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Background: Extraction has been known as a method for removing the tooth from its
socket. Although extraction is frequent, the incidence of post extraction complication
are commonly found, about 2,6-30,9%. Complications can inhibit wound healing
and bone regeneration of socket. PRP is Platelet Rich Plasma containing growth
factors that plays an important role in wound healing, induces bone regeneration
and stimulates osteoprogenitor cell into osteoblast cell. Chitosan is a chitin derivate
that extracted from the crab shells through deacetylation stage. Chitosan properties
are osteoinductive, biocompatible, biodegradable, cell proliferation, antimicrobial,
antioxidant, antitumor, and stimulates growth factors capabilities. Purpose: To
analyze the combination of PRP and Chitosan gel to increase the number of
osteoblast in post extraction wound of wistar rat teeth.

Method: True experimental post-test only control group design was done in 28
wistar rats. Sample were divided into 4 groups: PRP gel, combination PRP and
Chitosan gel, Chitosan gel and control group Povidone lodine. Dextra Mandible
incisors were extracted and treated accordingly. Number of osteoblast in post
extraction socket was observed microscopically after 14 days using IHC staining.
Data analyzed by using One Way ANOVA parametric test followed by Post Hoc
LSD test.

Results: There were statically significant difference between number of osteoblast
in combination PRP and Chitosan gel group compare to PRP gel group (p=0,736),
Chitosan gel group (p=0,402) and Povidone lodine group (p=0,613).

Conclusion: Combination PRP and Chitosan gel has a good effect in increasing
number of osteoblast in wound healing post dental extraction

PENDAHULUAN Komplikasi pasca ekstraksi yang terjadi
dapat memperlambat penyembuhan Iluka
dan menginduksi terjadinya resorbsi tulang.
Terhambatnya proses penyembuhan luka dan
regenerasi tulang pada soket menyebabkan

regenerasi tulang tidak optimal sehingga dapat

Terdapat 4,60% penduduk Indonesia
memiliki kasus kerusakan gigi 2,90% kasus
dilakukan tindakan ekstraksi'. Ekstraksi atau
pencabutan gigi merupakan suatu aktivitas

memisahkan gigi dengan jaringan lunak yang
mengelilinginya dan mengeluarkan gigi yang
tidak dapat dipertahankan lagi dari soketnya
menggunakan  forceps atau elevator’.
Meskipun tindakan ekstraksi sering dilakukan,
namun 2,60-30,9% insidensi komplikasi pasca
ekstraksi masih sering terjadi®.

terbentuk defek cekung pada alveolar ridge
yang berdampak terhadap integritas alveolar
ridge*. Perawatan yang sering dilakukan untuk
mengoptimalkan proses penyembuhan luka
dan regenerasi tulang untuk menjaga integritas
alveolar ridge setelah ekstraksi dilakukan
penambahan material clot stabilization dan
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grafting pada soket alveolar®. Penelitian saat
ini mengembangkan biodegradable polymers
sebagai bahan medikamen pada penanganan
penyembuhan luka serta bahan grafting pada
tissue engginering, seperti chitosan®.

Chitosan atau  (-(1-4)2 acetamindo-D-
glucosamine merupakan turunanan dari chitin
yangdiesktraksidaricangkangkerang, kepiting,
dan jamur setelah melewati tahap chemical
deacetylation. Chitosan memiliki kemampuan
untuk osteoconduktive meregenerasi
tulang, biocompatible, biodegradable,
menginduksi untuk proliferasi pertumbuhan
cell, antimikroba, antioksidan, antitumor, dan
menstimulasi growth factor, sehingga chitosan
sering dimanfaatkan sebagai bahan dasar
pembuatan scaffold dan bone graft’. Penelitian
ini mengkombinasikan Chitosan 92,5% Degree
Deacetylation (DD), 400kDa dengan Platelet
Rich Plasma (PRP) yang diaplikasikan dalam
sediaan gel. Degree Deacetylation yang tinggi
menyebabkan chitosan semakin soluable
dan semakin mudah untuk terdegradasi dan
memberikan efeknya terhadap penyembuhan
dan regenerasi tulang®. Chitosan yang telah
terdegradasi melekat pada permukaan sel dan
meningkatkan aktivitas regenerasi jaringan®.
Kerja PRP dipengaruhi oleh chitosan,setelah
terdegradasi menjadi  chitosan terurai.
Chitosan terurai akan mengaktifkan growth
factors untuk proses penyembuhan luka dan
regenerasi tulang alveolar™.

Platelet Rich Plasma (PRP) merupakan
plasma yang kaya akan platelet yang
mengandung growth factors yang berperan
dalam proses penyembuhan luka dan
menginduksi  regenerasi tulang'. Growth
factors yang terdapat dalam Platelet Rish
Plasma (PRP) akan bereaksi segera
setelah teraktivasi trombin pada soket pasca
ekstraksi'2. Growth factors akan menstimulasi

sel osteoprogenitor berdiferensiasi menjadi
sel osteoblas. Osteoblas akan mensintesis
dan mensekresikan matriks organik sebagai
marker terjadinya proses remineralisasi serta
regenerasi tulang. Matriks organik yang
disekresikan seperti kolagen tipe |, osteocalcin,
osteonectin, osteopontin, Receptor Activator
of Nuclear Factor Kappa-8 Ligand (RANKL),
Osteoprotegerin (OPG), proteoglycans, dan
latent protases'. Berdasarkan latar belakang
di atas peneliti mengkombinasikan PRP dan
chitosan dalam bentuk gel untuk menigkatkan
proses penyembuhan luka dan regenerasi
tulang pada soket pasca ekstraksi gigi dilihat
dari peningkatan jumlah osteoblas.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisa
gel kombinasi PRP dan chitosan terhadap
peningkatan jumlah osteoblas sebagai bone
regeneration pada luka pasca ekstraksi gigi
tikus wistar. Manfaat penelitian ini memberikan
informasi gel kombinasi PRP dan chitosan
dapat digunakan sebagai bone regeneration
dan berpengaruh langsung terhadap proses
penyembuhan luka pada soket pasca ekstraksi

gigi.
METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian frue
experimental dengan post-test only group
design terhadap 28 sampel tikus wistar yang
dibagi menjadi 4 kelompok secara simple
random sampling. Masing-masing kelompok
terdiri dari 7 ekor tikus wistar yang diberi
perlakuan berbeda. Kelompok | gel PRP,
kelompok Il gel kombinasi PRP dan chitosan,
kelompok Ill gel chitosan dan kelompok IV
Povidone lodine.

Pembuatan Gel :

Gel PRP

dari jantung

Darah diisolasi langsung
tikus wistar yang berbeda
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menggunakan  spuit  sebanyak 15ml.
Selanjutnya 15ml darah dimasukan vaculab
yang telah berisi EDTA kemudian di sentrifuse
2000rpm selama 15 menit. Lapisan plasma
dipindahkan kedalam syringe 10ml, sentrifuse
lagi dengan kecepatan 4000rpm selama
15 menit sampai didapatkan lapisan PRP
pada dasar tabung, isolasi 4,5ml PRP dari
dasar tabung. CMC Na dilarutkan dalam
100ml aquades, diaduk sampai homogen,
campurkan CaCl2 1ml dan 0,06gram nipagin
serta 1,5ml PRP homogenkan menggunakan
mixing applicator selama 5-30 detik sampai
membentuk gel PRP. Sebelum aplikasi gel
PRP disimpan dalam suhu -20°C.

Gel Kombinasi PRP & chitosan : chitosan
4gram yang telah dilarutkan dengan asam
acetat 2% sampai membentuk konsentrasi
4% dicampur dengan 1,5ml PRP. Kemudian
nipagin 0,06 gram dan glycerin 1ml
ditambahkan kedalam campuran PRP dan
chitosan. Homogenkan menggunakan mixing
aplicator sampai membentuk konsistensi gel.
Gel kombinasi PRP dan chitosan disimpan
dalam suhu -20°C sebelum diaplikasikan.

Gel chitosan : chitosan 4gram dilarutkan
dalam 100ml acetic acid 2% sampai
mendapatkan chitosan konsentrasi 4%.
Kemudian nipagin 0,06gram dan glycerin
1ml ditambahkan kedalam larutan chitosan,
dicampur menggunakan mixing aplicator
sampai membentuk konsistensi gel.

Perlakuan Hewan Coba: Tikus wistar
jantan berusia 30-60 hari, berat 115-150g
diadaptasikan pada kandang berukuran 40cm
x 30cm x 25cm dengan lingkungan terkontrol,
diberi makan dan minum secara ad libitium.
Kandang diberikan tempat makan dan minum
yang dibatasi oleh kawat untuk menghindari
kontaminasi makanan dengan  fases.
Temperature ruangan 20-28°C, kelembaban

60-10% dengan siklus cahaya 12 jam terang/
gelap. , tikus wistar diberikan sedasi atau
general anatesi menggunakan Ketamin
0,025ml dan Xylazin 0,025ml. Jaringan ikat
yang melekat pada gigi insisivus dipisahkan
perlekatannya menggunakan needle holder.
Selanjutnya menggunkan needle holder gigi
diluksasikan ke arah bukal/labial, lingual/
palatal dan rotasi. Gigi insisvus yang telah
goyang kemudian dikeluarkan dari soket.
Soket gigi dibersihkan menggunakan saline
dan diaplikasikan gel. Gel diinjeksikan kedalam
soket gigi insisivus sebanyak 0,2ml satu kali
selama periode penelitian. Tikus wistar diberi
makanan yang lunak untuk menghindari
perdarahan dan trauma pada area soket.
Pembuatan & Pembacaan Preparat:
Jaringan rahang yang telah diisolasi difiksasi
menggunakan Neutral Buffer Formalin 10%
(NBF 10%) untuk mencegah perubahan
jaringan post morterm agar tetap awet. Jaringan
kemudian didekalsifikasi menggunakan formic
acid HCl 10%. diganti setiap hari sampai
dekalsifikasi sempurna dan dilanjutkan sampai
tahap pembuatan blok paraffin. Jaringan
dipotong menggunakan mikrotom dengan
ketebalan 4y, dipanaskan dalam water bath
untuk menghilangkan sisa paraffin. Preparat
kemudian dilakukan pewarnaan Immuno Histo
Chemistry (IHC) dengan antibody osteocalcin
rats. Pembacaan jumlah osteoblas pada
jaringan dilakukan secara mikroskopis dengan
perbesaran 400X dalam 5 lapang pandang.
Analisa Hasil: Hasil perhitungan jumlah
osteoblas pada masing-masing kelompok
dilakukan statistik dengan uji normalitas
menggunakan uji Shapiro-wilk, sampel kurang
dari 50. Uji homogenitas menggunakan uiji
Levene statistic. Setelah data terdistribusi
normal dan homogen dilanjutkan dengan
uji parametrik, analisa data menggunakan
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program SPSS. Mengetahui efek chitosan,
PRP dan kombinasi PRP-chitosan terhadap
peningkatan jumlah osteoblas menggunakan
uji one way ANOVA. Uji kemudian dilanjutkan
ke uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
interfensi yang paling berpengaruh terhadap
peningkatan jumlah osteoblas.

HASIL PENELITIAN

Hasil pemeriksaan osteoblas pada
penyembuhan Iuka soket alveolar pasca

ekstraksi gigi hari ke-14 sebagai berikut.

Tabel 1 Rerata Jumlah Osteoblas pada

Kelompok Perlakuan

No Kelompok ~ Jumlah Rata-

rata+SD
1 Gel PRP 7 370+1,15
2 GelPRPdan 7 58,0+216
Chitosan
3 Gel Chitosan 7 37,7+1,38
4 Gel Povidone 7 37,2+1,38

lodine

Perbedaan jumlah osteoblas pada masing-
masing kelompok diilustrasikan dalam Gambar
1 berikut.

70
60 mGel PRP
50
B Gel Kombinasi
40 PRP & Chitosan
30 -
Gel Chitosan

20 -
10 - HPov. lodine

0 -

Jumlah Osteoblas

Gambar 1.1. Rata-rata jumlah osteoblas pada
kelompok perlakuan

Data kemudian diuji homogenitas dan
normalitas, didapatkan hasil data berditribusi
normal dan homogen p>0,05, memenuhi
syarat untuk uji one way ANOVA.

Tabel 2. Hasil uji one way ANOVA

Osteoblas
Kelompok Mean + SD Sig.
Gel PRP 370 +1,15

Gel PRP dan Chitosan 58,0+2,16 .000

Gel Chitosan 37,7+1,38

37,2+1,38

Gel Povidone lodine

Berdasarkan data Tabel 2 terdapat variasi
data sigifikan p<0,05 (p=0,000 a=0,05)
menunjukan paling tidak terdapat 2 kelompok
yang memiliki mean yang berbeda. Untuk
mengetahui kelompok manakah yang memiliki
mean yang berbeda dan jumlah osteoblas
paling signifikan maka uji dilanjutkan dengan
uji post hoc LSD dengan hasil pada Tabel
3 menunjukan terdapat perbedaan jumlah
osteoblas pada kelompok dengan kelompok
pembanding jika memiliki signifikansi p<0,05
dan tidak terdapat signifikansi jumlah osteblas
terhadap kelompok pembanding jikasignifikan
p>0,05

Tabel 3. Hasil uji post hoc LSD

Kelompok Sig.
Gel PRP Gel PRP & Chitosan ,000
Gel Chitosan 402
Pov. lodine 736
Gel PRPdan Gel PRP ,000
Chitosan Gel Chitosan ,000
Pov. lodine ,000
Gel Chitosan Gel PRP ,402
Gel PRP & Chitosan ,000
Pov. lodine 613
Berdasarkan hasil pengamatan

histologis terdapat ekspresi osteoblas pada
penyembuhan luka soket pasca ekstraksi
setelah aplikasi 14 hari ditunjukan sel berwarna
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cokelat pada gambar 2. dibawah ini.

—

Gambar 2. Osteoblas dalam Jaringan Tulang Soket

Pasca Ekstraksi. Perbesaran 400X. K.I kelompok

gel PRP, K.II Kelompok gel kombinasi PRP dan

Chitosan, K.II kelompok gel Chitosan dan K.IV
kelompok Povidone lodine.

DISKUSI

Berdasarkan hasil analisa statistik terdapat
perbedaan jumlah osteoblas yang signifikan
antara kelompok gel kombonasi PRP dan
chitosan terhadap kelompok gel PRP,
Povidone lodine dan gel chitosan (p=0,000).
Sedangkan kelompok gel PRP memiliki jumlah
osteoblas yang tidak berbeda jauh dengan
Povidone lodine (p=0,736) dan gel chitosan
(p=0,402) p>0,05 a=0,05 setelah diaplikasikan
pada soket pasca ekstraksi hari ke-14.

Hal tersebut dikarenakan kemampuan
PRP meregenerasi tulang tergantung pada
teraktivasinya growth factors oleh thrombin
dan distribusi dari growth factors. PRP yang
dicampur dengan material lain saat aplikasinya
dapat membantu atau menghambat aktivasi
dan transportasi growth factors yang ada

dalam PRP™. Berdasarkan penelitian Tsay
dkk. (2005) menyatakan sekresi growth
factors pada PRP gel dapat dipengaruhi
penambahan material gelnya. PRP gel dapat
lebih efektif mensekresikan growth factros jika
menggunakan material bovin thrombin atau
TRAP BS. Bovin thrombin dalam campuran
PRP dapat mempengaruhi factor V, Xl dan
thrombin yang dibutuhkan untuk aktivasi
growth factors pada PRP. Begitu juga dengan
TRAP BS akan mengaktivasikan thrombin-
signaling cell untuk membentuk thrombin yang
dibutuhkan oleh PRP?*°,

Gel PRP pada penelitian ini terbuat dari PRP
ditambahkan material pengikat, yaitu CMC Na.
CMC Na memiliki sifat netral dan daya ikat
kuat sehingga dapat menjadi gelling-agent
yang baik dan sering dikombinasikan dengan
gliserin untuk meningkatkan daya sebar gel'®.

Penambahan gliserin pada CMC Na
sebagai basis gel juga dilakukan untuk
meningkatkan daya sebar PRP pada area
luka. Sifat netral CMC Na meunjukan CMC
Na tidak memiliki pengaruh terhadap PRP.
Penggunaan basis CMC Na tidak dapat
membantu tersekresikannya growth factors
pada PRP untuk meregenerasi tulang. Hal
tersebut dapat dilihat dari rerata jumlah
osteoblas kelompok gel PRP (37,0 + 1,15 )
lebih sedikit dibandingkan kelompok kontrol
Povidon lodine (37,2 + 1,38). Povidone lodine
mempengaruhi regenerasi tulang melalui
jalur anti-inflamatory dan antimikrobial efek.
Povidone memodulasi reaksi oksidasi yang
terbentuk saat injuri, kemudian menghambat
kerja TNF-a dan Metaloproteinase yang
berperan dalam kerusakan jaringan. Povidone
lodine menginduksi sitokin untuk meningkatkan
kerja makrofag, monosit dan limfosit T
sehingga terjadi proses penyembuhan luka
dan melindungi luka dari risiko infeksi'”.
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Regenerasi tulang soket pasca ekstraksi
terjadi pada kelompok aplikasi gel chitosan
dengan jumlah osteoblas 37,7 + 1,38
pada hari ke-14 aplikasi gel. Rerata jumlah
osteoblas pada kelompok gel chitosan lebih
meningkat dibandingkan kelompok gel PRP
(37,0 + 1,15) dan Povidone lodine (37,2 +
1,38) namun tidak berbeda jauh. Peningkatan
jumlah osteoblas setelah aplikasi gel chitosan
karena chitosan memiliki sifat hemostatik,
antimikroba, biokompatibel dan biodegradable
yang berperan dalam proses penyembuhan
luka dan regenerasi jaringan'. Chitosan
memberikan efeknya setelah terdegradasi
lysozim dalam tubuh. Terdegredasinya
chitosan dipengaruhi oleh kelarutan chitosan
yang bergantung pada pH, berat molekul dan
Degree of Deacetylationn (DD). Chitosan
lebih mudah terdegradasi dalam keadaan larut
dan chitosan hanya akan larut pada pH<6,2
dengan berat molekul 4200-8200 kDa dan DD
>85-92%"°.

Setelah gel diaplikasikan pada soket
pasca ekstraksi, chitosan terurai langsung
mengaktivasi thrombin yang ada dibawah
lapisan sel endotel dan mengaktivasi platelet
yang ada pada permukaan Iluka untuk
membentuk bekuan darah. Chitosan terurai
juga akan berinteraksidengan sel leukosit untuk
melepaskan sitokin dan meningkatkan infiltrasi
PMNs pada area luka. Interaksi chitosan
dengan sel osteoprogenitor menyebabkan
sel berdiferensiasi menjadi osteoblas mature
yang berperan dalam regenerasi tulang®.
Kemampuan chitosan langsung berinteraksi
dengan sel osteoprogenitor dan PMNs pada
area luka menyebabkan chitosan lebih efektif
meregenerasi tulang jika dibandingkan dengan
gel PRP (37,0 + 1,15) p>0,05 (p=0,402) dan
Povidone lodine (37,2 + 1,38) p>0,05 (p=0,613
a=0,05).

Gel kombinasi PRP dan chitosan memiliki
perbedaan pengaruh yang sangat signifikan
terhadap proses regenerasi tulang pada soket
pasca ekstraksi gigi. Rerata jumlah osteoblas
yang terdeteksi pada kelompok gel kombinasi
PRP dan chitosan (58,0 + 2,16 ) lebih tinggi
dibandingkan dengan rerata jumlah osteoblas
pada kelompok gel PRP (37,0 + 1,15), gel
chitosan (37,4 + 1,51) dan Povidone lodine
(37,2 + 1,11) p<0,05 (p=0,000 a=0,05). Hal
ini disebabkan kombinasi PRP didalam
chitosan dapat menginduksi penyembuhan
dan regenerasi tulang dengan melepaskan
cytokine inflammatory dan growth factors
setelah terakitvasi thrombin. Meningkatnya IL-
1, IL-6, TNF-a dan growth factors menginduksi
aktivitas migrasi sel, proliferasi, diferensiasi
dan maturasi sel osteoblas selama 7-10
hari?'. Growth factors yang dilepaskan PRP
terdiri atas Insulin like Growth Factors (IGF),
Epidermal Growth Factors (EGF), Fibroblas
Growth Factors (FGF), Vascular Endotelial
Growth Factors (VEGF), Platelet Derivate
Growth factors (PDGF) dan Tumor growth
factors-B (TGF-3)%.

Chitosan yang dikombinasikan dengan PRP
akan mempengaruhi pelepasan growth factors
pada PRP seiring dengan terdegradasinya
chitosan menjadi chitosan terurai. Chitosan
berperan dalam regulasi dan pelepasan growth
factors sehingga disekresikan secara perlahan
dan lebih efektif berperan dalam proses
regenerasi tulang?. PRP yang dikombinasikan
dengan chitosan akan diserap oleh polymer
chitosan dan menyebabkan partikel chitosan
mengembang.  Aplikasi gel  kombinasi
kedalam soket pasca ekstraksi menyebabkan
terdegredasinya chitosan dan dilepaskannya
PRP dalam bentuk aktif berupa growth factors
oleh polymer chitosan. Chitosan terurai
yang telah terdegradasi akan membentuk
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crosslinking untuk membantu transmisi sel,
mendistribusikan metabolit dan growth factors
melalui media ektraselullar sehingga terjadi
proses regenerasi tulang?*.

Regenerasi tulang pada dasar soket
diawali  tersekresikannya PDGF. PDGF
menginduksi mitogenesis Mesencymal Stem
Cells (MSCs) dan osteoblas pada dasar soket.
Selanjutnya PDGF memberikan signal kepada
makrofag untuk meningkatkan mitogenesis
makrofag, menarik neutrophil dan fibroblas
ke area luka. PDGF juga dibantu oleh FGF
untuk meningkatkan mitogenesis MSCs
dan osteoblas. MSCs yang telah terbentuk
mengalami proliferasi yang terus meningkat
dipengaruhi TGF-B. Selain itu IGF bersama
EGF juga berperan dalam proses proliferasi
serta diferensiai osteoblas dan osteoprogenitor
pada proses regenerasi tulang®. VEGF
berperan dalam  proses angiogenesis
dengan menginduksi sel endotel membentuk
vaskularisasi baru pada area luka, sehingga
MSC dan osteoblas yang telah berdiferensiasi
memiliki nutrisi membentuk jaringan tulang
yang baru?.

Growth factors yang disekresikan dalam
proses penyembuhan luka umumnya memiliki
life span yang singkat. Namun dengan
dikombinasikannya PRP dengan chitosan life
span dan sekresi growth factors pada PRP
menjadi terkontrol dan lebih lama. Chitosan
yang dikombinasikan dengan growth factors
sekresinya masih terus berlangsung selama
24 hari dengan pelepasan growth factors
yang meningkat dari hari ke-2 chitosan
terdegradasi?’. Penelitian ini memanfaatkan
sifat biodegradable dan biokompatibel dari
chitosan serta growth factors yang terkandung
dalam PRP. Gel kombinasi PRP dan chitosan
lebih efektif meningkatkan jumlah osteoblas
untuk meregenerasi tulang pada soket pasca

ekstraksi gigi, dibandingkan dengan Povidone
lodine, gel PRP atau gel chitosan saja.

KESIMPULAN

Gel kombinasi PRP dan chitosan memiliki
efek yang lebih maksimal dan lebih efektif
dalam meningkatkan jumlah osteoblas pada
regenerasi tulang soket pasca ekstraksi
dibandingkan gel PRP tanpa kombinasi dan gel
chitosan tanpa kombinasi. Gel PRP atau gel
chitosan tanpa kombinasi memiliki efek minimal
yang hampir sama dalam meningkatkan jumlah
osteoblas pada regenerasi tulang soket pasca
ekstraksi.
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