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ABSTRAK

Latar belakang. Laktoferin, selain memiliki efek antimikrobial, melindungi permukaan jaringan mulut, elemen gigi dan 
mukosa juga mampu menginduksi aktivitas osteoblastik dan menghambat aktivitas osteoklastik. Namun sampai saat ini belum 
ada penelitian yang menguji peranan laktoferin dalam meningkatkan aktivitas formasi tulang pada tahap penyembuhan. Tujuan. 
Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk menguji perbedaan aktivitas formasi tulang pada aplikasi laktoferin secara topikal 
terhadap defek tulang tikus wistar (Rattus norvegicus) dan menentukan pada tahap penyembuhan apa, laktoferin tersebut bekerja. 
Metode. Randomized posttest only control group design dilakukan pada 18 tikus Wistar jantan usia 12 minggu. Perlakuan dibuat 
dengan mengebor mandibula dengan kedalaman 2mm kemudian diaplikasikan 1,5µg/mL gel laktoferin. Pengamatan aktivitas 
formasi tulang dilakukan pada 3 tahap penyembuhan, hari ke-7, 21, dan 42 setelah perlakuan. Pewarnaan HE dilakukan untuk 
mengamati stereologi tiga dimensi variabel trabekula, sedangkan TRAP dilakukan untuk mengamati osteoklas. Hasil pengamatan 
kedua pewarnaan digunakan untuk analisis histomorfometri. Hasil. ANOVA dua jalur menunjukkan perbedaan yang bermakna pada 
Trabecular Volume Percentage (Tb.BV/TV) (p<0,0001), Mean Trabecular Plate Density (MTPD) (p<0,0001), Mean Trabecular Plate 
Separation (MTPS) (p<0,0001), dan Active Resorption Surface (ARS) (p=0,0012) antara kelompok perlakuan dan kontrol pada 
setiap tahap penyembuhan. Sedangkan Mean Trabecular Plate Thickness (MTPT) hanya berbeda bermakna antara kelompok 
perlakuan dan kontrol (p<0,0001), namun tidak berbeda bermakna pada setiap tahap penyembuhan. Nilai variabel Tb.BV/TV, 
MTPT, dan MTPD pada kelompok perlakuan di setiap tahap penyembuhan lebih kecil daripada kelompok kontrol. Sebaliknya, 
nilai MTPS dan ARS pada kelompok perlakuan disetiap tahap penyembuhan lebih besar pada kelompok kontrol dan meningkat 
pada setiap tahapnya. Kesimpulan. Aplikasi laktoferin secara topikal dapat meningkatkan aktivitas formasi tulang pada seluruh 
variabel di setiap tahap penyembuhan terutama pada tahap remodeling. 

Kata kunci : Laktoferin, aplikasi topikal, histomorfometri, tahap penyembuhan tulang, tahap remodeling

ABSTRACT

Background. Lactoferrin, in addition to having antimicrobial effect and protect the surface tissues of the mouth, teeth and 
mucous, it was also believed to induce osteoblastic activity and inhibit osteoclastic activity. However, there was no study has tested 
the role of lactoferrin in increasing bone formation activity in the healing stages. Therefore the objective of our study is to observe 
the differences of bone formation increasing activity in the topical application of lactoferrin on Wistar rats (Rattus norvegicus) bone 
defect in the healing stages. Method. Randomized post test only control group design performed in 18 male Wistar rats aged 12 
weeks. The defect was made with a 2mm depth drilling in mandible and was applicated 1,5ìm/mL lactoferrin gel. The observation of 
bone formation activity performed on 3 stages of healing, i.e: day 7, 21, and 42 after drilling. HE staining was conducted to observe 
the three-dimensional stereologi trabecular variables, whereas TRAP performed to observe osteoclasts variables. The results of 
both staining observation was used for histomorfometri analysis. Results. Multivariated ANOVA showed significant differences in 
Trabecular Volume Percentage (Tb.BV/TV) (p<0.0001), Mean Trabecular Plate Density (MTPD) (p<0.0001), Mean Trabecular Plate 
Separation (MTPS) (p <0.0001), and Active Surface resorption (ARS) (p=0.0012) between the treatment and control groups at each 
stage of healing. While Mean Trabecular Plate Thickness (MTPT) only significant difference between treatment and control groups 
(p <0.0001), but not significantly different at each stage of healing. Tb.BV/TV variable values, MTPT, and MTPD in the treatment 
group at each stage of healing is smaller than the control group. In contrast, the value of MTPS and ARS in the treatment group 
at each stage of healing was greater in the control group and increased in each of the stages. Conclusion. Topical application of 
lactoferrin enhances bone formation activity in all the variables in each stage of healing, especially at this stage of remodeling.

Keywords: Lactoferrin, topical application, histomorfometri, bone healing stages, remodeling phase
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PENDAHULUAN

Di dalam saliva terdapat berbagai kom-
ponen yang berperan melindungi permukaan 
jaringan mulut, baik elemen gigi maupun mukosa. 
Saliva mengandung komponen spesifik yang 

mampu melindungi jaringan mulut dari infeksi 
bakteri dan virus. Beberapa protein dalam saliva 
yang diidentifikasi sebagai antibakteria adalah 
IgAs, sistem laktoperoksidase dan tiosianat. 
Sistem laktoperoksidase dalam saliva ada 3 
macam yang bersifat antibakteria, yaitu: sia-
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loperoksidase, lisozim, dan laktoferin; dan yang 
bersifat antikandida adalah histatin. Laktoferin 
adalah protein pengikat ion yang menghalangi 
proliferasi bakteri yang membutuhkan besi untuk 
metabolismenya [1].

Laktoferin atau laktotransferin dapat di-
temukan dalam kolostrum air susu mamalia. 
Laktoferin diproduksi kelenjar eksokrin pada 
mukosa bronkus, saliva, sekresi hidung, air 
mata, empedu hati, pankreas, servikal mukosa 
dan urin [2]. Susu adalah cairan yang banyak 
mengandung faktor pertumbuhan dan nutrisi 
pada saat pertumbuhan tulang yang sangat cepat 
dan perkembangan pada saat neonatus, oleh 
karena itu susu dianggap sebagai salah satu fak-
tor yang memberikan efek anabolik pada tulang. 
Investigasi dari fraksi protein whey yang diekstrak 
dari susu adalah laktoferin sebagai faktor tulang-
aktif. Laktoferin adalah glikoprotein pengikat besi 
yang ada di dalam susu dan dalam sekresi epitel 
lainnya. Laktoferin juga memiliki beberapa peran 
dalam regulasi besi di situs lokal peradangan dan 
infeksi [3] dan penyerapan zat besi adalah bagian 
penting dari perannya baik sebagai antioksidan 
dan agen antimikrobial [4].

Laktoferin merupakan faktor pleiotropik 
yang memiliki banyak aktivitas biologi, yaitu: ak-
tivitas mikrobial dan fungsinya sebagai regulator 
dari respon imun. Aktivitas mikrobial laktoferin 
dibagi menjadi dua mekanisme. Pertama, lak-
toferin mengikat besi pada daerah infeksi, yang 
merupakan ion penting untuk pertumbuhan bak-
teri, sehingga menimbulkan efek bakteriostatik. 
Kedua, laktoferin berinteraksi langsung pada 
beberapa bakteri, virus, fungi, dan permukaan 
parasit yang akan menyebabkan sel lisis atau 
efek bakteriosid [5].

Beberapa peneliti memperkirakan bahwa 
laktoferin ini bekerja dengan cara bersaing de-
ngan mikroorganisme dalam hal mengikat zat 
besi dari lingkungannya. Zat besi ini merupakan 
faktor pembatas (limiting factor) bagi perkemban-
gan mikroorganisme. Setiap molekul laktoferin 
dapat mengikat dua ikatan Fe, Zn, Cu, dan logam 
lain [2]. Laktoferin merupakan faktor pleiotropik 
dengan aktivitas antimikrobial dan imunomodula-
tor kuat, dan menunjukkan efek anabolik dalam 
tulang pada konsentrasi fisiologis [6].

Pada perkembangan tulang dan perbaik-
an fraktur tulang mandibula meliputi koordinasi 
beberapa tahap seperti migrasi, diferensiasi, 
dan aktivasi beberapa jenis sel dan jaringan [7]. 

Perkembangan mikrovaskularisasi dan mikro-
sirkulasi sangat penting untuk homeostasis dan 
regenerasi hidup tulang, tanpa itu, jaringan hanya 
akan berdegenerasi dan mati [8].

Laktoferin menginduksi proses proliferasi 
dari osteoblas primer dan jalur sel osteoblastik 
serta meningkatkan diferensiasi osteoblas pada 
konsentrasi fisiologis. Dalam kultur selama tiga 
minggu osteoblas primer janin tikus, laktoferin do-
sis tunggal meningkatkan diferensiasi osteoblas 
dengan meningkatkan deposisi matriks tulang 
[9]. Pada tahap awal diferensiasi osteogenik 
sel mesenkim pluripoten, laktoferin berperan 
dalam menghambat diferensiasi adipogenik 
[10]. Laktoferin juga menurunkan apoptosis 
dengan menginduksi penarikan serum kembali 
pada osteoblas primer pada tikus (Grey dkk, 
2006). Pada osteoklas, laktoferin menghambat 
pengembangan osteoklas matur dengan meka-
nisme bebas dari sistem aktivator reseptor NF-kB 
(RANK)/ RANK-ligand (RANKL)/ Osteoprotegerin 
(OPG) [11].

Efek laktoferin pada sel prekursor osteo-
genik tulang adalah: (1) Menginduksi proliferasi 
osteoblas primer dan osteoblastic-cell lines; (2) 
Merangsang diferensiasi osteoblas in vitro; (3) 
Melindungi osteoblas dari apoptosis dengan 
penarikan serum low density lipoprotein recep-
tor related protein 1 (LRP-1); (4) Menghambat 
resorpsi tulang dengan menghambat perkem-
bangan dan aktivitas osteoklas; (5) Meningkatan 
formasi tulang dan rasio aposisi mineral pada 
penelitian dengan injeksi lokal.

Penyembuhan tulang mandibula karena 
fraktur atau defek merupakan mekanisme 
kompleks yang saling berkesinambungan dan 
melibatkan aktivitas osteoblastik dan osteoklas-
tik. Aktivitas osteoblastik adalah proses formasi 
tulang yang terdiri dari proliferasi, pematangan 
matriks, dan mineralisasi matriks, sedangkan 
aktivitas osteoklastik adalah proses resorpsi 
tulang [12].

Pengamatan aktivitas osteoblastik dan 
osteoklastik ini menggunakan variabel histo-
morfometri berasal dari pengukuran primer yang 
dibuat di mikroskop, seperti: area dan perimeter 
tulang kortikal dan trabekula. Nomenklatur, de-
rivasi matematika dan unit telah distandarkan 
oleh American Society of Bone and Mineral 
Research [13]. Parameter histomorfometrik um-
umnya dibagi menjadi dua kategori: struktural 
dan remodeling, dengan yang terakhir dibagi 
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menjadi parameter statis dan dinamis. Keung-
gulan penggunaan histomorfometri tiga dimensi 
dalah metode pemeriksaan tulang di tingkat 
seluler yang menganalisis secara kuantitatif 
perubahan mikrostruktur tulang berdasarkan 
variabel- variabel pada indeks statis dan dinamis 
tulang [14].

Dalam analisis histomorfometri Kimmel 
dkk (1990) menyatakan proses formasi tulang 
ditunjukkan dengan adanya peningkatan Trabe-
cular Bone volume (BV/TV),  Mean Trabecular 
Plate Density (MTPD), Mean Trabecular Plate 
Thickness (MTPT), Volume Osteoid (ROV dan 
ROS). Proses resorpsi ditandai dengan pening-
katan Mean Trabecular Plate Separation (MTPS) 
dan jumlah osteoklas pada permukaan trabekula 
atau Active Resorption Surface (ARS) [15]. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk menda-
patkan informasi perbedaan proses penyembu-
han dengan melihat peningkatan aktivitas formasi 
tulang pada pemberian laktoferin secara topikal 
terhadap defek tulang tikus wistar (Rattus nor-
vegicus). Untuk menentukan tahap penyembu-
han defek tulang mandibula tikus wistar (Rattus 
norvegicus) setelah pengaplikasian laktoferin 
secara topikal.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalh eksperimental 
murni (true experimental study) pada tikus 
wistar dengan desain ”Randomized Post test 
only control group design” yang menggunakan 
hewan coba sebagai objek penelitian. Penelitian 
hewan coba dalam penelitian ini mengikuti animal 
ethics. Proposal telah disetujui oleh Komisi Etik 
Penelitian Kedokteran dan Kesehatan Fakultas 
Kedokteran Universitas Gadjah Mada dan RSUP 
Dr. Sardjito (Protokol 2014/KE/FK/739/EC).

Delapan belas tikus dibagi menjadi 2 grup, 
yaitu : kelompok kontrol, kelompok perlakuan lak-
toferin. Grup tersebut dibagi menjadi 3 kelompok 
hari pengamatan,  sesuai tahapan penyembuhan 
yakni hari ke 7 (fase inflamasi), 21 (fase proli-
ferasi) dan 42 (fase remodelig). Masing-masing 
kelompok adalah 3 tikus

Defek dibuat dengan cara mengebur tu-
lang pada daerah diastema mandibula kiri tikus 
wistar dengan bur tulang diameter dan kedala-
man 2 mm sampai tulang trabekula. Volume de-

fek dihitung dengan rumus 1/2 x 4/3 π r3 sehingga 
didapatkan angka 2, 08 µL. Human laktoferin 
yang didapatkan dari Sigma Aldrich, Jerman 
yang dikomposisikan dalam gel karboksimetil se-
lulosa dengan konsentrasi 1,5 µg/mL. Laktoferin 
0,15mg ditambah dengan 2 gram karboksimetil 
selulosa dicampurkan dalam 100 mL aquadest 
untuk mendapatkan gel laktoferin 1,5 µm/mL 
konsentrasi polimer 2% (w/w). Aplikasi gel topikal 
pada defek tulang 4µL dengan menggunakan 
mikropipet, kemudian lesi dijahit dengan benang 
nilon 5/0. Pemberian analgesik parasetamol oral 
dengan dosis 45 mg/kgBB dibagi dalam dua 
dosis pemberian selama 3 hari.

Tiga tikus dari tiap-tiap grup didekapitasi 
dengan inhalasi eter sesuai hari pengamatan. 
Setelah difiksasi dengan Paraformaldehid 4% 
dengan pH 7,4 selama 24 jam, kemudian didekal-
sifikasi dengan EDTA selama lima belas hari 
dalam inkubator dengan suhu 37oC Pemotongan 
koronal dengan ketebalan seksi yang dipotong 
dengan interval 5ìm dengan mikrotom putar 
sebanyak 10 potongan terutama pada daerah 
perbatasan korteks dan trabekula tulang. Pewar-
naan hematoksilin eosin stereologi tiga dimensi 
pada 6 potongan lapang pandang tiap object 
glass, kemudian diaplikasikan untuk perhitungan 
terkoreksi indeks statis dengan analisis histomor-
fometri. Empat potongan berikutnya diletakkan 
di object glass polysine untuk pewarnaan enzim 
TRAP, kemudian dilakukan penghitungan terko-
reksi indeks semidinamis.

Pengamatan menggunakan mikroskop 
yang dilengkapi kamera optilab dengan panjang 
kerja 10 mm dan magnifikasi 100x sehingga dida-
patkan 1,562 piksel/ µm. Pengambilan gambar 
ditentukan dari analisis semidinamis pewarnaan 
TRAP untuk pemetaan histomorfometri stereologi 
tiga dimensi. Analisis histmorfometri meliputi nilai 
dasar dan nilai bentukan.

Perbedaan B.Ar, Tb.Ar, Tb.Pm, Oc.Pm, 
BV/TV, MTPT, MTPD, MTPS dan ARS antar 
kelompok diuji menggunakan uji ANOVA post 
hoc test Bonferroni dan uji korelasi  Pearsons. 
Batas derajat kemaknaan adalah apabila variabel 
yang dianalisis mempunyai nilai p ≤ 0,05 dengan 
95% interval kepercayaan. Seluruh analisis data 
dilakukan dengan program komputer statistical 
analysis sysstem (SAS) Ver. 9.1.

Franciskus W. Praba, dkk. : Efek Aplikasi Human Laktoferin Topikal
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ANALISIS HISTOMORFOMETRI

Nilai dasar
Target pengukuran meliputi trabekula 

sebagai objek pengukuran aktivitas osteoblas 
dalam proses formasi tulang, sedangkan jumlah 
permukaan osteoklas sebagai objek pengukuran 
osteoklas dalam proses resorpsi tulang. Variabel 
nilai dasar: B.Ar (Luas tulang rahang), Tb.Ar 
(Luas tulang trabekula), Tb.Pm (Luas tulang 
trabekula), Oc.Pm (Keliling tulang trabekula),

Nilai bentukan
Nilai yang didapat dari kalkulasi nilai dasr 

yang berperngaruh lebih berarti secara biologi. 
Nilai bentukan terdiri dari dua parameter, yaitu: 
Parameter Struktural memberikan informasi 
tentang massa tulang dan struktur. Parameter-
parameter ini berkaitan dengan geometri tiga 
dimensi dari tulang dan dihitung dari pengukuran 
daerah tulang total dan perimeter tulang total. 
Penilaian struktur tulang penting, karena menilai 
hubungan dengan kekuatan tulang (Dempster 
dkk, 1993). Parameter Remodeling merupa-
kan parameter semidinamis dan memberikan 
informasi tentang jumlah tulang unmineralized 
(osteoid) dan tingkat rongga resorpsi (Howships’ 
lacunae). Variabel nilai bentukan: Tb.BV/TV (Vo-
lume trabekula), MTPT (Mean Trabecular Plate 
Thickness)= 2/ (BS/BV); MTPD (Mean Trabecular 
Plate Density)= (BV/TV)/Tb.Th;  MTPS (Mean 
Trabecular Plate Separation)= (1/Tb.N)-Tb.Th; 
dan ARS (Active Resorption Surface).

HASIL PENELITIAN

Nilai dasar dan nilai bentukan variabel-
variabel indeks statis dan semidinamis histo-
morfometri tulang diperoleh dari pengukuran 
mikrostruktur tulang hasil dua pewarnaan yaitu 
Hematoksilin Eosin dan enzim TRAP (Gambar 
1). Pewarnaan Hematoksilin Eosin dapat mem-
bedakan antara matriks tulang yang belum dan 
telah termineralisasi. Histomorfometri mengukur 
matriks tulang trabekula (Tb), yang merupakan 
indeks statis hasil aktivitas osteoblas, sedangkan 
indeks semidinamis untuk aktivitas osteoklas 
diperoleh dengan metode histokimia pewarnaan 
enzim TRAP untuk mendeteksi osteoklas dalam 
proses resorpsi tulang [12].

Gambar 1.	 A. Mikrostruktur tulang dengan 
pewarnaan dengan HE. 12B. Pe-
warnaan dengan histokimia TRAP, 
warna merah merupakan penanda 
positif osteoklas

1.	 Trabekula 
Keutuhan mikrostruktur tulang sangat di-

tentukan oleh keseimbangan proses remodel-
ing tulang yang mencakup proses formasi dan 
resorpsi tulang. Kedua proses ini dipengaruhi 
oleh keseimbangan metabolisme osteoblas dan 
osteoklas. Laktoferin berperan dalam keseim-
bangan metabolisme tulang. Tabel rerata dan 
kesalahan baku nilai dasar indeks statis trabekula 
disajikan di bawah dalam Tabel 1,2, dan 3.

Penghitungan ANOVA pada tabel deskrip-
tif nilai dasar indeks statis trabekula variabel 
B.Ar (Tabel 1) tidak ditemukan perbedaan yang 
bermakna antar kelompok perlakuan maupun 
tahap-tahap penyembuhan. Hal ini dapat disim-
pulkan bahwa laktoferin tidak mempengaruhi nilai 
dasar variabel B.Ar.

Tabel deskriptif penghitungan ANOVA 
nilai dasar indeks statis trabekula variabel Tb.Ar 
(Tabel 2) menunjukkan bahwa tidak ada perbe-
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daan efek pada kelompok kontrol dan kelompok 
perlakuan (p=0,0002) namun terdapat perbedaan 
bermakna pada tahap penyembuhan saja dan  
tidak ada hubungan interaksi antar grup.

Tabel deskriptif penghitungan ANOVA nilai 
dasar indeks statis trabekula variabel Tb.Pm (Ta-
bel 3) menunjukkan bahwa tidak terdapat perbe-
daan bermakna kelompok kontrol dan kelompok 
perlakuan (P=0,7961) namun memberikan efek 
pada tahap penyembuhan (P<0,0001) dan tidak 
ada hubungan interaksi antar grup.

Uji lanjut Bonferonni pada variabel Tb.Ar 
dan Tb.Pm menunjukkan bahwa laktoferin mu-
lai memberikan efek yang berbeda pada tahap 
proliferasi. Variabel Tb.Ar memiliki hubungan 
korelasi dengan variabel Tb.Pm yang sangat 
kuat (p<0,01) pada uji korelasi Pearson pada 
masing-masing kelompok kontrol dan perlakuan. 
Hal ini menunjukkan bahwa perubahan kecil 
pada variabel Tb.Ar akan mempengaruhi variabel 
Tb.Pm.

Nilai dasar indeks statis ini kemudian 
dikonversikan dengan formula matematika yang 
telah ditetapkan oleh American Society of Bone 
and Mineral Research untuk mendapatkan nilai 
bentukan Tb. BV/TV, MTPT, MTPD, MTPS. Nilai 
bentukan tersebut disajikan dalam Tabel 6, 7, 8, 
dan 9 dibawah ini. 

Tabel deskriptif rerata dan kesalahan baku 
nilai bentukan indeks statis trabekula variabel 
Tb.BV/TV (Tabel 4) menunjukkan bahwa penghi-
tungan ANOVA memberikan perbedaan yang 
bermakna antar kelompok perlakuan (P<0,0001) 
maupun tahap-tahap penyembuhan (P<0,0001). 
Hubungan interaksi antar grup variabel Tb.BV/
TV positif, berbeda bermakna pada tiap-tiap 
grup menjadi empat kelompok penghitungan 
(a,b,c,d).

Tabel deskriptif rerata dan kesalahan 
baku nilai bentukan indeks statis trabekula 
variabel MTPT (Tabel 5) menunjukkan bahwa 
penghitungan ANOVA memberikan perbedaan 

Tabel 1.	 Rerata dan kesalahan baku nilai dasar indeks statis trabekula variabel B.Ar

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna 

Tabel 2.	 Rerata dan kesalahan baku nilai dasar indeks statis trabekula variabel Tb.Ar

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Tabel 3.	 Rerata dan kesalahan baku nilai dasar indeks statis trabekula variabel Tb.Pm

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Tabel 4.	 Rerata dan kesalahan baku nilai bentukan indeks statis trabekula variabel Tb.BV/TV

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Franciskus W. Praba, dkk. : Efek Aplikasi Human Laktoferin Topikal
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yang bermakna pada antar kelompok perlakuan 
(P<0,0001) saja.

Tabel deskriptif rerata dan kesalahan 
baku nilai bentukan indeks statis trabekula 
variabel MTPD (Tabel 6) menunjukkan bahwa 
penghitungan ANOVA memberikan perbedaan 
yang bermakna antar kelompok perlakuan 
(P<0,0001) maupun tahap-tahap penyembuhan 

(P<0,0001). Hubungan interaksi antar grup 
variabel MTPD positif, berbeda bermakna pada 
tiap-tiap grup menjadi empat kelompok penghi-
tungan (a,b,c,d).

Tabel deskriptif rerata dan kesalahan baku 
nilai bentukan indeks statis trabekula variabel 
MTPS (Tabel 7) menunjukkan bahwa penghi-
tungan ANOVA memberikan perbedaan yang 

Tabel 5.	 Rerata dan kesalahan baku nilai bentukan indeks statis trabekula variabel MTPT

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna 

Tabel 6.	 Rerata dan kesalahan baku nilai bentukan indeks statis trabekula variabel MTPD

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Tabel 7.	 Rerata dan kesalahan baku nilai bentukan indeks statis trabekula variabel MTPS

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Tabel 8.	 Rerata dan kesalahan baku nilai dasar osteoklas variabel Oc.Pm 

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna

Tabel 9.	 Rerata dan kesalahan baku nilai bentukan indeks semidinamis osteoklas ARS

Rerata dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda bermakna
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bermakna antar kelompok perlakuan (P<0,0001) 
maupun tahap-tahap penyembuhan (P<0,0001). 
Hubungan interaksi antar grup variabel Tb.BV/
TV positif, berbeda bermakna pada tiap-tiap grup 
menjadi tiga kelompok penghitungan (a,b,c).

Variabel Nilai bentukan Tb.BV/TV, MTPT, 
dan MTPD pada kelompok perlakuan di setiap 
tahap lebih kecil daripada kelompok kontrol dan 
nilai tahap remodeling (hari ke 42) paling kecil 
jika dibandingkan dengan tahap-tahap lainnya. 
Sebaliknya nilai variabel MTPS pada kelom-
pok perlakuan disetiap tahap lebih besar pada 
kelompok kontrol dan meningkat pada setiap 
tahapnya. Variabel nilai bentukan Tb.BV/TV, 
MTPD, dan MTPS indeks statis trabekula juga 
menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,0001) 
diantara kedua kelompok, tahap perlakuan, dan 
diantara masing-masing grup. Namun variabel 
MTPT menunjukkan perbedaan bermakna hanya 
diantara kedua kelompok saja. 

Uji lanjut Bonferroni pada variabel Tb.BV/
TV, MTPD dan MTPS menunjukkan bahwa 
laktoferin memberikan efek yang berbeda pada 
kedua kelompok (kontrol dan perlakuan), pada 
tiap- tiap tahap penyembuhan (inflamasi, pro-
liferasi dan remodeling), dan pada hubungan 
interaksi antar grup. Uji korelasi antar variabel 
Tb.BV/TV, MTPD, MTPS pada kelompok kon-
trol dan perlakuan pada nilai bentukan memiliki 
hubungan yang bermakna (p<0,05). Variabel 
MTPT tidak memiliki hubungan yang bermakna 
dengan variabel nilai bentukan indeks statis 
trabekula yang lain. 

1.	 Osteoklas
Analisis secara tingkat seluler menyatakan 

bahwa jumlah Oc.Pm dan persentase ARS positif 
bewarna merah pada trabekula menurun pada 
tahap proliferasi dan meningkat kembali pada 
tahap remodeling. Tabel rerata dan kesalahan 
baku nilai dasar dan bentukan indeks semidi-
namis dengan penanda TRAP disajikan dalam 
Tabel 8 dan 9.

Nilai variabel Oc.Pm pada Tabel 8 ke-
lompok kontrol dan perlakuan menggambarkan 
penurunan nilai pada tahap proliferasi dan me-
ningkat kembali pada tahap remodeling. Namun 
kalkulasi statistik ANOVA variabel Oc.Pm mem-
berikan hasil yang berbeda bermakna (p<0,0001) 
hanya pada di antara kelompok kontrol dan per-
lakuan, bukan pada tiap tahap penyembuhan. 

Tabel deskriptif rerata dan kesalahan baku 
nilai bentukan indeks semidinamis osteoklas 
ARS (Tabel 9) menunjukkan bahwa penghitung-
an ANOVA memberikan perbedaan yang ber-
makna antar kelompok perlakuan (P=0,0012) 
maupun tahap-tahap penyembuhan (P<0,0001). 
Uji lanjut Bonferroni menunjukkan bahwa variabel 
ARS menunjukkan perbedaan yang bermakna 
pada tahap remodeling. Hubungan interaksi 
antar grup variabel Tb.BV/TV positif, berbeda 
bermakna pada tiap-tiap grup menjadi tiga kel-
ompok penghitungan (a,b,c).

Variabel Oc.Pm tidak memiliki hubungan 
yang bermakna dengan nilai dasar lainnya pada 
kelompok kontrol dan perlakuan dalam uji kore-
lasi Pearson. Sedangkan pada variabel ARS, 
uji korelasi Pearson menunjukkan bahwa ARS 
memiliki hubungan yang kuat (p<0,05) dengan 
MTPS pada kelompok kontrol dan hubungan 
yang sangat kuat (p<0,01) dengan MTPS pada 
kelompok perlakuan.

PEMBAHASAN

Bahan dekalsifikasi yang digunakan pada 
penelitian ini adalah bahan kelasi ethylene-
diaminetetracetic acid (EDTA). EDTA bekerja 
dengan menangkap ion kalsium dari permukaan 
kristal apatit dan perlahan-lahan mengurangi 
ukurannya. Karena proses ini sangat lambat 
tapi sangat, reagen ini sangat tepat untuk ap-
likasi penelitian di mana kualitas yang sangat 
tinggi morfologi diperlukan atau elemen molekul 
tertentu harus diawetkan untuk teknik seperti 
imunohistokimia [16]. EDTA lebih cepat bekerja 
di pH10 tetapi beberapa elemen jaringan dapat 
rusak pada pH basa, sehingga umumnya digu-
nakan pada pH7.0 [17]. Suhu penyimpanan 37oC 
dapat mempercepat proses dekalsifikasi tanpa 
merusak jaringan daripada penyimpanan pada 
suhu 4oC [18].

Pemilihan waktu pengamatan hari ke 7 
(inflamasi), 21(proliferasi), dan 42 (remodeling) 
penelitian ini berdasarkan penelitian terdahulu 
[19]. Brandão dkk (2002) menganalisis histo-
morfometri pada penyembuhan alveolar tikus 
setelah pencabutan gigi dengan hidroksiapatit 
dan BMP. Analisis histomorfometri dilakukan 
dengan mengamati langsung tulang trabekula, 
jaringan ikat dan proporsi dari material hidrok-
siapatit. Hasil penelitiannya menyatakan bahwa 
hidroksiapatit memberikan perbedaan yang 
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bermakna pada tahap proliferasi. Hal ini sejalan 
dengan penelitian penulis, dimana pada nilai 
dasar variabel Tb.Ar dan Tb.Pm menunjukkan 
perbedaan bermakna pada tahap proliferasi. 
Namun setelah nilai dasar ini diolah menjadi nilai 
bentukan [14], variabel Tb.BV/TV dan MTPD 
memberikan perbedaan bermakna pada tiap 
tahapnya; variabel MTPS dan ARS berbeda 
bermakna pada tahap remodeling. 

Nilai dasar indeks histomorfometri atau pri-
mary histomorphometric indices diperoleh secara 
langsung dari pengukuran tulang pada sediaan 
histomorfometri. Informasi dasar ini akan lebih 
berarti secara biologi setelah dikalkulasi men-
jadi nilai bentukan histomorfometri atau dikenal 
sebagai secondary derived histomorphometric 
indices [14]. Variabel indeks statis Tb. BV/TV 
mempresentasikan volume trabekula, sedangkan 
MTPT, MTPD, dan MTPS mempresentasikan 
arsitektur trabekula [13].

Laktoferin tidak memberikan pengaruh 
pada kelompok kontrol dan perlakuan variabel 
nilai dasar indeks statis trabekula Tb.Ar dan 
Tb.Pm, tetapi memberikan pengaruh pada tahap 
penyembuhan pada kedua kelompok. Penjelasan 
terhadap hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 
peningkatan formasi tulang pada tahap-tahap 
penyembuhan dengan penurunan nilai dasar 
variabel Tb.Ar dan Tb.Pm bermakna pada tahap 
proliferasi. Laktoferin juga memberikan efek yang 
berbeda bermakna pada kelompok perlakuan 
pada variabel nilai dasar indeks semidinamis 
osteoklas.

Nilai dasar ini kemudian dikalkulasi de-
ngan formula dan derivasi matematika histomor-
fometri menjadi nilai bentukan. Hasil penghitung-
an statistik menunjukkan bahwa seluruh variabel 
indeks statis trabekula dan indeks semidinamis 
osteoklas berbeda bermakna pada kedua ke-
lompok, dan tahap-tahap penyembuhan, kecuali 
variabel MTPT. Variabel MTPT hanya mempe-
ngaruhi kelompok perlakuan laktoferin. Pada 
hasil ini dapat kita lihat  peningkatan formasi 
tulang terjadi dengan penurunan nilai pada tahap 
penyembuhan dari nilai bentukan dari variabel 
Tb. BV/TV dan MTPD terjadi pada tiap tahap 
serta peningkatan nilai dari variabel MTPS dan 
ARS terjadi pada tahap remodeling.  

Hasil analisis histomorfometri penelitian 
ini tidak sesuai dengan penelitian terdahulu [12] 
dalam penelitian hipoestrogenis tulang ilium 
Macaca fascicularis yang terpapar sinar lampu 

ultraviolet beta dengan analisis histomorfometri 
indeks statis dan dinamis. Sulistiawati (2004) 
menyatakan bahwa peningkatan nilai bentukan 
hasil aktivitas osteoblas BV/TV, MTPD, MTPT, 
dan penurunan MTPS dan ARS sebagai hasil 
aktivitas osteoklas, dengan pengamatan mag-
nifikasi 40x [12]. Penyebab perbedaan dengan 
penelitian terdahulu adalah pewarnaan histo-
kimia enzim TRAP pada penelitian ini digunakan 
sebagai pemetaan pemilihan penghitungan area, 
dimana pewarnaan positif merah TRAP de-
ngan densitas tertinggi (hotspot) menjadi acuan 
daerah penghitungan histomorfometri. Hotspot 
ini berpindah pada tiap tahapnya menuju ke 
arah luar permukaan kortikal dan pengamatan 
dengan magnifikasi 100x untuk pemeriksaan 
tulang mandibula.

Hal ini dapat diasumsikan bahwa trabekula 
yang kaya akan fibroblas mengisi ruang kosong 
akibat perlukaan tulang kemudian berdiferen-
siasi menjadi preosteoblas osteoblas, kemudian  
osteoid, sehingga daerah yang menunjukkan 
pewarnaan positif aktivitas osteoklas semakin 
menyempit, diikuti luas dan permukaan tra-
bekula yang semakin menyempit juga. Hasil dari 
penyempitan tersebut adalah persentase dari 
variabel ARS akan meningkat, diikuti dengan 
peningkatan MTPS kemudian Tb. BV/TV dan 
MTPD menurun digantikan oleh tulang kompakta 
atau kortikal.

Sejalan dengan peningkatan usia akan 
terjadi penurunan volume tulang trabekula (Tb. 
BV/TV) akibat dari penurunan Mean Trabecular 
Plate Density (MTPD) tetapi tanpa penurunan 
Mean Trabecular Plate Thickness (MTPT). Tb. 
BV/TV menurun jauh pada individu dengan 
fraktur tulang belakang akibat penurunan MTPD 
yang berlanjut, namun perubahan nilai MTPT 
tidak bermakna. Hal tersebut sejalan dengan 
penelitian ini dimana MTPT hanya menunjukkan 
perbedaan bermakna pada kelompok perlakuan 
laktoferin, namun tidak pada tahap-tahap pe-
nyembuhannya. Penurunan MTPT disebabkan 
oleh karena proses penuaan dan osteoporosis 
[20], namun tidak memiliki hubungan dengan 
perubahan Tb. BV/TV dan MTPD [21].

Indeks statis trabekula MTPS memi-
liki hubungan yang bermakna dengan indeks 
semidinamis osteoklas ARS pada penelitian ini. 
Penjelasan terhadap hasil penelitian ini menya-
takan bahwa perubahan kecil nilai variabel ARS 
akan berakibat perubahan pada variabel MTPS. 
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Parfitt (1983) menyatakan jika hilangnya lem-
pengan trabekula terjadi bukan karena kelainan 
fungsi osteoblas dan reduksi rerata ketebalan 
dinding (W.Th), maka kelainan fungsi osteoklas 
menyebabkan peningkatan kedalaman rongga 
resorpsi. Kemudian siklus ini berturut-turut terjadi 
sehingga menyebabkan perforasi lempengan 
trabekula [21].

KESIMPULAN

Aplikasi laktoferin topikal pada kelompok 
perlakuan memberikan nilai aktivitas formasi 
tulang yang lebih tinggi dibandingkan kelompok 
kontrol dalam seluruh variabel nilai bentukan. 
Laktoferin mempengaruhi aktivitas formasi tulang 
yang lebih tinggi dalam tiap tahap penyembuhan 
(inflamasi, proliferasi, dan remodeling) pada 
variabel Tb.BV/TV, MTPD dan dalam tahap re-
modeling saja pada variabel MTPS. 
a.	 Penurunan rerata nilai bentukan variabel 

indeks statis Tb.BV/TV dan MTPD serta 
peningkatan variabel MTPS menunjukkan 
peningkatan aktivitas osteoblas oleh laktoferin 
pada tiap tahap remodeling.

b.	 Peningkatan rerata nilai bentukan indeks 
semidinamis ARS menunjukkan penekanan 
aktivitas osteoklas pada tahap remodeling 
kelompok kontrol dan perlakuan.

c.	 Peningkatan rerata nilai bentukan indeks 
semidinamis ARS mempengaruhi secara 
langsung peningkatan rerata nilai bentukan 
indeks statis MTPS.

SARAN

1.	 Metode dekalsifikasi jaringan tulang rahang 
dengan menggunakan EDTA 4% 1M dengan 
pemanasan 37oC selama 15 hari dapat mem-
percepat proses pemeriksaan tulang tanpa 
mempengaruhi variabel indeks semidinamis 
penelitian, sehingga dapat digunakan untuk 
membantu menegakkan diagnosis dan riset 
yang lain.

2.	 Pemakaian analisis histomorfometri stereo-
logi tiga dimensi trabekula magnifikasi 100x 
dapat dilakukan pada penelitian penyembuh-
an mandibula. Mandibula memiliki elemen 
struktural trabekula mirip dengan tulang ilium 
dan spinal. Tulang ilium dan spinal dianalisis 
dengan magnifikasi 40x.

3.	 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut ber-
kaitan dengan indeks semidinamis aktivitas 

osteoblas dengan menilai preosteoblas atau 
osteoid secara langsung sehingga dapat 
menjawab mekanisme perubahan mikroarsi-
tektur formasi tulang. 

4.	 Perlu dilakukan penelitian gabungan penyem-
buhan tulang tentang efektivitas laktoferin 
dengan pemberian sistemik maupun topikal 
dan penelitian yang berkaitan penyakit 
metabolisme tulang secara sistemik seperti 
osteoporosis.
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