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Abstract

Tretinoin has an important role in wound healing process include improve fibroplasia and collagen synthesis,
maintening humoral immunity, and neutralize steroid effect.Epithelization and fibroblast proliferation were very
important event in wound healing process. The aims of this study were studying epithelization and fibroblas
proliferation on incision wound healing process using pre treatment of Tretinoin 0,1% topically on mice. This
research used 24 male mice, 3 month of age, with 150 -180 gram of body weight. The mice were divided into 2 groups,
control group (K) and treatment group (P). The control group was a group of mice with an incision wound, while the
treatment group was a group of mice with an incision wound that received a pretreatment of Tretionin of 0.1% topically.
Each group was divided into 2 sub groups K4, K7, P4, P7 based on time of samples collecting. K4 and P4 were
examined at day 4, while K7 and P7 were examined at day 7. Epithelialization was observed by measuring the length
of'the epithelial incision area, whereas fibroblast proliferation was performed by counting the number of fibroblasts in
five field of view on histopathologic skin preparations processed by HE staining. In this study pretreatment of Tretinoin
0,1% topically can increase epithelialization and number of fibroblast significantly (p<<0,05).This increase may be due
to 1% Tretinoin in the tissues to induce keratinocyte basal proliferation including its migration to the skin surface via
retinoic acid receptors (RARS). Pretreatment of Tretinoin 0,1% topically can increased epithelialization and number of
fibroblast on incision wound healing process of albino rats

Key words:epithelialization; fibroblast; Tretinoin 0,1%; wound incision
Abstrak

Tretinoin memiliki peran penting dalam proses penyembuhan luka termasuk memperbaiki sintesis fibroplasia dan
kolagen, menjaga kekebalan humoral, dan menetralkan efek steroid. Epitisasi dan proliferasi fibroblas sangat penting
dalam proses penyembuhan luka. Tujuan penelitian ini adalah mempelajari epitelisasi dan proliferasi fibroblas pada
proses penyembuhan luka insisi dengan menggunakan perlakuan awal Tretinoin 0,1% secara topikal pada mencit.
Penelitian ini menggunakan 24 ekor mencit jantan, umur 3 bulan, dengan berat badan 150 -180 gram. Mencit dibagi
menjadi 2 kelompok, kelompok kontrol (K) dan kelompok perlakuan (P). Kelompok kontrol adalah sekelompok
mencit dengan luka sayatan, sedangkan kelompok perlakuan adalah sekelompok mencit dengan luka insisi yang
menerima pretreatment Tretionin sebesar 0,1% secara topikal. Masing-masing kelompok dibagi menjadi 2 sub
kelompok K4, K7, P4, P7 berdasarkan waktu pengumpulan sampel. K4 dan P4 diperiksa pada hari ke 4, sedangkan K7
dan P7 diperiksa pada hari ke 7. Epitelisasi diamati dengan mengukur panjang area insisi epitel, sedangkan proliferasi
fibroblas dilakukan dengan menghitung jumlah fibroblast dalam lima bidang pandang pada histopatologis. olahan
kulit yang diproses dengan pewarnaan HE. Dalam penelitian ini, perlakuan awal Tretinoin 0,1% topikal dapat
meningkatkan epitelisasi dan jumlah fibroblas secara signifikan (p <0,05). Peningkatan ini mungkin disebabkan oleh
0.1% Tretinoin dalam jaringan untuk menginduksi proliferasi basal keratinosit termasuk migrasi ke permukaan kulit
melalui reseptor asam retinoat (RARJ). Pengikatan asam retinoat dengan reseptor RARS dan retinoid X (RXRa) pada
pengaturan ekspresi gen juga meningkatkan sekresi serta pengaktifan TGF B dan IGF-I yang dapat meningkatkan
pengendapan kolagen dalam proses penyembuhan luka. IGF-I bekerja sebagai pengatur pertumbuhan dan
pengembangan jaringan dalam proses penyembuhan luka dengan bekerja secara langsung pada fibroblas, fibronektin,

220



Efektifitas perlakuan awal Tretinoin 0,1%Topikal pada Proses ...

endotel, dan sel epitel. Perlakuan awal Tretinoin 0,1% topikal dapat meningkatkan epitelisasi dan jumlah fibroblas

pada proses penyembuhan luka insisi mencit.

Kata kunci: epitelisasi; fibroblas; Tretinoin 0,1%; insisi luka

Pendahuluan

Pada proses penyembuhan luka, epitelisasi dan
fibroblas mempunyai peran sangat penting. Apabila
proses epitelisasi dan proliferasi fibroblas terganggu
maka akan menghambat proses penyembuhan. Luka
(Baxter, 1997). Luka Insisi merupakan luka yang
sering dibuat oleh ahli bedah Waktu penyembuhan
luka insisi sendiri menjadi penting dengan adanya
keterkaitan antara risiko peningkatan infeksi bakteri
dengan lama penyembuhan luka (Boonyong, et al.,
2012). Berbagai upaya dilakukan agar luka dapat
sembuh dengan lebih cepat, minim risiko, serta scar
yang minimal.

Tretinoin dalam bentuk aktif di jaringan berperan
pada regulasi ekspresi gen melalui nuclear retinoic
acid receptor yang mengatur pertumbuhan, maturasi
dan diferensiasi sel khususnya pada jaringan
reproduktif dan embriogenesis mamalia (Paquette, ef
al., 2001) Peran Tretinoin dalam proses penyembuhan
luka meliputi meningkatkan fibroplasia dan sintesis
kolagen, memelihara imunitas humoral, menetralkan
efek steroid dengan melawan efek pada membran
lisosom (Wicke, et al., 2000). Sampai saat ini
pemanfaatan dan pengaruh perlakuan awal Tretinoin
untuk penyembuhan luka belum banyak dilakukan di
Indonesia. Penelitian ini bertujuan membuktikan
adanya pengaruh perlakuan awal Tretinoin 0,1% pada
luka insisi untuk meningkatkan epitelisasi dan jumlah
fibroblas pada penyembuhan luka insisi. Penelitian
oleh Hung (1989) di Universitas Pittsburg Los Angeles
Amerika membuktikan bahwa pemberian Tretinoin
0,05% secara topical dapat mempercepat epitelisasi

luka yang parsial .

Materi dan Metode
Pernyataan Kelaikan Etik
Penelitian telah mendapatkan pernyataan
Kelaikan Etik dari Komite Etik Penelitian Kesehatan
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Nomer

272/EC/KEPK/FKUA/2014

Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan yaitu
eksperimen laboratoris post-test only control group

design.

Subjek Penelitian

Subjek penelitian adalah 24 ekor mencit
jantan, berumur 3 bulan dengan berat antara 25 — 35
gram yang dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu
kelompok control (K) dan kelompok perlakuan (P).
Setiap kelompok dibagi menjadi 2 sub kelompok, yaitu
K4 dan K7 pada kelompok kontrol dan P4 dan P7 pada
kelompok perlakuan sesuai dengan waktu pengamatan
epitelisasi dan proliferasi fibroblas pada hari ke-4 dan
hari ke-7. Kemudian mencit ditempatkan ke dalam
kandang yang telah ditandai sesuai pembagian sub
kelompok. Sebelum dilaksanakan penelitian, seluruh

mencit melalui masa adaptasi selama 7 hari.

Luka Insisi

Mencit yang telah memenuhi persyaratan
dianesthesi menggunakan kombinasi ketamine HCI
dan Xylazine dengan dosis (100 mg/kg bb dan 5 mg/kg
bb) secara intra muskuler. Selanjutnya, rambut di
sekitar punggung dicukur bersih dan pada kelompok
perlakuan diaplikasikan gel Tretinoin 0,1% pada area

tersebut, satu hari sebelum insisi dilakukan. Pada
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kelompok perlakuan (P) dan kelompok kontrol (K)
area insisi didesinfeksi menggunakan povidone iodine
dan kemudian dibuat insisi sepanjang 3 cm hingga
kedalaman mencapai subkutis. Luka insisi dibersihkan
dengan NaCl fisiologis, kemudian luka ditutup dengan
pembalut kasa steril. Berikutnya adalah setelah mencit
terbebas dari efek sedasi dari anestesi eter, mencit
tersebut dikembalikan ke dalam kandang dan diberikan

pakan dan minum secara ad libitum.

Pengambilan sampel

Pada hari ke 4, mencit sub kelompok P4 dan K4
dibuka balutan lukanya dan diukur penyempitan
lukanya. Mencit pada sub kelompok tersebut

dianesthesi menggunakan ether dan area luka insisi

(a )Kelompok kontrol hari ke-4

(¢) kelompok perlakuan hari ke-4

dieksisi lebih kurang 4 cm persegi melintasi garis irisan
dengan kedalaman subkutis. Selanjutnya, hasil eksisi
kulit diproses untuk pembuatan preparat histopatologi
dengan pewarnaan hematoksilin-eosin (HE). Tindakan
yang sama dilakukan pada hari ke-7 pada mencit sub
kelompok K7dan P7.
Pengumpulan Data

Data berupa penyempitan area insisi karena
proses epitelisasi dan jumlah fibroblast pada
pengamatan preparat histopatologi pada hari ke-4 dan
ke-7 ditabulasikan dan kemudian dianalisis secara
statistik. Data dianalisis menggunakan program SPSS
21 dengan uji one way analysis of variance (ANOVA)
dilanjutkan dengan uji least significance difference
(LSD).

7

(d) kelompok perlakuan hari ke-7

Gambar 1. Foto luka insisi pada punggung mencit kelompok kontrol dan perlakuan hari ke-4 (K4, P4) dan

kelompok kontrol dan perlakuan pada hari ke-7 (K7, P7).
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Hasil dan Pembahasan

Gambaran Klinis Luka

Pengamatan pada hari ke-4, penyempitan luka
sudah mulai tampak. Gambaran luka antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan hampir sama, namun
pada kelompok kontrol terdapat eksudat, sementara
pada kelompok perlakuan tidak terlihat eksudat
(Gambar la dan Gambar 1b). Pada hari ke-7, terlihat
gambaran penyempitan area luka dan epitelisasi yang
hampir sempurna pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan sedang pada kelompok perlakuan
gambaran bekas luka terlihat lebih tertutup daripada
kelompok kontrol (Gambar 1¢ dan Gambar 1d).

Gambaran Histologis Luka

Epitelisasi yang dievaluasi berdasarkan
penyempitan luka pada hari ke-4 dan ke-7
menunjukkan perbedaan yang nyata antara kelompok

kontrol dan perlakuan (p<0,05). Rata-rata dan
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simpangan baku penyempitan luka pada hari ke-4 dan
ke-7 pada kelompok kontrol dan perlakuan, berturut-
turut adalah 2,42+0,38 mm; 5,67+0,41mm; 5,00+0,55
mm; dan §8,92+0,41mm. Tampak dari hasil yang
diperoleh, penyempitan area luka sudah mulai pada
hari ke-4 dan berlanjut pada hari ke-7 serta terdapat
perbedaan di antara kedua waktu pengamatan.

Jumlah fibroblas pada area luka menunjukkan
pola yang sama dengan proses epitelisasi. Jumlah
fibroblas pada kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan menunjukkan perbedaan yang nyata
pada hari ke-4 dan ke-7 (p<0,05). Pada hari ke-4
jumlahnya lebih sedikit jika dibandingkan dengan
jumlah pada hari ke-7. Rata-rata dan simpangan
baku dari masing-masik kelompok perlakuan dan
waktu pengamatan adalah 27,834+2,04 (K4);
43,501,049 (P4); 39,33+£1,21 (K7); dan
50,5041,05 (P7) (Gambar 2a, b, ¢, dan d) (Tabel 1
dan 2).
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Gambar 2 Gambaran histopatologis fibroblas pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pada hari ke-4 (a,b)

dan harike-7 (c,d) (HE, 400x).
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Tabel 1. Analisis hasil rerata penyempitan luka dan jumlah fibroblas pada pengamatan hari ke-4.

) Kelompok Harga p
Variabel Kontrol Perlakuan
Penyempitan luka (mm) 2,424+0,38" 5,67+0,41° 0,000
Fibroblas (per lapang pandang) 27,83+2,04° 43,50+1,049° 0,000

Superscipt yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan bermakna (harga p<0,005).

Tabel 2. Analisis hasil rerata penyempitan luka dan jumlah fibroblas pada pengamatan hari ke-7.

. Kelompok Harga p
Variabel Kontrol Perlakuan
Penyempitan luka (mm) 5,00+0,55° 8,92+0,41° 0,000
Fibroblas (per lapang pandang) 39,33+1,21° 50,50+1,05* 0,000

Superscipt yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan bermakna (harga p<0,005).

Pada penelitian ini pengambilan data dilakukan
pada hari ke-4, karena pada proses kesembuhan luka
fase inflamasi dimulai sesaat setelah terjadi perlukaan
sampai hari ke 4 (Wahl, 1992), tetapi bila terdapat
gangguan pada fase ini maka proses inflamasi bisa
memanjang sampai beberapa hari, bahkan dapat
menjadi inflamasi kronis (Gorti, 2002). Pengambilan
data pada hari ke-7 dilakukan dengan pertimbangan
bahwa fase proliferasi berlangsung mulai hari ke 4
hingga hari ke 40 dan epitelisasi dimulai 12-24 jam
setelah terjadi luka dan selesai dalam 3-4 minggu
(Peterson, 2003).

Pada penelitian ini didapatkan hasil secara
makroskopis, pada hari ke-4 penyempitan luka sudah
mulai tampak. Gambaran luka dan permukaan yang
terbuka antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan hampir sama, namun pada kelompok kontrol
terdapat eksudat. Akumulasi eksudat ini dapat
disebabkan karena adanya proses inflamasi yang
berlebihan (Danon, 1989). Pada proses ini
permeabilitas vaskular meningkat sehingga terjadi
ckstravasasi cairan dari pembuluh darah akibat
inflamasi. Dalam 24 jam berikutnya, netrofil dan

monosit yang nantinya menjadi makrofag dapat
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menuju area luka (MacKay, 2003)

Pada permukaan kulit, re-epitelisasi akan terjadi
melalui pergerakan sel-sel epitel dari tepi jaringan
bebas menuju jaringan yang rusak (Popp, 1995).
Penyembuhan luka sangat dipengaruhi oleh proses
reepitelisasi, karena semakin cepat reepitelisasi terjadi,
maka semakin cepat pula luka tertutup (Mandy, 1986).

Gambaran luka yang lebih tertutup pada
kelompok perlakuan menunjukkan bahwa Tretinoin
0,1% dapat meningkatkan proses epitelisasi. Dalam
penelitian lain, formulasi asam retinoat all-trans dalam
salep mata berbasis pada konsentrasi 0,01% -0,1 %
dapat memperbaiki keratinisasi kornea kelinci yang
mengalami xerophthalmic. Pada konsentrasi 0,1% juga
dapat merangsang penyembuhan luka epitel kornea
padakelinci dan monyet (Hans, 2011).

Proses kesembuhan luka dimulai dalam waktu
24 jam setelah jejas melalui emigrasi fibroblas dan
induksi proliferasi fibroblas serta endotel. Dalam 3 - 5
hari, muncul jenis jaringan khusus yang mencirikan
terjadinya penyembuhan, yang disebut jaringan
granulasi (Kurahashi, 2015).

Pada awal penyembuhan, fibroblas mempunyai

kemampuan kontraktil dan disebut miofibroblas, yang



mengakibatkan tepi luka akan tertarik dan kemudian
mendekat, sehingga kedua tepi luka akan melekat.
Dengan berlangsungnya penyembuhan, maka fibroblas
bertambah. Sel fibroblas adalah jenis sel yang
menghasilkan kolagen, sehingga akan terkumpul
matriks jaringan ikat secara progresif. Sintesa kolagen
yang progresif akan menyebabkan pembentukan
jaringan penghubung (connective tissue) menjadi lebih
cepat dan optimal. Jaringan penghubung tersebut akan
memantapkan proses kesembuhan luka menjadi lebih
sempurna (Muehlberger, 2004)

Pada hari ke-4, jumlah fibroblas pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan cukup tinggi dan
terdapat perbedaan di antara keduanya. Hal ini sesuai
dengan teori yang menyatakan bahwa fase proliferasi
berlangsung pada hari ke-3 hingga hari ke-40 setelah
terjadinya perlukaan . Fase proliferasi ditandai dengan
pembentukan jaringan granulasi pada luka sekitar 12 —
48 jam setelah terjadinya perlukaan dan hemostasis
(Elias, 1985).

pleuripoten untuk mulai menghasilkan tropokolagen di

Fibroblas memicu sel mesenkim

sekitar area luka yang biasanya terlihat pada hari ke-3
atau ke-4 setelah perlukaan (Paquette, etal.,2001)
Jumlah fibroblas pada kelompok perlakuan lebih
banyak dibandingkan kelompok kontrol. Gambaran ini
menunjukkan pengaruh Tretinoin 0,1% pada akhir fase
inflamasi yang diperlukan oleh leukosit untuk
mempengaruhi imunitas humoral dan seluler pada saat
proses sintesis kolagen. Lekosit memproduksi PDGF,
FGF, TGF B, interleukin-1 (IL-1), interleukin-4 (IL-4),
dan immunoglobulin G (IgG) yang memiliki aktivitas
meningkatkan proses sintesis kolagen (Elson,1990).
Respon imun juga memiliki peran pada fase hemostasis
serta proses pembentukan netrofil dan makrofag yang
berperan penting pada proses produksi dan sekresi
sitokin, misalnya tumour necrotic factor- alpha (TNF-
a), IL-1, interleukin-6 (IL-6), dan TGF-f yang

berperan dalam proses pembentukan extracellular
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matrix (ECM) dan menginduksi proliferasi serta
menarik fibroblas menuju area luka (Elson 1998).

Pada hari ke-7, jumlah fibroblas pada kelompok
perlakuan dan kelompok control mengalami
peningkatan yang signifikan. Gambaran ini sesuai
dengan fase penyembuhan luka tahap ke 3, yakni
proliferasi. Peningkatan fibroblas pada kedua
kelompok berkaitan dengan teori yang menyatakan
bahwa pada fase proliferasi, fibroblas terakumulasi di
daerah luka antara 2 — 5 hari setelah perlukaan. Jumlah
fibroblas mencapai puncaknya sekitar 1 minggu pasca
trauma dan merupakan sel dominan pada minggu
pertama fase penyembuhan luka (Gurtney, 2007)

Tingginya jumlah fibroblas pada hari ke-7 pada
kelompok perlakuan menunjukkan pengaruh Tretinoin
0,1%  topikal dalam meningkatkan pertumbuhan
fibroblas. Fibroblas memiliki peran penting pada
proses kesembuhan luka, yaitu dengan memicu proses
pembentukan ECM, misalnya  fibronektin, asam
hialuronat dan glikosaminoglikan. Asam retinoat yang
berasal dari oksidasi bahan Tretinoin 0,1% dalam
jaringan bekerja sebagai pengatur ekspresi gen dan
selanjutnya menginduksi proliferasi basal keratinosit
serta migrasinya menuju permukaan kulit melalui
ikatan reseptor asam retinoat (RARGJ) dengan all trans
dan 9cis-RA isomer dan reseptor retinoid X (RXRa)
yang berikatan dengan 9cis-RA [7]. lkatan asam
retinoat dengan RARS dan RXRa dalam pengaturan
ekspresi gen juga meningkatkan sekresi sekaligus
aktivasi TGF B dan IGF-I yang berpengaruhterhadap
deposisi kolagen pada proses penyembuhan luka
(Hevia, 1991). Insuli-like growth factor (IGF-I) bekerja
sebagai regulator pertumbuhan dan perkembangan
jaringan pada proses penyembuhan luka serta bekerja
langsung pada fibroblas, fibronektin, endotel, dan sel
epitel (Werner, 2003).

Pada penelitian ini didapatkan bahwa pemberian

tretinoin 0,1 % secara topikal satu hari sebelum
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dilakukan insisi pada kulit tikus terbukti terjadi
epitelisasi yang lebih cepat dibanding yang tidak diberi
tretinoin 0,1 %. Pada penelitian ini juga didapatkan
jumlah fibroblas yang lebih banyak pada luka yang
diolesi tretinoin dibandingkan yang tidak diberi

tretinoin 0,1%

Kesimpulan
Perlakuan awal Tretinoin 0,1% topikal pada
luka insisi dapat mempercepat terbentuknya epitel dan
meningkatnya jumlah fibroblas pada area luka insisi

pada mencit sebagai hewan percobaan.
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