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ABSTRAK

xyapatite (HA) memiliki sifat biokompatibilitas yang baik dan kemampuan untuk berikatan
secara lengan jaringan tulang, osteokonduksi. Nanohydroxyapatite (nHA) memiliki karakteristik yang
ifat fisik, kimia, mekanik dan sifat biologis dari tulang manusia, kontak yang terjadi dengan
arnya lebih rapat, dan ukuran partikel yang lebih kecil dan luas permukaan yang besar,
at mempengaruhi adhesi dan proliferasi. Magnesium Oxide (MgO) merupakan salah satu
ng terdapat di dalam tulang sekitar 1% dan bersifat biokompatibilitas, mampu meningkatkan
erta proliferasi fibroblas. Tujuan penelitian ini yaitu untuk menentukan toksisitas membran
A/MgO dan HA/MgO terhadap kultur sel Human Gingival Fibroblast. Konsentrasi pada
g digunakan yaitu 0.5%, 2%, 4% sebagai perlakuan, complete medium + sel HGF sebagai
, dan media DMEM F12 sebagai kontrol negatif. Hasil analisis data menggunakan Independent
signifikansi 0.896 (membran NHA/MgO dan HA/MgO 0.5%), 0.070 (membran nHA/MgO
2%), 0.080 (membran nHA/MgO dan HA/MgO 4%) menunjukkan tidak terdapat perbedan
i Korelasi Pearson penambahan MgO pada membran HA menunjukkan nilai koefisien korelasi
3 yang berarti cukup kuat, sedangkan penambahan MgO pada membran nHA menunjukkan
nilai koefisien korelasi sebesar -0.648 yang berarti kuat.

ydroxyapatite, NanoHydroxyapatite, Magnesium Oxide, Kultur Sel HGF

ABSTRACT

pxyapatite (HA) has good biocompatibility properties and the ability to bond chemically with
osteoconduction. Nano hydroxyapatite (nHA) has characteristics that resemble the physical,
chemig hanical and biological properties of human bones, contact that occurs with the surrounding
tissue ser, and smaller particle size and large surface area, so that it can affect adhesion and
Magnesium Oxide (MgO) is one component that is found in the bones of about 1% and
ple, capable of increasing attachment, and proliferation of fibroblasts. The purpose of this study
ine the toxicity of nHA / MgO and HA / MgO composite membranes against Human Gingival
| cultures. The concentration on the membrane used is 0.5%, 2%, 4% as a treatment, complete
b cells as a positive control, and DMEM F12 as a negative control. The results of data analysis
dent T-Test t with a significance of 0.896 (nHA / MgO membrane and HA / MgO 0.5%), 0.070
and HA / MgO 2% membrane), 0.080 (nHA / MgO membrane and HA / MgO 4%) showed no
erence. The Pearson Correlation Test for the addition of MgO to the HA membrane showed a
relation -0.473, which means strong enough, while the addition of MgO to the nHA membrane
icient correlation -0.648, which means strong.
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giev@ensi - penduduk  Indonesia  yang

g8fawatan atau pengobatan dari tenaga
pidang kedokteran gigi hanya sebesar
perawatan yang paling banyak
Aiduduk Indonesia yaitu penambalan
an atau bedah gigi sebesar 38,5% [,
pencabutan gigi, terdapat komplikasi
jadi pasca tindakan pencabutan gigi
psi - tulang  yang  menyebabkan
jenurunan Kketinggian dan ketebalan
ar A Untuk itu perlu diupayakan
n yang dapat memperbaiki atau
proses perbaikan tulang yang rusak
erial pengganti tulang salah satunya
yapatite (HA) agar prognosis dari
kondisi gigi selanjutnya lebih baik
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xyapatite (HA) merupakan bahan
digunakan untuk menggantikan
ngan tulang karena memiliki
an  kristalin - yang serupa dengan
g manusia Yyaitu terdiri dari mineral
dan fosfat (P) . Hydroxyapatite
i sifat biokompatibilitas yang baik
uan untuk berikatan secara kimia
jan tulang . Hydroxyapatite (HA)
at  osteokonduksi yang berfungsi
pat -untuk pertumbuhan sel tulang
persifat - osteoinduksi yang akan
proses osteogenesis 1.
berkembangnya teknologi,
enelitian  telah  mengembangkan
tuk dari  hydroxyapatite, salah
bentuk nano. Nanohydroxyapatite
liki karakteristik yang menyerupai
ia, mekanik dan sifat biologis dari
sia.  Kelebihan nanohydroxyapatite
gk yang terjadi dengan jaringan
ebih  rapat®.  NanoHydroxyapatite
ki mikrostruktur tiga dimensi untuk
pertumbuhan - jaringan  tulang,
ibrovaskular, dan sarafl. HA
ion kalsium dan fosfat yang tidak
toksisitas lokal maupun sistemik!,
g berstruktur nano memiliki ukuran
gilebih kecil dan luas permukaan yang
gga dapat mempengaruhi adhesi dan
proliferasi. Namun nanoHydroxyapatite dapat
bersifat toksik bila dibandingkan dengan
hydroxyapatite =~ konvensional pada ukuran

nanopartikel yang lebih kecil seperti ukuran
[Igjrang dari 50 nm dan pemberian dosis tertentu

Disamping dibutuhkan bahan material pengganti
tulang dalam proses regenerasi tulang khususnya
setelah pencabutan gigi, dibutuhkan juga bahan yang
memiliki efek antimikrobial untuk mencegah daerah
bekas pencabutan gigi tidak terkena infeksi yang lebih
parah dan mampu meningkatkan proses osteogenesis
untuk proses regenerasi tulang. Magnesium Oxide
(MgO) merupakan bahan material yang memiliki
aktivitas antimikrobial terhadap bakteri gram positif
maupun gram negatif’®. MgO merupakan salah satu
komponen yang terdapat di dalam tulang sekitar 1%
dan bahan material MgO bersifat biokompatibilitas,
mampu - meningkatkan perlekatan, dan proliferasi
fibroblas™!.

METODE PENELITIAN
Rancangan Penelitian

Pada penelitian ini digunakan metode
penelitian - true-experimental laboratory design
(penelitian ~ eksperimental -~ murni)  dengan
pendekatan post test with control group. Pada
penelitian ini dilakukan uji laboratorium yang
bertujuan untuk mengetahui perbedaan toksisitas
membran komposit HA/MgO dan membran
komposit nHA/MgO.

Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah membran
komposit nHA/MgO dan membran komposit
HA/MgO dengan menggunakan teknik freeze-
dryingt?.

Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitian ini adalah
membran komposit nHA/MgO dan membran
komposit HA/MgO. Variabel terikat pada
penelitian ini adalah jumlah sel fibroblas dari
membran komposit nHA/MgO dan membran komposit
HA/MgO.

Prosedur Penelitian
Pembuatan Membran HA/MgO

Pembuatan membran HA/MgO (0.5%, 2%,
dan 4%) menggunakan alat magnetic stirrer, yaitu
dengan cara yang pertama melarutkan PVA
0.75gr dalam 25ml aquadest pada suhu 75°C dan
menutupi beaker glass menggunakan alumunium
foil. Setelah PVA larut, menunggu larutan hingga
sesuai suhu ruang dan magnetic stirrer tetap
menyala. Menambahkan serbuk HA (Fluidinova



SA) 0.75gr ke larutan PVA hingga homogen. Lalu
menambahkan serbuk MgO ke dalam larutan
PVA+HA, untuk pembuatan konsentrasi 0.5%
membutuhkan  0.125 gr, konsentrasi 2%
0.5gr, dan konsentrasi 4%
1gr. Mengaduk dengan magnetic
y 1 jam 25 menit pada suhu 40°C.
enunggu larutan hingga sesuai suhu
magnetic = stirrer tetap menyala.
larutan pada cetakan petridisk
dan memasukkan ke dalam freezer
sukkan cetakan petridisk ke dalam
irying selama 24 jam. Kemudian
otong dengan ukuran 5mm x 5mm.

embran nHA/MgO
an membran nHA/MgO (0.5%, 2%,
jgunakan alat magnetic stirrer, yaitu
yang pertama melarutkan PVA
25ml aquadest pada suhu 75°C dan
ker glass menggunakan alumunium
PVVA larut, menunggu larutan hingga
ruang dan magnetic stirrer tetap
ambahkan serbuk nHA (terbuat dari
(Fluidinova SA) dengan cara
etode elektrokimia) ™! sebanyak
utan PVA hingga homogen. Lalu
serbuk MgO ke dalam larutan
ntuk pembuatan konsentrasi 0.5%
0.125 gr, konsentrasi 2%
0.5gr, dan konsentrasi 4%
1gr. Mengaduk dengan magnetic
b 1 jam 25 menit pada suhu 40°C.
enunggu larutan hingga sesuai suhu
magnetic  stirrer tetap menyala.
larutan - pada cetakan petridisk
dan memasukkan ke dalam freezer
sukkan cetakan petridisk ke dalam
irying selama 24 jam. Kemudian
otong dengan ukuran 5mm x 5mm.

uman Gingival fibroblast (HGF)

jaringan gingiva pasien pasca
dengan  menggunakan transfer
iri dari HBSS, antibiotic 1.25%, dan
eletakkan gingiva pada cawan petri
complete medium dan dicincang
ggunakan gunting dan pisau bedah.
entrifugasi dengan kecepatan 800
8 menit. Membuang supernatan,
kembali dan pellet ditempatkan
pada flask berisi complete medium yang terdiri
dari DMEM-F12, fetal bovine serum (FBS) 10%,
dan antibiotik 1,25% (penisilin 100 1U / ml,
streptomisin 100 pg / ml, dan amphotericin B 100
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pg / ml), kemudian memasukkan ke dalam
inkubator bersuhu 37°C dan kadar CO, 5%.
Mengganti medium kultur 2 hari sekali hingga sel
attached dan konfluen.

Uji Toksisitas dengan MTT Assay

Memasukkan ~membran nHA/MgO dan
HA/MgO dalam well-96. Memasukkan 100 pL
DMEM-F12 (K-), 100 pL sel HGF untuk K+ dan
perlakuan. Memasukkan ke dalam inkubator
bersuhu 37°C dan kadar CO, 5% selama 24 jam.
Jika sel telah 80% konfluen, membuang complete
medium dengan syringe, dan mencuci dengan
SFM (Serum Free Medium) sebanyak dua kali.
Menambahkan reagen MTT yang telah diencerkan
dengan SFM ke setiap sumuran. Menutupi well-
96 dengan alumunium foil dan memasukkan
dalam inkubator 37°C CO, 5% selama 4 jam.
Melakukan pengamatan untuk melihat kristal
formazan. Menambahkan DMSO 100 pL.
Memasukkan dalam inkubator 37°C CO, 5%
selama 30 menit. Memindahkan semua sumuran
ke well-96 yang baru dan melakukan pembacaan
menggunakan alat ELISA reader pada panjang
gelombang 570 nm.

Analisis Data

Data hasil penelitian yang diperoleh
kemudian dianalisis dengan bantuan program
SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences). Uji normalitas menggunakan Shapiro-
Wilk. Uji homogenitas menggunakan Levene’s Test
Analisis data selanjutnya menggunakan uji
Independent T-test dan Pearson.

HASIL PENELITIAN
Hasil Uji Toksisitas

Hasil uji toksisitas dengan MTT Assay berupa
optical density yang menunjukan tingkat
absorbansi melalui  perubahan warna yang
dihasilkan oleh aktivitas mitokondria sel hidup
dan akan membentuk kristal formazan berwarna
ungu. Perubahan warna yang semakin pekat akan
menunjukkan nilai absorbansi tinggi dan
menggambarkan jumlah sel HGF vyang hidup
semakin tinggi. Perhitungan jumlah sel HGF yang
hidup dapat menggunakan rumus presentase sel
hidup yaitu :
Viabilitas sel hidup = OD perlakuan — OD k(-) x 100%

OD K(+) -~ OD K(-)




Didapatkan hasil sebagai berikut :
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Gambar 1. Viabilitas Sel Hidup
Membran Komposit HA/MgO dan nHA/MgO

e viabilitas sel hidup HGF setelah
akuan membran HA/MgO diperoleh
elompok HA/MgO 0.5% sebesar
pok HA/MgO 2% sebesar 0%, dan
MgO 4% sebesar 0%. Sedangkan
an membran nHA/MgO diperoleh
elompok nHA/MgO 0.5% sebesar
mpok nHA/MgO 2% sebesar 0%,
k nHA/MgO 4% sebesar 0%.
ngan persentase viabilitas tertinggi
da kelompok nHA/MgO 0.5% dan
lompok membran HA/MgO 0.5%.
lompok dengan persentase viabilitas
patkan pada kelompok HA/MgO
ok HA/MgO 4%, kelompok
0, dan kelompok nHA/MgO 4%.
alitas menggunakan Shapiro Wilk
data yang normal. Uji homogenitas
data tidak homogen. Lalu
ntuk uji Independent T-test dan
on.
ang diperoleh dari uji beda
-test dapat diketahui bahwa tidak
bedaan  yang signifikan antar
lakuan, dimana kelompok membran
nHA/MgO 0.5% nilai signifikansi
, membran HA/MgO dan nHA/MgO
fikansi sebesar 0.070, HA/MgO dan
o nilai signifikansi sebesar 0.080.

= Membran
nHA/MgO

B Membran
HA/MgO

P=0.070 P=0.080
0 A T T 1
0.5% 2% 4%

Gambar 2. Perbandingan viabilitas
Membran Komposit HA/MgO dan nHA/MgO

Berdasarkan hasil uji korelasi Pearson
dapat  diketahui  bahwa  penambahan
konsentrasi MgO terhadap membran HA
menunjukkan nilai koefisien korelasi sebesar
-0.473 yang berarti cukup kuat. Sedangkan
hasil uji korelasi Pearson antara penambahan
konsentrasi MgO terhadap membran nHA
menunjukkan nilai koefisien korelasi sebesar
-0.648 vyang berarti kuat. Dari kedua uji
korelasi Pearson menunjukkan sifat korelasi
negatif yang berarti semakin  tinggi
penambahan konsentrasi maka viabilitas sel
akan menurun,

PEMBAHASAN

Perbedaan viabilitas sel hidup pada
membran nHA/MgO  dibandingkan dengan
membran HA/MgO berdasarkan uji Independent
T-Test didapatkan bahwa tidak terdapat perbedaan
yang signifikan antara kedua membran. Hasil ini
dapat disebabkan oleh dosis dan ukuran partikel
nanohydroxyapatite yang digunakan, dimana
dalam penelitian ini menggunakan
nanohydroxyapatite dengan ukuran 270 nm.
Nanohydroxyapatite dapat memiliki efek toksik
pada sel fibroblas gingiva manusia dalam
beberapa konsentrasi yaitu 2 dan 5 mg/mi.
Ukuran partikel nanohydroxyapatite memiliki luas
permukaan yang lebih tinggi dan lebih kecil,
sehingga memudahkan masuk ke dalam sel dan
dapat meningkatkan proliferasi sel™!. Pada
periode waktu 2 minggu ditemukan partikel nHA
dan disekelilingnya ditemukan beberapa sel
seperti osteoklas pada defek!*®. Oleh karena itu,
partikel nano dapat meningkatkan viabilitas sel
hidup  lebih  baik dibandingkan  dengan
hydroxyapatite konvensional, karena
nanohydroxyapatite dapat meningkatkan
proliferasi sel.

Namun ukuran partikel nano yang kecil
dapat  memiliki ~ efek  toksisitas  sehingga
mempengaruhi laju pelepasan ion ke dalam sel,
dimana semakin kecil ukuran partikel nano maka
semakin  cepat laju pelepasan ion dan
meningkatkan interaksi dengan  permukaan
membran = sel, sehingga efek toksisitas akan
meningkat®. Ukuran nano partikel kurang dari 1
mm (1000 nm) dapat memasuki sel dan
berinteaksi dengan sel, tetapi efek toksisitasnya
belum diketahui. Ukuran nano partikel kurang
dari 50 nm akan lebih cepat masuk ke dalam sel
dan memberikan efek toksik yang lebih kuat
dibandingkan dengan ukuran nano partikel 100-
200 nm. Jika ukuran nano partikel dikurangi,



maka permukaan kontak dengan sel akan
meningkat, tingkat oksidasi, dan kerusakan DNA
juga akan meningkat “®. Pengaruh ukuran nano
partikel terhadap efek toksisitas tidak hanya
da  nanohydroxyapatite, namun
perti Fe;O4, Al, MNO,, M0O; dan
Iver nanoparticles) yang memiliki
partikel sebesar 15 nm dan 100 nm
erikan efek toksik yang lebih
adap sel hati tikus BRL 3AM,

arkan hasil uji korelasi Pearson pada
i menunjukkan bahwa terdapat
ang Kkuat antara penambahan
MgO dan viabilitas sel hidup
embran) pada membran nHA/MgO,
kin tinggi konsentrasi MgO maka
bran akan meningkat atau viabilitas
enurun. Penambahan MgO dalam
nggi akan memengaruhi kepadatan
karena akan menimbulkan kenaikan
nifikan dan akan melepaskan ion
pada - lingkungan  cair, sehingga
fibroblas akan menurun.  Namun,
ketiga dan kelima kepadatan sel
n kembali normal setelah terjadi
da saat awal pemberian MgO yang
i tinggi™. Jumlah MgO yang dapat
yaitu sebesar 0.5% sampai 1.5%,
konsentrasi ini telah menunjukkan
itas yang baik dan dapat berperan
bolisme  tulang selama tahap
]tulang tanpa menimbulkan efek

AN

NHA/MgO  0.5%  memiliki
hidup paling tinggi sebesar 92.68%
an membran HA/MgO 0.5% sebesar
ambahan konsentrasi MgO yang
ggi, maka akan menyebabkan
idup HGF akan menurun.
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