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RESUMO 

 

Um dos principais entraves ao crescimento da caprinovinocultura são as parasitoses 

gastrintestinais, que representam o maior e mais grave problema sanitário, chegando a 

inviabilizar economicamente a criação, em função da resistência dos parasitos aos fármacos 

anti-helmínticos. Os produtos naturais, especialmente a geoprópolis produzida por abelhas 

sem ferrão do gênero Melipona, com destaque para Melipona fasciculata Smith (tiúba) surge 

como uma alternativa para tratamento dessas enfermidades. Dados na literatura sobre 

atividade anti-helmíntica com a geoprópolis são escassos, desta forma, objetivamos avaliar a 

composição química da geoprópolis de diferentes regiões fitogeográficas, atividade 

antioxidante e atividade anti-helmíntica em caprinos e ovinos, visando a obtenção de um 

produto anti-helmíntico. As amostras de geoprópolis foram coletadas nos municípios de 

Palmeirândia e Fernando Falcão, MA e submetidas a extração para obtenção dos extratos 

hidroalcoólicos da geoprópolis. Dos extratos obtidos das geoprópolis oriundas dos municípios 

de Palmeirândia e Fernando Falcão, MA, foram determinados os teores de fenólicos totais 

pelo reagente de Folin−Ciocalteu, e atividade antioxidante utilizando o ensaio in vitro com o 

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e capacidade redutora do ferro (FRAP). Os extratos foram 

derivatizados e analizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas 

(CG/EM), para identificação dos constituintes químicos. As amostras da geoprópolis oriundas 

das diferentes regiões fitogeográficas apresentaram variações no teor de fenólicos totais 

(126,60 – 847,50 mgEAG/g), atividade antioxidante para DPPH (IC50 4,24 - 44,44 µg/mL) e 

FRAP (1,29 – 18,42 mmol FeII/g) no entanto, as geoprópolis de Fernando Falcão, 

apresentaram melhores teores. Nas geoprópolis do município de Palmeirândia foram 

identificados, triterpenos do tipo cicloartano, ursano e oleanano e ácidos fenólicos (ácido 

protocatecuico e ácido gálico), enquanto que na geoprópolis de Fernando Falcão, ácidos 

fenólicos, ácido gálico e elágico foram os principais constituintes. Além da identificação 

química os extratos foram submetidos a teste anti-helmínticos in vitro de desembainhamento 

larvar com Haemonchus contortus, apresentando atividade apenas o extrato oriundo do 

município de Fernando Falcão, sendo obtido um bioproduto (patente depositada) que quando 

testado nas mesmas condições também apresenta ação anti-helmíntica. Essa mesma amostra 

oriunda do município de Fernando Falcão foi submetida a uma nova extração para obtenção 

de um maior rendimento, fracionada por biomonitoramento, por partição líquido/líquido com 

solventes de diferentes polaridades, obtendo-se frações: hexânica (HFG), clorofórmica (CFG), 

acetato de etila (EAFG) e hidroalcoólica (HAFG).  O extrato e frações foram avaliados com 

testes anti-helmínticos in vitro de desembainhamento larvar e inibição da eclodibilidade de 
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ovos de Haemonchus contortus. Novas analises espectrofotométricas foram realizadas a para 

determinação dos teores polifenois totais, atividade antioxidante in vitro com DPPH e FRAP e 

perfil cromatográfico por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de 

ultravioleta (CLAE/UV) e a identificação dos componentes químicos das frações ativas foi 

realizada por cromatografia liquída de alta eficiência acoplada a espectrômetro de massas 

(CLAE/EM). Para o teste de eclodibilidade de ovos a CE50 variou de 2,01 – 3,73 mg/mL, para 

extrato e frações sendo a fração mais ativa EAFG com CE50 2,01 mg/mL, e o teste de 

desembainhamento larvar variou com CE50 de 0,12 – 0,55 mg/mL, a fração mais ativa HAFG 

com CE50 0,12 mg/mL. O extrato e frações apresentaram altos teores de polifenóis totais 

(64,50-650,19 mgEAG/g) e atividade antioxidante para DPPH (IC50 6,50 – 29,80 µg/mL) e 

FRAP (6,91 -17,19 mM Fe2+/g). A fração hexânica apresentou baixo rendimento desta forma 

não foi submetida a testes anti-helmínticos, não apresentou ação antioxidante e apresentou as 

menores concentrações de polifenóis. Nas frações ativas foram identificados ácido fenólicos 

(ácido elágico e derivados, brevifolin e ácido caftárico), taninos hidrolisáveis (galotaninos e 

elagitaninos). A atividade anti-helmíntica da geoprópolis de Melipona fasciculata (tiúba) 

provavelmente está relacionada com a atividade antioxidante e à presença de compostos 

fenólicos principalmente ácidos fenólicos e taninos hidrolisáveis, além disso, as fontes 

vegetais utilizadas pelas abelhas para a produção da geoprópolis contribuem para a 

composição química e bioatividade deste produto. 

 

Palavras chaves: geoprópolis; composição química, atividade antioxidante, atividade anti-

helmíntico; compostos fenólicos. 
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ABSTRACT  

 

One of the main barriers to creation of goats and sheep are gastrointestinal parasites, which 

represent the largest and most serious health problem, reaching economically derail the 

creation, due to the resistance of parasites to anthelmintic drugs. Natural products, especially 

geopropolis produced by stingless bees of the genus Melipona, especially Melipona 

fasciculata Smith (tiúba) is an alternative for treatment of these diseases. Data in the literature 

on anthelmintic activity with geopropolis are scarce in this way, we aimed to evaluate the 

chemical composition of geopropolis of different phytogeographical regions, antioxidant 

activity and anthelmintic activity in sheep and goats, in order to obtain an anthelmintic 

product. The samples of geopropolis were collected in the municipalities of Palmeirândia and 

Fernando Falãao, MA and subjected to extraction to obtain the hydroalcoholic extracts of 

geopropolis. Geopropolis extracts obtained from the municipalities of Palmeirândia and 

Fernando Falcão, MA, were determined the total phenolic content by the Folin-Ciocalteu and 

antioxidant activity using the in vitro assay with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 

ferric reducing antioxidant power (FRAP). Extracts were derivatized and analyzed by gas 

chromatography-mass spectrometer (GC/MS) to identify the chemical constituents. Samples 

of geopropolis of different phytogeographical regions showed variations in the total phenolic 

content (126.60 – 847.50 mgGAE/g), and antioxidant activity antioxidante for DPPH (IC50 

4.24 – 44.44 µg/mL) and FRAP (1.29 – 18.42 mmol FeII/g), the geopropolis from Fernando 

Falcao, showed better levels. On geopropolis from municipality of Palmeirândia were 

identified triterpenes cicloartane type, ursane and oleanane and phenolic acids (gallic acid and 

protocatechuic acid), whereas in geopropolis from Fernando Falcão, phenolic acids, gallic 

acid and ellagic were the main constituents. Besides the chemical identification extracts were 

subjected to anthelmintics in vitro larval exsheathment inhibition assay with Haemonchus 

contortus, with activity only the extract originating from the municipality of Fernando Falcão, 

and gotten a bioproduct (patent filed) when tested under the same conditions also presents 

action anthelmintic. This same sample from municipality of Fernando Falcão was subjected to 

a new extraction to obtain a higher yield, fractioned and, biomonitoring by liquid/liquid 

partition with solvents of different polarities, yielding fractions: hexane (HFG), chloroform 

(CFG), ethyl acetate (EAFG) and hydroalcoholic (HAFG). The extract and fractions were 

evaluated with anthelmintics in vitro assays larval exsheathment inhibition and egg hatch of 

Haemonchus contortus. New spectrophotometric analyzes were conducted to determine the 

polyphenol contents, in vitro antioxidant activity on DPPH and FRAP and chromatographic 

profile by high-performance liquid chromatography coupled with UV detector (HPLC/UV) 
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and identification of the chemical components of the active fractions was performed by high-

performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC/MS). For the egg 

hatch test EC50% ranged from 2.01 to 3.73 mg/ml to extract and fractions being the most 

active fraction EAFG with EC50 2.01 mg/ml, and exsheathment larval varied with EC50 0.12 - 

0.55 mg/ml, most active fraction HAFG EC50 0.12 mg/ml. The extract and fractions showed 

high levels of polyphenols (64.50 - 650.19 mgGAE/g) and antioxidant activity (IC50 6.50 – 

29.80 µg/mL) and FRAP (6.91 -17.19 mM Fe2+/g). The hexane fraction had low income in 

this way was not subject to anthelmintics tests did not show antioxidant and had the lowest 

concentrations of polyphenols. The active fractions were identified phenolic acid (ellagic acid 

and derivatives, and brevifolin carboxilate, caftaric acid), hydrolyzable tannins (gallotannins 

and ellagitannins). The anthelmintic activity of geopropolis of Melipona fasciculata (tiúba) is 

probably related to the antioxidant activity and the presence of phenolic compounds mainly 

phenolic acids and hydrolyzable tannins, also plant sources used by bees to produce the 

geopropolis contribute to the composition chemical and bioactivity of the product. 

 

Keywords: geopropolis; chemical composition, antioxidant activity, anthelmintic activity; 

phenolic compounds 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um país com área de dimensões continentais, dotado de características 

edafoclimáticas apropriadas para a criação de caprinos e ovinos, com um efetivo de 9,4 e 17,6 

milhões de cabeças respectivamente que são utilizados para a caprinovinocultura leiteira e 

produção de carne (IBGE, 2013; SEBRAE, 2012). 

A caprinovinocultura é uma das atividades mais frequentes no semiárido 

nordestino brasileiro, devido à capacidade de resistência destes animais a condições adversas, 

que concentra o maior rebanho, com 94% dos caprinos e 57% de ovinos do total nacional, 

sendo utilizados por pequenos produtores rurais como uma fonte de nutrição e renda, 

tornando a caprinovinocultura uma atividade importante do ponto de vista socioeconômico. 

(CASTAGNARA, et al., 2007; SEBRAE, 2012; IBGE, 2013). No entanto, um dos principais 

entraves ao crescimento deste segmento são as parasitoses gastrintestinais, que representam o 

maior e mais grave problema sanitário que acomete os pequenos ruminantes chegando a 

inviabilizar economicamente a criação, ocasionando desde a diminuição do consumo de 

alimentos, má digestão e absorção de nutrientes, redução no ganho de peso, anemia, diarreia e 

morte dependendo da intensidade da infecção (VIEIRA, 2008).  

O parasitismo por nematoides gastrintestinais é uma das maiores causas da 

mortalidade de pequenos ruminantes; em áreas tropicais o número de animais infectados 

alcança mais de 95%, principalmente jovens e fêmeas em período peri-parturiente ou em 

lactação, sofrendo uma perda de peso de 6-12 kg por animal/ano, resultando em mortalidade 

acima de 40%, causando impactos nos sistemas de produção, elevando os custos de controle 

(KNOX, et al., 2006; COSTA, et al., 2011). 

Dentre os parasitas que afetam caprinos e ovinos e que ocasionam grandes 

prejuízos ao rebanho está Haemonchus contortus, que é considerado o parasito de maior 

importância epidemiológica pela sua alta prolificidade e resistência a anti-helmínticos. Os 

animais infectados tonam-se anêmicos, hipo-proteinemicos e baixo ganho de peso (IDRIS, et 

al., 2012). 

O controle das parasitoses gastrintestinais é feito basicamente com a utilização de 

fármacos anti-helmínticos, que geralmente ocasionam em resistência dos parasitas aos 

princípios ativos, devido ao uso intensivo destes fármacos, subdoses, diagnósticos incorretos e 

falta de rotatividade de bases farmacológicas (LIMA, et al., 2010; MAVROT, et al., 2015).  

A vulnerabilidade destes produtos diante da capacidade de sobrevivência dos 

parasitas faz com que eles tenham tempo de uso pré-determinado, além disso, a existência de 

resíduos na carne e no leite e a ecotoxicidade de alguns compostos representam preocupação 
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crescente, além do elevado custo econômico do tratamento anti-helmíntico, apontam para a 

necessidade de pesquisas para contornar essa situação e baratear custos de produção 

(CASTAGNARA, et al., 2007). 

Considerando os problemas de resistência parasitária e de resíduos nos alimentos, 

a busca por novas alternativas para o controle dos parasitas se faz necessária e nos últimos 

anos tem sido observado um crescente interesse pelas práticas etnomédicas e etnoveterinárias, 

especialmente aquelas relacionadas ao uso de produtos naturais no tratamento de doenças 

(BIZIMENYERA, et al., 2006; SPRENGER, et al., 2015).  

Assim, o uso de produtos naturais, como plantas medicinais ou produtos 

derivados de abelhas, própolis e a geoprópolis podem ser ferramentas na redução desses 

problemas, possibilitando também prolongar a vida útil dos produtos químicos comerciais 

utilizados no controle de parasitas. O desenvolvimento de novos anti-helmínticos tem sido um 

processo lento e caro para a indústria farmacêutica (CHAGAS, et al., 2008). 

Para formar a própolis, as abelhas coletam resina de diferentes partes da planta e 

adicionam secreções mandibulares e cera formando uma goma resinosa e balsâmica de 

estrutura complexa contendo aproximadamente 50 a 55% de resinas e bálsamos, 30% de cera, 

10% de óleos voláteis, 5% de pólen e 5% de outras substâncias, podendo variar de acordo 

com a flora da região e espécie de abelha (CUNHA, et al., 2004). No entanto, para formar a 

geoprópolis, elém desses produtos, as abelhas adicionam terra (KERR, 1987). 

A geoprópolis (Figura 1B) é produzida por abelhas sociais e com ferrão atrofiado, 

do gênero Melipona, chamadas de meliponíneos, que ocupam regiões de clima tropical no 

planeta, especialmente na América do Sul, responsáveis por 90% da polinização de vegetais 

nativos.  No estado do Maranhão, Brasil, destaca-se a espécie de abelha sem ferrão, Melipona 

fasciculata Smith (Figura 1A), conhecida como “tiúba” ou “tiúba do Maranhão” cultivada há 

séculos pela população indígena e também pela população rural do interior do Estado para 

produção e comercialização de mel, além disso, acumula pólen (KERR, 1987).  

Tanto a geoprópolis como a própolis são utilizadas pelas abelhas para protegê-las 

contra invasão de insetos e microrganismos, restringindo a entrada, recobrindo a parede da 

colmeia, reforçando os favos, preenchendo fissuras e embalsamando animais (MARCUCCI, 

1996, BEZERRA, et al., 2015). 
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Figura 1. Melipona fasciculata Smith (tiúba) e geoprópolis.  A: Abelha tiúba visita a flor de Bixa orellana L. B: 

Tipos de geoprópolis produzidas por Melipona fasciculata Smith (tiúba) no estado do Maranhão.  Fonte: Adriana 

Martins, 2008 e Dutra, 2012. 

 

As pesquisas com própolis têm se concentrado nas abelhas com ferrão e 

africanizadas, especialmente Apis mellifera, possuindo atividades: antimicrobiana (SILVA et 

al., 2006; SAEKI, et al., 2011; BANKOVA, et al., 2014); antioxidante, antiinflamatória, 

antiulcerogênica (REIS, et al, 2000; BORRELLI, et al, 2002; RIGH, et al., 2011); 

imunomoduladora, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, antitumoral, hipoglicemiante e 

antialergica (ORSOLIC & BASIC, 2005; SFORCIN, et al., 2011; SHRUTHI & SUMA, 

2012) efeito coccidiostático (MOURA, et al., 1998), leishmanicida (AYRES, et al., 2007; 

MACHADO, et al., 2007; SILVA, et al., 2015) e propriedade anti-helmíntica (PRINCIPAL, 

et al., 2002; ARAÚJO, et al., 2006; CASTAGNARA, et al., 2007; LOUREIRO, et al., 2007; 

KRYCHAK-FURTADO, 2011; HEINZEN, et al., 2012).  

Dados na literatura sobre a geoprópolis relatam atividades biológicas como 

antimicrobiana (VELIKOVA, et al., 2000 a,b; DUAILIBE, et al., 2007; LIBÉRIO, 2010; 

LIBÉRIO, et al., 2011; CUNHA, et al., 2013); antiproliferativa, citotóxica (CANTANHEDE, 

et al., 2007; CUNHA, 2013; DA CUNHA, et al., 2016); antitumoral (ASSUNÇÃO, 2011; 

CUNHA, 2013; CINEGAGLIA, et al., 2013) e antioxidante (BATISTA, 2011; SILVA, et al., 

2013; SOUZA, et al., 2013; DUTRA, et al., 2014), leishmanicida (DUTRA, 2012), 

antiinflamatória (FRANCHIN, et al., 2012, 2013), imunomodulatoria (ARAÚJO, et al., 2015) 

e popriedades gastroprotetoras (RIBEIRO-JUNIOR, et al., 2015). Ressalta-se que a literatura 

não registra ação anti-helmíntica da geoprópolis.  

As atividades biológicas podem estar relacionadas com a composição química da 

geoprópolis, dados relatam a presença de compostos polifenólicos: ácidos fenólicos (ABREU, 

et al., 2006; CUNHA, et al., 2009; BATISTA, 2011; DUTRA, et al., 2011; CUNHA, 2013) 

taninos (DUTRA, et al., 2014), flavonoides (SILVA, et al., 2013; SOUZA, et al., 2013), 

A B 
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benzofenonas preniladas (TOMAS-BARBERAN, et al., 1993); cumarinas e benzofenonas 

(DA CUNHA, et al., 2016), além de terpenos: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e 

triterpenos, ácidos graxos, esteroides e saponinas (BANKOVA & POPOVA, 2007; DUTRA, 

et al., 2008; ARAÚJO, et al., 2015). 

Apesar do amplo estudo sobre a composição química da própolis ou geoprópolis, 

é importante ressaltar que esses produtos variam de acordo com flora visitada pelas abelhas, a 

região e a época da coleta, por isso a importância do conhecimento da origem botânica da 

geoprópolis (BANKOVA, 2009). 

Kerr et al. (1986, 1987) publicaram uma listagem preliminar das espécies vegetais 

utilizadas como fontes de pólen e néctar por M. fasciculata em municípios do estado do 

Maranhão, enquanto que Martins et al. (2011) analisaram o espectro polínico do mel da tiúba 

e Ribeiro et al. (2013, 2016) analisaram o espectro polínico da geoprópolis de tiúba de 

diferentes regiões fitogeográficas do estado do Maranhão.  

Nesse contexto, estudos químicos e biológicos são importantes para demonstrar a 

eficácia desde produto natural promissor, neste trabalho avaliou-se a atividade anti-helmíntica 

da geoprópolis de M. fasciculata do estado do Maranhão, Brasil, pois o uso descontrolado de 

fármacos anti-helmínticos vem ocasionando um aumento da resistência dos helmintos aos 

fármacos. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Geoprópolis de abelhas do gênero Melipona 

 

As abelhas pertencem à ordem dos Himenópteros, reunidas na superfamília 

Apoidea; as que possuem hábitos sociais mais avançados constituem a família Apidae que 

está subdividida em quatro subfamílias: Andreninae, Apinae, Colletinae, Halictinae, 

Megachilinae (CAMARGO & PEDRO, 2013). 

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

constituída por abelhas que possuem ferrão atrofiado, conhecidas como meliponíneos ou 

abelhas sem ferrão que ocupam grande parte das regiões de clima tropical do planeta, algumas 

regiões de clima temperado e subtropical, apresentando 33 gêneros dentre estes o gênero 

Melipona, distribuído em quatro subgêneros: Melipona (Melipona) Illiger, 1806; Melipona 

(Michmelia) Moure, 1975; Melipona (Melikerria) Moure, 1992; Melipona (Eomelipona) 

Moure, 1992, os quais foram baseados totalmente em caracteres morfológicos e refletem as 
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relações de similaridade e afinidade entre as espécies do gênero Melipona (CAMARGO; 

PEDRO, 2013).  

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 dizimadas 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). 

Nas últimas décadas, estudos científicos têm sido intensificados com produtos de 

abelhas sem ferrão, principalmente em países da América do Sul, regiões onde estas espécies 

predominam, dentre estes produtos destaca-se a geoprópolis produzida por abelhas do gênero 

Melipona.  

A geoprópolis ou batume são nomes genéricos designados para a mistura de 

material resinoso de plantas, misturado com cera, secreções salivares e terra. Ressalta-se ainda 

que, o comportamento de coletar terra para produzir a geoprópolis é característico de espécies 

do gênero Melipona, outras espécies de meliponíneos produzem somente própolis 

(NOGUEIRA NETO, 1997; CASTALDO & CAPASSO, 2002).  

As abelhas utilizam a geoprópolis como material asséptico na colmeia, para fechar 

pequenas frestas, na defesa contra invasores e vedar entradas de ventilação excessiva. É 

utilizada na construção da entrada das colônias e das paredes divisórias do ninho, ou para 

reforço das paredes naturais do ninho (NOGUEIRA-NETO, 1997; SOUZA, et al., 2009). 

Apesar dessas espécies produzirem a geoprópolis, alguns trabalhos científicos são 

publicados com o termo própolis o que pode dificultar o entendimento dos dados, no entanto 

utilizou-se apenas a palavra geoprópolis neste trabalho. 

 

2.2 Composição química da geoprópolis de espécies do gênero Melipona 

 

Os primeiros relatos sobre a composição química da geoprópolis são descritos por 

Greenaway et al. (1990) que analisaram geoprópolis de Melipona sp. do Equador, 

demonstrando presença de ácidos fenólicos, entre eles o ácido 3,5-dihidroxibenzóico, 

diferentemente da própolis de abelhas Apis mellifera da Europa e da América do Norte, rica 

em flavonoides. 

As espécies de Melipona citadas neste trabalho são descritas conforme os 

trabalhos científicos e foram reclassificadas segundo o catálogo de abelhas Moure, com os 

novos nomes científicos das espécies descritos entre parenteses, seguidos dos nomes 

científicos anteriores (CAMARGO & PEDRO, 2013).  
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Tomas-Barberan et al. (1993), analisando amostras de geoprópolis de Melipona 

compressipes (Melipona (Melikerria) compressipes Fabricius), Melipona favosa (Melipona 

(Melipona) favosa Fabricius), oriundas da Venezuela, identificaram compostos fenólicos do 

tipo benzofenonas preniladas, por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas (CLAE/EM). 

Em 1998, Bankova et al. identificaram mais de cinquenta compostos, por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/EM), principalmente 

compostos fenólicos e triterpenos como as benzofenonas, ácidos fenólicos, pinobaksina e β-

amirina, na geoprópolis de espécies de Melipona compressipes, Melipona quadrifasciata 

(Melipona (Melipona) quadrifasciata Lepeletier). 

Kujumgiev et al. (1999) compararam amostras de própolis e geoprópolis de 

abelhas sem ferrão (M. compressipes e M. quadrifasciata) dos estados do Piauí e Paraná, 

Brasil com própolis de A. mellifera, dos estados de São Paulo, Paraná e Ceará, Brasil e 

observaram a predominância de compostos aromáticos e terpeno em produtos de abelhas sem 

ferrão. 

Presença de compostos fenólicos e terpenos também foram verificados por 

Velikova et al. (2000 a), através da análise por CG/EM em amostras de geoprópolis de M. 

quadrifasciata, M. favosa, Melipona scutelaris (Melipona (Michmelia) scutellaris Lepeletier), 

Melipona marginata (Melipona (Eomelipona) marginata Lepeletier) com predominância de 

derivados do ácido gálico, ácido diterpênico (ácido caurenóico) e triterpeno (β-amirina), além 

de açucares. 

Em estudo posterior, Velikova et al. (2000 b) também isolaram ácidos 

diterpênicos (ácido caurenóico e seus derivados) em geoprópolis da abelha sem ferrão M. 

quadrifasciata do estado do Paraná, Brasil. 

Compostos voláteis foram identificados por CG/EM, em geoprópolis da abelha 

sem ferrão, Melipona becheii (Melipona (Melikerria) beecheii Bennett) do México (PINO, et 

al., 2006; TORRES-GONZÁLEZ, et al., 2016). 

Visando tipificar o padrão de composição química de amostras de geoprópolis de 

M. quadrifasciata, M. scutellaris e M. favosa e amostras de própolis de outras espécies de 

meliponíneos de diferentes regiões do Brasil, bem como a fonte vegetal usada pelas abelhas, 

Sawaya et al. (2007) observaram que a espécie vegetal Schinus terebenthifolius é a fonte 

botânica mais utilizada pelas abelhas sem ferrão.  

A geoprópolis produzida por Melipona fasciculata (Melipona (Melikerria) 

fasciculata Smith) em diferentes localidades do estado do Maranhão, tem sido objeto de 

estudo nos últimos anos, por pesquisadores da Universidade Federal do Maranhão, com o 
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objetivo de identificar suas características físicas, físico-químicas, químicas e ações 

biológicas. Os resultados demonstram presença de compostos fenólicos como flavonoides, 

além de triterpenos, e estudos tem identificado ácidos fenólicos do tipo ácido gálico e taninos 

hidrolisáveis e em análises por CG/EM observaram a presença de açúcares, triterpenos, ácido 

anacárdico e alquilresorcinois (ABREU, et al., 2006; DUTRA, et al., 2008; CUNHA, et al., 

2009; DUTRA, et al., 2014 ARAÚJO, et al., 2015). 

Teores de flavonoides foram verificados em geoprópolis de M. quadrifasciata, M. 

compressipes e própolis de outras espécies de abelhas sem ferrão oriundas do Brasil e 

Venezuela (MANRIQUE & SANTANA, 2008). 

Franchin et al. (2012) observaram altos teores de polifenóis em amostra de 

geoprópolis de M. scutellaris oriundas da Bahia e ausência de flavonoides, da mesma forma 

Cunha et al. (2013), em amostras de geoprópolis da mesma espécie de abelha e da mesma 

região, sugerem por CG/EM a presença de compostos das classes das benzofenonas e Da 

Cunha et al. (2016) identificaram ésteres de ácido cinâmico, cumarinas e benzofenonas. 

Compostos fenólicos foram identificados por CLAE em amostras de geoprópolis 

de M. scutellaris e M. fasciculata (ARAÚJO, et al., 2016).  

Souza et al. (2013, 2014) identificaram por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a espectrômetro de massas (CLAE/EM) e cromatografia líquida de alta 

eficiência com detector “photodiodearray” (CLAE/DAD) em amostras de geoprópolis de 

Melipona subnitida (Melipona (Melipona) subnitida Ducke) da Paraíba, fenilpropanoides e 

flavonoides, enquanto que De Sousa et al. (2015) observaram que em amostras provenientes 

do Rio Grande do Norte, apresentam altos teores de polifenóis e na prospecção fitoquímica 

presença de taninos hidrolisáveis, flavonoides das classes das flavonas e flavonóis, xantonas e 

triterpenos pentacíclicos livres.  

Silva et al. (2013) isolaram e identificaram por Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) alguns tipos de flavonoides de geoprópolis de Melipona interrupita (Melipona 

(Melikerria) interrupta Latreille) e Melipona seminigra (Melipona (Michmelia) seminigra 

Friese) da região amazônica. 

Campos et al. (2014) identificaram por CG/EM, ácidos aromáticos, compostos 

fenólicos, alcoóis, terpenos e açúcares em amostras de geoprópolis de Melipona orbignyi 

(Melipona (Melipona) orbignyi Guérin) oriundas do Mato Grosso do Sul. 

Cardozo et al. (2015) observaram que a espécie de abelha e a época de coleta, bem 

como a interação entre esses fatores, influenciam a concentração de compostos bioativos. As 

geoprópolis de M. quadrifasciata e M. marginata independentemente da espécie de abelha ou 
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a época de coleta, apresentaram como principais constituintes ácidos terpênicos e/ou di-

hidrocanferida. 

Na tabela 1, estão descritos classes de compostos e os constituintes químicos 

identificados nas geoprópolis de espécies do gênero Melipona por diferentes tipos de 

metodologias analíticas. 
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Espécies de abelhas* Local de 

origem 

Classe de 

compostos 
Compostos químicos 

Método 

analítico 

Referências 

Melipona sp. Equador Fenólicos 3,5-Dihidroxibenzóico CG/EM Greenway, et 

al., 1990 

M. (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. 

M. (Melikerria) compressipes (Fabricius, 1804) Venezuela Fenólicos Benzofenonas preniladas, 

flavonoides 

CLAE/EM   Tomás-

Barberan, et 

al., 1993; 

Manrique & 

Santana, 

2008. 

M. (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, 

CG/EM; 

CLAE/EM;  

Bankova, et 

al., 1998; 

1999; 

Kujumgiev, et 

al.,1999; 

Abreu, et al., 

2006; Dutra, 

et al., 2008; 

Tabela 1. Dados da literatura sobre a composição química da geoprópolis de espécies do gênero Melipona 
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ácido cis-p-cumárico, ácido trans-p-

cumárico, metil p-cumarato, 

hidroquinona, etilfenol, 

pinobanksina, 

dihidroximetoxiflavonona, 3-(2-

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

fenil)-propanolol, 1-feniletanol-2-

feniletanol, álcool benzílico, 

benzaldeído, cumarona, OH-

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, 

flavonoides, ácido anacárdico, 

alquilresorcinol, 

heptadecilresorcinol, 

Cunha, et al., 

2009; 

Libério, et al., 

2011; Dutra, 

et al., 2014; 

Araújo, et al., 

2015; Araújo, 

et al., 2016. 
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Ácidos graxos 

nonadecilresorcinol, 

pentadecilresorcinol, catequina, 

galocatequina, heperidina. 

Ácido mirístico, ácido palmítico, 

ácido palmitoléico, ácido esteárico, 

ácido oléico, ácido capróico 

  Hidrocarbonetos Hidrocarbonetos com cadeia de C8-

C25, alquibenzenos, 

alquilnaftalenos 

  

  Ácido inorgânico Ácido fosfórico   

  Açúcares Glicose, pentose, dissacarídeos   

M. (Melipona) quadrifasciata (Lepeletier, 1836) Brasil Terpenos 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-

CG/EM Bankova, et 

al., 1998; 

1999; 

Velikova, et 

al., 2000 a,b; 

Manrique & 

Santana, 

2008; 

Cardozo, et 

al., 2015. 
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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 

  Ácidos graxos Ácido láurico, ácido mirístico, 

ácido palmítico, ácido palmitoléico, 

ácido margarínico, ácido esteárico, 

ácido oleico, ácido pentadecanóico, 

ácido isovaleriânico. 

  

  Fenólicos 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, canerol, canferida, 

di-hidrocanferida 

  

  Açúcar Pentose   
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  Hidrocarbonetos C8-C25, alquibenzenos, 

alquilnaftalenos 

  

M. (Eomelipona) marginata (Lepeletier, 1836)  

 

Brasil Fenólicos Ácido benzoico, ácido cinâmico, 

vanilina, ácido p-cumarico, 3-

hidroxi-4-metóxi-cinamaldeído, 

ácido caféico, canerol, canferida, di-

hidrocanferida 

CG/EM Velikova, et 

al., 2000 a; 

Cardozo, et 

al., 2015. 

  Terpeno Ácidos E/Z comunico, ácido 

agatálico, ácido cupréssico, ácido 

icocupréssico, ácido 15-acetoxi-

isocupréssico 

  

M. (Michmelia) scutellaris (Latreille, 1811) Brasil Fenólicos Ácido benzoico, ácido cinâmico, 

benzofenonas preniladas, ácido 

elagico, 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, 

CG/EM  Velikova, et 

al., 2000 a; 

Franchin, et 

al., 2012; 

Cunha, et al., 

2013; Araújo, 

et al., 2016; 

Da Cunha, et 

al., 2016. 
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mammeisina, cinamoiloxi-

mammeisina, mammeina, 

benzofenona prenilada, ent-

nemorosone. 

M. (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-

camfolenal, trans-pinocarveol, 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-

CG/EM Pino, et al., 

2006; Torres-

González, et 

al., 2016. 
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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, acamfolenal, m-

cimenena, trans-pinocamfona, 

trans-pulegol. 

  Hidrocarboneto Heptadecano   

M. (Melipona) subnitida (Ducke, 1910)  Fenólicos 6-O-p-coumaroil-D-

galactopiranose, 6-O-cinnamoil-1-

O-p-coumaroil-�-D-glucopiranose, 

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

aromadendrina, 7,4’-di-O-metil 

aromadendrina, 4’-O-metil 

campferol, 3-O-metil quercetina, 5-

IV; 

CLAE/EM;  

Souza, et al., 

2013; De 

Sousa, et al., 

2015. 
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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); N.i ( Não identificado) 

 

O-metill aromadendrina A, 5-O-

metil camferol, taninos 

hidrolisáveis, flavonoides 

  Terpenos Triterpenos pentacíclicos livres   

M. (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. 

M. (Michmelia) seminigra (Friese, 1903) Brasil Fenólicos N.i Prospecção 

química 

Silva, et al., 

2013. 

M. (Melipona) orbignyi (Guérin, 1844) Brasil Ácidos 

aromáticos 

Ácido benzoico CG/EM Campos, et 

al., 2014. 

  Fenólicos Ácido dihidrocinâmico, ácido 

cinâmico, benzil-fenil cafeatos de 

cadeia longa, ácido cumárico c-

prenilado 

 

 

  Terpenos Ácido diterpênico, triterpenos 

alcoólicos 
 

 

  Açúcares N.i   
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2.3 Atividades biológicas da geoprópolis de espécies do gênero Melipona  

 

Um dos primeiros trabalhos relacionados com a atividade biológica da 

geoprópolis de espécies do gênero Melipona foi ao final da década de noventa, por 

Kujumgiev et al. (1999), demonstrando atividades antifúngica, antibacteriana e antiviral em 

amostras de geoprópolis de espécies de abelhas sem ferrão, M. compressipes e M. 

quadrifasciata. 

Atividades antibacteriana, antifúngica e citotóxica em amostras de geoprópolis de 

M. quadrifasciata, M. favosa, M. scutelaris, M. marginata e própolis de outras espécies de 

abelhas sem ferrão, foram demonstradas por Velikova et al. (2000 a), os quais associam as 

atividades biológicas da geoprópolis com a alta concentração de ácidos diterpênicos 

(Velikova, et al., 2000 b)  

A atividade antimicrobiana também foi verificada por Fernandes Júnior et al. 

(2001) em geoprópolis de M. scutellaris, Melipona sp e Melipona mandacaia (Melipona 

(Melipona) mandacaia Smith), e em própolis de outras espécies de abelhas sem ferrão e por 

Duailibe et al. (2007) em geoprópolis de M. fasciculata. 

Além da atividade antibacteriana da geoprópolis de M. quadrifasciata, M. 

compressipes e própolis de outras espécies de abelhas sem ferrão, Manrique & Santana (2008) 

demonstraram também que esse produto de abelhas possui atividade antioxidante.  

Farnesi et al. (2009) também verificaram a atividade antimicrobiana da 

geoprópolis de M. quadrifasciata e Libério et al. (2011) demonstraram em geoprópolis de M. 

fasciculata, além disso observaram que o produto não é tóxico e possui atividade 

imunomodulatoria podendo ser utilizado em processos inflamatórios. 

Da geoprópolis de M. scutellaris foi demonstrada atividades antinociceptiva e 

antiinflamatória por Franchin et al. (2012; 2013), atividades antimicrobiana e antiproliferativa 

por Cunha et al. (2013) e Da Cunha et al. (2016) e propriedades gastroprotetoras (RIBEIRO-

JUNIOR, et al., 2015) 

Cinegalia et al. (2013) observaram que a geoprópolis de M. fasciculata apresenta 

atividade antitumoral in vitro para osteosarcoma canino. 

Atividade antioxidante foi demonstrada por Souza et al. (2013) em geoprópolis de 

M. subnitida, por Silva et al. (2013), em geoprópolis de M. interrupita e M. seminigra, por 

Dutra et al. (2014) e Araújo et al. (2016) em geoprópolis de M. fasciculata e M. scutellaris, 

por Campos et al. (2014) e De Sousa et al. (2015), em geoprópolis de M. orbignyi e M. 

subnitida respectivamente que além da atividade antioxidante, também apresentam atividade 

antimicrobiana e citotóxica.  
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Araújo et al. (2015) observaram atividades antibacteriana, antitumoral e 

imunomodulatória em geoprópolis de M. fasciculata, enquanto que Bartolomeu et al. (2016) 

observaram que a geoprópolis combinada com a doxorubicina (medicamento antitumoral), 

potencializou o efeito da mesma e poderia ser utilizado em associação para o tratamento de 

câncer de laringe. 

Os principais dados quanto às propriedades biológicas da geoprópolis de espécies 

do gênero Melipona estão sumarizados na Tabela 2, e mostram que a atividade 

antimicrobiana, seguida da atividade antioxidante, são as mais pesquisadas. Também foram 

avaliadas as atividades antitumorais, antiinflamatória, antinociceptiva, antiproliferativa, 

citotóxica imunomodulatória e gatroprotetora. 
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Espécies Local de 

origem 
Atividade biológica 

Microorganismos/Células/

Teste 

Referências 

M. (Melikerria) compressipes (Fabricius, 1804) Brasil/ 

Venezuela 

Antimicrobiana Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Candida 

albicans, Influenza aviário; 

Streptococcus mutans, 

Micrococcus luteus 

Kujumgiev, et al., 1999 ;  

Duailibe, et al., 2007 ; 

Manrique & Santana, 

2008.  

  Antioxidante KMnO4 

M. (Melipona) quadrifasciata (Lepeletier, 1836) Brasil/ 

Venezuela 

Antimicrobiana 

 

 

 

 

 

Citotóxica 

Antioxidante 

Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Candida 

albicans, Influenza aviário, 

Micrococcus luteus, 

Pseudomonas aeruginosa 

Artemia salina 

KMnO4  

Kujumgiev, et al., 1999; 

Velikova, et al., 2000 

a,b; Manrique & Santana, 

2008; Farnesi, et al., 

2009. 

M. (Melipona) favosa (Fabricius, 1798) Brasil Antimicrobiana 

 

 

Citotóxica 

Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Candida 

albicans 

Artemia salina 

Velikova, et al., 2000 a. 

M. (Eomelipona) marginata (Lepeletier, 1836)  

 

Brasil Antimicrobiana 

 

Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Candida 

Velikova, et al., 2000 a. 

Tabela 2. Dados da literatura sobre as atividades biológicas da geoprópolis de espécies do gênero Melipona 
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Citotóxica 

albicans 

Artemia salina 

M. (Melipona) mandacaia (Smith, 1863)  Antimicrobiana Staphylococcus aureus, 

Enterococcus sp e 

Escherichia coli 

Fernandes Jr., et al., 

2001. 

Melipona sp.  Antimicrobiana Staphylococcus aureus, 

Enterococcus sp e 

Escherichia coli 

Fernandes Jr., et al., 

2001. 

M. (Michmelia) scutellaris (Latreille, 1811) Brasil Antimicrobiana 

 

 

 

Citotóxica 

Antioxidante 

Antinociceptiva 

Antiinflamatória  

Antiproliferativa 

 

 

 

 

Gastroprotetora 

 

Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Candida 

albicans, Enterococcus sp, 

Streptococcus mutans 

Artemia salina 

DPPH  

 

 

Células tumorais (glioma, 

melanoma, de mama, ovário 

multirresistente, rim, 

pulmão, próstata, ovário, 

colón) 

Indometacina (indutor de 

úlcera) 

Velikova, et al., 2000 a; 

Fernandes Jr., et al., 

2001; Franchin, et al., 

2012;2013; Cunha, et al., 

2013; Araújo, et al., 

2016. Da Cunha, et al., 

2016.   
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M. (Melikerria) fasciculata (Smith, 1854) Brasil Antimicrobiana 

 

 

 

Antitumoral 

 

Imunomodulatória 

Antioxidante 

 Candida albicans, 

Streptococcus mutans, 

Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli 

Células de osteosarcoma 

canino, células HEp-2 

Células mononucleares 

DPPH, FRAP, ABTS 

Libério, et al., 2011; 

Cinegalia, et al., 2013; 

Dutra, et al., 2014; 

Araújo, et al., 2015; 

Bartolomeu, et al., 2016. 

M. (Melipona) subnitida (Ducke, 1910) Brasil Antioxidante DPPH, ABTS, �-

caroteno/ácido linoleico 

Souza, et al., 2013 

M. (Melikerria) interrupta (Latreille, 1811) Brasil Antioxidante DPPH Silva, et al., 2013. 

M. (Michmelia) seminigra (Friese, 1903) Brasil Antioxidante DPPH Silva, et al., 2013. 

M. (Melipona) orbignyi (Guérin, 1844) Brasil Antimicrobiana 

 

 

Antioxidante 

 

 

 

Citotóxica 

Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, 

Candida albicans 

DPPH, células eritrocitárias 

humanas (hemólise e lipídeo 

peroxidação) 

Células K562 

eritroleucemia 

Campos, et al., 2014. 

M. (Melipona) subnitida (Ducke, 1910)  Antimicrobiana 

 

Staphylococcus aureus, 

Enterobacter aerogenes, 
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KMnO4 (permanganato de potássio); DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl); FRAP (ferric reducing antioxidant power); ABTS (2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid); Carcinoma epidermóide humano de laringe (HEp-2) 

 

 

Antioxidante 

Citotóxica 

Salmonella Typhimurium e 

Escherichia coli 

DPPH 

Artemia salina 
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Com base nos dados das tabelas 1 e 2, podemos observar que estudos com 

espécies do gênero Melipona tem crescido nos últimos anos, principalmente pesquisas 

científicas com espécies de abelhas sem ferrão brasileiras, já que o país é uma das principais 

regiões onde ocorre o predomínio dessas espécies.  

A composição química da geoprópolis produzida por estas espécies de abelhas, 

pode variar de acordo com as fontes vegetais utilizadas pelas abelhas, no entanto algumas 

classes de compostos são predominantes como compostos fenólicos e terpenos, além disso, a 

composição pode estar relacionada com as atividades biológicas da geoprópolis. O 

conhecimento sobre a origem geográfica e, principalmente as principais espécies vegetais 

utilizadas pelas abelhas, são importantes no controle de qualidade e na padronização das 

amostras de geoprópolis para uma efetiva aplicação terapêutica. 

 

2.4 Patentes de produtos com geoprópolis do gênero Melipona  

   

Patentes com geoprópolis de espécies do gênero Melipona são escassas, apesar de 

as pesquisas científicas terem crescido nos últimos anos. Os pesquisadores ainda não se 

atentaram para a importância da proteção tecnológica desses produtos com atividades 

biológicas promissoras que podem gerar bioprodutos.  

Foram encontradas três patentes em pesquisa realizada na base de dados de 

patentes nacionais e internacionais, no INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), o 

primeiro registro de pedido de patente com geoprópolis refere-se, à obtenção de um produto 

para uso tópico, para ser utilizado no controle de bactérias cariogênicas requerido por Libério 

et al.  (2009)  intitulado como “Composições farmacêuticas e odontológicas a base de 

geoprópolis e uso dessas composições” (PI 0905583-5 A2), publicada em 23/08/2011,  o 

segundo pedido de patente refere-se à obtenção de formulações farmacêuticas com ação 

cicatrizante, antiinflamatória e analgésica requerido por Costa et al. (2011), intitulado de 

“Processo de obtenção do extrato hidroalcoólico de geoprópolis de Melipona fasciculata 

Smith (tiúba) para preparação de Formulações farmacêuticas de ação analgésica, 

antiinflamatória e cicatrizante” (PI 1102701-0 A2) publicada em 03/07/2012 e o terceiro 

pedido de patente refere-se à obtenção de formulações com extratos e fração da geoprópolis 

com atividade leishmanicida, requerido por Dutra et al. (2011), intitulado “ Processo de 

obtenção, formulação de extratos padronizados, fração e substancias isoladas da geoprópolis 

brasileira da abelha sem ferrão e seu uso como agente leishmanicida” (PI1103291-0). 

Ressalta-se que parte dos resultados desta tese gerou uma patente com a 

geoprópolis de Melipona fasciculata e atividade anti-helmítica a qual foi depositada em 
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fevereiro deste ano com o número (BR 10 2016 002463 3) intitulada: “Formulação 

farmacêutica anti-helmíntica com o extrato seco da geoprópolis” tornando-se um capítulo 

desta tese. 

 

2.5 Parasitos gastrointestinais em caprinos e ovinos – Fatores limitantes da 

caprinovinocultura 

 

A caprinovinocultura no Nordeste brasileiro assume um papel relevante na 

economia do país por apresentar o maior rebanho, pelo aproveitamento dos seus produtos e 

subprodutos, com produção de alimentos de alto valor biológico como carne e leite, e venda 

de animais vivos, peles e esterco, favorecendo um aumento na renda familiar (CHAGAS, et 

al., 2007a).  

Um dos principais fatores limitantes da caprinovinocultura são as parasitoses 

gastrointestinais que além de debilitar o animal, favorecem a instalação de outras patologias 

oportunistas que retardam o desenvolvimento, comprometem o rendimento do leite e da 

carne, diminuem a fertilidade e provocam elevadas perdas econômicas, principalmente para 

os pequenos criadores (PAIVA, et al., 2009; GOMES, et al., 2010). 

Os surtos de nematodiose gastrointestinal ocorrem frequentemente no final do 

período chuvoso e início da estiagem, que no Brasil, corresponde aos meses de maio a agosto 

(COSTA, et al., 2009). O desenvolvimento de larvas ocorre em temperaturas variáveis de 10 a 

36 °C e em clima quente e úmido (ZAJAC, 2006). Em estudos realizados nos estados do 

Ceará e Paraíba, foi observado que a contaminação dos caprinos ocorre com maior 

intensidade em meados do período chuvoso até o início do período seco, visto que nesse 

período as pastagens encontram-se altamente contaminadas por larvas infectantes (MELO, et 

al., 2003; CHAGAS, et al., 2007b)  

Entre os helmintos que acometem os caprinos e ovinos estão aqueles pertencentes 

ao Filo Nematoda, que na grande maioria, são da família Trichostrongylidea, compreendendo 

espécies pertencentes aos gêneros Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e 

Cooperia. São parasitos pequenos e capilariformes, apresentando ciclo de vida bastante 

semelhante entre os diferentes gêneros, envolvendo uma fase de vida livre ou fase pré-

parasitária, no ambiente, e outra fase parasitária, no hospedeiro. Localizam-se no trato 

gastrointestinal dos pequenos ruminantes, mais especificamente no abomaso (considerado o 

estomago verdadeiro dos ruminantes) espécies do gênero Haemonchus e Ostertagia e no 

intestino delgado espécies do gênero Trichostrongylus, Nematodirus e Cooperia (UENO & 
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GONCALVES, 1998; CHAGAS, et al., 2007a; FALBO, et al., 2008; SILVA, 2008; COSTA, 

et al, 2009). 

Os diferentes gêneros de tricostrongilídeos podem simultaneamente parasitar um 

mesmo animal e a prevalência de um ou mais gêneros sobre outros está diretamente 

relacionada com o clima da região, estação do ano, faixa etária do hospedeiro, sexo, genótipo, 

status fisiológico, nutrição e com o sistema de criação adotado (MCCLURE, 2000; 

VLASSOF, et al., 2001). 

Da família Trichostrongylidea, destacam-se as espécies do gênero Haemonchus 

sp, visto que, além da sua alta prevalência no Brasil apresentam grande patogenicidade 

(AMARANTE, 2005). A espécie H. contortus é a espécie de alta prevalência em pequenos 

ruminantes no Brasil, é causador da hemoncose (AMARANTE, et al., 2004) e apresenta alto 

grau de hematofagismo resultando na incapacidade do hospedeiro de compensar as perdas de 

sangue. O animal infectado pode perder cerca de 0,05 mL de sangue por dia e em casos de 

infecções graves a perda chega a 200 mL de sangue diariamente (TAYLOR, et al., 2007).  

 

2.6 Haemonchus contortus (Rudholphi 1803) 

 

A produção e pesquisas com ovinos e caprinos tem crescido consideravelmente 

em todo o mundo. Os reduzidos índices de produtividade nos rebanhos de ovinos e caprinos 

são frequentemente associados às infecções por endoparasitas no Brasil, principalmente por 

Haemonchus contortus. Este parasita apresenta alta patogenicidade e elevada prevalência 

(MOLENTO, et al., 2004; BURKE, et al., 2007) sendo que as infecções agudas podem causar 

anemia severa, hipoproteinemia e morte em casos severos (KAPLAN, et al., 2004; COSTA, et 

al., 2007). 

Classificado no filo Nematelminto, classe Nematoda, ordem Strongylida, 

superfamília Trichostrongyloidea, família Trichostrongylidae, subfamília Haemonchinae, 

gênero Haemonchus; espécie Haemonchus contortus, é um parasito que afeta principalmente 

caprinos e ovinos (GEORGE, 1998; ANDERSON, 2000).  

Os parasitas adultos alojam-se no abomaso de pequenos ruminantes e apresentam 

período pré-patente da infecção de aproximadamente 28 dias. A fêmea realiza postura média 

de 5.000 ovos por dia, os quais são eliminados nas fezes (LE JAMBRE, 1995).  

O ciclo evolutivo (Figura 2) desse gênero pode ser dividido em fase de vida livre 

e fase parasitária. A fase de vida livre inicia-se quando ovos blastomerados (Figura 3A) são 

eliminados nas fezes dos animais em condições favoráveis (18 a 26°C, e 80 a 100% de 

umidade). Em condições ideais de temperatura, umidade e oxigênio, os ovos evoluem para 
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ovos larvados (Figura 3B) em primeiro estádio de desenvolvimento larval (L1). Após algumas 

horas, os ovos eclodem e liberam as larvas rabditoides. Livres, essas larvas prosseguem o 

desenvolvimento, passando pela fase L2 e culminando com uma larva de terceiro estádio (L3) 

que corresponde à fase infectante (OLIVEIRA, 2013). 

 

 
Figura 2. Ciclo de vida de Haemonchus contortus em 

pequenos ruminantes. Fonte: Oliveira, 2014 

 

A casca do ovo de Haemonchus contortus é constituída por três camadas básicas: 

uma camada interna composta basicamente por lipídios e proteínas, uma camada média 

quitinosa, constituída por fibrilas de quitina em associação com proteínas, que fornece certo 

grau de resistência à ação química e a camada externa vitelina lipoproteica. A eclosão de ovos 

é iniciada por estímulos ambientais que leva a liberação de enzimas de eclosão. Estas enzimas 

de eclosão são proteases, lípases, quitinases, α e β glicosidases e leucinas aminopeptidases 

presentes no fluido de eclosão dos ovos de H. contortus (MANSFIELD, et al., 1992). 

 

 
Figura 3. Ovos de Haemonchus contortus (visto em microscópio 

invertido com aumento de 200x) (A) ovo blastomerado, (B) ovo 

larvado. Fonte: OLIVEIRA, 2013 
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As larvas L1 e L2 (Figura 4A) apresentam esôfago rabditoide, alimentam-se no 

ambiente de microrganismos e assim, acumulam reservas nas células intestinais (grânulos 

lipídicos) (Figura 4B). Já a larva infectante L3 (Figura 4C) apresenta esôfago filarioide e, 

necessariamente, se alimenta do sangue do hospedeiro. Além disso, a larva L3 apresenta dupla 

cutícula rica em glicoproteínas, que tem função lubrificante, impedindo a abrasão entre as 

cutículas, a primeira cutícula mantida do estádio larvar L2 e a segunda cutícula revestindo-a, 

essa dupla camada, garante proteção e resistência às intempéries ambientais, e quando no 

ambiente, não se alimenta, consumindo as reservas acumuladas nas células intestinais (figura 

4), a sobrevivência desta larva pode variar de 1 a 18 meses, dependendo das condições 

climáticas da região em que se encontra (TORRES-ACOSTA & HOSTE, 2008; OLIVEIRA, 

2013).  

 

 

 
Figura 4. Estádios larvais de Haemonchus contortus (Aumento 400x). (A) Primeiro 

estágio (L1): esôfago rabditoide. (B) Segundo estágio (L2): acúmulo de grânulos 

lipídicos nas células da parede intestinal (seta). (C) Terceiro estágio (L3): esôfago 

filarioide e cutícula. Fonte: CARVALHO, 2011. 

 

Este ciclo é continuado quando o hospedeiro ingere a larva L3 do ambiente, 

iniciando a fase parasitária. A partir dessa ingestão, as larvas são hematófagas e perdem sua 

cutícula externa. Ao alcançar o abomaso dos ruminantes, a L3 penetra na mucosa e, em 48 

horas, realiza muda para L4. A larva L4 volta ao lúmen do abomaso, com lanceta bucal 

Esôfago rabdtóide Grânulos lipídicos 

Esôfago filarióide 

 Cuticula 
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desenvolvida e se fixa na parede do mesmo, com capacidade hematófaga. Em três dias ocorre 

a muda para o estádio L5 e em seguida larvas adultas que se movem livremente na superfície 

da mucosa, culminando na maturação sexual das larvas, onde há a diferenciação entre macho 

e fêmea. Após 25 dias da infecção, já se tem ovos eliminados nas fezes (COYNE, et al., 1991; 

OLIVEIRA, 2013). 

Macroscopicamente, os adultos podem ser identificados devido a sua localização 

específica no abomaso e seu tamanho, que varia de 1,1 a 2,7 cm de comprimento. 

Microscopicamente, o macho apresenta um lobo dorsal assimétrico e espículos em ganchos. 

Nas fêmeas, observam-se os ovários brancos enrolados em espiral ao redor do intestino 

repleto de sangue. A fêmea apresenta três tipos de processos vulvares, lisa, botão e 

linguiforme. Em ambos os sexos existem papilas cervicais e uma lanceta minúscula no 

interior da cápsula bucal. A relação do número de fêmeas com o número de machos adultos é 

em torno de 1:1, mas em infecções mais prolongadas, verifica-se que os espécimes machos 

são predominantes (MELO, 2005). 

A infecção por H. contortus pode ocasionar a hemoncose que é caracterizada por 

anemia hemorrágica em função do hábito hematófago do parasito, por inoculação de 

substâncias anticoagulantes no abomaso onde se fixam, provocando grandes perdas de 

sangue, que é capaz de remover cerca de 0,05 mL de sangue diariamente por ingestão e 

extravasamento das lesões, causando alterações no abomaso, como edema da mucosa, 

submucosa e serosa, descamação das células epiteliais, ulceração e infiltração de leucócitos, 

com predominância de eosinófilos (SANTA ROSA, 1996; MACIEL, et al., 2014). 

A intensidade da infecção e o aparecimento de sinais clínicos dependem de fatores 

como idade do animal, estado fisiológico, genética e exposição prévia ao parasito 

(AGUILAR-CABALLERO, et al., 2008). Estas infecções podem seguir diferentes cursos 

clínicos, variando de casos crônicos, em animais adultos com baixas cargas parasitárias, a 

casos agudos e frequentemente surtos fatais, em animais jovens ou sem contato prévio com o 

parasito (FOX, 1997; HOSTE, 2001).  

Na hemoncose aguda, verifica-se anemia, hipoproteinemia, edema submandibular, 

ascite, letargia e fezes escuras, enquanto que a hemoncose crônica está associada à perda de 

peso progressiva e fraqueza (TAYLOR, et al., 2010).  

Casos de diarreia não são comuns em infecções por H. contortus, porém a palidez 

das membranas mucosas, decorrente da anemia, é o sinal clínico mais comum e o diagnóstico 

de uma forma geral pode ser realizado pela observação dos sintomas, podendo ser realizados 

exames coprológicos, verificando a presença de ovos e larvas nas fezes. (BATH & VAN 

WYK, 2009; ENDO, et al., 2014).  
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2.7 Fármacos anti-helmínticos x resistência anti-helmíntica 

  

O controle dos nematoides gastrointestinais é realizado através da utilização 

frequente de anti-helmínticos sintéticos (PAPADOPOULOS, 2008). Entretanto a eficácia 

destes compostos tem sido comprometida pela seleção de parasitos resistentes à maioria dos 

produtos disponíveis no mercado (CEZAR, et al., 2010). 

Os antiparasitários utilizados em pequenos ruminantes podem ser de amplo ou 

pequeno espectro. Os anti-helmínticos de pequeno espectro são as salicilanilidas (closantel, 

rafoxanida) e os nitrofenóis ou substituto fenólicos (niclofan e bitionol), organosfosforados 

(triclorvós e triclorfon) e os de amplo espectro são divididos em três principais grupos, os 

imidotiazóis (Levamisol), benzimidazóis (febendazol, albendazol, oxbendazol) e as lactonas 

macrociclicas (avermectinas/mebemicina). O monepantel é um anti-helmíntico de amplo 

espectro, que pertence à classe de moléculas derivados de amino-acetonitrito (ADDs), 

entretanto, seu uso possui limitações, tais como altos custos, resíduos nos alimentos e risco de 

poluição ambiental, sendo considerado um dos mais graves problemas à exploração racional 

de caprinos e ovinos (MELO, et al., 2003; STARLING, 2015) 

A eficácia do tratamento anti-helmíntico depende de fatores como o grau de 

absorção do fármaco utilizado, intensidade da infecção, a possibilidade de reações alérgicas, o 

tempo de meia vida do fármaco no interior do organismo animal e outros efeitos secundários. 

A alternância nos quimioterápicos administrados ao rebanho diminui a possibilidade de 

resistência parasitária. Entretanto, à ausência de conhecimento relevante sobre dinâmica 

biológica e epidemiologia dos endoparasitas gastrintestinais associada ao custo dos insumos 

químicos contribui para que a maioria dos produtores não realize anualmente de forma 

racional a alternância dos grupos químicos (ZACHARIAS, et al., 2004; CEZAR, et al., 2008).  

Segundo Torres-Acosta & Hoste (2008), a resistência anti-helmíntica pode ser 

definida como a habilidade de uma população de parasitos sobreviver frente a doses anti-

helmínticas letais para populações susceptíveis. Diversos fatores podem ser responsáveis pelo 

surgimento da resistência anti-helmíntica, dentre eles cita-se a falha no controle parasitário 

uso intenso das drogas, subdoses medicamentosas e o uso contínuo do mesmo princípio ativo 

(SANGSTER, 2001; MELO, et al., 2003).  

A falta de informação na maioria das bulas dos anti-helmínticos em relação a dose 

para caprinos levou os criadores a utilizarem a mesma dose dos ovinos em caprinos, no 

entanto a absorção e metabolização em caprinos é mais rápida que em ovinos e para obter a 

mesma eficácia é necessário que a dose seja superior, caso contrário será subdosagem, fator 
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que pode facilitar a resistência anti-helníntíca já que os parasitos são expostos a concentrações 

inferiores das drogas e por curtos períodos de tempo (BEVILAQUA, et al., 2015).  

Segundo, Fortes et al. (2013) a seleção e o crescimento de populações resistentes 

aos grupos de anti-helmínticos, avermectinas, imidotiazóis e benzimidazóis, constituem um 

sério obstáculo a ovinocultura e o monitoramento de populações resistentes se tornam 

imprescindíveis, principalmente, nas decisões relacionadas ao controle parasitário no rebanho. 

A resistência anti-helmíntica tem reduzido o controle efetivo dos nematoides 

gastrointestinais em pequenos ruminantes (VIEIRA, 2008), contribuindo para o aumento dos 

custos de produção, diminuição da produtividade e redução do número de produtos químicos 

eficazes para o controle destes parasitos (LIMA, et al., 2010).  

No Brasil, essa resistência já foi detectada em vários Estados (SALGADO & 

SANTOS, 2016), como Ceará (MELO, et al., 2009), Alagoas (AHID, et al., 2007), Paraíba 

(RODRIGUES, et al., 2007; MELO, et al., 2013), Rio Grande do Sul (MATTOS, et al., 2000; 

CEZAR, et al., 2010), Rio de Janeiro (CRUZ, et al., 2010), São Paulo (ALMEIDA, et al., 

2010), Mato Grosso do Sul (SCZESNY-MORAES, et al., 2010) e Bahia (BORGES, 2003; 

BARRETO, et al., 2005), Paraná (NOVA, et al., 2014) o que caracteriza uma disseminação da 

resistência em pequenos ruminantes no país. 

 

2.8 Práticas de manejo para o controle anti-helmíntico 

 

Métodos alternativos de controle de parasitoses, que não resultam em impacto ao 

animal e ao ambiente, estão sendo elaborados no intuito de desenvolver medidas de controle 

biológico, entretanto, enfrentam barreiras de custo/beneficio, aplicabilidade e segurança na 

obtenção de resultados (CEZAR, et al., 2008). 

Desta forma, na tentativa de minimizar a problemática da resistência anti-

helmíntica e ao mesmo tempo controlar efetivamente estes parasitos, algumas alternativas de 

controle vêm sendo pesquisadas (PAPADOPOULOS, 2008), como o controle integrado nas 

pastagens através da rotação de piquetes ou do uso de diferentes espécies de animais no 

mesmo piquete, o tratamento de animais somente quando ocorrem sinais clínicos evidentes ou 

morte por parasitismo no rebanho (RIET-CORREA, et al., 2013).  

O controle estratégico utilizando o método FAMACHA, o qual permite tratar 

seletivamente somente os animais altamente parasitados comparando-se a coloração da 

mucosa ocular com um cartão em cores, baseando-se na anemia resultante da ação 

hematófaga de H. contortus. Os animais que não forem tratados com o anti-helmíntico 

continuarão a eliminar ovos de nematoides, permitindo que haja persistência de uma 
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população de parasitas sensível no meio ambiente, mantém a eficácia anti-helmíntica por um 

período maior. Este sistema necessita, no entanto, ser validado em cada propriedade devido às 

diferenças na coloração da mucosa existente entre caprinos e ovinos, e também entre raças 

(SCHEUERLE, et al., 2010). 

O método FAMACHA foi desenvolvido na África do Sul, por um grupo de 

pesquisadores, com o objetivo de se tornar uma ferramenta para a identificação e tratamento 

seletivo de ovinos parasitados por H. contortus (VAN WYK, 2001). Seu nome é uma 

homenagem ao pesquisador que originou a ideia: FA (Faffa) MA (Malan) CHA (Chart). E 

encontra-se entre os melhores indicadores de tratamento seletivo para rebanhos infectados 

pelo parasita H. contortus (BESIER, 2012). A utilização do método não gerou perdas 

produtivas quando comparado a métodos tradicionais em diferentes rebanhos e possui um 

custo relativamente baixo, sendo necessário apenas o treinamento de quem realizará as 

avaliações, e é possível identificar a necessidade de tratamento no momento da avaliação do 

animal (MAHIEU, et al., 2007; MOLENTO, et al., 2009). 

O controle biológico através da utilização de fungos nematófagos presentes no 

meio ambiente, que atuam diretamente nas fezes controlando os estádios de vida livre, como 

ovos e larvas de helmintos, favorecem a redução da contaminação ambiental com estes 

parasitos. Alguns fungos como, Pochonia chlamydosporia têm apresentado ação ovicida in 

vitro sobre ovos de Toxocora canis (FRASSY, et al., 2010) e Candelabrella musiformis, que 

também demonstrou ação in vitro sobre nematoides gastrointestinais de caprinos e ovinos 

(SOTO-BARRIENTO, et al., 2011) e o fungo Duddingtonia flagrans. (HOSTE & TORRES-

ACOSTA, 2011, TORRES-ACOSTA, et al., 2012). 

Proteínas antigênicas de excreção/secreção de larvas de nematoides vêm sendo 

utilizadas para desenvolver vacinas capazes de induzir imunidade e consequentemente, 

proteger os animais contra infecção com helmintos (MCCLURE, 2009). No entanto, ainda 

não existem vacinas comercialmente viáveis (TORRES-ACOSTA & HOSTE, 2008; 

FITZPATRICK, 2013).  

Pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina contra H. contortus vem sendo 

realizadas desde os anos 80 e foram identificados antígenos capazes de estimular a resposta 

imune do hospedeiro (KNOX, et al., 2003; SMITH & ZARLENGA, 2006; FITZPATRICK, 

2013). A Austrália, nos próximos anos, pode vir a se tornar o primeiro país em que esta opção 

de tratamento esteja comercialmente disponível; entretanto, segundo Fitzpatrick (2013), serão 

necessárias cinco doses para imunização dos animais durante a época em que H. contortus 

seja o parasito mais prevalente.  
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A redução do número de nematoides e eliminação de ovos fecais, com 

consequente redução da contaminação das pastagens, tem sido possível através da seleção 

genética de animais dentro de uma determinada raça. Entretanto, melhoria na resistência sobre 

nematoides ocorre apenas após a seleção de várias gerações (TORRES-ACOSTA & HOSTE, 

2008).  

A suplementação com proteínas e minerais podem ser alternativas de controle de 

verminoses, pois os animais apresentarão resposta imunológica mais eficiente, importante na 

sua proteção contra endoparasitas (LOUVANDINI, et al., 2015) 

Nesse contexto surge também o controle integrado com o uso de produtos naturais 

dentre estes os fitoterápicos, apresentando como vantagens: suprimento sustentável, baixo 

custo, biodegradabilidade, grande possibilidade de utilização da biodiversidade da flora 

nacional, além da fácil aceitação pela população. Contribui aumentando os lucros da criação, 

uma vez que pode reduzir o uso de anti-helmínticos convencionais, além de estender a vida 

útil dos produtos químicos disponíveis e com a vantagem de reduzir ou evitar a contaminação 

dos produtos de origem animal com resíduos de antiparasitários convencionais, o que 

constitui preocupações de saúde pública (CHAGAS, 2004; TIRABASSI, et al., 2013).  

Os estudos com extratos de plantas, de uma forma geral, concentram-se em 

identificar as propriedades anti-helmínticas e testar a toxicidade dos compostos in vitro, 

identificar mecanismos de ação, avaliar eficiência do composto in vivo e por fim avaliar a 

viabilidade em propriedades rurais (GITHIORI, et al., 2006; HOSTE & TORRES-ACOSTA, 

2011).  

 

2.9 Testes anti-helmínticos in vitro 

 

Vários estudos in vitro e com menor frequência in vivo, têm sido desenvolvidos 

com o objetivo de confirmar a atividade anti-helmíntica de extratos de plantas, sendo que uma 

grande gama de famílias botânicas pode ser considerada como potenciais princípios ativos a 

serem estudados (AKHATAR, et al., 2000; WALLER, et al., 2001; STEPEK, et al., 2004; 

BEHENKE, et al., 2008; BURKE, et al., 2009; MUIR, 2011).  

Os testes in vitro mais utilizados são o teste de eclodibilidade de ovos (TEO) 

(COLES, et al., 1992) e o teste de desenvolvimento larvar (TDL) (HUBERT & KERBOEUF, 

1992). Testes de inibição de migração larvar (TIML) (WAGLAND, et al., 1992; RABEL, et 

al., 1994) e de motilidade de vermes adultos (TMVA) (HOUNZANGBE-ADOTE, et al., 

2005). Estes quatro testes são baseados na hipótese de que a atividade nematicida observada 

in vitro indica potencial atividade in vivo (MARIE-MAGDELEINE, et al., 2009). 
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As principais vantagens destes estudos in vitro para testar as propriedades anti-

helmínticas desses produtos são o baixo custo, rapidez dos resultados e possibilidade de se 

fazer screenings e avaliar substâncias isoladas sem interferência de outros compostos 

(GITHIORI, et al., 2006). 

 

2.10 Fitoconstituintes com atividade anti-helmíntica 

 

Varios metabólitos secundários têm sido identificados com atividade anti-

helmíntica: saponinas, alcaloides, proteínas, taninos, lignina e outros polifenóis, além de 

glicosídeos (GITHIORI, et al., 2006: HOSTE & TORRES-ACOSTA, 2011, RIOS-DE-

ÁLVAREZ, et al., 2012). 

Dentre esses metabólitos os taninos são conhecidos por apresentarem atividade 

anti-helmíntica, desta forma, inúmeras plantas taniferas têm sido investigadas quanto a seu 

uso no tratamento da parasitose em ovinos e caprinos (COSTA et al., 2008; VILLALBA, et 

al., 2010; KATIKI, et al., 2013; WILLIAMS, et al., 2014). Entretanto, apesar de apresentar 

ação anti-helmíntica os taninos são também conhecidos por sua ação tóxica quando 

administrados em grandes quantidades em ruminantes, devido à sua capacidade de complexar 

proteínas (MONTEIRO, et al., 2005; OLIVEIRA, 2011; OKUDA & ITO, 2011). 

A capacidade dos taninos de se ligarem a algumas proteínas, segundo Hoste & 

Torres-Acosta (2011), em ruminantes ocorre com proteínas relativamente grandes e 

hidrofóbicas, que têm uma estrutura aberta, flexível e são ricas em prolina (BAXTER, et al., 

1997). Em menor extensão podem complexar com íons metálicos, aminoácidos e 

polissacarídeos (MAKKAR, et al., 2007), outros mecanismos conhecidos são fosforilação 

oxidativa e atividade antioxidante (KATIKI, et al., 2013; EN STR M, et al., 2016). 

Os taninos são classificados em taninos hidrolisáveis (TH) e taninos condensados 

(TC), conforme sua estrutura molecular (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011). Os TH 

normalmente estão presentes em baixas concentrações nas plantas e podem sofrer facilmente 

hidrólise por bases, ácidos e esterases. Quimicamente, são polímeros constituídos por um 

carboidrato central, como a D-glucose, com os grupos hidroxila esterificados pelo ácido 

gálico ou elágico (MIN, et al., 2003).  Dependendo da concentração ingerida, nos ruminantes, 

os TH podem ser degradados pelos micro-organismos ruminais e originar compostos 

potencialmente tóxicos. Provavelmente, a toxicidade é causada pela absorção dos produtos da 

degradação e alta concentração de fenóis no sangue, que é maior do que a capacidade de 

detoxificação do fígado (MAKKAR, et al., 2007). 
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Poucos estudos têm demonstrado a atividade anti-helmíntica de taninos 

hidrolisáveis, e a capacidade destes compostos para precipitar proteínas (KATIKI, et al., 

2013; ENGSTRÖM, et al., 2016). 

Os taninos hidrolisáveis afetam a atividade anti-helmíntica de acordo com o 

tamanho molecular, a flexibilidade, os tipos e grupos funcionais, e existem três possibilidades 

para afetar ovos e larvas, sendo a capacidade de precipitação com proteínas, através de 

interacções não covalentes ou covalentes; atividade oxidativa, produtos de oxidação que 

ligam-se covalentemente aos ovos e as larvas e por hidrólise, que resulta na geração de 

produtos de hidrólise que interagem com ovos e larvas (ENGSTRÖM, et al., 2016). 

Os TC ou proantocianidinas são os taninos mais comumente encontrados em 

leguminosas forrageiras, árvores e arbustos (MIN, et al., 2003). Estruturalmente, são 

polímeros formados por unidades de flavan-3-ol ou flavan-3,4-diol unidas por ligações 

carbono-carbono, não suscetíveis à degradação enzimática. Os taninos condensados podem 

ser classificados de acordo com a presença de OH na posição C-3 do anel B em prodelfinidina 

ou na ausência desta OH em procianidina. Portanto, são relativamente estáveis no trato 

digestório dos ruminantes e raramente tóxicos. O comprimento da cadeia dos TC pode variar 

desde dímeros até polímeros com mais de 20 unidades de flavanol e normalmente existem 

diversas estruturas de flavan-3-ol dentro de cada polímero.  (WAGHORN, 2008).  

As características estruturais dos taninos condensados estão envolvidas em seus 

efeitos anti-helmínticos, como: tamanho da molécula, o tipo de subunidades de flavan-3-ol 

presença de OH na posição C-3 do anel B em prodelfinidina ou na ausência desta OH em 

procianidina, a estereoquimica do anel C em subunidades destes (trans ou cis de flavan-3-ols) 

(COSTA, et al., 2008; QUIJADA, et al., 2015) 

A atividade biológica é afetada pela hidroxilação no anel B em monómeros de 

flavan-3-ol e em polímeros, em que a presença de um grupo hidroxila adicional (OH) aumenta 

a interação com as proteínas. Isto poderia explicar o geralmente a atividade mais elevada de 

prodelfinidinas em comparação com as procianidinas. Além disso, a atividade também 

aumenta quando os grupos galloyl estão presentes (QUIJADA, et al., 2015) 

Monômeros de taninos condensados, procianidinas, prodelfinidinas e seus 

derivados galoil, foram responsáveis pela inibição da eclosão de ovos, desenvolvimento e 

paralisia larvar de Trichostrongylus colubriformis (MOLAN, et al., 2003). 

A atividade anti-helmíntica dos taninos também está na dependência da espécie de 

parasita. Isso foi observado por Brunet & Hoste (2006) que ao testarem, in vitro, os 

monômeros de taninos condensados sobre o desbainhamento das larvas de terceiro estágio de 

H. contortus e T. colubriformis observaram diferença de susceptibilidade entre as espécies 
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testadas, além disso os monômeros de prodelfinidinas foram mais potentes que procianidinas 

na inibição do desembainhamento larvar. 

O efeito dos taninos em se ligar com proteínas, provocam ações diretas sobre e a 

cutícula do parasito (região bucal e vulva de fêmeas, entre outras) provocando alterações em 

sua arquitetura, quadros degenerativos na musculatura e em células intestinais (BRUNET, et 

al., 2011). 

Em consequência a estas lesões, pode haver redução da motilidade do indivíduo, 

em virtude de alterações metabólicas advindas de quebras estruturais da cutícula. A nutrição 

do parasito pode ser afetada em decorrência das alterações na extremidade anterior, também 

ocorrendo prejuízos na liberação de ovos em fêmeas que tenham seu apêndice reprodutivo 

desestruturado (HOSTE, et al., 2012). 

Vários compostos fenólicos simples, incluindo ácidos gálico, elágico e cafeico, 

flavonóides, também são conhecidos por exercer ação anti-helmíntica (MONDAL, et al., 

2015). 

Propriedades anti-helmínticas também tem sido atribuída aos flavonoides. A 

isoflavona genisteína, extraída de Flemingia vestia, causou paralisia e danos ao tegumento de 

Fasciolopsis buski, trematódeo de suínos. Este efeito tem sido relacionado com a redução dos 

teores de alguns aminoácidos livres, aumento nos níveis de ácido glutâmico, citrulina, ácido 

gama aminobutírico (GABA), amônia e óxido nítrico deste parasito (KAR, et al., 2004). 

Flavonoides isolados da planta Andira anthelmia, biochanina A, genisteina, 

biochanina A 7-O-ȕ-D-glucopiranoside, biochanina A 7-O-α-L-rhamnopiranosil-(1→6) ȕ-D-

glucopiranosideo e biochanina A 7-O-ȕ-D-apiofuranosil-(1→5)-ȕ-D-apiofuranosyl-(1→6)ȕ-

D-glucopiranosideo e catequina apresentaram atividade anti-helmíntica para Aspiculuris 

tetraptera em ratos (SILVA, et al., 2008). 

O estudo da ação de treze flavonoides sobre o nematoide Caenorhabditis elegans, 

revelou que os compostos apigenina e 5,7,3’,4’,5’-penta hidroxiflavona inibiram o 

crescimento larval deste parasito (YOON, et al., 2006). 

Os efeitos dos flavonoides (rutina, flavona, naringenina, hesperetina, crisina e 

narigina) foram avaliados contra o nematoide Brugia malayi, parasito responsável pela 

filariose linfática humana. Nos testes, in vitro, esses compostos inibiram a motilidade de 

microfilárias e de fêmeas adultas, e reduziram a viabilidade de parasitos adultos (LAKSHMI, 

et al., 2010). 

Os estudos in vitro com flavonoides glicosilados presentes na Onobrychis 

viciifolia revelaram efeito sobre larvas infectantes de H. contortus. Os compostos rutina, 

nicotiflorina e narcissina reduziram a migração de larvas (BARRAU, et al., 2005). Flavonas 
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isoladas de Shepherdia argentea também inibiram in vitro a motilidade de larvas de H. 

contortus (AYERS, et al., 2008). 

Klongsiriwet et al. (2015) observaram o efeito sinérgico de flavonoides quercetina 

e luteolina com taninos condensados na inibição in vitro no processo de desembainhamento 

larvar de H. concortus.  

Além dos compostos fenólicos, Rios-de-Álvarez et al. (2012) sugerem que as 

lectinas poderiam ter dois possíveis modos de ação contra Teladorsagia circuncicta e 

Trichostrongylus colubriformis, um efeito anti-helmíntico direto sobre a fecundidade de 

nematóides e um efeito indireto por ativação da resposta imune local do hospedeiro. 

Duas espécies de helmintos já podem ser diferenciadas entre si nas suas diferentes 

fases de desenvolvimento a partir da utilização de lectinas (HILLRICHS, et al., 2012) como 

ocorre em Teladorsagia circuncicta e Haemonchus contortus, isso devido a capacidade que as 

lectinas possuem em se ligar a açúcares localizados na superfície do parasito. Nesse sentido 

pode-se observar que a constituição química da cutícula em relação aos carboidratos de 

superfície pode variar entre espécies e que as lectinas podem evidenciar algum grau de 

seletividade de ligação, devendo esse fato ser levado em consideração no estudo dessas 

substâncias e suas implicações no controle parasitário. Além disso, algumas lectinas podem 

possuir propriedades inibidoras sobre ribossomos (WINK, 2008) impedindo a síntese 

protéica. 

Salles et al. (2014) também observaram que algumas proteínas vegetais, tais como 

lectinas, hemolisinas e proteases possuem efeito anti-helmíntico. Além disso proteases de 

cisteína, têm mostrado que estas enzimas podem atuar sobre a cutícula dos parasitos, 

causando danos e conduzindo à morte destes (PHIRI, et al., 2013; LUOGA, et al., 2015). 

Os níveis elevados de protease e quitinase em extratos proteicos podem afetar a 

eclodibilidade de ovos de H. contortus. Acredita-se que o mecanismo ativo pode variar de 

acordo com o estágio de desenvolvimento da nematoide e, por conseguinte, as diferenças de 

cutícula e de proteínas entre os ovos e as larvas. (SOARES, et al., 2015).  

Os efeitos antiparasitário de saponinas extraídas de plantas têm sido descritas 

(DOLIGALSKA, et al., 2011). As saponinas são constituídas por um núcleo lipofílico 

(esteroidal ou triterpênico) ligado a uma ou mais cadeias de carboidratos hidrossolúveis, e 

apresentam ação detergente e emulsificante.  As atividades biológicas das saponinas estão 

relacionadas com sua capacidade de formar complexos com esteroides, proteínas e 

fosfolipídeos das membranas, o que pode levar a desestabilização das membranas e 

consequente aumento da permeabilidade celular (SCHENKEL, et al., 2010). 
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No ambiente intestinal de mamíferos, expostos ao contato com saponinas 

processos de absorção de moléculas são prejudicados e transporte de açúcares inibidos 

(ACAMOVIC & BROOKER, 2005)  

As saponinas esteroidais obtidas de Balanites aegyptiaca apresentaram efeito in 

vitro sobre o nematoide de vida livre, Caenorhabditis elegans (GNOULA, et al., 2007). As 

saponinas, tribulosina e β-sitosterol-D-glicosídeo presentes em Tribulus terrestris, também 

mostraram eficácia contra C. elegans (DEEPAK, et al., 2002).  

O efeito anti-helmíntico de saponinas esteroidais (polyphyllin D e dioscina) 

isoladas de Paris polyphylla foi verificado em ensaio in vivo utilizando peixe dourado 

parasitado com Dactylogyrus intermedius. A maior atividade para a dioscina pode estar 

relacionada às diferenças nas cadeias de açúcar entre os compostos. Este efeito foi associado a 

alterações na permeabilidade das membranas causada pelas saponinas, levando a vacuolização 

e desintegração do tegumento dos parasitos (WANG, et al., 2010). 

Os estudos com saponinas triterpênicas, contendo como aglicona o ácido 

oleanóico, de Calendula officinalis e de Beta vulgaris evidenciaram a inibição da eclosão de 

ovos e do desenvolvimento larvar e alterações na morfologia de larvas de Heligmosomoides 

bakeri, nematoide tricostrongilídeo encontrado no intestino de ratos. Inibição da função da 

glicoproteína p também foi detectada nos estádios de vida livre do parasito, que 

possivelmente corresponde ao mecanismo de ação destas saponinas sobre helmintos 

(DOLIGALSKA et al., 2011). Outros trabalhos também demonstraram interação de saponinas 

com proteínas, como albumina sérica humana e caseína (POTTER, et al., 1993; LIU, et al., 

2003). 

A presença de saponinas em extratos de diferentes plantas como Cucurbita  

moschata, Hedera helix e Combretum molle tem sido relacionada com seus efeitos anti-

helmíntico sobre ovos e larvas de nematoides gastrintestinais de ovinos (EGUALE, et al., 

2007; AL-SHAIBANI, et al., 2008; MARIE-MAGDELEINE, et al., 2009; ADEMOLA & 

ELOFF, 2010). 

Os efeitos de saponinas de Pulsatilla chinensis contra Schistosoma japonicum em 

diferentes estágios de desenvolvimento in vitro demonstraram que as saponinas podem, 

eventualmente, ter um potencial terapêutico no tratamento ou prevenção de infecção por S. 

japonicum e deverá tornar-se uma nova droga anti-schistosomose (CHEN, et al., 2013)  

Representantes de outras classes de metabólitos secundários também tiveram suas 

atividades anti-helmínticas demonstradas. Vasconcelos (2006) observou a atividade anti-

helmíntica dos óleos de Croton zehntneri e Lippia sidoides   de seus principais constituintes, 
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anetol e timol (terpenos), a partir de testes de inibição da eclodibilidade e de desenvolvimento 

larval em Haemonchus contortus.  

A investigação de óleos essenciais para o tratamento de parasitoses 

gastrointestinais é crescente havendo relatos de susceptibilidade de Haemonchus contortus 

aos óleos essenciais de Ocimum gratissimum, Croton zehntneri, Lippia sidoides, Eucalyptus 

globulus, Eucalyptus staigeriana, Cymbopogon martinii, Cymbopogon schoenanthus, Mentha 

piperita, Citrus sinensis e Melaleuca quinquenervia os quais obtiveram concentrações 

capazes de inibir a eclodibilidade de ovos e do desenvolvimento larvar e os principais 

responsáveis pela atividade anti-helmíntica são os terpenos (PESSOA, et al., 2002; 

CAMURÇA-VASCONCELOS, et al., 2007; MACEDO, et al., 2010; KATIKI, et al., 2011; 

CARVALHO, et al., 2012; GAÍNZA, et al., 2015).  

Efeitos promissores de terpenos em agentes parasitários têm sido relatados como 

no caso do citral, limoneno, geraniol. O citral é um composto formado pela mistura de duas 

substâncias denominadas geranial e neral e estudado como anti-helmíntico em larvas de 

terceiro estágio de Anisakis simplex (HIERRO, et al., 2006). O limoneno teve eficácia contra 

Ascaridia galli (ABDELQADER, et al., 2012). O geraniol possui relatos de atividades contra 

Caenorhabditis elegans (KUMARAN, et al., 2003).  

Barbieri et al. (2014) avaliaram a atividade anti-helmíntica de constituintes de 

óleos essenciais, timol, cinamaldeído, carvona, carvacrol, anetol, linalol, vanilina, cineol, 

limoneno e eugenol, com o teste in vitro de inibição da eclodibilidade de ovos de H. contortus 

e observaram que o cinamaldeído apresentou melhor eficácia no controle da eclodibilidade, 

seguido de anetol, carvona, carvacrol e o timol, respectivamente. Já os menos eficientes 

foram, respectivamente, o limoneno e cineol.  

Alcaloides também têm sido relatados com atividade anti-helmíntica, três 

alcalóides tetracíclicos foram nematotóxicos a duas espécies não identificada de nematoides 

de vida livre (ONDA, et al., 1965). Dados da literatura relacionam também atividades anti-

helmínticas de alcaloides esteroidais contra Panagrellus redivivus (ALLEN & 

FELDMESSER), carbazol, duas quinolonas e nicotina contra C. elegans. (PERRETT & 

WHITFIELD, 1995; KUSSANO, et al., 2000; SRIVASTAVA, et al., 2000; SOBKOWIAK, 

et al., 2011), quinolina e alcaloides bromados contra Haemonchus contortus (NARKOWICZ, 

et al., 2002; AYERS, et al., 2007), paraherquamida oxindol contra H. contortus e T. 

colubriformis (BLANCHFLOWER, et al., 1991), o alcalóide pentacíclico aromático 

plaquiinidine contra Nippostrongylus brasiliensis (INMAN, et al., 1990), quinolona contra 

Teladorsagia circumcincta (PERRETT & WHITFIELD, 1995) e alcalóides isoquinolínicos 

contra duas espécies de Strongyloides (SATOU et al., 2002). 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral  

 

 Avaliar da composição química, atividade antioxidante e anti-helmíntica in vitro 

da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith do Estado do Maranhão contra Haemonchus 

contortus de pequenos ruminantes.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Caracterizar a composição química da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith de 

diferentes regiões fitogeográficas do estado do Maranhão; 

 Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcoólicos e frações da 

geoprópolis; 

 Avaliar a atividade anti-helmíntica in vitro do extrato hidroalcoólico e frações da 

geoprópolis; 

 Identificar substâncias bioativas anti-helmínticas da geoprópolis. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

O grupo de produtos naturais da Universidade Federal do Maranhão há alguns 

anos vem estudando as propriedades biológicas e a composição química da geoprópolis de 

Melipona fasciculata Smith, visando agregar valor econômico a este produto, dentre as 

atividades biológicas já analisadas como antimicrobiana, antitumoral, citotóxica, 

antiproliferativa, antinociceptiva, leishimanicida e antioxidante havendo predomínio de 

algumas classes de compostos químicos, principalmente compostos fenólicos e terpenos que 

podem estar relacionados com as propriedades biológicas. 

Nesse contexto, mais estudos químicos e biológicos são importantes para 

demonstrar a eficácia desde produto natural promissor, e quais compostos podem estar 

relacionados com tais atividades. Neste trabalho avaliou-se a atividade anti-helmíntica da 

geoprópolis de M. fasciculata, pois o uso descontrolado de fármacos anti-helmínticos vem 

ocasionando um aumento da resistência dos helmintos aos fármacos, e pesquisadores vem 

estudando maneiras alternativas de controle principalmente com produtos naturais que tenham 

eficácia anti-helmíntica, assim a geopropolis pode ser uma alternativa nesse controle. No 

entanto, dados da literatura sobre atividade anti-helmíntica da geoprópolis são escassos. 

Considerando que a tiúba é uma espécie de abelha bem disseminada no Estado do 

Maranhão e diante dos problemas com o uso de anti-helmínticos no controle das parasitoses 

em pequenos ruminantes e que tanto a meliponicultura como a caprinovinocultura fazem parte 

dos arranjos produtivos do estados do Norte e Nordeste, tais atividades são relevantes para a 

economia dos Estados, à medida que, a produção de caprinos e ovinos e o cultivo de abelhas 

sem ferrão, constituem alternativas na oferta de carne, leite, mel, geoprópolis e derivados, 

tornando-se atividades rentáveis. 

Assim, propomos estudos químicos e biológicos com a geoprópolis maranhense 

de Melipona fasciculata com o objetivo de avaliar sua atividade anti-helmíntica, antioxidante 

e identificar sua composição química, contribuindo com dados científicos para a elaboração 

de produtos a base da geoprópolis com ação anti-helmíntica, que possam no futuro substituir 

os fármacos sintéticos com mais eficácia e segurança. 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados deste trabalho estão divididos em 3 capítulos, o primeiro capítulo 

refere-se à composição química da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith de duas 

regiões fitogeográficas do estado do Maranhão, desmonstrando predominância das classes de 

compostos presentes, além da avaliação da atividade antioxidante que está relacionada com a 

composição química e as fontes botânicas utilizadas pelas abelhas para coleta de resinas e 

formação da geoprópolis. O segundo capítulo trata-se de um deposito de patente com a 

obtenção de um produto com o extrato seco geoprópolis e sua atividade anti-helmíntica e o 

terceiro capítulo, refere-se à atividade anti-helmíntica da geoprópolis, fracionamento 

biomonitorado e identificação dos constituintes das frações mais ativas e a relação com a 

atividade antioxidante.  
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5.1 CAPÍTULO 1 – ARTIGO 

Chemical composition and antioxidant activity of geopropolis produced by Melipona 

fasciculata (Meliponinae) in flooded fields and cerrado areas of Maranhão State, 

northeastern Brazil 
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5.2 CAPÍTULO 2 –  Patente 
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5.3 CAPÍTULO 3 – Artigo 

 

Anthelmintic activity of hydrolyzable tannins and phenolic acids, constituents of 

geopropolis against Haemonchus contortus nematode 

 

Artigo a ser submetido ao Journal of Agricultural and Food Chemistry 

ISSN: 1520-5118 

 

 

Marisa Cristina Aranha Batista‡, Livio Martins Costa Junior†, Maria Nilce de Sousa 

Ribeiro*‡ 

 

‡Laboratório de Farmacognosia and †Laboratório de Parasitologia Animal,  niversidade 

Federal do Maranhão, Av. dos Portugueses 1966, 65085-580 São Luís, Maranhão, Brazil 

Corresponding Author 

*(M.N.S.R.) E-mail: mnribeiro@ufma.br. Phone: (+55) 98-32728592. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

65 



40 

 

ABSTRACT 

 

Synthetic drugs are the most used anthelmintic to control gastrointestinal nematodes, 

however, the global anthelminthic resistance are increasing, and geopropolis can be an 

alternative to control of these parasites. Geopropolis is a complex mixture of plant resins, 

waxes, salivary secretions and soil produced by the stingless bee Melipona faciculata. In the 

present work, we describe the in vitro anthelmintic activity using by egg hatch and 

exsheathment larvae of Haemonchus concortus, as well as evaluate the antioxidant activity 

and chemical composition of geopropolis extract and fractions from Melipona fasciculata. 

The extract and fractions of geopropolis, except for the hexane fraction, exhibited 

anthelmintic activity for eggs hatching (2.01 to 3.73 mg/mL) and exsheathment inhibition 

(0.12 to 0.55 mg/mL), antioxidant activity for DPPH assay (IC50 6.50 to 29.80 µg/mL) and 

FRAP assay (6.91 to 17.19 mM F2+/g). The anthelmintic activity of geopropolis studied was 

significant and may be related to antioxidant activity, total phenolic content. Hydrolyzable 

tannins (gallotannins and ellagitannins) phenolic acids (brevifolin carboxylate, ellagic acid 

and derivates, caftaric acid) were identified in fractions of geopropolis. 

 

Keywords: geopropolis, natural product, antioxidant activity, phenolic acids, hydrolyzable 

tannins. 

 

 

 

 

 

 

 

66 



40 

 

INTRODUCTION 

Gastrointestinal nematodes (NGIs) in small ruminants is a serious pathological problem 

across the world affecting animal health, welfare and production. The use of synthetic drugs is 

the common method of anthelmintic control by gastrointestinal nematodes established around 

the world.1 However, the global increase in anthelminthic resistance,2 worrying presence of 

residues in food, and environmental pollution have all been an incentive for research into 

alternative methods to control helminthes.3  

Plants and these derivatives products have been used for centuries as dewormers for 

both human and livestock, and several studies have explored the anthelmintic effects of plant 

extracts.4,5 Most anti-nematode activities have been obtained with plant extracts rich in 

polyphenols, especially tannins, able to provide nutritional and antioxidant benefits to 

ruminants that in vivo are linked to neutralization of excessive free radicals in the body, 

triggering internal antioxidant mechanisms and boosting the immune system.6,7 The 

hypothesis for direct effects of polyphenolic compounds has been substantiated by several in 

vitro assays against diferente life-cycle stages.8,9 

Products derived from bees, such as propolis and geopropolis can be alternative controls 

of these parasites. Propolis is a complex mixture, formed by resinous and balsamic material 

and is collected by bees in the branches, flowers, pollen, shoots and exudates of trees.  

This resin, mixed with salivary secretions of bees is used for the core protection against 

the proliferation of microorganisms.10 For centuries propolis has been used in folk medicine 

due to its biological properties pertaining to, antioxidant, antiviral,11 anthelmintic,12 

antibacterial, antitumor anti-inflammatory and others.13  

Although a several of studies about propolis have been published, most of them are 

from Apis mellifera, whereas other types of propolis collected by different species of bees 

have been sparsely studied. 
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The bee species, Melipona fasciculata, which belongs to Meliponini tribe produces a 

variety of propolis popularly known as geopropolis. Geopropolis differs from propolis by 

presenting wax and soil in its composition providing different physical and chemical 

characteristics.14,15 Despite of its popular use in folk medicine, very little is known about its 

chemical composition and biological activity. 

The chemical composition of geopropolis is complex with the presence of phenol 

compounds (phenolic acids, flavonoids, tannins, coumarins, alkylresorcinols)16,17, prenylated 

benzophenone,18 terpenes,19 carbohydrates, sugar alcohols, fatty acids20, steroids,21 and 

saponins.22 

Studies of geopropolis have demonstrated the biological activities such as antimicrobial, 

antiproliferative, cytotoxic,23,24 antitumor,25 antioxidant,16,26 antinociceptive,26 anti-

inflammatory,15,27 immunomodulatory,20 and gastroprotective properties.28 However, 

geopropolis have no report anthelminthic activity.  

The present study aimed to investigate the chemical composition of geopropolis 

produced by M. fasciculata Smith colleted in Maranhão state, Brazil, and performed as in 

vitro assays for the evaluation of the anthelminthic activity on the eggs and infective larvae of 

Haemonchus contortus. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals. Hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol, methanol, formic acid, 

acetonitrile, hydrochloric acid, acetic acid, sodium carbonate, sodium acetate trihydrate, and 

anhydrous sodium sulfate were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals 

used in the study were of analytical or HPLC grade. Folin−Ciocalteu reagent, 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl radical (DPPH), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), potassium persulfate, iron (III) chloride 

hexahydrate, iron (II) sulfate heptahydrate, phosphate buffered saline (PBS), and gallic acid 
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were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The solvents were filtered using 

a Phenomenex solvent filtration apparatus (Torrance, CA, USA). The water used in this 

experiment was purified in a Millipore Milli-Q apparatus (Purelab UHQ-PS, Elga).   

Geopropolis sample. The geopropolis sample were collected from beehive in Fernando 

Falcão municipality (6º0 ’99.2’’S and 44º54’99.4’’W), Maranhão State, northeastern Brazil, 

in 2012. 

Extraction and fractionation of geopropolis extract. The geopropolis sample was 

triturated using a knife mill and the geopropolis powder (500 g) obtained was extracted by 

maceration with 1000 mL of 70% ethanol/water (70:30, v/v) for 48 h at a solid to solvent ratio 

of 1:5 (w/v). The extract was filtered through Whatman no. 1 filter paper (Whatman, Durham, 

UK) in a Buchner funnel and concentrated to a small volume at 40 °C in a rotary evaporator 

(Q344B2, Quimis, São Paulo, Brazil) under vacuum, obtaining the geopropolis extract (G). 

The geopropolis extract (G, 20 g) was dissolved in 100 mL of methanol/water (80:20, v/v) by 

stirring, and the solution was subjected to fractionation by liquid−liquid partition using 

hexane, chloroform, and ethyl acetate. The solutions were filtered (anhydrous Na2SO4) and 

concentrated to a small volume at 40 °C in a rotary evaporator under vacuum, obtaining the 

hexane fraction (HFG), chloroform fraction (CFG), ethyl acetate fraction (EAFG), and 

hydroalcoholic fraction (HAFG). 

Biossays. All procedures were approved through the Ethics Committee for the Animal 

Experimentation of the Federal University of Maranhão, Brazil under number 23115018061. 

The eggs were purified from a donor goat with monospecific infection of H. contortus.29 

Egg Hatch Assay (EHA). Preparation of stock solution (20 mg/mL) of the geopropolis 

extracts and fractions were diluted in methanol/PBS (0.1 M phosphate, 0.05 M NaCl, pH 7.2) 

(2:98, v/v) The extract and fractions were conducted following that was previously used to 

assess anthelmintic.29 The test were performed in multi-well plate (96-wells), 100 μL of the 

H. contortus egg suspension (100 eggs/mL) was added to each well and the treatments 
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(negative control, extract and fractions) at concentrations that ranged from 5.0 mg/mL and 

decreased always in a half until 1.0 mg/mL. The methanol/PBS (2:98, v/v) was used for 

negative control (80 μL of PBS/methanol (2:98, v/v) plus 20 μL of PBS). All the extract and 

fractions concentrations and the negative control were tested with four replicates. The multi-

well plates were incubated in BOD (Biological oxygen demand) (27 ° C and RH> 80%) for 

48 h, the eggs and larvae were quantified using an inverted microscope and eggs hatching 

percentage was calculated. The analyses included only those plates with a hatching-rate of 

80% or higher in the negative control wells.  

Larval Exsheathment Inhibition Assay. The test was performed according to Bahuaud et 

al.8 Using Baermann technique,30 active L3 were separeted, concentrated by centrifugation at 

6000 rpm for 2 min. to prepare a solution with 1000 L3 for 1000 μL. The extract and fractions 

were diluted inmethanol/PBS (2:98, v/v), and evaluated at concentrations that ranged from 1.2 

mg/mL and decreased always in a half until 0.075 mg/mL. The negative control was done 

with methanol/PBS (2:98, v/ v) The infective larvae were incubated in the different treatments 

for 3 h at 22 °C in BOD. Then, the larvae were washed with PBS and centrifuged five times at 

3000 rpm for 5 min. Approximately 1000 larvae for tube were subjected to artificial 

unsheathing process by contact with solution of sodium hypochloride/water (2:98, v/v) diluted 

1:300 in PBS (pH 7.2). Tests were performed in tubes and extract and fractions concentrations 

and control were evaluated in four repetitions. The larval unsheathing process was monitored 

in the intervals of 0, 20, 40 and 60 min by observation under inverted microscope. At each 

time the larvae were killed and examined immediately.  

Determination of total phenolic content (TPC). The TPC was determined with the 

Folin−Ciocalteu reagent and 20% sodium carbonate. The reaction mixture was kept in the 

dark for 2 h at room temperature, and absorbance was then measured at 760 nm in  V−vis 

spectrophotometer (Lambda 35, Perkin-Elmer, Inc., Waltham, MA, USA).17 TPC was 

calculated from the calibration curve constructed with standard solutions of gallic acid 
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(1.0−30.0 μg/mL) and is expressed as miligrams of gallic acid equivalente per gram of 

geopropolis extract or fraction (mg GAE/g). The analyses were carried using three aliquots of 

each sample, measured in triplicate, and the average value was calculated for each sample. 

Determination of the antioxidant activity. DPPH radical scavenging activity. The 

antioxidant activity of the geopropolis sample was evaluated by in vitro 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) assay.17 The extract and fractions were diluted in methanol at different 

concentrations (1.0-100.0 μg/mL) and added to a methanol solution of DPPH (40.0 μg/mL). 

After 30 min of reaction at room temperature in the dark, the absorbance of each solution was 

read at 517 nm using a UV-Vis spectrophotometer (Lambda 35 Perkin Elmer Corporation, 

Massachusetts, USA). Methanol was used as the blank and DPPH solution was used as the 

control. Standards of gallic acid and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic 

acid (Trolox, Sigma) were treated under the same conditions as the samples. The percent 

inhibition was calculated according to equation. 

DPPH scavenging activity (%) = 100x (Acontrol – Asample)/Acontrol 

where Asample = absorbance of the sample after 30 min of reaction, and Acontrol = 

absorbance of the control. The percent scavenging activity was plotted against the sample 

concentration to obtain the IC50, defined as the concentration of sample necessary to cause 

50% inhibition.  

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay. This method was used to determine 

the antioxidant activity based on iron reduction. FRAP measures the ferric-reducing ability of 

a sample in acid medium (pH 3.6), yielding an intense blue color attributable to the reduction 

of the ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) complex to the ferrous (Fe2+) form.17 FRAP 

reagent was prepared immediately before analysis by mixing 25 mL of acetate buffer (300 

mM, pH 3.6), 2.5 mL of TPTZ solution (10 mM TPTZ in 40 mM HCl), and 2.5 mL of 

FeCl3·6 H2O (20 mM) in aqueous solution. Different concentrations of 100 μL of the extract 

and fractions (1–100 μg/mL) were added to 300 μL of distilled water and 3 mL of FRAP 
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reagent, and the mixtures were incubated in a water bath at 37 °C for 30 min. The absorbance 

of the reaction mixture was read at 593 nm using a UV-Vis spectrophotometer (Lambda 35, 

Perkin Elmer Corporation), with FRAP solution as a blank. The calibration curve was 

constructed using different concentrations of FeSO4.7H2O (100–2000 μM) (r2
 = 0.9987) and 

the results are expressed as mmol Fe2+/g sample. Standards of gallic acid and Trolox (Sigma) 

were treated under the same conditions as the samples. 

HPLC/UV−Vis Analysis.  HPLC analysis was carried out in a Thermo Finnigan 

Surveyor Autosampler liquid chromatograph (San Jose, CA, USA) equipped with an injector 

with 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 and 

fractions 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: 0−35 min, 5%-30 B; 

35−50 min, 30-70% B; 50−60 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  V−vis 

detection was performed at 254 nm. Before injection into the HPLC system, the extract and 

each fraction was dissolved in the same solvent used for extraction (HPLC grade) to obtain a 

final concentration of about 3 mg/mL and then filtered through a 0.22 μm nylon syringe filter 

(Allcrom, São Paulo, SP, Brazil). 

HPLC-DAD-ESI-MS Analysis. The geopropolis extract and fractions were analyzed 

with an HPLC system (LC-20AD, Shimadzu) equipped with a photodiode array detector 

(SPD-20A – Shimadzu), 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 
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the ion source of 40 V, capillary voltage of 4.5 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 nitrogen flow set at a 

rate of 7.0 L/min. Analyses were carried out using full-scan mass spectra in the negative 

ionization mode and data-dependent MS2 scans from m/z 100- 3000. The compounds were 

identified on the basis of the molecular ion mass, fragmentation,  V−visible spectra, or co-

injection with standards. 

Statistical analysis. For the chemical analysis: all analyses were performed in triplicate. 

The results are expressed as the mean ± standard deviation (SD); For the biological analysis: 

all the analyses were performed in quadruplicate. The effective concentration EC50 for egg 

hatch inhibition and exsheathment inhibition for extract and each fraction were calculated 

using the software Probit Polo Plus. The results are expressed in EC50. Comparisons between 

groups were made using analyses of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test p value ≤ 

0.05, and all analyses were performed using the GraphPad Prism software, 5.0. 

 

RESULTS 

Egg hatch assay. The ovicidal activity of the extract and fractions was summarized in 

the table 1. The EC50 values for ranged from 2.01 to 3.73 mg/mL (Table 1). The yield of HFG 

fraction was very low and has not been submitted to test anthelmintics. EAFG showed the 

best concentration dependant ovicidal activity on the eggs of H. contortus with EC50 of 2.01 

mg/mL. The G and HAFG showed no differ statistically.  

Larval exsheathment inhibition assays (LEIA). The range of EC50 values (0.12 – 0.55 

mg/mL) obtained for extract and fractions are shown in Table 1. The HAFG exhibited the best 

concentration with EC50  of  0.12 mg/mL, for the larval exsheathment inhibition. The CFG and 

EAFG showed no differ statistically.   
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Total Phenolic Content and Antioxidant Activity of the extract and fractions. TPC 

and antioxidant activity of the extract and fractions are shown in Table 2. Total phenolic 

content ranged from 64.50 to 650.19 mg GAE/g in the extract and fractions. G (541.96 mg 

GAE/g) and EAFG (650.19 mg GAE/g) had the highest total phenolic content. 

The EAFG and G exhibited the highest activity among the samples analyzed by the 

DPPH radical scaveninging assay, with an IC50 value of 6.50 and 8.72 μg/mL respectively, 

HAFG and CFG and provided IC50 values of 17.39 and 29.8 μg/mL, respectively.  

In the FRAP assay, EAFG, G, HAFG, and CFG presented the best ferric-reducing 

abilities (17.19, 13.01, 11.07 and 6.91mmol Fe2+/g, respectively). EAFG, G, HAFG were 

superior to the antioxidant activity of Trolox. No antioxidant activity was observed for HFG 

in any of the antioxidant assays (Table 2). 

Identification of phenolic compounds. Because EAFG and HAFG were more effective 

against eggs hatch and larval exsheathment respectively, the chemical composition of these 

samples were analyzed by HPLC/ V−vis and HPLC-DAD-MS/MS. 

The chromatogram obtained by HPLC/ V−Vis (254 nm) for EAF  and HAF  (Figure 

1) revealed similar chemical compositions, with various peaks corresponding to phenolic 

acids and hydrolyzable tannins on the basis of the analysis, but HAFG has a lower number of 

compounds.  

The HPLC-DAD-ESI−-MS/MS method allowed for the separation of 11 peaks of 

EAFG and 5 peaks of HAFG corresponding to compounds with related structures were 

tentatively identified as phenolic acids and hydrolyzable tannins on the basis of their retention 

times, UV spectra, and MS pattern and also taking into account data in the related literature 

(Figure 1 and table 3 and 4). 

Tentatively identified compounds 1-11 are described below for the EAFG fraction and 

illustrated in Figure 2. Compound 1 showed [M-H]- at m/z 481 and its fragmentation 
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produced m/z 301 after loss of a glucose unit (180 Da), and was tentatively identified as 

HHDP-glucose.17,31  

Compound 2 showed [M - H]- at m/z 483 yielded fragment ions a m/z 331 after loss of a 

galloyl moiety [M - H – 152] and m/z 169 [M - H - 162] after removal of the glucosyl group 

and was tentatively identified digalloyl glucose.32,33 

Compound 3 exhibited [M - H]- at m/z 635 yielded fragments of m/z 483 [M-H-152] the 

loss galloyl, at m/z 465 [M − H −1 ], from the loss of water and decarboxylation of a gallic 

acid group m/z 421 [M-H-44] and m/z 313 [M − H – 152], indicating the loss of another 

galloyl group, along with cross-ring fragmentation of glucose, and at m/z 301 and was 

tentatively identified trigalloyl glucose.17,32 

Compound 4 showed [M-H]- at m/z 785, indicating the presence of digalloyl-HHDP- 

glucose (pedunculagin II). The deprotonated molecule with an m/z 785 [M - H]- ion 

fragmented at m/z 767 [M - H - 18] from the loss of a water, at m/z 483 [M-H- 302] due to 

loss of one HHDP group, and at m/z 301 after the loss of glucose molecule.33,34 

Compound 5 showed ion at m/z 463 and MS2 ion fragmented at m/z 403 [M-H-60], 

from the removal of two formaldehyde moieties from glucose moiety, and at m/z 301 [M − H 

– 102] indicating the loss of a glucosyl group moietes, also identified by its ellagic acid 

fragment, m/z 301, was identified as ellagic acid glucoside.35,36 

Compound 6 exhibited an [M-H]- ion at m/z 951 and produced fragments at m/z 933 in 

the MS/MS experiment. Furthermore, were obtained from the loss of water from the major 

fragment (m/z 951) and was tentatively identified galloyl-HHDP-DHHDP-glucose (granatin 

B).36,37 

Compound 7 exhibited the [M - H]- ion at m/z 291 and fragment ions at m/z 247 [M-H-

44] after loss decaboxylation coincided with the MS/MS data of brevifolin carboxylate.38 

Compound 8 and compound 11 exhibited the m/z 467 and m/z 603 respectively, 

revealed typical ellagic acid fragment (m/z 301) and, thus, was assumed to be ellagic acid 
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derivatives and ellagic acid hexoside derivate. However, further information for a more 

detailed characterisation of these compound was not obtained.37 

Compound 9, galloyl-bis-HHDP-glucose ([M - H]- at m/z 935) yielded fragment ions at 

m/z 917 after the loss of a water [M - H – 18], at m/z 633 after loss of HHDP (M-H-302) and, 

m/z 301 [M-H-332] after loss galloyglucose.39 

Compound 10, trigalloyl-HHDP-glucose showed several peaks including the base peak 

ion at m/z 937 and fragments at m/z 919, 767, 465, and 301. The fragment at m/z 919 after the 

loss of a water [M - H – 18], at m/z 767 was attributed to the loss of galloyl [M-H-152] and 

the m/z 465 fragments were to the loss of HHDP moieties from the [M- H- 302]. Again, 

evidence of an HHDP group was observed (m/z at 301 and [M - 302 - H]- ion) as one of the 

major fragments in the mass spectrum.40 

Compounds 1-6 were also tentatively identified and are described below for the HAFG 

fraction, however, that the compound 1 and 3 were also identified in the EAFG. Compound 2 

exhibited an [M-H]- ion at m/z 331 and produced fragments at m/z 271 in the MS2 experiment, 

indicating the loss of a hexose moiety and m/z (60Da). Therefore, this compound was 

identified as monogalloyl glucose.37 

Compound 4 is typical ellagic acid fragment at m/z 301.17 Compound 5 was identified 

as caftaric acid exhibited an [M-H]- ion at m/z 311. Additionally, identified by their 

pseudomolecular ions at m/z 311, respectively in the MS2 experiment revealed a loss of 

132Da corresponding to a tartaric acid. It also produced product ions at m/z 179 (caffeic 

acid).41 

 

DISCUSSION 

The presence of the phenolic compounds is important when related to biological activity 

as antioxidant activity or anthelmintic activity. In the DPPH and FRAP assays, EAFG, G, 
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HAFG and CFG exhibited significant in vitro antioxidant activity and presence of the 

phenolic compounds. HFG did not show antioxidant activity. 

The highest antioxidant activity finding can be due to the high content of polyphenols, 

such as hydrolyzable tannis (HT) and phenolic acids, compounds identified in the EAFG and 

HAFG fractions that were more effective against eggs hatch and larval exsheathment 

inhibtion, respectively.  

The antioxidant activity of the phenolic compounds occurs by the formation of less 

reactive species or the action as hydrogens donors, depend on the molecular structure, 

including the polarity and position of constituent groups in the formation of these 

compounds.42 

Phenolic compounds have strong antiradical activity, such as tannins, flavonoids and 

phenolic acids. Tannins with high molecular weight and complex and variable structure, 

exhibits a strong antioxidant activity.43 Several studies relate the biological activities of 

hydrolyzable tannins with their antioxidant and antihelmintc properties.44 

Ellagic acid and derivates are excelente acceptor of free radicals and related as 

antioxidants. Thus, they can also quench electrons from various biological systems including 

that of electron transport system (ETS). Disruption of electron flow in ellagitannis results in 

the inhibition of oxidative phophorylation, it may be related to anthelmintic activity.45,46 

Tannins are known to produce anthelmintic activity through a number of mechanisms 

which include uncoupling oxidative phosphorylation, antioxidant activity and their ability to 

bind with metals and proteins.7 It has been suggested that the direct effect of tannins is based 

on their interactions with egg and larvae proteins vital for the development and biological 

functions of the larvae.4,47,48 

The hydrolyzable tannins affect the anthelmintic activity according to molecular size, 

flexibility, types and funcionais groups, and there are three possibilities to affect eggs and 

larvae: (1) precipitating proteins and can interact with eggs and larvae through non-covalent 
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or covalent interactions. (2) a high oxidative activity, oxidation products covalently bind to 

eggs and larvae. (3) hydrolysis, and the hydrolysis products interact with eggs and larvae, 7,49 

as in the EAFG and HAFG, result in effective inhibition of egg hatching and larval 

exsheathment respectively and good antioxidante activity. 

The egg hatch test is an in vitro assay for assessing the potential anthelmintic activities 

of natural products. Positive results on the inhibition of hatching eggs of a particular species 

of nematodes are considered to be an indicator that the substance tested was effective against 

free-living stages, infective larvae or adult worms in the host.50 

The capacity to reduce egg hatching could be of significant epidemiological importance, 

and it could help to modulate the risk of parasitism by limiting the infectivity of pastures 

grazed by ruminants.51 It is observed with some plants species rich in tannins.52,53 The extract 

and fractions showed a dose-dependent inhibition of egg hatching at EC50 below 3.73 mg/mL, 

however the EAFG exhibited better EC50 at 2.01 mg/mL, and hydrolyzable tannins (HT) were 

identified as likely responsible for this activity. 

The HTs bound to the surface of the egg shell, presumably via tannin−protein 

interactions, and either disturbed the proteins that evoke the actual hatching process or, 

alternatively, the HT coat around the egg simply mechanistically disabled the penetration of 

the larvae through the egg shell or could also disable vital functions such as oxygen exchange 

between the inside and outside of the egg, but this again would more likely disturb the 

development of the larvae inside the egg.49 

Another in vitro test used to explore the interactions between tannins and infective 

third-stage larvae of gastrointestinal nematodes is a larval exsheathment inhibition assay 

(LEIA). The L3 exsheathment representes the transition from the free-living to the parasitic 

phase, and is essential in the life cycle of nematodes. The LEIA has proved to be simple and 

reproducible, it also has the advantage that it allows calculation of EC50 values. Moreover, 

LEIA has been related to similar in vivo processes.54 
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It has been reported that tannins, interrupt the process of exsheathment, thus preventing 

the establishment of infective larvae in the host and consequently the infection.54,55 Tannins 

have been shown to deform nematode surfaces.56,57 Interestingly, exposure to extracts from 

tannin caused degeneration of muscle cells, accumulation of electron-dense vesicles and 

marked intracellular disorganization.58 These authors speculated whether the lesions observed 

in the cuticle of ensheathed L3 larvae could have been due to accumulation of metabolic 

products, which in turn could have produced cellular toxicity by blocking the metabolic 

exchange with the environment.59   

The results demonstrated that the extract and fractions showed EC50 below 0.600 

mg/mL, and HAFG inhibited the process of H. contortus larvae exsheathment, showing 

superior efficacy as compared to others, but this activity may be related to the presence of 

phenolic compounds, especially ellagic acid and derivatives, or polar compounds that were 

not identified the information were not sufficient to detail the strutures of compounds. 

In a recent study, ellagic acid, one of the major constituents of Alternanthera sessilis, 

caused the death of adult nematodes, as well as inhibited the larval production from the eggs 

of H. contortus,46 and has been found to inhibit the parasite Caenorhabditis elegans.60 

The geopropolis have no report anthelminthic activity, but have a few works related 

propolis and anthelmintic ativity. Propolis was showed as anthelminthic control reducted eggs 

per gram of feces (EPG) in sheep,61 and in bovines.12  

Hydrolyzable tannins are classified into gallotannins and ellagitannins. Gallotannins 

consist of a glucose molecule in which hydroxyl groups are partly or completely substituted 

with galloyl groups, and ellagitannins are esters of the hexahydroxydiphenoyl (HHDP) group 

consisting of a polyol core (glucose or quinic acid).39 

On the basis of MS data, the main fragmentation pattern from gallotannins involved the 

loss of one or more galloyl groups (152 Da) and/or gallic acid (170 Da) from the deprotonated 

molecule [M - H]-. Typical neutral losses of ellagitannins during MS fragmentation are 
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galloyl (152 Da), gallic acid (170 Da), HHDP (302 Da), galloylglucose (332 Da), HHDP 

glucose (482 Da), and galloyl-HHDP-glucose (634 Da) residues (Figure 3).62 

MS/MS of these compounds indicated a common fragment ion m/z 301 (Table 1), 

corresponding to ellagic acid (a hydrolytic release of HHDP ester groups). Ellagic acid is a 

dimeric derivative of gallic acid and is generally recognized as the hydrolytic by product 

following the release of a hexahydroxydiphenoyl (HHDP) ester group from ellagitannins, 

which spontaneously converts to its characteristic bislactone structure.63 This fragment ion is 

a key feature of ellagitannins and considered to be a chemical marker compound for 

hydrolyzable tannins.64 

Ellagitannins were the main compounds identified but phenolic compounds also 

identified. Monogalloyl glucose, digalloyl-glucose, ellagic acid hexoside, galloyl-HHDP-

DHHDP-glucose, brevifolin carboxylate, galloyl-bis-HHDP-glucose, ellagic acid hexoside 

derivate, and caftaric acid were detected for the first time on geopropolis by Melipona 

fasciculata, however HHDP-glucose, trigalloyl glucose, digalloyl-HHDP-glucose, trigalloyl-

HHDP-glucose and elagic acid were found on geopropolis by Melipona fasciculata.
17 

This study provided the first evidence of anthelmintic activity of geopropolis inhibiting 

hatching eggs and exsheathment larvae of H. contortus, effects that may be related to 

antioxidant activity, total phenolic content, hydrolyzable tannins and phenolic acids identified 

in fractions, EAFG and HAFG showed better activity. 

 

ABBREVIATIONS USED 

Geopropolis extract (G); hexane fraction (HFG); chloroform fraction (CFG); ethyl 

acetate fraction (EAFG); and hydroalcoholic fraction (HAFG); DPPH, 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl FRAP, ferric reducing antioxidant power; HHDP, hexahydroxydiphenic acid; 

DHHDP, Dehydrohexahydroxydiphenic acid; HPLC, high performance liquid 

chromatography; UV- Vis, ultra violet visible; ESI, electrospray ionization; MS, mass 

80 



40 

 

spectrometry; DAD, diode array detection; MS/MS, tandem mass spectrometry; TPC, total 

phenolic content; HT, hydrolyzable tannins; larval exsheathment inhibition assay (LEIA); 

ETS, electron transport system;, EPG eggs per gram of feces; ETS, electron transport system  
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FIGURE CAPTIONS 

Figure 1. HLPC chromatograms of compounds detected at 254 nm in ethyl acetate fraction 

(EAFG) and hydroalcoholic fraction (HAFG) of geopropolis extract. Peak numbers 

correspond to the compounds shown in Table 3 and 4. 

Figure 2. Chemical strutures of hydrolyzable tannins detected in ethyl acetate fraction 

(EAFG). Compounds 8 and 11, the information were not sufficient to detail the strutures. 

Figure 3. Typical fragmentation of ellagitannins. HHDP, hexahydroxydiphenolic acid. 
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TABLES 

 

Table 1. Effective concentration of extract and fractions (mg/mL) required for achieving 

50% inhibition of egg hatching (EC50) after a 48 h incubation period with the most 

active and the exsheathment inhibition assay of Haemonchus contortus third stage 

larvae. 

Sample 
Egg hatching Exsheathment inhibition 

EC50 (95% CI) EC50 (95% CI) 

G 2.78 (2.63-2.98)a 0.27 (0.21-0.35)a 

CFG 3.73 (3.48-4.18)b 0.50 (0.45 – 0.56)b 

EAFG 2.01 (1.95-2.08)c 0.55 (0.49-0.61)b 

HAFG 3.03 (2.92-3.16)a 0.12 (0.12-0.13)c 

95% CI: 95% confidence intervals. Different letters in the same column means a significant 

difference by turkey test (p<0.05). G, geopropolis extract; CFG, chloroform fraction; EAFG, 

ethyl acetate fraction; HAFG, hydroalcoholic fraction. 
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Table 2. Total phenolic content and antioxidant activity of the extract and fractions of 

geopropolis a. 

Sample TPC (mg GAE/g) DPPH IC50 (µg/mL) FRAP  (mM Fe2+/g) 

G 541.96 ± 0.02a 8.72 ± 0.49ª 13.01 ± 0.15a 

HFG 64.50 ± 0.02b Ndb Ndb 

CFG 288.37 ± 0.05c 29.80 ± 0.76c 6.91 ± 0.34c 

EAFG 650.19 ± 0.03d 6.50 ± 0.53d 17.19 ± 0.23d 

HAFG 384.94 ± 0.01e 17.39 ±0.23e 11.07 ± 0.12e 

Trolox - 5.11 ± 0.04f 9.09 ± 0.10f 

aValues represent the mean ± standard deviation (n=3). Different letters in the same column 

indicate a significant difference (Tukey test, p < 0.05). TPC, total phenolic content; G, 

geopropolis extract; HFG, hexane fraction; CFG, chloroform fraction; EAFG, ethyl acetate 

fraction; HAFG, hydroalcoholic fraction; nd, not detected. DPPH, radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo; FRAP - ferric reducing antioxidant power 
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Table 3. Summarizes the tentatively identified phenolic compounds, molecular weight, 

molecular ion [M − H]−, and main product ions obtained by HPLC-MS/MS for the 11 

fragmentation peaks of ethyl acetate fraction (EAFG).  

Peak Compounds MW [M-H] 
(m/z) MS2 

(m/z) 

1 HHDP-glucose 482 481 301,275 

2 Digalloyl-glucose 484 483 331,313,169 331 

3 Trigalloyl-glucose 636 635 483, 465,421,313 

4 Digalloyl-HHDP-glucose isomer 786 785 767,483,301 

5 Ellagic acid glucoside 464 463 403,301,275,231,214 

6 Galloyl-HHDP-DHHDP-glucose 952 951 933 

7 Brevifolin carboxylate 292 291 247 

8 Ellagic acid derivate 468 467  391,301 

9 Galloyl-bis-HHDP-glucose 936 935 917,633,301 

10 Trigalloyl-HHDP-glucose isomer 938 937 919,767,465,301  

11 Ellagic acid glucoside derivate 604 603 301 

The most abundant ions are shown in bold; MW, molecular weight; [M − H]− molecular ion; 

HHDP, hexahydroxydiphenic acid. 
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Table 4. Summarizes the tentatively identified phenolic compounds, molecular weight, 

molecular ion [M − H]−, and main product ions obtained by HPLC-MS/MS for the 5 

fragmentation peaks of hydroalcoholic fraction (HAFG). 

Peak Compounds MW [M-H] 
(m/z) MS2 

(m/z) 

1 HHDP-glucose 482 481 301,275 

2 Monogalloyl glucose 332 331 271 

3 Ellagic acid glucoside derivate 604 603 301 

4 Ellagic acid 302 301 301 

5 Caftaric acid 312 311 311,179  

The most abundant ions are shown in bold; MW, molecular weight; [M − H]− molecular ion; 

HHDP, hexahydroxydiphenic acid. 
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FIGURE GRAPHICS 

Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Os extratos hidroalcoólicos da geoprópolis de Melipona fasciculata Smith de diferentes 

regiões fitogeográficas do estado do Maranhão apresentam composição química 

distinta, que dependem das fontes vegetais das regiões, utilizadas pelas abelhas para a 

produção da geoprópolis; 

 A composição química e atividade antioxidante contribuiem para a identidade e 

qualidade dos tipos de geoprópolis produzida por M. fasciculata coletadas em duas 

regiões fitogeográficas do Estado Maranhão, nordeste do Brasil; 

 O extrato hidroalcoólico e frações da geoprópolis oriunda do Cerrado maranhense 

apresentaram atividade antioxidante e atividade anti-helmíntica contra Haemonchus 

contortus de pequenos ruminantes, sendo que a fração acetato foi mais ativa para 

inibição da eclodibilidade de ovos e a fração hidroalcoólica para inibição do 

desembainhamento larvar. A fração hexanica não apresentou atividade; 

 A atividade anti-helmíntica apresentada pelo extrato hidroalcoólico da geoprópolis 

permitiu a obtenção de um bioproduto com um deposito de patente; 

 As frações ativas apresentaram em sua composição taninos hidrolisáveis (galotaninos e 

elagitaninos) e ácidos fenólicos (ácido elagico e derivados, brevifolin carboxilato e 

ácido caftárico) provavelmente os responsáveis pela atividade anti-helmíntica; 

 A geoprópolis de Melipona fasciculata é um promissor insumo na obtenção de 

produtos com ação anti-helmíntica e antioxidante. 
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