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Abstract. The aim of the present study was the evaluation of the influence of ultra
high dilutions on the growth of the yeast Saccharomyces cerevisiae. The ultra high
dilutions tested were: magnesium sulphate 6CH, ammonium sulphate 6CH,
potassium phosphate 6CH, ethanol 6CH and ethanol 13CH. However initial
experiments suggested that ethanol 6CH caused a wise inhibition on the yeast
growth, the effect was of stimulation of biomass formation when assay was repeated
with more replicates. Therefore, no significative influence on the growth of S.
cerevisiae under the conditions and ultra high dilutions tested was detected.
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Resumo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de solucGes ultra-
diluidas no crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae. As ultra-diluicdes
testadas foram: sulfato de magnésio 6CH, sulfato de amoénio 6CH, fosfato de
potéssio 6CH, etanol 6CH e etanol 13CH. Embora os experimentos iniciais tenham
sugerido uma discreta inibicdo no crescimento da levedura provocada por etanol
6CH, o efeito registrado foi de estimulo a formacédo de biomassa quando o ensaio
foi repetido com maior namero de réplicas. Sendo assim, nas condi¢fes do presente
estudo, ndo foi possivel detectar influéncia significativa das ultra-diluices
utilizadas sobre o crescimento de S. cerevisiae.
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1. Introducéo

A homeopatia € uma modalidade terapéutica de ampla utilizacdo em diferentes
patologias humanas e animais. Baseia-se em observagdes clinicas e experimentaces. Sua
pratica foi iniciada pelo médico alemdo Samuel Hahnemann, ha mais de duzentos anos
(HAHNEMANN, 1842 — Tradugdo em portugués, 2001).



Os medicamentos homeopaticos consistem, em linhas gerais, de solucBes ultra-
diluidas, obtidas por diluicbes e agitacbes sucessivas numa técnica denominada
“dinamiza¢ao”. Quanto maior a dinamizacdo, maior a diluicdo. Os diluentes utilizados na
técnica sdo: agua, solucbes hidroalcodlicas, solucdes hidroglicerinadas e lactose. O ponto de
partida para a preparacdo de medicamentos homeopaticos é proveniente dos reinos animal,
vegetal ou mineral (BRASIL, 1997).

Embora existam evidéncias clinicas da acdo dos medicamentos homeopaéticos, o fato
de se apresentarem freqlientemente muito diluidos coloca em davida o seu efeito fisioldgico.
Uma metodologia que permita a caracterizacdo das ultra-diluicbes e comprove alguma
atividade biol6gica pode ser atil por aumentar a confianca de médicos e pacientes no
tratamento. Além disso, a analise pode ser aplicada na padronizacdo das técnicas de obtencdo
e inativacdo desses sistemas, bem como no controle de qualidade dos produtos, contribuindo
assim para a garantia da eficacia da terapia.

Na tentativa de elucidacdo do fendmeno, diversas metodologias e modelos tém sido
empregados as ultra-diluicBes, entretanto o0s resultados foram considerados pouco
satisfatorios. Metodologias baseadas em analises fisicas ou fisico-quimicas foram estudadas,
mas a necessidade de ajuste dos equipamentos a alta sensibilidade leva a confusdo entre sinais
e ruidos e os resultados se tornam pouco confiaveis. Devido a complexidade de deteccdo e
caracterizacdo das propriedades de ultra-diluicbes € possivel que um ser vivo seja mais
adequado para demonstrar os efeitos dos sistemas dinamizados (ZACHARIAS, 2002).

Os microrganismos, por serem mais simples, sédo frequentemente escolhidos como
ponto de partida para as pesquisas. A utilizacdo de culturas microbianas traz como vantagens
principais a facilidade de manipulacdo e de verificacdo das respostas se comparadas com a
utilizacdo de mamiferos (MUDA e McKENNA, 2004; BAYS e MARGOLIS, 2004). Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de ultra-diluicdes sobre o crescimento
de Saccharomyces cerevisiae, uma levedura ndo patogénica que ja vem sendo utilizada como
modelo para animais.

2. Material e Métodos
2.1. Microrganismo e condicdes de cultivo

Os experimentos foram realizados utilizando Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.
A cultura foi conservada em meio Agar Sabouraud e armazenada a 4°C. O meio de cultivo
utilizado em todos os experimentos apresentou a seguinte composicdo [por litro]: sacarose,
10g; (NH4),SO4, 0,59; KH,PO,4 1,59; MgSO, . 7H,0, 0,5g; extrato de levedura, 5g. O pH
inicial foi igual a 6,0. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer com 100mL de
capacidade, preenchidos com 30mL de meio de cultivo, durante 24 h, a 32° C e sob agitacédo
de 144 rpm em Reciprocal Water Bath Shaker [model R76, New Brunswich Scientific Co.,
Inc.]. O indculo foi preparado por um crescimento prévio de S. cerevisiae por 12h, nas
mesmas condicdes dos experimentos. Da suspensdo de células assim obtida, 3mL foram
utilizados para inocular cada frasco de cultivo.

2.2. Preparo das solucdes ultra-diluidas

As ultra-diluicdes foram preparadas de acordo com o método hahnemanniano descrito
na Farmacopéia Homeopatica Brasileira 22 edicdo (BRASIL, 1997). Os pontos de partida
foram sulfato de magnésio heptaidratado [MgSO, . 7H,0], sulfato de amdnio [(NH4),SO4],
fosfato de potéssio monobasico [KH,PO,] e etanol 96% [v/v]. Apds diluigdo na proporgéo de
1/100 [v/v] e 100 sucussdes em Dinamizador Mecanico [modelo Denise, marca AUTIC],
essas solucgdes foram denominadas de dinamizagdo 1CH. As dinamizagOes seguintes foram



obtidas por diluicdes sucessivas ha mesma propor¢ao e seguidas de 100 sucussoes em
Dinamizador Mecénico. Agua ultra-pura, obtida pelo sistema Milli-Q, foi empregada como
diluente. As ultra-diluicdes foram obtidas cerca de 24h antes dos ensaios e armazenadas em
geladeira.

2.3. Estudo da influéncia de solugdes ultra-diluidas sobre o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae

Foram adicionados 3mL de solugdo ultra-diluida antes da inoculacdo e acrescentados
100uL da mesma ultra-diluicdo a cada hora de crescimento. As adi¢cdes ocorreram a partir de
1,5h até 9,5h, totalizando nove incrementos. Nas mesmas condicdes foram realizados
experimentos em branco, substituindo-se a solucdo ultra-diluida por &gua ultra-pura obtida
pelo sistema Milli-Q. Os cultivos foram conduzidos em triplicata ou quintuplicata, conforme
descrito nos resultados, sendo um frasco por amostra.

2.4. Métodos analiticos

Uma porgdo homogénea de cada frasco de cultivo foi centrifugada a 3500 rpm, 30°C,
durante 10 minutos [Centrifuge 5403 Eppendorf]. ApéOs a separacdo do sobrenadante, as
células foram lavadas duas vezes por ressuspensdo em agua destilada seguida de
centrifugacdo. A densidade Optica foi determinada a 400nm em espectrofotdmetro
Spectrumlab 22PC. Os valores foram convertidos para concentracdo celular em g/L através de
curva padrdo associada ao peso seco.

3. Resultados e Discussao

De acordo com a pratica médica, baixas dinamizagdes, como 6CH, sdo empregadas
quando se deseja um efeito fisico em humanos. Dinamizacdes elevadas teriam efeito mental.
Por esse motivo, para a observacdo do efeito no crescimento da levedura, inicialmente foram
testadas, em triplicata, quatro substancias na dinamizacdo 6CH:

e sulfato de magnésio, um dos componentes do meio de cultivo e um possivel

estimulante do crescimento (WALKER e MAYNARD, 1996);

e sulfato de amonio, presente no meio de cultivo como fonte de nitrogénio;

o fosfato de potéssio, presente no meio de cultivo como fonte de fosforo, importante
elemento para o desenvolvimento da levedura;

e etanol, um produto do metabolismo de S. cerevisiae e que pode ser utilizado como
fonte de carbono.

A biomassa foi quantificada apenas apds 24 horas de crescimento. Os resultados estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da influéncia de ultra-diluicbes na dinamizacdo 6CH sobre o
crescimento de S. cerevisiae ATCC 9763. Valor de p em comparag¢do com 0 ensaio em
branco.

Ultra-diluicéo Biomassa (g/L) p
Branco 4,560 + 0,077 -
Etanol 6CH 4,436 £ 0,041 0,0695
Sulfato de magnésio 6CH 4,477 = 0,060 0,2148
Fosfato de potassio 6CH 4,517 + 0,087 0,5564

Sulfato de amo6nio 6CH 4564 + 0,223 0,978




Foi possivel verificar que o etanol 6CH apresentou discreta inibicdo no crescimento de
S. cerevisiae. O valor encontrado é apenas marginalmente significativo, com valor de p =
0,0695. Os demais resultados ndo foram considerados diferentes da agua.

A ultra-diluicdo etanol 6CH foi empregada inicialmente com o objetivo de
experimento-controle, pois o etanol é considerado um solvente inerte na Homeopatia
(BRASIL, 1997). Este resultado inesperado pode ser advindo do fato de ser este um produto
do metabolismo do microrganismo em estudo, além de ser tdxico acima de certas
concentragdes. Assim, com a intencdo de detectar um efeito mais evidente e de avaliar uma
possivel diferenca entre as poténcias, um segundo experimento foi conduzido desta vez em
quintuplicata, com etanol 6CH e 13CH. Esta dilui¢cdo (13CH) foi escolhida por ser superior ao
limite de Avogadro.

A biomassa foi quantificada apds 24h de cultivo. Os resultados estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2. Avaliagdo da influéncia de etanol 6CH e etanol 13CH sobre o crescimento de S.
cerevisiae ATCC 9763. Valor de p em comparagéo com o ensaio em branco.

Ultra-diluigéo Biomassa (g/L) p
Branco 5,026 + 0,189 -
Etanol 6CH 5,227 + 0,099 0,077
Etanol 13CH 5,057 + 0,267 0,8508

Pela analise da Tabela 2 é possivel verificar que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na formacdo de biomassa com a adicdo de ultra-diluicdo etanol 6CH, etanol
13CH ou agua ultra-pura. Embora etanol 6CH tenha exercido uma influéncia marginalmente
significativa [p = 0,0770] quando comparado com a agua, este resultado € contraditério com
0s anteriores, pois neste Ultimo experimento foi observada variagdo positiva na concentragdo
final de células, ao contrario dos ensaios anteriores que registraram ligeira inibicao.

4. Consideracdes finais

Os dados experimentais sugerem que ultra-dilui¢ces do etanol podem ter influéncia
sobre o crescimento de S. cerevisiae, embora esses resultados tenham sido apenas
marginalmente significativos [0,05 < p < 0,10]. Além disso, os efeitos encontrados foram
contraditérios, ja que foi observada inibicdo a formacao de biomassa em alguns ensaios e em
outros foi verificado estimulo ao crescimento. As demais ultra-diluicdes ndo exerceram
qualquer acdo detectavel pela metodologia empregada.

O trabalho desenvolvido até aqui ainda ndo foi suficiente para concluir se existe
influéncia de ultra-diluicdes sobre o crescimento da levedura. Experimentos com adi¢Ges mais
frequentes de substancias ultra-diluidas durante o crescimento e por maiores intervalos de
tempo podem trazer melhores resultados. Vale ressaltar que cada hora de vida de S. cerevisiae
equivale a aproximadamente um ano de vida do ser humano. E justificavel, entdo, a
diminuicdo dos intervalos de adicdo das solugdes de teste ao cultivo do microrganismo.

Outras substancias ainda ndo testadas podem também ser utilizadas, pois podem
apresentar influéncias mais significativas sobre o crescimento. Pelo mesmo motivo, o
emprego de outros microrganismos pode ser mais adequado, acrescentando informacdes sobre
a acdo fisiologica de tais solugdes.



H4& ainda a hipotese de o efeito das ultra-diluicdes ndo ser na formacdo de biomassa,
mas em outras caracteristicas. Assim, podem ser investigadas, por exemplo, altera¢cbes na
morfologia, na taxa de crescimento ou na formagéo de produto.
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