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Abstract

The success of dental implant insertion is oseointegration namely a direct connection between implant body (substructure)
and bone tissue without any intervening soft tissue. Osteoclast plays an important role in bone resorption which interrupts
oseointegration process. The purpose of study was to investigate the effect of risedronate (Ris) as a potential drug for
inhibiting of osteoclast proliferation. Thirtysix Wistar rats aged 9-10 weeks, weighed 280-300 grams were divided into 4
groups of 9 each. Each group was divided into 3 subgroups (n= 3). Group | as a control was injected by 0.05 mL 0.9%
NaCL solution meanwhile group 11,111, and IV were injected by 0.05 mL; 250, 500, 1000 pmol/L concentration Ris in
0.9% NaCL solution sequentially. All of subgroups received injection for 3 days interval in different duration day they
were 14, 28 and 56 days. Statistical analysis were performed by using Kruskal-Wallis and U Mann-Whitney test to
measure the significance of osteoclas amount between control and treatment group. The result showed that almost all of
the groups were significantly different based on the dose (p< 0.05) and not significantly different of the injection period
(p>0.05).
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Abstrak

Keberhasilan gigi tiruan tanam, tergantung pada proses oseointegrasi, yaitu suatu hubungan langsung antara bagian
implan gigi yang tertanam di dalam tulang rahang (substructure) dengan jaringan tulang disekitarnya tanpa ada pengaruh
dari jaringan lunak yang lain. Osteoklas berperan penting dalam proses oseointegrasi karena sel tersebut mempunyai
kemampuan untuk meresorpsi tulang. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh sediaan farmasi Risedronate
(Ris) yang mempunyai kemampuan untuk mencegah proliferasi osteoklas. Tiga puluh enam tikus Wistar berumur 9-10
minggu dengan berat antara 280-300 gram dibagi menjadi 4 kelompok (n=9), setiap kelompok dibagi lagi menjadi 3
subkelompok (n= 3). Kelompok | sebagai kontrol dengan perlakuan injeksi 0,05 mL cairan 0,9% NaCL sementara
kelompok 11, 111, dan IV diinjeksi 0,05 mL sediaan Ris dengan konsentrasi 250, 500, dan 1000 pmol/L secara berurutan.
Injeksi dilakukan setiap 3 hari sekali dengan lama waktu pemberian injeksi yang berbeda-beda, yaitu 14, 28, dan 56 hari.
Analisis statistik menggunakan Uji Kruskal-Wallis dan U Mann-Whitney. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
perbedaan yang bermakna pada kelompok dosis Ris (p< 0,05) dan tidak signifikan pada kelompok hari amatan (p> 0,05).

Kata kunci: risedronate, 0seointegrasi, substructure, proliferasi

PENDAHULUAN tidaknya satu gigi permanen dan permasalahan ini
telah menjadi perhatian umat manusia di seluruh
Sekitar 69% orang dewasa telah kehilangan se- dunia sejak beberapa abad yang lalu, tidak terkecuali
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di Indonesia. Berbagai upaya telah dilakukan untuk
mengatasi keadaan tersebut, salah satunya ialah
dengan pemasangan implan gigi.! Implan gigi ke-
mudian menjadi sangat populer dikarenakan di-
ketemukannya konsep oseointegrasi.> Istilah oeseo-
integrasi pada ilmu implan gigi (dental implan-
tology) dapat diartikan sebagai suatu proses per-
lekatan antara jaringan tulang dengan permukaan
bagian implan gigi yang tertanam di dalam tulang
rahang (substructure). Angka keberhasilan insersi
implan gigi menunjukkan perkembangan yang sig-
nifikan. Data tentang keberhasilan pemasangan
implan gigi mencapai 95,4 % setelah 5 tahun insersi
dan 92,8 % setelah 10 tahun insersi.* Kegagalan
yang terjadi di antaranya dikarenakan fenomena se-
luler dan molekuler pada proses oseointegrasi Se-
bagian besar masih belum diketahui secara pasti.>’

Kendala yang biasanya timbul pada proses oseo-
integrasi adalah adanya perlukaan tulang sebagi
akibat dari prosedur insersi implan yang diikuti oleh
munculnya sel osteoklas pada sekitar perlukaan tu-
lang ditempat pertemuan antara jaringan tulang
dengan substructure. Keadaan ini akan memacu
terjadinya resorpsi tulang yang akan mengganggu
proses oseointegrasi dikarenakan adanya hambatan
regenerasi tulang pada sekitar daerah tersebut.

Dalam dunia farmakologi dikenal adanya risedro-
nate (Ris) turunan dari bisphosphonate (BPs) suatu
sediaan yang dapat mengatur metabolisme tulang.®
Ada 13 macam turunan BPs yang sering diperguna-
kan dalam kehidupan manusia terutama sebagai pe-
ngobatan penyakit tulang. Dari semua turunan ter-
sebut Ris merupakan yang paling baik dikarenakan
mempunyai kemampuan selektif dalam hal meng-
hambat resorpsi tulang pada rentang dosis yang
lebar. Perbedaan respons osteoklas yang ditimbul-
kan oleh Ris tergantung pada metode pemberian dan
dosis Ris yang diberikan, dan sediaan ini telah
banyak dipakai sebagai obat pada pasien osteo-
porosis dan osteoarthritis baik dengan pemberian
secara injeksi maupun per oral.’

Osteoklas merupakan salah satu jenis sel di dalam
tulang yang mempunyai kemampuan untuk dapat
mengekspresikan enzim tartrate resistant acid phos-
phatase (TRAP) yang merupakan enzim metalo-
protein dan termasuk golongan asam phospat.
TRAP adalah produk bagi osteoklas dan merupakan
penanda secara biokimia untuk mengenali adanya
resorpsi tulang.® Sel osteoklas diketahui secara pasti
mempunyai kemampuan yang tinggi dalam meng-
ekspresikan TRAP.™ Adanya aktivitas TRAP yang
tinggi dapat dipakai sebagi petunjuk bahwa telah
terjadi absorpsi tulang. Peranan Ris sebagai peng-
hambat resorpsi tulang dapat dideteksi melalui
enzim TRAP dengan pengamatan secara histokimia
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berdasarkan ekspresi osteoklas. Berkurangnya jum-
lah osteoklas berarti adanya penurunan produksi
enzim TRAP dan ini merupakan penanda adanya
penurunan metabolisme absorpsi tulang yang
aktif "

Teori yang mendasari mekanisme cara kerja Ris
terhadap terjadinya proses regenerasi tulang dan
oseointegrasi adalah sebagi berikut:

1. Ris dapat mengikat secara kuat terhadap mineral
tulang kemudian melakukan penetrasi ke dalam
osteoklas dan menstimulasi untuk terjadinya apop-
tosis pada osteoklas tersebut.

2. Tingkat seluler, secara invitro Ris dapat menaik-
kan biosintesis kolagen, pembentukan osteocalcin
oleh sel-sel tulang dan proteoglycan oleh sel-sel
kartilago, mencegah proliferasi, adesi dan mem-
perpendek umur dari osteoklas.**

Penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi
yang bermanfaat mengenai pengaruh Ris terhadap
ekspresi enzim TRAP melalui pengamatan pe-
nurunan jumlah osteoklas. Keadaan tersebut dapat
dijadikan pertimbangan oleh para klinisi yang ber-
kompeten dalam ilmu implan gigi untuk men-
dukung prognosis yang lebih baik terhadap insersi
implan gigi dengan mewujudkan terjadinya proses
oseointegrasi yang lebih cepat dan lebih luas, se-
hingga dapat segera dilakukan pemasangan protesa
gigi dan ini berarti mempersingkat waktu keadaan
pasien tanpa gigi (ompong).

BAHAN DAN METODE

Setelah selama 1 minggu menjalani adaptasi kan-
dang, 36 ekor tikus Wistar jantan dengan umur 9-10
minggu dan berat badan rata-rata 280-300gr. dibagi
menjadi 4 kelompok besar (n= 9) untuk perlakuan
variabel dosis dan durasi injeksi. Kelompok |
sebagai kelompok kontrol dengan injeksi 0,05ml
0,9% NaCL, pH 7,4 sementara kelompok I, 111, dan
IV menerima perlakuan injeksi Ris sebanyak pada
perlakuan kontrol sekitar substructure pada tempat
kedudukan model implan terinsersi dengan kosen-
trasi 250, 500, dan 1000 pmol/L dalam larutan 0,9%
NaCL, pH 7,4 setiap 3 hari sekali selama 14, 28, dan
56 hari. Seluruh hewan coba dikorbankan sesuai
dengan kelompok durasi pemberian Ris dengan
metode trans cardial perfusion.

Prosedur histokimia dilakukan untuk pengamatan
ekspresi enzim TRAP dengan menggunakan mikro-
skop cahaya perbesaran 40 kali yang dihubungkan
dengan optilab untuk melakukan penghitungan sel
osteoklas dengan menggunakan program image
raster. Pengamatan subjek penelitian dilakukan ber-
dasarkan potongan menurut sumbu panjang sub-
structure menjadi 2 segmen yaitu segmen kanan dan
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kiri, setiap segmen dibagi menjadi 2 lapang pandang
dengan demikian setiap sampel mempunyai 4 la-
pang pandang.

Keisel Ika Kikai, Japan

model implan

Gambar 1. Model implan; panjang 2 mm, diameter 1,8
mm

Gambar 2. Kedudukan model implan pad epicondylus
lateralis femoris tikus Wistar

HASIL

Hasil pengamatan secara histologi dengan meng-
gunakan optilab dan perhitungan osteoklas ber-
dasarkan program image raster untuk 4 lapang
pandang setiap subjek penelitian, menunjukkan
rerata dan simpangan baku ekspresi osteoklas ber-
dasarkan konsentrasi dosis dan hari amatan (Ta-
bel 1).

Tabel 1. Rerata dan simpangan baku ekspresi osteoklas
berdasarkan kelompok dosis Ris dan hari per-
lakuan

Larutan injeksi
0,9% Dosis Ris
Kelompok  NaCL 250 500 1000
hari (kontrol)  pmol/L  umol/L  umol/L
(dosis A) (dosis B) (dosis C)
Harike-14 0,666+ 1,083+ 0,416+ 0,333+
0,408 0,584 0.491 0.408
Harike-14 1,583+ 0,666+ 0,333+ 0,250+
1,068 0,408 0,408 0,418
Harike-14 0,916+ 0,750+ 0,583+ 0,166
0,735 0.689 0,584 0,258

g o

Jaringan tulan;

g
Tempat kedudukan implan model

Gambar 3. Potongan menurut sumbu panjang subyek
penelitian. Osteoklas tampak berupa sel ben-
tuk tidak beraturan dan berwarna merah (tanda
panah)

Pengamatan secara histokimia diperoleh hasil se-
bagai berikut; untuk kelompok I (kontrol) masih
banyak osteoklas yang tersebar baik pada daerah
tengah penulangan maupun daerah pertemuan
antara substructure dengan tulang disekitarnya
(Gambar.4a). Kelompok 11 sebaran osteoklas mulai
berkurang pada daerah tengah penulangan tetapi
masih banyak terlihat daerah-daerah yang kosong
(belum ada penulangan) pada daerah tersebut
(Gambar.4b). Kelompok perlakuan Il1, proses pe-
nulangan mulai terjadi dan hanya terlihat beberapa
osteoklas pada tempat pertemuan antara sub-
structure dengan tulang disekitarnya (Gambar.4c).
Kelompok 1V menunjukkan ada perbedaan yang
sangat signifikan dengan kelompok-kelompok se-
belumnya. Ekspresi osteoklas mulai jauh berkurang
bahkan sampai tidak terdeteksi dan hampir sudah
terjadi penulangan yang sempurna baik pada daerah
pertemuan antara substructure dengan tulang di-
sekitarnya maupun pada daerah penulangan bagian
tengah (Gambar.4d).

Gambar 4. Osteoklas adalah sel-sel yang berwarna merah
(tanda a= 14, 28, dan 56 hari injeksi larutan
0,05mL (kontrol), b= 14, 28, dan 56 hari
injeksi 0,05mL dosis A, c= 14, 28, dan 56 hari
injeksi 0,0omL dosis B, d= 14, 28, dan 56
hari injeksi 0,05mL dosisC

Hasil uji Krukal-Wallis menunjukkan ada per-
bedaan yang signifi<an dengan nilai p= 0,022 (p<
0,05), membuktikan bahwa konsentrasi pemberian
bisphosphonate jenis Ris berpengaruh terhadap pe-
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nurunan proliferasi osteoklas pada daerah pertemu-
an antara tulang dengan substructure berdasarkan
dosis Ris yang diberikan. Sementara berdasarkan
hari amatan diperoleh nilai p= 0,813 (p> 0,05) ber-
arti tdak terdapat perbedaan yang bermakna antar
kelompok hari amatan terhadap penurunan proli-
ferasi osteoklas sehubungan dengan perlakuan in-
jeksi Ris.

Hasil uji U Mann-Whithney diperoleh hasil bahwa
selurun masing-masing kelompok perlakuan (kon-
trol dan dosis Ris) terdapat perbedaan yang ber-
makna (p< 0,05) terhadap penurunan proliferasi
osteoklas kecuali kelompok kontrol terhadap dosis
A (p>0,05). (Tabel 2)

Tabel 2. Hasil uji U Mann-Whithney ekspresi mosteo-
klas berdasarkan dosis Ris

Dosis obat  Kontrol Dasts Dosis Dosis

A B C
Kontrol 0,504 0,019  0,001*
Dosis A 0,038*  0,001*
Dosis B 0,017*

Dosis C
*bermakna ( p-value < 0,05)

Dosis Obat vs Osteoklas

M osteoklas 0
M osteoklas 0.5
Hasil Pemeriksaan 6 -
M osteoklas 1
4 osteoklas 1.5
MW osteoklas 2

osteoklas 2.5

kontrol dosis A dosis B dosis €
Dosis Obat

Gambar 5. Ekspresi  osteoklas berdasarkan konsentarsi
dosis obat dan hasil pemeriksaan

Hari Amatan vs Osteoklas

o

o N ®w o

M osteoklas 0

Hasil Pemeriksaan W osteoklas 0.5

«

Wosteoklas 1

_— osteoklas 1.5

MW osteoklas 2

. mosteoklas 2.5
!

[SEESS NN

14 hari 28 hari 56 hari

Hari Amatan

Gambar 6. Ekspresi osteoklas berdasarkan hari amatan
dan hasil pemeriksaan

PEMBAHASAN
Hasil uji U Mann-Whitney (Tabel 2) menunjuk-

kan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
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terhadap penurunan ekspresi osteoklas yang di-
pengaruhi oleh besarnya konsentrasi dosis yang di-
berikan (Gambar.5). Penurunan jumlah osteoklas
pada kelompok perlakuan terhadap kelompok kon-
trol diakibatkan oleh karena adanya aktifitas Ris
yang berfungsi untuk mendegradasi osteoklas pada
daerah perlukaan tulang sekitar substructure. Rise-
dronate adalah turunan dari BPs dan merupakan 1
diantara 13 turunan BPs yang paling berpotensi
dalam menghambat resorpsi tulang (potent blocker
of bone resorption). Ris secara efektif dapat mem-
perlambat proses kerusakan tulang dengan cara
menghambat resorpsi tulang oleh osteoklas.

Mekanisme kerja Ris pada tingkat seluler, secara
invitro dapat menaikan biosintesis kolagen, pem-
bentukan osteocalcin oleh sel-sel tulang dan proteo-
glycan oleh sel-sel kartilago. Selain itu juga men-
cegah proliferasi dan adesi osteoklas, memper-
pendek umur osteoklas dan menghambat aktivitas
osteoklas.*™

Penurunan ekspresi osteoklas dimulai pada dosis
500 dan 1000 pmol/L sementara dosisi 250 pmol/L
belum mampu umtuk menurunkan proliferasi osteo-
klas. Keadaan ini sesuai dengan pernyataan yang
mengatakan bahwa perbedaan respons osteoklas
terhadap hambatan proliferasinya oleh karena Ris
tergantung pada metode pemberian dan dosis yang
diberikan.*"

Berdasarkan hasil uji Kruskal-Wallis diperoleh
adanya perbedaan ekspresi osteoklas yang tidak
signifikan antara kelompok hari amatan terhadap
proliferasi osteoklas. Keadaan ini terjadi karena Ris
akan melakukan tahapan biosintesis pada protein-
protein yang bertanggung jawab terhadap keutuhan
sitoskeletal sel osteoklas hanya berdasarkan konsen-
trasi dosis yang diberikan tidak dan berdasarkan
durasi pemberiannya. Berarti pada setiap kelompok
kontrol maupun kelompok dosis Ris bekerja sesuai
konsentrasinya dan tidak terpengaruhn oleh durasi
hari pemberian Ris (Gambar.6). Ekspresi osteoklas
berdasarkan konsentrasi dosis perkelompok perlaku-
an ini dapat digunakan sebagai indikator bahwa
sedang terjadi penurunan volume enzim TRAP pada
daerah sekitar substructure (Tabel 1). Hal ini ter-
bukti setelah dilakukan uji U Mann-Whitney untuk
melihat signifikansi perbedaan antara masing-ma-
sing kelompok dosis Ris menunjukkan bahwa
penurunan proliferasi osteoklas berdasarkan kon-
sentrasi dosis yang diberikan (p< 0,05). Sebagai ke-
simpulan, risedronate (Ris) dapat menurunkan
produksi enzim tartrate resistant acid phosphatase
(TRAP) berdasarkan ekspresi osteoklas pada daerah
sekitar substructure hanya berdasarkan dosis yang
diberikan. Akibat penurunan enzim ini proliferasi
osteoklas menurun yang akan berpengaruh terjadi-
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nya regenerasi tulang lebih cepat dan lebih luas
sehingga fenomena tersebut akan mendukung per-
cepatan dan perluasan proses oseointegrasi dengan
demikian pemasangan bangunan protesa gigi pada
implant abutment| superstruture dapat segera di-
lakukan.
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