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RINGKASAN
PENGARUH LAMA PEMBERIAN KAFEIN TERHADAP JUMLAHN
OSTFOBLAS PADA PENYEMBUHAN LUKA PASCA EKSTRAKSI GIGI
PADA TIKUS WISTAR

Budi Yuwono

Kafein merupakan zat yang sangat dikenal di dunia dan hampir 80 % orang
mengkonsumsi kafein setiap harinya, baik dalam bentuk kopi, the, cokelat, coca cola,
es krim, yoghurt maupun orange juice. Efek kafein telah dikenal secara umum
sehagai perangsang sistem saraf pusat schingga sescorang merasa selalu bericnaga
dan tidak mudah lelah.

Dibalik popularitas kafein sebapai minuman dan makanan yang
menyenangkan kafein dapat menghambat remodeling tulang penyombuhan luka
dengan menurunnya aktivitas proliferasi osteoblas melalui peningkatan ¢AMP
intraseluler.

Tujuan penelitian ini untuk membuktikan pengaruh lama pemberian katein
terhadap jumlah ostcoblas pada remodeling tulang penyembuhan luka pada tikus
wistar.

Penelitian ini  adalah penelitian cksperimental laboratoris  dengan
menggunakan rancangan acak The Post test-Only Control Group Design. Sample
penelitian adalah tikus jantan jcnis Wisfar, umur sekitar 3 bulan, sehat dan berat
badan sekitar 200 gram. Sample penelitian sebanyak 24 ekor tikus yang dibagi
dalam 4 kelompok, yaitu kelompok KO sebagai kontrol (tanpa kafein), kelompok 1
(kafein selama 7 hari), P2 (kafein selama 14 hari) dan P3 (kafein selama 21 hari)
masing-masing berjumiah 6 ekor tikus. Kafein diberikan peroral melalii sonde
dengan dosis 3,78mg/ 100g/ ce. Sclanjutnya seluruh kelompok dilakukan pencabutan
gigi molar kanan rahang bawah dan dibiarkan sclama 7 hari.

Selanjutkan scluruh sample dikorbankan untuk dibuat sedian tulang rahang
dengan pewarnaan H&E dan dihitung jumiah sel osteoblas dengan mikroskop
cahaya dengan pembesaran 400 kali. Data hasil penelitian dianalisis menggunakan

One-way Anova dan uji Least Significant Difference (LSD).

vii
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Hasil penelitian menunjukkan adanya penurunan yang signifikan jumlah sel
osteoblas akibal pemberian kafein selama 7 hari, katein 14 hari dan kafein selama 21
hari (p < 0,05).

Kesimpulan dari penclitian ini adalah semakin lama pemberian kafein akan
semakin menurunkan jumlah sel osteoblas pada penyembuhan luka setelah ekstraksi

gigi pada tikus Wistar.
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SUMMARY

THE EFFECT OF CAFFEINE USAGE DURATION TOWARD THE
NUMBER OF OSTEOBLASTS IN WOUND HEALING POST TOOTH
EXTRACTION ON WISTAR RATS

Budi Yuwono

Caffeine i1s the most well-known substance in the world, which is consumcd
by almost 80% people daily, in the form of coffee, tea, chocolate, coke, ice cream,
yogurt and orange juice. The effect of caffeine is commonly known as the nerve
stimulant so that one always feels powcerlul and does not easy to be tired.

Behind the popularity of caffeine as pleasant drinks and food, it can inhibit
the post extraction wound healing by decreasing the osteoblasts proliferation activity
through the increase of intracellular cAMP.

The objective of this study was to prove the effect of caffeine usage duration
toward the number of osteobiasts in the post dental extraction wound during the
healing process in Wistar rats.

The study was an experimental laboratory research, random The Post test-
Only Centrol Group Design was used. The sample were 3 months old male Wistar
rats whose weight about 200 g and healthy. Therc were 24 rats which were divided
inlo 4 groups (each proup consisted of 6 rats). One group was for control (KO) and
the other three groups were for treatment (P). P was treated caffeine diet for 7 days,
P2 was caffeine diet for 14 days and P3 was calleine diet for 21 days. The caffeine
was given peroral through sonde using dosage of 3.78 mg/100g/cc. After that, all the
groups underwent the extraction of right first molar of lower jaw and were let for 7
days.

Then they were decaputation for jaw bone preparation with staining H & E
and were counted the numbcer of osteoblasts through light microscope whit 400x
magnification. The rcsult of the data was analyzed with One-way Anova and Least

Significant Difference (LSD) test.
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The result of the study indicaicd that there were a significant decrease of the
number of osteoblasts by consuming caffeine in the group observed after 7, 14 and
21 days (p<0.05).

The conclusion of the study showed the chronic caffeine intake the lower the

number of osteoblasts in wound healing post tooth extraction on Wislar rats.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF CAFFEINE USAGE DURATION TOWARD THE
NUMBER OF OSTEOBLASTS IN WOUND HEALING I'OST TOOTH
EXTRACTION ON WISTAR RATS

Budi Yuwono

ORJECTIVE. The objective of this study was to proved eflect of caffeine toward

the number of osteoblasts in wound healing after tooth extraction on Wistar rats.

MATERIAL AND METHO. The study was an experimental laboratory using
random design to examinc 3 months old male Wistar rats as sample group. There
were 24 rats whose weight about 200-3()0g, which were divided into 4 groups (each
group consisted of 6 rats). The control group was rats which were fed by standard
diet. Treatment group was divided into 3 groups (P1, P2, P3). These groups were rats
which underwent caffeine diet using dosage of 3.78 mg/100g/cc. P1 was treated
cafleine diet for 7 days, P2 was caffeine diet for 14 days and P3 was caffeine diet for
21 days. After that, all the groups underwent the cxtraction of the right first molar of
tower jaw and were let 7 days. Then they were decaputation for jaw bone preparation
for histological examination and were analized the number of osteoblasts through
light microscope then the observed osteoblasts were counted. He result of the data

was analized with One-way Anova and then with LSID test.

RESULT. The result of this study indicated that there was a significant decrease the
number of osteoblasts caused by caffeine consuming in the group observed after 7,
14 and 21 days (p<0.005),

CONCLUSION. The conclusion of the study showed that the duration of caffeine
consuming affected to the number of ostcoblasts found in the extraction site during

the healing process.

Keywords: caffeine, osteoblasts, healing
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kafein merupakan zat yang penggunaanya sangat dikenal diseluruh dunia.
Sckitar 80 % orang mengkonsumsi kafein setiap harinya, baik dalam bentuk kopi,
teh, cokelat, coca cola, es krim, yoghurt, maupun orange juice. Efek kafein telah
dikenal secara umum sebagai perangsang sistem saraf pusat schingga seseorang
mendapat kesan tidak mudah lelah dan selalu bertenaga, serta diduga dapat
meningkatkan kecerdasan (Fen, 1998).

Berdasarkan penelitian Grobbe ef al. dalam Cavalcante (2000), makanan dan
minuman yang beredar dipasaran dan dikonsumsi masyarakat dijumpai mengandung
kafein dcngan berbagai kadar yang berbcda. Kemasan 150 mg kopi instan
mengandung 70 mg kafein, 150 ml kopi rumah tangga mengandung 120 mg kafein,
kemasan 150 mg tch hiltam mengandung 50 mg kafcin, 360 ml cola atau minuman
ringan mengandung 30-60 mg kafein, 30 mg cokiat mengandung 7 mg Kafein, dan
beberapa obat analgesik mengandung 30-200 mg kafein. Menurut Sunaryo (2001),
satu cangkir kopi dalam bentuk minuman mengandung 120 mg kafein, mendekati
dosis terapi. Menurut rekomendasi Grobbe kandungan kafein yang dapat dikonsumsi
maksimum sebesar 250 mg/hari.

Dibalik popularitas kafein sebagai minuman dan makanan yang
menyenangkan dan kenyataan bahwa kafein sering bahkan rutin dikonsumsi sctiap
hari baik oleh anak-anak maupun orang dewasa, ternyata kafein mempunyai

pengaruh pada kesehatan karcna diduga kafein dapat menghambat proscs
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penyembuhan luka pada tulang. Berdasarkan pengamatan E)-I:i"badi penulis telah

beberapa kali menemukan pasien yang mengalami kemunduran penyembuhan luka
secara klinis setelah dilakukan pencabutan gigi, hal inilah yang mendorong penulis
untuk meneliti lebih jauh peranan kafein dalam prose penyembuhan luka.

Berdasarkan penelitian Kamagata ef al(1999), bahwa Kkafein dapat
menghambat proliferasi sel-sel osteoblas (in vitre), melalui peningkatan cAMP oleh
penghambatan phosphodiesterase intraseluler, peningkatan level cAMP ini
menunjukkan efek penghambatan proliterasi osteoblas, selanjutnya dilaporkan bahwa
kafein berperan dalam metabolisme tulang.

Proscs penyembuhan luka pada jaringan yang mengalami jejas selalu diawali
oleh respon inflamasi, perubahan pertama terjadi pada tingkat vascular berupa
vasadilatasi, ekstravasasi dan eksudasi pada daerah yang mengalami luka. Pelepasan
mediator peradangan yaitu prostaglandin E; (PGE;3) di daerah luka dapat merangsang
produksi enzim kolagenase vang dapat memicu terjadinya depradasi kolagen dan
faktor vang poten dalam resorpsi tulang, meningkatkan aktivitas osteoklastik
{Nakano e/ al. 1998). Dilaporkan oleh Kamagata et al.(1999), bahwa peningkatan
jumlah PGE; sendiri dapat menghambat proliferasi osteoblas, melalui peningkatan
cAMP intraseluler (in vitro).

Pelepasan PGE; di dacrah luka disertai asupan kafein dengan dosis tertentu
dapat menghambat penyembuhan luka. Penclitian Kamagata et al. (1999),
membuktikan bahwa efek gabungan kafcin dan PGE; dapat menghambat proliferasi
osteoblas secara sangat signifikan (in vitre}. Selanjutnya dilaporkan bahwa asupan
kafein juga dapat meningkatkan produksi PGE;, konscntrasi kafein 0,1 mM/ml

sudah dapat meningkatkan produksi PGE;
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Berdasarkan uraian tersebut di atas bahwa asupan kafein pada kadar tertentu
dan PGE, dapat menghambat prolifcrasi osteoblas dan meningkatkan aktivitas
osteoklas yang berperan dalam mekanisme resorpsi dan remodeling tulang, maka

perlu diteliti secara in vivo efck lama pemberian kafein terhadap jumlah osteoblas

pada penyembuhan luka pasca ckstraksi gigi pada tikus Wistar.

1.2 1dentifikasi Masalah

NUTRISI & OBAT
protein, vit. A, B, C
kafein

v

! ")
HORMONAL| —» | HEALING | <4— | INFEKSI

USIA

(iambar 1.1 Faktor-faktor Yang Mempengarnhi Penyembuhan Luka

Proses penyembuhan luka merupakan interaksi dari beberapa rangkaian
proscs kompleks yang mengarah pada perbaikan jaringan, pembentukan jaringan
permukaan, rekontruksi dan restorasi kekuatan. Beberapa [aktor dapat mempengaruhi
penyembuhan luka yang mungkin terjadi dalam proses penycmbuhan normal.
Adanya infeksi, kecukupan suplai darah, faktor hormonal, usia dan nutrisi; protein,
vitamin A, B, dan C, (Shafer, 1983; Fonseca et al., 1997; Peterson et al. 1998).

Akhir-akhir ini dilaporkan kafein dalam nutrisi dan obat-obatan dalam dosis

tertentu diduga dapal menghambat proses penyembuhan luka.
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Pada penelitian ini akan diteliti efek pembcrian kafein pada jumlah osteoblas

pada penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi pada tikus putih jenis Wistar

1.3 Rumusan Masalah

Berdasarkan pemikiran diatas dapat dirumuskan masalsh sebagai berikut;

1) Apakah ada perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafein selama 7 hari ?,

2} Apakah ada perbedaan jumiah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafein selama 14 hart ?,

3) Apakah ada perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan Iuka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafcin selama 21 hari 7,

4) Apakah terdapal perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka
pasca ekstraksi gigi diantara pemberian kafcin selama 7 hari, 14 hari dan

21 hari 2.

1.4 Tujuan dan Manfaat Penelitian
1.4.1 Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah mempelajari efek pemberian kafein

terhadap jumlah osteobias pada penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi.

1.4.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian ini untuk:
. Membuktikan perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca

ckstraksi gigi sctelah pemberian kafein selama 7 hari,
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2. Mcmbuktikan perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca

ekstraksi gigi setelah pemberian kafein sclama 14 hari,

3. Membuktikan perbedaan jumiah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafein selama 21 hari,

4. Mengetahui perbedaan jumiah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi diantara pemberian kafein selama 7 hari, 14 hari dan 21

han.

1.4.3 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini dapat digunakan untuk;
a) mengembangkan teori penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi
b) memberi informasi pada pasien pasca perawalan bedah terhadap bahan
yang mcnghambat proses penyembuhan luka,
¢) memberi informasi pada pasicn yang mempunyai resiko tinggi terhadap
kerusakan tulang yaitu osteoporosis, Diabetes Mellitus, usia tua , stress

dan gangguan fungsi PMN terhadap asupan kafein yang berlebihan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kafein

Kafcin adalah alkaloid derivat xantin yang terdapat pada beberapa tumbuhan
dalam bentuk 1,3,7-trimethylxanthine (metilxantine). Kafein disebut juga tein,
merupakan kristal putih, dapat dijumpai pada kopi yang berasal dari biji Coffea
arabica, daun Thea sinesis (teh) dan pada Theohroma cocoa, (Katzung et al., 1994).

Kafein sudah dikenal sejak tahun 1608 sebagai suatu zat yang terdapat dalam
kopi dan teh, dapat membuat seseorang tetap terjaga serta tidak mudah lelah. Dt
Inggris tradisi minum teh sudah dikenal sejak abad ke-12 pada jaman dinasti
Bedford. Sampai sckarang kalein lelah dipakai dan dikenal di seluruh dunia sebagai
zat yang tidak hanya terdapat dalam teh dan kopi, tetapi juga terdapat dalam cokelat,
coca cola, yoghurt beku, es krim dan orange juice (Fen, 1998). Kadar kafein pada
bahan makanan yang mengandung kafein yang beredar di pasaran menurut Sunaryo
(2001) adalah sebesar 0,085 - 0,25 mg/ml.

Fen (1998) menyebutkan kurang lebih 80% orang di seluruh dunia setiap
harinya mengkonsumsi kopi atau teh yang sudah terbukti mengandung kafein,
disamping cokelat dan makanan lain yang mengandung kafein seperti soft drink dan
orange juice. Efek dari kafein ini (clah dikenal secara umum sebagai perangsang
sistem saraf pusat sehingga seseorang mendapat kesan tidak mudah lelah dan selalu
bertenaga, serta diduga dapat meningkatkan kecerdasan.

Penelitian membuktikan kafein berefek stimulasi, khususnya pada sistem

saraf pusat (Katzung ct al.. 1994). Efek tersebut disebabkan kafein merupakan xantin
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yang paling kuat menghasilkan stimulasi kortcks dan medula bahkan stimulasi spiral
pada dosis besar. Teobromin yang juga merupakan derivat xantin yang lain,
merupakan stimulan sistem saraf pusat yang paling lemah dan diduga tidak aktif pada
manusia. Sifat farmakologi relatil scnyawa xantin dapat dilihat dalam tabel di bawah
ini:

Tabel 1. Sifat Farmakologi Relatif Senyawa Xantin

Struktur Stimulasi sistem syaraf Stimulasi jantung, dilatasi
pusat pernafasan otot koroner, pengenduran otot
rangka polos, diuresis  dan

kemampuan goitrogen

Kalcin 1 3
CH;
1 H
HC ) 1
Toefilin N
[a
O CH:
. H
Teabromin 3 2,
N

CIly

Sumber : Foye, 1995

Menurut Rall dalam Goodsell (1990) masih terdapat perbedaan pendapat
mengenai  tingkat stimulasi korteks, meskipun kafein dapat menstimulasi
kewaspadaan mental, mengatasi keletihan dan juga memperpanjang waktu
kemampuan seseorang untuk melakukan pekerjaan yang melelahkan tubuh, Salah
satu mekanismenya diduga berkaitan dengan pengaruh kafein dalam menghasilkan

euforia, yang menunda berkembangnya sifat negatif terhadap kerja yang melelahkan,
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Sclain perubahan dalam sikap, kafein mungkin benar-benar memperbaiki perikerja
melehihi sckedar tidak merasa lelah atau tanpa motivasi karena adanya stumulasi
langsung otol-utot rangka; tetapi kemampuannya berkurang dalam pekerjaan yang
memerlukan koordinasi otot halus (kerapihan), ketepatan waktu atau berhitung. Efck
farmakologi senyawa xantin termasuk kafein dapat dilihat dalam tabel berikut ini :

Tabel 2. Efek Farmakologi Senyawa Xantin

Jaringan Kerja
Sistem saraf pusat (SSP)
a. Korteks Euforia, tahan lelah, stimulasi jaringan
b. Medula Peningkatan pemnafasan, stimulasi  vasomotor,

stimulasi fagos

Jantung Peningkatan laju jantung, peningkatan volume
stroke.

Otot Polos

a. Pembuluh darah Vasodilatasi di perifer
Vasodilatasi di pusat
b. Bronkiolus ilatasi
Otot Kerangka Stimulasi
Ginjal Diuresis
Saluran cerna Peningkatan sckresi lambung

Sumber : Katzung et al., 1994

Asupan kafein pada dosis sekitar 3 — 9 mg/kg berat badan dapat
meningkatkan metabolisme basal sekitar 10%. Metabolisme kafein sangal komplek
dan berkaitan dengan distribusi, melabolisme, dan ekskresi banyak metabolit yang
lain. Hal ini karcna kafein dalam bentuk metilxantin cepat diahsorbsi setelah
pcmberian oral, rekial atau parental. Setelah diabsorbsi secara sempurna dalam
gastrointestinal, kafein akan menyebar dalam tubuh setelah kurang lebih satu jam.
Kafein dalam tubuh akan mengalami oksidasi menjadi derivat asam urat dan diamino

urasil sehingga penyebarannya dalam sirkulasi darah menjadi lebih efisien. Produk
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utama kafein dalam urin setelah dimetabolisme adalah monometilxantin dan
dimetilxantin serta monometilurat, dimetilurat dan trimetilurat. Kurang lebih 5%
kefein akan ditemukan dalam urine dalam hentuk utuh (Rall dalam Goodsell, 1990).

Senyawa xantin termasuk kafein diserap dan discbarkan sebanding dengan
ikatan bersama protein. Ikatan dengan protein terjadi pada kafein dan teofilin serta
pada tingkat yang lebih rendah dengan teobromin (Foye, 1995).

Berbagai efek farmakologi metilxantin dapat diterangkan dengan 3 macam
dasar kerjanya pada taraf seluler yaitu : (1) Yang berhubungan dengan translokasi
kalsium (Ca’") intrasel; {2) Meclalui peningkatan akumulasi senyawa nukleotid siklik,
terutama cAMP (cyclic Adenosin Monophospate) dan ¢GMP (cyclic Guanosin
Monophospate); dan (3) melalui blokade reseptor adenosin (Sunaryo, 2001).

' dan fosfat pada mitokondria pada

Penelitian tentang konsentrasi Ca
beberapa sel tclah diketahui dengan baik, pada mitokondria menunjukkan adanya
kumpulan granula anorganik dan jumlahnya meningkat pada daerah yang mengalami
proliferasi yaitu zone yang mengalami kalsifikasi awal. Pada keadaan tertentu
misalnya rakitis dan malnutisi dapat menyebabkan jumiah granula ini menurun
sehingga proses Kalsifikasi atau pembentukan tulang terhambat, disinilah pentingnya
peranan mitokondria sel osteoblas dalam menjaga konsentrasi ion Ca®" (Gerald et ai.,
1981).

Aksi methilxantin pada translokasi Ca®' intraseluler mungkin dihubungkan
dengan kemampuan katein dalam melepaskan gugus metil (CH;) dan melakukan
kompclitor terhadap ion CA2+ (calcium binding) schingga dapat meningkatkan

second messenger cCAMP sel osteoblas untuk meningkatkan pelepasan kadar Ca %'

(Rall dalam Goodsell, 1990).
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Senyawa fosfodiester siklik cAMP terbentuk dari ATP dalam sebuah reaksi
yang dikatalisis oleh enzim adenil siklase. Aktivitas adenil siklase diatur melalui
suatu intcraksi kompleks yang banyak diantaranya mclibatkan reseptor hormon.
“Messenger kedua” cAMP turut berperan dalam beragam fungsi pengaturan intrasel,
seperti misalnya pengaturan aktivitas protein kinase yang bergantung cAMP. Sebagai
molekul regulator, relatif sedikit cAMP yang diperiukan sehingga besar konsentrasi
cAMP intrasel sekitar 1 nmol/L berada tiga tingkat di bawah kadar ATP. Kadar
cAMP dipertahankan melalui inleraksi adenil siklase dengan cAMP fosfodiesterase
yang mengatalisis hidrolisis cAMP menjadi 5°-AMP (Murray et af., 2003).

Sebagian besar hormon, neurotransmitor dan autakoid dapat mcningkatkan
sintesis siklik AMP dan siklik GMP dalam jaringan target organnya. Mctilxantin
digunakan untuk meneliti peranan siklik nukleotid dalam cara kerja hormon tertentu
pada target orpannya. Salah satu petunjuk penting lentang peran siklik nukleotid
sebagai mediator intrasel adalah bukti bahwa metilxantin menyebabkan potensiasi
efek hormon dan terjadinya akumulasi siklik AMP dan siklik GMP. Akumulasi ini
diharapkan terjadi akibat penghambatan enzim fosfodiesterasc.

Senyawa adenosin berperan sebagai autakoid melalui reseptor khusus yang
terdapat di membran plasma berbagai macam sel. Adenosin menycbabkan dilatasi
pembuluh darah, terutama pembuluh koroner dan serebral; dapat mempertambat pacu
Jantung dan menghambat neuron SSP. Selanjulnya adenosin juga dapat menghambat
lipolisis oleh hormon, mengurangi pelepasan NE dari akhiran saraf otonom dan
menghambat pelepasan neurotransmitor di SSP. Adenosin juga mengadakan

potensiasi terhadap efek a-adrenergik tertentu, yang mengakibatkan peningkatan
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kontraksi beberapa otot polos atau meningkatkan akumulasi siklik AMP di jaringan
otak.

Diduga paling sedikit ada 2 jenis reseptor adenosin, yaitu berdasarkan
sensitivitas  relatifnya terhadap berbagai analog adenosin dan berdasarkan  atas
apakah aktivasinya mengakibatkan stimulasi atau inhibisi sintesis siklik AMP,
Mclilxantin alam merupakan antagonis kompetitif adenosin dan mempcrlihatkan
afinitas yang hampir sama terhadap kedua jenis reseptor. Walaupun demikian clck
antiadenosin mctilxantin ini masih memerlukan penelitian (Sunaryo, 2001).

Kafein mempunyai efek menghambat proliferasi sel-sel osteoblas dan
mengaktifkan sel-scl ostecklas (in vitre), osteoklas berperan dalam mekanismg
resorpsi tulang melalui peningkatan prostaglandin B> (PGE;). Kadar kafein 0,1
mM/ml sudah dapat meningkatkan produksi PGE; Peningkatan PGE, dihubungkan
dengan meningkatnya derajat cAMP dalum tulang melalui aktivasi adenilat siklase
(Kamagata, 1999),

Peningkatan PGE; tidak hanya menyebabkan diuresis tetapi kadar PGE; yang
lingpl juga dapat secara langsung mempengaruhi diferensiasi osteoklas melalui
peningkatan aktivitas prekursor mononukleat menjadi preosteoklas dan osteoklas
matur. Sclain v PGE> juga meningkatkan aktivitas osteoklas matur untuk
meresorpsi tulang dan membentuk matriks ekstraseluler (Schwatz et af., 1997).
Pengaruh ini dihubungkan dengan meningkatnya derajat cAMP dalam tulang mclalui
aktivasi adenilat siklase yang menyebabkan peningkatan jumlah, aktivitas dan

miobilisasi osteoklas (Offcnbacher er al., 1993).
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2.2 Prostagiandin

Prostaglandin  merupakan derivat asam lemak yang dihasilkan lipida
membran sel. Zat ini tampaknya berperan penting dalam respon jaringan normal
maupun abnormal terhadap stimulasi otonom, hormon dan trauma. Prostaglandin
dilepaskan olch permukaan sel bilamana fosfolipasc A, diaktifkan oleh adanya
trauma dan rangsangan kimia. Asam arakidonat yang dilepaskan enzim ini dari
ikatan pada membran lipida dikonversi menjadi derivat siklik melalui kerja

sikiooksigenase menjadi prostaglandin (Guyton, 1995).

I |(|)
/\/\\\
C-0OH

CH;
HO 11 g HO H

Cambar 1.2 Struktur Kimia PGE; (Sumber : Kearten et al., 1993)

Kearten er al. (1993) menyebutkan hahwa struktur kimia prostaglandin luar
biasa. Seluruh prostaglandin tcrdiri atas asam lemak 20 karbon yang memiliki
kerangka dasar sama yakni asam protanot dan berasal dari asam lemak esensial
dengan siklisasi dan oksidasi. Dua prostaglandin yang pertama yang diisolaso dalam
bentuk kristal murni, PGE dan PGL.,« , diperolch dari vesikula seminalis domba.
Sejumlah protaglandin ini telah ditemukan pada berbagai jaringan mamalia, seperti
paru, timus, otak dan medulla spinalis, ginjal dan plasenta. Prostaglandin dicurigai
terdapat dan aktif secara fisiologis dalam sejumlah jaringan lain. Prostaglandin yang
terdapat di alam telah dbagi menjadi empat kelompok yang diberi nama dengan huruf

b.F,A dan B. Kelompok-kelompok tersebut ditandai oleh perbedaan gugusan
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siklopentil kerangka dasar 20 karbon asam prostanoat, Ketidakjenuhan dan substitusi
pada rantai samping menghasilkan sgjumlah senyawa dari masing-masing seri,
Prostaglandin telah dihasilkan sccara biosintesis dari asam lemak tidak jenuh yang
scrasi dengan sintesis kimia total.

Di dalam jaringan, sintesis prostaglandin E; (PGE,) dari asam lemak tidak
jenuh di katalisasi oleh prostaglandin sintetase. Enzim ini terdapat praktis di seluruh
jaringan, namun aktivitasnya tinggi terutama pada medulla renalis dan vesikula
seminalis. PGE; dapat diinaktifkan dan dirusak di dalam jaringan oleh enzim seperti
prostaglandin isomerase, dehidrogenase dan reduktase. PGE; memiliki spektrum
aktivitas yang lebar, dan masing-masing senyawa aksinya berbeda-beda. PGE;
bereaksi merangsang olol polos dan juga merelaksasikannya; PGE; mempengaruhi
aktivitas kardiovaskuler, bekerja schapai zat pressor pada keadaan tertentu dan
depressor pada keadaan lain. PGE; diimplikasikan pada tanggapan peradangan,
berbagai gatra tanggapan kekebalan, sistem kematopoilik, sekresi gastrointestinal,
dan pada sistem saraf pusat (Kearten et al., 1993).

Aktivitas PGE; paling penting berkaitan dengan keterlibatannya dalam aksi
AMP siklik dan pesuruh kedua dalam begitu banyak aktivitas hormon trofik. Telah
diketahui untuk beberapa waktu bahwa PGE; diimplikasikan pada perantaraan
lipolisis oleh pesuruh kedua, dan sckarang diduga bahwa PGE, berfungsi lewat
sistem adenilat siklase, tidak dipungkiri lagi bahwa PGE; mempunyai peran yang
sangat luas. Ini tetbukti dari kenyataan bahwa PGE; menambah kandungan AMP
siklik begitu banyak pada jaringan dan organ, termasuk paru, limfa dan diafragma,
jaringan lemak, hati, tulang, mukosa, lambung, ginjal, jantung, tiroid dan eritrosit

(Arif et al., 1998).
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Pengaruh PGE; yang menurun pada target sel adalah sebagai media reseplor
dan ikatan PGE; vang juga mentrigger timbulnya cAMP intraseluler. Tingpinya
cAMP berperan penting tethadap fungsi PGL; yang beragam. Diantaranya
peningkatan kadar cAMP diketahui menyebabkan relaksasi otot polos, vasokonstriksi
pembuiuh darah serta berpengaruh dalam pelepasan mediator yang menurun (Kearten
et al., 1993),

Secara teoritis beberapa perubahan inflamasi yang terjadi pada beberapa
pehyakil seperti gingivitis, degradasi kolagen dan kcrusakan tulang dapat disebabkan
secara langsung oleh adanya aksi PGE;. Aksi ini dihubungkan dengan adanya
hambatan PGE; (crhadap aktivitas osteoblas dan adanya perangsang terhadap
aktivitas osteoklas. PGE; juga meningkatkan deferensiasi prekusor osteoklas
(Offenbacher ef al., 1993).

Tingginya PGE; dihubungkan dengan adanya gejala klinis yang dircfleksikan
pada lesi akut, dan destruksi yang ditunjukkan dengan meningkatnya ukuran daerah
radiolusen. Hal ini oleh karena keberadaan dan aksi PGE; dihubungkan dengan
inflamasi dan terjadinya destruksi seperti vasodilatasi, peningkatan permeabilitas

vaskuler, degradasi kolagen dengan resorpsi tulang (Mundy, 1991).

2.3 Tulang

Tulang merupakan salah satu jaringan terkeras dalam tubuh manusia dan
hanya di bawah tulang rawan dalam kemampuannya untuk menahan stress. Tulang
schagai unsur utama kerangka tubuh, berfungsi menyokong struktur-struktur

berdaging, melindungi organ-organ vital, seperti yang terdapat dalam rongga
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tengkorak dan dada dan mengandung sum-sum tulang dimana sel darah terbentuk
(Leeson, 1996).

Tulang dalam bentuk khusus jaringan ikat yang tersusun oleh kristal-kristal
mikroskopik fosfat kalsium terutama hidroksiapatit, yang terletak di dalam matiks
kolagen. Kolagen itu sendiri tersusun dalam suatw sisten kompleks yang berdimensi
tiga. Karena tingginya kandungan kalsium fosfat, maka tulang berperan penting
dalam homeostasis kalsium. Tulang tua secara konstan akan diresorpsi dan berbentuk
tulang baru, schingga tulang dapat merespon stress dan regangan yang menimpanya.
Tulang adalah jaringan hidup yang memiliki vaskularisasi batk dan aliran darah total
200 - 404 ml/menit pada manusia dewasa (Guyton, 1995).

Tulang terdiri dari bahan intersel yang mengalami kalsifikasi, matrik tulang,

dan berbagai jenis sel : osteoblas dan osteoklas.

2.3.1 Kalsium

Tubuh manusia mengandung kalsium lebih banyak daripada mineral essensial
lain, sebanyak 1200 gram Kkalsium pada orang dewasa seberat 70 kg. Sckurang-
kurangnya 99% kalsium tubuh terdapal pada tulang gigi. Sebagia besar kalsium
tulang diendapkan sebagai bentuk hidroksiapatit, Ca;o{PQOs)s(OH),, tetapi tulang juga
mengandung cukup banyak kalsium fostat nonkristal dan kalsium karbonat serta
garam-garam lain dalam jumlah yang lebih kecil. Mineral-mineral ini menyusut
sckitar 50% total massa rangka, sisa massa terdiri dari matriks organik, protein,
glikoprotein dan proteoglikan dimana garam kalsium diendapkan. Karena tulang

terus menerus dibentuk kembali, kadar mineral ,menccrminkan keseimbangan antara

TESIS Pengaruh lama pemberian kafein. . . Budi Yuwono



ADLN Perpustakaan Universita Airlangga 16
endapan dan pengambilan dari tulang schari-hari. Sebanyak 700 mg kalsium
mungkin memasuki dan meninggalkan tulang sctiap hari (Seymour ef af., 1995).

Kalsium diabsorbsi di duodenum dan jejenum proksimal oleh protein
pengikat kalsium yang disintesis sebagai respon (crhadap kerja 1,25-
dihidroksikolekalsiferol (1,25-dihidroksi-vitamin D3). Absorbsi dihambat oleh
senyawa yang membentuk garam-garam kalsium yang tidak larut. Sebagian besar
kalsium yang dimakan tidak diserap tetapi diekskresi dalam fascs. Sekali diabsorbsi
kalsium dickskresi melalui beberapa jalan. Ginjal mengekskresikan kalsium bila
kadar kalsium diatas 7 mg/100ml. Sejumlah besar kalsium juga diekskresi dalam
keringat (Santoso, 1999).

Garam kalsium dalam tulang yang telah mengalami pertukaran, yang tclah
dibicarakan diatas merupakan senyawa kalsium fosfat yang amorf, mungkin terutama
mengandung CalIPOy4 atau beberapa senyawa yang mirip, vang terikat secara bebas
yang terdapat dalam kescimbangan timbal batik dengan ion kalsium dan fosfat dalam
cairan ekstraseluler. Jumlah garam-garam yang tersedia untuk pertukaran adalah kira-
kira 0,5 sampail% dari jumlah total garam-garam kalsium tulang, dimana jumlah
totalnya adalah 5-10 gram kalsium. Oleh karena berkurangnya pengendapan dari
garam-garam yang ikut dalam proscs pertukaran tersebut. Reaksi ini berlangsung
dengan cepat schingga bila ada aliran darah yang mengandung kalsium konsentrasi
tinggi melewati tulang, sudah membuang hampir seluruh kelcbihan kalsium

(Guyton, 1995).
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2.3.2 Osteoblas

Osteoblas merupakan sel-sel pembentuk tulang yang berasal dari prekusor sel
stroma di sumsum tulang (bone morrow). Scl-scl ini mensekresi sejumlah besar
kolagen tipe I, protein matrik tulang yang lain dan fosfatase alkali. Osteoblas ini
berdiferensiasi menjadi osteosit, yang beperan dalam pembentukan tulang. (steoblas
juga bertanggung jawab untuk sintesa komponen organik matriks tulang yaitu
kolagen dan glikoprotein (l.eeson, 1996).

Osteoblas terletak berjajar untuk permukaan jaringan tulang menyerupai
epitel sederhana. Apabila osteoblas sedang giat mensintesa matriks, osteoblas akan
berbentuk kuboid dan mempunyai suatu sitoplasma basofilik. Sebaliknya, bila
kegiatan sintesa menurun, osteoblas menjadi gepeng dan sifat basofilik
sttoplasmanya berkurang (Guyton, 1995).

Osicoblas berasal dari sel osteoprogenitor yang merubah struktur preosteoblas
menjadi osteoblas. Waktu minimum perubahan sel ostcopregenitor menjadi osteoblas
ini1 9 jam. Bila telah dibentuk, osteosit tetap seperti itu selama paling scdikit 50 jam
atau lebih lJama. Osteoblas dapat bermodulasi kembali ke sel osteopregenitor, tetapi
tidak pasti apakah osteosit dapat melakukan hal yang sama (l.ceson, 1996).
Disamping sel osteoblas, pada tulang juga terdapat sel osteoklas yang berperan dalam

terjadinya resorpsi tulang.
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Gambar 1.3 Tulang alveolar dengan pewarnaan H&E.
Keterangan: panah hitam — ostcoblas, panah
biru — asteoklas (pembesaran 400 kali).

2.3.3 Osteoklas

Osteoklas merupakan sel motil, sangat bercabang-cabang. Bagian yang
melebar dari badan s¢l terdiri dari 6-50 nukleus atau lebih. Cabang-cabang sct
tersebut sangat tidak icralur dan bervariasi dalam tebal dan bentuknya. Di dalam
daerah tulang yang mengalami resorpsi, bagian osteoklas raksasa di temukan terletak
dalam cekungan matriks, yang terbentuk secara enzimatis dan dikenal sebagai lakuna
howship. Scringkali, beberapa bagian osteoklas scdang aktif meresorpsi , tulang,
sedangkan cabang-cabang yang lain dari sel yang sama terlihat tenang (Leeson,
1996).

Sampai saat ini, dianggap bahwa osteoklas berasal dari sel osteoprogenitor
dan mereka dapat kembali pada stem cell tersebut dengan mengambil nukleus
individual dari osteoklas berinti banyak, dan membentuk osteoklas berinti tungal.
Meskipun demikian, hipotesa ini masih disangsikén karena bukti baru (clah

mengungkapkan bahwa osteoklas-berasat dari persatuan monosit berinti tunggal atau
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prekursor mononuklear yang herasal dari persatuan monosit berinti tungal atau
prekusor mononuklear yang berasal dari darah. Sel prekursor tersebut berproliferasi
dan berdiferensiasi melalui interaksi yang komplek dengan stroma osteoklas, serta
membentuk ciri khusus pada struktur membran , zona yang terang dan ruffled horder.
Osteoklas biasanya menonjol diatas permukaan matriks dan kadang-kadang saling
tumpang tindih dengan osteoblas dan osteoklas lain, hal ini karena potongan hanya
mengungkapkan suatu aspck osteoklas yang terbatas. Morfologi sebenarnya sel
tersebut baru dapat diuraikan dengan menggunakan mikroskop elektron (Guyton,
1995).

Osteoklas ini mempunyai masa hidup sekitar 2 minggu dan sangat aktif.
Osteoklas mampu bergerak diantara daerah-dacrah rcsorpsi dan merupakan highly
vacuclated dengan sejumlah  mitokondria yang mengindikasikan rata-rata
metabolisme yang tinggi. Diferensiasi osteoklas terjadi dalam jaringan hcmopoetik
diikati oleh penycbaran vaskuler dan timbulnya preasteoklas pada dacrah resorpsi.
Preosteoklas akan berfusi menjadi osteoklas 1-12 jam kemudian (Vaes, 1987).

Peran pasti osteoklas dalam resorpsi tulang belum jelas. Mercka
mensekresikan kolagenase dan enzim proteolitik lain yang menyerang matriks tulang
dan mclcpaskan zat dasar yang mengalami kalsifikasi Sel-sel tersebut aktif terlibat
dalam pembersihan debris yang terbentuk selama resorpsi tulang. Selain sel-sel

tulang diatas, tulang juga disusun oleh matriks tulang (Vacs, 1987).
2.3.4 Matriks Tulang

Matriks tulang terdiri dari bahan organik dan anorganik. Bahan anorganik

sekitar 50% dari matriks terdiri dari kalsium dan fosfor, sisanya bikarbonat, sitrat,
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magnesium, kalium dan natrium dalam jumlah sedikit. Bahan organik terdiri dari
95% serabut kolagen dan bahan dasar amorf yang mengandung glikosaminoglikan

vang berhubungan dengan protein (Widjajakusuma, 1995).

2.3.5 Kolagen

Kolagen adalah suatu protein ekstraselular yang merupakan mikromolekul
utama jaringan penyambung dan menyediakan rangka ekstrasclular. Sifat molekul
kolagen yang paling menentukan adalah strukturnya yang triple heliks. Antara ujung
dari satu triple heliks dan permukaan berikutnya terdapat celah yang merupakan
tempat untuk deposisi kristal hidroksiapatit pada pembentukan tulang. Koiagen
desintesis dari preprokolagen dalam retikulum endoplasma kemudian menjadi
prokolagen yang menonjol keluar dari retikulum endoplasma. Prokolagen akan
menjadi kolagen yang ditemukan dalam jaringan (Santoso, 1999).

Hubungan hidroksiapatit dengan serabut kolagen bertanggung jawab pada
kekerasan dan resistensi tulang. Adanya dekalsifikasi tulang menyebabkan tulang
menjadi lunak seperti tendo, scdangkan hilangnya bagian organik dari matriks yang
terutama lerdiri dari kolagen menghasilkan tulang yang rapuh dan mudah patah

(Seymour et al., 1995).

2.4 Penyembuhan Luka Ekstraksi Gigi

Jejas dapat mengganggu keutuhan hubungan jaringan normal, bila jaringan
mengalami jejas yang tidak disengaja atau luka karenma pisau bedah atau karena
pencabutan gigi, peristiwa ini akan memicu berbagai aktivitas selular, fisiologis dan

biokimiawi untuk memperbaiki jaringan yang rusak sehingga dapat pulih kembali.
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jeias yang merusak sel akan menyebabkan kematian sel, merusak pembuluh kapiler
dan gangguan sirkulasi darah.

Proses permnulihan jaringan secara anatomis dan fisiologis dikenal dengan
istilah penyembuhan (healing), diawali oleh inflamasi akut pada jaringan luka.
Inflamasi merupakan respon fisiologis jaringan yang mengalami injuri, sebagai
mekanisme pertahanan tubuh untuk memperbaiki jaringan yang rusak. Penyembuhan
luka pada dasarnya mempunvai pola yang sama tcrgantung faktor intrinsik dan
ekstrinsik yang menyertat proses penyembuhan itu, secara umum  proses
penyembuhan luka pada ckstraksi gigi meliputi; pembentukan bekuan darah (blood
clot), pembentukan jaringan pranulasi, epitelisasi, pembentukan jaringan ikat dan

pembentukan tulang (Shater, 1983; Avery, 1988).

2.4.1 Pembentukan Bekuan Darah

Segera setelah ekstraksi gigi, secara klinis tampak darah mengisi soket dan
menggumpal, scl-s¢l darah merah terjebak pada anyaman fibrin dan ujung-ujung
pembuluh darah yang rusak pada ligamen periodontal akan tertutup. Peristiwa
tersebut dikenal sebagai proses pembentukan bekuan darah. Satu jam setclah
ekstraksi merupakan periode yang kritis, bila bekuan darah lepas dari tempatnya
maka penyembuhan berlangsung sangat lambat dan mungkin disertai rasa sangat

nyeri (Shafcr, 1983; Avery, 1988; Fonseca ¢t. al., 1997).
2.4.2 Pembentukan Jaringan Granulasi

Jaringan granulasi ditandai dengan sel-sel darah merah dan meningkatnya sel

darah putih, sel-sel sistem retikuloendotelial dan benang sel endotel yang
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berhubungan dengan perluasan Kapiler-kapiler baru. Selang 24-49 jam setelah
ekstraksi tcrjadi vasodilatasi pembuluh darah di ligamen periodontal dan terjadi
mobilisasi lekosit di sekitar bekuan darah. Pada saat yang sama terjadi organisasi
fibrin. Scl-se] darah merah dapat tcrlihat diantara serat-serat fibrin, proses ini
berlanjut ke arah bagian tengah soket, di sini dapat terlihat susunan sel-sel darah
merah dan membentuk pola-pola gcometrik kecil. Permukaan bekuan darah tertutupi
anyaman fibrin yang mengandung sel lekosit PMN, sisa makanan dan deposit

hakteri.

Jaringan granulasi pertama kali muncul pada tepi soket pada hari ke-2 atau
hari ke-3 sctelah ekstraksi gigi. Pada hari ke-4, masih terdapat sel darah merah dan
tibrin tetapi sebagian telah terinfiltrasi scl-sel fibroblas dan sebagian telah digantikan
jaringan granulasi dan beberapa jaringan ikat muda. Pada hari ke-7, bagian basal dan
tepi soket tampak sel darah merah berkelompok dan bergabung dengan serat {ibrin

yang telah terorganisasi sempurna (Shafer, 1983; Avery, 1988).

2.4.3 Epitelisasi

Pembentukan epitel memberikan daya rentang pada proscs penyembuhan
luka, tetapi fungsi utama epilel adalah menutupi luka agar tidak terbuka. Pada luka
vang kecil dapat ditutup olch cpitel sendiri, tetapi pada luka yang besar dan terbuka
pada jaringan lunak, proses penutupannya merupakan kombinasi kontraksi dan
perbaikan epitel. Proses epitelisasi merupakan kombinasi pergerakan sel, mitosis se
dan diferensiasi sel-sel baru. Pada tahap awal kegiatan migrasi sel lebih penting

dibandingkan pertumbuhan sel. Pada luka bedah steril epidermis tidak langsung
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ke dermis. Jadi pertumbuhan ke bawah kedua sisi luka akan bertemu pada bagian

dermis vang dalam dan kontak dengan jaringan ikat yang baru terbentuk dibawahnya.

2.4.4 Jaringan Ikat Muda

Jaringan ikat muda ditandai dengan adanya scl-scl yang berbentuk silinder,
serat kolagen, hilangnya jaringan granulasi dan bertambahnya komponen vaskuler.
Pada hari ke-4 scl jaringan ikat muda tampak pada bagian tepi kemudian bertambah
jumlahnya dengan cepat dan meluas ke bagian tengah soket, sisa-sisa jaringan

granulasi pada bagian tengah diganti seluruhnya pada hari ke-20 (Shafer, 1983).

2.4.5 Pembentukan Tulang

Tulang-tulang spikula yang belum terkalsifikasi mulai timbul pada hari ke-7
atau awal minggu pertama setelah ekstraksi gigi. Tulang akan timbul pada daerah
yang terisolasi dan menempel pada tulang spikula lama yang mcrupakan sambungan
bagian tepi soket alveolaris, Melalui pcwarnaan preparat tulang Hematoksilin &
Eosin terlihat tulang-tulang baru bergabung dengan tulang lama, osteogenik dan
osteoblas. Aktivitas remodeling tulang juga diikuti proses resorpsi puncak alveolar
olch osteoklas (Avery, 198R}).

‘Tulang-tulang spikula pertama dibentuk pada bagian dasar dan lateral soket
dan bergabung dengan jaringan ikat muda. Jaringan tulang yang pertama terbentuk
merupakan osteoid besar dalam substansi dasar mclakromatik yang dikelilingi
osteoblas dengan sejumlah besar alkalin fosflalasc pada sitoplasmanya. Dibagian luar

usteoblas terdapal jajaran fibroblas. Pulau-pulan tulang baru terletak diantara jaringan
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ikat kemudian pulau-pulau tulang bertambah besar dan saling berhubungan seria
membentuk anyaman trabekula (aposisi), sementara itu tulang kortek terus diresorpsi
dari puncak dan dinding soket dan trabekula baru dibentuk pada soket. Pembentukan
tulang (aposisi) pada soket ini terus berlangsung disertai resorpsi penuh tulang

kortikal tepi soket hingga 4-6 bulan setelah ekstraksi gigi (Peterson ef af., 1998).

2.4.6 Faktor — faktor Yang Mempengaruhi Penyembuhan

Beberapa faktor yang dapat mempengarahi proscs penyembuhan secara
umum dikelompokkan menjadi faktor umum dan taktor lokal, faktor uroum meliput;
umur, nutrisi meliputi defisiensi protein, defisiensi vitamin C, B kompleks dan A
termasuk kafein serta faktor hormonal. Sedangkan faktor lokal meliputi; lokasi yang
dihubungkan dengan kccukupan suplai darah dan adanya infeksi. (Shafer, 1983;

Vlardy, 1989; Fonseca ef al., 1997; Peterson et al., 1998),
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BAB 3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan mengacu pada kerangka konseptual berikut

ini.

TISSUE DAMAGE - ACUTE INFLAMATION
Vascular changes leading to

Fxudates of fluid, fibrin,
PMN-L; histamine, PGE,,
etc.

= 15

collagenase \ |

COLLAGENE OSTEOBLAST
PROLIFERATION
OSTEOCLASTIC x BONE APOSITION \|
BONE RESORPTION
HEALING X

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual Penelitian
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3.2 Penjelasan Kerangka Konseptual

Pcnghambatan proses penyembuhan luka pada jaringan yang rusak dapat
dijelaskan melalui tiga jalur; Jalur 1, pelepasan mediator proinflamatori;
prostaglandin E; (PGE;) dapat merangsang produksi cnzim kolagenase yang dapat
memicu terjadinya dcgradasi kolagen, merangsang resorpsi tulang mclalui
peningkatan aktivitas osteoklastik. Peningkatan level PGk sendiri dapat langsung
menghambat proliterasi osteoblas, menurunkan aktivitas aposisi osteoblas,

Jalur 2, asupan kafein dosis tertentu dapat langsung menghambat prolifcrasi
osteoblas dan menurunkan aktivitas aposisi osteoblas,

Jalur 3, merupakan jalur gabungan, kafein dapat meningkatkan produksi
PGE,, peningkatan ini memicu terjadinya degradasi kolagen oleh enzim kolagenase
dan merangsang resorpsi tulang melalui aktivitas osteoklastik, dilain pihak kafein-
PGE, dapat menghambat proliferasi osteoblas dan menurunkan aktivitas aposisi
osteoblas.

Peningkatan aktivitas resorpsi osteoklastik dan penurunan aposisi osteoblas
dapat menghambat proses penycmbuhan luka atau perbaikan jaringan yang rusak

menjadi terhambat.

3.3 Ilipotesis Penelitian
Berdasarkan teori di atas maka dapat dirumuskan hipotesis penelitian scbagai
berikut:
1. Terdapat perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca

ekstraksi gigi sciclah pemberian kafein selama 7 hari.
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2. ‘lerdapat perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuban luka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafein selama 14 hari.

3. Terdapal perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ekstraksi gigi setelah pemberian kafein selama 21 hari.

4. Terdapat perbedaan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka pasca
ckstraksi gigi diantara pcmberian kafein selama 7 hari, 14 hari dan 21

hari.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penclitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan The

Postest — Only Control Group Design.

4.2 Sampel Penelitian

Digunakan tikus putih jantan jenis Wistar (Rattus Norvegiccus) dewasa yang

berumur sekitar 3 bulan dengan berat badan + 200 gram.

4.3 Besar Sampel

Besar sample pada penelitian ini ditentukan berdasarkan rumus sebagai

berikut (Lemcshow et af. 1990):

_ 2‘0.2 |_Z|—ﬂ t Zl—[) ]2
()ul — )2

Keterangan:
n = Besar Sampel
o = Standar Deviasi dari penelitian pendahuluan
Zo =Nilai Z pada tingkat tertentu, Z = 1,64 (1-tailed)
7 — Power of Test ( 84%)
1l - Mucan kelompok Perlakuan

Berdasarkan perhitungan tersebut didapatkan n = 4,8860. pada penclitian ini
akan digunakan n = 6 ekor tikus. Hasil perhilungan besar sample disajikan pada

lampiran 4.
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4.4 Teknik Pengambilan Sampel

Teknik pengambilan sampe! dilakukan dengan teknik “Sample Random
Sampling”, dengan cara : dari populasi tikus yang berjenis kelamin jantan dengan
umur sekitar 3 bulan dipilih yang mempunyai berat badan + 200 gram. Kemudian
secara random dikelompokkan menjadi 4 kelompok.
4.5 Variabel I'enelitian
4.5.1 Variabel bebas

Variabel bebas dalam pcnelitian ini adalah perlakvan pemberian kafein oral

dengan lama pemberian (durasi) 7 hari, 14 hari dan 21 hari.

4.5.2 Variabel tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah jumlah sel ostcoblas secara

histopatologis menggunakan pendekatan mikroskopis.

4.5.3 Variabel kendali

L. Umur, berat badan dan jenis kelamin hewan coba

2. Pakan hewan coba
Pakan berupa pelet standar untuk mencukupi energi, lemak, protein, vitamin
dan mineral (BR, CP) buatan PT. Charocn Pokphand Ind.

3. Kandang hewan coba
Ukuran kandang 50 x 40 x 20cm untuk tiap kelompok
Terbuat dari bak plastik yang ditutup dengan anyaman kawat, beralaskan
sckam. Kandang ditempatkan dalam ruangan terisolasi dan terkunci dengan

ventilasi udara yang baik dan penerangan vang alami.
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4.6 Definisi Operasional
4.6.1 Lama Pemberian Kafein

Lama pemberian kafein adalah perlakuan pemberian kafein oral dengan
jangka waktu 7 hari, 14 hari dan 21 hari. Pemberian kafein oral dengan cara melalui
sonde langsung ke lambung.

Perhitungan dosis kafcin pada tikus dikonversikan berdasarkan perhitungan
berat badan tikus schesar 200 g menerima dosis 0,018 dosis manusia dengan berat
badan 70 kg ( Paget & Barnes, 1964) sebagai berikut:

— (70/ 60) x 0,018 x dosis manusia
=0,021 « dosis manusia

Perbandingan dosis Konversi antara manusia dengan hewan coba disajikan
dalam lampiran 2.

4.6.2 Jumlah osteoblas

Jumlah ostecblas adalah banyaknya sel osteoblas pada sediaan tulang rahang
yang tampak pada lapang pandang dengan mikroskop cabaya dengan pembesaran

400x

4.7 Bahan Penelitian
4.7.1 Bahan Perlakuan

Pada penclitian ini menggunakan kafein pharmacy MERC Jerman dengan
dosis 360 mg, identik dengan 3 cangkir kopi sehari ( Soenaryo, 20011). Dosis kafein
untuk tiap tikus kelompok perlakuan adalah;

0,021 x 360 =7, 56 mg/ 200 g BB tikus
=37,8/kg
=3,78mg/100g/cc
Jadi setiap | cc larutan mengandung kafein 3, 78 mg untuk tikus dengan berat badan
100g.
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Volume maksimum obat yang dapat diberikan pada hewan coba disajikan dalam

lampiran 3.

4.7.2 Bahan Pemeriksaan
Bahan yang diperiksa adalah potongan rahang bawah ftikus yang teiah
dilakukan pencabulan gigi molar pertama kanan yang dikorbankan setelah

sebelumnya dilakukan pembinsan dengan ether.

4.8 Instrumen Penelitian

- Tang modifikasi
- Arteri clamp
- Pinset anatomis
- Feeding tubc
- Scalpel
4.8.1 Alat Memhuat sediaan Histologis
- Botol kecil untuk fiksasi dan dckalsitikasi
- Autotechnicom untuk dchidrasi, clearing dan infiltrasi
- Logam berbentuk L untuk mencetak lilin embedding
- Mikrotom untuk memotong
- Water bath
- (elas obyek dan gelas penutup

- Botol dan rak pengecatan

4.8.2 Alat Pemeriksaan Sediaan
- Mikroskop cahaya

- Occular grid
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- Kamera mikroskop
4.9 Bahan - bahan Yang Digunakan
4.9.1 Rahan untuk membuat Preparat Histologis
- Larutan buffer formalin 10 %
- Larutan HNQOj3 10 % untuk dekalsifikasi
- Alcohol 80 %, 95 %, 100 %
- Paraftin merk Histosec dari merck

- Larutan Xylene untuk clearing

4.9.2 Rahan Pengecatan Preparat Histologis
- Larutan Xylepe
- Larutan Haematoxylin
- Alkohol asam 0,5 %
- Litium Carbonat
- Larutan Eosin
- Alkohol 95 % dan absolut

- Air

4.10 Lokasi dan Waktu Penelitian
Lokasi penelitian dilakukan di Laboratorium biokimia Fakultas Kedokteran
Unair.

Waktu penelitian : mei 2004 - juli 2004

4.11 Pengelompokan Sampel
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4.11.1 Kelompok Kontrol (K)

Kelompok tikus yang hanya diberi makanan standar.
4.11.2 Kclompok Perlakuan (P)

Kelompok tikus yang diberi makanan standar dan pembcrian kafein dengan
waktu berbeda, pengelompokan sample berdasarkan lama pemberian kafein:

P1 : pemberian kafein selama 7 hari

P2 : pemberian kafein sclama 14 hari

P3 : pemberian kafein sclama 21 hari

4.12 Prosedur Penelitian

a) 4 kelompok, terdiri dari 1 kelompok kontrol (K} dan 3 kelompok perlakuan
(P1, P2, P3), schelumnya dilakukan adaptasi sclama 7 hari dan diberi

makan, minum secara ad libitum.

b) Pada kelompok kontrol dibius dengan ether kemudian gigi molar pertama
kanan rahang bawah di cabut dengan tang Khusus, selanjutnya dibiarkan

hidup hingga 7 hari.

¢) Pada kelompok P1, diberi kafein peroral selama 7 hari, selanjutnya gigi
molar pertama tahang bawah kanan diekstraksi seperti prosedur pada

kelompok kontrol, selanjutnya dibiarkan hidup selama 7 hari tanpa kafein.

d} Kelompok P2, diberi kafein selama 14 hari, selanjutnya dilakukan ekstraksi
gigi molar pertama kanan rahang bawah, sclanjutnya sampie dibiarkan

hidup sclama 7 hari tanpa kafein.
¢) Kelompok P3 diberi kafein selama 21 hari, selanjutnya dilakukan ekstraksi

gigi molar pertama kanan rahang bawah dan sample dibiarkan hidup selama

7 hari tanpa kafein.
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f) 7 hari setelah ektraksi gigi, seluruh kelompok baik kelompok kontrol (K)
maupun perlakuan (P) dikorbankan untuk diambil tulang rahang bawah

kanan dengan cara dibius over dosis dengan ether

g) Masing-masing potongan tulang rahang bawah dimasukkan dalam larutan
formalin 10 % dan selanjutnya dibuat sediaan preparat tulang rahang
dengan prosedur rutin decalsifikasi, dehidrasi, embedding dan dibuat
potongan sagital melibatkan daerah luka pada jaringan lunak dan tulang
masing-masing sample dibuat preparat 7 - sections micrometer dan dicat
dengan hcmatoxylin & eosin untuk sediaan preparal mikroskop cahaya
dengan pembesaran 100x dan 400x,

Prosedur pembuatan sediaan histologis secara lengkap disajikan dalam

lampiran 1.

4.13 Pengamatan dan Penghitungan sel (stcoblas

Pengamatan dan penghitungan jumlah sel osteoblas dilakukan di bawah
mikroskop cahaya dengan pembesaran 100 kali untuk melihat semua lapang
pandang, kemudian ditingkatkan dengan pembesaran 400 kali. Daerah yang akan
diamati ditentukan terlebih dahulu, yaitu pada daerah sepertiga apikal soket bekas
pencabutan pigi yang berbatasan dengan tulang alveolaris. Perhitungan jumlah sel
dilakukan dengan bantuan skala grafeculee yang dipasang pada lensa okuler

mikroskop.
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4.13 Alur Penelitian

Tikus Wistar
v Kafein Kafein Kafein

l 7 hari
14 hari

21 hari

pencabutan gigi molar pertama kanan RB

v

7 hari kemudian sample dikerbankan;
Sediaan Histologi jaringan tulang

v

Jumlah sel osteoblas

v

Analisis statistik

Gambar 4.1 Bagan Alur Penelitian

4.14 Analisis Statistik

Untuk mengetahui perbedaan penurunan jumlah sel osteoblas pada remodeling
penyembuhan luka setelah pemberian kafein diantara 4 kelompok digunakan analisis
statistik one- way Anova . Bila terdapat perbedaan dilanjutkan dengan analisis LSD

(Least Significant Different) untuk mengelshui perbedaan antar kelompok penelitian.

35

TESIS Pengaruh lama pemberian kafein. . . Budi Yuwono



ADLN Perpustakaan Universita Airlangga 36

lingkat kesalahan (ax ) yang digunakan adalah 0,05. Hasil uji bermakna bila

diperoleh harga p < 0,05.
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BAB S

HASIL PENELITIAN

5.1 Data Hasil Penelitian

Pengamatan dan penghitungan jumlah sel osteoblas pada penyembuhan luka
pasca ekstraksi gigi dilakukan melalui preparat tulang rahang yang telah dibuat,
selanjutnya di periksa di bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali. Sel
osteoblas akan tampak berwarna merah muda, bentuknya menyerupai scl cpitel,
kuboid dan berdiri berjajar sepanjang permukaan tulang.

Penghitungan jumlah sel osteoblas dilakukan setelah ditentukan daerah
perhitungan (counting area) yaitu daerah sepertiga apikal yang berbatasan dengan
tulang alveolaris. Dihitung jumlah sel ostcoblas yang tampak pada lapang pandang
dengan pembesaran 400 kali, agar tidak terjadi kesalahan hitung pada sel osteoblas
digunakan grateculae yang dipasang pada lensa okuler.

Gambaran hasil penghitungan rerata jumlah osteoblas pada penyembuhan
luka pasca ekstraksi gigi tercantum pada table 5.1

Tabel 5.1 Gambaran jumlah osteoblas pada kelompok kontrol, kafein 7 hari, kafein
14 hari dan kafein 21 hari.

N Mean SD
Kontrol 6 54,5000 © 3,7815
Kafein 7 hari 6 47,3333 37771
Kafcin 14 hari 6 43,3333 2,7325
Katein 21 hari 6 38,3333 1,6330
Total 24 45,8750 6,7005
37
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kontrol kaf. 7 hari kaf. 14 hari kaf. 21 hari

Gambar 5.1. Diagram batang rerata jumlah ostcoblas pada kelompok kontrol, kafein
7 hari, kafein 14 hari dan kalcin 21 hari

Berdasarkan tabel dan gambar di atas terlihat bahwa ada perbedaan jumlah
osteoblas, baik pada kelompok perlakuan; P1 (pemberian kafein 7 hari), P2 (kafein
14 hari) dan P3 (kafein 21 hari) bila di banding dengan jumlah sel osteoblas pada
kelompok kontrol. Dapat  digambarkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 terhadap jumiah
osteoblas pada penyembuhan luka pasca ekstraksi gigi (p < 0,05).

Selanjutnya untuk mengetahui perbedaan cfck lama pemberian  kafein
terhadap jumlah scl ostcoblas antar perlakuan dilakukan uji 1.8D.

Hasil sediaan preparat sel osteoblas pada penyembuhan luka pasca ekstraksi

gigi disajikan pada gambar 5.2, 5.3, 5.4 dan 5.5.
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Gambar 5.2 Hasil pewarnaan dengan 1I&E pada kelompok kontrol
(tanpa kafein). Keterangan: anak panah menunjukkan
ostenblas (pembesaran 400 kali)

Gambar 5.3 Hasil pcwarnaan dengan H&E pada kelompok P1 (diet
kafein selama 7  hari). Keterangan: anak panah
menunjukkan oasteoblas (pembesaran 400 kali)
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Gambar 5.4 Hasil pewarnaan dengan H&C pada kelompok P2
(dict kafein selama 14 hari). Keterangan: anak panah
menunjukkan osteoblas (pembesaran 1000 kali)

Gambar 5.5 Hasil pewarnaan dengan H&E pada kelompok P3
(diet kafein selama 21 hari). Keterangan: anak panah
menunjukkan osteoblas (pembesaran 1000 kali)
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5.2 Analisis Data Hasil Penelitian

Untuk menentukan analisis statistik yang digunakan data tersebut terlebih
dahulu dilakukan uji distribusi normal yaitu dengan uji Kolmogorov-Smimov. Hasil
uji ini pada setiap kelompok baik kelompok kontrol, kelompok kafein 7 hari, kafein
14 hari dan kelompok 21 hari didapatkan bahwa seluruh kelompok terdistribusi
normal (Asymp. Sig. > 0,05).

Sclanjutnya uji statistik untuk mengetahui  apakah ada perbedaan jumlah
ostcoblas diantara kelompok kontrol (KO), kelompok P1(kafein 7 hari), kelompok P2
(kafein 14 hari) dan kelompok P3 (kafein 21 hari), menggunakan wuji statistik one-
way anova dengan tingkat kesalahan (a) 0,05.

Berdasarkan hasil uji statistik one-way anova didapatkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna jumlah osteoblas diantara kelompok kontrol, kelompok
P1, kelompok P2 dan kelompok P3 (p < 0,03).

Uji statistik selanjutnya yang dilakukan adalah uji LSD) (Least Significant
Different), yaitu untuk mengetahui perbedaan jumlah osteoblas antar kelompok
sample, baik antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan maupun
kelompok perlakuan dengan kelompok perlakuan lainnya.

Tingkat kesalahan {a) yang digunakan adalah 0,05. hasil uji LSD terhadap semua
kelompok vang dibandingkan menunjukkan bahwa terdapat perbedaan jumlah

osteoblas yang bermakna (p < 0,05), seperti tampak pada table 5.2
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Table 5.2 Analisis LSD antar kelompok samplc dengan tingkat kepercayaan 0,03

Kontrol Kafein 7 hari | Kafein 14 hari | Kafcin 21 hari |

Kontrol P=0,001* P = 0,000* P=0000* ﬁ

Kafein 7 hari P = 0,038* P = 0,000* l

Kafein 14 hari | : P00 |
' Kafein 21 hari

Km.eranga.ﬁ:

* = sigmifikan pada ¢ = 0,05
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BAB 6

PEMBAHASAN

Pendapat mengenai peranan kopi terhadap metabolisme tulang masih menjadi
kontroversi, meskipun sudah banyak penelitian yang telah dilakukan untuk
membuktikan dugaan bahwa kafein atau konsumsi kopi dikaitkan dengan
peningkatan resiko terhadap fraktur, osicoporosis, penyakit periodontal dan
gangguan penycmbuhan tulang, baik secara in vitro maupun secara in vivo.

Penclitian ini dilakukan secara in vive pada tikus Wistar jantan tentang efek
lama pemberian kafein terhadap jumlah sel osteoblas pada remodeling tulang
penyembuhan luka, penelitian ini menarik untuk di kaji karena didasari hasil
penelitian yang telah dilakukan oleh Kamagata et al. (1999) secara in vitro yang
telah membuktikan bahwa asupan kafein pada media kultur sel osteoblas dapat
menurunkan aktifitas sel osteoblas untuk berproliferasi lebib lanjut.

Penelitian ini menggunakan kafein peroral dengan dosis 3,78mg/ 100g BB/
ce, dosis ini didapatkan setelah dikonversikan dengan dosis manusia yaitu 360mg
kafein atau identik dengan 3 cangkir minuman kopi atau setara dengan dosis terapi
(Sunaryo, 2001).

Jangka waktu atau l.ama pemberian kafein pada penelitian ini terdiri dari
kelompok P1 (kafein 7 hari), P2 (kafein i4 hari) dan P3 (kafein 21 hari), ha! ini
didasari dari penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Barone LM et af. ( 1995),
bahwa periode aktivitas pembentukan matrik mincral tulang dapat terlihat pada hari
ke 7 sampai ke 21 hari, schingga aktivitas sel osteoblas akan tampak pada periode

tersebul,

43
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Sel osteoblas dapat di identifikasi dari preparat tulang rahang melalui
pendekatan histopatologis dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali.
Pewarnaan preparat dengan Hematoksilin-Eosin (H&E) atau pewarnaan rutin ini sel
ostcoblas tampak berwarna merah kebiruan (basopilik) lebih tajam dari sel yang lain,
berbentuk kubeid berdiri berjajar menyerupai epitel pada permukaan tulang.

Perhitungan jumlah sel osteoblas dilakukan setelah ditentukan pada daerah
perhitungan yaitu daerah sepertiga apikal mesial pada soket gigi bekas pencabutan
gigi molar pertama kanan yang berbatasan dengan tulang alveolaris. Untuk
menghindari kesalahan penghitungan, pada lensa okuler mikroskop dipasang skala
grateculae, untuk membantu mempermudah penghitungan sel.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kafein yang diberikan peroral pada
tikus dapat menurunkan jumlah osteoblas sccara kuantitatif. Bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol pemberian kafein jangka waktu 7 hari, 14 hari dan 21 hari
dapat menurunkan proliferasi osteoblas sehingga jumlah osteoblas menurun secara
signilikan (p < 0,05).

Selanjutnya berdasarkan analisis LSD ternyata ada perbedaan pada tiap antar
kelompok baik antar kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan maupun antar
kelompok perlakuan dengan kelompok perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa
semakin tama pemberian Kafein maka akan semakin menurunkan kemampuan
aktifitas proliferasi osteoblas sehingga jumlah osteoblas akan menurun pada
remodeling penyembuhan luka.

Berdasarkan beberapa teori yang telah banyak dikemukakan sebelumnya,
pemberian kafein dapat menurunkan aktivitas. sgl osteoblas, hal ini dikarcnakan

peningkatan PGE; yang dipicu oleh peningkatan cAMP intrascluler, berikut ini
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landasan teori yang dapal menerangkan mekanisme terjadinya penurunan
kemampuan aktivitas osteoblas pada proses penyembuhan luka pada tulang.

Osteoblas merupakan suatu sel yang memiliki peran ulama dalam
pembentukan tulang. Ostcoblas sendiri akan membentuk osteosit yaitu sci-scl bundar
yang dikelilingi matriks tulang dan memiliki prosesus-prosesus panjang yang saling
berkontak dengan kanalikulus sehingga terbentuk matriks tulang yang kompak. Jika
proliferasi dan diferensiasi osteoblas terhambat, maka matrik tulang tidak akan
terbentuk secara kompak, akibatnya masa tulang berkurang dan tlang menjadi
rapuh, dikenal dengan osteoporosis {Widjajakusuma, 1995).

Kafein yang terkandung pada berbagai makanan yang dikonsumsi akan
diserap di usus kemudian dibawa ke seluruh tubuh termasuk jaringan saraf,
Mekanisme perangsangan saraf oleh kafein ini masih belum jelas, tetapi ditemukan
bahwa pugus metil yang terdapat pada substruktur kafein ketika bereaksi dengan
membran sel akan lepas. Gugus meltil ini akan berdifusi diantara dua lapisan
membran dan menambah kandungan metil pada lemaknya, selanjutnya menycbabkan
terjadinya perubahan tcgangan permukaan. Tegangan permukaan yang turun,
menyebabkan membran lebih mudah dibasahi oleh air dan zat-zat terlarut, sehingga
jon-ion mudah berdifusi dan mendorong terjadinya ion secara cfektif. Hal inilah yang
menimbulkan eksitasi antarsinaps menjadi lebih akiif. Keaktifan eksitasi ini
merupakan simulator listrik bagi lepasnya zat neorotransmitter sentral seperti GABA
(Gamma Amino Butirat Acid) atau asetil kolin yang menimbulkan respon
pascasinaps yang kuat secara aktif menstimulasi sistem saraf pusat (Ungaro et al,

1997).
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Terjadinya stimulasi sistem saraf pusat tersebut merangsang permukaan sel
untuk melepaskan enzim fosfolipase A,. Fosfolipase A; ini memacu pelepasan asam
arakidonat dari lipida membran dan kemudian dikonversi menjadi derivad siklik
PGE, melalui kerja siklooksigenasc. PGE, yang telah dihasilkan memberikan efck-
efek tcrientu pada tubuh diantaranya menghambat resorbsi elektrolit pada wbuli
proksimal dan menyebabkan air yang masuk tidak diabsorbsi ulang schinpga
cenderung diekskresikan dalam jumlah {etap. Akibatnya terjadilah diuresis, yaitu
produksi urin meningkat melebihi normal (Guyton, 1995).

Zat-zat vang dickskresikan dalam urin, selain garam-garam nitrogen juga
kalsium. Jika intake kalsium kurang maka kadar kalsium dalam darah menurun
karena dikcluarkan secara terus mencrus melalui urin. Untuk menjaga konsentrasi
kalsium tetap konstan maka kalsium dalam tulang dirombak dan dimobilisasi ke
dalam darah. Jika kalsium tulang terus menerus dikurangi, maka tulang menjadi tidak
cukup memiliki kalsium vntuk proses kalsifikasinya dan menyebabkan kepadatan
tulang berkurang scrta disertai dengan berkurangnya massa tulang (lingaro et al.,
1997).

Peranan kafein terhadap resorpsi tulang yang dikaitkan dengan kalsium
tersebut juga pernah dilaporkan olech Lerper dan Mellstrom (1992), bahwa kalcin
dapat meningkatkan pclepasan secara spontan minera) kalsium dari tulang kalvaria
bayi tikus (in vitro). sclanjutnya djkatakan bahwa kafein dengan dosis tertentu dapat
memicu peningkatan pelepasan kalsium dari tulang yang dapat mcrangsang aksi
resorpsi tulang melalui system adenilate siklase cAMP.

Peningkatan PGE, tidak hanya menycbabkan diuresis tetapi kadar PGE; yang

tinggi juga dapat secara langsung mempengaruhi diferensiasi osteoklas melalui
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peningkatan aktivitas prekursor mononukleat menjadi preosteoklas dan osteoklas
matur. Selain itu PGE; juga meningkatkan aktivitas osteoklas matur untuk
meresorbsi tulang dan mcmbentuk matriks ekstraseluler (Schwatz et «f., 1997).
Pengaruh ini dihubungkan dengan meningkatnya derajat cAMP dalam tulang melalui
aktivasi adenilat siklase yang menyebabkan peningkatan jumlah, aktivitas dan
mobilisasi ostcoklas (Offenbacher et al., 1993).

Osteoklas meresorbsi tulang dengan mekanismc scbagai berikut : mula-mula
osteoklas menjulurkan perpanjangan seperti villi ke tulang dan dari villi ini
disekresikan beberapa macam bahan yailu : (1) enzim proteolitik yang mengandung
kolagenase dan carbonic anhydrase 11 (CA I1) (2) beberapa macam asam seperti asam
sitrat dan asam laktat. Enzim kolagenase akan mendestruksi kolagen tulang
sedangkan cnzim CA [l mengkatalis perubahan CO; menjadi 11:COz intrasel,
kemudian CA 11 juga mengkatalis perubahan H»COj;. Kadar 7 yang tinggi
menyebabkan terlarutnya ion kalsium dalam tulang. Selanjutnya ion kalsium dan
kolagen tulang akan difagositosis oleh villi dan dicernakan dalam osteoklas (Miyauei
et al., 1992).

Tingginya PGE, juga dapat menurunkan diferensiasi osteoblas, melalui
rescptor spesifik vang akan meningkatkan aktivitas enzim fosfodiesterase dalam
osteoblas. Enzim ini merangsang degradasi cAMP sehingga kadar cAMP menurun
dan rhengakibatkan aktivitas ostecoblas menurun (Schwatz et al, 1997). Pada
dasarnya PGE. memang berpengaruh terhadap perombakan tulang akan terjadi lebih
clekiif.

Peningkatan PGE; oleh kafein yang berpengaruh icrhadap peningkatan

aktivitas osteoklas di atas dapat memicu terjadinya resorbsi tulang. Hal ini se¢suai
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dengan penelitian oleh Kamagata ef al. (1999) bahwa kadar 0,1 mg/ml kafein sudah
dapat meningkatkan produksi PGF; sehingga menghambat aktivitas osteoblas. Efek
lain yang dapat ditimbulkan PGE; tersebut adalah mengaktifkan osteoklas yang
berperan dalam crjadinya resorbsi tulang.

Kafcin selain dikenal sebagai minuman dan makanan yang menyenangkan
kafein diduga dapat menghambat proses penyembuhan luka. Penelitian Kamagata e/
al.(1999), membuktikan bahwa kafcin dapat menghambat proliferasi scl-sel
ostechlas  (in  vitro), melalui peningkatan cAMP oleh  penghambatan
phosphodiesterase intrascluler, peningkatan level ¢cAMP ini menunjukkan efek
penghambatan prolifcrasi osteoblas, selanjutnya dilaporkan bahwa kafein berperan
dalam metabolisme tulang.

Proses penyembuhan luka pada jaringan yang mengalami jcjas selalu diawali
oleh respon inflamasi, perubahan pertama terjadi pada tingkat vascular berupa
vasodilatasi, ekstravasasi dan eksudasi pada dacrah yang mengalami luka. Pelepasan
mediator peradangan yaitu prostaglandin E; (PGE;) di daerah luka dapat merangsang
produksi cnzim kolagenase yang dapat memicu terjadinya degradasi kolagen dan
taktor yang poten dalam resorpsi tulang, meningkatkan aktivitas osteoklastik
(Nakano et al. 1998). Dilaporkan oleh Kamagata er af.(1999), bahwa peningkatan
tingkat PGL: sendiri dapat menghambat proliferasi osteoblas, melalui peningkatan
cAMP intraseluler (in vitro).

Pelepasan PGE, di dacrah luka disertai asupan kafein dengan dosis téticntu
dapat menghambat proses penyembuhan luka. Penelitian Kamagata ef &f. (1999),
membuktikan hahwa efek gabungan kafein dan PGE; dapat menghathdat proliferasi

osteoblas secara sangat signifikan (in vitro). Selanjutnya dilaporkan bahwa asupan
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kafein juga dapat meningkatkan produksi PGE., konsentrasi kafein 0,1 mM/ml
sudah dapat meningkatkan produksi PGE;.

Berdasarkan hasil penelitian ini (in vivo) yang telah membuktikan bahwa
kafein dapat menurunkan jumlah sel osteoblas secara signifikan (p< 0,05) baik pada
kelompok kafein 7 hari, kafein 14 hari maupun kelompok kafein 21 hari dan semakin
lama pemberian kafein maka semakin menurun jumlah sel osteoblasnya, hal ini
semakin menguatkan dugaan bahwa kafein baik secara in viveo maupun in viire turut
berperan dalam metabolisme tulang; resorpsi dan aposisi pada proses penyembuhan

luka.
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BAR 7
KESIMPULAN DAN SARAN
7.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah asupan kafein secara kronis dapat
beresiko terhadap penurunan jumlah sel osteoblas. Dengan demikian dugaan bahwa
lama pemberian kafein dapat menurunkan jumlah osteoblas pada penyembuhan luka

pasca ckstraksi gigi tikus Wistar telah terbukti.

7.2 Saran

1. Asupan kafein secara kronis dapat menurunkan jumlah sel osteoblas, oleh
karena itu asupan kafein yang berlebihan dan dalam jangkah waktu lama
perlu diwaspadai oleh pasien atau orang yang beresiko terhadap kerusakan
ulang.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan rancangan Before-After Two-
GroupDesign, untuk mengetahui efck kafcin atau efek PGE; terhadap jumlah
osteoblas.

3. Perlu dikaji lebih jauh mengenai peranan kafein dalam menimbulkan

kerusakan tulang secara in vive.

50
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Lampiran 1. Pembuatan Sediaan Histologi

Prosedur pembuatan sediaan histologis menurut Leeson dkk (1991) sebagat

berikut:

1. Pengambilan Material

Untuk mengorbankan hewan coba terlebih dahulu dianesiesi, dengan cara
memasukkan hewan coba dalam toples kaca yang didalamnya ada kapas vang
dibasahi larutan ether kemudian ditutup rapat untuk beberapa saat sampai hewan
¢oba tertidur, kemudian dikorbankan.,

Untuk memotong mandibula schelumnya diinsisi mulat sudul mulut kearah
posterior sampai rahang bawah {erlepas dari tengkorak, sclanjuinya mandibula

dimasukkan ke dalam larutan fiksasi.

2. Fiksasi Jaringan

Fiksasi dengan larutan buffer formalin 10%, dengan tujuan untuk :

- Mencegah perubahan jaringan post mortem agar tidak membusuk.,

- Mengeraskan jaringan

- Meningkatkan indeks bias dari berbagai komponen jaringan

- Meningkatkan afinitas jaringan terhadap bahan cat.

Volume larutan fiksasi paling sedikit 10 kali dari volume jaringan vang
difiksasi. Fiksasi dilakukan dua tahap; setelah 48 jam pertama larutan
fiksasi diganti yang baru dan jaringan dipotong lebih kecil agar {iksasi
bisa penetrasi merata ke dalam jaringan. Pada tahap kedua ini

dibiarkan dalam larutan selama 48 jam.
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3. Pengolahan Jaringan

Setelah dilakukan fiksasi jaringna dibilas dengan air mengalir selama 6-9 jam,
kemudian pengolahan berikutnya menggunakan alat autotechnicom selama 24 jam,

Proses tersebut berlangsung dengan urutan sebagai berikut:

3.1 Dehidrasi

Dehidrasi adalah proses untuk mengceluarkan air dari dalam jaringan sehingga
paraffin dapat masuk ke dalam jaringan. Dchidrasi ini dilakukan dengan cara
memasukkan jaringan ke dalam aicohol secara berurutan mulai dart  konsentrasi
80% sclama 1 jam, alcohol 95% selama 1 jam sebanyak 2 kali kemudian alcohol

100% (ahsolut) selama 1 jam sebanyak 3 kali.

3.2 Clearing

Bertujuan untuk menjernihkan jaringan, dilakukan dengan cara memasukkan
ke dalam larutan Xylene sclama 0,5 — 1 jam sebanyak 2 kali. Pada |0 menit terakhir
suhu proses clearing ini dinaikkan sampai 62°C dengan memasukkan ke dalam

incubator.

3.3 Infiltrasi 1

Masih tetap di dalam incubator bagian lunak jaringan dilakukan infiltrasi,
Diusahakan agar paraffin jangan sampai mengenai jaringan keras. Hal ini dapat
dilakukan dengan meletakkan polongan jaringan sedemikian rupa pada penyangga
dari kawat sehingga jaringan lunaknya saja yang tercelup dalam cairan paraffin.

Infiltrasi pertama ini dilakukan tidak lebih dari 5 menit, bahkan pada jaringan lunak
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yang tipis seperti membran periodontal cukup diolesi cairan paraflin. Kemudian
setelah selesai infiltrasi I ini, jaringan dicclupkan ke dalam xylene selama 2-3 menit
untuk menghilangkan paraffin yang ikut masuk ke dalam jaringan keras. Kemudian
dimasukkan ke dalam alcohol 93% selama setengah jam. Selanfutnya dicuci dengan

air mengalir sclama 1-2 jam.

3.4 Dekalsifikasi

Jaringan terlebih dahulu dibilas dengan aquades dan selanjutnya dimasukkan
larutan asam format 10% selama 24 jam schingga garam-garam kalsium dalam
jaringan keras akan larut. Tujuan dekalsifikasi ini untuk membuat jaringan keras
menjadi lunak sehingga mudah untuk dipotong.
Pada saat dekalsifikasi berlangsung larutan yang digunakan diganii seliap hari,

setelah selesai dekalsifikasi dicuci dalam air mengalir selama 6 jam.

3.5 Dehidrasi 11
dilakukan dehidrasi kembali (sama seperti butir 3.1)
3.6 Clearing 11
dilakukan clearing lagi (sama scperti butir 3.2)
3.7 Infiltrasi Il
Tujuan tahap ini adalah memasukkan paraffin ke dalam jaringan dengan cara
mencelupkan jaringan ke dalam paraffin yang telah dicairkan pada suhu 62°C selama

1.5 jam dan dilakukan dua kali.
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3.8 Embedding

Disini jaringan ditanam ke dalam balok paraffin, caranya paraffin cair
dituangkan ke cetakan yang dibentuk dari 2 logam L yang disusun membentuk kotak
vang diberi alas lembaran logam. Segera setelah paraffin cair dituangkan ke cetakan,
potongan jaringan dimasukkan memakai alat pinset dengan arah permukaan jaringan
yang akan dipotong menghadap kedasar kemudian bagian atas diberi label tanda.

Setelah paraffin mengeras selanjutnya logam cetakan dapat dilepas.

3.9 Pemotongan

Pemotongan dilakukan dengan rotary microtome secara serial dengan
ketebalan 6 p. Selama waktu pemotongan suhu blok diusahakan rendah yaitu 5-
10°C, hal ini diusahakan dengan mendinginkan blok dan pisau pemotong dengan air
cs. Gunanya agar sedian tetap basah yang tertanam blok dapat terpotong dengan baik.
Dart potongan-potongan ini dipilih yang bagus kemudian dimasukkan kedalam water

bath.

4. Pengecatan Jaringan
Setelah dipilih potongan yang baik diletakkan di atas gelas obyek kemudian

dilakukan pengecatan dengan cara sebagai berikut:

4.1 Deparafinisasi
Tujuan tahap ini untuk menghilangkan paraffin yang menempel pada irisan

Jaringan schingga bahan cat dapat melekat. Dilakukan dengan mencelupkan ke dalam
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larutan Xylene selama 2 menit. Kemudian masukkan ke dalam alcohol absolut

selama 3 menit, alcohol 95% selama 3 menit selanjutnya dicuci dengan air.

4.2 Pengecatan dengan larutan Hacmatoksilin
Dimasukkan ke dalam larutan haematoksilin selama 5 menil, Hacmatoksilin
ini untuk mewarnai inti sel, kemudian dicuci dengan air mengalir untuk

menghilangkan kelebihan cat.

4.3 Dekolorisasi

Tahap ini bertujuan untuk menghilangkan kelebihan haematoksilin di dalam
jaringan, dilakukan dengan cara dicelupkan dalam asam alcohol 0,5% sebanyak 3

kali celupan. Kemudian dicuci dalam air selama 1 menit.

4.4 Pengecatan dengan Lithium Karbonat
dimasukkan kc dalam larutan lithium karbonat selama [-2 menit agar

didapatkan inti membiru. Kemudian dicuci dalam air mengalir sclama 5-10 menit.

4.5 Pengecatan dengan Eosin
Dimasukkan ke dalam larutan eosin selama 0,5-10 menit. Tujuan dari tahap

ini untuk memberi pewarnaan pada sitoplasmanya. Kemudian dicuci dengan air.

4.6. Dehidrasi

Dilakukan dengan memasukkan ke dalam alcohol 95% selama | menit dan

kemudian dalam alcohol abselut 2 kaii.
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4.7 Clearing
Bertyjuan untuk menghilangkan sisa-sisa alcohol dengan cara memasukkan

ke dalam larutan xylene selama beberapa menit sebanyak 3 kali.

4.8 Mounting

Mounting scdiaan ditetesi entellan kemudian ditutup dengan gelas penutup

dan sediaan siap dilakukan pemeriksaan di bawah mikroskop cahaya,
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Tabel Perbandingan Dosis

50 | 200g | 400g | Lske| 20ks | 40kg | 12,0kg | 70,0kg
Mouse | Rat | Guinea | Rabbit | Cat Monkey Dog Man

L pig ]
2%g : _

Mouse . 1,07 7.0 1225 | 27,8 297 64,1 1242 3879
200 g

Rat 044 | 1,0 | 174 | 39 | 42 92 17,8 56,0
g

.Guinca 0,08 0,57 1,0 2,25 24 5.2 10,2 315
'pi2 04—

1.5kg

Rabbit | 004 | 025 | 044 | 1,0 | 1,08 2.4 a5 | 142
TEF‘O kg
{Cat | 005 [ 025 | 041 | 092 | 1,0 | 272 4.1 13,0
40 kg

Monkey | 0016 ) 0,0l | 0,19 | 042 | 045 | 1,0 1,9 6,1
12.0ke

| Dog 0,008 | 0,06 | 0,10 | 022 | 0024 0,52 1,0 3,1
70,0 ke | :

Man 0,0026 | 0,018 | 0,031 0,67 0,676 0,16 032 | 1,0
Sumber : Paget, G & Barnes, JM., 1964, Toxicity Test in. Laurcnce, DR and

Bacharali, Al, Evaluation Drug Activities: Pharmacometries, Vol.l,

London : Academic Press , p.161.
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Lampiran 3. Tabel Volume Maksimum Larutan Obat Yang Dapat Diberikan
Pada Hewan Coba

Tahel Volume Maksimum 1.arutan Obat Yang Dapat Diberikan pada
Hewan Coba

T Volume Maksimum Sesuai Jalan Pemberian
Hewan _ } (mml) .
v Lin iLp | s¢ p.o
: Menert
(20-30g) 0.5 0,05 1,0 05-1 1,0
Tikus " P S
(109 g) 1,0 0,1 2. (5 20-50 50 ¢
_Nfarmol i . -
250 g) i - 025 20-5,0 5,0 10,0
- Kelinei ' i L - '
{2500 g) ¢ 50-100 0,5 100-20,0] 50-100 20,0
CAnjiog | ' -
(5000 ) 10.0~-200 5.0 20,0 — 50,0 10,0 1000

Sumber : Ritchel, 1978 cit Donatus dan Nurlaila, 1986
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Lampiran 4. Perhitungan Besar Sampel

Besar sample pada penclitian ini ditentukan herdasarkan rumus sebagai

berikut (I.emeshow et al. 1990):

e VAN A |

n .
(1 — 1)

Keterangan:
n = Besar Sampel
Vi = Standar Deviasi dari penelitian pendahuluan
Za — Nilai Z pada tingkat tertentu, 7. = 1,64 (1-tailed)
Zy = Power of Test ( 84%0)
n = Mean kelompok Perlakuan

Berdasarkan rumus tersebut didapatkan besar sample:

| 2.(3,7815)[1,64 + 0,847
(46,3334 — 38,3333)

1758977
(36)
n = 4,8860
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Lampiran 5. Tabel Data Hasil Penelitian

Tabel 5.1 Data jumlah osteoblas pada ketompok kontrol, kafein 7 hari, kafein 14 hari
dan kafein 21 hari.

Pengaruh lama pemberian kafein. . .

Pl P2 P3|
KONTROL Kafein Kafein Kafein
7 hari 14 hari 21 hari
i 56 42 44 40
@ 2 60 48 42 39
o)
3 (3 49 52 47 38
8
A | 54 45 39 40
i o
=
g 5 52 51 45 37 |
6 56 46 43 36
Mean 54.4 473 43.3 38.3
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Lampiran 6. Data Hasil Analisis Statistik

1. Uji distribusi Normal

Uji Distribusi Normal
Kelompok Kontrol

One-Sample Kolmogorav-Smirnov Test

Jumlah sef

usteoblast

N 6
Normat Farameterss?  Maan 54,5000
Std. Deviation 37815

Most Extreme Absolute 79
Differences Positive 179
Negative - 154

Koimogarov-Smirnov 2 439
Asymp. Sig. {2-tailed) 9

a Test distribution is Normal,
b. Calcuiated from data

Kelompok Kafein 7 hari

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel

astenblast

N G
Nurmal Parametersa b pean 47 3333
Std. Deviation 37771

Most Extreme Absolule 167
Ciffercnces Posilive 138
Negalive - 167

Kolmogorow-Smirmoy 7 410
Asymp Sig (2-talled) 996

4. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data
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Lanjutan Uji Distribusi Normal

Kelompok Kafein 14 hari

One-Sample Kolmogoroev-Smirnov Test

Jumlah sel

osteoblast

N 6

Normal Parameters®?2  Mean 43,3333

3td. Deviation 2.7325

Most Exlreme Absolute 146

Differences Positive 110

Negative -,146

Kolmagorov-Smirneov Z .358

sAsymp Sig. (Z-talled) 1,000

a Test distribution is Normal.

b. Calculaled from data.

Kelompok Kafein 21 hari

One-Sample Kalmogorov-Smirnov Test

Jumlah sel

usteoblast

N 3]
Normal Parameters™  Mean 38,3333
Std Dewviation 1.6330

Most Extiemne Absoiute 180
Differences Pnsitive Jba
Negative - 180

Kolmogorov-Smirmnov 7 440
Asymp. Sig. (2-tailed) 980

a. Test distribution is Narmal.

b Calculated from data.

TESIS
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Uji Beda Mean ANOVA ONE-WAY

Uji Beda Mean ANOVA ONE-WAY

Descriptives

Jumlah s&! osteoblast

5% Confidence Interval for
_ Mean
N Mean Std Dewiation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimuin | Maximum
Kantrol G 54,5000 37815 1,5438 50,5315 58 4685 45,00 60,00
Kafein 7 han 6 47 3333 37771 1.5420 43,3695 51,2972 42,00 52.00
Katfein 14 hari 6 43 3333 2,7325 1.1155 40,4657 46 20004 39,00 47 00
Kafein 21 han & 38,3333 1,.6330 6667 36,6196 ¢ 40,0471 36,00 40.00
Total 24 | 458750 68,7005 13677 43,0456 | 48,7044 36,00 60,00
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah sel asteoblast
Levense
Statistic df dt? Sig.
1,270 3 20 2
ANOVA
Jumiah sei ostechlast
Sum of !
Squares df i Mean Squarc F Sig.
Beotween Groups 839,125 3. 79.708 28910 00
Within Groups 193,500 ! 20 - 9675
Total 1032 625 | 23 |
67
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Ujt Least Significant Different (LSD)

Dependent Variable: Jumiah sel osteablast

Multiple Comparigons

LSD
Mean
Difference 95% Confidence interval
{h Kelompok perlakuan  (J) Kelompok perlakuan {I-J} Sid. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Kontrol Katein 7 hari 7.1667* 11,7958 001 34206 10,8127
katein 14 hari 11,1667+ 1,7958 | 000 74206 14 6127
Kafein 21 hari 16,1667+ 1.7958 D00 12,4206 19,6127
[ Kafein 7 hart Kontrof N 71667 17958 001 108127 34206
Kafein 14 hari 40000 1.7958 038 2540 7.7460
Kafein 21 hari 9,0000* 1.7958 000 52540 12,7460
Kafemn 14 hari Kontrol [ 41.1667*  1.7958 | 000 14,9127 -7 4208
Kafcin 7 haii -4,0000" 1,/958 038 -7.7460 -.2540
Kafcin 21 hari 5,0000" 1,7958 on 1.2540 &.,7480
Katein 21 har Kontrol -16,16867" 1.7958 ‘000 -19.9127 -12.,4206
Kaleirt 7 hari -9,0000* 1.7958 000 -12,7460 -5,2540
Kalein 14 hari -5,0000* 1.7958 011 -8, 7480 -1,2540
" The mean difference is significant at the .05 levet.
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