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Introducción
El glioblastoma multiforme (GBM) es un 
tumor maligno del sistema nervioso central en 
adultos que surge de las células gliales 
(astrocitos y oligodendrocitos). Su pronóstico 
es nefasto, ya que tras el diagnóstico la 
supervivencia media oscila entre los 12 y 15 
meses con tratamiento. La tasa de incidencia 
promedio (IR) de GBM es 3,19 por cada 
100,000 habitantes y la edad mediana de 
diagnóstico es de 64 años. La incidencia es 
mayor en hombres e individuos de raza 
blanca y etnia no hispana. El Instituto 
Nacional del Cáncer estima que 22.550 
adultos (12.630 hombres y 10.280 mujeres) 
fueron diagnosticados con cáncer cerebral y 
otro cáncer del sistema nervioso en 2015. 
También estima que en 2015, 15.320 de 
estos diagnósticos resultaron en la muerte. 
La GBM tiene una incidencia de dos a tres 
por cada 100.000 adultos al año, y representa 
el 52 por ciento de todos los tumores 
cerebrales primarios. En general, GBM 
representa alrededor del 17 por ciento de 
todos los tumores del cerebro (primarios y 
metastásicos). Estos tumores tienden a 
ocurrir en adultos entre las edades de 45 y 70 
años. Entre 2005 y 2009, la edad media para 
la muerte por cáncer del cerebro y otras 
áreas del sistema nervioso central fue de 64 

años. 
El tratamiento del mismo se basa en tres 
pilares: la cirugía, la radioterapia (RT) y la 
quimioterapia (QT). Ésta última se encuentra 
muy limitada ya que únicamante pueden 
utilizarse agentes que atraviesen la barrera 
hematoencefálica (BHE). El agente más 
utilizado es la temozolamida (TMZ), un 
alquilante que se activa intracelularmente. 
Sin embrago, un elevado porcentaje de las 
células en los glioblastomas son resistentes 
a la TMZ, ya que expresan la proteína 
MGMT (O6metilguaninametiltransferasa), 
que repara los daños por alquilación 
inducidos por la TMZ. Esto explica que la 
TMZ fracase en los glioblastomas y que el 
desenlace sea, finalmente, fatal.

Materiales y Métodos
Cultivo celular
Células de las líneas A549 (adenocarcinoma 
pulmonar), SF268 (glioblastoma multiforme, 
resistentes a TMZ por expresión de MGMT), 
A172 (glioblastoma multiforme, no 
resistentes a TMZ), LN229 (glioblastoma 
multiforme, no resistentes a TMZ), fueron 
sembradas en placas de 24 pocillos, a 8000 
células por pocillo y cultivadas con 400 μl de 
DMEM (Dulbecco's modified Eagles Medium) 
suplementado con suero bovino fetal (FBS) 
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al 10% y ATB (antibiótico, estreptomicina + 
anfotericina B) al 1%.

Estudio de viabilidad celular
Se estudió el efecto citotóxico y antitumoral 
del selenito sódico frente a las líneas 
descritas previamente. Además, se realizadon 
combinaciones con el quimioterápico 
temozolamida (TMZ) a diferentes 
concentraciones.
El efecto citotóxico de los reactivos sobre las 
líneas celulares fue determinado usando 
sulforrodamina B. Las células tumorales 
fueron sembradas en placas de 24 pocillos. 
Tras 24 horas desde la siembra se añadieron 
los fármacos en los respectivos pocillos. En el 
caso de los ensayos con radioterapia, las 
células fueron sometidas a irradiación en las 
instalaciones del CIC usando un irradiador 
137Cs. La radiación fue administrada para 
que las células fuesen radiadas durante 48 o 
72 horas antes de la fijación. Se 
administraron dosis de 2
Gy, 4 Gy, 6 Gy y 8 Gy.
El ensayo, en todos los casos, duró 72 horas, 
tras lo cual las placas fueron fijadas con ácido 
tricloroacético (TCA) al 10% durante 20 
minutos. Después, las placas fueron lavadas 
con agua destilada 3 veces. Una vez secas, 
se tiñeron con sulforrodamina B, la cual se 
une a las proteínas básicas de membrana de 
las células que permanecen pegadas a los 
pocillos de la placa, es decir, las que estaban 
vivas en el ensayo. Se tiñeron durante 20 
minutos, tras lo que se lavaron las placas con 
ácido acético al 1% tres veces. Se dejaron 
secar. Una
vez secas se añadió trisbase en los pocillos 
durante 20 minutos y luego se obtuvieron 100 
μL que fueron añadidos en una placa de 96 
pocillos que fue leída con un 
espectrofotómetro y el software Ascent a 
492nm. Se obtuvieron los valores de 
absorbancia para los distintos pocillos, 
obteniéndose, tras ello, los porcentajes de 
viabilidad para cada pocillo, las IC50 
(concentración de fármaco a la que 
permanecen viables la mitad de células que 
existen en los controles para esa línea) y las 

gráficas correspondientes.

Análisis del ciclo celular
Para el análisis del ciclo celular, las células 
fueron tratadas con sus respectivos fármacos 
así como sus controles correspondientes 
durante 72 horas en placas de 6 pocillos, 
sembrando 80000 células por pocillo y 
añadiendo 1,5 ml de DMEM (Dulbecco's 
modified Eagles Medium) suplementado con 
suero bovino fetal (FBS) al 10% y ATB 
(antibiótico, estreptomicina + anfotericina B) al 
1%. Pasados tres días, fueron tripsinizadas, 
lavadas y centrifugadas a 3500 rpm durante 2 
o 3 minutos. A continuación, para fijar las 
células, se añadió etanol al 70% mientras se 
vorteaban los tubos de FACS para incubarlos 
posteriormente a 4ºC durante 10 minutos. Se 
eliminó el etanol centrifugando a 3500 rpm 
durante 2 minutos. Tras resuspender el pellet 
en PBS se añadieron 250 μl de solución de 
extracción de DNA, compuesto por 183ml de 
Na2HPO4 0,2 M y 8 ml de ácido acético 0,1 
M a pH 7,8. Se incubó 10 minutos a 37ºC. Se 
añadieron 250 μl de solución de yoduro de 
propidio (PBS + 100μg/ml ARNasa + 40 μg/ml
de yoduro de popidio). Tras incubar 30 
minutos a 37ºC en oscuridad, finalmente 
fueron analizadas mediante un citómetro de 
flujo celular (FACScalibur 255 (CellQuest)) en 
el que se estudió el contenido de ADN.

Resultados
Selenito combinado con 
Temozolamida (TMZ) en LN229 
Existe un efecto sumatorio en la combinación 
del selenito y la TMZ a las siguientes dosis: 
TMZ 100 μM + Se 7 μM, TMZ 100 μM + Se 
10 μM, TMZ 100 μM + Se 20 μM, TMZ 100 
μM + Se 30 μM, TMZ 300 μM + Se 20 μM, 
TMZ 300 μM + Se 30 μM, TMZ 500 μM + Se 
20 μM y TMZ 500 μM + Se 30 μM. Hay efecto 
sinérgico en la combinación de TMZ 100 μM + 
Se 3 μM. Por tanto, en base a los resultados 
anteriores podemos decir que a mayor 
concentración de selenito hay mayor efecto 
sumatorio con la combinación con TMZ, 
independientemente de la dosis de TMZ 
(Figura 1).



Creative Commons AtribuciónNoComercialCompartirIgual       ISSN: 26953781   Nº8 2021 Página 3

Selenito combinado con 
Temozolamida (TMZ) en SF268
Puede observarse un efecto sumatorio en las 
combinaciones TMZ 300 μM + Se 3 μM, TMZ 
300 μM + Se 10 μM y TMZ 300 μM + Se 20 
μM. Hay un efecto sinérgico en las 
combinaciones TMZ 100 μM + Se 7 μM, TMZ 
100 μM + Se 10 μM y TMZ 100 μM + Se 20 
μM. Por tanto, existe un efecto sinérgico con 
selenito a las dosis de TMZ 100 μM y un 
efecto sumatorio con selenito a las dosis de 
TMZ 300 μM (Figura 3).

El selenito a dosis citotóxicas, en este caso 
selenito a 20 μM (con una inhibición del 
68,1%), detiene a las células en fase S con 

Selenito combinado con 
Temozolamida (TMZ) en A172
Existe un efecto sumatorio en las 
combinaciones TMZ 100 μM + Se 3 μM, TMZ 
100 μM + Se 10 μM, TMZ 100 μM + Se 30 
μM, TMZ 300 μM + Se 10 μM, TMZ 500 μM + 
Se 3 μM, TMZ 500 μM + Se 7 μM, TMZ 500 
μM + Se 10 μM, TMZ 500 μM + Se 20 μM y 
TMZ 500 μM + Se 30 μM. Hay un efecto 
sinérgico en las combinaciones TMZ 100 μM 
+ Se 7 μM, TMZ 300 μM + Se 3 μM y TMZ 
300 μM + Se 7 μM. Hay un efecto sinérgico a 
menos concentración de selenito y un efecto 
sumatorio a mayor concentración de selenito 
y a mayor concentración de TMZ (Figura 2).

Figura 1. A) Viabilidad celular en términos de inhibición relativa (%) de la combinación del selenito 
sódico y la TMZ a diferentes dosis mediante sulforrodamina B. B) Representación del efecto de la 
inhibición teórica (combinado teórico) y la inhibición real (combinado real) del selenito con la TMZ.
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μM solo (Figura 4).
Al representar el porcentaje de células en 
apoptosis con los diferentes tratamientos, 
(figura 5), se aprecia que el uso combinado 
del selenito 20 μM (76,4% SubG1) y la 
GMTMZ 100 μM (2,7% SubG1), provoca una 
sinergia al generar más apoptosis (95,1 % 
SubG1) que los tratamientos por separado 
(Figura 5).

un porcentaje del 67% del total. Por el 
contrario, la TMZ a dosis de 100 μM (con una 
inhibición del 2,5%) con un porcentaje del 
65%. La combinación de selenito 20 μM y la 
TMZ 100 μM (con una inhibición del 92,9%) 
también detienen a las células en fase S, en 
un porcentaje del 73%, teniendo el mismo 
comportamiento que el uso del selenito a 20 
μM solo (Figura 4).

El selenito a dosis citotóxicas, en este caso 
selenito a 20 μM (con una inhibición del 
68,1%), detiene a las células en fase S con 
un porcentaje del 67% del total. Por el 
contrario, la TMZ a dosis de 100 μM (con una 
inhibición del 2,5%) con un porcentaje del 
65%. La combinación de selenito 20 μM y la 
TMZ 100 μM (con una inhibición del 92,9%) 
también detienen a las células en fase S, en 
un porcentaje del 73%, teniendo el mismo 
comportamiento que el uso del selenito a 20 

Figura 2. A) Viabilidad celular en términos de 
inhibición relativa (%) de la combinación del
selenito sódico y la TMZ a diferentes dosis mediante 
sulforrodamina B. B) Representación del
efecto de la inhibición teórica (combinado teórico) y 
la inhibición real (combinado real) del
selenito con la TMZ.

Figura 3. A) Viabilidad celular en términos de 
inhibición relativa (%) de la combinación del
selenito sódico y la TMZ a diferentes dosis 
mediante sulforrodamina B. B) Representación 
del efecto de la inhibición teórica (combinado 
teórico) y la inhibición real (combinado real) del
selenito con la TMZ.

Figura 4. Distribución celular en cada fase del 
ciclo celular
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Las células radiadas con 6Gy (con una 
inhibición del 7,9%) detienen las células en 
fase G0/G1 en un 56%, al igual que la 
combinación con selenito a 10 μM en un 46% 
Sin embargo, en combinación con el selenito 
20 μM, las células se detienen en fase S en 
un 65%. Solo la combinación con selenito a 
20 μM afecta al mecanismo de acción de la 
irradiación a 6 Gy (Figura 7).

Selenito combinado con radioterapia 
a 6 Gy y 8 Gy en SF268
El selenito a dosis no citotóxicas (3uM, 7uM y 
10uM) no tiene ningún efecto sobre las 
células, y por tanto lo que mata es la RT en sí 
misma. 
 El selenito a dosis citotóxicas (20uM y 
30uM), en el caso de 8Gy a 48h y Se a 20uM 
sí se suman plenamente. Sin embargo, a 6Gy 
a 48h sí se ve cierta protección del Se frente 
a la radio ya que la dosis de RT es menor. 
 La IC50 del selenito está más alta (2030uM) 
respecto a los experimentos anteriores (7
10uM). Solo se ha alcanzado en el control y 
en las dosis de RT a 48h. 

Figura 5. Representación de la fase SubG1.

Figura 6. Viabilidad celular en términos de 
inhibición relativa (%) de la combinación del
selenito sódico y la irradiación a diferentes dosis 
mediante sulforrodamina B.

Figura 7. Distribución celular en cada fase del 
ciclo celular para la irradiación a 6 Gy, las
combinaciones con selenito 10 μM y 20 μM y el 
control (sin tratamiento).
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Al representar el porcentaje de células en 
apoptosis con los diferentes tratamientos, 
(figura 8), se aprecia que el uso combinado 
con el selenito 10 μM (5,9% SubG1) provoca 
un efecto de interferencia con una inhibicón 
similar a las células irradiadas con 6 Gy. 
Mientras que la combinación con selenito a 
10 μM (5,9% SubG1) también produce una 
interferencia pero con una inhibición similar a 
la del selenito a 20 (75,4%).

Figura 8. Representación de la fase SubG1.

Discusión
Por un lado, los resultados obtenidos de 
IC50 de selenito en las diferentes líneas 
celulares ponen de manifiesto la elevada 
sensibilidad de las células tumorales al 
mismo, ya que se trata de concentraciones 
muy bajas comprendidas entre los 3 y 20 
μM. Tanto es así que la línea SF268, que es 
extremadamente resistente a la TMZ 
(fármaco utilizado en clínica en glioblastoma 
multiforme), dado que sobreexpresa MGMT, 

exhibe también una elevada sensibilidad al 
selenito (710 μM). Además, lo interesante 
de este punto radica en que el selenito tiene 
la capacidad de atravesar la barrera 
hematoencefálica y, por tanto, podría ser 
efectivo in vivo contra el glioblastoma.
Se han realizado estudios previos con 
hepatocitos en los que se demuestra que el 
selenito presenta una IC50 en células 
normales entre 50100 μM. Los valores de 
IC50 obtenidos se encuentran dentro de 
rangos plasmáticos tolerados por el ser 
humano. Esto ha sido recientemente 
demostrado en un ensayo clínico en fase I 
desarrollado en el Instituto Karolinska.
En los resultados de la combinación de TMZ 
y selenito se observa un efecto sinérgico en 
algunas dosis y sumatorio en el resto. La 
mayor sinergia se observa en la línea 
SF268, que es resistente a TMZ porque 

presenta demetilado el promotor de MGMT. 
Este hecho ha podido confirmarse con los 
datos de subG1 de ciclo celular obtenidos. 
En el caso de la TMZ, el selenito al detener 
las células en fase S facilitaría la acción de 
la TMZ que al ser un agente alquilante actúa 
preferentemente en esta fase.

Conclusión
El selenito sódico presenta una potente 
actividad antitumoral frente a líneas 
celulares de glioblastoma multiforme y 
glioma anaplásico, presentando asimismo 
mayor actividad en combinacuón con TMZ y 
potenciando la acción de la RT a ciertas 
dosis.
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