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Efecto de la solucion 3mix en la viabilidad del
ligamento periodontal en procedimientos de
reimplantacion dental.

The effect of 3Mix solution in the viability of the
periodontal ligament in tooth replantation procedures.

Angela Quispe-Salcedo', Hayato Ohshima®

RESUMEN

Objetivo: El procedimiento de reimplantacion dental es un método terapéutico que consiste en la reubicacion de
una pieza dentaria en el alveolo del cual ha sido desplazada total o parcialmente como en el caso de las avulsiones
dentarias. El presente estudio tiene como objetivo elucidar de manera descriptiva la respuesta del periodonto
frente a la solucion antibidtica 3Mix usando un modelo de reimplantacién dental intencionalmente demorada.
Métodos: Se extrajeron las primeras molares superiores de dieciséis ratones tipo ICR las cuales fueron divididos
en dos grupos: Grupo control, usando solucién fosfato bufer salino y grupo experimental usando la solucion
antibacteriana 3Mix (Metronidazol, Ciprofloxacina y Minociclina). Las molares fueron sumergidas en ambas
soluciones por 30 minutos y luego reimplantadas en el alveolo sin ningun procedimiento adicional. Resultados: Al
cabo de 1y 2 semanas las muestras se evaluaron histolégicamente mediante la tinciéon Hematoxilina-Eosina, la
cual revelo anquilosis severa en las molares tratadas con la solucion 3Mix dos semanas después de la operacion
de reimplantacion, a diferencia del grupo control donde se observo la sobrevivencia del ligamento periodontal. Por
otro lado, la pulpa dental mostro sefiales clara recuperacion en el grupo 3Mix una semana después de la operacion
y formacion de tejidos duros en la cadmara pulpar a las dos semanas. Conclusion: El uso de la Solucion 3Mix afecta
negativamente la viabilidad del ligamento periodontal en piezas sometidas a procedimiento de reimplantacion
dental intencionalmente demorada; sin embargo, acelera la recuperacién del tejido pulpar afectado por
traumatismos severos.

Palabras clave: reimplantacion dental, antibidticos, solucion 3Mix, anquilosis, ligamento periodontal, ratones.
ABSTRACT

Aim: Tooth replantation is a therapeutic procedure in which the totally or partially dislocated tooth is relocated in its
alveolar socket following tooth injuries, such in the case of tooth avulsion. Despite of the several publications on the
effectiveness of 3Mix antibiotic mixture (Metronidazole, Ciprofloxacin and Minocycline) in the treatment of afflicted
teeth, little is known about its effect on periodontal tissues. This study aims to describe the response of periodontal
ligament to 3Mix solution using a model for intentionally delayed tooth replantation in mice. Methods: Sixteen upper
fist molars of 3-week-old ICR mice were extracted and divided into two groups: Control, using phosphate buffer
saline and experimental, using 3Mix antibacterial solution. The molars were immersed in PBS or 3Mix solution for
30 minutes, and then replanted in their original alveolar socket without any additional treatment. Results: The
samples were then collected at weeks 1 and 2 after operation and assessed by Hematoxylin-Eosin (HE) staining. At
week 1, anumber of inflammatory cells were observed in the periodontal ligament of both groups. Nevertheless, two
weeks after operation HE revealed severe root ankyloses in all the replanted molars treated with 3Mix solution,
while in the PBS group the periodontal ligament was still conserved. On the other hand, 3Mix solution accelerated
the healing of the dental pulp at week 1 and hard tissue formation in the pulp chamber at week 2. Conclusion: the
use of 3Mix solution negatively affects the viability of the periodontal ligament of intentionally-delayed replanted
teeth; however, it accelerates the healing of the dental pulp in severely injured teeth.

Key words: Tooth replantation, antimicrobials, 3Mix solution, ankyloses, periodontal ligament, mice.
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a avulsién dental implica el desplazamiento total del

diente fuera de su alveolo, resultando en dafio severo al

periodonto y al tejido pulpar (Andreassen et al.; Trope
M). Las piezas involucradas con mayor frecuencia son los
incisivos centrales maxilares; observiandose con mayor
frecuencia en nifos entre siete y nueve anos de edad, cuando
los incisivos centrales erupcionan y el ligamento periodontal
provee a estos de una minima resistencia a las fuerzas
extrusivas (Chaple et al.; Petrovic B.; Fariniuk LF.); en estos
casos, el prondstico de la pieza esta en relacion con la
severidad del traumatismoy su pronostico suele ser reservado.

El procedimiento de reimplantacién dental es un
método terapéutico que consiste en la reubicacion de una
piezadentaria en el alveolo del cual ha sido desplazada total
o parcialmente de forma accidental o intencional (Pérez et
al.; Quispe-Salcedo et al.) En casos de avulsion, la
reimplantacién dental es la opcidén principal de
tratamiento; sin embargo, la viabilidad del ligamento
periodontal dependera del tiempo extra-alveolar, las
condiciones de almacenamiento temporal de la pieza, y la
manipulacién delasuperficie delaraiz hastael momentode
lareimplantacién. Lacontaminacion bacteriana es un factor
importante a ser controlado, ya que durante las 3 - 4
primeras horas luego del traumatismo se produce un
proceso inflamatorio que tiene como objetivo eliminar
microorganismos asociados a la injuria traumatica (De
Souza-Gomesetal.; AndreassenJO).

La complicacion mas comun relacionada al
procedimiento de reimplantaciéon es la anquilosis
dentoalveolar, la cual conduce a una reabsorcion gradual de
los tejidos duros del diente para ser reemplazados por hueso.
Esto ocurre debido a que la pieza ha sido expuesta largo
tiempo a la desecacion o almacenada en un medio no
adecuado (Hammarstrom etal.). Un punto clave para el éxito
de un procedimiento de reimplantacion es que la pieza
avulsionada sea reposicionada en el alveolo lo mds pronto
posible; adicionalmente, es importante emplear un mediode
almacenamiento adecuado para la mantencion de la pieza
hasta su reimplantacion (Tsukiboshi et al.). A la fecha se han
publicado varios protocolos con la finalidad de mantener la
viabilidad del ligamento periodontal. Algunos de ellos
involucran el uso de leche (Khademi etal.), saliva (Blomlof et
al.), Soluciéon de Hanks (Hiltz et al.), propdleos (Casaroto et
al.), sustancias que atenuan la reabsorcion tales como el
alendronato (Lustosa-Pereira et al.), y proteinas del esmalte
dentario (Lam etal.; Tunaetal.), entre otros. Sin embargo, no
existe un consenso sobre cual medio dealmacenamientoesel
mas favorable para la pieza dental avulsionada.

En los tltimos afios, se ha propagado el uso de la pasta
3Mix-MP en el tratamiento de endoddntico no
instrumentado de piezas deciduas y como medicacidon
intraconducto en piezas permanentes (Takushige et al.).
Esta pasta estd formada a base de tres antibioticos de amplio
espectro: Metronidazol, Minociclina y Ciprofloxacino los
cuales actuan sinérgicamente para erradicar la mayor
cantidad posible de bacterias presentes en las patologias
pulparesy periapicales (Sato et al.). En un estudio reciente,
el uso de la combinacion antibidtica 3Mix a manera de
solucién, ha demostrado ser efectiva para la regeneracion
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del tejido pulpar severamente comprometido en piezas
dentales sometidas a procedimiento de reimplantacion
intencionalmente demorada (Quispe-Salcedo et al.). A
pesarde los promisorios resultados obtenidos en estudios in
vivo, no se ha reportado con detalle el efecto de la solucion
3Mix en los tejidos de soporte del diente en casos de
reimplantacion. Por tanto, el presente estudio preliminar
tiene como objetivo elucidar de manera descriptiva la
respuesta del periodonto frente a la solucién antibiotica
3Mix usando un modelo de reimplantacion dental
intencionalmente demoradaenratones.

METODOS
Procedimiento dereimplantacion dental

Los experimentos descritos en el presente estudio se
realizaron de acuerdo a los lineamientos y recomendaciones
del Comité de Etica en Experimentacién Animal de la
Universidad de Niigata, Japon. Dieciséis ratones machos del
tipo Crlj:CD1 (ICR) de tres semanas de edad fueron adquiridos
de un proveedor local (Clea Company, Japon) y mantenidos en
uno de los ambientes del laboratorio durante el tiempo en el
que se desarrolld el proyecto. Los animales se dividieron en dos
grupos principales: Grupo control, usando solucién bufer
fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline, siguiendo sus
siglas en ingles) y grupo experimental, usando la solucion 3Mix
en concentracion estandar: Cirprofloxacina o.1 mg.,
Metronidazol 0.2 mg, y Minociclina 0.1 mg. diluidos en 10 ml.
de agua destilada. Con ayuda de un microscopio endodonticoy
bajo anestesia profunda (Hidrato de cloral, inyeccion
intraperitoneal, dosis maxima de 350mg/kg.), la primera molar
superior de cada animal fue extraida usando una pinza de
algoddn para luego ser sumergida en solucion PBS o 3Mix. Al
cabo de 30 minutos de inmersion, las piezas fueron
reposicionadas en el alveolo sin necesidad de tratamientos
adicionalesen la piezay/oen el alveolo.

Preparaciondelamuestra

Las muestras se recolectaron de cada uno de los gruposa
los 7 (n=8) y 14 (n=8) dias (Ver Tabla 1) luego de la operacion
de reimplantacion. En cada uno de los dos periodos de
observacion los animales fueron sacrificados bajo anestesia
profunda mediante la técnica de perfusion intracardiaca con
solucion salina, seguida por solucion de Parafolmaldehido
al 4% en 0aM de bufer fosfato salino (pH 7.4), previa
inyeccion intraperitoneal de Hidrato de Cloral. La maxilade
cada animal fue removida en su totalidad e inmersa por 12
horas adicionales en la solucidén fijadora de
Parafolmaldehido al 4%. Todas las muestras fueron
decalcificadas usando Solucion de Morse (10% Citrato de
Sodioy 22.5% de Acido Férmico) por 4-6 dias en condiciones
de refrigeracion. Las muestras fueron posteriormente
deshidratadas y embebidas en parafina formando bloques,
delos cuales se obtuvieron cortes de sagitales de la maxilade
un grosor de 4 mm con la ayuda de un micrétomo. A
continuacion, los cortes de parafina fueron colocados en
laminas histoldgicas silanizadas recubiertas (MAS,
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Matsunami, Japon) y procesadas posteriormente para la
tincion Hematoxilina-Eosina de acuerdo al protocolo
descrito previamente por Saitoy Col. (Saitoetal.).

Tabla 1. Distribucion de las muestras por periodos de
observacion

Semana 1 Semana 2

Grupo PBS n=4 n=4
Grupo 3Mix n=4 n=4

RESULTADOS
Ladoizquierdo (Sin tratamiento)

Se analiz6 la histologia normal de una pieza no
intervenida. El ligamento periodontal y el hueso de soporte
se encuentra, debidamente conservado (Figura 1A,
asterisco). Se aprecian pequefios vasos sanguineos en el
espacio periodontal y una completa ausencia de defectos
0seos. Las fibras periodontales se observan debidamente
adheridas al cemento (Imagen no presentada) sin dreas de
reabsorcion radicular a lo largo del perimetro de ambas
raices. El tejido pulpar también muestra caracteristicas
normales, incluyendo la presencia de vasos sanguineos
ubicadosen todalaextensiéndelapulparadiculary coronal.

Lado izquierdo

HI

E

una primera molar superior de un ratén albino de 3 semanas de
edad. Se observan las caracteristicas normales del periodonto y
la pulpa dental. D, dentina; HA, hueso alveolar; LP, ligamento
periodontal; PD, pulpa dental; * espacio periodontal. Escala:
250mm.

Primerasemana
El uso de solucion de PBS en piezas replantadas mostro

ser relativamente favorable para la sobrevivencia del
ligamento periodontal. Una semana después de la
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operacion de reimplantacion (Figura 2A), el ligamento
periodontal presenta caracteristicas inflamatorias, con
presencia de células inflamatorias entre las fibras
periodontalesy el tejido conectivo. El espacio periodontal se
muestra ensanchado con un reducido nimero de capilares a
comparacion delo observado en la molar sin tratamiento. El
reborde alveolar ha retrocedido a causa de la inflamacion
producto del trauma de reimplantacién y se observa la
presencia de células osteoclasticas multinucleadas
adheridas a la superficie radicular y a la tabla interna del
hueso alveolar. En cuanto al tejido pulpar, este se encuentra
completamente inflamado con pérdida total de su
morfologia caracteristica, presencia de matrices
eosinofilicasyausencia de capilares sanguineos. En el grupo
experimental, se observo reaccion inflamatoria leve en el
ligamento periodontal de las piezas tratadas con solucion
3Mix una semana luego del procedimiento de
reimplantacién (Figura 2B). Se identificaron células
multinucleadas del tipo osteoclasto ubicadas en la periferia
de la tabla interna del hueso alveolar y en las dreas de
reabsorcidn radicular, las queadiferenciadeloobservadoen
el grupo PBS, se localizaron con mayor frecuencia en el
perimetro de la superficie radicular, incluyendo la union
cemento esmalte. El espacio entre el cemento radiculary la
cortical se observa ensanchado debido a la recesiéon del
hueso alveolar. En ciertas dreas, se observo la presencia de
tejido ¢seo adherido a la superficie radicular (Flechas en
Figura 2B). La pulpa dental mostro signos tempranos de
recuperacion, siendo la zona apical la primera en mostrar
signos claros de reparacidn, con presencia de células tipo
odontoblasticas alineadas bajo la pre-dentina, células
fibroblasticas formando el cuerpo de la pulpa y vasos
capilares ubicados en los dos tercios de la extension de la
pulparadicular.

Segundasemana

Dos semanas después de la operacidn de
reimplantacion, el ligamento periodontal de las piezas
tratadas con solucién PBS muestra senales de recuperacion,
incluyendo la reaparicion de vasos sanguineos a lo largo de
su extension (Figura 3A). Sin embargo, se observo que el
espacio periodontal disminuyo en grosor, mientras que el
huesoalveolaraumento en su dimension vertical. El espacio
ocupado por la medula 6sea también disminuyo comparado
con lo observado en la pieza sin tratamiento. Numerosas
areas de reabsorcion radicular fueron identificadas en este
periodo de observacion, principalmente en el tercio apical y
en launién cemento esmalte. La pulpa dental harecuperado
parcialmente su morfologia habitual aunque ciertasareas de
inflamacién aun persisten bajo los cuernos pulpares; los
odontoblastos se encuentranalineados bajo la pre-dentinay
los capilares sanguineos reaparecieron en el tejido pulpar.
Por el contrario, la inmersién en solucion 3Mix por 30
minutos demostré ser nociva para la sobrevivencia del
ligamento periodontal en piezas replantadas, mds no asi
para la reparacion del tejido pulpar (Figura 3B). Las
muestras tratadas con la solucion 3Mix mostraron en su
totalidad una severa anquilosis de la raiz en este periodo de
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Figura 2. Tincion Hematoxilina-Eosina del grupo PBS (A) y 3Mix (B) en la primera semana luego de la operacion de reimplantaciéon. En el
grupo 3Mix se observan zonas con hueso alveolar adherido a las raices. D, dentina; HA, hueso alveolar; LP, ligamento periodontal; PD,

pulpadental. Escala: 250mm.
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Figura 3. Tincion Hematoxilina-Eosina del grupo PBS (A) y 3Mix (B) en la segunda semana luego de la operacion de reimplantacion.
Notese completa a anquilosis de las raices en el grupo tratado con la solucién 3Mix. D, dentina; DT, dentina terciaria (osteodentina);

HA, hueso alveolar; PD, pulpa dental. Escala: 250mm.

observacion (Flechas en Figura 3B). El ligamento
periodontal ha sido reemplazado casi en su totalidad por el
hueso alveolar hasta la altura de la unién cemento esmalte
(Imagen no mostrada); sin embargo, se observé una ligera
separacion enlazonaapical (Figura 3B, asterisco). En cuanto
a la pulpa dental, el uso de la solucién 3Mix promovio la
reparacion del tejido pulpar, incluyendo la formacion de
tejidos duros compatible con dentina terciaria (dentina de
reparacion uosteodentina), en la pulpa coronal y radicular;y
lareaparicion delosvasos capilaresen todalaextensiondela
pulpadental.

DISCUSION

El presente estudio preliminar ha demostrado
histoldgicamente que la solucion 3Mix en procedimientos
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de reimplantacién afecta negativamente la viabilidad del
ligamento periodontal in vivo. Asimismo, el modelo usado
en este estudio resulto ser favorable para la evaluacion de
sustancias experimentales usadas en el tratamiento de
piezas extraidas previo a su reimplantacion en el alveolo
dentario. Nuestra metodologia se ha basado en el estudio de
Hasegawa et al., quienes en el afio 2006 describieron la
influencia del tiempo extraoral en el tipo de respuesta pulpar
de piezas reimplantadas sin tratamiento endodontico en
ratones. Sin embargo, aquel estudio se limito a describir el
estado de la pulpa dental obviando las implicancias de los
tejidos de soporte del diente, haciendo de nuestro reporte
uno de los primeros en cuanto al uso de esta metodologia
paraevaluarlacondiciondel periodonto.

La contaminaciény desecacion de la superficie de la raiz
dental, incluyendo las fibras periodontales remanentes; asi
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como la contaminacién del alveolo dentario son las
principales causas del fracaso de los procedimientos de
reimplantacion. En el afio 2003, Ma y Sae-Lim reportaron
que el uso de Minociclina aplicada de manera tépica en las
raices de piezas reimplantadas en monos mejoraba
ligeramente la reabsorcion radicular y la ocurrencia de
anquilosis. Recientemente, se ha sugerido que la
administracion sistémica de antibioticos, tales como la
tetraciclina y amoxicilina, podria favorecer el proceso
reparativo del ligamento periodontal. Usando un modelo de
reimplantacion en ratas, se observo que la administracion
sistémica deamoxicilina favorecio el prondstico de las piezas
reimplantadas, a comparacion del uso de la tetraciclina
(Souza-Gomes WD et al.). Por otro lado, el grupo de
Hoshino, ha publicado desde 1990 una serie de articulos
donde se demuestra la eficacia de la combinacion de tres
antibioticos de amplio espectro: Metronidazol, Minociclina
y Ciprofloxacina, comtinmente llamada 3Mix, en bacterias
prevalentes en dentina infectada, pulpas necroticas y
lesiones periapicales. Ya que las bacterias prevalentes en
lesiones endo-perio suelen ser siempre del tipo anaerobio
facultativo y/o estricto, es de esperarse que esta
combinacion antibidtica sea aun mads efectiva en la
erradicacion de bacterias aerobias, las que probablemente
sean las primeras en colonizar el alveolo luego de un evento
traumadtico tal como la avulsion dentaria. En nuestro
estudio, la Solucién 3Mix redujo la condicion inflamatoria
del ligamento periodontal una semana después de la
operacion de reimplantacion; y, subsecuentemente, indujo
una severa reabsorcidn de la raiz y anquilosis total de las
piezas dos semanas después del tratamiento. Este hallazgo
desfavorable se relaciona con los resultados obtenidos por
Yadlapati et al. en el 2014, quienes reportaron que la
combinacion antibacteriana 3Mix afecto negativamente la
viabilidad de las células del ligamento periodontal de
humanos in vitro. De esta manera, se sugiere que las
concentraciones usadas en la preparacién de la Solucion
3Mix estarian elevadas, siendo las causantes de la alta
citotoxicidad y posterior degeneraciéon del ligamento
periodontal. Por el otro lado, el uso de agua destilada podria
también estar alterando la viabilidad de las células del
ligamento periodontal dado que el pH alcalino (8.0) de ésta
es mayor que el del citoplasma celular en su estado normal
(7.0), aunque no se tienen reportes publicados in vitro o in
vivo.

Es interesante remarcar que la Solucién 3Mix acelero
efectivamente la respuesta de la pulpa dental, observandose
la formacion de tejidos duros compatibles con dentina
terciaria, también llamada dentina de reparaciéon u
osteodentina enlacdmara pulpardossemanasdespuésdela
reimplantacion y tratamiento; a diferencia del grupo PBS,
donde se observé que la pulpa dental se encontraba atin en
proceso de cicatrizacién. Este resultado comprueba los
hallazgos reportados por Quispe-Salcedo et al., donde
observaron también la formacion de dentina de reparacion,
identificada mediante técnica inmunohistoquimica para la
proteina Nestina, dos semanas después del tratamiento con
Solucién 3sMixyreimplantacion enelalveolo dental.
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CONCLUSIONES

Sedemuestra seguin los hallazgos presentados que el uso
de la Solucién 3Mix afecta negativamente la viabilidad del
ligamento periodontal en piezas sometidasa procedimiento
de reimplantacién dental intencionalmente demorada. Se
sugiere utilizar técnicas inmunohistoquimicas para futuras
investigacionesenel tema.
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