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RESUMO

Uma revisao dos estudos de facilitagio realizados com eletrorretinograma em
insetos (Hymenoptera: Formicoidea} € apresentada mosirande que a resposta do otho a
luz deve ser entendida como a resultante de dois processos opostos: facilitagio e
adaptagio. Estes estudos levantaram as guestdes examinadas no prescnte frabalho: 1. se
facilitagdo ocorre na célula fotorreceptora de inselos ou resulta da atividade de niveis
friais proximais € 2. quais 08 mecanismoes que explicam este fendmeno.

Respostas intracelulares de folorreceptores de abelha sem ferrdo Melipona quadri-
Jasciata ¢ do gafanhoto Schistocerca sp. foram estudadas com a finalidade de se
determinar: a, o curso temporal da facilitagdo, com trens de punlsos apresentados em
diferentes intervalos, ou variando-se a duragdo de win estimulo lumineso, b. o efeilo da
intensidade da luz, c. relagdo entre laténcia e facilitagio e d. possiveis mecanismos:
influéncias sinipticas, metarrodopsina, condiges fisiologicas da preparagéo, men-
sageiro secundario (InsP3).

s resuttados mostraram que: 1. facilitagao ocorre em fotorreceptores de insetos
para estimulos de luz de alta inlensidade e curla duragfo, sendo de maior amplitude no
olho de gafanhoto que no de abelha 2. seu curso temporal é semelhante ao determinado
anteriormente com o ERG, 3. ndo b relagio entre amplitude ¢ laténcia da resposta
facilitada, 4. facilitagdo é diretamente proporcional ao pos-potencial hiperpolarizante
que ocorre em resposta & estimuiacio intensa, 5. em experimentos realizados com a
abelha Melipona quadrifasciata foram excluidas influéncias sindplicas, e também de
metarrodopsina, ficou demonstrado que a facilitagdo nio ¢ devida 4 deterioragio das
condigies fisiologicas, ae conlrérie, a facilitagio desaparece nessas condigies, e foram
obtidos resultados inconclusives com a adiministragio de [nsP3 e DPG.

(s resultados foram discutidos tendo em visia o conhecimento atual sobre transdugiio,
que sugerem ser a facilitagdo devida a wri acliniulo da substincia transnyissora na célula.
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ABSTRACT

A revision of electroretinogram studies conducted in the eye of insects (Hymenop-
tera: Formicoidea) is presented showing that the response to light should be understood
as a result of the action of two opposing processes: facilitation and adaptation. These
studies raised the questions examined in the present work: 1. if facilitation occurs in
insect photoreceptor cellsand 2. what are the mechanisms that explain this phenomenon.

Intracellular responses of photoreceptors of the compound eyes of the stingless bee
Melipona quadrifasciata and of the locust Schistocerca sp. were studied in order to
determine: a. the time course of facilitation, with trains of light pulses ted at
differente interflash intervals, or varying the duration of a light stimulus, b. the effect
of light intensity, c. the relationship between latency of the receptor potential and
facilitation, and d. possible mechanisms: synaptic influences, metarhodopsin, physio-
logical condition of the preparation, the second messenger InsP3.

The results showed that 1. facilitation vccurs in insect photoreceptors for light
stimuli of high intensity and short duration, and it is greater in the ph or of
locusts than in the bee, b. its temporal course is similar to that found with the ERG, 3.
there is no relationship between the amplitude and the latency of facilitated receptor
Futcutia]s, 4. facilitation is directly proportional to the b larizing after potential

ound with high intensity illumination, 5. recordings in the eye of the bee Melipona
ﬁdryﬁmium showed that synaptic and metarhodopsin influences can be excluded, and
facilitation is not due to impairment of the physiological conditions nfw-
ration, on the contrary, it disa in those conditions. Experiments with 3 and
DPG yielded inconclusive results due to technical difficulties.

The results were discussed in the light of the present knowledge about transduction
in photoreceptors, which suggest that facilitation could be due to an accumulation of the
second transmitter in the cell.

I. SENSIBILIDADE: FACILITAGAO E ADAPTACAO

A sensagiio de ofuscamento apos exposicdo a luz intensa como a de um flash
fotogréfico & uma experiéncia que todos conhecemos. Sabemos também que o efeito
ofuscante de tal exposigdo se esvai gradualmente com o tempo ¢ a sensibilidade &
recuperada depois de um intervalo. Medidas precisas destas mudancas foram feitas
lanto em seres humanos (para revisdes v. Bartlett, 1965; Barlow, 1972) como em muitas
espécies de vertebrados (Granit, 1955; Normann e Werblin, 1974) e invertebrados
(Fuortes e Hodgkin, 1964; Srebro e Behbehani, 1974; rev. em Autrum, 1981).

A explicagio dos mecanismos responsaveis pela diregio, quantidade e curso
temporal das mudangas de sensibilidade acarretadas pela exposigdo a luz tem motivado
diferentes interpretagdes, que variaram ao longo dos tdltimos 50 anos com os rapidos
progressos verificados no conhecimento psicofisico, eletrofisiolégico e bioguimico do
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funcionamento do sistema visual (rev. Barlow, 1972; Autrum, 1981). Inicialmente a
recuperagdo de sensibilidade no escuro, apos a adaptagio & luz, era atribuida a
regeneragio de fotopigmentos (Hecht, 1934; 1937). Descoramento e regeneragio do
fotopigmento permitiam explicar a diregdo e curso temporal das mudangas de sensibili-
dade na adaptagiio a luz e ao escuro, mas nio a magnitude dessas mudangas, muito maior
do que a variagéo de concentragdo dos fotopigmentos.

A relagio entre sensibilidade e concentragio de fotopigmentos encontrada em
medidas diretas de concentragiio de rodopsina no olho humano intacto é logaritmica
(Rushton, 1961a, b) e ndo linear, como uma hipotese fotoquimica simples requereria.
Tanto esta discrepincia, como as descobertas psicofisicas de que a adaptagio de uma
area da retina podia afetar o estado de outra (e.g. Lipetz, 1961; Rushton e Westheimer,
1962) colocaram em evidéncia a importincia dos fatores neurais na adaptagio e
deslancharam a busca de fatores de ganho para explicar as diferengas entre mudangas
de fotopigmento e de sensibilidade.

Novas teorias que levavam em conla a intera¢do retiniana foram formuladas
(Barlow, 1964; Rushton, 1965), e diferentes concepgdes de funcionamento do receptor
emergiram, principalmente seguindo ¢ modelo proposto por Fuortes e Hodgkin (1964).
Este modelo supde que o fotorreceptor tenha um mecanismo de controle de ganho, o
qual, como visto em Limulus, deve ser neural dada sua velocidade de agdo, e ndo um
aspecto da regeneragdo da rodopsina, que € um processo lento. Neste modelo o
fotorreceptor estaria atuando como um filtro elétrico de vérios estagios, com um
mecanismo deretroalimentagéo da saida para cada um dos estagios. O modelo propunha
uma relagfo causal entre redugio de sensibilidade devida a adaptagio 4 luz e compressao
temporal da resposta do receptor. Isto permitia explicar o fato de que a resolugdo
temporal é melhor no estado adaptado i luz do que no escuro, como foi medido em seres
humanos (Lythgoe e Tansley, 1929; Ventura, 1968) e em preparagdes no olho do gato
(Enroth, 1952).

Ficou para a década de 80 o esclarecimento do primeiro fator de ganho cujo calculo
tornou-se possivel com a elucidagfo recente tanto em vertebrados (Stryer, 1986) como
em invertebrados (e.g, Devary et al, 1987) da cascata de transdugdo bioquimica no
fotorreceptor. A cascata estabelece os elos de ligagio entre a recepgiio de luz pelo
fotopigmento e a sua consequéncia neural na membrana do fotorreceptor. Foi desven-
dada a existéncia de transmissores ou mensageiros dentro da célula fotorreceptora ¢
estes estio sendo identificados. Os candidatos mais provéveis sio GMPc (guanosina
3'5' monofosfato ciclico) e InsP3 (inositol 1°4’5" trisfosfato), respeclivamente no
vertebrado (Pugh e Cobbs, 1986, Lamb, 1986, Stryer, 1986) e invertebrado (Devary el
al., 1987) (v. Discussio). Os cilculos dos bioquimicos sio deum ganho de 1 para | 0.000
entre a ativagio de uma molécula de rodopsina e o niimero de canais de Na® modificados
na membrana (Stryer, 1986). Estes resultados mostram o fator de ganho eXistente no
préprio mecanismo de transdugdio. Além deste existem outros fatores de ganho (ou
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redugdo) da rede neural tanto na cadeia siniptica do receptor aos centros neurais
superiores, como nas ligagoes laterais ou horizontais existentes nas vérias camadas (rev.
em Laughlin, 1980). ;

Em contradigiio com a idéia prevalescente de que exposigio  luz causa redugdo de
sensibilidade esta entretanto o achado recente de que esta ndo ¢ uma consequencia
necessaria da exposigdo & luz: o contrério também pode ocorrer. Aumento de sensibili-
dade ou facilitagdo de sensibilidade foi pela primeira vez descrito por Ruck e Jahn
(1954) no olho composto de um pequeno crusticeo, Lygia occidentalis, e posterior-
mente confirmado por varios autores que mostraram facilitagéio nos olhos de algumas
outras espécies de invertebrados e também na retina de um vertebrado (Rana catesbiana,
Azuma e Azuma, 1979). Pesquisadores que relataram este efeito surpreendente da
adaptagdo & luz ndo esconderam sua perplexidade. A mais enfitica destas descrigdes é
dada por Hartline e Lange (1974) que dizem que *‘a presenga de facilitag@o viola as
expectativas razodveis de qualquer um que tenha familiaridade com a literatura
psicofisica e fisiolégica sobre visdo. O resultado habitual de um experimento de dois
pulsos no sistema visual de vertebrados ou invertebrados deveria ser uma redugiio da
resposta ao segundo pulso de luz, a qual diminui com o aumento do intervalo.”’

A evidéncia presente para a existéncia de facilitacio é certamente solida, pois o efei-
to foi confirmado em vérios laboratérios, em diferentes espécies, e através de registro
em varios niveis do sistema visual. Um resumo desses relatos consta da Tabela |.

2. ESTUDOS COM ELETRORRETINOGRAMA

Em nosso laboratério facilitagfio foi ohservada num primeiro momento, na década
de 70, através do eletrorretinograma obtido no olho da formiga Atta sexdens. Algumas
medidas iniciais mostraram que as caracleristicas observadas por Ruck e Jahn (1954)
eslavam presentes nessa preparagio (Ventura et al, 1976). Esses primeiros experimen-
tos consistiram em medir o efeito como fungdo do niimero de pulsos apresentado ao
olho, de intervalo entre pulsos, e do nivel de intensidade da luz, utilizando o ERG.

A preparagdo era muito simples, estivel e permitia experimentos de longa durago.
Uma formiga forrageadora de tamanho grande da espécie Arta sexdens (cerca de 10 mm
de comprimento) era imobilizada com fita adesiva nas patas e parafina na cabega.
Eletrodos de ago inoxidével eletroliticamente afinados eram inseridos, um logo abaixo
da cornea, e o outro (de referéncia) na parte latero-posterior da cabega. Eletrodos de
algoddo umedecido foram usados nos primeiros experimentos. Equipamento eletrofisio-
logico convencional de registro completava a aparelhagem (Ventura et al., 1976).

A preparagio era colocada numa cabina escura, dentro da qual a luz para estimulago

¢ra trazida através de uma fibra optica com um sistema de lente na extremidade final,
que permitia focalizagdo no olho do inseto. Intensidade e duragdo da luz eram
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Tabela 1 - Relatos de Facilitagdo

Espécie Tipo Variaveis Autores
de manipuladas
Registro
Lygia occidentalis ERG LIE Ruck and Jahn, 1954
Schistocerca gregaria ERG * Giulio e Lucaroni, 1967
Balanus amphitrite ERG I Stratten ¢ Ogden, 1971
Lycosa baltimoriana IC P Devoe, 1972
Balanus eburneus IC b Shaw, 1972
Oncopeltus fasciatus ERG e Dudek e Koopowiltz, 1973
Sarcophaga bullata
Loligo opalescens ONF IE, IF Hartline ¢ Lange, 1974
Oncopeltus fasciatus ERG IE. T Dudek, 1975
Balanus amphitrite [ 1, IE, CA Hanani e Hillman, 1976
Atta sexdens ERG I, IP, IE Ventura ef al , 1976
Menemerus confusus ERG I, D, IE Yamashita e Tateda, 1976
el
Atta sexdens ERG I, D IE, IF Ventura e Puglia, 1977
Balamus eburneus [C M Hanani e Hillman, 1979
Phalangium opilio ERG D, IE [.ovisolo e Busso, 1979
Rana catesbiana ERG I, IE, Ca** Azuma e Azuma, 1979
Blanus eburneus IC CD, Ca*t Bolsover, 1980
Atta sexdens, Campo- ERG IE.D Ventura, 1983
notus crassus, FPseudo-
myrmex adustus
Balamus eburneus IC Ca* ext, L Hanani, 1986
Melipona quadrifas- IC I, DM, I Ventura, este trabalho

ciata, Schistocerca sp.

Abreviagies:

CD - corrente despolarizante; DPG -difosfoglicerato; D - duragao; ERG - eletror-
retinograma; [ - intensidade; 1C - intracelular; IF - intervalo no escuro; IF - intensidade
de fundo; TP - intervalo entre pulsos; INSP3 - inositol trisfosfato; .- medidas de laténcia,
ONF - registro no nervo optico; M- Metadorrodopsina; PHA - pds-potencial hiperpo-

larizante prolongado.

* - Remogdo dos ginglios épticos, administragio de nicotina e de Ach;

** - O efeito foi apenas relatado.
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controladas por meio de filtros neutros e um obturador fotogréfico. A fonte luminosa era
uma limpada halogena de tungsténio (Osram 58.8105; 100W). O valor da intensidade
maxima usada, calibrado na posiciio ocupada pelo olho, era de 5.1 mW/cm?.

A Figura 1 ilustra um resultado tipico de facilitagiio neste inseto. O registro &
esquerda mostra um ERG de um olho adaptado ao €SCUro em resposta a um pulso de luz
de 200 ms com intensidade maxima. O ERG da direita, para a mesma intensidade de luz
foi obtido 33 depois de o olho ter sido submetido a um trem de dez flahses
com intervalo curto (0.5 s), na mesma intensidade. O aumento de amplitude é muito
obvio e deve-se também notar que se restringe a um componente do ERG, a onda b.

L

FIGURA 1 - Eletrorretinogramas (ERGs) obtidos no olho composto de Atfa sexdens no
estado adaptado ao escuro (lado esquerdo) e adaptado a luz (lado direito),
i resposta a um pulso de luz de 200 ms de duragdio e 5.1 mW/cm? de
intensidade. O ERG do lado direito foi obtido 5s depois de apresentar-se
um trem de dez pulsos de luz com intervalos de tem po curtos (0.5s) entre
0s pulsos. Calibragéio: 2 mV e 100 ms. Tragos superiores sio respostas de
uma fotocélula ao estimulo luminoso, (Puglia, 1975)

2.1 TRENS DE PULSOS

Para observar o curso temporal da facilitagdo varios trens de pulsos de luz (cada
pulso com 40 ms de duragio, e o intervalo entre pulsos variavel de um trem para outro),
na intensidade maxima, foram apresentadas ao olho adaptado ao escuro. A Figura 2
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apresenta os ERGs obtidos, mostrando que a facilitagdo pode ser exibida com diferentes
magnitudes em todos os intervalos entre pulsos (IFls). Para os mais longos era muito
pequena, e para 0s mais curtos, precedida de inibicio. O curso temporal médio de
desenvolvimento e queda de facilitagéo para quatro preparagdes pode ser observado na
Figura 3. O gréfico da esquerda mostra porcentagem de redugo ou aumento do FRG ds
segunda resposta relativo ao da primeira, em fungdo do IFIL. O grafico da direita mostra
a porcentagem de redugéo ou aumento do ERG da resposta estavel, obtida apos pelo
menos quatro estimulagdes, relativa a resposta ao primeiro pulso de luz. Ambos graficos
mostram que nos IFIs mais curtos ocorre redugdo do ERG, ou adaptagio. Esta redugio
ndo ¢ tio evidente no potencial estavel como na segunda resposta. i medida que o IFI
aumenta, a facilitagao também aumenta e depois decresce, desaparecendo com IFIs de
cerca de | 0s. Qualquer que seja o valor facilitado atingido, este permanece constante en)
sequéncias longas de pulsos.

Ficou também claro que o efeito de facilitagio ndo ¢ devido a sincronizagio da
resposta com os estimulos intermitentes. Uma comparagio dos efeitos produzidos por
uma sequéncia de pulsos com o produzido por uma luz de adaptagdo longa com
aproximadamente a mesma energia total aparece na Figura 4. Como se pode ver um
valor de facilitagdo semelhante & obtido os dois casos.
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FIGURA 2 - Trens de pulsos de 40 ms apresentados com 1, 2, 3, 4, S ¢ 10s de intervalo
entre pulsos, (Ventura, Martinoya, Bloch e Puglia, 1976)
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FIGURA 3 - Curso temporal médio de desenvolvimento e desaparecimento de facili-
tagio. Curva da esquerdy: porcentagem de decremento ou incremento da
resposia ao segundo sobre a resposta ao primeiro pulso. Curva da direita:
porcentagem de decréscimo ou aumento do potencial estivel relativo &
resposta ao primeiro pulso. (Ventura et al., 1976).
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10 sec

FIGURA 4 - Registros superiores: ERGs em resposta a trem de pulsos com 400 ms de
intervalo entre pulsos, seguido por pausa e dois pulsos de teste. Registros
inferiores: iluminagdo continua durante 3s com energia total equivalente
4 do trem de pulsos acima. Depois de uma pausa, o pulso de teste e 3 pulsos
com intervalo de 10s foram apresentados. Tragados superiores em cada

figura sdo respostas de uma fotocélula aos estimulos luminosos. (Ventura
et al., 1976).
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2.2 VARIACAO DE DURAGCAOE
INTENSIDADE DA ADAPTAGAO A LUZ

Esta ultima observagio sugeriu uma analise quantitativa do fendmeno, que foi feita
variando-se sistematicamente as condigbes de estimulagdo. Como uma descrigdo
abrangente do fenomeno de facilitagio ndo existia na literatura, os experimentos
seguintes tiveram por objetivo conhecer mais sobre facililagio através da determinagdo
paramétrica das condigdes de estimulagio necessdrias para seu aparecimento. Haviaum
interesse especifico em comparar condigdes que produziam facilitagio com as que
produziam adaplagdo pois uma descrigio dos parimetros associados com 08 dois
resultados poderia auxiliar a levantar hipoleses sobre a origem dos mecanismos
envolvidos - se a mesma ou diferente.

(s experimenlos empregaram uma sequéncia estimulatoria que consistia em um
pulso de luz de controle (S ) seguido apds 5s por um pulso de adaptagdo (S ), € um de
teste (S,) apresentado em um intervalo especificado apos S, todos apresentados na
mesma intensidade. Uma descrigdo esquemitica do programa de estimulagio usado
para cada experimento € apresentada na Figura 5.

A dependéncia de facilitagdo e adaptagdo com relagio 4 intensidade e duragio da
exposigdo 4 luz foi investigada em trés preparagoes, seguindo o esquema apresentado
na linha superior do diagrama da Figura 5. Este consistia em variar a duragio de S , e
apresentar a sequéncia estimulatoria em vérios niveis de intensidade. Neste € nos
experimentos seguintes um intervalo de 3 min no escuro separava as sequéncias
estimulatorias. Respostas a S_permitiam uma avaliagéo da estabilidade da preparagéio.
Flutuagdes nio excediam 2% num periodo de 6 ou 7 horas de registro.

Os resultados obtidos estio expressos na Figura 5 em termos de aumentos ou
diminuigdes do ERG em resposta a S relativos & resposta ao controle (S_, em fungdo da
duragao e exposigio a luz. A facilitagio maxima aparece nas duragdes mais curtas de
adaptagio e € deslocada em diregdo as duragdes mais curtas a medida que a intensidade
aumenta, Nas intensidades mais allas a facilitagdo atinge os maiores valores ou seja
chega a 50% de aumento relativo a amplitude controle.

As amplitudes do ERG ndo indicam diretamente a sensibilidade da retina. A
sensibilidade € definida como a reciproca da intensidade necessaria para evocar uma
resposta constante. Para avaliar o aumento ou diminuigdo de sensibilidade a S, em
relagio & verificada para S_ € necessirio recorrer 4 fungio V/log I (que relaciona
amplitude da resposta com intensidade da luz) para o olho adaptado ao escuro (respostas
a$ ). Searespostaa S émaior queaS_(facilitagdo) ou menor (adaptago) pode-se usar
a fungdo V/log | para avaliar a diferenga (aumento ou diminui¢do) de intensidade
necessaria para iguala-la a respostaa S A variagio de sensibilidade € igual a reciproca
dessa diferenga.

10
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Este procedimento foi aplicado aos dados da Figura 5 os quais foram reapresentados
na Figura 6 na qual cada curva corresponde a uma duragio de adaptagio. A ordenada
indica aumento ou redugdo de sensibilidade da resposta adaptada a luz, relativo a
resposta adaptada ao escuro. Na abcissa cada intervalo escalar corresponde a uma
unidade logaritmica. As curvas estido deslocadas na abcissa para facilidade de apresen-

tagdo.

Dois aspectos dessas fungdes sdo relevantes para a compreensdo de facilitagdo. O
primeiro € que fungdes totalmente opostas sdo encontradas nas duragles extremas,
como se processos separados tivessem sido isolados. Na duragdo mais curta de S a
sensibilidade sempre aumenta com a intensidade da luz, enquanto nas dura¢des mais
longas a sensibilidade sempre diminui com o aumento da intensidade. O segundo
aspecto a ser ressaltado nestas curvas é o de que a extensdo das mudangas de
sensibilidade coberta por estas fungOes opostas € mais ou menos a mesma, ou seja, 2
log. Em duragtes intermediarias uma combinagao dos dois efeitos aparece em cada
fungdo.
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FIGURA § - Diferengas relativas de amplitude entre ERGs adaptados & luz e ao
escuro, em funglio da duragdo de adaptagiio, para vérias intensidades. A intensidade
méaxima (log I=0) foi reduzida pela atenuagio indicada em cada grifico. Diferentes
simbolos indicam diferentes preparagdes. O diagrama superior mostra a sequéncia de
estimulagdo. (Ventura e Puglia, 1977).
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SENSITIVITY DIFFERENCE (log)

LIGHT INTENSITY (log)

FIGURA 6 - Diferengas de sensibilidade visual entre amplitudes de ERG adaptados &
luz e ao escuro, em fungiio de intensidade, para diferentes duragdes de
adaptaglio. Duraglio de S, , ¢ indicada pelo nmero ao lado de cada curva.
Os pontos slio médias de trés preparagbes. Cada divisiio do eixo de
intensidades corresponde a | log. As curvas estiio deslocadas na abscissa
para tornar mais clara a apresentagio . (Ventura e Puglia, 1977)
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1.3 CURSO TEMPORAL DE ADAPTAGCAO E FACILITACAO

O fenomeno de facilitagio em experimentos anleriores mostrou-se como um efeito
de duragdio relativamente longa. Um periodo de mais ou menos 2 min foi relatado por
Ruck e Jahn (1954) e por Hanani ¢ Hillman (1976), para medidas em um nivel de
intensidade.

Nowulhﬂhnnmudidnlmrdmuﬂﬂuwdmm
umnmndailoq.Umldm'lqluﬂndcs_,ruiuldnolmmmlnmmumsﬂ
e S, foi variado, como indicado no diagrama do centro da Figura 5. Os resultados
MhmﬂWﬂMuFﬂm?.mwmmm
nenhum dos dois efeitos aparece. A medida que a intensidade aumenta, maior a
facilitagio, com um méximo em tomo de 4s de intervalo no escuro decrescendo

gradualmente até 100 s.

O deslocamento da facilitagio méxima em direglio a intervalos mais longos &
medida que a intensidade ¢ aumentada poderia ser explicado se supusermos que o
processo inibitorio que age nos intervalos mais curtos e que 86 & visto nas intensidades
mais altas, estaria ja crescendo nas intermediérias. Mesmo niio sendo suficientemente
grande para superar o efeilo de facilitagio, exceto nas intensidades mais altas, sua acio
estaria presente, causando diminuicdo da quantidade de facilitagiio.

2.4. EFEITOS DA ILUMINACAO DE FUNDO
NA FACILITAGAO E ADAPTAGAO

Os dados obtidos em diferentes niveis de iluminagiio de fundo também sugerem a
existéncia de dois diferentes processos para facilitagio e adaptagio, uma vez que
diferentes caracteristicas foram encontradas para os dois efeitos. A Figura 8 mostra os
MhMMiImMMMnmhmualng.wm:m
facilitada (grafico superior) ou inibida (gréfico inferior). A medida que a intensidade de
hmdoluﬂmambmmafaimgndmlmﬂmmm.almmndn
intensidades anula os dois fendmenos. Diferencas podem ser notadas nas intensidades
de fundo baixas. A quantidade de facilitaglio parece aumentar, em vez de diminuir, com
fraca iluminagiio de fundo, em comparagio com o resultado obtido sem iluminagiio de
fundo (v.NB, Figura 8). O que de fato acontece é que a resposta ao S_¢ afetada por estas
intensidades de fundo, e diminui, enquanto a resposta facilitada ndo é afetada. Esta
auséncia de efeito do fundo nas intensidades mais baixas niio & observada na resposta
inibida.
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FIGURA 7 - Diferenga relativa de amplitude entre ERGs obtidos nos estados adaptados
i luz e ao escuro em fungdo do intervalo escuro entre o fim do 5, e
apresentagio de S, para cada nivel de intensidade. A duragio de 5, era
sempre de Ss. A atenuagdo da intensidade luminosa esta indicada em cada
grafico. O diagrama superior mostra a sequéncia de estimulagio. (Ventura
e Puglia, 1977).
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FIGURA 8 - Diferenca de amplitude relativa entre ERGs obtidos nos estados adaptado
a luz e ao escuro em fungdo da inlensidade do fundo luminoso (log IB=0
equivale a 1.5 log abaixo de log I=0). Grdfico de cima € para duragies de
adaptagio mais curtas (S, = 0.1s). Grdfico de baixo & para duragies de
adaptagdo longas (S,,= 10s, indicado com circulos vazios ¢ §,,= 50s
indicado com quadrados vazios e estrelas). Cada fungio provém de uma
preparagdo diferente. NB na abscissarefere-se a auséncia de iluminagfio de
fundo. O diagrama superior mostra a sequéncia de estimulagdo. (Ventura

e Puglia, 1977).
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2.5. RELACAO ENTRE AMPLITUDE E LATENCIA

Medidas das laténcias nos experimentos anteriores revelaram que elas ndo acom-
panham as mudangas de amplitude observadas. Laténcias de respostas lacilitadas eram
relativamente constantes, apesar dos aumentos e diminuigdes de facilitagio. As
laténcias de respostas adapladas eram geralmente mais longas que as para S . Estes
resultados ndo correspondem as previsdes do modelo de Fuortes ¢ Hodgkin (1964 ), nem
aos resultados de mudangas de laténcia obtidos por Dudek e Koopowitz (1973) no olho
composto do inseto Oncopeltus fasciatus.

2.6. COMPARAGAO ENTRE ESPECIES NOTURNAS E DIUNNAS

Formigas de diferentes habitos de vida, cujas caracteristicas de sensibilidade visual
e de resolugdo temporal haviam sido medidas através do ERG em nosso laboratério
(Bergamasco, 1980; Tiedemann, 1980) foram comparadas com relagio a adaptagio e
facilitagdo. A resolugdo temporal medida em varias situagdes € baixa em A. sexdens,
uma formiga de hibitos noturnos, que vive sob o solo a maior parte do tempo, € maior
em Camponotus crassus, que vive enl ninhos nos troncos de arvores e € mais encontrada
forrageando durante o dia, e ainda maior em Pseudomyrmex adustus e P. phyllophilus
, que também nidificam em &rvores, sdo diurnas € muito visuais. Nesta Gltima a
resolugio temporal é superior a4 de abelhas (Souza, 1986; Souza ¢ Ventura, 1989),
mostrando que a habilidade de voar ndo determina necessariamente as resolugoes mais
altas possiveis. ERGs de Pseudomyrmex adustus e Camponotus crassus foram registra-
dos em fungdo de duragdo da luz de adaptagio S, | e do intervalo no escuro entre o fim
de S, ,e aapresentagiio do pulso de teste S. Os resultados foram comparados aos de Atra
sexdens.

Esses experimentos mostraram, em primeiro lugar, que ocorre facilitagio nas trés
espécies. Mostraram também que os parimetros relativos a este fendmeno diferem entre
estas espécies. Facilitagdo ocorre na duragdo de S, mais curta em em todas trés espécies
.4 medida que aumenta a duragiio de S, , amagnitude de facilitagéo diminui e a resposta
a$ passa asermenorquea S (adaptagio). A duragdo em que essa transigao ocorre € mais
longa para as espécies de visdo mais rapida. O curso temporal da facilitagio tambem
difere entre as espécies: embora o tempo total de permanéncia do efeito seja 0 mesmo
(2 min), o maximo ocorre em 20 s para A.sexdens, entre 4 ¢ 10 s para C. crassus € em
2 s para P. adustus.

2.7. FACILITAGAO E ADAPTAGCAO: UM OU DOIS PROCESSOS?

Os mecanismos da facilitagio devida 4 adaptagio a luz encontrada nos experimentos
que descrevemos acima sdo ainda obscuros. As evidéncias existentes permitem apenas
excluir algumas possibilidades. Assim, nossos experimentos, € 08 de putros autores que
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também utilizaram o ERG (Ruck ¢ Jahn, 1954; Dudek e Koopowitz, 1973; Dudek, 1975;
Giulio e Lucaroni, 1967) afastam a possibilidade sugerida por Hanani e Hillman (1976)
de que se trate de um fendmeno de injuria, pois, como foi também observado por DeVoe
(1972), esta presente tanto inlracelularmente como no ERG de animais intactos. Além
disso, os experimentos de Giulio e Lucaroni (1967) examinaram a possibilidade de que
facilitagdo seja causada por influéncias ndo retinianas, removendo os ganglios opticos
ou administrando nicotina. Essas manipulagdes ndo afetaram a resposta facilitada. Nao
fica contudo excluida a possibilidade de participagio de elementos ndo retinais pois a
remogio dos ganglios opticos ¢ uma operagao delicada e nunca se pode afirmar que seja
completa e nicotina ¢ apenas uma das muitas substincias que poderiam ser testadas.

A contribuigio gue os resultados com ERG acrescenta a este quadro € a demons-
tragdo, embora indireta, de que a facilitagdo deve ser considerada um processo separado
do que causa adaptagdo ou redugio da resposta. Esta sugestdo baseia-se nas seguintes
observagdes sobre facilitagdo feitas em nossos dados:

a) € vista como uma elevagido de apenas um dos componentes do ERG, enquanto os
outros sdo reduzidos; na adaptagio todos os componentes sofrem redugio;

b) fungoes separadas para facilitagdo e adaptagdo sdo obtidas atraves de manipu-
lagOes apropriadas dos estinmulos, como visto na Figura 6,

¢) seu curso temporal é relativamente fixo, enquanto o da adaptagdo néo €, como
pode ser visto na Figura 8

d) niveis baixos de iluminagao de fundo alietam a facilitagio e a adaptagio de formas
diferentes, conforme mencionado acima na descrigdo dos resultados da Figura §;

¢) mudangas de amplitude sdo relativamente independentes das mudangas de
laténcia para a resposta facilitada. Este resultado contrasta com a dependéncia entre
amplitude e laténcia relatada por outros autores (e. g, Fuortes ¢ Hodgkin, 1964) quando
s0 adaptagdo (e ndo facilitagdo) foi encontrada como resultado da exposigdo a luz.

(Com base nestas observagdes pode-se supor que a facilitagido deva ser causada por
um mecanismo independente do que causa redugdo do ERG. Os ERGs adaptados a luz
obtidos com esta preparagio seriam, portanto, resultantes de tendéncias opostas a
aumentar e a diminuir com relagio a resposta adaptada ao escuro. () resultado final,
refletindo preponderincia de uma das tendéncias, ou seu equilibrio, dependeria dos
valores especilicos de duragdo e intensidade de exposigdo a luz, intervalo no escuro, e
Huminagioe de {undo.

Ainda ndo se podia saber por estes experimentos se o mecanismo responsavel pela
lacilitagio observada no ERG esta localizado na célula fotorreceptora ou depende de
interagdes relinianas laterais. O fendmeno poderia ser causade por uma das duas
possibilidades, ou por uma combinagio delas.
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3. ESTUDOS INTRACELULARES

A mensuragio intracelular de facilitagio em fotorreceptores restringia-se alé o
presente estudo aos registros no crustaceo Balanus amphitrite (Hanani ¢ Hillman, 1976:
1982; Hanani, 1986), em nos aracnideos Limulus polyphemus (Fein and Charlton, 1975 )
Lycosa baltimoriana (DeVoe, 1972) e Menemerus confusus (Yamashita e Tateda,
1976). Pelo menos no caso dos dados obtidos em Balanus, as caracteristicas do
fenomeno diferiam das registradas por nos em insetos, através do ERG, pelo fato de que
facilitagdo em Balanus & associada com menor sensibilidade.

Os dados obtidos com ERG poderiam estar refletindo um fenémeno diferente do
descrito no fotorreceptor. De fato, o ERG pode incluir também a resposta das camadas
neurais seguintes ~ a lamina ganglionar ¢ a medula, especialmente a lmina por ser mais
proxima. Esta contém uma rede complexa de conexdes destinadas ao processamento da
informagdo dos fotorreceptores com vérios tipos celulares e grande densidade de
conexdes sindpticas. A atividade elétrica das células monopolares da lamina é bem
descrita na mosca (Shaw, 1981) ou libélula (Laughlin, 1980), mas em himendpteros a
dificuldade de registro impediu que o conhecimento progredisse muito. Existem os
dados obtidos com muita dificuldade por Menzel em 1974, que relatam registros em 9
células monopolares ¢ s6 muito recentemente um prosseguimento destas tentativas,
agora com registro eletrofisiologico acoplado a marcagéo intracelular, com dados de 30
células monopolares na limina da abelha Apis mellifera (Souza er al., 1987; Souza ef
al., noprelo). Assim, a facilitagio retiniana descrita até agora poderia ser apenas produto
de uma caracteristica do método usado: as respostas captadas refletiriam ndo a sensibili-
dade da retina mas a soma de potenciais de diferentes amplitudes, provenientes de duas
camadas diversas: retina ¢ lamina.

Essa hipdtese poderia ser aventada com base na proximidade entre retina e limina
ganglionar e na grande dimensio desta camada na abelha e outros himendpieros. Foi
contudo claramente descartada pelo exame da morfologia do cérebro da formiga Arta
sexdens, a espécie na qual a maior parte dos dados foi colhida. Felisberti (1987)
comparou a morfologia de cérebro e ganglios opticos de Atta sexdens, Camponotus
crassus, Camponotus rufipes, e Pseudomyrmex phyllophilus. Observa-se em seu estudo
que ¢ justamente na primeira espécie, na qual a magnitude de facilitagio é a maior
encontrada, que a distincia entre retina ¢ 1dmina ganglionar é excepcionalmente grande.
Nesta espécie, diversamente dos outros himendpteros que temos estudado existe uma
longa separagdo entre as duas camadas: os axonios dos fotorreceptores percorrem uma
distancia de 800 Om até atingirem seus alvos sinapticos, as células monopolares grandes
da lamina. Nas outras espécies esta separagdo varia entre 50 € 150 Om. Dada a distancia
medida para A. sexdens, & impossivel supor que haja captagio de potenciais da lamina
por um eletrodo de massa na superficie da cornea, uma vez que estes potenciais teriam
que se difundir passivamente por um meio niio neural e ultrapassar uma barreira de alta
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resisténcia, amembrana basal da retina, para atingirem o eletrodo. Por outro lado, se esta
hipétese fosse verdadeira, esperar-se-ia que a magnitude de facilitagdo fosse maior em
espécies em que a lamina ganglionar € mais proxima da retina e tem maior dimenséo.
Isto no ocorrel: justamente nessas espécies a magnitude de facilitagdo fo1 menor
(Ventura, 1983). Finalmente, nos registros obtidos em células monopolares da limina
em abelhas os potenciais eram sempre de pequena amplitude, muito inferiores ao
tamanho dos potenciais receptores (Souza ef al., 1987) de modo que sua contribuigio
para o ERG deve ser insignificante comparada & da retina.

Descartada a hipdtese acima, confirma-se que a facilitagdo ocorre de fato no
fotorreceptor. E ainda possivel, contudo, supor diferentes formas para sua ocorréncia.
Pode ser consequéncia do funcionamento da cadeia de transdugio ou do restabeleci-
mento do potencial de repouso, ou pode ainda ser devido a uma retroalimentagéo
provinda da lamina ganglionar (ver 3.1.1). Fsta ndo deve ser confundida com a hipotese
discutida acima, na qual se falava em captagio direta de potenciais da lamina. Aqui
referimo-nos a modulagio do fotorreceptor por influéncia de neurdnios da camada
seguinte, o que & totalmente diverso. Finalmente, poder-se-ia aventar a hipotese de
acoplamento elétrico entre fotorreceplores.

(Qualquer que seja a hipotese a ser examinada, como as caracteristicas de facilitagdo
observadas no ERG de insetos indicavam discrepancias com relagio aos dados obtidos
em outros invertebrados, o primeiro passo era verificar a exisiéncia e caracteristicas de
facilitagiio no fotorreceptor de insetos. Os fotorreceptores em que foi demonstrada
pertencem a sislemas visuais muito diferentes, mais simples que os de insetos: tanto o
de Balanus como o olho ventral de Limulus caracterizam-se por serem ocelos (orgdos
constituidos por um grupo de células fotorreceptoras numa depressao da superficie, sem
aparelho dioptrico, cf. Shepherd, 1983) com células de dimensdes muito grandes
comparadas as de fotorreceptores de insetos. Demonstrou-se facilitagio também em
fotorreceptores dos olhos da aranha Lycosa baltimoriana (DeVoe, 1972), que sdo mais
desenvolvidos que os ocelos acima mencionados, porém também de menor complexi-
dade que os olhos compostos de insetos.

Nesta parte foram escolhidos insetos cujo tamanho de olho permite melhores
condigbes de registro e sio por isso comumente usados em trabalhos intracelulares de
visdo: o gafanhoto, de visdo lenta e a abelha, de visdo rapida (Seuza, 1986; Souza e
Ventura, no prelo).

Para obter os registros, o inseto era preso com o lado dorsal para baixo a um pequeno
cilindro de latdo de forma a imobilizar o torax e a cabega, deixando o abdomem livre.
Um orificio aberto na extremidade superior do olho ¢ imediatamente recoberto por
vaselina permitia a introdugdo do eletrodo de registro em diregdo perpendicular ao eixo
dos omatideos, uma micropipeta de vidro preenchida com 2.5 M KCI, com resisténcias
de ponta eram de 70 a 200 M Ohms,medidos na preparagio. Detalhes do procedimento
¢ do equipamento de registro podem ser enconlrados em Souza ¢ Ventura, (1989).
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Tanto em abelhas como no gafanhoto foi possivel regisirar potenciais receptores
com a técnica descrita acima, que vem sendo utilizada no laboratorio ha varios anos.

A Figura 9 apresenta exemplos de facilitagio na abelha Melipona quadrifusciara e
no gafanhoto Schistocerca sp. Sdo comparados nos dois cases potenciais receplores
colhidos apos adaptagio ao escuro (E) e apos exposigio & (L) luz, con a apresentacio
consecutiva de pulsos de luz de alta intensidade (log I= 0, duragio ~ 20ms). Os
potenciais receptores obtidos apos exposigdo a varios pulsos de luz mostram aumento
da amplitude de pico nos dois casos: de 16% na célula retinular de abelha e de 42% na
de gafanhoto. Sio aumentos muito grandes se for levado em conta o fato de que a
intensidade usada é proxima da saturagio. Nota-se lambém grande compressio tempo-
ral da resposta facilitada e a presenga de pos potenciais despolarizantes (PDAs) em todas
as respostas.

Estas respostas foram cobtidas com estimulagio proveniente de uni diodo emissor de
luz verde, cuja estreita faixa de emissao (570 nm; 1/2 largura de faixa 25 nm) permite
garantir que os registros sdo de fotorreceptores com sensibilidade espectral maxima no
verde. Estes sdo, em ambos os inselos os mais frequentemente impalados, possivel-
mente por serem os mais numerosos. No omatideo da abelha existem oilo células
retinulares, das quais duas tém resposta maxima no ultravioleta, duas no azul e quatro
no verde. Uma nona célula retinular & encontrada proximo # membrana basal ¢ a julgar
por sua morfologia deve ter resposta no ultravioleta. O omatideo do gafanhoto possui
eslrutura analoga.

3.2.1 TRENS DE PULSOS

Nas Figuras 10 ¢ 11 séries de 10 pulsos com diferentes intervalos entre si 3o
apresentadas para ilustrar o curso temporal do fendmeno em fotorreceptores de abelha
e de gafanhoto. Os estimulos usados correspondem & intensidade maxima possivel ne
sistema, um pouco acima da intensidade saturante. Na situagio de facilitagdo a
amplitude continua contudo aumentando gradativamente alé se estabilizar apos alguns
pulsos.

s dados mostram que o fendmeno € mais evidente no gafanhoto que na abelha, ¢
que no primeiro a evolugio temporal da facilitagio € mais lenta, ou seja, ainda ha
aumento de facilitagio em intervalos de 5s enquanto em abelha o maximo € atingido com
28 de intervaio. 'm ambos, facilitagdo continua presente mesmo com 10s de mtervalo
enlre os pulsos.

[: interessante comparar as respostas facilitadas s respostas do fotorreceptor para
diferentes intensidades de luz (fungdo V/log I) colhidas com o olho adeptado ao escuro.
A Figura 12 mostra do lado esquerdo uma fungio V/log [, e do lado direito as amplitudes
das respostas obtidos para um trem de pulsos na intensidade méxima.
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Na curva da esquerda um dado importante ¢ a amplitude de resposta maxima,
chamada resposta de saturagao (V_ ), aqual ndo aumentacom o aumento da intensidade.
A relagio entre amplitude de resposta (V) e intensidade da luz (1) € logaritmica passando
4 assintotica nos extremos inferi or € superior de intensidade. O resultado € uma fungio
sigmoide que corresponde a equagio V1 =|(V /V) -1]1'", onde I, € a intensidade que
elicia uma resposta de amplitude igual a V_/2, V_ a da resposta de saturagio e s ¢ uma
medida da inclinagio da sigmoide (Naka e Rushton, 1961). A curva V/iogl obtida para
esta célula é tipica das fungdes encontradas nesta espécie, cujo valor meédio deséde0.75
(Souza, 1987).

Comparando-se as respostas facilitadas com V_ (amplitude de resposta que nio
aumenta mais com o aumento da intensidade) medido com o olho adaptado ao escuro:
hé um aumento de 16%. As laténcias correspondentes aos potencials receptores lanto
da série de intensidades como dos trens de pulsos sdo também apresentadas.

O calculo do ganho de sensibilidade nas respostas facilitadas € dificil por ja se estar
em V. Pode-se contudo dizer que uma variagio de amphitude de 16% corresponde a
cerca de 1 log no trecho linear da sigmoide.

Outros parimetros da resposta facilitada devem ser descritos para melhor com-
preensdo dos mecanismos envolvidos. Na adaptagio a luz, segundo os dados e teorias
mencionados anteriormente ha sempre uma compressdo temporal acompanhando a
redugdo de resposta. Na resposta facilitada tambeém vemos forte compressdo temporal,
mas esta acompanha o aumento de amplitude. A compressio temporal se evidencia em
todos os parimetros medidos: laténcia, lempo para atingir o pico, duragdo total, area.
A partir da segunda resposta de uma série nota-se uma grande diferenga de forma entre
a resposta ao primeiro pulso de luz, muito lenta principalmente na taxa de descida, e as
seguintes, sucessivamente mais rapidas (ver Figuras 10 e | 1).

O aumento da amplitude do potencial receptor observado na facilitagio parece
dever-se A hiperpolarizagio da linha de base durante um certo periodo apos o polencial
receptor. O retorno ao potencial de repouse inicia-se com um potencial prolongado
despolarizante (PDA, Hillman, 1979), seguido de um pos potencial hiperpolarizante.
Fste mantém-se por alguns segundos ¢ ¢ denominado pos potencial hiperpolarizante
prolongado (PHP) (Hillman, 1979). Como o nivel de despolarizagdo atingido pelo pico
do potencial receptor permanece aproximadamente constante a amplitude total do pico
aumenta se a estimulagio ocorrer dentro do periodo de duragio do PHP . As Figuras 13
¢ 14 apresentam a relagdo entre facilitagdo ¢ hiperpolarizagio, ambos em mV relativos
& linha de base precedente a primeira estimulagio, e & amplitude de pico obtida na
primeira estimulagdo, para todas as células apresentadas neste trabalho. E clara a
correlagio entre facilitagio ¢ hiperpolarizagio.

Foram também medidas as laténcias das respostas facilitadas, observando-se que
sdo sempre menores que as das respostas obtidas com o olho adaptado ao escuro. Isto
pode ser visto no exemplo da Figura 12, Em algumas células a laténciamantém-se menor
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e constante, nfio havendo relaglio entre facilitaglio e laténcia para as respostas facilitadas.
Em outras hé um leve decréscimo em fungiio do aumento da resposta: quanto maior a
facilitagiio, menor a laténcia. Existem ainda uns poucos exemplos de aumento da
laténcia com o aumento da resposta. Em conclusiio, ndo parece haver relagio entre
laténcia e amplitude da resposta facilitada.

ABELHA

L

FIGURA 9 -Potenciais obtidos em fotorreceptores da abelha Melipona quadrifasciata
(A) e gafanhoto Schistocerca sp. (G) com o olho adaptado ao escuro (lado
esquerdo) e apbs exposiglio i luz com virios pulsos (lado direito). Durag#io
dos pulsos: 20 ms. Intensidade:log 1 = 0. Calibragio: | s e 20 mV.

GAFANHOTO
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FIGURA 10 - Potenciais receptores obtidos em célula do olho composto da abelha

Melipona quadrifasciata em resposta & apresentagdo de trens de 10
pulsos de luz com intervalos de 2, 5, e 10 s. Calibragio: 1 se 20 mV.

CAFANHOTO

FIGURA 11 - Potenciais receptores obtidos em célula do olho composto do gafanhoto
Schistocerca sp. em resposta i apresentagio de trens de 10 pulsos de luz
com intervalos de 2, 5, ¢ 10 s. Calibragdo: 1 s e 20 mV.
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FIGURA 12 - Lado esquerdo. Amplitudes e laténcias de potenciais de pico do

fotorreceptor F 50 da abelha Melipona quadrifasciata em resposta a
pulsos de luz de 20 ms em diferentes intensidades para o olho adaptado
ao escuro. Lado direito: Amplitudes de pico e laténcias da resposta da
mesma c€lula a trens de pulsos com intervalos de 2s e §s. Os quadrados
grandes indicam amplitudes e os pequenos laténcias. A curva potilhada
€ a parte superior de uma sigmoide ajustada aos dados desta célula com

s=.T5e¢e V*= 664 mV.c
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FIGURA 13 - Relagio entre facilitagio (Rn-R1) e hiperpolarizagio (PHA) para vérias
células fotorreceptoras de abelha.
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FIGURA 14 - Relagdo entre facilitagdo (Rn-R1) e hiperpolarizagio (PHA) para varias
células fotorreceptoras de gafanhoto.
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FIGURA 15 - Amplitudes relativas do potencial receptor de uma célula retinular de
abelha para trens de pulsos de 2s de intervalo apresentados em diferentes
intensidades do LED. A intensidade méxima é Log I = 0.

3.2.2 ADAPTAGAO A LUZ E AO ESCURO

A mesma sequéncia usada anteriormente nos experimentos com ERG foi aqui
repetida em algumas células com a finalidade de se medir adaptagiio 4 luz e ao escuro.
Foram apresentados, sempre na intensidade maxima, um pulso de luz contrdle seguido
do estimulo de adaptagio cuja duragiio variou de 50ms a 5s e por Gltimo um pulso de luz
de teste. Os resultados obtidos nos fotorreceptores dos dois insetos foram semelhantes
aos anteriores com ERG: facilitagio é obtida com duragdes curtas de adaptagio
atingindo o pico em 50 ms e decrescendo com duragdes mais longas de exposiclio & luz.
Acima de |s deexposiciio & luz ha diminuigiio da resposta ao pulso de luz de teste relativa
ao de controle, ou seja, ha adaptagiio ou reduglio de resposta. Também da mesma forma
como ocorreuno ERG, a abelha, de visiio ripida, mostrou menores variagdes de resposta
tanto no sentido de facilitagio como no de adaptagiio que o gafanhoto,
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3.2.3 VARIAGAO DA INTENSIDADE

Osresultados obtidos com ERG mostraram que facililagdo ocorre para pulsos de alta
intensidade e curta duragiio. Na parte anterior demonstrou-se que no fotorreceptor sdio
também as duragdes mais curtas que produzem os maiores valores de facilitagio.

Para avaliar a dependéncia entre facilitagio e intensidade da luz trens de pulsos de
20 ms de duragdo e 2s de intervalo foram apresentados em trés diferentes niveis de
intensidade. Facilitagio aumentou com o aumento da intensidade, como pode ser visto
na Figura |5 que mostra os resultados de uma célula. Os mesmos resultados foram
obtidos em duas outras células.

3.3 INVESTIGACAO DE ALGUMAS HIPOTESES
PARA EXPLICAR O MECANISMO DE FACILITACAO

3.3.1 INFLUENCIAS SINOPTICAS

A possibilidade de que facilitagio fosse devida a influéncias neurais da rede lateral
foi examinada. Esta possibilidade significaria a explicagiio do fendbmeno através de uma
modulagio da resposta folorreceptora por uma influéncia neural proveniente da camada
seguinte - a ldimina ganglionar. Na eventualidade de existir uma retroalimentagio deste
tipo esta deveria manifestar-se por alteragio da facilitagio quando medida com a fonte
luminosa fora do eixo omatidial, pois nessas condigdes as influéncias provenientes de
circuitos vizinhos seriam alteradas. A amplitude da resposta a um pulso de luz diminui
com o aumento da distincia entre o ponto estimulado e o eixo omatidial, no qual ¢
maxima.

Testamos essa possibilidade medindo a amplitude do potencial receptor da mesma
forma que nos experimentos anteriores, mas apresentando a estimulagiio luminosa fora
do eixo omatidial. Trens de pulsos apresentados para trés das células que exibiram
facilitagiio resultaram em respostas de menor amplitude com pouca ou nenhuma
facilitagiio. Os resultados assemelharam-se aos oblidos com variagdo de intensidade
(Figura 15) sugerindo que a diminuigao da intensidade efetiva causada pelo afastamento
do eixo omatidial deva ser a causa da variagiio das respostas.

Se a facilitagio ou a adaptagiio dependessem da estimulagio de omatideos vizinhos
aquele em que se registra e ndo do proprio, as respostas ao trem de pulsos seriam
provavelmente diferentes das obtidas para um trem de pulso de menor intensidade
apresentado no eixo omatidial, porque fora do eixo estariamos estimulando mais
intensamente interneurfnios vizinhos inibidores ou facilitadores. Um teste mais ade-
quado dessa hipOtese teria sido apresentar a estimulagio lateral em forma de anel em
tormo do eixo omatidial, aumentando portanto a intensidade efetiva em todos os
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omatideos equidistantes ao axial, e nio apenas nos omatideos de um dos lados, como
foi feito. Ainda outra possibilidade seria comparar respostas a fontes de luz axiais, mas
de diferentes dreas, cobrindo portanto um nimero maior ou menor de omatideos
vizinhos.

3.3.2 INFLUENCIA DA METARRODOPSINA

A metarrodopsina (M), um fotoproduto da rodopsina (R), € termoestavel nos
invertebrados. Ao estimularmos um fotorreceptor para o verde o descoramento de R
levara & produgdo de uma certa quantidade de M. Se for entéio apresentada ao olho luz
correspondente ao espectro de absorgio de M haverd fotorregeneraglo de R, com
consequente aumento de sensibilidade do fotorreceptor (revs. em Hillman, et al;
Hamdorf, 1979). Relagdo entre facilitagio ¢ quantidade de metarrodopsina formada foi
demonstrada no olho de craca (Hanani e Hillman, 1979).

Para testar esta possibilidade na abelha a facilitagdo obtida apds estimulagio com
luz verde (filtro Schott VG9) foi comparada com facilitagio obtida apés Ss de
estimulagiio com luz azul (filtro Schott BG12 + Kodak Wratten 96 1 log + vidro) e trés
células. Nenhuma diferenga foi encontrada, como se pode observar nos dados da Figura
16 que mostram os resultados de uma das células. Nesta figura observa-se uma redugdo
do potencial receptor apos iluminagdo prolongada, sejacom verde ou com azul, mas néo
hé diferenga entre as respostas as duas estimulagdes.

3.3.3 INFLUENCIA DAS CONDICSES FISIOLOGICAS DA CELULA

A hipétese de que facilitagdo pudesse ser um fendmeno relacionado com injitria ou
morte da célula sob registro parece poder ser totalmente afastada tendo em vista que as
células que apresentam facilitagio sfio as que apresentam os maiores potemciais
receptores, minipotenciais, nivel alto de ruido de membrana, estabilidade do potencial
de repouso e da amplitude do potencial receptor € outras caracteristicas consideracias na
literatura como indicativas de boas condigdes fisiolégicas. Entretanto o fato de que na
craca facilitag@o foi associada com menor sensibilidade do fotorreceptor e consequen-
temente com piores condigdes fisiolégicas (Hanani e Hillman, 1976) levou-nos a testar
diretamente essa possibilidade em uma preparagao.

A Figura 17 apresenta os dados de uma célula em que trens de pulsos com intervalo
de 2s foram apresentados repetidas vezes desde o impalamento at¢ a morte da célula
ap6s 3 horas. Observa-se um aumento da facilitagio do primeiro para o segundo trem,
e a manutengio de um valor constante nos dois seguintes. Entre o quarto e quinto tréns
houve um intervalo de aproximadamente 2 horas. O potencial receptor diminwiu ¢ a
facilitagiio desapareceu, cedendo lugar & redugdio de potencial (Gltimo trem).
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FIGURA 16 - Amplitudes relativas do potencial de pico em resposta a cinco trens de
pulsos, quatro dos quais precedidos de adaptagio cromética. Dados da
célula F 50, fotorreceptor verde de abelha.

3



F 50
147

1.37
1.21
Rn/Ri1.17
{
p.9+

0.6" PULSO0S

FIGURA 17 - Amplitudes relativas do potencial de pico em resposta a seis trens de
pulsos, do inicio do impalamento & morte da celula. (A quarta sequéncia
desta Figura foi seguida de quatro trens com pré-estimulagio cromatica.)
Dados da célula F 50, fotorreceptor verde de abelha.
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4. DISCUSSAO

A confirmagao da existéncia de facilitagao no fotorreceptor de insetos obtida neste
trabalho permite estender para o olho composto de insetos a generalidade desie
fendmeno, ja descrito em sistemas visuais mais simples.

Nossos dados anteriores obtidos com o ERG haviam conduzido 4 interpretagio de
que facilitagio constitui um processo diferente do de adaptagdo (Ventura e 'uglia, 1977,
v. cap. 1). Esta conclusdo baseou-se na observagao de varios aspectos do fendmeno em
que sdo encontradas difcrengas em respostas adaptadas e facilitadas: apenas um dos
componentes do ERG exibe aumento de amplitude na facilitagao, os cursos temporais
de adaptagdo a luz ¢ ao escuro diferem para facilitagio e redugdo de resposia, a
sensibilidade aumenta com a intensidade do estimulo para respostas facilitadas (ex-
posigao curta a luz) e diminui para as adaptadas (exposig¢do longa i luz); ndo ha relagio
entre variagdo de amplitude ¢ laténcia para respostas facilitadas.

Dentre essas diferengas enlre os dois processos chamava a atengdo especialmente
a auséncia de relagao entre a amplitude ¢ a laténcia das respostas facilitadas, por ser esta
relagdo basica nos imodelos que procuram explicar adaplagdo a Juz (Fuortes e Hodgkin,
1964). Esta dependéncia € sempre encontrada no olho adaptado ao escuro: a laténcia
diminui com o aumento da intensidade (Figura 12) e também com a adaptagio i Juz
dentro de cerlos limites de inlensidade e duragdo. A auséncia de relagdo entre amplitude
e laténcianas respostas facilitadas do olho composto de himendpteros ( Ventura e Puglia,
1977} foi comentada por Dahl ( 1978}, gue endossou nossa interpretagio da inadequagio
do modelo de Fuortes ¢ Hodgkin. Mais recentemente os mesmos achados foram
confirmados por Hanani (1986) em registro intracelular no olho da craca. No caso deste
autor a laténcia das respostas facilitadas era mais curta que a das adaptadas ao escurn,
mas nao se modificava acompanhando a amplitude das respostas.

Adiante serao descritos dados bioquimicos relerentes a cascata de transdugio que
conduzem também & idéia de dois processos na resposta do fotorreceptor a luz: um de
adaptagiio. e outro de excilagio, mediados por substancias diferentes. I interessante
ressaltar neste ponto gue mesmo com uma lecnica simples como o ERG, a manipulagao
sistematica dos estimulos num estudo parametrico detalhado permitiu antever a
existéncia desses dois processos.

Hanani (1986) verificou também que a facilitagdo ndo resulta da redugdo do Ca®
intracelular ndo sendo portanto um processo inverso ao de adaptagao. Esta dltima ¢
acompanhada de queda progressiva nas laténcias do polencial receptor, as quais variam
proporcionalmente a variagio de amplitude de pico do potencial receptor (Fuortes e
Hodgkin, 1964). Na facilitagdo, como foi descrito por Hanani (1986) e neste trabalho,
as laténcias das respostas sao mais curtas que as das adaptadas ao escuro, Pela previsao
do modelo do calciv, se a facilitagio fosse devida a um decréscimo do Ca’ intracelular
as laténcias deveriam aumentar junto com a amplitude. Mas o achado ¢ mverso. As
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latéricias ¢ todos os oulros parimetros temporais das respostas facilitadas sdo mais
curtos e permanecem aproximadamente constantes, ou apresentam pequeno de-
créscimo acompanhando o aumento de amplitude. Esla relagao entre amplitude e
laténcia € conlraria, portanto, a prevista pelos modelos anteriores, lanto o do Ca** como
o de Fuortes e Hodgkin,

[ interessante observar que a relagio direta entre amplitude ¢ laténcia & carac-
teristica do processo de adaptagdo: ambas diminuem. A relagio inversa € caracteristica
do processo de excitagio: a amplitude aumenti ¢ a latencia diminui. De fato, quando sio
apresentados ao olho estimulos de intensidades crescentes, aumenta a amplitude e
diminui a laténcia. No caso das respostas facilitadas, a amplitude aumenta € a laténcia
permanece estavel ou continua diminuindo, muito embora a intensidade de estimulagao
seja sempre a mesma. Se, como tudo parece indicar, facilitagiio e adaptagdo sdo devidas
a processos independentes, a conclusio a que se chega € que na hiperestimulagdo
(estimulagio repetiliva com intensidade luminosa muito alta) a excitagdo continua
aumentando (potencial receptor aumenta) depois de a adaptagao ter atingido um estado
de equilibrio (laténcias mantem-se curtas).

Uma das diferengas importantes entre vertebrados e invertebrados na fotorrecepgdo
& o fato de que nesles Gliimos a metarrodopsina (M), um dos fotoprodutos da rodpsina
(R). & termoestavel (Hamdorl, 1979). Assim como nos vertebrados, a iluminagdo do
olhe dentro da faixa espectral de M tem o efeito de fotorregenerd-la em R. Em
iluminagae prolongada as concentragdes de ambas atingem um equilibrio dependente
da intensidade da luz e de sua distribuigao espectral. Os efeitos da formagio de M no
PDA foram extensamente estudados em vérios invertebrados (Hillman ef al., 1983).
Hanani e Hillman ( 1979} demonstraram haver relagdo inversa entre a quantidade de M
formada e a magnitude de facilitagdo no olho da craca. e aventaram a possibilidade de
que a absorgdo de luz por R teria um efeito excitatorio o qual seria antagonizado pela
ahsorgdo de luz por M. Na suposigio, por semelhanga com oulros casos, de que o
fotopigmento do receptor verde deveria formar uma M na regido do azul foram [eitas
por nos tentativas de examinar o possivel papel de M na facilitagio. Os resultados ndo
mostraram qualquer diferenga relacionada a estimulagoes com luz azul ou verde, que
deveriam produzir diferentes quantidades de M. A auséncia de efeito pode ser tambem
devida a alguma dilcrenga entre as duas espécies na sequéncia de transdugio. Por outro
lado, como ndo existe descrigio de M para as rodopsinas existentes no olho da abelha
{Hillman et al., 1983 listam em sua revisio tedos 0s casos estudados) talvez a
estimulagio usada por nos tenha sido inadequada. A possibilidade de uma relagdo desle
tipo também nos insetos aqui estudados ndo deve portanto ser descarta da, princi-
palmente pelo fato de que tante no case de Aaldnis como nos NOSSOS dados a facilitagio
& obtida com pulsos de intensidade saturante.

(s estudos recentes de transdugdo tém chegado por outra via, ou seja, pela andlise
bioquimica. 4 conclusdo de que existem simultineamente dois processos diferenles para
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adaptagio e excitagio no fotorreceptor. Os dois processos sio controlados por mecanis-
mos diferentes: adaptagdo pelo Ca®" intracelular (v. rev. em Autrum, 1981, Yau e
Makatani, 1985) e a excitagao por um transmissor ou mensageiro sintetizado na cascala
bioquimica da fototransdugio (Fein et al., 1984; Brown ct al., 1984). Uma das
evidéncias para esta conclusio ¢ 4 de que embora existam muitas provas de que o Ca®'
acompanha a adaptagio (Brown e Blinks, 1974; Brown ¢ Lisman, 1975, Stieve e Bruns,
1980, 1983), a injegdo ionoforética de Ca’* ndo provoca resposta excitatoria no
fotorreceptor (Brown e Lisman, 1975). Na realidade o papel do Ca’ esta sendo
reinterpretado aluz danova descrigio da cadeia de reagdes de fototransdugido (Malthews
ef al.,1985; Lamb, 1986; Pugh e Cobbs, 1986; Stryer, 1986), mas nao parecc haver
davida sobre sua importincia na adaptagdo ou dessensibilizagdo provocada pela
exposigao a luz (Yau e Nakatani, 1985).

A sequéncia da cascata de transdugdo nos invertebrados (Fein, 1986; Fein er al.,
1984; Brown ef al., 1987; Devary et al., |1987), analoga a descrita para os vertebrados
(Stryer, 1986), pode ser assim resumida: luz ativa a substancia fotossensivel, rodpsina,
a qual passa ao estado fotoexcitado R*. Nesse estado R* facilita a ligagdo de guanosina
trifostato (GTP) com uma proteina G, a transducina, a qual passa ao estado ativado,
Nesse estado a proteina G por sua vez aliva a enzima fosfolipase C, a qual gera trifosfato
de inositol (InsP3) a partir de fosfatidil inositol 4,5 difosfato. Fste tltimo atua como
mensagelro interno ou segundo mensageiro causando direta ou indiretamente a abertura
de canais de Na' namembrana ¢ a consequente despolarizagio da célula folorreceptora.
Nos vertebrados sabe-se que a proteina G, ou transducina, inicia a cadeia que leva
hidrélise de GMPc, o mensageiro interno que mantém abertos os canais de membrana.
O resultado da agdo da luz, mediado pela transducina, leva & quebra de GMI’c para
5'GMP pela tosfodiesterase reduzindo-s¢ assim o nimero de moléculas de GMP¢
disponiveis para manter canais abertos. A consequéncia é o fechamento de canais,
produzindo a hiperpolarizagdo caracteristica do potencial receplor de vertebrados
(Lamb, 1986; Stryer, 1986).

Em invertebrados apenas um relato (no olho ventral de Limulus) mostra que o GMPe
atua na fototransdugao. Johnson et al. (1986) demonstraram uma agio excitatéria do
GMPc e um aumento de seus niveis como consequéncia da iluminacio. Este altimo
achado explicaria a diferenga de sinal entre potenciais receptores de células visuais de
invertebrados e vertebrados, dado que nestes ultimos os niveis de GMPe diminuem com
a iluminagdo. Entretanto a agio do GMPc parece ser restrita: atuando apenas sobre uma
subpopulagio de canais de membrana uma vez que seu nivel de saturagio ¢ bem mais
baixo que o da resposta a luz.

A maior parte dos trabalhos em invertebrados sugere que a enzima correspondente
a proteina G e o transmissor secundario sejam diferentes dos de vertebrados. Esles
trabalhos apontam para o InsP3 como candidato a mensageiro. Feinet al. (1984} ¢ Brown
etal. (1984)aliando estudos cletrofisiologicos aos bioquimicos, demonstraram sua agio
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excitatoria e imitadora da agdo da luz no fotorreceptor do olho ventral de Limulus por
meio de injegdo de pressdo intracelular. No trabalho de Fein et al. (1984) facilitagdo na
resposta a luz é obtida apos injegdo com InsP3. Mais recentemente, Devary et al. (1987)
também sugerem que a enzima no caso dos invertebrados seja a fosfolipase C e que o
segundo mensageiro seja o InsP3. Neste trabalho os autores mostram o efeito excitatorio
de InsP3 em fotorreceptor de Musca. O composto foi introduzido no olho, no meio
extracelular, e as respostas & luz obtidas em seguida eram de amplitude maior e
apresentavam maior nivel de ruido de membrana que as respostas controle. Infelizmente
néo hé informagdo sobre as laténcias dessas respostas nem sobre a ocorréncia ou nio de
hiperpolarizagio. A entrada do InsP3 na célula deve ter ocorrido da forma descrita por
Wilcox e Franceschini (1984) para varias moléculas hidrofilas as quais penetram o
fotorreceptor quando este ¢ iluminado. Devary et al. (1987) mostram também a
potenciagdo do efeito excitatorio quando se impede a hidrolise (inativagdo) de InsP3
pela administragdo conjunta de 2,3 bisfosfoglicerato (DPG).

A comparagio dos potenciais em resposta & luz obtidos apds introdugdo de alta
concentragio de InsP3 e de InsP3 + DPG (difosfoglicerato) com as respostas facilitadas
descritas no presente trabalho revela impressionante semelhanga. Também os resultados
de Minke e Stephenson (1985) que mostraram o aumento sucessivo de ruido despolari-
zante provocado pela introdugdo de quantidades crescentes de GIP (5'-b,y-imido)
guanosina trifosfato dentro da célula ao serem apresentados pulsos de luz consecutivos
fornecem uma explicagio para o alto nivel de ruido das células em que se encontra
facilitagdo.

Estes achados sugerem que a interpretagio dos dados encontrados neste trabalho
possa ser a seguinte: facilitagio consistiria em um aumento da amplitude de pico ¢ do
ruido de membrana em decorréncia do acimulo de InsP3 no fotorreceptor. A quantidade
de InsP3 liberado e a facilitagio aumentam com a intensidade da luz. Nas altas
intensidades, nas quais se observa facilitagio, a velocidade de inativagdo do InsP3
poderia ser insuficente para permitir o retorno ao nivel de repouso. Em intervalos de
tempo entre os pulsos em que adaptagio ndo esteja atuando seria entdo possivel observar
0 processo excitatorio isoladamente. Nos nossos dados isto € possivel acima de 2s para
o fotorreceptor de abelha e de 5s para o de gafanhoto. No trem de pulsos de 2s de
intervalo apresentado para fotorreceptor de gafanhoto hd uma diminuigio do potencial
receptor para o8 primeiros pulsos, seguida de um aumento progressivo da resposta aos
pulsos subsequentes. Sdo entdo observados os dois processos: adaptagdo e facilitagio.
Em intervalos mais curtos as respostas evidenciam apenas o processo de adaptagéo, o
qual mascara o de excitagio ou facilitagio. Em algumas células é possivel mesmo com
intervalos de 1s ver um decréscimo da resposta para os primeiros pulsos, seguido de um
aumento e gradual eslabilizagdo. Nesta situagio o processo adaptativo eslaria con-
tribuindo para a redugio de resposta, mas o processo excitatorio por saturagio do
mecanismo de inativagio deixaria uma quantidade residual de Insp3 livre que cresceria
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de estimulagao para estimulagdo. Assim, ao se estabilizar o efeito adaptativo seria
possivel observar o facilitatorio. O fato desta mudanga ocorrer deve ser tomado como
evidéncia de que a adaptagdo atinge um estado estavel antes da facilitagio no fotorre-

ceptor.

A excitagdo do fotorreceptor do invertebrado pela agdo da luz, contrariamente a do
vertebrado, é despolarizante e depende de um aumento da condutancia de membrana
para ions de Na' e K'. Além desta variagio de condutincia ocorre um aumento da
condutincia para K’ que é independente da iluminagdo e é regulado pela quantidade de
Ca® intracelular (Muijser, 1979). Esta corrente independente de luz (corrente de
escuro), transportada pelos jons de K* é dependente do Ca?* em algumas espécies e nio
em cutras. (Muijser, 1979). Um aumento da condutéincia de membrana para ionsde K',
possivelmente dependente de um influxo de Ca’* foi relacionado por Hanani e Shaw
(1977) em Balanus com o pds-potencial hiperpolarizante de fotorreceplores adaptados
a luz. Os pos-potenciais hiperpolarizantes descritos em nossos dados poderiam também
ser explicados por um aumento da conduténcia para o K', que € causa de hiperpolari-
zagdo em inimeros sistemas. Mas nio sabemos se sdo ou ndo dependentes de Ca*'. Se
forem, poderiamos estabelecer o elo entre o efeito excitatério do InsP3 (em Muscaeem
Limulus) e os pos- potenciais hiperpolarizantes, pois varios trabalhos (Brown e Rubin,
1984, Payne et al., 1986 e Brown et al., 1987) demonstraram gue a inje¢do intracelular
de InsP3 induz aumento do Ca?' intracelular. Uma dificuldade com esta hipitese esta
em concilia-la com os dados de Muijser (1979) que mostram que a redugdo do Ca* pela
injegdo de EGTA numa célula retinular de mosca (Calliphora erythrocephala M.)
produz potenciais seguidos de hiperpelarizagdo muito semelhantes & encontrada por nos
no presente estudo, exibindo facilitagao, que ndo &€ comentada pelo autor.

Outro aspecto importante a ressaltar nestes dados é o aspecto comparativo.
Facilitagio foi obtida nos dois insetos, mas as proporgdes de facilitagdo foram bem
maiores no gafanhoto, que tem um olho mais lento. O curso temporal de facilitagdo foi
tambem mais lento para o gafanhoto, ou seja, o maximo de facilitagio foi atingido em
intervalos maiores entre estimulos. Estes aspectos coincidem com o que ja havia sido
observado nos estudos coniparativos que utilizaram o ERG descritos na primeira parte
(Ventura, 1983). Uma difcrenga conspicua entre os fotorreceptores dos dois insetos,
como entre fotorreceptores de outros insetos rapidos e lentos, & a diferenga nas
dimensdes da célula fotorreceptora: comprimento, diametro, volume total, area rab-
domérica. Dentro da hipotese acima, o fato de que a facilitagiio ¢ menor nos fotorrecep-
tores de menor volwne poderia ser explicado pela existéncia de menor drea de
membrana e portanto menor capacidade de gerar o segundo mensageiro, cujo precursor
¢ uma proteina de membrana: o fosfatidil inositol. Nestes fotorreceplores tante o efeito
facilitatério como o inibitorio ou de adaptagdo sdo de menor magnitude. Ha menor
variagdo de amplitude decotrente destes estados que nos fotorreceptores de animais de
visdo lenta.
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As outras hipoteses aventadas na Introdugdo, de que haja uma influéncia lateral na
facilitagio proveniente da lamina ganglionar, ou de que haja acoplamento elétrico entre
o0s receptores nio tém sustentagio nos dados. A facilitagdo nio aumenta, pelo contrario,
diminui. se a luz estimulatoria é desviada do eixo omatidial. Uma comparagio
quantitativa feita entre redugio de intensidade luminosa com estimulagio axial e
deslocamento em torno do eixo mostrou que os dois procedimentos produzem fungdes
indistinguiveis com relagdo a resolugio temporal. Quanto ao acoplamento elétrico,
muitas vezes postulado nos estudos de sensibilidade espectral (Menzel, 1979), foi
totalmente descartado pelo menos nas infimeras espécies de himenopteros com as quais
temos trabalhado (Souza, 1986; Menzel et al., 1986; Hertel ¢ Ventura, 1985) apés o
desenvolvimento do método de varredura espectral com resposta constante (Menzel et
al., 1986). Como com este método sdo obtidas curvas de sensibilidade espectral
semelhantes s de um pigmento descarta-se a possibilidade de agdo conjunta de duas
células, Nio parece provavel portanto que esta agio possa ocorrer no caso de facilitagdo.
Acresce a isto que niio ha nenhuma evidéncia anatémica de acoplamento no caso de
receptores de himenopteros.
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