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RINGKASAN

Latar belakang : Pulpitis akut terjadi segera, dini, berlangsung singkat (dalam waktu menit
hingga 48 jam), kerusakan terbatas pada tempat jejas (Chandra and Gopikkrishna, 2014).
Secara immunopatologis, pulpitis akut melibatkan sel makrofag jaringan pulpa gigi yang
berperan pada respons imun innate. Salah satu penyebab pulpitis akut adalah
Lipopolisakarida (LPS) yang bersifat imunogenik dan virulensinya tinggi (Chung er al,
2011; Mileer e al., 2006). LPS mengaktivasi sel makrofag melalui 7o/l like receptor 4
(TLR4) dan Cluster of differentiation 14 (CD14) (Mc.Dermot and O’Neill, 2004; Mileer et
al, 2006; Fitzgerald et al., 2004). Menurut Chang et al., (2005), peningkatan ekspresi TLR4,
dimulai pada satu jam setelah stimulasi LPS, meningkat pada 6 jam, dan mencapai puncak
pada 24 jam. Hasil penelitian Ji ef al.,(2015), membuktikan bahwa hari pertama pulpitis,
terjadi peningkatan sel inflamasi, dan sctelah hari ke 1-3 dapat terjadi perdarahan, dan pada
hari ke-5, hampir semua jaringan dapat mengalami nekrotik.

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) dapat berasal dari teh hijau, memiliki lebih dari
satu gugus fenol (polifenol) dengan inti flavon sehingga menunjang aktivitas scavenging
terhadap radikal bebas (Kurogi et al., 2011). Menurut Kim ez al.,(2009); Zhang et al., (2013),
EGCG dapat berperan sebagai anti inflamasi, antibakteri, anti nyeri serta antioksidan oleh
karena kandungan gallo (OH), katekin/tanin (COH), gallat/asam karboksilat (COOH) dan
flavanoid. Menurut Carmenet al., (2006), serta Dickinson (2014), EGCG dapat menyebabkan
peningkatan ekspresi SOD dan katalase. Menurut Kurogi er al, (2011), SOD, katalase,
meredam radikal bebas dan mencegah terbentuknya radikal bebas baru.Hambatan EGCG
terhadap proses inflamasi dimulai pada 1-2 jam pemaparan (Xiu-zu et al.,2006). Berdasarkan
hal diatas maka dalam penelitian ini dikaji mekanisme immunomodulasi, antioksidan dan
hambatan konduksi nyeri aplikasi EGCG topikal pada kavitas gigi tikus model pulpitis akut
terhadap ekspresi TNF-g, IL-10, SOD, MDA, TRPV1 dan CGRP dari jaringan pulpa gigl.
Tujuan Penelitian :

Tahun IT :

Penelitian tahun kedua direncanakan untuk membuktikan potensi EGCG hidrogel
topikal dengan menggunakan konsentrasi yang berperan dari hasil penelitian tahun pertama
sebagai immunomodulator, antioksidan dan hambatan konduksi nyeri pada tikus model
pulpitis akut akibat aplikasi LPS 6 jam, dan kurun waktu aplikasi EGCG lebih dart 2 kali
aplikasi. Dilakukan penelitian ekspresi TLR4, TNF-qa, IL-10, SOD, MDA, PG-E2, TRPV],

CGRP, proliferasi sel fibroblast, dan angiogenesis. HILIK
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Tahun I :

Peneltian tahun ketiga direncanakan untuk menentukan dosis optimum dan kurun

waktu aplikasi EGCG hidrogel topikal yang berperan sebagai immunomodulator,

antioksidan dan hambatan konduksi nyeri pada tikus model pulpitis akut 6 jam. Penelitian
tentang ekspresi TLR4, TNF-a, TL-10, SOD, MDA, PG-E2, TRPVI, CGRP, Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) dan Fibroblast Growth factor (FGF) yang terkait dengan

angiogenesis yang dapat terjadi setelah 7 hari, untuk mengetahui adanya perbaikan jaringan.

Urgensi Penelitian

Pada Profil Kesehatan Indonesia 2010, pengobatan pulpa gigi menduduki peringkat yang

tertinggi dibanding perawatan gigi lainnya. Data tersebut membuktikan bahwa penyakit pulpa

1.

Merupakan penyakit gigi dan mulut yang utama dan terbanyak diderita oleh masyarakat
Indonesia (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2011). Data dari Ram et al,
(2009), stimulasi nyeri pada regio orofacial, sebesar 45% disebabkan pulpitis akut. Hasil
penelitian Ji et al.,(2015), membuktikan hari pertama pulpitis, terjadi peningkatan sel
inflamasi, dan setelah hari ke 1-3 dapat terjadi perdarahan, dan pada hari ke-5, hampir
semua jaringan dapat mengalami nekrotik. Proses peningkatan inflamasi dan kematian
jaringan pulpa berlangsung cepat, sehingga perlu penanganan secara dini untuk
menghambat peningkatan inflamasi, nyeri, mencegah nekrosis pulpa dan kelainan
periapikal.

Penatalaksanaan pulpitis akut sejak tahun 1905 sampai sekarang, salah satunya
menggunakan eugenol topikal. Struktur kimia eugenol memiliki inti benzen dan satu
gugus fenol, maka kemampuannya terbatas dalam menangkap radikal bebas (Guinette et
al., 2007). Penelitian Park et al.,(2010), membuktikan kemampuan eugenol untuk
meredakan nyeri berlangsung selama +30 menit. Menurut Kim et al., (2003), eugenol
bekerja menghambat cyclooxygenase-2 (COX2). Eugenol memiliki efek yang merugikan
antara lain menyebabkan peningkatan inflamasi, memperlambat penyembuhan, dan
pada 2 bulan kemudian dapat berlanjut menjadi nekrosis pulpa (Sarrami ez al., 2002;
Barceloux, 2008). Fugenol memiliki rasa pedas, panas, bau, menyebabkan iritasi lokal,
ulser, dan eritema (Sarrami et al., 2002). Perlu dikembangkan bahan alami yang bersifat
antiinflamasi, antioksidan dan anti nyeri terhadap inflamasi pulpa gigi dan untuk

meningkatkan keberhasilan perawatan nyeri gigi dan mempertahankan vitalitas pulpa

gigi.
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PRAKATA

Segala puji dan syukur peneliti panjatkan ke hadirat Tuhan YME, atas segala rahmat
dan karuniaNya, sehingga peneliti dapat menyclesaikan penelitian ini dengan harapan dapat
memberikan sumbangan pengetahuan tentang aplikasi EGCG topikal sebagai
immunomodulator, antioksidan dan menghambat konduksi nyeri sehingga dapat memodulasi
dan meredakan nyeri pada inflamasi pulpa gigi akut yang berbasis natural yang ramah
lingkungan sehingga dinyeri gigi. Penelitian ini juga ditujukan untuk menekan angka
ketergantungan terhadap produk impor dalam pelayanan keschatan gigi sehingga dapat
menekan biaya pelayanan kesehatan gigi. Harapannya masyarakat Indonesia mendapatkan
pelayanan kesehatan gigi dengan biaya yang lebih terjangkau.

Selama menyelesaikan penelitian ini, peneliti telah banyak memperoleh bimbingan,
pengarahan dan bantuan, baik berupa ilmu pengetahuan maupun dukungan moril dari
pemerintah Republik Indonesia melalui pemberian dana hibah PDUPT. Dalam kesempatan
ini, peneliti ingin menyampaikan rasa terima kasih yang sebesar besarnya kepada

1. Bapak Ir. Joko Widodo selaku Presiden Republik Indonesia

2. Prof. H. Moharmad Nasir, Ph.D., Ak sebagai Menteri di Kementerian Riset Teknologi Dan
Pendidikan Tinggi Republik Indonesia yang telah memberi kesempatan kepada peneliti
dalam menyelesaikan penelitian ini

3. Prof, Dr. Mohammad Nasih, SE., Mt., Ak., CMA sebagai Rektor Universitas Airlangga
yang telah memberi kesempatan kepada peneliti untuk berkarya.

4. Prof. Hery Purnobasuki, Drs.,MSi., PhD, sebagai Ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi,
Universitas Airlangga yang bertindak dan atas nama Universitas Airlangga.

5. Dr. R. Darmawan Setijanto, drg,, MXes., sebagai Dekan Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airlangga, beserta Wakil Dekan yang telah memberi kesempatan kepada saya
untuk melakukan penelitian dan menyelesaikan penelitian ini.

6. Dr. Ira Widjiastuti, drg., MKes., SpKG (K), sebagai Ketua Departemen Konservasi Gigi,
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Airlangga, yang telah memberi kesempatan kepada
saya untuk melakukan hingga menyelesaikan penelitian ini.

Peneliti menyadari bahwa penelitian ini masih banyak kekurangannya, namun mudah-
mudahan penelitian ini bermanfaat bagi masyarakat Indonesia.

Surabaya, 10 November 2018

Tim Peneliti :

Dr. Kun Ismiyatin, drg.MKes, SpKG(K)
Prof. Dr. Adioro Soetojo, drg.MS, SpKG(K)
Dr. Retno Pudji Rahayu, drg. MS
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BAB 1 : PENDAHULUAN

Inflamasi pulpa gigi merupakan penyakit infeksi yang melibatkan pulpa gigi,
merupakan respons protektif jaringan pulpa untuk mengembalikan pulpa pada kondisi
perbaikan apabila jaringan pulpa berhasil mempertahankan homeostasis dari pengaruh luar
yang merugikan. Namuninflamasi dapat berlanjut menjadi kronis, apoptosis, piroptosis atau
nekrosisbila iritan tidak dapat dieliminasi (Grossmanet al., 2014; Robbins dan Cotran, 2010).

Pada Profil Kesehatan Indonesia 2010, pengobatan pulpa gigi menduduki peringkat
yang tertinggi dibanding perawatan gigi lainnya, berarti penyakit pulpa merupakan penyakit
gigi dan mulut yang utama dan terbanyak diderita olch masyarakat di Indonesia (Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia, 2011). Tahap awal inflamasi jaringan pulpa merupakan
respons fase akut yang terjadi segera, dini, berlangsung singkat (dalam waktu menit hingga
48 jam), kerusakan terbatas pada tempat jejas, dan disertai gambaran klinis yang akut
(Chandra and Gopikkrishna, 2014). Pulpitis akut terjadi perubahan vaskuler, vasodilatasi
pembuluh darah yang memfasilitasi makrofag bergerak menuju ketempat inflamasi, agar
terjadi eliminasi komponen yang mengiritasi (Paikkonen, 2009).

Secara immunopatologis, pulpitis akut melibatkan sel makrofag jaringan pulpa gigi
yang berperan pada respons imun innate. Proses peningkatan inflamasi dan kematian
jaringan pulpa berlangsung cepat, sehingga perlu penanganan secara dini untuk menghambat
peningkatan inflamasi, nyeri, mencegah nekrosis pulpa dan kelainan periapikal, sehingga
dapat mencegah perawatan saluran akar.

Salah satu penyebab terjadinya pulpitis akut adalah Lipopolisakarida (LPS) (Chung et
al., 2011). LPS mengaktivasi sel makrofag melalui Toll like receptor 4 (TLR4) schingga
menyebabkan transkripsi gen Tumor Nekrosis Faktor-o. (TNF-w) (Ghosh, 2007; Zhan et al.,
2007). Menurut Chang et al., (2005), peningkatan ckspresi TLR4, dimulai pada satu jam
setelah stimulasi LPS, meningkat pada 6 jam, dan mencapai puncak pada 24 jam. Hasil
penelitian Ji ef al.,(2015), membuktikan bahwa hari pertama pulpitis, terjadi peningkatan sel
inflamasi, dan setelah hari ke 1-3 dapat terjadi perdarahan, dan pada hari ke-5, hampir semua
jaringan dapat mengalami nekrotik, terjadi peningkatan ekspresi TLR4 dan TNF-a, pada 6
jam setelah induksi LPS, dan mencapai puncak pada 24 jam. Stimulasi TNF-a juga memicu
produksi radikal bebas intraseluler yang berlebihan, schingga dapat menyebabkan reaksi
berantai dan menghasilkan senyawa radikal bebas baru dalam jumlah besar yang bersifat
toksik. Proses metabolisme sel memicu produksi reactive oxygen species (ROS) intraseluler

yang bersifat radikal antara lain hidrogen peroksida (H,O.), radikal superoksida (02'), radikal
1
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hidroksil (OH) (Burdan et al., 2006). Radikal bebas yang terbentuk dalam jumlah yang
berlebihan akan memicu stres oksidatif (Finkel and Holbrook, 2000; Banerjee et al., 2008),
dan memicu peningkatan inflamasi (Pantano ef al., 2006). Stres oksidatif adalah ketidak
seimbangan antara pembentukan radikal bebas dan ROS dengan sistim pertahanan
antioksidan endogen (Vermerris and Nicholson, 2006; Banerjee et al., 2008). Tingginya
stress oksidatif ditunjukkan dengan rendahnya status antioksidan seluler, didukung oleh
tingginya produk peroksidasi lipid. Penumpukan ROS akan merusak poly unsaturated lipid
A(PUFA) melalui oksidasi lipid membran, menghasilkan senyawa karbonil Malondialdehid
(MDA) yang merupakan marker kerusakan dinding sel (Lin et al.,2002; Banerjee et al., 2008;
Porth et al., 2009). Namun ROS berperan di dalam mediasi proses sinyal dari sel penghasil
informasi ke-sel sasaran, merupakan pertahanan penting terhadap serangan mikroorganisme,
tetapi juga dapat merusak jaringan sekitamya (Vaziri, 2004).

Sistem imun berperan pada mekanisme patofisiologi pulpitis akut, dan sampai saat ini
modulasi respons imun menarik untuk diteliti. Sitokin berperan pada homeostasis untuk
mempersiapkan perbaikan jaringan, menghentikan kerusakan dan untuk pemulihan jaringan
(Abbas et al, 2014). Namun respons imun pulpa bersifat spesifik, karena jaringan pulpa
berada di dalam ruang pulpa yang dibatasi dinding yang keras, suplai darah melalui foramen
apical yang sempit, sehingga adaptasi dan suplai darah terbatas, akibatnya respons imun
dapat kurang adekwat dalam mengkompensasi inflamasi dan nyeri(Chandra and
Gopikkrishna, 2014).

Keseimbangan antara antioksidan eksogen dan endogen dapat memperbaiki kondisi
stress oksidatif. Penelitian Marinho et @/., (2014), membuktikan bahwa proses metabolisme
sel akan mengaktifkan antioksidan endogen seperti superoxide dismutase (SOD) dan
katalase. Peningkatan SOD akan mengkatalisis 202‘ + 2H' menjadi  H;0, dan O;.
Peningkatan katalase akan mengkatalisis H>0> menjadi H20 dan O;(Abbas et al.,2014; Wong
et al.,2008). Radikal superoksid (O;) yang dapat diredam, akan mempertahankan
keseimbangan redoks jaringan, meregulasi sinyaling molekul, sehingga terjadi keseimbangan
proses fisiologis (Nies and Simon, 2007).

Penelitian tentang Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) teh hijau telah banyak
dilakukan oleh karena EGCG memiliki lebih dari satu gugus fenol (polifenol) dengan inti
flavon yang menunjang aktivitas scavenging terhadap radikal bebas (Banerjee et al., 2008;
Kurogi et al., 2011). Menurut Barceloux, (2008); Banerjee ef al.,, (2008); Kim et al., (2009);
Zhang et al., (2013), EGCG dapat berperan sebagai anti inflamasi, antibakteri, anti nyeri serta
antioksidan oleh karena kandungan gallo (OH), katckin/tanin (COH), gallat/asam karboksilat

2
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(COOH) dan flavanoid. EGCG bersifat non polar, sehingga mudah masuk sitoplasma dan inti
sel melalui saluran pori protein pada membran sel secara difusi sederhana (Guyton and Hall;
2011). Disamping itu, flavanoid dari EGCG dapat terikat pada reseptor laminin 67-kDa (LR),
yang merupakan reseptor membran sel makrofag (Kim et al., 2014; Ren et al., 2014). Menurut
Carmene! al., (2006), serta Dickinson (2014), masuknya EGCG kedalam sel , dapat
menyebabkan peningkatan ekspresi SOD dan katalase. Menurut Banerjee e al,(2008);
Kurogi et al, (2011), SOD, katalase dan GPx dapat meredam radikal bebas dan mencegah
terbentuknya radikal bebas baru.Hambatan EGCG terhadap proses inflamasi dimulai pada 1-
2 jam pemaparan (Xiu-zu ef al.,2006). Hasil penelitian Altavilla et al, (2009); Ishida et al.,
(2007); Zhang et al., (2013), polifenol dapat menghambat aktivitas radikal bebas, schingga
menghambat peroksidasi lipid membran, menghambat pelepasan TNF-a.

Dari hasil penelitian terdahulu dapat digunakan sebagai landasan untuk melakukan
penelitian dengan menggunakan EGCG topikal pada kavitas gigi, tetapi sampai saat ini
fungsi biologis EGCG topikal pada pulpitis akut belum diungkapkan. Berdasarkan hal diatas
maka dalam penelitian ini dikaji pengaruh aplikasi EGCG topikal pada kavitas gigi dari gigi
tikus model pulpitis akut terhadap ekspresi TLR4, TNF-q, TL-10, SOD, MDA, TRPVI, dan
CGRP dari jaringan pulpa gigi.

Konsentrasi EGCG yang digunakan adalah 25 ppm dan 75 ppm berdasarkan
penelitian pendahuluan yang belum dipublikasi. Penentuan waktu pemberian EGCG pada 6
jam setelah stimulasi LPS berdasarkan penelitian Ji et al.,(2015), dan Chang et al., (2005),
yang mengatakan pada pulpitis akut terjadi pada 6 jam setelah induksi LPS. Menurut Yang ez
al, (2010), fase ini adalah fase yang paling sensitif untuk pemberian anti inflamasi, oleh
karena dapat memediasi inhibisi mediator inflamasi.

Target yang akan dicapai dalam penelitian ini membuktikan bahwa aplikasi EGCG
dari the hijau secara topikal dapat memodulasi inflamasi, antioksidan, mengaktivasi
antioksidan endogen, menghambat konduksi nyeri (secara invivo) pada pulpitis akut dengan
parameter dari ekspresi TLR4, TNF-a, IL-10, SOD, MDA, TRPV1 dan CGRP jaringan pulpa
g1l

3

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Immunomodusi, Antioksidan ... Kun Ismiyatin



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA__

| MILIK
! FERPUSTAKAAN
WHEIVERBITAS AIRLANG@GA
BAB 2 : TINJAUAN PUSTAKA SURABAYA

2.1. Pulpitis Akut

Pada karies yang dalam dan adanya inflamasi pulpa ditemukan bakteri gram negatif
seperti Fusobacterium, Porphyromonas endodontalis (Pe), Porphyromonas gingivalis (Pg),
E.coli, Prevotella intermedia (Bergenholtz, 2003; Ercan et al., 2006). Pada proses inflamasi
akut, terjadi aktivasi makrofag jaringan (Robbins dan Cotran, 2010; Lundy dan Linden,
2004).Inflamasi pulpa gigi merupakan respons protektif jaringan pulpa untuk mengembalikan
pulpa pada kondisi perbaikan apabila jaringan pulpa berhasil mempertahankan homeostasis
dari pengaruh lnar yang merugikan, dan inflamasi akan berlanjut bila iritan tidak dapat
dieliminasi (Avery et al.,, 2000; Robbins dan Cotran, 2010; Abbas et al, 2010).

Stimulus LPS dari E.coli akan menyebabkan respons pulpitis akut oleh karena LPS
dapat terikat dengan TLR4 pada makrofag, sehingga melepaskan TNF-a(Mc.Dermot and
O’Neill, 2004; Mileer et al, 2006; Fitzgerald et al., 2004).Induksi LPS pada pulpa gigi,
menyebabkan inflamasi pulpa fase akut, dan 1 jam setelah induksi menyebabkan ekspresi
COX2 (Chang ef al., 2003). Stimulasi TLR4 menginisiasi hantaran sinyal yang mengaktivasi/
kappa Bkinase (IKK), sehingga Nuclear Factor-kappa-B(NF-xB) translokasi ke inti sel dan
menyebabkan transkripsi gen TNF-o (Ghosh, 2007; Zhanet al., 2007).Stimulasi TNF-a
memicu produksi ROS intrascluler yang berlebihan, seperti hidrogen peroksida (H,0,),
radikal superoksida (O,) dan radikal hidroksil (OH").yang dapat menyebabkan reaksi
berantai dan menghasilkan senyawa radikal bebas baru dalam jumlah besar dan bersifat
toksik sehingga menyebabkan kerusakan sel (Yang et al.(2010) dan Wong et al.,(2008).
Penumpukan ROS akan merusak poly unsaturated fatty acid (PUFA) melalui peroksidasi
lipid membran, menghasilkan senyawa karbonil seperti malondialdehid (MDA) dan asam
arakidonat (AA) (Porth er al., 2009). TNF-a mengaktivasi TNFR sel makrofag, schingga
menyebabkan amplifikasi untuk mengekspresikan TNF-a terus menerus, meningkatkan
produksi ROS, sehingga memperparah keradangan, nyeri serta kerusakan sel (Vardeh et
al.,2009).

Jaringan pulpa memiliki  kemampuan untuk melakukan reaksi pertahanan,
mempertahankan homeostasis atau mengeliminasi iritan, sehingga pulpa dapat mengalami
perbaikan (pulpitis reversibel), tetapi bila berlanjut, maka inflamasi menjadi kronis atau
kematian pulpa (Baumgartner e/ al., 2002; Chandra and Gopikkrishna, 2014). Respons imun
pada pulpitis bersifat spesifik, karena jaringan pulpa terletak di dalam ruang pulpa yang
dibatasi dentin, schingga cksudat radang sulit mendapatkan ruangan, drainase melalui

foramen apikal terbatas, karena foramen apikal sempit, dan pembuluh darah masuk ke pulpa
4
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melalui foramen apikal, sehingga bila terjadi inflamasi, sirkulasi darah terbatas, efek protektif
respon imunologik terbatas. Tekanan di dalam pulpa akan menekan vena, sehingga sebagian
vena mengalami kolaps lokal, menghalangi aliran darah arteri, menekan saraf dan jaringan
sekitarya, sehingga menimbulkan nyeri, hipoksia, dan anoksia jaringan, akibatnya pulpa
dapat mengalami nekrosis (Hahn and Liewhr, 2007; Paakkonen, 2009; Chandra and
Gopikkrishna, 2014). Penyakit pulpitis dapat dikategorikan berdasarkan waktu terjadinya
inflamasi yaitn pulpitis akut, terjadi beberapa jam sampai + 48-72 jam setelah stimulasi,
menjelang hari ke-4, inflamasi dapat berhenti atau berlanjut menjadi kronis atau nekrosis
(Chung et al,, 2011).

Induksi LPS menghasilkan IL-10 dari sel makrofag, ditentukan oleh aktivasi ERK 1
MAPK, mengaktivasi gen IL-10, dan mengekspresikan IL-10 yang merupakan sitokin anti-
inflamatori yang berfungsi sebagai imunoregulator untuk mengendalikan inflamasi dengan
cara menghambat ekspresi sitokin pro-inflamatori, kemokin, dan molekul adesi (Asadulah ef
al, 2003).

2.2 Khasiat Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) Teh Hijau Terhadap Respons Imun

Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) dapat dickstrak dari teh hijau. Teh hijau dapat
berasal dari Indonesia. Komponen aktif EGCG berasal dari katekin yang mengikat OH
menjadi gallo, mengandung 3 gugus OH, dan mengikat gallat yang berasal dari gugus
karboksilat (asam karboksilat/(COOH), inti flavon yang merupakan gabungan inti siklik dan
inti aromatis/cincin benzena, 3 inti benzena, 1 inti siklik, dan 8 gugus OH. Gugusan OH
yang banyak akan mendorong elektron ke cincin benzena semakin banyak, dan ikatan
rangkap terkonjugasi, terjadi resonansi yang lebih besar karena didapatkan 3 cincin benzene,
ikatan rangkap berfungsi mengendalikan elektron sehingga yang teroksidasi hanya gugus
fenol (Kurogi et al, 2011). Kandungan gugus fenol dari EGCG yang lebih dari satu
menyebabkan degradasi fenol terjadi secara bertahap, dan hasil akhirnya adalah karbon
dioksida(CO,), dan air, schingga tidak terjadi radikal oksidan lagi (Kurogi e al, 2011;
Banerjee, 2008).

Radikal bebas yang bermuatan negatif ditangkap cincin benzena, sehingga tidak
terjadi radikal oksidan lagi (Barceloux, 2008; Singh et al., 2011). EGCG merupakan sumber
antioksidan yang paling potensial dalam menangkal radikal bebas sehingga sel terlindungi,
bersifat anti inflamasi dan anti bakteri (Banerjee et al., 2008; Jeong dan Kong, 2004;
Barceloux, 2008). Hasil penelitian Zhang et al.(2013), konsentrasi EGCG 1 uM
menghambat ROS, menghambat aktivitas COX sehingga oksidasi AA terhambat, akibatnya
sekresi PG-E, menurun. Mcnurut Altavilla e al., (2009), polifenol menghambat putusnya

5
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ikatan pada proses peroksidasi membran sel. Penelitian Magalhaes et al, (2010),
membuktikan bahwa polifenol bersifat antioksidan dengan menghambat aktivasi NF-xB,
dan memblok COX; (Magalhaes ef al., 2010). Injeksi EGCG intratekalmemblok TLR4, NF-
kB, TNF-q, IL-18, dan meningkatkan IL-10 (Kuang et al., 2012). Menurut penelitian Hirao
et al., (2010), katekin dapat menurunkan inflamasi melalui hambatan NF-xB human dental
pulp fibroblast (HDPF). EGCG dapat menghambat produksi mediator noksious melalui
jalur transduksi sinyal iKK/NF-xB yaitu menghambat aktivitas fosforilasi iKK sehingga
membuka inhibisi kB, menurunkan aktivitas NFxB, menurunkan TNF-a, NO, ROS,
menghambat COX2 oleh karena menghambat fosforilasi dan degradasi IKBa(Ahmed e? al,
2002; Sing er al,2002).Semakin banyak gugus galloil yang dikandung katekin, maka
semakin kuat kemampuannya untuk mengikat radikal bebas (Cai et al., 2002). Radikal bebas
yang bermuatan negatif ditangkap cincin benzena, sehingga tidak terjadi radikal bebas lagi
(Barceloux, 2008; Singh ef al., 2011). Polifenol memicu sintesis enzim antioksidan seperti
glutathione-s-transferases, SOD, menangkap radikal peroksil, dan mencegah peroksidasi
lipid membran (Carmen e al,,2006). Menurut Guyton and Hall, (2011) dan Lee et al.,, (2002)
difusi EGCG pada membran sel secara difusi sederhana melalui saluran pori protein (agua
porine channel). Penelitian Byun ez al., (2010), reseptor EGCG adalah LR 67-kDa pada
permukaan sel. Flavanoid dari EGCGyang masuk ke sitoplasma, akan ditangkap oleh
reseptor ER (Keller et al., 2000). Pemberian EGCG akan menyebabkan kompleks EGCG-ER
mengaktivasi gen IL-10 schingga mengekspresikan IL-10 (Kuang et al, 2012; Wheater,
2015). Kompleks EGCG-ER dan EGCG-LR akan mengaktifkan gen SOD1 dan katalase,
sehingga mengekspresikan SOD dan katalase (Chang et al., 1999; Levites et al., 2001).

6
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SURABAYA
BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Bidang penelitian mengenai kesehatan dan obat merupakan salah satu unggulan di
Universitas  Airlangga. Bahan herbal sejak lama telah digunakan dalam pengobatan
tradisional di seluruh dunia dan secara turun menurun dilestarikan dari generasi ke generasi.
Pengobatan tradisional digunakan sekitar 60% dari populasi dunia dan di beberapa Negara
tergabung dengan system keschatan nasional. Bahan herbal ini dipilih karena mudah didapat,
hampir tidak memiliki efek samping yang merugikan dan mempunyai toksisitas yang rendah
dibanding bahan kimia sintetis.

Bahan herbal Epigallocatechin-gallate (EGCG) dari teh hijau memiliki kandungan
bioaktif seperti polifenol dan flavanoid, memiliki kandungan gallo, katekin, dan gallat yang
terbukti memiliki potensi sebagai anti oksidan, anti inflamasi, dan anti nyeri yang
mengeluarkan efek farmakologis pada sel dan jaringan manusia. Indonesia memiliki keancka
ragaman hayati terbesar kedua setelah brazil. Terdapat sekitar 7000 tanaman yang
diperkirakan memiliki khasiat sebagai obat.

Teknologi modern terus berkembang serta penelitian bahan herbal yang semakin
meluas dapat mendukung kebijakan pemerintah pada Keputusan Menteri Keschatan RI,
Nomor 381/MENKES/ SK/II/2007, tentang kebijakan obat tradisional dalam rangka
pemanfaatan sumber daya alam Indonesia untuk meningkatkan pelayanan kesehatan yang
teruji secara ilmiah schingga ketersediaannya dapat digunakan secara luas untuk pelayanan
kesehatan formal. Untuk mendukung keputusan ini, maka pada penelitian ini peneliti memilih
untuk memanfaatkan EGCG dari teh hijau untuk memodulasi inflamasi dan menghambat
konduksi nyeri. EGCG dari daun teh hijau yang memiliki kemapuan antioksidan 100 kali
lebih besar dibanding vitamin E dan 25 kali lebih besar dibanding vitamin C, antiinflamasi,
anti nyeri, anti kanker, antibakteri dan sitotoksisitasnya yang relatif lebih kecil bila dibanding
ekstrak cengkeh, bahan kimia sintetis yang sampai saat ini rutin digunakan pada perawatan

inflamasi dan nyeri gigi, dan sterilisasi saluran akar pada perawatan saluran akar gigi.

Tujuan Penelitian :
Menentukan konsentrasi yang efektif, menguraikan dan menjelaskan mekanisme aplikasi
EGCG hidrogel topikal sebagai immunomodulator, antioksidan dan menghambat konduksi

nyeri sehingga dapat memodulasi dan meredakan nyeri pada inflamasi pulpa gigi akut.
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Manfaat Penelitian

Hasil penelitian merupakan temuan mengenai mekanisme immonomodulasi,
antioksidan dan hambatan konduksi nyeri penggunaan EGCG hidrogel topikal pada kavitas
gigi tikus model pulpitis akut. Penelitian ini diharapkan sebagai modal ilmiah yang dalam
jangka panjang dapat bermanfaat untuk dikembangkan sehingga diharapkan bertambahnya
pilihan bahan obat yang berasal dari bahan alam yang dapat digunakan dalam perawatan di
bidang kedokteran gigi sebagai bahan antiinflamasi, antioksidan dan antinyeri, sehingga
dapat mengurangi ketergantungan produk import bahan kedokteran gigi.

8
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BAB 4. METODE PENELITIAN SURABRA Ya

4.1 Desain penelitian

Jenis penelitian ini adalah true eksperimental, dengan rancangan Post test only control
group design pengukuran variabel hanya dilakukan setelah pemberian perlakuan dan
memiliki kriteria :
|. Pengambilan sampel dilakukan secara acak
2. Ada replikasi
3. Ada Kkontrol atau pembanding
4.2 Unit eksperimen
Unit eksperimen adalah tikus Wistar (Rattus Norvegicus), jantan, dewasa umur 10 minggu,
berat badan antara 220-300 gram. Spesimen penelitian adalah jaringan pulpa gigi molar
pertama rahang bawah kanan.
4.3 Replikasi

Untuk menentukan jumlah replikasi digunakan rumus Higgins (Wingo, 1994; Lemeshow

et al.,2000).
4.4 Bahan dan Alat Penelitian

Akuades steril, fine paper point 0,5 mm steril, cotton pellet steril, bahan tumpatan
semen ionomer gelas berwarna pink, ketamine, xylazine base, sukrosa 30%, phosphat buffer
saline (PBS), pH 7,4, PEG 400, PEG 4000, alkohol 70%, bahan untuk proses preparasi
kavitas, LPS dari E.coli, EGCG, anti TLR4 antibodi monoklonal, anti TNF-a antibodi
monoklonal, anti MDA antibodi monoklonal, anti SOD antibodi monoklonal, anti IL-10
antibodi monoclonal, anti TRPV 1 antibodi monoklonal, anti CGRP antibodi monoklonal
4.5 Alat Penelitian
Mikroskop cahaya (Nikon), Graticulae berukuran 125x125 pm , Micropipette
4. 6 Cara Kerja
4.6.1 Prosedur induksi LPS

Penelitian dilakukan pada 28 tikus Wistar, dibagi dalam 4 kelompok yaitu kelompok
normal (N), kelompok control (K) dan kelompok perlakuan (Pl dean P2). Setiap tikus
dianestesi secara intra muskular sebanyak 0,2 cc. Preparasi gigi molar kanan bawah, diameter
2 mm, pada daerah disto-servikal, kedalaman preparasi 1,5 mm, tanpa menyebabkan
perforasi pulpa (Chung ez al., 2011). Pada kelompok perlakuan dan kelompok kontrol, pada
kavitas gigi dilakukan induksi LPS sebanyak 0,5 pl, konsentrasi 10 pg/pl, dan dimasukkan ke
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dalam kavitas, kemudian kavitas ditutup dengan menggunakan tumpataﬁ semen ionomer
gelas. Setelah 6 jam akan menginduksi pulpitis akut (Chung et al., 2011; Guo Li et al., 2015).
4.6.2 Prosedur aplikasi EGCG

Dilakukan pembongkaran tumpatan pada kelompok pulpitis akut 6 jam setelah induksi
LPS selama 6 jam. Pada kelompok perlakuan, EGCG hidrogel dengan konsentrasi 25 ppm
dan 75 diambil dengan menggunakan microsyringe sebanyak 0,5 pl, dimasukkan ke dalam
kavitas, dan kavitas ditumpat semen ionomer gelas, dibiarkan selama 1 x 24 jam. Prosedur
pemberian EGCG diulangi setiap 24 jam. Aplikasi EGCG hidrogel selama 2 hari berturut-
turut (kelompok perlakuan ). Pada kelompok kontrol (pulpitis akut 6 jam), sediaan gel PEG
dimasukkan ke dalam kavitas, kavitas ditumpat semen ionomer gelas, dibiarkan selama 1 x
24 jam. Prosedur pemberian krim PEG diulangi setiap 24 jam selama 2 hari berturut-turut.
Setelah 54 jam untuk kelompok N, K, dan P1 dan P2, tikus dikorbankan, dilakukan
pembedahan untuk mengambil gigi molar rahang bawah kanan beserta rahang (+12 mm)
sebagai spesimen analisis. Sebagai unit analisis digunakan jaringan pulpa gigi tikus.
Selanjutnya tikus dibungkus kertas dan plastik, selanjutnya dibakar di tempat pembakaran
RS UNAIR. Dilakukan pengecatan peroksidase untuk pemeriksaan THK, menghitung
ekspresi TLR4, TNF-g, IL-10, SOD, MDA, TRPV1 dan CGRP.

10
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Kerangka Operasional Penelitian

Tikus Wistar Jantan, 10 minggu
Berat badan 220-300 gr
r=7;Kel =4; 7x4 = 28 tikus

Adaptasi kandang dan lingkungan (2 mg)

4l

Alokasi random

4 L

J

Tanpa induksi Induksi LPS 6 jam
LPS
Korntro) (P} P orialasan ()
Normal PEG EQCG25 ppm, 75 pymn
MY
v ‘ D24 jam
l_,;—l EGCG
M jam l
Terminasi
Pengambilan
Pemeriksaan IHK:

Ekspresi TLR4, TNF-a,
1L-10, SOD, MDA,

TRPVI, CGRP

Analisis data

LAPORAN PENELITIAN
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

Telah melakukan penelitian terhadap ekspresi TLR4, TNF-«. IL-10, SOD, MDA,
TRPV1 dan CGRP jaringan pulpa gigi.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental pada hewan coba tikus Wistar yang
menyelidiki tentang mekanisme immunomodulasi dan hambatan konduksi nyeri pada pulpitis
akut akibat aplikasi EGCG topikal pada konsentrasi 25 ppm, dan 75 ppm. Pemeriksaan
dilakukan terhadap 175 jaringan pulpa gigi tikus yang terdiri dari 7 kelompok yang dibagi
dalam kelompok normal, kelompok K1 (induksi LPS sclama 6 jam), kelompok P1 (induksi
LPS selama 6 jam, selanjutnya aplikasi EGCG topikal 25 ppm); P2 (induksi LPS selama 6
jam, selanjutnya aplikasi EGCG topikal 75 ppm). Aplikasi EGCG topikal selama 2x24 jam
berturut-turut. Pada kelompok K1, P1, P2, didapatkan kegagalan sebanyak 1 ekor tikus setiap
kelompok, tumpatan lepas sebanyak 3 ekor tikus, kegagalan proses pembuatan unit analisis
dalam blok parafin sebanyak 3 unit analisis. Analisis dilakukan pada jaringan pulpa gigi
untuk menghitung ekspresi TLR4, TNF-a, IL-10, SOD, MDA, TRPV1 dan CGRP.

Hasil penelitian diuraikan berupa data dan analisis yang berkaitan dengan tujuan dan
hipotesis penelitian. Hasil penelitian menyajikan karakteristik data subyck selama perlakuan,
data pengukuran setiap variabel dan tahapan analisis komparasi antar kelompok waktu
induksi LPS dan konsentrasi EGCG. Penyajian data hasil penelitian ditampilkan dalam
bentuk tabel dan foto.

5.1 Hasil

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji One-Sample Kolmogorov-Smirnov
Test untuk mengetahui apakah data tersebut berdistribusi normal atau tidak normal. Hasil
analisis menunjukkan data berdistribusi normal (p > 0,05). Uji homogenitas varian
menggunakan Levene test menunjukkan bahwa hampir scluruh variabel mempunyai varians
yang homogen dengan nilai p > 0,05, kecuali pada variabel SOD dan IL-10 varian tidak
homogen (p < 0,05). Dihitung rerata dan standar deviasi, sclanjutnya dilakukan analisis
varians untuk ekspresi TLR4, TNF-a, MDA, TRPV1 dan CGRP, sedangkan uji Brown-
Forsythe, dan uji Games Howell untuk SOD dan IL-10. Hasil analisis dapat dilihat pada
tabel di bawah ini.
Uji Anova pada seluruh kelompok menunjukkan perbedaan yang bermakna (p < 0,001),
selanjutnya dilakukan analisis komparasi LSD untuk menganalisis perbedaan jumlah sel

pengekspresi TLR4 antar kelompok, didapatkan perbedaan bermakna antara kelompok
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normal dan kelompok lainnya. Ekspresi TLR4 pada P2 lebih rendah bermakna dibanding P1,
tetapi masih lebih tinggi bermakna dibanding kelompok normal, dan lebih rendah bermakna
dibanding K1. Berdasarkan analisis diatas dapat disimpulkan bahwa aplikasi EGCG 25 ppm,
maupun 75 ppm setelah induksi LPS 6 jam, menghambat ekspresi TLR4 secara bermakna
dibanding kelompok induksi LPS 6 jam.

5.1.1 Analisis ekspresi protein TLR4, TNF-a, IL-10, SOD, MDA sel makrofag pulpa gigi
Hasil rerata dan simpangan baku jumlah sel makrofag pulpa yang mengekspresikan
TLR4, TNF-q, IL-10, SOD, MDA dapat dilihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.1 Rerata dan simpangan baku jumlah sel makrofag pulpa
yang mengekspresikan TLR4, TNF-u, IL-10,SOD,MDA sel makrofag setelah aplikasi
EGCG hydrogels 25 ppm, 75ppm, Anova dan uji LSD

Kelompok TLR4 TNF-a IL-1-0 SOD MDA
Rerata & Rerata Rerata + Reratat Rerata
Simpangan Simpangan Simpangan Simpangan Simpangan
baku baku baku baku baku
N 0.80 £ 0.20° 3.17+£0.75° 2,50 £ 0,55° 2.20 £ 0.52" 3.17(0.75)°
K 3.20 £ 0.55° 8.00 *0.89° 3,83 +0,75° 3.80+0.11° 3.37 (0.82)
Pl 1.73 £ 0.43° 5.50 + 1.52° 12,83 £2,23" 6.40+ 1.78° 3.40 (0.79)°
P2 2.60 +1.12° 3.83+1.32° 14,00 + 2. 53¢ 8.45 £1.98° 3.39+1.78°

Keterangan: Superscripl yang berbeda menunjuidan perbedaan bermakna menggunakan LSD

N :Nomnal: tanpa induksi LPS
K :induksi LPS selama 6 jam

P1 :induksi LPS 6 jam + EGCG 25 ppm
P2:induksi LPS 6jam + EGCG 75 ppm

5.1.2 Analisis ekspresi protein TRPV1, dn CGRP sel aferen pulpa gigi

Hasil rerata dan simpangan baku jumlah sel aferen pulpa yang mengekspresikan

TRPV1 dan CGRP dapat dilihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.2 Rerata dan simpangan baku jumlah sel aferen pulpa gigi
yang mengekspresikan TRPV1 dan CGRP sel aferen setelah aplikasi EGCG hydrogels

25 ppm dan 75 ppm, Anova dan uji LSD

Kelompok TRPVI CGRP
ReratatSD ReratatSD
N 1.20 + 0.53° 2,33+ 0.52°
K 3.20 %+ 1.08° 6.17:1.17"
Pl 2.00+0.71° 3.00 + 0.89°
P2 2.20 4 1.04° 2.67+0.82°

Keterangan: Suparscript yang berbeda menunjukkan perbedaan bemakna menggunakan LSD (p<0.05)

N :Nomal : tanpa induksi LPS
K:induksi LPS selama 6 jam
P1:induks! LPS 6 jam + EGCG 25 ppm
P2 : induksi LPS 6 jam + EGCG 75 ppm

LAPORAN PENELITIAN

13

Mekanisme Immunomodusi, Antioksidan ...

Kun Ismiyatin




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Luaran yang dicapai

Luaran hasil penelitian ini adalah publikasi pada Iranian Endodontic Journal (TEJ) 2018; 13
(4): 528-533; http ://journals.sbmu.ac.ir/icj/article/view/21226/15920.

Judul: Effect of Topical Epigallocatechin-gallatc on Lipopolysaccharide-Induced Pulpal
Inflammation in Rat Models.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Penelitian tahun kedua direncanakan untuk membuktikan potensi EGCG topikal
dengan menggunakan konsentrasi yang berperan dari hasil penelitian tahun pertama sebagai
immunomodulator, antioksidan dan hambatan konduksi nyeri pada tikus model pulpitis akut
6 jam dan kurun waktu aplikasi EGCG ditetapkan dari hasil penelitian tahun pertama.
Dilakukan penelitian ekspresi TLR4, TNF-a, IL-10, SOD, MDA, TRPV1, CGRP, proliferasi
sel fibroblast, dan angiogenesis..

Peneltian tahun ketiga direncanakan untuk menentukan dosis optimum dan kurun
waktu aplikasi EGCG topikal yang berperan sebagai immunomodulator, antioksidan dan
hambatan konduksi nyeri pada tikus model pulpitis akut 6 jam Dilakukan penelitian tentang
ekspresi TLR4, TNF-q, IL-10, SOD, MDA, PG-E2, TRPV1, CGRP, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) dan Fibroblast Growth factor (FGF) yang terkait dengan

angiogenesis yang dapat terjadi setelah 7 hari, untuk mengetahui adanya perbaikan jaringan.

HILIK
FERPUSTAKAAN
JTIIVERSITAS AIRLANGOKL.
SURABAYA
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FERPUSTAKAAN
THEIVERETAS AIRLANGGS

BURABAYA
BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN ~

7.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini meliputi fakta dan mekanisme kerja
EGCG, maka kesimpulan penelitian ini adalah :

1. Didapatkan hambatan ekspresi TLR4 akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada pulpitis
akut 6 jam.

2. Didapatkan hambatan ekspresi TNF-o akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada
pulpitis akut 6 jam.

3. Didapatkan peningkatan ekspresi SOD akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada
pulpitis akut 6 jam.

4. Tidak didapatkan peningkatan ekspresi MDA pada pulpitis akut, dan tidak ada
peningkatan ekspresi MDA akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada pulpitis akut 6
jam.

5. Didapatkan peningkatan ekspresi 1L-10 akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada
pulpitis akut 6 jam.

6. Didapatkan hambatan ekspresi TRPV1 akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada
pulpitis akut 6 jam dan 24 jam.

7. Didapatkan hambatan ekspresi CGRP akibat aplikasi EGCG hidrogel topikal pada
pulpitis akut 6 jam dan 24 jam.

Dari hasil penclitian ini terbukti bahwa aplikasi EGCG hidrogel topikal pada konsentrasi
75 ppm berperan sebagai immunomodulator dan hambatan konduksi nyeri pada pulpitis
akut 6 jam.

7.2 Saran

Penelitian ini mencatat keterbatasan dan potensi pengembangan hasil penclitian kedepan,

sehingga disarankan untuk :

1. Melakukan penelitian lanjutan  untuk mengetahui proliferasi sel fibroblast,
angiogenesis, ekspresi VEGF dan FGF yang terkait dengan angiogenesis pada
pulpitis akut akibat induksi EGCG topikal.

2. Melakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui ekspresi reseptor EGCG yaitu ER
atau LR, untuk mengetahui reseptor yang lebih berperan pada hambatan inflamasi
dan konduksi nyeri akibat induksi EGCG topikal.

16
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3. Perlu penelitian secara periodik dengan mengaplikasikan EGCG hidrogel dalam
kurun waktu lebih lama agar didapatkan informasi tentang perbaikan jaringan pulpa

gigi sampai didapatkan kesembuhan.
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Effect of Topical Epigallocatechin-Gallate on
Lipopolysaccharide-induced Pulpal Inflammation in Rat Models
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ABSTRACT

ARTICLE INFD

1 infl T

Introduction: Pul <an be marked by an increase in Wonor necrosds fodtor-a (TNE
ab, molondialdchyde {MDA) and calcitenin gene related peptide {CGRF level Epigallocatechin 3
ilie (EGUG) demonsteates the ahifity 1o reduce cytokioe expreston, influsee immnune receploes
redoce inflammation, neutralize reactive axygen species (ROS) and to inhibil pate conduction. The
preseat research simed 1o deweemios the antiindl ¥, aatiexidont and puin conduction
Inhibition of lopical EGCG hydrogels in Lipopolysaccharide {LPS)induced pulpal inflammation in
rats. Metbods and Maderials: A 1otal of 28 mole Wistor rats svere Sisided equally inte four groups
The negative control grosp (NIreveived no treotownt while the positive costrol groep 03 and the
other two treatment groeps {11, T21 were indoced swith LPS for & h. followed by the application of
tepical palpethylens glycol (PEG) hydrogels for C group, 25 ppm EGCG hpdrrgels dor T1 group
and 75 ppm EGOG hydrogeds dor T2 group, before being filled with ghss innemer cemem {G1C)
After 2 b, PEG and EGCG were napplied and sefilled with GIC Jor 20 h. The pulp tissue mples
were examined by means of tmmunohistochemistry HC) 1o identily TNTF-%. MDA and CORP
expression. All the data obtalned was molyzed with onesay anshyses of sarance ANOVAY st
Results The T1 and T2 groops showed o significmt decrease o TNF- and COGRP expresien
compared lo the control groop, but there was no significant decrvase m MDA in wther group
(P20.05). Conclusion: Bascd on the results of this study, topical application of 75 ppm EGCG
bydrogels to the tooth cavities witls six hoers of palpol inflammation bas the el rewk in
reducing the expression of TNFoe and CGRF, but nol of MDA,

Keywords: Cakitonin Generclited Peptide; Epigollocatechin 3-Gallote, Muosisaklelpde: Tulpal
Indlaenmation; Tumor Necrosis Factor-n

Introduction {luid movement in the dentin wbales and polpal choober

causing pathologic  chaoges in the palp [2]. Duning

Thr most frpaent caste for patients to visil a deadal clinie
often invelves pulpal inflummation with the manifestation
of shrp woth ache. The accomulation of Escherichia colt (£
cofiy lipopolysaccharide {LPS) induces pudpal inflammation
and an up-regulated transient receptor potential vanilloid
(LREVY) coudd comtribule o hyperalgesin [1]. LPS cun
infiltrate exposed dentin 1o the pulpal chamber through the

21
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inflaromation, the release of tamor necrosis factoeo (TN Fa)
was up-regulated, producing anexcessive intracelolar reuctive
anygen species {ROS) 3, I] TNF-n cxpressions wic known o
increase 6 hafter CPS induction and willecacdoapeak 24 b lates
[5]. ROS can daonage cellular lipads, cansing pely unsaturated
fatty acid  (PUFA)  poroxidanon,  which  moults i
malondiatdehyde (MDA [6] Do dhe fiest theee digs, acute

TE ironian Endodontic Journal 2018:13(4): 528-533
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AN lsmiyotin et ol

pulpitis displays a browd hemorrhagic necrosis md significunt
accumuketion of inflameoalory oclls, while, after S days, almost
all of the tissue beooaries necrotic {S]. TNTF-u is able 10 activote
TNF-u recepions {1RFR) located on the sasface of neurom cells
and stimsleie substance P {SP) and calciionin gene-cclated
peptide {CGRP) release [7, 8] Pulpal nevve fibers: contain
neusopeptide SP and CGRP. which arc released an hour afier
injury which resulted in the condoclion of puin impulses
throughou! the sensory nearon membrone {9-11].

The cscalation of infllammation. which can hual 1o necrotic
pulp conditions, arc wnlly found in noa-tnmuediate treated
peticats wilh pulpal inflammation, Hiace, cody intervention, 2s
vital pulp therapy (direct pulp copping, partial pulpotemy aed
pulpotomy), and pulp sedative, i3 neeessary in ander to prevent an
incrcase i inflummsation, moee cxtentive pain xad o woreaing
<condition {12-15}. Generally, the most commonly used pain eediel
consists of cugraol {dore ol crosele, procaing phensl and
dioroform zad  several  conlicosteroids  combintd  with
pedraniibiotics. Jiowrever, Mmkﬂmiobwnhnghlm:lof
tosicity, cspecially cugenol (15, 14,

Epizallotechin3-gallate {EGCG), a catechin groop of
pobyphicnalic sabstances wihich repriscats ane of the four Tajor
rein tea flavonuids, has the 2biity is scaveaging ROS dizecily end
indirectly Teducing inflammaten, stimafating the expression of
properties {17-15). Fhvonoid, in generel was known for dis
antioidant,  anbicodinopesic, antimutigenic  and b
mflamnuitory  properties {20, EGCG has a2 soapolar or
hydrophilic charcteristic which budps 4o infltrate ptoplosm and
the cell madeus by diffusing throwgh ke proicia pote channelin the
<l membrane and interatting with inteocdlukr moleudes §21f.
Previous studies hove cordinned that EGCG <oald Hodk toflHlike
recepior 4 (TLR4), thos inhibiting TNFx cxpression and free
radical avtivities whith will prorcat Gipid meoubrane oxidation,
membeane damage and 2 decrvase of prostaglandin-E2 (PG-F2)
production {22231 1 also coudl redocr pein by preventing Lk
apening of 2 vohugegated mitsiom {Ne) ion channd (18], This
indicates that inftemaedion can be raluced slier the adininistration
of EGCG which voudd act as an sntioaidant and amlgesic.

The rescarch conilucied by Weisburg o1 al {24] cenfirmxt
1that EGUG was tonic a1 @ conceatration of 50 pM 1o human
gingival cpithedial {S-G) cells and 150 pM o normal humen
giugival 56 {GN56) Bbroblasts. Thezbsarption of drugs in Tinguid
form was greater and more 7spid, bt was effective foe shorter
durations oumpared to paste, crezm oc gels [25], The gd Jom
prepasation coudd be nsed 35 a druy dedivery sysiem due o lis
abillity to control drug rdease and loprotea the drug froma barsh

DEY iranicn &ndodontic Jourmot 2018:13{8): $28-533
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environsoent {26, The most sidely-usad il basis is Pelyeibyloar
Clyenl {PEG) 0s # prowides a conteathal, caminuous, stslie and
wtidespread drug rrlesse with fow waicity {27

This research was intendad 10 daermine the ami-
inflassmtory, antioxidant, and pain conduclioninbibition of the
25 ppm and 75 ppm topical EGCG Indrogds in £ ok LPS-
induced pulped inflxmmation in ras.

Materials and Methods

Expevimental design

‘Btikal degance was approved by ibe Bealth Research Edrical

Cheurance Commission, Faculty of Denal Medicine, Univenilas
Abangga, No. O)/HRECCFODM; 111/2018 This siudy was a0
cxperimental liboratory study wing 28 hadtby male Wistor s
(Rattus movergicis) with spprextmately 10 weeks of age, and
sveighing 220-300 gr a3 srdmal subjecss, The samples verevqually
divided imo four groups {n=7) o negative contead group {N)
which seceived 0o treatment: a positive conteod groap (C) which
received cavily preparation and 6 b LTS opplication followed by
admintstration of PEG hytroga for 2x24 ke and 1wo preatmont
groups, which received covity prepamtion and 6 h LPS apRlication
priortobeingtreated with 25 ppm {T1) and 75 ppen (T2) ol EGCG
Tydroges for 224 h

Cavity preparation

Ingroup C. 21 rats, Tl and T2 weeeancibetied by means of a2
< imromosculae fojection of o mixture of Retalar' ketumine
{\Warner Lambert, Dublin, todand) and Xyki' sybaine base {PT
Tekad Mandiri Citea, Bandung, todonesia) with catio k).

Chiss | propasztion wos performod onibe becr eight first ks
toath msing 2 high-gperd @rfl svith 3 03 o Essurotoay bur {58
White ban Inc. Lakewood USA) under water cuoling The
Freparatian was careitd oat o crate open dentinal tbols with
‘minialdamage tothe galp and avoid crposun ofthe pulp bom To
ey the covily and confieen e absonce of Boodingg whichisasignof
pulplim cxposure. a fine paper poist was wwed (1,

Induction of pulpal inflaramation

Pulpdd inflanueation indection in guups € T1 and T2 was
performo using topica) LPS {derived from Escherichin cali
scrotype O113: B4, Sigroa Chemical Co, SL. Louls, USA: product
nomber £2630) for 6 b, bevigation of the caritics was cartied out
by means of steride saline solution prior 10 drying with 3 sterk
cotton pcliel, The application of 0.5 pl. LPS 2 2 concuentration nf
10 pg/pl, wus completed, without overfilling the cavity, using »
fine, Ratenrd, 05 man diameter enicro-luush {Micraboush,
Gruften, USA) before being allowed w dry, This wel ond dry
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procedure wis repeated 6 lioes [1], betore U cavity was finadly
<overad with Glass topomer Cement (GIC ) {Fufi 7, GC Corp,
Tukyo fapank

Application of topical FCGC

PEG hydrogel was groduced by masing 80% PEG 40D with 20%
PEG 4000 {Sigmar Aldrich, S1. Louis, USA; CAS Number; 25322-
£5-31 FGCG bydrogel was prodoced by mising EGCG (X7 An
Rongsheng Biotechnology Co. Lid, Shaanxi, Ching, haich
number 2013161512 RBS) wilh B3% PEG 400 and 20% PEG 4000,

In € group, ooly PEG hydroge was applied, while 25 ppm
ard 75 ppm of EGCG hydrogels were conseautively applied o
"T1 200 T2 groups. Aller ihe application, the covities were filkal
with GIC After 24 b, PEG hydrogels as well as 25 ppm and 75
pprm ECGL hydrogels e re-apphad to cach group before
being recovered with GIC.

Lrmmunohistochenisiry stuining

The Wister Tals were sacrificad 24 b afier completion al the
treatment, in order to ohizin anahysis specimens, by sungically
remering thelower right firs) mokar tocth along with the jas. The
mandibuly were decakdfied with 10% dhylen Jiamin temacaye
acid (EDTA) m pH 7.4, with the solution being roploced overy 3
<hays during the 30 days of ronersion at room tenperoture. The
samples were lken from the demtal pulp of the teath
Immunohistochemistry { THCT staintug was performoed by means of
antiral TNFa monodonal antibodies (Santa Cruz Bictechaology
Juc. Dalles, USA: catlog mumber s 52746), antirat MDA
monodonad amibodies{ Abean, Cambridge, USA; catdognumber:
ab 6463}, and anti-rat CGRP monodoan! antibodies {Santa Cruz
Eiotechnulegy Inc., Dallas, USA; catalog number: s¢-8357).

Each specimen was chserved by two experis. Obsenvens
vammined  blank  speameens without any  grouping  and
interventional information data wos provided. Specimens were
wbservend by a light micrscope E 100 wnder 4002 magnilicution
from five perspective points. The tmage wos used 1o calculate the
sarfce ara of the ol The prsence of TNF-a, MDA
mecrophuge odls and CGRP seosory nerve ool expressions in
«ach group were noted. A digital camera {A7; Soay, Tokye, Japan)
seas used 1o capture the images (Paure 1.

Sratstical analysis

All the duta obtained was anabzed with o Siatiaical Packagy for
the Social Scicnoes (51755 version 23 (I8, New Yoek, USAL
wsing oneway analyses of vasance [Aoeva) sl aml Deast
Significance Dalfereny {1810 Sgotheant dilfeevnces were
considered to be present 0,06,

Results

Table 1 shows the mean and standund deviation 18D of TNF-
MDA 10 macrophage colls, and CGRP in sensory nenve oclls
expressions, 5ok of UPS indedtion i group C resolled ina
significantly Jocreased  expresion of TNFx and  CGRP
<omparcd 1o groap N, while teapplication of 25 ppm of topical
EGCG hydropsls (T1) and 73 ppm EGCG hydrogels {T2} 1o the
woth cavities significantly inhibited the TNF-a and CGRP
cxpressions compared to proop C {P005) While TNFu
cxpression in T2 group was significantly Jower thar in T1 group,
there was no sgnilicant difference in the decrease of CGRP
expression between groups T1 and T2, MDA expression showed
no significant difterence in groeps N, C, T, wod T2, The
expression of TNFa MDA md CGRP can be seen inbizure 1.

Discussion

This study found that 6 b of deotivad applicaion ol LPS 1o the
tooth cavitics of YWistar rats {C group) caused anincrcase of TNF
wand CGRE expressions compared 10 normal teeth with healthy
puokps {group N}, while there was no significant increase 1o MDA
expressian. The ceubts showel tha apphcation of LES to ity
preparstion for 6 h cavsal 3 pulpul inflanmation with 25-fold
increase of TNF-a vapressions wnd 2,610k increase of CGRP
expression comparcd 1o normal teeth with healthy polps. The
increase in TNT-a expression was caused by the ability ol LFS 10
diffse throegh the fuid movement of upen Jentid whales 1o
reach the pulp chamber, Ariggenog o cscade of pathological
<hanges {2, 5].

Table 1. The mean 159 of expeessiion of TN J-a, MDA in macnpbape cells aml CGRI in serory nerve adls alter the appdcanon of 25 ppoams

23
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75 ppm teplct EGUG hn!mgd_s "
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procedure wus repeated 6 limes |1, before the cavity was linadly
covered with Glass topumer Cement (GIC ) {Fufi 7, GC Corp,
‘Tokyo, fapant.
Application of topical ECGC
PEG hydrogel was produced by mixing 80% FEG 400 wilth 20%
PEG 4000 (Sigma- Aldrich, St Louis, USA; CAS Number: 25322
£8-3), EGCG hydrogel was produced by miziag EGCG {XiAn
Ronpsheng Bivtechoology Co., Lid, Shaanxi. China, baich
numbrer 2013181512 RS) with Bi% PEG 400 sad 20% PEG 4000,
In € group, coly PEG hydrogel was wpplicd, while 25 ppm
and 75 ppm of EGUG hydrogehs were consecutively applicd 1o
T1 and T2 groops. Afier 1he application, the covities were fillal
with GIC. After 24 h, PEG hydrogels as secll 2 25 ppm and 75
ppen ECGC hydrogels wene seapplicd 1o cach geoup belore
being recovered with GIC.

Iromunvhistochersistry staining

‘The Wistar rats were sacrificad 29 b alier completion ol the
treatment, in order to oblain analysis spocimens, by sungcally
rereuring Thelovwer right first mokar tooth alog will the jaw, The
mandibula were decakified with 1086 ethylen diamin telmacetyc
acid ¢CEDTAY  pHl 7.4, with the sohion being auplced every 3
dlays lrring the 30 days of fmaoersion A roora tenperature. The
samples were taken from the dental pulp of the tevh.

Immunohistochemistry (THCE staining was performed by maeuns of
antiral TNF-a monodooal antibedies (Santa Crie Biotechnology
tue, Dallas, US& cawdog number: so 52746), anti-rk MDA
monodonal antibodies{ Abcarn, Cambridge, USA; catadogourober
ab 646%), and anti-ea CGRP monodonal antibodics {Santa Cruz
Siotechology lnc, Dallas, USA; catalog sumber: sc-8857),

Each specimen was ohscrved by wo experts,. Observers
cxanioed blank  specimens  without any  grouping  and
intervertional information data was provided. Specimens were
observed by o light microscope E 100 wnder 400 magnilication
from fwve pecspective poiats. The tnage wos nsed to caleulate the
surface arca of the clls The peesence of TN, MDA
macrophuge oodls and CGRE sensory oerve cell expressions in
cach group were noted, A digital camera {A7; Sony, Tokyo, Japan)
sasarsed lo capture the images fFiguie 1)

_ The effect of EGCG kydrogels on pulpal inflemmation i 30

Stetsstical anulysis

All the data obrainad was analyzed with o Staistial Peckage Jor
the Social Scicuoes (SP85) version 23 (TEM, Nowe Yeek, USAL
using oneswiy analvses of varanoe [Anovn) tesl am] Leas
Significance  Differct {1SD). Sigeificant  dilfervncns were
considered to be present i 005

Results

Table 1 shows the meanand sandand deviation ST ol TNFr
MDA in macrophoge cells, and CGRP in sensory nerve oolly
espressions. Six k of LFS induction o group U eesolied ina
significantly increzsed cpresion of TNFw and CGRP
compared to groep N, schike theapplication of 25 ppm of topical
EGCG hydrogels {T1) and 75 ppw EGCG hydrogds [T2Hothe
otk cavities significantly izhibited the TNF-a and TGRP
expressions comparad to groop O {PcD 05 While TNFu
expression in T2 group was sigmificantly Jower than in 11 group,
there was oo sigmiicant difference in the decrease of CGRP
expression between groups TLand T2 MDA expression showed
oo siguifican) differensce in grosps N, € T2, aod T2 The
espression of TN MDA ueed CGRP can be seen inkigure L

Discussion

This study Touod that 6 b of deatined application of 1S 1o the
woth cavitics of YWistar rats [C group) caused an ncrease of TNF-
wand CGRY expressions compared 1o nonnnl teeth with henlthy
putps (group N, while there wis oo significant increse in MDA
expression. The tesulis showell that applcation of LPS to cmty
preparation for & ko vavsed o pulpal inflemoation with 25fold
incevase of TNF-u expressions and 2.6-fuld incrense of CORP
cxpression compared 1o sermal teeth with heakthy pulps. The
increase in TN T expression was camsed by the abibity of 133
Aiffuse theowsh the fluid mevement of vpen Jentina tobules 1
reach the pulp chamber, taggedop o Gascade of pathological
<hanges |2, 5[.

Table 1. The snean ST of oxpressiin of TN Fa, MDA in srscrophiags cells and CORPY i serany nerve el alter the ajrphicat of X5 ppm aml

G5y 31075
33710828
Fabingey  3ob(asw

£ hn‘]lngvh

i CeRPG
235(0.52¢

B P B

Asviosser 2670

aﬂmgz uprmm demaes w sipmfand dijierens (P 0B5)
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study were consistent swith Khan et e, [349], which confinned
that gatloyl and bydroxdd groop of EGCG weuld inlibi geoe
trenseription 1o release TNFa. igher sinmmber ol galloyl
gronps in cateckin cansed a strunger ability in binding frev
radicals, resulling in highey inbibition of TNF-x {35].

‘The application of bolh 25 ppm and 75 ppro lopicd EGCG
hydrogels significantly inhibited the oxpression of CGRY,
conparead 1o contre] group, but bave oo sigoificant diffeeence
compared to normal leeth with healthy palp group. This was
passibly duc Lo the application of EGCG which inhibits TNF-
a cxpression [18 29, CGRP has Bittle effecct on the
inflammatory changes of the dental pulps, bul il is tovelved in
ceparative inllmnmaiory process of pulp {11].

In contrast, there was no significant dilference in MDA
cxprossyon in normal teeth, in teeth with &b inflammation ood
in tecth treated with 25 and 75 ppm of EGCG hydrogels for
2:24 I MDA capression is o marker of ol membrane
damage. It s possibly due o the Bmited duration of the
inflammation, which caused no damage in cell membrane
resulting ia 1 MDA expr The minimal MDA
expression was slso showed 3n € group after 6 h pulpal
inflomnmation. There was o siguificom decrease in TNF-a
expression between trealment groups, which sugpesied that
the applications of 75 pprn topical EGCG hydrogels prodoced
a superior unli-inflammatocy «ffect by inhibiting TNF-a
capression, compardd Lo those of 25 ppm. However, there was
no sgnificant difference in expression of CGRP and MDA
NIDA betwern 25 ppm and 75 ppro of EGUG hydrogels groups.

Conclusion

The epplicalion of 75 ppm topical EGCG hydrogdls 1o the
1ooth cavities of Wistar rals with 6 h of pulpal inllammation
has the oplimal resoll in reducing the expression of TNF-i and
CGRP, but could not inhibit MDA, Considering the EGCG
compoorats like polyphenolic substances can be used Jor
ranuns prrposes in endodontics nud woold kave a prownising
role in future medicioe as well os denlistry.
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