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ABSTRAK

Latar belakang : Skin graft saat inimenjadisalah satu terapipilihan pada proses penyembuhan luka yang selalu
berkembang. Proses epitelisasidan pembentukan pembuluh darah baru memiliki peran penting dalampenyembuhan
luka skin graft. Kandungan kafein (1,3,7 trimethylxanthine) sebagaiantioksidan memiliki peran yang penting dalam
penyembuhan luka. Tujuan dari penelitian ini adalah membuktikan efek kafein dalam berbagai dosis dalam
meningkatkan densitas mikrovaskuler dan epitelisasi pada luka skin graft.

Metode : Penelitan iniadalah studi eks perimental dengan “Blinded randomized post test only controlled group
design” terhadap 24 ekor tikus Sprague Dawley dilakukan skin graft autologous pada waktu yang bersamaan.
Sampel dibagi secara acak menjadi 4 grup (K = tanpa pemberian kafein), (P1= Kafein 3 mg), (P2 = Kafein 6 mg),
(P3 = Kafein 9 mg).Penilaian prosentase e pitelisasidan jumlah densitas mikrovaskuler jaringan dilakukan dengan
pengecatan hematoxylin & eosin setelah harike 7 pasca skin grafi.

Hasil : Analisis statistik petbandingan prosentase epitelisasi jaringan didapatkan didapatkan perbedaan yang
bermakna antara kelompok kelompok K vs PI(p =0003 ). Kvs P2(p=0001),KvsP3 (p=0001).P1vs P2 (p=
0001), P1 vs P3(p =0,001). Perbedaan yangtidak bermakna didapatkan antara kelompok P2 vs P3 (p = 0.669) dan
pada jumlah densitas mikrovaskuler,didapatkan pertbedaan yangbermakna antara kelompok K vs P2 (p = 0,010),K
vs P3 (p=0008), P1 vs P2 (p=0009), P1 vs P3 (p=0007), P2 vs P3 (p = 0,008). Perbedaan yang tidak bermakna
didapatkan antara kelompok K vs P1 (p =0343).

Kesimpulan :Kafeindapat meningkatkanprosentase epitelisasi dan jumlah densitas mikrovaskuler
jaringan pada proses penyembuhan luka skin graft autologus tikus Sprague Dawley.

Kata Kunci : Kafein, skin graft autologus, epitelisasi, densitas mikrovaskuler

ABSTRACT
Title: Effects of Increased Dose Caffeine on Epithelialization and M icrovascular Densityin the Healing of F ull
Thickness Skin Graft Autologous Sprague Dawley Mouse

Background: Skin graft is currently one ofthe therapies of choice in the healing process of wound s that always
develops.The process ofepithelialization and formation ofnew bloodvessels has animportant role in healing skin
graft wounds. Caffeine content (13,7 trimethylxanthine ) as an antioxidant has an important role in wound healing.
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The aimof this studyis to provethe effects of caffeine in various doses in increasing microvascular density and
epithelialization in skin graft injuries.

Method: Thisresearchis an experimental studywith a "Blinded randomized post testonly controlled group desi gn"
of 24 Sprague Dawley rats by autologous skin grafi at the same time .Samples wererandomly divided into4 groups
(K = no caffeine), (Pl = Caffeine 3 mg), (P2 = Caffeine 6 mg), (P3 = Caffeine 9 mg). The assessment of the
percentage of epithelialization and the amount oftissue microvascular density was done by painting hematoxylin &
eosin after 7 days after skin grafi.

Results: Statistical analysis ofthe comparisonof tissue epithelialization percentage found significant differences
between groups Kvs PI(p=0.003),Kvs P2 (p=0.001),KvsP3(p=0.001),P1vsP2(p=0.001),PI vs P3 (p=
0.001).No significant differencewas foundbetween the P2 vs P3 group(p = 0.669)and in the total microvascular
density, a significant difference was found betweenthe Kvs P2 group (p=0.010),Kvs P3 (p=0.008), Pl vs P2 (p
=0.009),PlvsP3(p=0007),P2vs P3(p =0.008). No significant difference was found between the K vs P1
groups (p =0.343).

Conclusion: Caffeine canincrease the percentage of epithelialization and the amount of tissue microvascular

density in the healing process of autologous skin grafts of Sprague Dawley rats.

Keywords: Caffeine, autologous skin graft, epithelialization, microvascular density

PENDAHULUAN

Dalam berbagai macam modal terapidalam
penyembuhanluka, skin graff saat inimenjadi salah
satu terapi pilihan pada proses penyembuhan luka
yang sering digunakan dewasa inidi bidang bedah
plastik khususnya. Data yang dihimpun oleh RSUD
Dr. Soetomo dalamevaluasitahun 2007 hingga 2011
sekitar 26.2%. Data tahun 2012 tercatat sebanyak 25
kasus luka bakar derajat dalam (23.8%) dilakukan
tindakan skin graft dan di rawat di burn unit RSUD
Dr. Soetomo daritotal 105 penderitaluka bakar yang
dirawat.'Penyebab terbanyak oleh karena api,
penyebab lainnya karena listrik, air panas, minyak
dan zat kimia

Pada  proses  penyembuhan  luka,
pembentukan dan perkembangan pembuluh darah
atau angiogenesis merupakan hal yang sangat
penting Proses penyembuhan luka juga dapat dilihat
dari parameter lain yaitu proses epitelisasi, dimana
sel- sel epitel mulai berproliferasi dipinggiran luka
lapis demi lapis dan berlanjut sampai sel epitel telah
kembali ke fenotip normalnya dan telah berkontak
kembali dengan membrane basalis. Proses ini terjadi
pada fase proliferasi yaitu dimulai dari hari ke-4
hingga hari ke-21 setelah perlukaan terjadi.’

Angiogenesis adalah pembentukan pembuluh

darah baru dari pembuluh darah yang sebelumnya
telah ada. Selama proses ini.selendotel di pembuluh
darah yang inaktifmenjadi teraktivasi, menimbulkan
munculnya ‘tunas’ pembuluh darah baru. Dua tunas
yang saling berdekatan akan bergabung agar

terbentuk perfusi dan akhirnyapembuluhdarah yang
fungsional dan matur akan terbentuk.*

Proses diatas didugadiatur oleh perubahan kadar
molekul proangiogenik dan antiangiogenik di
lingkungan sekitar pembuluh darah. Mediator
proangiogenik dan antiangiogenik yang telah
teridentifikasi yaituBasic fibroblas growth factor,
placental growthfactor ( PIGF), transforming growth
factor-p, interleukin-8, platelet derived growthfactor,
dan VEGF adalah protein-protein yang menstimulasi
angiogenesis . Pemeliharaan pembuluhdarah saat fase
makuf diduga tergadi ketika kadar sinyal
antiangiogenik melebihi sinyal proangiogenik.
Periode angiogenesis aktif terjadi ketika sel endotel
mengenali atau merasakan pergeserankeseimban gan
mediator-mediatorini, dimana sinyal proangiogenik
melebihi sinyalantiangiogenik yang dikenal sebagai
angiogenic switch ?

Aspek nutrisi mempunyai peran yang sangat
penting dalam penyembuhan luka pada kasus skin
graff.Saat  ini nutrien yang terkenal yaitu
kafein(1,3,7-trimethylxanthine) sebagai antioksidan
disebut punya fungsi yang penting dalam
penyembuhan luka. Efek antioksid atif dari konsumsi
kafein kronis dapat menekan risiko diabetes dan
memperbaiki  penyembuhan  luka  dengan
meningkatkan jumlah reseptor
adenosine.’Diungkapkan juga pada penelitian lain
ditemukan bahwa kafemmempunyai efek sebagai
antagonis adenosine-receptor A2 yang mencegah
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proliferasi dan migrasi keratinosit serta dapat
memiliki efek inhibitorik pada penyembuhan luka.’

Tujuan umum penelitian  ini adalah
membuktikan efek kafein dosis bertingkat terhadap
proses penyembuhan luka skin graff autologus tikus
Sprague Dawley. Tujuan khususnya adalah
membuktikan adanyapengaruhterhadap prosentase
epitelisasi dan jumlah densitas mikrovaskuler
jaringanpada  tikusSprague  Dawley  yang
diberikafeindosis rendah,dosis sedang, dosis tinggi
dibandingkan dengan yang tidak mendapatkan kafein
Hipotesis penelitian iniadalah pemberian diet kafein
dapatmeningkatkanprosentase epitelisasidan jumlah
densitas mikrovaskuler jaringan pada peny embuhan
luka jaringan skin graft autologus tikus Sprague
Dawley.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini adalah studi eksperimental
dengan “Blinded randomized post test only
controlled group design”. Penelitian dilakukan di
laboratorium hewan coba Fakultas Kedokteran
Universitas Diponegoro Semarang, laboratorium
Patologi Anatomi, Patologi Klinik RSUP Dr. Kariadi
dan RS Nasional Diponegoro Semarang dengan
waktu penelitian April — Juni 2018. Penelitian ini
juga telah mendapatkan Ethical Clearancedari
Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro

Seluruh sampel (Tikus Sprague Dawley)
dilakukan Skin Grafi Autologus pada waktu yang
bersamaan. Sampel dibagi secara acak menjadi 4
grup (K= Tanpa intake kafein), (P1= kafein 3 mg),
(P2 = kafein 6 mg), (P3 = kafein 9 mg). Semua
sampel berasal dari LPPT Universitas Gajah Mada
Yogyakarta telah memenuhi kriteria inklusi yaitu
berat badan 150 gram setelah aklimatisasi selama 7
hari, tanpa kelainan anatomis, berjenis kelamin
jantan, tidak ada penampakan sakit. Variabel bebas
dalam penelitian ini adalah dosis . Variabel
tergantung dalam penelitian ini adalah jumlah
makrofag jaringan, jumlah neutrofil darah tepi dan
jumlah monosit darah tepi. Kriteria drop out adalah
bila tikus ada penampakansakit, skingrafi gagal dan
tikus mati selama percobaan.

Perhitungan epitelisasi dan densitas
mikrovaskulerjaringan dilakukan padahari ke 7 pasca
Skin Graft. Data hasil penelitian meliputi : prosentase
epitelisasijaringan dan jumlah densitas
mikrovaskuler. Untuk penilaian prosentase epitelis asi
jaringan pada setiap kelompok perlakuan dilakukan
pemeriksaan  dengan  Software  Image J

sedangkanjumlah densitas mikrovaskuler dibaca
dengan 5 lapangan pandang, keduanyamelalui
pemeriksaan  Hematoxylin & Eosin.  Sebelum
dilakukan analisis dilakukan uji normalitas dengan
Saphiro Wilk karena jumlah data kurang dari 50.
Data dianalisis dengan metode ANOVA Post Hoc
Benferonni Test Kruskall-Wallis dan uji post hoc
Mann-Whitney Test. Perbedaan dinyatakan bermakna
bila didapatkan nilai P < 005 dengan mterval
kepercayaan 95% . Analisis data dilakukan dengan
program yang terkomputerisasi.

HASIL DAN PEMBAHAS AN
Epitelisasi

Untukujiepitelisasi didapatkan data normal
dan homogen,sehingga dilanjutkan ujibeda One Way
ANOVA Uji statistikinidilakukan untuk mengetahui
ada tidaknya perbedaanjumlah sel makrofag jaringan
antar kelompok penelitian. Hasil uji One Way
ANOVA didapatkan nilai p = 0001 (signifikan p<
0,05), terdapat perbedaan bermakna prosentase
epitelisasi jaringan pada keempat kelompok, dapat
dilihat pada tabel 1. Selanjutnya dilakukan uji Post
Hoe Bonferroni untuk mengetahui perbedaan antar
kelompok.

Tabel 1. Analisis Perbedaan Epitelisasi

Kelompok Mean + SD P value
K 579435
P1 654+13
P2 753 +28 0,001
P3 782 +28

* Diuji dengan One Way ANOVA(p<005)

Prosentase epitelisasi jaringan lebih tinggi
secara signifikan pada kelompok dosis tinggi,
dibandingkan kelompok kontrol p = 0.001(p < 0,03).
Prosentase epitelisasi jaringan lebih tinggi secara
signifikan pada kelompok dosis sedang,
dibandingkan kelompok kontrol p = 0,001(p <
0,05).Prosentase epitelisasi jaringan lebih tinggi
secara  signifikan pada  kelompok dosis
rendah dibandingkankelompok kontrol p = 0003(p <
0,05). Prosentase epitelisasi jaringan lebih tinggi
secara  signifikan  pada  kelompok dosis
sedang dibandin gkankelompok rendah p =0,001(p <
0,005). Prosentase epitelisasi jaringan lebih tinggi
secara  signifikan pada  kelompok dosis
tinggidibandingkankelompok rendah p=0,001(p <
0,05).Perbedaan yang tidak bermakna didapatkan
antara kelompok P3 dengan P2 (p=0,669)
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Tabel2. Analisis Post Hoc Bonferroniepitelisasi
antar kelompok

Kelompok Pl p2 P3

K 0.003%* 0.001* 0.001*
P1 - 0.001* 0.001*
P2 - 0,669

*Diuji dengan Post Hoc Bonferroni (p<(005)

Densitas Mikrovaskuler

Setelah  dilakukan uji Shapire-Wilk,
didapatkan data tidaknormaldan homo gen, sehingga
dilanjutkan menggunakan uji Kruskal Wallis. Hasil
uji Kruskal Wallis (tabel 3) didapatkan nilai p =
0001(signifikan p< 0,05)maka dapat disimpulkan
terdapat perbedaan bermakna jumlah densitas
mikrovaskulerpada keempat kelompok.Selanjutnya
dilakukan uji Mann Whitney untuk mengetahui
perbed aan antarkelompok yang disajikan dalamtabel
4.

Jumlah densitas mikrovaskuler jaringan
lebih tinggi secara signifikan pada kelompok dosis
tinggi,dibandin gkan kelompok kontrolp = 0008 (p <
0.05). Jumlah densitas mikrovaskuler jaringan lebih
tinggisecara signifikan padakelompok dosis sedang,
dibandingkan kelompok kontrol p =0010 (p <005).
Jumlah densitas mikrovaskuler jaringan lebih tinggi
secara  signifikan  pada  kelompok  dosis
sedang dibandingkankelompok rendah p = 0009 (p <
0005). Jumlah densitas mikrovaskuler jaringan lebih
tinggi secara signifikan pada kelompok dosis
tinggidibandingkankelompok rendah p = 0007 (p <
005). Jumlah densitas mikrovaskuler jaringan lebih
tinggi secara signifikan pada kelompok dosis
tinggidibandingkankelompok sedang p = 0008 (p <
005).Perbedaan yang tidak bermakna didapatkan
antara kelompok K dengan P1 (p=0.343).

Tabel 3. Analisis Perbedaan Densitas M ikrovasku ler

Kelompok Median (min — max) p
K 4(3-5)
P1 4(4-5)
P2 6(5-7 0,001
P3 13(12-14)

* Diuji dengan Kruskal Wallis( p<005)

Tabel 4. Analisis Mann Whimey Densitas
Mikrovas kuler antar kelompok

Kelompok P1 P2 P3
K 0343 0.010* 0.008*
P1 - 0,009+ 0.007*
p2 — 0.008*

*Diuji den gan Mann Whimey(p<005)

Epitelisasi Jaringan

Hasil penelitian menunjukkan, persentase
epitelisasijaringan ditemu kanrerata lebih tinggi pada
kelompok pemberian kafein dosis sedang
dibandingkan kelompok pemberian kafein dosis
rendah, dan rerata lebih tinggi pada kelompok
pemberian kafein dosis tinggi dibandingkan
kelompok pemberian kafein dosis sedangmaupun
dosis rendah dibandingkan dengan grup kontrol yang
tidak diberikan asupan kafein. Analisis perbedaan
presentase epitelisasi dilakukan menggunakan uji
One Way ANOVA. Hasil analisis perbedaan antar
kelompok pementase epitelisasi  dilakukan
meng gunakan uji Post Hoc Bonferroni didapatkan
perbedaan bermakna.

Sesuai dengan penelitian terdahulu yang
mengungkapkan bahwa kafein meningkatkan
proliferasi sel yang menunjukkan efek spesifik tipe
sel. Fibroblas kulit manusia yang pra-perawatan
dengan kafein dilindungi terhadap nekrosis yang
diinduksi hidrogen peroksida, yang menyebabkan
peningkatan jumlah sel dan peningkatan morfologi
sel, mekanisme perlindungan yang tampaknya
dimediasi  oleh  mekanisme selain  fungsi
antioksidan .**

Kafein dan produk katabolik theobromine dan
xanthine telah terbukti memiliki  sifat
antioksidan.'”ini menguatkan laporan bahwa efek
penghambatankafein padakerusakan DNA oksidatif
oleh radikal hidroksil dan efek quenching pada
produksi radikal hidroksil dimana antioksidan juga
telah terbukti meningkatkan penyembuhan luka."

Selama proses penyembuhan luka skin
graft Faktor pertumbuhan yang berperan besar dalam
proses proliferasi selama epitelisasi meliputi HB-
EGF, EGF,TGFu, dan KGF yang disebutkan
sebelumnya. Faktor pertumbu han lain yangada pada
luka, insulin growth growth factor (IGF)-1, terbukti
berperan  sinergis dengan HB-EGF dalam
merangsang proliferasi keratinosit. MMP. komponen
ECM, dan integrin, dapat bekerja sama untuk
membantu faktor pertumbuhan dalam mendorong
proliferasikeratinosit. MM P bekerja melaluiaktivitas
proteolitiknyauntuk melepaskan faktor pertumbuhan
dari matriks luka dan MMP juga dapat memproses
bentuk laten darifaktor pertumbuhan, seperti IGF-1,
mengubahnyamenjadibentuk aktif. ECM juga dapat
melibatkan integrin untuk memodulasi jalur reseptor
faktorpertumbuhan, yang menyebabkan peningkatan
aktivitas faktor pertumbuhan. Singkatnya, sinergi
antara faktor pertumbuhan, ECM,dan integrin adalah
hal-hal yang memainkan peran penting dalam
regulasiproliferasi keratinosit s elama re-epitelisasi.”?
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Proses fisiologi manusia dalam hal ini
khususnya penyembuhan luka merupakan salah satu
yang paling kompleks. Mekanisme ini melibatkan
serangkaian reaksi serta interaksiantara sel dengan
mediator dimana dibagi dalam beberapa fase.
Setidaknya terdapat 3 prasyarat kondisi lokal agar
proses penyembuhan luka dapatberlangsung dengan
normal, yaitu: 1) semua jaringan area luka dan
sekitarnyaharus vital, 2) tidak terdapat benda asing,
3) tidak disertai kontaminasi eksesif atau
infeksi.’Menunjukkan bahwa kafein dapat berperan
sebagai antioksidan di dalam tubuh. Saat terjadi
cedera jaringan, sel — sel yang rusak akan
menghasilkan reactive oxygen species (ROS) pada
fase awal penyembuhan luka dimana antioksidan
dibutuhkan untuk menghalau radikal bebas dan
mempercepat penutupan luka'*Pada penelitian secara
invitro yaitu pada sel keratinosit dan sel epidermal
manusia,bahwakafein dapat menghambat proliferasi
sel serta migrasi sel pada dosis tertentu.>'*Hal ini
memperlihatkan dua fungsi kafein pada proses
penyembuhan luka.

Jumlah Densitas Mikrovaskuler

Didapatkan rerata densitas mikrovaskuler
lebih tinggi pada kelompok pemberian kafein dosis
tinggi dibandingkan dosis sedang maupun dosis
rendah terutama dengan grup kontrol dimana tidak
diberikan asupan kafein. Analisis perbedaandensitas
mikrovaskuler dilakukan menggunakan uji Kruskal
Wallis didapatkanhasil terdapat perbedaan bermakna
antar kelompok. Dikarenakan terdapat perbedaan
bermakna kemudian dilanjutkan dengan uji hipotesis
Post Hoc menggunakan Mann Whitney dengan hasil
terdapatperbedaan signifikan.Hal inisesuai dengan
penelitian terdahulu yang melaporkan bahwa
kafeinmemiliki mekanisme sebagai antagonis
adenosine-receptor dimana dapat menginduksi
penyembuhan luka melalui peningkatan
angiogenesis . Penelitian lain juga
mengungkapkan kafeinmemiliki mekanisme sebagai
antagonis adenosine-receptor(A2) dimana dapat
mengind uksi penyembuhan luka melalui peningkatan
regulasivascular endothelial growth factor (VEGF)
secara sinergis.'®

Seperti telah dijelaskan sebelumnya bahwa
Penelitian sebelumnya menggambarkan bahwa
adenosin dan analognya, melaluireseptor adenosin
Ass yang mengikat, meningkatkan proliferasi dan
migrasi sel endotel serta pelepasan VEGF,
menunjukkan bahwareseptor adenosin meningkatkan
penyembuhan luka melalui peningkatan sekresi
faktor pertumbuhan ke area target.'’'*Penelitian
terdahulu juga mengungkapkan, bahwa kafein

memiliki mekanisme sebagai antagonis adenosine-
receptor A2 dimana dapat menginduksi
penyembuhan luka melalui  peningkatan
angiogenesis . Diungkapkan juga pada penelitian lain
ditemukan bahwa kafein dapat menghambat
penyembuhan luka denganmekanisme penghambatan
epitelialisasidan menekanproliferasiselmelalui efek
anti inflamasinya dimana saat penyembuhan luka
dibutuhkan mediator — mediator inflamasi untuk
menstimulasiberbagai vasciudar endothelial growth
factor!*Selama angiogenesis, pembuluh darah baru
terbentuk dari pembuluhdarahinaktif yangtelah ada
sebelumnya yang bermig rasidan berproliferasiuntuk
memanjangkan pembuluh darah. Saat fase resolusi
angiogenesis ,dua pembuluh darahyang berdekatan
akan bergabung untuk membentuk aliran darah dan
pembuluh darah yang non-perfusi akan mengalami
regresi. Pada akhirnya, membran basal akan dibuat
kembali, pericyte akan kembalimelingkupi pembuluh
darah,dan pembuluhdarahakan kembali ke keadaan
inaktif.*

SIMPULAN

Berbagai pembahasan diatas dapat diambil
kesimpulan bahwa terdapat perbedaan bermakna pada
prosentase epitelisasi dan jumlah densitas
mikrovaskuler jaringan pada penggunaan kafem dosis
bertingkat pada proses penyembuhan luka skin grafi
autologus tikus Sprague Dawley. Peneliti juga
menyadari masih banyak keterbatasan penelitian
yang harus diperbaiki untuk melengkapi dan
menyempurnakan penelitian ini. Salah satu
keterbatasan penelitian ini karenadiujihanya dengan
pengecatan sedethana Hematoxylin &Eosin. Akan
lebih baik penelitian mendatangdapat dilakukan pada
beberapamediator pertumbuhan jaringan lain, serta
pengecatan yang lebih  komplek dengan
imunohistokimia seperti VEGF, IGF.

Penelitian ini hanya melakukan analisa dan
pemeriksaan pada hari ke 7 pasca skin graft, akan
lebih baik bila pemeriksaan jumlah sel inflamasi
dievaluasi pada 14 hari atau lebih pasca skin grafi
dan sehingga dapat memonitor proses penyembuhan
luka epitelisasi dan jumlah densitas mikrovaskuler
yang lebih menyeluruh sesuai dengan tahapan
penyembuhan luka.

Selain itu penelitian ini dilakukan pada
media hewan coba tikus, tidak menutup kemungkinan
mungkin media penelitian dapat ditingkatkan dapat
ditingkatkan lebih lanjutpada hewan coba lain yang
mempunyai teksturkulit menyerupai manusia seperti
babibila memungkinkan, agar mendapatkan hasil
yang lebih mendekati untuk penggunaan pada
manusia di masaakan datang.
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