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RESUMO

O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia monoclonal de plasmócitos, caracte-
rizado pela proliferação excessiva de plasmócitos malignos na medula óssea1. No 
Mieloma, a medula óssea atua como o microambiente ideal para a sobrevivência 
e proliferação dos plasmócitos modifi cados. Dentro desse microambiente, há uma 
complexa rede de sinalização celular envolvendo várias citocinas, conferindo 
sobrevivência, desenvolvimento do tumor e resistência aos quimioterápicos. O 
propósito desse trabalho experimental foi investigar a secreção de citocinas (IL-
6, TGF-B, VEGF e B-FGF) em uma linhagem celular de MM (RPMI 8226). As 
células do MM foram cultivadas em frascos de cultura contendo meio RPMI 1640 
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e mantidas em incubadora de 
tensão de CO

2
 a 5% e 37ºC. A quantifi cação de citocinas e fatores de crescimento 

presentes no sobrenadante da cultura celular de mieloma múltiplo foi realizada 
através do método de ELISA. As citocinas mensuradas no sobrenadante celular, em 
especial a IL-6 e o VEGF, relacionam-se diretamente com o microambiente tumoral, 
promovendo a angiogênese e ativando vias de sinalização anti-apoptóticas, o que 
confere às células de MM características de sobrevivência e proliferação.
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ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a monoclonal neoplastic plasma cell characterized by 
the excessive proliferation of malignant plasma cells in the bone marrow. The bone 
marrow microenvironment is necessary for the survival and proliferation of MM 
cells. Within this microenvironment there is a complex cellular signaling involving 
multiple cytokines conferring survival, tumor development and resistance to 
chemotherapeutic agents. The purpose of this experimental work was to investigate 
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the secretion of cytokines (IL-6, TGF-B, VEGF and FGF-B) in a MM cell line 
(RPMI 8226). MM cells were cultured in culture fl asks containing RPMI 1640 
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and kept in an incubator CO2 
tension to 5% and 37º C. Quantifi cation of cytokines and growth factors present in 
the cell culture supernatant of multiple myeloma was performed using the ELISA 
method. Cytokines measured in cell supernatants, especially IL-6 and VEGF, relate 
directly to the tumor microenvironment, promoting angiogenesis and signaling 
pathways activating anti-apoptotic, which provide the MM cells the necessary 
characteristics to survive and proliferate.

Keywords: Multiple myeloma. IL-6. VEGF. TGF-B. B-FGF.

Introdução

O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia 
monoclonal dos plasmócitos, caracterizado pela 
proliferação excessiva dos mesmos na medula 
óssea (HIDESHIMA et al, 2004). A medula óssea 
é o microambiente necessário para a sobrevivência 
e proliferação das células de MM. Dentro desse 
microambiente, há uma complexa rede de sinali-
zação celular entre as células do MM e as células 
do estroma medular (CEM), envolvendo citocinas, 
receptores e moléculas de adesão. Essas interações 
conferem sobrevivência, desenvolvimento do tu-
mor e resistência aos quimioterápicos (BOMMERT 
et al. 2006; KUEHL et al. 2002). 

Vários estudos demonstraram o papel chave 
da interleucina-6 (IL-6) como o principal fator de 
crescimento e de sobrevivência para as células do 
MM (ANDERSON et al., 1989; KLEIN et al., 1989; 
KAWANO et al., 1988). Em circunstâncias nor-
mais, a IL-6 causa a diferenciação dos plasmócitos, 
enquanto que na patogênese do MM, ela causa 
proliferação e também inibe a apoptose das células 
cancerígenas (KLEIN et al, 1995; CHAUHAN, 
1996). Há uma série de eventos dentro do micro-
ambiente tumoral que levam a secreção de IL-6. 
Algumas células de MM secretam IL-6 como 
fator de crescimento. Entretanto, são as CEM as 
maiores responsáveis pela secreção de IL-6 no 
microambiente tumoral. Tais células aumentam a 
secreção desta citocina em resposta à aderência das 
células de MM sobre as mesmas (CHAUHAN et 
al., 1996;  UCHIYAMA et al., 1993). Há também 
um looping parácrino, no qual as células de MM 
secretam VEGF que estimula as CEM a secretarem 

mais IL-6 no microambiente (UCHIYAMA et al., 
1993; DANKBAR et al., 2000).  

Estudos recentes demonstraram o envolvi-
mento da angiogênese na patogênese de várias 
neoplasias hematológicas, (RIBATTI et al., 1996; 
FIEDLER et al., 1997; AGUAYO et al., 2000) de 
modo que o aumento da densidade capilar esta 
relacionado com pior prognóstico (SEZER et al., 
2000; RAJKUMAR et al., 2000). Foi também re-
portado que pacientes com MM apresentam altos 
níveis de citocinas angiogênicas (VEGF, bFGF e 
HGF) na medula óssea (RAIMONDO et al., 2000). 
A maioria das linhagens de MM secretam VEGF, 
enquanto que e as CEMs secretam tanto VEGF 
quanto bFGF, resultando em uma imbricada re-
lação que aumenta a adesão das células de MM, 
além de promover angiogênese no microambiente 
tumoral (RIBATTI  et al., 1996). 

O fator de crescimento do endotélio vascular 
(VEGF) está presente durante toda a vida do tumor, 
sendo ele essencial e fator primário no desenvolvi-
mento do mesmo. À medida que a massa tumoral 
multiplica-se são ativados fatores secundários re-
lacionados com a angiogênese, como as citocinas e 
outros fatores de crescimento: fator de crescimento 
fi broblástico beta (βFGF) e fator transformador de 
crescimento beta (TGFβ). Porém, o VEGF continua 
sendo o principal fator pró-angiogênico nos tumores 
(PEREIRA et al., 2008).

Este trabalho tem como objeto de estudo men-
surar a quantidade de quatro importantes citocinas 
envolvidas na patogênese do MM (VEGF, bFGF, 
TGF-B e IL-6). Estas citocinas estão presentes no 
sobrenadante da linhagem celular de MM - RPMI 
8226.



107Quantifi cação e análise dos fatores de crescimento IL-6, TGF-b, VEGF e B-FGF no sobrenadante . . .

Publ. UEPG Ci. Biol. Saúde, Ponta Grossa, v.16, n.2, p. 105-109, jul./dez. 2010

Materias e métodos

Cultivo Celular
A linhagem RPMI 8226 é uma linhagem de 

MM humana, oriunda de sangue periférico e foi 
estabelecida em 16/06/1966 por Moore e Kitamura 
no Roswell Park Memorial Institute (MOORE et 
al., 1968). Trata-se da linhagem de MM mais bem 
documentada e com considerável estabilidade ge-
nética. Tem características fenotípicas de células 
linfoplasmocitárias, com alto gral de anaplasia 
e apresenta um tempo de dobramento de 40-80 
horas. Diferente de outras linhagens de MM, esta 
linhagem ocorreu espontaneamente sem a infec-
ção in vitro pelo vírus do Epstein-Barr (KLEIN 
et al.,1987; MINOWADA et al, 1974). As células 
de MM (RPMI 8226) foram doadas pelo Prof. Dr. 
Sérgio Paulo Bydlowski da Faculdade de Medicina 
da USP. 

As células foram cultivadas em frascos pró-
prios de cultura, utilizando meio RPMI 1640 su-
plementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), e 
mantidas em incubadora a 37ºC de atmosfera úmi-
da com 5% de CO

2
 até confl uência (FRESHNEY, 

1994). O sobrenadante foi coletado e armazenado 

em freezer (-4° C).

Quantifi cação das Citocinas
A quantifi cação das citocinas e dos fatores 

de crescimento presentes no sobrenadante de MM 

foi realizada através do método de ELISA (Enzyme 

Linked Immuno Sorbent Assay), por leitora ELISA 

(Lab Life MX PN 2001) na faixa de 450/690 nm. O 

VEGF e o β-FGF foram quantifi cados utilizando-se 

kit RayBio®, enquanto a IL-6 e o TGF-β foram quan-

tifi cados utilizando-se kit eBioscience®, segundo a 

metodologia descrita pelos fabricantes.

Resultados

Quantifi cação dos fatores de crescimento e 

citocinas

De acordo com a metodologia descrita pelo 

fabricante, realizou-se a média dos valores obtidos 

nas quatro medições, de cada fator e citocina de 

crescimento presentes no sobrenadante de mieloma 

múltiplo, obtendo-se o valor da absorbância. Foram 

realizados os cálculos dos valores das concentrações 

em pg/mL (Tabela 1). Com o resultado da média dos 

valores, pode-se verifi car a presença de quantidades 

signifi cativas de fatores de crescimento e citocinas. 

Tabela 1 - Quantificação das citocinas presentes no 

sobrenadante de cultura de mieloma múltiplo 

imortalizada independente de IL-6.

           nm.

Discussão

Vários fatores e citocinas compõem o mi-

croambiente da medula-óssea, sendo essenciais 

para o desenvolvimento e sobrevivência do MM. 

Busca-se uma maior compreensão dos fatores 

desse microambiente para eleger novos alvos que 

possam ser utilizados em terapias mais efi cazes. 

Os fatores de crescimento e a citocina mensurados 

no presente artigo, estão estreitamente envolvidos 

na sinalização celular que estimula o crescimento 

e inibe a apoptose das células neoplásicas, bem 

como promove a angiogênese.  

A citocina presente no sobrenadante (interleu-

cina-6) liga-se a proteínas transmembrana (gp130) 

presentes na superfície de algumas células, desen-

cadeando a ativação da via PI3K/mTOR/p70S6K 

que resulta na angiogênese, além de ter ação direta 

sobre os inibidores das proteínas reguladoras do 

ciclo celular, inibindo os sinais pró-apoptóticos. A 

IL-6 também age induzindo sinais anti-apoptose, 

através da transcrição aumentada do gene Bcl2 

(função anti-apoptótica) e inibidores de caspase 

(ISHIKAWA et al., 2006). Essa sinalização tam-

bém promove a secreção autócrina de VEGF pelos 

plasmócitos, que regula a produção de citocinas e 

a expressão das moléculas de adesão (UCHIYAMA 

et al., 1992). 

As células do estroma da medula óssea 

fornecem apoio efi caz para a sobrevivência e pro-

Fatores de Crescimento Média (pg/mL) Desvio Padrão

VEGF 247,3 ± 3,296
IL-6 8033,3 ± 8,963

TFG- β 19,8118 ± 5,80917
FGF 9,8333 ± 0,3512
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liferação das células do mieloma múltiplo, produ-
zindo um elevado nível de interleucina IL-6 (AN-
DERSON et al., 1989). Através da interação com 
CEM, as células do mieloma também produzem 
de citocinas que estimulam a osteoclastogênese e 
a angiogênese (KLEIN et al., 1989).

O aumento da densidade microvascular na 
medula óssea em conseqüência da angiogênese é 
induzido pelo VEGF secretado pelas células do 
mieloma e do estroma medular. Essa produção de 
VEGF decorre do estímulo direto da IL-6 produzida 
pelas células do microambiente, o que proporciona 
a sobrevida dos plasmócitos neoplásicos (UCHIYA-
MA et al., 1992). Aliado a isso, as células tumorais 
têm desenvolvido uma variedade de mecanismos 
para evitar a resposta imune. Um destes mecanismos 
envolve a inibição de células dendríticas (células 
apresentadoras de antígenos) que estimulam as 
células B e células T. O fator de crescimento do en-
dotélio vascular (VEGF) pode impedir a maturação 
funcional das células dendríticas a partir de seus 
progenitores hematopoiéticos. Dessa maneira, a se-
creção de VEGF pelo tumor pode desempenhar um 
importante papel na supressão da resposta imunoló-
gica antitumoral. Outro mecanismo inclui o TGFβ, 
que elimina as células B e T através da inibição da 
via de sinalização autócrina de interleucina-2 (IL-2) 
(URASHIMA  et al., 1996).

A elucidação dos fatores de crescimento 
que integram o microambiente tumoral pode gerar 
promissores alvos terapêuticos para intervenções 
mais efetivas na remissão do processo neoplásico, 
através da inibição direta ou indireta desses fatores 
e citocinas. O presente artigo demonstrou que várias 
citocinas importantes na patogênese são secretadas 
pelas próprias células do MM, levando a uma retro-
-alimentação positiva para a expansão tumoral e 
para a angiogênese, e possivelmente, a uma maior 
tolerância a apoptose. Justifi ca-se, dessa forma, 
o comportamento agressivo, as características de 
resistência à quimioterapia e o alto potencial de 
letalidade relacionado ao MM. 

Auxilio Financeiro: Fundação Araucária e 
CNPq.
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