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DESCRIPCION

Uso de la cadena de espectrina cerebral y fragmentos de la misma para diagnosticar enfermedades cerebrales.

La presente invencion se refiere a los campos de las enfermedades cerebrales y del control de la malaria. Mas
particularmente, la invencion se refiere a un procedimiento para realizar un prongstico y/o diagndstico in vitro de
malaria cerebral, con el fin de proporcionar rapidamente un tratamiento apropiado a un paciente en necesidad del
mismo.

La malaria sigue siendo una de las principales causas de muerte en la mayoria del Africa subsahariana, y las tasas
de mortalidad son particularmente altas para nifios por debajo de la edad de cinco afios, mujeres embarazadas e
individuos inmunodeficientes (1). El desenlace mortal se produce casi exclusivamente en pacientes infectados con
Plasmodium falciparum que progresa a malaria grave (1, 2). La anemia grave y la malaria cerebral (MC) son los tipos
mas prevalentes de malaria por P. falciparum grave, y la MC muestra el espectro clinico mas agudo. Los pacientes
que desarrollan MC presente con un intervalo de manifestacion neuroldgica aguda y la patologia se caracterizan por
una encefalopatia difusa, alteracion en niveles de consciencia, coma profundo y convulsion precedente a muerte (2,
3). Shukla y col. ensefian que cambios en los niveles de espectrina o no eritroide de longitud completa y la presencia
de fragmentos proteoliticos de espectrina en muestras de tejido de cerebro son caracteristicas patoldgicas de la
malaria cerebral (44). Sin embargo, actualmente, los eventos patoldgicos que conducen a malaria mortal en seres
humanos no estan bien caracterizados. Entender los mecanismos implicados es un reto importante, ya que sera
crucial para el desarrollo de nuevas terapias y/o vacunas preventivas o curativas, y podria conducir a marcadores de
prondstico de definicion.

En el estado de la técnica se han desvelado marcadores para lesiones neurales. Por ejemplo, los documentos WO
2004/025298 y WO 2002/046767 desvelan biomarcadores y procedimientos para el diagnéstico y la evaluacién de la
gravedad de lesiones neurales y/o trastornos neuronales. Entre los biomarcadores estan fragmentos proteoliticos de
espectrina a-1l y B-Il. EI documento WO 2004/025298 ensefia que la espectrina o-ll y sus fragmentos proteoliticos
son marcadores de diagnoéstico y/o de prondstico de lesion de células nerviosas en trastornos neuroldgicos tales
como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson e isquemia hemorréagica. EI documento JP 07198717
desvela el uso diagnéstico de anticuerpos policlonales y monoclonales, que reconocen un fragmento de polipéptido
de la cadena o de una espectrina no eritroide. Day y col. (1999) desvelan péptidos proteoliticos correspondientes a
fragmentos de la cadena o de espectrina no eritroide como marcadores bioquimicos adecuados de enfermedad de
Alzheimer (45). Vazquez y col. (1996) ensefian que los productos de degradacion de la espectrina son Utiles como
marcadores de neurodegeneracion (46).

En MC, el secuestro de glébulos rojos maduros infectados por P. falciparum al endotelio cerebral es claramente un
evento central en la patogénesis. Uno de los factores que se cree que influye en el desenlace clinico es el fino
balance entre las citocinas pro- y antiinflamatorias producidas durante la infecciébn y que modulan respuestas
inmunitarias inducidas por parasitos (4, 5). Las citocinas pro-inflamatorias, tales como interferén y (IFNy) y factor de
necrosis tumoral o (TNFa), son conocidas por desempefiar una funcién importante en la fisiopatologia de la MC. El
documento US 2005/260697 desvela TNFa y otras citocinas pro/antiinflamatorias como marcadores de pronostico
de malaria cerebral. Las citocinas pro-inflamatorias inducen cambios en las células endoteliales cerebrales que
conducen a la expresion superficial de moléculas de adhesion, tales como ICAM-1, CD36 y proteina relacionada con
trombospondina, y adhesién a paréasito (6, 7). Sin embargo, también se ha informado que IFNy y TNFa protegen
contra malaria (8-10). La participacion de citocinas antiinflamatorias en la malaria sigue siendo una materia de
debate y varios estudios en seres humanos han informado de asociaciones entre altas concentraciones de IL-10 y
tanto malaria grave como proteccion (5, 11-14).

Se ha mostrado recientemente que la produccion de autoanticuerpos para los canales de calcio regulados por
voltaje del cerebro, pero no otros canales de ion calcio, aumentaron con la gravedad de la infeccién por P.
falciparum en nifios keniatas (15). Los anticuerpos para las proteinas del sistema nervioso central se han asociado a
convulsion y epilepsias en varias enfermedades autoinmunitarias y se cree que desempefian una funcién en la
patologia (16). La hipergammaglobulinemia y la activacion de linfocitos B policlonales cominmente se producen en
infecciones por Plasmodium sp. (17-19). Algunos de los anticuerpos producidos reconocen auto-componentes de
diversos tejidos y érganos, tales como eritrocitos, linfocitos, estructuras de &cido nucleico, citoesqueleto, musculo
liso, corazon y tiroides (20-28). Cada vez existen mas pruebas de que altos niveles de anticuerpos contra fosfolipido
(PL), cardiolipina (CL), ADNmc, ADNbc y factor reumatoide se correlacionan con la gravedad de la enfermedad en
pacientes infectados por P. falciparum (22, 25, 29-31) y la prueba de antiglobulina de Coombs es positiva en
individuos infectados por P. falciparum que padecen anemia grave (32-35). No esta claro si los anticuerpos auto-
reactivos desempefian 0 no una funcion en inmunidad protectora contra parasitos en el estado de sangre (36-38).
Ademas, no se sabe si la presencia de estos autoanticuerpos es 0 no una consecuencia de la infeccién o si
contribuye 0 no a los eventos que conducen a malaria grave, que incluyen el desarrollo de complicaciones
neuroldgicas ligadas a malaria cerebral por P. falciparum. Ademas, sigue sin estar claro si IFNy, TNFa y IL-10
regulan o no la respuesta auto-reactiva de anticuerpos durante la malaria. La respuesta auto-reactiva de anticuerpos
en cirrosis biliar primaria (39) esta regulada por las tres citocinas mencionadas anteriormente.
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En ese contexto, los inventores han investigado varios parametros, entre los cuales la presencia de autoanticuerpos
dirigidos contra tejidos de cerebro en malaria por P. falciparum, con el fin de identificar marcadores relevantes para
diagnosticar malaria cerebral. Para este fin, y como se describe en detalle en la parte experimental mas adelante,
reclutaron tres grupos de pacientes que asistian al Hospital pediatrico Owendo y al Centro hospitalario de Libreville
en Gabon segun su estado clinico en el momento del ingreso: malaria no complicada (MNC), malaria no cerebral
grave (MNCG) o malaria cerebral (MC). Usando sueros recogidos de estos pacientes, se combinaron un
procedimiento de inmunotransferencia cuantitativa (transferencia PANAMA) que facilitaba la comparacion de miles
de antigenos simultdneamente (40, 41) con andlisis multifactorial para comparar el repertorio de reactividades de
IgG con antigenos de cerebro humano desarrollados en los sueros de controles y grupos de pacientes infectados
por P. falciparum. Investigaron adicionalmente si niveles de TNFa, IFNy y IL-10 circulantes en estos grupos de
pacientes se asociaron o no al repertorio de reactividades de IgG y fenotipo de enfermedad.

Los inventores han demostrado la presencia de alto nivel de autoanticuerpos ampliamente dirigidos contra la cadena
o de espectrina no eritroide (también llamada fodrina) en malaria por P. falciparum. Los resultados desvelados en la
parte experimental mas adelante muestran que hay una relacion entre el nivel de autoanticuerpos y los sintomas
clinicos, y que los anticuerpos auto-reactivos estan asociados al desarrollo de malaria cerebral, especialmente
cuando se asocian a alta concentracion de TNFa circulante. Mas especificamente, los inventores han demostrado
que los anticuerpos auto-reactivos presentes a un alto nivel en pacientes con malaria cerebral estan
predominantemente dirigidos contra las partes central y/o del extremo C-terminal de la cadena o de espectrina no
eritroide. En lo que sigue, la “parte central la cadena o de espectrina no eritroide” se define como la parte de la
proteina que se extiende desde aproximadamente el aminoacido 1139 al aminoacido 1498, y la “parte del extremo
C-terminal de la cadena o de espectrina no eritroide” engloba los residuos 1499 a 2472 de la proteina.

Ademas, la espectrina no eritroide se libera en el liquido cefalorraquideo de pacientes que padecen lesion cerebral
grave, tal como malaria cerebral.

Por tanto, la presente invencion se refiere al uso de anticuerpos especificos para la cadena o de espectrina no
eritroide, como marcador de prondstico y/o de diagndstico de malaria cerebral. Los anticuerpos especificos para la
parte central y/o la parte del extremo C-terminal de la cadena o de espectrina no eritroide, por ejemplo, anticuerpos
gue reconocen un epitope presente en un polipéptido seleccionado de entre los polipéptidos de SEQ ID Nos: 45 y
14-29 descritos méas adelante, se usaran segun la presente invencion. Estos marcadores son los primeros
marcadores séricos descritos para pronosticar y/o diagnosticar malaria cerebral.

La cadena o de espectrina no eritroide o productos de descomposicion de espectrina también puede detectarse en
el liquido cefalorraquideo de pacientes que padecen malaria cerebral, aprovechandose del hecho de que el liquido
cefalorraquideo es sistematicamente recogido en pacientes con malaria en un estado de coma, para el diagndstico
de meningitis. Estos productos de degradacion son fragmentos polipeptidicos de la cadena o de espectrina no
eritroide. En particular, los fragmentos que comprenden secuencias antigénicas tales como aquellas de SEQ ID Nos:
1 a 29y 45, y més especificamente aquellas seleccionadas de entre SEQ ID No: 45 y SEQ ID Nos: 14 a 29, pueden
buscarse, por ejemplo, mediante un inmunoensayo, para pronosticar y/o diagnosticar malaria cerebral.

La presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para pronosticar y/o diagnosticar malaria cerebral, que
comprende una etapa de detectar anticuerpos dirigidos contra espectrina no eritroide, en una muestra bioldgica.

La espectrina no eritroide es un componente principal del citoesqueleto de la mayoria de las células eucariotas.
Forma heterodimeros compuestos por subunidades o y B. La espectrina eritroide se expresa en eritrocitos. Y, lo que
es mas importante, la cadena alfa de espectrina eritroide es muy diferente de la cadena alfa de espectrina no
eritroide encontrada en el cerebro. Por tanto, se mide el nivel de anticuerpos dirigidos contra la cadena o de
espectrina no eritroide. Se mide el nivel de anticuerpos dirigidos contra la parte central y/o la parte del extremo C-
terminal de la cadena o de espectrina no eritroide. En el procedimiento segun la presente invencién, un alto nivel de
auto-anticuerpos que reconocen especificamente la parte central y/o del extremo C-terminal de espectrina no
eritroide es indicativo de malaria cerebral.

Una realizacion preferida del presente procedimiento comprende ademas una etapa de medir la concentracion de
TNFa en una muestra biolégica. De hecho, las concentraciones de TNFa en plasma son claramente mayores en
pacientes que desarrollan malaria grave que en aquellos que desarrollan malaria no complicada. El TNFa es
conocido por mediar en inflamacion durante MC. Ademas, como se muestra en la parte experimental mas adelante,
los inventores observaron que los pacientes con MC con las mayores concentraciones en plasma de TNFa (> 100
pg/ml) presentaron el mayor nivel de reactividad con antigenos cerebrales. El nivel de anticuerpos anti-fodrina y la
concentracion de TNFa en el suero pueden, por tanto, combinarse ventajosamente para obtener una puntuacion
para establecer eficazmente un pronéstico y/o un diagndstico temprano de malaria cerebral.

Los anticuerpos que se detectan en el procedimiento segln la invencién son preferentemente inmunoglobulinas G
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(1gG).

El experto puede elegir cualquier técnica conocida para realizar el procedimiento anteriormente descrito. En
particular, los anticuerpos dirigidos contra la cadena o de espectrina no eritroide pueden detectarse y/o cuantificarse
realizando cualquier tipo de inmunoensayo tal como, por ejemplo, un enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA),
un inmunoensayo de citometria de flujo o un ensayo inmunocromatografico.

Un ejemplo de inmunoensayo tipo ELISA que puede usarse ventajosamente para realizar la invencion es el sistema
Bio-Plex (Bio-Rad). Este sistema permite multiplexar teéricamente hasta 100 ensayos diferentes dentro de una Unica
muestra. Cada ensayo se realiza sobre la superficie de una perla de poliestireno de 5,5 um. Las perlas se llenan con
diferentes relaciones de dos colorantes fluorescentes diferentes, produciendo una matriz de 100 direcciones
espectrales distintas. Cada conjunto de perlas puede conjugarse con una molécula de captura diferente. Por
ejemplo, cada perla con una fluorescencia especifica se conjuga con un péptido antigénico especifico. Las perlas
conjugadas pueden entonces mezclarse e incubarse con la muestra en un pocillo de microplaca para reaccionar con
anticuerpos especificos. Los anticuerpos capturados, especificos para determinados epitopes, pueden entonces
cuantificarse simultaneamente por citometria de flujo.

En una realizacion preferida, los procedimientos desvelados en el presente documento estdn adaptados para ser
ejecutados con una instrumentacion limitada, y en condiciones que no son Optimas para la conservacion de
reactivos. Por estos motivos, los ensayos inmunocromatograficos, tales como tira reactivo de flujo lateral, pueden
usarse ventajosamente para realizar los presentes procedimientos.

Pueden usarse una o varias moléculas como moléculas de captura en los inmunoensayos para realizar los
procedimientos anteriores. Entre aquellos, pueden citarse los siguientes: la espectrina no eritroide completa, la
cadena o de espectrina no eritroide y fragmentos de la misma, ademas de moléculas antigénicas derivadas de la
cadena a de espectrina no eritroide. Por “moléculas antigénicas derivadas de la cadena o de espectrina no eritroide”
se indica un fragmento antigénico de la cadena o de la fodrina, pero también cualquier tipo de molécula que
presente un epitope de dicho antigeno, tal como un polipéptido optimizado que retiene la secuencia del epitope,
pero que tiene algunas mutaciones en los residuos adyacentes a dicho epitope, siempre que la presentacion del
epitope se retenga.

Las moléculas de captura usadas segun la invencion son preferentemente especificas para la cadena o de
espectrina no eritroide. Ejemplos de moléculas antigénicas que son especificas para la cadena o de espectrina no
eritroide son los polipéptidos de SEQ ID Nos: 1 a 29, desvelados en la Tabla 1 a continuacion. De estos, las SEQ ID
No: 45 y SEQ ID Nos: 14 a 20 de la parte central de la proteina, y las SEQ ID Nos: 15 a 29 son de su parte del
extremo C-terminal. Ejemplos de moléculas antigénicas que reaccionan de forma cruzada con anticuerpos dirigidos
contra tanto espectrinas eritroides como no eritroides son los polipéptidos de SEQ ID Nos: 30 a 44, desvelados en la
Tabla 2, a continuacion.

Tabla 1: Ejemplos de péptidos antigénicos especificos para la cadena o de espectrina no eritroide. Los nimeros
indican las posiciones del extremo N y C de los péptidos en la cadena o de espectrina no eritroide.

SEQ ID No SECUENCIA
56-LEKWIQEKLQIASDENYKDP-75

2 94-ANSGAIVKLDETGNLMISEGHFASETI-120

3 195-TDMAAHEERVNEVNQFAAKLIQEQHPEEELIKTKQD-231
4 276-QLMASDDFGRDLASVQALLRKHEGL-300

5 318-ADRLQQSHPLSATQIQVKREELITN-342
6

7

8

9

(I

416-SFKSADESGQALLAAGHYAS-435
436-NNHYAMEDVATRRDALLSR-454
597-TDEAYKDPSNLQGKVQKHQAFEA-619
635-GQKLIDVNHYAKDEVAARMNEVISLWKKLLEA-666

10 688-EDIELWLYEVEGHLASDDYGKDLTNVQNLQKKHALLEADVAAH-730
11 747-AGHFDAENIKKKQEALVARY-766

12 1053-TRITKEAGSVSLRMKQVEELYHSLLE-1078

13 1087-LEKSCKKFMLFREANELQQWINEKEAALTSEEVGADLEQVEVLQ-1130

45 1151-NKVAEDLESEGLMAEEVQAVQQQEXYGMMPRDETDSKTASPWKSARLM-1198
14 1160-EGLMAEEVQAVQQQEXY-1176

15 1177-GMMPRDETDSKTASPWKSARLMVHTVATFNSI-1208

16 1160-EGLMAEEVQAVQQQEXYGMMPRDETD-1195

17 1196-SKTASPWKSARLMVHTVATFNSI

18 1386-TEIDARAGTFQAFEQFGQQLLAHGHYASP-1414

19 1468-NTEDKGDSLDSVEALIK-1484

20 1478-SVEALIKKHEDFDKAINVQEE-1499
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SEQ ID No SECUENCIA
21 1453-CEQAENWMAAREAFLNTEDKGDSLD-1477
22 1500-KIAALQAFADQLIAAGHYAK-1519
23 1617-IERGACAGSEDAVKARLAALADQWQFLVQK-1646
24 1671-DFWLSEVEALLASEDYGKDLASVN-1694
25 1939-KNNHHEENISSKMKGLNGKVSDLEK-1963
26 2000-KTDDYGRDLSSVQTLLT-2016
27 2038-ALKDQLLAAKHVQSK-2052
28 2114-LTDPVRCNSL-2123
29 2456-LPTAFDYVEFTRSLFVN-2472

Tabla 2: Ejemplos de péptidos antigénicos de la cadena o de espectrina no eritroide. Los nimeros indican las
posiciones del extremo N y C-terminal de los péptidos en la cadena o de espectrina no eritroide.

SEQ ID No SECUENCIA
30 239-RLKGLALQRQ-248
31 390-LASDVAGAEALLDR-420
32 462-QYEQCMDLQLFY-473
33 857-AAEDVKAKLHE-867
34 925-AEALLKKH-931
35 1149-DINKVAE-1155
36 1225-RSQLLGSAHEVQR-1237
37 1262-GHDLASVQALQ-1272
38 1280-RDLAALGDKVNS-1291
39 1440-MLDQCLELQLFHRD-1453
40 1687-GKDLASVNNLLKKHQLLEADI-1707
41 1809-LEAELAAHEPAIQGVLDT-1826
42 1841-IQQRLAQFVEH-1851
43 1983-WKADVVES-1990
a4 2275-ALILDN-2280

En una realizacion preferida del procedimiento segun la invencion, al menos una de las moléculas antigénicas
usadas como moléculas de captura esta seleccionada del grupo que consiste en los polipéptidos de SEQ ID Nos: 1
a 29 y 45. En una realizacion mas preferida, al menos una de las moléculas antigénicas usadas como moléculas de
captura esta seleccionada del grupo que consiste en los polipéptidos de SEQ ID Nos: 45 y 14 a 29. En otra
realizacién, al menos una molécula antigénica adicional esta seleccionada del grupo que consiste en los polipéptidos
de SEQ ID Nos: 30 a 44. En estas realizaciones, cada molécula de captura puede conjugarse ventajosamente con
una perla marcada (o0 microparticula, nanoparticula y similares), de manera que pueda realizarse un inmunoensayo
de multiplex (por ejemplo, un ensayo tipo ELISA de multiplex) en una Unica muestra. Por tanto, la presente invencion
también se refiere al uso de un polipéptido seleccionado de entre los polipéptidos de SEQ ID Nos: 1 a 29 y 45, y/o
de entre los polipéptidos de SEQ ID Nos: 30 a 44, posiblemente conjugados con una particula marcada, en un
inmunoensayo que tiene como objetivo pronosticar y/o diagnosticar malaria cerebral.

Alternativamente, el procedimiento segin la invencion puede realizarse realizando un ensayo de inmunocaptura
como se describe en el Ejemplo 8 mas adelante, en el que un anticuerpo dirigido contra inmunoglobulina humana se
usa como molécula de captura, y una espectrina no eritroide marcada o fragmento de la misma se usa para la
deteccion de los anticuerpos dirigidos contra la cadena o de espectrina no eritroide. En una realizacion
particularmente ventajosa, este tipo de ensayo de inmunocaptura esta adaptado para realizarse en un ensayo
inmunocromatogréfico, tal como una tira reactiva de flujo lateral.

Otro procedimiento para pronosticar y/o diagnosticar in vitro malaria cerebral comprende una etapa de detectar la
propia espectrina no eritroide, de fragmentos de la misma, en una muestra biolégica. En esta realizacion,
anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos contra espectrina no eritroide se usan ventajosamente para
detectar dicha espectrina no eritroide o fragmento de la misma. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales dirigidos
contra un polipéptido seleccionado de entre los polipéptidos de SEQ ID Nos: 1 a 29 y 45, preferentemente de entre
los polipéptidos de SEQ ID Nos: 45y 14 a 29, pueden obtenerse y usarse para tal fin.

Los procedimientos de la invencion pueden realizarse en diferentes tipos de muestras bioldgicas tales como, por
ejemplo, sangre, plasma o liquido cefalorraquideo. El liquido cefalorraquideo se usard para la deteccion de
espectrina no eritroide o fragmento de la misma, mientras que la sangre o plasma se usan preferentemente para la
deteccion de marcadores séricos tales como anticuerpos y fragmentos de degradacion de la espectrina no eritroide.

La presente invencion también se refiere a un kit para establecer un prondstico y/o un diagnoéstico de malaria
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cerebral, que comprende al menos una molécula antigénica derivada de la cadena o de espectrina no eritroide. El kit
comprende al menos una molécula antigénica que representa un epitope que esta presente en la cadena o de
espectrina no eritroide, pero no en la espectrina eritroide, es decir, los polipéptidos de SEQ ID Nos: 45y 1 a 29. La
molécula antigénica comprendida en el kit esta seleccionada de entre los polipéptidos de SEQ ID Nos: 45y 14 a 29.

En una realizacion preferida del kit segun la invencién, al menos una molécula antigénica esta unida a un soporte tal
como, por ejemplo, una particula marcada. Por “particula marcada” se indica cualquier tipo de perla, microperla,
nanoparticula, nanocristal semiconductor y similares.

Alternativamente, al menos una molécula antigénica se marca, y el kit segun la invencion comprende ademas un
anticuerpo dirigido contra anticuerpos humanos, que es preferentemente monoclonal, y que puede unirse a un
soporte tal como, por ejemplo, una microplaca, una microperla o una membrana.

Como se ha mencionado anteriormente, el experto elegird preferentemente, como materiales y reactivos a incluir en
el kit, componentes que sean faciles de usar sin la necesidad de grandes infraestructuras de laboratorio.

La invencion se ilustra adicionalmente por las siguientes figuras y ejemplos.
LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: Concentraciones de citocinas en plasma en el dia 0. A.TNFo; B. IL-10. Barras horizontales en todos los
paneles indican valores de la mediana por grupos. NI: control no infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG:
malaria no cerebral grave, MC: malaria cerebral.

Figura 2: A. Perfiles de inmunorreactividad de IgG para 2, 2, 2, 2 y 3 pacientes en los grupos de CNIE, NI, MNC,
MNCG y MC, respectivamente, en el dia 0, dia 7 y dia 30 para cada paciente. B. Frecuencia de pacientes en cada
grupo que reconocen intervalos de 0-4, 5-8, 9-12 y mas de 12 bandas, respectivamente. Sd: plasma patrén, CNIE:
control no infectado europeo, NI: control no infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no cerebral
grave, MC: malaria cerebral.

Figura 3: Cargas de factor de PCA: Contribuciones relativas de bandas de reactividad a los dos primeros factores de
PCA calculados en perfiles sin ajustar de inmunorreactividad de 1gG con proteinas cerebrales separadas por 10 %
de SDS-PAGE. A. Factor 1 de PCA. B. Factor 2 de PCA. C. Localizacién de la banda 0 en el perfil de transferencia
Western obtenido después del analisis por ordenador de la membrana n° 5. Las bandas se ordenan de alto a bajo
peso molecular (entre aproximadamente 230 kDa y 20 kDa). PCA: Andlisis del componente principal. Sd: plasma
patron.

Figura 4: Puntuaciones del factor de PCA de perfiles de inmunorreactividad de 1gG sin ajustar. A. Distribucion por
grupos de las puntuaciones del factor 1. B. Distribucion por grupos de las puntuaciones del factor 2. C. Frecuencia
de pacientes en cada grupo con puntuaciones del factor 1 por encima de la media. D. Frecuencia de pacientes en
cada grupo con puntuaciones del factor 2 por encima de la media. CNIE: control no infectado europeo, NI: control no
infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no cerebral grave, MC: malaria cerebral.

Figura 5: Propiedades de reactividad anticerebral de IgG sin ajustar en términos de puntuaciones del factor 1 de
PCA. A. Asociacion con la edad. B. Asociacion con la concentracion de IgG en plasma total. Las lineas de regresion
en ambos paneles se calculan en todos los pacientes. CNIE: control no infectado europeo, NI: control no infectado,
MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no cerebral grave, MC: malaria cerebral.

Figura 6: Propiedades de reactividad anticerebral de 1gG ajustada en términos de puntuaciones del factor 1 de PCA.
A. Relacién con concentracion de 1gG en plasma total, y diseccion en tres subgrupos: a (IgG<25 mg/ml; F1<0,5), B
(IlgG<25 mg/ml; F1>0,5), & (IgG>25 mg/ml; F1<0,5). B. Frecuencias de pacientes por encima de un afio de edad en
cada grupo, con respecto a los tres subgrupos. C. Distribucién por grupos de puntuaciones del factor 1 de PCA entre
pacientes de mas de un afio, indicando las barras horizontales valores de la mediana. Se indica la significancia de la
diferencia entre pacientes con malaria cerebral (MC) y con malaria clinica no cerebral (MNC+MNCG). NI: control no
infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no cerebral grave, MC: malaria cerebral.

Figura 7: Inmunorreactividades de 1gG con proteinas cerebrales separadas por 10 % (izquierda) y 6 % (derecha) de
SDS-PAGE. Para las tres bandas correspondientes a proteinas de alto peso molecular, los pesos moleculares se
han estimado comparando con marcadores. Sd: plasma patrén. KDa: kiloDalton. MW: peso molecular.

Figura 8: Intensidad de IgG que reacciona con la banda 0 en nifios de méas de un afio en cada grupo. Las barras
horizontales indican medianas; se indica la diferencia significativa entre pacientes con malaria cerebral (MC) y con
malaria clinica no cerebral (MNC+MNCG). NI: control no infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no
cerebral grave, MC: malaria cerebral.
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Figura 9: Reactividad total con proteinas cerebrales e intensidad de IgG que reacciona con la banda 0 en funcién de
los niveles de citocinas en plasma en nifios de mas de 1 afio. A. Correlacion positiva entre el factor 1 de PCA y
concentraciones de TNFa en el grupo de MC, indicada por la linea de regresion discontinua. B. Correlacion positiva
entre reactividad sin ajustar con la banda 0 y niveles de TNFa. C. Se observo alta reactividad de la banda 0 méas
frecuentemente en pacientes con MC con niveles de TNFa por encima de 100 pg/ml (indicado como TNFa alto en
un grupo separado a la derecha). Las barras horizontales indican medianas. Solo se muestran nifios por encima de
la edad de 1 afo. NI: control no infectado, MNC: malaria no complicada, MNCG: malaria no cerebral grave, MC:
malaria cerebral.

Figura 10: Resultado de ELISA de espectrina de eritrocito anti-lgG. Representacion grafica en recuadros de la
relacién para individuos por grupos. IA: individuos infectados asintomaticos; MC: malaria cerebral; MNCG: malaria no
cerebral grave; NI: individuos no infectados; MNC: malaria no complicada. * La relacién se define como sigue: (DO
de muestra — DO de ruido de fondo) / (DO de control positivo** - DO de ruido de fondo). ** El control positivo es un
conjunto de pacientes incluido en cada placa de ELISA.

Figura 11: Concentraciones de IgG anti-fragmento del extremo N de la cadena o de la espectrina no eritroide. El
namero de individuos probados se indica bajo el nombre del grupo correspondiente. Los diagramas de barras
representan los valores de la mediana. Los valores extremos se representan por circulos abiertos. El andlisis
estadistico se realiz6 usando la prueba de Kruskal-Wallis no paramétrica, seguida de una Mann-Whitney no
paramétrica (Statview 5.0, Institute Inc., Cary, NC).

EJEMPLOS
Abreviaturas

En todos estos ejemplos se usaran las siguientes abreviaturas: CNIE, controles no infectados europeos; NI, no
infectado; MNC, malaria no complicada; MNCG, malaria no cerebral grave; MC, malaria cerebral; TNFa, factor de
necrosis tumoral alfa; IFNy, interferén gamma; IL-10, interleucina-10; PL, fosfolipido; CL, cardiolipina; PCA, andlisis
del componente principal; OPH, Hospital pediatrico de Owendo; LHC, Centro hospitalario de Libreville; OPD, O-
fenilendiamina; SDS, dodecilsulfato de sodio; Sd, plasma patrén; DTT, ditiotreitol; TLCK, N-a-tosil-L-lisina-clorometil-
cetona.

Pacientes y procedimientos

Los siguientes ejemplos se realizaron usando muestras de pacientes y procedimientos como se describe a
continuacion.

Poblacion del estudio

Los pacientes se incluyeron en el estudio solo después de haber obtenido el consentimiento informado de sus
padres, en el Hospital pediatrico de Owendo (OPH) y el Centro hospitalario de Libreville (LHC) en Gabdn, entre 1996
y 2000. El comité ético de la Oficina sanitaria de Gabdn autoriz6 este estudio. Los pacientes se asignaron a los
diversos grupos basandose en las pautas de la Organizacién Mundial de la Salud para la definicion de malaria no
complicada y grave. Los nifios incluidos en este estudio tuvieron edades entre 2 meses y 5 afios, y se clasificaron en
tres grupos para malaria por P. falciparum: 1) malaria no complicada (MNC), 2) malaria no cerebral grave (MNCG)
con anemia grave (nivel de hemoglobina < 5 g/dl) o hipoglucemia (glucemia < 2,2 mmol/ml), y 3) malaria cerebral
(MC) con una puntuacion de coma de Blantyre < 2, o tres episodios convulsivos durante las 24 horas antes del
ingreso, con un estado comatoso poscritico que dura > 15 minutos. También se estudié un grupo de control - el
grupo no infectado (NI) - que comprende nifios con gotas finas de sangre negativas para P. falciparum. Todos los
pacientes que presentan enfermedades distintas de la malaria se excluyeron del estudio. Todos los sujetos NI (25)
fueron del mismo area de la ciudad de Libreville, y los pacientes en los grupos de MNC (66), MNCG (36) y MC (21)
fueron todos reclutados de los hospitales OPH y LHC (Tabla 3). Durante el periodo de reclutamiento, el 5,4 %
(8/148) de los pacientes murieron en el grupo de MC. No hubo diferencia significativa en la edad media entre los
nifios en los diversos grupos, con la excepcion del grupo de MNCG, para el que la edad media fue menor. No se
observaron diferencias significativas en la relacién de sexo, con una relacién 1:1 de nifios con respecto a nifias en
cada grupo (Tabla 3).

Tabla 3: Distribucién de pacientes segun edad y sexo en diferentes grupos.

NI MNC MNCG MC Total
Personal 25 66 36 21 148
Edad Intervalo medio | 2,9(0,5-5) | 3,2(0,5-5) 1,8(0,2-4,5) 2,7(0,5-5) 2,6 (0,2-5)
Sexo Masculino 13 23 18 13 67
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Femenino 11 32 14 8 65
Mortalidad 0 0 0 8 8 (5,4 %)

Los controles de NI se examinaron diariamente para sintomas clinicos. La parasitemia (gotas finas de sangre) se
determiné en los dias 0, 7 y 30. Los sujetos NI se comprobaron para helmintiasis intestinal en los dias 0 y 30. Cada
individuo recibié 400 mg de albendazol oral (Zentel®) en el dia 7. Los pacientes se trataron con amodiaquina o
quinina, dependiendo de la gravedad de la enfermedad. Los nifios con malaria no complicada se administraron con
amodiaquina oral (25 mg/kg) durante tres dias; aquellos con malaria grave recibieron quinina intravenosa (25
mg/kg/dia) durante cinco dias. Los nifios con anemia grave se sometieron a transfusion de sangre. Ninguno de los
participantes habia sufrido MC antes.

Recogida de muestras de sangre

Se recogi6 sangre venosa de cada paciente en EDTA en Vacutainers estériles el dia de la hospitalizacion (dia 0,
antes de cualquier tratamiento), dia 7 y dia 30. El plasma se obtuvo centrifugando las muestras de sangre a 5000 g
durante 15 min. Las muestras de plasma se almacenaron a -80 °C hasta que se usaron.

Evaluacion de parasitos

La parasitemia se evalu6 contando formas asexuales de P. falciparum en gotas finas de sangre bajo un microscopio
Optico después de la tincion con 10 % de disolucion de Giemsa. Se puntuaron cien glébulos rojos y la parasitemia se
expresa como el porcentaje de glébulos rojos infectados.

Anticuerpos

Se cuantifico 1gG total por ELISA “tipo sandwich” usando un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra IgG
humana (especifico para la cadena y) sin conjugar (Sigma Aldrich, Francia) para el recubrimiento de placas y un
anticuerpo policlonal de cabra secundario dirigido contra IgG humana (especifico para la cadena y) conjugado con
peroxidasa (Sigma Aldrich, Francia). El patrén se hizo usando IgG humana purificada total (Immunopure, 1gG
humana, molécula completa, Pierce, Francia). La inmunotransferencia se realiz6 usando un anticuerpo policlonal de
cabra secundario dirigido contra IgG humana (especifico para la cadena y) conjugado con la fosfatasa alcalina
(Sigma Aldrich, Francia).

Cuantificacion de IgG en plasma total

Para la cuantificacién de la IgG en el plasma de pacientes, placas de 96 micropocillos (Reacti-Bind 96 EIA
Plat.Corn.Not. 100/PKG, Pierce) se recubrieron por incubacién durante la noche a 4 °C con 5 pg/ml de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra IgG humana (Sigma-Aldrich, Francia). Las placas se lavaron con 0,05 % de Tween en
PBS y se saturaron por incubacion con 1 % de gelatina en PBS durante 1 hora a 37 °C. Las muestras de plasma se
diluyeron entonces en serie en 1 % de gelatina y 0,01 % de Tween-20 en PBS. Se afiadieron 100 pl de plasma
diluido a cada pocillo sin recubrir y las placas se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Las placas se lavaron
minuciosamente y se incubaron con anticuerpo dirigido contra IgG humana conjugado con peroxidasa durante 2 h a
37 °C. La unién se detecté en la oscuridad, usando 100 pl/pocillo de O-fenilendiamina (OPD) en tampdn fosfato-
citrato 0,05 M, pH 5 (Sigma-Aldrich, Francia) como sustrato. La reaccién de peroxidasa se detuvo después de 30 min
afiadiendo 10 % de SDS (dodecilsulfato de sodio). La absorbancia se midié a 450 nm, con un lector de placas de
ELISA. La cantidad total de IgG en la muestra se determiné a partir de un curva patrén que cubria el intervalo 0,001-
2 pg/ml de 1gG. Cada muestra se probé por duplicado.

Ensayos de citocinas

Se us6 un ELISA de tipo sandwich para determinar niveles de citocinas (TNFa, IFNy y IL-10) usando un kit (conjunto
OptEIA, Pharmingen, BD Bioscience, Francia), segun las recomendaciones del fabricante. Los niveles de citocinas
se determinaron en muestras de sangre de 106 pacientes elegidas al azar de los diversos grupos (18 NI, 26 MNC,
25 MNCG y 20 MC). Las cantidades de TNFa, IFNy y IL-10 en las muestras se calcularon a partir de curvas patron
que cubrian el intervalo 1,1 a 75 pg/ml para IFNy, 1,9 a 1000 pg/ml para IL-10 y 1,9 a 2000 pg/ml para TNFa.

Preparacién de extracto de cerebro, electroforesis en gel e inmunotransferencia

Estos procedimientos fueron como se describen en cualquier parte (41). Brevemente, tejido de cerebro humano
normal de una persona sin enfermedad cerebral se solubilizé y se homogeneizé sobre hielo por alteracién mecéanica
en Tris 60 mM, 2 % de SDS, DTT 100 mM (ditiotreitol), 1,0 ug/ml de aprotinina, 1,0 pg/ml de pepstatina, 50 pg/ml de
TLCK (N-a-tosil-L-lisina-clorometil-cetona), pH 6,8. Las proteinas del extracto de cerebro se almacenaron a -20 °C.
Las proteinas (aproximadamente 300 pg de proteina/gel) se separaron por una SDS-PAGE convencional en un 10
% de gel de acrilamida, a 25 mA. Todos los reactivos de electroforesis se compraron de Bio-Rad (Richmond, CA).
Las proteinas se transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schull, Dassel, Alemania) por
electrotransferencia semi-seca (Instituto Pasteur, Paris) durante 1 h a 0,8 mA/cm?. Las membranas se bloquearon
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por incubacion durante la noche a temperatura ambiente con 0,2 % de Tween 20 en PBS (PBST).

Entonces, las membranas se incubaron con muestras de plasma de pacientes diluidas 1:20 en PBST (ensayo no
ajustado), o a una concentracién de IgG total de 200 pg/ml (ensayo ajustado), en un sistema Miniblot de casete
(Immunetics, Cambridge, MA). Este sistema de casete consiste en 28 canales de incubacion, que permiten la
incubacién simultanea de cada membrana con 22 muestras individuales y 2 muestras de plasma patron. Las
membranas se incubaron durante 4 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Entonces se eliminaron de los
casetes y las inmunoglobulinas unidas se detectaron por incubacién con anticuerpo de conejo secundario dirigido
contra IgG humana especifico para cadena acoplada a fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich) durante 90 minutos a
temperatura ambiente. La inmunorreactividad se detectd con NBT/BCPI (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fosfato).

Los pesos moleculares de las proteinas cerebrales se determinaron comparando con “Precision Plus Protein
Standards” (Bio-Rad, Richmond, CA) después de la separacion por SDS-PAGE en 6 % y 10 % de geles de
acrilamida. Este patrén contiene diez proteinas recombinantes altamente purificadas con masas moleculares de 10 a
250 kDa.

Tratamiento de datos y cuantificacién de la inmunorreactividad

Se barrieron membranas secadas con un escéner de alta resolucion (600 DPI) usando una escala de grises lineal de
8 bit como se describe previamente (41). Las proteinas sobre la membrana se tifieron entonces con oro coloidal
(Protogold, BritishBioCell, Cardiff, GB) y se barrieron de nuevo. La tincion de proteina total correspondiente se usé
en los espacios entre las ranuras de incubacion para ajustar los perfiles de inmunorreactividad para desigualdades
de migracién de manera que las inmunorreactividades equivalentes pudieran volver a escalarse a posiciones
equivalentes en una escala de migracion convencional comun. La tincion de proteinas también se usé para ajustar
diferentes transferencias con el mismo extracto cerebral entre si y una muestra de plasma patron se aplicé dos
veces al gel para el ajuste de la intensidad total. Una mezcla de diversas preparaciones de plasma gabonés diluidas
1/20 se us6 como muestra de plasma patron.

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

La localizacién de las bandas de proteina sobre el gel se hizo por transferencia Western (mismo procedimiento
experimental usado para el andlisis de repertorios) después de la separacion por SDS-PAGE en 10 % de geles de
acrilamida del extracto de proteina de cerebro usando un conjunto de sueros de 10 pacientes con MC definidos
como que presentan una alta reactividad con la banda de interés. Para un gel, la mitad del gel se usé para transferir
proteina sobre membrana de nitrocelulosa y andlisis de transferencia Western. La otra mitad se tifio6 con azul de
Coomassie R250 brillante (Bio-Rad). Después de la inmunotransferencia y la tincion con Protogold de las proteinas
sobre la membrana se usaron imagenes densitométricas para ajustar el perfil de proteinas e identificar las bandas
de proteina. Las bandas de proteina de la mitad de gel tefiida por Coomassie se seleccionaron y se cortaron
manualmente usando un bisturi limpio, y luego se analizaron por espectrometria de masas.

Las proteinas se identificaron por huella peptidica con un espectrémetro de masas (EM) de ionizacién/desorcién
laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF), Voyager DE-STR (Applied Biosystems, Framingham, MA,
EE.UU.). El sistema Investigator Progest (Genomic Solutions) se us6 para la digestion en gel de proteinas con
tripsina porcina modificada (Promega). El sistema Investigator ProMS (Genomic Solutions) se us6 para desalar
muestras (UZip-TipC18, Millipore) y para cargar la muestra con la matriz (acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico) sobre la
placa de muestra de MALDI. La calibracion interna de espectros de MALDI se llevo a cabo usando los picos de
autdlisis de la tripsina.

Para buscar en la base de datos NCBInr, masas monoisotipicas se asignaron usando una copia local de Mascot
(Matrix Science, Londres, RU). Los parametros se fijaron del siguiente modo: ninguna restriccion en el punto
isoeléctrico de proteinas, un error de masa maximo de 50 ppm y se considerd una escisién incompleta por péptido.

Andlisis estadistico

Como las concentraciones de citocinas y las cargas de parasitos estuvieron lejos de normalmente distribuidas,
estando mas préximas a distribuciones normales logaritmicas, estos datos se describieron sistematicamente, se
mostraron y se analizaron con transformacion logaritmica. Para esta transformacién, niveles de citocinas en plasma
indetectables se consideraron que eran 1 pg/ml (umbral de deteccién minimo). Los andlisis de correlacion y
regresion lineales también se llevaron a cabo en los datos transformados logaritmicamente para estos parametros.
Los datos de inmunotransferencia se analizaron por procedimientos estadisticos multifactoriales usando el software
IGOR (Wavemetrics, LakeOswego, OR), que incluye paquetes de software especialmente escritos. La escala de
migracion convencional se dividié en secciones alrededor de picos individuales de inmunorreactividad. Después de
la resta de un nivel inicial, las areas del pico bajo el perfil densitométrico respectivo se determinaron para cada
seccion y se dividieron entre la longitud de seccion. Los numeros de bandas individualmente reconocidos se
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determinaron contando secciones con valores superiores al 50 % del valor de plasma patrén cuando se promediaron
sobre todas las secciones. Los valores de absorbancia relacionados con la seccion se sometieron a anlisis del
componente principal (PCA), basado en el célculo de la covarianza, un procedimiento clasico para el analisis
multifactorial de datos correlacionados altamente dimensionales que implican proyeccidon sobre subespacios
caracteristicos de menor dimensionalidad. Los factores de PCA se ordenan segun la proporcién de la varianza de
datos total ajustada. Asi, el primer componente (factor 1) es el vector de ajuste unidimensional que explica la mayor
proporcion de la varianza y el factor 2 es el segundo mejor vector unidimensional sin correlacionar que ajusta los
datos. Para comparaciones cuantitativas entre grupos se usaron las pruebas de Mann-Whitney (entre dos grupos) o
Kruskal-Wallis (>2 grupos). La asociacion cualitativa se prob6 por la prueba de xz de Pearson. La asociacion entre
parametros cuantitativos continuos se evalué por regresion lineal, con la excepcion de correlaciones entre dos tipos
diferentes de parametros tales como perfiles de reactividad y de citocinas, que se probaron por la correlacién del
orden de Spearman. Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.

Ejemplo 1: Concentraciones de IgG en plasma total y de citocinas seglin edad, sexo, parasitemia y estado
clinico

Se determinaron los niveles de parasitemia y de IgG circulante en el dia 0 (ingreso en el hospital) para los 129
pacientes aleatoriamente seleccionados y se distribuyeron entre los diversos grupos del siguiente modo: NI (18)
MNC (61), MNCG (33) y MC (17) (datos no mostrados). La mediana de los niveles de parasitemia no se diferencio
significativamente entre los grupos: MNC (3,2 %), MNCG (2,8 %) y MC (4,0 %). La parasitemia no se asocio
significativamente a tanto el sexo como la edad. No se observé diferencia significativa en niveles de 1gG total entre
los grupos de NI, MNC, MNCG y MC en el dia 0 (datos no mostrados). Los niveles de IgG total también fueron
similares entre los sexos y no aumentd con la carga de parasitos. Sin embargo, la concentracion de IgG total en
plasma aument6 con la edad.

Las concentraciones de TNFa, IL-10 y IFNy en plasma se determinaron en el dia O (antes del tratamiento) en 18
pacientes NI, 26 MNC, 25 MNCG y 20 MC. Las concentraciones de TNFa en plasma fueron significativamente
mayores en los grupos de NI, MNCG y MC que en el grupo de MNC (p=0,0006, p=0,0001 y p=0,001,
respectivamente) (Figura 1a). Las concentraciones de TNFa en plasma en pacientes con malaria grave (MNCG y
MC) se diferenciaron significativamente de aquellas en sujetos con NI, mientras que no se observé diferencia
significativa en estas concentraciones entre pacientes con MNCG y MC. Sin embargo, el 75 % de los pacientes con
MCG que murieron tenian un nivel en plasma muy alto de TNFa (62,5 % de 500 a 1520 pg/mly 12,5 % de 100 a 500
pg/ml) (datos no mostrados). Las concentraciones de IL-10 en plasma fueron las méas bajas en el grupo de NI,
seguido del grupo de MNC, luego el grupo de MC y finalmente el grupo de MNCG (Figura 1b). Los niveles de IL-10
fueron significativamente menores en el grupo de NI que en los grupos de MNC (p=0,0009) y de malaria grave
(p<0,0001), pero fueron similares en los grupos de MNC, MNCG y MC. Asi, a diferencia de las concentraciones de
TNFa, las concentraciones de IL-10 no se diferenciaron significativamente entre los grupos de MNC, MNCG y MC.
IL-10 fue la Unica de las tres citocinas estudiadas asociada significativamente a carga de parasitos en el dia 0, tanto
para el grupo de MNC (Rspeaman=+0,65; p=0,003), como para todos los pacientes infectados (Rspearman=10,27;
p=0,03) (datos no mostrados). Ninguna de las citocinas determinada en el dia 0 estuvo significativamente asociada a
edad o sexo en la muestra en conjunto o en cualquiera de los grupos. Las concentraciones de IFNy fueron las
mayores en los grupos de MNC y MC (datos no mostrados). Las diferencias entre los grupos de MC y NI fueron
estadisticamente significativas (p=0,007), mientras que no se observaron diferencias significativas entre los grupos
de MNC, MNCG y MC.

Ejemplo 2: Diversidad de la reactividad de IgG con antigenos de cerebro en los diversos grupos clinicos

Se compararon patrones de reconocimiento de antigenos de cerebro por IgG de plasma de pacientes infectados por
P. falciparum con diferentes formas clinicas de malaria. Los patrones se detectaron por inmunotransferencia
cuantitativa (transferencia PANAMA) usando un extracto de proteina del cerebro de un individuo sano como fuente
de antigenos. Se llevo a cabo un ensayo ajustado como se describe previamente (40-42), en el que plasma de
pacientes se diluy6 sisteméticamente para probar a una concentracion de IgG total idéntica (200 pg/ml), para
determinar la proporcién de IgG total justificada para autoanticuerpos. 122 de los pacientes enrolados se
seleccionaron aleatoriamente en las cohortes, y se analizaron sueros recogidos en el dia O (ingreso en el hospital),
dia 7 y dia 30. No fue posible determinar los perfiles de nueve pacientes debido a precipitacion. Los restantes
pacientes se distribuyeron del siguiente modo: 18 NI, 57 MNC, 24 MNCG y 14 MC. La Figura 2 muestra ejemplos
tipicos de los perfiles inmunes obtenidos con el extracto de cerebro, para varios pacientes de cada grupo, en los
dias 0, 7 y 30. Los patrones de reactividad fueron mas diversos en los grupos de MNC, MNCG y MC que en el grupo
de NI y CNIE (controles no infectados europeos), pero no cambié durante este periodo de tiempo (Figura 2a). La
mediana del niumero de antigenos cerebrales reconocidos por IgG en plasma fue significativamente mayor en
sujetos con MNC (p=0,02), MNCG (p=0,01) y MC (p=0,02) que en NI (datos no mostrados), mientras que la
diferencia en el nimero de bandas reconocidas no se diferencié significativamente entre pacientes con MNC, MNCG
y MC. Se determind la proporciéon de pacientes en cada grupo con IgG en plasma que reconocié un ndmero
particular de bandas (Figura 2b). La proporcion de individuos con un gran nimero de bandas (> 12) fue mayor en
sujetos con MC (71 %) y MNCG (58 %) que en MNC (49 %) y NI (17 %). La diferencia global entre grupos fue
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significativa (x2:11,2, p=0,01). Asi, el niumero de antigenos de cerebro reconocidos por IgG circulante de individuos
infectados por P. falciparum aumenté con la gravedad de la enfermedad, reaccionando los sueros de la mayoria de
los sujetos NI con menos de ocho bandas (Figura 2b).

Ejiemplo 3: Relacién entre el tamarfio del repertorio de IgG dirigido contra antigenos de cerebro y gravedad de
la enfermedad

La distribucion de reactividades de IgG circulantes a proteinas cerebrales se investigé llevando a cabo un segundo
ensayo de inmunotransferencia cuantitativa, usando el mismo procedimiento pero analizando cada muestra de
plasma a una dilucion fija de 1/20 (ensayo no ajustado). En este ensayo se incluyeron diez nifios europeos de
edades similares que nunca se habian expuesto a la malaria. Entonces, los patrones de reactividad de los pacientes
se analizaron por analisis del componente principal (PCA), ajustados a los datos gaboneses. En PCA, los
componentes se identifican en orden decreciente de importancia. Asi, por definicion, los dos primeros componentes
identificados explican una gran proporcién de reactividad total. El factor 1 se caracterizé por cargas de factor positivo
globales (Figura 3). Por tanto, las puntuaciones del factor 1 proporcionan una medida cuantitativa de reactividad
total. Las puntuaciones del factor 2 reflejaron principalmente el reconocimiento de una seccion particular (la seccion
0) en vez de las otras. El factor 1 y las puntuaciones del factor 2 fueron mayores en los pacientes con MC que en NI,
MNC y MNCG (Figura 4a y 4b). Las puntuaciones del factor 1 fueron significativamente menores en CNIE que en NI
gaboneses (p=0,045). No se observo diferencia significativa entre los grupos de NI, MNC, MNCG y MC (Figura 4a).
Las puntuaciones del factor 2 se diferenciaron significativamente entre pacientes con MC y MNCG (p=0,001) y entre
pacientes con MC y MNC (p=0,04) (Figura 4b).

La proporcion de pacientes con altas puntuaciones del factor 1 (y, por tanto, alta actividad anticerebral global)
parecié ser la mayor para pacientes con MC, pero no se encontré diferencia significativa entre los grupos (Figura 4c).
La proporcion de pacientes con altas puntuaciones del factor 2 fue significativamente menor en sujetos con CNIE,
NI, MNC y MNCG (70 %, 67 %, 61 % y 50 %, respectivamente) que en MC (100 %) (32 corregida de Yates = 6,8,
p=0,009; %*todos Ios grupos = 10,4, p = 0,03) (Figura 4d). Sorprendentemente, todos los pacientes con MC tuvieron
puntuaciones del factor 2 por encima de la media.

Ademas de las muestras del dia 0, también se analizaron las muestras tomadas de los mismos individuos (14
pacientes NI, 42 MNC, 27 MNCG y 3 MC) en los dias 7 y 30 después del ingreso. Las puntuaciones de factor
obtenidas para estas muestras se determinaron por proyeccion, usando cargas de factor calculadas a partir de los
datos del dia 0. Las puntuaciones del factor 1 aumentaron significativamente entre los dias O y 7 en pacientes que
desarrollaron malaria mientras que, en el dia 30, los patrones de reactividad fueron idénticos a aquellos en el dia 7
para la mayoria de los nifios (datos no mostrados). No se observé tal aumento en las puntuaciones del factor 2.

Ejemplo 4: Reactividad a proteinas cerebrales seqgin edad, sexo, parasitemia y niveles de IgG circulantes

La reactividad a antigenos de cerebro representada por puntuaciones del factor 1 se correlacioné significativamente
con la edad (R=+0,39, p=0,001) (Figura 5a) en el ensayo no ajustado, mientras que no se encontrd correlacion entre
perfiles de reactividad, sexo y parasitemia (datos no mostrados). Sin embargo, se encontr6é que la concentracion de
IgG circulante se correlacionaba significativamente con la reactividad en todos los grupos (R=+0,21, p=0,03) (Figura
5b) excepto para controles no infectados (datos no mostrados). Estas correlaciones con concentracion de IgG total y
edad fueron menos significativas (p=0,038 y 0,026, respectivamente) si se usaron ensayos de inmunotransferencia
ajustados para analisis de PCA. Asi, el determinar las proporciones, como para la evaluacion de diversidad, puede
mejorar las propiedades del repertorio intrinsecas y hacer posible tratar cambios especificos. En el ensayo ajustado
se observoé alta reactividad anticerebral (puntuaciones del factor 1) solo para pacientes con bajas concentraciones
de IgG total (Figura 6a). Los nifios se asignaron a tres subgrupos del siguiente modo: o) baja reactividad anticerebral
y niveles moderados de IgG circulante (por debajo de 25 mg/dl), B) alta reactividad anticerebral y niveles moderados
de 1gG circulante y §) baja reactividad anticerebral y altos niveles de IgG circulante. Los subgrupos o y 3 mostraron
distribuciones desiguales de pacientes con MNC, MNCG y MC. Los pacientes con MNC y MNCG se expresaron en
exceso en el subgrupo a (72 % de los pacientes con MNC y 75 % de los pacientes con MNCG, pero solo el 36 % de
los pacientes con MC; prueba de y al cuadrado para todos los grupos: p=0,049). El subgrupo B incluyé 50 % de los
pacientes con MC, pero solo el 21 % de todas las muestras (prueba de y al cuadrado: p=0,028). No se observo
distribucion preferencial de ningun grupo particular de pacientes en el subgrupo 8.

Durante los doce primeros meses de vida, el plasma puede contener IgG materna. Las diferencias entre los tres
subgrupos fueron mas pronunciadas si el analisis se limit6 a puntuaciones del factor 1 para la reactividad
anticerebral ajustada de sueros de nifios por encima de la edad de un afio. En este andlisis, el subgrupo a contuvo
el 89 % de los pacientes con MNC y el 79 % de los pacientes con MNCG, pero solo el 11 % de los pacientes con
MC, mientras que el 78 % de los pacientes con MC se encontraron en el subgrupo B (Figura 6b). Las asociacion
entre los niveles de IgG reactivas en el cerebro y estado clinico fue altamente significativa para los subgrupos o y
(p=0,0005 y 0,0004, respectivamente). Similarmente, los pacientes con MC por encima de la edad de un afio
también mostraron la mayor reactividad anticerebral (puntuaciones del factor 1) (Figura 6c). Las puntuaciones del
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factor 1 fueron significativamente mayores para pacientes con MC que para pacientes con MNCG y MNC (p=0,005 y
0,009, respectivamente) en el ensayo ajustado.

Asi, la reactividad de IgG contra el cerebro, que se correlacioné con tanto la edad como la concentracion de 1gG en
plasma total en el ensayo sin ajustar, refleja diferencias no especificas en el repertorio de autoanticuerpos natural.
En cambio, los resultados para el ensayo ajustado, en los que el efecto de tanto la edad como las concentraciones
de IgG total se eliminaron en gran medida, indican que un repertorio de anticuerpos auto-reactivos especifico se
induce durante la infeccion por P. falciparum.

Ejemplo 5: La reactividad de IgG con un antigeno de cerebro de alto peso molecular esta asociada con MC

Los perfiles de la reactividad de muestras de plasma patrén y de pacientes con proteinas cerebrales se separaron
en 33 secciones sobre la escala de migracion normalizada. El andlisis de PCA reveld que la reactividad con seccion
0, correspondiente a un conjunto de proteinas de alto peso molecular, fue la mas informativa (Figura 3). En los dos
tipos de ensayo, esta seccién tuvo el mayor impacto sobre el factor 1 de PCA. Para el factor 2 de PCA, la seccion 0
se distingui6 del resto del repertorio por una carga positiva. La seccion 0 incluye al menos tres proteinas con pesos
moleculares estimados de 230 kDa, 147 kDa y una doble banda a 130 kDa sobre SDS-PAGE en un 6 % de gel de
acrilamida con patrones de tamafio de proteina (Figura 7). En ensayos ajustados, la IgG en plasma de nifios con MC
por encima de la edad de un afio reaccion6 mas fuertemente con las proteinas cerebrales contenidas en la seccién 0
que el IgG en plasma de nifios de los grupos de MNC y MNCG (ambos p=0,0008) (Figura 8): 90 % de los pacientes
con MC tuvieron una reaccion detectable, frente al 50 % de pacientes con MNCG, 44 % de NIy 39 % de MNC (datos
no mostrados). Los resultados obtenidos en ensayos sin ajustar fueron cualitativamente similares, pero las
diferencias entre MC y MNC y entre MC y MNCG fueron menos significativas (p=0,02 y 0,01, respectivamente). La
reactividad sin ajustar con las proteinas de la seccién 0 aumentd con la edad (R=0,25; p=0,04) (datos no
mostrados).

Ejemplo 6: Identificaciéon por espectrometria de masas

Se separaron proteinas de extracto de cerebro humano sobre un 10 % de gel de acrilamida. Después de la tincién
con Coomassie, tres bandas correspondientes a bandas reactivas detectadas por transferencia Western se cortaron
y su contenido de proteinas se analizd por huella peptidica. En tres experimentos independientes, la banda 1 se
correspondi6 con la cadena beta de la espectrina no eritroide isoforma 2 mientras que las bandas 2 y 3 con siete
isoformas diferentes de la cadena alfa de la espectrina no eritroide. En este Ultimo caso no es posible distinguir si
solo una, varias o todas estas isoformas estan presentes en las bandas 2 y 3 (Tabla 4).

Tabla 4: Resultado de huella peptidica. * La puntuacion de Mascot es 10XLog(p) en la que p es la probabilidad de
que la coincidencia observada sea un evento al azar. Las puntuaciones de proteinas superiores a 64 son
significativas (p<0,05).

Numero de | Niumero de acceso | MW Péptidos Cobertura de la | Puntuacién

banda de NCBI (kDa) | coincidentes secuencia (%) de Mascot *

banda 1 gi|30315658 251 28 15 89
gi|56757656 285 64 28 401
gi|55663122 285 64 28 401
gi|31565122 282 64 28 400

banda 2 y/o | gi|62089306 288 64 28 399
gi|55663121 288 64 28 398
gi|1805280 285 64 28 398
gij4507191 284 63 28 390
gi|56757656 285 53 24 303
gi|55663122 285 53 24 303
gi|31565122 282 53 24 303

banda 3 y/o | gi|62089306 288 53 24 300
gi|55663121 288 53 24 300
0i|1805280 285 53 24 300
gi|4507191 284 53 24 303

Ejemplo 7: Relaciones entre reactividad de IgG con proteinas del cerebro, perfil de citocinas en plasma y
manifestaciones clinicas de malaria

Los inventores evaluaron si la auto-respuesta de anticuerpos IgG y el tipo de enfermedad se asociaron o no a un
perfil de citocinas circulantes especifico en pacientes infectados por P. falciparum. Las concentraciones de IFNy en
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plasma y la reactividad no se asociaron en los diversos grupos. En el ensayo ajustado, la reactividad a antigenos de
cerebro, como se mide por la puntuacion del factor 1 de PCA, se correlaciond positivamente con la concentracion de
TNFa. Esta correlacion fue significativa para nifios por encima de la edad de un afio (Rspearman=*0,41, p=0,02)
(Figura 9a). La puntuacion del factor 1 fue particularmente alta en los pacientes con MC con las mayores
concentraciones de TNFa e plasma (> 100 pg/ml). La intensidad de la reactividad sin ajustar (pero no de la ajustada)
con la banda de seccion 0 también se correlaciond con las concentraciones de TNFa (en todos los nifios:
Rspearman=10,35, p=0,008; nifios de edades superiores a 1 afio: Rspearman=10,54, p=0,002) (Figura 9b). La reactividad
con las bandas de la seccion 0 fue significativamente mas fuerte para los pacientes con MC con las mayores
concentraciones de TNFa en plasma (> 100 pg/ml) que para pacientes con MNCG y MNC (p=0,0006 y p=0,003,
respectivamente) (Figura 9c).

Ejemplo 8: Ensayos de inmunocaptura

Los ensayos de inmunocaptura se realizan para detectar tanto autoanticuerpos 1gG, IgM como IgA contra espectrina
no eritroide.

La fase solida (microplacas, microperlas, membranas) se sensibiliza con un anticuerpo humano anti-gamma, anti-
alfa o y anti-mu (preferentemente monoclonal).

Después de un periodo de incubacion (24 h a 48 °C), la fase sélida se lava y se satura.

Cada muestra que va a probarse se diluye apropiadamente (aproximadamente 1/100 para suero de adulto, y
aproximadamente 1/10 para suero neonatal e infantil) y se deposita sobre la fase sélida sensibilizada (por triplicado).
Entonces se incuba la fase solida.

Después de lavar, una espectrina de no eritrocito marcada o un fragmento de la misma se afiade sobre la fase
sélida. La fase sdlida se incuba de nuevo.

Después de un segundo lavado, la reaccién inmunitaria se lee, directamente si la espectrina de no eritrocito o un
fragmento estd por si misma directamente marcado (particulas magnéticas o coloreadas) o indirectamente si la
marca es una enzimatica, mediante la adicion del sustrato y cromégeno apropiado.

Este ensayo permite la deteccion de ligeras concentraciones de anticuerpo.

Ejemplo 9: Comparacién de las respuestas de anticuerpos con la cadena o de la espectrina eritroide y la no
eritroide en pacientes infectados por P. falciparum.

La alfa-espectrina no eritroide comparte el 60 % de identidad de secuencias de aminoacidos con la proteina de
glébulos rojos humana (43). Como los glébulos rojos que reconocen autoanticuerpos se informan frecuentemente
durante la infeccion por Plasmodium, los inventores han investigado si los anticuerpos auto-reactivos que reconocen
la cadena a de la espectrina no eritroide observados en pacientes con MC son o no un resultado de una reactividad
cruzada con la espectrina eritroide a. Para este fin, estimaron niveles de IgG en plasma contra la forma eritroide de
esta proteina en la cohorte de pacientes estudiada usando una prueba de ELISA. Ademas de la primera cohorte se
probaron otros individuos, que incluyen un nuevo grupo definido como individuos infectados asintomaticos (1A).

Los anticuerpos anti-IlgG de espectrina se cuantificaron en el plasma de los nifios infectados por P. falciparum. Se
desarrollé un ensayo de ELISA para probar la reactividad de IgG especifica contra la forma de eritrocito de la
espectrina. La espectrina eritroide purificada de Sigma se recubrié sobre placa de 96 pocillos a la concentracion de
2,5 microg/ml. Las muestras de plasma se probaron a la dilucion de 1/50 y se incubaron 1 hora a 37 °C. El
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa dirigido contra IgG humana especifico (Sigma) se incubé a la
diluciéon de 1/500 durante 1 hora a 37 °C. Las reactividades se revelaron con OPD en tamp0n citrato y luego se
detuvieron con 10 % de SDS. La densidad o6ptica (DO) se cuantificé a 450 nm. Los resultados se expresaron como
una relacion definida como (DO de la muestra — DO del ruido de fondo) / (DO de control positivo — DO del ruido de
fondo) en la que el control positivo de DO es un conjunto de plasmas que se incluyé en cada placa como control
positivo. Los grupos de pacientes se compararon usando la prueba de la U de Mann-Whitney no paramétrica.

Se encontré mayor nivel de IgG que reacciona con espectrina eritroide en MNC (media de la relacién por grupo *
desviacion estandar: 1,016 + 0,679) cuando se compar6 con MNCG (0,874 + 0,433), MC (0,788 + 0,526), IA (0,752 +
0,484) y NI (0,643 + 0,285) (Figura 10). Como se muestra por las pruebas de la U de Mann-Whitney, los grupos
fueron significativamente diferentes cuando se compararon MNC frente a NI (p=0,0095), MNC frente a MC (p=
0,0118), MC frente a malaria no cerebral (MNCG y MNC) (p=0,015), (IA + NI) sanos frente a (MNC + MNCG + MC)
no sanos (p=0,0205) y (IA + MNC + MNCG + MC) infectados frente a (NI) no infectados (p=0,0457).

Estos resultados sugieren que, al contrario de lo que podria haberse esperado, los anticuerpos contra la cadena a
de la espectrina no eritroide producidos en pacientes con MC y los anticuerpos contra la cadena o de la espectrina
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eritroide encontrados en el plasma del mismo grupo de pacientes con malaria no reconocen los mismos epitopes.
Por tanto, los anticuerpos auto-reactivos que reconocen la cadena o de la espectrina no eritroide observados en
pacientes con MC no resultan de una reactividad cruzada con la espectrina eritroide o.

Ejemplo 10: Los anticuerpos auto-reactivos producidos en pacientes con MC no estan dirigidos al fragmento
del extremo N-terminal de la cadena a de la espectrina no eritroide

La cadena o de la espectrina no eritroide (espectrina o-Il) se escinde durante la apoptosis. La escision se efectia
tras la activacion de una proteasa activada por calcio neutra, calpaina y caspasa-3, ambos miembros de la familia de
las cisteina proteasas, que se ha mostrado que desempefia una funcién importante en las cascadas proteoliticas
asociadas a varios otros trastornos del sistema nervioso central tales como accidente cerebrovascular, hipoxia-
isquemia, hidrocéfalo experimental y lesion de la médula espinal. La escision de espectrina intacta (280 kDa)
mediada por calpaina produce fragmentos de 150 kDa (extremo C-terminal) y 145 kDa (extremo N), especificos para
calpaina.

De forma interesante, se ha mostrado que los anticuerpos contra alfa-fodrina estan presentes en hasta el 98 % de
los pacientes sin tratar con sindrome de Sjogren. Estos anticuerpos son especificamente dirigidos contra un
producto de escisién apoptésica de alfa-fodrina, que es un fragmento del extremo N de 120 kDa de la espectrina o-Il
(producto de una degradacion parcial del fragmento de 145 kDa mencionado anteriormente).

Los inventores han investigado si los anticuerpos encontrados en pacientes con enfermedad de Sjogren
reconocieron o no la misma parte de la espectrina a-ll que los anticuerpos encontrados en pacientes con MC. Para
este objetivo, usaron un kit comercial (Aesku Diagnostic, Alemania), que permite cuantificar IgG especifica para el
fragmento del extremo N de 120 kDa de la espectrina o-1l. Se probd la misma cohorte de pacientes que antes. Los
datos obtenidos mostraron que la cantidad de IgG especificas que reconocen este fragmento del extremo N de la
espectrina a-ll es significativamente elevada en los pacientes asintomaticos (1A), agudos (MNC) y con malaria no
cerebral grave (MNCG) en comparacion con los individuos no infectados vivos en la misma area endémica (NI). Por
el contrario, la cantidad de IgG que reconocen el fragmento del extremo N de 120 kDa de la espectrina o-ll en
pacientes con malaria cerebral (MC) fue estadisticamente la misma que en sujetos sin infectar (NI) (Figura 11).

En conclusion, las IgG circulantes contra el fragmento del extremo N de 120 kDa de la espectrina a-ll observadas en
los sueros de pacientes infectados por P. falciparum no puede explicar la reactividad de 1gG circulante con la cadena
o de la espectrina no eritroide encontrada en pacientes con MC. Estos resultados también sugieren que los
anticuerpos producidos en sujetos 1A, MNC y MNCG no reconocen los mismos péptidos antigénicos de la espectrina
o-ll que los anticuerpos producidos en pacientes MC. Claramente, la hipétesis de una funcién desempefiada por
autoanticuerpos para proteinas cerebrales en la patofisiologia de MC esta de acuerdo con las observaciones del
inventor y con aquellas previamente hechas para numerosas enfermedades autoinmunitarias que implican el cerebro
tales como esclerosis mdltiple. Segun este concepto, altos niveles de autoanticuerpos para espectrina o-ll
encontrados en pacientes con MC no se producirian por la estimulacion antigénica directa de clones de linfocitos de
anti-espectrina o-Il de cerebro, pero serian una consecuencia de un defecto inducido por P. falciparum o
debilitamiento de la regulacién natural de autorreactividad del homunculo. Por consiguiente y ya que el fragmento de
espectrina a-ll reconocido por las 1gG de pacientes infectados por P. falciparum se diferencia del reconocido por IgG
de pacientes con MC, se propone usar el anticuerpo para espectrina o-ll como marcador de MC.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSTITUT PASTEUR UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS 6) PIED, Silvianne GUIYEDI, Vincent
CAZENAVE, Pierre-André KOMBILA, Maryvonne CHANSEAUD, Youri

<120> USO DE LA CADENA ALFA DE ESPECTRINA CEREBRAL Y FRAGMENTOS DE LA MISMA PARA
DIAGNOSTICAR ENFERMEDADES CEREBRALES.

<130> VMAahF226-126
<160> 45

<170> PatentIn versioén 3.3
<210>1

<211>20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 1

Leu Glu Lys Trp Ile Gln Glu Lys Leu Gln Ile Ala Sexr Asp Glu Asn
1 5 10 15

Tyr Lys Asp Pro
20

<210>2
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 2
Ala Asn Ser Gly Ala Ile Val Lys Leu Asp Glu Thr Gly Asn Leu Met

1 5 10 15

Ile Ser Glu Gly His Phe Ala Ser Glu Thr Ile
20 25

<210> 3
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 3
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Thr Asp Met Ala Ala His Glu Glu Arg Val Asn Glu Val Asn Gln Phe
1 5 10 15

Ala Ala Lys Leu Ile Gln Glu Gln His Pro Glu Glu Glu Leu Ile Lys
20 25 30

Thr Lys Gln Asp
35

<210>4
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 4

Gln Leu Met Ala Ser Asp Asp Phe Gly Arg Asp Leu Ala Ser Val Gln
1 5 10 15

Ala Leu Leu Arg Lys His Glu Gly Leu
20 25

<210>5
<211>25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 5

Ala Asp Arg Leu Gln Gln Ser His Pro Leu Ser Ala Thr Gln Ile Gln
1 5 10 15

Val Lys Arg Glu Glu Leu Ile Thr Asn
20 25

<210>6
<211>20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 6

Ser Phe Lys Ser Ala Asp Glu Ser Gly Gln Ala Leu Leu Ala Ala Gly
1 5 10 15

His Tyr Ala Ser
20

<210>7
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> polipéptido

<400>7

Asn Asn His Tyr Ala Met Glu Asp Val Ala Thr Arg Arg Asp Ala Leu
1 5 10 15

Leu Ser Arxrg

<210>8
<211>23
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 8

Thr Asp Glu Ala Tyr Lys Asp Pro Ser Asn Leu Gln Gly Lys Val Gln
1 5 10 15

Lys His Gln Ala Phe Glu Ala
20

<210>9
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400>9
Gly Gln Lys Leu Ile Asp Val Asn His Tyr Ala Lys Asp Glu Val Ala

1 5 10 15

Ala Arg Met Asn Glu Val Ile Ser Leu Trp Lys Lys Leu Leu Glu Ala
20 25 30

<210> 10
<211>43
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 10
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Glu Asp Ile Glu Leu Trp Leu Tyr Glu Val Glu Gly His Leu Ala Ser

1 5 10 15
Asp Asp Tyr Gly Lys Asp Leu Thr Asn Val Gln Asn Leu Gln Lys Lys
20 25 30
His Ala Leu Leu Glu Ala Asp Val Ala Ala His
35 40

<210> 11
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> polipéptido

<400> 11

Ala Gly His Phe Asp Ala Glu Asn Ile Lys Lys Lys Gln Glu Ala Leu
1 5 10 15

Val Ala Arg Tyr
20

<210> 12

<211> 26

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> polipéptido

<400> 12

Thr Arg Ile Thr Lys Glu Ala Gly Ser Val Ser Leu Arg Met Lys Gln
1 5 10 15

Val Glu Glu Leu Tyr His Ser Leu Leu Glu
20 25

<210> 13
<211> 44
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 13

Leu Glu Lys Ser Cys Lys Lys Phe Met Leu Phe Arg Glu Ala Asn Glu
1 5 10 15

Leu Gln Gln Trp Ile Asn Glu Lys Glu Ala Ala Leu Thr Ser Glu Glu
20 25 30

Val Gly Ala Asp Leu Glu Gln Val Glu Val Leu Gln
35 40
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<210> 14
<211>17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<220>
10 <221> misc_feature
<222> (16)..(16)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 14
15

Glu Gly Leu Met Ala Glu Glu Val Gln Ala Val Gln Gln Gin Glu Xaa
1 5 10 15

Tyr

<210> 15
<211> 32

20 <212>PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> polipéptido
25

<400> 15

Gly Met Met Pro Arg Asp Glu Thr Asp Ser Lys Thr Ala Ser Pro Trp
1 5 10 15

Lys Ser Ala Arg Leu Met Val His Thr Val Ala Thr Phe Asn Ser Ile
20 25 30

30 <210>16
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

35 <220>
<223> polipéptido
<220>
<221> misc_feature
40 <222> (16)..(16)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 16

Glu Gly Leu Met Ala Glu Glu Val Gln Ala Val Gln Gln Gln Glu Xaa

1 5 10 15
Tyr Gly Met Met Pro Arg Asp Glu Thr Asp
20 25
45
<210> 17
<211> 23
<212> PRT

50 <213> Atrtificial
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<220>
<223> polipéptido

<400> 17

Ser Lys Thr Ala Ser Pro Trp Lys Ser Ala Arg Leu Met Val His Thr
1 5 10 15

Val Ala Thr Phe Asn Ser Ile
20

<210> 18
<211>29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 18

Thr Glu Ile Asp Ala Arg Ala Gly Thr Phe Gln Ala Phe Glu Gln Phe
1 5 10 15

Gly Gln Gln Leu Leu Ala His Gly His Tyr Ala Ser Pro
20 25

<210> 19
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 19

Asn Thr Glu Asp Lys Gly Asp Ser Leu Asp Ser Val Glu Ala Leu Ile
1 5 10 15

Lys

<210> 20
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 20

Ser Val Glu Ala Leu Ile Lys Lys His Glu Asp Phe Asp Lys Ala Ile
1 5 10 15

Asn Val Gln Glu Giu
20

<210> 21
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> polipéptido

5 <400> 21

Cys Glu Gln Ala Glu Asn Trp Met Ala Ala Arg Glu Ala Phe Leu Asn
1 5 10 15

Thr Glu Asp Lys Gly Asp Ser Leu Asp
20 25

<210> 22

10 <211>20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
15 <223> polipéptido

<400> 22

Lys Ile Ala Ala Leu Gln Ala Phe Ala Asp Gln Leu Ile Ala Ala Gly
1 5 10 15

His Tyr Ala Lys
20

20

<210> 23

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial
25

<220>

<223> polipéptido

<400> 23
30

Ile Glu Arg Gly Ala Cys Ala Gly Ser Glu Asp Ala Val Lys Ala Arg
1 5 10 15

Leu Ala Ala Leu Ala Asp Gln Trp Gln Phe Leu Val Gln Lys
20 25 30

<210> 24
<211> 24

35 <212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

40
<400> 24

Asp Phe Trp Leu Ser Glu Val Glu Ala Leu Leu Ala Ser Glu Asp Tyr
1 5 10 15

Gly Lys Asp Leu Ala Ser Val Asn
20

45 <210> 25
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<211>25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 25

Lys Asn Asn His His Glu Glu Asn Ile Ser Ser Lys Met Lys Gly Leu
15

1 5 10

Asn Gly Lys Val Ser Asp Leu Glu Lys
20 25

<210> 26
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 26

Lys Thr Asp Asp Tyr Gly Arg Asp Leu Ser Ser Val Gln Thr Leu Leu
15

1 5 10

Thr

<210> 27
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 27

Ala Leu Lys Asp Gln Leu Leu Ala Ala Lys His Val Gln Ser Lys

1 5 10

<210> 28
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 28

Leu Thr Asp Pro Val Arg Cys Asn Ser Leu
1 5 10

<210> 29
<211>17
<212> PRT
<213> Artificial

24
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<220>
<223> polipéptido

<400> 29

Leu Pro Thr Ala Phe Asp Tyr Val Glu Phe Thr Arg Ser Leu Phe Val

1
Asn

<210> 30
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 30

5
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10

Arg Leu Lys Gly Leu Ala Leu Gln Arg Gln

1

<210> 31
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 31

Leu Ala Ser Asp Val Ala Gly Ala Glu Ala Leu Leu Asp Arg
5

1

<210> 32
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 32

Gln Tyr Glu Gln Cys Met Asp Leu Gln Leu Phe Tyr
5

1

<210> 33
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 33

5

10

10

10

Ala Ala Glu Asp Val Lys Ala Lys Leu His Glu

1

5

10

25
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<210> 34
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 34

Ala Glu Ala Leu Leu Lys Lys His
1 5

<210> 35
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 35

Asp Ile Asn Lys Val Ala Glu
1 5

<210> 36
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 36

Arg Ser Gln Leu Leu Gly Ser Ala His Glu Val Gln Arg

1 5

<210> 37
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 37

Gly His Asp Leu Ala Ser Val Gln Ala Leu Gln

1 5

<210> 38
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 38



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2452030 T3

Arg Asp Leu Ala Ala Leu Gly Asp Lys Val Asn Ser

1

<210> 39
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 39

Met Leu Asp
1

<210> 40
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 40

Gly Lys Asp
1

Leu Glu Ala

<210>41
<211>18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 41

Leu Glu Ala Glu Leu Ala Ala His Glu Pro Ala Ile Gln Gly Val Leu
15

1

Asp Thr

<210> 42
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 42

5

10

Gln Cys Leu Glu Leu Gln Leu Phe His Arg Asp

5

Leu Ala Ser Val Asn Asn Leu Leu Lys Lys His Gln Leu

5

Asp Ile

5

10

10

10

27
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Ile Gln Gln Arg Leu Ala Gln Phe Val Glu His
1 5 10

<210> 43
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 43

Trp Lys Ala Asp Val Val Glu Ser
1 5

<210> 44
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> polipéptido

<400> 44

Ala Leu Ile Leu Asp Asn
1 5

<210> 45
<211>48
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> polipéptido

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 45

Asn Lys Val Ala Glu Asp Leu Glu Ser Glu Gly Leu Met Ala Glu Glu
1 5 10 15

Val Gln Ala Val Gln Gln Gln Glu Xaa Tyr Gly Met Met Pro Arg Asp
20 25 30

Glu Thr Asp Ser Lys Thr Ala Ser Pro Trp Lys Ser Ala Arg Leu Met
35 40 45
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento in vitro para pronosticar y/o diagnosticar malaria cerebral, caracterizado porque
comprende una etapa de medir el nivel de anticuerpos dirigidos contra las partes central y/o del extremo C-
terminal de la cadena o de espectrina no eritroide, que se extiende respectivamente del aminoacido 1139 al
aminoacido 1498 y del aminoacido 1499 al aminoacido 2472 de dicha proteina, en una muestra biolégica.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la muestra biolégica es una muestra de sangre o
plasma.

El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que se mide el nivel de
inmunoglobulinas G (IgG) dirigidas contra las partes central y/o del extremo C-terminal de la cadena o de
espectrina no eritroide.

El procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas una etapa de
medir la concentracion de TNFo en una muestra biolégica.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la IgG dirigida contra las
partes central y/o del extremo C-terminal de la cadena o de espectrina no eritroide se detectan y/o
cuantifican por un inmunoensayo.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que varias moléculas antigénicas derivadas de la cadena
o de espectrina no eritroide se usan como moléculas de captura en dicho inmunoensayo.

El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que al menos una de dichas moléculas antigénicas esta
seleccionada del grupo que consiste en los polipéptidos de SEQ ID Nos: 14 a 29 y SEQ ID No: 45.

El procedimiento de la reivindicaciéon 5, en el que dicho inmunoensayo es un ensayo de
inmunocaptura, en el que un anticuerpo dirigido contra inmunoglobulina humana se usa como molécula de
captura, y una espectrina no eritroide marcada o fragmento de la misma se usa para la deteccion de los
anticuerpos dirigidos contra las partes central y/o del extremo C-terminal de la cadena o de espectrina no
eritroide.

Un kit para establecer un pronoéstico y/o un diagnodstico de malaria cerebral, caracterizado porque
comprende al menos una molécula antigénica seleccionada del grupo que consiste en los polipéptidos de
SEQ ID No: 45y SEQ ID Nos: 14 a 29.
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Cargas de factor 1 de PCA
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Cargas de factor 2 de PCA
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