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RESUMO 

  

Melipona fasciculata Smith (tiúba) é bastante cultivada no estado do Maranhão, 

principalmente nas regiões da Baixada e Cerrado e é uma abelha sem ferrão que produz 

mel, cera e geoprópolis, que é constituído por material resinoso coletado de espécies 

vegetais, misturado com cera, secreções salivares e terra. Estudos têm demonstrado que a 

geoprópolis de tiúba possui diversas atividades biológicas como antimicrobiana, 

leishmanicida, antioxidante, anti-helmíntica, antiproliferativa mostrando ser um produto 

natural promissor para novas pesquisas. Portanto, este trabalho teve por objeto avaliar a 

composição química por CL-EM-EM e o potencial antitumoral de extratos de geoprópolis 

de Melipona fasciculata da Baixada e Cerrado maranhense. As amostras de geoprópolis 

foram coletadas nos município de Fernando Falcão, Cerrado e Palmeirândia-MA, Baixada, 

sendo que a coleta da geoprópolis do Cerrado foi pontual e a coleta da geoprópolis da 

Baixada foi temporal, mas todas as amostras foram submetidas a processo extrativo com 

solução hidroetanólica 70%, por maceração por 48h. Por se tratar de amostras de 

geoprópolis diferentes, foi possível desenvolver dois trabalhos, o primeiro foi com a 

amostra do Cerrado cujo extrato foi EGP que foi submetido a fracionamento com solventes 

de polaridade crescente e a avaliação da composição química, do teor fenólico, da 

atividade antioxidante e da ação citotóxica para células do tumor de Ehrlich, MCF-7 e 

RAW. Os resultados desse primeiro trabalho mostraram que EGP e suas frações acetato de 

etila (FA) e fração hidrometanólica (FM) têm altos teores de compostos fenólicos e 

atividade antioxidante e que tanto o EGP e essas duas frações (FM e FA) apresentam a 

melhor citotoxicidade para as células tumorais. No extrato EGP foi possível identificar 10 

substâncias todas como taninos hidrolisáveis derivados do ácido gálico e ácido elágico. No 

segundo trabalho, com amostras da geoprópolis da Baixada, a coleta foi randomizada e 

anual, obtendo-se seis amostras e consequentemente seis extratos, codificados de EG1 a 

EG6 e avaliou-se a citotoxicidade para células do tumor de Erhlich e consequente triagem 

para avaliação da composição química e ação antitumoral in vivo com tumor de Ehrlich na 

forma ascítica e sólida. Os resultados mostraram que os extratos da geoprópolis 

apresentaram concentração inibitória (CI50) entre 180 a 419µg/mL para citotoxicidade com 

células tumorais, sendo selecionados quatro extratos mais citotóxicos e com perfil químico 

mais semelhante para identificação dos seus constituintes, que através de comparação com 

dados na literatura foi possível identificar tentativamente 13 substâncias, entres elas, 



triterpenos, benzofenonas e um alcaloide. A partir de então, escolheu-se um extrato, o mais 

citotóxico in vitro e com maior rendimento, para avaliação antitumoral in vivo e os 

resultados demonstraram que EG1 inibiu o desenvolvimento do tumor ascítico de Ehrlich, 

uma vez que reduziu o número de células tumorais, o volume ascítico, e aumentou a 

sobrevida dos camundongos e que quando administrado de forma profilática e terapêutica 

sobre o tumor sólido de Ehrlich, as doses de 0,5 e 5 mg/kg inibem o desenvolvimento do 

tumor quando comparado ao controle e a dose 50 mg/kg. Com base nos resultados, 

observou-se que a geoprópolis de M. fasciculata da Baixada e Cerrado maranhense 

possuem um potencial antitumoral, mas com composição química diferente, 

consequentemente atuam por mecanismos terapêuticos diferentes, sendo necessário a 

continuação desses estudos para descoberta completa destes mecanismos de ação 

responsável pela atividade citotóxica. 

Palavras-chave: Geoprópolis. Melipona fasciculata. Taninos hidrolisáveis. Triterpenos. 

Benzofenonas. Tumor Erhlich. MCF-7. 



ABSTRACT 

Melipona fasciculata Smith (tiúba) is widely cultivated in the state of Maranhão, mainly in the 

Baixada and Cerrado regions, and is a stingless bee that produces honey, wax and geopropolis, 

which consists of resinous material collected from vegetable species, mixed with wax, salivary 

secretions and soil. Studies have shown that the thropic geopropolis has several biological 

activities, such as antimicrobial, leishmanicide, anti-helminthic, anthelmintic and 

antiproliferative, proving to be a promising natural product for further research. Therefore, the 

objective of this work was to evaluate the chemical composition by LC-MS-MS And the 

antitumor potential of extracts of geopropolis of Melipona fasciculata of Baixada and Cerrado 

of Maranhão. The geopropolis samples were collected in the municipality of Fernando Falcão, 

Cerrado and Palmeirândia-MA, Baixada, and the collection of the Cerrado geopropolis was 

punctual and the collection of the Baixada geopropolis was temporary, but all samples were 

submitted to extractive process with 70% hydroethanol solution, by steeping for 48h. Because 

of the different geopropolis samples, it was possible to develop two studies, the first one was 

the Cerrado sample whose EGP extract was submitted to fractionation with increasing polarity 

solvents and the evaluation of the chemical composition, phenolic content, activity antioxidant 

and cytotoxic action for Ehrlich tumor cells, MCF-7 and RAW. The results of this first work 

showed that EGP and its fractions ethyl acetate (FA) and hydrometanic fraction (FM) have high 

levels of phenolic compounds and antioxidant activity and that both EGP and these two 

fractions (FM and FA) present the best cytotoxicity for tumor cells. In the EGP extract it was 

possible to identify 10 substances all as hydrolysable tannins derived from gallic acid and 

ellagic acid. In the second work, with samples from the Baixada geopropolis, the collection was 

randomized and annual, obtaining six samples and consequently six extracts, encoded from 

EG1 to EG6 and evaluating the cytotoxicity to Erhlich tumor cells and consequently screening 

for evaluation of the chemical composition and antitumor action in vivo with Ehrlich tumor in 

ascitic and solid form. The results showed that the extracts of the geopropolis had an inhibitory 

concentration (IC50) of 180 to 419 μg / mL for cytotoxicity with tumor cells, being selected 

four more cytotoxic extracts and with more similar chemical profile to identify their 

constituents, that by comparison with data In the literature it was possible to tentatively identify 

13 substances, among them, triterpenes, benzophenones and an alkaloid. Thereafter, a more 

cytotoxic in vitro and higher yielding extract was selected for in vivo antitumor evaluation and 

the results demonstrated that EG1 inhibited the development of Ehrlich ascites tumor, as it 



reduced the number of tumor cells, ascites volume, and increased survival of the mice and that 

when administered prophylactically and therapeutically on Ehrlich solid tumor, doses of 0.5 

and 5 mg/kg inhibited tumor development when compared to control and dose 50 mg/kg. Based 

on the results, it was observed that the geopropolis of M. fasciculata from Baixada and Cerrado 

do Maranhão possess an antitumor potential, but with different chemical composition, 

consequently they act by different therapeutic mechanisms, being necessary the continuation of 

these studies for the complete discovery of these mechanisms of Responsible for cytotoxic 

activity. 

Keywords: Geopropolis. Melipona fasciculata. Hydrolysable tannins. Triterpenes. 

Benzophenones. Tumor Erhlich. MCF-7 
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1 INTRODUÇÃO 

A maioria das abelhas sociais e as mais amplamente cultivadas e conhecidas pela 

população estão abrigadas na família Apidae, que está subdividida em quatro subfamílias: 

Andreninae, Apinae, Colletinae, Halictinae, Megachilinae (CAMARGO & PEDRO, 2013), e 

que possuem um importante papel na polinização da vegetação nativa e na manutenção da 

diversidade de plantas, tornando-se essenciais na conservação de diversos ecossistemas. A 

subfamília Apinae possui 20 tribos dentre estas a tribo Meliponini que é constituída por 

abelhas sem ferrão, conhecidas como meliponíneos, por possuírem ferrão atrofiado e assim 

serem incapazes de ferroar (CAMARGO & PEDRO, 2013), que ocupam grande parte das 

regiões de clima tropical do planeta, algumas regiões de clima temperado e subtropical. 

Constituem um grupo ecologicamente importante, pois atuam na manutenção da diversidade 

das plantas nativas e cultivadas, como efetivos polinizadores, no entanto, estas espécies vêm 

sendo dizimados há muitos anos, através da destruição da flora nativa, redução do substrato 

de nidificação, coleta predatória de ninhos e introdução de espécies exóticas (NOGUEIRA-

NETO, 1997; SILVEIRA, et al., 2002; VELTHUIS, et al., 2003). 

As abelhas sem ferrão além de produzir mel, cera e própolis produzem também a 

geoprópolis a partir da mistura de resinas vegetais, pólen, cera, secreções salivares e terra e/ou 

barro o que as diferencia da própolis que não possui terra ou barro na sua composição 

(NOGUEIRA-NETO, 1997). 

Dentre os produtos das abelhas, a própolis de Apis mellifera, abelha com ferrão, se 

destaca pelas suas diversas propriedades terapêuticas, como cicatrizante, anti-inflamatória, 

antisséptica, antibacteriana, antifúngica, analgésica, antioxidante e antiprotozoária 

(FRANCHIN et al., 2012; ODA et al., 2016; RIZZOLO et al., 2016).  

Os estudos químicos e farmacológicos de própolis têm se concentrado principalmente 

em material proveniente de abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera, já havendo 

legislação brasileira para regulamentar a padronização de seus produtos para fins de 

comercialização. Um cenário contrário existe para produtos de abelhas sem ferrão, pois 

embora utilizados popularmente como recursos terapêuticos para tratar processos 

inflamatórios, tumores, fraquezas, hemorroidas, gastrites, tosses, promover cicatrização 

(KERR, 1987), ainda não possuem legislação especifica para regulamentar o uso de seus 

produtos no Brasil. Contudo, pesquisas já comprovaram que a própolis e a geoprópolis de 

abelhas sem ferrão apresentam diversas propriedades terapêuticas como anti-inflamatória 
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(FRANCHIN et al., 2013), antioxidante (DUTRA et al., 2008; DUTRA et al., 2011; DUTRA 

et al., 2014), antimicrobiana (LIBÉRIO et al.,2011a, 2011b), leishmanicida (DUTRA, 2012) e 

inclusive citotóxica (ASSUNÇÃO, 2011; CUNHA, 2013) e antitumoral (ARAÚJO et al., 

2010; ASSUNÇÃO, 2011), antiviral (RABELO; COELHO et al., 2015), e com composição 

química rica em compostos polifenólicos e terpenos (DUTRA et al., 2008; DUTRA, 2012; 

BATISTA, 2011; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016). Logo, produtos dessas 

abelhas, como a geoprópolis, que até o momento não é aproveitado economicamente, 

demonstra ser um recurso natural que pode no futuro representar uma alternativa no 

tratamento de diversas doenças como o câncer que vem se tornando um mal mundial. 

Nas últimas décadas, o câncer tem ganhado uma grande magnitude, convertendo-se 

em um evidente problema de saúde pública mundial. O número estimado de novos casos de 

câncer no Brasil para 2016/2017 foi de aproximadamente 600 mil, excetuando-se o câncer de 

pele não melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerão cerca de 420 mil 

casos novos de câncer. O perfil epidemiológico observado assemelha-se ao da América Latina 

e do Caribe, onde os cânceres de próstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres 

serão os mais frequentes. Sem contar os casos de câncer de pele não melanoma, os tipos mais 

frequentes em homens serão próstata (28,6%), pulmão (8,1%), intestino (7,8%), estômago 

(6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os cânceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), 

colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e estômago (3,7%) figurarão entre os principais (INCA, 

2016). 

Atualmente, o tratamento anticâncer tem baixa eficácia em virtude do mecanismo de 

ação que as drogas supressoras tumorais possuem, inibindo o crescimento ou matando as 

células malignas, mas sendo na sua maioria genotóxicos, produzindo dano ao DNA e 

mutações, que podem induzir a formação de outras células neoplásicas. Assim, os produtos 

naturais têm sido alvos de investigações e já contribuíram com cerca de 60% dos fármacos 

anticâncer introduzidos na terapêutica nas últimas décadas (NEWMAN, GRAGG, 2007; 

2016). 

Diante do exposto, considerando o crescente número de casos de câncer, o uso 

terapêutico popular de produtos de abelhas sem ferrão e o potencial tecnológico para geração 

de produtos, este trabalho buscou identificar composição química e avaliar atividade 

antitumoral da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith cultivada no estado do Maranhão. 
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Os resultados deste trabalho estão dispostos em dois artigos, o primeiro refere-se à 

atividade citotóxica com células tumorais, atividade antioxidante e composição química do 

extrato hidroetanólico e frações da geoprópolis de Melipona fasciculata do Cerrado 

maranhense e o segundo artigo, demonstra composição química e atividade antitumoral in 

vitro e in vivo de extratos hidroetanólicos de geoprópolis Melipona fasciculata da Baixada 

maranhense. 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Meliponíneos 

As abelhas pertencem à ordem dos Himenópteros, reunidas na superfamília Apoidea e 

as que possuem hábitos sociais mais avançados constituem a família Apidae que está 

subdividida em 20 tribos: Anthophorini, Apini, Bombini, Centridini, Emphorini, Ericrocidini, 

Eucerini, Euglossini, Exomalopsini, Isepeolini, Melectini, Meliponini, Nomadini, Osirini, 

Protepeolini, Rhathymini, Tapinotaspidini, Teratognathini, Tetrapediini, Xylocopini 

(CAMARGO; PEDRO, 2007, 2013).  

A tribo Meliponini é constituída por abelhas que possuem ferrão atrofiado, conhecidas 

como meliponíneos ou abelhas sem ferrão, ocupando grande parte das regiões de clima 

tropical do planeta, algumas regiões de clima temperado e subtropical, são polinizadores 

eficientes devido a sua constância e fidelidade à coleta e também a sua capacidade de 

reconhecimento de cor e sua memorização de odor. É de vital importância a polinização das 

plantas pelas abelhas, não só para o meio ambiente, porque garantem a perpetuação das 

espécies vegetais, mas também para a agricultura, por aumentarem sensivelmente a produção 

de frutos e sementes (NOGUEIRA-NETO, 1997; SANTOS, 2002; SOUZA et al., 2009). 

Segundo último levantamento do Moure’s bee Catalogue (CAMARGO; PEDRO, 

2007, 2013), 417 espécies de abelhas sem ferrão já foram descritas nas regiões neotropicais. 

Destas, 244 espécies são registrados para o Brasil e cerca de 87 são endêmicas no país, 

correspondentes a 20% das espécies neotropicais de abelhas sem ferrão e  apresentam 

heterogeneidade na cor, tamanho, forma, hábitos de nidificação e população dos ninhos  

(PEDRO, 2014). Elas são abelhas sociais nativas tradicionalmente manejadas pelos indígenas 

sendo conhecidas também como “abelhas indígenas” (NOGUEIRA-NETO, 1997; LOPES et 
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al., 2005) que diferem das demais abelhas não apenas pelo ferrão, mas por outras 

características, como ninhos feitos em troncos de árvores, fendas em pedras ou no solo, ou 

pendurados em galhos; favos sobrepostos horizontalmente; deposição de pólen no mel; e a 

inutilização ou expulsão dos machos da colônia após fecundarem a rainha (FABICHAK, 

1989, VELTHUIS et al., 2003; LEVY et al., 2004; RÊGO et al, 2008).  

Na região Amazônica predominam espécies do gênero Melipona e na região Nordeste, 

especialmente no estado do Maranhão a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata Smith. A 

meliponicultura, o cultivo das abelhas nativas e sua exploração racional vêm sendo desenvolvidos em 

diversas regiões do Brasil (Tabela 1), principalmente nas regiões Norte e Nordeste, pelas populações 

indígenas e rurais, o que tem contribuído para preservação da biodiversidade (LAURINO et al. 2006; 

VILLA-BÓAS, 2012).  

No estado do Maranhão destaca-se a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata 

Smith, vulgarmente conhecida como tiúba ou tiúba do Maranhão (Figura 1) cujo cultivo é 

uma das principais fontes de renda para várias famílias da Baixada e Cerrado maranhense 

através da comercialização do mel que produzem. Essas abelhas são criadas principalmente 

em caixas rústicas sem padronização (Figura 2) e produzem além de mel, cera e geoprópolis e 

acumulam pólen (BEZERRA, 2004; MARTINS et al., 2011). 

 
Figura 1. Melipona fasciculata Smith (tiúba) (esquerda) e colmeia de Melipona fasciculata (direita). Foto: 
Will Mesquita, 2016. 
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Região Nome científico Nome(s) Popular(es) Estados 

NORTE 

Melipona compressipes Jupará, Jandaira, 

Jandaíra-preta 

AC, AM, AP, PA, 

RO, RR, TO 

Melipona fasciculata Tiúba,Uruçu-cinzenta PA, TO 

Melipona seminingra Uruçu-boca-de-renda, 

Jandaíra-Amarela 

AM, PA 

Scaptotrigona sp. Canudo AC, AM, AP, PA, 

RO, RR, TO 

NORDESTE 

Melipona asilvai Monduri, Rajada AL, BA, CE, PB, PE, 

PI, RN, SE 

Melipona fasciculata Tiúba MA, PI 

Melipona mandacaia Mandaçaia AL, BA, CE, PB, PE, 

PI, RN, SE 

Melipona quadrifasciata Mandaçaia AL, BA, PB, PE, RN, 

SE 

Melipona scutellaris Uruçu, Uruçu-

Nordestina, Uruçu-

Verdadeira. 

AL, BA, CE, PB, PE, 

PI, RN, SE 

Melipona subnitida Jandaíra, Uruçu AL, BA, CE, MA, 

PB, PE, PI, RN, SE 

Scaptotrigona aff. postica Canudo MA 

CENTRO-

OESTE 

Melipona compressipes Uruçu, Jandaíra GO, MS, MT 

Melipona rufiventris Uruçu-Amarela GO, MS, MT 

Tabela 1. Principais espécies de abelhas sem ferrão da Tribo Meliponini cultivadas nas regiões do 

Brasil (Adaptado de VILLA-BÓAS, 2012) 
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A geoprópolis (Figura 2) é formada a partir da mistura de resinas vegetais, pólen, cera, 

secreções salivares se diferenciando da própolis de abelhas com ferrão como Apis mellifera, 

pois apresenta sedimento de terra ou barro usado na sua elaboração, mas é usada assim como 

a própolis para fechar pequenas frestas, vedar entradas de ventilação excessiva, embalsamar 

insetos, entre outros (BARTH, 2006, NOGUEIRA-NETO, 1997). 

Melipona seminigra Uruçu  MT 

Scaptotrigona sp. Canudo GO, MS, MT 

Tetragonista angustula Jantaí GO, MS, MT 

SUDESTE 

Melipona bicolor Guarupú, Guaraipo ES, MG, RJ, SP 

Melipona quadrifasciata Mandaçaia ES, MG, RJ, SP 

Melipona rufiventris Uruçu-Amarela MG, SP 

Tetragonista angustula Jantaí ES, MG, RJ, SP 

SUL 

Melipona bicolor Guarupú, Guaraipo PR, RS, SC 

Melipona quadrifasciata Mandaçaia PR, RS, SC 

Melipona mondury Monduri PR, RS, SC 

Tetragonista angustula Jantaí PR, RS, SC 
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O estado do Maranhão reúne características bastante favoráveis para criação de 

abelhas sem ferrão, uma vez que possui uma região de transição, apresentando um grande 

número de ecossistemas, desde ambientes salinos com presença de manguezais, passando por 

campos inundáveis, cerrados, babaçuais e floresta amazônica, proporcionando às abelhas uma 

grande variedade de espécies vegetais e consequentemente influenciando na composição 

química e atividades biológicas dos produtos meliponícolas, em especial da geoprópolis 

(MUNIZ, 2004; MARTINS, 2011). 

 

2.2 Composição química de própolis e geoprópolis de meliponíneos 

 

A composição química de própolis e geoprópolis é bastante complexa e variada, 

estando intimamente relacionada com a flora de cada região visitada pelas abelhas (PARK et 

al., 2002) e com o período de coleta (ROCHA et al., 2003). Além disso, a variabilidade 

genética das abelhas rainhas também influencia na composição química (PARK et al., 1998, 

MOREIRA, 1986; BANKOVA 2005; SOUSA et al., 2007).  

Figura 2. Caixa rústica com colméia de Melipona fasciculata Smith com 
geoprópolis nas bordas da caixa. Fonte: Will Mesquita, 2016. 
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Estudos sobre a composição química de própolis e geoprópolis de meliponíneos vem 

sendo realizada desde a década de 90. Greenaway et al.(1991) analisando amostras de 

própolis e geoprópolis de abelhas sem ferrão (Melipona sp., Nannotrigona tristella Cockrell, 

Scaptotrigona sp. e Tetragonisca sp.) do Equador, observaram maior concentração de ácidos 

fenólicos, como ácido 3,5-dihidrobenzóico,  nessas amostras, diferentemente da própolis de 

Apis mellifera da Europa e da América do Norte, as quais são ricas em flavonoides.  

Logo após, Tomas-Barberan et al. (1993) identificaram compostos fenólicos do tipo 

benzofenonas preniladas em própolis e geoprópolis das abelhas sem ferrão Friseomelitta 

varia, Melipona compressipes, Melipona favosa, Scaptotrigona depilis e Paratrigona anduzei 

oriundas da Venezuela, utilizando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

espectrometria de massas (CLAE/EM). 

Analisando a própolis e a geoprópolis brasileira, produzida pelas abelhas Melipona 

compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes, Bankova et al. 

(1998) identificaram mais de cinquenta compostos, dentre eles compostos fenólicos como 

benzofenonas, ácidos fenólicos e pinobaksina e triterpenos como -amirina.Terpenos e 

compostos aromáticos foram identificados como constituintes majoritários em geoprópolis de 

abelhas sem ferrão do gênero Melipona, cultivados dos estados do Piauí e Paraná, no Brasil 

(KUJUMGIEV et al., 1999).  

Sawaya et al. (2006) analisaram  própolis de Tetragonisca angustula e própolis de 

Apis mellifera  de diferentes estados brasileiros por espectrometria de massas com ionização 

por eletrospray (ESI-EM), concluindo  que a composição química de própolis de Apis é  

dependente da região de coleta; enquanto que a  composição química de própolis de 

Tetragonisca angustula independente da região de coleta. Já em 2009, utilizando a mesma 

técnica (espectrometria de massas com ionização por eletrospray) observaram que a 

composição química de própolis das abelhas sem ferrão, Scaptotrigona sp., Scaptotrigona 

depili e Scaptotrigona bipunctata, dos estados do Maranhão e São Paulo varia de acordo com 

a espécie de abelha, origem geográfica e época de coleta, diferente de própolis de 

Tetragonisca angustula. 

Extrato etanólico e frações hexânica e aquosa da geoprópolis de Melipona scutellaris 

apresentaram atividade antinociceptiva frente a diferentes modelos de nocicepção, e sua 

composição química mostrou significativa presença de compostos fenólicos e ausência de 

flavonoides (FRANCHIN et al., 2012). 
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Estudos com própolis e geoprópolis de abehas sem ferrão (Tetragonisca angustula, 

Melipona quadrifasciata, Plebeia remota, Plebeia droryana, Plebeia sp., Lestrimelitta spp., 

Tetragona clavipes, Nannotrigona testaceicornis, Scaptotrigona bipunctata, Melipona 

scutellaris e Melipona favosa) de diferentes regiões do Brasil foram analisadas, visando a 

identificação da composição química e fonte vegetal usada pelas abelhas e  concluíram que  a 

maioria das abelhas sem ferrão coletaram resinas de Schinus terebenthifolius, espécie com 

ampla distribuição geográfica no território brasileiro. Nesse estudo, os autores enfatizam que 

as abelhas sem ferrão estudadas ignoram resinas de algumas espécies de plantas como, 

Baccharis dracunculifolia, muito utilizada por Apis mellifera para a produção de própolis 

verde (SAWAYA et al., 2007; 2011). 

Dentre as abelhas sem ferrão, as espécies pertencentes ao gênero Melipona são as mais 

estudadas nos últimos anos, principalmente no Brasil, por serem espécies nativas e cultivadas 

em várias regiões do país. Estudos sobre a composição química de espécies do gênero 

Melipoma estão dispostos na Tabela 2. 

As classes de compostos químicos ativos que predominam em geoprópolis das 

espécies do gênero Melipona são os fenólicos e terpenos, apresentando também ácidos 

aromáticos, hidrocarbonetos e açúcares, sendo as técnicas de CG/EM e CLAE/EM, as mais 

utilizadas para identificação.  

Geoprópolis de Melipona fasciculata, espécie muito cultivada no estado do Maranhão, 

quando submetida à prospecção química revelou presença de compostos das classes dos 

compostos fenólicos, triterpenos e saponinas, além de elevados teores de polifenóis obtidos 

através da quantificação por métodos espectrométricos na região do UV-vis (DUTRA et al., 

2008; CUNHA et al., 2009).  

Estudos sobre a composição química de geoprópolis de Melipona fasciculata oriundas 

de diferentes localidades do estado do Maranhão demonstram que nesse material predominam 

substâncias das classes dos polifenólicos (taninos hidrolizaveis, flavonoides e ácidos 

fenólicos) e terpenos (CUNHA, 2011; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016).  

Pesquisas do grupo de pesquisa em Química de Produtos Naturais da UFMA vêm 

demonstrando, que a geoprópolis de Melipona fasciculata Smith de diferentes localidades do 

estado do Maranhão, possui altos teores de compostos polifenólicos. Dutra et al. (2014) 

estudando amostras de geoprópolis de M. fasciculata do Cerrado maranhense mostrou que 

essas apresentam elevadas concentrações de polifenois totais, alta atividade antioxidante, 
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além do ácido gálico, elágico e taninos hidrolisáveis, sugerindo que esses ácidos fenólicos 

sejam os responsáveis pela ação antioxidante da geoprópolis. 

É interessante ressaltar que a geoprópolis de M. fasciculata da Baixada e Cerrado 

maranhense possuem um teor relativamente baixo de flavonoides, constituintes considerados 

comumente como responsáveis pelas propriedades terapêuticas de própolis de Apis mellifera, 

no entanto possuem outras substâncias como triterpenos e taninos, respectivamente, que 

também possuem diversas atividades biológicas.  
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Espécies* Local de 

origem 

Classe de 

compostos       

Compostos químicos Método 

analítico 

Referências 

Melipona (Melipona) favosa 

(Fabricius, 1798) 

Brasil/ 

Venezuela 

Fenólicos 

Terpenos 

Benzofenonas preniladas 

Ácidos diterpênicos, álcool triterpênico 

CLAE/EM 

CG/EM 

Tomás-Barberan, 

et al., 1993; 

Velikova, et al., 

2000 a.  

Melipona (Melikerria) compressipes 

(Fabricius, 1804)  

Venezuela  Fenólicos Benzofenonas preniladas, flavonoides CLAE/EM Tomás-Barberan, 

et al., 1993; 

Manrique & 

Santana, 2008. 

Melipona (Melikerria) fasciculata 

(Smith, 1854)  

Brasil Terpenos 

Fenólicos 

α-Pineno, nerolidol, espatulenol, t-murolol, 

acido dehidroabiético, ácido diterpênico, 

ácido diterpênico, friedooleanona-3-ona, 

lupeol, ȕ-amirina, α-amirna, ȕ-amirenona e α-

amirenona. 

Ácido gálico, ácido p-hidroxibenzóico, ácido 

cinâmico, ácido cis-p-cumárico, ácido trans-

p-cumárico, metil p-cumarato, hidroquinona, 

etilfenol, pinobanksina, 

dihidroximetoxiflavonona, 3-(2-OH-fenil)- 

CG/EM 

CLAE/EM 

Bankova, et al., 

1998; 1999; 

Kujumgiev, et 

al.,1999; Abreu, 

et al., 2006; 

Dutra, et al., 

2008; Cunha, et 

al., 2009; Libério, 

et al., 2011; 

Dutra, et al., 

2014; Araújo, et 

Tabela 2.  Composição química da geoprópolis de espécies do gênero Melipona 
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Ácidos graxos 

Hidrocarbonetos 

propanolol, 3-(4-OH-fenil)-propanolol, 1-

feniletanol-2-feniletanol, álcool benzílico, 

benzaldeído, cumarona, hidroxi-acetofenona, 

ácido gálico, ácido hexahidroxidifenico-

galoilglicose, ácido hexahidroxidifenico-

glicose, ácido dihexahidroxidifenico-glicose, 

trigaloilglicose, ácido hexahidroxidifenico-

digaloilglicose, ácido valoneico dilactona, 

ácido hexahidroxidifenico-trisgaloilglicose, 

ácido hexahidroxidifenico-trigaloilglicose, 

ácido elagico, ácido anacárdico, 

alquilresorcinol, heptadecilresorcinol, 

nonadecilresorcinol, pentadecilresorcinol, 

catequina, galocatequina, heperidina. 

Ácido mirístico, ácido palmítico, ácido 

palmitoléico, ácido esteárico, ácido oléico, 

ácido capróico. 

Hidrocarbonetos com cadeia de C8-C25, 

alquibenzenos, alquilnaftalenos. 

al., 2015; Araújo, 

et al., 2016; 

Batista et al., 

2016. 



30 

 

 

Ácido inorgânico  

 

Açúcares 

 

Ácido fosfórico. 

 

Glicose, pentose, dissacarídeos. 

Melipona (Melipona) quadrifasciata 

(Lepeletier, 1836)  

 

Brasil  

 

Terpenos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ácidos graxos 

 

Terpineno-4-ol, p-menta-1,4-dien-8-ol, trans-

carveol, carvona, p-cimeno, p-cimeno-8-ol, p-

cimeno-7-ol, timol, sabineno, ȕ-tujona, 

umbellulona, 2-careno, car-3-em-2-ona, α-

pineno, ȕ-pineno, trans-pinocarveol, 

verbenol, verbenona, aldeído α-canfoleno, ȕ-

burboneno, aromadendreno, espatulenol, 

óxido de cariofileno, ácido ent-kaur-16-em-

19-oico, ácido ent-15ȕ-(3-metilbutanoiloxi-

16-kauren-19-oico, ácido ent-15-ȕ-hidroxi-

16-kauren-19-oico, ácidos diterpênicos, 

ácidos E/Z comunico, ácido agatálico, ácido 

cupréssico, ácido icocupréssico, ácido 15-

acetoxi-isocupréssico. 

  

Ácido láurico, ácido mirístico, ácido 

palmítico, ácido palmitoléico, ácido 

CG/EM  

 

Bankova, et al., 

1998; 1999; 

Velikova, et al., 

2000 a,b; 

Manrique & 

Santana, 2008; 

Cardozo, et al., 

2015.  
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Fenólicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Açúcar 

 

Hidrocarbonetos 

margarínico, ácido esteárico, ácido oleico, 

ácido pentadecanóico, ácido isovaleriânico.  

Ácido benzóico, ácido vanílico, ácido 

cinâmico, ácido dihidroferúlico, ácido 

caféico, álcool p-cumárico, p-cresol, 

benzaldeído, 4-isopropilideno benzaldeído, 

vanilina, coniferilaldeído, cumarona, 

flavonoides, vanilina, ácido p-cumarico, 3-

hidroxi-4-metóxi-cinamaldeído, canferol, 

canferida, di-hidrocanferida. 

 

Pentose  

 

C8-C25, alquibenzenos, alquilnaftalenos. 

Melipona (Eomelipona) marginata 

(Lepeletier, 1836)  

 

Brasil Fenólicos 

 

 

 

 

Terpenos 

 

Ácido benzoico, ácido cinâmico, vanilina, 

ácido p-cumarico, 3-hidroxi-4-metóxi-

cinamaldeído, ácido caféico, canferol, 

canferida, di-hidrocanferida. 

 

 Ácidos E/Z comunico, ácido agatálico, ácido 

cupréssico, ácido icocupréssico, ácido 15-

CG/EM Velikova, et al., 

2000a; Cardozo, 

et al., 2015.  
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 acetoxi-isocupréssico. 

 Melipona (Michmelia) scutellaris 

(Latreille, 1811)  

 

Brasil Fenólicos Ácido benzoico, ácido cinâmico, 

benzofenonas preniladas, ácido elágico, ácido 

gálico, catequina, galocatequina, heperidina, 

canferol, morina, rutina, 5,7-dihidroxi-6-(3-

metil-2-butenil)- 8-(4-cinamoil- 3-metil-1-

oxobutil)- 4-propil-coumarina, 5,7-dihidroxi-

6-(4-cinamoil-3-methil-1-oxobutil)-4-

fenilcoumarina, mammeigina, 

hidroximammeigina, mammeisina, 

cinamoiloxi-mammeisina, mammeina, 

benzofenona prenilada, ent-nemorosone.  

CG/EM Velikova, et al., 

2000 a; Franchin, 

et al., 2012; 

Cunha, et al., 

2013; Araújo, et 

al., 2016; Da 

Cunha, et al., 

2016.  

 

Melipona (Melikerria) beecheii 

(Bennett, 1831)  

 

México Terpenos 

 

 

 

 

 

 

 

3,5,5-trimetil-2-ciclopenten-1-ona, santolina 

trieno, tricicleno, α-tujeno, α-pineno, canfeno, 

tuja-2,4(10)-dieno, ȕ-pineno, 6-metil-5-

hepteno-2-ona, mirceno, α-felandreno, δ-3-

careno, p-menta-1-eno, limoneno, 1,8-cineol, 

m-cimeno, Ȗ-terpineno, cis-sabineno hidrato 

do, trans-óxido de linalol, óxido de α-pineno, 

crisantenona, α-canfolenal, trans-pinocarveol, 

CG/EM Pino, et al., 2006; 

Torres-González, 

et al., 2016.  
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Hidrocarboneto 

cis-verbenol, trans-verbenol, pinocarvona, 

bomeol, cis-pinocanfona, terpineno-4-ol, p-

cimeno-8-ol, α-terpineol, mirtenal, mirtenol, 

verbenona, trans-carveol, carvona, acetato de 

bornila, δ-elemeno, α-cubebeno, 

ciclosativeno, α-copaeno, ȕ-burboneno, ȕ-

cubebeno, ȕ-elemeno, ȕ-cariofileno, trans-α-

bergamoteno, α-humoleno, alo 

aromadendreno, Ȗ-muroleno, 

biciclogermacreno, α-muroleno, ȕ-bisaboleno, 

Ȗ-cardineno, cubebol, δ-cardineno, ȕ-

vetiveno, espatulenol, óxido de cariofileno, 

viridiflorol, epoxido α-humuleno I, epoxido 

α-humuleno II, epi-α-cardinol, ȕ-fencheno, 

stireno, benzaldeido, (Z)-ocimenona, m-

cimeno, trans-isocarveol,  α-canfolenal, m-

cimenona, trans-pinocamfona, trans-pulegol.  

 

Heptadecano. 

Melipona (Melipona) subnitida 

(Ducke, 1910)  

 Fenólicos  

 

6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose, 6-O-

cinnamoil-1-O-p-coumaroil-�-D-

IV 

CLAE/EM 

Souza, et al., 

2013; De Sousa, 
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*Espécies de abelhas segundo o catálogo de abelhas Moure; CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas); CLAE-EM (Cromatografia Líquida de

Alta Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas); IV (Infra-vermelho); RMN (Ressonância Magnética Nuclear) (Adaptado de Batista, 2016).

Terpenos 

glucopiranose, 7-O-metil-naringenina, 7-O-

metil- aromadendrina, 7,4’-di-O-metil 

aromadendrina, 4’-O-metil campferol, 3-O-

metil quercetina, 5-O-metil aromadendrina A, 

5-O-metil canferol, taninos hidrolisáveis, 

flavonoides. 

Triterpenos pentacíclicos livres. 

et al., 2015. 

Melipona (Melikerria) interrupta 

(Latreille, 1811) 

Brasil Fenólicos Narigenina, aromadendrina, 4’-O-ȕ-D-

glucopiranosideo de narigenina 3-O-ȕ-D-

glucopiranosideo de miricetina. 

CLAE/EM 

RMN 

Silva, et al., 2013. 

Melipona (Melipona) orbignyi 

(Guérin, 1844) 

Brasil Ácidos 

aromáticos 

Fenólicos 

Terpenos 

Ácido benzoico 

Ácido dihidrocinâmico, ácido cinâmico, 

benzil-fenil cafeatos de cadeia longa, ácido 

cumárico C-prenilado 

Ácido diterpênico, triterpenos alcoólicos. 

CG/EM Campos, et al., 

2014. 
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2.3 Câncer 

O câncer é doença multifatorial, caracterizada por um desvio dos mecanismos de 

controle os quais dirigem a proliferação e a diferenciação celular (OLIVEIRA; ALVES, 2002; 

PATHANIA et al., 2013). A palavra câncer, nome dado para mais de 100 doenças que têm em 

comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem tecidos e órgãos, tem 

origem latina e significa caranguejo, devido à capacidade de aderência da célula cancerígena e 

a obstinação de um caranguejo quando se agarra a algo.  

As causas do câncer ainda não estão bem definidas, mas evidências apontam que os 

fatores externos ambientais sejam os principais fatores relacionados ao desenvolvimento da 

doença. As principais causas externas incluem os hábitos nutricionais, estilo de vida, agentes 

físicos (radiações ionizantes e não ionizantes), compostos químicos (naturais e sintéticos) e 

agentes biológicos (Helicobacter pylori, vírus Epstein Barr, vírus do papiloma humano, vírus 

da hepatite B, parasitas como Schistosoma haemotobium, Clonorchis sinensis e fatores de 

crescimento). Mas fatores internos também podem o induzir, como danos do sistema imune, 

idade, equilíbrio do sistema endócrino, condição fisiológica, inflamações causadas por 

etiologia desconhecida (colite ulcerosa, pancreatite etc.) e pré-disposição genética. Os fatores 

genéticos representam apenas 5% dos tumores, enquanto que 95% ocorrem devido a fatores 

ambientais, embora evidências sugiram que a maioria dos cânceres não são causados por um 

único fator ou evento (OLIVEIRA et al., 2007; ANAND et al., 2008; JEMAL et al., 2010; 

TANAKA et al., 2013; WONG et al., 2014).  

O processo de desenvolvimento do câncer chamado de carcinogênese é em geral um 

processo complexo e de múltiplos passos, formando-se lentamente, podendo levar vários anos 

para que uma célula cancerosa prolifere e dê origem a um tumor visível (SUTANDYO, 

2010). Os principais estágios da carcinogênese são a iniciação, a promoção e a progressão 

(Figura 3) (ALMEIDA et al., 2005; LASSANCE et al., 2012). 

A iniciação é o primeiro estágio da carcinogenese e sendo um processo rápido e 

irreversível, onde as células saudáveis sofrem a ação de carcinógenos que modificam a 

estrutura do DNA resultando na alteração de genes fundamentais para regulação e controle do 

crescimento celular. Nessa fase a célula está geneticamente modificada e transmite a mutação 
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para as células filhas (GARCÍA; GONZÁLEZ-MOLES; MARTÍNEZ, 2005, TANAKA et al., 

2013). 

O estágio seguinte é a promoção, um processo reversível no qual ocorre alteração da 

expressão gênica, a célula iniciada é transformada em célula maligna de forma lenta e 

gradual, sendo necessário um longo e continuado contado com o agente cancerígeno. Estes 

agentes quando expostos dura nte um período longo e continuado promovem novas alterações 

as quais se acumulam, adquirem vantagens proliferativas e capacidade de não responder aos 

mecanismos de controle do organismo. Dessa forma, a célula iniciada é transformada em 

célula maligna, de forma lenta e gradual. A suspensão do contado com o agente cacerígeno 

muitas vezes interrompe o processo nesse estágio, porém a continuidade do processo vai 

resultar na proliferação e acumulação de células pré-neoplásicas (TANAKA et al., 2013; 

DORIA, 2015). 

Figura 3. Estágios da carcinogênese: iniciação, promoção e progressão. Fonte: 

Sutandyo, 2013.  

A progressão, terceiro e último estágio da carcinogênese, compreende um processo 

irreversível caracterizado pela multiplicação descontrolada das células tumorais, instabilidade 

genética, perda do controle mitótico, invasão, metástase assim como alterações bioquímicas, 

do metabolismo e da morfologia das células, resultando no aumento da massa tumoral 

primária (GARCÍA; GONZÁLEZ-MOLES; MARTÍNEZ, 2005; TANAKA et al., 2013). 
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Câncer é uma doença invasiva que tem se apresentado como um inquestionável 

problema de saúde pública, especialmente entre os países em desenvolvimento, onde é 

esperado que, nas próximas décadas, o seu impacto na população corresponda a 80% dos mais 

de 20 milhões de casos novos estimados para 2025. E apesar dos notáveis avanços no 

tratamento observado recentemente, ainda são altas as taxas de morbidade e mortalidade, 

sendo a segunda maior causa de morte da população (INCA, 2016).  

Nas últimas décadas, o câncer tem ganhado uma grande magnitude, o número 

estimado de novos casos de câncer no Brasil para 2016/2017 foi de aproximadamente 600 

mil, excetuando-se o câncer de pele não melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), 

ocorrerão cerca de 420 mil casos novos de câncer. O perfil epidemiológico observado 

assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os cânceres de próstata (61 mil) em 

homens e mama (58 mil) em mulheres serão os mais frequentes. Sem contar os casos de 

câncer de pele não melanoma, os tipos mais frequentes em homens serão próstata (28,6%), 

pulmão (8,1%), intestino (7,8%), estômago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os 

cânceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e 

estômago (3,7%) figurarão entre os principais (INCA, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 

para 2016 por sexo, exceto pele não melanoma. Fonte: INCA, 2016. 

 

É possível observar a existência de um perfil da magnitude de determinados tipos de 

câncer em países em desenvolvimento que se assemelha ao perfil em países desenvolvidos. É 

constatado que alguns tipos de câncer estão associados à melhor nível socioeconômico, como 
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o de mama, próstata, cólon e reto; enquanto elevadas taxas de incidência de câncer de colo do 

útero, pênis, estômago e cavidade oral estão mais associados ao baixo nível socioeconômico. 

Incidência essa que pode ser justificada pela exposição diferenciada dos indivíduos aos 

agentes cancerígenos (agentes químicos, físicos e biológicos) e das condições de vida, que 

variam em função das desigualdades sociais (BRASIL, 2006; INCA, 2016). 

O tratamento do câncer nos últimos anos ganhou grandes progressos com terapias 

como quimioterapia, radioterapia, cirurgia e/ou transplante de medula óssea, no entanto, ainda 

faz-se necessário avanço nas pesquisas em busca de drogas mais efetivas e seguras, com 

menos efeitos colaterais e mais seletivas (SHARMA et al., 2010; INCA, 2016; NEWMAN et 

al., 2016). 

 

2.4 Câncer e produtos naturais 

 

A terapêutica do câncer se baseia, de forma geral, na associação da ressecção cirúrgica 

dos tumores ao tratamento radioterápico e a quimioterapia. Na década de setenta estas formas 

clássicas de abordagem sofreram alterações significativas com a introdução do conceito de 

tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos protocolos pós-cirúrgicos, incluindo a 

associação de quimioterápicos com diferentes mecanismos de ação à radioterapia e, mais 

recentemente, a associação destes aos anticorpos monoclonais, vem melhorando os resultados 

do tratamento de alguns tipos de cânceres. Infelizmente, muitos tumores ainda apresentam 

respostas modestas aos protocolos clínicos, limitando a indicação e a eficácia do tratamento 

adjuvante tanto para os tumores primários quanto para as metástases (KUMMAR; ABBAS; 

FAUSTO, 2004). Portanto, torna-se imperativo a necessidade de encontrar, desenvolver, e 

introduzir no arsenal médico, modalidades terapêuticas mais eficientes que possam oferecer 

ao número crescente de pacientes com doenças malignas disseminadas, oportunidades reais de 

controle das neoplasias (COSTA-LOTUFO et al., 2010). 

O século XX apresentou um avanço extraordinário na pesquisa de produtos naturais, 

especialmente de plantas e microorganismos, no campo da oncologia, propiciando a 

descoberta de diversas substâncias utilizadas atualmente na terapêutica antineoplásica. A 

maioria (60%) dos fármacos anticâncer introduzida na terapêutica nas últimas décadas tem 

sua origem nos produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007, 2016; HARVEY, 2008). 
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Dentre estes se destacam a vimblastina e a vincristina e os análogos vindesina e vinorelbina; o 

paclitaxel e o análogo docetaxel; a podofilotoxina e os análogos, etoposídeo e teniposídeo; e a 

camptotecina e os análogos, topotecano e irinotecano. Estes medicamentos movimentam 

anualmente um mercado de bilhões de dólares (HARVEY, 2008; BRANDÃO et al., 2010). 

As fontes naturais ainda estão disponíveis em abundância e oferecem as melhores 

possibilidades de encontrar substâncias de interesse terapêutico. De fato, mais de uma centena 

de compostos derivados de produtos naturais está em fase de testes clínicos, principalmente 

para tratamento do câncer e de doenças infecciosas (NEWMAN; CRAGG, 2016). 

 

2.5 Câncer e própolis e geoprópolis de abelhas sem ferrão 

 

Os testes de citotoxicidade in vitro com células neoplásicas são os mais amplamente 

utilizados na avaliação da atividade antiproliferativa, sendo possível avaliar muitas 

substâncias em pouco tempo, possibilitando a descoberta de novas drogas anticâncer 

(SUGGIT, BIBBY, 2005). No entanto, a atividade citotóxica seletiva sobre células tumorais 

observada em modelos in vitro não se reflete necessariamente in vivo, pois, neste ensaio as 

informações sobre a farmacocinética e farmacodinâmica da droga em estudo são 

consideradas, ao contrário do que acontece com os ensaios in vitro. Logo, o estudo combinado 

desses dois modelos é indicado para uma avaliação mais completa a respeito da atividade de 

uma nova substância com potencial anticâncer (SMITH et al., 2005).  

Pesquisas buscando evidenciar o potencial antitumoral de própolis e geoprópolis de 

abelhas sem ferrão têm utilizado ensaios in vitro, in vivo e mesmo os dois contra diversas 

linhagens de tumores humanos e animais.  

Própolis da abelha sem ferrão Trigona laeviceps, coletada na região central da 

Tailândia, foi testada para atividade antiproliferativa in vitro em linhagens celulares de câncer 

cólon (SW620), mama (BT474), hepática (Hep-G2), pulmão (Chago) e estômago (Kato-III) e 

duas linhagens de células normais de fígado (CH-hepática) e de fibroblastos (SH-27); e 

revelou uma boa atividade antiproliferativa contra as linhagens de mama (BT474), de cólon 

(SW620) e de estômago (Kato-III) e a fração hexânica do extrato bruto obteve maior 

atividade antiproliferativa nas cinco linhagens de câncer apresentando menor citotoxicidade 
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sobre as células normais, demonstrando presença de compostos bioativos eficazes para essa 

atividade e que não possuem toxicidade para as células normais (UMTHONG et al., 2011). 

Atividade antiproliferativa in vitro de extratos aquosos e metanólicos de própolis de 

Trigona laeviceps da Tailândia em células de câncer de cólon humano (SW620) mostraram 

fortes evidências de níveis significativos de perda de adesão celular e de mortalidade de 

células tumorais, mais comuns nas culturas tratadas com o extrato aquoso do que o extrato 

metanólico, tendo evidenciado atividade antiproliferativa e citotóxica de ambos os extratos 

sobre as células de câncer de cólon SW620 (UMTHONG, PUTHONG, CHANCHAO, 2009). 

Extratos etanolicos de própolis de Trigona spp coletadas em cinco regiões da 

Indonésia (Pandeglang, Kendall, Banjarmasin, Makassar e Pekanbaru) foram testadas quanto 

à capacidade para induzir apoptose e a citoxicidade para células MCF-7 (Michigan Câncer 

Foundation) e a própolis da região Makassar foi a que apresentou maior citotoxicidade com 

47,71% de células viáveis. Própolis do mesmo gênero de abelha, Trigona spp, também foram 

testadas na Índia para avaliar seus efeitos citotóxicos e apoptóticos em quatro linhagens de 

células tumorais (células MCF-7 câncer de mama humano, HT-29-adenocarcinoma do cólon 

humano, Caco-2-adenocarcinoma colorretal humano e B16F1-melanoma de murino) 

revelando atividade citotóxica dose dependente com características morfológicas de apoptose 

em todas as linhagens de células após o tratamento com 250 µg/mL do extrato de própolis 

durante 24h (HASAN et al., 2014). 

Aqui no Brasil também tem se estudado produtos de abelhas sem ferrão em células 

tumorais, como por exemplo, na Bahia onde estudando o extrato etanólico e frações de 

geoprópolis de Melipona scutellaris (cultivada na cidade de Entre Rios) frente à atividade 

antiproliferativa utilizando cultura de células de queratinócitos humanos, linhagem de células 

HaCaT, fibroblastos de murino normal (3T3) e oito linhagens de tumores humanos - células 

glioma (U251), melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), ovário multirresistente (NCI-

ADR/RES), rim (786-0), pulmão (NCI-H460), próstata (PC-3), e ovário (OVCAR-03) - foi 

possível observar que o extrato etanólico e a fração hexânica foram seletivos contra células 

tumorais humanas, embora apenas a fração hexânica demonstrou seletividade a baixas 

concentrações. Análises químicas desse extrato etanólico realizadas por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrômetria de massas (CG-

EM) sugeriram a ausência de flavonoides e a presença de benzofenonas como compostos 
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principais, e provavelmente os responsáveis pela atividade antiproliferativa (DA CUNHA et 

al., 2013).  

A avaliação da citotoxicidade do extrato etanólico de própolis de Melipona orbignyi 

(espécie cultivada no Mato Grosso do Sul, região centrooeste do Brasil) sobre células 

eritroleucêmicas K562 e demonstrou que o extrato na concentração de 500 μg/mL reduziu 

83% das células viáveis, e nas concentrações de 250 e 500 μg/mL promoveram, 

respectivamente, a morte celular por necrose (15±1% e 63±2%) e necrose secundária (12±1% 

e 21±3%) das células neoplásicas, apresentado perfil dose dependente (CAMPOS et al., 

2014). 

Os principais dados de atividade antitumoral de própolis e geoprópolis de abelhas sem 

ferrão estão sumarizados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Atividade antitumoral de própolis e geoprópolis de abelhas sem ferrão 

Espécie de abelha 
Local de 
origem 

Células tumorais Resultado 
In vitro/ in 

vivo 
Composição química Referências 

Trigona laeviceps Tailândia 

Câncer de colón (SW620), mama 
(BT474), hepático (Hep-G2), 

pulmão (Chago) e estômago (Kato-
III) 

- Atividade antiproliferativa 

- CI50 19,9 μg/mL - SW620 

Baixa citotoxicidade para células normais 

In vitro Não relatado 
Umthong et al. 

(2011) 

Trigona laeviceps Tailândia SW620 (colón) 

- Atividade antiproliferativa dos extratos 
aquosos e metanólicos 

- Perda de adesão celular 

In vitro Não relatado 
Umthong et al. 

(2009) 

Trigona spp 
Regiões da 
Indonésia 

MCF-7 (mama) 
Propolis de Makassar: citotoxicidade – 

viabilidade de 47,71% e indução de apoptose 
In vitro Não relatado 

Hasan et al. 
(2014) 

Trigona spp Índia 

MCF-7 (mama), HT-29 
(adenocarcinoma de colón), Caco-2 

(adenocarcinoma colorretal), 
B16F1 (melanoma murinho) 

Citotoxicidade dose dependente e indução de 
apoptose em todas as linhagens (250 μg/mL- 

24h) 
In vitro Não relatado 

Milind et al. 
(2013) 

Melipona scutellaris Bahia - Brasil 

U251 (glioma), UACC-62 
(melanoma) MCF-7 (mama), NCI-
ADR/RES (ovário multirresistente), 
786-0 (rim), NCI-H460 (pulmão), 

PC-3 (próstata), OVCAR-03 
(ovário) 

Atividade antiproliferativa In vitro 

CLAE/CG-EM 

Compostos principais: 
benzofenonas 

Da Cunha et al. 
(2013) 

Melipona orbignyi 
Mato Grosso 

do Sul – Brasil 
K562 (Eritroleucêmicas) 

500μg/mL - Redução da viabilidade em 83% e 
morte por necrose com perfil dose dependente 

In vitro Não relatado 
Campos et al. 

(2014) 
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Scaptotrigona aff. 
postica 

Maranhão – 
Brasil 

Tumor de Ehrlich forma sólida 
Inibição do tumor 

Baixa toxicidade em altas doses de tratamento 
In vivo Não relatado 

Araújo et al. 
(2010) 

Glioblastoma 
Efeito antiproliferativo 

Efeito antiproliferativo sinérgico com TMZ 
In vitro Não relatado 

Borges et al. 
(2011) 

Melipona fasciculata 
Maranhão-

Brasil 

Osteosarcoma (OSA) Citotoxicidade In vitro Não relatado 
Cinegaglia et 

al. (2013) 

HEp-2 Ação citostática In vitro 

CG/EM 

Triterpenos 

Araújo et al. 
(2015) 

HEp-2 
Geoprópolis associada ao fármaco 

doxorrubicina apresentou atividade citotóxica 
e induziu apoptose. 

In vitro Não relatado 
Bartolomeu et 

al (2016) 

THP-1 
Geoprópolis associada ao fármaco 
doxorrubicina apresentou atividade 

imunomoduladora. 

Oliveira et al. 
(2016) 
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Própolis de Scaptotrigona aff. postica do estado do Maranhão apresentou atividade 

antitumoral in vivo no modelo de tumor de Ehrlich na forma sólida inibindo de forma 

significativa, comprovando ainda a baixa toxicidade em altas doses de tratamento (ARAÚJO 

et al., 2010; ARAÚJO et al., 2011). Borges et al. (2011) mostraram um efeito antiproliferativo 

de própolis da mesma abelha (Scaptotrigona sp) contra glioblastoma, tumor cerebral mais 

comum em humanos, observando que  sua combinação com o agente alquilante temozolomida 

(TMZ) tem efeito sinérgico antiproliferativo. 

Extrato hidroalcoolico da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith do Estado do 

Maranhão foi testado em células de osteosarcoma (OSA) encontradas em cães e apresentaram 

efeito citotóxico após 6 horas, usando 50μg do extrato (CINEGAGLIA et al., 2013). Além 

disso, extrato da geoprópolis de Melipona fasciculata da mesma região apresentou ação 

citostática em células HEp-2 resistentes a carboplatina estimulando a produção de citocinas, 

sugerindo perfil de ativador de monócitos humanos (ARAÚJO et al., 2015).  

Orsolic et al. (2006; 2013) sugerem que a atividade antitumoral da própolis e de 

alguns de seus compostos está relacionada com a sua ação imunomoduladora, principalmente 

devido à estimulação da imunidade inata, através da ativação de macrófagos, os quais 

possuem importante papel na resposta antitumoral, por meio da citotoxicidade celular 

dependente de anticorpos, secreção de citocinas inibitórias para o crescimento tumoral e 

produção de intermediários reativos de oxigênio e de nitrogênio. 

Alguns estudos também são voltados para avaliar se própolis ou geoprópolis 

aumentam o efeito anti-cancerígeno de agentes terapêuticos, como o desenvolvido por 

Bartolomeu e colaboradores (2016) onde avaliando a combinação de geoprópolis de Melipona 

fasciculata com drogas como carboplatina, metotrexato e doxorrubicina contra células 

carcinoma epidermóide da laringe humano (Hep-2), demonstraram que a geoprópolis inibiu a 

proliferação e a migração celular e a combinação de geoprópolis com doxorrubicina levou à 

maior atividade citotóxica, induzindo apoptose e levando à perda da integridade da 

membrana.  

Geoprópolis da mesma região citada acima combinada com a droga doxorrubicina e 

usada para tratar células THP-1, linhagem monocíticas de leucemia humana, apresentou ação 

imunomoduladora, levando os autores a sugerir que doses mais baixas da droga podem ser 

utilizadas em associação com extrato da geoprópolis em pacientes com câncer, evitando 

efeitos colaterais e contribuindo com ação terapêutica (OLIVEIRA et al., 2016). 
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O número de pesquisas relacionadas à ação antitumoral da própolis e geoprópolis de 

abelhas sem ferrão e seus constituintes indica o caráter promissor de sua aplicabilidade e 

também a necessidade de novos estudos que possam contribuir para melhor aproveitamento 

do potencial antitumoral deste produto meliponícola.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar composição química, atividade antioxidante e atividade antitumoral da 

geoprópolis de Melipona fasciculata Smith da Baixada e Cerrado maranhense. 

3.2 Objetivos específicos 

 Avaliar a atividade antitumoral in vitro dos extratos e frações da geoprópolis de

Melipona fasciculata;

 Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extrato e frações da geoprópolis de

Melipona fasciculata;

 Avaliar a atividade antitumoral in vivo do extrato da geoprópolis de Melipona

fasciculata;

 Caracterizar os principais compostos químicos da geoprópolis de Melipona

fasciculata;

 Identificar substâncias bioativas antitumorais da geoprópolis de Melipona fasciculata.
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CAPITULO 1 
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ATIVIDADE CITOTÓXICA E ANTIOXIDANTE DA GEOPRÓPOLIS DA ABELHA 

SEM FERRÃO (Melipona fasciculata Smith) DO MARANHÃO, BRASIL 

Mayara Soares Cunha1, Maria Nilce de Sousa Ribeiro1,* 

1Laboratório de Farmacognosia, Departamento de Farmácia, Universidade Federal de 
Maranhão, Campus Bacanga, 65085-580, São Luís-MA, Brasil. 
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ABSTRACT: “Cytotoxic and antioxidant activity of the stingless bee geopropolis (Melipona 

fasciculata Smith) of Maranhao, Brazil.” Melipona fasciculata produces geopropolis by 

collecting resinous material of plants, mixed with wax and salivary secretions and also adds 

ground, used by bees to protect, seal the hives. This research aimed to evaluate potential 

antioxidant and cytotoxic in tumor cells of Ehrlich extract and geopropolis fractions of 

Melipona fasciculata relating their bioactivity with the predominant chemical composition. 

Were carried out tests to determine the content of phenolic compounds through the Folin-

Ciocalteu, antioxidant in vitro free radical activity DPPH and FRAP, cytotoxicity on Ehrlich 

tumor cells and chemical composition through the analysis of chromatography high 

performance liquid coupled to mass spectrometer. The results showed that the geopropolis 

extract from M. fasciculata has a high content of phenolic compounds with strong antioxidant 

activity, as well as its fractions ethyl acetate (FA) and hydromethanol fraction (FM). Both the 

extract as the two most polar fractions (FM and FA) showed the best cytotoxicity to tumor 

cells and chemical composition predominantly derived from hydrolysable tannins of gallic 

acid and ellagic acid.   

Keywords: Stingless bee. Geoprópolis. Tannins. Tumor Ehrlich. 
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INTRODUÇÃO 

Os meliponíneos também conhecidos como abelhas sem ferrão compreendem um 

diverso e abundante grupo de abelhas sociais, que habitam nas regiões tropicais do mundo e 

vivem em colônias de centenas a milhares de abelhas, dependendo da espécie. A espécie 

Melipona fasciculata Smith, vulgarmente conhecida como tiúba, é uma abelha sem ferrão 

produtora de mel, cera, acumula polén além de produzir geoprópolis. Esta ultima é produzida 

através da coleta de material resinoso de plantas, misturado com cera e secreções salivares da 

abelha e ainda com terra ou barro, com finalidade de proteger, selar as colmeias e evitar 

entrada excessiva de ar bem como assepsia da mesma (KERR, 1987; DUTRA et al., 2008; 

CUNHA et al., 2009). 

Estudos têm relatado diversas propriedades biológicas de produtos de abelha, 

principalmente da própolis, com excelentes potenciais antioxidantes e antitumorais 

(SFORCIN: BANKOVA, 2011; PREMRATANACHAI; CHANCHAO, 2014; DUTRA et al., 

2014; ARAUJO et al., 2015; SILVA et al., 2013; BATISTA et al, 2016), fato importante, pois 

de acordo com a Organização Mundial da Saúde, o câncer tem se tornado a segunda principal 

causa de morte em todo o mundo estando o câncer de mama entre os tipos mais frequentes e 

as terapias convencionais normalmente apresentam muitos efeitos colaterais, além do custo 

elevado e, por vezes são ineficientes na erradicação total de tumores (OMS, 2012; INCA, 

2016). 

Assim, na busca por novas alternativas, estudos vêm sendo desenvolvidos com 

produtos naturais, principalmente aqueles com propriedades antioxidantes, como compostos 

fenólicos, pois estes já mostraram efeitos anticarcinogênicos e antitumogênicos através da 

inibição de proliferação celular in vitro (KIM et al., 2010; MALTA et al., 2013).  

Além do mais, substâncias antioxidantes quando presentes na dieta em quantidades 

significativas contribuem para a prevenção de doenças graves e crônicas, como alguns tipos 

de cânceres, doenças cardiovasculares, diabetes, doenças neurodegenerativas e enfermidades 

inflamatórias associadas à formação de radicais livres. Por isso, o desenvolvimento de novos 

fármacos com ação antioxidante tem sido um importante objeto de estudo 

(TEERASRIPREECHA et al., 2012, DALEPRANE; ABDALLA, 2013; DE MELO et al., 

2014). 
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Diante disso, o presente estudo buscou avaliar potencial antioxidante e citotóxico de 

extratos e frações de geoprópolis de Melipona fasciculata e sua composição química.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta da geoprópolis. A geoprópolis de Melipona fasciculata Smith foi coletada das partes 

internas da colmeia, em meliponário localizado no município de Fernando Falcão 

(6º08’99.2’’S and 44º54’99.4’’W), localizado na região do Cerrado no estado do Maranhão 

em fevereiro de 2012. Geoprópolis in natura foi triturada em moinho do tipo faca e o pó 

(500g) submetido a maceração com etanol 70%, na proporção geoprópolis/solvente 1:5 (p/v) 

por 48h (CUNHA et al., 2009).A solução extrativa resultante, após a filtração com papel de 

filtro sob pressão para separação da terra, foi concentrada em evaporador rotativo sob pressão 

reduzida a 50ºC, obtendo-se o extrato hidroetanolico de geoprópolis (EGP). 

 

Partição líquido-líquido do extrato hidroetanólico da geoprópolis. O extrato EGP (20g) 

foi dissolvido em metanol:água (8:2, v/v) sob agitação mecânica e a solução hidrometanólica 

foi submetida a partição líquido-líquido utilizando hexano, clorofórmio e acetato de etila. As 

soluções extrativas obtidas foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo, sob pressão 

reduzida a 50ºC, obtendo-se a fração hexânica (FH), fração clorofórmica (FC), fração acetato 

de etila (FA) e fração hidrometanólica (FM).  

 

Atividade citotóxica in vitro  

 

Células do Tumor de Ehrlich 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Swiss, com peso em torno de 25-30 g e 

idade entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do 

Maranhão (UFMA). Os animais foram mantidos sob condições ambientais padronizadas, 

alimentados com dieta balanceada e água ad libitum. A utilização dos animais obedeceu a 

princípios técnicos e éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(Protocolo CEP/UEMA nº 010/2007). As células do tumor de Ehrlich, um adenocarcinoma 

mamário, foram mantidas na forma ascítica por meio de inoculações semanais de 

aproximadamente 106 células por via intraperitoneal em camundongos Swiss. Com 
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aproximadamente 8 dias de evolução do tumor os animais foram sacrificados e após excisão 

da parede abdominal, o fluido ascítico foi retirado com auxílio de seringa e agulha estéreis. As 

células tumorais foram contadas em câmara de Neubauer e a viabilidade foi determinada 

através do método de exclusão pelo corante azul de tripan. A ascite tumoral foi colhida, 

centrifugada a 1200rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As células tumorais 

foram então lavadas em solução tamponada de fosfato (PBS), centrifugadas e o sobrenadante 

descartado novamente, para garantir a total retirada do líquido ascítico que contém diversos 

fatores de crescimento para tumor. Após as lavagens, as células tumorais foram quantificadas, 

ajustadas e ressuspensas para 2x107 células/mL. Em seguida, foram adicionadas 10μL desta

suspensão de células tumorais aos poços de placas de 96 poços contendo o extrato 

hidroetanólico de geoprópolis diluído seriadamente em meio RPMI nas concentrações de 500, 

250, 125, 62,5 μg/mL.  As placas foram incubadas por 24 horas, quando o número total de 

células tumorais vivas e mortas foi quantificado pelo método de exclusão vital com azul de 

tripan. O percentual da viabilidade celular dos extratos, sendo os testes realizados em 

triplicata (n=3), foi obtido pela seguinte fórmula: % = (Nº de células tumorais vivas x 100)/Nº 

total de células tumorais e obtendo-se a concentração inibitoria média de cada extrato 

(NASCIMENTO et al., 2006). 

Cultura de células MCF-7 e RAW 264.7 

As células MCF-7 que são células de adenocarcinoma mamário humano e células da linhagem 

de macrófagos RAW 264.7 foram suspensas com 200µL de meio RPMI com soro fetal 

bovino a 10% em uma placa de cultura com 96 poços e levada em seguida para estufa de CO2 

por 48 horas. Após esse tempo a placa foi retirada da estufa e 100µL de cada poço foi 

descartado para adição de 100µL de meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e 

o extrato nas seguintes concentrações: 20mg/mL; 10mg/mL; 5mg/mL; 2,5mg/mL; 1,2mg/mL;

0,6mg/mL; 0,3mg/mL. Como controle foi utilizado 100µL de meio sem suplementação com 

extrato. Posteriormente a placa foi colocada novamente na estufa de CO2 por 24 horas. Ao 

término deste tempo se iniciou o teste de citotoxicidade, adicionando 10µL de MTT por poço, 

permanecendo 3 horas no escuro, e após as 3 horas adicionou-se 100 µL de SDS/HCl por 

poço e deixou-se “overnight” no escuro. No dia seguinte, foi realizada leitura em leitor de 

Elisa a 540 nm e calculado o percentual de viabilidade (MOSMANN, 1983). 
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Determinação do Teor de Fenólicos Totais (TFT). O TFT foi determinado com o reagente 

Folin-Ciocalteu e carbonato de sódio a 20%. A mistura reacional foi mantida no escuro 

durante 2 horas à temperatura ambiente e a absorbância medida a 760 nm em 

espectrofotómetro UV-vis (Lambda 35, Perkin-Elmer, Inc., Waltham, MA, EUA) (DUTRA et 

al, 2014). O teor fenólico total foi calculado a partir da curva de calibração construída com 

soluções padrão de ácido gálico (1,0-30,0 μg/mL) e expressa como equivalente de miligramas 

de ácido gálico por grama de extrato de geoprópolis ou fração (mg GAE/g). As análises foram 

realizadas utilizando três alíquotas de cada amostra, medidas em triplicata, e o valor médio foi 

calculado para cada amostra. 

Atividade antioxidante in vitro 

Ensaio de sequestro de radicais DPPH 

A atividade antioxidante do extrato e suas frações foram avaliadas pelo método 

fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estável 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 

(DPPH) segundo Brand-Willians et al. (1995), com modificações. As amostras foram diluídas 

em diferentes concentrações em metanol P.A (5 a 100μg/mL), em seguida adicionados a 

solução metabólica de DPPH (40μg/mL). Após 30 min de reação em temperatura ambiente ao 

abrigo da luz, a absorbância de cada solução foi medida em espectrofotômetro UV-Vis 

(Lambda 35, PerkinElmer) a 517nm. Padrões de ácido gálico e elágico foram usados como 

controle positivo, nas mesmas condições dos extratos e das frações. A percentagem de 

inibição foi obtida com a seguinte equação: atividade antioxidante (%) = [(ADPPH – Aamostra)/ 

ADPPH] x 100, onde ADPPH é a absorbância do DPPH (controle negativo) e Aamostra é a 

absorbância do radical na presença dos extratos, das frações ou dos padrões. A atividade 

antioxidante das amostras foi expressa como CI50 (concentração inibitória), que foi definida 

como a concentração da amostra necessária para causar uma inibição de 50% da concentração 

inicial de DPPH. 

Capacidade redutora de ferro (FRAP - ferric reducing antioxidant power) 

Este método foi utilizado para determinar a atividade antioxidante do extrato e suas 

frações baseando-se na redução do ferro usando o ensaio FRAP, que mede a capacidade das 

amostras, em meio ácido (pH 3,6), de reduzir o complexo férrico 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
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triazina (Fe3+ - TPTZ) para a forma ferrosa de coloração azul intensa (Fe2+), que absorve a luz

em 593 nm. O reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da análise através da 

mistura de 25 mL de tampão acetato (300 mM, pH 3,6 ), 2,5 mL de solução de TPTZ (10 mM 

TPTZ em 40 mM HCl) e 2,5 mL FeCl3.6 H2O (20mM) em solução aquosa. Uma alíquota de 

100 µL de diferentes concentrações do extrato e suas frações (1-100,0 μg/mL) foi adicionada 

a 300μL de água destilada e 3,0 mL de reagente de FRAP e as misturas foram incubadas no 

banho de água a 37°C durante 30 minutos. A absorbância da mistura reacional foi lida a 593 

nm em espectrofotômetro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) utilizando a solução de FRAP 

como branco (DUTRA et al., 2014).  

A curva analítica foi construída utilizando-se diferentes concentrações de FeSO4.7H2O 

(0-2000mM) (R2 = 0,9987). Os resultados foram expressos em milimols de equivalente de

Fe2+ de amostra. O padrão de Trolox foi tratado sob as mesmas condições que as amostras.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Análise por CLAE/UV-Vis. As análises por CLAE foram realizadas num cromatógrafo 

líquido Finnigan Surveyor Autosampler (Thermo) (San Jose, CA, EUA), equipado com um 

injector com loop de 25µL, e um detector de UV-Vis. A coluna usada foi C-18 (250 x 4,6mm, 

5µm, Hypersil BDS) fornecido por Thermo Electron Corporation (Waltham, MA), protegida 

por uma pré-coluna C-18 (4 x 3mm, 5μ, Gemini, Phenomenex ). A separação dos compostos 

dos extratos e frações da geoprópolis foram realizadas à temperatura ambiente com um 

programa de gradiente de eluição a uma taxa de fluxo de 1,0mL/min. As fases móveis 

utilizadas foram água Milli-Q com 0,1% de ácido fórmico (A) e metanol (B) com gradiente de 

0-1 min, 5% B; 1-60 min, 5-30% B; 60-90 min, 30-100% B. As amostras antes de serem 

injetadas no CLAE foram diluídas em metanol e água Milli-Q com 0,1% de ácido fórmico e 

filtradas em filtro de seringa de Nylon (0,22µm, Allcrom). O volume da amostra injetado foi 

de 25μL e detecção foi realizada em 280nm. Todas as análises foram realizadas sob as 

mesmas condições.  

Análise por CL/DAD/ESI-EM. O extrato EGP foi analisado por cromatografo liquido (LC-

10AD, Shimadzu) equipado com um detector de arranjo de diodos, acoplado a um 

espectrômetro de massas (Esquire 3000 Plus, Bruker Daltonics) com ionização por 

electrospray (ESI) e analisador do tipo íon trap. As condições para a diluição de cada amostra 
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e composição da fase móvel foram as mesmas descritas anteriomente. As condições de 

ionização foram as seguintes: voltagem de electrospray com fonte de íons a 40V, um 

potencial de 4,0kV e temperatura a 320°C.  Hélio ultrapuro (He) foi usado como gás de 

colisão e nitorgênio (N2) como gás de nebulização. A nebulização foi auxiliada por um gás de 

azoto a uma pressão de 27 psi. A dessolvatação foi facilitada utilizando uma corrente de fluxo 

de 7,0L/min. As análises foram realizadas utilizando fuel scan, em modo de ionização 

negativa e digitalização de dados MS2 dependente de m/z 100 a 1000. As identificações foram 

obtidas com base na massa do íon molecular, na fragmentação do íon molecular e comparação 

com dados da literatura. 

 

Análise estatística. Todas as análises biologicas foram realizadas em triplicata. Os dados 

foram expressos como média ± desvio padrão e, em seguida, analisados pelo programa 

GraphPad Prism (version 5.0). Os dados de teor de fenólicos totais e concentração inibitória 

(CI50) foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey 

ao nível de significancia de 5% (p ≤ 0,05). Para as analises antitumorais utilizou a Análise de 

variância (ANOVA) e teste t-students, sendo o nível de significância, considerado quando 

p≤0,05.  

 

RESULTADOS  

 

Citotoxicidade in vitro  

A citotoxicidade frente às células do tumor de Erhlich mostrou que o extrato EGP foi 

citotóxico em todas as concentrações, não apresentando diferença significativa (p<0,001) 

(Figura 1) e as frações FM e FA foram as que apresentaram melhor atividade citotóxica, 

sendo a fração FM a mais ativa e a fração FH a que não apresentou qualquer toxicidade para 

essas células (Figura 1). A citotoxicidade para células MCF-7 também foi observada nas 

maiores concentrações do extrato EGP, havendo morte total das células na maior 

concentração (500µg/mL), as concentrações 250, 125 e 62µg/mL conseguiram diminuir a 

viabilidade para próximo de 50% e a concentração de 31 µg/mL diminuiu a viabilidade para 

89%. Já para células RAW 264.7 o EGP, foi tóxico nas quatro maiores concentrações, com 

ausência de citotoxicidade a partir da dose 31 µg/mL.    
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Atividade antioxidante e teor fenólico total 

Os resultados da atividade antioxidante e dos teores de compostos fenólicos de EGP e 

suas frações estão demonstradas na Tabela 1. O extrato EGP apresentou CI50 de 5,53µg/mL, 

mostrando-se ativo quando comparado com os padrões, o que é justificável pela alta 

concentração de fenois totais. Dentre as frações, a fração acetato de etila (FA) foi a mais ativa 

inibindo 50% da concentração inicial de DPPH em concentração inferior a 4µg/mL (CI50 

3,64µg/mL) e também a que apresentou maior teor de polifenóis totais (598,3 mgGAE/g). A 

fração hexânica não demonstrou atividade antioxidante e apresentou os menores teores de 

fenólicos totais. 

No ensaio FRAP, FA, EGP e FM apresentaram as melhores capacidades de redução 

férrica (20.01, 16.03 e 12,07 mmol de Fe2 +/g, respectivamente), com potencial antioxidante 

superior ao Trolox. A FH não demonstrou nenhuma atividade antioxidante em qualquer dos 

ensaios antioxidantes (Tabela 2). 

 

Composição química 

Os dados obtidos por CLAE-UV-Vis e CL-ESI-EM-EM permitiram a identificação de 

10 constituintes da classe dos taninos hidrolisáveis (galotaninos e elagitaninos) como sendo 

hexahidroxidifênico(HHDP)-glicose (1), galoil-glicose (2), digaloil-glicose (3), Di-HHDP-

glicose (4), galoil-HHDP-glicose (5), trigaloil-glicose (6), digaloil-HHDP-glicose (7), di-

HHDP-galoil-glicose (8), trigaloil-HHDP-glicose (9) e derivado do ácido elágico (10), 

conforme Figura 3 e 4. 

Na Tabela 3 estão listados os dados de tempos de retenção (TR), íon molecular ([M-

H]–) e padrões de fragmentações EM/EM dos 10 picos de fragmentações do EGP. A 

identificação dos compostos foi realizada por comparação com dados publicados na literatura.  

A substância 1 com íon molecular m/z 481[M-H]- e íon fragmento m/z 301 (ácido 

elágico), após perder uma unidade de glicose, foi tentativamente identificado como HHDP-

glicose (ÁLVAREZ-FERNÁNDEZ et al., 2010; DUTRA et al., 2014) 

A substância 2 apresentou  ion molecular m/z 483 [M-H] - produzindo íons fragmentos 

de m/z 331 após a perda de galoil [M-H-152] e m/z 169 [M-H-162] pela perda de glicose, 

tentativamente identificada como digaloil-glicose (MEYER et al., 2006; SANDHU et al., 

2010). 
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A substância 3, tentativamente identificado como trigaloil-glicose, exibiu ion pai m/z 

635[M-H]- com íons fragmentos de m/z 483 [MH-152] referente a perda de galoil, m/z 465 

[M-H-18] após perda de água e m/z 421 [MH-44] e m/z 313 [M-H-152], referentes a 

descarboxilação do ácido gálico e perda de outro grupo galoil, seguida da fragmentação do 

anel cruzado de glicose (m/z 301) (DUTRA et al., 2014). 

A substância 4 com íon molecular m/z 783[M-H]-,  apresentou os íons fragmentos m/z 

764 ( após perder uma molécula de água ) e m/z 481( menos um HHDP) e o m/z 301 (HHDP-

glicose), correspondendo segundo a literatura a pedunculagina (di-HHDP-glicose) 

(FERNANDES  et al., 2010; KOSINSKA et al., 2013). 

A substância 5 foi tentatvamente identificada como galoil-HHDP-glicose (corilagina). 

A fragmentação do íon molecular m/z 633 [M-H]-, produziu os íons fragmentos m/z 481 

(HHDP-glicose) após perder um grupo galoil e íon m/z 301, que corresponde a uma unidade 

de HHDP após o processo de lactonização para o ácido elágico (KOSINSKA et al., 2013 ; 

DUTRA et al., 2014). 

A substância 6 com íon molecular m/z 635[M-H]-, seguido dos íons fragmentos m/z 

483, 465 e 313, após perder sucessivamente grupos galoil e  m/z 301 (ácido elágico), foi 

tentativamente identificado como trigaloil-glicose (SANDHU; GU,  2010). 

A substância 7 com m/z 785[M-H]-, foi identificado tentativamente como digaloil-

HHDP-glicose por apresentar  os íons m/z 633 (menos um grupo galoil), m/z 483 (menos um 

unidade de HHDP) e m/z 313 após perder uma unidade de HHDP, um grupo galoil e água, 

respectivamente (SILVA et al., 2014). 

A substância 8 com íon molecular m/z 935 [M-H]- seguido dos fragmentos m/z 633 

(galoil-HHDP-glicose), m/z 481(HHDP-glicose) e o íon correspondente ao ácido elágico (m/z 

301), foi identificado como di-HHDP-galoil-glicose (KOSINSKA et al., 2013; ZHU  et al., 

2015). 

A substância 9 foi tentativamente identificado como Trigaloil-HHDP-glicose por 

apresentar íon molecular m/z 937 [M-H]-, seguido dos íons m/z 785 e 767 (após perder um 

grupo galoil e água, respectivamente), além dos íons fragmentos m/z 635 (menos uma grupo 

HHDP), m/z 465 (menos um grupo HHDP e ácido gálico), além do íon m/z 301, que 

corresponde a uma unidade de HHDP após o processo de lactonização para a ácido elágico 

m/z 301 (DUTRA et al., 2014).    
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A substância 10 apresentou íon molecular m/z 602 [M-H]- e íon fragmento 

característico do ácido elágico (m/z 301 [M-H]-) levando a sugerir que se trata de um derivado 

do ácido elágico, ou até mesmo um dímero. 

 

 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

 Própolis e geoprópolis são produtos de abelhas que apresentam uma variedade de 

atividades biológicas já estabelecidas, como antimicrobiana (LIBÉRIO et al., 2011; ARAUJO 

et al., 2015), antioxidante (DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016), anti-inflamatória 

(FRANCHIN et al., 2012) e antitumoral (DA CUNHA et al., 2013, ARAUJO et al., 2015), 

sendo esta última amplamente estudada nos últimos anos. No entanto, a maioria dos estudos é 

voltada para produtos de abelhas com ferrão como Apis mellifera o que vem valorizando seus 

produtos no mercado atual, enquanto que, a falta de mais estudos e de legislação brasileira 

para produtos de abelhas sem ferrão, em parte, tem dificultado sua inserção neste mercado. 

Dessa forma, o presente estudo mostrou alto potencial citotóxico para células tumorais e forte 

ação antioxidante de extrato e frações da geoprópolis de Melipona fasciculata da região do 

Cerrado maranhense.  

A avaliação da citotoxicidade revelou que o extrato de geoprópolis (EGP) e suas 

frações FA e FM foram citotóxicos para as células tumorais de Ehrlich, causando a morte de 

mais de 90% das células tumorais nas duas maiores concentrações. Além disso, foi citotóxico 

para células tumorais MCF-7 e células RAW nas maiores concentrações, com ausência de 

toxicidade para os macrófagos a partir da concentração de 31 μg/mL, concentração esta que 

apresentou citotoxicidade contra as células MCF-7. 

Estudos demonstraram que extratos de própolis vermelha brasileira (KAMIYA et al., 

2012), própolis chinesa (XUAN et al, 2014) e própolis turquesa (VATANSEVER et al., 2010) 

reduziram significativamente a viabilidade das células MCF-7 através da indução de 

apoptose, disfunção mitocondrial, atividade de caspase-3 e fragmentação do DNA. 

O EGP rico em compostos fenólicos com 523,8mg GAE/g no extrato, demonstrou ser 

citotóxico para as linhagens de células tumorais testadas, tendo suas frações mais ativas 

aquelas com as maiores concentrações desses metabólitos (FA 598,38mg GAE/g e FM 478,2 

mg GAE/g). Além disso, apresentou atividade antioxidante, causando inibição de 50% da 
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concentração inicial de DPPH com concentrações inferiores a 5µg/mL, concentração muito 

próxima da concentração do controle positivo (Trolox), além de uma elevada capacidade 

redutora do ferro, confirmando ainda mais seu potencial antioxidante. As frações FM e FA 

também apresentaram as menores CI50.  

Os compostos fenólicos são citados como os mais abundantes e efetivos antioxidantes 

em própolis brasileiras (DA SILVA et al., 2006; CABRAL et al., 2009; DUTRA et al., 2014). 

Batista et al. (2016) demonstraram a relação entre atividade antioxidante e presença de 

compostos fenólicos totais em extratos hidroalcoólicos de geoprópolis de M. fasciculata do 

estado do Maranhão, comprovando que os extratos com maiores concentrações de compostos 

fenólicos apresentaram melhor atividade antioxidante, o que também foi comprovado neste 

estudo.  

Compostos fenólicos são metabólitos secundários, dentre os quais se destacam ácidos 

fenólicos, flavonoides e taninos como os mais comuns antioxidantes de fonte natural (DO et 

al., 2013). Pesquisas com extratos fenólicos têm crescido, principalmente devido ao aumento 

da sua demanda mundial e à sua aplicação na indústria como agentes antioxidantes (MELO et 

al., 2011). Além disso, estudos relatam largamente suas propriedades antioxidantes e sua 

relação com os seus efeitos anticarcinogênicos e antitumogênicos através da inibição de 

proliferação celular in vitro, além da sua capacidade anti-inflamatória e inibidora da 

angiogênese (MALTA et al., 2013; APOSTOLOU et al., 2013; KIM et al., 2014).    

A atividade antioxidante está relacionada à atividade antitumoral e quimiopreventiva, 

pois o estresse oxidativo, ou seja, a produção de radicais livres pode causar dano ao DNA 

provocando, assim, mutações que podem ser permanentes e, muitas vezes, levar à 

malignidade (VECHIA et al., 2009; CAO et al., 2013).  Os possíveis mecanismos de inibição 

da carcinogênese por compostos fenólicos estão relacionados com o aumento da expressão de 

superóxido dismutase, inibição da cicloxigenase e lipoxigenase (SAKATA et al., 2003; 

APOSTOLOU et al., 2013), indução de apoptose e repressão do ciclo celular, como 

demonstrado em células carcinogênicas humanas in vitro (JAGATHEESH et al., 2010; 

WATANABE et al., 2011; KIM et al, 2014).  

Policarpo et al. (2004) observaram que o aumento de superóxido dismutase permite 

diminuição do ânion superóxido e aumento do nível de peróxido de hidrogênio. Esta relação 

tem sido estudada e correlacionada com a malignidade do câncer de mama, e a diminuição 

deste radical está associada com a reversão da malignidade da linhagem MCF-7. 
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O perfil cromatográfico do extrato EGP obtido por CL-ESI-EM-EM comprovou a 

predominância de compostos fenólicos do tipo galotaninos e elagitaninos. A presença de 

elagitaninos é confirmada pela detecção do íon m/z 301 que indica a lactonização espontânea 

do HHDP, formando o ácido elágico, enquanto a lactonização parcial do HHDP forma o íon 

m/z 319, que sofre descarboxilação e forma o íon m/z 275 (TAN et al., 2010; DUTRA et al., 

2014). Taninos hidrolisaveis foram identificados por Dutra et al (2014) e Batista et al. (2016) 

em amostras de geoprópolis de Melipona fasciculata da mesma região, o que sugere a 

fidelidade da abelha em visitar as mesmas fontes vegetais.  

Taninos hidrolisáveis que são derivados do ácido gálico apresentam atividades 

terapêuticas incluindo propriedades antioxidantes, antimicrobiana, anti-viral além de 

anticarcinogênica (SEERAM et al., 2005; BUZZINI et al., 2008; OKUDA&ITO, 2011). Essa 

classe de compostos possui maior atividade citotóxica contra carcinomas de células 

escamosas orais humanas e linhagens de células tumorais de glândulas salivares que 

fibroblastos gengivais humanos normais enquanto que o ácido gálico, uma unidade 

monomérica dos taninos, possui citotoxicidade seletiva muito mais fraca. A atividade 

citotóxica dos compostos dímeros é geralmente superior a dos compostos monoméricos, 

sendo que os oligômeros de elagitaninos apresentam a maior atividade citotóxica do que as do 

ácido gálico e do galato de epigalocatequina, possivelmente explicada por sua capacidade 

indutora de apoptose (SAKAGAMI et al., 2000; SEERAM et al., 2005). 

Os elagitaninos assim como seu produto de hidrólise, ácido elágico, induziram a 

apoptose em células tumorais de cólon humano Caco-2 através da via mitocondrial, sem 

indução de apoptose em células do cólon normal (CCD-112CoN), sendo que esse efeito 

anticarcinogênico dos elagitaninos é atribuído principalmente ao seu produto de hidrólise, 

ácido elágico (LARROSA et al., 2006). Wang et al. (2000) demonstraram cuphiin D1, tanino 

hidrolisável macrocíclico, isolado de Cuphea hyssopifolia, apresentou atividade antitumoral 

tanto in vitro quanto in vivo, induzindo apoptose em células de leucemia promielocítica 

humana (HL-60) causando a fragmentação do DNA e inibição da expressão de Bcl-2. 

Assim, conclui-se que a geoprópolis de Fernando Falcão, Maranhão, Brasil, apresenta 

composição química rica em compostos fenólicos, principalmente taninos hidrolisáveis com 

potencial antioxidante e citotóxico para células tumorais, sendo suas frações FM e FA as mais 

ativas. Portanto, os dados sugerem que os taninos hidrolisáveis são os principais responsáveis 

por essas atividades e geram perspectivas para a continuidade das pesquisas com essa 
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geoprópolis e contribuem para que esta futuramente possa servir como matéria-prima para 

medicamentos que auxiliem o tratamento antitumoral. 
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Figura 1. Viabilidade das células tumorais da forma ascítica do tumor experimental 
de Ehrlich frente às concentrações de 0 μg/mL; 62,5μg/mL; 125μg/mL; 250μg/mL e 
500 μg/mL do extrato (EGP) e suas frações (Fração hidrometanólica- FM, Fração 
Acetato de Etila - FA, Fração Clorofórmica – FC e Fração Hexânica - FH) da 
geoprópolis de Melipona fasciculata. Letras diferentes indicam diferença 
significativa (p<0,05), *** (p<0,001) ANOVA (One way/Newman-Keuls).  
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Figura 2. Viabilidade das células MCF-7 (A) e RAW (B) frente às concentrações de 0,9 
μg/mL; 1,9 μg/mL, 3 μg/mL, 7 μg/mL, 15 μg/mL, 31 μg/mL, 62,5μg/mL; 125μg/mL; 
250μg/mL e 500 μg/mL do extrato de geoprópolis de Melipona fasciculata (EGP). Letras 
diferentes indicam diferença significativa (p<0,05), ANOVA (One way/Newman-Keuls). 
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Tabela 1. Concentração de fenois totais e atividade antioxidante do extrato e frações da 

geoprópolis de Melipona fasciculata 

 
 

Amostra TFT (mg GAE/g) 
DPPH

(CI50µg/mL) 

FRAP 

(FeSO4/g)  

EGP 523,8 ± 0,04b 4,53 ± 0,16b 16.03 ± 0.11a

FM 478,2 ± 0,08c 8,33 ± 0,13c 14.07 ± 0.07b
 

FA 598,3 ± 0,07d 3,64 ± 0,09b 20.01 ± 0.09c
 

FC 160,6 ± 0,01e 19,86 ± 0,04d 7.01 ± 0.15d
 

FH 54,9 ± 0,02f Nd Nd 

Trolox - 5.11 ± 0.04g 9.09 ± 0.10g

 a Os valores representam a média ± desvio padrão (n = 3). Diferentes letras na mesma coluna indicam uma 
diferença significativa (teste de Tukey, p <0,05). TFT, teor fenólico total; EGP, extrato hidroalcoólico de 
geopropolis; FM, fração hidrometanólica; FA, fração acetato de etila; FC, fração clorofórmica; FH, fração 
hexanica; Nd, não detectado. DPPH, radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP (ferric reducing antioxidant 
power), poder antioxidante reduzido férrico. 
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Tabela 2. Compostos fenólicos tentativamente identificados no extrato hidroetanólico da geoprópolis de 

Melipona fasciculata por CL-DAD-ESI-EM/EM 

Composto  MM [M-H]- m/z Principais íons EM2 (m/z)  Compostos identificados

1 482 481 301, 275, 169 HHDP-glicose 

2 332 331 271, 193, 169 Galoil-glicose 

3 484 483 331, 313,169 Digaloil-glicose 

4 784 783 481, 301, 275 Di-HHDP-glicose 

5 634 633 481, 301, 275 Galoil-HHDP-glicose 

6 636 635 483, 465, 421, 313 Trigaloil-glicose 

7 786 785 765, 633, 483, 301 Digaloil-HHDP-glicose 

8 936 935 933 784 741 633 451 301 275 Di-HHDP-galoil-glicose 

9 938 937 785 767 635 465 301 275 Trigaloil-HHDP-glicose 

10 603 602 301 Derivado do ácido elágico 

aAbreviação usada na tabela: MM, massa molecular; [M-H]-, íon molecular. HHDP, hexahidroxidifênico 

Figura 3. Perfil cromatográfico do extrato hidroetanólico da geoprópolis (EGP) de 
Melipona fasciculata Smith por CLAE-UV (280nm).  
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Figura 4. Estruturas químicas dos taninos hidrolisáveis identificados no extrato da 
geoprópolis de Melipona fasciculata Smith (EGP) 
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ABSTRACT: Melipona fasciculata Smith, stingless bee (Apidae: Meliponini), produces 

honey, wax and geopropolis, which is a mixture of resins plant, waxes, salivary secretion and 

soil. This paper describes the antitumoral activity and chemical composition of geopropolis 

produced by M. fasciculata. The hydroethanolic extract were evaluated for in vitro and in 

vivo antitumor activity against Ehrlich ascites tumor and was chemically analyzed by HPLC 

and HPLC-DAD-ESI-MS/MS. The extracts (EG1 to EG6) were cytotoxic to tumor cells. In 

vivo antitumor tests (most active extract, EG1) inhibited the development of Ehrlich ascites 

tumor, reducing the number of tumor cells and the ascytes volume and increasing the survival 

of mice. The prophylactic and therapeutic treatment (EG1) inhibited the development of the 

solid form of the tumor. Thirteen compounds belonging to the classes of alkaloid and 

polyprenylated benzophenones and pentacyclic triterpenes derivatives were tentatively 

identified. These compounds are responsible for the antitumor activity of geopropolis. 

Keywords: Stingless bee, Melipona fasciculata, Erhlich tumor, benzophenones, triterpenes, 

alkaloid. 
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INTRODUCTION 

Tropical stingless bees (Apidae: Meliponini) constitute a diverse group of social 

insects that produce honey, wax, pollen, propolis and geopropolis historically valued by 

human beings1. In Brazil, especially in the North and Northeast regions, there is a

predominance of stingless bees of the genus Melipona such as Melipona fasciculata Smith, 

popularly known as “tiúba”, bees extensively reared for honey production and 

commercialization2,3. However, in addition to producing honey, tiúba bees accumulate pollen

and produce wax and geopropolis, wich consists of resinous material of plant species mixed 

with wax, salivary secretion and soil, in order to build, maintain, and defend their nests4.

Unfortunately, research on geopropolis has not been conducted systematically, so that 

little information is available. A small number of reports have documented the beneficial 

effects of stingless bee geopropolis in different contexts, such as antimicrobial5,

antinoceptive6, antiviral7, gastroprotective8, anti-inflammatory9, antioxidant10 and anti-tumor

cell proliferation activities11,12. Studies with geopropolis of M. fasciculata have demonstrated

a significant antimicrobial activity against  Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus 

and Candida albicans, confirming its potential to control or prevent infections in the oral 

cavity and its high flavonoid content13, as well as its action against Staphylococcus aureus

and Escherichia coli strains11, and its antioxidant activity with a  high total phenolic content

and predominance of gallic acid and ellagic acid and hydrolyzable tannins14,15, and its

immunomodulatory/inflammatory activity16. Anticancer studies have revealed a cytotoxic

effect of geopropolis on canine osteosarcoma17 and a cytostatic action on human laryngeal

epidermoid carcinoma cells, with biological properties that may be due to triterpenes11,18.
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The objective of the present study was to evaluate the chemical composition and antitumor 

activity of the hydroethanolic extract of geopropolis (EG) from Melipona fasciculata Smith 

against Ehrlich ascites tumor in Swiss albino mice. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents and Standards. Ethanol, formic acid, hydrochloric acid and anhydrous 

sodium sulfate were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals used in the 

study were of analytical or HPLC grade. Tripan blue Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), 

solução tamponada de fosfato (PBS) Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), meio RPMI 

(Rousewelt Parked Memorial Institute) Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), formol 10%, 

EDTA solution, hematoxylin-eosin dye. 

Geopropolis samples. Geopropolis (G1 a G6) produced by M. fasciculata was 

collected in a randomized and annual way (in October 2006, February 2007, August 2007, 

October 2008, February 2009, and October 2010) from the internal parts of a beehive located 

in the municipality of Palmeirândia (2°40’80.3”S e 44°52’66.1”W) in the northeastern region 

of the state of Maranhao, Brazil. 

Preparation of hydroethanolic extracts of geopropolis (EG). The geopropolis 

samples was separately triturated using a knife mill, and the geopropolis powder (500 g) 

obtained was extracted by maceration with in 1000 mL of 70% ethanol/water (70:30.v/v) for 

48 h. The extracts were filtered through Whatman no. 1 filter paper (Whatman, Durham, UK) 

in a Buchner funnel and concentrated to a small at 40 °C in a rotary evaporator under vacuum, 

yielding the  hydroethanolic extract of geopropolis. The extracts were coded as EG1, 

EG2,EG3, EG4, EG5 and EG6. 
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HPLC/UV−Vis Analysis of geopropolis extracts (EG1 to EG6).  HPLC analysis was 

carried out in a Thermo Finnigan Surveyor Autosampler liquid chromatograph (San Jose, CA, 

USA) equipped with an injector with a 25 μL loop and a UV detector. A Hypersil BDS C-18 

column (250 × 4.6 mm, 5 μm; Thermo Electron Corp., Waltham, MA, USA), protected by a 

C-18 precolumn (4 × 3 mm, 5 μm, Gemini; Phenomenex), was used. The compounds of the 

geopropolis extract were separated at room temperature using a gradient elution program at a 

flow rate of 1.0 mL/min. The mobile phases consisted of Milli-Q water containing 0.1% 

formic acid (A) and acetonitrile (B). The following linear gradient was applied: 0−1 min, 5% 

B; 1−10 min, 5−30% B; 10−20 min, 30−70% B; 20−60 min, 70−100% B. The column was 

reequilibrated for 10 min before the next run. The injection volume into the HPLC system 

was 25 μL, and UV− vis detection was performed at 254 nm. Before injection into the HPLC 

system, each extract was dissolved in the same solvent used for extraction (HPLC grade) to 

obtain a final concentration of about 5 mg/mL and then filtered through a 0.22 μm nylon 

syringe filter obtained from Allcrom (São Paulo, SP, Brazil). 

HPLC-DAD-ESI-MS Analysis of geopropolis bioactives extracts. The most active 

extracts (EG1, EG2, EG4 and EG6) were analyzed with an HPLC system (LC-10AD, 

Shimadzu) equipped with a photodiode array detector, which was coupled to an Esquire 3000 

Plus ion-trap mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) using electrospray 

ionization (ESI). The conditions for dilution of the samples and the mobile phase composition 

were the same as described above. The ionization conditions were adjusted as follows: 

electrospray voltage of the ion source of 40 V, capillary voltage of 4.0 kV, and capillary 

temperature of 320 °C. Ultrahigh-purity helium (He) was used as the collision gas and high-

purity nitrogen (N2) as the nebulizing gas. Nebulization was aided with a coaxial nitrogen 

sheath gas provided at a pressure of 27 psi. Desolvation was facilitated using a counter current 
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nitrogen flow set at a rate of 7.0 L/min. Analyses were carried out using full-scan mass 

spectra in the positive ionization mode and data-dependent MS2 scans from m/z 100 to 3000.

The compounds were identified on the basis of the molecular ion mass, fragmentation, 

UV−visible spectra acordding to literature data.  

Animals. Male albino Swiss mice, eight to twelve weeks old, weighing 25–30 g 

have been maintained for many generations in the Animal House of Universidade Federal do 

Maranhão (São Luís, MA, Brazil) under standard conditions. Animals were age matched, fed 

sterilized food and acidified water and treated according to UFMA Animal Welfare 

guidelines. All procedures described were reviewed and approved by the Animal Ethics 

Committee (Protocol CEP/UEMA nº 010/2007). 

Maintenance of Ehrlich's tumor. Ehrlich tumor cells, a mammary adenocarcinoma, 

were maintained ascitic by means of weekly inoculations of approximately 106 cells

intraperitoneally in Swiss mice. With approximately 8 days of tumor evolution the animals 

were sacrificed and, after excision of the abdominal wall, the ascitic fluid was aspirated with 

the aid of a sterile syringe and needle. The total number of tumor cells were counted in a 

Neubauer chamber and viability was determined using vital exclusion by Trypan blue19.

In vitro antitumor activity. Tumor ascites was collected and centrifuged at 1200 rpm 

for 10 minutes and the supernatant was discarded. Tumor cells were then washed with 

phosphate buffered saline (PBS) and centrifuged and the supernatant was again discarded in 

order to guarantee full removal of ascitic fluid, which contains various tumor growth factors. 

After washing, tumor cells were quantitated, adjusted and resuspended to a concentration of 

2x107 cells/mL. Next, 10 μL of this tumor cell suspension was added to the wells of 96-well

plates containing the hydroethanolic geopropolis extracts serially diluted in RPMI medium at 

concentrations of 500, 250, 125, and 62.5 μg/mL.  The plates were incubated for 24 hours and 
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the total number of live and dead tumor cells was counted by the Trypan blue vital exclusion 

method. Percent cell viability of the extracts was determined using the following formula: % 

= (Nº of live tumor cells x 100)/total Nº of tumor cells, and the calculation of the mean 

inhibitory concentration of each extract. Each test was carried out in triplicate (n=3)19.

In vivo antitumor activity. Evaluation of the development of Ehrlich ascites tumor 

after treatment. The animals were divided  into four groups (n=10/group), a control group 

and three experimental groups. The control group received 0.2 mL PBS by the intraperitoneal 

(ip.) route. The experimental groups received EG1 at the doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg ip. and 

were named EG1A0.5, EG1A5 and EG1A50, respectively, with each group being treated with 

a single dose.   

Forty-eight hours after treatment with EG1 as descibed above, 10 animals /group were 

inoculated ip. with 2x106/ mL Ehrlich tumor cells (ascites tumor). Ten days after the

inoculum, five animals per group were exsanguinated and sacrificed for the assessment of 

tumor development. Ascites was collected and the number and viability of tumor cells it 

contained were quantitated. The volume and aspect of the ascites (non-hemorragic-1, semi-

hemorrhagic-2 and hemorrhagic-3) was also determined.20

The five remaining animals were kept alive for survival analysis. Percent increase of life 

expectancy was calculated according the the following formula, adapted from Plowman et 

al.21:

ILS (%) = [(treated MST group/control MST group) - 1] x 100. 

MST – day of 1st death + day of last death) / 2.

Where ILS = Increased Life Span and MST = Mean Survival Time 

Development of Ehrlich tumor in the solid form. The animals were divided into eight 

groups (n=6/group). Four groups received prophylactic treatment with PBS or EG1 
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administered ip. in a single dose 48 hours before inoculation of Ehrlich tumor  and the other 

four received therapeutic treatment with PBS or EG1 administered ip. in a single dose 48 

hours after tumor inoculation. The groups were called Control, EG1S 0.5, EG1S5 and 

EG1S50. Forty-eight hours after EG1 treatment as described above, five animals/group were 

inoculated into the footpad with 1x106 tumor cells. 

 Tumor development was assessed by measuring paw thickness with a digital 

pachymeter every two days until the 14th day, when the animals were exsanguinated and 

sacrificed by cervical dislocation. The paws were amputated for the determination of tumor 

development, weighed and fixed in 10% formol for 48 hours. Next, the paws were decalcified 

with 5% EDTA solution and embedded in paraffin. Sections measuring 5 µm in diameter 

were obtained and stained with hematoxylin-eosin. Slides were analyzed and photographed 

with a common light microscope at 400X magnification. The following parameters were 

considered for histological analysis: presence of an infiltrate, tumor cells, mitotic figures, 

necrosis, and edema, each being scored as 0 (absent), 1 (mild), 2 (moderate), and 3 (intense), 

and the type of infiltrate was classified 22,23. 

Statistical Analysis. All biological experiments were carried out in triplicate. Data are 

reported as mean ± standard deviation (S.D.) for 5-10 animals/group. The survival curve was 

determined using the Kaplan–Meier curve and analyzed statistically by the log-rank test. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

In the present study, hydroethanolic extracts of geopropolis from stingless bees of the 

Palmeirândia region, Maranhão, Brazil, were obtained during randomized periods of 

collection in order to determine their predominant chemical composition and their cytotoxic 

activity in vitro. An extract was then selected for the determination of its in vivo action 
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against an experimental Ehrlich tumor, a mammary adenocarcinoma of Swiss mice, in the 

ascitic and solid form, with the prophylactic and therapeutic  response of the latter model 

being observed.  

Extraction yields of extractives  

The extraction yield of the hydroethanolic extracts of M. fasciculata geopropolis 

extracts EG1, EG2, EG3, EG4, EG5 and EG6 was 8.11%, 5.32%, 3.89%, 5.22%, 6.45% and 

5.10%, respectively.  

Analyses of the chemical constituents of the bioactive extracts by HPLC-UV-vis and 

HPLC-DAD-ESI-MS/MS.  

The chromatograms obtained by HPLC/UV-vis (254 nm) revealed that all geopropolis 

extracts had a similar chemical composition (Figure 1), with substances showing the same 

retention time despite different collection times. However, on the basis of the in vitro results 

obtained with tumor cells, the more active extracts (EG1, EG2, EG4 and EG6), which were 

also the ones with a more identical chemical profile, were submitted to chemical 

characterization by HPLC-DAD-ESI-MS/MS analysis (Figure 2). Table 1 summarizes the 

tentatively identified chemical compounds, their retention time (Rt), molecular weight, MS 

data for protonated molecules [M+H]+,  molecular ion and main product ions obtained by 

HPLC-MS/MS for the 13 fragmentation peaks of extrats. The chemical constituents were 

identified by comparing their fragments with those described in the literature (Figure 3). 

The main classes detected in the extracts were alkaloids, triterpenes and 

benzophenones, revealing for the first time the presence of classes such as alkaloids and 

benzophenones in M. fasciculata geoprópolis. 

Alkaloids. Substance 1, with molecular ion m/z 318 and fragment ions m/z 274 and 

256 corresponding to the loss of C2H4O and C2H6O2, respectively, referring to trachelanthic or 
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viridifloric acid residues,24 was tentatively identified as the pyrrolizidine alkaloid 

dihydroheliospathuline-N-oxide25. 

Pyrrolizidine alkaloids such as 1,2-dihydropyrrolizidine and echimidine have been 

identified in products of bees with stings such as pollen and honey26,27 . Echimidine, 

pyrrolizidine alkaloids have been identified in propolis of the stingless bees Scaptotrigona 

postica
7. However, this alkaloid were detected for the first time in M. fasciculata geopropolis.  

This monoester alkaloid class is usually detected in plants of the Asteraceae and 

Fabaceae families26 which are present in the municipality of Palmeirandia-MA and are visited 

by bees of the genus Melipona
28,29.  

Triterpenes. Substances 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 and 12 are pentacyclic triterpenes 

derived from boswellic acid with an ursane or oleanane skeleton. The fragmentation profile of 

triterpenes occurred with ions mainly related to the loss of water (-18 Da) and CO (-28 Da), 

but also involved fragments originating from the loss of the acetyl group (-60 Da). 

Additionally, ions of B/C-ring retro-Diels-Alder cleavage were observed.30,31 

Substance 2 with molecular ion m/z 455 [M+H]+ producing fragment ions of m/z 437 

[M+H-18]+ related to water loss and of m/z 409 [M+H-28]+ related to carbonyl loss was 

tentatively identified as 9,11-dehydro-β-boswellic acid31,32.  

Substance 3 had a molecular ion of m/z 437 and fragment ions of m/z 419 [M+H-18]+ 

related to the loss of a water molecule and of m/z 391[M+H-28]+ due to the loss of a carbonyl. 

However, it also showed a fragment ion of m/z 241 in the mass spectrum, possibly formed by 

a break of the D ring with a consequent Retro-Diels-Alder reaction that results in the 

formation of a methide quinone characteristic of this triterpene type known as 15-

hydroxytingenone31.  
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The mass spectrum of substance 4 was tentatively identified a pentacyclic triterpene of 

the oleanane type olean-12-ene-2,3,21,23,28-pentol, exhibited a protonated molecule of m/z 

491 producing fragment ions of m/z 473, 455 and 437 obtained by the loss of water 

molecules31. 

Substance 5 had a molecular ion of m/z 471 producing fragment ions by the loss of 

water molecules of m/z 453, m/z 435 and an ion related to the loss of carbonyl of m/z 407 that 

was tentatively identified as 3,4-di-epigypsogenin31. In contrast, substance 9, 

speciosaperoxide, with a protonated ion of m/z 531, in addition to showing a fragment ion due 

to water loss, m/z 513, also showed a fragment ion corresponding to the loss of the acetyl 

group of m/z 45331. 

Substance 6 was also tentatively identified as an acid triterpene known as 3β,6β,7α-

trihydroxyolean-12-em-27-oic acid, showing a protonated molecule of m/z 489 and fragment 

ions of m/z 471, 453, 435, also due to the loss of water molecules31.  

Substances 8 and 11 were also identified as boswellic acid derivatives, showing 

molecular ion m/z 513 and 515, respectively. Compound 8 was a identified as 3-acetyl-11-

keto-α-boswellic acid and compound 11 as 3-acetyl-11-hydroxy-α-boswellic acid, both 

presenting fragment ions related to the loss of water [M+H-18]+  and of the acetyl group 

[M+H-60]+.31,32  

Substance 10 was another tentatively identified triterpene with a molecular ion of m/z 

439 with fragmentation of m/z 421 and 404 which, according to the literature, is a ketone 

triterpene known as 12-ursene-2-diketone31. Substance 12, in contrast to the other triterpenes, 

was suggested to be a euphane-type triterpene with a molecular ion of m/z 441 and fragment 

ions of m/z 423[M+H-18]+ and m/z 405 [M+H-18]+  identified as 20,22- epoxyeupha-24-ene-

3-one 31,32.   
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    The pentacyclic triterpenes with an oleanane and ursane skeleton and the boswellic 

acids detected in the geopropolis extracts are quite common in the resins of Boswellia 

serrata
35

 and in species of the genus Protium, family Burseraceae33. Plant species of the 

family Burseraceae are visited by M. fasciculata in the region under study28,29. 

Using GC-MS analyses of M. fasciculata Smith geopropolis, Araujo et al.11 and 

Batista et al.15 demonstrated the presence of triterpenes such as β-amyrin, β-amyrenone, 

lupeol, cycloursane, and cycloartenol, but the triterpenes 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 and 12   

were detected for the first time in stingless bee products in the present study. 

  Benzophenones.  The mass spectrum of substance 7 showed a peak corresponding to 

the molecular ion of m/z 603 [M+H]+ with fragmentation of m/z 585,  [M+H-18]+, m/z 467 

[M+H-118]+, m/z 411[M+H-56]+, m/z 343 [M+H-68]+, m/z 287 [M+H-56]+, which, according 

to the literature, corresponds to a benzophenone called garcinol34,35. Substance 13 is another 

possible benzophenone since it has a molecular ion of m/z 671, although it has the same 

fragmentation profile as that of substance 7, differing from the latter by the presence of a 

prenyl radical (m/z 69). Garcinol is a polyisoprenyl benzophenone with anti-inflammatory, 

antioxidant, antiproliferative and anticancerigenous activities which is detected in species of 

the genus Garcinia,36
 and in the species Clusia burchellii (“gameleira”)37 and Platonia 

insignis (“bacurizeiro”)37 of the family Clusiaceae. It should be pointed out that plant species 

of the family Clusiaceae, especially the genera Platonia, Vismia and Clusia, are found in the 

municipality of Palmeirândia-MA29. Polyisoprenyl benzophenones have also been identified 

in brown propolis from Cuba38 and from Bahia-BR39. Tomás-Barberán et al.40 identified 

benzophenones in Venezuelan propolis and suggested that bees collect floral resins of the 

genus Clusia in order to produce propolis. The benzophenone ent-nemorosone was isolated 
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from the geopropolis of M. scuterralis, stingless bees, and its presence has also been detected 

in plant species of the family Clusiaceae extensively growing in the region9.  

In vitro and in vivo antitumor activity 

The cell viability of the ascitic form of Ehrlich tumor treated with extract 

concentrations of 0, 62.5, 125, 250 and 500 μg/mL is illustrated in Figure 4. At the highest 

concentrations (500 and 250 μg/mL) the extracts were cytotoxic to Ehrlich tumor cells, with 

EG1, EG2, EG4 and EG6 being the most cytotoxic, inducing almost a 50% reduction of cell 

viability starting at the concentration of 250 μg/mL. In contrast, EG3 and EG5 only induced a 

50% reduction of cell viability at the highest concentration (500 μg/mL). The mean CI50 

values of the extracts were: EG1=270 μg/mL, EG2=315 μg/mL, EG3=340 μg/mL, EG4=309 

μg/mL, EG5=419 μg/mL, and EG6=180 μg/mL (Figure 5), with no statitically significant 

difference between them, except for EG6 which showed the lowest CI50 (180.06 μg/mL).  

In order to better understand the effects of the extracts of M. fasciculata geopropolis 

we investigated the in vivo antitumor action of EG1 on the ascitic and solid forms of Ehrlich 

tumor of Swiss mice. Although this was not the extract with the best cytotoxicity, it was the 

one with the best extraction yield and its cytotoxicity and chemical profile were closely 

similar to those of EG6, the most active extract.   

Thus, we observed that EG1 significantly inhibited the number of total tumor cells and 

reduced the ascites volume of the tumor at the dose of 50 mg/kg in all treated groups (Figure 

6A). There was no difference in the aspect of the tumor ascites, most of which had a score of 

1, i.e., a non-hemorrhagic aspect (Figure 6B). 

Ascitic fluid is essential for tumor growth since it represents a direct nutritional source 

for tumor cells. Its production in Ehrlich ascites tumor is mainly guaranteed by the 

hyperpermeability of the capillaries present in the peritoneal cavity, a feature due to the fact 
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that the neoplastic cells induce an increased expression of receptors that promote 

angiogenesis, with the subsequent formation of large amounts of ascitic fluid41,42. 

The number of tumor cells in the ascites was significantly inhibited in the EG1A50 

group, treated with the extract at the highest concentration, compared to control and to the 

remaining treated groups (Figure 6C). However, there was no significant difference in the 

viability of these cells (Figure 6D). 

Regarding the survival curve of the animals, only the EG1A50 group showed a 

significant increase compared to control (Figure 6E). Similarly, the mean number of days of 

survival of the EG1A50 group of animals was significantly higher compared to control and to 

the remaining treated groups (Figure 6F), with a 9.5% increase in life expectancy (Table 2). 

We should empasize the increased survival and life expectancy of the animals treated 

with EG1 since an increased life expectancy is definitely an important criterion for the 

assessment of any chemotherapeutic agent19,41.  

According to studies on propolis, we know that the increase survival of experimental 

animals may be mainly related to the prevention of the implantation of a transplantable tumor 

and to the fact that propolis inhibits DNA synthesis in tumor cell cultures, thus directly acting 

on the destruction of cytoplasmic and nuceal structures.43,45  

A Croatian propolis extract showed a synergistic antitumor effect with cisplatin on 

Ehrlich tumor, inhibiting tumor growth, increasing animals survival by an additional 115% 

rate and reducing the toxic and cytotoxic effect of cisplatin on normal cells without affecting 

its cytotoxicity for tumor cells45. 

For the treatment of Ehrlich tumor in the solid form, EG1 administered 48 hours 

before tumor implant (prophylactic treatment) induced a significant reduction of paw 

thickness in the EG1S 0.5 group on the 8th, 10th, 12th and 14th day compared to control and 
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to the EG1S 50 group. At the dose of 5 mg/kg, there was a reduction of paw thickness on the 

4th, 8th, 10th, 12th and 14th day compared to control and a reduction on the 8th, 12th and 

14th day compared to the EG1S 50 group (Figure 7A). 

EG1S administered at the dose of 5 mg/kg after tumor implant (therapeutic treatment) 

significantly inhibited the increase in paw thickness on the 12th day compared to control and 

to the higher dose of 50 mg/kg  and also significnatly inhibited tomor growth compared to 

control on the 14th day (Figure 7B). 

The variation between the final and initial thickness in the prophylactic treatment 

revealed a significant reduction at the doses of 0.5 and 5 mg/kg compared to control and to 

the dose of 50 mg/kg. In the therapeutic treatment, the dose of 5 mg/kg induced a significant 

reduction compared to control and to the remaining treated groups (Figure 7C and 7D). 

EG1 also had a significant inhibitory effect on the growth of Ehrlich tumor in the solid 

form in the paw even when the animals were treated ip., data that were confirmed both by 

macroscopic measurement and by microscopic analysis, with a reduction of paw thickness 

being observed in treated animals. These results agree with those reported by Araujo et al.24 

who demonstrated that a propolis extract of Scaptotrigona aff. postica, stingless bees  

inhibited the progression of Ehrlich tumor in the paws of mice starting on the 6th day after 

inoculation of single doses of 5 and 50 mg/kg, even when the tumor was implanted at a 

distance from the the treatment site. 

This model is primarily evaluated on the basis of increased paw thickness, a fact that 

may express unreal development since paw thickness may reflect not only tumor development 

per se, but also the intense inflammatory infiltrate commonly occurring in this tumor model, 

being crucial for histopathological evaluation. 
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Histopathology revealed that when EG1 was administered in a prophylactic manner 

the EG1S 0.5 group showed a significant reduction in the number of tumor cells compared to 

control and to the treated groups, with increased edema in the EG1S 5 group compared to 

control and to the remaining treated groups, and with polymorphonuclear cells being present 

in the infiltrate (Figure 8A, B, C and D). However, the highest dose (50 mg/kg) did not differ 

from control, leading us to suggest that this may have been due to swelling of the paw not 

because of an increase in tumor cells, but possibly because of the presence of an inflammatory 

infiltrate. This because the implantation of Ehrlich tumor indices, of itself, a local 

inflammatory reaction resulting in the formation of intense edema and cell migration. In 

addition, it has been previously demonstrated that the geopropolis extract of M. fasciculata 

from Palmeirândia has an immunomodulatory action with a proinflammatory response when 

used to treat THP-1 cells, a monocytic cell line of human leukemia16. 

In contrast, when administered in a therapeutic manner, the EG1S 0.5 group showed a 

significant reduction of tumor cells compared to control and to the treated groups, with a 

reduced necrosis in the EG1S 5 and EG1S 50 groups compared to control. And the cell types 

present in the infiltrate were also polymorphonuclear (Figure 8E, F, G and H). 

In general, the efficacy of an antitumor drug is assessed on the basis of its ability to 

reduce the quantity of tumor cells. However, the importance of the immune response of the 

host to the tumor should be underscored, reflected by the presence of inflammatory cells at 

the site of the neoplasia, since an inflammatory response is essential for the modulation of 

tumor development. Several studies have confirmed the presence of inflammatory infiltrates 

(macrophages and polymorphonuclear cells) in the stroma and in the periphery of neoplastic 

tissues as prognostic factors, supporting the dependence between inflammation and tumor 



89 

 

growth, with the influx of inflammatory cells such as neutrophils promoting tumor 

development45.  

Both the prophylactic and therapeutic treatments had an inhibitory effect against 

Ehrlich tumor, even though involving the administration of a single dose. However, the 

prophylactic treatment proved to be more effective, casing tumor regression since the 8th day, 

whereas the threapeutic treatment was significantly different starting on the 12th day. This 

may be explained by the fact that in the prophylactic treatment the active substances are 

already bioavailable at concentrations high enough to produce an effect, whereas in the 

therapeutic treatment tumor progression ends up being faster than the bioavailability of active 

substances. Or yet again, since geopropolis can modulate the immunological system by 

inducing proinflammatory cytokines, prophylactic treatment becomes more rapid and 

efficient. 

These results underscore the fact that, even when administered as a single dose, the 

geopropolis extract can induce a satisfactory response against the tumor. This is an important 

fact that raises the perspectives of new research with this product as a promising material for 

the production of medications aiding antitumor treatment, mainly because its chemical 

composition revealed constituents such as benzophenones, triterpenes and alkaloids with a 

high therapeutic potential whose various biological activities, including the antitumor action, 

have already been studied.  

Thus, we suggest that the antitumor action of M. fasciculata geopropolis may be 

related to the synergistic effect of benzophenonas and triterpenes, since benzophenones such 

as garcinol identified in these extracts have inhibitory effects on MCF-7 tumor cells, with 

toxicity for these tumor cells at concentrations of more than 20 µM, inducing a substantial 

loss of adherence and cell lysis46. In addition, this geopropolis extract inhibits cell prolferation 
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and induces cell apoptosis in multiple tumor cell lines of breast and prostate cancer, as well as 

pancreatic cancer, showing selectivity for tumor cells, since normal epithelial cells of the 

breast were not affected. 47 

Additionally, pentacyclic triterpenes with an oleanane and ursane skeleton have 

already been shown to be able to induce apoptosis of tumor cells, to increase the level of 

caspase activation and to interfere with central regulators of the mechanisms of cell 

development, proliferation and death, as is the case for p53, for the PI3K/Akt and MAPK 

pathways, and for NF-κB.48  

Pyrrolizidine alkaloids are considered to be potent antitumor agents since the products 

of their oxidative metabolism promote the formation of cross-binding of the DNA-proteín 

type49. And alkaloids are considered to be the most promising secondary metabolites in the 

area of antitumor agents50. 

On this basis, the present data demonstrate that the geopropolis extract of M. 

fasciculata from Palmeirândia-MA has antitumor activity causing the reduction of tumor cell 

numbers both in vitro and in vivo, increasing the survival of animals with ascites tumor and 

also reducing the size of solid tumors both when administered before the inoculation of tumor 

cells (prophylctic treatment) and after tumor implant and fixation (therapeutic treatment). In 

addition, it contains chemical constituents such as alkaloids, benzophenones and triterpenes, 

first reported here in M. fasciculata geopropolis, which predominate even at different times of 

collection, thus guaranteeing their constant biological activity. Furthermore, the present study 

also opens perspectives for new investigations involving the isolation of these chamical 

substances and the elucidation of their mechanism of antitumor action. 
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ABBREVIATIONS USED 

EG               geopropolis extract 

HPLC          high performance liquid chromatography 

UV-Vis        ultraviolet visible 

ESI               electrospray ionization 

MS               mass spectrometry 

DAD            diode array detection 

MS/MS        tandem mass spectrometry 

MTT            3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

EDTA         ethylenediamine tetraacetic acid 

RPMI          Roswell Park Memorial Institute 

PBS             phosphate buffered saline 
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Figure captions 

Figure 1. Chromatographic profile of the hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata 

Smith geopropolis (EG1 to EG6) obtained by HPLC-UV-vis (254nm). 

 

Figure 2. Base peak chromatogram (BPC) of the hydroethanolic extracts of Melipona 

fasciculata Smith geopropolis (EG1, EG2, EG5 and EG6) obtained by HPLC-DAD. 

 

Figure 3. Chemical structure of compounds tentatively identified in the geopropolis extracts 

of Melipona fasciculata. 

 

Figure 4. Cell viability of the ascitic form of experimental Erhlich tumor treated with 0, 62.5, 

125, 250, and 500 μg/mL concentrations of hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata 

Smith geopropolis (EG1 to EG6).  Different letters indicate significant differences (p<0.05), 

*** (p<0.001) ANOVA (One way/Newman-Keuls). 

 

Figure 5. In vitro antitumor activity of hydroethanolic extracts of Melipona fasciculata Smith 

geopropolis (EG1 to EG6) represented by mean inhibitory concentration (IC50). The symbols 

and the vertical lines represent the means ± standard deviations of the indicated means (n=3), 

#Indicates a significant difference between them (p<0. 01), ANOVA (Kruskal-Wallis). 

 

Figure 6. Effect of treatment with a hydroethanolic extract of Melipona fasciculata 

geopropolis (EG1) on the development of Ehrlich ascites tumor. The animals were treated 

intraperitoneally with EG1 at the doses of 0.5, 5.0 and 50 mg/kg or with PBS (control) and 

inoculated with 2x106 tumor cells 48 hours later.  Ten days after inoculation, ascites was 
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collected for the evaluation of volume (A), aspect (non-hemorrhagic-1, semi-hemorrhagic-2 

and hemorhagic-3) (B), total number of tumor cells (C), and tumor cell viability (D). Survival 

was monitored (E) and mean number of days of survival was calculated (F). Data represent 

the mean ± S.D. for 5 animals per group. *p≤ 0.05 compared to control. # p≤ 0.05 compared 

to the remaining EG1 doses. 

 

Figure 7. Effect of treatment with Melipona fasciculata geopropolis on solid Ehrlich tumor 

development in mice. Swiss mice were treated  intraperitoneally with EG1 for prophylaxis 

and therapy at the doses of  0.5, 5 and 50 mg/kg. The control groups received only PBS. 

Forty-eight hours after prophylactic or therapeutic treatment, the animals were inoculated 

with 105 Ehrlich tumor cells in the footpad and paw thickness was measured every 2 days 

with a digital pachymeter (A and B). Difference between the final and initial thickness after 

prophylaxis and therapy, respectively (C and D). Data are the mean ± S.E.M. for 6 animais 

per group. *indicates a significant difference between the control and treated groups (p≤0.05), 

#indicates a significant difference between the treated groups (p≤0.05). 

 

Figure 8. Photomicrograph of footpad tumor cells of mice with Ehrlich tumor treated with a 

hydroethanolic extract of Melipona fasciculata geopropolis (EG1). Swiss mice were treated 

prophylactically and therapeutically with EG1 at the doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg by the 

intraperitoneal route. The control groups received only PBS. The images represent 

histological sections of the footpad 14 days after Ehrlich tumor inoculation, stained with 

hematoxylin-eosin and analyzed at 400x magnification. Photomicrographs showing a 

panoramic view of neoplastic tissue in the dermis.  Sagittal section. (A) Prophylactic control, 

(B)  prophylactic EGS 0.5, (C) prophylactic EGS 5, (D)  prophylactic EGS 50, (E) 
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Therapeutic control, (F) therapeutic EGS 0.5, (G) therapeutic EGS 5, (H) therapeutic EGS 50. 

The black arrows indicate tumor cells and the red arrow indicates an inflammatory infiltrate. 
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Table 1.  Compounds tentatively identified in the geopropolis extract (EG) of Melipona fasciculata 

Smith by HPLC-DAD-ESI-EM/EM 

a
  RT, retention time, MW, molecular weight; [M+H]+, molecular íon  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound MW [M+H]+ m/z MS/MS fragments (m/z) Tentative identification 

1 317 318 300. 274, 256  Dihydroheliospathuline-N-oxide 

2 454 455 437, 409, 359, 295 9,11-Dehydro-β-bowelic acid 

3 436 437 419, 391 15-Hydroxytingenone 

4 490 491 455, 437 Olean-12-ene-2,3,21,23,28-pentol 

5 470 471 453, 435, 407 3,4-Di-epigypsogenin 

6 488 489 471, 453, 435 3,6,7-Trihydroxyolean-12-em-27-oic acid 

7 602 603 585, 467, 411, 343, 287 Garcinol  

8 512 513 495, 453, 435  3-Acetyl-11-keto-α-bowellic acid 

9 530 531 513, 453 Speciosaperoxide 

10 438 439 421, 404 12-Ursene-2-diketone 

11 514 515 497, 437, 345 3-Acetyl-11-hydroxy-β-bowelic acid 

12 440 441 423, 405 20, 22- Epoxyeupha-24-ene-3-one 

13 670 671 585, 467, 411, 343, 301 Poliisoprenyl benzophenone  
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Table 2. Effect of intraperitoneal (ip.) treatment with a hydroethanolic extract of Melipona 

fasciculata Smith geopropolis (EG1) on the increase of animal life expectancy 

Parameters Control EG 0.5 mg/kg EG 5 mg/kg EG 50 mg/kg 

Median survival 
time  (days) 

21.0± 1.8 20.5± 1.2 20.0± 4.3 23.0 ±3.7 

Increase in life 
expectancy (%) 

- -2.4 -4.8 9.5 

Values are expressed as mean ± SD 
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Figures Graphics 

 

Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control EG1A 0,5 EG1A 5 EG1A 50

0

2

4

6

8

* *
*

A
s
c
it
e
s
 v

o
lu

m
e
 (

m
L
)

Control EG1A 0,5 EG1A 5 EG1A 50
0

10

20

30

40

50

*#

T
o
ta

l 
n
u
m

b
e
r 

o
f 

c
e
lls

 x
1
0

7

Control EG1A 0,5 EG1A 5 EG1A 50
0

1

2

3

4

A
s
p
e
c
t

0 10 20 30
0

25

50

75

100

Control 0,5mg/kg 5mg/kg 50mg/kg

*

Dias

S
u

rv
iv

a
l 
(%

)

Control EG1A 0,5 EG1A 5 EG1A 50
0

10

20

30
*#

S
u
rv

iv
a
l d

a
y
s

A B 

C 

E 
F 

Control EG1A 0,5 EG1A 5 EG1A 50
0

25

50

75

100

V
ia

b
ili

ty
 (

%
)

D 



 

 

 

111 

 

Figure 7 
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Figure 8 
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5. CONCLUSÕES 
 
 Os extratos hidroetanólicos da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith de diferentes 

regiões fitogeográficas do estado do Maranhão apresentam composição química distinta, 

mas atividades biológicas semelhantes. 

 O extrato hidroetanólico da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith do município de 

Fernando Falcão, região do Cerrado maranhense, e suas frações acetato e hidrometanólica 

aprsesentaram maior citotoxicidade para células tumorais Ehrlich, MCF-7 e RAW, sendo 

que doses citotóxicas para células do tumor de Ehrlich e MCF-7 não foram citotóxicas para 

células RAW. 

 O extrato hidroetanólico da geoprópolis de Melipona fasciculata do Cerrado maranhense e 

suas frações acetato e hidrometanólica também apresntaram atividade antioxidante e 

composição química rica em compostos fenólicos, como taninos hidrolisáveis, 

provavelmente os responsáveis pela citotoxicidade para células tumorais. 

 O extrato da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith do município de Palmeirândia - 

MA apresentou atividade antitumoral causando diminuição do número de células tumorais 

in vitro e in vivo, aumentando a sobrevida dos animais portadores de tumor ascitico, bem 

como induzindo a diminuição do tumor sólido, tanto quando administrado de forma 

profilátia como teraputica. 

 Além disso, apresentou constituintes químicos como alcaloide, benzofenonas e triterpenos 

que provavelmente em sinergismos são os responsáveis por essa atividade biológica.  

 A bioatividade da geoprópolis de Melipona fasciculata abre perspectiva para o seu 

aproveitamento como matéria-prima para futuros medicamentos que ajudem no tratamento 

antitumoral e também para mais pesquisas para o esclarecimento de seus mecanismos de 

ação. 
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