in this case scores in the CYP and siCD40-2w were lower 

than in the CTLA4 and siCD40-1wgroup. (Fig.4a) 
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Fig4. Immunohistochemical analysis for renal IgG and C3. A) Deposits of renal IgG 

and C3 were quantified with confocal microscopy (MFI). All treatments reduced 

glomerular deposits. B) Representative photomicrographs of C3 deposits (x630) for 

each group. n=9 per group. Data are expressed as mean±SEM. * p<0.05 vs untreated, 

· p<0.01 vs untreated. 

3.9. Renal gene expression and CD40 protein analysis after silencing in lupus 

nephritis 

Gene expression analysis (Table1) showed a statistically significant reduction 

in CD40 expression with CYP and siCD40-2was compared to the untreated and 

CTLA4 groups. All treatment groups produced a significant reduction in CD40L 

compared to untreated (except siCD40-1w). 

C3 gene expression, as a manifestation of local complement synthesis, was 

significantly reduced by in all treatment groups except siCD40-1w and 

mirrored the results of glomerular C3 deposition analysis. There was no 

evidence of activation of TLR3, TLR4 and TLR9 expression in any treatment 

group as compared to untreated values.  Pro-inflammatory cytokine gene 

expression, such as IL6, was again significantly reduced in all treatment 
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groups except siCD40-1w. Gene expression of the inflammasome components 

AIM2, NALP3 and IL1b was significantly reduced in all treatment groups.AIM2 

is an inflammasome component known to be a sensor for dsDNA and an 

activator of caspase 1.Gene expression corresponding to the immune-

modulatory mediators FOXP3 and IL10was significantly reduced in all 

treatment groups, particularly CYP. However siCD40-2w did not reduce its 

gene expression as strongly as CYP. siCD40-2w was the only treatment which 

up-regulated the expression of apelin, as previously shown by our group (27). 

The presence of CD40 protein in various renal tissue compartments was 

quantified by immune-staining (Fig.5a). Significant reductions were observed 

in the interstitial, glomerular, and vascular compartments in all treatment 

groups as compared to untreated, where high amounts were present in all 

three compartments. siCD40-2w especially reduced CD40 protein in 

interstitial cells and vessels. 

 

Table 1. Kidney gene expression. Our Chol-siRNA specifically knocked-down CD40 

expression. Complement activation, inflammasome and innate immunity gene 

expression was reduced. a vs control, n=9 per group. Data are expressed as 

mean±SEM. a vs control, b vs CYP, c vs CTLA4, d vs siCD40-2w. p<0,05. 
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3.10. Circulating CD40 and IDO protein in lupus nephritis 

Lupus nephritis induced an increase in circulating CD40 protein (319± 98 

versus 76± 12 pg/ml in ICR mice). Circulating levels ofCD40 protein (Fig.5b) 

were significantly reduced (P=0.019) in all treatment groups as compared to 

the high levels observed in the untreated group. Circulating levels of the 

adaptive immune-modulatory IDO protein (Fig.5c) were also significantly 

reduced (P=0.035) in all treatment groups except siCD40-2w where the 

difference from untreated did not reach statistical significance. 

 

Fig. 5. Local CD40 immunostaining and circulating CD40 and IDO proteins. A) 

Immune localization and quantification of CD40 protein in different kidney 

compartments, Chol-siRNA reduced CD40 protein, especially in interstitial cells and 

vessels. B) CD40 serum quantification, lupus nephritis promoted over-expression of 

CD40 protein C) IDO serum quantification, this immune modulatory protein was 
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reduced in all therapies. n=9 per group. Data are expressed as mean±SEM. * p<0.05 

vs all treatments; ** p<0,05vs untreated. 

3.11. Analysis of splenic lymphoid cell subsets in lupus nephritis 

Spleen weight was higher than normal in untreated group animals and was 

significantly reduced in the CYP and siCD40-2w treatment groups (data not 

shown).  

Phenotypic characterization of splenic lymphocytes by flow cytometry 

(Table2) showed a significant reduction in CD3+ cells in all treatment groups, 

whereas activated CD3 subpopulations, as well as the CD4+/CD8+ ratio, 

where significantly reduced only by CYP and siCD40-2w. 

With regards to CD19+ B-cells, only CYP caused a reduction whereas early B-

cell activation markers (CD19+CD25+CD69+ & CD19+CD69+) showed a 

significant reduction only in both CD40-siRNA groups. This suggests that, 

while CYP can reduce overall B-cell populations, it does not affect their 

activation process whereas costimulation blockade reduces early B cell 

activation but not overall B cell population. 
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Table 2. Immunomodulation of spleen cell population (%). The frequency of auto 

reactive B cell was diminished with CYP treatment, CD40 silencing reduced early B cell 

activation but not overall B cell population. n=9 per group. Data are expressed as 

mean±SEM. a vs control, b vs CYP, c vs CTLA4, p <0,05. 

3.12. Characterization of cell infiltrates and localization of IgG-secreting 

plasma cells in the kidney 

Infiltrating CD3+ cells in the tubule-interstitium space were significantly 

reduced in all treatment groups except siCD40-1w (Fig.6a); more particularly 

in the CYP and siCD40-2w groups where scores were significantly lower than 

in the CTLA4 and siCD40-1w groups. 

The presence of anti-dsDNA antibody secreting plasma cells in the kidneys of 

patients with lupus nephritis has been previously reported (28).  Thus, we 

performed a double immune-staining of renal tissue with anti-collagen-IV (red 

in Fig.6c) and anti-IgG (green in Fig.6c). In untreated animals, plasma cells 

were mainly observed in the tubule-interstitium of the renal cortex where 

dendritic cells, macrophages, and other inflammatory cells are commonly 

found (28). A significant reduction in IgG immune-fluorescence was observed 

in all treatment groups, particularly in the CTLA4 and both CD40-siRNA groups 

(Fig. 6b).  



______________________________________________________________Resultats 

  160 

 

Fig. 6. Kidney cell infiltrate characterization and plasma cell localization. A) CD3 

presence was semi quantitatively graded B) Plasma cells were semi quantitatively 

graded and localized in the tubule-interstitium of renal cortex. C) 1.Representative 

photomicrograph (x400) of siCD40-2 group. Note the absence of plasma cells. 2-6. 

Photomicrographs (x630) of plasma cell localization in untreated group (arrows). n=9 

per group. Data are expressed as mean±SEM. * p <0.05 vs untreated. 

4. DISCUSSION: 

Our data from a well-recognized experimental murine model of autoimmune 

nephritis shows that interfering with the expression of the co-stimulatory 

molecule CD40 with a selective siRNA results in improved animal survival and 

halting of the disease process, as illustrated by the complete absence of 

progressive proteinuria. These clinical-like effects in mice were accompanied 
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by significantly reduced circulating anti-dsDNA antibody titers, a hallmark of 

the disease, and renal histo-pathological lesions to a degree which was 

surprisingly comparable to those obtained with cyclophosphamide. Our data 

also show highly concordant reductions in intra-renal cellular (T-cells, plasma 

cells) and non-cellular (CD40 protein expression, IgG and C3 deposits) 

inflammatory components with obvious pathogenesis implications. 

First of all we chose LPS-induced CD40-mRNA up-regulation as a particularly 

challenging model where to test the potency of our Chol-siRNA. There, our 

data show that LPS induces large increases in CD40-mRNA expression in both 

liver and kidney tissue which can be significantly reduced by a single dose of 

Chol-siRNA. Its suppressive effect is remarkably long-lasting in both liver and 

kidney (5-7 days), particularly so in the latter where it remains unabated for 

the first 3 days. Interestingly, the biodistribution fluorescence studies showed 

an excellent internalization into those parenchyma where to exert an anti 

CD40 modulation, like kidney, liver and spleen. Even though the I.V. route of 

administration appears to provide higher early peaks of fluorescence intensity 

in the parenchyma, there is no discernible difference with the I.P. route with 

regards to its persistence over time. The I.P. route offers, of course, many 

practical advantages over the I.V. route of administration.  

The CD40-CD154 co-stimulatory dyad plays a central role in the development 

of immune-inflammatory disease processes (6,29) and it has been clearly 

implicated in experimental and human sepsis (30). Even though our LPS-

induced experimental model of CD40 up-regulation is not a sepsis model in 

itself, our data suggest that, at a minimum, CD40 RNA-interference through 

the use of a powerful and selective CD40-siRNA may approach the 

pathogenesis of septic syndromes. Finally, the absence of stimulatory effects 

on the innate immune response through TLR activation on animals receiving 

the Chol-siRNA, further shows the safety of siRNA administration. 

Disruption of CD40 signaling offers the potential of being therapeutically 

useful in autoimmune inflammatory disorders or in the prevention of allograft 
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rejection (26). Blocking monoclonal antibodies against CD40L have reached 

the clinical testing stage but their development has been halted due to 

athero-thrombotic complications in study subjects (17,18). CTLA4 has been 

previously tested in NZB/W F1 mice with autoimmune nephritis where it was 

shown to be able to prevent the appearance of the disease (15,16,31) but not 

induced its remission (9,10).  Cyclophosphamide has been in use for decades 

to treat SLE and LN, but its short and long term toxicity and relatively low 

effectiveness in preventing disease relapse (10) has made its use progressively 

less prevalent, as more than 50% of patients with lupus nephritis relapse 

within two years after cessation of therapy.  

Besides cyclophosphamide, we included in our experimental design CTLA4, a 

blocker of B7-mediated co-stimulatory pathways, which in spite of showing 

various degrees of activity in several assays, was only as powerful as a single 

weekly dose of CD40-siRNA in halting the progression of proteinuria, clearly a 

sub-therapeutic dose when compared to the effects of the bi-weekly CD40-

siRNA dosing regimen.  

SLE is characterized by excessive activation of both B and T lymphocytes, as 

well as abnormalities in B-cell activation, signaling, and migration (32, 33). In 

this study we found a decrease in the frequency of spleen auto reactive B cells 

in mice treated with CYP compared with aged untreated mice. Costimulatory 

blockade with our siRNA anti CD40 did not modify the frequency of B cells, 

but in contrast, it prevented early activation of spleen autorreactive B and T 

cells. It could be speculated that reduction of dsDNA antibodies in siRNA 

treated mice is probably due to the modulation of B-cell rather than an 

antiproliferative effect. Effective CD40 RNA-interference appears also to 

produce systemic effects consistent with reduced overall immune system 

reactivity as illustrated by reductions in circulating CD40 and IDO proteins or 

activated splenic B-cell sub-populations. 

Recently, antibody secreting cells were found within the inflamed kidneys in 

experimental as well as human SLE (28, 34, 35). In our study we confirmed the 
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presence of plasma cell within the renal interstitium of lupus non treated 

mice; their presence was diminished in siRNA CD40 treated groups. These 

data may suggest that our siRNA exerts an intense local effect on plasma cell 

nidation, added to the systemic benefit on B-cell activation. 

The complement system plays a dual role in the pathogenesis of LN (36, 37). 

On the one hand, it exerts a protective function by helping the removal of 

immune complexes and apoptotic cells; on the other, it can be a significant 

contributor to renal inflammation and tissue injury. It is known that kidney 

contributes to the circulating pool of C3, approximately for 9% of the total 

circulating protein (38). In our study siRNA anti CD40 treated mice showed an 

important down regulation of glomerular C3 deposits. In addition the 

reduction of C3 gene expression in the kidney in siRNA twice per week 

informs that CD40 gene silencing also reduces the local synthesis of 

complement. In vitro studies with HUVEC stimulated with Jurkat cells showed 

that siRNA CD40 modulates complement regulatory proteins as well as pro-

inflammatory cytokines (27). Apart from complement modulation, pro-

inflammatory cytokine IL6 as well infiltrating T-cells were reduced as an effect 

of CD40 silencing thus suggesting a modulation of subsequent local 

inflammatory response.  

Gene expression analysis corroborated the reduced CD40 and inflammatory 

cytokines in renal tissue without evidence of toll-like receptor activation. This 

is a pathway for innate immune system activation of potential concern with 

the use of siRNAs, particularly with regards to TLR3 which normally becomes 

activated in the presence of extracellular dsRNA and induces the secretion of 

IFN and inflammatory cytokines (39-43). Our transcriptional profiling data in 

in vitro studies suggested that T-lymphocyte–HUVEC cross-talk through CD40 

signalling alerts the endothelial cells viral innate immune surveillance system 

by up-regulating key sensors of viral infection: TLR3, recognizing extracellular 

dsRNA (27). In our study, the expression of TLR9 was expectedly increased in 

non treated animals, and was dramatically reduced by cyclophosphamide but 

not CTLA4 or CD40-siRNA, suggesting that, in contrast to cyclophosphamide, 
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co-stimulatory blockade does not impair innate immunity through this 

pathway in spite of the observed decrease in renal T-cells, plasma cells, and 

inflammatory cytokines.  

Neither CTLA4 nor CD40-siRNA significantly reduced the expression of the 

immune-modulatory tissue mediator FOXP3 or IL10, both of which were 

markedly reduced by cyclophosphamide. Nowadays there is still controversy 

concerning the role of immunomodulatory mechanisms, regularly assessed by 

IL10, FOXP3 or IDO. In this sense, FoxP3 has been found to be up-regulated in 

renal acute rejection, with a minimal modulatory effect. However that 

FoxP3+Treg within tubulointerstitial infiltrates in clinically stable renal grafts is 

indicative of harmless and tolerance rather than detrimental effect (44). Thus, 

we may argue that CD40 silencing apart to reduce the CD3 infiltration it leads 

to a sort of local and circulating milieu of tolerance.   

5. CONCLUSIONS: 

In conclusion, our data strongly supports the potential therapeutic effects of 

selective CD40 blockade as a powerful form of immune deactivation in the 

inflamed kidney of animals with spontaneous autoimmune nephritis akin to 

human lupus nephritis, particularly when treatment is instituted during the 

early phases of the disease. It remains to be seen whether disease remission 

could be achieved through CD40 RNA-interference initiated during the 

established phase of the disease, since patients with lupus nephritis often 

present with established proteinuria and severe renal inflammation.  
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SUPPLEMENTARY MATERALS AND METHODS 

Biodistribution Experimental protocols  

We conducted four series of experiments as follows:   

In the first set of experiments we analyzed the kinetics of CD40-mRNA expression in 

various tissues after I.P. LPS injection (5µg in 200 µl normal saline, Escherichia Coli LPS 

serotype O111:B4, Sigma Aldrich, Madrid, Spain). Animals were euthanized at various 

time points: 4h, day 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7. 

In a second group of experiments, we compared the efficacy of scrambled siRNA I.V, 

Chol-siRNA (administered either I.V. or I.P) and Jet-Pei siRNA I.V two hours before 

administering LPS. We analyzed CD40-mRNA expression in various tissues 4 hours 

after LPS injection.  

Thirdly, we assessed the effects of single I.P dose of CD40 Chol-siRNA on kidney and 

liver CD40-mRNA levels. Animals were sacrificed at the following time points: 4h, days 

1, 3, 5, 7, 9, 11 and 14, after 4 hours of I.P. administration of LPS. 

Fourthly, we examined the biodistribution of Cy5.5-labelled CD40-siRNA (Chol-siRNA-

Cy5.5) in kidney, liver and spleen after I.V. and I.P. administration. Control animals 

were injected with Cy5.5 fluorochrome and evaluated at the same intervals. 
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SUPPLEMENTARY RESULTS 

 

Effects of Chol-siRNA or Jet-Pei-SiRNA on renal and hepatic LPS-induced CD40-mRNA 

expression 

Jet-Pei-siRNA: 50ug of the siRNA molecule without chemical modification was 

formulated with the cationic polymer transfection reagent jet-PEI.  

Chol-siRNA (either I.V. or I.P.) and jet-PEI-siRNA (I.V.) were injected two hours before 

LPS administration. Animals were sacrificed four hours after LPS administration and 

their tissues were snap-frozen. Chol-siRNA was effective in reducing CD40-mRNA 

levels through the I.P. and I.V (70% reduction in kidney, 60% in liver) route, 

predominantly in the kidney (Figure S3). Thus, we selected Chol-siRNA for further 

distribution and lupus experiments. 

 Tissue biodistribution of CD40 Chol-siRNA 

Renal (see results), hepatic and splenic tissue fluorescence at the indicated time-

points following the administration of Chol-siRNA-Cy5.5 or Cy5.5 alone I.V. and I.P are 

depicted in Figure S4.  In all tissues, and at all time-points up to 24 hours, 

fluorescence intensity was higher with Cy5.5-labelled Chol-siRNA-Cy5.5 than with 

Cy5.5 alone. 
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 SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Figure S1 

 

Figure S2 
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Figure S3 

 

 

Figure S4 
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Tots els estudis presentats en aquest treball tenen com a objectiu ampliar el 

coneixement del gen CD40 i el seu paper en l’activació del sistema immune en 

malalties amb base inflamatòria. Per estudiar aquest propòsit es va aplicar un 

silenciament gènic de la via mitjançant la tecnologia RNAi en models 

experimentals, tant in vitro com in vivo; en un model de malaltia 

autoimmune, com la nefritis lúpica, i un de malaltia al·loimmune, com és el 

cas del rebuig en el trasplantament renal. 

Els resultats dels nostres treballs obren una possible futura aplicació 

terapèutica de la molècula a la clínica. Els resultats obtinguts ens permeten 

realitzar algunes consideracions, tant de caràcter general com més 

específicament, que poden facilitar la comprensió dels components 

inflamatoris que es troben implicats en l’activació del sistema immune i el seu 

paper en les diferents malalties.  

El senyal de coestimulació CD40-CD40L és una via de gran interès en molts 

estudis ja que se sap que la seva interacció regula diverses altres vies del 

sistema immunitari [249]. Per tant, és ben conegut que el bloqueig d’aquest 

senyal com a estratègia terapèutica, per intentar modular l’activació del 

sistema immune, frena la resposta immunitària i ha servit per tractar 

diferents malalties.  

Des del descobriment del mecanisme RNAi molts estudis experimentals han 

usat aquesta tecnologia utilitzant siRNAs com a molècules efectores en el 

tractament de diferents malalties. Actualment hi ha varis estudis clínics basats 

en siRNA, dirigits contra diverses dianes terapèutiques 

(http://clinicaltrials.gov/ct2/home) que es troben en diferents fases de 

desenvolupament.  

S'estan utilitzant aquest tipus de teràpia contra un ventall de malalties molt 

ampli, com és el cas de patologies renals, tot tipus de càncer,  malalties 

coronàries, diabetis, dislipèmies, malalties oculars, de la pell, vasculars, 

congènites, etc. Tot i així, cal destacar que no hi ha cap estudi clínic basat en 

siRNA contra la molècula CD40. Sí que s’han realitzat diferents assajos clínics 
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utilitzant anticossos monoclonals contra CD40L, alguns d’aquests assajos es 

van parar prematurament per problemes trombo-embolics [250-252].  

El nostre primer estudi es va proposar per a veure com afecta la isquèmia 

freda sobre la funció renal en un model de rebuig agut mediat per anticossos, 

avaluar com modifica l’estructura molecular, tissular i cel·lular de l’empelt 

renal. Analitzar també quin paper juga CD40 en aquest procés. 

No es saben en profunditat els mecanismes pels quals la isquèmia accelera el 

rebuig agut i preveu una pitjor evolució de l’empelt. A part dels mecanismes 

descrits fins ara com són l’activació de TLR, alteració dels antígens HLA, la 

secreció de citosines inflamatòries i molècules d’adhesió, etc. [160], alguns 

autors també postulen l’existència d’un dany antigen independent durant el 

trasplantament d’un òrgan [253]. Els nostres resultats apunten també cap a 

l’alteració de la barrera de filtració glomerular com a una causa important de 

deteriorament de l’empelt i la seva evolució.  

Es va poder comprovar que la isquèmia provocada en un procés de 

trasplantament renal augmenta la síntesis de col·lagen IV i el seu dipòsit en la 

càpsula de Bowman. Altres autors com Utsumi [254] també han observat 

aquest increment del col·lagen IV a la càpsula de Bowman en mostres 

humanes després d’un rebuig agut, suggerint també, que aquests canvis es 

conserven un cop recuperada la funció renal.  

Wieczorek [255] va observar una síntesis progressiva de col·lagen en 

l’evolució del rebuig, tant crònic com agut. La isquèmia també provoca 

l’activació de la immunitat innata i augmenta l’expressió de CD40. Tots 

aquests mecanismes i els consecutius mediadors inflamatoris alliberats, 

indueixen una major amplificació del dany i activació de la resposta immune 

adaptativa, perpetuant així, el cicle de dany i reparació de l’empelt que podria 

donar lloc a la seva disfunció crònica. 

Un cop posat el model a punt i caracteritzat, tenint en compte el paper del 

senyal coestimulador CD40 en l’activació de la resposta immune; es va 
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proposar un segon estudi on es va dissenyar un siRNA anti CD40 específic de 

rata. L’objectiu principal era estudiar el paper i el potencial terapèutic del 

fàrmac administrat de forma local, en un model de resposta de tipus 

al·logènica com és el cas del trasplantament renal.  En aquest model en el 

qual l’administració del fàrmac era local intra-arterial, es va administrar el 

siRNA acomplexat amb un vector de tipus liposoma (Jet-Pei).  

En aquest estudi varem observar que el silenciament local intra-renal, previ al 

trasplantament, amb siRNA anti CD40 amb una dosis única en un model de 

rebuig humoral va causar un canvi de patró en el tipus de rebuig. Es va 

aconseguir reduir els anticossos donant específics de l'hoste desprès del 

trasplantament i es va millorar la supervivència. El tractament local de l'òrgan 

aïllat va aconseguir bloquejar l’expressió gènica de CD40 a l’empelt, donant 

lloc a un canvi en l’ambient immunològic, els grups de silenciament de CD40 

van experimentar un canvi de tipus de rebuig cap a un rebuig cel·lular, més 

fàcilment abordable des d’un punt de vista terapèutic.  

La tecnologia RNAi té múltiples avantatges respecte a altres fàrmacs, ja que és 

una droga de mida petita i soluble en aigua. La utilització de siRNAs com a 

molècules efectores s’ha descrit que és més efectiu que altres mecanismes, 

com ara l’ús d’anticossos o oligonucleòtids anti sentit. L’eficàcia del bloqueig 

és més potent i el silenciament del gen d’interès és més específic, i alhora 

reversible [256, 257]. Un altre avantatge és que se sap que la molècula siRNA 

manté la seva activitat catalítica durant un període llarg de temps [258].  

En les fases inicials després d’un transplantament, es dóna un ràpid 

reconeixement de l’empelt i s’inicien diferents mecanismes de la resposta 

immuno inflamatòria. En la glomerulopatia del trasplantament es dóna un 

desenvolupament d’anticossos donant específics i també contra els 

components de la membrana basal glomerular [259, 260].  

En el dany tissular també hi convergeixen altres factors com són el 

complement, dany cel·lular i CD40 [259, 261]. Existeixen diversos estudis 

experimentals que demostren que el bloqueig del senyal de coestimulació 
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redueix el grau de rebuig, ja sigui en el trasplantament d’illots pancreàtics 

[262], de pell, cor [179], de moll d’os [263, 264], etc. Utilitzant anticossos anti 

CD40L s’han observat efectes notables sobre la supervivència d’empelts i una 

inducció de tolerància en models de rosegadors.  

Altres autors també han observat una reducció de la immunitat humoral amb 

el bloqueig d’aquest senyal de coestimulació. La resposta immune adaptativa 

deguda a l’activació de les cèl·lules T i B també és important a l’hora de 

prevenir la sensibilització als al·loantígens i perllongar la supervivència de 

l’empelt, Xu H va demostrar que amb el bloqueig sistèmic de CD154 en un 

model de trasplantament de pell en ratolí, aconseguia modular l’activació de 

la immunitat humoral [265, 266]. S’ha vist que el bloqueig de CD40 redueix 

parcialment la resposta de les cèl·lules B, però no és suficient per aturar 

l’activació de les cèl·lules T [265]. 

Molts estudis demostren que amb el bloqueig únic de la via CD40/CD40L  no 

s’aconsegueix una supervivència indefinida en models de rebuig, requerint 

així una altre diana com CD28 [179, 267] o CTLA4 [268-270] per adquirir la 

supervivència indefinida dels empelts. Tenint en compte que el model que 

hem utilitzat és un model molt virulent, es va afegir una dosi sub terapèutica 

de rapamicina, que se sap que per si sola no era suficient per prevenir el 

rebuig, per intentar millorar la supervivència. Tot i així, la combinació 

d’aquest fàrmac amb el silenciament de CD40 si que va ser suficient per 

retardar significativament el rebuig i perllongar la supervivència en alguns 

animals. 

Cal destacar que alguns ratolins de l’estudi van aconseguir una elevada 

supervivència amb la combinació dels dos tractaments. Un altre estudi però, 

demostra una prevenció del rebuig agut en primats no humans bloquejant 

només el senyal de CD40L [271]. Per tant, podem observar una doble relació 

de la senyalització de CD40, mediant processos dependents o independents 

d’altres senyals de coestimulació com CD28/B7 [272]. El bloqueig de 
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CD40/CD40L concomitantment amb el bloqueig de CD28/B7 redueix el rebuig 

i modula la producció de citosines i la proliferació dels limfòcits T [179, 273].  

Molts estudis demostren una reducció dels mediadors inflamatoris, com són 

la síntesis d’anticossos a limfòcits B, disminució de la sintasa d’òxid nítric a 

macròfags, derivats del bloqueig de la via CD40.  

La histologia dels empelts del grup no tractat mostrava lesions típiques del 

rebuig humoral com són el dany tubulo intersticial, edema perivascular, 

hemorràgia, necrosis fibrinoide, denudació endotelial, infiltrat intersticial, etc. 

La majoria dels empelts del grup de tractament amb siRNA anti CD40 

mostraven un patró de rebuig cel·lular. Els animals no tractats tenien dipòsits 

de complement als capil·lars peritubulars, tant C4d com IgG, mentre que el 

grup de tractament amb siRNA anti CD40, aquests es van veure reduïts. Una 

altra evidència de la disminució de l’activació del sistema del  complement, a 

conseqüència del silenciament de CD40, va ser la reducció de l’expressió 

gènica de proteïnes reguladores de complement, com són CFH i CFI.  

Es va confirmar l’aparició d’anticossos donant específics a la majoria d’animals 

del grup no tractat. Aquests eren absents prèviament al trasplantament, així 

doncs, hi ha una formació massiva d’aquests degut a una ràpida activació de 

les cèl·lules B [274-276]. En el nostre estudi, aquest anticossos donant 

específic es van reduir parcialment en el grup de tractament amb rapamicina, 

siRNA anti CD40, i al grup de combinació de teràpia. 

S’ha descrit que les cèl·lules endotelials de l’òrgan trasplantat presenten un 

increment de l’expressió de CD40 en una situació de rebuig en comparació 

amb nivells d’expressió de CD40 d’un teixit normal o en ronyons trasplantats 

que no han desenvolupat rebuig. Hi ha estudis que demostren l’expressió de 

CD40 i CD40L en els limfòcits T i macròfags que infiltren el ronyó, cor i fetge 

trasplantats  durant el rebuig agut [277]. En el nostre estudi vam observar un 

augment d’expressió de CD40 en cèl·lules tubulars, vasos, i al glomèrul de 

ronyons no tractats, mentre que en els grups de tractament amb siRNA anti 

CD40 es va reduir notablement aquesta expressió.  
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L’estudi d’expressió gènica de CD40 mostra una sobre expressió d’aquest, en 

els empelts no tractats hi ha un augment 20 vegades superior a un empelt no 

trasplantat, mentre que els tractats amb siRNA l’expressió es redueix 

significativament. 

La inhibició del senyal de coestimulació CD40, pot interessar diferents tipus 

cel·lulars. Se sap que el senyal de CD40/CD40L és important en la inducció, 

activació i funció de les cèl·lules dendrítiques i macròfags, donant lloc a una 

disminució de la diferenciació de cèl·lules cap a Th1, i augmentant cap a Th2 

[257]. Per tant, el bloqueig d’aquest via pot ser útil en malalties on hi 

predomina la diferenciació cap a Th1, com és el cas de l’artritis reumàtica 

[278], l’esclerosis múltiple [279], la diabetis tipus I [280], malalties 

autoimmunes com és el cas dels lupus eritematós sistèmic [281], la nefritis 

lúpica [282, 283], etc.  

Aquesta via també afecta a l’activació dels fibroblasts, suggerint que la teràpia 

contra CD40/CD40L pot ser beneficiosa en el tractament de l'esclerodèrmia 

[284, 285] i sinovitis crònica [286]. Una de les cèl·lules a les quals afecta la 

unió CD40/CD40L és la cèl·lula endotelial [287]. La teràpia contra aquesta via 

pot aportar beneficis en malalties vasculars com és la vasculitis [288, 289], 

granulomatosis de Wegener [290], etc.  

Un dels possibles efectes indesitjables derivats de l’ús de molècules siRNA és 

el fet de que poden activar el sistema immune innat [102, 106]. TLR3 és el 

receptor que detecta molècules de dsRNA i indueix la secreció de IFN i altres 

citocines inflamatòries [112, 291, 292]. En els nostres estudis s’ha demostrat 

que no hi ha una activació de la immunitat innata relacionada amb 

l’administració del siRNA anti CD40. Descartem llavors que ni la metodologia 

usada, ni la molècula poden provocar aquesta activació. Per tant, l'absència 

d'efectes estimulants de la resposta immune innata en els animals que van 

rebre el siRNA, mostra, la seguretat de l'administració de la molècula.  

Així doncs en aquest treball es demostra que el silenciament de CD40 com a 

tractament local previ a la implantació de l’empelt renal és una estratègia 
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efectiva i abordable per prevenir el rebuig humoral. Aquest resultats 

preliminars obren les portes a aplicar aquest tipus de teràpia gènica en altres 

models de trasplantament o altres malalties inflamatòries o autoimmunes on 

les cèl·lules B hi tinguin un paper important.  

Amb l’interès de modular la resposta immune en una malaltia sistèmica com 

és el cas del lupus eritematós sistèmic, es va optar per posar a punt 

l’administració sistèmica del siRNA i amb una formulació diferent, es va 

decidir no acomplexar la molècula a cap vector de tipus liposoma, sinó que es 

van introduir un seguit de modificacions químiques a la molècula, per ajudar 

en l’entrada cel·lular i per protegir-lo de la degradació de les nucleases i fer 

més resistent el fàrmac.  

Així doncs es va proposar un tercer treball l’objectiu del qual era analitzar el 

paper de CD40 en el model de nefritis lúpica, de caràcter autoimmune. És en 

la patologia del lupus eritematós sistèmic on les cèl·lules B i la inflamació 

tenen un paper molt important. Ee sap que la malaltia SLE es caracteritza per 

una activació excessiva del limfòcits T i B, així com per un control, 

senyalització i migració anormal d’aquests darrers [238].  

S’ha vist que els limfòcits de pacients amb malaltia lúpica tenen alts nivells 

d’expressió de CD40L, donant suport a la hipòtesis que en la patogènesis del 

SLE, una senyalització inapropiada de CD40-CD40L és un factor important en 

la patogènia.  

Primerament es va fer un estudi in vitro utilitzant un cultiu de cèl·lules 

dendrítiques derivades de moll d’os. Primer vam comparar l’entrada cel·lular 

del siRNA modificat químicament amb un siRNA nu sense modificar 

mitjançant citometria de flux. Vam observar que ambdues molècules tenien 

un 100% d’entrada, però que el siRNA modificat tenia una MFI més elevada. 

Per microscòpia confocal vam confirmar una localització citoplasmàtica del 

siRNA i que l’entrada era rapida. Posteriorment es va estimular les cèl·lules 

dendrítiques amb LPS durant 12h i, un cop comprovat que l’estímul fos eficaç, 

vam observar que el siRNA anti CD40 era capaç d’inhibir de manera evident 
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l’augment d’expressió de CD40 induït per LPS.  

Per  conèixer millor l’eficiència de l’administració sistèmica del siRNA, es va 

escollir un model amb ratolins ICR en el qual vam comprovar la cinètica 

d’expressió de CD40 després d’un estímul de LPS [293] en diferents teixits. 

Vam observar que l’estímul de LPS induïa un augment de l’expressió de CD40, 

tenint un pic màxim passades 4h de la injecció del LPS, i que aquesta tornava 

a nivells basals en 24-48h. Un cop caracteritzada, es van fer grups de 

tractament amb el siRNA per valorar el potencial del fàrmac i vam observar 

que el siRNA era capaç de reduir significativament aquesta expressió durant 

tres o quatre dies   

Es va avaluar la biodistribució del compost injectant un siRNA marcat amb un 

fluorocrom (Cy5.5) a ratolins ICR i vam observar que la distribució del fàrmac 

a l’organisme era major en fetge, melsa i ronyó independentment de si 

l’administració era intravenosa o intraperitoneal, ja que no hi havia 

diferències entre aquestes. 30 minuts després de l’administració ja vam 

observar una internalització del siRNA a les cèl·lules dels teixits. Es va  

comprovar que en un teixit patològic, com és el cas d’un ronyó afectat per 

nefritis lúpica, la distribució del siRNA era semblant com en el cas d’un teixit 

sa, per tant, no hi ha diferències entre l’alliberament de la molècula en un 

teixit sa i patològic. Aquest resultats ens van permetre establir un protocol de 

tractament dels animals amb nefropatia lúpica, es va decidir administrar el 

siRNA intraperitonealment i dos cops per setmana. 

El model animal que es va escollir per l’experiment de nefritis lúpica va ser 

NZB/W F1, un dels models més utilitzats i ben establert. En aquest model 

experimental diferents autors han provat que l’administració de CTLA4, és 

capaç de prevenir l’aparició de la malaltia [294-296], però no la seva remissió  

[297]. La ciclofosfamida també ha sigut un dels fàrmacs utilitzats durant 

dècades en el tractament del lupus eritematós sistèmic i la nefritis lúpica, 

però la seva toxicitat, tant a curt com a llarg termini, i la seva efectivitat 

relativa en prevenir una recaiguda de la malaltia [297], han fet el seu ús cada 
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vegada menys freqüent, ja que més del 50% dels pacients amb nefritis lúpica 

recauen passats dos anys del final de tractament. Tot i així cal destacar que 

actualment un dels fàrmacs estàndard per el tractament de la nefritis lúpica 

és el micofenolat. 

En el nostre estudi, els resultats obtinguts van demostrar que el silenciament 

de CD40 en aquest model muri millora la supervivència i frena l’evolució de la 

malaltia. Clínicament s’observa una disminució de la proteïnúria, albuminúria i 

dels anticossos circulants anti dsDNA.  

A part del grup tractat amb ciclofosfamida, que és un control positiu de 

tractament, també es va incloure el CTLA4, com a control de bloqueig de 

coestimulació. Aquest últim tot i mostrar diversos graus d'activitat en diversos 

assajos, només va resultar ser tan potent com el tractament amb una dosi 

única setmanal de siRNA anti CD40 per aturar la progressió de la proteïnúria, 

clarament una dosi sub-terapèutica en comparació amb els efectes del 

tractament amb siRNA anti CD40 dos cops per setmana. 

També vam observar una millora de les lesions histològiques típiques de la 

malaltia, els grups de bloqueig de coestimulació van ser els més eficaços en 

prevenir les lesions histològiques, destacant el grup tractat amb siRNA dos 

cops per setmana on l’infiltrat intersticial, l’atròfia tubular, i l’infiltrat 

intersticial eren absents. També es va observar una reducció de la infiltració 

renal per cèl·lules T i cèl·lules que segreguen immunoglobulines. 

Se sap que els mecanismes de la via RNAi poden tenir efectes off-target. 

Molts estudis han anat introduint modificacions a la molècula siRNA al llarg 

del temps per intentar-los reduir. Aquestes han sigut crucials per l’avanç 

d’aquest tipus de fàrmacs [298], han servit per millorar la seva estabilitat in 

vivo, optimitzar les diferents vies d’administració, la seva biodistribució 

cel·lular, farmacocinètica, farmacodinàmica, especificitat i disminuir la 

immunogenicitat.  

Es va comprovar amb la tècnica 5’RACE PCR que l’escissió del gen CD40 per la 
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molècula siRNA és seqüència específic, i que es dóna entre el nucleòtid 10 i 11 

relatiu a l’extrem 5’ de la cadena antisense; ja que aquesta és una de les 

poques maneres de validar que la molècula siRNA està actuant a través de la 

via RNAi.  

El sistema del complement se sap que té un paper molt important en la 

patologia de la nefritis lúpica [191, 223]. Se sap que per una banda té un 

paper protector, ajudant en l'eliminació dels immuno complexes i cèl·lules 

apoptòtiques, i per altra banda pot contribuir significativament en la 

inflamació renal i el dany tissular. El ronyó és un òrgan que contribueix al total 

de proteïna C3 circulant, aproximadament és responsable del 9% del total 

[299]. En els nostres resultats podem veure que els ratolins tractats amb 

siRNA tenen una important disminució dels dipòsits glomerulars de C3. A més 

la disminució de l’expressió gènica de C3 al ronyó observada en el grup tractat 

amb siRNA dos cops per setmana ens indica que el silenciament de CD40 

també causa una reducció de la síntesis local del complement.  

En la patologia de la nefritis lúpica se sap que el dany renal és iniciat amb els 

dipòsits glomerulars d’immunocomplexes. Aquests juguen un paper molt 

important i són predominantment anticossos contra ssDNA, dsDNA, histones, 

proteïnes de complement, etc. Aquests immunocomplexes localitzats tant al 

mesangi com de forma subendotelial, contribueixen al reclutament de 

cèl·lules inflamatòries. En el nostre estudi vam observar que els ratolins no 

tractats tenien dipòsits d’immunoglobulina G en el parènquima renal, mentre 

que tots els tractaments aconseguien reduir-los. Cal remarcar que els grups 

de tractament amb bloqueig de coestimulació van ser més efectius que el 

grup tractat amb CYP. 

L’anàlisi de l’expressió gènica de CD40 demostra, com era previsible, una 

disminució significativa en el parènquima renal. El silenciament de CD40 

també va induir una disminució de citosines pro inflamatòries com és el cas 

de la IL6. Gens relacionats amb l’inflammosoma es mostren elevats en el grup 

no tractat, mentre que en els grups de tractament estan disminuïts. Tot això 
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suggereix també un efecte de modulació local de la resposta inflamatòria. 

Se sap que la malaltia lúpica es caracteritza per una activació excessiva del 

limfòcits T i B, així com per un control, senyalització i migració anormal 

d’aquests darrers [221]. En el nostre estudi es va observar que la 

ciclofosfamida induïa una disminució de la població general de cèl·lules B auto 

reactives, en canvi el bloqueig de coestimulació amb el siRNA anti CD40 va 

provocar una disminució de l’activació tant de les cèl·lules B com T. Es pot 

predir que la disminució dels nivells d’anticossos anti dsDNA dels ratolins 

tractats amb siRNA, és degut a la modulació d’aquest sobre les cèl·lules B i 

també per la seva acció antiproliferativa.  

S’ha vist, tant en humans com a nivell experimental, que les cèl·lules 

secretores d’anticossos de la nefritis lúpica també es poden trobar en ronyons 

que han patit un procés inflamatori [300, 301]. En aquest estudi es va 

confirmar la seva presència a l’interstici renal dels ratolins no tractats, en 

canvi, en tots els grups de tractament es va veure una disminució de la seva 

presència. Aquests resultats suggereixen que el siRNA té un potent efecte 

local en la nidació de les cèl·lules plasmàtiques, afegit a la modulació de 

l’activació distant de les cèl·lules B en els òrgans limfoides . 

Així doncs, podem concloure que els nostres resultats evidencien el potencial 

terapèutic i els efectes del silenciament específic de CD40 mitjançant el siRNA 

com una forma de disminuir i modular l'activació del sistema immune en els 

ronyons inflamats, tant en el cas del trasplantament d’òrgans sòlids com en el 

cas de malalties autoimmunes. 
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1. La isquèmia freda en un model al·logènic altament reactiu provoca 

una acceleració del rebuig i indueix un patró histològic de rebuig agut 

humoral. Apareixen dipòsits de C4d i IgG en els capil·lars peritubulars  

i hi ha una síntesi de novo d’anticossos específics circulants contra el 

donant, disminuint la supervivència de l’empelt. 

2. El dany per isquèmia reperfusió modula la síntesis i dipòsit de 

col·lagen IV de forma diferent a la càpsula de Bowman i al cabdell 

glomerular. L’augment del col·lagen al cabdell indueix alteracions a la 

barrera de filtració glomerular i és responsable de la proteïnúria i la 

disfunció de l’empelt. Aquesta deterioració pot estar relacionat amb 

una alteració primerenca de la immunitat innata. 

3. En el trasplantament, el reconeixement al·logènic és un dels factors 

més potents inductors d’expressió de CD40. Tanmateix, afegir 

isquèmia no és suficient per induir una sobre expressió significativa de 

CD40. La isquèmia freda, però, provoca un augment significatiu 

d’aquesta expressió en un ambient singènic, de menor intensitat.  

4. La teràpia gènica amb siRNA anti CD40 administrat localment, en 

aquest model de trasplantament renal, redueix l’expressió gènica de 

CD40 a l’empelt. Els grups de silenciament de CD40 van experimentar 

un canvi de tipus de rebuig cap a un rebuig cel·lular, més fàcilment 

abordable des d’un punt de vista terapèutic. La molècula de siRNA no 

provoca l’activació de la immunitat innata.  

5. Amb aquesta teràpia gènica s’observa una millora de la supervivència 

dels animals, una disminució del dany tissular i una reducció dels 

anticossos donant específics. Per tant, el pre acondicionament amb 

silenciament local de CD40 en un model de rebuig humoral és una 

estratègia efectiva i abordable.  
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6. El siRNA anti CD40 modificat químicament té un 100% d’entrada 

cel·lular i una localització citoplasmàtica. Redueix l’expressió de CD40 

en cèl·lules dendrítiques madures induïdes amb LPS. 

7. No hi ha diferències en la biodistribució del siRNA administrat de 

forma intravenosa o intraperitoneal. L’administració sistèmica del 

siRNA és més efectiva administrat dos cops per setmana, produint un 

bloqueig efectiu de CD40. 

8. El silenciament de CD40 en la nefritis lúpica millora la supervivència, 

provoca una disminució de la proteïnúria, albuminuria i dels 

anticossos circulants. Es redueixen les lesions histològiques típiques 

de la malaltia, els dipòsits glomerulars de C3 i IgG. El silenciament de 

CD40 causa una disminució de la proteïna a parènquima renal, una 

reducció de la síntesis local del complement i de la activació de les 

cèl·lules B i T. Es confirma la presència de cèl·lules plasmàtiques a 

l’interstici renal i la seva disminució degut al tractament amb siRNA 

anti CD40. Aquests resultats suggereixen que CD40 té un paper 

important en la nefropatia lúpica. 

9. El silenciament gènic de CD40 amb siRNA evidencia un potencial 

terapèutic com una forma de disminuir i modular l’activació del 

sistema immune, tant en el cas del trasplantament d’òrgans sòlids 

com en el cas de malalties autoimmunes. 
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