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RESUMO 

 

O câncer de mama é o mais prevalente entre as mulheres no Brasil e no mundo. Apesar dos 

avanços em métodos de diagnóstico precoce e tratamento, a morbidade e mortalidade deste 

tipo de câncer ainda são altas. Alguns micronutrientes tem sido estudados quanto ao seu 

potencial de inibição ou retardo da progressão de diversas neoplasias malignas. A associação 

entre os minerais (micronutrientes essenciais ao funcionamento celular) e o câncer de mama 

ainda foi pouco estudada e, dentre estes minerais, destaca-se o selênio (Se). Objetivou-se 

avaliar a influência da suplementação de diferentes fontes de Se na progressão de carcinoma 

mamário experimental induzido por inoculação de células 4T1 em camundongos fêmeas da 

linhagem Balb-c. Um total de 30 animais foi selecionado e cada camundongo recebeu uma 

injeção subcutânea no flanco para inoculação das células tumorais (1 x 10
6
 células 4T1 

diluídas em 0.1 mL de solução tampão fosfato). O crescimento tumoral foi avaliado a cada 24 

horas e ao quinto dia todos apresentavam tumores palpáveis. A partir desse momento, os 

animais foram aleatoriamente distribuídos em três grupos experimentais que receberam 

respectivamente: dieta com teor recomendado de Se (Se-adequado) 0.15 ppm; dieta 

enriquecida com selenometionina (SeMet) 1.4 ppm; ou dieta enriquecida com castanha do 

Brasil (Se-Castanha) 1.4 ppm por 28 dias. Nesse período avaliou-se o crescimento tumoral a 

cada 48 horas. No 29º dia os animais foram eutanasiados para análise de concentração 

sanguínea de Se bem como para quantificação da atividade enzimática de glutationa 

peroxidase (GPx) hepática. Nos primeiros 8 dias após início do tratamento dietético, o 

crescimento tumoral foi significativamente menor (p < 0.05) nos grupos suplementados com 

Se (SeMet e Se-Castanha) quando comparados à dieta Se-adequado. Contudo, esta proteção 

não foi mantida nas semanas seguintes e não houve efeito das dietas sobre o crescimento total 

do tumor em 28 dias. O grupo SeMet apresentou concentração média de Se no sangue de 

0.507 µg/mL, significativamente maior (p < 0.05) do que o grupo Se-adequado (0.342 

µg/mL), porém não diferindo do grupo Se-Castanha (0.461 µg/mL), que apresentou valor 

intermediário. As atividades médias de GPx nos grupos Se-adequado, SeMet e Se-Castanha 

foram, respectivamente, 6663.583, 7486.480 e 7862.332 nmo/min/mL, não havendo diferença 

significativa entre estes. Não houve correlação entre a concentração de Se no sangue, a 

atividade da GPx hepática e o crescimento tumoral. Concluiu-se que a suplementação 

dietética com Se (seja através de SeMet ou através de castanha do Brasil) reduziu o 

crescimento do tumor nos estágios iniciais. Estudos adicionais são encorajados visando 

esclarecer os mecanismos desencadeados pela ingestão de Se nos diferentes estágios da 

carcinogênese. 

 

 

Palavras-chave: Neoplasias. Antioxidantes. Crescimento tumoral. Selenoproteína P. 

Glutationa peroxidase. Nutrição. Micronutrientes. Minerais. Bertholletia. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most prevalent type in women from Brazil and worldwide. Despite the 

advances in early diagnosis and treatment methods, this kind of cancer still presents high 

morbidity and mortality. Some micronutrients have been studied because of their potential 

effect as inhibitors of malignant neoplasms evolution. The association between minerals 

(micronutrients that are essential for cellular functions) and breast cancer has not been much 

studied yet and, among these minerals, selenium (Se) stands out. This study aimed to evaluate 

the effect of the supplementation with different Se sources on the evolution of experimental 

mammary carcinoma induced by 4T1 cells inoculation in Balb-c female mice. Thirty animals 

were selected and each mice received a subcutaneous injection on the flank for tumor cells 

inoculation (1 x 10
6
 4T1 cells diluted in 0.1 mL of phosphate buffered saline). Tumor growth 

was measured every 24 hours and at the fifth day all animals had palpable tumors. From then 

on, animals were randomly distributed into three experimental groups receiving respectively: 

diet containing recommended Se levels (Se-adequate) 0.15 ppm; diet enriched with 

selenomethionine (SeMet) 1.4 ppm; or diet enriched with Brazilian nuts (Se-Nuts) 1.4 ppm 

for 28 days. During that period, tumor growth was evaluated every 48 hours. At the 29
th

 day 

animals were euthanized for Se blood concentration analysis and for quantification of hepatic 

glutathione peroxidase (GPx) enzymatic activity. At the first 8 days after initiation of dietary 

treatment, tumor growth was significantly lower (p < 0.05) in Se-supplemented groups 

(SeMet and Se-Nuts) when compared to Se-adequate diet. However, the protection was not 

maintained at the following weeks and there was no effect of diets on tumor total growth 

through 28 days. SeMet group presented average Se blood concentration of 0.507 µg/mL, 

significantly higher (p < 0.05) than the Se-adequate group (0.342 µg/mL), but with no 

difference from Se-Nuts group (0.461 µg/mL), which presented an intermediate value. 

Average hepatic GPx enzyme activities in the Se-adequate, SeMet and Se-Nuts groups were, 

respectively, 6663.583, 7486.480 e 7862.332 nmo/min/mL, and no significant difference was 

observed between them. There was no correlation between Se blood concentration, GPx 

activity and tumor growth. It was concluded that dietary Se supplementation (by both SeMet 

or Brazilian nuts) reduced tumor growth during the initial stages. Additional studies are 

encouraged in order to elucidate mechanisms promoted by Se intake in the different 

carcinogenic stages. 

 

 

Keywords: Neoplasms. Antioxidants. Tumor growth. Selenoprotein P. Glutathione 

peroxidase. Nutritional sciences. Micronutrients. Minerals. Bertholletia. 
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PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO 

No Brasil, o câncer representa um importante problema de saúde pública devido a suas 

altas incidência e taxa de mortalidade (INCA, 2017). Além dos fatores genéticos 

(BRODERICK et al., 2007; JAEGER et al., 2008; WANG et al., 2008), bem como a 

exposição a fatores tóxicos tais como o cigarro e o álcool (BROWNSON et al., 1992; 

RITCHIE et al., 2001; PELUCCHI et al., 2006), a evolução do câncer está muito relacionada 

com a sobrecarga e o estresse oxidativo (SOTGIA; MARTINEZ-OUTSCHOORN; LISANTI, 

2011), levando a danos no DNA que, se não reparados, podem resultar em mutações em genes 

supressores de tumor (KANG, 2002). Mas o estresse oxidativo pode ser modulado por 

alimentos (ZAIDI; BANU, 2004; STOCKLER-PINTO et al., 2010; STOCKLER-PINTO et 

al., 2014) e, dos vários nutrientes que exibem potenciais ações antioxidante e anticancerígena, 

destaca-se o selênio (Se). Sabe-se que em diversas regiões do mundo a baixa ingestão 

dietética desse elemento tem sido associada ao aumento na incidência de diferentes tipos de 

câncer (SHAMBERGER; FROST, 1969; SCHRAUZER; RHEAD, 1971; WILLETT et al., 

1983). Assim, a avaliação dos efeitos de sua ingestão através de suplementos ou de alimentos 

com elevado teor desse mineral podem abrir novas perspectivas para prevenção de neoplasias. 

As principais fontes de Se na dieta provêm tanto de vegetais quanto de carne, leite e 

ovos (RAYMAN, 2008; MEHDI et al., 2013; DUNTAS; BENVENGA, 2014; ROMAN; 

JITARU; BARBANTE, 2014). Contudo, é importante ressaltar que nem sempre a quantidade 

ingerida do nutriente prediz, por si só, a atuação do elemento nas funções vitais do organismo 

(SANDSTROM, 2001; HUNT, 2003; BROWNIE, 2006; HOLST; WILLIAMSON, 2008). A 

biodisponibilidade do Se é variável de acordo com as diferentes fontes, o status de Se do 

indivíduo, sua condição fisiológica, a espécie animal, os demais componentes da dieta, dentre 

outros fatores (ULLREY, 1987; BATES et al., 2002; SURAI, 2006; COMINETTI et al., 

2011). 

O fígado é o principal órgão regulador do Se (BURK; HILL, 2015), sendo, portanto, 

algumas vezes utilizado em experimentos para indicar o status de Se corporal através da 

quantificação de Se e/ou da expressão ou atividade da glutationa peroxidase tipo 1 (GPx-1) 

(SURAI, 2006; CHEN et al., 2013). Este órgão sintetiza a proteína transportadora de Se, 

chamada selenoproteína P (SelP), permitindo a distribuição de Se para os demais tecidos, de 
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modo que estes sintetizem suas respectivas selenoproteínas de acordo com suas necessidades 

(BURK; HILL, 2005; BURK; HILL, 2015). 

Sabe-se que muitas funções biológicas do Se estão associadas a diferentes 

selenoproteínas (BRIGELIUS-FLOHE et al., 1994; BRIGELIUS-FLOHE, 1999; RAYMAN, 

2000; PAPP et al., 2007; RAYMAN, 2009; STEINBRENNER; SIES, 2009; KASAIKINA; 

HATFIELD; GLADYSHEV, 2012; KIPP et al., 2012; RAYMAN, 2012; BRIGELIUS-

FLOHE; MAIORINO, 2013; KUMAR; PRIYADARSINI, 2014; LABUNSKYY; 

HATFIELD; GLADYSHEV, 2014; TOUAT-HAMICI et al., 2014; TSUJI et al., 2015; 

DKHIL et al., 2016; STEINBRENNER; SPECKMANN; KLOTZ, 2016; WROBEL; 

POWER; TOBOREK, 2016; HOSNEDLOVA et al., 2017) e estudos mostram que os efeitos 

anticâncer do Se envolvem múltiplos mecanismos, incluindo ação antioxidante, atividade 

imunoestimulatória, inibição da proliferação de células tumorais, e modulação da via Wnt, do 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) plasmático e da proteína supressora de tumor 

p53 (DONG et al., 2002; SMITH et al., 2004; RAYMAN, 2005; BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 

2009; KIPP et al., 2009; BARRETT et al., 2012; FERGUSON et al., 2012; RESZKA, 2012; 

SANMARTIN et al., 2012; GUO; HSIA; CHEN, 2013; MEHDI et al., 2013; 

WALLENBERG; MISRA; BJORNSTEDT, 2014; FAGHFURI et al., 2015; FERNANDES; 

GANDIN, 2015; MISRA et al., 2015; TOBE et al., 2015). Contudo, poucos experimentos 

elucidaram os mecanismos antitumorais do Se oriundo da castanha do Brasil (Bertholletia 

excelsa), fonte vegetal relatada como sendo potencialmente rica em Se (DUMONT; 

VANHAECKE; CORNELIS, 2006; THOMSON et al., 2008; YANG, 2009; COMINETTI et 

al., 2012; CARDOSO et al 2017). 

Recentemente reportou-se que selenometionina (SeMet), uma forma orgânica de Se, 

ingerida por camundongos em dose suplementar por três meses antes de inoculação tumoral 

4T1 e mantida pelos 30 dias posteriores à indução, foi capaz de reduzir o crescimento do 

tumor mamário primário quando comparada ao crescimento do grupo deficiente em Se. Já o 

grupo que ingeriu Se na forma inorgânica, administrado em dose suplementar pelo mesmo 

período, não teve menor crescimento do tumor primário e ainda apresentou aumento da carga 

metastática total (CHEN et al., 2013). 

O câncer de mama é o tipo que mais acomete mulheres no Brasil e no mundo (TORRE 

et al., 2016) e, dentre as taxas de mortalidade em pacientes oncológicos, o câncer mamário 

representa cerca de 6% das mortes (BRAY et al., 2018). Assim, no presente projeto, 

objetivou-se avaliar a ação da suplementação de diferentes fontes de Se na progressão de 

carcinoma mamário 4T1, por meio de: (1) comparação do crescimento tumoral, (2) 
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comparação do nível de Se em sangue total, e (3) avaliação da atividade enzimática de GPx-1 

hepática. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Câncer  

Define-se câncer como um grupo de doenças em que células anormais apresentam 

alterações nas taxas de mitose e na expressão de algumas proteínas, o que leva a mudanças 

em sua morfologia. Assim, em estágios mais avançados, essas células passam a invadir 

tecidos adjacentes, podendo alcançar o sangue ou a corrente linfática, o que permite futura 

colonização de outros órgãos e caracteriza as chamadas metástases (SATO et al., 2016). 

Em 2018, foram estimadas 9,6 milhões de mortes por câncer, caracterizando essa 

patologia como a segunda maior causa de mortes no mundo (OMS, 2018). As neoplasias em 

geral resultam de um processo multifatorial (RITCHIE et al., 2001) que envolve condição 

nutricional (DOLL; PETO, 1981; DOLL, 1992; DONALDSON, 2004), genética 

(BRODERICK et al., 2007; JAEGER et al., 2008; WANG et al., 2008), exposição a 

substâncias (BROWNSON; CHANG; DAVIS, 1992; PELUCCHI et al., 2006) e/ou 

inflamações crônicas (OHSHIMA; BARTSCH, 1994; COUSSENS; WERB), dentre outros 

fatores. 

Estudos sugerem que as espécies reativas de oxigênio (ROS) também possuem um 

papel no desenvolvimento de câncer (BENHAR; ENGELBERG; LEVITZKI, 2002; 

SANDER et al., 2004; BRANDON; BALDI; WALLACE, 2006), e o desbalanço entre sua 

produção e a capacidade antioxidante do organismo caracteriza o chamado estresse oxidativo 

(AMBROSONE et al., 1999). Esse estresse causa danos no DNA que, se não reparados, ou se 

não houver apoptose celular, podem levar a mutações em diferentes genes como, por 

exemplo, genes supressores de tumor (KANG, 2002). Assim a sobrecarga oxidativa tem sido 

relacionada a um maior risco (BAI et al., 2007; SHAHAR et al., 2008) bem como a uma 

maior progressão neoplásica (GOH et al., 2011; SOTGIA; MARTINEZ-OUTSCHOORN; 

LISANTI, 2011). 

2.1.1 Câncer de mama 

Dentre os diferentes tipos de câncer existentes, sabe-se que o mamário é o tipo que 

mais acomete as mulheres tanto no Brasil quanto globalmente (TORRE et al., 2016; BRAY et 

al., 2018). Além disso, dentre as taxas de mortalidade em pacientes oncológicos, o câncer de 

mama representa cerca de 6% das mortes (FERLAY et al., 2015; BRAY et al., 2018). 
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Os prognósticos mais desfavoráveis estão muito relacionados às ocorrências de 

metástases. Apesar dos avanços na compreensão das bases moleculares e genéticas do câncer, 

as metástases permanecem sendo a causa de mais de 90% da mortalidade relacionada ao 

câncer (WEIGELT; PETERSE; VAN’T VEER, 2005). Metástases tumorais resultam de um 

processo complexo que envolve migração celular, vascularização tumoral, interações com o 

microambiente, infiltração para vasos sanguíneos ou linfáticos, e sobrevivência celular em 

sítios distantes (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Dentre os diversos fatores envolvidos, a 

perda de Caderina E tem sido relacionada à capacidade de invasão tumoral e desenvolvimento 

de metástases, inclusive em modelos de carcinomas mamários murinos (VLEMINCKX et al., 

1991). 

Além da carga metastática, outro importante parâmetro correlacionado à agressividade 

do tumor de mama e, portanto, ao prognóstico das pacientes, é a taxa de crescimento do tumor 

primário (CARTER; ALLEN; HENSON, 1989). Assim, observações histológicas e/ou 

análises de marcadores séricos ou tumorais tem sido complementados com a avaliação de 

fatores anatômicos (como tamanho do tumor primário, presença de metástases em linfonodos 

regionais, presença de metástases distantes), representada pelo sistema de estadiamento 

tumor-linfonodo-metástase (TNM) (SINGLETARY et al., 2002). 

2.1.2 Modelos experimentais de carcinogênese mamária 

Modelos experimentais são ferramentas úteis para se avaliar o desenvolvimento 

neoplásico. O estudo de neoplasias em modelos animais facilita a avaliação e melhor 

compreensão da biologia dos tumores, ao mesmo tempo em que constitui instrumento 

apropriado para a investigação de efeitos anti-inflamatório, anti-angiogênico e anti-

proliferativo de substâncias com potencial antineoplásico. Um desses modelos é o carcinoma 

mamário 4T1. Trata-se de uma linhagem celular altamente tumorigênica e invasiva, onde são 

observadas metástases em diversos órgãos, incluindo linfonodos, fígado, pulmão e cérebro 

após duas semanas de inoculação subcutânea das células (PULASKI; OSTRAND-

ROSENBERG, 2001). 

O modelo animal 4T1 foi inicialmente descrito por Fred Miller e colaboradores 

(DEXTER et al., 1978; ASLAKSON; MILLER, 1992). As células cancerosas podem ser 

inoculadas em camundongos Balb/c, gerando tecidos tumorais que são resistentes a 6-

thioguanina. O modelo experimental 4T1 apresenta várias características que o fazem um 

excelente modelo para estudo da carcinogênese mamária humana: as células cancerosas 
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podem ser inoculadas no sítio primário (mama) ou em área ectópica (como no flanco, por 

exemplo) e, em ambos os casos, originam metástases espontaneamente. O sítio primário pode 

ser removido cirurgicamente e os sítios metastáticos podem ser estudados intactos e 

isoladamente. Além disso, os tumores podem ser manipulados facilmente in vivo ou in vitro 

(PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 1998; PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001; 

BALIGA; MELETH; KATIYAR, 2005). 

Morfologicamente, o carcinoma mamário 4T1 apresenta proliferação epitelial maligna 

em arranjo sólido, caracterizado pela proliferação de células pleomórficas e elevado índice 

mitótico. Diferentes estudos terapêuticos são descritos com a utilização desse modelo na 

caracterização de eventos celulares e moleculares durante a progressão neoplásica, sugerindo 

sua utilização como modelo experimental de grande relevância clínica em seres humanos 

(PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001; BALIGA; MELETH; KATIYAR, 2005). 

2.2 Selênio (Se) 

Define-se micronutriente como qualquer elemento nutricional necessário em 

quantidades mínimas, tais como as vitaminas e os minerais. Pode também ser definido como 

qualquer substância dietética, essencial ou não essencial, que está presente em pequenos 

valores e traz um efeito fisiológico. Há relatos do uso de micronutrientes em ensaios clínicos 

de quimioprevenção, com dados epidemiológicos e estudos pré-clínicos em animais e culturas 

de células (GREENWALD et al., 2002; LI et al., 2004). 

O Se é um micronutriente relacionado a diversos benefícios para a saúde humana e de 

outros mamíferos, tais como a redução da incidência de câncer (IP; MEDINA, 1987; 

MEDINA; MORRISON, 1988; CLARK et al., 1996; CLARK et al., 1998; LI et al., 2004; 

RAYMAN, 2005; ALMONDES et al., 2010; HATFIELD et al., 2012; CHEN; PRABHU; 

MASTRO, 2013), bem como da mortalidade dos pacientes oncológicos e por causas gerais 

(CLARK et al., 1996; CLARK et al., 1998; AKBARALY et al., 2005; RAY et al., 2006; 

BLEYS; NAVAS-ACIEN; GUALLAR, 2008; RAYMAN, 2012), além de proteção contra 

disfunções da tireóide (OLIVIERI et al., 1995; NEGRO et al., 2007; RAYMAN, 2012), 

manutenção da saúde reprodutiva (UNDERWOOD, 1977; HIDIROGLOU, 1979; BEHNE; 

WEILER; KYRIAKOPOULOS, 1996; RAYMAN, 2012) e neurológica (SCHWEIZER et al., 

2004; ASHRAFI et al., 2007a; ASHRAFI et al., 2007b; BURK; HILL, 2009; SHAHAR et al., 

2010; TAKEMOTO; BERRY; BELLINGER, 2010), proteção contra doenças 

cardiovasculares (SALONEN et al., 1982; FLORES-MATEO et al., 2006; NAVAS-ACIEN; 
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BLEYS; GUALLAR, 2008; RAYMAN, 2012) e contra desordens musculares (WHANGER, 

2000; ZORZATO et al., 2007), e atraso no início dos sintomas da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) em pacientes soropositivos para o vírus HIV (SAPPEY 

et al., 1994; BAUM et al., 1997; CAMPA et al., 1999; RAYMAN, 2000). Esses efeitos se 

devem principalmente às suas ações antioxidantes, neuroprotetoras, de regulação da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e da biossíntese de leucotrienos e tromboxanos, dentre outros 

mecanismos (BRIGELIUS-FLOHE et al., 1994; BRIGELIUS-FLOHE, 1999; KOHRL et al., 

2000; RAYMAN, 2000; URSINI, 2000; UNNI et al., 2001; IMAI et al., 2003; RAYMAN, 

2005; UNNI et al., 2005; PAPP et al., 2007; RAYMAN, 2009; STEINBRENNER; SIES, 

2009; KASAIKINA; HATFIELD; GLADYSHEV, 2012; KIPP et al., 2012; RAYMAN, 

2012; BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013; KUMAR; PRIYADARSINI, 2014; 

LABUNSKYY; HATFIELD; GLADYSHEV, 2014; TOUAT-HAMICI et al., 2014; TSUJI et 

al., 2015; DKHIL et al., 2016; STEINBRENNER; SPECKMANN; KLOTZ, 2016; 

WROBEL; POWER; TOBOREK, 2016; HOSNEDLOVA et al., 2017; SOLOVYEV et al., 

2018). 

Considerado inicialmente como tóxico quando ingerido em altas concentrações 

(FRANKE; PAINTER, 1938; MOXON; RHIAN, 1943; RAYMAN, 2008), o Se só foi 

reconhecido como um mineral essencial a partir de 1957 ao ser demonstrada sua função 

preventiva contra necrose hepática em ratos (SCHWARZ; FOLTZ, 1957). A associação entre 

baixo status de Se e risco aumentado na mortalidade e/ou incidência de câncer, sugerida pela 

primeira vez no final dos anos 1960 (SHAMBERGER; FROST, 1969; SCHRAUZER; 

RHEAD, 1971; SHAMBERGER; WILLIS, 1971; WILLETT et al., 1983; CLARK et al., 

1984, 1993; FORDYCE, 2007), atraiu tanta atenção que centenas de milhares de dólares 

foram investidos em triagens clínicas examinando seu efeito quimiopreventivo (CLARK et 

al., 1996; MCCLAIN, 2002; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2005; LIPPMAN et al., 

2009; DUNN; TAYLOR, 2012). Porém, apesar de alguns resultados positivos (CLARK et al., 

1996; YOSHIZAWA et al., 1998), em outras triagens nenhum efeito benéfico foi detectado 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2005; LIPPMAN et al., 2009), levando inclusive ao 

encerramento precoce de uma das maiores triagens preventivas contra câncer já conduzidas 

(LIPPMAN et al., 2009). Atualmente sabe-se que estudos epidemiológicos demonstram que 

existe uma associação inversa entre concentração sérica de selênio e risco de mortalidade, 

contudo essa associação foi observada apenas em indivíduos com até 130 µg Se/L sangue, 

enquanto que um leve aumento do risco de mortalidade foi relatado em concentrações acima 

de 150 µg/L (KIPP et al., 2015). 
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O Se é um elemento-traço que pode se apresentar na forma inorgânica, metálica (Se
0
) 

ou oxiânions como selenito (SeO(OH)2) e selenato (SeO2(OH)2), e também na forma 

orgânica, como selenocisteína (SeCys) e selenometionina (SeMet) - análogos dos 

aminoácidos sulfurados cisteína e metionina, respectivamente (SUZUKI, 2005; SURAI, 2006; 

ALMONDES et al., 2010). No organismo animal, as proteínas contendo Se na forma de 

SeCys são chamadas de selenoproteínas, enquanto aquelas que contêm Se na forma de SeMet 

são chamadas simplesmente de proteínas contendo Se (SUZUKI, 2005; MEHDI et al., 2013; 

BURK; HILL, 2015). Em seres humanos, já foram descritos 25 genes que codificam as 

selenoproteínas, ao passo que nos roedores foram descritos 24 (KRYUKOV et al., 2003; 

ZHANG et al., 2008). 

A principal fonte de Se para humanos e outros mamíferos se dá pela dieta (RAYMAN, 

2008) e os sintomas de sua deficiência ou de suas alterações genotípicas incluem infertilidade 

masculina (BURK; HILL, 2009), doença de Keshan (COMBS; COMBS, 1986), doença de 

Kashin-Beck (COMBS; COMBS, 1986), redução da resposta imune (CARLSON et al., 2010; 

HOFFMANN et al., 2010), declínio cognitivo (BERR et al., 2000; AKBARALY et al., 2007; 

GAO et al., 2007), e aumento da incidência de diferentes tipos de cânceres, como de próstata 

(WILLETT et al., 1983; CLARK et al., 1996; CLARK et al., 1998; ETMINAN et al., 2005; 

BRINKMAN et al., 2006; PETERS; TAKATA, 2008; GILL et al., 2009; RAYMAN, 2010), 

cólon (CLARK et al., 1996; DAVIS; UTHUS; FINLEY, 2000; PETERS; TAKATA, 2008), 

pulmão (CLARK et al., 1996; ZHUO; SMITH; STEINMAUS, 2004; MAHABIR et al., 

2006), fígado (YU et al., 1999; DAVIS; UTHUS; FINLEY, 2000), bexiga (AMARAL et al., 

2010; RAYMAN, 2009), tireóide (GLATTRE et al., 1989) e de mama (HUNTER et al., 1990; 

HARDELL et al., 1993; RAYMAN, 2005; REJALI; JAAFAR; ISMAIL, 2007; HARRIS; 

BERGKVIST; WOLK, 2012; CAI et al., 2016), e de outras doenças crônicas não 

transmissíveis (doenças cardiovasculares e diabetes mellitus, por exemplo) (SALONEN et al., 

1982; RAJPATHAK et al., 2005; LOH et al., 2009; RAYMAN, 2012; KUMAR; 

PRIYADARSINI, 2014). 

Dentre as diversas funções biológicas conhecidas, sabe-se que o Se atua também como 

um agente antimutagênico (FERGUSON et al., 2012), prevenindo danos em DNA que 

poderiam levar a transformações malignas de células normais (KARUNASINGHE et al., 

2004; KOWALSKA et al., 2005; WATERS et al., 2005). Contudo, estudos mostram que os 

efeitos anticâncer do Se envolvem múltiplos mecanismos, incluindo ação antioxidante, 

atividade imunoestimulatória, regulação de enzimas conjugadoras de fase II, alteração da 

metilação do DNA, indução de apoptose de células tumorais, inibição de angiogênese 
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tumoral, e modulação da via Wnt, do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

plasmático e da proteína supressora de tumor p53, dentre outros (IP; LISK, 1997; JIANG et 

al., 1999; DAVIS; UTHUS; FINLEY, 2000; UNNI et al., 2001; DONG et al., 2002; DAVIS; 

FINLEY, 2003; DAVIS; UTHUS, 2003; SMITH et al., 2004; RAYMAN, 2005; UNNI et al., 

2005; HOFFMANN, 2007; BRIGELIUS-FLOHE, 2008; BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 2009; 

KIPP et al., 2009; KIPP et al., 2012; BARRETT et al., 2012; FERGUSON et al., 2012; 

RESZKA, 2012; SANMARTIN et al., 2012; BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 2013; GUO; 

HSIA; CHEN, 2013; MEHDI et al., 2013; MISRA et al., 2014; WALLENBERG et al., 2014; 

WALLENBERG; MISRA; BJORNSTEDT, 2014; FAGHFURI et al., 2015; FERNANDES; 

GANDIN, 2015; TOBE et al., 2015; TSUJI et al., 2015; EKOUE et al., 2017). Apesar dos 

vários mecanismos de ação existentes, este efeito protetor do Se foi primeiramente associado 

à sua presença na glutationa peroxidase (GPx) e na tioredoxina redutase (TrxR), enzimas que 

são conhecidas por proteger o DNA e outros componentes celulares contra o dano oxidativo 

(KIPP et al., 2009; KIPP et al., 2012). 

2.2.1 Glutationa Peroxidase 

A família conhecida como GPx inclui diversas enzimas Se-dependentes que diferem 

quanto ao peso molecular, substrato específico, distribuição tissular, gene codificador e 

função (URSINI; MAIORINO; ROVERI, 1997; CHENG et al., 1998; BRIGELIUS-FLOHE, 

1999; SURAI, 2006). Atualmente, são conhecidas cinco enzimas GPx humanas que contêm 

um átomo de selênio na forma de SeCys. São elas: GPx-1 que é encontrada no citoplasma e 

no interior de hemácias; GPx-2, uma enzima encontrada no trato gastrointestinal; GPx-3 que 

está presente no plasma; GPx-4 que atua em lipídios oxidados, e é chamada de glutationa 

peroxidase fosfolipídio hidroperóxido; e a GPx-sn que é uma enzima específica do núcleo de 

espermas. Todas estas enzimas GPx têm em comum uma tríade catalítica no seu centro ativo 

consistindo de SeCys, glutamina e resíduos de triptofano. Sua ação antioxidante é devido à 

redução de peróxidos de hidrogênio, hidroperóxidos orgânicos e fosfolipídio hidroperóxido 

(somente a GPx-4) (KIPP et al., 2009; STEINBRENNER; SIES, 2009; KIPP et al., 2012). 

Alguns fatores afetam, em níveis diferentes, a atividade e a expressão das enzimas 

desse grupo (ALLAN; LACOURCIERE; STADTMAN, 1999; SUNDE, 2006; SUNDE et al., 

2009; ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014). Por exemplo, a hepatotoxina nodularin, 

conhecida por promover tumores, causa decréscimo dose-dependente da atividade da GPx-1 

em fígado de camundongos (LANKOFF; BANASIK; NOWAK, 2002) e já foi demonstrado 
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que, quanto maior o estresse oxidativo, menor a atividade dessa enzima em eritrócitos de ratos 

(GABBIANELLI et al., 2002; SURAI, 2006). Além disso, dentre os membros da família 

GPx, a GPx-1 é considerada a mais sensível a mudanças tanto do status de Se quanto a 

situações de estresse oxidativo (SUNDE et al., 2009; ROMAN; JITARU; BARBANTE, 

2014), apesar desta mostrar rápida recuperação em comparação a outras selenoproteínas 

(PAPP et al., 2007). 

A atividade antioxidante é considerada um fator de proteção contra câncer 

(RAYMAN, 2005; GOH et al., 2011; SOTGIA; MARTINEZ-OUTSCHOORN; LISANTI, 

2011; GUO; HSIA; CHEN, 2013), contudo trabalhos sugerem que os diferentes tipos de GPx 

possuem diferentes papéis de acordo com o tipo de câncer e da fase carcinogênica 

(BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 2009; RAYMAN, 2009; BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 

2013; TOBE et al., 2015). No caso da GPx-1, um levantamento que avaliou genótipo de 

mulheres com e sem câncer de mama, relatou que a perda de heterozigose em GPx-1 foi 

observada em pacientes com tumor, implicando na possibilidade de envolvimento desta GPx 

no desenvolvimento desse tipo de câncer (HU; DIAMOND, 2003). 

2.2.2 Selenoproteína P 

Após absorção intestinal do Se, a regulação deste mineral ocorre no fígado antes de ser 

levado aos demais tecidos do corpo (BURK; HILL; MOTLEY, 2003; ROMAN; JITARU; 

BARBANTE, 2014). Para este transporte é essencial que o fígado sintetize a selenoproteína P 

(SelP), permitindo que o Se chegue a vários tecidos (BURK et al., 2006; PAPP et al., 2007), 

principalmente cérebro e testículos (HILL et al., 2003). Estudos realizados com camundongos 

knock-out para SelP demonstram que esta selenoproteína é absolutamente requerida pelo 

cérebro para evitar disfunção neurológica (HILL et al., 2004) e degeneração axonal do tronco 

cerebral (VALENTINE et al., 2005). A proteção contra a oxidação por peroxinitrito também é 

uma de suas ações relatadas (ARTEEL et al., 1998), bem como sua ação antioxidante no 

espaço extracelular (BURK; HILL, 2005). 

Normalmente, a SelP é altamente expressa pelo epitélio prostático, mas sofre down 

regulation em tumores humanos de próstata, tumores murinos e linhagens de células de 

carcinoma prostático (CALVO et al., 2002). Em mucosa de cólon normal, o gene humano da 

SelP também é abundantemente expresso, ocorrendo redução significativa ou perda de 

expressão de RNA mensageiro (mRNA) desta selenoproteína em cânceres de cólon (AL-

TAIE et al., 2004). Além disso, foi observado, em pesquisa recente, que o aumento de sua 
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expressão promoveu proteção de fibroblastos humanos normais contra toxicidade induzida 

por radiação (ECKERS et al., 2013). 

Em recente revisão para cálculo dos valores de referência de ingestão diária de Se, foi 

sugerida que a avaliação de SelP seria mais eficaz do que a avaliação da GPx (KIPP et al., 

2015). Isso se deve ao fato de que a associação inversa entre concentração sérica de Se e risco 

de mortalidade em humanos foi detectada apenas em indivíduos apresentando cerca de 130 µg 

Se/L sangue (BLEYS; NAVAS-ACIEN; GUALLAR, 2008). Como a atividade ótima da GPx 

plasmática ocorre quando se tem níveis de até 90 µg Se/L sangue (XIA et al., 2005; XIA et 

al., 2010), a saturação desta impediria a comparação entre grupos experimentais com alto teor 

de Se. Portanto, em pesquisas oncológicas utilizando doses suplementares de Se, a análise de 

SelP tem se mostrado como importante ferramenta. É importante considerar que níveis acima 

de 150 µg Se/L sangue têm sido associados a um leve aumento no risco de morte de pacientes 

de câncer (BLEYS; NAVAS-ACIEN; GUALLAR, 2008), o que instiga novas pesquisas 

visando esclarecer a estreita faixa entre a essencialidade e a toxicidade deste mineral tão 

controverso. 

2.2.3 Selênio e alimentação 

A importância da dieta no desenvolvimento e progressão de câncer foi inicialmente 

sugerida através de estudos epidemiológicos quando se estimou que 35% das mortes por 

câncer nos Estados Unidos atribuíam-se à dieta, sem nenhuma referência específica à 

obesidade ou ao sedentarismo (DOLL; PETO, 1981; DOLL, 1992; DONALDSON, 2004; 

SURAI, 2006). Sendo assim, a inclusão de antioxidantes, como o Se, na dieta representaria 

uma importante ferramenta preventiva contra o câncer (ZAIDI; BANU, 2004; SOTGIA; 

MARTINEZ-OUTSCHOORN; LISANTI, 2011). 

Estudos sugerem que o processo carcinogênico pode ser prevenido pela 

suplementação de Se tanto na fase inicial quanto na fase de progressão, mesmo que essa 

suplementação seja realizada por curto período de tempo englobando a fase de gênese tumoral 

(BJORKHEM-BERGMAN et al., 2005; SURAI, 2006; CHEN et al., 2013). Contudo, há 

relato de que os efeitos benéficos mais significativos do Se foram promovidos a longo prazo 

contínuo e/ou antes da fase inicial da carcinogênese, ao invés da fase de progressão 

(THIRUNAVUKKARASU; SAKTHISEKARAN, 2003), o que motiva a realização de 

pesquisas que desvendem a melhor forma de utilização desse mineral através da alimentação. 
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O Se pode ser encontrado em cereais, castanhas, carnes, ovos, cogumelos, vegetais 

(especialmente alho, cebola e brócolis) e em alguns frutos do mar, dentre outros alimentos, e a 

recomendação atual é de que um humano adulto consuma, no mínimo, de 60 a 70 µg de Se 

por dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000; KIPP et al., 2015). Sabe-se que a 

biodisponibilidade do Se é variável de acordo com as diferentes fontes, o status de Se do 

indivíduo, sua condição fisiológica, a espécie animal, os demais componentes da dieta, dentre 

outros fatores (ULLREY, 1987; BATES et al., 2002; SURAI, 2006). 

Considerada como um dos alimentos mais ricos em Se, a castanha do Brasil 

(Bertholletia excelsa) apresenta valores que podem variar entre 0,2 e 512 μg/g, estando este 

presente principalmente nas formas de SeMet e SeCys (CHANG et al., 1995; FERREIRA et 

al., 2002; VONDERHEIDE et al., 2002; PACHECO; SCUSSEL, 2007; FREITAS et al., 

2008; PAREKH et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2017). Trata-se de um alimento 

consumido mundialmente e que possui cerca de 15% de proteínas, 9% de carboidratos e 71% 

de lipídeos (STOCKLER-PINTO et al., 2015). A presença de vitamina E e de altos níveis de 

ácidos graxos mono e poli-insaturados em sua composição são outros fatores que lhe dão 

grande destaque nutricional (CHANG et al., 1995; DUMONT et al., 2006; ROS; MATAIX, 

2006; YANG, 2009). 

O consumo desta castanha por pessoas obesas é capaz de reduzir riscos associados a 

doenças cardiovasculares através da melhora do status de Se e do perfil lipídico 

(COMINETTI et al., 2012). Além disso, seu consumo foi capaz de aumentar a atividade de 

GPx e o perfil de hormônios da tireóide, demonstrando efeito anti-inflamatório e antioxidante 

em pacientes de hemodiálise (STOCKLER-PINTO et al., 2014, 2015). Detectou-se aumento 

de Se plasmático, Se eritrocitário e atividade de GPx após ingestão ao longo de 8 semanas por 

mulheres obesas que inicialmente eram deficientes em Se (COMINETTI et al., 2011). 

O Se atua em estreita relação com outros antioxidantes, principalmente com a 

vitamina E (LEVANDER; AGER; BECK, 1995; SURAI 2006). Sabe-se que a interação entre 

Se e vitamina E permitiria um aumento da capacidade antioxidante do organismo, visto que a 

proteção fornecida pela GPx contra a oxidação dos ácidos graxos presentes nas membranas 

celulares permite uma redução da quantidade de vitamina E requerida para manutenção dessa 

integridade (SURAI, 2003). Além disso alguns estudos demonstram que estes dois nutrientes 

podem agir sinergisticamente na prevenção de alguns tipos de câncer (HORVATH; IP, 1983; 

IP; WHITE, 1987; KLEIN et al. 2000). 

Na Finlândia, na década de 70, a população apresentava baixos níveis séricos de Se e a 

incidência de doenças cardiovasculares estava entre as mais altas do mundo, e a hipótese 
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levantada pelos pesquisadores foi a de que a deficiência de Se poderia ser uma das razões. 

Nessa época, foi iniciado um experimento em grande escala acrescentando Se nos 

fertilizantes, aumentando o teor desse micronutriente nos alimentos locais e dobrando, assim, 

a concentração de Se sérico na população, o que reduziu a incidência das doenças 

cardiovasculares e de câncer (PIETINEN et al., 1996; ALFTHAN, 2005; COMBS JR., 2005; 

STEINNES, 2009). Portanto, uma possível estratégia para diminuir a deficiência de Se na 

população mundial poderia ser o aumento do consumo rotineiro de alimentos que contenham 

naturalmente maiores concentrações de Se, como a castanha do Brasil (FREITAS et al., 

2008). Sendo assim, estudos que avaliem os efeitos dessa ingestão poderiam prevenir 

morbidades, de modo a reduzir gastos com tratamentos de saúde. 

2.2.4 Absorção e metabolismo de selênio 

Dados da literatura sugerem que Se orgânico em forma de diversos 

selenoaminoácidos, principalmente como SeMet, representa uma forma natural do Se na dieta 

de humanos e de outros animais, e que o sistema digestivo se adaptou a essa forma nutricional 

ao longo da evolução, o que explicaria as diferenças na assimilação e metabolismo dentre as 

formas orgânicas e inorgânicas de Se (COMBS; COMBS, 1986; SCHRAUZER, 2000; 

SURAI 2002; SCHRAUZER, 2003). 

A SeMet é absorvida de maneira semelhante à metionina (FAIRWEATHER-TAIT, 

1997), através de transporte ativo com carreadores presentes nas membranas dos enterócitos 

ao longo de todo o intestino, sendo esta absorção maior no duodeno e decrescida nos 

segmentos posteriores (WOLFFRAM et al., 1989; ANDERSEN et al., 1994). A SeCys é 

absorvida de maneira análoga ao aminoácido cisteína e, portanto, também depende do 

transporte ativo para alcançar a circulação sanguínea. Sendo assim, sabendo-se que o sistema 

de transporte ativo intestinal está sujeito a uma autorregulação em condições de excesso do 

nutriente, é de se considerar a possibilidade de saturação desse transporte em organismos com 

alto status de Se que estejam ingerindo Se em doses suplementares (MANIS; SCHACHTER, 

1964), o que explicaria a melhor resposta à suplementação em indivíduos deficientes em Se 

(THOMSON, 1998; RAYMAN, 2005; SURAI, 2006; LEE et al., 2011). Em contraste, 

selenato é absorvido paracelularmente através de processo de difusão passiva, enquanto 

selenito pode ter sua absorção aumentada pela ação da glutationa reduzida presente no fluido 

gastrointestinal e sofrer mais transformações dos que os demais compostos de Se antes de 

alcançar a circulação (WHANGER et al., 1996; SUZUKI, 2005; GAMMELGAARD et al., 
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2012). Apesar de não serem conhecidas as proteínas de transporte envolvidas na absorção 

direta e indireta de selenito (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014), sabe-se que as formas 

inorgânicas são melhor absorvidas no íleo (ANDERSEN et al., 1994). 

Após absorção intestinal, íons de selenito são imediatamente capturados pelas 

hemácias e reduzidos a selenido, para então serem liberados de volta à circulação e carreados 

pela albumina até o fígado, onde serão utilizados para formação de SelP e GPx-1 hepática. Já 

íons de selenato circulam livremente pelo sangue até chegar aos hepatócitos, para então 

também serem utilizados para síntese de SelP e GPx-1 hepática, ou então serem eliminados 

pela urina (SUZUKI; OGRA, 2002; SUZUKI, 2005). Ainda não estão completamente 

esclarecidos os processos que ocorrem com as formas orgânicas antes de sua chegada ao 

fígado, contudo é possível que a SeMet seja incorporada de modo inespecífico a proteínas 

como albumina e hemoglobina (Hb) (SUZUKI; OGRA, 2002). 

A rápida redução das formas inorgânicas a selenido para posterior utilização e/ou 

excreção como metabólitos metilados (SUZUKI, 2005) poderia explicar a maior toxidez 

destas (HERIGSTAD; WHITEHAIR; OLSON, 1973; BORELLA; BARGELLINI; MEDICI, 

1996; SCHRAUZER, 2003), visto que as formas orgânicas sofrem essa transformação de 

maneira mais complexa através de reações de lise (ESAKI et al., 1981; ESAKI et al., 1982; 

GANTHER, 1986; SCHRAUZER, 2003; SCHOMBURG; SCHWEIZER; KOHRLE, 2004). 

A SeCys necessita ser lisada a selenido através da enzima beta-liase, enquanto a SeMet deve 

ser convertida, pela via trans-selenação, a Se-adenosil-SeMet, Se-

adenosilselenohomocisteína, selenohomocisteína, selenocistationina e SeCys para só então ser 

lisada a selenido (SUZUKI, 2005). Além disso, é importante considerar a toxidez do excesso 

de qualquer antioxidante, que acaba por se tornar pró-oxidante nessas condições (SURAI et 

al., 1998; SURAI, 2000; SURAI, 2006). 

O fígado é o principal órgão relacionado ao metabolismo de Se, sendo, portanto, 

algumas vezes utilizado em experimentos para indicar o status de Se corporal através da 

quantificação de Se e/ou da expressão ou atividade da GPx-1 (RIESE et al., 2006; LEI; 

CHENG; MCCLUNG, 2007; KIPP et al., 2009; CHEN et al., 2013; GUO; HSIA; CHEN, 

2013). A SelP sintetizada no fígado permitirá o transporte de Se para os demais tecidos para 

que estes sintetizem suas respectivas selenoproteínas de acordo com suas necessidades 

(BURK; HILL, 2015). 

Enquanto a SeMet pode ser acumulada de maneira inespecífica em tecidos como 

fígado e músculos (SHIOBARA; SUZUKI, 1998; SCHRAUZER, 2003), não há relatos de 

detecção de SeCys livre em homogenatos de tecidos, sugerindo que sua concentração em 
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tecidos seja muito baixa (ESAKI et al., 1981; BURK; HILL, 2015). As formas inorgânicas 

também são pouco depositadas no organismo, sendo seu excesso eliminado pela urina, fezes e 

respiração através do processo de metilação (MCCONNELL; ROTH, 1966; WOLFFRAM, 

1999). 

Somente após a conversão a selenido a partir dos diferentes compostos de Se é que são 

sintetizadas as selenoproteínas, sendo o selenido, portanto, o metabólito intermediário comum 

a todos estes (SUZUKI; OGRA, 2002). Estudos oncológicos têm dado especial atenção ao 

metabólito metilselenol, visto que tem se sugerido a sua participação em funções fisiológicas 

anticarcinogênicas quando este se deriva de SeMet ou de Se-metilselenocisteína (IP et al., 

2000; DONG et al., 2001; IP; DONG; GANTHER, 2002; SEO; KELLEY; SMITH, 2002; 

DONG et al., 2003). 

Em amostras de plasma humano, cerca de 60% do Se se encontra como SelP e 3% em 

forma de GPx-3, havendo diferenças nesses valores quando comparados a outras espécies 

animais (SUZUKI; SAKAI; FURUTA, 2012). Em sangue total, além dessas selenoproteínas 

há ainda Se depositado em GPx-1 eritrocitária e menores concentrações em forma de SeMet, 

íon trimetilselenônio e selenoaçúcar em hemácias (COMBS, 2015). Contudo, é possível que 

as espécies de Se presentes no sangue dependam da fonte dietética de Se (SURAI, 2006). 

Tem-se relato de que mulheres ingerindo SeMet em dose suplementar apresentaram a maior 

parte do Se sanguíneo contido na Hb, enquanto o Se sanguíneo foi igualmente distribuído 

entre GPx e Hb em mulheres ingerindo selenato (BUTLER et al., 1991). Similarmente, ratos 

alimentados com selenito ou SeCys apresentaram a maioria do Se eritrocitário na forma de 

GPx, enquanto os ratos que ingeriram SeMet, levedura ou trigo apresentaram mais Se 

depositado na Hb do que na GPx (BEILSTEIN; WHANGER, 1986). Além disso, foi 

demonstrado que Se oriundo de SeMet pode ser incorporado à albumina, ao contrário de 

selenato e SeCys (BURK; HILL; MOTLEY, 2001). Assim, a avaliação do efeito específico 

das diversas fontes de Se é necessária para compreender qual(is) selenoproteína(s) é(são) mais 

estimulada(s) em cada situação. 

Para avaliação do status de Se, não existe um teste único, sendo ideal a combinação de 

diversas técnicas (SURAI, 2006). Os chamados testes estáticos incluem análises da 

quantidade total de Se em unha, cabelo, sangue (total ou de seus componentes) ou urina. Já os 

testes funcionais avaliam a atividade de enzimas Se-dependentes ou as funções fisiológicas 

dependentes de Se (GIBSON, 1989). A concentração de SelP reflete um status de curto prazo 

(BURK; HILL, 2005), assim como o nível de Se em plasma ou soro. Já a concentração de Se 

em eritrócitos reflete um status de longo prazo, assim como a quantificação em cabelo e unha 
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(THOMSON, 2004). É válido ressaltar que polimorfismos genéticos, idade, sexo, grupo 

étnico, dentre outros fatores interferem na resposta dos diferentes biomarcadores (BATES et 

al., 2002; COMINETTI et al., 2011). Todos esses fatores influenciadores, bem como as 

análises estatísticas utilizadas, as técnicas laboratoriais de quantificação e a conservação das 

amostras podem ser possíveis explicações para os resultados controversos presentes na 

literatura (SURAI, 2006). 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A relação entre Se dietético e diversos tipos de câncer tem sido estudada há cerca de 

quatro décadas, porém os resultados controversos e/ou inconclusivos demonstram a 

necessidade de mais pesquisas a respeito, de modo a trazer informações mais aplicáveis para a 

saúde da população. 

A castanha do Brasil é reconhecida mundialmente por seu potencial como rica fonte 

de Se, porém ainda são escassos os trabalhos que tenham avaliado seu efeito sobre a 

progressão de tumor mamário. A suplementação através de fontes como a SeMet pode ser 

uma importante ferramenta visto que, em diversas pesquisas, mostrou-se como opção 

eficiente tanto para a prevenção quanto para a redução da progressão tumoral, o que motiva a 

execução de mais experimentos que avaliem seu efeito. 

O consumo de suplementos com Se deve ser avaliado com cautela, uma vez que a 

biodisponibilidade do nutriente depende de diversos fatores, tais como a fonte de Se, espécie 

animal, presença de outros nutrientes no intestino, status de Se no organismo, entre outros. 

Adicionalmente, deve-se considerar que a faixa terapêutica do Se é relativamente estreita, em 

que doses elevadas podem apresentar efeitos adversos como, por exemplo, um maior número 

de metástases em pacientes oncológicos. 
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Abstract: We investigated the effects of dietary selenium (Se) supplementation on 4T1 mammary 

tumor growth, blood total Se concentration and hepatic glutathione peroxidase (GPx) activity in 

Balb/c mice. Initially, 30 female mice received subcutaneous inoculation of 4T1 cells. After 5 days, all 

animals showed palpable tumors and they were randomly assigned into three groups: a control group 

(Se-adequate) receiving diet containing adequate level of total Se (0.15 ppm), and two supplemented 

groups with diet containing 1.4 ppm of total Se derived either from Brazilian nuts (Se-Nuts) or from 

selenomethionine (SeMet). Animals received diets for 28 days, starting six days after tumor induction. 

Tumors were measured every 48 hours in each mouse to estimate tumor volume through 28 days. At 

the end of the experiment, animals were euthanized and blood and hepatic samples were collected. 

Data was submitted to ANOVA followed by post hoc Tukey’s HSD test. Both Se-supplemented diets 

reduced tumor growth until the eighth day of feeding when compared to the Se-adequate group  

(p < 0.05). SeMet group presented average Se blood concentration of 0.507 µg/mL, significantly 

higher (p < 0.05) than the Se-adequate group (0.342 µg/mL), but with no difference from Se-Nuts 

group (0.461 µg/mL), which presented an intermediate value. Average hepatic GPx enzyme activities 

in the Se-adequate, SeMet and Se-Nuts groups were, respectively, 6663.583, 7486.480 and 7862.332 

nmo/min/mL, and no significant difference was observed between them. There was no correlation 

between Se blood concentration, hepatic GPx activity and tumor growth. It was concluded that dietary 

Se supplementation (by both SeMet or Brazilian nuts) reduced tumor growth during the initial stages. 

Additional studies are encouraged in order to elucidate mechanisms promoted by Se intake in the 

different carcinogenic stages. 

 

Keywords: Bertholletia; neoplasms; selenomethionine; selenoprotein P; glutathione peroxidase; 

antioxidants; nutritional sciences; enzymology; tumor burden; dietary supplements. 

__________________________________________________________________________________ 

 

1. Introduction 

 

Cancer is a leading cause of death in countries of all income levels [1]. Breast cancer - the 

most prevalent type in women - represented almost 12% of all cancer cases considering both genders 

(1.7 million people) and 6% of all deaths (522,000 people) in the world [2]. Although breast cancer is 

generally recognised to be a multifactorial disease [3], oxidative stress has been related to a higher risk 

of cancer development and to a faster neoplasic progression [4, 5, 6, 7, 102]. 

The imbalance between antioxidant systems and the production of reactive oxygen species 

(ROS), such as superoxide (O2
-
) and hydrogen peroxide (H2O2), characterizes the oxidative stress [8], 

which can damage DNA [9-11] and lead to mutations in tumor-related genes [12, 13]. Therefore, the 
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concurrent use of antioxidants to control ROS formation has been proposed, although the evidence 

remains uncertain [14]. 

Selenium is an essential micronutrient [15, 16] known to play an important role in the 

antioxidant body system [17, 18]. Although with some controversial epidemiological data [19, 20], 

some evidence suggest that inorganic and organic forms of selenium negatively affect cancer initiation 

and progression [21-26]. These protective effects, which includes even less mortality in cancer 

patients [20], have been associated to different mechanisms [27], specially the selenoprotein 

glutathione peroxidase (GPx) [28, 20]. 

The GPxs are a family of antioxidant enzymes [29, 30] recognized for having protective 

effects against tumor development [31, 32]. By evaluating the genotype of women with and without 

breast cancer, Hu & Diamond (2003) [33] reported loss of heterozygosity within the gene for 

glutathione peroxidase 1 (GPx-1), implicating this enzyme as a key role in breast cancer development. 

The main function of this family is to neutralize hydrogen peroxide and organic hydroperoxides in the 

intracellular and extracellular compartments [34]. Since enzymatic activity of some GPxs is directly 

proportional to selenium intake, there is a strong link between dietary selenium deficiency and 

increase in oxidative stress [35, 30]. 

Dietary Se can be presented in the organic form, such as selenocysteine (SeCys) and 

selenomethionine (SeMet), or inorganic forms, such as selenite (SeO(OH)2) and selenate (SeO2(OH)2) 

[36]. Natural sources include cereals, nuts, meat, some vegetables and sea food. The amount of 

selenium in food is very variable and can be related to the selenium content in the soil, beyond other 

factors [37, 38]. Brazilian nuts (Bertholletia excelsa) are known of having great amounts of selenium, 

varying from 0.2 to 512 μg [37, 39, 40], with substantial bioavailability [41-43]. 

Dietary Se supplementation is associated with reduced incidence of breast cancer [44]. 

However, the efficacy of Se supplementation, depends on the dose and chemical form of Se [19, 20]. 

Distinct forms of Se in various concentrations can express dramatically different biological effects [9, 

45]. Chen et al (2013) [46] reported that SeMet supplementation protected against 4T1 primary tumor 

growth, whereas selenite supplementation allowed higher number of metastasis in comparison to a 

control group. Although scientific reports have shown encouraging results with Se as a therapeutic 

agent [47], we hypothesize this response may depend on which stage of carcinogenesis the 

consumption begins [48, 49]. Detecting the optimum form and the ideal amount of Se supplementation 

is a potential role for ROS-mediated mechanisms in cancer therapeutics [50, 51] expecting that 

someday Se-compounds might be used to provide inhibition of tumor growth with remarkable 

specifity [52]. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of Se dietary supplementation 

(SeMet and Brazilian nuts) on tumor growth, blood Se level and GPx activity in a 4T1 breast cancer 

model. 
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2. Materials and Methods  

 

2.1. Experimental Animals 

 

Seven-week-old female Balb/c mice (Mus musculus) weighting 20 to 24 g were provided by 

Central Animal Laboratory (UFLA) in Lavras, MG, Brazil, and distributed into 6 boxes with 410 x 

340 x 175 mm dimensions with 5 mice each. The room had constant temperature of 25 ± 2ºC and 12 

hours light-dark cycles. 

Previously to the experiment, animals were kept under an adaptation period of seven days 

receiving deionized water and commercial feeding. Mice had food and water ad libitum and their 

weight was determined periodically. The animal study was approved by UFLA’s Ethical Comittee in 

Animal Use (CEUA/UFLA) under protocol number 079/16. 

 

2.2. 4T1 cells  

 

The Comparative Pathology Laboratory (LPC), Pathology Department of Federal University 

of Minas Gerais (UFMG), provided the 4T1 cells. The 4T1 cell line was obtained from the American 

Type Culture Collection (ATCC, USA) and was routinely cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) supplemented with 1% penicillin/streptomycin and 10% fetal bovine serum (FBS; 

Thermo Fisher Scientific), at 37
o
C, in a humidified 5% CO2 atmosphere. Cultures were tested for 

mycoplasma contamination by immunofluorescence staining with 1 µg/mL solution of 4’,6-diamino-

2-phenilindole (DAPI; Sigma-Aldrich). 

 

2.3. Experimental Design 

 

On the inoculation day, each animal received 0.1 mL subcutaneous injection containing 1 x 

10
6
 4T1 cells diluted in phosphate buffered saline (PBS; Sigma). The solution was injected into mice’s 

flank and tumors were measured daily until all animals presented palpable tumors. 

All animals had detectable tumors at the 5
th
 day after inoculation, when tumor started to be 

measured every 48 hours. On the sixth day, animals were randomly distributed into one of three 

experimental diets, as shown in Figure 1. 
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Figure 1. Fluxogram representing Experimental design along time. Thirty female Balb/c mice were maintained 

under adaptation period for 7 days before tumor cells inoculation. Five days after cancer induction (all animals 

showed palpable tumors), we started estimating tumor volume (D1). Tumor volume was recorded every 48 hours 

and tumor growth was compared between groups along 8 days intervals (from D3 to D11, D11 to D19, and D19 

to D27). Total tumor growth comprised tumor volume difference between D29 and D1. Animals started 

experimental diets six days after 4T1 inoculation to characterize a treatment study. After 28 feeding days, at D31, 

all animals were euthanized for blood and hepatic tissue collection.  

 

In order to avoid unnecessary pain, animals showing respiratory and/or behavior alterations 

along the Experimental were euthanized before the study endpoint. 

 

2.4. Measurement of Tumor Growth 

 

Tumor diameters were measured using a pachymeter (Western, measurement 0.05 mm, ref. 

1944). Tumor volume was estimated according to previous studies [53, 46] using the formula: Tumor 

volume = (length X width
2
)/2, where ―length‖ is the longer diameter and ―width‖ is the shorter 

diameter. Tumor growth was calculated based on four measurements through a total of 28 days, as 

described further. 

The first tumor measurement occurred on D1, which was five days after 4T1 cells inoculation 

and one day before initiating experimental diets. Afterwards, tumor volume was recorded every 48 

hours. 

Periodical tumor growth between groups was compared using records obtained at days D3, 

D11, D19 and D27. Also, these four dates provided an estimate for total tumor growth through 3 

periods of 8 days. Tumoral growth was also evaluated using regression models using volumes 

obtained every 48 hours interval from D1 to D29. 

Total tumor growth during 28 days (from D1 to D29) was also compared among groups. 

Euthanize was conducted after 28 complete days under dietary treatment. 
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2.5. Experimental Diets 

 

Mice received experimental diets during 28 days, with a Se-adequate (0.15 ppm total Se) or a 

Se-supplemented (1.4 ppm total Se) levels. Adequate level was based on AIN-93 M ration for 

laboratory rodents and supplementary levels were based on previous reports [104, 105, 46, 106]. Total 

Se amount in the diets was analytically determined by atomic absorption spectrophotometer with 

graphite furnace (GF-AAS) [37]. Se-adequate diet contained sodium selenate while Se-supplemented 

diets contained either SeMet (Selisseo 2%, Adisseo®, Brazil), or Brazilian nuts (Bertholletia excelsa) 

provided by Aruanã Farm (Itacoatira, AM, Brazil) (Table 1). 

 

Table 1. Ingredients of experimental diets. 

 Se-adequate (0.15 ppm Se) Se-supplemented (1.4 ppm Se) 

 Sodium selenate SeMet Se-Nuts 

Starch (g) 609.8 609.8 609.8 

Casein (g) 200 200 197.5 

Cellulose (g) 50 50 49.2 

Sucrose (g) 50 50 48 

Soybean oil (mL) 40 40 30.5 

AIN-93 M Mineral Mix*
1
 (g) 35 35 35 

AIN-93 M Vitamin Mix*
2
 (g) 10 10 10 

Methionine (g) 3 3 3 

Choline (g) 2 2 2 

BHT (g) 0.2 0.2 0.2 

Selisseo® 2% Se (g) - 0.0035 - 

Brazilian nut (g) - - 14.8 

kcal/kg diet 3759.2 3759.2 3753.8 

Thirty female Balb/c mice were fed ad libitum with one of the three diets for 28 days. Experimental groups 

involved diets containing 0.15 ppm total Se (Se-adequate) in the form of sodium selenate and also two 

supplemented groups containing 1.4 ppm Se (SeMet and Se-Nuts). 

*
1
 Mix by Rhoster® Co. Mineral element content (g/kg mix): 357 g of calcium carbonate, anhydrous (40.04% 

Ca); 250 g of potassium phosphate, monobasic (22.76% P; 28.73% K); 209.806 g of powdered sucrose; 74 g of 

sodium chloride (39.34% Na; 60.66% Cl); 46.6 g of potassium sulfate (44.87% K; 18.39% S); 28 g of potassium 

citrate, tri-potassium, monohydrate (36.16% K); 24 g of magnesium oxide (60.32% Mg); 6.06 g of ferric citrate 

(16.5% Fe); 1.65 g of zinc carbonate (52.14% Zn); 1.45 g of sodium meta-silicate, 9 hydrate (9.88% Si); 0.63 g 

of manganous carbonate (47.79% Mn); 0.30 g of cupric carbonate (57.47% Cu); 0.275 g of chromium potassium 

sulfate, 12 hydrate (10.42% Cr); 0.0815 g of boric acid (17.5% B); 0.0635 g of sodium fluoride (45.24% F); 

0.0318 g of nickel carbonate (45% Ni); 0.0174 g of lithium chloride (16.38% Li); 0.01025 g of sodium selenate, 

anhydrous (41.79% Se); 0.01 g of potassium iodate (59.3% I); 0.00795 g of ammonium paramolybdate, 4 

hydrate (4.34% Mo); 0.0066 g of ammonium vanadate (43.55% V). 

*
2
 Mix by Rhoster® Co. Vitamin content (g/kg mix): 974.655 g of powdered sucrose; 15 g of vitamin E (all-rac-

a-tocopheryl acetate) (500 IU/g); 3 g of nicotinic acid; 2.5 g of vitamin B-12 (cyanocobalamin) (0.1% in 

mannitol); 1.6 g of Ca pantothenate; 0.8 g of vitamin A (all-trans-retinyl palmitate) (500,000 IU/g); 0.7 g of 

pyridoxine-HCl; 0.6 g of thiamin-HCl; 0.6 g of riboflavin; 0.25 g of vitamin D3 (cholecalciferol) (400,000 IU/g); 

0.2 g of folic acid; 0.075 g of vitamin K (phylloquinone); 0.020 g of D-biotin. 
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Se content and centesimal composition of Brazilian nuts samples were analyzed in order to 

calculate the necessary amount of material to reach 1.4 ppm in the diet. Experimental diets were 

balanced with similar calories and macronutrients proportions. Nuts were evaluated for dry matter, 

humidity, oil, protein, mineral residues and crude fiber according to AOAC (2005) [54], and were also 

submitted to  and  tocopherol quantifications, according to previous report [109]. 

For Se content analysis of the Brazilian nuts, five small paper bags containing 4 nuts each 

were dried using an oven at 60ºC until constant weight (~72 h). Then, samples were shelled and 

grinded with a portable electrical mill (A11 basic Analytical mill, IKA®, Staufen, Germany). The 

digestion process started with the samples inside glass tubes receiving 6 mL of nitro-perchloric acid at 

proportion 2:1 (v/v). Extracts were left overnight (~12 h) and, then, the batch was digested.  

The digestion procedure, initiated at 50ºC and increased 50ºC every 30 minutes until 200ºC. 

Analytical determination of total Se in the samples was performed using an atomic absorption 

spectrophotometer with graphite furnace (GF-AAS). We used for quality control, for each batch, a 

standard reference material (White Clover - BCR 402, Institute for Reference Materials and 

Measurements, Geel, Belgium) containing 6.70 mg kg
-1

 of Se was included. The average recovery rate 

for the SRM (n=2) was 78.38%. 

Selisseo 2% Se (Adisseo®, Brazil) was added to the SeMet diet as a source of hydroxy-SeMet 

(CH3Se-(CH2)2-CH(OH)-COOH). It is a white powder containing 5% of SeMet. 

Diets were mixed in special bowels previously cleaned with nitric acid solution 10% (HNO3) 

and staff manipulated all ingredients with nitrile gloves. 

 

2.6. Blood and Hepatic Sampling, Preparation, Storage and Analysis 

 

After twenty-eight days receiving experimental diets, all 30 animals were anesthetized using 

intraperitoneal injection of Ketamin® (90 mg/kg) and Thiopental sodium® (60 mg/kg) and euthanized 

by cervical displacement. All materials were manipulated with nitrile gloves and washed with nitric 

acid cleaning solution 10% (HNO3). 

Blood was collected by intracardiac puncture and immediately stored on ice using heparinized 

tubes. Samples were analyzed at Chemical Analyzes Laboratory (LACHEM, RS, Brazil) for whole 

blood total selenium evaluation. Samples were digested through acid method (USEPA 3050B) and 

submitted to hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-AAS), as described by Olson, 

Palmer e Cary (1975) [55]. 

Liver samples were rinsed with a PBS solution (pH 7.4), to remove any red blood cells and 

clots, upon collection. Next, they were immediately stored in liquid nitrogen and then stored at -80ºC 

ultrafreezer for posterior laboratory analyzes. 
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2.7. Measurement of Hepatic GPx-1 Activity 

 

On the day of analysis, hepatic samples were homogenized in 1 mL of cold buffer (50 mM 

Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA and 1 mM DTT) per 100 miligrams of tissue with 3 cycles of 10 

seconds, at 13,000 rpm speed (T 25 basic Ultra-Turrax, IKA®, Staufen, Germany). Homogenates 

were then centrifugated at 17.760 x g for 15 minutes at 4ºC to collect the supernatant and assay 

samples were kept on ice in accordance to the manufacturer protocol (Glutathione Peroxidase Assay 

Kit, Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, USA). Enzymatic activity was measured at every 30 

seconds for 6 minutes in microplate reader with absorbance at 340 nm. 

Protein concentrations were measured by an adaptation of Bradford assay (1976) [56]. As 

standard, bovine serum albumin (BSA; Sigma®) was diluted into 10 different concentrations from 0.3 

mg/mL to 3.0 mg/mL, while samples were diluted at 1:100. Then, 125 µL of Bradford Reagent (Bio-

Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad®, Cat #5000006) was added for every 25 µL of 

sample and incubated at gentle shaking for 5 minutes. Microplates were red with absorbance at 595 

nm using spectrometer and Gen5 Software. 

 

2.8. Statistical Analysis 

 

Data of total Se blood concentration, hepatic GPx activity and tumor growth were submitted to 

Analysis of Variance (One way ANOVA) [57] and, when significant, means were compared among 

treatments using Tukey's HSD test with the package Emmeans v2.23 [58] in R 3.4.4 [59]. Tumor 

growth along time was analyzed by means of repeated measures ANOVA using volumes recorded at 

days D3, D11, D19 and D27. Pearson correlation coefficient was calculated for blood Se 

concentration, GPx activity and tumor growth in 24 days (from D3 to D27). 

Tumor volume at every 48 hours for each group was submitted to regression analysis, and the 

equations were compared by the slope provided for each treatment. 
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3. Results 

 

3.1. Se concentration and centesimal composition of Brazilian nuts 

 

Se mean concentration in Brazilian nuts was 95.403 mg/kg. Centesimal composition of the 

analyzed Brazilian nuts is shown below in Table 2. 

 

Table 2. Centesimal composition of Brazilian nuts from Aruanã Farm (Itacoatira, AM).  

Sample Dry Matter (%) Humidity (%) Fat (%) Protein (%) Mineral Residue 

(%) 

Crude Fiber  

(%) 

R1 98.69 1.31 58.68 17.60 3.44 5.27 

R2 98.78 1.22 61.03 16.39 3.04 5.04 

R3 98.80 1.20 58.70 17.44 3.55 5.43 

Mean 98.76 1.24 59.47 17.14 3.34 5.25 

Samples of Brazilian nuts were divided into triplicates (R1, R2 and R3) for evaluation of dry matter, humidity, 

fat, protein, mineral residue and crude fiber. 

 

Values for  and  tocopherols were expressed in mg tocophero l.100 g
-1

 of nuts oil. Average 

level for -tocopherol was 0.038  0.007 mg, while for -tocopherol it was 0.320  0.010 mg. 

 

3.2. Effects of dietary Se on tumor growth 

 

All animals had palpable tumors by the 5
th
 day after 4T1 inoculation. Diets initiated in the 6

th
 

day. At the first 8 days after dietary treatment (i.e., from D3 to D11) tumor growth was significantly 

lower in Se-supplemented groups (SeMet and Se-Nuts) when compared to Se-adequate diet (p < 0.05). 

However, this tumor suppression was not maintained, since after D11 significant difference in tumor 

growth among groups did not persist (Table 3) and there was no effect of diets on total tumor growth 

after 28 days (Figure 2). 
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Figure 2. Estimated (mean  EPM) total tumor growth (mm
3
) through 28 days (from D1 to D29 date) in three 

different experimental groups: Se-adequate (0.15 ppm total Se) and Se-supplemented diets, which were SeMet or 

Se-Nuts (1.4 ppm total Se). Tumor volume was calculated based on the formula: Tumor volume = (length X 

width
2
)/2, where ―length‖ is the longer diameter and ―width‖ is the shorter diameter. Error bars represent the 

standard error of the mean (n = 7 for each group). Average values followed by the same letters do not differ 

statistically by the Tukey test at p < 0.05. 

 

Table 3. Estimated tumor growth (mean SD) of each experimental group divided by 8 days interval between 

dates D3 to D11, from D11 to D19 and from D19 to D27. 

Tumor growth (mm
3
) D3-D11 D11-D19 D19-D27 

Se-adequate 0.289  0.0917 
a
 0.558  0.2540

 a
 0.685  0.0760

 a
 

Se-supplem. SeMet 0.175 0.0494
 b
 0.411  0.0963

 a
 0.759  0.1280

 a
 

Se-supplem. Se-Nuts 0.151  0.0311 
b
 0.404 0.0885

 a
 0.814  0.1970

 a
 

Tumor growth calculated by differences in tumor volume estimated in four dates by measuring two diameters 

with digital caliper. Tumor volume was estimated using the formula: Tumor volume = (length X width
2
)/2, where 

―length‖ is the longer diameter and ―width‖ is the shorter diameter. Average values followed by the same letters 

in the column do not differ statistically by the Tukey test (p < 0.05). 

 

In order to compare tumor growth, regression models were performed for tumor volume every 

48 hours for each group (Figure 3). 
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Figure 3. Regression model for tumor volume growth along 28 days (from date D1 to D29), every 48 hours, for 

mice receiving Se-adequate diet (0.15 ppm total Se), SeMet diet (1.4 ppm total Se) and Se-Nuts diet (1.4 ppm 

total Se). The respective slope values for each group were 0.133 (R
2
 = 0.89), 0.128 (R

2
 = 0.95) and 0.134 (R

2
 = 

0.95). Tumor volume was calculated based on the formula: Tumor volume = (length X width
2
)/2, where ―length‖ 

is the longer diameter and ―width‖ is the shorter diameter. 

 

3.3. Effects of dietary Se on blood Se concentration and hepatic GPx-1 activity 

 

Significant statistical difference (p < 0.05) for blood Se concentration was observed only 

between Se-adequate (0.15 ppm Se) and SeMet (1.4 ppm Se), as shown in Figure 4A. No significant 

statistical difference was observed between experimental groups for hepatic GPx-1 activity (Figure 

4B). 

 

 

Figure 4. (A) Blood Se concentration (µg mL
-1

) and (B) hepatic GPx-1 activity among different dietary groups: 

Se-adequate (0.15 ppm total Se), SeMet (1.4 ppm total Se) and Se-Nuts (1.4 ppm total Se). Error bars represent 

the standard error of the mean (n = 7). Average values followed by the same letters do not differ statistically by 

the Tukey test at p < 0.05. 
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3.5. Pearson Correlation 

 

There were no significant correlations between blood Se concentration, GPx activity and 

tumor growth in 24 days (Figure 5). 

 

 

Figure 5. Pearson correlation between blood Se concentration, hepatic GPx activity and tumor growth in 24 days 

(p < 0.05). 

 

4. Discussion 

 

The present study aimed to investigate whether dietary Se supplementation affected breast 

cancer growth associated to blood Se concentration and/or hepatic GPx-1 activity. All animals had 

palpable tumors by the 5
th
 day after 4T1 inoculation, so diets initiated at the 6

th
 day. At the first eight 

days of dietary treatment, tumor growth was significantly lower in Se-supplemented groups (SeMet 

and Se-Nuts) when compared to those of control diet (Se-adequate). This brings the hypothesis that, 

by the end of these first 8 days of Se enriched diet, probably intestinal active transporters for organic 

Se saturated [60, 18, 61, 62] leading to stabilization in organic Se absorption. This saturation may 

explain the concept that Se-supplementation may be more effective in individuals with Se deficiency 

[63, 20, 11], since there was no extra protection after Se supplementation. 

Tumor growth inhibition provided by the SeMet in the first 8 days can be due to SelP 

antioxidant activity in the plasma [64-67], since this group presented the highest blood Se 

concentration [68]. Other possible mechanisms previously associated with selenium anticancer effects 

include modulation of p53 tumor-suppressor protein [69], SBP1 [70, 71], plasma GPx activity [72], 
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Wnt signaling [73], induction of cancer cells apoptosis [74] and inhibition of tumor angiogenesis [75, 

76]. 

 The short-term delay on tumor growth observed in the SeMet group contrasts with reports by 

Chen et al. (2013) [46] which showed, through all 15 days of measurement, significant suppression of 

primary tumor growth (p < 0.001) by SeMet-supplemented diet (3 ppm L-SeMet from Sabinsa 

Corporation, East Windsor, NJ) when compared to the Se-deficient group (< 0.01 ppm Se). 

Additionally, on the 16
th
 day after cancer cell inoculation, tumor volume was already affected by the 

Se status. This may be due to differences in diet regimen. In our study, diets were introduced after 

tumor inoculation, while Chen et al. initiated diets 3 months previously to 4T1 cells inoculation. Since 

mice erythrocytes have a 43 days half-life period [77], they might allow a longer period for GPx-1 

synthesis in red blood cells [78]. It is interesting that tumor progression was also different between 

both studies. In the referred article, it took 2 weeks for all mice to develop palpable tumors (in 

comparison to 5 days in the present study). 

Results from another study performed by Song et al. (2015) [70] also contrast with ours, since 

SeMet supplementation for 28 days was able to reduce total tumor growth compared to PBS. Higher 

differences were observed only after the 19
th
 day of feeding. Mice of the former Experimental received 

individual oral administered SeMet (using irrigation needle stomach) while ours Se was included in 

the feeding. Differences in daily consumption of experimental diets by each animal may be a possible 

explanation for these conflicting results. Although individual doses are better to determine a dose-

effect relationship, using stomach needle daily is a stressful event for long experiments involving 

nutrients. Additionally, the therapeutic intervention by Song and coworkers occurred at earlier 

carcinogenesis stage, probably promoting different anticancer effects by involving different 

selenoproteins [79]. Finally, this comparison highlights possible food matrix influence, which can alter 

Se bioaccessibility and bioavailability, affecting, therefore, biological effects from dietary intake [80, 

81]. 

The matrix of Brazilian nuts is quite complex and, therefore, it may interfere on the activity of 

its Se-compounds [82, 83]. It has been reported that Se-species present in Brazilian nuts may include 

74% to 96% of SeMet and the rest mostly SeCys [82-85], although it was observed that only SeMet 

was bioaccessible [86]. The lack of statistical difference of blood Se levels from Se-Nuts animals 

when compared to those of control group, may have two possible reasons: 1) Se provided by nuts 

could have been less absorbed than the pure SeMet group (since SeMet is reported to be the most 

bioavailable Se compound) [87]. 2) Considering that tumor growth was significantly lower in both Se-

supplemented groups at the first eight days of dietary therapy, another much more plausible hypothesis 

suggested is that Se from Brazilian nuts is less retained by the body than the Se from SeMet group [88, 

89]. It is known that vitamin E can also be present in Brazilian nuts [90] and its interaction with Se 

should be taken into consideration [91], since it can enhance antioxidant defense in the organism 

[SURAI, 2003]. But, since the results for  and  tocopherols in this study would provide only 2.39% 



62 

 

of vitamin E daily nutritional requirement for humans, we hypothesized this amount was negligible, 

explaining why there was no further increase of protection period against tumor growth in Se-Nuts 

group.  

Brazilian nuts contain high levels of unsaturated fatty acids as both monounsaturated 

(MUFAs) and polyunsaturated (PUFAs) [92, 93], and changes in the activity of enzymes from GPx 

family have been described during PUFA supplementation [94, 95]. Consumption of Brazilian nuts by 

obese women for 8 weeks was reported to increase GPx-1 erythrocyte activity, but the association 

between GPx activity and erythrocyte Se concentration was not the same among different genotype 

groups [96]. GPx-1 belongs to a group of stress-related selenoproteins [97] and, since GPx-1 allelic 

identity is associated to breast cancer development [33], it was expected to observe decreased tumor 

growth associated with increased hepatic GPx-1 activity in the Se-Nuts group compared to the control. 

Tumor-bearing mice exhibited lower GPx activity in plasma in previous studies [5] and the 

activity of GPx-1 in tissues is more sensitive to dietary Se deficiency than other selenoproteins [98, 

99]. Therefore, we expected a difference between Se-adequate and SeMet groups. Although hepatic 

GPx-1 activity was similar among groups, hepatic GPx-1 activity in the control group (0.15 ppm Se) 

was similar to those found in a previous study [100]. 

In summary, organic Se-supplemented diets were effective in suppressing tumor growth in the 

first 8 days of tumor detection, but this inhibition was not maintained by the end of the experiment, 

although there was significant difference between blood Se levels of SeMet and Se-adequate groups. 

Therefore, data presented in this study suggest that both Se-supplemented diets, with 1.4 ppm of 

SeMet or Brazilian nuts, provided only a short-term delay of tumor growth, which supports the idea 

that Se-supplementation is more effective in individuals with low Se-status [46, 63, 11]. Additionally, 

Se supplemented from Brazilian nuts did not improve blood Se concentration as the SeMet diet, 

although there were no differences in their hepatic GPx-1 activity. This suggests that SeMet 

supplementation may not affect hepatic GPx-1 before improving blood selenoproteins, which involves 

mainly plasma SelP, extracellular GPx-3, erythrocytes GPx-1 and lower concentrations of SeMet, 

trimethylselenonium ion and selenosugar in red blood cells [78, 101]. 

 

5. Conclusions 

 

Dietary Se-supplementation may provide some delay against breast cancer progression in the 

first stages when initiated after tumor detection. More research is needed to elucidate the specific 

mechanisms in which Se-compounds are important in order to develop therapeutic protocols. 

Although both Se-supplemented diets (SeMet and Se-Nuts) contained 1.4 ppm of total Se, 

only the SeMet group showed higher blood Se concentration. Since hepatic GPx-1 activity did not 

respond to either Se-supplemented diets, evaluation of these parameters (blood Se concentration and 
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hepatic GPx-1 activity) suggest that SeMet supplementation may not affect hepatic GPx-1 before 

improving blood selenoproteins. 

  

6. Supplementary Materials 

 

6.1. List of abbreviations 

 

Se: Selenium 

GPx: Glutathione peroxidase 

GPx-1: Glutathione Peroxidase type 1 

SeMet: Selenomethionine 

SelP: Selenoprotein P 

ROS: Reactive oxygen species 

SeCys: Selenocysteine 

PBS: Phosphate buffered saline 

GF-AAS: Atomic absorption spectrophotometer with graphite furnace 

: Alpha 

: Gamma 

HG-AAS: Hydride generation atomic absorption spectrometry 
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