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RESUMO: A espécie Derris rariflora, conhecida popularmente como timbó apresentam rotenóides que 
provocam atividade ictiotóxica em peixes causando asfixia nos mesmos. O presente estudo objetivou realizar 
uma análise da mutagenicidade do extrato hidrossolúvel de D. rariflora (Mart. Ex Benth. J. F. Macbr: Fabaceae), 
timbó amazônico, através do teste micronúcleo em Allium cepa. O experimento foi realizado com extratos 
obtidos das raízes e folhas de D. rariflora. O extrato da raiz foi dividido em quatro tratamentos com (0,1ml; 
0,3ml; 0,5ml e 1ml) e o da folha com três (0,1ml; 0,3ml; 0,5ml) diluídos em 50ml de H2O destilada, sendo 10 
repetições para cada concentração. As lâminas foram analisadas em microscopia óptica, com objetiva de 40x e 
ocular de 10x tendo um aumento de 400x. Os micronúcleos foram observados a cada 1000 células por lâmina. 
Constatou-se que tanto para tratamentos com pequenas doses como para doses altas do extrato da folha de D. 
rariflora, apresentaram alto índice de alteração mutagênica. Já nos tratamentos realizados com extrato da raiz de 
D. rariflora, notou-se que pequenas doses, também apresentam significância em relação ao controle negativo e 
que o índice de alterações mutagênicas aumenta com altas concentrações, sendo nessas doses significativamente 
maior que os efeitos causados pelo extrato da folha. 
 
Palavras-chaves: Mutagenicidade. Derris rariflora. Micronúcleo e Allium cepa. 

 
Abstract: The species Derris rariflora, popularly known as timbó have rotenoids that cause ictiotóxica activity 
in fish causing asphyxiation us same. This study aimed to perform an analysis of the mutagenicity of stratum of 
D. rariflora (Mart. Ex Benth. J. F. Macbr: Fabaceae), timbó Amazon, through the micronucleus test in Allium 
cepa. The experiment was performed with extracts of roots and leaves of D. rariflora. The root extract was 
divided into four treatments (0.1 ml, 0.3 ml, 0.5 ml and 1 ml) and the sheet with three (0.1 ml, 0.3 ml, 0.5 ml) 
diluted in 50ml of distilled, with 10 repetitions for each concentration. The slides were examined under an 
optical microscope with a 40x objective with 10x eyepiece and a 400x magnification. Micronuclei were 
observed at 1000 cells per slide. It was found that both treatments with small doses and for high doses of the leaf 
extract of D. rariflora showed high levels of mutagenic change. Already in the groups treated with root extract of 
D. rariflora, it was noted that small doses, also have significance in relation to the negative control and the 
mutagenic index change increases with higher concentrations, these doses being significantly greater than the 
effects caused by extract of leaf . 
 
Keywords: Mutagenicity. Derris rariflora. Micronucleos and Allium cepa. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Timbó é o nome dado a inúmeras plantas de cultura pré-colombiana da região 

amazônica que são utilizadas nas pescarias dos ameríndios (CONCEIÇÃO et al., 2002), 

devido sua toxicidade (COSTA et al., 1997). 

Há várias espécies de timbós na região amazônica, e sua grande maioria pertence ao 

gênero Derris, e são classificados popularmente como timbó-vermelho, timbó- branco, entre 

outros, com destaque para a espécie Derris rariflora, comumente utilizada por nativos devido 

seu efeito tóxico (LIMA, 1987). 

Segundo Lima (1987), é de se considerar a importância dos timbós, visto que estes 

apresentam em suas raízes substâncias como a retenona e os rotenóides, e dentre eles 

deguelina, tefrosina e toxicarol.  

A rotenona é a principal substância, entre os rotenóides, contida nas raízes de plantas 

como os timbós (CRAVERO et al., 1976), e de acordo com Costa (1996) e Lima e Costa 

(1998), pode-se encontrar valores de até 10% ou mais de rotenona nas raízes.  

Crombie e Whiting (1998) relatam o interesse permanente no uso de rotenóides como 

veneno para peixes em reservatórios, devido sua atividade ictiotóxica, causando asfixia nos 

mesmos e o interesse ecológico na influência dos rotenóides sobre certas relações 

planta/inseto, que segundo Filho (1940), usava-se a rotenona, até 1946, como inseticida em 

lavoras no controle de insetos (larvas de borboletas, coccídeos, cochonilhas e pulgões) e 

ectoparasitas de animais. 

Assim como a espécie D. rariflora, diversos outros vegetais amazônicos apresentam 

efeitos tóxicos, contendo substâncias que podem acarretar a ocorrência de mutações, sendo 

necessários estudos dos seus efeitos mutagênicos. 

 

1.1 Mutagenicidade 

 

A toxicidade é relacionada com a detecção, composição química e ação biológica de 

substâncias tóxicas, a toxicidade de uma substância pode ser considerada como a capacidade 

de ser prejudicial, causando dano grave ao organismo. Os efeitos tóxicos, só se manifestam 

em organismos se o agente tóxico alcançar locais específicos do organismo, em concentrações 

e tempo suficiente para produzir algum tipo de efeito (BARROS, 2008). A via de 

administração, duração e freqüência de exposição, é os fatores mais importantes que 
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influenciam a toxicidade ao organismo mesmo ele, sendo encontrado no interior das células, 

não está livre de sofrer constantes alterações e mutações (RABELLO-GAY, 1991). 

Burns e Bottino, (1991) definem mutação como uma alteração súbita e herdável na 

estrutura do material genético, sendo esta quase sempre prejudicial, especialmente em 

organismos multicelulares, nos quais a alteração genética está mais inclinada a perturbar o 

desenvolvimento e a fisiologia extremamente complexos (ALBERTS, 2002; SILVA et al., 

2011). 

As substâncias mutagênicas podem causar danos celulares aos organismos vivos que 

estão frequentemente expostos a estas, danos que geralmente são induzidos por agentes 

físicos, químicos ou biológicos que acabam afetando processos como a transcrição e 

duplicação gênica e alterações cromossômicas, o que leva a processos cancerosos e morte 

celular. As substâncias que causam lesões nos materiais genéticos são conhecidas como 

genotóxicas (COSTA e MENK, 2000).  

Uma das alterações mutagênicas visíveis em microscopia óptica são pequenos corpos 

contendo DNA e localizados no citoplasma, são definidos como micronúcleos (Figura 1). Os 

mesmos são originados de fragmentos cromossômicos acêntricos, resultantes de quebras 

isocromatídicas, cromatídicas, ou de disfunções do fuso mitótico, podendo, em cada célula, 

aparecer mais de uma vez (RIBEIRO et al., 2003). 

  

 
Figura 1. Formação de micronúcleos em células (UFMG, 2011; SILVA et al., 2011) 

 

O teste micronúcleo, portanto, detecta mutagênese cromossômica em eucariotos do 

tipo clastogênese, aneugênese e danos no fuso mitótico. Representando uma maneira simples 

e precisa, de estimar danos genéticos induzidos (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et 

al., 1994) 
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Devido à universalidade do código genético, se um agente pode causar danos ao DNA, 

este tem potencial genotóxico em qualquer tipo de célula animal, vegetal ou microorganismos 

(BALIEIRO et al., 2010). 

O potencial citotóxico e mutagênico de uma planta pode ser monitorado pelo uso do 

sistema teste micronúcleo em Allium cepa (BAGATINI et al., 2007). Segundo Ma et al., 

(1995), o sistema teste de Allium cepa pode ser usado para avaliar o potencial mutagênico de 

muitos compostos químicos e no monitoramento da poluição ambiental. 

Apesar das diferenças entre metabolismo de animais e plantas, existem similaridades, 

e que a ativação de pró-mutagênicos em plantas possui alta relevância, visto que seres 

humanos consomem plantas tratadas com agentes químicos, ressaltando a importância e a 

utilidade de sistemas testes vegetais na avaliação de genotoxicidade (FISKESJO, 1994). 

O presente estudo objetivou realizar uma análise da mutagenicidade do extrato 

hidrossolúvel de Derris rariflora (Mart. Ex Benth. J. F. Macbr: Fabaceae), timbó amazônico, 

através do teste micronúcleo em Allium cepa. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1 Classificação científica 
 

A identificação da espécie em estudo foi realizada com base no Neotropical 

Herbarium Specimens, que é um sistema online que reúne fotos em alta qualidade de 

exsicatas da região neotropical, desenvolvido por Robin Foster e colaboradores no Herbário 

Searle do Museu Field (NEOTROPICAL, 2011). 

Dentro do sistema foi selecionada a (Família: Fabaceae; Gênero: Derris), onde foi 

possível encontrar oito espécies, as mesmas que foram comparadas com o espécime coletado, 

onde foi constatada a confirmação da espécie Derris rariflora (Mart. Ex Benth) (Figura 2). 

A exsicata analisada tem as seguintes especificações (Acc no: F 1165988; Family: 

FABACEAE; Taxon: Derris rariflora (Mart. ex Benth.) J.F.Macbr; Collection: Ducke,A. 

1326; Synonyms: Syn.: Lonchocarpus rariflorus; Alt. name Deguelia rariflora, ined; Country: 

BRASIL: Amazonas; Range Includes: Brasil) (NEOTROPICAL, 2011). 
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Figura 2. A) exsicata de D. rariflora (Neotropical Herbarium, 2011); B) visão inferior da folha de D. rariflora; 
C) visão superior da folha de D. rariflora. 

 

2.2 Obtenção do extrato 

 

As raizes e folhas da D. rariflora foram coletadas no dia 19 de Julho de 2011 na 

chácara 36, situada na RO 257, Km 12, dentro dos limites do município de Ariquemes, 

Rondônia (RO), sendo encaminhados para o laboratório de bioquímica da Faculdade de 

Educação e Meio Ambiente (FAEMA).  

As raízes e folhas foram postas para secar em estufa por 120 horas a 44 ºC até total 

perca de umidade, sendo posteriormente trituradas para uma maior superfície de contato. 

Foi utilizado Metanol como solvente extrator devido as suas características de 

polaridade, o que permite a extração de um maior número de compostos. As amostras foram 

deixadas em contato com o solvente por 48 horas em recipiente fechado até ensaios 

posteriores. 

O extrato metanóico puro foi obtido a partir da evaporação do solvente, sendo 

utilizado Evaporador Rotativo (Q344B-QUIMIS). 
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2.3 Análise mutagênica 

Adotou-se o teste em Allium cepa, devido ao baixo custo, disponibilidade de Allium 

cepa, bem visto pela comunidade científica mundial, não exigência de equipamentos 

elaborados e de aprovação em Comitê de Ética e Pesquisa, curto período de tempo necessário 

para a elaboração dos testes, além de boa correlação com resultados de outros testes.   

As análises tiveram início no dia 12 de Agosto e término no dia 03 de Setembro de 

2011. Os exemplares de A. cepa utilizados foram adquiridos no mercado popular do 

município de Ariquemes-RO, sendo estes exemplares de tamanho pequeno, uniforme, de 

mesma origem, não germinados e saudáveis. 

Os bulbos foram postos para germinar com a parte inferior mergulha em solução 

contendo 50 mL de água destilada e o extrato vegetal em teste, por um período de sete dias 

em temperatura de 24°C. 

O experimento foi realizado com extratos obtidos das raízes e folhas de D. rariflora, 

tendo como controle H2O destilada. O extrato obtido da raiz foi dividido em quatro 

tratamentos com (0,1ml; 0,3ml; 0,5ml e 1ml) e o da folha com três (0,1ml; 0,3ml; 0,5ml) 

diluídos em 50ml de H2O destilada, sendo 10 repetições para cada concentração (Figura 3). 

 
Figura 3. A) germinação de A. cepa, em extrato da raiz de D. rariflora;  B) germinação de A. cepa em extrato da 
folha de D. rariflora;  C) detalhe da germinação do A. cepa. 
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Os meristemas foram coletados quando atingiram comprimento de 0,5 a 3,0 cm, sendo 

realizada hidrólise dos mesmos em uma solução de HCl 1 N por 10 minutos em banho-maria 

a uma temperatura de 60 °C, e posterior lavagem em água destilada. Em seguida realizaram-

se os esfregaços em duas lâminas para cada repetição, aguardando secagem em temperatura 

ambiente. 

Após secas, as lâminas foram coradas, segundo Meneguetti et al., (2011), com o Kit 

Panótipo Rápido LB que é composto de três recipientes: um contendo triarilmetano 0,1 %, o 

segundo com xatenos a 0,1 % e o terceiro com tiazinas a 0,1 %, as lâminas foram 

mergulhadas 10 vezes em cada recipiente com submersões de um segundo, sendo lavadas em 

seguida com água destilada e postas a secar em temperatura ambiente.  

As lâminas foram analisadas em microscopia óptica, com objetiva de 40x e ocular de 

10x tendo um aumento de 400x. Os micronúcleos foram observados a cada 1000 células por 

lâmina (Figura 4).  

Para a análise estatística, utilizou-se o teste não-paramétrico, (ANOVA) teste TUKEY, 

feito pelo Software Graphad PRISM 5.0. 

 

 
Figura 4. A – Células de A. cepa (ocular:10x, objetiva 10x), B – Micronúcleo em célula de A. cepa (ocular:10x, 
objetiva 40x). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 Extrato 

 

Após a retirada do solvente (metanol), com o uso de evaporador rotativo a uma 

temperatura constante de 60ºC, obteve-se uma quantidade de 15.3 g de extrato a partir de uma 
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quantidade de 186,4 g da raiz, tendo um rendimento de 8,2 % de extrato puro e 7,1 g de 

extrato a partir de 92,3 g de folhas da planta estudada tendo um rendimento de 7,7 % de 

extrato puro.  

 

3.2 Mutagenicidade 

 

Os resultados obtidos através da análise mutagênica do extrato das raízes e das folhas 

de D. rariflora, estão representados na (Tabela 1) e (Tabela 2). 

 

Tabela 1. Número e média de micronúcleo, em A. cepa a cada 1000 células por lâminas em 
tratamentos realizados com extrato da raiz.  
  H20 0,1 mL 0,3 mL 0,5mL 1mL 

Frasco 01 3 33 34 84 83 
 3 36 35 89 89 
Frasco 02 5 38 29 65 89 
 4 18 26 76 94 
Frasco 03 4 22 35 59 76 
 13 26 48 75 80 
Frasco 04 8 21 47 76 88 
 7 33 46 84 83 
Frasco 05 6 26 39 49 92 
 6 30 32 105 94 
Frasco 06 4 21 25 62 98 
 3 16 29 74 96 
Frasco 07 6 19 45 86 94 
 2 21 48 92 98 
Frasco 08 4 15 36 72 96 
 7 19 25 74 94 
Frasco 09 1 23 29 84 98 
 8 20 30 70 106 
Frasco 10 8 25 33 72 74 
 12 24 26 55 81 
Total 114 486 697 1503 1797 
Média 5,7 24,3 34,8 71,1 89,8 

 

Observando os dados da (Tabela 1), nota-se a presença média de 5,7 micronúcleos por 

lâminas no controle contendo H2O, mostrando que o mesmo, está dentro da normalidade. Para 

os tratamentos contendo 0,1 mL, 0,3mL, 0,5mL e 1 mL de extrato, obteve-se respectivamente 

24,3; 34,8; 75,1 e 89,8 micronúcleos por 1000 células (P<0,001), levando em consideração o 



171 
_______________________________________________________________________________ 

Revista Pesquisa & Criação - Volume 10, Número 1, Janeiro/Junho de 2011: 163-175 

 

desvio padrão,  houve uma alta significância estatística dos mesmos em relação ao controle 

negativo, evidenciando assim, um alto potencial mutagênico nas respectivas doses (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Média de números de micronúcleos encontrados em 1000 células de A. cepa, por dosagem em amostra 
de extrato da raiz de D. rariflora. Significativo para ** (P<0, 001). 
 

 
Tabela 2. Número e média de micronúcleo, em A. cepa a cada 1000 células por lâminas e 
tratamentos realizados com extrato da folha.  
  H20 0,1 mL 0,3 mL 0,6mL  

Frasco 01 3 26 32 28  
 3 26 36 27  
Frasco 02 5 34 28 33  
 4 9 22 29  
Frasco 03 4 25 19 47  
 13 23 14 29  
Frasco 04 8 28 49 32  
 7 28 53 30  
Frasco 05 6 28 32 29  
 6 34 34 31  
Frasco 06 4 36 26 22  
 3 39 25 29  
Frasco 07 6 10 29 38  
 2 10 30 33  
Frasco 08 4 10 26 30  
 7 11 19 26  
Frasco 09 1 11 26 29  
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 8 20 30 28  
Frasco 10 8 23 34 31  
 12 21 38 27  
Total 114 452 602 608  
Média 5,7 22,6 30,1 30,4  

 

 

Analisando a Tabela 2, nota-se a presença de 5,7 micronúcleos, em média, por lâminas 

no controle, contendo H2O, mostrando que o mesmo, está dentro da normalidade.  Para os 

tratamentos contendo 0,1 mL, 0,3mL e 0,5mL e de extrato, obteve-se respectivamente 22,6; 

30,1 e 30,4 micronúcleos por 1000 células (P<0,001), levando em consideração o desvio 

padrão,  houve uma alta significância estatística dos mesmos em relação ao controle negativo, 

evidenciando assim, um alto potencial mutagênico nas respectivas doses (Figura 6). 

 

Figura 6. Média de números de micronúcleos encontrados em 1000 células de A. cepa, por 
dosagem em amostra de extrato da folha de D. rariflora. Significativo para ** (P<0, 001). 
 

 

Realizou-se também uma análise comparativa entre resultados obtidos a partir do 

extrato da folha e extrato da raiz de D. rariflora. (Figura 7). 
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Figura 7. Média de números de micronúcleos encontrados em 1000 células de A. cepa, por 
dosagem em amostra de extrato da folha de D. rariflora. Significativo para ** (P<0, 001). 

 

Comparando os resultados entre os tratamentos realizados com 0,1 mL e 0,3 mL dos 

extratos da raiz e da folha, observou-se que não teve resultado estatístico significativo entre 

eles (P>0.05). Já comparando os resultados dos tratamentos realizados com 0,5 mL dos 

extratos da raiz e da folha de D. rariflora, notou-se uma alteração significativa do tratamento 

com extrato da raiz em relação ao tratamento com extrato da folha (P<0.001).  

 

4. CONCLUSÃO 

 

Constatou-se que tanto para tratamentos com pequenas doses como para doses altas do 

extrato da folha de D. rariflora, apresenta significâncias em relação ao controle negativo, mas 

não apresenta significância entre as diferentes doses, mostrando que tanto pequenas como 

grandes doses apresentam alto índice de alteração mutagênica. Já nos tratamentos realizados 

com extrato da raiz de D. rariflora, notou-se que pequenas doses, também apresentam 

significância em relação ao controle negativo e que o índice de alterações mutagênicas 

aumenta com altas concentrações, sendo nessas doses significativamente maior que os efeitos 

causados pelo extrato da folha. 

Os resultados são preocupantes visto que na região amazônica é rotineiro o uso da 

espécie D. rariflora, na captura de peixes, os mesmos que vão servir de alimento para essas 

populações. São necessários estudos futuros de análise mutagênica em células de sangue 
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periférico de peixes que se alimentam dessa espécie e de pessoas que utilizam desse recurso 

para pescaria, para uma melhor compreensão dos efeitos citotóxicos desse vegetal. 
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