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Resumo 

 

O fator de crescimento de fibroblasto básico (FGFb) é uma citocina multifuncional 

envolvida na proliferação, diferenciação e sobrevida de uma grande variedade de tipos 

celulares de origem mesodérmica e neuro-ectodérmica. A maioria dos trabalhos sobre 

o FGFb tem focado as vias de sinalização que medeiam seus efeitos biológicos. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar se o efeito proliferativo promovido por esta citocina 

sobre as células da retina poderia ser influenciado pelo tratamento com IL-4 e se o 

tempo poderia alterar a resposta ao FGFb. Nossos dados mostram que o FGFb induz 

um aumento na incorporação de [3H]-timidina de modo dose e tempo dependente. 

Também observamos que após 5 dias in vitro as células retinianas ainda são capazes 

de responder ao FGFb 25ng/mL. Entretanto, essa responsividade não era mais 

observada em culturas de 7 dias. Quando as culturas eram tratadas com IL-4 50U/mL 

por 24h e então estimuladas com FGFb 25ng/mL por 48h, observamos um aumento no 

efeito do FGFb. Este efeito não foi atenuado pela adição de brefeldina A, sugerindo 

que a IL-4 não estava induzindo a translocação de receptores de FGF para a membrana 

plasmática. Nossos dados sugerem um provável papel da IL-4 controlando a 

responsividade de células retinianas ao FGFb. 
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Abstract 
 

Basic fibroblast growth factor (bFGF) is a multifunctional cytokine involved in 

proliferation, differentiation and survival of a broad spectrum of mesodermal and 

neuro-ectodermal cell types. Most investigations about bFGF have been focused on the 

signalling pathways that mediate its biological effects. The aim of this work was to 

evaluate if the proliferative effect promoted by this cytokine on retinal cells could be 

influence by IL-4 treatment and if the time in culture could alter the response to FGFb. 

Our data show that bFGF induces an increase on [3H]-thymidine incorporation in a 

dose-and-time-dependent manner. We also observed that after 5 days in vitro retinal 

cells are still able to respond to 25ng/mL bFGF. However, this responsiveness was not 

observed in 7 day-old cultures. When cultures were treated with 50U/mL IL-4 for 24h 

and than stimulated with 25ng/mL bFGF for 48h we observed an increase in the FGFb 

effect. This effect was not attenuated by addition of 30ng/mL Brefeldin A, suggesting 

that IL-4 was not inducing a translocation of fibroblast growth factor receptors to the 

plasma membrane. Our data suggest a possible role of IL-4 controlling the 

responsiveness of retinal cells to FGFb. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 HISTÓRICO 

 

Em 1973, Armelin demonstrou que o extrato de hipófise era capaz de induzir a 

proliferação de fibroblastos de camundongos (Armelin, 1973). No ano seguinte, 

Gospodarowicz conseguiu purificar, a partir de extrato de cérebro bovino, um fator 

protéico que tinha grande afinidade por heparina e que reproduzia os efeitos sobre 

fibroblastos até então obtidos por Armelin. Devido a esta característica, o peptídeo 

recebeu do autor o nome de fator de crescimento de fibroblasto (FGF). A purificação 

do FGF permitiu que fossem conhecidos o seu peso molecular (17-34KDa) e seu ponto 

isoelétrico (pI=9,6). Em seguida, foi isolado um outro polipeptídio que apresentava 

ponto isoelétrico ácido e que também induzia a proliferação de fibroblastos. À medida 

que os estudos avançavam, verificou-se a existência de duas formas do FGF, a ácida 

(FGFa ou FGF-1) e a básica (FGFb ou FGF-2). Além disso, foi observado que estes 

fatores agiam sobre diferentes tipos celulares, tais como, neurônios, células gliais, 

condrócitos e células endoteliais (Basilico & Moscatelli, 1992 para revisão). 

 

Sempre houve na literatura um grande interesse em se saber de que maneira 

células tumorais obtinham o suporte sangüíneo indispensável à sobrevida e à 

proliferação. Com o avanço das pesquisas nesta área, observou-se que tumores eram 

capazes de induzir a angiogênese. Com a observação de que alguns dos fatores 

tumorais também apresentavam atividade mitogênica sobre células endoteliais e que 

tinham afinidade pela heparina, surgiu a hipótese do FGF ser um fator produzido por 

células tumorais. Posteriormente, um grupo de pesquisadores liderado por Judah 
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Folkman demonstrou que os tumores secretavam FGF e que esta era uma das 

moléculas responsáveis pela angiogênese. Esses dados contribuíram para estimular os 

estudos acerca dos FGFs nos processos neoplásicos e principalmente na elaboração de 

uma nova abordagem para terapia anti-câncer (Folkman & Klagsbrun, 1987 para 

revisão). 

 

Desde 1985, a estrutura bioquímica do FGF ácido e do FGF básico é conhecida. 

O FGFb é um polipeptídeo de 155 aminoácidos e o FGFa é composto por 140 

aminoácidos. Os genes para estes dois fatores foram clonados em 1986, a partir de 

bibliotecas de DNA complementar. Com a identificação destas moléculas e dos genes 

codificantes, houve um avanço nas técnicas de estudo dos efeitos destas moléculas nos 

diferentes tecidos do organismo (Basilico & Moscatelli, 1992 para revisão). 

 

Nas últimas três décadas, a maioria das pesquisas tem focado na interação dos 

FGFs com seus receptores e nos mecanismos de transdução de sinal resultante dessa 

interação, além da identificação de novos membros desta família. Até o presente 

momento, foram descritos 23 membros da grande família FGF. Após estudos 

filogenéticos, sugeriu-se a distribuição em 7 subfamílias: FGF-1, FGF-4, FGF-7, FGF-

8, FGF-9, FGF-11 e FGF-19 (figura 1). Fato interessante é que o FGFb pode ser 

encontrado desde nematódios até humanos, o que evidencia a participação desta 

citocina no processo evolutivo das espécies (Itoh & Ornitz, 2004 para revisão). 

 

Em estudos mais recentes investiga-se o potencial uso dos FGFs como uma 

ferramenta farmacológica a fim de reduzir a progressão de doenças 
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neurodegenerativas, cada vez mais presentes na clínica neurológica (Riva et al., 2005 

para revisão). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Relação evolutiva entre os genes 
humanos da família FGF. Análise 
filogenética sugere a distribuição desses genes 
em 7 subfamílias, cada uma contendo de 2 a 4 
membros. O tamanho das ramificações é 
proporcional à distância evolutiva entre cada 
gene. 

(Itoh & Ornitz, 2004) 
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1.2   FGFs NO SISTEMA NERVOSO 

 

No SNC adulto, o FGFa é encontrado em neurônios do núcleo oculomotor, 

ponte, núcleo geniculado lateral, formação reticular, substância nigra, tálamo, 

estriatum, córtex cerebral e hipotálamo. Ao contrário do FGFa, o fator de crescimento 

de fibroblasto básico é expresso tanto em neurônios quanto em células gliais, podendo 

ser localizado no colículo, tálamo, bulbo olfatório, córtex cerebral, substância nigra, 

estriatum e hipocampo (Reuss & von Bohlen Und, 2003 para revisão). 

 

Os diferentes subtipos de FGFRs também são expressos no SNC adulto. FGFR-

1, FGFR-2 e FGFR-3 são altamente expressos no diencéfalo e no telencéfalo e 

moderadamente no mesencéfalo e metaencéfalo. O FGFR-1 é predominante em 

neurônios, ao passo que FGFR-2 e FGFR-3 são encontrados primariamente em células 

gliais. O quarto receptor de alta afinidade (FGFR-4) é descrito como sendo expresso 

somente durante os estágios iniciais de desenvolvimento do sistema nervoso central 

numa região bem específica, o núcleo habenular lateral (Reuss & von Bohlen Und, 

2003 para revisão). 

 

Uma gama de trabalhos relata importantes papéis dos FGFs na neurogênese, 

diferenciação, arborização axonal e sobrevida neuronal (Reuss & von Bohlen Und, 

2003 para revisão). As primeiras evidências da atividade neurotrófica do FGFb 

surgiram em 1986 com Morrison e Walicke em trabalhos independentes, utilizando 

culturas primárias de neurônios corticais e hipocampais de ratos embrionários 

(Morrison et al., 1986; Walicke et al. 1986). Quando estas células eram dissociadas e 
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plaqueadas morriam gradualmente. Entretanto, quando tratadas com FGFb havia um 

aumento na sobrevida destes neurônios. 

 

Tanto FGFa como o FGFb desempenham importante papel na sobrevida, 

diferenciação, crescimento e resposta a danos em neurônios dopaminérgicos. A 

detecção de altas concentrações de FGFa e de seu RNAm na substância nigra de 

roedores, reforça o papel do FGFb sobre estas populações neuronais durante o 

desenvolvimento (Mena et al., 1995). Park e Hollenberg em 1989 observaram que o 

FGFb era capaz de induzir a regeneração da retina após retinectomia em embrião de 

pinto no estágio 22-24 de desenvolvimento (Park & Hollenberg, 1989). O trabalho de 

Park e Hollenberg foi o pioneiro em apresentar um fator de crescimento capaz de 

induzir a regeneração retiniana in vivo. 

 

Astrócitos tratados com FGFb apresentam um aumento na síntese e secreção de 

NGF, demonstrando que pode haver um mecanismo de retroalimentação positiva entre 

a estimulação pelo FGFb e a síntese de neurotrofinas (Beck, 1994). Outros autores 

demonstraram um aumento na proliferação e na diferenciação de astrócitos tratados 

com FGFb, sendo que os efeitos mitogênicos eram mediados pelo FGFR-1 (Bayatti & 

Engele, 2002). O efeito pro



 6 

heparan (HSPGs) presentes na lâmina basal e desta forma induz a regeneração de 

axônios que estejam em contato com esta estrutura (Boilly et al., 2000). 

 

Com o crescente número de FGFs identificados, o papel destes no SNC ganhou 

importância, expandindo da influência clássica no desenvolvimento, reparo e proteção 

neuronal, para uma possível função no aprendizado e plasticidade neuronal. Tal papel 

foi atribuído pelo fato do FGFb ter a capacidade de modular a transmissão sináptica, 

promovendo a indução de potencial de longa duração (LTP), em fatias de hipocampo 

de rato adulto. Esse dado sugere que o FGFb module a transmissão sináptica 

excitatória de forma atividade-dependente (Abe & Saito, 2001 para revisão). 

 

Evidências recentes sugerem que a expressão dos FGFs pode ser alterada em 

distúrbios do humor. Estudos post-mortem no córtex pré-frontal e cingulado, mostram 

que pacientes sofrendo de depressão severa apresentam uma significante redução nos 

níveis de FGFs (FGFa e FGFb) e de seus receptores (FGFR-2 e FGFR-3) se 

comparados a pacientes controles (Riva et al., 2005 para revisão). 

 

O sistema FGF também pode ser modulado por tratamento com drogas 

psicotrópicas. É o caso de indivíduos com depressão recebendo inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina. Estes indivíduos apresentam níveis de expressão de FGFb e 

FGFR-3 significativamente mais elevados que indivíduos deprimidos sem tratamento 

(Riva et al., 2005 para revisão). Estes e outros resultados fornecem subsídios para a 

elaboração de uma nova abordagem terapêutica para as doenças psiquiátricas. 
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1.3 FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO BÁSICO 
 

O FGFb ou FGF-2 é uma citocina multifuncional capaz de interferir no 

crescimento, diferenciação, migração, proliferação e sobrevida de inúmeros tipos 

celulares. A exemplo de outros membros de sua família, ele se apresenta em múltiplas 

isoformas (18, 22, 22,5, 24 e 34 KDa) (Delrieu, 2000). Dentre estas, a mais estudada é 

a isoforma de 18 KDa que possui 155 aminoácidos, apresentando 4 resíduos cisteína 

sem pontes dissulfeto, um grande número de resíduos básicos (pI = 9,6) e dois sítios 

(Ser 64 e Thr 112) que podem ser fosforilados tanto pela proteína quinase A (PKA) 

como pela proteína quinase C (PKC). A estrutura tridimensional desta molécula é 

composta por 12 folhas β-pregueadas antiparalelas, dispostas em estrutura piramidal 

(Figura 2). O FGF-2 tem dois sítios de ligação aos FGFRs, o que lhe permite ligar-se a 

dois receptores simultaneamente ou a um único em duas posições diferentes (Nugent 

& Iozzo, 2000). 

 

 

Após a ligação do FGFb aos seus receptores de membrana (Figura 3) ocorre a 

internalização e a posterior degradação lisossomal. O FGFb ligado às proteoglicanas 

 
Figura 2: Estrutura tridimensional do 
FGFb. Sítio de ligação da heparina (rosa); 
resíduos de contato com o receptor de alta 
afinidade são mostrados em verde, azul e 
YHUPHOKR�� IROKDV� �-pregueadas numeradas 
em preto. 

(Ornitz & Itoh, 2001) 
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sulfato de heparan pode sofrer internalização após a formação do complexo ternário 

(FGF-HSPG-FGFR) (Conrad, 1998). Apesar de haver degradação após a 

internalização, tem sido observada a presença de FGFb em frações nucleares de 

diferentes tipos celulares. A translocação do FGFb é dependente do ciclo celular e 

ocorre na transição de fases G1-S, parecendo mediar um aumento na atividade 

mitótica (Bifkalvi et al., 1997 para revisão). Na década de 90 do século passado, 

estudos de imunofluorescência utilizando anticorpo contra FGFb mostraram a 

presença deste fator no núcleo de células endoteliais, astrócitos e oligodendrócitos. Tal 

fato pode ser explicado pela internalização da isoforma de 18KDa ou pela presença 

das isoformas de alto peso molecular (22, 22,5, 24 e 34KDa), que se localizam 

preferencialmente no núcleo celular (Delrieu, 2000). Sugere-se que tais isoformas 

desempenhem um papel regulatório na expressão de genes específicos (Delrieu, 2000). 
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ATPase que interagem com a subunidade α, como por exemplo a ouabaína 

(Florkiewicz et al., 1998). Nesta situação experimental foi observado o bloqueio da 

secreção do FGFb, evidenciando uma interação da subunidade α com esta citocina. 

Estudos posteriores demonstraram que essa interação pode ocorrer com as três 

isoformas da subunidade α (α1, α2 e α3) (Dahl et al.,2000). 

 

O FGFb pode ser encontrado tanto na matriz extracelular quanto na membrana 

basal. Nessas duas estruturas ele está associado às HSPGs (Dowd et al., 1999). O 

FGFb também apresenta grande afinidade pela heparina. Esta última é produzida por 

mastócitos e está presente nos tecidos conjuntivos. A interação do FGFb com a 

heparina ou com a HSPG confere uma proteção contra a desnaturação tanto pela 

acidez como pelo calor, além de impedir a ação de proteases (Nugent & Iozzo, 2000).  

 

A ligação do FGFb às HSPG ocorre de forma rápida e apresenta grande 

reversibilidade cinética, o que permite o armazenamento deste polipeptídio nesta 

região (Nugent & Iozzo, 2000) e confere uma difusão rápida desta molécula através da 

matriz extracelular (Boilly et al., 2000). Desta forma, tanto a matriz extracelular como 

a lâmina basal funcionam como regiões de estoque e de liberação do FGFb. Alterações 

na interação FGFb-HSPG podem induzir um aumento drástico na liberação de FGFb. 

Além disso, as HSPGs podem aumentar a afinidade do FGFb por seus receptores e 

facilitar a dimerização dos receptores (Nugent & Iozzo, 2000). 



 11 

1.4 RECEPTORES PARA OS FGFs 

 

1.4.1 Receptores de alta afinidade 

 

As respostas celulares aos FGFs são mediadas pela ligação e ativação de uma 

família de receptores tirosina quinase (FGFRs) presentes na superfície celular. Como 

todos os receptores tirosina quinases, os quatro FGFRs (FGFR1-4) são compostos de 

um domínio extracelular com sítio para o ligante, uma região transmembrana e um 

domínio tirosina quinase formado por duas porções. A região extracelular apresenta 

três domínios imunoglobulina designados D-1, D-2 e D-3; uma região entre D1 e D2 

apresentando de 7 a 8 resíduos ácidos, denominada caixa ácida; e por último uma 

região carregada positivamente em D2 na qual se ligam a heparina e as HSPGs 

(Eswarakumar & Schlessinger, 2005 para revisão) (Figura 4).  

 

 

 
Figura 4: Estrutura esquemática do FGFR. 
Ig I (D1), Ig II (D2) e Ig III (D3) são os domínios imunoglobulina. O domínio tirosina cinase 
tem duas partes: um sítio catalítico e outro de ligação do ATP. AB: caixa ácida, TM domínio 
transmembrana.  

Disponível em: http://jorde-lab.genetics.utah.edu/people/reha/Reha.html 
acesso em 1 mai 2006 

 

Recentemente, um quinto receptor de alta afinidade foi identificado, o FGFR-5. 

Sendo expresso no cérebro, pulmões e preferencialmente no pâncreas. A peculiaridade 

desta proteína é não apresentar um domínio intracelular tirosina quinase. Entretanto, 

ela ainda apresenta 32% de homologia com os outros FGFRs. Sabe-se que ele 
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apresenta grande afinidade pelo FGFb, mas não pelo FGF-17. Especula-se que ele 

tenha papel na regulação de alguma função pancreática (Kim et al., 2001; Sleeman et 

al., 2001). 

 

Uma importante característica da família FGFR é quanto à diversidade de 

isoformas geradas por splicing alternativos de transcritos de FGFRs. As diferentes 

isoformas incluem receptores com dois ou três domínios imunoglobulinas; receptores 

com alterações em D3 que modificam profundamente a especificidade aos ligantes. 

Também são encontrados isoformas de FGFRs solúveis em diversos fluidos 

biológicos, incluindo o sangue. A presença de tais receptores sugere uma função 

modulatória na atividade dos FGFs (Hanneken, 2001). 

 

Os FGFR-1 (Flg) e FGFR-2 (Bek) possuem a mesma afinidade tanto para o 

FGFa quanto para o FGFb. Entretanto, o FGFR-3 apresenta maior afinidade pelo FGFa 

(Boilly et al., 2000). Diversos membros da família dos FGFs têm afinidade pelo 

FGFR-4, mas cada um destes também pode se ligar a outros receptores, sendo exceção 
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1.4.3. Sinalização celular via FGFRs 

 

Após a formação do complexo ternário (FGF-sulfato de heparan-FGFR), ocorre 

a dimerização do receptor e a transfosforilação dos seus resíduos intracelulares de 

tirosinas. Os resíduos tirosinas fosforilados medeiam a ativação de proteínas que 

apresentam o domínio SH2, o qual reconhece a tirosina fosforilada. Essas proteínas 

podem apresentar atividade enzimática, como a fosfolipase Cγ (PLCγ), ou são 

proteínas adaptadoras como a Grb2, Crk, Shb, Shc e o substrato 2 do receptor FGF 

(FRS2). Esta última liga-se ao receptor numa região onde não há tirosina fosforilada. 

Durante a ativação do receptor, FRS2 é fosforilado em múltiplos resíduos de tirosina, 

o que permite o recrutamento direto ou indireto de complexos multiprotéicos que são 

responsáveis tanto pela ativação como pela atenuação do sinal (Boilly et al., 2000). 

 

Uma das proteínas recrutadas por FRS2 é a Grb2, que posteriormente interage 

com a Sos formando o complexo Grb2-SoS, que possibilita a ativação da proteína Ras. 

A Ras ativada inicia uma cascata de sinalização envolvendo Raf, MEK e as isoformas 

de ERK1/2. A sinalização via Ras é crucial para a proliferação celular, induzida pelo 

FGFb, em algumas populações celulares (Boilly et al., 2000). Em outras populações, o 

efeito proliferativo do FGF é mediado pelas proteínas quinase C (PKC) e pela PI3 

quinase (Boilly et al., 2000). A ativação da PLCγ tem um papel importante na 

transdução de sinais biológicos do FGFb, resultando na hidrólise do fosfatidilinositol 

para inositol-3 fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) levando à liberação de cálcio e a 

conseqüente ativação da PKC (Nugent & Iozzo, 2000) (figura 5). 
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Figura 5: Estrutura do FGFR, ligação do FGFb ao FGFR e vias intracelulares 
ativadas pelo FGF/FGFR.  

(Adaptado de Wiedlocha & Sorensen, 2004) 

 

As respostas celulares ao FGF dependem tanto dos tipos de receptores 

expressos, como também das proteínas citoplasmáticas mobilizadas após a 

estimulação. A literatura descreve inúmeros efeitos biológicos semelhantes, que 

podem ser obtidos através do estímulo de vias citoplasmáticas bem distintas, o que nos 

leva a crer na não exclusividade das cascatas intracelulares. Enfim, há muito a ser 

caracterizado sobre as vias de sinalização do complexo FGF/receptor. 
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1.5 DIFERENTES EFEITOS DO FGFb 

 

1.5.1 FGFb na proliferação 

 

Indubitavelmente este é o efeito mais proeminente do fator de crescimento de 

fibroblasto básico. Identificado inicialmente como um mitógeno para fibroblastos e 

células endoteliais, logo se mostrou versátil em induzir tal efeito sobre células de 

diferentes sistemas (Bikfalvi et al., 1997 para revisão). 

 

Baron e colaboradores em 2000 demonstraram que o FGFb é capaz de induzir a 

proliferação de progenitores de oligodendrócitos e inibir a sua diferenciação em 

oligodendrócitos maduros, além de bloquear completamente a diferenciação terminal e 

expressão gênica para produção de mielina. A via de sinalização envolvida nas 

respostas de aumento na proliferação de progenitores engloba tirosinas quinases, 

MAPK p42/p44, p38 MAPK e p70 S6. Observou-se também que o aumento na 

atividade da PKA reduzia o efeito proliferativo induzido pelo FGFb. 

 

Progenitores de neurônios multipotentes presentes em cultura de células 

corticais também têm sua taxa de proliferação aumentada pelo FGFb (Pappas & 

Parnavelas, 1997). Estudos in vitro demonstraram que a inibição da proliferação de 

astrócitos abole o efeito trófico do FGFb em neurônios dopaminérgicos (Engele & 

Bohn, 1991). O efeito proliferativo do FGFb sobre células neuroepiteliais de embriões 

de rato (E13) é inibido de forma dose-dependente pelo etanol; tal fato poderia 

comprometer o papel desta citocina em estágios precoces do desenvolvimento (Ma et 
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al., 2003). A elevação na proliferação em resposta ao FGFb também foi estudada em 

células de Müller da linhagem MIO-M1 provenientes de humanos. Neste caso, o efeito 

acontece via ativação da p44/p42 MAPK e da p38 MAPK (Hollborn et al., 2004). 

 

No entanto, muitos autores denominam de o “lado negro” do FGFb, o fato de 

em algumas situações experimentais ele induzir uma parada no crescimento, ou até 

mesmo a morte celular. É o que pode ser observado em cultura de condrócitos RCS, 

que submetidos ao tratamento com FGFb estacionam na fase G1 do ciclo celular 

(Krejci et al, 2004). A indução da morte celular pela exposição ao FGFb está associada 

com uma parada no ciclo celular em G1 e ativação das caspases iniciadoras (caspase-2, 

-8 e -10) e executoras (caspase-3, -6 e -7),  independentemente da p53 (Burchill & 

Westwood, 2002 para revisão). 

 

1.5.2. FGFb na diferenciação 

 

O papel do FGFb na diferenciação de diferentes tipos celulares vem sendo 

descrito ao longo dos anos. Células gliais como oligodendrócitos (Baron et al., 1998 e 

2000) e astrócitos (Abbrachio et al., 1995) têm seu processo de diferenciação 

controlado pelo FGFb. No caso de oligodendrócitos este processo é mediado pelas 

proteínas PLCγ e PKC (Baron et al., 1998 e 2000). 

 

Na retina o FGFb é capaz de mediar diferentes respostas. FGFb pode promover 

o brotamento axonal e alongamento ao nível da membrana limitante interna, sendo 

este efeito mediado pelo receptor de baixa afinidade (Russell, 2003). O FGFb também 
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aumenta a diferenciação das células ganglionares da retina em cultura de explantes e 

promove a diferenciação de neurônios colinérgicos em culturas de células do 

prosencéfalo basal de ratos durante estágios precoces do desenvolvimento (Ferrari et 

al., 1989; Knüsel et al., 1990). Em 1996, Zhao e Barnstable descreveram o papel do 

FGFb na diferenciação de células ganglionares da retina de ratos em estágios iniciais 

de desenvolvimento. O FGFb também é capaz de estimular a neuritogênese em cultura 

de neurônios de ratos embrionários (E6), através da ativação da via da ERK (Perron & 

Bixby, 1999). 

 

Outro efeito intrigante do FGF diz respeito a sua ação sobre as células do 

epitélio pigmentar. Foi demonstrado que tanto o FGFa como do FGFb induzem a 

transdiferenciação do epitélio pigmentar em tecido neural (Russell, 2003).  Em cultura 

de células corticais FGFb foi capaz de aumentar o número de neurônios expressando a 

proteína ligadora de cálcio, calbindina (Pappas & Parnavelas, 1997). 

 

1.5.3 FGFb na sobrevida 

 

O FGFb regula a sobrevida e o crescimento de neuritos de células da retina de 

pinto in vitro (Kinkl et al., 2002), além de promover a sobrevida de células 

ganglionares da retina de rato tanto in vitro como in vivo (Meyer-Franke et al. 1995). 

O efeito sobre as células ganglionares da retina de ratos neonatos é elevado quando 

feito um tratamento combinado com a ceramida C2 (Ito, 2003). Além disso, o FGFb 

pode ser internalizado por neurônios e astrócitos, bem como transportado 
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anterogradamente pelas células ganglionares da retina após internalização (Beck, 

1994).  

 

O FGFb confere proteção a neurônios da retina de ratos albinos contra a 

degeneração induzida por isquemia. Retinas tratadas com esta citocina apresentam um 

número significativamente maior de neurônios se comparados ao controle, indicando 

assim um papel crucial do FGFb na resposta neuronal após injúria isquêmica (Zhang et 

al., 1994). Neurônios dopaminérgicos de embriões de ratos (Mena et al., 1995), 

neurônios do núcleo hipoglossal e da medula espinhal também têm um aumento em 

sua sobrevida quando tratados com FGFb (Grothe & Wewetzer, 1996). 

 

Durante o desenvolvimento embrionário o FGF regula a atividade da colina-

acetiltransferase (ChAT) e resgata uma subpopulação de motoneurônios após lesão do 

nervo ciático em ratos no período pós-natal (Grothe & Wewetzer, 1996). Este 

resultado indica que o FGFb é um dos participantes do processo de regeneração, 

induzindo a proliferação das células de Schwann e o crescimento da fibra nervosa 

(Grothe & Wewetzer, 1996). 
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1.6 RETINA 

 

A retina pertence ao Sistema Nervoso Central, pois se desenvolve a partir do 

ectoderma neural, que no embrião também originará as demais áreas cerebrais. Dentre 

todas as estruturas complexas do SNC, a retina é a que apresenta um maior número de 

vantagens para os estudos acerca do desenvolvimento. Como particularidade, podemos 

citar sua localização periférica privilegiada permitindo fácil obtenção do tecido, livre 

de tecido conjuntivo adjacente e de outras populações neuronais e gliais. Esta 

característica, aliada a uma organização em camadas sinápticas e nucleares bastante 

semelhante ao observado em outras estruturas do SNC, torna esse tecido um excelente 

modelo experimental para o estudo do desenvolvimento, diferenciação e manutenção 

de células de tecido nervoso central in vitro e in vivo (Adler, 1993; Cepko, 1993; 

Dowling, 1991 para revisão). Embora tenha os mesmos tipos de elementos funcionais 

e neurotransmissores encontrados em outras áreas do SNC, a retina compõe-se de 

apenas 5 classes neuronais e, em geral, apenas um tipo de célula glial: a célula de 

Müller. Oligodendrócitos estão completamente ausentes na retina da maioria das 

espécies e os astrócitos migram apenas nas camadas de fibras do nervo óptico de 

mamíferos (Newman & Reichenbach, 1996). 

 

A retina de vertebrados está organizada em cinco camadas principais, 

organizadas histologicamente da seguinte maneira (Figura 6): camada nuclear externa 

(ONL), onde encontramos os corpos celulares dos fotorreceptores, que se dividem em 

dois subtipos: cones e bastonetes; camada plexiforme externa (OPL), onde os 

prolongamentos de fotorreceptores, células bipolares e horizontais fazem conexões 

sinápticas entre si; camada nuclear interna (INL), onde se encontram os corpos 
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celulares de células bipolares, horizontais, amácrinas e de células ganglionares 

deslocadas; camada plexiforme interna (IPL), onde prolongamentos de células 

bipolares, amácrinas e ganglionares fazem sinapse; camada de células ganglionares 

(RGC), onde além das células ganglionares, encontram-se os corpos de células 

amácrinas deslocadas (Dowling, 1991 para revisão). O soma da célula de Müller 

localiza-se na INL e seus prolongamentos estendem-se por todas as camadas da retina, 

formando a membrana limitante interna, adjacente ao humor vítreo, e a membrana 

limitante externa, adjacente à camada nuclear externa (Newman & Reichenbach, 

1996). 

 
Figura 6: Esquema da retina de vertebrados. Representação dos diferentes tipos celulares, 
bem como as camadas celulares e sinápticas da retina neural (ONL, camada nuclear externa; 
OPL, camada plexiforme externa; INL, camada nuclear interna; IPL, camada plexiforme 
interna; RGC, camada de células ganglionares) e a camada de células do epitélio pigmentar da 
retina (PE). 

(cedido por Carla Valéria Vieira Guilarducci-Ferraz e Gustavo Corrêa) 
 

Posterior à retina, localizada no fundo do olho, está uma camada de células 

epiteliais pigmentadas que é denominada epitélio pigmentar da retina (RPE), rica em 
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melanina e que é responsável, dentre outras funções, em absorver a luz não capturada 

por fotorreceptores. Tal propriedade evita a degradação e a distorção da imagem pela 

retina neural, uma vez que não permite a reflexão da luz não absorvida por cones e 

bastonetes (Dowling, 1991 para revisão). Também tem um papel crítico na 

manutenção de fotorreceptores, renovando fotopigmentos e fagocitando discos dos 

fotorreceptores. 

 

Outro ponto característico da retina de vertebrados é o fato dos diferentes tipos 

celulares que as compõe serem gerados numa seqüência cronológica rígida (tabela 1). 

O tempo de geração e de diferenciação das células retinianas pode variar de acordo 

com a espécie animal mas, invariavelmente, as ganglionares são as primeiras a se 

diferenciar. Este processo de diferenciação retiniana depende não apenas de um 

programa genético pré-determinado, mas também de pistas, sinais ambientais intra-

retinianos, tais como a expressão de moléculas de adesão e da matriz extracelular, bem 

como a liberação de diversas citocinas (Cepko, 1993; Marquardt & Gruss, 2002 para 

revisão). 

 

CURSO TEMPORAL DO DESENVOLVIMENTO CELULAR 
RETINIANO 

Células ganglionares da retina E14 a E20 

Células amácrinas E14 a P0 

Bipolares, bastonetes E20 a P13 

Glia de Müller E20 a P13 

Horizontais E16 a E18 

Cones E15 a P0 
 

Tabela 1: Cronograma da gênese dos tipos celulares retinianos 
em ratos. E, embrionário e P, pós-natal. 

(adaptado de Cepko, 1993 e Reese & Colello, 1992) 
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A retina de rato no dia pós-natal 0 (P0) é bastante imatura. Com exceção do 

epitélio pigmentar (PE) e das células ganglionares, a retina P0 apresenta basicamente 

retinoblastos. Neste estágio, também são detectados os RNAm para os receptores de 

alta e de baixa afinidade para as neurotrofinas TrKA, TrKB e p75 na GCL e na IPL 

(Ugolini et al., 1995). A presença e função dos fatores tróficos no desenvolvimento e 

na maturação da retina coloca esses fatores como importantes reguladores do 

desenvolvimento e como agentes de potencial terapêutico em doenças degenerativas 

da retina e após lesão de nervo óptico (von Bartheld, 1998). 

 

1.6.1 FGFb na retina 

 

O desenvolvimento retiniano, a exemplo das demais áreas do sistema nervoso, 

caracteriza-se por duas fases distintas: um estágio inicial de proliferação no qual as 

células estão em mitose e um outro estágio de diferenciação, onde neurônios pós-

mitóticos imaturos começam a expressar características neuronais individuais. A partir 

da década de 90, diversos estudos foram realizados com o intuito de avaliar a 

influência de fatores tróficos sobre a proliferação e a diferenciação de distintos tipos 

celulares, sendo um grande número destas análises feitas in vitro. Com base em tais 

estudos, postulou-se que os fatores tróficos estariam envolvidos nos mecanismos de 

controle in vivo, tanto através da regulação parácrina quanto da autócrina, da 

proliferação e diferenciação celular (Goustin et al., 1986; Sporn et al., 1987). Como 

haviam dados acerca da capacidade dos fatores de crescimento de modular diversas 

atividades celulares, seria possível que estes mesmos fatores participassem do 

complexo evento morfogenético que ocorre durante o desenvolvimento. 
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Pelo fato de estar presente na retina, o FGFb pode ser considerado um candidato 

a modulador do desenvolvimento deste tecido e de fato, dentre outras funções, o FGFb 

apresenta atividade mitogênica na retina neural de pinto em estágios embrionários 

(Mascarelli et al., 1987). Em 1993, González-Fernandes e colaboradores mostraram a 

expressão de RNAm para FGFb na retina de ratos durante o desenvolvimento e 

observaram que a partir de P18 não se detectava mais a presença do fator. Em 1995, 

Gao & Hollyfield confirmaram a presença de FGFb na retina de camundongo. 

Isolando este fator, demonstraram sua atividade mitótica ao aplicá-lo sobre 

fibroblastos 3T3 em cultura.  

 

Em retinas de ratos albinos de idade P70 expostas à luz, foi detectada a 

presença de FGFb nas células de Müller e em núcleos das camadas nuclear interna e 

externa. Na microglia e em células do epitélio pigmentar, a marcação para o FGFb foi 

proeminente no núcleo das células, mas em alguns neurônios, como os fotorreceptores 

e células ganglionares, houve detecção do FGFb na região citoplasmática (Walsh et 

al., 2001). 

 

Coulombre & Coulombre, em 1965, observaram que após lesão cirúrgica da 

retina, havia regeneração se um fragmento da retina neural fosse inserido no olho. 

Porém, se este fragmento não fosse inserido a regeneração não era observada. Em 

1970, este mesmo grupo de pesquisadores observou que a inserção de retina neural de 

embriões de camundongos também promovia regeneração do tecido lesionado. Porém, 

os estímulos responsáveis por estes efeitos ainda não eram conhecidos. Somente em 

1981, Barriault e colaboradores descobriram que fatores de crescimento poderiam 
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estar diretamente envolvidos tanto com o processo de desenvolvimento quanto com o 

processo de regeneração retiniana. 

 

Estudos posteriores demostraram que o FGFb tem uma grande atividade 

mitogênica na retina neural de bovinos adultos (Baird et al., 1985). Os pesquisadores 

Park & Hollemberg em 1989 foram os primeiros a demonstrar que o FGFb induzia a 

regeneração da retina de pinto in vivo. Neste experimento, após a lesão na retina de 

embrião de pinto no estágio 22-24, era utilizado um implante de polímero de acetato 

para permitir a administração de FGFb em diferentes concentrações (1, 10 ou 

100ng/mL ou 1µg/mL). Sete dias após o implante, nenhuma diferença morfológica foi 

encontrada entre os olhos controle e aqueles que receberam 1ng/mL de FGFb. No 

entanto, os olhos que receberam 10ng de FGFb evidenciavam um aumento 

significativo na regeneração quando comparado ao controle. A administração de FGFb 

100ng/mL ou 1µg/mL por implante resultou na regeneração em todos os embriões 

analisados (Park & Hollemberg, 1989). 

 

Kinkl e colaboradores, em 2002, demonstraram a expressão de FGFR1-4 em 

culturas de células da retina após 3 dias in vitro. Todas as células retinianas expressam 

esses receptores sendo que o tipo I apresenta uma distribuição mais homogênea e o 

tipo II tem maior expressão em células gliais. Os fotorreceptores também expressam 

todos esses 4 tipos de receptores, sendo que o FGFR-1 e FGFR-4 encontram-se em 

maior densidade, se comparados aos FGFR-2 e FGFR-3, que têm menor expressão. O 

FGFR-1 foi identificado em neurônios e glia com igual intensidade, ao passo que 
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FGFR2-4 foram identificados em níveis mais elevados em neurônios que em células 

gliais. 

 

A maioria das degenerações retinianas caracteriza-se pela perda de receptores 

para moléculas tróficas e podem se
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Posteriormente foi descrito que o meio condicionado de microglia era capaz de 

reduzir a expressão do RNAm para o FGFb em células Müller. Tal efeito foi revertido 

pela adição de anticorpo anti-p75, mas não pelo bloqueador específico para Trk 

(K252a), sugerindo que o p75 esteja relacionado na regulação da expressão FGFb nas 

células de Müller (Harada et al., 2002). Como a microglia é uma fonte potencial de 

NGF, provavelmente este efeito deve-se ao fato desta molécula agir nos receptores 

p75, o que já foi descrito ser causador da apoptose (Frade et al., 1996). 

 

A presença de receptores para FGFb nos fotorreceptores (Fontaine et al., 1998) 

sugere que uma possível liberação endógena de FGFb, pela microglia, possa ter função 

preventiva na degeneração da retina de ratos (Harada et al., 2000). Observou-se que a 

inativação do FGFR nos fotorreceptores leva à degeneração da retina de camundongos, 

indicando que a sinalização através dos receptores é essencial para a sobrevivência 

deste tipo celular (Campochiaro et al., 1996). 

 

Com o objetivo de determinar a existência de células tronco na retina de 

camundongos, Tropepe e colaboradores, em 2000, investigaram a capacidade de 

células da retina neural e células pigmentadas da camada de epitélio pigmentar 

(incluindo células pigmentadas da margem ciliar) proliferarem in vitro utilizando 

ensaio que fosse capaz de identificar estas células. Os resultados indicam que há 

grande formação de colônias quando células de adultos foram tratadas com FGFb e 

que estas colônias apresentam marcação para nestina no centro da colônia, indicando 

que muitas destas colônias apresentam células que permanecem indiferenciadas.  
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Em estudos de diferenciação utilizando marcadores seletivos, observou-se que 

as células apresentavam um padrão de fotorreceptores diferenciados após manutenção 

em cultura de 21 dias (Tropepe et al., 2000). Estes resultados demonstraram que 

existem células tronco na retina e que estas tem potencial de gerar novas células 

retinianas. 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

1. Analisar o efeito proliferativo do FGFb sobre as células da retina mantidas 

em cultura por diferentes intervalos de tempo. O racional desta experiência está 

em observar a capacidade responsiva das células ao FGFb ao longo dos dias em 

cultura. Tal experimento nos permite fazer uma analogia quanto à participação 

desta citocina no desenvolvimento do tecido retiniano. 

 

2. Observar a interação da interleucina-4 com o efeito proliferativo 

promovido pelo FGFb. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Materiais 

 

O fator de crescimento de fibroblasto básico recombinante humano (FGFb) e 

interleucina 4 foram comprados da PeproTech (NJ, USA). A penicilina G, sulfato de 

estreptomicina, L-glutamina, a poli-L-ornitina e os filtros de fibra de vidro foram 

comprados da Sigma (MO, USA). A brefeldina A foi adquirida da BIOMOL. Meio 199 

e o soro fetal bovino foram comprados da Gibco (MD, USA) e a tripsina da 

Worthington (NJ, USA). As placas de Petri foram compradas da TPP (Switzerland). A 

[3H-metil]-timidina foi obtida da Amersham (Buckinghamshire, UK). 

 

 

3.2 Cultura de células da retina 

 

Ratos da linhagem Lister Hooded recém-nascidos (dia pós-natal 1 e 2) foram 

sacrificados por decapitação, seus olhos removidos por enucleação e colocados em 

placa de Petri com CMF acrescido de antibióticos (penicilina 100U/mL e 

estreptomicina 100µg/mL). A seguir, as retinas foram dissecadas e colocadas em um 

tubo de ensaio contendo CMF onde foi adicionada a tripsina 0,1% por 

aproximadamente 20 min a 37°C, para dissociação química do tecido. A tripsina foi 

inativada após a retirada do CMF e lavagem por duas vezes com meio de cultura 

acrescido de 5% de soro fetal bovino (FCS), glutamina 2,0mM, estreptomicina 100µM e 

penicilina 100U/mL. 
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Para completar o processo de separação das células, triturava-se o meio que as 

continha, passando-o por uma pipeta Pasteur por cerca de 20 vezes. A suspensão de 

células obtida foi contada em um hemocitômetro, ao microscópio óptico em campo 

claro, para estabelecermos o quanto de meio de cultura precisava ser adicionado para a 

obtenção da densidade desejada. As células foram semeadas em placas de Petri de 

35mm, na densidade de 1,25x106células/placa. Todo o procedimento de dissecção, 

dissociação e semeadura das células foi feito em capela de fluxo laminar, portanto em 

ambiente estéril. As células foram plaqueadas num volume inicial de 1mL de meio 

completo. Logo a seguir, as placas recebiam mais 1mL de meio completo (culturas 

controle) ou mais 1mL de meio contendo as citocinas e ou drogas a serem testadas. Em 

algumas experiências a adição das citocinas e ou drogas foi feito em diferentes 

intervalos de tempo. Todas as culturas foram mantidas a 37°C, em atmosfera de 95% 

de ar e 5% de CO2 por diferentes períodos de tempo. A análise da proliferação celular 

foi realizada através do método bioquímico de incorporação de [3H]-timidina 

conforme o protocolo descrito abaixo: 

 

 

3.3. Incorporação de [3H]-timidina 

 

As culturas foram lavadas por duas vezes com 2mL de meio de cultura 199 

sem soro fetal bovino a temperatura ambiente e incubadas com 0,5µCi/mL de [3H]-

timidina em 1mL de meio 199 por um período de 60 minutos a 37°C numa atmosfera 

de 5% de CO2 e 95% de ar. 
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Após este período de tempo, as culturas foram lavadas por quatro vezes com 

meio 199, a fim de remover a [3H]-timidina que não foi incorporada. O meio 199 foi 

então removido e 200µL de NaOH 0,4N foram adicionados às culturas 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Perfil de proliferação das células da retina in vitro 

 

Inicialmente, analisamos o perfil de proliferação das células da retina mantidas 

em cultura por diferentes intervalos de tempo. Nosso objetivo foi observar o 

comportamento das células em cultura para que pudéssemos compará-lo 

posteriormente com aquele obtido com o tratamento com FGFb. Realizamos nossos 

estudos utilizando a técnica de incorporação de [3H]-timidina em culturas mantidas in 

vitro por 2, 24, 72, 96, 144 e 216 horas. 
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Figura 7: Perfil de proliferação das células retinianas no período de 2 a 
216 horas in vitro. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 
células por placa de 35mm previamente tratadas com poli-L-ornitina 
(50µg/mL). Os resultados das incorporações de [3H]-timidina foram expressos 
em cpm ± erro padrão da média (n = 5-6). 

  

Nossos resultados demonstraram (em cpm) uma redução acentuada da 

proliferação ao longo do período estudado. Durante a 2a hora de cultivo a incorporação 

de [3H]-timidina encontrava-se em torno de 3500cpms. Durante a 24a hora de cultivo 

ocorreu uma redução superior a 60% (1300cpms). Em 72 horas e 96 horas a 

proliferação continuou caindo e (72h = 821,56; 96h = 505,23cpms) após 144 e 216 
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horas a proliferação era de 10% do valor do controle de 2 horas (300cpms) (figura 7). 

Esses resultados indicam que com o decorrer do tempo as células diminuiam 

significativamente seu padrão proliferativo, o que poderia estar relacionado à redução 

de sinais mitogênicos. 

 

4.2 Efeito proliferativo do FGFb é dose e tempo dependente  

 

Conhecendo o comportamento proliferativo da cultura de células, iniciamos o 

estudo do efeito do FGFb, utilizando diferentes concentrações desta citocina e 

analisando a incorporação de [3H]-timidina, após o período de 48 horas de cultivo. 

 

Figura 8: Curva dose-resposta do FGFb em células da retina mantidas em 
cultura por 48 horas. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 
células por placa de 35mm previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os 
resultados das incorporações [3H]-timidina são expressos em % do controle ± erro 
padrão da média (n = 6). (*p<0,001, **p<0,01, ***p<0,05). 

 

O tratamento com FGFb na concentração de 10ng/mL induziu um aumento de 

aproximadamente 40% na proliferação celular. Já a concentração de 25ng/mL induziu 

aproximadamente 100%. Porém, o maior efeito (aproximadamente 130%) ocorreu em 
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culturas tratadas com 50ng/mL. Na concentração de 100ng/mL observamos uma queda  

na proliferação (figura 8). Tal decréscimo deveu-se provavelmente ao fato de que 

nesta concentração, a cultura havia alcançado a confluência, o que naturalmente 

reduziu a taxa proliferativa. Como trabalhamos com uma cultura primária de tecido 

nervoso normal era esperado que houvesse a regulação da proliferação celular pelo 

fenômeno de inibição por contato. Nossos resultados indicaram que o tratamento com 

FGFb induziu um efeito dose-dependente sobre a proliferação das células da retina. 

 

Baseados nos dados obtidos, decidimos avaliar o curso temporal do efeito 

estimulatório do FGFb na concentração de 50ng/mL. 
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Figura 9: Curva temporal do efeito do FGFb 50ng/mL em células da 
retina mantidas em cultura. As células foram plaqueadas na densidade de 
1,25x106 células por placa de 35mm previamente tratadas com poli-L-ornitina 
(50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-timidina são expressos em % do 
controle ± erro padrão da média (n = 6). (*p<0,001, **p<0,01) 

 

Nossos dados revelaram que nas 24 horas iniciais de tratamento, o efeito na 

proliferação já pode ser observado. Em 48 horas, este efeito foi mais intenso (100% de 
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aumento na incorporação de [3H]-timidina em relação ao controle). No período de 72 

horas ocorreu uma pequena queda na incorporação [3H]-timidina, ao passo que nas 

culturas mantidas por 144 horas a queda tornou-se mais acentuada provavelmente 

devido ao fato da cultura já ter atingido a confluência e por isso a redução na taxa 

proliferativa (figura 9). 

 

4.3 Morfologia das células tratadas com FGFb 

 

Além do efeito proliferativo, o FGFb foi capaz de alterar a morfologia celular, 

aumentar o número de células e processos (dado não mostrado) em todas as 

concentrações utilizadas. Entretanto o FGFb 50ng/mL foi o que induziu o maior efeito 

e também o fez de forma mais rápida. A figura10 ilustra as extensas alterações 

morfológicas induzidas pelo tratamento com FGFb 50ng/mL após 48 e 144h in vitro 

respectivamente. 
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Figura 10: Fotomicrografia em contraste de fase mostrando a morfologia das 
culturas in vitro. A: Cultura controle 48h; B: Cultura tratada com FGFb 50ng/mL. C: Cultura 
controle 144h; D: Cultura tratada com FGFb 50ng/mL 144h. As células go cél utu11990.91568 Tw
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As culturas controle incubadas por 144 horas (figura 10C) apresentavam uma 

morfologia alterada, indicando um importante sofrimento celular. Pequenos grumos 

bastante compactos eram observados, não sendo possível identificar cada uma das 

células neuronais. Também era nítida a presença de um número reduzido de células. 

Ao contrário, as culturas tratadas com FGFb 50ng/mL, durante 144 horas (figura 10D), 

apresentavam uma morfologia exuberante. Os grumos estavam totalmente espraiados, 

havia a formação de um tapete de células gliais sob as quais os neurônios se 

depositavam. Neste período, a placa de Petri apresentava esta morfologia por toda a 

sua extensão, significando que a cultura atingira a confluência e desta forma, não mais 

seria capaz de proliferar, o que estava de acordo com o observado na figura 9. 

 

A partir deste resultado, pudemos sugerir que o FGFb 50ng/mL foi capaz de 

aumentar a neuritogênese e a sobrevida das células da retina de ratos neonatos in vitro, 

além de induzir o aumento na proliferação celular. 

 

4.4 Efeito do FGFb independe da presença de soro fetal bovino no meio 

 

No soro fetal bovino estão presentes uma série de fatores de crescimento 

essenciais para manutenção das células in vitro. A partir da observação de que o fator 

de crescimento de fibroblasto básico exerceu efeito proliferativo de grande magnitude 

em meio 199 com soro, decidimos analisar se o efeito observado ocorreria na mesma 

proporção em culturas incubadas em meio 199 sem soro. Inicialmente, as culturas 

foram pré-incubadas por 24 horas em meio com soro. Em seguida, as culturas foram 

lavadas e tratadas com FGFb, na concentração de 50ng/mL, na ausência de soro por 

mais 48 horas.  
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Figura 11: Efeito do FGFb 50ng/mL em células da retina mantidas em 
cultura com (c/s) ou sem soro (s/s) fetal bovino por 48 horas – pré-
incubação de 24h com soro. As células foram plaqueadas na densidade de 
1,25x106 células por placa previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os 
resultados das incorporações [3H]-timidina são expressos em % do controle com e sem 
soro ± erro padrão da média (n = 5-9). (*p<0,001) 

 

Como podemos observar na figura 11, o aumento na proliferação proporcionado 

pelo FGFb foi ainda maior na ausência de soro (200% em relação ao controle). 

 

Ao analisarmos os dados tendo o controle com soro como parâmetro, pudemos 

sugerir que em nossas culturas 50% da proliferação celular foi proporcionada pelo soro 

fetal bovino. Entretanto o efeito do FGFb era independente da presença de soro em 

culturas (figura 12). 
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Figura 12: Efeito do FGFb 50ng/mL em células da retina mantidas em 
cultura com (c/s) ou sem soro (s/s) fetal bovino - pré-incubação de 24h 
com soro. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa 
previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das 
incorporações [3H]-timidina são expressos em % do controle com soro ± erro padrão 
da média (n = 5-9). (*p<0,001, ***p<0,05) 

 

Prosseguindo com os experimentos, reduzimos o período de incubação com 

soro para somente 4 horas, tempo necessário para adesão das células. Nessas novas 

condições experimentais observamos que o FGFb continuou aumentando a 
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proliferação em cerca de 200% se comparado ao controle sem soro (figura 13). 
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Figura 13: Efeito do FGFb 50ng/mL em células da retina mantidas em 
cultura com (c/s) ou sem soro (s/s) fetal bovino - pré-incubação de 4h com 
soro. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa 
previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações 
[3H]-timidina são expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 4-7). 
(*p<0,001) 

 

Quando analisamos os dados tendo a situação com soro como parâmetro, 

pudemos constatar que o efeito do FGFb era de aproximadamente 50% (figura14). 
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Figura 14: Efeito do FGFb 50ng/mL em células da retina mantidas em 
cultura com (c/s) ou sem soro (s/s) fetal bovino - pré-incubação de 4h 
com soro. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por 
placa previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das 
incorporações [3H]-timidina são expressos em % do controle com soro ± erro 
padrão da média (n = 4-7). (*p<0,001, ***p<0,05) 

 

Esses dados evidenciam a participação direta do fator de crescimento de 

fibroblasto básico na indução da proliferação das células da retina mantidas em 

cultura. Importante ressaltar que a morfologia das culturas incubadas em meio 199 

sem soro apresentava-se semelhante ao observado na figura 10. 

 

4.5 FGFb induz proliferação em culturas de até 5 dias  

 

Para testarmos se o FGFb exercia seu efeito mesmo não sendo adicionado logo 

em seguida ao plaqueamento, tratamos um grupo de nossas culturas com FGFb 

25ng/mL apenas nas primeiras 24 horas de incubação enquanto o outro grupo foi 

tratado com FGFb apenas 24 horas finais do período de incubação total de 48 horas. 

No final das primeiras 24 horas as culturas foram lavadas com meio 199.  



 42 

  

 
Figura 15: Tratamento de células da retina em cultura com FGFb 
25ng/mL nas primeiras 24h ((+) (-)) ou após 24h ((-) (+)). As células foram 
plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa previamente tratadas 
com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-timidina 
são expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 8-12) (*p<0,001) 

 

O tratamento com FGFb nas primeiras 24h não foi capaz de induzir aumento na 

proliferação. No entanto, após 24 horas ele induziu o mesmo efeito que o tratamento 

crônico por 48h (aumento de aproximadamente 100%) (figura 15). 

 

Para avaliarmos se o FGFb era capaz de induzir a proliferação de células da 

retina mesmo após vários dias de plaqueamento, realizamos uma cultura de 120 horas 

(5 dias) e nesse momento tratamos as células com 25ng/mL de FGFb por um período 

de 48 horas.  
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Figura 16: Tratamento das células da retina mantidas 120 (5d) e 168 (7d) 
horas in vitro com 25ng/mL por 48 horas. As células foram plaqueadas na 
densidade de 1,25x106 células por placa previamente tratadas com poli-L-ornitina 
(50µg/mL). Os resultados das incorporações de [3H]-timidina são expressos em % 
do controle ± erro padrão da média (n = 15). 

 
Após esse período, observamos um aumento de aproximadamente 100% na 

incorporação de [3H]-timidina quando comparado ao controle (figura 16). Entretanto, 

em culturas de 168 horas (7 dias) não observamos mais o efeito proliferativo 

 

4.6 Interleucina-4 potencializa o efeito proliferativo induzido pelo FGFb 

 

Em 2003, Kim e colaboradores mostraram que a interleucina-4 (IL-4) é capaz 

de bloquear o efeito proliferativo do FGFb sobre células endoteliais da veia umbilical 

humana, causando uma parada no ciclo celular nas fases G0+Gi. A fim de testar essa 

condição experimental, realizamos o tratamento de nossas culturas com FGFb 

25ng/mL e IL-4 na concentração de 50U/mL num período de 48h. Conforme 

observado na figura 17, a IL-4 não foi capaz de interferir no efeito do FGFb sobre as 

células retinianas. 
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Figura 17: Efeito do FGFb na presença de interleucina-4 (IL-4 50U/mL). As 
células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa previamente 
tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-
timidina são expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 6). (*p<0,001) 

 

Curiosamente, quando realizamos uma pré-incubação de 24 horas com a IL-4 

50U/mL e posteriormente tratamos as culturas com FGFb 25ng/mL por mais 48 horas, 

havia uma potenciação do efeito mitogênico do FGFb (superior a 50%). No entanto, 

quando era feita uma pré-incubação com FGFb e consecutivamente tratávamos as 

culturas com IL-4 não observamos alterações na magnitude do efeito do FGFb (figura 

18). 
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Figura 18: Pré-incubação com interleucina-4 (IL-4) 50U/mL potencia efeito 
do FGFb 25ng/mL. As células foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 
células por placa previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL).As 
culturas foram pré-incubadas com a IL-4(IL-4/FGFb) ou com o FGFb 
(FGFb/IL-4). Os resultados das incorporações [3H]-timidina são expressos em 
% do controle ± erro padrão da média (n = 6) (*p<0,001) 

 

 

A figura 19 mostra as alterações morfológicas induzidas pelo tratamento com 

IL-4 50U/mL e FGFb 25ng/mL.  
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Figura 19: Fotomicrografia em contraste de fase mostrando a morfologia 
das culturas in vitro. A: Cultura controle 72h; B: Controle da lavagem, C: Cultura 
tratadas com FGFb 25ng/mL 72h; D: Cultura tratada com IL-4 50U/mL 72h, E: cultura pré-
incubada com a IL-4 (IL-4 (0-24h)/FGFb 24-72h)), F: cultura pré-incubada 
com FGFb (FGFb(0-24h) /IL-4 24-72h)). As células foram plaqueadas na densidade 
de 1,25x106

 células em placas previamente tratadas com poli-L-ornitina (50µg/mL). Barra de 
calibração: 50µm 

 

Da análise desta figuras constatamos que a cultura controle 72h, bem como 

controle da lavagem, apresentam perfil semelhante ao encontrado em culturas de 48h 

(figura 10A). As culturas tratadas com FGFb por 72h também apresentam semelhanças 

com o tratamento de 48h. No entanto, as culturas tratadas com a IL-4 (figura 19D) 
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apresentam alterações distintas das induzidas pelo tratamento com FGFb (figura 19C). 

Podemos notar uma formação maior de grumos bem como processos neuronais bem 

mais alongados se comparados a cultura controle. Na cultura pré-incubada com IL-4 

(figura 19E) encontramos um número ainda maior de células, grumos e processos 

neuronais mais alongados, se comparados com a cultura pré incubada com o FGFb 

(figura 19D). 

 

Com o intuito de sabermos se a IL-4 50U/mL poderia potencializar o efeito 

trófico do FGFb em concentrações inferiores, tratamos as células por 48 horas com 

FGFb nas concentrações de 5 e 15ng/mL.  
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Figura 20: Interleucina-4 (IL-4) 50U/mL potencia o efeito do FGFb 5, 
15ng/mL em células da retina mantidas em cultura por 48 horas. As células 
foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa previamente tratadas 
com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-timidina são 
expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 9-12). (*p<0,001, 
**p<0,01). 
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Os dados obtidos mostram que já na concentração de 15ng/mL ocorre um 

aumento de aproximadamente 50% na incorporação de [3H]-timidina em relação ao 

controle. Em15ng/mL foi observado um aumento superior a 100%, fato que pôde ser 

visto apenas quando usamos o FGFb na concentração de 50ng/mL (figura 20). 

 

Em outra série de experimentos, utilizamos a IL-4 nas concentrações de 6,25, 

12,5 e 25U/mL juntamente com FGFb 25ng/mL num período de 48 horas. Como neste 

intervalo de tempo não houve nenhuma alteração na proliferação induzida pelo FGFb 

25ng/mL (dado não mostrado) estendemos o período de incubação para 60 horas.  
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Figura 21: Interleucina-4 (IL-4) 6,25, 12,5, 25U/mL potencia o efeito do FGFb 
25ng/mL em células da retina mantidas em cultura por 60 horas. As células 
foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa previamente tratadas 
com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-timidina são 
expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 7). (*p<0,001). 
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Nesse período de incubação houve um aumento de 100% em relação ao 

controle quando utilizamos a IL-4 6,25. Em 12,5 aumento de aproximadamente 150%. 

O melhor efeito foi obtido com a IL-4 25U/mL (figura 21). 

 

Quando estendemos o período incubação para 96 horas observamos um 

aumento de 200% em relação ao controle logo quando utilizamos a IL-4 6,25U/mL. 

Em 12,5U/mL ocorreu uma queda na proliferação e em 25U/mL observamos 

novamente um aumento 200% na proliferação (figura 22). 
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Figura 22: Interleucina-4 (IL-4) 6,25, 12,5, 25U/mL potencia o efeito do FGFb 
25ng/mL em células da retina mantidas em cultura por 96 horas. As células 
foram plaqueadas na densidade de 1,25x106 células por placa previamente tratadas 
com poli-L-ornitina (50µg/mL). Os resultados das incorporações [3H]-timidina são 
expressos em % do controle ± erro padrão da média (n = 5). (*p<0,001). 

 

A potenciação do efeito do FGFb promovida pela IL-4 poderia ser pelo 

aumento de receptores FGFRs inseridos na membrana plasmática. Para impedir a 





 51 

5 DISCUSSÃO 

 
A grande parte dos trabalhos publicados sobre FGFb tem como foco principal a 

identificação das vias bioquímicas relacionadas aos seus efeitos biológicos. A nossa 

proposta neste trabalho foi estudar a responsividade proliferativa das células da retina 

a esta citocina, objetivando entender o desenvolvimento da retina. Também foi objeto 

de estudo analisar o papel da interleucina-4 na modulação do efeito do FGFb. 

 

A fim de estabelecermos as condições experimentais e também para analisar o 

perfil proliferativo das células da retina em cultura, fizemos uma análise da 

incorporação de [3H]-timidina após vários períodos de incubação. Nossos resultados 

demonstram que na 2a hora de cultivo a taxa proliferativa encontrava-se em torno 

3500cpms e decaindo para o valor de 300cpms após 144-216 horas. Nossos dados 

indicam que o baixo nível de proliferação observado após 9 dias de cultivo (216 

horas), deve-se a uma provável perda de sinal mitogênico e não ao reflexo de uma 

diferenciação celular, pois quando adicionamos FGFb após a 24a hora de 

plaqueamento, a taxa proliferativa atinge níveis similares ao observado no tratamento 

crônico, enquanto o tratamento com FGFb 25ng/mL apenas nas 24 horas iniciais não 

alterou a incorporação de [3H]-timidina na 48a (figura 16). 

 
O FGFb aumentou significativamente a proliferação celular após 48 horas em 

cultura. O efeito foi dose-dependente e atingiu nível máximo na concentração de 

50ng/mL. Como as culturas são mantidas em meio completo, na presença de 5% de 

soro fetal bovino, poderia haver uma interferência do soro no efeito do FGFb. No 

entanto, a série de experimentos onde pré-incubamos as culturas por 4 ou 24 horas em 

meio com soro e depois lavamos as culturas e incubamos em meio sem soro, 
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demonstrou efeito similar ao obtido na presença de soro. A pré-incubação de 4 horas 

em meio com soro, reduziu a possibilidade de fatores aí presentes permanecerem 

associados aos elementos de matriz-extracelular mesmo após a lavagem, o que reforça 

ainda mais a ação direta do FGFb sobre nossas culturas. Esses experimentos nos 

sugerem que o soro interfere na proliferação induzida pelo FGFb, mas reduzindo a 

magnitude de seu efeito em culturas com o meio completo. Nota-se que o aumento na 

proliferação ocorreu em maior proporção nas culturas sem soro do que no inverso. A 

presença do soro pode induzir a liberação e ou produção de moléculas capazes de 

modular o efeito proliferativo do FGFb. Deste modo, pretendemos investigar a 

presença de moléculas tróficas no soro capazes de modular negativamente o efeito do 

FGFb sobre a proliferação das células retinianas em cultura. 

 

Em um dos trabalhos pioneiros sobre a ação proliferativa do FGFb sobre 

fibroblastos, Gospodarowicz observou que esta citocina, em combinação com 

glicocorticóides, poderia substituir a adição de soro na estimulação do início da síntese 

de DNA em células quiescentes, sustentando um crescimento contínuo. Este autor 

observou ainda que os fibroblastos mantidos em meio com baixa concentração de soro 

(0,6%) e FGFb passavam somente por um ou dois ciclos mitóticos (Gospodarowicz, 

1974). 

 

Além do efeito sobre a proliferação celular, o FGFb promoveu alterações 

morfológicas marcantes em células em culturas. Nas culturas tratadas são encontrados 

grumos grandes e espraiados, bem como grande emissão de processos neuronais. Tais 

características não foram observadas no controle. O FGFb é descrito por muitos 
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autores como sendo mais um “fator de arborização” do que de “alongamento axonal”, 

pois promove a bifurcação e o crescimento de arborização axonal sem afetar a taxa de 

alongamento de axônios primários em culturas de neurônios hipocampais de ratos 

(Abe & Saito, 2001 para revisão). 

 

O efeito do FGFb sobre as células da retina também depende do período de 

incubação in vitro. A melhor resposta foi obtida no período de 48 a 72 horas de 

tratamento. Em 144 horas, observamos uma queda drástica na incorporação de [3H]-

timidina. Neste período, a cultura atingiu a confluência, sugerindo um “arresto” no 

ciclo celular. Podemos observar pelas fotomicrografia a formação de um tapete glial 

sob o qual estão depositados os neurônios. Gospodarowicz e Moran em 1974 

demonstraram que a inibição por contato era suprimida e as células cresciam em 

múltiplas camadas. quando o FGFb era adicionado às culturas de fibroblastos em meio 

acrescido de soro 10%. Este crescimento desordenado também era observado em 

culturas que já haviam alcançado a confluência em meio com soro e FGFb, seguida de 

uma nova adição de soro fetal bovino (Gospodarowicz & Moran, 1974). 

 

Observamos também que até cinco dias após o plaqueamento, existem células 

responsivas ao FGFb 25ng/mL. É provável que o tipo celular responsivo seja a célula 

glial, uma vez que após este período as culturas controle apresentam poucas células 

neuronais. É bem descrita a ação do FGFb sobre células gliais e sua participação na 

ativação destas células. Na retina, células ganglionares, amácrinas, bipolares e a célula 

de Müller expressam todos os quatros subtipos de FGFRs (Kinkl et al, 2001). Estudos 

utilizando uma linhagem de célula de Müller, denominada MIO-M1, que possui baixa 
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taxa proliferativa e de sobrevida, tem sua proliferação aumentada de forma dose-

dependente pelo FGFb, via ativação da p44/p42 MAPK e da p38 MAPK (Hollborn et 

al, 2004). Uma outra evidência de que a glia pode responder ao FGFb é mostrada em 

astrócitos cerebelares que após sete dias em cultura tornam-se quiescentes, não se 

dividem mas permanecem em estado viável para proliferarem quando estimulados 

adequadamente. Um destes estímulos pode ser o FGFb que adicionado na 

concentração de 25ng/mL às culturas de astrócitos induz as células quiescentes a entrar 

novamente em ciclo mitótico (Kniss & Burry, 1988). 

 

Nossos dados demonstram que o FGFb não induz a proliferação em culturas de 

sete dias,. Talvez devido à perda de células responsivas ou por estar promovendo 

outros efeitos como diferenciação celular. Pelo fato do FGFb estar também 

promovendo a neuritogênese não podemos descartar essa hipótese. 

 

Em culturas de células da retina embrionária de pinto tanto os fatores de 

crescimento básico e ácido elevam a sobrevida neuronal, a proliferação de células 

gliais e também estimulam diferenciação de fotorreceptores (Tcheng et al, 1994). É 

também provável que o FGFb induza a diferenciação em conjunto com outro fatores. 

 

Segundo Zhao & Barnstable, (1996), o fato do FGFb apresentar diferentes 

propriedades em diferentes períodos no desenvolvimento indica que a responsividade 

das células seja alterada de acordo com o tempo ou com as combinações de diversos 

fatores que sejam necessários para induzir a diferenciação. 
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A interação do FGFb com outras citocinas ainda é um tema pouco explorado. 

Esta abordagem nos permite estudar a modulação da resposta celular ao FGFb, um 

mecanismo que pode ser empregado em processos de reparo neuronal, potencializando 

seu efeito e também na angiogênese impedindo a proliferação de células endoteliais e 

conseqüentemente retardando a progressão de tumores.  

 

Estudos in vitro revelam que CNTF em combinação com o FGFb pode 

aumentar a sobrevida de motoneurônios embrionários em 100% (Grothe & Wewetzer 

para revisão, 1996). Entretanto, a modulação do efeito proliferativo do FGFb por 

outras citocinas ainda é pouco conhecido. Para abordar tal tema utilizamos a 

interleucina-4, uma interleucina pleiotrópica produzida por células Th2 e mastócitos, 

apresentando uma função anti-inflamatória. Esta citocina também é capaz de induzir 

sobrevida, diferenciação e proliferação de muitos tipos celulares (Nelms et al, 1999). 

 

A proliferação de células endoteliais promovida pelo FGFb pode ser inibida 

pela IL-4, resultando numa parada no ciclo celular nas fase G0+Gi, aumento de 

expressão de p53 e p21 e diminuição de ciclinas D1 e E (Lee et al, 2002; Kim et al, 

2003). Com o intuito de investigar a possibilidade de modulação do efeito do FGFb 

por IL-4, tratamos nossas culturas com IL-4 50U/mL e FGFb 25ng/mL no período de 

48 horas. Nossos dados demonstram que a IL-4 não inibiu o efeito do FGFb, nem 

alterou isoladamente a incorporação de [3H]-timidina em relação ao controle. No 

entanto, algumas alterações morfológicas são visíveis, como maior formação de 

grumos comparando controle e culturas tratadas com FGFb. Além disso, os processos 

neuronais não tiveram seu número alterado, mas encontravam-se bem mais 
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distendidos, se comparados aos processos emitidos de células tratadas com FGFb. 

Cultura de células gliais C6 tratadas com IL-4 200ng/mL por 24 ou 72 horas também 

apresentaram morfologia semelhante à encontrada em nossa culturas. Entretanto, o 

tratamento com concentrações inferiores (10-50ng/mL) não induziu alterações 

morfológicas significativas (Brodie & Goldreich, 1994). 

 

A pré-incubação com IL-4 por 24 horas e o tratamento posterior com FGFb por 

mais 48 horas potencializou a ação trófica do FGFb. Neste período de pré-incubação 

poderiam ocorrer eventos preparatórios importantes para que fosse criado um 

microambiente ideal para o FGFb executar suas ações. Dentre estes eventos está a 

inserção de novos receptores FGFRs na membrana plasmática. Diversos trabalhos da 

literatura descrevem a capacidade que tem a IL-4 de induzir/regular a síntese de 

proteínas, aumentando a expressão de receptores para IL-8 em monócitos humanos 

(Bonecchi et al, 2000) e receptores para a IL-1 em astrócitos primários (Pousset et al, 

2001). Para avaliarmos se o efeito da IL-4 era mediado pela translocação de FGFRs 

até a membrana, utilizamos a brefeldina A, um metabólito de um fungo que inibe a 

secreção de polipeptídeos pois impede a fusão vesicular que ocorre no complexo de 

Golgi. Como a brefeldina não foi capaz de bloquear o efeito da IL-4 podemos supor 

que o efeito desta citocina não envolva o aumento dos receptores para FGF nas 

membranas por translocação. 

 

Também investigamos a possibilidade da IL-4 50U/mL potencializar o efeito 

trófico do FGFb em concentrações inferiores. Observamos um aumento na 

proliferação já nas concentrações de 5 e 15ng/mL de FGFb (50 e 100% 
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respectivamente). Quando mantivemos o FGFb na concentração de 25ng/mL e 

utilizamos a IL-4 em concentrações inferiores nos períodos de incubação de 60 e 96 

horas não obtivemos um aumento significativo na incorporação de [3H]-timidina. 

 

Os resultados obtidos com o FGFb e a IL-4 em diversas concentrações revelam 

um grande sinergismo na proliferação de células retinianas, o que nos surpreende por 

duas razões: primeiro por que o efeito do FGFb já se mostra muito potente se 

comparado ao de outros fatores; segundo porque a maioria das respostas à 

interleucina-4 é descrita como inibitória, como por exemplo na indução da apoptose 

em células endoteliais via ativação da caspase-3 (Lee et al, 2000). 

 

Evidências apontam para as células gliais como os principais alvos da IL-4 no 

Sistema Nervoso, fato que também não podemos descartar de ter acontecido em nossas 

culturas (Brodie, 1996; Araujo e Cotman, 1995). 

 

Outros aspectos ainda precisam ser observados em relação ao sinergismo 

apresentado por essas duas citocinas como: a identificação das vias de sinalização 

evocadas pela IL-4. A via da jak/stat é descrita como a principal mediadora de seus 

efeitos (Nelms et al, 1999), principalmente a STAT6 na proliferação de células T 

(Wurster et al., 2002). Além disso, é importante investigarmos se a síntese protéica é 

um pré-requisito para essa potencialização. 
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6 CONCLUSÕES 

 

��O FGFb induz um aumento significativo na proliferação das células da retina de 

forma dose e tempo dependente. A confluência das culturas é obtida em 144 horas 

in vitro. Esta situação é evidenciada pelo decaimento na incorporação de timidina, 

sinalizando uma parada na divisão celular. Entretanto, a morfologia da cultura 

mantém-se exuberante. 

 

��A presença de neurônios nas culturas em todos os períodos indica que o tratamento 

com FGFb também aumenta a sobrevida neuronal e provavelmente a diferenciação 

destas células. 

 

��O FGFb é capaz de estimular a proliferação de células da retina mesmo na ausência 

de soro, evidenciando um efeito isolado do fator sobre as células mantidas em 

cultura. 

 

��O aumento na proliferação induzido pelo FGFb pode ser observado mesmo em 

culturas de 5 dias incubadas por 48 horas. Entretanto, em culturas de 7 dias este 

efeito cessa. 

 

��A pré-incubação das culturas com IL-4 potencializa o efeito proliferativo do FGFb. 

Tal potencialização ocorre de modo independente da mobilização de receptores 

FGFRs para a membrana plasmática. 
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7 PERSPECTIVAS PARA O DOUTORADO 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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