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ABSTRACT

All-trans retinoic acid (ATRA) contribution to periodontitis healing

Background: In inflammation and infection of periodontal ligament i.e periodontitis, collagen fiber is damaged. All-trans retinoic
acid (ATRA), metabolite of vitamin A, has potency to depress damage in inflammation. Indonesia with high vitamin A deficiency,
facing to delayed recovery of periodontitis. The disease is vastly suffered by common people in this country. The study aimed to know
the collagen status of periodontal ligament suffering periodontitis treated with tetracycline and ATRA supplementation.

Method: The experimental study using post test only design in 12 adult male Wistar rat was done in 7 days. The animal study were
induced periodontitis through Porphyromonas gingivalis inoculation. Tetracycline 90 mg/kg was given, beside ATRA
supplementation of 10 mg/kg and 5 mg/kg. Four experimental groups were chosen randomly. Group of periodontitis + tetracycline
was the control of the study. The independent variables were ATRA supplementation of those high and low dose. The dependent
variable was collagen status. Collagen status consist of degradation and synthesis of collagen, indicated by mRNA MMP-2 and
mMRNA PI1CP respectively. They were measured by reversed transcriptase polymerizing chain reaction and thin layer
chromatography. All-trans retinoic acid concentration was measured using high performance liquid chromatography. The data
analyzed using t-test, Oneway ANOVA, post hoc duncan and least significant differences.

Result: In group receiving 10 mg ATRA/kgBB, the ATRA level was highest but the collagen degradation was lower although not
significant compared to the low dose ATRA group. In both groups the degradation was significantly lower than the control group
(p=0.007). The synthesis of collagen in the low dose ATRA group was higher than the high dose ATRA group and the control group.
Conclusion: High dose of ATRA supplementation contribution to less degradation of collagen, but in term of collagen synthesis, low
dose ATRA supplementation gives better result.
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ABSTRAK

Latar belakang: Pada peradangan dan infeksi kronik ligamentum periodontal yaitu periodontitis, terjadi kerusakan serat kolagen.
All-trans asam retinoat (ATRA), metabolit vitamin A, berpotensi menekan kerusakan pada peradangan. Tingginya defisiensi vitamin
A di Indonesia, menghambat proses penyembuhan periodontitis yang banyak diderita masyarakat luas. Penelitian bertujuan
mengetahui status kolagen ligamentum periodontal periodontitis yang mendapat pengobatan tetrasiklin dan suplementasi ATRA.
Metode: Sudi eksperimental dengan rancangan post test only pada 12 tikus Wistar jantan dewasa telah dilakukan selama 7 hari.
Hewan coba diinduksi periodontitis melalui inokulasi bakteri Porphyromonas gingivalis. Diberikan tetrasiklin 90 mg/kg, juga
suplementasi ATRA 10 mg/kg dan 5 mg/kg. Empat kelompok studi dipilih secara acak. Kontrol adalah kelompok sakit + tetrasiklin.
Variabel bebas adalah suplementasi ATRA dosis tinggi dan dosis rendah, variabel tergantung adalah status kolagen. Status kolagen
mencakup degradasi dan sintesis, berturut-turut dengan petanda mRNA MMP-2 dan mRNA P1CP, diukur menggunakan reverse
transcriptase polymerizing chain reaction dan thin layer chromatography. Kadar ATRA diukur dengan high performance liquid
chromatography. Data dianalisis dengan uji t, Oneway ANOVA, post hoc Duncan dan least significant differences.

Hasil: Pada kelompok yang menerima suplementasi ATRA 10 mg/kgBB kadar ATRA tertinggi, tetapi degradasi kolagennya lebih
rendah walau tidak bermakna. Kedua kelompok sumplementasi degradasi kolagennya lebih rendah secara bermakna dibanding
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kelompok kontrol (p=0,007), dalam sintesis kolagen,
kelompok yang mendapat suplementasi ATRA 50 mg/kgBB
sintesisnya lebih baik dibanding kelompok yang mendapat
ATRA 10 mg/kgBB maupun kelompok kontrol.

PENDAHULUAN

Periodontitis yang merupakan radang kronik dan infeksi
ligamentum periodontal, menjadi ancaman bagi
kesehatan gigi dan mulut pada masyarakat luas di
Indonesia™® Penyakit ini akan cepat meningkat
keparahannya dengan bertambahnya umur melalui pem-
bentukan saku gusi (poket).* Periodontitis berpotensi
mempengaruhi  keparahan kelainan-kelainan  seperti
penyakit inflamasi kronik diabetes mellitus (DM),
artritis, juga kejadian bayi lahir prematur dengan berat
badan rendah.>” Faktor risiko periodontitis antara lain
meliputi  umur, status sosial-ekonomi, merokok,
penyakit DM dan stres®'? Porphyromonas (P)
gingivalis,  bakteri  paling agresif  penyebab
periodontitis™ selain menghasilkan toksin yang memicu
produksi  sitokin  pro inflamasi,* menghambat
fagositosis,®® mendegradas:  imunoglobulin,  juga
menginduksi produksi enzim matrix metaloproteinase
(MMP).®®  Kolagen tipe 1 yang mendominasi
ligamentum periodontal, akan rusak oleh aktivitas
MMP."" Peningkatan ekspresi gen MMP akan di down
regulate oleh ATRA dan transforming growth factor-3
(TGF-B).*® Matriks metaloproteinase-2 teraktivasi oleh
pemisahan N-terminal propeptida dari  molekul
prokolagen. Carboxy-terminal propeptide of type 1
collagen (P1CP) adalah fragmen prokolagen yang
dilepas ekstraseluler oleh fibroblas® Pada infeksi
kronik, komposisi tubuh mengalami kerusakan dengan
berarti, ditandai oleh penurunan status gizi.*° Berat
badan merupakan salah satu parameter untuk
mendiagnosis status gizi.?* Pada keadaan patologik
degradasi kolagen meningkat.”> Metabolit vitamin A
yaitu all-trans asam retinoat (ATRA) secara umum
berpengaruh besar dalam penyembuhan jaringan.?®
Secara khusus, ATRA mampu menghambat ekspresi gen
MMP dan menekan serta menurunkan degradas
kolagen. Asam ini menstimulasi sistem imun, dan
melalui lintasan panjang berperan penting terhadap
sintesis kolagen.?* All-trans asam retinoat tergantung
dosis serta lama pemberian, mampu menghambat turn
over MMP-2® All-trans asam retinoat menghambat
degradasi matriks ekstraseluler dalam waktu yang lebih
cepat dibanding pengaruhnya pada sintesis® Asam
tersebut juga mampu mereduksi kolagenase yang
dihasilkan oleh fibroblas dan monosit, serta
menurunkan degradasi matriks ekstraseluler oleh
fibroblas yang dipicu sitokin.* Bahan makanan sumber
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Simpulan: Suplementasi ATRA dosis tinggi berperan dalam
rendahnya degradasi tetapi dalam hal sintesis kolagen, ATRA
dosis rendah memberikan hasil yang lebih baik.

vitamin A dengan kualitas tinggi lebih banyak terdapat
dalam produk asal hewani dibanding nabati. Sumber
nabati lebih banyak dikonsumsi masyarakat Indonesia.?’

Berbagai pengobatan periodontitis telah dilakukan.
Irigasi dengan larutan antibakteri kurang memuaskan
untuk perawatan poket.?’® Antibiotika sistemik, juga
yang diaplikasikan lokal dengan skeling subgingival,
tidak nyaman karena perdarahan yang timbul.*

Studi yang dilakukan merupakan upaya pengobatan
periodontitis pada tikus. Sinergi antibiotika tetrasiklin
dan ATRA dimaksudkan untuk  mempercepat
penyembuhan. Keadaan sembuh tersebut adalah
pencapaian nilai status kolagen yang lebih bak
dibanding kontrol.

Status kolagen mencakup degradasi dan sintesis, yang
bersama-sama membentuk  remodeling  kolagen.
Messenger ribo-nucleic acid (mRNA) MMP-2 dan
mRNA P1CP yang mentransfer informasi genetik dari
DNA, berturut-turut merupakan petanda biomolekuler
untuk degradas dan sintesis kolagen jaringan
periodontal yang sangat spesifik.’*  Penelitian
menggunakan istilah jaringan periodontal, yang dalam
pengukuran mencakup ligamentum periodontal dan
gingiva

Periodontitis dengan pengobatan standar antibakteri
tetrasiklin, disuplementasi ATRA, dengan pengaruhnya
pada kesembuhan yang diukur dari status kolagen
mencakup degradasi dan sintesis menggunakan petanda
biomolekuler mMRNA MMP-2 dan mRNA P1CP, belum
pernah dilakukan. Studi preklinik ini akan menjadi
berharga bila dilanjutkan dengan uji klinik pada
manusia penderita periodontitis. Defisiensi vitamin A
yang tinggi*® dan meningkatnya faktor risiko
periodontitis di Indonesia, menghambat penyembuhan
penyakit ini. Penelitian bertujuan mendapatkan
kejelasan tentang pengaruh suplementasi ATRA dalam 2
dosis terhadap status kolagen dengan petanda untuk
degradasi dan sintesis kolagen, berturut-turut indeks
mMRNA MMP-2 dan mRNA PI1CP pada tikus
periodontitis yang mendapat pengobatan tetrasiklin.
Pengaruh suplementasi tersebut akan memberikan
sumbangan yang  berarti  bagi  penyembuhan
periodontitis.

METODE

Studi eksperimental yang dilakukan menggunakan
desain post test only. Alokasi acak sederhana membagi
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hewan coba menjadi 4 kelompok, masing-masing 3
ekor. Kelompok-kelompok tersebut adalah sakit
(periodontitis), sakit + tetrasiklin 90 mg/kg sebagai
kontrol, sakit + tetrasiklin + ATRA dosis 10 mg/kg, dan
sakit + tetrasiklin + ATRA dosis 5 mg/kg.

Populasi referens adalah tikus putih jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus L), turunan ke-5 dari spesiesnya
(LPPT 5), dewasa umur 8 minggu, berat 200 gram.
Populasi diinduksi periodontitis melalui inokulas
bakteri spesies P gingivalis ATCC 32277, dan mendapat
pengobatan tetrasiklin dosis 90 mg/kg di LPPT-UGM
Y ogyakarta tahun 2007. Sampel studi adalah bagian dari
populasi terjangkau yang memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi. Kriteria inklusi adalah tikus putih jantan galur
Wistar (Rattus norvegicus L), LPPT 5, dewasa umur 8
minggu, berat 177,2 + 27,46 gram, periodontitis melalui
inokulasi bakteri spesies P. gingivalis ATCC 32277,
dan mendapat pengobatan tetrasiklin dosis 90 mg/kg.
Kriteria eksklusi adalah hewan coba kehilangan nafsu
makan dan atau diare. Besar sampel 12 ekor terbagi
dalam 4 kelompok. Variabel bebas penelitian adalah
suplementasi ATRA dosis tinggi (10 mg/kg) dan dosis
rendah (5 mg/kg). Variabel tergantung adalah status
kolagen, terdiri dari degradasi dan sintesis kolagen,
berturut-turut diukur dengan petanda indeks mMRNA
MMP-2 dan mRNA P1CP. Variabel perancu adalah
TGF-B yang terkendali oleh penggunaan hewan coba
dengan kesamaan galur, umur, jenis kelamin, pakan,
kondisi lingkungan, dan kesehatan.

Materi penelitian adalah gingiva dan ligamentum
periodontal di sekeliling gigi regio molares 1, 2, dan 3
di maksila dan mandibula, kiri dan kanan. Irisan dimulai
dari kedua sisi lateral/buccal, dilanjutkan ke arah
palatinal/lingual setebal + 2 mm. Lebar irisan 3-5 mm.

Studi dilakukan di lingkungan FK-UGM dan Undip,
LPPT-UGM Yogyakarta, juga di Fakultas Peternakan
Undip Semarang, sejak tahun 2007 sampai 2009.
Pemeliharaan dan pengembangbiakan bakteri P.
gingivalis bertempat di Bagian Mikrobiologi FK-UGM.
Hewan coba dipelihara dan mendapat perlakuan di
Laboratorium (Lab) Unit 4 LPPT-UGM. Unit 2 dan 3
Lab tersebut merupakan tempat pengukuran kadar
ATRA dan mRNA MMP-2 serta mRNA P1CP. Penentuan
awa periodontitis dan pembuatan sediaan histo-
patologik jaringan periodontal dilakukan di Bagian
Patologi  Anatomi FK-UGM. Ekstraksi jaringan
periodontal untuk persiapan pengukuran kadar ATRA
dilakukan di  Laboratorium Biokimia Fakultas
Peternakan Undip. Setelah hewan coba dibiasakan 4
hari dalam kandang individual, diinduksi periodontitis.
Periodontitis kronik 7 hari sgjak terdeteksi. Perlakuan
dengan dan tanpa suplementasi ATRA diberikan selama
7 hari. Kadar ATRA diukur menggunakan high

performance liquid chromatography (HPLC). Ekspresi
mRNA MMP-2 dan P1CP diukur dengan reverse
transcriptase polymerizing chain reaction (RT-PCR),
thermal cycler machine, gel electrophoresis, spektro-
fotometer UV-Vis, dan thin layer chromatography
(TLC). Analisis data deskriptif meliputi berat badan,
kadar ATRA, status kolagen mencakup degradasi dan
sintesis, masing-masing dalam rerata dan simpang baku.
Andlisis data inferensia menggunakan uji t dan One
way ANOVA dilanjutkan dengan uji Post Hoc Duncan
dan LSD.

HASIL

Penelitian dilakukan setelah mendapat ethical clearance
dari Komis Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokeran Universitas Diponegoro dan RSUP Dr.
Kariadi Semarang. Tidak ada hewan coba yang alergi
tetrasikli/ATRA  ataupun diare. Pemeriksaan
histopatologik setelah 3 minggu sejak awal inokulasi
bakteri memperlihatkan tanda positif periodontitis.
Pengukuran bobot tubuh selama pelaksanaan studi
memperlihatkan peningkatan sesuai dengan umur yang
bertambah pada Gambar 1.
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Gambar 1. Bobot tubuh hewan coba menurut umur dalam
minggu

Uji t tidak menunjukkan beda bermakna bobot tubuh
hewan coba sehat dengan sakit pada umur 8 minggu
(p=0,376), 12 minggu (p=0,096), 16 minggu (p=0,093)
dan 20 minggu (p=0,058).

Kadar ATRA tertinggi pada kelompok dengan
suplementas ATRA dosis tinggi (10 mg/kg) sebesar
2,60+0,584 ppm, terendah pada kelompok sakit dan
kontrol. Kadar ATRA kelompok sakit dan kontrol sama
besar, yaitu 0,01 + 0,000 ppm.

Degradas dan sintesis kolagen kelompok studi terlihat
pada Gambar 2.
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Gambar 2. Degradasi dan sintesis kolagen kelompok studi

Degradasi kolagen kelompok dengan suplementasi
ATRA dosis tinggi (0,04+0,019) paling rendah
dibanding semua kelompok perlakuan. Degradasi
tersebut tidak berbeda bermakna dengan kelompok
suplementass  ATRA dosis rendah (0,06+0,012).
Degradas kelompok dengan suplementasi ATRA dosis
tinggi dan rendah jauh lebih rendah dibanding kontrol
(0,16£0,047), berbeda bermakna dengan p=0,007.

Sintesis kolagen kelompok ATRA dosis tinggi (0,17+
0,062) < dosis rendah (0,33+0,026). Sintesis kolagen
kelompok ATRA dosis rendah berbeda bermakna dengan
kontrol (0,18+0,059), dengan p=0,014.

BAHASAN

Keadaan fiskk hewan coba yang baik menunjang
keberhasilan studi. Kondisi tersebut nampak dari bobot
tubuh sebagai petanda status gizi** yang meningkat
sesua  umur selama  penelitian.  Terlihat bahwa
periodontitis kronik tidak menurunkan status gizi hewan
coba.

Suplementasi ATRA dosis tinggi dan rendah menekan
degradasi kolagen, ditandai oleh eksprest mMRNA MMP-
2 kedua kelompok tersebut, yang lebih kecil dibanding
kelompok lain. Keadaan tersebut menunjukkan
kemampuan ATRA menekan degradasi kolagen® ke
tingkat paling rendah. Tingkat degradasi tersebut
merupakan efek suplementasi ATRA yang tergantung
dosis serta lama pemberian, mampu menghambat turn
over MMP-2%® Asam tersebut memperlihatkan
kemampuan mereduksi kolagenase yang dihasilkan oleh
fibroblas dan monosit, serta menurunkan degradasi
matriks ekstraseluler oleh fibroblas yang dipicu
sitokin?’ Lama waktu studi yaitu 7 hari, lebih
memperlihatkan peran ATRA dosis rendah dalam
mensintesis kolagen.
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SIMPULAN

Sumbangan ATRA pada pengobatan tikus periodontitis
yang diberi tetrasiklin selama 7 hari memperlihatkan
kemampuan ATRA khususnya dosis tinggi 10 mg/kg
menekan degradasi kolagen ke tingkat sangat rendah,
paling rendah dibanding kelompok lain. Hasil studi
menunjukkan, bahwa suplementasi ATRA berdampak
pada lebih rendahnya kerusakan yang terjadi, dibanding
kontrol. Disimpulkan bahwa ATRA berpotensi besar
mengurangi kerusakan kolagen pada awal pengobatan
periodontitis.
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