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Resumo. O flunixin meglumine é um anti-inflamatório não esteroidal (AINE) amplamente 

utilizado na medicina veterinária para o controle da dor, da febre e da inflamação. Na 

prática clínica, é frequentemente empregado no manejo da dor pós-operatória e no 

tratamento de mastites, laminites, cólicas, doenças respiratórias, entre outras afecções, em 

equinos, bovinos e suínos. Com o objetivo de avaliar o potencial carcinogênico e anti-

carcinogênico desse fármaco, o presente estudo utilizou o Epithelial Tumor Test (ETT) em 

Drosophila melanogaster como organismo modelo. Foram avaliados o efeito modulador 

do flunixin meglumine quando associado à doxorrubicina e seu potencial carcinogênico 

nas concentrações de 1, 2 e 4 mM. Os resultados demonstraram que o flunixin meglumine 

apresentou efeito carcinogênico na maior concentração testada (4 mM). Entretanto, quando 

associado à doxorrubicina, o fármaco também exibiu efeito modulador em todas as 

concentrações avaliadas. Embora os mecanismos responsáveis por esses efeitos não tenham 

sido investigados diretamente, é plausível que estejam relacionados à geração de espécies 

reativas de oxigênio em concentrações elevadas, bem como à modulação do microambiente 

inflamatório, o qual desempenha papel relevante na resposta imune e na supressão tumoral. 
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Carcinogenic and modulatory effects of flunixin meglumine evaluated 

using the epithelial tumor test in Drosophila melanogaster 

Abstract. Flunixin meglumine is a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) widely 

used in veterinary medicine for the control of pain, fever, and inflammation. In clinical 

practice, it is commonly administered for postoperative pain management and for the 

treatment of mastitis, laminitis, colic, respiratory diseases, and other conditions in horses, 

cattle, and pigs. The present study aimed to evaluate the carcinogenic and anticarcinogenic 

potential of flunixin meglumine using the Epithelial Tumor Test (ETT) in Drosophila 

melanogaster as an experimental model. The modulatory effect of flunixin meglumine in 

combination with doxorubicin, as well as its carcinogenic potential at concentrations of 1, 

2, and 4 mM, was investigated. The results showed that flunixin meglumine exhibited a 

carcinogenic effect at the highest concentration tested (4 mM). However, when combined 

with doxorubicin, the compound also demonstrated a modulatory effect at all 

concentrations evaluated. Although the mechanisms underlying these findings were not 

directly investigated, they may be associated with the generation of reactive oxygen species 

at higher concentrations and with modulation of the inflammatory microenvironment, 

which plays a critical role in the immune response and tumor suppression. 
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Introdução 

A Organização Mundial de Saúde Animal estabelece que a prevenção e o controle de doenças são 

essenciais para assegurar o bem-estar dos animais de produção, em razão da estreita relação entre saúde 

e bem-estar (Thiemann, 2015). Nesse contexto, os estudos sobre diversas enfermidades, entre elas o 

câncer, têm adquirido crescente relevância (Oliveira, 2020). 

As mutações genéticas envolvidas na carcinogênese geralmente afetam genes responsáveis pela 

regulação do ciclo celular, incluindo proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo do 

DNA, os quais desempenham papéis fundamentais na proliferação e na manutenção da integridade celular 

(Alberts et al., 2017). Essas mutações podem ser induzidas tanto pela exposição a agentes mutagênicos 

exógenos quanto por erros endógenos ocorridos durante a replicação do DNA (Balmain, 2020). 

Entre os carcinógenos químicos, destacam-se os fármacos, cujos metabólitos podem acumular-se nos 

tecidos e interagir com proteínas e com o DNA celular, potencialmente induzindo mutações (Silva, 

2020). Um exemplo relevante é o flunixin meglumine, um anti-inflamatório não esteroidal (AINE) 

amplamente empregado na medicina veterinária para o tratamento de processos inflamatórios em 

equinos, bovinos e suínos (Currah et al., 2009; Giles et al., 2023; Webster et al., 2013). Esse 

medicamento apresenta reconhecida eficácia no controle da dor e da febre, sendo utilizado em diversas 

condições clínicas, como cólicas em equinos e mastites em bovinos (Hairgrove et al., 2019; McLean et 

al., 2023; Smith, 2013). 

Considerando que fatores ambientais estão intimamente relacionados ao desenvolvimento do câncer, 

diversos testes genéticos têm sido desenvolvidos para investigar essa associação. Entre eles destaca-se 

o Epithelial Tumor Test (ETT), realizado em Drosophila melanogaster. Essa espécie, popularmente 

conhecida como mosca-das-frutas, constitui um modelo biológico eficiente para estudos de mutagênese 

e carcinogênese ambiental, uma vez que diversas vias oncogênicas e mecanismos relacionados à perda 

da função de genes supressores de tumor em mamíferos apresentam elevada conservação funcional em 

D. melanogaster (Gelbart et al., 1999; Millburn et al., 2016; Mirzoyan et al., 2019). 

Diante da crescente preocupação com os possíveis efeitos dos medicamentos sobre a estabilidade 

genômica e o ciclo celular, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial carcinogênico e 

anti-carcinogênico do flunixin meglumine por meio do Epithelial Tumor Test (ETT) em Drosophila 

melanogaster. 

Material e métodos 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Citogenética e Mutagênese do Centro 

Universitário de Patos de Minas (UNIPAM), localizado no município de Patos de Minas, Minas Gerais, 

Brasil. 

Para a realização do experimento, foram utilizados os seguintes agentes químicos: 

1) Doxorrubicina (DXR). A doxorrubicina (CAS 23214-92-8), de fórmula molecular 

C₂₇H₂₉NO₁₁·HCl, foi produzida pela Eurofarma Laboratórios Ltda. (São Paulo, São Paulo, Brasil). Cada 

frasco continha 50 mg de doxorrubicina liofilizada (lote 905825). A doxorrubicina foi utilizada como 

agente indutor tumoral e controle positivo, em razão de sua reconhecida atividade recombinogênica e 

carcinogênica em Drosophila melanogaster (Orsolin et al., 2012; Rocha et al., 2022). Neste estudo, 

empregou-se a concentração de 0,4 mM, previamente descrita como eficaz na indução tumoral nesse 

modelo experimental (Maciel et al., 2017). A solução foi preparada em água ultrapura obtida por osmose 

reversa. 

2) Flumax®. Produto registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

sob o nº 10.145 (18/09/2015), fabricado pela J.A. Saúde Animal, Patrocínio Paulista, São Paulo, Brasil. 

Cada frasco continha 8,3 g de flunixin meglumine (CAS 42461-84-7), lote 009/23. 

O experimento foi conduzido utilizando concentrações de 1, 2 e 4 mM. Essas concentrações foram 

definidas com base no estudo de Sintes et al. (2020), que avaliaram os efeitos de diferentes anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs), incluindo o flunixin meglumine, sobre a viabilidade de células 

epiteliais mamárias desafiadas com lipopolissacarídeo de Escherichia coli. Os autores observaram que, 
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na concentração de 4 mM, o fármaco favoreceu o restabelecimento da integridade da barreira epitelial. 

Assim, essa concentração foi estabelecida como concentração máxima (concentração-mãe), a partir da 

qual foram realizadas diluições seriadas para obtenção das demais concentrações. 

Epithelial Tumor Test (ETT). O Epithelial Tumor Test (ETT) em Drosophila melanogaster é 

amplamente utilizado para detectar tumores induzidos por xenobióticos. O teste baseia-se na perda da 

heterozigose do marcador warts (wts), gene supressor de tumor homólogo ao gene humano LATS1 

(Nepomuceno, 2015). A perda da heterozigose do gene wts resulta na proliferação descontrolada de 

células neoplásicas no tegumento da mosca, permitindo a detecção de tumores epiteliais (Vasconcelos 

et al., 2017). 

Segundo Morais et al. (2017), a deleção desse gene e a consequente expressão do alelo recessivo 

promovem o desenvolvimento de clones celulares altamente invasivos, formando tumores epiteliais no 

corpo e nos apêndices da mosca. Ressalta-se que o marcador wts constitui uma mutação recessiva letal 

em homozigose. Em virtude dessa característica, o alelo é mantido na linhagem por meio da utilização 

do cromossomo balanceador TM3 (Orsolin et al., 2012). 

Foram utilizadas linhagens mutantes de D. melanogaster mantidas no Laboratório de Citogenética e 

Mutagênese, portadoras dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing hairs (mwh, 3-

0,3). As linhagens foram mantidas em frascos de 250 mL contendo meio de cultura constituído por 820 

mL de água, 25 g de fermento (Saccharomyces cerevisiae), 11 g de ágar, 156 g de banana e 1 g de 

nipagin, sob temperatura de 25 °C e umidade relativa de 60%. 

Larvas heterozigotas de 72 horas (wts+/+mwh) foram obtidas a partir do cruzamento entre fêmeas 

virgens wts/TM3, Sb¹ e machos mwh/mwh. Após 48 horas, machos e fêmeas foram transferidos para 

frascos contendo meio de postura à base de fermento e açúcar, permanecendo por oito horas para 

oviposição. Todas as larvas provenientes desse cruzamento foram submetidas aos tratamentos 

experimentais. Entretanto, somente as moscas que não apresentavam o cromossomo balanceador TM3, 

Sb¹ foram analisadas, uma vez que apenas essas continham o gene wts de interesse (Orsolin et al., 2012). 

As larvas de 72 horas foram tratadas com flunixin meglumine nas concentrações de 1, 2 e 4 mM, 

além dos controles positivo (DXR, 0,4 mM) e negativo (água ultrapura). Foram adotados dois esquemas 

experimentais: tratamento com flunixin meglumine isoladamente, para avaliação do potencial 

carcinogênico, e tratamento em associação com doxorrubicina (0,4 mM), em sistema de cotratamento, 

para avaliação do efeito anti-carcinogênico/modulador. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicata. 

Após uma semana de tratamento, as moscas emergidas foram coletadas e armazenadas em etanol a 

70%. Posteriormente, foram separadas de acordo com o fenótipo, sendo analisadas apenas aquelas 

desprovidas do cromossomo balanceador. As avaliações foram realizadas em lupa estereoscópica, e as 

frequências tumorais foram registradas em planilha padronizada, discriminando os tumores por região 

anatômica (olhos, cabeça, asas, corpo, pernas e halteres), bem como o número total de tumores por 

mosca em cada concentração avaliada (Amaral et al., 2022). 

As diferenças estatísticas entre as frequências tumorais dos tratamentos e dos controles foram 

analisadas pelo teste não paramétrico U de Mann-Whitney, adotando-se nível de significância de 5% (P 

< 0,05). 

Resultados e discussão 

A tabela 1 apresenta as frequências de tumores epiteliais observadas em diferentes regiões do corpo 

de Drosophila melanogaster submetidas aos tratamentos com os controles negativo e positivo, bem 

como às três concentrações de flunixin meglumine, administrado isoladamente ou em associação com 

doxorrubicina. 

Houve diferença significativa (P < 0,05) nas frequências tumorais entre os controles positivo e 

negativo. A frequência tumoral nos indivíduos tratados com DXR foi de 0,64 tumor/mosca, enquanto 

no controle negativo foi de 0,02 tumor/mosca. Esse resultado valida o teste, confirmando a indução de 

alterações genéticas pela DXR. A doxorrubicina, agente da classe das antraciclinas, é reconhecida por 

afetar a integridade do material genético, provocando lesões celulares irreversíveis e demonstrando 
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potencial genotóxico (Silva & Camacho, 2005). Seu principal mecanismo de ação consiste na inibição 

da topoisomerase II, enzima crucial para a manutenção da estrutura do DNA em células em proliferação. 

Essa inibição leva a quebras na cadeia de DNA, reforçando sua ação carcinogênica (Golan et al., 2014; 

Rang et al., 2015; Tripathi, 2013). 

Tabela 1. Frequência de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster, tratadas com doxorrubicina (DXR) e 

diferentes concentrações de flunixin meglumine (FM) 

FM (mM) DXR (mM) No Moscas olho Cabeça Asa Corpo Perna Halteres Total Por mosca 

0 0 61 0 0 1 0 0 0 1 0,02 

0 0,4 61 3 4 19 9 4 0 39 0,64* 

1 0 64 0 1 2 1 2 0 6 0,09 

2 0 44 0 0 2 1 2 0 5 0,11 

4 0 39 0 0 3 5 0 0 8 0,21* 

1 0,4 62 2 2 4 7 5 0 20 0,32** 

2 0,4 57 0 1 3 9 6 1 20 0,35** 

4 0,4 51 1 1 3 2 2 1 10 0,20** 

Diagnóstico estatístico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nível de significância P ≤ 0,05. *Valor considerado diferente 

do controle negativo (P < 0,05). **Valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4mM) (P < 0,01). 

Nos organismos tratados com 1, 2 e 4 mM de flunixin meglumine foram observadas frequências 

tumorais de 0,09, 0,11 e 0,21 tumor/mosca, respectivamente. Na maior concentração testada (4 mM), 

verificou-se diferença significativa (P < 0,05) em relação ao controle negativo, sugerindo potencial 

efeito carcinogênico em altas concentrações. 

Os mecanismos envolvidos na indução desse efeito carcinogênico não foram avaliados diretamente 

neste estudo. Entretanto, é plausível que estejam relacionados à concentração do fármaco. Alguns anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs) podem gerar metabólitos reativos capazes de induzir estresse 

oxidativo e danos ao DNA, principalmente quando administrados em doses elevadas ou por períodos 

prolongados (Ahmad et al., 2018). 

Embora os AINEs apresentem elevada importância clínica, esses fármacos podem induzir 

citotoxicidade por meio da ativação do estresse oxidativo mitocondrial, caracterizado por danos severos 

às mitocôndrias decorrentes de reações redox deletérias, culminando em crise bioenergética celular 

(Bindu et al., 2020). Esses compostos podem promover lesões nos fosfolipídios da membrana celular, 

comprometendo a integridade mitocondrial, reduzindo a produção de ATP, aumentando o efluxo de 

cálcio e favorecendo a formação de espécies reativas de oxigênio (Lim & Yang, 2012; Shin et al., 2017). 

Essa hipótese é reforçada, no presente estudo, pela redução do número de indivíduos sobreviventes 

observada na concentração de 4 mM, sugerindo aumento da citotoxicidade nessa condição experimental. 

Quando administrado em associação com a doxorrubicina (DXR), o flunixin meglumine apresentou 

efeito modulador, uma vez que foram registradas frequências tumorais de 0,32, 0,35, e 0,20 tumor/mosca 

nas concentrações de 1, 2 e 4 mM, respectivamente, todas inferiores às observadas no controle positivo 

(P < 0,05). 

Esse resultado sugere potencial efeito anti-carcinogênico, ou modulador dos danos induzidos pela 

DXR. Tian et al. (2012) destacam que as prostaglandinas desempenham papel fundamental na 

carcinogênese ao estimular a proliferação celular, a angiogênese, a motilidade celular e a inibição da 

apoptose. Dessa forma, os inibidores da ciclooxigenase (COX), ao reduzirem a síntese de 

prostaglandinas, podem interferir nesses processos e exercer atividade antitumoral. 

A COX-2 está envolvida não apenas nos processos inflamatórios, mas também na oncogênese, sendo 

frequentemente super expressa em diversos tipos de neoplasias (Gurram et al., 2018). 

Complementarmente, a atividade antiproliferativa dos AINEs está associada à indução de apoptose e à 

inibição da angiogênese (Wong, 2019). 

A prostaglandina E₂ (PGE₂), principal metabólito derivado da COX-2, exerce papel central na 

carcinogênese ao estimular a angiogênese por meio da regulação do endotélio vascular, favorecer a 

invasão e a formação de metástases pela ativação de metaloproteinases e promover o crescimento 

tumoral mediante regulação positiva de fatores de crescimento (Goradel et al., 2019; Ribeiro et al., 

2009). Além disso, a superexpressão da COX-2 em ambientes inflamatórios pode estabelecer um ciclo 
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de retroalimentação com citocinas e outros mediadores inflamatórios, favorecendo a manutenção de um 

microambiente propício ao desenvolvimento tumoral (Hakan et al., 2010; Jark et al., 2011). 

Resultados semelhantes têm sido descritos para outros AINEs (Marshall & Blikslager, 2011; Streppa 

et al., 2002). Bontempo & Orsolin (2021) demonstraram que o Firocoxib, um inibidor seletivo da COX-

2, exerceu efeito modulador sobre a ação da doxorrubicina em Drosophila melanogaster por meio do 

teste para detecção de tumores epiteliais (ETT). Da mesma forma, (Alcalá et al., 2019) concluíram que 

inibidores seletivos da COX-2 podem reduzir a progressão de diferentes tipos de câncer. 

Medicamentos como o sulindaco reduziu o volume tumoral em modelo murino de câncer de mama 

(4T1), além de diminuir a infiltração de macrófagos no microambiente tumoral, reduzir a vascularização 

e atenuar mediadores inflamatórios e imunossupressores (Gunaydin & Bilge, 2018; Hopkins et al., 2025; 

Oladosu et al., 2018). De maneira semelhante, Oliveira et al. (2018) verificaram efeito anticarcinogênico 

da Aspirina, atribuído à sua atividade antioxidante e à indução de apoptose. (Kola et al., 2017) também 

demonstraram que o Meloxicam apresentou atividade anticarcinogênica por induzir apoptose associada 

à ativação de mecanismos de autofagia citoprotetora. 

Em conjunto, os resultados deste estudo sugerem que o flunixin meglumine apresenta 

comportamento dependente da concentração, com possível efeito carcinogênico quando administrado 

isoladamente na concentração de 4 mM e efeito modulador ou anti-carcinogênico quando associado à 

doxorrubicina. Esse comportamento pode caracterizar uma resposta bifásica dependente da dose e do 

contexto experimental. Embora os AINEs sejam amplamente reconhecidos por seu potencial 

antineoplásico, incluindo a inibição da proliferação e da invasão tumoral, a indução de apoptose e a 

modulação de vias inflamatórias (Fu et al., 2020; Gurpinar et al., 2014), seus efeitos podem variar em 

função da concentração utilizada, do tempo de exposição e do modelo biológico empregado. 

Conclusão 

O flunixin meglumine apresentou resposta dependente da concentração nas condições experimentais 

deste estudo. Quando administrado isoladamente, evidenciou potencial efeito carcinogênico apenas na 

maior concentração testada (4 mM). Em contraste, quando associado à doxorrubicina, exerceu efeito 

modulador com redução significativa da frequência tumoral em todas as concentrações avaliadas (1, 2 

e 4 mM), indicando potencial atividade anticarcinogênica. 

Embora os mecanismos moleculares responsáveis por esses efeitos não tenham sido investigados 

diretamente, os resultados sugerem que o estresse oxidativo pode estar envolvido na resposta observada 

em concentrações elevadas, enquanto a modulação da resposta inflamatória, especialmente pela inibição 

da via da ciclooxigenase e consequente redução da síntese de prostaglandinas, pode explicar, ao menos 

em parte, o efeito protetor observado na associação com a doxorrubicina. Esses mecanismos estão 

diretamente relacionados à regulação da proliferação celular, da angiogênese e da apoptose, processos 

fundamentais para o desenvolvimento tumoral. 

Dessa forma, os resultados reforçam a natureza complexa da atuação dos AINEs na carcinogênese e 

indicam que seus efeitos biológicos dependem da concentração empregada e do contexto experimental. 

Estudos adicionais são necessários para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos e confirmar o 

potencial terapêutico do flunixin meglumine como agente modulador da carcinogênese. 
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