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Effect of Cu*" and Zn?" Tons in Ca-ATPase Activity Isolated from Pachymerus nucleorum (Fabricius)

(Coleoptera: Chrysomelidae, Bruchinae) Larvae

ABSTRACT - ATPases, an important target of insecticides, are enzymes that hydrolyze ATP and use
the energy released in that process to accomplish some type of cellular work. Pachymerus nucleorum
(Fabricius) larvae possess an ATPase, that presents high Ca-ATPase activity, but no Mg-ATPase activity.
In the present study, the effect of zinc and copper ions in the activity Ca-ATPase of that enzyme was
tested. More than 90% of the Ca-ATPase activity was inhibited in 0.5 mM of copper ions or 0.25 mM
of zinc ions. In the presence of EDTA, but not in the absence, the inhibition by zinc was reverted with
the increase of calcium concentration. The inhibition by copper ions was not reverted in the presence or
absence of EDTA. The Ca-ATPase was not inhibited by treatment of the ATPase fraction with copper,
suggesting that the copper ion does not bind directly to the enzyme. The results suggest that zinc and
copper ions form a complex with ATP and bind to the enzyme inhibiting its Ca-ATPase activity.
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RESUMO - As ATPases, um importante alvo de inseticidas, sdo enzimas que hidrolisam o ATP e utilizam
a energia liberada no processo para realizar algum tipo de trabalho celular. A larva de Pachymerus
nucleorum (Fabricius) possui uma ATPase que apresenta alta atividade Ca-ATP4asica, mas ndo expressa
atividade Mg-ATPasica. Nesse trabalho, foi testado o efeito de ions zinco e cobre na atividade Ca-
ATPasica dessa enzima. Mais de 90% da atividade Ca-ATP4sica foi inibida em 0,5 mM de ions cobre
ou 0,25 mM de ions zinco. Na presenga de EDTA, mas nao na sua auséncia, a inibi¢ao por zinco foi
revertida pelo aumento da concentragdo de calcio. A inibigdo por ions cobre, ndo foi revertida nem
na presenca e nem na auséncia de EDTA. O tratamento da fragdo ATPase com cobre, previamente ao
ensaio de atividade ATPasica, ndo inibiu a atividade Ca-ATPésica sugerindo que o ion cobre ndo liga
diretamente a enzima. Os resultados sugerem que ions zinco e cobre formam complexo com o ATP e
se ligam a enzima inibindo sua atividade Ca-ATPasica.
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Larvas de Pachymerus nucleorum (Fabricius) atacam
varias espécies vegetais dentre as quais a palmeira babacu
(Orbygnia spp.). Essa palmeira ¢ um dos principais recursos
oleiferos nativos do mundo ¢ um dos principais produtos
extrativos do Brasil. Ela ocupa cerca de 18 milhdes de ha no
pais e desempenha um papel importante na vida de milhares
de pessoas, principalmente, nas regides Norte, Nordeste e
Centro do pais (May et al. 1985).

ATPases sdo enzimas que hidrolisam o ATP e utilizam
a energia liberada nesse processo para realizar algum tipo
de trabalho celular. O complexo formado pelo ATP e um
cation bivalente, em geral o magnésio, constitui o substrato
dessas enzimas. Algumas ATPases sdo proteinas integrais de

membrana como a Na/K-ATPase (Lingrel & Kuntzweiler 1994)
e a Ca-ATPase (Carafoli 1997), enquanto outras se encontram
no citoplasma como os motores moleculares miosina (Krendel
& Mooseker 2005) e cinesina (Sablin 2000).

Recentemente, foi obtida uma fra¢do enriquecida em
atividade ATPase a partir de larva de P. nucleorum. A enzima
de P. nucleorum expressa alta atividade Ca-ATPasica, mas
praticamente ndo apresenta atividade Mg-ATPasica, que é apenas
6% da atividade Ca-ATPasica (Cruz & Coelho submitted). Nao
esta claro, ainda, qual a enzima ¢ a responsavel pela atividade
ATPase dessa fragdo, mas algumas propriedades da atividade
enzimatica indicam a participagao de algum membro da familia
das miosinas. A fragdo ATPase exibe, por exemplo, atividade
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K/EDTA-ATPase (Cruz & Coelho in press), uma atividade
expressa apenas por membros da familia das miosinas (Ostlund
et al. 1978, Pollard 1982a). De modo semelhante a enzima
isolada de P. nucleorum, as miosinas nao expressam atividade
Mg-ATPasica na auséncia de F-actina e algumas apresentam
alta atividade Ca-ATPasica. A baixa sensibilidade da atividade
enzimatica dessa fragdo ao vanadato também ¢ caracteristica
de miosinas. Enquanto ATPases, como Na/K-ATPase (Cantley
etal 1977), Ca-ATPase (Marin et al. 1999), dineina (Gibbons
et al. 1978, Shpetner et al. 1988, Yokota & Mabuchi 1994) e
cinesina (Kuznetsov & Gelfand 1986), apresentam 50% de
inibigdo em concentragdes de vanadato inferiores a 50 uM, a
ATPase isolada de P. nucleorum apresentou apenas 30% de
inibi¢do por vanadato a 200 uM (Cruz & Coelho in press).

A atividade Ca-ATPésica da enzima isolada de P.
nucleorum ¢ sensivelmente inibida por cations, sendo que
o magnésio a 0,25 mM inibe cerca de 50% de sua atividade
(Cruz & Coelho in press). No intuito de caracterizar melhor
a Ca-ATPase de P. nucleorum, este trabalho foi conduzido
para analisar o efeito de cobre e zinco na atividade Ca-
ATPasica dessa enzima. Como ATPases de insetos sdo alvo
de inseticidas (Clark & Matsumura 1982, Luo & Bodnaryk
1988, Al-Rajhi 1990) inclusive inseticida natural (Ping et al.
2004), a caracterizagdo dessas enzimas pode ser ttil para o
aprimoramento dos programas de controle de insetos.

Material e Métodos

Reagentes. ATP, imidazol, EDTA, EGTA, B-
mercaptoetanol e inibidores de proteases foram obtidos da
Sigma Chemical Co. Os sais CaCl,, CuCl, e ZnCl, foram
obtidos da Merck S.A. Os demais reagentes utilizados eram
de grau analitico.

Preparacio de ATPase de P. nucleorum. A fragio ATPase
de P. nucleorum foi obtida conforme descrito por Cruz &
Coelho (2006). Sucintamente, larvas recém extraidas do fruto
de babagu foram lavadas com agua Milli-Q e imediatamente
dissecadas para a retirada do sistema digestorio. Os tecidos
restantes foram homgeneizados em solug@o tampao contendo:
imidazol 50 mM pH 7,5, sacarose 250 mM, EDTA 10 mM,
EGTA 10 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, aprotinina 2 pg/ml
e benzamidina 1 mM. Os tecidos foram homogencizados
por 10 min usando 0,1 g/ml de solug¢do tampao. Foi usado
homogeneizador elétrico ESGE® de duas rotagdes e em seguida
foi usado homgeneizador tipo potter. Todo o procedimento foi
realizado em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado
a 15.000 g por 30 min a 4°C. A fracdo precipitada (P1) foi
recuperada e homogeneizada em solugdo tampao contendo:
imidazol 20 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM, B-mercaptoetanol
2 mM, benzamidina 0,1 mM e Triton X-100 a 0,2% (v/v). A
fragdo P1 foi deixada em repouso por 20 min em temperatura
ambiente, entdo foi centrifugada a 15.000 g por 30 min
a 4°C. A fragdo precipitada (P2) foi homogeneizada em
solug¢@o tampao contendo: imidazol 20 mM pH 7,5, EDTA
0,1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, benzamidina 0,1 mM e
pirofosfato 50 mM, e centrifugada a 45.000 g por 30 min
a 4°C. A fragdo precipitada (P3) foi homogeneizada em
solucdo tampao contendo: imidazol 20 mM pH 7,5, EDTA

0,1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM e benzamidina 0,1 mM.
Esse homogeneizado foi denominado fragdo ATPase. Todas as
fracdes precipitadas foram homogeneizadas em igual volume
do homogeneizado de larvas.

Tratamento da ATPase com cobre. A fragdo P3 foi incubada
na auséncia ou presenga de cobre 0,5 mM por 10 min e
entdo centrifugada a 45.000 g por 30 min a 4°C. A fragdo
precipitada (P4) foi recuperada e homogeneizada em solugéo
tampao contendo: imidazol 20 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM,
-mercaptoetanol 2 mM e benzamidina 0,1 mM, e novamente
centrifugada a 45.000 g por 30 min a 4°C. A fracao precipitada
na auséncia de cobre foi denominada P5 e na presenga de cobre
foi denominada P5°. As fragdes foram homogeneizadas em
igual tampdo e utilizada para ensaio de atividade de ATPase.

Atividade ATPasica. A atividade ATPasica foi determinada
pela medida do fosfato inorganico (P)) liberado do ATP
usando o método de Heinonen & Lathi (1981). A reagao foi
realizada em duplicatas a 37°C e o volume final foi de 200 pl.
A atividade Ca-ATPasica foi ensaiada em tampao imidazol 25
mM pH 7,5, DTT 1,0mM, KC1 60 mM, CaCl, 2,0 mM e ATP
1,0 mM. O ensaio para efeito de zinco e cobre na atividade
Ca-ATPasica foi realizada em igual meio de reag@o contendo
ou ndo EDTA 1,0 mM. A reacao foi iniciada com a adi¢ao
de ATP e interrompida com a adi¢cao de 2 ml de solucdo de
dosagem de P.. A Solucdo de dosagem foi preparada com
acetona (PA), acido sulftrico 5 N e molibidato de amonio 10
mM na propor¢do volumétrica de 2:1:1, respectivamente.

Dosagem de proteinas. A quantificagdo protéica das fragdes
foi realizada através do método de Bradford (1976). Uma
curva padrdo de soroalbumina bovina (BSA) foi preparada
para cada analise.

Resultados e Discussao

A ATPase isolada de larva de P. nucleorum apresentou alta
atividade Ca-ATPasica, mas ndo apresentou atividade Mg-
ATPasica (Cruz & Coelho in press). Além do célcio, a enzima
obtida de larva de P. nucleorum, também, apresentou atividade
ATPasica na presenga de 2 mM de manganés, mas nao na
presenca de outros cations bivalentes, como cobre, cobalto, zinco
ou ferro, na concentragdo de 2 mM (Cruz & Coelho in press).
Em outras concentragdes (0,1 a 5,0 mM) de cobre (Fig. 1C) ou
zinco (Fig. 1B), a ATPase de larva de P. nucleorum também,
praticamente, ndo apresentou atividade ATPasica. Observou-se
apenas uma leve atividade com zinco 1 mM, que corresponde a
menos de 8% da atividade Ca-ATPasica (Figs. 1A e B).

Para verificar o efeito de cobre e zinco na atividade
Ca-ATPasica da enzima de larva de P. nucleorum, a fragdo
ATPase foi incubada em meio de rea¢do contendo calcio 2
mM e diferentes concentragdes desses cations. A atividade
Ca-ATPasica foi inibida em baixas concentragdes desses
cations sendo mais sensivel ao cobre do que ao zinco (Fig. 2).
Cobre a 0,1 e 0,25 mM inibiu, respectivamente 80% e 95%
da atividade Ca-ATPasica (Fig. 2B). Aproximadamente, 95%
de inibigdo da atividade Ca-ATPéasica também foi alcancada
com zinco a 0,5 mM sendo que 0,25 mM desse cation inibiu
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Fig. 1. Atividade ATPase da fracdo P3. A fragdo P3 (130 pg) foi incubada por 10 min. a 37°C em meio de reag@o (imidazol-
HC125 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, DTT ImM, KCI 60) contendo CaCl, 2 mM (A), ou as concentragdes indicadas de ZnCl, (B),
ou CuCl, (C). A reagdo foi iniciada com a adi¢do de ATP 1 mM e interrompida com adigdo de solu¢do de dosagem. Os dados
representam a média de trés experimentos distintos.

mais de 60% da atividade (Fig. 2A).

A inibicao da atividade Ca-ATPasica causada por 0,5 mM
de zinco foi bloqueada, quando EDTA 1 mM foi adicionado ao
meio de reagdo, mas 0 EDTA ndo bloqueou a inibigdo causada
por 0,5 mM de cobre (Fig. 3) e em 0,1 mM de cobre também
ndo ocorreu reversao da inibigdo (dados ndo mostrados). Na
auséncia de EDTA, o aumento da concentracdo de calcio
no meio de reagdo ndo reverteu a inibicdo da atividade Ca-
ATPasica causada por zinco ou cobre na concentragao de 0,5

mM (Fig. 4). Portanto, a atividade Ca-ATPésica de larva de
P. nucleorum ¢ sensivelmente inibida por cobre ou zinco e,
enquanto a inibigdo pelo cobre ndo foi reversivel pelo calcio,
a inibicdo pelo zinco pode ser revertida por calcio, quando
EDTA estava presente no meio de reagdo. Para verificar se
a inibigdo pelo cobre ¢ devido a sua ligagdo diretamente a
enzima, a fragdo ATPase foi incubada por 20 min com 0,5 mM
de cobre e centrifugada a 45.000 g por 30 min. O precipitado
foi homogeneizado em tampdo imidazol e novamente

120 A 120 B
< 2]
g 2 100 g 210
3 £ w0 2 £ 50
5 £ 5 £
g & 60 g & 00
- -
Ll 40 2 % 40
< = 99 < = 20
[0 A S B DL LA BN B B I L 0I"'I"'I"'?ﬁ'l"'l"'I"'I"'I"'I"'?
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 40 45 5.0 00 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 40 45 5.0

[ZnClo] mM [CuCly] mM

Fig. 2. Efeito de zinco e cobre na atividade ATPase da fragdo P3. A fracao P3 (130 pg) foi incubada por 10 min a 37°C em meio
de reagdo (Imidazol-HC1 25 mM pH 7,5, DTT 1mM, KCl1 60 ¢ CaCl, 2 mM), contendo ZnCl, (A) ou CuCl, (B) nas concentragdes
indicadas. A reagdo foi iniciada com a adi¢cdo de ATP 1 mM e interrompida com adigdo de solug@o de dosagem. Os dados representam
a média de trés experimentos distintos.
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Fig. 3. Efeito de EDTA na inibigdo da atividade ATPéasica
da fracdo P3. A fragdo P3 (130 pg) foi incubada na auséncia ou
presenca (area hachurada) de EDTA 1 mM por 10 min a 37°C em
meio de reac¢ao (Imidazol-HCI 25 mM pH 7,5, DTT 1mM, KC1
60, CaCl, 2 mM), contendo CuCl, 0,5 mM ou ZnCl, 0,5 mM. A
reacdo foi iniciada com a adi¢do de ATP 1 mM e interrompida
com adi¢do de solugdo de dosagem. Os dados representam a
média de trés experimentos distintos.

centrifugado nas mesmas condigdes anteriores. A incubagao
da enzima com o cobre sozinho ndo causou nenhuma inibigédo
da atividade Ca-ATPasica (Fig. 5), ou seja, o cobre nao ligou
de maneira irreversivel a enzima e causou a inibi¢do de
sua atividade Ca-ATPasica. Possivelmente, esse cation faz
complexo com o ATP e tal complexo € reconhecido pelo sitio
ativo da enzima e ndo ¢ deslocado pelo complexo calcio/ATP,
mesmo que EDTA esteja presente no meio de reagao.

A Ca-ATPase de larva de P. nucleorum descrita nesse
trabalho, apresenta propriedades distintas de Ca-ATPases de
membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico. Enquanto
essas Ca-ATPases sdo estimulada por magnésio (Rega &
Garrahan 1975), a enzima de P. nucleorum ¢ inibida por esse
cation (Cruz & Coelho in press). Uma outra caracteristica de Ca-
ATPase ¢ sua estimulaggo por calmodulina (Carafoli 1991), uma
proteina ligante de célcio de aproximadamente 17 kDa (Wilson
& Brunger 2000). A Ca-ATPase de larva de P. nucleorum nao
foi estimulada por essa proteina (dados nao mostrados). Motores
moleculares da familia das miosinas expressam atividade Mg-
ATPasica apenas na presenga de F-actina (Pollard 1982b) e,
semelhante a ATPase de larva de P, nucleorum, alguns membros
dessa familia de motores moleculares apresentam alta atividade
Ca-ATPésica (Maruta & Korn 1977, Collins & Borysenko 1984,
Conzelman & Mooseker 1987) e possuem algumas propriedades
similares a da enzima de larva de P. nucleorum (Cruz & Coelho
in press), mas nao ha relatos na literatura a respeito da inibi¢do
da atividade Ca-ATPasica de miosinas por cobre ou zinco como
mostrado neste trabalho e nem por magnésio como mostrado
anteriormente (Cruz & Coelho in press).

ATPases sao alvo de inseticidas (Ghiasuddin & Matsumura
1981, Al-Rajhi 1990, Ping et al. 2004) ¢ a caracterizagdo
dessas enzimas em insetos pode ser de grande importancia,
pois a identificag@o de propriedades distintas entre ATPases
de insetos e mamiferos pode propiciar o desenvolvimento
de drogas mais especificas e que, conseqiientemente, sejam
menos prejudiciais ao ser humano e a outros organismos.
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Fig. 4. Efeito da concentracdo de calcio na inibicdo da
atividade Ca*'-ATPasica. A fragdo P3 (130 pg) foi incubada
por 10 min a 37°C em meio de reagdo (Imidazol-HC1 25 mM
pH 7,5, DTT 1mM, KCI 60) contendo CaCl, nas concentragdes
indicadas. A) ZnCl, 0,5 mM; B) CuCl, 0,5 mM. A reacdo foi
iniciada com a adi¢ao de ATP 1 mM e interrompida com adi¢io
de solugdo de dosagem. Os dados representam a média de trés
experimentos distintos.
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Fig. 5. Efeito da incubagdo da fracdo ATPase com cobre.
O precipitado P3 (130 pg), ou os precipitados obtidos pelo
tratamento de P3 na auséncia P5 (130 pg) ou presenga de cobre
P5’ (130 pg) foram incubados por 10 min a 37°C em meio de
reagdo (Imidazol-HC125 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 1mM,
KC1 60 e CaCl, 2 mM). A reagdo foi iniciada com a adigdo de
ATP 1 mM e interrompida com adi¢@o de solucdo de dosagem.
Os dados representam a média de trés experimentos distintos.
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Milhares de pessoas, principalmente nas regides Norte,
Nordeste e Centro do pais, dependem da palmeira babagu
para a sua subsisténcia (May et al. 1985) e o controle do
besouro P. nucleorum tem importancia econémica na vida
dessas pessoas. Dados preliminares indicam, ainda, que
larva de Zabrotes subfaciatus (Bohemann) (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae), outro besouro da subfamilia
Bruchinae, também apresenta atividade ATPasica similar a
encontrada em larva de P. nucleorum. Esse bruchineo ¢ uma
das principais pragas de feijio armazenado e causa sérios
prejuizos econdmicos (Southgate 1979). A caracterizagdo
da Ca-ATPase de larva de P. nucleorum também pode ser
importante para controlar essa praga.
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