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■ RESUMO: Germes dentais de molares de fetos de camundongos com 14 ou com 
17 dias foram cultivados na presença de 100 µg/ml ou 150 µg/ml tanto de amino-
acetonitrila quanto de beta-aminopropionitrila. Os resultados não mostraram efei-
to anormal aparente sobre o desenvolvimento do germe dental.
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Introdução

Depois da observação de que a colagenase, irreversivelmente, inibe a 
morfogênese das glândulas salivares in vitro,4 muitos trabalhos apareceram 
mostrando o efeito supressivo determinado pela interrupção da síntese de 
colágeno sobre o desenvolvimento do germe dental.3,8,9 A supressão do de-
senvolvimento do germe dental ocorre pela adição de beta-aminopropioni-
trila à cultura de órgãos de germes dentais embrionários do 
camundongo.10,12
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Entretanto, quando as culturas inibidas são colocadas em meio controle, 
os germes dentais recuperam-se e são normais sob todos os aspectos.11 Por 
sua vez, foi mostrado que o aminoacetonitrila determina um pequeno atraso, 
reversível, no desenvolvimento do germe dental in vitro.6 

Neste trabalho são estudados os efeitos do aminoacetonitrila e do beta-
aminopropionitrila em diferentes concentrações sobre o desenvolvimento do 
germe dental de fetos com 14 ou com 17 dias in vitro. 

Material e método

Germes dentais de fetos de camundongo albino com 14 ou com 17 dias 
foram usados.

Fêmeas grávidas foram sacrificadas pela inalação de clorofórmio, os fe-
tos foram removidos assepticamente e preservados em solução balanceada 
de Hanks. Os germes dentais dos molares inferiores, tanto do lado direito 
quanto do lado esquerdo, foram dissecados com o auxílio de um estereomi-
croscópio. Os germes dentais foram mantidos na solução de Hanks até serem 
incubados a 37oC com 5% de CO2 e 95% de ar em uma atmosfera umidifi-
cada. 

Os germes dentais foram cultivados durante 6 a 8 dias em gel de colá-
geno com a seguinte constituição: 1,0 ml de Eagle’s Minimum Essential Mé-
dium*, 0,5 ml de bicarbonato de sódio, 7,5%* e 8,5 ml de solução de 
colágeno (tipo I). Foi colocado 1 ml do gel de colágeno em cada depressão 
de um suporte de plástico com várias depressões, e os germes dentais intro-
duzidos em pequenos orifícios que foram feitos no gel. Sobre o gel de colá-
geno foi adicionado meio de Pratt (50% de DMEM + 50% de F 12 e Premix), 
juntamente com 1% de glutamina. 

 Além dos germes dentais cultivados por 6 a 8 dias, alguns germes den-
tais foram dissecados e fixados assim que foram obtidos. 

O meio experimental era constituído de meio controle com a adição de 
100 µg/ml ou 150 µg/ml de aminoacetonitrila ou de beta-aminopropionitri-
la. Também, alguns germes dentais foram cultivados por dois dias no meio 
experimental e depois transferidos para o meio controle onde ficaram por 
mais cinco dias.

Ambos os meios de cultura, controle e experimental, foram trocados a 
cada dois dias.

* GIBCO BRL - Products, New York, NY, USA.
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Depois do período experimental, os germes dentais foram fixados em 
paraformaldeído a 4% e em gluteraldeído a 0,25% e incluídos em parafina 
ou em historresina. Os blocos de parafina foram cortados com a espessura de 
6 µm e corados com hematoxilina e eosina, e aqueles da historresina foram 
cortados com a espessura de 2,5 µm e corados com Azur II e Azul de Meti-
leno (AM), para análises em microscopia de luz. 

Resultado 

Animal com 14 dias 

Depois de 7 dias de cultivo em meio controle, o germe dental mostrou 
uma evolução evidente quando comparado com o germe dental recém-obti-
do (Figura 1); em seu desenvolvimento havia alcançado o estágio de campâ-
nula. No órgão do esmalte foi possível identificar todas as 4 camadas. Os 
ameloblastos apareciam como células colunares, com núcleos basais e cito-
plasma apical com vacúolos. 

A papila dental mostrou os odontoblastos como uma camada com nú-
cleos polarizados e as outras células com a forma estrelada e núcleos arre-
dondados. 

As estruturas do saco dental situavam-se perto da superfície do germe 
dental. Figuras mitóticas estavam presentes tanto nas estruturas epiteliais 
quanto nas mesenquimais. 

Depois de 2 dias de cultivo tanto com 100 µg/ml de aminoacetonitrila 
(Figura 2) ou de beta-aminopropionitrila (Figura 3) quanto com 150 µg/ml 
de aminoacetonitrila (Figura 4) seguidos por 5 dias em meio controle, as ca-
racterísticas gerais dos germes dentais eram muito semelhantes àquelas en-
contradas nos germes dentais cultivados por 7 dias no meio controle. 

Assim, tanto o epitélio interno quanto o externo, o retículo estrelado e 
o estrato intermediário foram facilmente identificados sem nenhuma carac-
terística diferente daquelas encontradas nos germes dentais cultivados por 7 
dias no meio controle.

Resultados idênticos foram encontrados na papila dental e nas estrutu-
ras do saco dental. Figuras mitóticas foram encontradas em ambos os tecidos 
epitelial e conjuntivo.
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FIGURA 1 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 7 dias em meio controle. AII + 
AM.157,5X.

FIGURA 2 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 2 dias em meio com 100 µg/ml 
de aminoacetonitrila seguidos por 5 dias em meio controle. AII + AM. 162,5X.

FIGURA 3 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 2 dias em meio com 100 µg/ml 
de beta-aminopropionitrila seguidos por 5 dias em meio controle. HE. 275X.

FIGURA 4 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 2 dias em meio com 150 µg/ml 
de aminoacetonitrila seguidos por 5 dias em meio controle. HE. 187,5X. 

Da mesma forma, quando os germes dentais foram cultivados por 8 dias 
com 100 µg/ml de aminoacetonitrila (Figura 5) ou de beta-aminopropionitrila 
(Figura 6), ou por 7 dias com 150 µg/ml de aminoacetonitrila (Figura 7) ou 
por 6 dias com beta-aminopropionitrila (Figura 8), foram encontrados órgãos 
do esmalte com estruturas bem diferenciadas; a camada ameloblástica apre-
sentava-se como células colunares, com núcleos basais e alongados e cito-
plasma abundante e com vacúolos.

Os odontoblastos estavam revestindo a papila dental como uma camada 
de células bem definidas com os núcleos basais arredondados e citoplasma 
basofílico. 

As outras células da papila dental não estavam diferenciadas, apresen-
tavam-se em grande número e separadas por uma pequena quantidade de 
substância intersticial. 
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FIGURA 5 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 8 dias em meio com 100 µg/ml 
de aminoacetonitrila. AII + AM. 187,5X. 

FIGURA 6 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 8 dias em meio com 100 µg/ml 
de beta-aminopropionitrila. AII + AM. 195X. 

FIGURA 7 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 7 dias em meio com 150 µg/m 
de aminoacetonitrila. HE. 187,5X. 

FIGURA 8 – Germe dental de animal com 14 dias cultivado por 6 dias em meio com 150 µg/ml 
de beta-aminopropionitrila. HE. 250X. 

As estruturas do saco dental podiam ser vistas ao redor do germe dental 
que já tinha atingido o estágio de campânula em seu desenvolvimento. Figu-
ras mitóticas foram vistas tanto no tecido epitelial quanto no tecido conjun-
tivo. 

Animal com 17 dias

Depois de 7 dias de cultivo em meio controle, os germes dentais mos-
traram uma clara evolução quando comparados com suas características 
quando foram obtidos (Figura 9). 

O órgão do esmalte estava com suas camadas normais e a alça cervical, 
profundamente projetada dentro do tecido conjuntivo, em direção apical. 
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FIGURA 9 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 7 dias em meio controle. 
HE.125X. 

Os ameloblastos apresentavam-se como células colunares com núcleos 
basais e vacúolos no citoplasma.

Na papila dental, a camada odontoblástica estava bastante evidente e 
apresentava-se como células alongadas com núcleos basais e citoplasma 
abundante. As outras células da papila estavam mais concentradas perto do 
órgão do esmalte e da abertura cervical. Em alguns casos, uma fina camada 
de pré-dentina foi vista. 

As estruturas do saco dental mostravam células achatadas e substância 
intersticial ao redor do germe dental. 

Figuras mitóticas foram vistas tanto no tecido epitelial quanto no tecido 
conjuntivo. 

Depois de 2 dias de cultivo em meio tanto com 100 µg/ml de aminoace-
tonitrila (Figura 10) ou de beta-aminopropionitrila (Figura 11) quanto com 
150 µg/ml de aminoacetonitrila (Figura 12) ou de beta-aminopropionitrila 
(Figura 13) (seguidos por 5 dias em meio controle os germes dentais) esta-
vam em um estágio avançado de desenvolvimento quando comparados com 
os aspectos encontrados quando eles foram obtidos. 

As alças cervicais estavam muito alongadas, e as camadas do órgão do 
esmalte eram de fácil identificação; os ameloblastos apresentavam-se como 
células colunares, com núcleos basais e alongados e grande quantidade de 
citoplasma com vacúolos.

Os odontoblastos estavam revestindo a papila dental como uma camada 
de células cilíndricas baixas com os núcleos basais e citoplasma não muito 
abundante.

As outras células da papila dental apresentavam-se separadas uma das 
outras por uma quantidade razoável de substância intersticial e estavam api-
nhadas perto do órgão do esmalte e da abertura cervical. 
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FIGURA 10 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 2 dias em meio com 100 µg/
ml de aminoacetonitrila seguidos por 5 dias em meio controle. AII + AM. 162,5X.

FIGURA 11 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 2 dias em meio com 100 µg/
ml de beta-aminopropionitrila seguidos por 5 dias em meio controle. HE. 207,5X.

FIGURA 12 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 2 dias em meio com 150 µg/
ml de aminoacetonitrila seguidos por 5 dias em meio controle. AII + AM. 185X.

FIGURA 13 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 2 dias em meio com 150 µg/
ml de beta-aminopropionitrila seguidos por 5 dias em meio controle. HE.102X.

Algumas vezes, uma fina camada de pré-dentina foi encontrada. As es-
truturas do saco dental foram vistas como células e substância intersticial 
paralelas e ao redor da superfície do germe dental. 

Figuras mitóticas foram vistas tanto no tecido epitelial quanto no con-
juntivo. 

Depois de 6 ou 7 dias de cultivo em meio com 100 µg/ml de aminoa-
cetonitrila (Figura 14) ou de beta-aminopropionitrila (Figura 15), ou 150 
µg/ml de aminoacetonitrila (Figura 16) ou de beta-aminopropionitrila (Figu-
ra 17), o germe dental se apresentou bem desenvolvido. Todas as camadas 
do órgão do esmalte estavam presentes; a camada ameloblástica apresenta-
va-se como células colunares, com núcleos basais alongados, citoplasma 
abundante e com vacúolos. 
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FIGURA 14 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 6 dias em meio com 100 µg/
ml de aminoacetonitrila. AII + AM. 287,5X.

FIGURA 15 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 7 dias em meio com 100 µg/
ml de beta-aminopropionitrila. AII + AM. 230X. 

FIGURA 16 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 6 dias em meio com 150 µg/
ml de aminoacetonitrila. HE. 250X. 

FIGURA 17 – Germe dental de animal com 17 dias cultivado por 7 dias em meio com 150 µg/
ml de beta-aminopropionitrila. HE. 312,5X. 

Os odontoblastos e as outras células da papila dental eram muito seme-
lhantes àquelas encontradas nos germes dentais cultivados por 7 dias em 
meio controle, assim como as estruturas do saco dental. 

Discussão

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que o desenvolvi-
mento do germe dental do molar do camundongo in vitro é compatível com 
o descrito na literatura,2,5 tanto para os espécimes controle quanto para os 
tratados. 

Essas observações, entretanto, não estão de acordo com os efeitos das 
drogas latirogênicas observados anteriormente sobre o desenvolvimento do 
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germe dental quer in vivo,6 quer in vitro.10,12 Assim, os resultados descritos 
aqui sugerem que as alterações na deposição da matriz colagenosa, as quais 
determinam efeito supressivo na morfogênese das glândulas salivares,4 bem 
como sobre o desenvolvimento do germe dental in vitro,3,8,9 devem ter ocor-
rido sob condições mais severas do que as usadas neste trabalho. Essa obser-
vação é particularmente evidente quando comparada com a descrição das 
observações obtidas com o uso do beta-aminopropionitrila no desenvolvi-
mento do germe dental in vitro;10,12 nesse caso, os germes dentais dos inci-
sivos e dos molares inferiores do embrião de camundongo foram tratados 
com 1-5 mM/ml de beta-aminopropionitrila adicionados ao meio de Eagle 
em ágar solidificado, resultando em uma concentração da droga no meio de 
cultura maior do que a usada neste trabalho. Certamente essa concentração 
conduziria às diferenças nos resultados descritos anteriormente. Assim, não 
se aceita que o colágeno não possua um importante papel como agente esta-
bilizador durante a morfogênese,10 mas existe, provavelmente, um nível de 
concentração mínimo de aminoacetonitrila ou de beta-aminopropionitrila, 
no meio de cultura, suficiente para determinar efeitos deletérios sobre o de-
senvolvimento e sobre a morfogênese, o qual não foi alcançado nas condi-
ções usadas neste trabalho. Essa idéia é reforçada pelos efeitos mais 
conspícuos produzidos pelo aminoacetonitrila sobre o desenvolvimento do 
germe dental quando doses maiores foram usadas.7 

Por sua vez, nossos resultados corroboram as observações de ausência 
de anormalidade no esmalte dos dentes de ratos tratados com 0,2% de beta-
aminopropionitrila na dieta sob exame macroscópico ou microscópico nos 
molares dos animais sacrificados depois de 3 e 6 dias com essa dieta, a des-
peito das evidentes mudanças nos ratos em experimentação no décimo ter-
ceiro dia do experimento.13 De interesse, também, são as observações que, 
sob a ação do beta-aminopropionitrila, nas condições já apontadas, a estru-
tura da dentina e o número, a aparência e a organização dos odontoblastos e 
dos fibroblastos da polpa estavam normais tanto na coroa quanto nas partes 
cervicais da raiz do primeiro e do segundo molares, bem como a dentina, os 
odontoblastos, as fibras colágenas e os fibroblastos da membrana periodon-
tal dos terceiros molares dos ratos experimentais,13 com o que os nossos re-
sultados poderiam ser entendidos como de acordo.

A administração tanto do beta-aminopropionitrila quanto do aminoace-
tonitrila em chimpanzés, durante a época da formação do palato, resultou em 
reabsorções, abortos e defeitos esqueléticos; há uma grande discrepância 
nos resultados obtidos quando eles são comparados em razão da dose usada, 
e os autores não pretenderam propor uma relação casual entre a produção de 
fenda palatina e o tratamento com o aminoacetonitrila.14 Com esses resulta-
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dos nossas observações não concordam, mas deve ser observado que muitos 
dos resultados relatados nos chimpanzés foram obtidos com o uso de dife-
rentes dosagens das drogas, algumas vezes muito altas e por diferentes perí-
odos de tempo, as quais podem ser responsáveis por tais resultados. 

Nossos resultados também não concordam com as observações de que o 
latirismo materno produziu padrões maxilofaciais anômalos em fetos de ra-
tos, porém, mais uma vez, deve ser salientado que as ratas foram alimenta-
das com uma mistura em partes iguais de ração granulada padrão e de 
sementes de Lathyrus odoratus.1

Conclusão

Com base nos resultados alcançados nas condições experimentais deste 
trabalho, pode-se concluir que tanto o aminoacetonitrila quanto o beta-ami-
nopropionitrila mostraram-se compatíveis com o desenvolvimento do germe 
dental in vitro, uma vez que não causaram nenhum efeito anormal aparente 
sobre ele.
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propionitrile on molar tooth germ development in vitro. Rev. Odontol. UNESP
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■ ABSTRACT: Molar tooth germs of mouse foetuses of 14 and 17 days were cul-
tured in the presence of 100 µg/ml or 150 µg/ml either of aminoacetonitrile or 
beta-aminopropionitrile. The results did not show any apparent abnormal effect 
on tooth germ development . 

■ KEYWORDS: Tooth germ/growth development; lathyrogen drugs; tissue culture.
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