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Resumo 

Os estudos toxicológicos de compostos naturais têm sido ferramentas importantes para a identificação de 
compostos químicos com potencial terapêutico, contribuindo para o desenvolvimento de fármacos. A miricitrina 
(MIR), flavonol presente em folhas e frutos de plantas da família Myrtaceae, possui ação anti-inflamatória, 
antidiabética e antioxidante em humanos. Em razão da escassez de estudos sobre a toxicidade genética da MIR, 
este estudo teve como objetivo avaliar o potencial mutagênico da MIR in vitro em uma linhagem celular de 
mamíferos. Para isso, o Teste de Micronúcleos com Bloqueio da Citocinese – CBMN foi escolhido para detecção 
de instabilidade cromossômica, expressa na forma de micronúcleos (MN), pontes nucleoplasmáticas (PN) ou 
brotos nucleares (BN). A MIR foi testada nas concentrações de 10 µM, 21,25 µM e 42,5 µM por 4 e 24 horas em 
células de ovário de hâmster chinês (CHO-K1). Os resultados obtidos revelaram a ausência de genotoxicidade da 
MIR nas células CHO-K1 quando comparadas ao controle negativo (CN) no período de 4h. Já no período de 24h, 
a maior concentração da MIR (42,5 µM) induziu aumentos na frequência de MN e PN, quando comparado ao CN. 
Os dados apontam para a ação pró-oxidante da MIR na maior concentração e no tempo de tratamento 
prolongado. 

Palavras-chave: Miricitrina, instabilidade cromossômica, micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas, brotos 
nucleares.  

Abstract 

Toxicological studies of natural compounds have been important tools for the identification of chemical 
compounds with therapeutic potential, contributing to the development of new drugs. Myricitrin (MIR), a 
flavonol present in leaves and fruits of plants of the Myrtaceae family, has anti-inflammatory, antidiabetic and 
antioxidant action in humans. Due to the scarcity of studies on the genetic toxicity of MIR, this study aimed to 
evaluate the mutagenic potential of MIR in vitro in a mammalian cell line. For this, the Cytokinesis-Block 
Micronucleus Assay - CBMN was selected to detect chromosomal instability, expressed in the form of micronuclei 
(MN), nucleoplasmic bridges (NP) or nuclear buds (BN). MIR was tested at concentrations of 10 µM, 21.25 µM 
and 42.5 µM for 4 and 24 hours in Chinese hamster ovary cells (CHO-K1). The results obtained revealed the 
absence of MIR genotoxicity in CHO-K1 cells when compared to the negative control (NC) in the period of 4h. In 
the 24-hour period, the highest concentration of MIR (42.5 µM) induced increases in the frequency of MN and 
NP, when compared to NC. The data point to the pro-oxidant action of MIR in the highest concentration and in 
the extended treatment time. 

Keywords: Myricitrin, chromosomal instability, micronuclei, nucleoplasmic bridges, nuclear buds. 

_____________________________________________________________________

Introdução 

A utilização de plantas e seus componentes como 
fonte alimentar e cuidados com a saúde é uma 
prática antiga, tornando-se um recurso terapêutico 
importante para muitas populações (HOBBS et al., 

2015, RAMOS et al., 2019). No Brasil, há uma 
variedade de espécies de plantas ainda não 
estudadas, que merecem atenção, pois possuem 
propriedades farmacológicas que podem auxiliar no 
tratamento de doenças e assegurar o uso 
consciente pela população (GOIS et al., 2016, 
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MICHELINI et al., 2018). A miricitrina (MIR), está 
presente em diversos alimentos, sendo muito 
utilizada como conservante (CASCAES et al., 2015). 
MIR pode ser consumida por meio de frutas e 
plantas tais como Corylus avellana (Avelã), Myrica 
rubra (Bayberry chinês), Myrciaria cauliflora 
(Jabuticaba), Psidium guajava L. (Goiaba) e Eugenia 
uniflora (Pitanga) (HOBBS et al., 2015, RAMOS et al., 
2019). Estudos realizados com extratos de plantas 
indicam que a MIR possui ação antiproliferativa 

(SARKAR et al., 2020), anti-inflamatória (SUN et al., 
2013, DOMITROVIĆ et al., 2015, KIM et al., 2019,), 
antidiabética (AHANGARPOUR et al., 2018, GAL et 
al., 2019), antialérgica (SHIMOSAKI et al., 2014), 
além de antioxidante (CASCAES et al., 2015, LI et al., 
2020). 

Poucas informações estão disponíveis na literatura 
científica sobre o potencial mutagênico da MIR em 
células eucarióticas. Embora vários benefícios para 
a saúde possam ser adquiridos com o consumo da 
MIR, este polifenol também pode desenvolver a 
capacidade pró-oxidante e com isso demonstrar 
atividade genotóxica em células eucarióticas.  

A análise de micronúcleos (MN) é usada como 
padrão de mutações cromossômicas em 
organismos eucarióticos, sendo, portanto, utilizada 
na detecção de agentes aneugênicos ou 
clastogênicos. O teste de micronúcleos com 
bloqueio da citocinese (CBMN) tem sido 
frequentemente empregado, uma vez que 
apresenta algumas vantagens, como a facilidade na 
identificação das células binucleadas portadoras de 
MN, o que torna o teste mais sensível e acurado. 
Adicionalmente, o teste CBMN permite a avaliação 
de instabilidade genômica e amplificação gênica 
relacionadas, respectivamente, a pontes 
nucleoplasmáticas (PN) e broto nuclear (BN) 
(FENECH, 2007). 

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a 
indução de alterações cromossômicas em células de 
ovário de hâmster Chinês (CHO-K1) expostas a MIR 
no teste CBMN. A linhagem celular CHO-K1 é 
amplamente utilizada e recomendada para a 
investigação da toxicidade genética de diferentes 
compostos (OECD, 2016). 

Materiais e Métodos 

Para a determinação da mutagenicidade da MIR, o 
teste CBMN foi realizado de acordo com Fenech 
(2007). Os experimentos foram realizados em 
duplicata, com dois períodos de tratamento (curto: 
4h e longo: 24h) em dias diferentes para assegurar 
a reprodutibilidade do teste. As células CHO-K1 
foram semeadas em uma densidade de 2x105 por 
poço em placas de 24 poços (TPP) e incubadas 
durante 24 horas em meio de cultivo completo. 

Após, as células foram lavadas com solução salina e, 
em seguida, foram submetidas aos tratamentos por 
4 e 24 h; (a) controle negativo (CN) (DMSO 1%), (b) 
controle positivo (CP) Bleomicina 3 μg/mL e (c) 
diferentes concentrações da MIR (42,5 μM, 21,25 
μM e 10,62 μM). Transcorrido o período de 
tratamento, as células foram lavadas duas vezes 
com solução salina e adicionado meio DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-
Aldrich) com citocalasina B (Sigma-Aldrich) à uma 
concentração de 2,5 μg/mL por mais dois ciclos de 
divisão.  

Após os tratamentos, as células foram lavadas com 
solução salina e tripsinizadas com 350 μL de tripsina 
(GIBCO), neutralizadas com 650 μL de meio de 
cultivo completo e transferidos 150 μL da 
suspensão de células para citocentrífuga de 
bancada (CIENTEC), sendo centrifugadas a 700 x g 
por 5 min. A coloração das lâminas foi realizada por 
panótico InstantProv (Newprov®).  Após a secagem, 
a leitura das lâminas foi realizada em microscopia 
óptica com aumento de 400x, sendo analisadas 
1000 células binucleadas por tratamento para a 
quantificação de MN, PN e BN. 

Resultados e Discussão 

As concentrações de MIR utilizadas neste estudo 
foram selecionadas com base em um experimento 
piloto para a avaliação da viabilidade celular. 
Apenas as concentrações não citotóxicas foram 
utilizadas no ensaio CBMN. Os resultados 
referentes à exposição das células CHO-K1 às 
diferentes concentrações de MIR são mostrados na 
Figura 1. Foram testadas as concentrações de 10,62, 
21,25 e 42,50 µM de MIR pelo tempo de exposição 
de 4 e 24 horas. Quanto à avaliação da 
mutagenicidade, no período de 4h, não foram 
observadas diferenças significativas entre os 
tratamentos com MIR e o controle negativo, 
indicando a ausência de atividade mutagênica da 
MIR. Entretanto, no período de 24 h de exposição, 
foram observadas diferenças significativas nas 
frequências de indução de MN e PN, na 
concentração de 42,50 µM, em comparação ao 
controle negativo. Dessa forma, os dados apontam 
para a ação mutagênica de MIR na maior 
concentração. 

Nossos achados estão de acordo com os estudos 
disponíveis na literatura. Hobbs et al. (2015) não 
observaram genotoxicidade da MIR no Teste de 
Ames, com cepas de Salmonella typhimurium e 
Escherichia coli. Adicionalmente, não foram 
observadas alterações cromossômicas e danos no 
DNA nos testes de micronúcleos e cometa, 
respectivamente, in vivo em células de roedores. Os 
autores também testaram a MIR por 4 e 24 h de 
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exposição em células TK6 humanas e, neste sentido, 
obtiveram resultados diferentes. MIR não foi 
mutagênica no período de 4 h com ou sem ativação 
metabólica. No tratamento de 24 h, sem ativação 
metabólica, a MIR induziu um aumento significativo 
na frequência de MN. Perdomo et al. (2020) 
avaliaram a ação da MIR em Drosophila 
melanogaster utilizando o teste de mutação e 
recombinação somática (SMART) em larvas 
oriundas do cruzamento aprimorado, que possuem 
enzimas de metabolização da família CYP450 em 
níveis aumentados, e larvas provenientes do 
cruzamento padrão, que possuem essas enzimas 
em níveis basais. Os resultados obtidos pelos 
autores não apontaram para ação mutagênica da 
MIR em nenhum dos cruzamentos, demonstrando 
que a presença ou a ausência de metabolização não 
parece ter influência na atividade mutagênica de 
MIR. A linhagem celular CHO-K1 não é 
metabolicamente competente. Assim, a atividade 
mutagênica da MIR está possivelmente relacionada 
a ação direta da MIR sobre o DNA, em um tempo de 
exposição prolongado e em altas concentrações. De 
fato, compostos fenólicos, em altas concentrações, 
podem exercer atividade pró-oxidante por meio da 
formação de espécies reativas de oxigênio (CAO et 
al., 1997, MORISHITA e OHNISHI, 2001).  Desta 
forma, podemos sugerir que a maior concentração 
de MIR aumentou a frequência de instabilidade 
cromossômica devido a sua ação pró-oxidante. 

 

 

 
 

Figura 1. Efeitos da mutagenicidade da MIR no teste CBMN em células CHO-K1 no 
período de exposição de 4 e 24 horas. CN (controle negativo), CC (controle da cultura), 
CP (controle positivo). Anova post hoc Dunnet. *p<0,05, ***p<0,001 

 

Considerações finais 

A investigação dos potenciais mutagênicos de 
extratos de plantas e de seus produtos químicos 
majoritários, durante a avaliação pré-clínica, é 
extremamente importante, devido a questões de 
segurança para a saúde humana. Neste trabalho, a 
MIR apresentou atividade mutagênica, por meio da 
indução de MN e PN, na maior concentração (42,50 
µM) no tratamento de 24 h. Ainda que o mecanismo 
de ação não tenha sido investigado neste estudo, a 
atividade mutagênida de MIR está possivelmente 
relacionada ao seu efeito pró-oxidante. Neste 
sentido, estudos adicionais devem ser focados na 
caracterização do perfil genotóxico de MIR e na 
investigação de sua ação quimio-preventiva. 
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