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columna se dejé durante toda la noche en un rotor
de tambor (Rotator RT50 Taiyo) a minima
velocidad. Posteriormente, se dejd quieta durante
1 hy se recogi¢ por gravedad la fraccion de proteina
gue no se pegd. Elempaquetamiento y el lavado
de la columna se hicieron con buffer F con un
flujo de 3 vol de columna/h. Para verificar el flujo
de la columna, se agreg6 rojo de fenol disuelto en
buffer F y se lavo hasta su total eliminacion con
el mismo buffer; luego, se adiciond una solucién
(50 mM Hepes-KOH pH 7,5/1 M KCI/2 mM MgCl,),
con un flujo de 4 vol de columna/h. La columna se
guardd con buffer F suplementado con (10 pg/mL
faloidina/0,02% de NaN,). Las cromatografias se
llevaron a cabo sélo durante las tres semanas
posteriores a la preparacién de las columnas. A
todas las fracciones recogidas, se les determiné
proteina por el método de Bradford (20) v se
calculé por sustraccién el porcentaje de actina
unido a la columna.

Columna de actina-G: la preparacion de esta
columna se realizo en la misma forma descrita
anteriormente, pero, en este caso, debido a la gran
actividad de union de los grupos succinamida del
Affigel fue necesario inactivarlos parcialmente
antes de agregar la actina-G. Para ello, se incubd
la mezcla de las resinas durante 90 min en buffer
G. A continuacion se realizaron dos lavados con
el mismo buffery se adicionaron 2 mL de actina
bovina (Sigma) en una concentracion de 3 mg/
mL; se mezclo suavemente y se dejo durante 20
min quieta. Posteriormente, se recogid por gra-
vedad la proteina que no se unié al affigel y se
adicionaron 2 mL de buffer G mas 50 mM de
etanolamina, pH 7,8, para inactivar completamente
los grupos que aun quedaban activos; se mezcld
cuidadosamente y se dejé durante 3 h, luego de
las cuales se lavd con buffer G por gravedad. Esta
columna se utilizo durante la misma semana de
Su preparacion, una vez solamente. En todas las
fracciones recogidas se cuantificd la proteina y
se calculé el porcentaje de actina-G unido a la
columna.

Columna de BSA: su preparacién se realizdo en la
misma forma que la columna de actina-F, pero,
se utitiz6 bufferF sin faloidina en todos los pasos.
El volumen de la columna fue de 4 mL y se
colocaron 4 mg/mL de BSA (Sigma). Debido ala
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mayor estabilidad de la albimina sérica bovina,
esta columna se puede almacenar hasta cuatro
meses en buffer F con 0,02% NaN, y se puede
reutilizar después de cada cromatografia lavandola
exhaustivamente para restablecer las condiciones
originales.

Obtencion de las proteinas solubles de P.
falciparum: inmediatamente antes de la ruptura
de los parasitos, se adicionaron nuevamente
PMSF 1 mM e inhibidores de proteasas (0,01 mM
benzamidina-HCI/1 pg/mL fenantrolina/10 pg/mL
aprotinina/10 pg/mL leupeptina/10 pg/mL
pepstatina A). Las membranas fueron rotas con
homogenizador de teflon en hielo a maxima
velocidad por 10 veces. Posteriormente, se cen-
trifugé a 10.000 x g durante 20 min y el sobre-
nadante se ajusté con2 mM DTT/50 mM Hepes-
KOH, pH 7,5; a continuacién se centrifugd a
100.000 x g durante 1h, para remover organelos,
nucleo y membranas restantes. El sobrenadante
obtenido se colocd en las columnas de afinidad
preparadas anteriormente.

Cromatografia de afinidad con miosina y albtimina
sérica bovina, BSA: debido a la dificultad en la
preparacion de las columnas con actina F, se
comprobé su efectividad y especificidad colocando
2 mL de una mezcla de miosina bovina y de BSA
en bufferde cromatografia, bufferA (50 mM Hepes-
KOH, pH 7,5/2 mM DTT/0,5 mM Na,EGTA/ 0,5
mM Na,EDTA/50 mM KCI/0,05% Nonidet-P40/
10% glicerol/ e inhibidores) en una concentracion
de 1 mg/mL de cada una de las protefnas. Antes
de aplicar la mezcla anterior, la columna de actina
F se lavo con 5 vol de columna de buffer A con un
flujo de 3 vol de columna/h. A continuacién, se
aplico la muestra con un flujo menor a 1 vol de
columna‘h. Se lavé con buffer A, con un flujo de 2
vol de columna/h. Para determinar proteinas de
unién a actina dependientes de ATP, primero, se
eluy6 con buffer A suplementado con 1 mM de
ATP y 3 mM MgCl, a un flujo de 2 vol de columna/
h, a continuacion, se adicioné 1M de KCl al buffer
anterior. Por ultimo, se lavé la columna
exhaustivamente con buffer A, con un flujo de 3
vol de columna/h, se cuantificé la proteina a cada
unade las fracciones recogidas y se realizé SDS-
PAGE.
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