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Effect of nanocrystalline hydroxyapatite implantation on the number of osteoblasts
in bone healing post teeth extraction

Pengaruh implantasi hidroksiapatit nanokristalin terhadap jumlah osteoblas pada
penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi

Firdaus, *Andreas Pascawinata, 2Rifka Annisa

1Bagian llmu Bedah Mulut

2Mahasiswa Tahap Profesi

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Baiturrahmah

Padang, Indonesia

Correspondence author: Firdaus, e-mail: firdaus_drg@yahoo.com

ABSTRACT

Background: Extraction can cause alveolar bone resorptionand slow bone healing. Post-extraction treatment is performed to
help speed up the bone healing process. Objective: to determine the effect of nanocrystalline hydroxyapatite implantation on the
number of osteoblasts in the post-extraction bone healing process. Method: By using laboratory experimental method and
posttestonly with control group design, the effect oftreatment in the treatment group and the control group wasmeasured using
Wistar white malerats. Results: There was an effect of nanocrystalline hydroxyapatite implantation on the number of osteo-
blastsonbone healing after toothextraction ofthe ratson days 14 and 28. The highest meannumber of osteoblasts was found in
the treatment group on day 28. Discussion: Administration of nanocrystalline hydroxyapatite increased the number of osteo-
blasts in bone healing after tooth extraction. Conclusion: Nanocrystalline hydroxyapatite implantation increases the formation
of osteoblasts in bone healing after tooth extraction.
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ABSTRAK

Latar belakang: Ekstraksidapat menyebabkan resorbsi tulang alveolar dan memperlambat penyembuhan tulang. Perawatan
pascaekstraksi dilakukan untuk membantu mempercepat proses penyembuhan tulang. Tujuan: mengetahui pengaruh im-
plantasi hidroksiapatit nanokristalin terhadap jumlah osteoblas pada proses penyembuhan tulang pascaektraksi. Bahan: De-
ngan metode eksperimen laboratorium dan rancangan the post test only with control group, diukur pengaruh perlakuan pada
kelompok coba dankelompok kontrol menggunakan tikus putih wistar jantan. Hasil: Ada pengaruh implantasi hidroksiapatit
nanokristalin terhadap jumlah osteoblas pada penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi tikus putih wistar hari ke-14 dan ke-
28. Rerata jumlah osteoblas terbanyak ditemukan pada kelompok perlakuan harike-28. Pembahasan: Pemberian hidroksiapa-
tit nanokristalin meningkatkan jumlah osteoblas pada penyembuhantulang pascaekstraksigigitikus putihwistar. Simpulan:
Implantasi hidroksiapatit nanokristalin meningkatkan pembentukan jumlah osteoblas pada penyembuhan tulang pascaeks-
traksi gigi.
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PENDAHULUAN

Ekstraksi gigi merupakan salah satu prosedur pe-
rawatan gigi yang sehari-hari dilakukan dalam bidang
kedokteran gigi ketika gigi tidak dapat dirawat lagi.*
Komplikasi pascaekstraksi dapat menyebabkan re-
sorbsi tulang alveolar dan perlambatan penyembuhan
tulang. Perawatan pascaekstraksi perlu dilakukan un-
tuk membantu mempercepat proses penyembuhan tu-
lang. Penyembuhan pascaekstraksi gigi merupakan
proses yang komplek dan berfokus untuk mengemba-
likan keutuhan struktur dan fungsi jaringan yang rusak.
Proses penyembuhan tergambar oleh tiga fase yang
berurut, yaitu inflamasi, proliferasi dan remodeling.?*

Preservasi soket adalah prosedur yang dilakukan
pascaekstraksi, yang bertujuan untuk meminimalkan
resorpsi tulang alveolar. Prosedur ini diharapkan da-
pat meningkatkan proses remodeling tulang alveolar
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terutama pascaekstraksi untuk mempersiapkan area
bagi perawatan selanjutnya seperti pemasangan gigi
tiruan. Salah satu carapreservasi soket adalah dengan
menggunakan biomaterial graft tulang.*®

Bone graft sering digunakan padabidang kedok-
teran gigi untuk proses implantasi. Implantasi merupa-
kan usaha peletakan suatu bahan untuk membantu pro-
ses penyembuhan, penguatan, dan perbaikan fungsi tu-
lang. Bone graft yang saat ini banyak digunakan yaitu
natural bone antara lain autograft dari pasien yang
sama, allograft dari donor manusia lain, dan xenograft
dari hewan. Autograft memiliki kelemahan yaitu harus
dilakukan operasi untuk pengambilan tulang dari ba-
giantubuh lain pasien yang sama. Sedangkan allograft
dan xenograft dapat menimbulkan reaksi autoimun
serta kemungkinan terjadinya transfer penyakit. Akan
tetapi pada saat ini biomaterial bone graft tergolong
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sangat mahal karenamasih diimpor. Biomaterial bone
graft yang baru harus dikembangkan untuk mendapat-
kan bahan graft tulang yang berkualitas dan harga
lebih ekonomis, salah satunya adalah hidroksiapatit
nanokristalin.®’

Hidroksiapait (HA), Caio(PO4).6(OH), merupa-
kan salah satu senyawa inorganik penyusun jaringan
keras tubuh manusia seperti tulang, gigi, dentin, dan
sebagainya serta merupakan salah satu keramik yang
biokompatibel. Hidroksiapatit adalah keramik bioaktif
yangtelah luas penggunaannya padaperbaikantulang.
Hidroksiapatit sintetik merupakan bahan seperti tulang
yang memiliki sifat dapat berikatan dengan tulang se-
carabaik, digunakan sebagai pengganti bone graft (al-
lograft dan xenograft) karena memiliki sifat biokom-
patibilitas yang baik terhadap tulang dan gigi. Hidrok-
siapatitsintetik telah banyak digunakan sebagai implan
biomedik dan regenerasi tulang karenamemiliki sifat
bioaktif .2

Salahsatu contoh HA sintetik adalah hidroksia-
patit nanokristalin (HAN) yang digunakan karename-
miliki bentuk yang sama dengan HA alami pada tu-
lang. KelebihanHAN adalah dapat menyatu lebih ra-
pat dengan jaringan di sekelilingnya.®

Tulangalveolar merupakan jaringan kerasrongga
mulut yang sangat dinamis, yang merupakan bagian
dari maksila dan mandibula, yang membentuk dan
mendukung soket gigi. Pascaekstraksi gigi, tulang al-
veolar mengalami resorpsi yang menyebabkan peru-
bahan bentuk dan berkurangnya tulang alveolar seca-
ra terus-menerus. Perubahan bentuk tulang alveolar
dapat menyebabkan rahang mengecil, tipis, dan rapuh
serta mengurangi keberhasilan tindakan perawatan
dental yang lain.%

Tulangalveolar sama seperti tulang pada umum-
nya, mengandung osteoblas yang bertanggungjawab
untuk pembentukan dan perkembangan tulang. Osteo-
blas merupakan sel tulang yang dapat berproliferasi
danberdiferensiasi menjadi komponen sel utamada-
lam jaringan tulang.!!

Penggunaan HA sintetik dalam pembentukan tu-
lang alveolar bertujuan untuk menginduksi dan men-
stimulasi sel-sel punca dan osteoblas untuk berproli-
ferasi dan diferensiasi membentuk tulang baru atau
proses regenerasi tulang. Pemberian bone graft diha-
rapkan mampu menjadi media bagi sel-sel puncadan
osteoblas untuk melekat, hidup dan berkembang de-
nganbaik di dalam defek tulang.22Untuk itu perlu di-
ketahui pengaruh implantasi HAN terhadap jumlah os-
teoblas pada penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi.

METODE

Penelitian eksperimen laboratorium ini menggu-
nakan desain penelitian the posttest only with control
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group yakni diukur pengaruh perlakuan pada kelom-
pok perlakuan dan kelompok kontrol dengan populasi
tikus putih wistar jenis kelamin jantan.

Sampel adalah tikus jantan berusia8-16 minggu,
berat badan 200-300 g, dan tidak mengalami kelainan
anatomi. Tikus yang tidak mau makan selama masa
perlakuan, sakit dan mati selama masa perlakuan ti-
dak dimasukkan sebagai data.

Ekstraksi gigi tikus

Awalnya gigi tikus dipotong sepanjang 1-2 mm
sebanyak 2 kali selama 6 hari, lalu pada hari ke-9 dila-
kukan ekstraksi gigi tikus. Gigi insisivus rahang ba-
wah dibersihkan dari sisa makanan dengan semprotan
air menggunakan syringe kemudian dikeringkan, lalu
daerah kerja injeksi diasepsis dengan alkohol 70%.

Semua tikus diinjeksi ketamin secara intra peri-
toneal dengan dosis 1000 mg/10 mL, sebanyak 0,2 mL.
Lalu jaringan ikat pada gigi insisivus rahang bawah
dipisahkan perlekatannyamenggunakanneedle holder.
Selanjutnya, gigi diluksasikan ke arah labial, lingual
dan rotasi dengan menggunakan needle holder hingga
goyang kemudian dikeluarkan dari soket. Soket gigi
dibersihkan menggunakan saline.

Proses pemberian hidroksiapatit nanokristalin
Bahan HAN dari Laboratorium Kimia Bagian
Material Universitas Andalas dimasukan ke dalam so-
ket gigi,menggunakan amalgam pistol dan dipadatkan
dengan burnisher dan microbrush agar soket terisi de-
ngan adekuat. Setelah itu luka pencabutan dijahitde-
ngan benang jahit mono nylon 4-0 dengan jarum cut-
ting untuk menjahit, kemudian dioles larutan betadine
sebagai antiseptik.
Hewan coba diberikan antibiotik gentamisin selama 3
hari dan analgesik novalgin selama satu hari dengan
dosis masing-masing 0.3 mL.

Pengambilan sampel

Tikus dianestesi menggunakan ketamindosis le-
tal injeksi i.m, lalu kematian tikus dikonfirmasi dengan
melihat respirasinya, dilanjutkan dekapitasi jaringan
dengan memotong rahang bawah tikus lokasi soket
be-kas pencabutan.

Pembuatan sediaan histologi, jaringan difiksasi
jaringan dengan menggunakan larutan buffer formalin
10% selama 24 jam. Selanjutnya jaringan didekalsifi-
kasi jaringan atau proses pengeluaran larutan buffer
formalin dengan menggunakan larutan asam formiat
10 % selama 7 hari.

Dehidrasi untuk mengeluarkansisa larutan yang
digunakan saat dekalsifikasi dimulai dengan alkohol
70% selama 15 menit, 80% selama1 jam, 95% selama
2 jam,dan 100% selama 3 jam. Dilanjutkan clearing
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atau penjernihan menggunakan xylol sebanyak 3 kali
pada 3 tabung yang berbeda; 1 jam pada tabung perta-
ma dan 2 jam pada tabung kedua dan ketiga.
Embedding dilakukan dengan penanaman jaringan ke
dalam paraffin cair; setelah beku, blok paraffin disa-
yat menggunakan mikrotom secara vertikal dengan
ketebalan 4-6 mm. Sayatan diambil dengan kuas lalu
letakkan di atas permukaan air waterbath dengan suhu
tetap 56-58°C hingga sayatan mekar. Sayatan lalu di-
ambil dengan object glass yang diolesi dengan meyer
egg albumin, dikeringkan dengan suhu 30-35°C mini-
mal selama 12 jam.

Preparat jaringan dicatdengan tahapan deparafi-
nisasi yaitu preparat dimasukkan ke dalam xylol sela-
ma 2-3menit lalu diulangi dalam wadah yang berbeda
selama 2-3 menit, selanjutnya rehidrasi dengan alko-
hol 100% dan 95% selama 3 menit. Preparat lalu dibi-
lasdenganair mengalir selama 10-15 menit, diwarnai
dengan haematoxylin selama 15 menit, dibilas ulang
dengan air mengalir selama 20 menit dan preparat di-
rendam eosin selama 15 detik sampai 2 menit.

Dehidrasi dengan alkohol konsentrasi 95% dan
100% masing-masing 2-3 menitsebanyak 2 kali dalam
wadah yang berbeda. Setelah itu, preparat dimasukkan
ke dalam xylol 3 kali, masing-masing 3 menitdengan
wadah yang berbeda. Mounting menggunakan cairan
entellan laluditutup dengandeck glass.

Perhitungan jumlah sel osteoblas

Jumlah sel osteoblasdihitung pada harike-14dan
ke-28 setelah pewarnaan haematoxylin eosin. Penga-
matan dilakukan menggunakan mikroskop elektrik de-
ngan pembesaran 400x. Setiap preparat secara siste-
matisdilihatdari 3 lapangan pandang, 1/3 apikal, 1/3
tengah, dan 1/3 servikal)

Analisis data

Hasil perhitungan sel osteoblas pada perlakuan
dan kontrol dianalisis secara statistik dengan menggu-
nakan program SPSS 18.0 dengan tingkat signifikansi
0,05 dantingkat kepercayaan 95% (o=0,05). Uji Sha-
piro Wilk untuk menguji normalitas data dan uji Le-
vene untuk menguji variasi populasi. Data berdistribusi
normal dan homogen, dilanjutkan dengan uji one way
Anova untuk mengetahui perbedaan antara variabel be-
bas dan terikat. Jika terdapat perbedaan yangbermakna,
dilakukan uji Least Significant Difference. Jika data
tidak berdistribusi normal dantidak homaogen, diujinon
parametrik Kruskall-Wallis, dan dilanjutkan uji kom-
parasi antar perlakuan dengan uji Mann-Whitney.

HASIL

Datapengaruh implantasi HAN terhadap jumlah
osteoblas pada penyembuhan tulang pascaekstraksi
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gigi tikus putih wistar (rattus norvegicus) pada ke-
lompok kontroldan perlakuan selama 14 hari dan 28
haritampak padatabel 1. Hal ini membuktikan bahwa
pemberian HAN meningkatkan jumlah osteoblas pada
penyembuhantulang pascaekstraksi gigi tikus wistar.

Tabel 1 Rerata osteoblas

No Variabel Rerata

1 Kontrol H-14 18,3 Osteoblas
2 Kontrol H-28 21,4 Osteoblas
3 Perlakuan H-14 35,5 Osteoblas
4 Perlakuan H-28 43,6 Osteoblas

Gambar 1 Perbandingan histopatologiosteoblas kelompok
kontrol (j) dan perlakuan H-28 (1)

Pada gambar 1 tampak jumlah sel osteoblas yang
lebih tinggi pada hewan coba dengan pemberian HAN
dibanding dengan hewan kontrol pada hari yang sama.

Data diuji dengan uji Shapiro-Wilk karena data
kurang dari 50 diperoleh hasil uji implantasi HAN ter-
hadap pembentukan osteoblas pada penyembuhan tu-
lang pascaekstraksi pada semua kelompok (p>0,05) di-
simpulkan bahwa data terdistribusi normal.

Tabel 2 Uji Shapiro-Wilk

Kelompok Nilai Sig
Kontrol H-14 0,968
Kontrol H-28 0,877
Perlakuan H-14 0,199
Perlakuan H-28 0,731
Tabel 3 Uji Levene
Variabel Sig Batas Sig
Jumlah osteoblas 0,071 0,05*

Tabel 3 uji homogenitas Levene diperoleh hasil
yang signifikan karena nilai sig=0,071>0,05. Jadi di-
simpulkan kelompok kontrol dan perlakuan hari ke-
14 dan hari ke-28 terbukti homogen. Selanjutnya di-
lakukan uji parametrik one way anova (P=0,05).

Hasil uji parametrik one way Anovadiperoleh nilai
sig 0,000<0,05, artinya terdapat pengaruh implantasi
HAN terhadap pembentukan jumlah osteoblas pada
penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi tikus putih
wistar hari ke-14 dan hari ke-28.

Berdasarkan uji LSD tampak bahwa pengaruh pada
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Tabel 4 Hasil uji one way Anova jumlah osteoblas
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No Variabel Sig Batas Sig Keterangan
1 Jumlah Osteoblas 0,000 0,05 Ha diterima
Tabel 5 Uji beda LSD
Variabel Perlakuan Perbandingan antar perlakuan Sig Batas sig

Kontrol (-) H28 0,041 0,05*

Kontrol (-) H-14 Perlakuan H14 0,000 0,05*

Osteoblas Perlakuan H28 0,000 0,05*
Kontrol (-) H-28 Perlakuan H14 0,000 0,05*

Perlakuan H28 0,000 0,05*

Perlakuan H-14 Perlakuan H28 0,000 0,05*

pengukuran jumlah osteoblas pada duakelompok ber-
beda antara kelompok kontrol dan perlakuan hari ke-
14 dan hari ke-28 dengan nilai kemaknaaan lebih kecil
dari 0,05.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini membuktikan bahwaterdapat
pengaruhimplantasi HAN terhadap jumlah osteoblas
pada penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi tikus
putih wistar hari ke-14 dan ke-28; terbanyakpada hari
ke-28. Hal ini membuktikan bahwa pemberian HAN
meningkatkan jumlah osteoblas pada penyembuhan
tulang pascaekstraksi gigi tikus putih wistar.

Uji LSD antara kelompok kontrol dan perlakuan
hari ke-14 dan hari ke-28 keduanyaberpengaruh signi-
fikansebab nilai sig<0,05. Hal ini membuktikan bah-
waimplantasi HAN mempengaruhi jumlah osteoblas
pada penyembuhan tulang pascaekstraksi gigi tikus pu-
tih wistar.

Bahan HAN mengalami kontak yang lebih rapat
dengan jaringan di sekelilingnya, sifatnyalebih cepat
diresorpsi dibandingkan HA konvensional sehingga
dapat digantikan tulang baru serta memiliki jumlah
molekul yang tinggi pada permukaannya. Tujuan
penggunaan HA sintetik dalam pembentukan tulang
alveolar adalah menginduksi dan menstimulasi sel-sel
puncadan osteoblas untuk berproliferasi dan diferen-
siasi dalam pembentukan tulang baru atau proses re-
generasi tulang. Bone graft ini mampu menjadi media
bagi sel-sel puncadan osteoblas untuk melekat, hidup
dan berkembang dengan baik di dalam defek tulang.?

Hasil penelitian Ardhiyanto tentang jumlah os-
teoblas pada proses penyembuhan tulang pascaimplan-
tasi HA sintesis dari kalsit diperoleh hasil implantasi
HA sintesis dari kalsit sebagai bone graft dapat me-
ningkatkan jumlah sel osteoblas padaproses penyem-
buhantulang. Webster dkk. juga menunjukkan bahwa
perlekatan osteoblas dan osteoklas lebih banyak terjadi
padaHAN dibandingkan HA konvensional sehingga
proses penyembuhan cedera tulang dapat terjadi lebih
cepat pada HAN.

Sel osteoblas sudah dapat terlihat pada hari ke-
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14 yangmerupakan akhir dari fase inflamasi dan awal
fase reparatif. Sel-sel mesenchymal pluripoten yang
berasal dari periosteum maupun dari sumsum tulang
berdiferensiasi menjadi sel-sel fibroblas, kondroblas,
dan osteoblast, hal ini dihasilkan dari interaksi antar
sel yang akan menstimulasi growth factor, sitokin, dan
reseptor. Osteoinduktif faktor (growth factor) seperti
bone morphogenetic protein (BMP) dan transforming
growth factor-4 (TGF-B) pada HA sebagai bahan graft
jugamembantu menstimulasi formasi tulang baru se-
hinggatampak peningkatan jumlah osteoblas padahari
ke-28.13

Sel osteoblas akan menyebar ke permukaan ma-
triks bone graft secara perlahan-lahan. Sekresi kompo-
nen adesif yang meliputiextra cellular matrix (ECM)
dan kompatibilitas permukaan bahan bone graft me-
nentukan proses penempelan sel osteoblas ke seluruh
permukaan bahan bone graft. Proses ini, dimediasi
oleh formasi fokus adesi dan pembentukan plak yang
tersusun dari integrin transmembran yang menghu-
bungkan sitoskeleton dengan ECM hasil sekresiantara
bahan dengan sel. Fase adesi ini melibatkan protein
ECM, protein membran sel dan protein sitoskeleton
yang kemudian akan berinteraksi bersamauntuk meng-
induksi sinyal transduksi dan mempromosikan faktor
transkripsi serta mengatur ekspresi gen. Media yang
cocok akan memudahkan sel-sel osteoprogenitor me-
nempatinya dan analog dengan kondisi tulang yang
sebenarnya untuk dapat berproliferasi dan berdiferen-
siasi untuk menstimulasi proses osteogenesis.**

Hasil penelitianbahwa jumlah osteoblastertinggi
terdapat pada kelompok perlakuan hari ke-28, men du-
kung hipotesis bahwa terdapat pengaruh implantasi
HAN terhadap jumlah osteoblas pada penyembuhan
tulang pascaekstraksi gigi tikus putih wistar.

Berdasarkan hasil penelitian, disimpulkanbahwa
terdapat pengaruh implantasi HAN terhadap jumlah
osteoblas pada penyembuhan tulang pascaekstraksi
gigi tikus putih wistar. Selanjutnya, disarankan pene-
litiantentang pemberian HAN terhadap tulang dengan
menggunakan metoda identifikasi yang lebih spesifik,
seperti imunohistokimia.
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