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Ekspresi COX-2 setelah pemberian ekstrak etanolik kulit manggis
(Garcinia mangostana Linn) pada tikus wistar

(COX-2 expression after mangosteen rind (Garcinia mangostana Linn)
etanolic extract administration in wistar rats)

Rendra Chriestedy Prasetya,! Tetiana Haniastuti,> dan Nunuk Purwanti®

! Bagian Biomedik, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember-Indonesia

2 Bagian Biologi Mulut, Fakultas Kedokteran Gi gi Universitas Gadjah Mada, Jogjakarta-Indonesia
3 Bagian Biomedik, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada, Jogjakarta-Indonesia

ABSTRACT

Background: Cyclooxygenase is an enzyme for prostaglandins (PGs) synthesis from arachidonic acid. Cyclooxygenase have been
characterized and named as COX-1 and COX-2. COX-1 is responsible for constitutive PGs production under physiological condition
and maintains normal function. On the other hand, while COX-2 expression is inducible by cytokines and endotoxin. Periodontitis
is a chronic inflammatory disease caused by anaerobic bacteria especially gram negative bacteria. The periodontitis occurrence is

Jollowed by increased of COX-2 expression. Mangosteen rind (Garcinia mangostana Linn) contains gamma mangostin which inhibits

the synthesis of PGE2 through inhibition of COX-2 expression. Purpose: This research was aimed to study COX-2 expression in
experimental-induced periodontitis in wistar rats after mangosteen rind etanolic extract administration. Methods: Forty eight male
wistar rats were induced periodontitis by putting silk ligature subgingivally around the cervical of the anterior lower teeth for 7 days.
After the ligation was taken out, the rats were divided into 4 groups, and treated orally with mangosteen rind extract 60 mg/kg BB,
30 mg/kg BB, ibuprofen and saline respectively. The rats were sacrificed on the Ist, 3rd, 4th, 7th day after the treatment. The rats’
anterior lower jaws were processed for paraffin embedded tissue, cut serially and stained with immunohistochemistry. COX-2 expression
were observed and counted under the microscope (400x). The data were analyzed using kruskall wallis test. Results: Kruskal wallis
test showed a significant difference COX-2 expression among group indicating that mangosteen rind etanolic extract affected COX-2
expression. Conclusion: Mangosteen rind etanolic extract reduced COX-2 expression in periodontitis rats.

Key words: Periodontitis, Garcinia mangostana Linn, mangosteen rind etanolic extract, cyclooxygenase-2, wistar rats
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lari asam arakhidonat. Siklooksigenase dibagi
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Latar belakang: Siklooksigenase adalah enzim yang mensiniesis pr
menjadi 2 yaitu COX-1 dan COX-2. COX-1 bertanggung jawal
normal, sedangkan ekspresi COX-2 dapat terinduksi oleh sitokin dan endotoksin. Periodonniis adalah penyakit peradangan kronis yang

1disi fisiologis dan mempertahankan fungsi

disebabkan oleh bakteri anaerob terutama bakteri gram negatif. Terjadinya periodonnis ditkuti oleh peningkatan ekspresi COX-2. Kulit

buah manggis (Garcinia mangostana Linn) mengandung mangostin gamma vang ambat sintesis PGE2 melalui penghambatan

COX-2. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk meneliti ekspresi COX-2 pada nikus wistar jantan yang diinduksi periodontitis setelah

pemberian ekstrak etanolik kulit manggis. Metode: Empat puluh dela for nikus wistar jantan diinduksi periodontitis dengan

meletakkan ligatur sutra pada subgingiva sevikal gigi anterior rahang bc selama 7 hart. Setelah ligatur dilepas, tikus dibagi dalam
4 kelompok yaitu ekstrak kulit manggis dosis 60 mg/kg BB, 30 mg/kg BB, i

didekapitasi pada hari ke-1,3, 5 dan 7 setelah perlakuan. Rahang bawah gigi

i saline dengan pemberian secara peroral. Tikus
m dilakukan pemrosesan menjadi blok paraffin,

dipotong serial dan dilakukan pewarnaan imunohistokimia. Ekspresi COX-2 diamari di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x.
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Data pengamatan dianalisa dengan uji kruskall wallis. Hasil: U Jji kruskall wallis menunjukkan terdapat perbedaan bermakna ekspresi

COX-2 diantara kelompok perlakuan yang mengindikasikan bahwa ekstrak kulit man ggis mempengaruhi ekspresi COX-2. Simpulan:

Ektrak etanolik kulit manggis menurunkan ekspresi COX-2 pada tikus dengan periodontitis.

Kata kunci: Periodontitis, Garcinia mangostana Linn, ekstrak etanolik kulit manegis, tikus wistar

Korespondensi (correspondence): Rendra Chriestedy Prasetya, Bagian Biomedik. Fzkultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. J1.

Kalimantan no. 37 Jember 68121, Indonesia. E-mail: rendrachriestedy @ gmail.com

PENDAHULUAN

Siklooksigenase dikenal juga prostaglandin H synrhase
merupakan enzim kunci dalam sintesa prostaglandin.’
Siklooksigenase disintesis dari membran fosfolipid vang
didegradasi oleh enzim fosfolipase A2 (PLA2). As
arakidonat diubah menjadi prostaglandin H2 (PG-H?2
oleh enzim siklooksigenase dan sintesis PGE2 oleh enzim
prostaglandin sintase (PGES).? Siklooksigenase terdiri dari
2 isoform yaitu COX-1 dan COX-2.

Siklooksigenase-1 merupakan enzim utama vans
ditemukan di banyak jaringan dan berta
dalam menjaga fungsi normal tubuh ter

din

Periodontitis merupakan inflam
mengenai jaringan periodontal gig
terjadinya periodontitis adalah invasi bakier
terutama bakteri gram negatif anaerob.” Gambaras ki
periodontitis adalah kemerahan. terjad: perubanas ©omoe
tekstur halus mengkilat, kedalaman pr bing vang dalar
diikuti dengan hilangnya attachmen: dan ke
alveolar. Apabila kerusakan tulang alvec
akan menyebabkan kehilangan gigi (001 |
gambaran histologis periodontitis adalah meninzizimy =
infiltrasi sel inflamasi terutama makrofag dan lim:-<
Bakteri dan produknya akan menginduksi sel untuk
mensintesis Interleukin-1 dan Tumor necrosis ractor-a
(TNF-0). Interleukin-1 dan TNF-o. akan mempengaruh:

melalui metabolisme asam arakhidonat.’

Saat ini perawatan periodontitis adalah perawatan
mekanis yang ditunjang dengan penggunaan antibiotik
dan anti inflamasi. Perawatan mekanis meliputi skaling
dan rootplaning serta perawatan bedah yang bertujuan
untuk mengurangi akumulasi plak dan kalkulus. Pemberian
antibiotik dan anti inflamasi sebagai terapi tambahan dalam
perawatan periodontitis bertujuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri, mengurangi bertambah parahnya
periodontitis serta menurunkan infiltrasi sel inflamasi.®

Manggis merupakan tumbuhan yang berasal dari Asia
tenggara meliputi Indonesia, Malaysia, Thailand. Manggis

sional. buahnya dipakai untuk
1 buah. Secara tradisional buah
S al obat sariawan, wasir dan
i1 Suen Simaniaaikan sebagal pewarna termasuk
s Zan 2 repusannya dimanfaatkan sebagai obat
i S2iznz nohon dipakai sebagai bahan bangunan,
£avu bawer 2ien weranman - Kulit buah manggis (Garcinia
1gosiana I ‘=lzh dimanfaatkan oleh masyarakat
schzze ooa amtonilamess Khasiat anti inflamasi kulit buah
juez berasal dari seny a\\agolonganxantonyang

iermasuk & dalamnya a-mangostin dan y-mangostin.'©
H al'' menunjukkan bahwa alfa
< “xan menghambat produksi nitrit
2z (NO .. Prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis
©TNE 2 Zam mduciple NOS (iNOS) pada sel RAW
264 7 yamg dumduksi lipopolisakarida.!! Selain itu hasil
- ‘ =t 21 -~ menunjukkan bahwa gamma
maEmensim mamps menghambat r\glepasan PGE2 dengan
memshaminet efspress COX-2 dan mRNA pada sel glioma
6 vane dinduksi Ca”* ion “vphore A23187 (in vitro).
b iti pengaruh ekstrak kulit
sixlooksigenase-2 pada gingiva

ar vang dEndoksi periodontitis.

AN DAN MFTODE
© meozzunakan 48 ekor tikus wistar
1 berat badan 175-200 gram.
njeksi ketamine HCI secara
i 101 paha belakang dengan dosis
- .20 zam merz BB Kulit manggis diidentifikasi
I =1 Farmasi Fakultas Farmasi
VTSl Pembuatan ekstrak kulit manggis
Tlaviwam oL FFT emn 1 UGM Yogyakarta dengan metode
zdalah metode perkolasi dengan

f
|
i
£
(

s dilakukan dengan mengikat
arure) ukuran 3,0 pada daerah
incisivus rahang bawah. Pada

kg BB. kelompok yang diberi

casiav oo man o s dosis 30 mg/kg BB, kelompok kontrol
JSIED wamz Sen thuprofen 9 mg/kg BB dan kelompok
kon nega znz diben saline 0,5 ml. Pemberian
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Hari ke-1 Hari ke-3 Hari ke-5 Hari ke-7

Ekstrak kulit
manggis 60 mg/kg
BB

Ekstrak kulit
manggis 30 mg/kg
BB

Ibuprofen

Saline

Gambar 1. Ekspresi COX-2 pada gingiva tikus periodontitis hari ke-1,3.5 dan 7 setelah pemberian ekstrak kulit manggis 60 mg/kg
BB, ekstrak kulit manggis 30 mg/kg BB, ibuprofen dan saline. Ekspresi COX-2 tampak di daerah sulkus gingiva meluas
di jaringan ikat di bawah epitel junctional dan sulkuler. Tampak Ekspresi COX-2 dengan intensitas kuat pada kelompok
ekstrak kulit manggis 60 mg/kg BB pada hari ke-1 dan terus menurun dengan intensitas lemah pada hari ke-7. Ekspresi
COX-2 dengan intensitas kuat pada kelompok saline hari ke-1 dan ke-7. Sel yang mengekspresikan sel epitel basal (),
fibroblast (\) dan makrofag (\).
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fosfolipase A2. Siklooksigenase (COX) merupakan enzim
yang disintesis dari metabolisme asam arakhidonat.
Siklooksigenase berperan pertama kali mengkatalisis 2
tahap biosintesis prostaglandin dan terdapat dalam 2 bentuk
yaitu COX-1 dan COX-2. Siklooksigenase 1 berperan
dalam proses homeostasis sedangkan COX-2 jumlahnya
meningkat saat terjadi inflamasi dan berperan dalam sintesis
prostaglandin terutama PGE2.'® Peningkatan ekspresi
COX-2 akan meningkatkan sintesis PGE2. Peningkatan
sintesis PGE2 akan menyebabkan peningkatan vasodilatasi
dan permeabilitas endotelium yang berakibat meningkatkan
infiltrasi sel inflamasi.’

Penurunan ekspresi COX-2 pada kelompok yang
diberi ekstrak kulit manggis lebih baik dibandingkan
kelompok ibuprofen (kontrol positif) maupun kelompok
saline (kontrol negatif), hal ini diduga disebabkan oleh
kandungan kulit manggis sebagai bahan antiinflamasi.
Kandungan kulit buah manggis adalah golongan xanton
yang termasuk di dalamnya alfa mangostin dan gamma
mangostin.'® Gamma mangostin dari kulit buah manggis
mampu menghambat ekspresi MAPK, NF-kB dan AP-1
dalam makrofag.!” Hasil penelitian Liu et al'® secara in vitro
alfa mangostin kulit manggis terbukti mampu menurunkan
induksi lipopolisakarida (LPS) terhadap sintesi sitokin pro
inflamasi TNF- o dan IL-4 melalui penghambatan ekspresi
gen oncostatin M pada jalur MAPK pada kultur sel U937.

Penurunan sekresi IL-1 dan TNF-o akan menurunkan
ekspresi COX-2 karena hambatan sinyal dari IL-1 dan
TNF-a untuk lepasnya fosfolipid dari membran sel,
sedangkan ekspresi COX-2 pada kelompok kontrol negatif
lebih tinggi. Jumlah mRNA dan protein COX-2 gingiva
pada subyek dengan periodontitis kronis lebih tinggi
dibandingkan yang sehat.!” Hal ini diperkuathasil penelitian
Mesa et al>’ bahwa ekspresi COX-2 pada pasien gingivitis
ataupun periodontitis lebih tinggi dibandingkan dengan
gingiva yang sehat.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan ekspresi COX-2
pada kelompok ekstrak kulit manggis 60 mg/:

30 mg/kg BB. Hal ini kemungkinan disebabkan cleh
komponen senyawa yang terkandung dalam kulit man
terdiri dari gabungan beberapa senyawa kimia vang
saling bersinergi.”’ Komponen yang terkandung dalam
kulit manggis antara lain triterpenoid, xanton, vitamin
B1, kalsium dan zat besi. Senyawa paling utama adalah
golongan xanton yaitu alfa mangostin, beta mangostin,
gamma mangostin, mangostanol, garcinon dan E gartanin.'”
Semakin besar dosis yang diberikan semakin banyak
komponen-komponen yang bekerja sinergis satu sama
lainnya juga semakin kuat bekerja sebagai antiinflamasi
sehingga infiltrasi sel inflamasi dan ekspresi COX-2 yang
terhambat juga besar.?> Penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak kulit manggis mampu menurunkan ekspresi COX-2
pada tikus wistar yang diinduksi periodontitis.
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ABSTRACT

Background: Determination of orthodontic treatment plan with or without teeth extraction remains controversial, especially in
borderline cases, so it requires more data and information to establish appropriate treatment plans in order to obtain optimal treatment
results. Purpose: The study was aimed to determine the facial soft tissue changes in the borderline class I cases treated with and without
tooth extraction on post-orthodontic treatment. Methods: The study was conducted on 28 lateral cephalograms, divided into two
groups; 13 cases with tooth extraction, and 15 cases without tooth extraction. The subject criterias were as follows; class I malocclusion
treated with straightwire technique, skeletal class I in range of age between 18 to 30 years old, normal overjet 2-4 mm, arch length
discrepancy between 2.5 to 5 mm, Index of Fossa Canine (IFC) between 37% to 44%, did not using extraoral devices, and treated with
teeth extraction of 4 second premolars or without tooth extraction. The measurement of nasolabial angle, labiomental angle, and linear
position of the upper and lower lip to E-Ricketts line were done on each cephalogram before and after orthodontic treatment. Results:
In teeth extraction cases, there was a change on upper and lower lips positions (p<0.05), but there were no changes on nasolabial
angle and labiomental angle (p>0.05). In non teeth extraction cases, there were no changes in nasolabial angle, labiomental angle,
and lips positions (p>0.05). Both of groups also have indicated that there were no changes on linear position of the upper and lower
lip (p>0.05). Post-orthodontic treatment indicated a significant differences between extraction and nonextraction cases on nasolabial
and labiomental angle, and lips position (p<0.05). Conclusion: The Jacial soft tissue profile changes on teeth extraction case was
more retruded than non- teeth extraction case.

Key words: Class I malocclusion, borderline cases, facial soft tissue profile, teeth extraction, non teeth extraction
ABSTRAK
Latar belakang: Penentuan rencana perawatan ortodonti dengan perncarusan 2t tanpa pencabutan masih menjadi kontroversi,

terutama pada kasus borderline, sehingga diperlukan lebih banyak

uk menetapkan rencana perawatan yang

tepat agar didapatkan hasil perawatan optimal. Tujuan: Studi ini bertuiiar mereli perubahan profil jaringan lunak wajah sesudah

perawatan ortodonti dengan pencabutan dan tanpa pencabutan. Metode: Penzulburan dilakukan pada 28 sefalogram lateral yang
terdiri dari 2 kelompok, yaitu 13 sefalogram lateral untuk kasus dengan pencabuian oioi dan 15 sefalogram lateral untuk kasus tanpa
pencabutan gigi. Kriteria subjek penelitian adalah maloklusi klas [ yang

engan teknik straightwire, hubungan skeletal klas
antara 2,5=5 mm, Indeks Fossa Canina (IFC)
utan 4 premolar kedua atau tanpa pencabutan.

1, berusia 18-30 tahun, overjet normal antara 2—4 mm, diskrepansi pc

antara 37%-44%, tidak menggunakan alat ekstraoral, dan perawatan dengan pencat

Pada tiap sefalogram dilakukan pengukuran sudut nasolabial, sudut labiomen:al dan pengukuran linier posisi bibir atas dan bawah

terhadap garis E Ricketts sebelum dan sesudah perawatan ortodonti. Hasil: Pada kel ympok pencabutan terdapat perubahan posisi
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bibir atas dan bawah terhadap garis E Ricketts (p<0,05), namun tidak terdapat perubahan sudut nasolabial dan sudut labiomental
(p>0,05). Pada kelompok tanpa pencabutan tidak terdapat perubahan pada sudut nasolabial, sudut labiomental, dan posisi bibir

(p>0,05). Terdapat perbedaan sudut nasolabial, sudut labiomental, dan posisi bibir antara kelompok dengan pencabutan dan tanpa
pencabutan sesudah perawatan ortodonti (p<0,05). Simpulan: Profil jaringan lunak wajah kelompok yang dirawat dengan pencabutan
gigi menjadi lebih retrusi daripada profil jaringan lunak wajah kelompok yang dirawat tanpa pencabutan.

Kata kunci: Maloklusi klas I, kasus borderline, profil jaringan lunak wajah, pencabutan gigi, tanpa pencabutan gigi

Korespondensi (correspondence): Pinandi Sri Pudyani, Bagian Ortodonsia, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada. J1.
Denta I, Sekip Utara Yogyakarta 55281, Indonesia. E-mail: pinandi@yahoo.com

PENDAHULUAN

Salah satu alasan utama pasien membutuhkan perawatan
ortodonti adalah untuk meningkatkan penampilan
fasialnya.! Profil fasial yang seimbang dan harmonis
menjadi tujuan utama perawatan ortodonti masa kini.
Penelitian mengenai interaksi antara perawatan ortodonti
dan estetika profil fasial telah dilakukan sejak beberapa
tahun yang lalu. Hasil dari penelitian tersebut menunjukkan
bahwa beberapa prosedur ortodonti, termasuk pencabutan
gigi, dapat mempengaruhi profil jaringan lunak, namun
konsekuensi dari pencabutan masih menjadi kontroversi.?

Faktor utama yang menentukan kebutuhan untuk
pencabutan premolar dalam perawatan ortodonti diantaranya
adalah diskrepansi panjang lengkung, protrusi incisivus
mandibula, curve of Spee, dan protrusi bibir.> Penentuan
rencana perawatan ortodonti dengan pencabutan atau tanpa
pencabutan hingga saat ini masih menjadi kontroversi,
terutama pada kasus-kasus borderline, sehingga diperlukan
lebih banyak data dan informasi untuk menetapkan rencana
perawatan yang tepat sehingga didapatkan hasil perawatan
yang optimal. Penelitian mengenai pengaruh perawatan
ortodonti pada kasus borderline maloklusi Klas I masih
sangat sedikit dilakukan.! Malrelasi transversal ataupun
vertikal pada rahang, seperti gigi yang berjejal dan
iregularitas merupakan penyebab umum dari maloklusi
Klas I dan umumnya perawatan dapat dilakukan dengan
pencabutan atau tanpa pencabutan gigi-gigi permanen.*

Konsep pasien dalam kelompok borderline telah
didiskusikan secara luas dalam ilmu ortodonti, namun hanya
sedikit penelitian yang dilakukan untuk mendefinisikan
istilah tersebut secara tepat.” Carey® merupakan orang
pertama yang menggunakan istilah borderline dalam
literatur dan menyarankan pasien dengan diskrepansi
panjang lengkung kurang dari 2,5 mm harus dirawat dengan
tanpa pencabutan, sementara pasien dengan diskrepansi
panjang lengkung lebih dari 5 mm harus dirawat dengan
pencabutan empat premolar pertama. Pasien intermediet,
:izu horderline, dengan diskrepansi panjang lengkung
-5 mm dirawat dengan pencabutan empat premolar

o

1z berjeial lebih sering terjadi karena defisiensi lebar

‘emzwomz Campada defisiensi panjang lengkung. Howes

menemukan hubungan antara total lebar 12 gigi-gigi dari
anterior hingga molar kedua dan lebar lengkung gigi pada
regio premolar pertama, sehingga didapatkan rumusan,
yaitu indeks fossa canina kurang dari 37% merupakan
indikasi perawatan dengan pencabutan, indeks fossa canina
lebih dari 44% perawatan kemungkinan dapat dilakukan
tanpa pencabutan gigi-gigi, dan indeks fossa canina
37%—44% merupakan kasus borderline.

Kebanyakan penelitian yang dilakukan menilai
perubahan profil fasial pada perawatan ortodonti dengan
pencabutan dan tanpa pencabutan pada kasus-kasus
Klas II, meskipun maloklusi Klas I dengan gigi berjejal
sering terjadi namun hanya sedikit penelitian yang
membandingkan pengaruh perawatan dengan pencabutan
dan tanpa pencabutan pada kasus-kasus Klas I. Masalah
yang timbul dalam ortodonti adalah bagaimana merawat
pasien-pasien borderline dengan gigi berjejal sedang
dan keseimbangan fasial yang baik tanpa menyebabkan
pengaruh negatif pada wajah.!*?

Beberapa peneliti®’ melaporkan bahwa pencabutan gigi
premolar tidak menyebabkan perubahan atau peningkatan
profil fasial, namun beberapa peneliti lainnya menyatakan
bahwa pencabutan premolar dapat menyebabkan penampilan
fasial yang rata yang tidak diinginkan.? Perbandingan
perubahan sefalometri yang terjadi pada kelompok kasus
borderline maloklusi klas I yang dirawat dengan dan tanpa
pencabutan premolar menunjukkan bahwa kelompok yang
dirawat dengan pencabutan menghasilkan profil 2 mm lebih
rata daripada kelompok yang dirawat tanpa pencabutan.'”
Perawatan kasus borderline maloklusi klas I yang dirawat
dengan pencabutan menunjukkan perubahan jaringan lunak
yang signifikan pada posisi bibir atas dan bawah, serta sudut
nasolabial, sementara pada kelompok tanpa pencabutan
menghasilkan retraksi bibir atas dan protraksi bibir bawah
yang signifikan.! Penelitian pada subjek klas I dan klas
II menyimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan pada
profil dan posisi bibir pada perawatan ortodonti dengan
pencabutan ataupun tanpa pencabutan, sehingga pernyataan
bahwa pencabutan dapat menyebabkan profil dished-in atau
profil yang lebih retrusif tidak dapat diterima.!!

Analisis sefalometri merupakan salah satu perangkat
penunjang untuk menegakkan diagnosis dan rencana
perawatan. Untuk mengevaluasi pertumbuhan kraniofasial,



sering dipakai garis-garis rujukan dengan metode yang
telah diperkenalkan oleh beberapa ahli, diantaranya
adalah Ricketts. Ricketts telah menganalisis kedudukan
bibir terhadap garis estetik. Analisis jaringan lunak ini
dimaksudkan untuk mengevaluasi keseimbangan jaringan
lunak fasial.'> Saelens dan De Smit'* membandingkan
perubahan estetika fasial antara perawatan dengan
pencabutan dan tanpa pencabutan. Pengukuran sefalometri
jaringan lunak diantaranya meliputi pengukuran sudut
nasolabial, sudut labiomental, pengukuran jaringan lunak
wajah menggunakan garis estetik (E). Garis E digunakan
sebagai referensi untuk protrusi bibir sesuai ketentuan
Ricketts, yaitu garis yang menghubungkan jaringan lunak
ujung hidung (titik P) ke jaringan lunak pogonion (Pog’).
Nilai normalnya adalah bibir atas 4 mm di belakang garis E
dan bibir bawah 2 mm di belakang garis E. Sudut nasolabial
diukur dari Columella (C)-Subnasale (Sn)-Labrale
Superiorous (Ls), sedangkan sudut labiomental diukur dari
labrale inferior (Li)-titik B jaringan lunak (B’)-Pogonion
jaringan lunak (Pog’).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan
profil jaringan lunak pada kasus borderline klas I sesudah
perawatan ortodontik dengan pencabutan dan tanpa
pencabutan gigi.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian adalah data laporan pasien
karyasiswa Program Pendidikan Dokter Gigi Spesialis
Program Studi Ortodonsia Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Gadjah Mada Yogyakarta tahun 2000-2012
yang telah selesai perawatan ortodonti dengan kriteria
sebagai berikut: 1) kasus borderline maloklusi klas I
yang dirawat dengan teknik straight wire; 2) usia antara
18-35 tahun; 3) overjet 2—4 mm; 4) dilakukan pencabutan
4 premolar kedua atau perawatan tanpa pencabutan. Kasus
borderline klas I adalah yang memiliki diskrepansi panjang
lengkung 2,5-5 mm dan indeks fossa canina antara 37— 44%,
diukur dari studi model. Objek penelitian adalah sefalogram
lateral sebelum dan sesudah perawatan ortodonti dari pasien
yang telah memenuhi kriteria pemilihan subjek penelitian.
Sefalogram lateral dari masing-masing subjek penelitian
diseleksi kelengkapan sebelum dan setelah peras
ortodonti dan kejelasan bidang dan titik-titik referens:
Didapatkan 28 data laporan pasien yang memenuhi kriteria.
terdiri dari 15 kasus borderline klas I yang dirawat tanpa
pencabutan dan 13 kasus borderline klas I angle yang
dirawat dengan pencabutan premolar kedua.

Dilakukan panapakan pada sefalogram sebelum dan
setelah perawatan ortodonti dengan menggunakan kertas
asetat dengan pensil 4H di atas illuminator. Bidang dan
titik-titik yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 1 dan
Gambar 1.
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Tabel 1. Sefalometri Landmarks jaringan keras dan jaringan
lunak
Sefalometri o
Fandmarls Definisi

Pronasale (P)

Pogonion jaringan
lunak (Pog’)
Labrale superior
(Ls)

Labrale inferior
(Li)

Columella (C)
Subnasale (Sn)

Titik B jaringan
lunak (B”)

Garis estetik (E)

Sudut nasolabial

Sudut labiomental

titik paling prominen atau paling
anterior dari hidung (ujung hidung)
titik terdepan dari jaringan lunak dagu
dalam bidang midsagital

titik yang mengindikasikan batas
mucocutaneus bibir atas, titik terdepan
pada kurva bibir atas

titik median pada margin bawah dari
membran bibir bawah.

septum nasal, batas bawah hidung

titik di mana columella (septum nasal)
menyatu dengan bibir atas dalam bidang
sagital, titik paling atas paling posterior
pada cekungan nasolabial

titik tercekung pada pertengahan antara
labrale inferius dan jaringan lunak
pogonion. Disebut juga labiomental
sulcus

garis yang menghubungkan jaringan
lunak ujung hidung (titik P) ke jaringan
lunak pogonion (Pog’).

sudut yang diukur dari Columella (C)-
Subnasale (Sn)-Labrale Superiorous
(Ls).

sudut yang diukur dari Labrale Inferior
(Li)-titik B jaringan lunak (B’)-
Pogonion jaringan lunak (Pog’).

Gambar 1 Pengukuran permukaan jaringan lunak wajah,

solabial: C-Sn-LS, 2. Sudut labiomental:
". 3. Posisi bibir atas terhadap garis E, 4.

sisi bibir bawah terhadap garis E.!?



Subjek penelitian dibagi dalam dua kelompok, yaitu: 1)
kelompok pencabutan dan 2) kelompok tanpa pencabutan.
Jarak bibir atas dan bibir bawah terhadap garis E, sudut
nasolabial, dan sudut labiomental sebelum dan sesudah
perawatan diukur pada kedua kelompok menggunakan
jangka sorong dan protractor sefalometri pada masing-
masing sefalogram (Gambar 1).

Pengukuran dilakukan dua kali oleh peneliti dengan
selang waktu satu minggu. Hasil dari kedua pengukuran
dibandingkan, jika nilainya sama atau kurang dari 0,5 mm
(Y 0,5 mm) untuk pengukuran linier dan sama atau kurang
dari 1° (Y 1°) untuk pengukuran angular, maka dihitung
reratanya. Penapakan dan pengukuran ketiga dilakukan
bila perbedaan hasil kedua pengukuran linier lebih besar
dari 0,5 mm (> 0,5 mm) dan pengukuran anguler lebih
dari 1° (>1°). Hasilnya dibandingkan dengan kedua nilai
sebelumnya, kemudian nilai rerata ditentukan dari dua nilai
yang terdekat.

Data hasil pengukuran yang telah dikelompokkan,
dianalisis dengan menggunakan Paired t-test untuk
mengetahui perubahan posisi bibir, sudut nasolabial, dan
sudut labiomental sebelum dan setelah perawatan pada
masing-masing kelompok, serta menggunakan Independent
1-test untuk membandingkan perubahan posisi bibir, sudut
nasolabial, dan sudut labiomental setelah perawatan di
antara kedua kelompok.

HASIL

Data hasil pengukuran pada kelompok dengan
pencabutan dapat dilihat pada Tabel 2. Data hasil
pengukuran pada kelompok tanpa pencabutan dapat
dilihat pada Tabel 3. Uji independent t test perbandingan
perubahan posisi bibir atas dan bibir bawah terhadap garis
E Ricketts, sudut nasolabial, serta sudut labiomental antara
perawatan dengan pencabutan dan tanpa pencabutan dapat
dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4 memperlihatkan perubahan yang bermakna
posisi bibir atas, bibir bawah, sudut nasolabial, dan sudut
labiomental antara perawatan ortodonti dengan pencabutan
dan tanpa pencabutan. Rerata perubahan posisi bibir atas
terhadap garis E Ricketts pada kelompok dengan pencabutan
adalah -0,7938 dan pada kelompok tanpa pencabutan adalah
0.2760. Tanda positif menunjukkan perubahan posisi bibir
berada di depan garis E Ricketts, sedangkan tanda negatif
menunjukkan perubahan posisi bibir berada di belakang
garis E Ricketts. Rerata perubahan sudut nasolabial pada
kelompok dengan pencabutan adalah 3,0769 dan pada
kelompok tanpa pencabutan adalah -3,9667. Tanda negatif
menunjukkan terjadi pengurangan besar sudut nasolabial
sesudah perawatan ortodonti aktif pada kelompok tanpa
pencabutan, sedangkan tanda positif menunjukkan terjadi
peningkatan besar sudut nasolabial sesudah perawatan

Tabel 2. Rerata, simpangan baku dan uji Paired t-test sebelum dan sesudah perawatan ortodonti pada kelompok perawatan dengan
pencabutan
Variabel N Rerata Simpangan baku t Sig (p)
Posisi bibir atas terhadap Sebelum p R 0.6092 2,80062 -
garis E Ricketts Ses B -0.1846 279639 3.380 0,005
Posisi bibir bawah terhadap Seb 3.4169 3.17221 _ -
garis E Ricketts Sesudzh | : 1.2108 2.65649 SATS . 0000
Sebelum perawatan 90.077 14.1684
Sudut nasolabial e y g LERE  IE
Sesudah perawatan 93.154 .5739
. Sebelum perawatan 8 10.6253
Sudut labiomental . -1,893 0,083
Sesudah perawatan 6 .8992

Keterangan: * : bermakna (p < 0,05) N : jumlah sampel

Tabel 3.  Rerata, simpangan baku dan uji Paired t-test sebelum dan sesudzn perzwzizn ortodonti pada kelompok perawatan tanpa
pencabutan
Variabel N erata Simpangan baku t Sig (p)
Posisi bibir atas terhadap ~ Sebelum perawatan -0.1793 2.066
. ) : -0, ,483
garis E Ricketts Sesudah perawatan 2 0,0953 2.0047 0220 i
Posisi bik?ir ba\\"ah Sebelum perawatan 15 2 1:1,:— E.:': : 0.260 0.798
terhadap garis E Ricketts ~ Sesudah perawatan 2,072 2.06159
Sebel 90.167 2 109
Sudut nasolabial it ke MY , 5 1.495 0,157
Sesudah perawatan 86.20
. e . Sebel ; 34.633 .388(
Sudut labiomental i S 15 - _ e 1.341 0,201
Sesudah perawatan 132.46 92
Keterangan: * : bermakna (p < 0.05) N : jumlah sampel
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Tabel 4.  Uji independent t test antara perawatan dengan pencabutan dan tanpa pencabutan
. Simpangan .
Variabel N Rerata ik t Sig (p)
Posisi bibir atas terhadap Dengan pencabutan 13 -0,7938 0,84678 2299 0.030%
garis E Ricketts Tanpa pencabutan 15 0,2760 1,47857 i ’
Posisi bibir bawah Dengan pencabutan 13 -2,2062 1,22852 4686 0.000*
terhadap garis E Ricketts Tanpa pencabutan 15 -0,0733 1,09063 b ’
) Dengan pencabutan 13 3,0769 6,83693
dut labial -2,098 0,041*
HRRasEl Tanpa pencabutan 15 -3,9667 10,27908 ’ 0
. Dengan pencabutan 13 3,0000 5,71548
t lab tal -2,282 0,031*
S gy Tanpa pencabutan 15 2,1667 6,25833 8

Ket: * : bermakna (p < 0,05); N : jumlah sampel

ortodonti aktif pada kelompok dengan pencabutan. Hasil
penelitian ini menunjukkan terjadi perubahan posisi
bibir atas, bibir bawah, sudut nasolabial, dan labiomental
antara perawatan ortodonti dengan pencabutan dan tanpa
pencabutan pada kasus borderline klas I sesudah perawatan
ortodonti aktif.

PEMBAHASAN

Malrelasi transversal ataupun vertikal pada rahang,
seperti gigi yang berjejal dan iregularitas merupakan
penyebab umum maloklusi klas I, umumnya perawatan
dapat dilakukan dengan pencabutan atau tanpa pencabutan
gigi-gigi permanen. Pada kasus-kasus borderline penentuan
rencana perawatan dengan pencabutan ataupun tanpa
pencabutan masih menjadi perdebatan dan kontroversi,
kemungkinan profil wajah juga ikut menentukan keputusan
untuk dilakukan pencabutan atau tanpa pencabutan.

Hasil penelitian menunjukkan pada kelompok kasus
borderline klas 1 yang dirawat dengan pencabutan terjadi
retraksi posisi bibir atas dan bibir bawah terhadap garis E
Ricketts sesudah perawatan ortodonti aktif. Berdasarkan
garis E Ricketts, pada kelompok dengan pencabutan
sebelum perawatan ortodonti, posisi bibir atas 0,6092 mm
di depan garis E Ricketts menjadi 0,1846 mm dibelakang
garis E Ricketts, sementara posisi bibir bawah sebelum
perawatan 3,4169 mm di depan garis E Ricketts menjadi
1,2108 mm di depan garis E Ricketts. Terjadi retraksi
bibir atas sebesar -0,7938 mm dan retraksi bibir bawah
sebesar -2,2061 mm (Tabel 2). Tanda negatif menunjukkan
adanya pengurangan jarak posisi bibir terhadap garis E
Ricketts sesudah perawatan. Hasil penelitian sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Drobocky dan
Smith,'* Kocadereli,'® dan Konstantonis.

Terjadinya retraksi bibir atas dan bibir bawah
kemungkinan terjadi karena adanya retraksi gigi-gigi
anterior untuk menutup ruang sisa bekas pencabutan
premolar kedua. Posisi bibir atas dan bibir bawah sebelum
dan sesudah perawatan ortodonti pada kelompok dengan
pencabutan ini masih lebih kecil bila dibandingkan dengan
nilai normal dari posisi bibir atas dan bibir bawah terhadap
garis E Ricketts, yaitu bibir atas 4 mm di belakang garis E

Ricketts dan bibir bawah 2 mm di belakang garis E Ricketts.
Keadaan tersebut kemungkinan terjadi disebabkan subjek
penelitian yang digunakan adalah populasi orang Indonesia,
dan kebanyakan populasi orang Indonesia memiliki tipe
wajah yang hampir sama, yaitu protrusif bimaksila.'”
Terdapat variasi yang luas di antara kelompok rasial,
namun kebanyakan penelitian berdasarkan profil wajah
jaringan lunak dengan standar subjek ras kulit putih yang
memiliki profil wajah yang lebih rata bila dibandingkan
dengan profil populasi ras yang ada di Asia. Retraksi pada
bibir atas lebih kecil daripada retraksi bibir bawah, hal ini
kemungkinan disebabkan pergerakan pada bibir atas lebih
sulit diprediksi karena bibir atas dipengaruhi oleh posisi
bibir bawah dan berhubungan dengan adanya perlekatan
bibir atas terhadap hidung.'®

Pada Tabel 2 memperlihatkan tidak terjadi perubahan
besarnya sudut nasolabial dan sudut labiomental antara
sebelum dan sesudah perawatan pada kelompok yang
dirawat dengan pencabutan. Namun dari Tabel 2 terlihat
adanya peningkatan rerata sudut nasolabial pada kelompok
dengan pencabutan, sebelum perawatan ortodonti sebesar
90,077° dan setelah perawatan ortodonti menjadi 93,154°,
meskipun dalam penelitian perubahan sudut nasolabial
sebelum dan sesudah perawatan tidak bermakna. Perubahan
linier pada posisi bibir atas dan bawah tidak diikuti oleh
perubahan anguler sudut nasolabial dan labiomanetal.
Hal ini kemungkinan terjadi karena adanya perubahan
pada kedalaman sulkus labial, sesuai dengan hasil
penelitian Garmec dan Tanner” yang menyatakan terjadi
peningkatan kedalaman sulkus labial pada perawatan
dengan pencabutan. Meningkatnya kedalaman sulcus labial
dapat terjadi karena adanya faktor pertumbuhan jaringan
lunak pogonion dan resesi relatif dari titik sulkus labial
inferior.~ Nilai besarnya sudut nasolabial sebelum dan
sesudah perawatan masih termasuk dalam rentang ideal
sudut nasolabial yaitu antara 90-110°.

Pada kelompok tanpa pencabutan, tidak terdapat
perbedaan posisi bibir atas, bibir bawah, sudut nasolabial,
dan sudut labiomental antara sebelum dan sesudah
perawatan ortodonti aktif. Keadaan tersebut menunjukkan
bahwa tidak terjadi perubahan profil wajah jaringan lunak
antara sebelum dan sesudah perawatan pada kelompok
vang dirawat tanpa pencabutan. Berdasarkan Tabel 3,
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terjadi sedikit perubahan pada posisi bibir terhadap garis E
Ricketts, sudut nasolabial, dan sudut labiomental sesudah
perawatan pada kelompok tanpa pencabutan yaitu posisi
bibir menjadi sedikit lebih maju serta sudut nasolabial dan
sudut labiomental menjadi sedikit lebih kecil sehingga
tidak mempengaruhi profil wajah secara keseluruhan. Hasil
penelitian tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan
oleh Germec dan Taner.” Perubahan hasil perawatan yang
sangat kecil pada kelompok tanpa pencabutan tersebut
kemungkinan karena hanya terjadi sedikit pergerakan ke
labial gigi-gigi anterior sehingga tidak menyebabkan profil
yang protrusif di akhir perawatan pada kelompok tanpa
pencabutan. Hal ini kemungkinan disebabkan adanya efek
kompensasi jaringan lunak, keadaan ini juga ditemukan
padakasus dengan pencabutan premolar pertama dan kedua
yaitu penutupan ruang bekas pencabutan dapat dilakukan
tanpa mempengaruhi profil fasial.!”

Tabel 4 menunjukkan hasil perbandingan perubahan
profil jaringan lunak wajah antara kelompok kasus
borderline klas I yang dirawat dengan pencabutan dan
tanpa pencabutan terdapat perbedaan dari posisi bibir atas,
bibir bawah, sudut nasolabial, dan sudut labiomental. Hasil
penelitian ini sesuai dengan penelitian Paquette dkk.,'”
Germec dan Taner,” serta Konstantonis' yang menyatakan
bahwa pada kasus borderline perawatan dengan pencabutan
premolar dapat menyebabkan profil yang retrusi daripada
perawatan tanpa pencabutan premolar. Secara keseluruhan
dari penelitian didapatkan bahwa pada kasus borderline klas
I perawatan ortodonti dengan pencabutan menyebabkan
profil wajah jaringan lunak menjadi lebih retrusif
daripada perawatan tanpa pencabutan. Keadaan tersebut
kemungkinan terjadi karena adanya gaya resiprokal dari
gigi-gigi anterior dan gigi-gigi posterior pada saat penutupan
ruang bekas pencabutan, sehin trak la gigi

kedua yang menghasilkan profil wajah yang lebih retrusi
daripada perawatan tanpa pencabutan, kemungkinan zkzan
lebih disukai.

Studi ini menunjukkan bahwa profil wajah jaringan
lunak kasus borderline maloklusi klas I yang dirawat
dengan pencabutan profil wajah menjadi lebih retrusi
daripada kasus borderline maloklusi klas I yang dirawat
dengan tanpa pencabutan.
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Minyak ikan Lemuru (Sardinella longicep) menurunkan apoptosis
osteoblas pada tulang alveolaris tikus wistar

(Fish oil of Lemuru (Sardinella longicep) reduced the osteoblast apoptosis
in wistar rat alveolar bone)
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ABSTRACT

Background: Periodontal disease is caused by periodontopatogen bacteria resulting the alveolar bone damage. The decrease
of osteoblasts and the increased of osteoclasts can cause bone destruction. The decrease of osteoblasts, due io a disturbance of
differentiation, proliferation and apoptosis. Inflammatory mediators are prostaglandin E2 (PGE2), interleukin-1 (IL-1), IL-6 also
tumor necrosis alpha (TNF-a.) stimulates osteoblast apoptosis through gene expression, signaling molecules and receptor-forming
osteoblasts. Fish oil of Lemuru, which is widely encountered in Indonesian coast, containing n-3 poly unsaturated fatty acids (n-3
PUFAs) are quite high. Consumption of fish oil shown to reduce the expression of PGE2, IL-1, IL-6 and TNF-o.. Purpose: The purpose
of this study was to examine the effect of Lemuru (Sardinella longicep) fish oil on osteoblast apoptosis of rat alveolar bone induced
periodontal infection. Methods: Thirty Wistar rats, male, age 5 days, divided into 3 groups: group I rats induced with normal saline,
group II rats induced by LPS, and group Il rats induced with lemuru fish oil and LPS. Each group was divided into 2 sub-groups
that would be sacrified at 13 days and 21 days of age. Fish oil was given at a dose 1mi/300-350 grams. Lipopolysaccharide (LPS)
induced with the purpose to cause periodontal infection in the maxillary buccal fold molar region with dose Sul LPS/PBS 0.03 ml.
After decapitation and decalcification, the maxilla was cut in Sum thickness. Apoptosis was analyzed on DNA and detected by TUNEL
reaction (transferase-mediated digoxigenin-deoxy-UTP nick end labeling). Results: The results showed that apoptosis of osteoblast
cells was significantly smaller in rats induced by Lemuru fish oil. Conclusion: The study showed that Lemuru fish oil reduced the
osteoblast apoptosis of rats alveolar bone induced periodontal infection by LPS.

Key words: Fish oil, Sardinella longicep, osteoblast. apoptosis, n-3 PUFA, periodonial disesase, bone resorpt
ABSTRAK

Latar belakang: Penyakit periodonial akibat bakteri peridontopaiozen. memehabkan terjadinya kerusakan tulang alveolar.
Penurunan jumlah osteoblas dan peningkatan jumlah osteoklas mengaizharion verusakan tulang. Penurunan jumlah osteoblas
disebabkan terjadinya gangguan diferensiasi maupun proliferasi juga apopiosis. Apopiosis osteoblas dimodulasi oleh mediator-mediator

inflamatori yaitu prostaglandin E2 (PGE2), interleukin-1 (IL-1), IL-6 juga tumor nekrosis alfa (TNF-a.), melalui pengaruhnya pada

Lemuru yang banyak di pesisir Indonesia,
ikan terbukti menurunkan ekspresi PGE2, IL-1,
it pengaruh minyak ikan Lemuru (Sardinella longicep)

ekspresi gen, molekul-molekul signaling maupun reseptor pembentukan

banyak mengandung n-3 poly unsaturated fatty acid (n-3 PUFA). Konsumsi min

IL-6 maupun TNF alfa. Tujuan: Tujuan penelitian ini adalah untuk 16
pada apoptosis osteoblas pada tulang alveolar tikus yang diinduksi infeksi periodonzal. Metode: Tiga puluh ekor tikus Wistar, jantan,
umur 5 hari, dibagi menjadi 3 kelompok yaitu: kelompok I tikus diinduksi denzan salin normal, kelompok II tikus diinduksi dengan

lipopolisakarida (LPS), dan kelompok I tikus dinduksi dengan minyak ikan Lemuru dan LPS. Masing-masing kelompok dibagi menjadi
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2 sub kelompok yaitu kelompok yang akan didekapitasi pada umur 13 hari dan wmur 21 hari. Minyak ikan Lemuru diberikan dengan
dosis Iml/300-350 gram. Lipopolisakarida (LPS) diinduksikan dengan tujuan untuk menyebabkan infeksi periodontal pada buccal
Jold regio molar rahang atas, dengan dosis Sul LPS/0,03PBS (konsentrasi 0,02 mg). Setelah didekapitasi dan dekalsifikasi, rahang
atas dipotong dengan ketebalan Sum. Apoptosis dianalisis pada DNA dan dideteksi dengan TUNEL reaction (Transferase-mediated
digoxigenin-deoxy-UTP nick end labeling). Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa apoptosis sel osteoblas secara bermakna lebih
kecil pada tikus yang diinduksi dengan minyak ikan. Simpulan: Penelitian ini menunjukkan bahwa minyak ikan Lemuru (Sardinella

longicep) mampu menurunkan apoptosis sel osteoblas pada tikus Wistar yang diinduksi infeksi periodontal dengan LPS.

Kata kunci: Minyak ikan, Sardinella longicep, osteoblas, apoptosis, n-3 PUFA, penyakit periodontal, resorbsi tulang

Korespondensi (correspondence): Didin Erma Indahyani, Bagian Biologi Oral, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember. J1.
Kalimantan No. 35 Jember 68121, Indonesia. E-mail: didinermae @yahoo.com

PENDAHULUAN

Apoptosis osteoblas merupakan komponen penting yang
terlibat dalam osteogenesis secara normal dan patologis.
Di dalam skeletal pada masa post natal dan dewasa,
apoptosis merupakan bagian integral terhadap fisiologi
turnover tulang, repair dan regenerasi. Keseimbangan
proliferasi, diferensiasi dan apoptosis osteoblas menentukan
ukuran populasi osteoblas pada waktu tertentu.! Tingkat
pembentukan tulang ditentukan oleh jumlah osteoblas,
replikasi progenitornya dan /ife-span dari sel yang matur.
Hal tersebut dapat mencerminkan waktu kematian sel oleh
apoptosis. Telah dibuktikan bahwa apoptosis menentukan
Jjumlah osteoblas, maka perubahan dalam prevalensi
apoptosis pada osteoblas dapat mengubah laju pembentukan
tulang.?

Periodontopatogen menyebabkan inflamasi dan
destruksi tulang alveolaris. Mekanisme destruksi tulang
merupakan proses kompleks yang melibatkan 2 aksi
sel osteoklas dan osteoblas. Pada proses inflamasi, sel
pembentuk tulang yaitu osteoblas mengalami penurunan
jumlah maupun aktivitasnya, sedangkan sel osteoklas akan
meningkat. Penurunan jumlah sel osteoblas diakibatkan
oleh berkurangnya proliferasi atau tingginya apoptosis
osteoblas ataupun sel prekursornya, yang keduanya
dipengaruhi oleh adanya inflamasi.’ Peristiwa tersebut
diawali adanya respon sistem imun alami yaitu roll-like
receptors (TLRs) pada sel epitel gingiva mendeteksi dan
merespon struktur mikroba misalnya lipopolysaccharide
(LPS), peptidoglycan, DNA bakteri, double-stranded RNA,
dan lipoprotein. Struktur mikroba tersebut dikenal dengan
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). TLRs
yang terdapat di permukaan sel host, mengenali PAMPs,
dan menyebabkan aktivasi beberapa faktor transkripsi yaitu
nuclear factor-kB (NFxB) dan aktivator protein 1 (AP-1)
melalui mitogen-activated protein kinase MAK) cascade.*

Selain itu respon sistem imun alami, akan mengaktivasi

‘okin proinflamatori, chemokin serta eikosanoid yang
“eroeran penting pada apoptosis sel osteoblas. Sitokin pro-
wmzion. misalnya IL-1B dan TNF-q, secara langsung

menstimulasi apoptosis osteoblas ataupun prekursor
osteoblas atau secara tidak langsung mempengaruhi
stimulasi ekspresi Fas yaitu mediator proapoptosis
yang potensial.’ Eikosanoid yaitu prostaglandin E-2
(PGE-2) berperan penting untuk menurunkan produksi
osteoblas. PGE-2 menginduksi osteoblas memproduksi
receptor activated nuclear kappa-f3 ligand (RANKL) dan
menurunkan produksi osteoprotegerin (OPG). Selain itu
PGE2 mempertinggi ikatan antara RANKL dan receptor
activated nuclear kappa-f (RANK) pada prekursor
osteoklas. Penurunan OPG yang berfungsi mengikat
RANKL untuk membentuk osteoblas, mengakibatkan
RANKL berikatan dengan RANK yang menyebabkan
pembentukan osteoklas. Keadaan tersebut menyebabkan
jumlah osteoblas menurun.®

Minyak ikan lemuru berasal dari ikan lemuru (Sardinella
longicep) banyak di temukan di pesisir Indonesia, terutama
pulau Jawa. Produksinya melimpah, sehingga harganya
sangat murah. Selama ini ikan lemuru selain di buat minyak
ikan juga di buat tepung ikan sebagai makanan ternak.
Minyak ikan lemuru mengandung »n-3 polyunsaturated fatty
acid (PUFA) yaitu eicosapentaenoic acid 13,70% (EPA)
dan docohexasonoic acid (DHA) 8,91%.”

n-3 PUFA adalah prekursor eikosanoid yang terlibat
dalam metabolisme tulang, yaitu prostaglandin (PG) dan
leukotrienes. Diet EPA dan DHA akan mengganti n-6
PUFA dalam membran platelet, eritrosit, monosit dan sel
hati. Ini berperan pada perubahan rasio n-6/n3 PUFA dalam
membran yang menyebabkan terjadinya perubahan sifat
dan fungsi. Perubahan ini berperan penting pada penurunan
produksi IL-1, IL-6 dan TNF-alfa.® Konsumsi n-3 PUFA
menurunkan TNF-alpha. Penurunan sitokin proinflamatori
maupun eikosanoid oleh karena n-3 PUFA, menyebabkan
konsumsi minyak ikan akan menyebabkan terjadinya
peningkatkan pembentukan tulang, dan menurunkan
destruksi tulang.’ Penelitian ini bertujuan untuk meneliti
pengaruh minyak ikan lemuru pada apoptosis sel osteoblas
pada tulang alveolar tikus wistar yang diinduksi infeksi
periodontal.
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BAHAN DAN METODE

Tiga puluh ekor tikus Wistar jantan, umur 5 hari, dibagi
menjadi 3 kelompok yaitu: kelompok I tikus diinduksi
dengan salin normal, kelompok II tikus diinduksi dengan
LPS, dan kelompok III tikus dinduksi dengan minyak ikan
lemuru (produksi Muncar Banyuwangi) dan LPS. Masing-
masing kelompok dibagi menjadi 2 sub kelompok yaitu
kelompok yang didekapitasi pada umur 13 hari dan umur
21 hari. Waktu dekapitasi 13 hari setelah induksi minyak
ikan, saat baru terjadi pergantian n-6 PUFA dengan n-3
PUFA pada membran sel dan pada 21 hari saat pergantian
asam lemak tersebut sudah berlipat. '

Minyak ikan lemuru diberikan dengan dosis 1ml1/300-
350 gram berat badan tikus wistar, secara peroral,
menggunakan sonde lambung, dan diberikan tiap hari
(vang dimulai 3 hari setelah induksi LPS) sampai tikus
dilakukan dekapitasi. Induksi LPS selama 3 x 24 jam
telah menyebabkan peningkatan jumlah osteoklas pada
tulang alveolaris. Induksi LPS dilakukan di bukal fold
regio molar rahang atas, dengan dosis Sul LPS/0,03PBS
(konsentrasi LPS 0,02 mg), yang dilakukan 24 jam sekali
sebanyak 8 kali.!! Tikus didekapitasi setelah berumur 13
dan 21 hari. Tikus yang telah didekapitasi diambil rahang
atas kanannya, kemudian difiksasi dengan Bouin’s fixative
4°C semalam. Spesimen didemineralisasi menggunakan
asam asetat/formal salin dan ditanam dalam blok parafin
kemudian di potong dengan ketebalan Sum. Spesimen
dilakukan Fragmentasi DNA dan dideteksi dengan
Transferase-mediated digoxigenin-deoxy-UTP nick end
labeling (TUNEL reaction), untuk menganalisa apoptosis
sel osteoblas, yang secara singkat adalah sebagai berikut.
Irisan dikonterstain dengan 3% metil green, kemudian
diinkubasi selama 1-2 menit dengan 0,15% CuSO4 dalam
0,9% NaCl. TUNEL reactions nampak pada nukleus sel
dan sel yang nukleusnya nampak coklat gelap yang jelas
adalah positif. TUNEL rections yang positif adalah sel yang
mengalami proses apoptosis.'?
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HASIL

Apoptosis osteoblas secara bermakna (p<0,05) lebih
besar pada tikus yang diinduksi LPS yang berumur 13
hari maupun 21 hari bila dibandingkan dengan kontrol.
Tikus yang diinduksi LPS kemudian di beri minyak
ikan mempunyai tingkat apoptosis yang lebih rendah
secara signifikan (p<0,05) pada umur 13 maupun 21 hari
bila dibandingkan dengan kontrol (Tabel 1). Gambaran
mikroskopis pada apoptosis osteoklas dan osteoblas dapat
dilihat pada Gambar 1A, B, C.

PEMBAHASAN

Induksi LPS mengakibatkan apoptosis sel osteoblas
pada tikus umur 13 hari maupun 21 hari. Sel osteoblas yang
mengalami apoptosis lebih banyak secara signifikan pada
tikus yang hanya di induksi LPS. LPS bersifat endotoksin
karena LLPS mengikat reseptor cluster of differentiation 14
(CD14) di permukaan sel makrofag dan monosit. Toll-like
receptor-4 (TLR4) makrofag dan monosit yang berikatan
dengan bakteri oleh karena adanya CD 14 akan menginduksi
sekresi sitokin dan mediator lipid inflammation. Sitokin dan
mediator inflamasi tersebut termasuk IL-1, TNF-a juga
PGE-2. Mediator tersebut berperan pada diferensiasi dan
aktifitas osteoklas dan menekan jumlah osteoblas. Mediator
tersebut memacu terbentuknya osteoklas dari sel stromal/
osteoblas melalui ikatan sel ke sel yaitu RANKL dalam
osteoblas dengan RANK pada progenitor osteoklas.'?

Pemberian minyak ikan lemuru mengakibatkan
peningkatan jumlah osteoblas secara signifikan (Tabel
1). Minyak ikan lemuru mengandung EPA dan DHA.
Konsumsi minyak ikan tersebut mengakibatkan terjadi
peningkatan komposisi EPA dan DHA serta rendahnya
asam arachidonat (AA) dalam membran sel. Asam
arachidonat adalah sumber utama pembentukan PGE2,
leukotrin, lipoksin dan p45 akibat terjadinya oksigenasi

Gambar 1. Gambaran apoptosis osteoblas, dengan TUNEL (pemb

Keterangan: sel yang menunjukan warna hijau merupakan sel yang survive. secanzican sel vang berwarna coklat merupakan sel yang

mengalami apoptosis. A. Tikus kontrol (tampak sel osteoblas dalam keadzaz

survive . B Tikus yang diinduksi LPS dan di beri minyak

ikan (sel osteoblas terlihat lebih banyak yang survive). C, tikus yang diinduks: L PS 'sel osteoblas banyak mengalami apoptosis). OB

(osteoblas), OC (Osteoklas).



Tabel 1.  Jumlah apoptosis sel osteoblas
Apoptosis osteoblas
hy Mean Std. Deviation

kontrol - 13 hari 5 1.80 .83
kontrol - 21 hari 5 1.20 1.30
LPS 13 hari 5 5.80 3.96
LPS 21 hari 4 10.00 522
LPS MI 13 hari 5 3.80 2.28
LPS MI 21 hari 5 2.60 2.70
Total 29 4.00 3.95

Keterangan: LPS: lipopolysacharide, n: Jjumlah ulangan

oleh enzim-enzim lipoksigenase, siklooksigenase dan
epoksigenase yang berasal dari n-6 PUFA.® Konsumsi n-3
PUFA, selama 2 minggu mengakibatkan peningkatan o-
linolenic acid (ALA) sebanyak 3-4 x lipat, EPA 3 x lipat
dan DHA 1,5 x lipat dalam membran sel. Peningkatan
membran sel dengan n-3 PUFA tersebut menyebabkan
penurunan produksi PGE2, tetapi akan meningkatkan PGE3
yang berfungsi sebagai anti inflamasi.'?

Rendahnya PGE2 mempengaruhi pembentukan
osteoblas, karena fungsi PGE2 yang menstimulasi ekspresi
RANKL oleh prekursor osteoblas dan osteoblas matur
akan menurun dan meningkatkan produksi OPG. OPG
yang berikatan dengan RANKL berperan penting untuk
terjadinya pembentukan osteoblas, akan tetapi apabila
RANKL berikatan dengan RANK menyebabkan apoptosis
osteoblas.® n-3 PUFA mempengaruhi penurunan sitokin
proinflamatori yaitu IL-1, IL-6 maupun TNF-c. Hal ini
dihubungkan dengan penurunan aktivitas antigen precenting
cells (APC), yaitu dengan berkurangnya ekspresi molekul
mayor histocompatibility cell klas II (MHC klas IT) dan
intercellular adhesion molecule (ICAM). Ekspresi MHC
klas II diperlukan untuk berfungsinya APC, sedangkan
ICAM merupakan molekul reseptor yang terdapat pada
APC. Tanpa adanya MHC klas IT dan ICAM, APC tidak
akan bisa aktif memapar antigen, misalnya LPS. APC yang
aktif menstimulasi ekspresi sitokin proinflamatori. PGE-2,
menyebabkan sitokin proinflamatori (IL-1 dan TNF-a) juga
menurun. Penurunan sitokin proinflamatori berkaitan erat
dengan penurunan jumlah osteoklas, dan peningkatan jumlah
osteoblas. Sitokin proinflamatori bisa secara langsung
menstimulasi apoptosis osteoblas dan prekursornya, atau
secara tidak langsung dengan menstimulasi ekspresi Fas.
TNF-a. menginduksi apoptosis sel ligamen periodontal yang
berperan sebagai sumber prekursor osteoblas. Apoptosis
vang distimulasi oleh sitokin proinflamatori, mempengaruhi
faktor transkripsi pro apoptosis yaitu forkhead box-O1

FOXO01).> FOXO01 meregulasi ekspresi gen proapoptosis
vaita Fas-associated, via death domain (FADD) dan
7uses-3.-8. and -9. Peranan MAP kinase mempengaruhi

PTO 1 matori.'* Upstream regulators p38 MAP

.53 and MKKG, diperlukan IL-1beta dan TNE-
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o-menginduksi ekpsresi RANK ligand dalam stromal bone
marrow.> n-3 PUFA berperan menurunkan Fas melalui
penurunan TNF-a, yang mempengaruhi transkripsi gen
apoptosis dan menurunkan ekpresi RANKL akibat stimulasi
dari IL-1 dan TNF-o..

Lipopolisakarida di ketahui berperan penting pada
apoptosis osteoblas. Lipopolikarida menginduksi osteoblas
untuk mengekspresikan NOD1 dan NOD2, yaitu dua
kelompok nucleotide-binding domain dan leucine-rich
repeat region yang mengandung kelompok protein
reseptor biasa disebut NLRs, yang bertindak sebagai sensor
intraselular untuk bakteri peptidoglikan dan menginisiasi
produksi mediator proinflamatori. NLR family CARD
domain yang terdiri dari 4 (NLRC4, yang saat ini dikenal
sebagai Ipaf, Card12, atau CLAN) dan NLR Sfamily
pyrin domain yang terdiri dari 3 (NLRP3, yaitu dikenal
sebagai CIAS1, cryopyrin, PYPAFI, atau NALP3) telah
diimplikasikan dalam menginduksi kematian sel dalam
merespon bakteri dan komponennya'>!'® Kedua molekul
tersebut dapat berhubungan dengan protein adaptor yaitu
apoptosis-associated speck-like protein (ASC) untuk
menstimulasi aktivasi caspase-1 and caspase-8 yaitu
enzim yang menunjukan peningkatan aktivitas osteoblas
setelah terinduksi bakteri. Aktivasi caspase-1 dan caspase
8 menginduksi apoptosis osteoblas.!”-'®

Apoptosis osteoblas juga diakibatkan meningkatnya
produksi nitric oxide (NO) akibat induksi lipopolisakarida.
Lipopolisakarida dan sitokin proinflamatori, terbukti
menstimulasi peningkatan iNOS. Kuzushima, dkk.,'°
menyatakan bahwa TNF-a, interleukin-1B and interferon-y
menyebabkan kematian sel osteoblas yang di mediai oleh
apoptosis bukan nekrosis. Sitokin terbukti menghasilkan
peningkatan inducible nitric-oxide synthase iNOS) mRNA
dan nitric-oxide (NO) dalam sel.!® NO menginduksi
apoptosis osteoblas melalui synthesis Bax protein.2’

Selain itu NO menyebabkan penekanan pada viabilitas
sel, potensial membran mitokondria dan sintesis ATP,
yang mengakibatkan gangguan pada fungsi mitokondria,
reaksi spesies oksigen intraseluler dan protein Bcl-2 yang
berperan penting pada apoptosis osteoblas.?! Rendahnya
sitokin tersebut berperan untuk menghambat pembentukan
NO yang tinggi dan juga menghambat stimulasi kelompok
protein reseptor yaitu NLRs yang berperan pada apoptosis
osteoblas.'” n-3 PUFA yang berperan pada penurunan
ekspresi sitokin proinflamatori dan eikosanoid, berpengaruh
pada penurunan ekspresi iNOS.??

Penelitian ini menunjukkan bahwa minyak ikan lemuru
dengan kandungan n-3 PUFA dengan kandungan 12,5%
n-3 PUFA yaitu EPA dan DHA menurunkan apoptosis sel
osteoblas pada tikus Wistar yang diinduksi [PS.
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ABSTRACT

Background: Etching agents such as ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) and phosphoric acid which are widely used in
adhesive restoration system, are aimed to increase retention of restorative materials; however, these agents may induce inflammation
of dental pulp. The major function of the inflammatory response is to remove invading pathogens or damaged tissue/ cells and
therefore, initiate repair. Neutrophils and macrophages are motile phagocytes that constitute the body's first line of defense. Purpose:
The purpose of the present research was to study the effect of 19% EDTA and 37% phosphoric acid for etching application agents
on the inflammatory response of the dental pulp. Methods: Forty-five male Sprague Dawley rats were divided into 3 groups. Cavity
preparation was made on the occlusal surface of maxillary first molar using a round diamond bur. Nineteen percent of EDTA, 37%
phosphoric acid, and distilled water were applied on the surface of the cavity of the teeth in group I, Il and Il respectively. The rats
were sacrified at 1, 3, 5, 7, and 14 days after the application (n=3 for each day). The specimens were then processed histologically
and stained with hematoxylin eosin. Results: ANOVA showed a significant difference (p<0.05) among treatment groups, indicating
that etching agents application induced neutrophils, macrophages and lymphocytes infiltration in the dental pulp. Tuckey HSD test
showed that application of 37% phosphoric acid increased higher number of neutrophils, macrophages and lymphocytes significantly
than 19% EDTA (p<0.05). Conclusion: The study suggested that 37% phosphoric acid induced higher number of the inflammatory
cells than 19% EDTA.

Key words: 19% EDTA, 37% phosphoric acid, inflammation, dental pulp, Sprague Dawley rats

ABSTRAK

Latar belakang: Penggunaan bahan etsa seperti ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) dan asam fosfat pada sistem restorasi
Ihesif bertujuan untuk meningkatkan retensi bagi bahan restorasi, namun penggunaan bahan-bahan tersebut dapat menginduksi

! pada pulpa. Respon inflamasi berfungsi untuk menghilangkan patogen, sel-sel atau jaringan yang rusak dan menginisiasi
Netrofil dan makrofag adalah sel fagosit yang merupakan garis pertama pertahanan tubuh. Tujuan: Penelitian ini bertujuan

1 erek EDTA 19% dan asam fosfat 37% sebagai bahan etsa terhadap respon inflamasi pada pulpa gigi. Metode: Empat

s Sprague Dawley jantan dibagi menjadi 3 kelompok. Permukaan oklusal gigi molar satu rahang atas dipreparasi

d round bur. Pada kelompok I kavitas diaplikasikan EDTA 19%, kelompok II diaplikasikan asam fosfat 37%

kan akuades. Hewan coba dikorbankan pada hari ke-1, 3, 5, 7 dan 14 setelah aplikasi bahan etsa (n=3).

¢is dan dicat dengan hematoksilin eosin. Hasil: Hasil ANOVA menunjukkan perbedaan yang bermakna
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(p<0,05) antar kelompok perlakuan, mengindikasikan bahwa aplikasi bahan etsa menyebabkan infiltrasi sel inflamasi pada pulpa,

baik netrofil, makrofag dan limfosit. Hasil uji Tuckey HSD menunjukkan bahwa asam fosfat 37% menstimulasi infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit signifikan (p<0,05) lebih banyak dibanding EDTA 19%. Simpulan: Penelitian ini menunjukkan bahwa asam
fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel inflamasi yang lebih banyak dibanding EDTA 19%.

Kata kunci: EDTA 19%, asam fosfat 37%, inflamasi, pulpa gigi, tikus Sprague Dawley

Korespondensi (correspondence): Nadie Fatimatuzzahro, Bagian Konservasi Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. J1.

Kalimantan 37 Jember 68121, Indonesia. E-mail: nadiefatima@ gmail.com

PENDAHULUAN

Karies adalah penyakit infeksi mikroba pada gigi
yang menyebabkan terurai dan rusaknya jaringan keras
gigi. Destruksi gigi oleh karena karies atau faktor lain,
membutuhkan restorasi untuk menggantikan substansi
gigi yang hilang sehingga akan mengembalikan bentuk,
fungsi dan estetika.' Restorasi adhesif menggunakan resin
komposit digunakan oleh para dokter gigi karena memiliki
estetik yang baik. Desain preparasi kavitas untuk bahan
restorasi adhesif tidak memerlukan pembuatan retensi
seperti undercut, sehingga meminimalkan pembuangan
jaringan dan mengurangi terbukanya tubulus dentin.?

Penggunaan asam sebagai dentin kondisioner atau
bahan etsa pada sistem restorasi adhesif bertujuan
untuk menghilangkan smear layer dan mempersiapkan
permukaan dentin untuk menerima bahan adhesif. Prosedur
etsa menyebabkan demineralisasi komponen anorganik gigi
sehingga terbentuk retensi berupa mikroporositas yang akan
terisi oleh bahan adhesif.?

Bahan etsa asam fosfat konsentrasi 32-37% paling
banyak digunakan pada sistem restorasi adhesif. Bahan ini
merupakan asam kuat yang aktif pada pH rendah. Asam
fosfat tidak hanya mampu menghilangkan smear layer,
tetapi juga dapat menyebabkan demineralisasi dan membuka
tubulus dentin.* Penelitian terdahulu menunjukkan larutnya
sebagian besar hidroksi apatit dan terbukanya kolagen
setelah aplikasi asam fosfat pada dentin.?

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) merupakan
agen khelasi yang bekerja pada pH netral dan efektif
menghilangkan smear layer sebanding dengan bahan etsa
lain yang mempunyai pH rendah.* Penggunaan EDTA untuk
menghilangkan smear layer tidak mempengaruhi kekerasan
dentin sehingga tidak menyebabkan dentin menjadi rapuh.’
Aplikasi 0,5 M EDTA (setara dengan EDTA konsentrasi
19%) selama 30 detik terbukti meningkatkan kekuatan
pelekatan bahan adhesif dengan dentin dibandingkan asam
fosfat 37%° dan dapat meminimalkan kebocoran mikro
pada tepi pelekatan antara komposit dan dentin.’

Kompleks dentin-pulpa bereaksi terhadap semua
rangsangan yang mengenai gigi. Rangsangan dapat berupa
karies, trauma, maupun semua tindakan dalam prosedur
penumpatan, mulai dari preparasi, pembersihan dan
pengeringan kavitas, serta penumpatan dan pemolesannya.8

Berbagai zat yang digunakan untuk sterilisasi seperti
fenol dan eugenol, pembersih dentin seperti larutan asam,
pelapis kavitas serta zat yang terdapat pada bahan tambal,
merupakan rangsangan kimiawi yang dapat menyebabkan
inflamasi pada pulpa.’

Inflamasi merupakan respon perlindungan inang yang
bertujuan untuk menghilangkan penyebab jejas serta sel-sel
dan jaringan nekrotik, sehingga terjadi proses penyembuhan
dan perbaikan jaringan. Pada awal terjadinya inflamasi,
netrofil merupakan sel pertahanan tubuh pertama terhadap
jejas atau infeksi, kemudian makrofag akan membantu
proses eliminasi infeksi dan jaringan yang rusak melalui
proses fagositosis. Selanjutnya sel limfosit T berperan
pada respon inflamasi kronis.'? Penelitian ini bertujuan
untuk meneliti efek EDTA 19% dan asam fosfat 37%
sebagai bahan etsa terhadap jumlah infiltrasi sel inflamasi
(netrofil, makrofag dan limfosit) pada pulpa gigi tikus
sprague Dowley.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris, yang dilakukan di Laboratorium Farmakologi
dan Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Seluruh prosedur
penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi
Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta. Ethylene diamine tetraacetic acid 19% dibuat
dengan melarutkan 19 gram serbuk EDTA (berat molekul
372.24 gram/mol) dalam 100 cc akuades. Larutan kemudian
disaring dengan kertas saring dan pH disesuaikan hingga
7.4.

Penelitian ini menggunakan tikus Sprague Dawley jantan
sebanyak 45 ekor. Tikus dianastesi secara intramuskular
dengan ketamine HC1 0,2 m1/200 gram berat badan sebelum
dilakukan preparasi kavitas. Gigi molar satu rahang atas
dipreparasi pada permukaan oklusal menggunakan diamond
round bur 0,9 (Edenta, Switzerland) dengan kedalaman
0,5 mm. Tikus dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan
secara acak. Pada kelompok I, EDTA 19% diaplikasikan
pada kavitas selama 30 detik menggunakan microbrush,
selanjutnya bilas dengan akuades selama 30 detik."'
Kelompok II, gel asam fosfat 37% (Dentamerica, USA)
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diaplikasikan pada kavitas selama 20 detik, selanjutnya
bilas dengan akuades selama 30 detik. Kelompok III,
kavitas hanya dibilas akuades selama 30 detik. Kavitas
dikeringkan dengan cotfon pellet kemudian ditumpat
dengan semen ionomer kaca Fuji IX-GC.

Pada hari ke-1, 3, 5, 7 dan 14 setelah perlakuan (n=3),
tikus dikorbankan dengan cara dekapitasi. Rahang atas
pada bagian gigi molar yang telah diberi perlakuan difiksasi
dengan buffered formalin 10% selama 24 jam. Spesimen
kemudian didekalsifikasi menggunakan EDTA 10% pH 7,4
selama 4 minggu pada suhu 4°C. Setelah lunak, spesimen
ditanam dalam parafin, dan dipotong dengan ketebalan
5 um untuk dilakukan pengecatan hematoksilin eosin
(HE). Sel inflamasi yaitu netrofil, makrofag dan limfosit
diamati menggunakan mikroskop dengan pembesaran
400x pada area di bawah preparasi kavitas. Jumlah infiltrasi
sel inflamasi dihitung dari 3 lapang pandang yang berbeda.
Data selanjutnya dianalisis dengan menggunakan ANOVA
dan Tuckey HSD.

HASIL

Pada semua kelompok, jumlah netrofil paling banyak
ditemukan pada hari ke-1 setelah perlakuan dan jumlahnya
semakin berkurang seiring dengan bertambahnya hari
pengamatan (Gambar 1).

®|EDTA 19%

m Asam fosfat 37%

RERATANETROPIL

m Akuades

Hari ke-1 Hari ke-3 Hari ke-5 Hari ke-7 Hari ke-14
WAKTU

Gambar 1. Rerata dan simpangan baku jumlah netrofil. Infiltrasi
sel netrofil lebih banyak pada kelompok yang
diaplikasikan asam fosfat 37% dibandingkan EDTA
19% dan akuades.
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Gambar 2. Rerata dan simpangan baku jumlah makrofag.
Jumlah infiltrasi sel makrofag lebih sedikit pada
lompok setelah aplikasi EDTA 19% dan akuades
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Gambar 3. Rerata dan simpangan baku jumlah limfosit. Infiltrasi
sel limfosit pada kelompok setelah aplikasi EDTA
19% dan akuades lebih sedikit dibanding asam fosfat
37%.

Makrofag sudah dapat diamati pada hari ke-1 setelah
perlakuan. Jumlah makrofag semakin meningkat, mencapai
puncaknya pada hari ke-5 setelah perlakuan, dan menurun
sesudahnya. Rerata jumlah infiltrasi makrofag pada pulpa
gigi tikus setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37%
dan akuades ditunjukkan pada Gambar 2.

Limfosit juga dapat diamati mulai hari ke-1 setelah
perlakuan. Jumlah limfosit semakin meningkat dan paling
banyak ditemukan pada hari ke-7 setelah perlakuan.
Rerata jumlah infiltrasi limfosit pada pulpa gigi tikus
setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37% dan akuades
ditunjukkan pada Gambar 3.

Hasil ANOVA menunjukkan bahwa jumlah netrofil,
makrofag dan limfosit berbeda bermakna (p<0,05) antar
kelompok. Hal ini menunjukkan bahwa aplikasi bahan etsa
berpengaruh bermakna terhadap infiltrasi sel inflamasi.
Hasil uji Tuckey HSD menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna jumlah infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit antara kelompok dengan aplikasi
EDTA 19% maupun akuades bila dibandingkan dengan
asam fosfat 37% (p<0,05). Tidak terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok dengan aplikasi EDTA 19%
dibandingkan akuades (p>0,05). Hal ini mengindikasikan
bahwa asam fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit yang lebih banyak dibandingkan
EDTA 19% maupun akuades. Hasil pengamatan histologis
pulpa gigi setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37%
dan akuades ditunjukkan pada Gambar 4.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa aplikasi asam
fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel inflamasi lebih banyak
dibandingkan EDTA 19%. Hal ini kemungkinan karena
pH asam fosfat 37% sangat rendah yaitu 0,26, sedangkan
EDTA 19% yang digunakan memiliki pH 7,4. Aplikasi
asam fosfat pada kavitas akan menyebabkan demineralisasi
yang berlebihan sehingga akan meningkatkan permeabilitas
dentin. Akibatnya. terjadi penetrasi lebih banyak dari bahan
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Gambar 4. Pada hari ke-1 setelah perlakuan, tampak infiltrasi sel inflamasi terutama netrofil. Infiltrasi sel inflamasi pada kelompok
dengan aplikasi EDTA 19% tampak lebih sedikit dibandingkan asam fosfat 37%. Jumlah makrofag paling banyak
ditemukan pada hari ke-5 setelah perlakuan. Pada hari ke-14 semua kelompok perlakuan tampak memberikan gambaran
pulpa normal. Sel netrofil (' ), makrofag (5) limfosit (+). D= dentin, PD=predentin, O=odontoblas, F=zona bebas sel,

R=zona kaya sel.

etsa melalui tubulus dentin ke dalam pulpa.'” Bahan etsa
asam dengan pH rendah menyebabkan lingkungan di luar
sel bersifat hipertonik, sehingga cairan di dalam sitoplasma
akan tertarik ke luar dan sel akan mengkerut. Hal ini
dapat memicu kerusakan permanen pada sel odontoblas
dan menyebabkan reaksi inflamasi. Pada inflamasi akan
terjadi infiltrasi sel-sel inflamasi ke daerah jejas untuk
mengeliminasi iritan dan debris seluler."?

Pada kondisi normal. terdapat sel makrofag dan sel
dendritik sebagai antigen precenting cell (APC) pada
pulpa yang akan mengenali iritan dan debris seluler.™
Iritan dan kerusakan sel/jaringan merupakan sinyal bagi
makrofag schingga teraktivasi dan akan mensekresi sitokin
antara lain IL-1 dan TNF-a.. Interleukin-1 dan TNF-o akan
menginduksi sel endotel untuk menghasilkan E-selektin
dan intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1). Kedua
molekul adhesi tersebut akan berikatan dengan ligan pada
netrofil sehingga menyebabkan netrofil teraktivasi dan
melekat pada dinding endotelium. Langkah berikutnya
dalam proses ini adalah migrasi netrofil melalui endotelium
menuju lokasi jejas. '

Pada hari ke-1 setelah perlakuan, pada semua kelompok
terjadi infiltrasi sel inflamasi terutama netrofil, dan

jumlahnya semakin menurun dengan bertambahnya hari
pengamatan. Netrofil adalah sel fagosit yang merupakan
pertahanan tubuh pertama terhadap infeksi atau benda
asing, berperan pada respon inflamasi akut dan hanya
berumur pendek (24-36 jam). Netrofil akan mati setelah
menghancurkan iritan serta jaringan yang rusak melalui
proses fagositosis.'*

Penetrasi bahan etsa merupakan iritan kimia bagi sel-sel
pada pulpa dan \m\al bagi makrofag sehingga teraktivasi
¢in antara lain IL-1 dan TNF-a.. Tumor
1duksi sel endotel dan sel
untuk menghasilkan monocyte chemotactic
-1 (MCP-1) vang akan menyebabkan monosit
r dari pembuluh darah menuju ke daerah inflamasi. Di
monosit akan berdiferensiasi menjadi makrofag.

for-a 'W\AEH

Loleapal Lo

Infi makrofag paling banyak ditemukan pada hari
ke-3 setelah perlakuan. Hal ini disebabkan setelah monosit
bermigrasi ke jaringan, dibutuhkan waktu 48-72 jam

untuk berdiferensiasi menjadi makrofag pada area jejas. i

Makrofag berperan penting dalam sistem imun untuk
mengeliminasi antigen dengan aktivitas fagositosis. !’

Sel dendritik merupakan APC utama yang terlibat pada
respon imun pulpa. Sel dendritik akan bergerak memasuki




194

jaringan limfoid setelah menangkap dan memproses antigen
untuk selanjutnya dipresentasikan pada limfosit T melalui
molekul major histocompatibility complex (MHC) klas
II. Hal ini merupakan sinyal bagi aktivasi limfosit untuk
berproliferasi dan berdiferensiasi.'®!” Molekul MHC klas
IT juga diekspresikan pada permukaan sel makrofag yang
akan mempresentasikan antigen pada limfosit T. Makrofag
akan mensekresi IL-1 dan IL-12 setelah memproses antigen.
Interleukin-1 akan memberi sinyal kepada limfosit T
helper untuk berikatan dengan molekul MHC klas 1T pada
makrofag dan IL-12 berperan pada aktivasi limfosit. '8
Infiltrasi sel limfosit paling tinggi ditemukan pada hari
ke-7 dan menurun pada hari ke-14 setelah perlakuan.
Waktu yang dibutuhkan oleh limfosit untuk produksi dan
diferensiasi menjadi sel efektor sekitar 3 sampai 5 hari, dan
selanjutnya limfosit akan keluar dari vaskularisasi menuj
ke jaringan. !4

Mekanisme lain yang dapat menjelaskan terjadinya
infiltrasi sel inflamasi setelah aplikasi bahan etsa,
yaitu bahwa penggunaan asam fosfat dan EDTA dapat
menyebabkan terlepasnya TGF-B1 yang terdapat pada
dentin. Selama dentinogenesis, odontoblas mensekresi
growth factor tersebut kemudian termineralisasi dalam
matriks dentin. Demineralisasi jaringan gigi akibat
penggunaan bahan etsa dapat menyebabkan terlepasnya
TGF-B1.' Setelah dilepaskan, TGF-B1 akan berpenetrasi
melalui tubulus dentinalis menuju pulpa, berperan pada
respon pulpa terhadap jejas.!” Hasil penelitian in vitro
menunjukkan bahwa TGF-B1 menyebabkan peningkatan
ekspresi IL-1 dan IL-8 pada kultur sel odontoblas dan
jaringan pulpa.”’ Interleukin-8 merupakan kemoatraktan
dan berperan pada aktivasi netrofil. Transforming growth
Jactor-B1 juga mampu menstimulasi ekspresi IL-1 dan
TNF-o oleh makrofag yang berperan penting pada respon
inflamasi pulpa.’!

Hasil penelitian ini juga menunjukkan terjadinya
infiltrasi sel inflamasi pada tikus yang diaplikasi
akuades. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh preparasi
kavitas yang dilakukan. Sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Feng Mei dkk. bahwa gesekan dan panas
yang dihasilkan akibat penggunaan rotary instrument
menyebabkan peningkatan ekspresi nitric oxide (N O) pada
sel odontoblas.* Nitric oxide merupakan radikal bebas
yang dihasilkan dari enzim nitric oxide synthase (NOS).
Radikal bebas tersebut berperan pada proses inflamasi dan
kerusakan jaringan serta dapat menyebabkan vasodilatasi
pembuluh darah sehingga sel inflamasi bermigrasi dari
pembuluh darah menuju ke jaringan.'®

Pada hari ke-14 setelah perlakuan, jumlah infiltrasi
sel inflamasi semakin sedikit dibandingkan hari-hari
sebelumnya dan memberikan gambaran pulpa normal.
Hal ini mengindikasikan bahwa sel imun berhasil

iznis lindungan diri dalam membatasi penetrasi
“=fan-tanan vang membahayakan pulpa. Ion kalsium,
-=0 2% c2iran vang terdapat dalam tubulus dentin

mempunyai kapasitas buffer untuk menetralkan asam dari
bahan etsa.!*

Penggunaan glass ionomer sebagai bahan tumpatan
dalam penelitian ini bertujuan untuk meminimalkan iritasi
pada pulpa bila dibandingkan dengan resin komposit.”® Pada
penelitian ini tidak digunakan bahan tumpatan sementara
oleh karena daya tahan yang rendah dalam rongga mulut.
Apabila tumpatan sementara lepas akan terjadi deposit
debris dan sisa makanan yang dapat menyebabkan inflamasi
pulpa schingga mempengaruhi hasil penelitian.* Penelitian
menunjukkan bahwa asam fosfat 37% menyebabkan
infiltrasi sel netrofil, makrofag dan limfosit yang lebih
banyak dibanding EDTA 19%.
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ABSTRACT

Background: Periodontal disease is a common and widespread disease in the community. Gram negative bacteria have a role in
periodontitis. These bacteria secrete a variety of products such as endotoxin lipopolysaccharide (LPS), which causes the occurrence
of inflammation or infection. The body defense responses are neutrophils and mononuclear cells (monocytes and macrophages). In
response o defense mechanism, the body will be expressed enzyme cyclooxygenase (COX) which functions convert arachidonic acid
1o prostaglandins. Cassava leaf cells known to play a role in reducing inflammation, but the mechanism for inhibiting COX-2, is not
known. Purpose: The study was aimed to determine the effect of cassava leaf extract (Manihot utilissima) on expression of enzyme COX-
2 in monocytes which were exposed by LPS E. coli. Methods: This study was in vitro experimental studies with the design of posttest
only control group design. The sample was the cassava leaves extract (Manihot utilissima) at concentration of 12.5 % and 25 %. The
expression of COX-2 was determined by immunocytochemistry method. Isolated monocytes were incubated in cassava leaf extract, and

then exposed to LPS, after washing imunostaning procedure was performed using a monoclonal antibody (MAb) anti-human COX-2.

The research data was the number of monocytes that ess COX-2. Results: Expression of COX-2 in the group cassava leaf extract

was higher than the group that induced by LPS E. col Conclusion: Cassava leaf extract did not inhibit the expression of COX-2

in monocytes which were exposed by LPS E. coli.

Key words: LPS, monocytes, COX-2, cassava leaves, Manihor utili

ABSTRAK

Latar belakang: Penyakit periodontal merupakan penyakit umum dan tersebar luas 4i masyarakat. Bakteri yang banyak berperan

pada periodontitis adalah Gram negatif. Bakteri ini mengeluarkan berbag n endotoksin lipopolisakarida (LPS) yang

menyebabkan inflamasi atau infeksi. Respon pertahanan tubuh pertama a netrofil dan sel mononuklear (monosit dan makrofag).

Pada respon pertahanan tubuh akan diekspresikan enzim siklooksigenase (COX ) vang berfungsi mengubah asam arakidonat menjadi

prostaglandin. Daun singkong diketahui berperan dalam menurunkan sel radan usme dalam menghambat COX-2, belum

diketahui. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk meneliti ekstrak daun singkong 27} spresi enzim COX-2 pada monosit yang

ncangan The posttest only control group
dan 25%. Ekspresi COX-2 diteliti dengan
ir LPS, setelah pencucian kemudian dilakukan

dipapar LPS E. coli. Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental in viiro de

design. Sampel adalah ekstrak daun singkong (Manihot utilissima) den
metode imunositokimia. Isolat monosit diinkubasi ekstrak daun singkong,
prosedur imunostaning menggunakan antibodi monoklonal (Mab) anti human COX-2. Data penelitian adalah jumlah monosit yang
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mengekspresikan COX-2. Hasil: Ekspresi COX-2 pada kelompok ekstrak daun singkong lebih tinggi dibandingkan kelompok yang hanya
diinduksi LPS E.coli. Simpulan: Ekstrak daun singkong tidak menghambat ekspresi COX-2 pada monosit yang dipapar LPS E. coli.

Kata kunci: LPS, monosit, COX-2, daun singkong, Manihot utilissima

Koresponden (correspondence): Zahara Meilawaty, Bagian Biomedik, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. J1. Kalimantan

No. 37 Jember 68121, Indonesia. E-mail: zhr_mel@yahoo.com

PENDAHULUAN

Penyakit periodontal merupakan penyakit umum dan
tersebar luas di masyarakat, bisa menyerang anak-anak,
orang dewasa maupun orang tua. Salah satu bentuk penyakit
periodontal adalah keradangan yang menyerang jaringan
periodontal, dapat hanya mengenai gingiva yang disebut
dengan gingivitis atau mengenai jaringan periodontal
yang lebih luas yaitu ligamen periodontal, sementum dan
tulang alveolar." Bakteri yang paling banyak berperan
tehadap timbulnya periodontitis adalah bakteri Gram
negatif, diantaranya yaitu Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, dan Bacteriodes forsythus. Bakteri gram
negatif anaerob ini, mengeluarkan berbagai produk antara
lain endotoksin biologi aktif atau lipopolisakarida (LPS)
yang menyebabkan aktivitas biologis sehingga terjadinya
kerandangan.*”

Lipopolisakarida adalah salah satu penyebab kelainan
periodontal. Bahan ini merupakan struktur utama dinding
sel bakteri gram negatif anaerob yang berfungsi untuk
integritas struktur bakteri dan melindungi bakteri dari
sistem pertahanan imun hospes.* Lipopolisakarida mampu
menimbulkan stimulasi pada berbagai sel imun, baik in vitro
maupun in vivo, substansi ini mempunyai relevansi klinis
yang penting karena berperan langsung dalam patogenesis
infeksi bakteri gram negatif. Infeksi yang diakibatkan
aktivitas bakteri dapat menimbulkan respon pertahanan
didalam tubuh berupa respon imun spesifik maupun
non spesifik. Respon imun yang berperan sebagai garis
pertahanan pertama terhadap invasi bakteri adalah netrofil

3

dan sel mononuklear (monosit dan makrofag).
Sel darah yang berfungsi sebagai sistem kekebalan bagi
tubuh adalah leukosit. Leukosit bergerak bebas dalam darah
sebagai organisme selular bebas pada sistem kekebalan
tubuh. Leukosit terdiri dari fagosit makrofag, neutrofil. sel
dendritik, sel mast, eosinofil, basofil dan sel pembunuh
alami yang merupakan mediator penting pada sistem
kekebalan adaptif. Monosit merupakan jenis leukosit yang
membentuk makrofag. Peran monosit ketika terjadi infeksi
adalah meninggalkan aliran darah dan bergerak ke dalam
jaringan untuk mengidentifikasi dan membunuh patogen
dengan menyerang patogen yang lebih besar melalui kontak
langsung kemudian membunuh mikroorganisme. Monosit
bertindak sebagai fagosit yang berperan dalam merespon
adanya bakteri patogen, sehingga viabilitas monosit
menjadi faktor penting pada sistem kekebalan tubuh.®

Enzim siklooksigenase (COX) merupakan target utama
obat antiinflamasi nonsteroid, COX merupakan enzim
yang berperan dalam merubah asam arakidonat menjadi
prostaglandin yang bertanggungjawab terhadap inflamasi,
rasa sakit, proliferasi sel dan respon biologis lainnya. COX-
2 dapat diinduksi oleh sitokin, growth factor, dan stimulus
lainnya berdasarkan respon inflamasi. COX-2 biasanya
diekspresikan bila terjadi inflamasi atau pada keadaan
patologis lainnya, COX-2 juga diekspresikan di saraf otak
dan ginjal. Secara farmakologi, penghambatan COX dapat
digunakan sebagai relief of pain dari gejala inflamasi.
Semua obat AINS, salah satunya ibuprofen bekerja sebagai
antiinflamasi dengan menghambat sintesis prostaglandin
dengan cara menghambat enzim COX yang mengkatalis
reaksi asam arakidonat menjadi senyawa endoperoksidase.
Obat ini diindikasikan untuk luka pada jaringan lunak,
fraktur, ekstraksi gigi, vasektomi, pasca melahirkan,
pasca operasi; dapat menekan terjadinya inflamasi. Tetapi,
penggunaan obat AINS dapat menimbulkan efek samping,
diantaranya dapat menyebabkan terjadinya perdarahan
gastrointestinal, memperlama waktu perdarahan, serta dapat
merusak fungsi ginjal.”®

Selama ini, masyarakat hanya mengenal daun singkong
sebagai sayuran dan bahan makanan. Masyarakat kurang
mengetahui bahwa daun singkong memiliki banyak manfaat
di dunia kesehatan karena memiliki kandungan vitamin
C yang cukup tinggi (sekitar 27,5%), senyawa organik
flavonoid, triterpenoid, tanin serta saponin. Konsumsi
vitamin C sangat bermanfaat dalam proses penyembuhan
luka karena dapat mempengaruhi tingkat keparahan respon
inflamasi dan kualitas penyembuhan.®” Penelitian lain juga
telah membuktikan bahwa vitamin C dapat menurunkan
jumlah neutrofil pada proses penyembuhan luka tikus

antibakieri. serta dapat mengobati kerusakan pada kulit.'!
Flavonoid vang diisolasi dari daun singkong sebesar
100-204

200 ug/ml dapat mengurangi degranulasi sel mast

iinduksi senyawa 48,80 albumin pada sebuah
in vitro. Flavonoid diyakini dapat menghambat
iin.'” Ekstrak daun singkong juga diketahui
alam menurunkan jumlah neutrofil pada proses
penyembuhan luka tikus Wistar jantan.!? Tetapi mekanisme
kerja ekstrak daun singkong itu sendiri terhadap ekspresi
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enzim COX-2, yaitu enzim yang berperan dalam merubah
asam arakidonat menjadi prostaglandin pada inflamasi
sampai saat ini belum diketahui. Berdasarkan uraian di atas,
timbul suatu permasalahan bagaimana potensi ekstrak daun
singkong terhadap ekspresi COX-2 pada model inflamasi.
Tujuan penelitian ini adalah meneliti ekstrak daun singkong
(Manihot utilissima) terhadap ekspresi enzim COX-2 pada
monosit yang dipapar LPS E. coli.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vitro
dengan rancangan the posttest only control group design.
Variabel bebas adalah ekstrak daun singkong (Manihot
utilissima) dengan dosis 12,5% dan 25%. Variabel
tergantung adalah ekspresi COX-2 pada monosit. Variabel
terkendali adalah jenis dan konsentrasi monosit dan LPS
E. coli serta prosedur penelitian.

Daun singkong (Manihot utilissima) yang digunakan
didapatkan dari daerah Tempurejo, Kecamatan Tempurejo
Jember. Daun yang diambil adalah daun yang masih hijau,
utuh dan berada di bagian tengah pohon untuk menghindari
kandungan sianida yang berlebihan pada daun yang terlalu
muda. Daun singkong terlebih dahulu diidentifikasi di
Herbarium Jemberiense, Laboratorium Botani dan Kultur
Jaringan, Jurusan Biologi, Fakultas MIPA Universitas
Jember. Untuk pembuatan ekstrak, daun singkong dicuci
bersih, dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan selama 24 jam di dalam ruangan
dengan suhu ruang, yang tidak terkena sinar matahari
secara langsung, kemudian dioven selama 3 jam dalam
suhu 45 °C. Setelah itu, daun yang kering tersebut digiling
menggunakan blender, diayak dengan ayakan 50 maze
sehingga didapatkan serbuk halus sebanyak total 400 gram
serbuk daun. Setelah itu, serbuk daun dimaserasi dengan
etanol 95% selama 2 hari dan dilakukan pengadukan
setiap hari. Selanjutnya, larutan tersebut dipe n
dengan rotavapor (rotary evaporator) dengan suhu

dengan konsentrasi 100%. Penyimpanan ekstrak 100% ini
diletakkan dalam kulkas.

Isolasi monosit dilakukan dengan metode ficoll hypague
centrifugation.'* Sebanyak 12 cc darah (heparinized whole
blood) dibagi menjadi dua, sentrifuse 600 rpm selama 10
menit pada suhu ruang. Serum yang mengandung platelet
dipisahkan, sisa darah diencerkan dengan HBSS sehingga
menjadi 9 cc. Setelah itu menyiapkan dua tabung falcon,
masing-masing diisi dengan 3 cc ficol. Selanjutnya
melapiskan darah (secara berhati-hati) di atas lapisan
ficol dengan mikropipet. Darah yang telah dilapiskan
disentrifuse selama 30 menit, 1400 rpm, sehingga terbentuk
4 lapisan dari atas ke bawah adalah (plasma, mononuklear,
ficol dan polinuklear+RBC). Lapisan mononuklear
(interface plasma-ficol) yang mengandung limfosit
dan monosit dipisahkan dan dimasukkan dalam tabung
falcon. Kemudian dicuci dengan HBSS dan disentrifuse

600 rpm, 10 menit, sebanyak 2 kali untuk menghilangkan
kontaminan platelet. Hasil pencucian diresuspensi dalam
HBSS sebanyak 2500 pl, kemudian dilakukan pipeting.
Suspensi sel mononuklear kemudian dilapiskan pada
plastic microplate (24 well) yang didasarnya telah diberi
cover slip sebanyak 100 pl tiap well, kemudian diinkubasi
selama 1 jam, 37 °C. Medium inkubasi yang mengandung
limfosit dibuang, sisanya yang mengandung monosit
dicuci 3 x dengan HBSS. Hasil pencucian pelet monosit
diresuspensi dengan RPMI sebanyak 1000 ul tiap well.
Kemudian tambahkan penstrep (5 ul dan fungison 5 ul)
pada tiap well, pipeting medium secara hati-hati, monosit
siap untuk diinkubasi dengan daun singkong.

Suspensi isolat monosit, masing-masing dibagi menjadi
4 kelompok uji (masing-masing terdiri dari 3 well) yaitu: (1)
K =kontrol, tidak diinkubasi EDS, tetapi ditambahkan RPMI
1000 pl; (2) P1=tidak diinkubasi EDS, tetapi ditambahkan
RPMI 1000 pl; (3) P2= diinkubasi EDS 12,5% (sebanyak
200 ul); (4) P3= diinkubasi EDS 25% (sebanyak 200 pl).
Inkubasi dilakukan dalam inkubator shaker dengan 5%
CO,, 37 °C selama 18 jam. Setelah 18 jam, isolat monosit
pada kelompok 2, 3 dan 4 kemudian dipapar dengan LPS
E.coli sebanyak 5 yl tiap well kemudian diinkubasi selama
1 jam pada suhu 37°C dan 5% CO,

Setelah inkubasi pemaparan LPS selama 1 jam,
dilakukan pencucian. Kemudian dilakukan prosedur
imunostaning menggunakan antibodi monoklonal (Mab)
anti human COX-2. Ekspresi COX-2 dianalisis dengan
metode imunositokimia. Ekspresi COX-2 ditunjukkan oleh
monosit yang membran selnya berwarna coklat, pengamatan
dilakukan di bawah mikroskop dengan pembesaran 400
kali. Data penelitian adalah jumlah rata-rata monosit yang
mengekspresikan COX-2 dihitung per 100 sel.

Data penelitian diuji normalitasnya menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan homogenitasnya menggunakan uji Levene.
Selanjutnya dilakukan uji parametrik menggunakan uji one
way ANOVA untuk mengetahui perbedaan ekspresi COX-
n dilanjutkan dengan uji LSD untuk membandingkan
ekspresi COX-2 monosit antar kelompok percobaan.

1 simpangan baku ekspresi COX-2 pada
masing-masing kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.
Rerata resi COX-2 tertinggi terdapat pada
ak daun singkong 12,5% sebesar 55,67,
kemudian | k ekstrak daun singkong 25% sebesar
47.33: setelah itu kelompok yang hanya diberi LPS E. coli
7 dan ekspresi COX-2 terendah terdapat pada
| sebesar 13,67 (Gambar 1).
apat diuji normalitasnya terlebih dahulu
11 Shapiro-Wilk sebelum dianalisis
menggunakan uji parametrik. Hasil uji normalitas

kelompok ekstr
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60 - 55.67 Tabel 1. Rangkuman hasil uji one way ANOVA potensi
- dEr ekstrak daun singkong (Manihot utilissima) dalam
50 i memodulasi COX-2 pada monosit yang dipapar LPS
40 30.67 E. coli
30 -
; F Sig.
=3 13.67 Between group 12,255 0,002
© W
KONTROL LPS EDS12.5%  EDS25% Tabel 2. Rangkuman hasil uji LSD potensi ekstrak daun

Gambar 1. Grafik batang rerata ekspresi COX-2 berdasarkan
kelompok perlakuan.

Gambar 2 Gambaran mikroskopis ekspresi COX-2, pembesaran
1000x. Tanda panah warna hitam menunjukkan
monosit yang mengekspresikan COX-2, tanda
panah merah menunjukkan monosit yang tidak
mengekspresikan COX-2. Sel yang mengekspresikan
COX-2 terlihat berwarna coklat, dan yang
tidak mengekspresikan COX-2 berwarna biru.
Counterstain menggunakan Mayer’s hematoxylin.

menunjukkan bahwa data yang diuji mempunyai nilai sig
0,344 (p>0,05), ini berarti data terdistribusi secara normal
sehingga memenuhi syarat untuk dilakukan uji parametrik.
Oleh karena itu, selanjutnya diuji dengan menggunakan
uji parametrik One-way Anova yang rangkumannya dapat
dilihat pada Tabel 1.

Ekspresi COX-2 pada masing-masing perlakuan
mempunyai perbedaan yang bermakna (p<0.05) dapat
dilihat pada Tabel 1, selanjutnya untuk mengetahui
perbedaan ekspresi COX-2 antara masing-masing
kelompok dilakukan uji LSD.

Terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05) antara
kelompok kontrol dengan kelompok ekstrak daun singkong
12,5%; kelompok kontrol dengan kelompok ekstrak daun
singkong 25%; kelompok LPS E. coli dengan kelompok
ekstrak daun singkong 12,5% (Tabel 2). Gambaran
mikroskopis ekspresi COX-2 dengan pembesaran 1000x
dapat dilihat pada Gambar 2.

singkong (Manihot utilissima) dalam memodulasi
COX-2 pada monosit yang dipapar LPS E. coli

EDS
Kontrol LPS 12.5% EDS 25%
Kontrol .054 .001* .002*

LPS .010* .058
EDS 12,5% .300
EDS 25%
PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian in vitro yang
menggunakan sel monosit. Hasil penelitian yang terlihat
pada Gambar 1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi COX-
2 pada kelompok yang diinduksi LPS E. coli dan ekstrak
daun singkong menunjukkan kecendrungan yang lebih
banyak dibandingkan kelompok yang hanya diberi LPS E.
coli ataupun kelompok kontrol. Hal ini juga menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak daun singkong 12,5% dan 25%
mempunyai pengaruh yang bermakna terhadap peningkatan
ekspresi COX-2, bahwa ekstrak daun singkong 12,5% dan
25% tidak menghambat ekspresi COX-2 pada sel monosit
yang diinduksi LLPS E. coli. Hasil ini tidak sesuai dengan
hipotesis, bahwa pemberian ekstrak daun singkong dapat
menghambat ekspresi COX-2 pada sel monosit yang
diinduksi LPS E. coli.

Pada penelitian ini, didapatkan ekspresi COX-2 pada
kelompok kontrol sangat sedikit atau paling rendah. Hal ini
disebabkan pada kelompok kontrol tidak diinduksi LPS E.
coli sehingga seharusnya sel monosit tidak mengekspresikan
COX-2. COX-2 secara normal ditemukan dalam jumlah
yang udk}\ <1cmimn tetapi dapat diinduksi oleh sitokin atau
akan lebih banyak dlekspresﬂ\an pada
tau keadaan patologis lainnya.®
rida bersifat endotoksik karena LPS
tor CD14/ Toll-like receptor-4 (TLR4)
atkan sekresi sitokin proinflamasi dari
C D14 merupakan reseptor permukaan sel
an monosit untuk karbohidrat. Makrofag
1 dengan bakteri oleh karena adanya CD14,
I s i \Hokm [interleukin-1o (IL-1a), IL-1,
IL16, ior necrosis factor-o. (TNF-o) dan mediator
nation vaitu prostaglandin (PGE,)].* Keadaan
inflamas: membuat ekspresi COX akan meningkat, baik
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COX 1 maupun COX-2. COX 1 merupakan enzim yang
ditemukan di banyak sel dan jaringan normal, berperan pada
fungsi fisiologis seperti sekresi mukus untuk melindungi
mukosa pencernaan, hemostasis, penyembuhan luka,
ovulasi, dan untuk memelihara fungsi ginjal. COX-2 baru
akan terbentuk setelah diinduksi oleh sitokin dan mediator
inflamasi lainnya di daerah inflamasi atau pada keadaan
patologis lainnya %1516

Pada kelompok yang diinduksi LPS E. coli seharusnya
paling banyak mengekspresikan COX-2. LPS E. coli bisa
menginduksi inflamasi atau peradangan, kondisi inflamasi
ini bisa menginduksikan ekspresi COX-2. Tetapi pada hasil
penelitian ini, ekspresi COX-2 hanya sedikit, secara statistik
tidak berbeda bermakna dengan kelompok kontrol. Hal
ini diduga karena LPS E. coli akan menstimulasi monosit
untuk menghasilkan mediator inflamasi, apabila mediator
inflamasi tersebut dikeluarkan dalam jumlah berlebihan
akan menyebabkan kerusakan jaringan dan akhirnya dapat
membuat monosit lisis.!” Hasil ini diperkuat dengan hasil
uji viabilitas yang sudah dilakukan penulis sebelumnya
yang menunjukkan nilai viabilitas 24,56 %; berarti hanya
ada sekitar 25 sel monosit yang hidup dari 100 sel monosit
yang diamati pada kelompok yang diberi LPS. Sel yang lisis
atau mati tidak dapat merespon antibodi COX-2 dan tidak
dapat mengekspresikan COX-2, sehingga pada penelitian
ini hasil ekspresi COX-2 pada kelompok yang hanya
diinduksi LPS E.colilebih rendah daripada kelompok yang
diberi ekstrak daun singkong.

Potensi flavonoid dalam menekan inflamasi adalah
dengan jalan memblokir siklus siklooksigenase (COX)
dan lipoksigenase, sehingga sel radang yang bermigrasi
terbatas dan tanda-tanda klinis peradangan berkurang.
Flavonoid juga dapat bertindak melindungi lipid membran
terhadap agen yang merusak.'! Diduga aksi ini yang
menjaga membran sel tidak mudah dirusak bakteri dan
tetap berfungsi dengan baik.

Saponin selama ini diketahui dapat bekerja sebagai
antibakteri. Ketika berinteraksi dengan sel bakteri.
saponin dapat meningkatkan permeabilitas membran sel
bakteri sehingga terjadi hemolisis sel bakteri. Saponin
juga memiliki efek antiinflamasi yang hampir sama
dengan flavonoid, memblokir jalur prostaglandin sebagai
penghambat aktifasinya, namun tidak berpengaruh
terhadap sintesisnya. Dengan dihambatnya pelepasan
prostaglandin maka keluarnya sel radang dapat ditekan.'!
Adanya saponin dalam ekstrak daun singkong diduga dapat
mendukung proses penyembuhan luka lebih cepat dengan
meminimalisir kontaminasi bakteri sehingga epitel dapat
bermitosis dan berproliferasi dengan baik.

Tannin dan triterpenoid diketahui memiliki aktivitas
ksidan pada beberapa tanaman obat.!> Antioksidan
~eroeran menangkap radikal bebas yang dapat menyebabkan
~szvzn membran sel. Cedera pada membran sel tersebut
~=n mengaktifkan histamin yang nantinya menjadi
~2dang.'® Antioksidan di dalam tannin dan
“uzz dapat mengurangi adanya radikal
cruszk membran sel dan mengurangi
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Pada penelitian ini, ekspresi COX-2 pada kelompok
yang diberi ekstrak daun singkong lebih tinggi dibandingkan
kelompok kontrol dan kelompok yang diinduksi LPS E.
coli. Hal ini diduga karena sel monosit yang telah diberi
ekstrak daun singkong lebih tahan terhadap induksi LPS
E. coli sehingga banyak sel monosit yang hidup. Ekspresi
COX-2 paling tinggi terdapat pada kelompok yang diberi
ekstrak daun singkong 12,5% dibanding kelompok yang
diberi ekstrak daun singkong 25%. Hal ini kemungkinan
karena ekstrak daun singkong 25% mempunyai toksisitas
yang lebih tinggi. Konsentrasi obat atau bahan alami yang
besar dapat menyebabkan toksisitas yang besar pula,
sehingga dapat melisiskan sel monosit. Semakin tinggi
dosis saponin pada Colocynth (Citrullus colocynthis) yang
diberikan pada tikus, maka kematian tikus semakin tinggi,
dosis saponin 100 mg/kg berat badan bersifat toksik.'* Hal
tersebut juga mungkin yang terjadi pada hasil penelitian
ini, pemberian ekstrak dengan konsentrasi lebih tinggi
menyebabkan turunnya viabilitas. Viabilitas monosit yang
diinkubasi ekstrak daun singkong 25% lebih kecil jika
dibandingkan dengan viabilitas monosit yang diinkubasi
dengan ekstrak daun singkong 12,5%. Viabilitas sel monosit
pada kelompok yang diberi ekstrak daun singkong 12,5%
yaitu sebesar 62,65%, sedangkan viabilitas sel monosit yang
diberi ekstrak daun singkong 25% hanya sebesar 43,44%.
Pada penelitian in vitro ini sel monosit yang sudah lisis
tidak dapat meregenerasi selnya kembali, dan juga karena
waktu hidup monosit yang pendek disirkulasi darah hanya
8 jam, sehingga sel monosit yang lisis tersebut tidak dapat
mengekspresikan COX-2.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun
singkong (Manihot utilissima) tidak menghambat ekspresi
enzim COX-2 pada monosit yang dipapar LPS E. coli.
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ABSTRACT

Background: Direct contact between the bleaching agent and the enamel surface results in demineralization, alteration in surface
roughness and bacterial adhesion. Many studies try to minimize this side effect through different way. Purpose: The aim of this study
was to determined the effect of Calcium Phospho Peptide-Amorphous Calcium Phosphate (CPP-ACP) containing fluoride application
before and after bleaching procedure on the adhesion of S. Mutans and enamel roughness. Methods: The samples were 6 teeth which
were divided into 4 groups, and each tooth was cut into four pieces. Group A and C were treated with CPP-ACP after bleaching, while
group B and D were treated with CPP-ACP before and after bleaching. CPP-ACP used in group C and D was the one that contain
fluoride. After treatment, all samples were sterilized, immersed in steril human saliva for one hour, then immersed into S. mutans
suspension of 108 CFU. Samples were incubated overnight. On the next day the samples were put into steril BHI and vortexed for
one minute to detach the bacteria. Fifteen ml BHI containing bacteria was poured into TYS agar then incubated 37°Cfor 48 hours.
Bacterial colony was counted with colony counter. The SEM examination was done on all samples. Results: Application of desensitizing
agent reduced the S.mutans adhesion significantly among groups (p<0.05) except between group A and C. SEM evaluation revealed
significant differences among groups. Conclusion: The application of CPP-ACP containing fluoride before and after bleaching was
effective to reduce the accumulation of S.mutans colony and enamel roughness.

Key words: CPP-ACP, fluoride, adhesion, Streptococcus mutans

ABSTRAK

Latar belakang: Kontak langsung antara bahan bleaching dan permukaan enamel menyebabkan demineralisasi, perubahan
kekasaran permukaan dan berpengaruh terhadap banyaknya bakteri Streptococcus mutans (S. mutans) yang melekat. Banyak peneliti
mencoba meminimalkan efek samping ini dengan cara yang beragam. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk meneliti efek aplikasi
CPP-ACP mengandung fluor sebelum dan setelah bleaching terhadap adhesi S.mutans dan kekasaran enamel. Metode: Sampel
penelitian adalah 6 buah gigi yang dibagi dalam 4 kelompok, kemudian masing-masing gigi dibelah menjadi 4 bagian. Kelompok A
dan C diaplikasi dengan CPP-ACP setelah bleaching, sedang Kelompok B dan D diaplikasi CPP-ACP sebelum dan setelah bleaching.
CPP-ACP yang digunakan pada kelompok C dan D adalah yang mengandung fluor. Setelah perlakuan, semua sampel disterilkan dan
direndam dalam saliva steril, lalu direndam dalam suspensi S. mutans 108 CFU dan diinkubasi 24 jam. Hari berikutnya sampel

iimasukkan dalam BHI steril, divortex 1 menit untuk melepaskan bakteri. Lima belas ml BHI yang berisi S. mutans tersebut diambil
- dikultur dalam agar TYS dan diinkubasi 37°C selama 48 jam. Bakteri yang tumbuh dihitung dengan colony counter. Pemeriksaan
¢ ilakukan untuk meneliti permukaan enamel. Hasil: Aplikasi CPP-ACP(F) menurunkan jumlah bakteri yang melekat pada enamel
“kan (p<0,05) pada semua kelompok, kecuali antara kelompok A dan C. Simpulan: Aplikasi CPP-ACP mengandung fluor

dah bleaching efektif mengurangi akumulasi S. mutans dan kekasaran pada permukaan enamel.

Kats Emme = Tuor, adhesi, Streptococcus mutans
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INTRODUCTION

Information concerning esthetic dentistry that can be
accessed easily make people more concerned to improve
their performance. Brighter teeth are something that
encourages people to see a dentist to bleach their teeth.
Bleaching can be categorized into 2 groups: intracoronal
bleaching and extracoronal bleaching. Intracoronal
bleaching is performed to bleach non vital teeth, while
extracoronal bleaching is indicated for vital teeth.
Bleaching for vital teeth can be classified into at home
bleaching (professionally dispensed) and in office bleaching
(professionally administered).!

People prefer their teeth to be bleached by a dentist (in
office bleaching technique) than to do it by themselves
because it does not take a long time to see the bleaching
result. Beside that, they also feel much secured if the
bleaching process is done by the dentist because of
better gingival protection and better sensitivity control.
This procedure is suitable for patient with bleaching tray
intolerance although it result in higher tooth sensitivity
than at home bleaching because of higher concentration
used in this technique.?

The mechanism of bleaching discolored teeth still
unclear. It differs according to the type of discoloration
involved, the chemical and physical condition at the time
of the reaction. Bleaching agent mainly oxidizers. slowly
degrading organic structure into chemical product such
as carbon dioxide that are lighter in color. The oxidation
reduction reaction that occurs during bleaching is known
as a redox reaction. The mechanism of bleaching involve
the degradation of the extracellular matrix and oxidation of
chromosphores located within enamel and dentin.**

Beside tooth sensitivity, there are several bleaching
side effect that must be anticipated such as mineral loss,
surface roughness and increasing bacterial adhesion
such as Streptococcus mutans (S. mutans). S. mutans
has ability to metabolize many sugars and produces
various organic acid. S. mutans is strong acid producer
hence cause an acidic environment. Consequently it
lowers the pH of the surrounding environment that will
lead to tooth demineralization.>® According to Mithra
and Moeny remineralization using desensitizing agent
calcium phospho peptide-amorphous calcium phosphate
(CPP-ACP) 3 minutes twice a day was achieved after 35
days.” Meanwhile the bleaching effect results in enamel
porousity which enhances trans—enamel diffusion to reach
deep area of dentin and pulp chamber.® In vitro studies have
demonstrated that a high concentration of toxic components
released from hidrogen peroxide 35% bleaching gels used
for in office treatment are capable of diffuse through enamel
and dentin and they significantly decrease the metabolism
of pulp cells.*!°

Several studies have reported the effect of hydrogen
peroxide on the structure of dental tissue such as pulp
sensitivity, cervical resorption, release of selected
components of dental materials and alteration of enamel
surface.*31% However little has been reported about
the adhesion of S. mutans and its relationship with the
difference morphological alteration of the outer enamel
surface. The aim of this study was to determine the effect
of fluoride and non fluoride desensitizing agent that applied
prior to and after bleaching procedure on the adhesion of
S. mutans to enamel and enamel roughness.

MATERIALS AND METHODS

Six maxillary extracted premolar were used as sample
of this study. Samples were cut into 4 pieces. Furthermore,
the 24 pieces classified into 4 groups, each group contains
6 specimen. Group A was treated using non fluoride CPP-
ACP after bleaching procedure was performed. Group
B was treated using non fluoride CPP-ACP before and
after in office bleaching was performed. Group C was
treated using CPP-ACP containing fluoride after bleaching
was performed, and Group D was treated using CPP-
ACP containing fluoride before and after bleaching was
performed.

Group A was bleached using hydrogen peroxide 40%
for one hour, washed. dried. followed by the application
of non fluoride CPP-ACP for 30 minutes. immersed into
human saliva for one hour then immersed into S. mutans
suspension of 10® CFU. incubated 37°C (24 hours). The
day after the teeth were put into 3 ml sterilized Brain
Heart Infusion (BHI), vortex for 1 minute.'! After diluting
10, 0.1 ml BHI containing S. mutans were cultured in
Trypticase-Soy-Sucrose-Bacitracin (TYS 20B) followed
by incubating at 37°C for 48 hours. S. mutans colony were
counted using colony counter. In group B. before in office
bleaching procedure was performed, the non fluoride CPP-
ACP was applied for 30 minutes then the samples were
washed and dried. After bleaching, the non fluoride CPP-
ACP was aplied again, followed by washing and immersed
into human saliva for one hour, immersed into S. mutans
suspension 10® CFU, incubated 37°C (24 hours). The day
after the teeth were put into 3 ml sterilized BHI, vortex for
1 minute.'? After diluting 10,? 0.1 BHI containing S. mutans
were cultured in TYS 20B followed by incubating 37 °C
for 48 hours.'2 S. mutans colony were counted using colony
counter. Group C was treated with the same procedure as
group A, butin group C the CPP-ACP used was the one that
containing fluoride. CPP-ACP (F) was also used in Group
D, it was applied before and after bleaching procedure.
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RESULTS

The average of S. mutans colony accumulation
was shown in Figure 1. The result showed that the the
accumulation colony of S. mutans decrease when the CPP-
ACP was used before and after bleaching. CPP-ACP (F)
also reduced the amount colony of S. mutans (Figure 1).

The one way ANOVA showed there was a significant
difference (p<0.005) of the accumulation colony of S.
mutans among groups with once and twice CPP-ACP
application, with and without fluoride (Table 1). The result
of this research showed there was a significant difference
between groups (p<0.005), except between group A and C
(p>0.005). This may be caused by low fluoride dosage when
the DA applied only once. There were Scanning Electron
Microscope (SEM) evaluation for detecting enamel surface
roughness with 2000 magnification.

In group A (CPP ACP after bleaching only): the
dissolved periphery of enamel prism and the porosities
could be seen. Areas of remineralization noted although
at some places dissolved prism core and dissolved
interprismatic substance are still evident (Figure 2).
In group B (CPP ACP before and after bleaching) the
configuration of the enamel was apparent with few porous
defect. Areas of remineralization are evident clearly (Figure
3). In group C (CPP-ACP (F) after bleaching only) the
porosities still could be seen clearly, but not as much as in
group A. Certain areas of remineralization were evident
(Figure 4). In group D (CPP ACFP before and after
bleaching): the areas of mineralized deposits were more
evident. The different pattern among group A, B, C and
D maybe due to variation in crystallite orientation in the
enamel prism (Figure 5). From this different morphological
alteration point of view, SEM evaluation support the result
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Figure 1.  Average of S. mutans accumulation after once and

twice DA application, with and without fluoride
Note:

A. Bleaching — CPP-ACP

B. CPP-ACP — bleaching —» CPP-ACP

C. Bleaching — CPP-ACP (F)

C F) — bleaching — CPP-ACP(F)

Figure2. Group A (bleaching—CPP-ACP) the dissolve

peripheral enamel prism and porosites apreared

Figure 3. Group B (CPP-ACP—bleaching—CPP-ACP) the

configuration of enamel revealed few porous defect

Figure 4.

Group C (bleaching—CPP-ACP (F)) the porosities
could be seen and certain area of remineralization
were evident
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One way ANOVA of the accumulation colony of S. mutans after once and twice desensitizing agent application, with and

Sum of Squares

Between groups 104163.792
Within groups 6740.167
Total 110903.958

df Mean square F Sig
34721.264 103.028 .000
337.008

Figure 5.

Group D (CPP-ACP (F)—bleaching—CPP-ACP (F)
the areas of mineralized deposit were more evident

of this research. The higher the topography irregularities
(roughness) of a material, the more the S. mutans colony
could be counted.

DISCUSSION

The result showed there were significant difference
occured on the accumulation of S. mutans colony among
group A and B, group A and D, group B and C. This
fenomena has suggested that there is a relationship between
the accumulation of S. mutans with different surface
roughness among group A and B, group A and D, group B
and C as aresult of bleaching treatment with tooth bleaching
containing 40% H,O, (Figure 2-5). Tooth bleaching releases
reactive free radicals that will influence the reducing
agent, so the yellowish pigment (xanthopterin) will be
oxidated and become a whitening pigmen (leucopterin).’
Bleaching agent can produce undesirable effect such as
hypersensitivity, gingival irritation, micromorphological
defect due to demineralization and effect on restorative
material.! The result of this research shown that highest
mean value of S. mutans colony can be noticed in group A.
followed by group C, group B and group D. This means that
application CPP-ACP (either with or without fluor) before
and after bleaching were effective in reducing S. mutans
colony. Mean value of S. mutans colony in group C below
the mean value of S. mutans in group A. This means that
fluoride containing DA showed better result in reducing
S. mutans colony.

SEM evaluation showed that group A display the highest
roughness value, followed by group C, B and D. Surface
roughness can be measured by qualitative method such as
SEM or quantitative method such as profilometry. SEM is
a powerful magnification tool that utilizes focused beams
of electron to obtain information while profilometer is a
simple tool to measure surface’s profile in order to quantify
its roughness. It determines line roughness, in either vertical
or horizontal direction, but it can not penetrate certain
micro irregularities. This tool is easy to operate and rapid
to obtain the measuring result. SEM and profilometry have
limitation in defining surface topography. The electron
beam techniques in SEM does not allow visualization of
three dimensional surface texture.'*!>

According to Katsikogianni, the first stage of bacterial
adhesion consist of the initial attraction of the cells to
the surface followed by absorption and attachment. At
the second stage, molecular-specific reaction between
bacterial surface structure and substratum surface become
predominant.'®

There was no significant difference occured between
group A and C. This fact can be studied from three
perspectives. First, it was suggested that S. mutans can
adapt to fluoride because of either widespread or longterm
use of fluoride. There are few alteration could be detected
in fluoride resistant S. mutans, one of them is the fatty acid
membrane. Membrane of fatty acid plays an important role
in maintaining normal physiological cell function, tolerance
of physiological stressor including oxidative stress.!”!® Cell
membranes, which are structurally made of large amount
of polyunsaturated fatty acid are highly susceptible to
oxidative attacks. Oxidative attack will result in oxidative
stress when the balance between the existace of reactive
oxygen species and antioxidant defence is lost. The free
al m ] in oxidation of
ein. glycoxidation. oxidation of DNA,

e
It

SIress resu

= resistance S. mutans, the unsaturated/
i ratio during the stationary phase was higher than
< strain. A significant difference in the amount
mono saturated fatty acids between fluoride
1in and wild-type strain was detected in acidic
evious study conducted by Zhu ez al.!” showed
I I of gene that is responsible for biosynthesis
fatty acid (7ahM) RNA in the fluoride resistant-strain was
1tly higher than that of the wild- type strain in
the acidic condition as well although the sequence of the

signif

fabM gene was the same in the fluoride resistant strain as
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the one reported for the wild-type strain. The fubM gene
sequence from the fluoride resistant strain was 100%
homologous to the wild-type strain. A single gene product
of fabM in S. mutans is responsible for the synthesis of
monounsaturated fatty acid and is necessary for survival
in acidic environment. Alteration in the lipid content
of membranes of an organisme is the major importance
in response to environmental stress. These findings are
consistent with Zhu et al.'” If that fluoride-resistant S.
mutans exhibit greater ability to resist acid stress compare
to wild-type S. mutans.

Another possibilities that influence this result is the
concentration of the CPP-ACP containing fluoride in group
C s to low (900 ppm). If the CPP-ACP only applied once
after bleaching it means the fluoride delivered still below
the traditional treatment as in mouth rinse or in tooth paste
(1500 ppm). Many researcher still confuse to formulate
the precision consentration of fluoride, so debate around
fluoride consentration still persist. Treatment with 5000
ppm fluoride significantly enhanced remineralization and
inhibit demineralization when compared with treatment
with 1500 ppm.'* In group D, CPP-ACP containing fluoride
was delivered twice before and after bleaching. It means
the total fluoride delivered was 1800 ppm. Present findings
showed lower surface roughness value and lower S. mutans
colony accumulation (data not shown).

Our results indicated that fluoride combinated with
CPP ACFP that was delivered before and after bleaching
(group D) showed lower S. mutans colony accumulation
than CPP ACP without fluoride that delivered in the same
manner (group B) This is because fluoride can inhibit
glucocyltranferase produced by S. mutans by inhibiting
enolase that has an important role in glycolysis. Beside
that, fluoride was involved in developing complex metal-
fluor, usually aluminium floride (ALF4) that account for
inhibiting glucan formation from glucose 6—phosphatase
that result in inhibiting glucosyltransferase activity.?’

On the colony counting method. the difference between
alive and death S. mutans could not be seen, so it is possible
to have false positive. The surface roughness value of
group A seems to be the same as in group C. This condition
could be as a result of contaminant such as residual of the
desensitizing agent used that can not be rinsed because of
the certain retentive topography on the enamel surface. The
variation of enamel topography it self has wide diversity.
Every part of enamel surface has diferent surface roughness
value that can influence its agent retention capability. In this
study the surface roughness value of human enamel before
treatment are almost above 1 um. It means that the starting
point of surface roughness value was above critical value
for bacterial colonization (0.2 pm).?!

The study suggested that the application of CPP-ACP
containing fluoride before and after bleaching was effective
nreducing S. mutans accumulation and enamel roughness.
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ABSTRACT

Background: The filler addition to resin based sealers will enhance the physical properties of the polymer. Because of its biological
properties, the synthetic hydroxyapatite (HA) has been proposed as filler for dental material such as composite resin. The calcite
synthesized HA is the HA produced of calcite minerals that came from many Indonesian mining. Purpose: The aim of study was to
determine the effect of different concentration of calcite synthesized HA as the filler of the epoxy-resin-based root canal sealer on the
physical properties such as its contact angle, the film thickness and the microhardness. Methods: The crystal of the calcite synthesized
hydroxyapatite with the size between 77.721-88.710 nm and the ratio of Ca/P 1.6886 were synthesized at Ceramic Laboratory,
Mechanical Engineering, using wet method of hydrothermal microwave. The powders of the epoxy- resin were prepared by added the
synthesized hydroxyapatite crystal in 5 different weight ratios (e.g.. HA-10%, HA-20%, HA-30%, HA-40% and HA-50%). Each of these
was mixed with the paste of 3:1 ratio using spatula on a glass plate until homogen and then measuring the contact angle and the film
thickness. Microhardness test was conducted after the mixture of experimental sealer was stored for 24 hrs at 37 oC to reach perfect
polymerization. Results: All of contact angles were <900 and were not significantly different to each other (p= 0.510). All groups had
a film thickness in accordance with ISO 6876 (<50 um) and with no statistical difference (p= 0.858). In the HA of 10%, 20%, 30%
seen that the microhardness were increased, while in the HA-50% was decreased and in the HA-40% has the same microhardness to

the control groups (HA-0%). Conclusion: Calcite synthesized HA as the filler did nor affect 1 thickness of the
sealer. Microhardness of the epoxy-resin based sealer could be increased using maximum 30 of the calcite synthesized HA as the filler.
Key words: Physical properties, contact angle, film thickness, micro hardness, calcite synthesized hydroxyapatite, root canal sealer
ABSTRAK

Latar belakang: Penambahan bahan pengisi pada sealer berbahan dasar resin akan meningkatkan sifat fisik polimer. Karena
sifat biologis bagus, hidroksiapatit (HA) sintetis digunakan sebagai bahan pengisi material kedokteran gigi seperti resin komposit.
Hidroksiapatit sintesis kalsit merupakan HA yang hasilkan dari mineral kalsit berasal dari berbagai daerah pertambangan di
Indonesia. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk meneliti pengaruh berbagai konsentrasi HA sintesis kalsit sebagai bahan pengisi
sealer berbahan dasar resin epoksi terhadap sifat fisiknya yaitu sudut kontak, ketebalan film dan kekerasan mikronya. Metode: Kristal
HA sintesis kalsit yang berukuran 7,721-88,710 nm dengan rasio Ca/P 1,6886 diperoleh dari sintesis di Laboratorium Keramik,
Teknik Mesin, Universitas Gadjah Mada menggunakan wet method dengan microwave hidrotermal. Serbuk resin epoksi dipersiapkan
dengan menambahkan kristal HA sintesis kalsit dalam lima konsentrasi yang berbeda vaitu HA-10%, HA-20%, HA-30%, HA-40% dan
HA-50% (dalam berat). Masing-masing serbuk diaduk dengan pasta resin epoksi dengan perbandingan 3:1 menggunakan spatula di
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atas glassplate hingga homogen, selanjutnya dilakukan pengukuran sudut kontak dan ketebalan film. Pengukuran kekerasan mikro
dilakukan setelah sealer disimpan dalam inkubator 37 oC selama 24 jam sehingga mencapai polimerisasi sempurna. Hasil: Semua
kelompok menunjukkan bahwa sudut kontak <900 dan menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan (, p=0,510). Semua kelompok
menunjukkan bahwa ketebalan filmnya sesuai dengan ISO 6876 (<50 um) dan menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan
(p=0,858). Pada kelompok HA-10%, 20% dan 30% kekerasan mikronya meningkat, sedangkan pada HA-50% menurun dan HA-40%
kekerasannya sama dengan kelompok kontrol (HA-0%). Simpulan: Penambahan hingga 50% HA sintesis kalsit sebagai bahan pengisi
sealer resin epoksi tidak mempengaruhi sudut kontak dan ketebalan film. Kekerasan sealer dapat ditingkatkan dengan menambahkan

HA sintesis kalsit maksimum hingga 30%.

Kata kunci: Sifat fisik, sudut kontak, ketebalan film, kekerasan mikro, hidroksiapatit sintesis kalsit, sealer saluran akar

Korespondensi (correspondence): Ema Mulyawati, Departemen Ilmu Konservasi Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Gadjah
Mada. J1. Denta I, Sekip Utara, Yogjakarta 55281. Indonesia. E-mail: emamulyawati @ gmail.com

PENDAHULUAN

Obturasi saluran akar (root canal obturation) bertujuan
untuk mendapatkan penutupan hermetis sepanjang sistem
saluran akar terutama di daerah apikal.! Kerapatan apikal
menjadi parameter utama suatu bahan obturasi saluran akar
yang akan mencegah terjadinya kebocoran apikal sebagai
penyebab utama kegagalan perawatan saluran akar. Bahan
obturasi saluran akar yang digunakan hingga saat ini adalah
guta perca yang dalam aplikasinya harus dikombinasikan
dengan sealer saluran akar (root canal sealer). Fungsi utama
sealer adalah mengisi celah yang terjadi antara guta perca
dan dinding saluran akar, sehingga bahan obturasi dapat
menutup saluran akar baik ke arah apikal maupun lateral
sehingga mencegah terjadinya kebocoran apikal.>* Secara
fisik sealer harus dapat melekat atau beradaptasi dengan baik
pada dinding saluran akar. Sifat fisik yang mempengaruhi
pelekatan sealer antara lain daya pembasahan (wettability)
dan ketebalan film (film th ickness).* Selain itu sealer harus
mudah diaplikasikan pada dinding saluran akar, tidak
mengerut setelah dimasukkan. radiopak. tidak mewarnai
gigi, dan mudah dikeluarkan bila perlu.®*

Pada saat ini sealer resin merupakan sealer vang
paling banyak digunakan. Resin merupakan suatu polimer
sintetik yang mempunyai sifat adaptasi baik pada dinding
saluran akar yang disebabkan daya adesinya tinggi dan
perubahan dimensi kecil.> Sealer resin lambat mengeras
dan dalam temperatur tubuh memerlukan waktu antara
9-15 jam, sehingga waktu kerja dan waktu setting cukup
panjang.® Kekurangan sealer berbahan dasar resin adalah
selalu mengalami pengerutan pada saat polimerisasi
(polimerization shrinkage) sehingga mempengaruhi
kerapatan apikalnya. Jenis resin yang banyak digunakan
sebagai siler adalah resin-epoxy yang berbasis bisphenol
A-diglycidyl ether dengan kandungan hexamethylen-
tetramine sebagai bahan katalisator dan bismuth oxide
untuk sifat radiopaknya.>¢

Sampai saal ini belum ditemukan bahan yang memenuhi
semua persyaratan ideal suatu sealer saluran akar. Hal ini

yang mendorong selalu dicari usaha untuk meningkatkan
mutu suatu sealer, antara lain dengan menambahkan
suatu bahan pengisi (filler) pada bahan sealer yang
digunakan. Penambahan bahan pengisi pada sealer resin
akan mengurangi pengerutan selama proses polimerisasi.
Salah satu bahan alternatif yang banyak dikembangkan
saat ini adalah kalsium fosfat termasuk hidroksiapatit
(HA).™ Hidroksiapatit sintetis sudah banyak digunakan
dalam bidang kedokteran gigi antara lain sebagai bahan
pengisi untuk beberapa material kedokteran gigi seperti
resin komposit dan sistem adhesif,'®!! bahan pengganti
tulang alveolar yang memacu penyembuhan kerusakan
tulang periodontal dan memacu osteointegrasi dari implan
titanium. 214

Hidroksiapatit merupakan senyawa kalsium berbentuk
kristal heksagonal, yang dapat diperoleh dari tulang dan
struktur jaringan keras gigi yaitu email dan dentin baik pada
manusia maupun binatang.'® Hidroksiapatit sintesis kalsit
merupakan HA yang disintesis dari serbuk kalsit alami yang
berasal dari beberapa daerah pertambangan di Indonesia.'®
Hidroksiapatit dapat disintesis dari kalsit dengan wet
method menggunakan hydrothermal microwave melalui
transformasi dengan hydrogen phosphat. Hasil sintesis
kalsit melalui transformasi menghasilkan HA dengan
ukuran diameter kristal berkisar antara 77,721— 88,710 nm,
sedangkan HA- 200 antara 57,538-77,534 nm yang artinya
ukuran kristal HA sintesis kalsit lebih stabil dibandingkan
HA sintetis (HA-200). Pengujian karakteristik HA sintesis
kalsit secara atomic absorption spectroscopy (AAS)
didapatkan hasil bahwa rasio Ca/P HA sintesis kalsit 1,6886
sedangkan Ca/P HA secara stokiometri adalah 1,6667. Dari
hasil tersebut disimpulkan bahwa kemurnian HA sintesis
kalsit mendekati kemurnian HA stokiometri yang sudah
terbukti biokompatibel terhadap jaringan.!’

Penelitian ini bertujuan untuk meneliti pengaruh
penambahan HA sintesis kalsit sebagai bahan pengisi
(filler) siler resin epoxy terhadap sifat fisik sealer yaitu
sudut kontak (contact angle), ketebalan film (film thickness)
dan kekerasan mikro (microhardness).



BAHAN DAN METODE

Kristal HA sintesis kalsit yang berdiameter antara
77,7121- 88,710 nm dengan ratio Ca/P 1.6886 disintesis di
Laboratorium Keramik, Jurusan teknik Mesin, Universitas
Gadjah Mada. Sintesis dilakukan dengan wet method
menggunakan hydrothermal microwave. Kalsit yang
digunakan merupakan hasil olahan PT. Omya, Sidoarjo,
Jawa Timur yang bersumber dari kalsit alami beberapa
daerah pertambangan di Indonesia seperti Pacitan,
Trenggalek Tulungagung, Kulon Progo, Gunung Kidul,
Magelang, Bima dan Jeneponto.'6 Jenis sealer resin yang
digunakan adalah siler resin epoxy (Dentsply, Germany)
yang terdiri atas cairan (liquid) yang mengandung resin
epoxy A-diglycidyl ether dan serbuk (powder) yang
mengandung hexamethylen-tetramine 25% sebagai
katalisator dan bismuth oxide 75% untuk sifat radiopaknya.
Dipersiapkan serbuk resin yang telah ditambahkan kristal
HA sintesis kalsit dengan formula kandungan HA 10%,
20%, 30%, 40% dan 50% (dalam berat).

Pencampuran sealer dilakukan secara manual di atas
glass plate menggunakan spatula dengan perbandingan 3
volume unit powder dicampur dengan 1 volume unit resin.
Pencampuran dilakukan hingga mendapatkan konsistensi
yang homogen, yang akan putus bila diangkat ke atas 1,5-
2,5 cm dari glass plate. Seterusnya dilakukan pengujian sifat
fisik (physical properties) kelima kelompok experimental
sealer yaitu siler HA-10%, HA-20%, HA-30%, HA-40%,
HA-50% dan kelompok kontrol yaitu siler resin epoxy tanpa
HA sintesis kalsit (HA-0%). Semua pengujian baik sudut
kontak, film thickness maupun kekerasan mikro pada semua
kelompok siler masing-masing dilakukan 5 kali (n=5).

Daya pembasahan (wettability) dievaluasi dengan
mengukur sudut kontak yaitu sudut internal (0) antara
siler (bahan adhesif) dengan substrat.* Bahan coba sealer
sebanyak 0,3 ml diletakkan di atas object glass ukuran 2,5 x
7,5 cm dengan ketebalan 1 mm yang diletakkan pada bidang
datar. Setelah 3 menit dari mulainya pencampuran siler, lalu
diambil foto siler tersebut dari arah samping segaris dengan
ketebalan object glass. Pengukuran sudut kontak dilakukan
pada foto tersebut dengan menggunakan komputer. Sudut
kontak merupakan resultan antara kekuatan adesif sealer-
substrat dengan kekuatan kohesive siler.

Ketebalan film dievaluasi sesuai dengan pedoman dari
ISO 6876.'® Dipersiapkan dua buah glass plate ukuran
4,5 cm x 4,5 cm dengan ketebalan 5 mm. Kedua glass
plate tersebut ditumpuk dan diukur ketebalan kombinasi
keduanya menggunakan sliding caliper berskala micron
(Sylvac S-Cal Pro, Swiss). Setelah itu bahan coba siler
(experimental sealer) yang telah diaduk sebanyak 0.5
ml ditempatkan di tengah-tengah salah satu glass plate
tersebut kemudian sealer ditekan menggunakan glass plate
yang kedua. Setelah 3 menit dari mulainya pencampuran
siler, diletakkan beban seberat 15 kg secara vertikal di atas
glass plate kedua tersebut. Setelah 10 menit dari mulainya
pencampuran sealer, ketebalan kedua glass plate dengan
sealer di antara keduanya diukur menggunakan sliding
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caliper. Perbedaan ketebalan antara kedua glass plate tanpa
dan dengan sealer merupakan Ketebalan film dari sealer
tersebut. Pengukuran dilakukan empat kali pada masing-
masing sisi glass plate dan diambil nilai reratanya.

Kekerasan mikro dievaluasi menggunakan Vickers
Microhardness tester (HMV Shimadzu corp, Kyoto, Japan).
Siler yang telah diaduk dimasukkan dalam cetakan logam
bentuk diskus dengan ukuran 8 mm (diameter) x 2 mm
(ketebalan) dan disimpan dalam inkubator 37°C selama 7x
24 jam hingga mencapai polimerisasi sempurna. Permukaan
siler diratakan menggunakan carborundum disc. Uji
kekerasan dilakukan dengan menekan siler menggunakan
indentor yang terbuat dari batu intan berbentuk piramida
selama 10 detik dengan beban sebesar 200 g. Pada bagian
yang terkena indentor akan terbentuk cekungan berbentuk
piramida, diukur panjang diagonal hasil identasi tersebut
pada dua sisi dan diambil reratanya.'’

HASIL

Ujinormalitas data dievaluasi menggunakan uji Shapiro-
Wilk, sedangkan homogenitas variansi menggunakan
Levene-test. Pada pengujian sudut kontak dan ketebalan
film didapatkan hasil data normal dan homogen selanjutnya
dilakukan uji ANOVA satu jalur. Hasil pengukuran sudut
kontak dan ketebalan film dapat dilihat pada Tabel 1. Pada
kelima kelompok bahan coba sealer (experimental sealer)
dari kandungan HA-10% hingga 50% dan kelompok
kontrol (HA-0%) menunjukkan hasil bahwa besar sudut
kontaknya berkisar antara 67,43° hingga 71,13°, yang
berarti < dari 90°, dan tidak ada perbedaan antara semua
kelompok tersebut (p=0,510). Demikian juga ketebalan
film pada semua kelompok menunjukkan bahwa ketebalan
filmya <50,00 um, yang sesuai dengan standar ISO 6876,
dengan hasil berkisar antara 44.85 hingga 47.85 um dan
menunjukkan tidak ada perbedaan pada semua kelompok
perlakuan (p= 0,858).

Tabel 1. Nilai rerata dan standard deviasi (SD) sudut kontak

dan ketebalan film sealer resin berbahan pengisi HA
dengan berbagai konsentr:

sintesis Kaisit onsentrasi

Ketebalan film (um)

Rerata + SD
HA- 0% 71,13+ 1,89 45,92 +3,04
HA- 10% F102:4.75 4485 + 2,51
HA- 20% 68.98 + 3,49 46,69 + 3,16
HA- 30% 67,43 2,57 47,85 +2,39
HA- 40% 68,72 + 3,24 46,15+ 2,70
HA-5C 70,07 + 4,54 4735+227

ada uji kekerasan mikro, varian tidak homogen
ga data diuji menggunakan Kruskal-Wallis
Whimey. Hasil uji kekerasan dapat dilihat pada
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Tabel 2. Nilai rerata dan standard deviasi (SD) kekerasan mikro
siler resin berbahan pengisi HA sintesis kalsit dengan
berbagai konsentrasi dalam Vickers Hardness Number
(VHN)
Kekerasan mikro (VHN)
Persentase HA kalsit
Rerata = SD
HA-0% 64,28 + 1,11
HA-10% 73,23-£2,55
HA-20% 77,31 +£2,20
HA-30% 80,51 £0,74
HA-40% 65,37 £2,03
HA-50% 55,22 + 1,59

Tabel 3. Hasil uji Mann-Whitney kekerasan mikro pada semua
kelompok perlakuan siler resin berbahan pengisi HA
sintesis kalsit dengan berbagai konsentrasi

Pasangan kelompok P

HA- 0% - HA-10% *0,009
HA- 0% - HA-20% *0,008
HA- 0% - HA-30% *0,009
HA- 0% - HA-40% 0,347
HA- 0% - HA-50% *0,009
HA-10% - HA-20% *0,045
HA-10% - HA-30% *0,009
HA-10% - HA-40% *0,009
HA-10% - HA-50% *0,009
HA-20% - HA-30% *0,026
HA-20% - HA-40% *0,008
HA-20% - HA-50% *0,008
HA-30% - HA-40% *0,009
HA-30% - HA-50% *0,009
HA-40% - HA-50% *0,009

Keterangan: * berbeda bermakna (p<0,05)

Dari uji Kruskal-Wallis didapatkan hasil bahwa ada
perbedaan pada semua kelompok perlakuan maupun
kontrol (p<0,05) sehingga dilanjutkan dengan uji Mann-
Whitney. Dari uji Mann-Whitney diketahui bahwa pada
penambahan HA-10% kekerasannya lebih tinggi (p=0,009)
dibandingkan HA-0%. Kekerasan siler HA-20% lebih tinggi
dibandingkan dengan siler HA-0% (p=0,008) maupun HA-
10% (p=0,045). Pada siler HA-30% kekerasannya lebih
tinggi dibandingkan HA-0% (p=0,009), HA-10% (p=0,009)
maupun HA-20% (p=0,026). Kekerasan siler HA-40%
menurun dibandingkan dengan HA-30% (p=0,009),
20% (p=0,008) maupun 10% (p=0,009), tetapi tidak
berbeda dengan siler HA-0% (p=0,347 ). sealer HA-50%
menunjukkan kekerasan mikro yang lebih kecil (p<0,05)
dibandingkan semua kelompok bahan coba sealer maupun
kelompok kontrol (Tabel 3).

PEMBAHASAN

Penambahan partikel bahan pengisi dapat meningkatkan
viskositas bahan adesif.?® Viskositas suatu bahan
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berhubungan langsung dengan daya pembasahan
(wettability) bahan tersebut. Wertability merupakan hasil
interaksi molekuler antara adesif dengan aderen atau
substrat yang merupakan perlawanan terhadap daya kohesi
bahan adesif dan merupakan faktor yang sangat menentukan
terjadinya adesi yang baik dengan aderen. Agar bahan
adesif dapat mengalir dan melekat pada permukaan substrat
viskositas bahan tersebut harus rendah.* Wettability secara
tidak langsung dapat diketahui dengan mengukur sudut
kontak. Secara umum dikatakan bahwa sudut kontak yang
kecil didapatkan apabila tegangan permukaan bahan adesif
rendah dan energi permukaan aderen atau substrat tinggi.
Pada penelitian ini HA sintesis kalsit yang digunakan
sebagai bahan pengisi berukuran kristal 77,721-88,710
nm!” dan menunjukkan hasil bahwa viskositasnya tidak
berbeda dengan yang tanpa penambahan bahan pengisi.
Hal ini dapat dilihat dari pengukuran sudut kontak yang
menunjukkan tidak ada perbedaan antara kelompok kontrol
(tanpa HA) maupun semua kelompok sealer dengan
tambahan bahan pengisi HA sintesis kalsil (kelompok
HA 10%, 20%, 30%, 40% dan 50%). Pada semua
kelompok menunjukkan bahwa sudut kontaknya <90°.
Ini menunjukkan bahwa penambahan HA sintesis kalsit
tidak mengubah kemampuan pembasahan (wettability)
dari siler epoxy tersebut. Kemampuan pembasahan suatu
adesif dikatakan baik apabila sudut kontaknya kurang dari
00° dan dikatakan ideal apabila adesif dapat menyebar
di seluruh permukaan aderen dengan sudut kontak (1t
Apabila bahan adesif sudut kontaknya <90° maka bahan
adesif dapat mengalir dan melekat dengan mudah, artinya
bahan sealer ini dapat mengalir, mengisi celah yang kosong
antara guta perca dan dinding saluran akar, berpenetrasi
pada permukaan dentin saluran akar tanpa menghasilkan
porusitas pada antar permukaannya. Pada akhirnya
bahan sealer yang sudah berpenetrasi akan mengeras
dan menghasilkan ikatan yang berpautan (inferlocking
bonding) dengan struktur mikro dari dentin saluran akar dan
menghasilkan retensi mikromekanikal sehingga kerapatan
apikalnya bagus. Pemilihan bahan-bahan resin epoxy
sebagai siler antara lain karena sifat flownya yang tinggi
dan viskositasnya rendah. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa penambahan HA sintesis kalsit pada sealer resin
hingga 50% terbukti tidak meningkatkan viskositasnya.
Hal ini kemungkinan karena partikel HA kalsit yang
digunakan sebagai bahan pengisi berukuran nano yaitu
antara 77,721-88,710 nm, sehingga siler resin ini dapat
digolongkan dalam klasifikasi nanofiller.

Pada uji ketebalan film (film thickness) semua kelompok
siler baik kontrol maupun dengan penambahan HA sintesis
kalsit menunjukkan bahwa ketebalan filmnya <50 um.
Menurut ISO 6876 sesuai dengan cara pengujian yang
dilakukan dikatakan bahwa ketebalan ideal suatu sealer
tidak boleh melebihi 50 um.'® Apabila ketebalan film
bahan adesif melebihi 50 um maka bahan sealer akan sulit
dimanipulasi sehingga mempengaruhi adaptasi sealer
dengan dinding saluran akar. Pada penelitian ini terlihat
bahwa penambahan HA sintesis kalsit tidak menurunkan



daya pembasahannya maupun meningkatkan ketebalan
filmnya. Semakin tipis film thikness maka sealer akan
semakin mudah diaplikasikan pada dinding saluran akar
dan semakin mudah mengalir serta mengisi celah antara
guta perca dengan dinding saluran akar.

Hasil pengukuran kekerasan mikronya, walaupun
kekerasan mikro tidak berhubungan langsung dengan
pelekatan, akan tetapi dapat dijadikan tolak ukur untuk
menentukan tingkat polimerisasi atau derajat konversi
sealer resin tersebut.?! Derajat konversi merupakan jumlah
persentase ikatan ganda karbon yang telah menjadi ikatan
tunggal membentuk polimer. Derajat konversi diperoleh
dengan mengurangi persentase ikatan rangkap karbon dari
100%.2>%

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa penambahan
hidroksiapatit sebagai bahan pengisi dapat meningkatkan
kekerasan bahan sealer. Ini sesuai dengan hasil penelitian
terdahulu yang menyatakan bahwa penambahan bahan
pengisi dapat meningkatkan sifat fisik maupun mekanis
suatu resin.”*?* Selain meningkatkan kekerasan resin
bahan pengisi dapat mengurangi koefisien termal ekspansi,
pengerutan polimerisasi (polymerization shrinkage) dan
memudahkan aplikasinya. Hidroksiapatit sintesis kalsit
sebagai bahan pengisi tidak bereaksi dengan bahan-bahan
siler tetapi partikelnya akan penetrasi diantara partikel-
partikel resin epoksi, hexamethylen-tetramine dan bismuth
oxide. Hidroksiapatit yang terdiri atas unsur kalsium dan
fosfat, yang merupakan unsur utama jaringan keras gigi
baik email maupun dentin, ternyata dapat meningkatkan
kekerasan sealer.

Hasil penelitian didapatkan bahwa penambahan HA-
10%, 20% dan 30% dapat meningkatkan kekerasan sealer.
Akan tetapi pada penambahan HA-40% tidak menunjukkan
peningkatan kekerasan walaupun apabila dibandingkan
dengan HA-0% kekerasannya sama, sedangkan pada
penambahan HA-50% terjadi penurunan kekerasan. Hal ini
menunjukkan bahwa ada batasan tertentu pada penambahan
bahan pengisi agar dapat meningkatkan sifat sealer. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa penambahan HA sintesis
kalsit akan meningkatkan kekerasan apabila tidak lebih dari
30%, dan pada penambahan 30% menunjukkan kekerasan
paling tinggi dibandingkan kelompok lainnya.

Penurunan kekerasan mikro pada kelompok HA-50%
menunjukkan terjadi gangguan pada proses polimerisasl.
Proses polimerisasi resin epoxy dipicu dengan adanya
hexamethylen-tetramine. Penambahan hidroksiapatit
yang melebihi volume hexamethylen-tetramine sebagal
katalisator, jumlahnya menjadi tidak cukup untuk
menghasilkan reaksi polimerisasi yang sempurna.
Polimerisasi yang tidak sempurna akan menyisakan lebih
banyak monomer sisa yang tidak berikatan, akibatnya
kekerasan sealer akan menurun. Kekerasan sealer rendah
menunjukkan bahwa polimerisasi tidak sempurna atau
derajat konversinya rendah, secara tidak langsung akan
mempengaruhi kerapatan apikalnya. Sealer resin yang tidak
terpolimerisasi sempurna akan meningkatkan sensitivitas
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sealer terhadap lingkungan. Idealnya resin sealer yang
terpolimerisasi dengan sempurna akan mempunyai sifat
fisik dan kimiawi yang sempurna yang ditunjukkan
dengan tidak larutnya sealer pada lingkungan lembab. Pada
penggunaan klinis sealer selalu akan berkontak dengan
jaringan yang lembab yaitu jaringan periodontal karena
adanya foramen apikal, kanalis lateralis maupun asesoris
yang menghubungkan bahan obturasi saluran akar dengan
jaringan periodontal.

Sealer dengan derajat konversi yang rendah atau yang
tidak terpolimerisasi sempurna akan lebih mudah larut
dalam jaringan periodontal. Pada kondisi lembab monomer
yang tidak terpolimerisasi akan lebih cepat terlepas dari
resin polimer sehingga mempengaruhi sifat fisik sealer
yaitu mengurangi adaptasi sealer dengan dinding saluran
akar.??7 Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada
batasan tertentu penambahan HA sintesis kalsit sebagai
bahan pengisi (filler) dapat meningkatkan sifat fisis bahan
yang berarti meningkatkan kualitas bahan, sebaliknya
pada batasan tertentu penambahan bahan pengisi HA
justru menurunkan kualitas fisik bahan. Penambahan
bahan pengisi juga dipercaya akan mengurangi pengerutan
polimerisasi sealer resin ini. Pengerutan polimerisasi terjadi
selama proses polimerisasi berlangsung, yaitu dengan
memendeknya jarak antar monomer.?® Bahan pengisi HA
sintesis kalsit yang berpenetrasi di antara partikel monomer
epoxy A-diglycidyl, hexamethylen-tetramine dan bismuth
oxide akan mencegah terjadinya pemendekan jarak antar
monomer sehingga pengerutan polimerisasinya juga
berkurang.

Dari penelitian ini didapatkan hasil bahwa penambahan
HA sintesis kalsit 10% hingga 50% sebagai bahan pengisi
siler resin epoxy tidak mempengaruhi kemampuan
pembasahan (wettability) dan ketebalan film (film thikness)
tersebut, artinya secara fisik siler tersebut memenubhi syarat
utama siler saluran akar. Selain itu penambahan HA sintesis
kalsit hingga 30% dapat meningkatkan kekerasannya, tetapi
penambahan hingga 50% justru menurunkan kekerasannya.
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa
penambahan hingga 50% HA sintesis kalsit sebagai bahan
pengisi siler resin epoksi tidak mempengaruhi sudut kontak
dan ketebalan film sedangkan kekerasan sealer dapat
ditingkatkan dengan menambahkan HA sintesis kalsit
maksimum hingga 30%.
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ABSTRACT

Background: Dental caries with necrotic pulp is a multifactorial disease that attacks enamel involving tooth pulp. The anaerobic
bacteria infection in the pulp chamber could induce the formation of periapical granuloma. However, the presence of the most
Srequently anaerobic bacteria identified in apical periodontitis, Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, in periapical
granuloma have not been confirmed. Purpose: The aims of study were to determine the presence of Porphyromonas gingivalis and
Prevotella intermedia in dental caries with necrotic pulp and to determine its relation to periapical granuloma. Methods: Thirty-six
patients of dental caries with necrotic pulp in Dr. Moewardi General Hospital in Surakarta, Indonesia were involved and classified
into two groups, the group of patients with periapical granuloma and the group of patients without periapical granuloma. The caries
tooth was extracted, and the chronic periapical tissue was swabbed and cultured on blood agar medium in anaerobic condition. The
bacterial DNA was extracted from the positive cultures and subjected for Polymerase Chain Reaction (PCR). Results: Periapical
granuloma was more likely found in women (OR 5.5, 95% CI=1.277-23.693; RR 2.5, 95% CI= 1.025-6.100). Black colonies bacteria
were associated with periapical granuloma (OR 2.2, 95% CI=0.517-9.594; RR 1.5, 95% CI=0.655-3.623). Porphyromonas gingivalis
and Prevotella intermedia were detected in group with or without periapical granuloma, however, only Prevotella intermedia was
associated with periapical granuloma (OR 1.6, 95% CI=0.418-5.903; RR 1.3, 95% CI=0.653-2.393). Conclusion: The presence of
Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia in periapical granuloma were confirmed, however, only Prevortella intermedia
were associated with periapical granuloma.

Key words: Dental caries, necrotic pulp, periapical granuloma, Prevotella intermedia, Porphvromonas gingivalis

ABSTRAK

Latar belakang: Karies gigi dengan pulpa nekrosis adalah penyakit mulsizzizorial vang menverang enamel hingga ruang pulpa
n granuloma periapikal. Namun, keberadaan bakteri

gigi. Infeksi bakteri anaerob di pulpa nekrosis dapat menginduksi |

anaerob yang paling banyak ditemukan di periodontitis apikal, Por, 'is dan Prevotella intermedia, di granuloma

periapikal masih perlu diteliti . Tujuan: Penelitian ini bertujuan men keberadaan bakieri Porphyromonas gingivalis dan Prevotella
lemgan granuloma periapikal. Metode: Tiga puluh enam
Indonesia dilibatkan dan diklasifikasikan

n tanpa granuloma periapikal. Gigi karies

intermedia, di karies gigi dengan pulpa nekrosis dan menganalisis kaitann

pasien karies gigi dengan pulpa nekrosis di Rumah Sakit Umum Dr. Moe
dalam dua kelompok yaitu kelompok pasien dengan granuloma periapikal dan iz :
diekstraksi dan jaringan periapikal kronis diusap dan dikultur di media agar darah dalam kondisi anaerob. DNA bakteri diekstrak dari
kultur yang positif dan dilakukan pemeriksaan dengan Polymerase Chain Reaction ( PCR). Hasil: Granuloma periapikal lebih banyak
ditemukan pada wanita (OR 5,5, 95% CI= 1,277-23,693; RR 2,5, 95% Cl= 1.025-£_100). Koloni bakteri berwarna hitam diasosiasikan
dengan granuloma periapikal (OR 2,2, 95% CI= 0,517-9,594; RR 1,5, 95% CI= 0.655-3.623). Porphyromonas gingivalis dan Prevotella
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intermedia terdeteksi di jaringan karies dental dengan atau tanpa granuloma periapikal, namun hanya Prevotella intermedia yang
diasosiasikan dengan granuloma periapikal (OR 1,6, 95% CI= 0,418-5,903; RR 1 .3, 95% Cl= 0,653-2,393). Simpulan: Porphyromonas
gingivalis dan Prevotella intermedia ditemukan di granuloma periapikal, namun hanya Prevotella intermedia yang terkait langsung

dengan granuloma periapikal.

Kata kunci: Karies gigi, pulpa nekrosis, granuloma periapikal, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis

Correspondence: Afiono Agung Prasetyo, c/o: Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Sebelas Maret. JL Ir.
Sutami 36 A Surakarta 57126, Indonesia. Email: afie.agp.la@gmail.com atau afieagp@yahoo.com

INTRODUCTION

Dental caries is characterized by the progressive
demineralization of enamel, following acid metabolism
by the bacteria.! The Indonesian population in range of
age 15 years old or older, 71.2% had caries and 52.3%
cases are untreated.? The untreated dental caries could lead
into necrotic pulp, and infection of the root canal system
resulting a disruption at the apical.* In some case, the tooth
become sensitive that is caused by hyperemia, edema and
inflammation of the apical periodontall.6

Endodontic and periodontal infections are commonly
found preceded by caries process and associated with
anaerobic bacteria, including that of the black-pigmented
bacteria, Porphyromonas spp. and Prevotella spp.”® The
most frequently identified in acute and chronic apical
periodontitis are Porphyromonas gingivalis and Prevotella
intermedia.®'’As gram-negative bacteria, both bacteria
have lipopolysaccharide (LPS) in the cell wall, which can
induce macrophage to release pro-inflammatory cytokines
such as interleukin-8 (IL-8), IL-1B, interferon gamma
(IFN-y) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a.), causing
tissue inflammation and bone resorption.”!! The bacteria
also have exopolysaccharides (EPS) which can enhance
their virulence.'? Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)
has occurred between family members'® and the bacteria
presentation in periodontitis tissue also indicative of
alveolar bone loss.'* Prevotella intermedia (P. intermedia)
has ability to invade and evade the host innate response. sO
the possibility of infection will be increased.'* However.

Figure 1. The radiographic

the role of both bacteria in periapical granuloma have not
been elucidated.

The presence of periodontal pathogen may affected by
ethnic and geography.'® In Indonesia, the presence of P.
gingivalis and P. intermedia are quite high in oral cavity,
but there is lack information concerning the bacteria of
chronic periapical tissue due to dental caries. The aims of
study were to determine the presence of Porphyromonas
gingivalis and Prevotella intermedia in dental caries with
necrotic pulp and to determine its relation to periapical
granuloma.

MATERIALS AND METHODS

Chronic periapical tissue of permanent teeth from dental
caries patients aged 17-57 years old with normal albumin
levels and no anemia at Dr. Moewardi General Hospital, in
Surakarta, Indonesia were assayed in the study. All patients
had no antibiotic and or immunosuppressant therapy prior
the tooth extraction. None patient had systemic disease.
The sample size was 9 in every group, calculated as
previously published.16 The sample used was doubled for
each group. Finally, the total sample used was 36, were
classified into two groups, with and without periapical
granuloma, based on following dental radiographic criteria:
well-circumscribed radiolucent periapical lesion attached
to the root apex and measured less than 1 em®!” (Figure
1A and 1B).

Periapical
granuloma

~f tooth (A) without periapical granuloma, (B) with periapical granuloma (radiolucent).
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Table 1.  Age, gender, dental element and radiographic of dental caries patients in General Hospital Dr. Moewardi in Surakarta.

With periapical granuloma Without periapical granuloma
(n=18) (n=18)

N % N %
Age <21 5 27.8 4 22.2
21-30 1 5.6 2 11.1
31-40 8 44.4 2 11.1
41-50 2 11.1 8 44.4
>50 2 111 2 11.1
Gender Men 4 22.2 11 61.1
Women 14 77.8 7 38.9

Element Quadrant 1 0 - 1 5.6
Quadrant 2 4 22,2 7 38.9
Quadrant 3 7 38.9 3 16.7
Quadrant 4 7 38.9 7 38.9

Figure 2. A sample of electrophoresis result from PCR assay to detect the presentation of P. gingivalis’s DNA. PCR results from
sample no. 19-25 were shown. M= VC 100bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Selangor, Malaysia). P. gingivalis 's DNA was
detected in sample no. 19-22 and 24-25.

M 19 20 21 22 23 24 25

. <« 400bp

igure 3. A sample of electrophoresis result from PCR assay to detect the presentation of P. intermedia’s DNA. PCR results from
sample no. 19-25 were shown. M= VC 100bp Plus DNA Ladder (\ivantis). P. intermedia’s DNA was detected in sample
no. 19-22 and 24-25.
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Approval was obtained from institutional ethical
committee review boards of the Faculty of Medicine of
Universitas Sebelas Maret and Dr. Moewardi General
Hospital in Surakarta, Indonesia. Informed consent
was obtained from all patients involved in the study.
Data including age, gender, dental elements and dental
radiographic were obtained from all patients.

The caries tooth from each patient was extracted and
the chronic periapical tissue was swabbed. The swab was
then smeared on blood agar medium and incorporated into
anaerobic jar with Gas generating kit (Thermo Scientific,
Hampshire, United Kingdom) at 37° C for 7-14 days.
The present study was focused on P. gingivalis and P.
intermedia, so only the black-pigmented bacteria colonies’
DNA were extracted using a High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Molecular Diagnostics, Mannheim,
Germany), according to the manufacturer’s instructions.
The P. gingivalis’ DNA was detected using 5° - AGG CTT
CAG GCC ATA CTG CG - 3’ and 5° - ACT GTT AGC
AAC TAC CGA TGT - 3’ set primer. Briefly, the PCR
reaction was performed by initial denaturation at 94°C
for 5 minutes, 40 cycles of 94° C for 45 seconds, 66°C
for 1 minute and 72° C for 2 minutes, followed by a final
extension at 72° C for 10 minutes. The P. intermedia’s
DNA was detected using 5° - TTT GTT GGG GGG GAG
TAA AGC - 3’ and 5° - TCA ACA TCT CTG TAT CCT
GCG T - 3’ set primer. The PCR reaction was performed
by initial denaturation at 94° C for 5 minutes, 40 cycles
of 94° C for 45 seconds, 62°C for 1 minute and 72° C for
2 minutes followed by a final extension at 72° C for 10
minutes. All PCR reaction was performed using Ready
To Go PCR Bead (Promega. Buckinghamshire, United
Kingdom). The PCR products were then subjected to
electrophoresis in 1% agarose gels, stained with Ethidium
Bromide, and visualized under ultraviolet illumination. The
data was analyzed by SPSS version 16 software (SPSS.
Chicago, IL). A 95% confidence interval (CI) was used
for all data analysis.

RESULTS

Thirty-six dental caries patients (19 women and 17 men)
with necrotic pulp were agreed to participate. The mean age
of the patients studied was 35.7 years old (in range of 17 to
57 years old) and the most frequent element was derived
from 4" quadrant (38.9%, 14/36). Periapical granuloma was
found in 77.8% (14/18) women (OR 5.5, 95% CI= 1.277-
23.693; RR 2.5, 95% CI= 1.025-6.100) and 22.2% (4/18)
men (OR 0.2; 95% CI= 0.042-0.783; RR 0.400; 95% Cl=
0.164-0.976) (Table 1).

Twenty-five of the 36 (69.4%) samples had black-
pigmented bacteria. These bacteria were identified in77.8%
(14/18) periapical granuloma’s samples (OR 2.2, 95% CI=
0.517-9.594; RR 1.3. 95% CI=0.817-1.983) and 61.1%
(11/18) of non periapical granuloma’s samples (OR 0.4,
95% ClI=0.104-1.934: RR 0.8, 95% CI= 0.504-1.224). P.
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gingivalis’s DNA was detected (Figure 2) in 64.3% (9/14)
of black colonies from periapical granuloma’s samples
and 63.6% (7/11) of black colonies from non periapical
granuloma’s samples (p= 1.00) and had no association with
periapical granuloma formation (OR 1.0, 95% CI= 0.271-
3.694). P. intermedia’s DNA was detected (Figure 3) in
57.1% (8/14) of black colonies from periapical granuloma’s
samples (OR 1.6, 95%Cl= 0.418-5.903; RR 1.3, 95%
CI=0.653-2.393). Co-infection of P. gingivalis and P.
intermedia was detected only in 33.3% (6/18) periapical
granuloma’s samples (OR 1.0, 95% Cl= 0.250-3.999; RR
1.0, 95% CI= 0.500-1.999).

DISCUSSION

Dental caries with necrotic pulp is a multi-causal disease
that attacks the enamel and reach tooth pulp chamber,
causing destruction structure of the tooth, and open the
door to bacterial infection.* The bacterial infection can
activate host immune response to isolate and eradicate
microorganisms or chronic irritants, causing periapical
granuloma, an inflammatory reaction in the apex of
non-vital tooth. The inflammatory tissue of periapical
granuloma (containing macrophages, polymorphonuclear
leukocytes and lymphocytes) is covered by epithelial cells
and ultimately results in destruction of the alveolar bone
surrounding the tooth.”

The P. gingivalis and P. intermedia already known
dominant in primary endodontic infection due to its content,
LPS.3 LPS induces pulp fibroblast and osteoblast to produce
IL-8. The IL-8 then attracts and activates polymorphonuclear
leukocytes to surround and kills the bacteria, stimulates
osteoclast activity and causes pain symptom in periapical
lesion. The LPS also activates macrophages through CD14
receptor to produce pro-inflammatory mediators, IL-1
and TNF-c. IL-1 then induces the production of IL-12,
TNF-o. IFN-y and IL-1 itself. In human periapical lesion,
I1-1B. one variant of IL-1, is predominant and stimulates
-lymphocytes: enhances bone resorption and inhibits
hone formation. The macrophages and T-lymphocytes in
the inflammatory tissue also produce TNF-a.. The TNF-o

killer cells and also stimulates bone resorption. However, if
the bacteria (P. gingivalis and or P. intermedia) are difficult
{0 be eliminated. T-lymphocyte would lead B-lymphocyte
activation. to synthesize the antibody to bacterial antigen.
The bacterial-antibody formation will attract activated-
macrophages to surround and phagocyte the formation.
Finally. all reaction will causes periapical granuloma
formation in the root of the tooth.”'#2°

P. gingivalis and P. intermedia are frequently detected
in intraoral ~ and the numbers of these bacteria are increase
in the disease site compared with healthy site.” In the
present study. P. gingivalis and P. intermedia could be
isolated from dental caries tissue, both of with and without
periapical granuloma. consistent with previous reports,7’8’21
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however, only P. intermedia was associated with periapical
granuloma.

In the present study, periapical granuloma was more
likely found in women than in men. LPS of bacteria
induces production of IL-18 and TNF-o..!! These pro-
inflammatory cytokines could be influenced by sex
hormone. Sex hormone, especially estrogen, already known
significantly reduces P. gingivalis bacteria compared
with P. intermedia.?' Testosterone also could reduce the
expression of TNF-a and IL-1, so reduce the inflammation
process.”?!">* The study revealed that the presence of P.
gingivalis and P. intermedia were confirmed in periapical
granuloma and could be isolated in dental caries tissue;
however, only P. intermedia had association with periapical
granuloma. Further studies are needed to confirm and
extend our findings.
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ABSTRACT

Background: Sea cucumber had been acknowledged to have some medical properties Sticophus hermanii and Holothuria atra
are species of sea cucumber which has been known to have antifungal properties thus potentially explored as therapeutic agent in
oral candidiasis. Purpose: The aim of this study was to examine the antifungal property Sticophus hermanii and Holothuria atra
extract against Candida albicans and its cytotoxicity to human gingiva-derived mesenchymal stem cell. Methods: The study was an
experimental laboratories research with post test only control group design. Methanolic extract of Sticophus hermanii and Holothuria
atra in concentrations of 1%, 0.5%; 0.25%; 0.13%, 0.07%; 0.03%, 0.02% and 0.01%; were tested its cytotoxicity on gingiva-derived
mesenchymal stem cell. Cell viability were measured by MTT assay. The antifungal property against Candida albicans was tested by
disk diffusion method. Data were analyzed by ANOVA followed by LSD. Results: Extract of S ticophus hermanii showed no cytotoxicity
in all concentrations (p>0.05), while Holothuria atra showed toxicity in the concentration of 1% and not cytotoxic in the concentrations
below (p<0.05). Both sea cucumber extract could inhibit the growth Candida albicans, in vitro, proved by the clear zone around the
disc in all concentrations (p<0.05). Conclusion: Stichopus hermanii and Holothuria atra extract had the antifungal effect against
Candida albicans. Sea cucumber extract were not cytotoxic togingiva-derived mesenchymal stem cell in the concentration of Sticophus
hermanii < 1% and Holothuria atra < 0.5%.

Key words: Sticophus hermanii, Holothuria atra, cyIoloxicify. 2imzh al, mesenchymal stem cell

ABSTRAK

Latar belakang: Teripang telah diketahui mempunyai berbagat khasiar medis. Sticophus hermanii dan Holothuria atra adalah

spesies teripang yang telah diketahui mempunyai sifat anti jamur se a santat potensial untuk diekplorasi sebagai agen terapeutik

pada infeksi di rongga mulut. Tujuan: Tujuan dari penelitian ini adalah uniuk menelitl sifat anti jamur ekstrak Sticophus hermanii and

Holothuria atra terhadap Candida albicans dan sitotoksisitasnya terhadap siem sel mesenkimal yang berasal dari gingiva manusia.

-

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris den ancangan post test only control group design. Ekstrak
metanol Sticophus hermanii dan Holothuria atra pada konsentrasi 1%. 0.5%: 0.25%:-0.13%, 0,07%; 0,03%, 0,02% and 0,01 % diuji
sitoksisitasnya terhadap stem sel mesenkimal yang berasal dari gingiva. Via

as sel diukur dengan menggunakan metode MTT.
isis dengan ANOVA dan LSD. Hasil: Ekstrak
Sticophus hermanii tidak menunjukkan adanya toksisitas pada seluruh konsentrasi (p>0,05), sedangkan Holothuria atra menunjukkan

Sifat anti jamur terhadap Candida albicans diuji dengan metode difusi. Daic

adanya toksisitas pada konsentrasi 1% dan tidak toksik pada konsentrasi di bawahnya (p<0,05). Kedua ekstrak mampu menghambat
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pertumbuhan Candida albicans in vitro yang ditunjukkan dengan adanya zona jernih disekitar disk pada semua konsentrasi (p<0,05).

Simpulan: Ekstrak Stichopus hermanii dan Holothuria atra mempunyai daya anti jamur terhadap Candida albicans. Ekstrak teripang

bersifat tidak toksik terhadap stem sel mesenkimal yang berasal dari gingiva masing-masing pada konsentrasi Sticophus hermanii <

1%, dan Holothuria atra < 0,5%.

Kata kunci: Sticophus hermanii, Holothuria atra, sitotoksisitas, gingiva, stem sel mesenkimal

Correspondence: Kristanti Parisihni, c/o: Bagian Biologi Oral, FakultasKedokteran Gigi Universitas Hang Tuah. JI. Arif Rahman
Hakim No. 150 Surabaya 60111, Indonesia. E-mail: tanti_kris@yahoo.co.id

INTRODUCTION

Sea cucumbers belong to the phylum Echinodermata,
meaning that, they are spiny-skinned, under the class
Holothuridea. Sea cucumbers are important components of
the marine ecosystem. Sea cucumbers, informally named
as béche-de-mer, or gamat, have long been used for food
and folk medicine in the communities of Asia and Middle
East.!"®

Marine biota is the source of structurally unique natural
products that are mainly accumulated in living organisms,
not just as food consumption and industrial need but later
has been known to have biomedical properties. Therapeutic
properties and medicinal benefits of sea cucumbers can be
linked to the presence of a wide array of bioactives especially
triterpene glycosides (saponins), chondroitin sulfates,
glycosaminoglycan (GAGs), sulfated polysaccharides,
sterols (glycosides and sulfates), phenolics, cerberosides,
lectins, peptides, glycoprotein, glycosphingolipids and
essential fatty acids. Nutritionally, sea cucumbers have an
impressive profile of valuable nutrients such as vitamin A,
vitamin B1 (thiamine), vitamin B2 (riboflavin), vitamin
B3 (niacin), and minerals, especially calcium,magnesium,
iron and zinc.*’

Generally, most species of sea cucumber share the
same bioactive compound mentioned above but in different
level contain.*’ Regarding to its contents, the aqueous
and organic extracts from some sea cucumber species
has been proved to have antioxidant and antiproliferative
activities,>*’ immunomodulator'* while the other has
been known to have antimicrobial properties on Gram
negative, Gram positive bacteria®*®* and antifungal
action.**10:11

Candidiasis is the most common fungal infection in oral
cavity caused by Candida albicans, which its prevalence
raised specially along with the raise prevalence of HIV-
AIDS.'>!3 A natural source of antifungal agent could
become the novel alternative solution in therapy of oral
candidiasis.

Considering to the bioactive compound, the extract of
Sticophus hermanii and Holothuria atra are potentially
explored its antifungal property to Candida albicans
and as the potential candidatetherapeutic agent in oral
candidiasis,'* its cytotoxicity should be well identified
to assure the biocompatibility to oral cells.'® During the

last years, the interest of in vitro systems as an alternative
to animal experiments in toxicological research has been
steadily increasing.!5'® Stem cells and their derivatives
represent a promising opportunity for developing in vitro,
human cell assays that would ultimately replace, enhance,
or surpass the current models that are used for predictive
toxicology.!*2

In this paper, two sea cucumber extract Sticophus
hermanii and Holothuria atra were studied its antifungal
property to Candida albicans and its cytotoxicity to
gingiva-derived mesenchymal stem cell. These two
species of sea cucumber are found plenty in Karimun
Jawa coastal and so far had been explored mostly for food
consumption.'? Considering to the bioactive compound,
there are some opportunities to explore sea cucumber for
medical properties and yield more great value on it specially
in oral disease.

The aim of this study was to examine the antifungal
property and cytotoxicity of various concentration
of Sticophus hermanii and Holothuria atra extract
onhumangingiva-derived mesenchymal stem cell. The
result of this study could be served as preliminary data
to be continued in preclinical and clinical research with
marine natural products which will probably result in novel
therapeutic agents for the treatment of fungal infection in
oral disease.

MATERIALS AND METHODS

icophus hermanii and
1 Karimun Jawa coastal
re selected to get the best
to 1ts maximum secondary

)=}

is. The collected samples were cleaned
d in water for one night to get rid of salt
n dried in dryer machine. Sea cucumber then
= inner abdomen were removed then cleaned
> only the flesh of the body proceed to next
b samples were cut in small piece of 3-10 cm,
1 then measured then dried up in solar dryer
to reduce the water content. The dried sea
1 cut into smaller pieces of 1 cm, mashed by
1e weight were measured and ready for the

bcess. Two hundred and fifty (250) gram
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mashed dry sea cucumber sample immersed until soaked in
500 mL methanol solvent for 24 hours at room temperature,
then filtered with filter paper to separate filtrate and residue.

Residue then reimmersed in 500 mL methanol solvent
for 24 hours, again filtered with filter paper to separate
filtrate and residue, resulted in maceration filtrate with
the ratio of 250 gram sample / 1000 mL solvent (1:4 w/v).
Methanol (polar) filtrate got homogenized with 1000 mL
hexane solvent (non polar) then performed partition with
separatory funnel the each of the filtrate layer of methanol
and hexane solvent were separated. Methanol (polar) filtrate
then got re-homogenized with 1000 mL chloroform solvent
(semi polar), performed partition with separatory funnel
the each of the filtrate layer of methanol and chloroform
solvent were separated. Each filtrate were separated by its
solvent with rotary evaporator until extract produced. The
evaporated extract then placed in the vial and stored in
-30°C until the next analysis.

Candida albicans were cultured in Sabouraud dextrose
agar, suspension were prepared by inoculating one single
loop of fungal colony to Sabouraud broth medium,
incubated in 37°C for 24 hours and adjusted its turbidity
to standard McFarland 0,5. The samples were divided into
5 groups each consisted of 6 samples i.e: positive control
was given nystatin oral solution 100.000 IU, negative
control was given DMSO 1%, treatment group were given
Sticophus hermanii and Holothuria atra extract separately,
each diluted by DMSO 1% with concentration of 20%, 40%
and 80%. Antifungal activity test was performed by disk
diffusion method on Mueller Hinton agar.

Fungal supension of Candida albican sequal to 0,5Mc
Farland was swabbed on to Muller Hinton agar plate.
Sterile paper disks were immersed for 15 second into each
concentration of extracts for treatment groups, for control
negative groups in DMSO 1%, each, and for the positive
control group in nystatin oral solution, then put on to
Muller Hinton agar, gently pressed for a while and leave,
incubated in 37°C for 48 hours. The clear zone around the
disk showed inhibition effect to the growth of Candida
albicans. Diameter of inhibition zone was measured with
digital caliper.

The MTT 3- (4,5-Dimethylthial-2-yl)-2.
5-Diphenyltetrazalium Bromide) cytotoxicity testis tests for
in vitro cytotoxicity, was performed to evaluate the viability
of gingiva-derived mesenchymal stem cell after treated with
Sticophus hermanii and Holothuria atra extracts which
diluted with DMSO 1% into 9 groups concentration of
1%. 0,5%; 0.25%; 0,125%, 0,006%; 0,003%, 0,0015%.
0.0007%: 0.0003%. The gingiva-derived mesenchymal
stem cellwere obtained from ITD, Surabaya. After the
thawing process. the cell were resuspended with culture
medium of o alpha minimum essential medium (MEM)
(Gibco. Invitrogen Co. New York, USA), sentrifuged for 5
50C repeated for 3 times then get cultured,
vs. In the second passage monolayer
v 1o be performed the cytotoxicity test.
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The cells were seeded into 96-well microplates (Iwaki,
Asahi Glass co, Tokyo, Japan) each containing 200 plwit
the density of 5 10*in oo MEM medium incubated at
37° C for 24 hours. Medium then replaced then extract were
added as amount of 200 pl and incubated 37° C for 20 hours.
Control positive cells were also prepared containing cells
in culture medium, assumed to be viable 100%.

Microplates then taken out from the incubator, added
the solution of MTT 5 mg/ml in PBS 25 ul for each well,
incubated for 4 hour. The medium then discarded, replaced
with 200 ul DMSO in each well. Cell viability was assessed
by the mitochondrial dependent reduction of yellow MTT
(3-(4, 5-dimethylthiazol-2-y1)-2, 5-diphenyl tetrazolium
bromide) to purple formazan. After the exposure, the
formazan formations were determined for each treatment
concentration by ELISA reader at a wavelength of 595 nm.
The relative viability of the treated cells as compared to the
control cells were expressed as the % cytoviability, using
the following formula:

% Cell viability = [Asample/Acontrol] x 100%

Note: A sample is mean value of the measured optical density of
the treated cells;A control is mean value of them easured optical
density of the control cells. 1618

The data were presented as means + standard deviation
(SD). Statistical analysis was performed using analysis of
variance (ANOV A) to determine the effect of sea cucumber
extract concentration on the gingiva-derived mesechymal
stem cells cytoviability.

RESULTS

Antifungal activity showed by the inhibition zones
around the disk were observed in all treatment groups
and positive control but not the negative control.
All treatment groups in all concentrations showed
inhibition zones but the diameter were less than nystatin
as positive control. Both Sticophus hermanii and
Holothuria atra extracts showed that the increasing
concentration tested on Candida albicans resulted in
the increasing diameter of inhibition zone as shown in
Figure 1.

Further statistical analysis by two way ANOVA test
and LSD multiple comparison test at 5% significance level
presented in Table 1 showed the significant difference on
all concentration of Sticophus hermanii and Holothuria
atra extract compared to negative and positive control
group (p<0.05).

Result on cytotoxicity test showed that all concentrations
of Sticophus hermanii extract were not cytotoxic to gingiva-
derived mesenchymal stem, showed by the average of cell
viability above 50%, while Holothuria atra extract were
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ANOVA and LSD summary of inhibition zone of Sticophus hermanii and Holothuria atra extracts on serial concentration
extracts to Candida albicans compared to control groups

3 Holothuria ~ Holothuria Holothuria Stichop us Séchop us Stishop US
Group Aquaeous  Nystatin aira 20% 112 40% 112 80% hermanii hermanii hermanii
e ata ovr 20% 40% 80%
Aquaeous 0.000" 0.032" 0.001" 0.002" 0.117 0.006" 0.000"
Nystatin 0.000" 0.000" 0.000” 0.000" 0.000" 0.000"
s 0.238 0.307 0.547 0.53 0.023"
20%
Holothuria atra
10% 0.872 0.077 0.578 0.263
Holothuria atra
0% 0.107 0.692 0.201
Stichopus %
hermanii 20% 0.221 0.005
Stichopus
hermanii 40% e
35 Table 2. ANOVA summary of cytotoxicity of Sticophus

[}
&30
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N 35 -
=
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= 15 - & Holothuria atra
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Figure 1. The inhibition zone of Sticophus hermanii and
Holothuria atra extracts on serial concentration to
Candida albicans compared to control groups.
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Figure 2. Cytoviability percentage of gingiva-derived

mesenchymal stem cell treated by various
concentration of Sticophus hermanii and Holothuria
atra extract.

cytotoxic on the concentration of 1% and not cytotoxic on
the concentration below.

The result of relative viability of the treated cells as
compared to the control cells was showed in Figure 2.
The increased concentration of the Sticophus hermanii
and Holothuria atra extract exposure on the cells resulted
in the decreasing of cytoviability percentage of gingiva-

hermanii and Holothuria atra extracts concentrations
on gingiva-derived mesenchymal stem cell

Group F Sig
Sticophus hermanii ~ Between 2.056 0.086
extract groups
Within groups
Total
Holothuriaatra Between 20.326 0.000
extract groups
Within groups
Total

derived mesenchymal stem cell. The less concentrations
of the two sea cucumber extract applied to gingiva-derived
mesenchymal stem cell, the more cells viability increased.

Further statistical analysis by ANOVA as shown
in Table 2 described that there was not any significant
influence of the treated extracts concentration on the
cytoviability of gingiva-derived mesenchymal stem cell
p>0.05). Stico ' ts showed no cytotoxic
effect wt ore than 50% after the
tr act con tions (p>0.03). Holothuria
i cvtotoxic effect to the gingiva-derived
vmal stem cellin concentration of 1% where the
the viable cells appeared less than 50% after the treatment,

Result of anufungal sensitivity test showed inhibition
he disk in all treatment group and in control

positive group. means that both extract of Sticophus
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hermanii and Holothuria atra has antifungal effect to C.
albicans in vitro.The largest diameter of inhibition zone
of treatment group was in the concentration of 80 mg/mL
but still less than in the control group of nystatin (p<0.05).

Nystatin is a polyene antifungal drug to which many
molds and yeasts are sensitive, including Candida spp, used
as the positive control for its the common topical antifungal
agent therapy on oral candidiasis. Nystatin exerts its
antifungal activity by binding to ergosterol found in fungal
cell membranes. Binding to ergosterol causes the formation
of pores in the membrane. Potassium and other cellular
constituents leak from the pores causing cell death.!*!?

Sea cucumber extract have been known to have the
antifungal property, assumed to be related to its content
of alcaloid, saponin and triterpen glycoside.!**!'Result
showed both Sticophus hermanii and Holothuria atra has
antifungal activity against C. albicans according to the
study stated that generally, most species of sea cucumber
share the same bioactive compound mentioned above but
in different level contain.*’

Saponin were identified in the content of sea cucumber
extract."*?Itis secondary metabolites of glycosidic nature
widely distributed in higher plants and marine invertebrates
resulted as the defend mechanism also has the biological
properties i.e. the ability to lyse erythrocytes or to foam. It
form complexes with cell membrane cholesterol leading in
consequence to pore formation and cell permeabilization,
alterations in the negatively charged carbohydrate portions
on the cell surface.?*%

Saponin performed its antifungal activity by the
interaction with sterol membrane of C. albicans and
disrupting the cell wall‘s integrity caused the cell death,
similar with the mechanism action of nystatin. Sticophus
hermanii and Holothuria atra have been extracted by
methanolic extract.'* The antibacterial compound of sea
cucumber assumed to be polar for it is dissolved in methanol
solvent and have been proven to have the antibacterial.
antifungal and cytotoxic agent on some studies.”**

Regarding to antifungal property of both sea cucumber
extract to C. albicans, cytotoxicity test must be performed
to examine its biocompatibility prior to explore its potency
as treatment in oral candidiasis. Cell culture can be used to
screen for toxicity both by estimation of the basal functions
of the cell or by tests on specialized cell functions.'**’
Recently, toxicity test have been developed and stem cells
were explored regarding to some basic consideration in
some advantage in the technique and result. Human stem
cells are potentially attractive reagents for predictive
toxicology, particularly if they can be shown to be a
reliable. large-scale source of differentiated human cells.
The use of human cells could increase the correlation
between safety studies and clinical trials, an important
benefit since conventional animal models of toxicity are not
predictive of human responses. Stem cells that are
m adult tissues (iPS cells) could allow models
ividuals with a diverse range of drug
stances or disease, which could reduce
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the rate of adverse effects within patient subpopulations.?

In this research, cytotoxicity test of Sticophus
hermanii and Holothuria atra extracts were performed on
gingiva-derived mesenchymal stem cell. Gingiva-derived
mesenchymal stem cells (GMSCs) were employed on
this study considering to its accessibility and potency for
further application in oral theraphy. GMSC are stem cells
from human gingiva, a tissue source easily accessible
from the oral cavity, which exhibited clonogenicity, self-
renewal, and multipotent differentiation capacities. Most
importantly, GMSCs were capable of immunomodulatory
functions and able to induce osteogenic, chondrogenic,
and adipogenic differentiation.’>* The cytotoxicity
test of sea cucumber extract on GMSC will be a proper
predictor regarding to the potency of the cell. Once the
extract is not cytotoxic to GMSC the greater possibility
of oral application without degrading the potency of stem
cell attained.

Cytotoxicity testing includes numerous methods, both
qualitative and quantitative. In this study we used indirect
test, in which the rate of cell growth (cell number) and
the metabolic activity (MTT) have indicated the degree
of cytotoxicity of sea cucumber extract. Result showed
cytotoxic activity on gingiva-derived mesenchymal
stem cell after treated with Holothuria atra extract in
concentration of 1%, shown by the cell viability less than
50% (p<0.05).

The cytotoxic effect to gingiva-derived mesenchymal
stem cellassumed related to the content of saponin in sea
cucumber extract. It has been stated that the bioactive
compound of Holothuria atra are mostly triterpene
glycoside (saponin). Saponins are secondary metabolites
of glycosidic nature widely distributed in higher plants
but also found in some animal sources, like e.g. marine
invertebrates. Saponins have large structural diversity, but
these compounds share some unique biological properties
like the ability to lyse erythrocytes or to foam. The latter
contributed to naming this group saponins, which is derived
from Latin sapo meaning soap. Haemolysis of red blood
cells seems to result from saponin ability to form complexes
with cell membrane cholesterol leading in consequence
to pore formation and cell permeabilization, and also to
cause alterations in the negatively charged carbohydrate
portions on the cell surface. Surface activity responsible
for foaming properties, as well as some other biological
functions including haemolytic activity, are attributed
to characteristic structural features of saponins and their
amphiphilic nature which results from the presence of a
hydrophilic sugar moiety and a hydrophobic genin (called
sapogenin). It seems that for all saponins both aglycone
and sugar part play an important role for cytotoxic activity.
With respect to cytotoxic mechanisms of bothtriterpene
and steroid saponins a wide variety of these was reported.
Cytotoxic effect of most of the reviewed saponins was
due to their ability to stimulate apoptotic process in tumor
cells, usually through its intrinsic pathway. Moreover, non
apoptotic processes were also involved in saponin cytotoxic
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activity, such as cell cycle arrestment, autophagic cell
death stimulation, inhibiting of metastasis and cytoskeleton
disintegration.?>2*

Result showed no cytotoxic activity on gingiva-derived
mesenchymal stem cell after treated with all concentration
of Sticophus hermanii extract (p>0.05). Regarding to its
bioactive component, the saponin content probably have
less role than in Holothuria atra extract, but prominently it
has been known that Sticophus hermanii mostly contained
polyunsaturated fatty acids (PUFA): arachidonic acid (AA
C20:4 n-6), eicosapentaenoic acid (EPA C20:5 n-3), docosa
hexaenoic acid (DHA C22:6 n-3)4. It has been stated that
fatty acids including arachidonic acid (AA C20:4), eicosa
pentaenoic acid (EPA C20:5), and docosa hexaenoic acid
(DHA (C22:6) can play a potential role in tissue repair
and wound healing. An appreciable amount of EPA in
sea cucumbers might be linked well with the ability of
these echinoderms to initiate tissue repair.* It related to
the traditional medicine which believed that direct use of
sea cucumber can reduce wound recovery time and help
new tissue formation and regeneration in human just as the
sea cucumber’s abilityto quickly regenerate its own body
tissue when damaged.

The conclusion of this research is that Stichopus
hermanii and Holothuria atra extract had the amtifungal
effect against Candida albicans on the concentration of
80 mg/mL. Sea cucumber extract were not cytotoxic to
gingiva-derived mesenchymal stem cell in the concentration
of Sticophus hermanii <1% and Holothuria atra <0.5%.
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ABSTRACT

Background: In a disaster or criminal case, comprehensive information is needed for identification process of each victim.
Especially for some cases that only leave skull without any information that could help the identification process, including face
reconstruction that will be needed. One way of identifications is specific face characteristic, race, some head-neck measurements,
such as facial morphology index, interincisal angle and facial height. Purpose: The aim of study was to determine the correlation of
Jacial morphology index with interincisal angle and facial height through cephalometric measurement. Methods: The samples were
cephalogram of 31 subjects (Deutro-Malayid race) who met the inclusive criteria. Cephalometric analysis were done to all samples
and followed by Pearson Correlation statistical test. Results: The correlation was found between facial morphology index and facial
height, but no correlation between facial morphology index and interincisal angle. Conclusion: The study showed that the cephalometric
measurement of facial morphology index and facial height could be used as the additional information for identification process.

Key words: Facial morphology index, interincisal angle, facial height, identification, facial type

ABSTRAK

Latar belakang: Dalam bencana alam atau kasus kriminal informasi yang komprehensif diperlukan untuk proses identifikasi
masing korban. Khususnya pada beberapa kasus yang hanya meninggalkan tengkorak tanpa informasi yang dapat membantu
proses identifikasi, termasuk rekonstruksi wajah yang akan dibutuhkan. Salah satu cara identifikasi karakteristik wajah tertentu,
ras, beberapa pengukuran kepala leher, seperti indeks morfologi wajah, sudut interincisal dan tinggi wajah. Tujuan: Penelitian ini
bertujuan meneliti korelasi indeks morfologi wajah dengan sudut interincisal dan tinggi wajah melalui pengukuran sefalometrik.
Metode: Sampel penelitian adalah cephalogram dari 31 subyek ras Deutro - Malayid ras yang memenuhi kriteria inklusif. Analisis
cephalometri dilakukan pada semua sampel dan dilanjutkan dengan uji statistik korelasi Pearson. Hasil: Korelasi ditemukan antara
indeks morfologi wajah dan tinggi wajah, tapi tidak ada korelasi antara indeks morfologi wajah dan sudut interincisal. Simpulan:
Husil penelitian menunjukkan bahwa pengukuran sefalometrik indeks morfologi wajah dan tinggi wajah, dapat digunakan sebagai
informasi tambahan untuk proses identifikasi.

Kata kunci: Indeks morfologi wajah, sudut interinsisal, tinggi wajah, identifikasi, tipe wajah
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PENDAHULUAN

Dalam proses identifikasi seseorang, diperlukan
informasi secara umum, termasuk karakteristik wajah
seseorang yang kemudian dapat menunjukkan ciri khas ras
seseorang yang diidentifikasi.! Dalam proses menentukan
karakteristik wajah seseorang, diperlukan informasi
terkait struktur wajah dan susunan gigi geligi. Informasi

struktur wajah ini meliputi dimensi vertikal wajah yang
4

juga akan dipengaruhi oleh relasi oklusi gigi geligi.>”
Pembahasan hubungan oklusal ini melibatkan sudut yang
juga terlibat dalam pengukuran dimensi vertikal, yaitu sudut
interinsisal.’ Keanekaragaman pengukuran vertikal wajah
akan menghasilkan keanekaragaman tipe vertikal wajah.
Satu metode pengukuran vertikal wajah adalah indeks
morfologi wajah. Indeks ini dihasilkan melalui pengukuran
jarak dari nasion (n) sampai gnathion (gn) dikalikan 100
dan dibagi dengan jarak dari titik zygion (zy) kiri sampai
kanan. Hasil pengukuran ini akan menempatkan subyek
ke dalam klasifikasi tipe wajah sangat lebar, lebar, sedang,
sempit dan sangat sempit (Tabel 1).8

Sudut interinsisal adalah sudut yang dibentuk oleh
perpotongan garis yang melalui sumbu gigi insisif rahang
atas dan gigi insisif rahang bawah.’ Tinggi vertikal wajah
merupakan jarak yang diukur dari nasion (n) sampai
gnathion (gn).*® Tipe-tipe wajah yang dihasilkan dari
pengukuran ini sangat khas dan menjadi ciri bagi individu
yang bersangkutan, yang tentunya sangat penting dalam
kaitan dengan proses identifikasi di bidang Forensik.

Penelitian ini merupakan kajian pada sub ras Deutro-
Malayid, salah satu populasi yang banyak tersebar di
wilayah Indonesia bagian barat.®” Dengan demikian,
diharapkan dapat membantu mempermudah pengambilan
sampel subyek penelitian.
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Tujuan penelitian adalah untuk meneliti korelasi antara
indeks morfologi wajah dengan sudut interinsisal dan
tinggi wajah dalam analisis sefalometri. Diharapkan, hasil
penelitian ini dapat menjadi masukan dalam pertimbangan
pemanfaatannya pada proses identifikasi kerangka
tengkorak individu yang membutuhkan rekonstruksi
ataupun pembuatan sketsa wajah dengan mengacu pada
tipe wajah aslinya berdasarkan hasil pengukuran yang
bersifat ilmiah.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian terdiri dari 31 subyek sub ras Deutro-
Malayid yang memenuhi kriteria inklusi sebagai berikut,
maloklusi klas I angle, diskrepansi panjang lengkung gigi
<4 mm, usia 20-30 tahun dan belum pernah menjalani
perawatan ortodonsi serta bersedia berpartisipasi dengan
menandatangani surat persetujuan setelah penjelasan
(PSP) atau informed consent. Adapun kelompok subyek
sub ras Deutro-Malayid ini dipilih melalui wawancara
dan pengisian kuesioner tentang identitas diri sampai ke
tingkatan dua generasi di atasnya yaitu ibu dan nenek
yang termasuk dalam kelompok sub ras Deutro-Malayid.
Selanjutnya, dilakukan pembuatan sefalogram lateral di
Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Prof. Dr. Moestopo (Beragama).

Analisis sefalometri dan somatometri dilakukan
pada sampel penelitian yang diambil dengan cara
purposive sampling berdasarkan kriteria inklusi yang telah
ditetapkan, antara lain: subyek dengan maloklusi klas I
angle, diskrepansi panjang lengkung gigi 4 mm, berusia
20-30 tahun dan belum pernah menjalani perawatan
ortodonsi. Pengukuran somatometri dilakukan untuk

Tabel 1. Klasifikasi indeks morfologi wajah genap menurut Martin®

Tipe wajah Laki-laki Perempuan
Sangat lebar (Hypereuryprosopic) x—78,9 x-76,8
Lebar (Euryprosopic) 79,0 -83.9 77.0 - 80.9
Sedang (Mesoprosopic) 84,0 -87.9 81.0-84.9
Sempit (Leptoprosopic) 88.0-92.9 85.0 - 89.9
Sangat sempit (Hyperlepsoprosopic) 93.0—x 90.0-x
Tabel 2. Distribusi sudut interinsisal dan tinggi wajah subyek penelitan
Descriptive Statistic
N Mean std. Deviation Min Max
Indeks morfologi wajah I 31 84.6648 6.00852 75.85 98.28
Indeks morfologi wajah II 31 849642 6.06908 75.40 98.51
Indeks morfologi wajah (rerata) 31 848145 5.97828 75.78 98.40
Sudut interinsisal (sefalogram lateral) 31 123.3226 10.34211 105.00 147.00
Tinggi wajah (sefalogram lateral) 31 126.2258 10.02567 108.00 156.00
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Tabel 3. Hasil pengukuran indeks morfologi wajah dengan tinggi wajah
Indeks Tinggi wajah
morfologi wajah (sefalogram lateral)
Indeks morfologi wajah Pearson correlation 1 383"
Sig. (2-tailed) .033
N 31 31
Tinggi morfologi wajah (sefalogram lateral) ~Pearson correlation 383" 1
Sig. (2-tailed) .033
N 31 31
Keterangan: p<0,05= korelasi bermakna; p>0,05 = korelasi tidak bermakna
Tabel 4. Hasil pengukuran indeks morfologi wajah dengan sudut interinsisal
i fgllggfvajah Sudut interinsisal
Indeks morfologi wajah Pearson correlation 1 218
Sig. (2-tailed) 238
N 31 3l
Sudut interinsisal Pearson correlation 218 1
Sig. (2-tailed) 238
N 31 31

Keterangan: p<0,05 = korelasi bermakna; p>0,05 = korelasi tidak bermakna

Gambar 1. Pengukuran indeks morfologi wajah. A) pengukuran
jarak dari titik nasion (n) ke titik gnation (gn); B)
pengukuran jarak Bi-zygion.

indeks morfologi wajah: mengukur jarak titik nasion (n)
ke titik gnation (gn), dilanjutkan pengukuran jarak Bi-
zygion. Pengukuran dilakukan dengan kaliper lengkung
(Gambar 1). Pengukuran sudut interinsisal dan tinggi
wajah dilakukan pada sefalogram lateral dari 31 subyek
penelitian. Sudut interinsisal adalah sudut dalam yang
dibentuk oleh perpotongan garis sumbu gigi insisif atas
dan gigi insisif bawah (Gambar 2). Tinggi wajah pada
sefalogram merupakan jarak dari titik nasion ke gnation.
Hasil pengukuran dalam penelitian ini berupa skala
rasio dan menjalani uji statistik Pearson-correlation
I a terlihat dalam Tabel 3 dan Tabel 4. Uji
S k dengan menggunakan Pearson-correlation
dilakukan pada data hasil pengukuran untuk menilai

korelasi antara hasil pengukuran indeks morfologi wajah
dengan sudut interinsisal dan dengan tinggi wajah.

HASIL

Ukuran tinggi wajah dan sudut interinsisal dapat
dilihat pada Tabel 2 sedangkan hasil uji statistik Pearson-
correlation ditunjukkan pada Tabel 3 dan 4.

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa tidak terdapat
perbedaan bermakna antara Sudut Interinsisal dan indeks
morfologi wajah genap (p>0,05), sementara dengan tinggi
wajah yang diukur secara sefalometri dan indeks morfologi
wajah genap memperlihatkan korelasi bermakna (p<0,05)
(Tabel 3). Hasil analisis statistik sebagaimana terlihat
dalam Tabel 3, memperlihatkan adanya perbedaan korelasi
hasil pengukuran indeks morfologi wajah dengan sudut
interinsisal dan dengan tinggi wajah secara sefalometri

PEMBAHASAN

Identifikasi karakteristik seseorang dapat membutuhkan
informasi tentang banyak hal, antara lain, tinggi wajah
(dimensi vertical wajah), yang berhubungan dengan tipe
wajah, mulai dari leptoprosopic sampai euryprosopic, lebar
tengkorak dan susunan gigi geligi.'®

Hal ini terutama bila berhadapan dengan sisa jasad
yang hanya berwujud tengkorak. Sementara korban
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Gambar 2. Kedudukan gigi insisif dan besar sudut interinsisal
yang dihasilkan.

putus atau hilang kontak dengan keluarganya, dan data
awal yang berfungsi sebagai pembanding dalam proses
identifikasi menjadi sulit atau hampir mustahil didapatkan.
Dengan demikian, pada proses rekonstruksi wajah
untuk mengetahui prakiraan sub ras melalui tipe fasial,
pengukuran tinggi wajah pada sefalometri lateral dapat
menjadi salah satu sumber informasi data ante mortem.
Di samping itu, data yang diperoleh ini juga bisa menjadi
dasar untuk membangun prakiraan sketsa wajah untuk
membantu korban menemukan kembali keluarganya atau
sebaliknya, pihak keluarga mengenali sketsa korban yang
dibuat berdasarkan data perhitungan tersebut™!’. Dalam
hal ini, tinggi wajah dapat membantu pihak pembuat
sketsa untuk menggambarkan korban mendekati rupa
aslinya, sementara besar sudut insisal dapat membantu
menggambarkan pola konveksitas daerah sepertiga bawah
dari tinggi wajah korban.!!"13

Temuan dalam penelitian ini, sebagaimana tertuang
dalam Tabel 3, dengan nilai p<0,05 membuktikan bahwa
terdapat hubungan bermakna antara indeks morfologi
wajah dengan tinggi wajah pada analisis sefalometri lateral.
Adanya korelasi bermakna ini diharapkan memberikan
manfaat aplikatif dalam proses identifikasi individu yang
hanya menyisakan tengkorak kepala. Sketsa individu
dalam ukuran tinggi wajah juga berhubungan dengan
klasifikasi tipe fasial, mulai dari tipe leptoprosopic
sampai euryprosopic.** Jadi pada korban dalam wujud
tengkorak yang tidak memiliki identitas. dimana tim
identifikasi tidak memiliki gambaran apapun tentang
rupa korban semasa hidup, maka korelasi bermakna
antara indeks morfologi wajah dan tinggi wajah secara
sefalometri lateral dapat dimanfaatkan untuk menjadi
dasar pertimbangan rekonstruksi sketsa wajah korban
dalam upaya mengembalikan korban kepada keluarganya.
Foto sefalogram lateral dapat dibuat pada tengkorak
kepala korban untuk mendapatkan tinggi wajahnya dan
pengukuran indeks morfologi wajah dapat diukur langsung
untuk mendapatkan gambaran tipe fasial untuk kemudian
dihubungkan dengan karakteristik tinggi wajah korban.

ainh den
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Dalam penelitian ini, juga diperoleh korelasi tidak
bermakna pada perhitungan statistik antara indeks
morfologi wajah dan sudut interinsisal. Hal ini diduga
disebabkan oleh adanya variasi besar dan relasi sudut
interinsisal pada klasifikasi maloklusi yang sama sekalipun
(Gambar 2). Variasi besar dan relasi sudut interinsisal ini
bilamana dikaitkan dengan variasi soft tissue thickness yang
membungkus kondisi dentoalveolar individu akan semakin
mempertegas tingkat kesulitan variabel tersebut sebagai
faktor yang dapat membantu proses rekonstruksi prediktif
yang bersangkutan. Dalam hal ini karakteristik tipe fasial
yang diperoleh melalui pengukuran indeks morfologi wajah
dapat membantu menggambarkan pola jaringan lunak yang
umumnya dimiliki oleh individu tertentu, mulai dari tipe
leptoprosopic sampai euryprosopic.

Kondisi yang lebih menguntungkan mungkin bisa
diperoleh bilamana tengkorak yang tersisa masih dilengkapi
dengan gigi geligi dalam jumlah memadai, terutama gigi
geligi anterior di rahang atas maupun rahang bawah.
Dengan adanya gigi geligi anterior atas maupun bawah,
maka relasi dan gigitan dapat diperoleh untuk kemudian
dibuat roentgenogramnya sehingga dapat diukur pola
konveksitas ataupun protrusiveness gigi geligi anterior
korban.!''* Hasil pengukuran ini dapat gilirannya
diharapkan dapat menyumbangkan informasi yang berharga
pada tim pembuat sketsa rekonstruktif wajah korban untuk
tujuan identifikasi maupun pencarian keluarga korban.

Pada akhirnya, penelitian ini merupakan langkah
awal kolaborasi antara bidang keilmuan Ortodonsia, yang
memiliki kaitan erat dengan berbagai pengukuran di area
kepala dengan menggunakan titik-titik baku anatomis
pada jaringan keras di tengkorak, dengan bidang keilmuan
Forensik odontologi, yang tidak jarang berhadapan dengan
sisa jasad korban dalam wujud tengkorak yang bilamana
dicermati memiliki banyak sekali titik baku anatomis yang
diharapkan dapat menyumbangkan informasi berharga
dalam proses menguak identitas individu termasuk
korban.!>1® Diharapkan ke depannya., akan semakin
banyak lagi penelitian-penelitian dalam bentuk kolaborasi
bidang keilmuan yang dapat memberikan kontribusi dalam
pengembangan ilmu Forensik Odontologi.

Melalui penelitian ini. dapat disimpulkan bahwa
terdapat korelasi bermakna (p<0,05) antara indeks
morfologi wajah dengan tinggi wajah hasil pengukuran

n lateral. sedangkan untuk analisis indeks
wajah dengan sudut interinsisal, diperoleh
iak bermakna. sehingga korelasi bermakna
orfologi wajah dengan tinggi wajah secara
rapkan dapat membantu proses rekonstruksi
tannya dengan digital imaging tiga dimensi
a dapat membantu menggambarkan tipe fasial
melalu an beberapa titik anatomis. Namun, hasil
dari per 1 ini masih memerlukan penelitian lebih lanjut
terhadap sub ras lainnya.

wajah dal
yang bias
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Orthodontic-surgical treatment of a severe class lll malocclusion
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ABSTRACT

Background: Adult patient with dentofacial deformities usually need surgical orthodontic treatment. Although case of class 1T
dentofacial deformities are more common, the need for treatment and improvement in term of facial profile is generally greater in class
III patients. When a skeletal Class Il malocclusion is diagnosed, orthognathic surgery is always considered if the orthodontist and
patient desire complete correction of the skeletal discrepancy. Purpose: The purpose of this article were to reported a case of severe
class Il malocclusion and to showed the positive effect of orthognatic surgical treatment on the patient’s profile. Case: This case report
describes the surgical-orthodontic treatment of a 20 year old male patient with class III dentofacial deformity. Case managements:
To allow adequate surgical movement, both maxillary first premolars were extracted, and the maxillary incisors were retracted. No
extractions were performed in the mandibular arch. Surgery included a Le Fort I osteotomy with 8 mm advancement, a bilateral sagittal
split osteotomy with the mandibula was set back 13 mm at right side and 11 mm at left side for the correction of dental midline and
chin deviation. The genioplasty treatment also was done. Conclusion: Surgical-orthodontic treatment could be chosen as a treatment
option for achieving an acceptable occlusion and a good esthetic result in a patient with a Class IIT dentofacial deformity. Nevertheless,
it should be performed by a multidisciplinary team to ensure a satistactory outcome

Key words: Class III dentofacial deformity, orthognatic surgery, orthodontic treatment

ABSTRAK

Latar belakang: Pasien dewasa dengan deformitas dentofacial biasanya ditangani dengan perawatan bedah orthodonti. Walaupun
kasus deformitas dentofacial klas II Iebih sering dijumpai, namun kebutuhan perawatan dan keinginan untuk memperbaiki profil muka
lebih tinggi pada pasien dengan kasus klas III. Untuk koreksi kelainan skeletal secara menyel uruh pada maloklusi skeletal klas IIl maka
dibutuhkan perawatan bedah ortodonti. Tujuan: Laporan kasus ini bertujuan melaporkan penanganan Kasus dengan kelainan klas IIT

] of1l pasien. Kasus: Perawatan bedah

maloklusion skeletal sertamemperlihatkan hasil perawatan bedah ortognati yang mem
pencabutan premolar pertama rahang atas kanan dan kirl. ke 17 insisif rahang atas, agar didapatkan
1 bedah yang dilakukan adalah Le Fort I
osteotomy dengan memajukan rahang atas sebanyak 8mm. mandibdi mundurk an tehnik bilateral sagittal split ostetomy

pergerakan yang adekuat. Tidak dilakukan pencabutan gigi p

sebanyak 13 mm disebelah kanan, dan 11 mm disebelah kiri untuk k¢ s dan deviasi dagu. Pasien juga mendapatkan
perawatan genioplasty. Simpulan: Bedah ortognatik dapat dipilih sebag valan U mendapatkan oklusi dan hasil estetik yang
baik pada pasien dengan deformitas dentofasial kelas ITI. Namun demikian. perzw aizn perlu dilakukan oleh tim dari multidisiplin untuk

mendapatkan hasil yang memuaskan.
Kata kunci- Deformitas dentofasial Klas III, bedah orthognati, perawatan ortodoni
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INTRODUCTION

Many approaches have been performed successfully by
orthodontist for the treatment of malocclusion and Class
IIT malocclusion is considered as one of the most complex
and difficult orthodontic problem to be diagnosed and
treated. In reality dental camouflage only leads to an
effective improvement of aesthetics in a few situations.
More frequently it has no significant influence on facial
aesthetics, as in purely orthodontic correction of class I
cases. In an adult with dentoskeletal discrepancy, surgery
is the only sure treatment option if the dental defect cannot
be corrected by orthodontics alone or if dental camouflage
would involve technical or periodontal contraindications,
or would not produce a marked aesthetic improvement.
When a skeletal class III malocclusion is diagnosed,
orthognatic surgery is almost always a consideration if
the orthodontist and the patient desire complete correction
of the skeletal discrepancy. Individuals with class III
malocclusion frequently show combinations of skeletal and
dentoalveolar components. Several distinct cephalometric
features have been reported in class III patients, such as a
short anterior cranial base length, acute cranial base angle,
a short and retrusive maxilla, proclined maxillary incisors,
retroclined mandibular incisors, an excessive lower
anterior face height and obtuse gonial angle.? Therefore
class III patients are large proportion of those seeking
surgical orthodontic treatment. However, the etiology
all class III malocclusion might not be the same. The

etiology of class Il malocclusions may involve hereditary
factors, environmental influences and even pathology.’
Additionally, class III patients typically have longer and
unpredictable facial growth.? Class III patients can have
varying degrees of dental and skeletal abnormalities. An
accurate diagnosis is important to treat the malocclusion
in order to insure that the treatment plan is directed at
correcting the various abnormalities.

The purpose of this article were to reported a case of
severe class IIT maloclusion and to showed the positive
effect of orthognatic surgical treatment on the patients
profile.

CASE

A male patient, 20 years old, initially came for
orthodontic treatment with the complaint of long face,
crossbite and inability to incise. He has family history
of class III malocclusion. The patient has a nonrelevant
medical history. After thorough clinical examination and
cephalometric analysis, surgical-orthodontic treatment was
recommended.

Extraoral examination showed a concave profile with
extremely long lower face height, incompetent lip and a
flattened lower lip without labiomental sulcus. Frontal
view of the face showed chin deviation to the left and long
middle third of the face. The lower lip was stretched to
compensate for the vertical discrepancy (Figure 1).

Table 1. Cephalometric summary
Measurement Initial Presurgical Postsurgical
NA 85° 84° 92°
SNB 96° 96° 90°
ANB -11° -12° 9
Wits -20mm -29mm -10mm
NAPg -20° 99 99
FMA 40° 40° 35°
N PERP A -3° -5° +4°
N PERPB +122 +13° +6°
N-ANS 60 mm 59mm 65mm
ANS-Me 8§7mm 86mm 75mm
Faxial axis 66° 65° 62°
Sn Go Gn 39° 38° 35°
I SN 114° 107° 110°
IPP 125° 120° 109°
MXITO NA 10mm 12mm 8mm
25° 24° 350
Mn [ to nb 6mm 10mm 7mm
14° 32° 15°
[ mpa 65° Virss 75°
E line bibir atas -5mm -6mm -3mm
E line bibir bawah +5mm +5mm +3mm




Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.
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Pretreatment facial profiles: A, B. front; C. Right side.

Pretreatment intraoral photographs. A) right side; B) left side; C) front; D) maxilla; E) mandibula.

Presurgical cephalometric radiograph.

The analysis of intraoral confirmed an angle class IIT
malocclusion with antero posterior discrepancy in the molar
relationship was more than 10 c¢m, and a -13 cm  incisor
overjet, absence of overbite were measured. The mandibular
dental midline were deviated 6mm to the left. There was
posterior crossbite on the left side. mild crowding in the
lower as well and compensation of incisor inclination in
both arches (Figu

is showed an angle class III
than 10 mm anteroposterior
nolar relationship. The archform were
ed due to severe compensations that led to
buccal overjet. The lateral cephalometric

led Class III skeletal malocclusion

m -‘\;illarv a bit protusion (SNA = 85°),
usion (SNB = 96°) in relation to the
Concave bone proflle (NAPg =-20°),

predo“:ur; 1ce of \erucal growth of the face (SNGoGn
= 39° and F\L% 40°). The maxillary incisors presented
increased to their alveolar (Table 1 and Figure 3) .
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Figured4. A, C, E) Presurgical ekstraoral photographs. B, D,

F) post surgical ekstraoral photographs-1.

CASE MANAGEMENTS

preoperative orthodontic preparation was performed
with 0.022 appliance. Leveling and alignment began
with 0.016-in nickel-titanium archwires, followed by
0.018, 0.016 x 0.022-inch nickel-titanium archwires up
to 0.19 x 0.025-inch stainless steel rectangular archwires.
In the leveling and alignment stage, the archwires were
coordinated. To allow adequate surgical movement, the
maxillary first premolars on both side was extracted to
correct the position of maxillary incisor therefore the
maxillary incisors were retracted. No extractions were
performed in the mandibular arch because there was
minimal crowding. The mandibular incisors were aligned
and the arch and the archform were coordinated.

After presurgical orthodontic treatment achieved. the
orthognatic surgery were performed. Surgery included
a Le Fort I osteotomy with 8mm of advancement and it
was rotated anterior down 3 mm and posterior up 1 mm at
Posterior Nasal Spine (clockwise rotation). The pivoting
point is around the first molar. A bilateral sagittal split
osteotomy with 13 mm of setback at right and 11 mm at
left for the correction of dental midline and chin deviation.
The chin therefore moves 11 mm backward. Rigid internal
fixation with screws and plates was used to stabilize the
osteotomy site. The patient was followed up closely after
the procedures. Postoperatively, to achieve the proper
occlusal contacts, vertical intermaxillary and class III
elastic were used.

After surgery. it was observed functional occlusion,
normal overjet and overbite, and adequate intercuspation,
with class I Angle molar relationship and class I canine
relationship. coincident midlines. Mandibular prognatism
and asymmetry were eliminated and facial esthetic was

Hetore Tresiment

A, B, C, D, E) Presurgical intraoral photographs. F,
G, H. 1, J) post surgical intraoral photographs copy.

Figure 5.

considerably improved. Figures 4 and 5 show the results
obtained with the orthognatic surgery and orthodontic
finishing stage. and postsurgical cephalometric radiograph
is shown in Figure 6.

DISCUSSION

There are three main treatment options for skeletal
class III malocclusion, which is growth modification,
orthodontic therapy. and orthognatic surgery combined with
orthodontic treatment. Maxillofacial growth modification
with dentofacial orthopedic appliance is an effective method
for resolving skeletal class ITI jaw discrepancies in children.
Correcting this problem in adults requires orthognathic
surgery in conjuction with orthodontic treatment.*

Some studies reported the factors that the choice between
conventional orthodontic treatment and surgical orthodontic



Figure 6.

Post surgical cephalometric radiograph copy.

treatment. Kerr® et all reported that patients with ANB
angles of less than -4° and mandibular incisor inclination of
less than 83° were more likely to have surgical-orthodontic
treatment than conventional orthodontic treatment. A
recent study concluded that surgical patients could be
distinguished from nonsurgical ones, on the basis of WITS
measurement, maxillary/mandibular length ratio, gonial
angle, and sella-nasion distance.® Miller® found there
were four areas of significantly difference between the
surgery and non surgery case, which are: ANB Angle was
significantly more negative in the surgical group.® Surgery
was often considerers necessary when ANB angle was less
than -4°. Thus the ratio of maxillary to mandibular lengths
was significantly smaller for the surgical patients. Also, the
lower incisor were more retroclined in the surgical group.
The division between the two group was about 83°. The last
role is the Holdaway angle was larger in the orthodontic
group. Surgery was almost always carried out when the
Holdaway angle was less than 3.5°. Before treatment this
patient had ANB =-11°, and mandibular incisor inclination
of less than 83° which is 65° (Table 1 and Figure 3) . That
measurement indicate for this patient to have orthognatic
surgery treatment.

It is very important to understand the components
of facial asymmetry in order to outline an accurate and
effective treatment plan.”'” The analysis of posteroanterior
cephalometric radiographs determines if the asymmetri
is related to the maxilla, mandible or both, in the
sagittal or transverse direction, and is the anomaly is
also associated with dental compensations. Most studies
have demonstrated that transverse dental compensation
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is correlated with skeletal asymmetry.!'"!* Inclination of
the occlusal plane greater than 4 and mentum deviations
observed in the posteroanterior cephalorgram are important
characteristic to determine the presence and extension of
facial asymmetry.'*!> The patient of this case presented
significant facial asymmetry with mandibular asymmetry
and mentum deviation to the left. Severt and Proffit also
Haraguchi et al.!® have reported that in patients with
dentofacial deformities with mandibular deviation, lateral
excursion to the left was present in over 85% of the
studied population. He also added that the mandible is
more asymmetrical than the maxilla because of its greater
to potential. While the mandible is a movable bone,
the maxilla is rigidly connected to the adjacent skeletal
structures by means of sutures and synchondroses.

The patient presented unilateral posterior crossbite
on the left side and midline sifting to the left, it results
from mandibular deviation. The mandibular deviation
and midline shifting was corrected by surgically. The
same treatment was taken with similar cases in some case
report.' 18 Orthodontic treatment to obtain the preoperative
alignment of the dental arches was also an important part as
the best result with minimum relapse could not be expected
without a stable occlusion.!®?® The maxillary premolars
on both side were extracted to correct maxillary incisors
inclination. The main aim of the presurgical orthodontic
phase is to correct the incisor inclinations to normal to
allow maximum surgical correction and the less-than-ideal
outcomes for the skeletal relationships might have been due
to inadequate presurgical orthodontic decompesation of the
incisor inclination.?’

After surgery the position of maxilla in this patient
was +5mm anterior to the nasion Frankfort line and
the maxillary incisor was +8mm anterior to the nasion
Frankfort. Position maxillary incisor was 109°.  When
only orthodontic treatment considered, the orthodontist
formulates a treatment plan based on the desired final
position of the mandibulat incisor. For surgical treatment
planning the scenario is reversed: the maxillary incisor final
position is used to determine the placement of the facial
bones. McNamara’s nasion Frankfort perpendicular is an
anteropoﬁenor OLnddlm that can be used to help determine
or.*! Point A should
ble to the nasion Frankfort
maxillary incisor should be

positioned 5 mm *2 mm anterior to the nasion Frankfort
i at 1107 to the palatal plane.”*>

The ove of the treatmetnt was good (Figure 4,
5and 6). Th ce height (ANS-Me) was improved
cephalome m 87 mm to 75 mm. The ANB was
improved from -11° to +2°. Visually, pleasing changes

t and '\rotﬂe views of the face are evident

retreatment lip incompetency was totally

s resulted in a class II molar occlus10n
S anine relationship. The pretreatment
maxillary midline deviation to the left was completely
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corrected. All the functional movement of the mandible are
without limination and without symptoms. The treatment
protocol produced a satisfactory occlusal and esthetic
result for the patient and his parents as demonstrated by
their attitude.

This case report describes the treatment of an adult patient
with severe class III dentofacial deformity. Orthognatic
surgery treatment was the best option for achieving an
acceptable occlusion and a good esthetic result in this
patient. An experienced multidisciplinary team approach
ensures a satisfactory outcome. Presurgical orthodontics
removes all the dental compensations and suggests the
location and extent of the skeletal discrepancy. Normal
skeletal base relationship was achieved by osteotomy
and setback of the prognathic mandible, postsurgical
orthodontics guides the normal occlusal rehabilitation by
correcting any emerging dental discrepancies.
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