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Objetivos

Este estudo tem como objetivo investigar o
papel do LINC01133 nos mecanismos de
evasdo imune tumoral na linhagem celular
humana Hs578T de TNBC, com foco nos eixos
PD-1/PD-L1 e CTLA-4.

Métodos e Procedimentos

Para o presente projeto foram utilizadas trés
linhagens humanas de tumor de mama triplo-
negativo (Hs578T), sendo duas das linhagens,
geneticamente modificadas (uma linhagem
denominada controle, com insercdo de vetor
plasmidial fechado e vazio e uma linhagem
nocauteada, via CRISPR/Cas9, para o0 gene
LINC01133) e uma linhagem parental (wild-
type). Foram realizados ensaios fenotipicos e
moleculares, de modo a avaliar crescimento e
tempo de dobramento, area e didmetros
relativo, complexidade intracelular, expressdo
transcricional, via gRT-PCR, de genes
relacionados a progressao tumoral e a evasao
tumoral via eixos PD-1/PDL-1 e CTLA-4, e
expressdo proteica vinculada ao eixo PD-
1/PDL-1 via imunofluorescéncia indireta.

Resultados

As andlises fenotipicas evidenciaram reducao
da area e do didmetro celulares na linhagem
nocauteada para LINC01133 (Figura 1),
enquanto as curvas de crescimento (com e
sem privacdo de nutrientes) ndo mostraram
impacto relevante de processos proliferativos
vinculados ao nocaute, apesar do tempo de
dobramento da linhagem nocauteada ser
menor (Figura 2). O painel de expressdo
transcricional via gRT-PCR revelou maior
expressdo de genes pro-evasao (CTLA-4, IL-10
e CD40) na linhagem nocauteada (Figura 3),
enquanto nado foram observadas diferencas
significativas na expressado transcricional ou
proteica de PDL-1 (Figura 4).
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Figura 1. Comparacdo do didmetro celular em
linhagens Hs578T. Células coradas com DAPI e
Cell-Trace foram segmentadas pelo CellProfiler,
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permitindo andlise individual do tamanho celular
(esquerda). O grafico a direita mostra a andlise
estatistica do diametro relativo, realizada no
GraphPad Prism 10.1.

Figura 2. Curvas de crescimento de Hs578T (wild-
type, CTR e KO LINC01133) em diferentes
concentragdes de FBS (10%, 5% e 1%). Analise por
regressao ndao-linear pelo modelo malthusiano no
GraphPad Prism 8.4.
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Figura 3. Expresséo relativa de genes associados a
evasdo imune por gRT-PCR. Analise realizada via
Software GraphPad Prism 10.1.

Figura 4. Expressdo de PDL-1 analisada por
imunofluorescéncia indireta. Imagens adquiridas em
microscopio invertido EVOS FL (cubos DAPI e GFP).

Conclusoes

Esses resultados sugerem que o LINC01133
modula vias especificas de evasdo imune no
cancer de mama triplo-negativo, destacando
seu papel como um regulador potencialmente
crucial da progressdo do tumor mamario.
MCVC conduziu todos 0s ensaios
experimentais, coletou e analisou os dados, e
redigiu o presente resumo. LTJ colaborou no
planejamento do projeto, participou ativamente
dos ensaios, auxiliou na analise dos dados e na
revisdo do resumo. MCS contribuiu para a
concepcao e planejamento do projeto e revisou
criticamente o resumo.
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