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MILAN, M. B. Avaliação do envolvimento das quinases MST1 e MST2 no 

Meduloblastoma e seu papel na regulação de vias moleculares associadas. 2019. 121 

p. Tese (Doutorado em Genética) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade 

de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

 

O Meduloblastoma (MB) é a neoplasia maligna do sistema nervoso central mais 

frequente na infância. Apesar dos avanços, cerca de um terço dos pacientes vão à óbito 

devido à recorrência do tumor e a maioria dos sobreviventes sofre efeitos secundários a longo 

prazo. A biologia tumoral do MB está associada com a desregulação de vias de sinalização 

que controlam o desenvolvimento embrionário, como as vias Wnt, Shh, Notch, TGF-β e Hippo. 

Estudos mostram que essas vias cooperam na carcinogênese e progressão do MB, mas ainda 

faltam dados de como ocorre a interação dessas vias e quais proteínas podem estar 

envolvidas nessas redes. Alguns trabalhos apontam as quinases MST1 e MST2 como 

proteínas chave na regulação dessas vias moleculares em diferentes tumores. Portanto o 

objetivo do presente estudo foi analisar o envolvimento das quinases MST1 e MST2 no MB e 

avaliar seu papel na regulação das vias moleculares associadas. Primeiro foi realizada a 

análise da expressão gênica de MST1 e MST2 nas amostras e subgrupos moleculares de MB 

e nos cerebelos não-neoplásicos. Em seguida, foram realizados ensaios in vitro após inibição 

farmacológica de MST1/2 e após transfecção com siRNA nas linhagens celulares de MB. Foi 

realizada análise in silico de enriquecimento de vias com os genes correlacionados com a 

expressão de MST2 e alguns desses genes foram validados. Os principais resultados foram 

que MST2 possui uma maior expressão gênica nas amostras tumorais e linhagens celulares 

de MB quando comparada com a expressão nos cerebelos, e a expressão gênica de MST2 é 

maior nos subgrupos moleculares WNT e SHH.  Não existe diferença na expressão de MST1 

nas amostras de MB quando comparada com cerebelos e entre os subgrupos moleculares. A 

inibição farmacológica de MST1/2 e o silenciamento gênico de MST2 promoveram uma 

diminuição na viabilidade celular e na formação de colônias e provocou alterações no ciclo 

celular. Na análise in silico, os genes mais correlacionados com MST2 participam das vias 

moleculares Wnt, Hippo, TGF-β e Shh, e a inibição de MST1/2 promoveu alteração da 

expressão de alvos dessas vias. Com esses dados pode-se observar que a MST2 regula 

mecanismos importantes para a progressão tumoral e está envolvido com relevantes vias em 

MB, sendo um promissor alvo terapêutico para este tumor. 

 

Palavras chave: Meduloblastoma. Quinases MST1 e MST2. Silenciamento Gênico. Droga 

XMU-MP-1. Vias moleculares de desenvolvimento. 
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MILAN, M. B. Evaluation of MST1 and MST2 kinases involvement in Medulloblastoma 

and their role regulating associated molecular pathways. 2019. 121 p. Tese (Doutorado) 

- Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 

 

Medulloblastoma (MB) is the most common malignant tumor of the central nervous 

system in childhood. Despite the advances, about one third of patients die due to tumor 

recurrence and most survivors suffer long-term side effects. Biology of MB is associated with 

the dysregulation of signaling pathways that control embryonic development, such as the Wnt, 

Shh, Notch, TGF-β, and Hippo pathways. Studies show that these pathways cooperate in the 

carcinogenesis and progression of MB, but data are still lacking on how this interaction occurs 

and which proteins may be involved in this network. Some studies point to MST1 and MST2 

kinases as key proteins in the regulation of these molecular pathways in different tumors. 

Therefore, the aim of the present study was to analyze the involvement of MST1 and MST2 

kinases in MB and to evaluate their role in the regulation of associated molecular pathways. 

First, we analyzed the gene expression of MST1 and MST2 in MB samples and molecular 

subgroups and in non-neoplastic cerebellum. Subsequently, in vitro assays were performed 

after pharmacological inhibition of MST1/2 and after siRNA transfection in MB cell lines. 

Pathway enrichment in silico analysis was performed with genes correlated with MST2 

expression and some of these genes were validated. The main results were that MST2 has a 

higher expression in MB tumor samples and cell lines when compared with expression in the 

cerebellum, and MST2 expression is higher in the WNT and SHH molecular subgroups. There 

is no difference in MST1 expression in MB samples compared to cerebellum and between 

molecular subgroups. Pharmacological inhibition of MST1/2 and gene silencing of MST2 

promoted a decrease in cell viability and colony formation and caused changes in the cell 

cycle. In silico analysis showed that the genes most correlated with MST2 participate in the 

Wnt, Hippo, TGF-β and Shh pathways, and inhibition of MST1/2 promoted expression 

alteration of some target pathways. With these data it can be observed that MST2 regulates 

important mechanisms for tumor progression and is involved with relevant pathways in MB, 

being a promising therapeutic target for this tumor 

 

Keywords: Medulloblastoma. MST1 and MST2 Kinase. Knockdown. XMU-MP-1 Drug. 

Developmental signaling pathways.  
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1.1. Meduloblastoma 

O Meduloblastoma (MB) é um tumor embrionário de origem cerebelar e 

apresenta-se como a neoplasia maligna do sistema nervoso central mais frequente na 

infância. Tem incidência anual de 5 casos em 1 milhão de indivíduos e representa 

aproximadamente 63% dos tumores embrionários intracranianos dos pacientes 

pediátricos. Tem dois picos de incidência entre 1-4 anos e 5-9 anos, com uma média 

de idade no diagnóstico de 6 anos. Raramente é diagnosticado em adultos, como uma 

incidência anual de 0.05 casos em cem mil indivíduos (Northcott et al., 2019). 

O diagnóstico do MB é baseado nos sintomas clínicos, exames de imagem e 

citologia do fluido cérebro espinhal integrados com a análise histopatológica e 

molecular. Os sinais e sintomas iniciais são caracterizados por cefaleias, náuseas ou 

vômitos matinais provocados pelo aumento da pressão intracraniana ou pela própria 

presença do tumor. Além disso, alguns sinais e sintomas são mais específicos do MB 

por ser provocados pela disfunção cerebelar, entre eles a ataxia, caracterizada pelo 

comprometimento do equilíbrio e da coordenação motora, e problemas na visão 

(Wilne et al., 2007; Northcott et al., 2019). 

Os pacientes com MB são tratados com modalidades combinadas envolvendo 

ressecção máxima do tumor, com o mínimo de danos para tecidos cerebelares, em 

conjunto com a quimioterapia citotóxica (multidrogas), e a irradiação crânio espinhal, 

que é realizada somente em pacientes com mais de 3 anos de idade (Gajjar e 

Robinson, 2014). Os principais quimioterápicos utilizados para o tratamento do MB 

são cisplatina, vincristina, carboplatina, ciclofosfamida e lomustina (Northcott et al., 

2019). 

Embora terapias convencionais possam curar uma grande proporção dos 

pacientes, a maioria dos sobreviventes sofre efeitos secundários a longo prazo, 

incluindo déficits neurológicos, neuroendócrinos e psicossociais, como por exemplo 

atraso no desenvolvimento e aprendizado intelectual, dificuldades motoras e no 

processamento de informações (Moxon-Emre et al., 2014; King et al., 2017; Kieffer et 

al., 2019). 

Além dos efeitos secundários, cerca de um terço dos pacientes pode ir a óbito 

devido à recorrência do tumor (Massimino et al., 2016). Essa recorrência ocorre pela 

natureza invasiva e metastática do MB, mas também devido às restrições da 

irradiação em crianças (Habrand e De Crevoisier, 2001). No MB, a metástase ocorre 
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quase que exclusivamente na superfície das leptomeninges do eixo cérebro espinhal, 

e acredita-se que a disseminação ocorra pela difusão de células do tumor primário 

para o líquido cérebro espinhal, contudo um recente estudo mostrou que existem 

células tumorais circulantes em pacientes com MB que possuem uma disseminação 

hematológica e formam as metástases nas leptomeninges (Garzia et al., 2018). 

Para realizar o estadiamento do MB é avaliada a citologia do líquido cérebro 

espinhal no momento do diagnóstico juntamente com resultados de imagem. O 

estadiamento é realizado usando a classificação de Chang e colaboradores (1969), 

que define as metástases macro e microscopicamente e classifica os pacientes em 

cinco grupos, variando de M0 a M4 (Chang et al., 1969). 

 A estratificação dos pacientes em grupos de risco leva em consideração a 

ressecção do tumor, idade do paciente e presença de metástase ao diagnóstico. 

Pacientes menores de três anos, com ressecção incompleta do tumor e presença de 

metástase ao diagnóstico são classificados como alto risco e possuem em média 

<70% de sobrevida global de cinco anos. Já o grupo de baixo risco que teve ressecção 

completa do tumor, maiores de três anos e sem metástase ao diagnóstico possui em 

média 70-85% de sobrevida global de cinco anos (Gajjar et al., 2006; Northcott et al., 

2019). Porém, a histologia e a classificação molecular do tumor devem ser 

consideradas para a estratificação em grupos de risco. 

Histologicamente, o MB pode ser separado em quatro subtipos distintos: 

clássico, anaplásico de células grandes (ACG), desmoplásico nodular (DN) e MB com 

extensa nodularidade (MBEN) (Ellison et al., 2011). Pacientes com MB anaplásico 

estão associados com um pior prognóstico, enquanto aqueles com a variante 

desmoplásico nodular e MB com extensa nodularidade, têm um prognóstico melhor 

(Ajeawung et al., 2013). 

A relevância da questão molecular no MB surgiu quando observou-se que 

algumas síndromes genéticas possuem uma predisposição de desenvolver o MB, o 

que ofereceu indícios iniciais de alguns genes e vias moleculares que estavam 

envolvidos com a origem do MB. Como por exemplo a Síndrome de Gorlin, que possui 

mutações nos genes PTCH1 e SUFU da via Shh e a Síndrome de Turcot que possui 

mutações no gene APC da via Wnt, vias que atualmente são sabidamente envolvidas 

com a patogênese do MB. Esses dados e alguns dados iniciais de arrays mostraram 

que o MB possuía características moleculares heterogêneas e distintas de outros 
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tumores embrionários, impulsionando as pesquisas para área molecular (Pomeroy et 

al., 2002; Thompson et al., 2006; Kool et al., 2008; Cho et al., 2011).  

Após diversos estudos que mostram as diferenças genéticas, demográficas e 

clínicas dos pacientes com MB, em 2012, chegou-se ao consenso da classificação 

molecular do MB (Northcott et al., 2011; Taylor et al., 2012). Atualmente, essa 

classificação é utilizada pela Organização Mundial da Saúde, que divide o MB em 

quatro principais subgrupos moleculares: WNT, SHH, Grupo 3 e Grupo 4 (Figura 1) 

(Louis et al., 2016). 

 

 

Figura 1. Características clínicas e moleculares dos subgrupos de Meduloblastoma. Figura 
adaptada de Taylor et al., 2012. ACG - Anaplásico de células grandes, MBEN - 
Meduloblastoma de extensa modularidade, DN - Desmoplásico nodular. 

 

O grupo WNT é o subtipo mais raro, compreende cerca de 10% dos MBs, e 

possui o melhor prognóstico dentre os subgrupos. Tem maior incidência em crianças 

mais velhas (> 3 anos), e a histologia mais frequente é do tipo clássica (Gajjar e 

Robinson, 2014). Apresenta mutações somáticas no gene CTNNB1, que codifica a 

proteína β-catenina e, frequentemente está associado com monossomia do 

cromossomo 6. Essas mutações conduzem à hiperativação da via Wingless (Wnt), 

tornando a proteína β-catenina resistente à degradação e levando à transcrição de 

genes envolvidos na proliferação celular (Mosimann et al., 2009). Uma possível 

explicação para o melhor prognóstico seria pela maior vascularização tumoral e a 
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perda de uma barreira hematoencefálica funcional nesse subgrupo, permitindo um 

maior acúmulo intratumoral dos quimioterápicos levando a uma resposta terapêutica 

mais eficiente (Phoenix et al., 2016).  

A maioria dos pacientes do grupo SHH possui mutações germinativas ou 

somáticas em um ou mais genes que compõem a via Sonic Hedgehog (Shh), incluindo 

mutações com perda de função ou deleção de PCTH1 (43%), mutações com perda 

de função ou deleção de SUFU (10%), mutações ativadoras de SMO (9%), 

amplificação de GLI1 ou GLI2 (9%) e amplificação de MYCN (7%). Além disso, 

presença ou não de mutações no TP53 é utilizada para subdivisão desse grupo (Louis 

et al., 2016). O grupo SHH compreende 30% dos MBs e é o único grupo que pode 

apresentar todos os subtipos histológicos. Apresenta uma distribuição etária bifásica, 

com uma maior frequência de recém-nascidos/crianças muito jovens (<3 anos) e 

adultos. Muitos dos pacientes não desenvolvem metástase e possuem um prognóstico 

bom. Porém, por ser um grupo heterogêneo, outros fatores devem ser considerados 

para determinação do prognóstico (Figura 2), tais como mutação no TP53, idade, 

subtipo histológico, presença de metástase no diagnóstico e alterações moleculares, 

(Taylor et al., 2012; Louis et al., 2016), à vista disso alguns estudos propõem a 

subdivisão em mais subtipos (Cavalli et al., 2017; Schwalbe et al., 2017). O estudo de 

Cavalli e colaboradores (2017) divide em quatro subtipos SHHα, SHHβ, SHHγ, SHHδ, 

após análise do perfil de metilação do DNA, dados de expressão gênica de arrays e 

dados clínicos (Cavalli et al., 2017).  

Testes com inibidores moleculares de SMO estão sendo realizados em ensaios 

clínicos, os quais demonstram que pacientes adultos têm uma boa resposta ao 

tratamento, isso ocorre devido a esses pacientes normalmente possuírem mutações 

upstream na via Shh, não afetando a resposta ao inibidor (Lou et al., 2016; Petrirena 

et al., 2018). Contudo, os pacientes pediátricos possuem normalmente mutações em 

genes downstream da via, como GLI1 e GLI2, assim são resistentes ao tratamento. 

Em adição, a via Shh é fundamental para o desenvolvimento infantil, assim pacientes 

muito novos possuem efeitos colaterais graves, como má formação óssea (Robinson 

et al., 2017). Portanto, novas estratégias de abordagem terapêutica são de 

fundamental importância já que esse subgrupo apresenta uma grande 

heterogeneidade clínica e biológica. 
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Pacientes do grupo 3 apresentam o pior prognóstico entre os subgrupos e 

observa-se uma alta incidência de metástase no momento do diagnóstico. O tumor 

acomete quase que exclusivamente recém-nascidos e crianças. É um subgrupo 

caracterizado por apresentar amplificação do gene MYC na maioria dos casos 

(Northcott et al., 2011). Alguns estudos subdividem esse subgrupo em dois subtipos 

conforme a presença ou não da amplificação de MYC, sendo que a amplificação deste 

oncogene é relacionado com pior prognóstico (Figura 2).  Existem outros genes que 

são amplificados nesse subgrupo como MYCN e OTX2. Variantes estruturais 

promovem a aproximação de regiões de enhancers e regiões codificadoras que 

normalmente estão distantes, promovendo hiperativação de alguns genes, como GFI1 

e GFI1B. A superexpressão de GFI1 ou GFI1B em combinação com MYC, nas células 

tronco neurais de camundongo, promoveu a formação de tumores agressivos de MB 

do subgrupo 3 (Northcott et al., 2014). O Grupo 3 é a forma da doença mais 

desafiadora, pois as estratégias terapêuticas têm se mostrado pouco eficazes. 

O grupo 4 constitui o mais frequente entre os MB, ocorrendo em todas as idades 

e associado a um prognóstico intermediário. Estudos fazem a subdivisão conforme 

características moleculares e clínicas, diferenciando o grupo 4 em subtipo de melhor 

e pior prognóstico. Apesar de se constituir o grupo biologicamente menos 

compreendido, algumas alterações moleculares são observadas com frequência, 

como a mutação no gene KDM6A, a formação do isocromossomo 17q, e amplificação 

dos proto-oncogenes CDK6 e MYCN (Northcott et al., 2012; Gajjar e Robinson, 2014). 

Ensaios pré-clínicos com inibidores de CDK6/CDK4 mostram resultados promissores 

no tratamento do MB (Cook Sangar et al., 2017) e agora estão sendo testados em 

ensaios clínicos (NCT03434262). 
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Figura 2. Categorias de risco clínico dos subgrupos de Meduloblastoma. Figura adaptada de 
Northcott et al., 2019. MBEN - Meduloblastoma de extensa nodularidade.  
 
 

Além das diferenças moleculares e clínicas, existem alguns trabalhos que 

mostram que os subgrupos se originam de diferentes localizações (Gibson et al., 

2010) e tipos celulares durante o desenvolvimento do cerebelo (Hovestadt et al., 

2019). 

O desenvolvimento do cerebelo se inicia na fase pré-natal e somente finaliza 

após um 1 ano do nascimento. Os neurônios cerebelares se originam de duas zonas 

germinativas distintas, o lábio rômbico superior que dá origem aos neurônios 

glutamatérgicos e a zona ventricular que dá origem aos neurônios GABAérgicos. Os 

neurônios glutamatérgicos, ou excitatórios, são as células granulares, células 

unipolares em escova (UBC – unipolar brush cells) e os neurônios grandes do núcleo 

cerebelar profundo. Os neurônios GABAérgicos, ou inibitórios, são as células de 

Purkinje, células de golgi, e outros. No cerebelo maduro, todas essas células formam 

as três camadas que cobrem o núcleo interno, composto pela substância branca e 3 

pares de núcleos cerebelares profundos. A camada mais externa do cerebelo é a 

camada molecular (CM), a intermediária é a camada das células de Purkinje (CCP) e 

mais interna é a camada das células granulares (CCG) (Bihannic e Ayrault, 2016). 
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A origem do subgrupo SHH é a partir das células progenitoras de neurônios 

granulares (GNPs) da camada externa granular do cerebelo (CEG). O tumor do 

subgrupo WNT tem origem no lábio rômbico inferior (extra cerebelar) e é formado 

principalmente por células progenitoras de neurônios. O tumor do grupo 3 é formado 

por células mais indiferenciadas, porém não foi possível até o momento inquirir o tipo 

das células de origem, isso pode ser devido a transformação e reprogramação que 

ocorre por oncogenes específicos, como MYC, ou por talvez ter uma origem extra 

cerebelar. O MB do grupo 4 é formado principalmente por células diferenciadas de 

origem glutamatérgica, como as UBCs. Alguns tumores possuem proporções variadas 

de células indiferenciadas e diferenciadas o que poderia explicar a dificuldade da 

subclassificação do grupo 3 e 4 (Gibson et al., 2010; Hovestadt et al., 2019). 

Como pode-se observar a patogênese do MB está intimamente relacionada 

com o desenvolvimento do cerebelo, e as vias de sinalização que regulam esse 

desenvolvimento são peças chave na formação e crescimento deste tumor. Além das 

vias moleculares Wnt e Shh já mencionadas, as vias Notch, TGF-β e Hippo também 

participam do desenvolvimento embrionário normal do cerebelo e quando 

desreguladas promovem tumorigênese e propagação do MB (Figura 3) (Roussel e 

Hatten, 2011). 

1.2. Vias moleculares de sinalização 

1.2.1. Via Wnt 

A via de sinalização Wnt possui um papel central no controle do 

desenvolvimento embrionário e homeostase tecidual em organismos adultos. A 

ativação da via canônica de Wnt acontece quando o ligante Wnt se liga aos receptores 

Frz e LRP5/6, ocorrendo acúmulo de β-catenina no citoplasma da célula e sua 

eventual translocação para o núcleo, onde a β-catenina atua como co-ativador 

transcricional de fatores de transcrição da família TCF/LEF. Sem o ligante, a β-

catenina não se acumula no citoplasma, uma vez que um complexo de proteínas a 

marca para degradação. Este complexo é formado pelas proteínas AXIN, APC, PP2A, 

GSK3 e CK1α e, tem sua função interrompida, quando Wnt se liga aos receptores 

(Macdonald et al., 2009). No núcleo a β-Catenina coopera com outras proteínas para 

induzir a expressão de genes regulados por esta via. A via Wnt é crucial para 

diferenciação e sinaptogênese durante o desenvolvimento do cerebelo (Wang e Liu, 
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2019) e como visto anteriormente, mutações que provocam superativação dessa via 

estão envolvidos na tumorigênese do MB. 

1.2.2. Via Shh 

A via Shh (Sonic Hedgehog) participa do processo da embriogênese e é 

composta por um complexo de cascatas de sinalização que regula o desenvolvimento 

e diferenciação celular. O SHH é o ligante da via hedgehog que ativa a sinalização se 

ligando a proteína de transmembrana denominada Patched-1 (Ptch1). A Patched-1 ao 

receber o sinal, libera Smoothened (Smo), uma outra proteína de transmembrana de 

receptor acoplado a proteína G. Smo ocasiona a ativação da família de fatores de 

transcrição GLI. Assim, Smo leva a estabilização do fator de transcrição GLI3 que 

juntamente com GLI2 age como ativador canônico do gene GLI1 e outros alvos. Na 

ausência de Shh, GLI3 e formas truncadas de GLI2 podem intermediar agindo como 

repressores (Niyaz et al., 2019). Durante o desenvolvimento do cerebelo, na fase pós-

natal, a expressão de Shh pelas células de Purkinje é essencial para a proliferação 

das GNPs para formar a CEG. Posteriormente, essas células migram e atravessam 

camadas de células mais internas para formar a CCG, essencial para completa 

diferenciação e maturação do cerebelo (Yang e Joyner, 2019). 

1.2.3. Via Notch 

A sinalização Notch constitui uma via de desenvolvimento que controla a 

proliferação e apoptose. É composta pelos receptores de transmembrana Notch 1-4, 

dos ligantes Delta 1-4 e Jagged 1-2. A interação de Notch com os ligantes, ocasiona 

a clivagem dos receptores de Notch e este processo resulta na produção de Notch 

intracelular (NICD), que é translocado para o núcleo. No núcleo, NICD interage com a 

proteína recombinante DNA-ligante CBF-1 e ativa fatores transcricionais alvos da via, 

como por exemplo HES1 (Li et al., 2017). Estudos mostram que ocorre a expressão 

de Notch pelas células progenitoras granulares da CEG na fase pós-natal, 

promovendo a proliferação e inibindo a diferenciação dessas células, sendo essencial 

para o desenvolvimento normal do cerebelo (Solecki et al., 2001; Gazit et al., 2004; 

Wang e Liu, 2019) e desregulação desta via está associada com formação e/ou 

crescimento do MB (Schreck et al., 2010; Cordeiro et al., 2014; Fiaschetti et al., 2014; 

Wang et al., 2017).  
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1.2.4. Via TGF-β 

A via TGF-β desempenha papéis críticos em uma variedade de processos 

como crescimento, sobrevivência, migração, reprogramação e diferenciação celular. 

A ativação da via canônica ocorre a partir da ligação de uma das três isoformas do 

TGF-β ao receptor tipo II (TGFBR2), que recruta e fosforila o receptor tipo I (TGFBR1). 

A ativação do TGFBR1, por sua vez, causa a fosforilação das proteínas intracelulares 

SMADs (Yu e Feng, 2019). Os complexos SMADs translocam para o núcleo, onde se 

ligam ao DNA e outros fatores, regulando a transcrição gênica, a síntese de proteínas 

e modificações pós-traducionais (Ragazzon et al., 2009; Principe et al., 2014). Outras 

moléculas que podem ativar a via e provocar a fosforilação dos SMADs são as BMPs 

(Bone Morphogenetic Proteins). As BMPs estão envolvidas diretamente com o 

desenvolvimento do cerebelo. A alta expressão das BMPs é detectada durante a 

embriogênese e na fase determinada favorece a diferenciação das células tronco em 

células granulares cerebelares. Tem uma ação antagonista ao estímulo de Shh para 

a proliferação das GNPs, por bloquear a divisão celular e favorecer a maturação final 

dessas células (Hatten e Roussel, 2011; Tong et al., 2015). 

Estudos em tumores levaram à descoberta de um fenômeno chamado 

Paradoxo do TGF-β. O TGF-β funciona como um supressor tumoral, inibindo o ciclo 

celular em tumores epiteliais benignos ou em estágios iniciais do câncer. Já em células 

malignas, há alterações na via do TGF-β que induzem a progressão para estágios 

tumorais avançados e metástase. Apesar de muitos estudos confirmarem este 

paradoxo, ainda não há uma explicação lógica para o evento. Trabalhos mostram que 

alterações na via TGF- β promovem a progressão tumoral do MB (Gate et al., 2014; 

Merve et al., 2014; Ferrucci et al., 2018; Santhana Kumar et al., 2018).  

1.2.5. Via Hippo 

A via Hippo pode ser ativada por diferentes sinais como polaridade celular, 

junções aderentes, citoesqueleto, sinais de estresse e outros. É um regulador chave 

no controle do tamanho de muitos órgãos através da regulação da proliferação e 

sobrevivência celular (Harvey et al., 2013; Yu et al., 2015; Zheng e Pan, 2019).  A via 

Hippo é composta por diversas quinases, entre elas estão a MST1/2, LATS1/2 e 

MOB1A/B que quando ativadas, provocam uma cascata de fosforilação que marca o 

alvo YAP/TAZ para ser degradado ou retido no citoplasma. Desta forma, YAP/TAZ 
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não transloca para o núcleo e não ativa a transcrição de genes, entre eles os genes 

da família TEAD, o que leva a diminuição da proliferação celular (Bae et al., 2017). 

Ensaios in vivo demonstraram que a inativação de LATS1/2 promove um aumento da 

atividade transcricional global, durante o desenvolvimento encefálico, devido a 

ativação de YAP/TAZ. Essa hipertranscrição levou ao aumento da expressão de 

genes relacionados com a proliferação e crescimento celular. Porém, nas células 

progenitoras neurais, após transiente aumento da proliferação, a hipertranscrição 

provocou estresse na replicação, danos ao DNA e ativação de p53, resultando na 

apoptose maciça das células (Lavado et al., 2018). Trabalhos mostraram que a 

superexpressão de YAP1 aumenta a proliferação das GNPs, e protege essas células 

dos danos provocados pela irradiação por manter a proliferação e sobrevivência 

celular (Fernandez-L et al., 2009; Fernandez-L et al., 2012; Yang e Joyner, 2019). 

 

 

Figura 3. Vias moleculares envolvidas no desenvolvimento do cerebelo e quando 
desreguladas favorecem a formação do Meduloblastoma. 
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Muitos trabalhos mostram a conexão das vias moleculares com o MB do 

subgrupo SHH.  Como por exemplo o estudo de Rodriguez-Blanco e colaboradores 

(2017) que mostra que a inibição da via Wnt promove uma redução da progressão e 

crescimento tumoral levando a uma maior taxa de sobrevida no subgrupo SHH de MB 

(Rodriguez-Blanco et al., 2017). Já ativação da via canônica TGF-β é um preditor de 

sobrevida (Aref et al., 2013) e as vias Hippo e Notch contribuem para a tumorigênese 

desse mesmo subgrupo molecular (Fernandez-L et al., 2009; Fernandez-L et al., 2012; 

Natarajan et al., 2013; Zhang, Y. et al., 2018). Um outro estudo mostra que inibição 

da via TGF-β promove ativação da via Notch provocando um aumento da proliferação 

celular no MB (Adesina et al., 2007). 

 Em outros tumores essa interação das vias também ocorre, como no caso do 

câncer hepatocelular. Esse trabalho mostra que a deleção dos genes que codificam 

as proteínas quinases MST1 e MST2 (via Hippo) promove progressão tumoral através 

da ativação das vias moleculares Wnt, Hippo e Notch (Kim, Khan, Gvozdenovic-

Jeremic, et al., 2017). 

Adicionalmente, MST1 e MST2 inibem diretamente a via WNT/β-catenina, 

levando à uma supressão do crescimento celular (Xu et al., 2014). Outro estudo 

evidenciou que a ativação da MST1 juntamente com outras moléculas leva à inibição 

da atividade da β-catenina (pertencente a via Wnt) e do Smad (pertence a via TGF-

β), diminuindo a migração e proliferação celular e a quimiorresistência nos ensaio in 

vitro com linhagens de neuroblastoma, câncer de mama, câncer de cólon e melanoma. 

Nos ensaios in vivo, a ativação da MST1 mostrou atividade anti-tumoral (Basu et al., 

2014). Essas proteínas quinases parecem ser peças chave no intercâmbio dessas 

vias moleculares. 

 

1.3. Quinases MST1 e MST2 

As quinases MST (Mammalian Sterile Twenty-Like) foram clonadas e 

caracterizadas em 1995 e recebem essa nomenclatura pela similaridade com as 

quinases STE20 (Sterile Twenty) das leveduras Saccharomyces cerevisiae (Creasy e 

Chernoff, 1995a; b). O gene MST1, também conhecido como STK4, KRS2 ou YSK3, 

está localizado no cromossomo 20 e possui 17 éxons. O gene MST2, também 

conhecido como STK3 ou KRS1, está localizado no cromossomo 8 e possui 27 éxons. 
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As proteínas quinases MST1 e MST2 pertencem a subfamília GCKII (Germinal 

Centre Kinase) e são compostas por 487 e 491 aminoácidos respectivamente, 

compartilhando >95% de domínios catalíticos idênticos e sendo, aproximadamente, 

75% globalmente idênticas. São formadas por 2 domínios principais: o domínio 

catalítico na região N terminal, onde ocorre a reação enzimática e o domínio de 

homologia SARAH, que recebe essa nomenclatura a partir dos genes que 

compartilham esse domínio (SAV1, RASSF1-6 e Hippo), e os dois domínios principais 

são conectados por uma região flexível (Rawat e Chernoff, 2015; Galan e Avruch, 

2016). A fosforilação/ativação das quinases ocorre principalmente pelo mecanismo de 

trans-autofosforilação, o qual ocorre através do domínio SARAH que medeia a 

homodimerização das quinases MST, provocando um rearranjo conformacional no 

loop de ativação, que ocorre normalmente no resíduo Treonina-183 (T-183) na MST1 

e Treonina-180 (T-180) na MST2 (Figura 4). O controle da ativação das quinases MST 

também ocorre pela formação de heterodímeros, com SAV1 ou com componentes da 

família RASSF, através do domínio SARAH. Outro mecanismo descrito é ativação 

através de diferentes quinases como Akt, c-Abl e TAOK1-3 que fosforilam diretamente 

as quinases MST (Figura 5) (Rawat e Chernoff, 2015; Bae e Luo, 2018). 

 

 

Figura 4. Domínios e sítios de ativação das proteínas quinases MST1 e MST2. Adaptado de 
Bae e Luo et al., 2018. 

 

As quinases MST1 e MST2 possuem diferentes alvos na célula, os mais 

descritos na literatura são MOB1 e LATS1/2 que participam da via Hippo. A 

fosforilação desses substratos leva a degradação ou retenção de YAP1 que então não 

transloca para o núcleo, não ativando a transcrição de genes que controlam os 

mecanismos de proliferação celular e apoptose. Como pôde ser observado no estudo 

de Zhou e colaboradores (2011) onde ficou demonstrado que a ausência da atividade 

das quinases MST1 e MST2 leva à um aumento do crescimento celular e das colônias 
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tumorigênicas em tumor de intestino. Neste estudo foi relatado que a inativação das 

MSTs causa acúmulo da proteína YAP1 no núcleo, promovendo ativação do fator de 

transcrição TEAD, que por consequência, induz o aumento da expressão de genes 

responsáveis pela proliferação celular (Zhou et al., 2011). Outros tumores descrevem 

a atividade supressora de MST1 e MST2 através da ativação da via Hippo, como por 

exemplo câncer de mama (Li, F. et al., 2016), carcinoma hepatocelular (Song et al., 

2010; Kim, Khan, Gvozdenovic-Jeremic, et al., 2017), câncer colorretal (Liu et al., 

2018) e outros. No MB não há dados específicos sobre o papel das quinases MST1 e 

MST2, porém Fernandez-L e colaboradores (2009 e 2013) mostraram que a 

expressão elevada do gene YAP1, alvo das MST1 e MST2, no subgrupo SHH está 

relacionada com a proliferação celular, radioresistência e instabilidade genômica 

nesse tumor (Fernandez-L et al., 2009; Fernandez-L et al., 2012). 

Outro alvo importante das quinases MST são os fatores transcricionais FoxO1 

e FoxO3 que estão envolvido com ciclo celular, apoptose e quimiorresistência (Beretta 

et al., 2019). As quinases MST, através da ativação de FoxO, controlam a morte 

celular por estresse oxidativo dos neurônios primários e astrócitos (Lehtinen et al., 

2006; Yuan et al., 2009; Liu et al., 2012; Lee et al., 2014). Além da morte celular, a 

ativação de FoxO pelo estresse oxidativo, mediada pela MST1, pode alterar o ciclo 

celular, diminuindo a proliferação celular e promovendo a senescência (Yamaguchi et 

al., 2016). No estudo de Zhu e colaboradores, hiperexpressão de MST1 diminuiu a 

viabilidade e elevou a taxa de apoptose através de FoxO3 nas células de glioma (Zhu 

et al., 2019). 

A via da apoptose mitocondrial (intrínseca) é essencial na regulação da morte 

e sobrevivência celular. A família das proteínas BCL-2 é uma das principais 

reguladoras desse mecanismo e há alguns estudos que relatam a associação direta 

das MST e proteínas dessa família. A ativação das MSTs está relacionada com um 

aumento da ação das proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-XL e Beclin1, diminuindo 

a taxa de apoptose dos cardiomiócitos e protegendo o miocárdio contra possíveis 

injúrias (Maejima et al., 2013; Del Re et al., 2014; Cai et al., 2016; Nakamura et al., 

2016). Recentemente foi demonstrado que BCL-2 pode controlar a atividade de MST2 

ao invés de ser regulado pelas MSTs, neste estudo a inibição de BCL-2 ativou MST2 

e promoveu a morte celular (Won et al., 2019). 
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Além dos mecanismos de proliferação e apoptose, as MSTs regulam proteínas 

chave dos checkpoints mitóticos, como por exemplo as quinases Aurora B e NDR1/2, 

controlando assim o ciclo e a divisão celular. MST1 regula Aurora quinase B de modo 

que os microtúbulos fiquem estáveis durante a metáfase, promovendo a integridade 

genômica e progressão do ciclo celular (Oh et al., 2010; Lee et al., 2012). A relação 

de MST1 e MST2 com NDR é essencial para duplicação correta do centrossomo e 

alinhamento dos cromossomos durante a divisão celular (Chiba et al., 2009; Hergovich 

et al., 2009), além disso NDR previne o acúmulo de p21 e promove a estabilidade de 

cMyc levando a progressão da fase G1 do ciclo celular (Cornils et al., 2011). 

 Em suma, as funções das MSTs são de grande relevância, atuando no 

controle da proliferação, apoptose e ciclo celular. Sendo de fundamental importância 

para a manutenção da homeostase celular e tecidual.  

 Compreender a função e regulação destas quinases é essencial, dado que 

perturbações nas MSTs implicam na alteração da expressão de diferentes vias 

moleculares que estão associadas com o crescimento e progressão do câncer. 

Portanto, acredita-se que as quinases MST podem estar envolvidas na progressão do 

MB e que possuem um papel importante na regulação de vias moleculares 

associadas. 

 

 
 

Figura 5. Regulação das quinases MST1 e MST2 e dos seus alvos envolvidos nos 
mecanismos celulares. 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2. Objetivos  

 ________________ do Estudo
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2.1. Objetivo Geral  

Analisar o envolvimento das quinases MST1 e MST2 na progressão tumoral do 

Meduloblastoma e avaliar seu papel na regulação das vias moleculares associadas.  

 

2.2. Objetivos Específicos  

• Analisar a expressão gênica de MST1 e MST2 nas amostras e nas linhagens 

celulares de MB e nos subgrupos moleculares de MB; 

• Comparar os dados de expressão obtidos com dados de expressão dos bancos 

de dados públicos; 

• Modular MST1 e MST2 e analisar, por ensaios funcionais in vitro, o possível 

envolvimento das MSTs na progressão tumoral de MB; 

• Avaliar o papel das MSTs nas vias associadas ao MB através de análises in 

silico; 

• Validar a relação das MSTs com alvos das vias moleculares por qRT-PCR e 

Western Blot. 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 3. Delineamento  

 ______________ experimental
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 4. Materiais  

 ________________ e Métodos
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4.1. Amostras de Pacientes e Linhagens Celulares de MB 

As amostras utilizadas são provenientes do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) da Universidade de São Paulo (USP) e do Centro 

Infantil Boldrini - Campinas/SP. Foram utilizadas amostras de 45 pacientes portadores 

de MB pediátrico e 5 cerebelos não neoplásicos. As amostras citadas se encontram 

armazenadas em um biorepositório no Departamento de Pediatria e Puericultura da 

FMRP vinculado ao projeto temático da FAPESP (14/20341-0) “Interação entre alvos 

terapêuticos emergentes e vias de desenvolvimento associadas à tumorigênese: 

ênfase em neoplasias da criança e do adolescente”, o qual possui aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - Processo n° 15509/2016 (Anexo 1). As amostras de MB foram 

classificadas pelo nosso grupo de pesquisa pela técnica de PCR-Array e através 

dessa metodologia foi possível classificar 42 das 45 amostras de MB, das quais 10 

são do subgrupo Wnt, 12 do subgrupo Shh, 9 do subgrupo 3 e 11 do subgrupo 4 

(Cruzeiro et al., 2019). Os dados clínicos e a classificação molecular dos pacientes 

utilizados neste projeto estão listados na Tabela 1. 

Neste estudo foram utilizadas as linhagens DAOY, ONS-76 (adquiridas do Banco 

de Células do Rio de Janeiro – BCRJ/UFRJ), UW473 (gentilmente cedida pelo Dr. 

Michael Bobola – Seattle Children’s Hospital), UW228, D283 (gentilmente cedidas 

pelo Prof. Dr. Rafael Roesler – Departamento de Farmacologia/UFRGS), USP-13 e 

CHLA-01-Med (gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Oswaldo Keith Okamoto – Instituto 

de Biociências/USP). As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM/F12 

com 100 mg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, e 10% de soro bovino fetal 

(SBF) em atmosfera úmida contendo 5% CO2 a 37ºC. Para cultivar a linhagem CHLA-

01-Med foi adicionado no meio de cultura 20ng/ml dos recombinantes humanos FGF 

e EGF (fatores de crescimento) e 1% do suplemento B27. As linhagens celulares 

foram autenticadas por meio de marcadores STR e validadas pela checagem do perfil 

na ATCC. Não foram verificadas contaminações cruzadas. As características 

específicas de cada linhagem celular está descrita na Tabela 2 (Xu, Margol, 

Asgharzadeh, et al., 2015; Ivanov et al., 2016). 
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Tabela 1. Características clínicas e moleculares dos pacientes portadores de MB. 

 

Tabela 2. Características clínicas e moleculares das linhagens celulares de MB. 
 

Linhagem 
celular 

Idade Gênero 
Subgrupo 
Molecular 

Mutação 
TP53 

Amplificação 
MYC 

Referências 

DAOY 4 anos Masculino SHH Sim Não 
(Jacobsen et al., 1985; 

Triscott et al., 2013) 

ONS-76 2 anos Feminino SHH Não Não 
(Yamada et al., 1989; 
Triscott et al., 2013) 

UW228 9 anos Feminino SHH Sim Não 
(Keles et al., 1995; 
Triscott et al., 2013) 

UW473 5 anos Masculino SHH Sim Não 
(Bobola et al., 2005; 

Castro-Gamero et al., 
2013) 

D283 6 anos Masculino Grupo 3/4 Não Não 
(Friedman et al., 1985; 
Sengupta et al., 2014) 

 
USP-13 

 
3 anos Masculino Grupo 3/4 Não Sim (Silva et al., 2016) 

CHLA-01-
Med 

8 anos Masculino Grupo 4 Não Sim 
(Xu, Margol, Shukla, et 

al., 2015) 
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4.2. Análise da expressão gênica 

4.2.1. Extração do RNA e síntese do cDNA 

As amostras de cerebelos não-neoplásicos, amostras dos tumores de MB e 

linhagens celulares de MB tiveram seu RNA total extraído utilizando o reagente 

TRIZOL® (Invitrogen Inc, Carsdab, CA, EUA) segundo as especificações do 

fabricante. A síntese de cDNA foi realizada com o kit High Capacity® (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com o protocolo sugerido pelo 

fabricante. 

4.2.2. qRT-PCR 

Para quantificar a expressão dos genes foi realizada a técnica de qRT-PCR com a 

utilização do equipamento ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection Systems por 

monitorização contínua de fluorescência por sondas Taqman® (Appplied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. As diferenças na 

quantidade de cDNA total adicionada a cada reação foram normalizadas utilizando-se 

2 genes de referência (GUSB e HPRT1) como controle interno. Foi utilizado o método 

2-ΔΔCT para a quantificação relativa da expressão gênica, sendo utilizada como 

calibrador a média das expressões dos cerebelos não neoplásicos ou a média dos 

controles negativos. Sondas Taqman® utilizadas foram STK3 (MST2) (Hs00169491), 

STK4 (MST1) (Hs00178979), YAP1 (Hs00902712), GLI1 (Hs00171790), GLI2 

(Hs01119974), SMAD3 (Hs00969210), LEF1 (Hs01547250), GUSB (Hs00939627) e 

HPRT1 (Hs02800695). 

4.3. Western Blot 

Expressão proteica foi realizada através da metodologia de Western Blot. 

Primeiramente foi realizada a extração das proteínas das culturas celulares por meio 

do reagente RIPA Lysis and Extraction Buffer® (Pierce Biotechnology, IL, EUA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Para a análise proteica, 40-50μg de cada 

amostra foram separadas por eletroforese SDS-PAGE. As proteínas foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose e então incubadas em TBST 1% 

contendo 5% de solução bloqueadora por 1 hora, em temperatura ambiente. 

Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo 
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primário da proteína de interesse, diluído de acordo com as instruções do fabricante 

(Tabela 3). As membranas foram então lavadas com TBST 1% e incubadas com o 

anticorpo secundário por 1 hora à temperatura ambiente. O anticorpo secundário foi 

visualizado através da utilização do Kit ECLTM Western blotting Analysis System 

(Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Foi analisada a intensidade das 

bandas para a quantificação da expressão proteica através do software ImageJ 1.52a 

(NIH). 

Tabela 3. Lista de anticorpos primários utilizados neste estudo.  

Anticorpo Código Diluição Especificações Empresa 

MST1/MST2 Fosforilado (T-183)/(T-180)  #49332 1:1000 BSA 
Rabbit  

Monoclonal 
Cell Signaling 

MST2 #3952 1:1000 BSA 
Rabbit  

Policlonal 
Cell Signaling 

YAP Fosforilado (Ser-127)  #13008 1:1000 BSA 
Rabbit  

Monoclonal 
Cell Signaling 

YAP #14074 1:1000 BSA 
Rabbit  

Monoclonal 
Cell Signaling 

SMAD3 Fosforilado (S423/S425)  ab52903 1:1000 Leite 
Rabbit 

Monoclonal 
Abcam 

SMAD2/3 #8685 1:1000 Leite 
Rabbit 

Monoclonal 
Cell Signaling 

GLI1 #2534 1:1000 BSA 
Rabbit 

Policlonal 
Cell Signaling 

p21 #2947 1:1000 Leite 
Rabbit 

Monoclonal 
Cell Signaling 

GAPDH sc-47724 1:1000 Leite 
Mouse 

Monoclonal 
Santa Cruz 

Biotechnology 

 

4.4. Modulação das quinases MST1 e MST2 

4.4.1. Tratamento com a Droga XMU-MP-1 

Para os diferentes ensaios funcionais as linhagens celulares foram tratadas 

com a droga XMU-MP-1 (4-((5,10-dimethyl-6-oxo-6,10-dihydro-5H-pyrimido[5,4-

b]thieno[3,2-e][1,4]diazepin-2-yl)amino)benzenesulfonamide) da empresa MedChem 

Express ® (HY-100526), um inibidor seletivo da atividade de MST1 e MST2. A droga 

foi dissolvida em DMSO na concentração de 10mM conforme recomendação do 

fabricante. Após o tratamento foi realizado o ensaio de viabilidade celular, capacidade 

clonogênica, ciclo celular e apoptose nas 4 linhagens celulares de MB: DAOY, ONS-

76, UW228 e UW473. 
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4.4.2. Transfecção com siRNA 

Foi realizado o silenciamento gênico de MST2 através da transfecção com siRNA. 

Foi realizado o protocolo de transfecção reversa, o qual as células foram plaqueadas 

juntamente com o mix de transfecção composto por 25nM de siRNA Silencer® Select 

(ThermoFisher Scientific), lipofectamina RNAiMAX® (ThermoFisher Scientific) e 

OPTI-MEMTM (GibcoTM). As quantidades dos reagentes foram de acordo com a 

recomendação do fabricante. As células foram transfectadas com siRNA alvo de 

MST2 (s13567) e com siRNA controle negativo (4390843) que não possui um alvo 

específico. Após a confirmação do silenciamento gênico por qRT-PCR e Western blot, 

foi realizado o ensaio de viabilidade celular, capacidade clonogênica e ciclo celular 

nas 3 linhagens celulares de MB: DAOY, ONS-76 e UW228. 

4.5. Ensaios Funcionais 

4.5.1. Viabilidade Celular 

As linhagens celulares foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular em 

placas de 96 poços. Foi realizado os experimentos com a droga XMU-MP-1 nas doses 

de 0, 0.25, 0.5, 1, 5 e 10µM e com siRNA na concentração de 25nM. Foram semeadas 

em triplicata 1-3 x 103 células/poço e, em seguida, incubadas por 24, 48, 72, 96 horas 

a 37°C. A cada intervalo de 24 horas, foi realizada a adição, no meio de cultura, de 

30µL do reagente CellTiter-Glo® (Promega) em temperatura ambiente. As placas 

foram agitadas e incubadas por 10 minutos, segundo instruções do fabricante, e a 

leitura de luminescência foi realizada utilizando o aparelho SpectraMax® L Microplate 

Reader. Os experimentos foram repetidos três vezes em triplicata. Os resultados 

foram expressos como média e desvio padrão e comparados com os resultados das 

células do controle negativo. 

A detecção é baseada no uso da reação de luciferase para medir a quantidade 

de ATP de células viáveis. Em poucos minutos após a perda da integridade da 

membrana, as células perdem a capacidade de sintetizar o ATP e as ATPases 

endógenas destroem qualquer ATP remanescente. Após adição do reagente CellTiter-

Glo® ocorre 3 etapas: 1) lise das membranas celulares para liberar o ATP; 2) inibe as 

ATPases endógenas e 3) fornece luciferina, luciferase e outros reagentes necessários 

para medir o ATP usando uma reação bioluminescente. 
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• IC50: Para o cálculo do IC50 (concentração inibitória para 50% das 

células) da droga XMU-MP-1 foi utilizado o software CalcuSyn (Biosoft, Cambridge, 

U.K.). Para cada experimento foram utilizados os dados obtidos na viabilidade celular, 

através da análise da fração celular afetada após o tratamento com as diferentes 

doses da droga XMU-MP-1 em comparação com controle (DMSO). 

4.5.2. Ensaio Clonogênico 

Para o ensaio de clonogênica, foram plaqueadas 300-500 células/poço em 

placas de cultura de 6 poços em triplicata. Após plaqueamento as células foram 

tratadas com a droga XMU-MP-1 por 72 horas nas doses de 0, 0.25, 0.5 e 1µM. Para 

o experimento com siRNA, as células foram plaqueadas para o ensaio clonogênico 

após 48 horas de transfecção com siRNA na concentração de 25nM.  As culturas 

foram incubadas em estufa a 37°C por 7-15 dias, até que as colônias fossem visíveis, 

mas não confluentes. Para a visualização e contagem das colônias, o meio de cultura 

foi retirado, as células foram lavadas com PBS, fixadas com metanol, e coradas com 

Giemsa. Os experimentos foram repetidos três vezes em triplicata. Os resultados 

foram expressos como média e desvio padrão e comparados com os resultados das 

células do controle negativo. 

4.5.3. Ciclo Celular 

A análise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo após marcação 

com PI. Primeiramente as células foram plaqueadas em placas de seis poços (3-4x104 

células/poço). Foram realizados os experimentos após 72 horas de tratamento com a 

droga XMU-MP-1 nas doses de 0, 1 e 5µM e com siRNA (25nM) após 48 horas.  

Depois do tempo de experimento essas células foram coletadas, lavadas com PBS 

duas vezes, fixadas com solução de etanol a 70% e depois mantidas a -20°C 

overnight. As células foram centrifugadas (400g durante 5 minutos) e o pellet 

resultante foi ressuspenso em PBS com RNAse A (10 ng/mL) e incubado a 37°C 

durante 30 minutos. Em seguida, as células foram centrifugadas novamente e foi 

adicionado PBS com PI a uma concentração final de 50μg/ml para marcação das 

células. As células foram analisadas pelo citômetro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) e a porcentagem de células em cada fase do ciclo 

celular foi obtida pelo software Flow JoTM V10. Os experimentos foram repetidos três 
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vezes em triplicata. Os resultados foram expressos como média e desvio padrão e 

comparados com os resultados das células do controle negativo. 

4.5.4. Apoptose 

Para o ensaio de apoptose, 3-5x104 células foram plaqueadas em placas de 6 

poços. Foi realizado os experimentos após 72 horas de tratamento com a droga XMU-

MP-1 nas doses de 0, 1 e 5µM. Após o tempo de ensaio, as células foram tripsinizadas 

e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos a 4°C, lavadas com PBS gelado e depois 

ressuspendidas em 250uL de tampão de ligação 1X (BD Biosciences Pharmigen, 

USA). As células foram então incubadas e marcadas com 5µL de Anexina FITC (BD 

Biosciences Pharmigen, USA) e 50µL de solução de iodeto de propídio (PI) a uma 

concentração de 50µM. As células foram analisadas pelo citômetro de fluxo BD 

FACSCalibur™ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e foram obtidas as 

porcentagens das células marcadas ou não com Anexina e ou PI. Os experimentos 

foram repetidos três vezes em triplicata. Os resultados foram expressos como média 

e desvio padrão e comparados com os resultados das células do controle negativo.  

4.6. Análise In Silico 

Foi utilizada a plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization para avaliar se 

os dados de expressão das MSTs obtidos nas amostras de MB e nos subgrupos 

moleculares correspondem com os dados de bancos públicos. Nessa plataforma é 

possível analisar a expressão de diversos genes em diferentes bancos de dados. Para 

a análise de comparação da expressão entre as amostras de MB e cerebelo foi 

utilizado o banco de dados de Pfister (Northcott et al., 2017) que possui a análise de 

223 amostras de MB (190 amostras de MB pediátrico). Sendo que este banco era o 

que possuía o maior número de amostras de MB que poderia ser comparado com os 

dados de cerebelo não neoplásico do banco de dados de Roth (Roth et al., 2006) que 

apresenta análise de expressão de 9 amostras, e com o banco de dados de Versteeg 

(ps_avgpres_itcccellline86_u133p2) que possui a análise de 14 linhagens celulares 

de MB. Outros bancos com grande número de amostras, como Cavalli com 763 

amostras de MB (563 amostras de MB pediátrico) e Pfister com 167 amostras de MB 

(137 amostras de MB pediátrico), utilizaram diferentes metodologias e/ou 

normalizações não possibilitando essa mesma comparação (Cavalli et al., 2017; 
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Waszak et al., 2018).  Esses dois bancos em adição ao banco de Pfister com 190 

amostras de MB pediátrico foram utilizados para a análise da expressão das MSTs 

nos subgrupos moleculares. Nessas análises foram utilizados dados somente dos 

pacientes pediátricos. 

Foi utilizada também a plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization para 

avaliar quais genes eram os mais correlacionados com a expressão de MST2 nas 

amostras de MB. Nesta análise foram avaliados quais genes em comum dos dois 

bancos de dados, Cavalli com 763 amostras (microarray) e Pfister com 167 amostras 

de MB (sequenciamento do transcriptoma), possuíam o fator de correlação de 

expressão R≥0.4 e R≤-0.4 com MST2. Esses dois bancos de dados foram escolhidos 

por possuírem metodologias diferentes, corroborando para dados mais robustos. Com 

os genes em comum foi realizada a análise de enriquecimento de vias pelo KEEG 

pathways, através da ferramenta online DAVID Bioinformatics Resources 6.8 e foi 

possível elaborar uma rede de interação proteica através da ferramenta online 

STRING 11.0 juntamente com o programa Cytoscape 3.6.1. 

4.7. Validação dos alvos 

Após análise in silico foi avaliada a expressão de alguns alvos das vias de 

sinalização pelas metodologias de qRT-PCR e Western Blot citadas acima. A 

expressão gênica dos genes GLI1, GLI2, SMAD3, YAP1 e LEF1 foi avaliada de duas 

formas, a primeira foi após 12 horas de tratamento com diferentes doses da droga 

XMU-MP-1 (1 e 5µM) e foi utilizado como controle a média da expressão das células 

tratadas somente com DMSO. A segunda forma foi após 48 horas da transfecção com 

siRNA e foi utilizado como controle a média da expressão das células transfectadas 

com siRNA controle (siContr). A expressão foi avaliada em triplicata experimental.  

A expressão proteica foi realizada após 48 horas do tratamento com a droga XMU-

MP-1 (0-10µM) e da transfecção com siRNA. Foram avaliadas as expressões das 

proteínas MST1/2 fosforilada, MST2, YAP fosforilado, YAP, SMAD3 fosforilado, 

SMAD2/3, GLI1, p21 e como controle endógeno foi utilizado GAPDH. Foi analisada a 

intensidade das bandas para a quantificação da expressão proteica através do 

software ImageJ 1.52a (NIH). 
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4.8. Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada com auxílio do programa SPSS 20.0 

(Chicago, IL, USA) e do programa GraphPad Prism® 5.  

4.8.1. Expressão gênica diferencial  

Para a análise da expressão gênica das amostras e linhagens de MB em 

comparação com as amostras de cerebelos não-neoplásicos foi utilizado o teste de 

Mann-Whitney e foram considerados valores significativamente estatísticos aqueles 

com valor de P≤0,05. Esse mesmo teste foi utilizado para análise da expressão 

diferencial das MSTs com as características clínicas dos pacientes. As variáveis 

analisadas dos pacientes foram: Gênero (Feminino ou Masculino); Idade ao 

diagnóstico (≥ 3 anos ou < 3 anos); Grau de Ressecção (Completa ou Incompleta); 

Metástase (Presente ou Ausente); Recidiva (Presente ou Ausente), Evento (se o 

paciente está vivo ou se foi a óbito/apresentou recidiva), Status da Doença (se o 

paciente está vivo ou se faleceu pelo MB) e Subgrupos Moleculares. 

4.8.2. Sobrevida Global e Livre de Eventos 

Para análise da sobrevida global em 5 anos e sobrevida livre de eventos em 5 

anos dos pacientes foi realizada a análise univariada onde foi aplicado o teste Log-

Rank e construídas curvas de Kaplan-Meier, foi considerada a mediana de expressão 

de cada MST nos tumores como valor de corte para hipoexpressão ou 

hiperexpressão. Foram considerados valores significativamente estatísticos aqueles 

com valor de P≤0,05. 

4.8.3. Correlação entre os valores das expressões gênicas 

A correlação foi analisada através do coeficiente de Spearman Rho. Foram 

considerados valores significativamente estatísticos aqueles com valor de P≤0,05. 

4.8.4. Análise dos ensaios funcionais 

 Para os ensaios funcionais de viabilidade celular, ensaio clonogênico, 

apoptose e ciclo celular foram utilizados os testes t-student, Anova One Way e pós-

teste de Bonferroni. Foram considerados valores significativamente estatísticos 

aqueles com valor de P≤0,05.  
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5.1. Análise da expressão gênica de MST1 e MST2 

5.1.1. Análise dos níveis de expressão gênica de MST1 e MST2 nas 

amostras de MB 

Foi realizada a análise da expressão gênica de MST1 e MST2 nas amostras 

tumorais e linhagens de MB comparada com a expressão de amostras de cerebelos 

não neoplásicos por qRT-PCR e in silico (Figuras 6 e 7).  Pela análise por qRT-PCR, 

foi possível observar diferença significativa na expressão de MST2, o qual está mais 

expresso nas amostras tumorais (p=0.0236) e nas linhagens celulares de MB 

(p=0.0025) (Figura 7A) quando comparado com os dados de expressão dos 

cerebelos. A diferença de expressão de MST1 não foi significativa nas amostras de 

MB (Figura 6A). Na análise in silico, a expressão de MST2 também foi mais elevada 

nas amostras tumorais e nas linhagens de MB (p< 0.0001) quando comparado com 

as amostras de cerebelo (Figura 7B), e a expressão de MST1 não teve diferença 

significativa, similar aos dados de qRT-PCR (Figura 6B). 

 

Figura 6. Expressão gênica de MST1 nas amostras de cerebelo não neoplásico (CB), nas 
amostras de MB (MB) e nas linhagens celulares de MB (LIN) pela análise de qRT-PCR (A) e 
pela análise in silico (B). Os valores da expressão gênica da análise de qRT-PCR estão em 
escala logarítmica. 



 _______________________________________________________________________  5. Resultados| 54 

 

 
 

 
Figura 7. Expressão gênica de MST2 nas amostras de cerebelo não neoplásico (CB), nas 
amostras de MB (MB) e nas linhagens celulares de MB (LIN) pela análise de qRT-PCR (A) e 
pela análise in silico (B). Os valores da expressão gênica da análise de qRT-PCR estão em 
escala logarítmica. * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 
 

5.1.2. Análise dos níveis de expressão gênica de MST1 e MST2 e as 

características clínicas dos pacientes 

Ao analisar a expressão diferencial de MST1 e MST2 com as características 

clínicas dos pacientes não foi observado nenhum parâmetro que possui diferença 

estatística como pode ser observado na Tabela 4. 

Tabela 4. Dados clínicos dos pacientes de MB e os valores de p das expressões de MST1 e 
MST2 analisados nos diferentes parâmetros. 
 

Parâmetro Variáveis Número de casos (%) 
Valor de p 

MST1 MST2 

Gênero 
Masculino 31 (69%) 

0.111 0.825 
Feminino 14 (31%) 

Idade ao Diagnóstico 
< 3 anos 38 (84%) 

0.074 0.234 
 > 3 anos 7 (16%) 

Grau da Ressecção 

Completo 27 (60%) 

0.8 0.588 Incompleto 17 (38%0 

Sem informação 1 (2%) 

Metástase 

Sim   18 (40%) 

0.941 0.058 Não 25 (56%) 

Sem informação 2 (4%) 

Recidiva 

Sim 12 (27%) 

0.356 0.752 Não 32 (71%) 

Sem informação 1 (2%) 

Evento 
Vivo 20 (44%) 

0.732 0.873 
 Recidiva/Óbito 25 (56%) 

Status da Doença 
Vivo 24 (53%) 

0.184 0.795 
Óbito pelo MB 15 (33%) 
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5.1.3. Análise dos níveis de expressão gênica de MST1 e MST2 e a 

Sobrevida Livre de Eventos e Global dos Pacientes  

Para relacionar os dados clínicos dos pacientes e as expressões de MST1 e 

MST2 com a sobrevida dos mesmos foi realizada uma análise pelo teste Log Rank, a 

partir do qual foram construídas curvas de Kaplan-Meier a partir da mediana de 

expressão dos genes analisados como ponto de referência. Não houve nenhum dado 

estatístico significante entre as expressões gênicas de MST1 (Figura 8) e MST2 

(Figura 9) e a sobrevida livre de eventos e globais dos pacientes. 

 

 

Figura 8. Curvas de sobrevivência global (A) e livre de eventos (B) pelo tempo em meses, 
relacionadas à mediana de expressão relativa do gene MST1. 
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Figura 9. Curvas de sobrevivência global (A) e livre de eventos (B) pelo tempo em meses, 
relacionadas à mediana de expressão relativa do gene MST2. 
 

 

5.1.4. Análise dos níveis de expressão gênica de MST1 e MST2 nos 

Subgrupos Moleculares de MB 

Foi realizada a análise da expressão diferencial de MST1 e MST2 entre os 

subgrupos moleculares WNT, SHH, Grupo 3 e Grupo 4 tanto pelos dados obtidos pelo 

qRT-PCR quanto pela análise in silico. Não existe diferença na expressão de MST1 

entre os subgrupos moleculares tanto na análise por qRT-PCR (Figura 10A) quanto 

na análise in silico dos três banco de dados (Figura 10B-D). A expressão gênica de 

MST2 foi maior no subgrupo WNT(p=0.0027) e SHH (p=0.0098) quando comparado 

com a expressão nas amostras de cerebelo não neoplásico na análise por qRT-PCR 

(Figura 11A). Na análise in silico, com dados de Pfister_190, a diferença da expressão 

de MST2 foi significativa (p< 0.0001) na comparação de todos os subgrupos entre si 

e com o cerebelo (Figura 11B). Nos outros bancos de dados a expressão de MST2 

também é mais elevada nos subgrupos WNT e SHH comparado com os subgrupos 3 

e 4 (Figura 11C e 11D). 
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Figura 10. Expressão gênica de MST1 nos diferentes subgrupos moleculares de MB pela 
análise por qRT-PCR (A) e nos diferentes banco de dados: Pfister_190 (B), Pfister_137 (C) e 
Cavalli_563 (D).  CB - Cerebelo não neoplásico. Os valores da expressão gênica da análise 
por qRT-PCR estão em escala logarítmica. 
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Figura 11. Expressão gênica de MST2 nos diferentes subgrupos moleculares de MB pela 
análise por qRT-PCR (A) e nos diferentes banco de dados Pfister_190 (B), Pfister_137 (C) e 
Cavalli_563 (D).  CB - Cerebelo não neoplásico. Os valores da expressão gênica da análise 
por qRT-PCR estão em escala logarítmica. * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 

 

5.2. Análise da expressão proteica de MST1 e MST2 nas linhagens de MB 

Foi realizada a análise da expressão proteica através da metodologia do 

Western Blot para avaliar se as quinases MST1 e MST2 estão fosforiladas nas 

linhagens celulares de MB. Na figura 12 é possível observar que as quinases estão 

fosforiladas/ativas nas linhagens celulares de MB, com exceção da linhagem USP-13. 

E nas amostras de cerebelos não neoplásicos não há expressão proteica de MST1 e 

MST2 tanto da proteína fosforilada quanto da proteína total. 
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Figura 12. Análise da expressão da proteína fosforilada de MST1 e MST2 e da proteína total 
de MST2 nas 7 linhagens celulares de MB e nas 5 amostras de cerebelos não neoplásicos. 

 

5.3. Inibição farmacológica da atividade de MST1/2 nas linhagens de MB 

Como foi observado uma maior expressão gênica de MST2 nas amostras de 

MB e uma maior expressão proteica nas linhagens em comparação com cerebelo foi 

realizada a inibição farmacológica das quinases MSTs.  Foi utilizada a droga XMU-

MP-1, inibidor seletivo da atividade de MST1 e MST2, para avaliar se as quinases tem 

envolvimento na progressão tumoral de MB através de ensaios funcionais in vitro. 

Como foi observado uma maior expressão de MST2 no subgrupo SHH foram 

utilizadas quatro linhagens celulares desse subgrupo: DAOY, ONS-76, UW228 e 

UW473. 

5.3.1. Viabilidade Celular após o tratamento com droga XMU-MP-1 

Após o tratamento com a droga XMU-MP-1 houve uma diminuição da 

viabilidade celular nas quatro linhagens de MB com uma maior evidência a partir de 

48 horas de tratamento (Figura 13). Com os dados da viabilidade celular, foi realizado 

o cálculo do IC50 nas quatro linhagens após 72 horas de tratamento (Figura 14). As 

linhagens celulares DAOY (Figura 13A) e ONS-76 (Figura 13B)  foram as mais 

sensíveis com valor de IC50 de 2.21µM e 2.67µM respectivamente, a linhagem 

UW473 (Figura 13D)  foi mais resistente com IC50 de 7.64µM após 72 horas de 

tratamento, a linhagem UW228 (Figura 13C) também teve uma diminuição 

significativa na viabilidade celular com IC50 de 3.14 µM. Todas as linhagens tiveram 

uma diminuição da viabilidade celular de pelo menos 70% após 96 horas de 

tratamento. 
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Figura 13. Viabilidade celular relativa ao DMSO após tratamento com a droga XMU-MP-1 nas 
doses de 0.25µM-10µM nos tempos de 24 horas a 96 horas nas linhagens celulares DAOY 
(A), ONS-76 (B), UW228 (C) e UW473 (D). * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 

 

 

Figura 14. Valores do IC50 da droga XMU-MP-1 para as linhagens DAOY, ONS-76, UW228 
e UW473 após 72 horas de tratamento. Representativo de 3 experimentos independentes em 
triplicata nas linhagens celulares.  

 

5.3.2. Ensaio Clonogênico após tratamento com a droga XMU-MP-1 

Após 72 horas de tratamento com a droga XMU-MP-1 houve uma diminuição 

na formação de colônias nas quatro linhagens de MB, nos gráficos e nas imagens é 

possível observar que na dose de 1µM não há formação de colônias nas quatro 

linhagens celulares (Figura 15). 
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Figura 15. Número de colônias formadas após 72 horas de tratamento com a droga XMU-
MP-1 nas doses de 0.25 a 1µM nas linhagens celulares DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) 
e UW473 (D) e abaixo do gráfico foto representativa das colônias de cada dose da droga nas 
respectivas linhagens. * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 

 

5.3.3. Ciclo Celular após tratamento com a droga XMU-MP-1 

Análise do ciclo celular foi realizada após 72 horas de tratamento nas doses 1 

e 5 µM de XMU-MP-1. As linhagens DAOY (Figura 16A), ONS-76 (Figura 16B) e 

UW228 (Figura 16C) tiveram uma diminuição de 20 a 30% no número de células em 

G1 e um aumento de 15 a 30% na fase G2/M após o tratamento com XMU-MP-1 em 
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comparação com as células tratadas somente com DMSO. Em adição, foi possível 

observar um aumento de células na fase subG1 na linhagem DAOY (Figura 16A).  Na 

linhagem UW473 o tratamento não promoveu alterações no ciclo celular (Figura 16D). 

 

Figura 16. Análise da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular após 72 horas 
de tratamento com a droga XMU-MP-1 nas doses de 1 e 5µM nas linhagens celulares DAOY 
(A), ONS-76 (B), UW228 (C) e UW473 (D). * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 
 
 

5.3.4. Apoptose após tratamento com a droga XMU-MP-1 

Foi realizado o experimento de apoptose através da análise por citometria de 

fluxo da marcação de Anexina e PI após 72 horas de tratamento com a droga XMU-

MP-1 foi.  Houve uma diminuição das células viáveis (sem marcação), porém a taxa 

de apoptose, marcação de Anexina e PI, não foi significativa após o tratamento. Foi 

possível observar um aumento da marcação de PI após o tratamento nas linhagens 

DAOY e UW473, e a linhagem UW228 teve um aumento da marcação de Anexina. 

(Figura 17 e Tabela 5). 
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Figura 17. Análise da apoptose através da porcentagem células positivas para Anexina e/ou 
PI após 72 horas de tratamento com a droga XMU-MP-1 nas doses de 1 e 5µM nas linhagens 
celulares DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) e UW473 (D). 
 
 
 
Tabela 5. Porcentagens de células marcadas com Anexina e/ou PI no ensaio de Apoptose 
após tratamento com a droga XMU-MP-1.  
 

  % Células Marcadas 
 

XMU-MP-1 Anexina- PI- Anexina + Anexina+ PI+ PI+ 

DAOY 

DMSO 94.5±1.52 2.06±1.02 2.08±0.51 1.28±0.27 

1µM 77.8±6.31 *** 8.00±3.14 3.40±0.40 10.78±2.94 * 

5µM 73.8±6.9 *** 10.15±3.29 5.35±2.04 10.74±2.65 * 

ONS-76 

DMSO 95.61±1.13 0.72±0.28 1.57±0.76 2.09±0.14 

1µM 86.23±1.57 * 3.87±0.52 3.66±0.69 6.22±1.93 

5µM 79.98±9.24 *** 10.98±7.55 3.54±1,29 5.49±0.44 

UW228 

DMSO 95.74±0.95 1.49±0.63 1.36±0.66 1.4±0.52 

1µM 78.29±8.67 *** 11.51±6.23 * 2.63±0.54 7.55±1.90 

5µM 77.12±2.41 *** 12.2±1.21 * 3.19±1.07 7.48±2.44 

UW473 

DMSO 95.77±0.59 1.63±0.33 1.71±0.62 0.87±0.25 

1µM 87.49±0.84 *** 3.42±1.30 3.15±0.07 5.92±1.53 * 

5µM 85.46±3.18 *** 5.49±3.24 4.2±1.47 4.84±1.55 

 Valores comparados com controle (DMSO) * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 
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5.4. Transfecção com siRNA nas linhagens de MB 

 Para confirmar e corroborar que a diminuição da viabilidade, formação de 

colônias e mudança no ciclo celular ocorre devido a inibição das MSTs foi realizado o 

knockdown de MST2 através da transfecção com siRNA. Após a confirmação do 

silenciamento gênico e proteico foram realizados os ensaios funcionais nas 3 

linhagens celulares de MB: DAOY, ONS-76 e UW228. 

5.4.1. Confirmação do silenciamento de MST2 

Foi realizado qRT-PCR e Western blot para confirmar que a transfecção com 

siRNA diminui a expressão de MST2. Para isso foi analisada a expressão gênica e 

proteica após 48 horas das células transfectadas com siRNA do alvo MST2 

comparada com a expressão das células transfectadas com siRNA controle negativo 

(siContr). A transfecção com siRNA do alvo MST2 foi eficiente nas três linhagens 

celulares de MB, como uma inibição da expressão gênica de MST2 maior que 70% 

(Figura 18) e promoveu uma diminuição da expressão proteica (Figura 19). 

 

Figura 18. Análise da expressão gênica de MST2 após 48 horas da transfecção com siRNA 
(siMST2 e siContr) nas linhagens celulares DAOY, ONS-76 e UW228. 
 
 

 
 

Figura 19. Análise da expressão proteica de MST2 após 48 horas da transfecção com siRNA 
(siMST2 e siContr) nas linhagens celulares DAOY, ONS-76 e UW228. 
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5.4.2. Viabilidade Celular após transfecção com siRNA 

Após confirmação do silenciamento gênico foi efetuado o ensaio de viabilidade 

celular. Esse experimento foi realizado por 96 horas sendo avaliada a viabilidade 

celular a cada 24 horas, e o cálculo da viabilidade celular foi relativo ao tempo zero 

(0h). O silenciamento de MST2 promoveu uma diminuição na viabilidade celular em 

todas as linhagens celulares, com o efeito mais significativo após 72 horas. DAOY 

(Figura 20A), ONS-76 (Figura 20B) e UW228 (Figura 20C) tiveram uma redução de 

mais de 50% na viabilidade celular. 

 

Figura 20. Viabilidade celular relativa ao tempo zero após transfecção com siRNA (siMST2 e 
siContr) nas linhagens celulares DAOY (A), ONS-76 (B) e UW228 (C). 

 

5.4.3. Ensaio Clonogênico após transfecção com siRNA 

  Foi realizado o ensaio clonogênico para avaliar se o silenciamento de MST2 

promoveria alteração na capacidade das células de formar colônias. O experimento 

foi realizado após 48 horas da transfecção com siRNA, e foi possível observar uma 

redução significativa no número de colônias nas 3 linhagens DAOY (Figura 21A), 

ONS-76 (Figura 21B) e UW228 (Figura 21C) após knockdown de MST2. 
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Figura 21. Número de colônias formadas após 48 horas da transfecção com siRNA (siMST2 
e siContr) nas linhagens celulares DAOY (A), ONS-76 (B) e UW228 (C) e abaixo do gráfico 
foto representativa das colônias nas respectivas linhagens. ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 

 

5.4.4. Ciclo Celular após transfecção com siRNA 

O ciclo celular foi avaliado após a transfecção das células com siRNA, todas as 

linhagens tiveram uma diminuição no número de células na fase S após inibição da 

expressão de MST2. A linhagem ONS-76, além da fase S, teve um aumento de células 

na fase G1 e uma diminuição na fase G2/M enquanto que a linhagem UW228 teve um 

aumento de células nessa fase do ciclo celular (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Análise do ciclo celular após 48 horas da transfecção com siRNA (siMST2 e 
siContr) nas linhagens celulares DAOY (A), ONS-76 (B) e UW228 (C). ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 
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5.5. Análise das vias moleculares de sinalização 

5.5.1. Análise in silico dos genes correlacionados e enriquecimento de 

vias 

 Como os dados de expressão gênica mostraram dados significativos somente 

de MST2 quando comparada expressão gênica de MB e cerebelos e entre os 

subgrupos moleculares, a análise in silico foi realizada apenas com os dados de 

MST2. Foi utilizada a plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization para avaliar 

quais genes são os mais correlacionados com MST2, para isso foi utilizado dois 

bancos de dados públicos como explicado anteriormente. 

 Os dois bancos de dados têm em comum 2079 genes que possuem correlação 

de expressão com MST2, os quais 1116 genes possuem uma correlação positiva e 

963 possuem correlação negativa. Quando realizada a análise de enriquecimento de 

vias, com os genes em comum, foi possível observar que uma grande parte desses 

genes estão envolvidos com vias importantes como MAPK, Ribossomo, p53, Ciclo 

Celular e também com as vias moleculares de desenvolvimento que são relevantes 

para a biologia tumoral do MB, como a via Wnt, TGF-β, Hippo e Shh (Figura 23). Com 

os genes que estão correlacionados com MST2 e que participam dessas vias de 

desenvolvimento foi possível elaborar uma rede de interação proteica através da 

ferramenta online STRING 11.0 juntamente com o programa Cytoscape 3.6.1 (Figura 

24). Nesta rede há alvos que possuem interação com muitas proteínas, entre eles 

estão YAP1 da via Hippo, GLI1 e GLI2 da via Shh, SMAD3 da via TGF-β e LEF1 da 

via WNT, todos possuem uma alta correlação com a expressão de MST2 como pode 

ser observado na Tabela 6 e por isso foram escolhidos para verificar se a modulação 

das MSTs alteraria a expressão desses genes nas linhagens celulares de MB. 



 _______________________________________________________________________  5. Resultados| 68 

 

 
 

 

Figura 23. Análise de enriquecimento de vias com os genes correlacionados com MST2. Em 
destaque estão as vias de desenvolvimento associadas com MB. O valor numérico no interior 
das barras corresponde ao número de genes correlacionados com MST2 que participam de 
cada via.  
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Figura 24. Rede de interação proteica das vias moleculares Wnt (vermelho), TGF-β (verde), 
Hippo (azul), Shh (roxo) que tem uma alta correlação com MST2 (preto) no MB. A dimensão 
do retângulo de cada componente é de acordo com a quantidade de conexões com outras 
proteínas. Rede realizada pelo programa Cytoscape 3.6.1. 

 

Tabela 6. Correlação da expressão gênica dos alvos com a expressão de MST2 nas amostras 
de MB dos banco de dados. 
 

Gene Correlação Spearman (R) Valor de P 

GLI1 0.6924 <0.0001 

GLI2 0.7232 <0.0001 

YAP1 0.8263 <0.0001 

SMAD3 0.8064 <0.0001 

LEF1 0.8111 <0.0001 

 

 

5.5.2. Expressão gênica dos alvos após inibição de MST1/2 

 Foi realizada a análise da expressão gênica por qRT-PCR para verificar se 

alguns dos genes que apareceram na análise in silico sofrem uma mudança na 

expressão após o tratamento com inibidor de MST1 e MTS2 (XMU-MP-1). Foi 

realizada a expressão de GLI1 (Figura 25A) que com o tratamento teve uma redução 

da expressão nas quatro linhagens de MB quando comparada com a expressão do 

controle. GLI2 (Figura 25B) não expressa na linhagem UW228, porém nas outras 
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linhagens houve uma diminuição da expressão com o tratamento. A expressão de 

YAP1 (Figura 25C) diminuiu na maior dose na linhagem ONS-76 e UW473. SMAD3 

(Figura 25D) e LEF1 (Figura 25E) tiveram uma redução da expressão gênica após o 

tratamento, exceto na linhagem UW228. 

 

Figura 25. Expressão gênica de GLI1 (A), GLI2 (B), YAP1 (C), SMAD3 (D) e LEF1 (E) nas 
linhagens de MB após tratamento por 12h com a droga XMU-MP-1 nas doses de 1 e 5µM. 
Expressão relativa ao controle tratado somente com DMSO. *p<0.05 **P<0.01 ***p<0.001 
 
 

 Foi realizada também a análise da expressão gênica por qRT-PCR desses 

genes após o silenciamento de MST2 por siRNA. Na linhagem DAOY houve um 

aumento da expressão de GLI1 e GLI2 (Figura 26A), já na ONS-76 ocorreu uma 

redução de GLI1, GLI2 e SMAD3 após knockdown de MST2 (Figura 26B). Na 

linhagem UW228 (Figura 26C) não teve mudança na expressão dos genes e não 

houve diferença na expressão de YAP1 e LEF1 nas três linhagens após a inibição. 

 

 
Figura 26. Expressão gênica de GLI1, GLI2, YAP1, SMAD3 e LEF1 nas linhagens celulares 
DAOY (A), ONS-76 (B) e UW228 (C) após 48 horas da transfecção com siRNA (siContr e 
siMST2). Expressão relativa ao controle negativo (siContr). *p<0.05 **P<0.01 ***p<0.001  
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5.5.3. Expressão proteica de alvos após inibição de MST1/2 

 Foi realizada análise da expressão de algumas proteínas após o tratamento 

com XMU-MP-1. Como é possível observar na Figura 27, a atividade/fosforilação de 

MST1/2 diminui conforme aumenta a dose do inibidor. O nível de fosforilação de YAP 

aumenta nas maiores doses e ocorre o contrário com a expressão da proteína total 

de YAP na DAOY, porém na linhagem ONS-76 diminui tanto a expressão proteína 

fosforilada quanto a proteína total de YAP. SMAD3 fosforilado, SMAD2/3 total e p21 

têm a expressão elevada conforme aumenta as doses da droga. E a expressão de 

GLI1 diminui com o tratamento. 

 

 

Figura 27. Expressão proteica da DAOY (A) e ONS-76 (B) após 48 horas de tratamento com 
XMU-MP-1. Na figura estão os valores da quantificação da expressão proteica relativa ao 
DMSO, foi utilizada a expressão de GAPDH para a normalização. 
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 Também foi realizada análise da expressão proteica após o silenciamento 

gênico de MST2. A expressão de MST2 diminui após a transfecção com siRNA alvo. 

O nível de fosforilação de YAP e SMAD3 e a expressão da proteína total diminui nas 

duas linhagens após a inibição de MST2. O knockdown de MST2 promoveu aumento 

da expressão de p21 nas duas linhagens. A expressão de GLI1 só foi possível ser 

detectada na linhagem ONS-76 e teve sua expressão diminuída quando comparada 

com o controle (Figura 28). 

 

 

 

Figura 28. Expressão proteica da DAOY (A) e ONS-76 (B) após 48 horas da transfecção com 
siRNA. Na figura estão os valores da quantificação da expressão proteica relativa ao controle 
negativo siRNA, foi utilizada a expressão de GAPDH para a normalização. 
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As terapias disponíveis atualmente para o tratamento do MB não resultam em 

taxas de cura expressivas, sendo que uma parcela considerável destas crianças 

evolui para óbito por resistência ao tratamento, recidiva ou progressão tumoral, 

representando uma importante causa de morbi-mortalidade na faixa etária pediátrica. 

Adicionalmente, a maioria dos sobreviventes sofre efeitos secundários graves a longo 

prazo. 

Por conseguinte, avanços para uma melhor compreensão da biologia do MB, 

utilizando modelos de ensaios pré-clínicos in vitro, têm sido muito úteis para testar a 

eficácia de novas moléculas terapêuticas, na expectativa de melhorias significativas 

na regressão do crescimento do tumor e na diminuição do efeito tóxico provocado 

pelos tratamentos atuais. 

À vista disso, estudos que visam o entendimento da biologia tumoral e 

descoberta de novas abordagens terapêuticas mostra-se necessária, e nessa busca 

por novos alvos, encontra-se as quinases MST1 e MST2.  

As quinases MST estão envolvidas em diversos mecanismos fundamentais 

para a homeostase do organismo, como proliferação, apoptose, ciclo celular, e 

participam e regulam vias moleculares importantes. Alterações nesses mecanismos e 

vias podem levar a defeitos no desenvolvimento dos tecidos e até a promoção e 

progressão tumoral. Essas alterações podem ocorrer pela mudança na expressão 

e/ou na atividade das MSTs, como por exemplo, a falta de expressão de MST1/2 altera 

o fenótipo de diversos órgãos como fígado (Kim, Khan, Gvozdenovic-Jeremic, et al., 

2017), pulmão (Lin et al., 2015), intestino (Zhou et al., 2011), pâncreas (Gao et al., 

2013).   

No MB encontramos alta expressão de MST2 nas amostras e linhagens 

tumorais comparada com a expressão nas amostras de cerebelo não neoplásico, essa 

expressão elevada foi encontrada na análise de qRT-PCR e na análise in silico. Mas 

não houve diferença na expressão de MST1 quando as amostras de MB foram 

comparada com as amostras controle. Dentre as principais atividades de MST1 e 

MST2, a mais descrita na literatura é sua participação na via Hippo como supressores 

de tumor (Zheng e Pan, 2019). Assim esperava-se uma menor expressão nas 

amostras tumorais de MB com relação ao cerebelo não-neoplásico, como visto em 

câncer colorretal (Yu et al., 2017; Li et al., 2018; Liu et al., 2018), glioma (Chao et al., 

2015; Guo et al., 2017; Zhu et al., 2019), linfoma (Chang et al., 2019), câncer 
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pancreático (Cui et al., 2019; Li et al., 2019; Turunen et al., 2019), câncer gástrico 

(Yao e Yan, 2018; Zhou e Chen, 2019), câncer de pulmão (Xu, C. M. et al., 2013; 

Zhang, W. et al., 2018), câncer hepático (Xu, C. et al., 2013; Wong et al., 2016; Kim, 

Khan, Gvozdenovic-Jeremic, et al., 2017; Kim, Khan e Yang, 2017), câncer de mama 

(Li, L. et al., 2016; Lin et al., 2017) e outros. Porém a maioria dos trabalhos investigam 

a MST1 e não a MST2 e apesar dos dados contrários do esperado, existem alguns 

trabalhos na literatura que mostram a relação entre atividade ou expressão de MST1 

e MST2 e a progressão tumoral. No estudo de Cottini e colaboradores (2014) foi 

demonstrado que, em tumores hematológicos, quando MST1 é silenciada ocorre um 

aumento da expressão de YAP1 que leva a uma diminuição da proliferação e aumento 

da apoptose em ensaios in vitro e in vivo (Cottini et al., 2014). Outros trabalhos 

mostram a relação do aumento da atividade das MSTs, principalmente de MST2, com 

favorecimento do crescimento celular e serão abordados ao longo dessa discussão 

(Kilili e Kyriakis, 2010; Varghese et al., 2016; Camgoz et al., 2018; Pefani et al., 2018; 

Sang et al., 2018). 

Foi observada uma maior expressão de MST2 nos subgrupos moleculares 

WNT e SHH. Alguns estudos mostram a correlação entre as quinases MSTs e as vias 

de desenvolvimento o que explicaria a maior expressão nesses subgrupos (Basu et 

al., 2014; Xu et al., 2014; Kim, Khan, Gvozdenovic-Jeremic, et al., 2017). Já a 

expressão de MST1 não teve diferença entre os subgrupos de MB. Mostrando que 

possivelmente a quinase MST2 têm uma maior relevância no contexto da biologia 

tumoral do MB. 

Como houve uma maior expressão gênica de MST2 no subgrupo SHH, as 

linhagens escolhidas para os ensaios pertencem a esse subgrupo. O subgrupo SHH 

é um grupo muito heterogêneo e dependendo das características clínicas e 

moleculares pode apresentar um prognóstico ruim similar ao grupo 3, logo é 

interessante investigar novas estratégias terapêuticas para esse subgrupo. 

Neste estudo, realizamos a inibição da atividade de MST1 e MST2 com a droga 

XMU-MP-1 para avaliar se as quinases estão envolvidas com mecanismos celulares 

nas linhagens celulares de MB. O tratamento promoveu uma diminuição na viabilidade 

celular e na formação de colônias e provocou uma parada do ciclo celular na fase 

G2/M. A droga XMU-MP-1 bloqueia o sítio de ativação, não permitindo que as 

quinases MST1 e MST2 sejam fosforiladas. Esta droga foi desenvolvida e testada, em 
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ensaios in vitro e in vivo, para aumentar a regeneração e reparo do tecido intestinal e 

hepático (Fan et al., 2016). Zhan e colaboradores (2019) utilizaram-na para proteger 

o encéfalo de uma injúria secundária após hemorragia intracerebral, um dado 

relevante desse estudo é que a droga XMU-MP-1 atravessa a barreira 

hematoencefálica e diminui danos na mesma além de promover uma redução do 

edema encefálico (Zhang et al., 2019). 

O efeito antitumoral desta droga no MB poderia ser explicado pela relação de 

MST2 no controle do processo de reparo do DNA.  Em resposta a danos no DNA, a 

quinase MST2 fosforila a histona H2B na cromatina nucleolar e provoca uma parada 

transiente da transcrição, necessária para manutenção da integridade genômica. 

Quando há inibição de MST2 essa marcação na histona não ocorre, o processo de 

reparo do DNA fica perturbado e provoca um aumento da letalidade celular (Pefani et 

al., 2018).   

Apesar de termos observado uma redução da viabilidade celular, não houve 

mudança na taxa de apoptose após o tratamento, o que poderia explicar esse 

resultado seria que a droga estaria promovendo uma parada no ciclo celular levando 

a célula a senescência. O trabalho de Sang e colaboradores (2018) associa a inibição 

de MST2 com a diminuição da proliferação e aumento da senescência celular (Sang 

et al., 2018). 

Para confirmar se os efeitos da droga nas linhagens celulares ocorrem pela 

inibição de MST2, realizamos ensaios após transfecção com siRNA alvo de MST2. 

Foi possível observar que o silenciamento gênico de MST2 promoveu uma redução 

na viabilidade, na formação de colônias e alterou o ciclo celular nas três linhagens de 

MB. O estudo de Camgoz e colaboradores (2018) mostrou que tanto o silenciamento 

gênico quanto a inibição farmacológica de MST2 provocou uma diminuição da 

proliferação celular e um aumento da taxa de apoptose nas linhagens de leucemia 

mieloide aguda (Camgoz et al., 2018). 

Para entender melhor o papel de MST2 na biologia do MB foi realizada análise 

in silico dos genes correlacionados com a expressão de MST2 nas amostras de MB, 

e com esses genes foi realizada a análise de enriquecimento de vias. Além das vias 

de desenvolvimento Wnt, Hippo, TGF-β e Shh, os genes participam de outras vias 

importantes como MAPK, Ribossomo, p53, Ciclo Celular e outras. 
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 A via MAPK está hiperativada em aproximadamente 30% dos cânceres 

humanos. No MB, a via MAPK, está envolvida com desenvolvimento do cerebelo e 

formação do tumor, mecanismos de proliferação e apoptose, quimiorresistência e 

componentes dessa via são marcadores de prognóstico (Anne et al., 2013; Zhao et 

al., 2015; Antonucci et al., 2019; Park et al., 2019). Trabalhos mostram a associação 

de MST2 com RAF-1 que é um componente chave da via de sinalização MAPK e 

desempenha um papel crucial na regulação da proliferação, diferenciação e 

sobrevivência celular (O'neill e Kolch, 2005; Romano et al., 2010; Romano et al., 2014; 

Nguyen et al., 2015; Rawat e Chernoff, 2015). Em alguns estudos foi observado que 

a inibição de MST2 está relacionada com a diminuição da ativação da via MAPK 

levando à uma menor proliferação e aumento da senescência, isso ocorre em 

decorrência da menor fosforilação de RAF-1 pela quinase MST2 (Kilili e Kyriakis, 

2010; Sang et al., 2018). 

Outra via que quando alterada promove a senescência celular é a via do 

Ribossomo, que foi a mais enriquecida na análise in silico dos genes correlacionados 

com MTS2. Perturbações na homeostase do retículo endoplasmático contribui para a 

parada no ciclo celular, assim induzindo a senescência para prevenir a proliferação 

de células danificadas ou mutadas (Nishimura et al., 2015; Turi et al., 2018; Pantazi 

et al., 2019), corroborando com os efeitos encontrados após inibição da MST2 neste 

estudo. 

 Na análise de enriquecimento de vias, diversos genes correlacionados com 

MST2 estão envolvidos com as vias de sinalização Wnt, Hippo, TGF-β e Shh que 

estão diretamente envolvidas no desenvolvimento do cerebelo e na formação e 

crescimento do MB. Em outros tumores essa relação entre MST2 e as vias também 

ocorre, como no caso do câncer hepatocelular. Nesse tumor, a deleção das quinases 

MST1 e MST2 promove a progressão tumoral através da ativação das vias 

moleculares Wnt, Hippo e Notch (Kim, Khan, Gvozdenovic-Jeremic, et al., 2017). 

Adicionalmente, MST1 e MST2 inibem diretamente a via WNT/β-catenina, levando à 

uma supressão do crescimento celular (Xu et al., 2014). 

Como um dos objetivos desse projeto era verificar relação das quinases com 

as vias de desenvolvimento acima citadas, primeiramente foi realizada a rede de 

interação proteica com os componentes dessas vias que tinham uma alta correlação 

com a expressão de MST2.  A partir dessa análise in silico foram escolhidos, para a 
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validação, os alvos de cada via que possuíam um maior número de conexões com 

outras proteínas. A validação da expressão dos alvos foi realizada após inibição de 

MST2 (droga XMU-MP-1 e siRNA), e a maioria tiverem sua expressão alterada após 

a modulação das MSTs. Isso demonstra que é possível que a atividade das quinases 

MST1 e MST2, principalmente MST2, esteja relacionada com a regulação direta ou 

indireta das vias moleculares investigadas. 

Entre os alvos validados após a inibição de MST2 estão GLI1 e GLI2, que são 

fatores de transcrição da via Shh, que ao regular a expressão de genes importantes 

como MYC, CCNE1, CCND1 controlam diferentes mecanismos celulares, como 

proliferação, apoptose, migração e diferenciação (Didiasova et al., 2018). A inibição 

farmacológica de MST1/2 promoveu uma diminuição da expressão gênica de GLI1 e 

GLI2 e uma diminuição da expressão proteica de GLI1. O silenciamento gênico de 

MST2 também promoveu uma redução da expressão dos genes GLI1 e GLI2 e da 

proteína GLI1 na linhagem ONS-76. Estudos mostram que menor atividade ou 

expressão dos fatores de transcrição GLI está relacionado com menor proliferação e 

sobrevivência celular, correspondendo com os resultados encontrados no presente 

estudo. Lin e colaboradores observaram que quando a epiderme é exposta ao 

Arsênico ocorre um aumento da expressão das quinases MST1 e MST2 e também de 

GLI2, favorecendo a formação de lesões hiperplásicas cutâneas (Li et al., 2013). 

Porém não há dados da relação direta entre as quinases MST e os fatores de 

transcrição GLI, contudo existem trabalhos que relatam a ligação entre a via 

Hippo/MST e a via Shh/GLI (Fernandez-L et al., 2009; Fernandez-L et al., 2012; Lin et 

al., 2012; Huang e Kalderon, 2014; Tariki et al., 2014; Rao et al., 2016; Swiderska-Syn 

et al., 2016; Cotton et al., 2017; Hsu et al., 2017; Zhang, Y. et al., 2018; Yang e Joyner, 

2019). 

A conexão entre a via Hippo e Shh ocorre principalmente entre YAP e GLI, pois 

uns dos alvos descritos de YAP são GLI1 e GLI2 (Lin et al., 2012; Swiderska-Syn et 

al., 2016). Neste presente estudo encontramos que a inibição de MST2 promoveu uma 

redução da expressão proteica de YAP total, o que também poderia explicar a menor 

expressão dos fatores de transcrição GLI.  YAP juntamente com TAZ regula 

expressão de genes associados com diferentes processos celulares como 

proliferação, sobrevivência, ciclo celular e migração (Zheng e Pan, 2019). Na maioria 

dos estudos é observado que a diminuição da atividade de MST1 e MST2 promove 
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um aumento da expressão de YAP e de seus alvos, porém foi encontrado o oposto 

neste estudo. Nos trabalhos de Sang (2018) e Camgoz (2018) a inibição de MST2 não 

alterou a expressão de YAP em diferentes linhagens celulares (Camgoz et al., 2018; 

Sang et al., 2018), mostrando que é possível que o papel e ação de MST2 seja tecido 

dependente. 

O seguinte alvo estudado foi SMAD3 da via TGF-β. SMAD3 quando fosforilado 

transloca para o núcleo e regula a expressão de importantes genes que estão 

envolvidos com diversos mecanismos celulares relevantes para a homeostase celular 

(Yu e Feng, 2019). Nas linhagens de MB, a inibição farmacológica de MST1/2 

promoveu uma diminuição da expressão gênica de SMAD3, porém houve um 

aumento da expressão da proteína fosforilada e da proteína total. A redução da 

expressão gênica pode ter ocorrido devido a um feedback negativo provocado pela 

maior expressão da proteína. Outro dado intrigante é que a inibição de MST2 através 

da transfecção com siRNA diminui a expressão proteica de SMAD3, diferente do 

resultado encontrado após o tratamento com a droga. O que poderia explicar esse 

dado seria que a droga além de inibir MST2 também está inibindo a atividade de 

MST1, e esta estaria promovendo o aumento da expressão de SMAD3. Estudos 

mostram que hiperexpressão de MST1 diminui a expressão da via TGF-β/SMAD nas 

linhagens celulares de câncer de próstata e nas células hepáticas (Perumal et al., 

2017; Ready et al., 2017), o que corroboraria com os dados encontrados. Porém, mais 

estudos devem ser conduzidos para confirmar essa hipótese.  

Último alvo avaliado foi LEF-1 que, juntamente com SMAD2/3 e YAP, coordena 

a diferenciação embrionária das células-tronco (Estarás et al., 2015). LEF-1 pertence 

a via Wnt que quando ativada forma o complexo formado entre β-catenina, TCF e LEF 

que regula a expressão de alvos como Ciclina D1, p21, c-Myc, VEGF e outros (Vlad 

et al., 2008). O tratamento com a droga XMU-MP-1 diminuiu a expressão gênica de 

LEF1 em três linhagens de MB, porém não há dados sobre a relação direta entre LEF-

1 e as quinases MST. No MB, a inibição de Wnt promove uma diminuição da 

propagação e crescimento tumoral no subgrupo SHH (Rodriguez-Blanco et al., 2017). 

Para investigar mais a fundo o papel da MST2 na via Wnt, uma das vias mais 

enriquecidas na análise in silico, seria interessante utilizar uma linhagem do subgrupo 

WNT. 
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Mais um dado interessante foi que p21 que é uma proteína supressora de tumor 

teve sua expressão elevada após o tratamento e após o silenciamento gênico de 

MST2. p21 provoca parada no ciclo celular por inibir algumas proteínas CDK (Cyclin-

Dependent Kinase) que são essenciais para as transições do ciclo celular de G1 para 

S e de G2 para mitose (Karimian et al., 2016). Assim sua alta expressão após inibição 

de MST2 explicaria as alterações observadas no ciclo celular nas linhagens celulares 

de MB. Trabalhos mostram que MST2 está envolvida com mecanismos de controle 

da divisão celular (Kilili e Kyriakis, 2010; Ram et al., 2014; Chen et al., 2016), em 

adição, ciclo celular é uma das vias que estão enriquecidas na análise in silico. 

Como p21 regula o ciclo celular, alguns trabalhos associam sua expressão com 

o aumento da senescência (Shtutman et al., 2017). Sang e colaboradores observaram 

que a inibição de MST2 promoveu um aumento da expressão de p21 e p27 

correlacionando com a diminuição da viabilidade celular e aumento da senescência 

(Sang et al., 2018), corroborando com os dados encontrados no presente estudo.  

Com todos esses dados pode-se observar que a MST2 regula mecanismos 

importantes para a progressão tumoral, como viabilidade celular, formação de 

colônias e ciclo celular e está envolvida com relevantes vias em MB, sendo um 

potencial alvo terapêutico para este tumor.
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✓ Nas amostras e linhagens de Meduloblastoma há maior expressão de MST2 

quando comparado com as amostras de cerebelos não neoplásicas tanto na 

análise por qRT-PCR quanto na análise in silico; 

 

✓ Não há diferença na expressão de MST1 quando comparado as amostras de 

Meduloblastoma e as amostras de cerebelos não neoplásicas tanto na análise por 

qRT-PCR quanto na análise in silico; 

 

✓ MST2 está mais expresso nos subgrupos moleculares WNT e SHH de 

Meduloblastoma tanto na análise por qRT-PCR quanto na análise in silico; 

 

✓ Não há diferença na expressão de MST1 entre os subgrupos moleculares de 

Meduloblastoma tanto na análise por qRT-PCR quanto na análise in silico; 

 

✓ A inibição da atividade das quinases MST1 e MST2 através da droga XMU-MP-1 

promoveu uma diminuição da viabilidade celular, da formação de colônias e 

provocou uma parada no ciclo celular nas linhagens celulares de Meduloblastoma; 

 

✓ A inibição da atividade das quinases MST1 e MST2 através da droga XMU-MP-1 

não alterou a taxa de apoptose nas linhagens celulares de Meduloblastoma; 

 

✓ Silenciamento gênico de MST2 por siRNA promoveu uma redução da viabilidade 

celular, da formação de colônias e provocou uma parada no ciclo celular nas 

linhagens celulares de Meduloblastoma; 

 

✓ Os genes correlacionados com MST2 estão envolvidos com as vias de 

desenvolvimento Wnt, Hippo, TGF-β e Shh; 

 

✓ Alvos das vias moleculares tiveram sua expressão alterada após inibição 

farmacológica de MST1 e MST2 e após silenciamento gênico de MST2 por siRNA.
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ABSTRACT 

Background: Medulloblastoma (MB) is the most common malignant tumor of the central nervous system in 

childhood. Despite the advances, about one third of patients die due to tumor recurrence and most survivors suffer 

long-term side effects. Biology of MB is associated with the dysregulation of signaling pathways that control 

embryonic development. Some studies point to MST2 kinase as key proteins in the regulation of these molecular 

pathways in different tumors.  

Objective: The aim of the present study was to analyze the involvement of MST2 kinases in MB and to evaluate 

their role in the regulation of associated molecular pathways. 
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Methods: First, we analyzed MST2 expression in MB samples and molecular subgroups. Subsequently, in vitro 

assays were performed after pharmacological and siRNA MST2 inhibition in MB cell lines. Pathway enrichment 

analysis was performed with genes correlated with MST2 expression and some of these genes were validated. 

Results: MST2 has a higher expression in MB samples when compared with expression in the cerebellum, and 

MST2 expression is higher in the WNT and SHH molecular subgroups. Pharmacological inhibition and gene 

silencing of MST2 promoted a decrease in cell viability and colony formation and caused changes in the cell cycle 

in SHH MB cell lines. In silico analysis showed that the genes most correlated with MST2 participate in important 

signaling pathways, and inhibition of MST2 promoted expression modification of important targets.  

Conclusion: With these data it can be observed that MST2 regulates important mechanisms for tumor progression 

and is involved with relevant pathways in MB, being a promising therapeutic target for this tumor. 

 

Key Points:  

• MST2 kinase is overexpressed in medulloblastoma. 

• MST2 inhibition reduces cell viability, colony formation and promote cell cycle arrest of 

medulloblastoma cells. 

• MST2 inhibition changes the expression of targets of Hippo, Shh, TGF-β and Wnt signaling pathways. 

 

1 INTRODUCTION 

Meduloblastoma (MB) is an embryonic tumor of cerebellar origin and is the most frequent malignant 

tumor of the central nervous system in childhood. Patients with MB are treated with combined modalities involving 

maximal tumor resection, with minimal damage to cerebellar tissues, in conjunction with cytotoxic chemotherapy, 

and spinal cranial irradiation (> 3 years) [1, 2]. Although conventional therapies can cure a large proportion of 

patients, most survivors suffer long-term side effects, including neurological, neuroendocrine and psychosocial 

deficits [3, 4]. In addition to the side effects, about one third of the patients may die due to recurrence of the tumor 

[5]. This recurrence occurs by the invasive and metastatic nature of MB, but also due to the restrictions of 

irradiation in children [6]. After several studies that showed the genetic, demographic and clinical differences of 

patients with MB, in 2012, the consensus of the Molecular classification of MB [7, 8]. Currently, this classification 

is used by the World Health Organization, which divides the MB into four main molecular subgroups: WNT, SHH, 

Group 3 and Group 4 [9]. In addition to the Wnt and Shh molecular pathways already mentioned, the Notch, TGF-

β and Hippo pathways also have participation in the normal embryonic development of the cerebellum and when 

deregulated promote tumorigenesis and spread of MB [10]. These pathways cooperate to pathogenesis and tumor 

growth in different tumors, and MST2 kinase as key proteins in the regulation of these molecular pathways in 

different tumors. The kinase MST2 (Mammalian Sterile Twenty-Like) were cloned and characterized in 1995 and 

received this nomenclature by similarity with the STE20 (Sterile twenty) kinases of yeasts Saccharomyces 
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cerevisiae [11]. Kinase phosphorylation/activation occurs mainly by the trans-autophosphorylation mechanism, 

wich occurs through the MST2 homodimerization, causing a conformational rearrangement in the activation loop, 

which normally occurs in the threonine-180 (T-180). This kinase have different targets in the cell, the most 

described in the literature are MOB1 and LATS1/2 that are activated by MST1 and MST2 initiating Hippo pathway 

activation [12]. And regulate others important targets as FoxO1, FoxO3, BCL-2, Aurora B, NDR1/2 kinases and 

others [13-19].  By controlling these targets MST2 affects important mechanisms such as proliferation, apoptosis 

and cell cycle. Therefore, it is of fundamental importance for the maintenance of cellular and tissue homeostasis. 

Understanding the function and regulation of these kinase is essential, given that MST2 disturbances imply the 

alteration of the expression of different molecular pathways that are associated with the growth and progression 

of cancer. Therefore, the involvement of MST2 kinase in the progression of MB and regulation of associated 

molecular pathways was investigated for the first time. 

 

2 MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Samples and Cell Lines 

We analyzed samples from 45 patients with pediatric MB and 5 non-neoplastic cerebellums (Research 

Ethics Committee of the Clinical Hospital of Ribeirão Preto Medical School: Process No. 15509/2016). The 

samples analyzed come from the Clinical Hospital of the Ribeirão Preto Medical School (University of Sao Paulo 

- Brazil) and the Boldrini Children's Center (Campinas – Brazil). The molecular subgroups were classified as 

described in [20]. In this study we used the cell lines DAOY, ONS-76 (purchased from the Rio de Janeiro Cell 

Bank - BCRJ / UFRJ), UW473 (kindly provided by Dr. Michael Bobola - Seattle Children's Hospital), UW228, 

D283 (kindly provided by Prof Dr. Rafael Roesler - Department of Pharmacology - UFRGS), USP-13 and CHLA-

01-Med (kindly provided by Prof. Dr. Oswaldo Keith Okamoto - Institute of Biosciences - USP). Cell lines were 

cultured in DMEM/F12 medium with 100 mg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, and 10% fetal bovine serum 

(SBF) in a humid atmosphere containing 5% CO2 at 37 °C. To cultivate CHLA-01-Med cell line, 20ng/ml of 

human recombinant FGF and EGF and 1% of supplement B27 were added to the culture medium. Cell lines were 

authenticated using STR markers and validated by ATCC profile checking. No cross contamination was found.  

 

2.2 qRT-PCR 

Samples of non-neoplastic cerebellum, MB tumor samples, and MB cell lines had their total RNA 

extracted using TRIZOL® reagent (Invitrogen Inc, Carsdab, CA, USA) according to the manufacturer's 

specifications. cDNA synthesis was performed with the High Capacity® kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) according to the protocol suggested by the manufacturer. To quantify gene expression, the qRT-PCR 

technique was performed using ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection Systems by continuous fluorescence 

monitoring by TaqMan® probes (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer's 

instructions. Differences in the amount of total cDNA added to each reaction were normalized using 2 reference 

genes (GUSB and HPRT1) as internal control. The 2-ΔΔCT method was used for the relative quantification of 

gene expression. The mean of non-neoplastic cerebellum expressions or the average of negative controls was used 

as a calibrator. TaqMan® probes used were STK3 (Hs00169491), YAP1 (Hs00902712), GLI1 (Hs00171790), 

GLI2 (Hs01119974), SMAD3 (Hs00969210), LEF1 (Hs01547200). 
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2.3 Western Blot 

Protein extraction from cell cultures was first performed by the RIPA Lysis and Extraction Buffer® 

reagent (Pierce Biotechology, IL, USA) according to the manufacturer's instructions. For protein analysis, 40-50μg 

of each sample was separated by SDS-PAGE electrophoresis. Proteins were transferred to nitrocellulose 

membranes and then incubated in 1% TBST containing 5% blocking solution for 1 hour at room temperature. 

Subsequently, the membranes were incubated overnight at 4°C with the primary antibody of the protein of interest, 

diluted according to the manufacturer's instructions (Table 3). The membranes were then washed with 1% TBST 

and incubated with secondary antibody for 1 hour at room temperature. Secondary antibody was visualized using 

the ECLTM Western blotting Analysis System Kit (Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). The 

intensity of the bands for protein expression quantification was analyzed using ImageJ 1.52a (NIH) software. 

Antibodies: phospho-MST1/MST2 (T-183)/(T-180) (#49332 - Cell Signaling), MST2 (#3952 - Cell Signaling), 

phospho-YAP(Ser-127) (#13008 - Cell Signaling), YAP (#14074 - Cell Signaling), phospho-SMAD3 (S423/S425) 

(ab52903 – Abcam), SMAD2/3 (#8685 - Cell Signaling), GLI1 (#2534 - Cell Signaling), p21 (#2947 - Cell 

Signaling) and GAPDH (sc-47724 - Santa Cruz Biotechnology). 

 

2.4 MST2 Inhibition  

a) Drug Treatment 

For the different functional assays, the cell lines were treated with the drug XMU-MP-1 of the company 

Medchemexpress® (HY-100526), a selective inhibitor of MST2 activity (and MST1). The drug was dissolved in 

DMSO at 10mM concentration according to the manufacturer's recommendation. After treatment were performed 

the cell viability, colony formation, apoptosis and cell cycle assays in the 4 cell lines of MB: DAOY, ONS-76, 

UW228 and UW473. 

b) siRNA Transfection 

MST2 knockdown was performed through transfection with siRNA by the reverse transfection protocol, which 

the cells were plated together with the transfection mix consisting of 25nm of siRNA Silencer® Select 

(Thermofisher Scientific), lipofectamine Rnaimax® (Thermofisher Scientific) and Opti-MEMTM (GibcoTM). 

The quantities of the reagents were in accordance with the manufacturer's recommendation. The cells were 

transfected with siRNA target of MST2 (s13567) and with siRNA negative control (4390843) that does not have 

a specific target. After confirming the gene silencing by qRT-PCR and western blot were performed the cell 

viability, colony formation and cell cycle assays in the 3 cell lines of MB: DAOY, ONS-76 and UW228. 

 

2.5 Cell Viability Assay 

The experiments were performed with the XMU-MP-1 drug at doses of 0, 0.25, 0.5, 1, 5 and 10µM and 

with siRNA at a concentration of 25nM. They were seed in triplicate 1-3 x 103 cells/well and then incubated for 

24, 48, 72, 96 hours at 37 °C. At each interval of 24 hours was done the addition in the culture medium of 30 µL 

of the reagent CellTiter-Glo® (Promega) at room temperature. The plates were agitated and incubated for 10 

minutes, according to the manufacturer's instructions, and the luminescence reading was performed using the 

Spectramax® L microplate reader. The experiments were repeated three times in triplicate. The results were 

expressed as mean and standard deviation and compared with the results of the negative control cells.  
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2.6 Colony Formation assay 

For colony formation assay, 300-500 cells/well were plated in 6-well culture plates in triplicate. After the 

cells were treated with the drug XMU-MP-1 for 72 hours at doses of 0, 0.25, 0.5 and 1 Μ m. For the siRNA 

experiment, the cells were plated for the assay after 48 hours of transfection with siRNA at a concentration of 

25nM.  The cell lines were incubated at 37 °C for 7-15 days, until the colonies were visible, but not confluent. For 

the visualization and counting of the colonies, the culture medium was removed, the cells were washed with PBS, 

fixed with methanol, and stained with Giemsa. The experiments were repeated three times in triplicate. The results 

were expressed as mean and standard deviation and compared with the results of the negative control cells. 

 

2.7 Apoptosis Assay 

Apoptosis assay was performed in 6-well plates with 3-5x104 cells per well. The experiments were 

analyzed after 72 hours of treatment with the XMU-MP-1 drug at doses of 0, 1 and 5µM. After the treatment time 

the cells were tripsinized and centrifuged at 1000 rpm for 5min at 4°C, washed with cold PBS and then resuspended 

in 250µl of 1x Annexin Binding Buffer (BD Biosciences Pharmigen, USA). The cells were then incubated and 

marked with 5µL of Annexin FITC (BD Biosciences Pharmigen, USA) and 50µL of propidium iodide (PI) at a 

concentration of 50µM. The cells were analyzed by the flow cytometer BD FACScalibur™ (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA) and the percentages of cells stained or not with annexin and or PI were obtained. The experiments 

were repeated three times in triplicate. The results were expressed as mean and standard deviation and compared 

with the results of the negative control cells.  

 

2.8 Cycle Cell Assay 

The cell cycle analysis was performed by Flow cytometry after marking with PI. First the cells were 

plated in six-well plates (3-4x104 cells/well). The experiments were analyzed after 72 hours of treatment with the 

XMU-MP-1 drug at doses of 0, 1 and 5µM and with siRNA (25nM) after 48 hours.  After the experiment time 

these cells were collected, washed with PBS, fixed with 70% ethanol solution and then maintained at -20°C 

overnight. The cells were centrifuged, and the resulting pellet was resuspended in PBS with RNase A (10ng/mL) 

and incubated at 37 ° C for 30 minutes. Then, the cells were centrifuged, and PBS with PI was added to a final 

concentration of 50μg/ml for cell staining. The cells were analyzed by THE BD FACScalibur™ Flow cytometer 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and the percentage of cells in each phase of the cell cycle was obtained by 

the software FlowJoTM V10. The experiments were repeated three times in triplicate. The results were expressed 

as mean and standard deviation and compared with the results of the negative control cells. 

 

2.9 In Silico Analysis 

The R2: Genomics Analysis and Visualization Platform was used to evaluate the expression data of MST2 

in the MB samples and in the molecular subgroups. For the analysis of the expression comparison between the 

samples of MB and cerebellum was used the Pfister database (Northcott et al., 2017) which has the analysis of 223 

samples of MB (190 samples of pediatric MB). This bank was the one with the largest number of MB samples that 

could be compared with the non-neoplastic cerebellum data of the Roth Bank (Roth et al., 2006), which has an 

analysis of 9 samples and the  Versteeg database (ps avgpres ITCCCELLLINE86_U133P2) that has the expression 
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analysis of 14 MB cell lines. Other databases with large numbers of samples, such as Cavalli with 763 samples of 

MB (563 samples of pediatric MB) and Pfister with 167 samples of MB (137 samples of pediatric MB) were used 

to analyze the expression of MST2 in the MB molecular subgroups. In these analyses, data were used only from 

pediatric patients. 

The R2: Genomics Analysis and Visualization platform was also used to evaluate which genes were the most 

correlated with the expression of MST2. In this analysis, we evaluated which common genes of the two databases, 

Cavalli with 763 samples and Pfister with 223 Samples of MB, had the expression correlation factor R ≥ 0.4 and 

R ≤-0.4 with MST2 expression. With these genes was performed the analysis of enrichment of pathways by KEEG 

pathways, through the online tool DAVID Bioinformatics Resources 6.8. 

 

2.10 Statistical Analysis 

Statistical analysis of the data was performed using the SPSS 20.0 program (Chicago, IL, USA) and the 

GraphPad Prism® 5 program. For the analysis of gene expression of the samples the Mann-Whitney test was used, 

and values were considered significantly those with P value ≤ 0.05. Correlation between the values of the gene 

expression was analyzed using the Spearman Rho coefficient. Those with P value ≤ 0.05 were considered 

statistically significant values. Analysis of functional assays as cell viability, colony formation, apoptosis and cell 

cycle were used the Student's t-test, One Way Anova and Bonferroni post-test. Those with P value ≤ 0.05 were 

considered statistically significant values. 

 

3. RESULTS 

 

3.1 MST2 expression in Medulloblastoma 

The gene expression of MST2 was performed in MB tumor samples and cell lines compared to the 

expression of non-neoplastic cerebellum samples by qRT-PCR and in silico analysis (Fig. 1). After qRT-PCR 

analysis, it was possible to observe a significant difference in the MST2 expression which is more expressed in 

the MB tumor samples (P = 0.0236) and cell lines (P = 0.0025) (Fig. 1a) when compared with the expression of 

cerebellum samples. In silico analysis also showed higher expression of MST2 in the MB tumor samples and in 

the cell lines (P < 0.0001) when compared with cerebellum (Fig. 1b). 

The MST2 expression analysis was performed between the molecular subgroups WNT, SHH, Group 3 and Group 

4 by qRT-PCR and in silico analysis. The gene expression of MST2 was higher in the subgroup WNT (P = 0.0027) 

and SHH (P = 0.0098) when compared to the expression in the non-neoplastic cerebellum samples in the analysis 

by qRT-PCR (Fig. 2a). In silico analysis showed that the difference of MST2 expression was significant (P < 

0.0001) in the comparison of all subgroups between each other and with the cerebellum (Fig. 2b) using Pfister_223 

database. In the other databases the expression of MST2 is also higher in the WNT and SHH subgroups compared 

to subgroups 3 and 4 (Fig. 2c and 2d). 

 

3.2 Effect of pharmacological inhibition of MST2 in Medulloblastoma cells 

After treatment with the MST2 inhibitor, XMU-MP-1, there was a decrease in cell viability and colony 

formation in the four MB cell lines (Fig. 3). All cell lines had a decrease in cell viability of at least 70% after 96 

hours of treatment. The drug XMU-MP-1 promoted a decrease in the formation of colonies after 72 hours of 
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treatment and it is possible to observe that in the dose of 1µM there is no formation of colonies in the four cell 

lines (Fig. 4). 

Cell cycle analysis was performed after 72 hours of treatment at doses 1 and 5µM of XMU-MP-1. The cell lines 

DAOY (Fig. 5a), ONS-76 (Fig. 5b) and UW228 (Fig. 5c) had a decrease of 20 to 30% in the number of cells in 

G1 and an increase of 15 to 30% in the G2/M phase after treatment with XMU-MP-1 in comparison with the cells 

treated only with DMSO. In addition, it was possible to observe an increase of cells in the subG1 phase in the 

DAOY strain (Fig. 5a).  In the UW473 the treatment did not promote changes in the cell cycle (Fig. 5d). There 

was a decrease in viable cells (annexin and PI negative), but the apoptosis rate, annexin and PI staining, was not 

significant after treatment (Fig. 6). 

 

3.2 Effect of MST2 inhibition by siRNA in Medulloblastoma cells 

qRT-PCR and Western blot were performed to confirm that the transfection with siRNA decreases the 

expression of MST2 (Fig. 7). After confirmation of MST2 knockdown, the cell viability assay was performed after 

transfection with siRNA. The silencing of MST2 promoted a decrease in cell viability in all cell lines, with the 

most significant effect after 72 hours. DAOY (Fig. 8a), ONS-76 (Fig. 8b) and UW228 (Fig. 8c) had a reduction of 

more than 50% in cell viability. The transfection with siMST2, also promoted a significant reduction in the number 

of colonies in the 3 cell lines (Fig. 9). 

The cell cycle was evaluated after the transfection, all the cell lines had a decrease in the number of cells in the S 

phase after MST2 inhibition. The ONS-76, in addition to the S phase, had an increase of cells in the G1 phase and 

a decrease in the G2/M phase while UW228 had an increase in cells in this phase of the cell cycle (Fig. 10). 

 

3.3 In silico analysis with MST2 correlated genes 

The R2: Genomics Analysis and Visualization platform was used to evaluate which genes are the most 

correlated with MST2, for this was used two public databases. The two databases have in common 2079 genes 

that have high correlation with MST2 expression, which 1116 genes have a positive correlation and 963 have a 

negative correlation. The analysis of pathway enrichment analysis was performed with the genes in common and 

it was possible to observe that a large part of these genes are involved with important pathways such as MAPK, 

ribosome, p53, cell cycle and also with the molecular pathways of development that are relevant to MB  biology, 

such as via Wnt, TGF-β, Hippo and  Shh  (Fig. 11). With the genes that are correlated with MST2 and participating 

in these developmental pathways it was possible to elaborate a network of protein interaction through the online 

tool STRING 11.0 together with the program Cytoscape 3.6.1 (Fig. 11). In this network there are targets that have 

interaction with many proteins, among them are YAP1  (Hippo pathway), GLI1 and GLI2 (Shh pathway), SMAD3 

(TGF-β pathway) and LEF1 (Wnt pathway), all have a high correlation with MST2 expression so they were chosen 

to verify if the MST2 modulation would alter the expression of these genes in the cell lines of MB. 

 

3.4 MST2 targets validation 

The analysis of gene expression by qRT-PCR was performed to verify if the expression of some genes 

changes after treatment with MTS2 inhibitor (XMU-MP-1). The expression of GLI1 (Fig. 12a) was analyzed and 

the treatment promoted a reduction of the expression in the four MB cell lines when compared with expression of 

the control. GLI2 (Fig. 12b) is not expressed in the UW228, but in the other cell lines there was a decrease in the 
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expression with the treatment. The expression of YAP1 (Fig. 12c) decreased at the highest dose in the line ONS-

76 and UW473. SMAD3 (Fig. 12d) and LEF1 (Fig. 12e) had a reduction in gene expression after treatment, except 

in the UW228. 

As can be seen in Fig. 13, the activity/phosphorylation of MST2 decreases as the dose of the inhibitor increases. 

The phosphorylation level of YAP increases in the highest doses and occurs the opposite to the expression of the 

total protein of YAP in the DAOY, but in ONS-76 decreases both expression of phosphorylated and total protein 

of YAP. SMAD3 phosphorylated, SMAD2/3 Total and p21 increases expression with XMU-MP-1. And the 

expression of GLI1 decreases with treatment. 

Protein expression analysis was also performed after MST2 knockdown. The phosphorylation level of YAP and 

SMAD3 and the expression of the total protein decreases after MST2 inhibition. The knockdown promoted an 

increase in the expression of p21. The expression of GLI1 could only be detected in ONS-76 and had its expression 

reduced when compared with the control (Fig. 14). 

 

4 DISCUSSION 

A considerable portion of the patients with MB evolves to death due to treatment resistance, recurrence 

or tumor progression, representing an important cause of morbidity and mortality in the pediatric age group. 

Additionally, most survivors suffer severe long-term side effects. Therefore, advances for a better understanding 

of MB biology, using in vitro pre-clinical assay models, have been very useful in testing the efficacy of new 

therapeutic molecules, in the expectation of significant improvements in the regression of tumor growth and 

decreased toxic effect caused by current treatments. Studies aimed at understanding tumor biology and discovering 

new therapeutic approaches are necessary. 

MST2 kinase are involved in several fundamental mechanisms for the homeostasis of the organism, such 

as proliferation, apoptosis and cell cycle, and participate and regulate important molecular pathways. Alterations 

in these mechanisms and pathways can lead to defects in the development of tissues and even the promotion and 

progression of the tumor. In MB we found high expression of MST2 in the MB samples and cell lines compared 

with the expression of non-neoplastic cerebellum samples, this high expression was found in the analysis by qRT-

PCR and in the analysis in silico. Among the main activities of MST2, the most described in the literature is its 

participation in via Hippo as a tumor suppressor [12]. Thus, a lower expression was expected in the tumor samples 

of MB in relation to the non-neoplastic cerebellum as seen in  other tumors [13, 21-25]. However, most studies 

investigate MST1 and not MST2 and despite the contrary data expected, there are some studies show the 

relationship between the increased activity of MST2 favoring cell growth [26-30].  

A higher expression of MST2 was observed in the molecular subgroups WNT and SHH. Some studies 

show the correlation between the MSTs kinases and the developmental pathways which would explain the greater 

expression in these subgroups [31-34]. Since there was a higher gene expression of MST2 in the SHH subgroup, 

the cell lines chosen for the assays belong to this subgroup. The SHH subgroup is a very heterogeneous group and 

depending on the clinical and molecular characteristics may present a poor prognosis similar to subgroup 3, it is 

therefore interesting to investigate new therapeutic strategies for this group. 

In this study, we performed the inhibition of the MST2 activity with the XMU-MP-1 drug to evaluate whether the 

kinases are involved with cellular mechanisms in the cell lines of MB. The treatment promoted a decrease in cell 

viability and colony formation and caused cell cycle arrest in the G2/M phase. The XMU-MP-1 drug blocks the 
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activation site, not allowing the MST2 kinases to be phosphorylate. Study has shown that this drug can cross the 

blood brain barrier and reduce damage caused by intracerebral hemorrhage [35]. 

The antitumor effect of this drug in MB could be explained by the relationship of MST2 in the control of the DNA 

repair process.  In response to DNA damage, the MST2 kinase phosphoryl histone H2B in the nucleolar chromatin 

and causes a transient stop of transcription, necessary for genomic integrity maintenance. The MST2 inhibition 

promote a loss of this transcriptional control, the DNA repair process becomes disturbed and causes an increase in 

cellular lethality [29].   

Although we observed a reduction in cell viability, there was no change in the rate of apoptosis after 

treatment, which could explain this result would be that the drug would be promoting a stop in the cell cycle 

leading to the cell senescence. The work of Sang et al. associates the inhibition of MST2 with decreased 

proliferation and increased cellular senescence [30]. 

To confirm if the effects of the drug occurs by inhibition of MST2, we perform assays after transfection 

with siRNA. It was possible to observe that the MST2 knockdown promoted a reduction in the viability, in the 

formation of colonies and altered the cell cycle in the three lines of MB. The study by Camgoz et al. (2018) showed 

that gene silencing and pharmacological inhibition of MST2 caused a decrease in cell proliferation and an increase 

in the rate of apoptosis in the acute myeloid leukemia cell lines [28]. 

To better understand the role of MST2 in the biology of MB was performed in silico analysis of the genes 

correlated with the its expression in the MB samples, and with these genes was performed the pathway analysis 

enrichment. In addition to the Wnt, Hippo, TGF-β and Shh developmental pathways, genes participate in other 

important pathways such as MAPK, ribosome, p53, cell cycle and others. 

In MB, the MAPK pathway is involved with the development of the cerebellum and tumor formation, 

mechanisms as proliferation and apoptosis, chemoresistance and components of this pathway are prognostic 

markers [36-39]. It was observed that MST2 inhibition is related to decreased MAPK pathway activation leading 

to a lower proliferation and increased senescence [26, 30]. 

In the pathway analysis enrichment several genes correlated with MST2 are involved with the 

developmental signaling pathways Wnt, Hippo, TGF-β and Shh that are directly related in the development of the 

cerebellum and in the formation and growth of MB. In other tumors, this relationship between MST2 and these 

pathways also occurs, as in the case of hepatocellular cancer. In this tumor, the deletion of the MST2 kinase 

promotes tumor progression by activating the molecular pathways Wnt, Hippo and Notch [33, 34]. The expression 

validation of pathways targets was performed after MST2 inhibition (drug XMU-MP-1 and siRNA), and most had 

their expression altered after MST2 modulation. This demonstrates that it is possible that the MST2 activity is 

related to direct or indirect regulation of the investigated molecular pathways. 

The pharmacological inhibition of MST2 promoted a decrease in the gene expression of Shh targets GLI1 

and GLI2 and a decrease in the protein expression of GLI1. MST2 knockdown also promoted a reduction in the 

protein expression of GLI1 in ONS-76. Studies show that less activity or expression of GLI transcription factors 

is related to less proliferation and cell survival, corresponding to the results found in the present study. However, 

there are no data from the direct relationship between the MST2 kinase and the GLI transcription factors, but there 

are studies that report the link between the Hippo/MST pathway and the  Shh/Gli pathway in MB [40-42]. 

The connection between Hippo and Shh pathway occurs mainly between YAP and GLI, because one of the 

described targets of YAP is GLI1 and GLI2 [43, 44]. In this study we found that the inhibition of MST2 promoted 
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a reduction in the protein expression of total YAP, which could also explain the lower expression of GLI 

transcription factors.  YAP together with TAZ regulates expression of genes associated with different cellular 

processes such as proliferation, survival, cell cycle and migration [12].  

Following target studied was SMAD3 of the TGF-β pathway, that when phosphorylated goes to the 

nucleus and regulates the expression of important genes that are involved with several cellular mechanisms 

relevant to cell homeostasis [45]. In the MB cells, the pharmacological inhibition of MST2 promoted a decrease 

in the gene expression of SMAD3, but there was an increase in the expression of phosphorylated protein and total 

protein. Another intriguing finding is that the inhibition of MST2 through transfection with siRNA decreases the 

protein expression of SMAD3, different from the result found after drug treatment. What could explain this data 

would be that the drug besides inhibit MST2 is also inhibiting the activity of MST1, and this would be promoting 

increased expression of SMAD3. Studies show that MST1 hyperexpression decreases TGF-β/Smad pathway 

activity in prostate cancer cell lines and hepatic cells [46, 47], which would corroborate the data found. 

The last target evaluated was LEF-1, that belongs to Wnt pathway, when activated forms the complex 

between β-Catenin, TCF and LEF that regulates the expression of targets such as cyclin  D1, p21, c-Myc, VEGF 

and others [48]. Treatment with the XMU-MP-1 drug decreased the gene expression of LEF1 in three MB cell 

lines, but there are no data on the direct relationship between LEF-1 and MST kinases. In MB, Wnt inhibition 

promotes a decrease in tumor propagation and growth in subgroup SHH [49].  

Another interesting result was that p21 which is a tumor suppressor protein had its high expression after 

treatment and after the gene silencing of MST2. p21 causes stopping in the cell cycle by inhibiting some CCDK 

(Cyclin-Dependent Kinase) proteins that are essential for the cell cycle transitions from G1 to S and from G2 to 

mitosis [50]. Thus, its high expression after MST2 inhibition would explain the alterations observed in the cell 

cycle in the MB cell lines. Studies show that MST2 is involved with mechanisms of control of cell division [26, 

51, 52], in addition, cell cycle is one of the pathways that are enriched in the analysis in silico. As p21 regulates 

the cell cycle, some studies associate its expression with increased senescence [53]. Sang et al. observed that MST2 

inhibition promoted an increase in the expression of p21 and p27 correlated  with decreased cell viability and 

increased senescence [30]. 

With all these data it can be observed that MST2 regulates important mechanisms for tumor progression, 

such as cell viability, colony formation and cell cycle and is involved with relevant pathways in MB, being a 

potential therapeutic target for this tumor. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. MST2 expression in non-neoplastic cerebellum (CB), medulloblastoma (MB) and cell lines of MB (LIN) 

by qRT-PCR analysis (A) and by in silico analysis (B).  

Figure 2. MST2 expression in the four molecular subgroups of MB by qRT-PCR (A) analysis and in the different 

databases Pfister_190 (B), Pfister_137 (C) and Cavalli_563 (D).  CB-Non-neoplastic cerebellum.  

Figure 3. Relative cellular viability after treatment with the drug XMU-MP-1 at doses of 0.25-10µM in the cell 

lines DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) and UW473 (D).  

Figure 4. Number of colonies formed after 72 hours of treatment with the XMU-MP-1 drug at doses of 0.25-

10µM in the cell lines DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) and UW473 (D) and below the graphic representative 

photo of the colonies of each dose of the drug in the respective cell line.  

Figure 5. Analysis of the percentage of cells in each phase of the cell cycle after 72 hours of treatment with the 

XMU-MP-1 drug at doses of 1 and 5µM in the cell lines DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) and UW473 (D).  

Figure 6. Apoptotic analysis through the percentage of positive cells for annexin and/or PI after 72 hours of 

treatment with the XMU-MP-1 drug at doses of 1 and 5µM in the cell lines DAOY (A), ONS-76 (B), UW228 (C) 

and UW473 (D). 

Figure 7. Gene (A) and protein (B) expression of MST2 after 48 hours of transfection with siRNA (siMST2 and 

siContr) in the cell lines DAOY, ONS-76 and UW228. 

Figure 8. Cell viability after transfection with siRNA (siMST2 and siContr) in the cell lines DAOY (A), ONS-76 

(B) and UW228 (C). 

Figure 9. Number of colonies formed after 48 hours of transfection with siRNA (siMST2 and siContr) in the cell 

lines DAOY (A), ONS-76 (B) and UW228 (C) and below the graphic representative photo of the colonies in the 

respective cell line. 

Figure 10. Cell cycle analysis after 48 hours of transfection with siRNA (siMST2 and siCcontr) in the cell lines 

DAOY (A), ONS-76 (B) and UW228 (C). 

Figure 11. Pathway enrichment analysis with the genes correlated with MST2 expression. The development 

pathways associated with MB are highlighted. The numerical value inside the bars corresponds to the number of 

genes correlated with MST2 that participate in each pathway. Network of protein interaction of the molecular 

pathways Wnt (red), TGF-β (green), Hippo (blue), Shh (purple) that has a high correlation with MST2 in MB. The 

dimension of the rectangle of each component is according to the amount of connections to other proteins. Network 

performed by the program Cytoscape 3.6.1. 

Figure 12. Gene expression of GLI1 (A), GLI2 (B), YAP1 (C), SMAD3 (D) and LEF1 (E) in the MB cell lines 

after 12h of XMU-MP-1 treatment at doses of 1 and 5µM. Expression related to control treated only with DMSO. 

Figure 13. Protein expression of DAOY (A) and ONS-76 (B) after 48 hours of XMU-MP-1 treatment. In the figure 

are the values of the quantification of the protein expression relative to the DMSO, the expression of GAPDH was 

used for normalization. 

Figure 14. Protein expression of DAOY (A) and ONS-76 (B) after 48 hours of siRNA transfection. In the figure 

are the values of the quantification of protein expression relative to the negative control siRNA, the expression of 

GAPDH was used for normalization. 
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