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Abstract

The aim of this old was to know the effect of fish oil and corn to dental periapical osteoclast expression.
Sixty 3 month old Wistar male albino rats, were divided into fourt groups, of which the first group was not
given cither fish or corn oil. The second group was given fish oil orally (1 ml/day), the third group was given
corn oil orally (1 ml/days) and the fourth group who given both fish and corn oil orally (1:1) (1ml/day). After
administration for 40 days, all of the rats were treated with pulp exposure of the first molar of maxillary to
stimulate the infection on periapicals. Osteoclast expressions were examined as the number of osteoclasts and
preosteoclasts after specimens were treated with TRAP staining. The result shows that osteoclast expression
was lower in rats that had been administered fish oil than in the groups that had been given corn oil or neither
fish norcorn oil (p<0.,05). It can be concluded that a diet of fish oil rich in -3 PUFA in inhibit osteoclast
growth compared to diet corn oil rich in @-6 PUFA.

Pendahuluan

Mamalia mempunyai kemam-
puan yang terbatas dalam melaku-
kan proses desaturasi asam lemak.
Untuk mengatasi hal tersebut
maka diperlukan intake asam
lemak vang disebut dengan asam
lemak esensial. Yang termasuk
asam lemak esensial yaitu asam
lemak tidak jenuh rantai panjang

atau polyunsaturated fatty acid
(PUFA). Polyunsaturated fatty
acid (PUFA) dibagi menjadi dua
keluarga besar yaitu linoleic acid
(0-6 PUFA) dan a linolenic acid
(-3 PUFA), vang keduanya
mempunyai  fungsi  fisiologi
berbeda. Omega-6 PUFA banyak
ditemukan terutama pada minyak
nabati (minvak jagung. kedelai
dan biji bunga matahari) sedang

®-3 PUFA banyak ditemukan
terutama dalam minyak ikan.'
Diet progresif -6 PUFA
akan menyebabkan membran sel
mengandung  scjumlah  tinggi
asam arakhidonat (AA) vyang
sangat berperan pada pembentu-
kan prostaglandin E, (PGE,) dan
leukotrin seri 4 (LTB,), yang
bersifat inflamatori’ sedangkan
diet ®-3 PUFA melalui proses

Makalah ini pernah dipresentasikan pada Seminar Nasional Hasil Penelitian IPTEK Dasar Tahun 2002 di Jakarta tanggal 29-31 Juli 2003
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desaturasi dan elongasi diubah
menjadi eicosapentaenoid acid
(EPA) dan docohexaenocic acid
(DHA) (Newton, 1996). Eicosa-
pentaenoid acid akan mengganti
asam arakidonat (AA) membran
sel, sehingga persediaan AA
untuk  mensintesis  eikosanoid
(prostaglandin E, (PGE.) dan
leukotrin, (LTB,)) berkurang dan
meningkatkan eikosanoid yang
berasal dari EPA yaitu PGE; dan
LTBs yang bersifat anti infla-
1iglort.

Selain dapat menurunkan
(prostaglandin E, (PGE;) dan
leukotring (LTB;), menurut pene-
litian Meydani, dkk., (1991)
wanita dan laki-laki sehat yang
mengkonsumsi minyak ikan se-
lama 10 minggu secara terus
menerus lerjadi penurunan pro-
duksi sitokin (IL-1p3. TNF dan IL-
6)." Penelitian juga dilakukan
pada binatang percobaan yang
dibern diet minyak ikan untuk
melihat respon endotoksin dan
sitokin  proinflamatori  hasilnya
menunjukkan ada penurunan IL-
lo, IL-1 dan TNF-o, sehingga
dikatakan diet minyak ikan vang
banyak mengandung ®-3 PUFA
bermanfaat untuk terapi inflamasi
akut maupun kronis.”

Dalam tulang PGE, merupa-
kan mediator resorpsi tulang,
dengan mempengaruhi osteoklas
matur, diferensiasi dan fusi pre-
kursor osteoklas.® Sitokin proin-
flamatori menstimulasi resorpsi
tulang dengan memacu proliferasi
dan diferensiasi progenitor osteo-
klas dan mengaktifkan serta mem-
pengaruni pembentukan osteoklas
yang baruw.”* Osteoklas terlibat
dalam metabolisme tulang seperti
remodeling tulang. Secara khusus
osteoklas meresorpsi kandungan
mineral permukaan tulang dalam
kondisi fisiologis maupun pato-
logis.™""

Lesi periapikal yang disebab-
‘kan infeksi bakteri menunjukkan
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adanya respon imun lokal'' dan
mengakibatkan terjadinya des-
truksi tulang yang meningkat pada
periodontitis apikalis."* Lipopo-
lisakarida merupakan endotoksin
bakteri gram negatif. Lipopo-
lisakarida tersebut terlibat dalam
lesi periapikal. yang menginduksi
produk beberapa mediator poli-
peptida dan sitokin proinfla-
matori."” Mediator ataupun sitokin
proinflamatori yang terlibat dalam
lesi periapikal tersebut yaitu IL-
1B. IL-lac dan TNF-o. '"** dan
PGE, yang dapat beraksi sendiri
secara langsung. '’

Belum diketahui bagaimana
pengaruh diet minyak jagung dan
minyak ikan  terhadap ekspresi
osteoklas pada tulang periapikal.
Tujuan Penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh diet minyak
ikan dan minyak jagung terhadap
ckspresi osteoklas tulang peri-
apikal pada tikus,

Bahan dan Cara Kerja

1. Perlakuan Pemberian Minyak
Ikan dan Minyak Jagung

Enampuluh ekor tikus putih
galur Wistar, jantan, umur 3 bulan
dengan berat 150-200 g. Tikus
tersebut dibagi menjadi 4 kelom-
pok secara acak yaitu: 1),
Kelompok I (15 ekor tikus), tidak
diberi diet minyak ikan maupun
minyak jagung, 2). Kelompok II
(15 ekor) sebagai kelompok per-
lakuan dimana tikus dilakukan
pembukaan pulpa dan diberi diet
minyak ikan selama 40 harn deng-
an dosis Iml/hari secara peroral.
3). Kelompok III (15 ekor), meru-
pakan kelompok perlakuan yang
dilakukan pembukaan pulpa dan
diberi minyak jagung selama 40
hari dengan dosis 1ml/hari secara
peroral. 4). Pada kelompok IV (15
ekor), merupakan kelompok per-
lakuan yang diberi minyak ikan
dan minyak jagung (1:1) selama

40 hari dengan dosis Iml/hari
secara peroral.

Pembukaan  pulpa  dilakukan
setelah diet selama 40 hari,
kemudian pulpa dibiarkan terbuka
selama 1. 7 dan 14 hari (masing-
masing sub kelompok 5 ekor
tikus) dan diet diteruskan sampai
hari yang ditentukan.'® Semua
tikus diberi makanan lokal
sebanyak 20+0.2 g/hari/tikus.

2. Pembukaan Pulpa

Setelah dipersiapkan semua
tikus dilakukan anestesi intra-
peritoneal dengan ketamin (65
mg/kg) dan xylazine (7 mg/kg)
vang dilarutkan dalam sterile
phosphat buffered saline (PBS).
Pulpa molar pertama kiri atas
dibuka menggunakan handpiece
dengan bur bundar % (diameter
0,06 mm). Kedalaman pulpa
diperkirakan sebesar kepala bur
tersebut. Pulpa dibiarkan terbuka
agar terjadi kontaminasi dengan
mikroorganisme rongga mulut,
sehingga terjadi infeksi pada
daerah periapikal dan osteoklas
dapat terstimulasi.'”  Masing-
masing kelompok dibagi menjadi
3 subkelompok, untuk dikorban-
kan sesuai dengan interval waktu
yaitu 1, 7, dan 14 hari setelah
dilakukan  pembukaan  pulpa
gigi.!!

3. Pemeriksaan Ekspresi Osteo-
klas Dan Preosteoklas

a. Preparasi Spesimen

Tikus diperfusi intra kardial
dengan menggunakan 4% parafor-
maldehida dalam solusi 0,05 M
sorensen's phosphate buffer (pH
7.3). Dilakukan diseksi tulang
dacrah interdental gigi molar
pertama Kiri atas, kemudian poto-
ngan jaringan difiksasi dengan
menggunakan 4% paraformalde-
hida pada suhu 4°C selama 12 jam
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Sampel kemudian dideminera-
lisasi dengan menggunakan 10%
EDTA dalam solusi 7.5% poly-
vinvlpyrrolidone pada suhu 4°C
sampai lunak (bisa dipotong)
dalam penelitian ini = 32 hari.
Spesimen didehidrasi mengguna-
kan alkohol bertingkat pada suhu
4°C. xylol alkohol, xylol murni
dan xylol parafin pada suhu
kamar. Dilakukan blok parafin,
dipotong sagital berseri dengan
ketebalan + 6 pm pararel sumbu
panjang gigi. Setelah dilakukan
deparafinisasi dilakukan pewar-
naan TRAP."

b. Pengecatan dan Pengamatan

1. Histokimia untuk TRAP.
Pengecatan ini dilakukan untuk
meneliti keadaan sel-sel tulang,
dan dapat berfungsi scbagai
penanda khusus untuk sel osteo-
klas dan preosteoklas. Pengecatan
menggunakan larutan napthol AS-
BI phosphate sebagai substrat.
Larutan substrat dan coupler
kemudian dicampur dan disebut
reagen asam fosfatase (acid
phosphatase  reagent). Inhibisi
non osteoclastic acid phosphatase
(penghambat asam fosfatase yang
bukan osteoklas) menggunakan 50
mM L(+) asam fartrat. lIrisan
spesimen ditetesi dengan meng-
gunakan 2-3 leles pewarna.
Spesimen kemudian diinkubasi
selama 20-30 menit pada suhu
37°C . selanjutnya segera dicuci
dengan menggunakan air distilasi
selama 2 menit. Spesimen diletak-
kan dalam alkohol 70% pada suhu
kamar selama 30 menit. Spesimen
dicuci lagi dengan menggunakan
air distilasi selama 2 menit.
Pencucian dilakukan sebanyak 2
kali. Dilakukan counter pewarna-
an dcn§an menggunakan methyl
gr'eenr.l

Preparat yang telah diwarnai
diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya untuk dilihat

jumlah sel osteoklas dan jumlah
prekursor osteoklas.

Jumlah Sel  Osteoklas.
dengan menggunakan pewarnaan
TRAP. sel osteoklas aktif terlihat
berkon-tak dengan tulang. Sel
osteoklas  akan  menunjukkan
TRAP + deng-an ciri-ciri besar,
biasanya berinti banyak, dengan
bentuk inti tak teratur serta
berwarna merah terang pada
granula sitoplasma-nya.”’ Data
didapat dengan meng-hitung
jumlah rata-rata sel setiap mm
permukaan tulang,

Jumlah Preosteoklas. (osteo-
klas inaktif) terletak jauh dari
permukaan tulang, dekat dengan
lapisan  vaskular  perios-teum,
berbentuk  pipih, memanjang,
berinti tunggal. sitoplasma-nya
mengandung  sedikit  granula.
Makin dekat ke arah permukaan
tulang, preosteoklas secara pro-
gresif akan membesar dan granula
sitoplasma TRAP + akan mening-
kat.”' Jumlah pre osteoklas dihi-
tung setiap mm dari permukaan
tulang yang terdekat.*’

4. Analisis Hasil

Untuk mengetahui perbedaan
jumlah dan aktivitas osteoklas
dianalisis dengan analisa variance
(anava) vang dilanjutkan dengan
uji =T

Hasil Penelitian

Pengaruh diet minyak ikan
dan minyak jagung terhadap eks-
presi osteoklas maupun proosto-
klas dapat dilihat pada Gambar |
dan 2.

Pembahasan

Lesi periapikal yang disebab-
kan oleh bakteri menimbulkan
respon imun lokal. Pada respon
imun lokal ini produksi beberapa
mediator polipeptida dan sitokin
proinflamatori meningkat, sehing-

ga terjadi proliferasi dan diferen-
siasi progenitor osteoklas serta
aktivitas dan pembentukan osteo-
klas baru dipacu. Hal ini scperti
vang terjadi pada hasil penelitian
bahwa kelompok | (tanpa minyak
ikan maupun minyak jagung
(TML1))) cenderung mempunyai
Jumlah osteoklas dan preosteoklas
lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok yang lain yang diberi
minyak ikan maupun minyak
Jjagung. Jumlah osteoklas maupun
preosteoklas tersebut cenderung
lebih tinggi dengan bertambahnya
hari inflamasi. Sesuai penelitian
Anan, dkk.* menyatakan bahwa
aktivitas  osteoklas meningkat
tajam pada 6 jam sampai 2 hari
setelah pembukaan pulpa. Hal ini
terjadi karena pada lesi periapikal
ekspresi sitokin timbul segera
setelah pembukaan pulpa, terus
meningkat pada hari ke 2 dan
meningkat tajam pada hari ke 4,
puncaknya pada hari ke 14."" Ini
menyatakan  bahwa  stimulus
mekanis yang disebabkan oleh
pembukaan pulpa bisa mengaktif-
kan osteoklas melalui sitokin dan
PGE2. Prostaglandin dan sitokin
proinflamatori menstimulasi pro-
liferasi dan fusi osteoklas menjadi
osteoklas baru dan osteoklas yang
aktif dengan sangat cepat dalam
waktu  1-12 jam.® Tingginya
sitokin dan prostaglandin pada
kelompok 1 tersebut memacu
peningkatan ostcoklas dan pre-
osteoklas.

Minyak ikan berpotensi me-
nurunkan metabolisme eikosa-
noid, karena ®-3 PUFA vyang
terkandung dalam minyak ikan
diubah menjadi eicosapentaenoic
acid (EPA) dan docoheksaenoic
acid (DHA) melalui proses
desaturation dan elongation. Peru-
bahan EPA dan DHA mengganti
AA ataupun kumpulan prekursor
cikosanoid dalam jaringan, se-
hingga persediaan AA untuk
mensintesis eikosanoid (PGE2

33
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OSTEOKLAS

Rata-rata Osteoklas

1 han 7 han

14 Han

Gambar 1. Menunjukkan secara bermakna bahwa ekspresi osteoklas paling rendah
terlihat pada tikus yang diberi diet minyak ikan dan yang diberi diet campuran
minyak ikan dan minyak jagung Sedang yang tidak diberi minyak ikan dan
minyak jagung mempunyai ekspresi osteoklas yang sangat tinggi (p<0,005).
Terlikat juga bahwa lamanya pemberian diet minyak ikan dan juga diet campuran
minyak ikan dan minyak jagung menyebabkan ekspresi osteoklas menurun secara

bermakna (p<0.005)

Keterangan Gambar: TMI (tan-pa minyak ikan), MI (minyak ikan), MJ (minyak ja-

gung, MIJ (campuran minyak jagung ikan)

Preosteoklas

80

60

40

20 +

Rata-rata Preosteoklas

1 han 7 han

14 han

Gambar 2. Pada histogram ini terlihat bahwa ekspresi preosteoklas turun secara
bermakna (p<0,05) pada tikus yang diberi diet minyak ikan dan yang diberi diet
campuran minyak ikan dan minyak jagung, walaupun pada hari ke tujuh setelah
perforasi pulpa gigi ekspresi preosteoklas paling tinggi. Sedang yang tidak diberi

minyak ikan dan minyak jagung

Keterangan Gambar : TMI (tanpa minyak ikan), MI (minyak ikan), MJ (minyak jagung,

MILJ (campuran minvak jagung ikan)

PGE2 dan LTB4) berkurang. EPA
akan bersaing langsung dengan
sisa-sisa AA untuk oksigenase
(lipoksigenase dan siklooksige-
nase) uniuk mensinesis eikosa-
noid. Eikosanoid yang dihasilkan
oleh EPA (PGE3, TXA3, LTB5
atau LTC5) merupakan agonis
dari eikosanoid yang disintesis

oleh AA. Oleh karena itu bebe-
rapa penelitian mengatakan bahwa
minyak ikan yang mengandung
®-3 PUFA berpotensi sebagai anti
inflamasi.

Pada penelitian ini kelompok
II (diberi minyak ikan (MI))
cenderung mempunyai jumlah
osteoklas dan preosteoklas yang

lebih rendah dari seluruh kelom-
pok, walaupun ada beberapa ke-
lompok yang diberi minyak
Jjagung dan campuran minyak ikan
dan jagung mempunyai perbedaan
yang tidak signifikan (p>0,05).
Rendahnya jumlah osteoklas dan
preosteoklas ini karena tikus vang
memperoleh minyak ikan akan
terjadi penurunan produksi eiko-
sanoid yang berasal dari jaringan
dan meningkatkan produksi eiko-
sanoid dari EPA dan DHA. Deng-
an adanya penurunan cikosanoid
dari AA pembentukan osteoklas
dan diferensiasi preosteoklas me-
nurun serta menghasilkan penu-
runan pelepasan signal proinfla-
matori oleh sel efektor dan dapat
Juga menurunkan responsifitas sel
target terhadap signal proinfla-
matori, sehingga produksi sitokin
juga menurun. Penurunan ini
disebabkan juga oleh berkurannya
ekspresi molekul mayorhisto-
compatibility (MHC) kls 11 dan
intercellular adhesion molecule
(ICAM) yang merupakan salah
satu syarat fungsi Antigen precen-
ting cell (APC). Perbedaan yang
tidak bermakna antara minyak
ikan dan minyak jagung maupun
campuran minyak ikan dan
Jjagung, dimungkinkan tikus tidak
diberi makanan essential fatty
acid defisiensi (EFAD). tetapi
diberi makanan ternak biasa yang
banyak mengandung bahan-bahan
lemak esensial.

Lamanya waktu pemberian
minyak ikan mempengaruhi juga
jumlah osteoklas dan preosteo-
klas. Hal ini terjadi karena pada 1
hari setelah dilakukan perforasi
pulpa pemberian minyak ikan
terus dilanjutkan sehingga telah
terjadi penggantian struktur AA
dengan DHA dalam jaringan.
walaupun tidak sebanyak pada 7
hari dan 14 hari, dan pemben-
tukan osteoklas baru, terjadi 12
jam setelah adanya PGE2 dan
sitokin proinflamatori sehingga
osteoklas belum banyak terben-
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tuk. Tujuh hari sctelah infeksi
jumlah osteoklas pada kelompok
11 (MI) terus meningkat tajam.
sedangkan penggantian struktur
jaringan EPA dan DHA belum
banyak terjadi. sechingga antara
perkembangan infeksi dengan
eikosanoid dari EPA dan DHA
belum seimbang dan jumlah
osteoklas masih tetap tinggi.
Diterangkan juga oleh Grimm,
dkk™ bahwa penurunan sitokin
proinflamatori pada sel mono-
nuklear darah perifer tikus terjadi
setelah  mengkonsumsi  asam
lemak selama 4 hari. Setelah 14
hari induksi inflamasi kelompok I1
(MI) dengan pulpa dibiarkan
terbuka menyebabkankan invasi
bakteri dan produknya dalam
periapikal lebih meningkat se-
hingga akan meningkatkan jumlah
osteoklas maupun preosteoklas.
Pada keadaan ini DHA dan EPA
vang terdapat dalam minyak ikan

telah mengganti struktur AA
dalam jaringan lebih banyak.
Eikosanoid yang berasal dari

DHA maupun EPA merupakan
antagonis eikosanoid yang ter-
bentuk dari AA jaringan. Selain
itu dikatakan oleh Korver dan
Klasing” bahwa menhaden oil
efektif mengganggu lipopolisa-
karida bakteri yang menginduksi
mediator dan sitokin proinfla-
matori, Dengan demikian pre-
osteoklas maupun osteoklas tidak
terbentuk. Oleh karena osteo-
klasnya rendah

Kelompok III (minyak jagung
(M1J)). mempunyai jumlah osteo-
klas dan preosteoklas lebih tinggi
dibandingkan kelompok IT (MI)
dan IV (MIJ. Jumlah osteoklas
dan preosteoklas yang lebih tinggi
tersebut  karena minyak jagung
banyak mengandung o-6 PUFA.,
Seperti yang dikatakan oleh Raz,
dkk.** bahwa tikus yang diberi
diet essential fatry acid defficience
(EFAD) dan ditambah minyak
ikan ternyata menghambat A-6

desaturated activity sebanyak 7%,
sedang tikus vang diberi EFAD
ditambah minyak jagung tidak
merubah aktivitas A4-6 desatura-
ted activity. Penurunan A-6 desa-
turated "activity oleh ©-PUFA,
memberikan dasar yang unik pada
pengurangan AA jaringan. Ada-
nya beberapa kelompok yang
mempunyai rerata osteoklas dan
preosteoklas yang tidak bermakna
antara kelompok IT (MI). ITI (MI)
dan [V (MlJ)) dimungkinkan,
makanan tikus berupa makanan
ternak lokal yang mempunyai
kadar lemak yang belum ter-
deteksi. Seperti penelitian Korver
dan Klasing™ bahwa peningkatan
dosis pemberian minyak jagung
dari 0.5 g ke 2 g/100 g diet
menyebabkan  pelepasan  IL-1
vang tinggi. sedangkan pening-
katan dosis pada pemberian
minyak ikan dari 0,5 g ke 2 g./100
g. diet menghasilkan pelepasan
IL-1  yang rendah. Menurut
Endres, dkk, 1989 Diet minyak
ikan selain menurunkan IL-1 juga
menurunkan TNF-oo dari kultur
sel  mononuklear  manusia.”
Dosis yang aman pemberian
minyak ikan pada manusia vaitu
0,27 g/hari sementara dosis 1,23
g/ perhari menyebabkan respon
imun dihambat

Pada kelompok IV (campuran
minyak ikan dan jagung (MIJ))
ternyata memiliki jumlah osteo-
klas dan preosteoklasnya lebih
rendah dibandingkan kelompok I
(TML1J) dan III (MJ), tetapi masih
lebih tinggi bila dibandingkan
dengan kelompok I1 (MI). Oleh
karena pada kelompok MIJ
mengandung sedikit minyak ikan
dengan dosis kurang lebih 0.5 ml
mampu menyebabkan penurunan
osteoklas dan preosteoklas, dan
jumlah osteoklas maupun pre-
osteoklas semakin lama semakin
turun, walaupun perbedaannya
tidak bermakna, kecuali bila
dibandingkan kelompok TMIJ. Ini

menunjukkan bahwa pemberian
minyak ikan dengan dosis rendah
dengan jangka waktu lama
mampu mempengaruhi struktur
AA jaringan dengan EPA dan
DHA. EPA dan DHA akan
bersaing dengan AA untuk
disintesis oleh enzim siklooksige-
nase dan lipoksigenase. Posisi
ikatan rangkap pada ®-3 PUFA
lebih menguntungkan dari pada
-6 PUFA, schingga eikosanoid
yang berasal dari EPA dan DHA
lebih banyak terbentuk.' Lamanya
pemasukan minyak ikan mening-
katkan konsentrasi ®-3 PUFA
pada membran fosfolipida sel
target dan sel efektor. Hal ini
menyebabkan turunnya pelepasan
tanda proinflamatori oleh sel
efektor dan juga menurunkan
responsifitas sel target terhadap
signal  proinflamatori.  Pada
penelitian  ini  terlihat bahwa
dengan bertambahnya hari pem-
berian minyak ikan jumlah dan
aktivitas osteoklas semakin menu-
run. Pemberian makanan dimung-
kinkan mempengaruhi penggan-
tian struktur membran. Sebaiknya
makanan yang diberikan untuk
tikus EFAD, tetapi diberi maka-
nan lokal dengan lemak esensial
yvang tinggi, schingga hasil
pengukuran aktivitas osteoklas
antara yang mendapat minyak
ikan, minyak jagung dan cam-
puran minyak ikan dan jagung
akan lebih maksimal.
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