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Abstract 

There is a record of the use of guinea pigs since antiquity, with 

the aim of studying reactions caused by different substances in a living 

organism. Through the field of  innovation of science, today we have 

alternative means that replace the use of these guinea pigs. This 

substitution is being made gradually and it is always necessary to 

validate the tests performed, so that in the future the guinea pigs are no 

longer used in these studies. This article is an integrative literature 

review, which aims to discuss methods that are an alternative to the use 

of guinea pigs in toxicological experiments and to evaluate their 

advantages and disadvantages. The methodology used was to perform 
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a database search for scientific articles published in indexed journals, 

selected through database searches: Scientific Eletronic Library Online 

(SciELO), PubMed and ScienceDirect. 394 scientific articles were found 

and based on the inclusion and exclusion criteria, only 06 were used for 

this study. Through the evaluated works, we concluded that the 

alternative methods that substitute the use of guinea pigs, have several 

advantages in their handling. However, these methods cannot replace 

all the tests, and the use of animals is still necessary.  

 

Keywords: Scientific experiments, Guinea pigs, Alternative methods. 

 

Resumo 

Existe o registro do uso de cobaias desde a antiguidade, com o 

objetivo de estudar reações causadas por diversas substâncias num 

organismo vivo. Por meio do campo da inovação na ciência, hoje temos 

meios alternativos que substituem o uso dessas cobaias. Essa 

substituição está sendo feita de forma gradativa e se faz necessário 

sempre a validação dos testes realizados, para que num futuro as 

cobaias não sejam mais usadas nesses estudos. O presente artigo trata-

se de uma revisão de literatura integrativa, que possui o objetivo de 

discutir os métodos que são uma alternativa ao uso de cobaias em 

experimentos toxicológicos e avaliar suas vantagens e desvantagens. A 

metodologia utilizada foi realizar uma busca em base de dados por 

artigos científicos publicados em periódicos indexados, selecionados 

através de buscas no banco de dados: Scientific Eletronic Library Online 

(SciELO), PubMed e ScienceDirect. Foram encontrados 394 artigos 

científicos e baseado nos critérios de inclusão e exclusão, apenas 06 

foram utilizados para esse estudo. Através dos trabalhos avaliados, 

concluímos que os métodos alternativos que substituem o uso de cobaias, 

possuem diversas vantagens em seu manuseio. Contudo, esses métodos 

não podem substituir todos os ensaios, sendo ainda necessário o  uso de 

animais. 

 

Palavras-chaves: Experimentos científicos, Cobaias, Métodos 

alternativos. 
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INTRODUÇÃO 

 

A utilização de animais em experimentos científicos é descrita desde o 

século V a.C., no entanto, sua crescente aplicação ocorreu a partir do 

início do século XIX. Vários avanços científicos na área da saúde são 

atribuídos aos modelos animais. Com a expansão da espécie humana e 

de suas culturas pela Terra, o conhecimento científico se ampliou, 

passou a ser divulgado e ‘escolas’ começaram a surgir. Tais ‘escolas’ 

aceitavam alunos de outras partes do mundo, que depois retornavam a 

seus países de origem e lá continuavam a desenvolver e a disseminar 

os ensinamentos recebidos. É exatamente nesse ponto que a noção de 

modelo animal começou a tomar forma. Para que os experimentos 

pudessem ser reproduzidos e o trabalho continuasse, havia a 

necessidade de se utilizar o mesmo animal (ANDRADE; PINTO; 

OLIVEIRA, 2002; MIZIARA et al., 2012).   

Modelo animal é o nome que se dá às cobaias, e por modelo 

entendese algo que possa ser reproduzido, entretanto, o modelo animal 

para experiências e pesquisas na tentativa de beneficiar a nossa espécie 

não é totalmente eficaz pela falta de aproximação da realidade com o 

ser humano. Com os avanços da tecnologia, a humanidade tem como 

recorrer a outros meios de testes, programas de computadores, pele 

sintética, entre outros. A indústria ainda utiliza os ensaios tradicionais 

com os animais, que recorre a meios mais triviais e a utilização dos 

biotérios para esses testes e com isso as cobaias são utilizadas, já que é 

um dos meios de cuidados e criações de fácil acesso (CRUZ, 2014; 

STEFANELLI, 2011).   

A primeira manifestação social que tentou doutrinar as 

pesquisas que provocam dor em animais vertebrados denominou-se 

Cruelty to Animals Act e foi redigida em 1876. Há uma mudança 

significativa em curso na forma de se fazer pesquisa experimental com 

animais, no Brasil e no mundo. E certamente um dos marcos 

conceituais mais relevantes desta mudança foi a formulação do 

Princípio dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement) 

(PETROIANU, 2009; TRÉZ, 2018). 

Durante muito tempo, o Brasil não teve uma legislação 

específica sobre o uso de animais. Os cuidados ficavam dispersos em 

 diversos diplomas legais, até que, em 2008, foi publicada a Lei 
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nº 11.794, que regulamenta o uso de animais na experimentação e na 

educação. Com ela foi criado o Conselho para o Controle da 

Experimentação Animal, que possui, entre outras, a competência de 

introduzir os métodos alternativos no Brasil (PRESGRAVE, 2014). 

Dessa forma, esta revisão tem como objetivo discutir alguns 

métodos que são uma alternativa ao uso de cobaias em experimentos 

toxicológicos, como o uso de Artemia salina, Danio rerio e cultura de 

células.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Delineamento experimental 

O trabalho trata-se de um estudo do tipo revisão de literatura 

integrativa, norteada para responder à pergunta “Quais metodologias 

alternativas para ensaios pré-clínicos toxicológicos são relatadas e 

utilizadas para substituição do uso de cobaias?”. Foi realizada uma 

busca em base de dados por artigos científicos publicados em periódicos 

indexados, selecionados através de buscas no banco de dados: Scientific 

Eletronic Library Online (SciELO), Medical Literature Analysis and 

Retrieval System (PubMed) e ScienceDirect.    

Para a pesquisa foram utilizadas os descritores em português: 

“pré-clínicos”, “toxicológicos”, “métodos alternativos” e em inglês: “pre-

clinics”, “toxicological”, “alternative methods”, inseridos nos campos do 

título, resumo, palavras-chave ou texto, e associados com inserção de 

“ensaios” em português e “essay” em inglês no título da busca. 

 

Critérios de inclusão e exclusão  

Os critérios de inclusão foram artigos publicados entre os anos de 2010 

a 2020 em português e inglês, sem restrição à determinada região ou 

país. Que abordassem técnicas ou metodologias de ensaios pré-clínicos 

de estudos toxicológicos in vitro de medicamentos, substâncias de 

origem sintética, natural, amostras ambientais e de alimentos, sem o 

uso de animais experimentais.   

Os trabalhos foram analisados e contabilizados quanto à sua 

natureza (artigo original), ano de publicação, tipo de ensaio (Artemia 

salina, Danio rerio e cultura de células). Os artigos foram 
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sistematicamente classificados quanto ao seu potencial de uso, 

vantagens e desvantagens e limitações dos métodos.  

O período da busca foi de março a setembro de 2020. Foram 

excluídos artigos que não atenderam os critérios acima especificados e 

artigos que abordavam metodologia in silico.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram encontrados durante a busca 394 artigos na base de dados do 

Scielo, Pubmed e ScienceDirect, sendo 80 no SciELO, 24 no PubMed e 

290 no ScienceDirect. Desses 394 artigos, foram excluídos 388, sendo 

149 por estarem fora do tema relacionado ao título deste trabalho, 84 

eram apenas artigos de revisão, 5 estavam em duplicata e 150 não 

atendiam os prérequisitos do trabalho. 

Sendo assim, foram incluídos nesta revisão 06 artigos 

científicos (Figura 1). Dos 06 artigos incluídos neste estudo (Tabela 1), 

02 artigos abordavam ensaios em cultura de células, 01 artigo abordava 

estudos em Danio rerio (zebrafish) e 03 artigos abordavam ensaios 

toxicológicos frente à Artemia Salina. 

Figura 1. Fluxograma da seleção de estudos para a revisão de 

literatura integrativa. 
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Tabela 1. Artigos encontrados nas bases de dados e incluídos para esta 

revisão de literatura integrativa.  

AUTOR  TÍTULO DO ARTIGO OBJETIVOS 

AMARANTE, C. B. do 

et al. 2011 

Estudo fitoquímico 

biomonitorado pelos ensaios de 

toxicidade frente à Artemia 

salina e de atividade 

antiplasmódica do caule de 

aninga (Montrichardia 

linifera). 

Pesquisar a espécie M. linifera 

utilizando extratos e frações obtidos do 

caule para a realização de prospecção 

fitoquímica preliminar, guiada pelos 

ensaios biológicos de toxicidade frente 

à Artemia salina e atividade 

antiplasmódica. 

 

BITTENCOURT, 

T.Q.M. et al. 2018 

Efeitos tóxicos de compostos de 

vanádio sobre os parâmetros 

biológicos de embriões e adultos 

de zebrafish (Danio rerio). 

Avaliar os efeitos tóxicos de três 

compostos de vanádio, potenciais 

fármacos antidiabéticos, para a 

determinação da CL50 96h, 

mortalidade e estudo dos efeitos 

teratogênicos e cardiovasculares em 

embriões, bem como para alterações 

comportamentais em adultos de D. 

rerio.  

DA SILVA, W. A. 

et al. 2020 

 

Perfil fitoquímico e avaliação 

toxicológica Croton 

heliotropiifolius frente à 

Artemia Salina Leach. 

Avaliar o perfil fitoquímico do extrato 

etanólico da casca do caule de Croton 

heliotropiifolius e o potencial 

toxicológico frente à Artemia salina.  

FONTOURA, L.; 

ROOS, D. H.; 

PINTON, S. 2017 

Teste toxicológico de diferentes 

sais deurânio em Artemia 

salina. 

 

  

Avaliar a toxicidade dos diferentes 

sais de Urânio, Acetado de urânio (AU) 

e Nitrato de urânio (NU), bem como 

avaliar a atividade da enzima 

Catalase (CAT), a produção de 

espécies reativas ao ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS) e ainda 

verificar a geração de espécies reativas 

intracelulares (RS) através do método 

de quantificação da oxidação 2',7'- 

diclorofluoresceína diacetato (DCFH-

DA).  

SHOKRZADEH, 

M. et al. 2019 

  

Cytotoxic effects of aripiprazole 

on MKN45 and NIH3T3 cell 

lines and genotoxic effects on 

human peripheral blood 

lymphocytes.  

 

Avaliar a eficácia e segurança do 

aripiprazol no câncer gástrico e 

linhagens celulares normais. 

 

SPERANDIO, J. et al. 

2019 

 

Atividade antimicrobiana e 

citotoxicidade in vitro do óleo 

essencial de Tagetes minuta L. 

visando à aplicação no controle 

da mastite bovina. 

Avaliar, in vitro, a atividade 

antimicrobiana do óleo essencial de 

Tagetes minuta L. em relação a duas 

principais bactérias causadoras de 

mastite bovina, i.e., S. aureus e E. coli, 

assim como a citotoxicidade sobre 

células epiteliais da glândula 

mamária bovina da linhagem MAC-T. 
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 Artemia salina  

Ensaios de toxicidade preliminar funcionam como uma ótima 

ferramenta nos estudos com plantas medicinais e devem ser 

implementados, pois auxiliam na diminuição do uso de animais na 

experimentação, o que vem sendo uma preocupação dos Comitês de 

ética em experimentação animal (BEDNARCZUK et al., 2010).   

A Artemia salina trata-se de um microcrustáceo, da família 

Artemiiade, com origem de 100 milhões de anos. Apesar de serem 

distribuídos majoritariamente no mediterrâneo, pode ser encontrada 

em todos os continentes. Sua alimentação baseia-se em algas, 

protozoários e detritos. Descrito como um crustáceo filtrador de 

ecossistemas talássicos, que se alimenta principalmente de bactérias, 

algas unicelulares, pequenos protozoários e detritos que são dissolvidos 

no meio. O macho adulto atinge de 8 a 10 mm de comprimento, e a 

fêmea de 10 a 12 mm (DUMITRASCU, 2011; NETO, 2013).   

O bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina possui o 

intuito de monitorar extratos vegetais em diversos laboratórios de 

produtos naturais. Porém diversos ensaios biológicos simples têm sido 

desenvolvidos para a mesma função, mas a A. salina tem sido inclusa 

na rotina laboratorial para monitorar o estudo de extratos e frações de 

plantas, além disso para auxiliar no isolamento, purificação e 

elucidação estrutural de componentes isolados dessas amostras. O 

ensaio permite a avaliação da toxicidade geral e é considerado essencial 

como bioensaio preliminar no estudo de amostras com potencial 

atividade biológica (ARAÚJO; CUNHA; VENEZIANI, 2010).  

Um estudo que visou avaliar o perfil fitoquímico do extrato 

etanólico da casca do caule de Croton heliotropiifolius e o potencial 

toxicológico frente à Artemia salina, onde as cascas foram submetidas 

à extração com etanol a temperatura ambiente, subsequentemente foi 

realizado um estudo fitoquímico preliminar. O extrato etanólico da 

casca do caule de Croton heliotropiifolius nas concentrações de 50, 100, 

250, 500, 750 e 1000 μg mL-1 foram submetidas ao teste de A. salina. O 

extrato etanólico da casca do caule de Croton heliotropiifolius 

apresentou um rendimento de 8%. A análise fitoquímica mostrou a 

presença dos seguintes metabólitos secundários: cumarinas, 

flavonoides e terpenos. O extrato etanólico mostrou uma CL50 de 396,6 

μg mL-1 classificada como toxicidade moderada (SILVA, 2020).   
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Um outro artigo, apresentou um estudo com o extrato hexânico e 

etanólico obtidos de caules de M. linifera, tais extratos foram 

submetidos aos bioensaios de toxicidade frente à  

Artemia salina e atividade antiplasmódica para seleção do 

material a ser estudado. O extrato etanólico apresentou alta toxicidade 

para Artemia salina e moderada atividade antiplasmódica, sendo 

selecionado para o fracionamento (AMARANTE, et al., 2011).   

Um estudo que avaliou a toxicidade de dois diferentes sais de 

urânio: Acetato de Urânio (AU) e Nitrato de Urânio (NU), e ainda, 

avaliou a atividade da enzima catalase, da produção de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e determinar a formação de 

espécies reativas através do método de microscopia de fluorescência. Os 

cistos de Artemia salina foram mantidas em água do mar artificial (0,24 

M) em aquários cônicos com luz artificial para manutenção da 

temperatura e forte aeração. Os resultados mostraram que a Artemia 

salina é mais sensível ao tratamento com o NU quando comparado a 

AU, assim, assim como o aumento de espécies reativas no qual o NU 

demonstrou resultados significativos, indicando uma maior toxicidade 

deste sal de Urânio (FONTOURA; ROOS; PINTON, 2017). 

 

Zebrafish (Danio rerio)  

O zebrafish conhecido como paulistinha foi estabelecido, em 2013, pela 

OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico), 

como modelo para avaliação de testes de toxicidade agudos e crônicos 

causados por produtos químicos. Pertence à família Cyprinidae e é um 

pequeno peixe teleósteo (3 – 4 cm) de água doce, que vem sendo 

utilizado como animal de experimentação para o estudo de numerosas 

doenças humanas. O seu manejo, a facilidade de reprodução e de 

manutenção, e os métodos laboratoriais para sua criação já estão bem 

estabelecidos (OECD, 2013; WESTERFIELD, 1994).   

Os experimentos com o zebrafish podem ser utilizados em teste 

a campo ou em laboratórios, em potencial para testes teratogênicos e 

carcinogênicos, pois respondem similarmente ao mamífero, que 

avaliam as substâncias que são tóxicas para os humanos (PARLAK, 

2018).   

A presença no peixe de elementos da imunidade inata e da 

adaptativa possibilita pesquisas nos processos infecciosos. Zebrafish 
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são suscetíveis a infecções por bactérias gram-negativas e gram-

positivas, protozoários, vírus, fungos e micobactérias. Recentemente, o 

zebrafish é valorizado nas pesquisas de doenças do fígado e das vias 

biliares (MATTHEWS et al., 2011).   

Com sua alta fecundidade, manutenção, genoma homóloga com 

outros tipos de vertebrados, o rápido desenvolvimento, são algumas das 

vantagens de realizar testes em zebrafish, é confiável a biossegurança 

aos estudos testes com esse animal (HOWE et al., 2013).   

Um estudo onde foram avaliados os efeitos tóxicos do 

metavanadato de sódio (MV), pentóxido de vanádio (PV) e sulfato de 

oxovanádio (SV), potenciais fármacos antidiabéticos, em embriões e 

adultos de zebrafish (Danio rerio), neste estudo os embriões foram 

expostos a concentrações de 10 à 1000µg mL-1 para avaliação da CL50 

96h e seus efeitos teratogênicos. Os adultos foram expostos a 10 e 20µg 

mL-1 dos mesmos compostos para se avaliarem alterações 

comportamentais relacionadas à exposição química e à mortalidade. 

Houve 100% de mortalidade nas concentrações de 400 à 1000µg mL-1 

dos três compostos. Pode-se concluir que a exposição química aos 

compostos de vanádio causou efeitos tóxicos em embriões e adultos de 

zebrafish com alta mortalidade. Diante disso, o seu uso como potencial 

fármaco antidiabético deve ser mais bem estudado em razão do efeito 

tóxico dessas substâncias (BITTENCOURT et al., 2018). 

 

Cultura de Células  

A cultura de células é um dos métodos permitidos no Brasil. São células 

que são mantidas vivas e sob controle para o crescimento em meio de 

cultura. Esta técnica permite que o pesquisador cultive as células, que 

realiza a separação do tecido de origem com processo enzimático ou 

mecânico (FRESHNEY, 2010).   

Em 1907, no século XX Harrison desenvolveu essa técnica para 

estudar o cultivo dos tecidos, que coletava dos animais que ficavam 

isolados, evitando estressar a cobaia para o uso de experimentos, e 

observar o crescimento dessas células fora do organismo. No ano de 

1912, Alex Carrel, usou células cardíacas de embriões de galinhas, um 

dos primeiros modelos, pelo qual descobriu a necessidade de nutrientes 

para manter o cultivo por um período maior (HAYCOCK, 2011; 

UJAVARI; ADONI, 2014).   
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Há muitas vantagens no uso de cultura de células, destacando-se o 

controle do ambiente, a homogeneidade da amostra, quando comparada 

ao uso de animais em experimentos, e a economia de recursos 

financeiros (FIOCRUZ, 2010).  Atualmente são utilizadas em meios de 

cultivo de células para pesquisa de terapia gênica, clonagem, 

coeficientes de coagulação, tecido tumoral humano, terapia celular, 

fatores de crescimento, vacinas, e entre outros (REBELLO, 2014).    

Um estudo que teve como objetivo avaliar a eficácia e segurança 

do aripiprazol no câncer gástrico e linhagens celulares normais. 

Mostrou que o IC50 do aripiprazol na linhagem de células cancerosas 

(21,36 μg mL-1) foi menor do que na linha celular normal (54,17 μg mL-

1). Além disso, o ensaio do micronúcleo mostrou que a frequência dos 

micronúcleos do aripiprazol nas concentrações abaixo de 200 μm era 

muito menos do que a cisplatina. Concluindo assim que o aripiprazol 

pode ser um bom composto citotóxico e bom candidato para estudos de 

terapia de câncer (SHOKRZADEH et al., 2019).   

Outro estudo teve o objetivo de avaliar a atividade 

antimicrobiana in vitro do óleo essencial de Tagetes minuta L. contra 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli e a citotoxicidade sobre células 

epiteliais da glândula mamária bovina (MAC-T), visando o seu uso no 

tratamento da mastite bovina. Foi constatado elevado efeito citotóxico 

do óleo sobre as células da linhagem MAC-T. Concentrações superiores 

a 10 µg mL-1 do óleo resultaram em mais de 90% de morte celular. 

Sugerindo que, apesar da atividade antimicrobiana contra agentes 

causadores da mastite bovina, a utilização intramamária do óleo de T. 

minuta não seria recomendada (SPERANDIO et al., 2019).   

 

CONCLUSÃO 

 

Os métodos alternativos para o uso de cobaias nos indicam várias 

opções em experimentação de ensaios de toxicidade no desenvolvimento 

de cosméticos e fármacos. Diante disso, o número reduzido de animais 

nas pesquisas científicas vem sendo muito utilizado, a substituição das 

cobaias por métodos alternativos são de grande relevância na ciência, 

pois, são capazes de demonstrar a eficácia e segurança de 

medicamentos e vacinas, nos permitindo a descoberta de novos 

fármacos, de novos princípios ativos, sem precisar causar dor e 
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sofrimento nas cobaias e isso graças às inovações da ciência. Logo, os 

métodos avaliados nessa pesquisa, como, Artemia salina, Zebrafish e 

cultura de células mostram-se promissores na temática discutida. 

Contudo, esses métodos não conseguem substituir todos os ensaios, 

necessitando assim para alguns experimentos o uso de animais.  
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