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KEYWORDS ABSTRACT

collagen type I; Introduction: Most commonly used vital pulp therapy material is calcium hydroxide

g’cr}ncpc():lte I (Ca(OH),) but it has several disadvantages. Previous studies found that nano-hydroxyapatite

nano h;/ e might induce reparative dentin with no tunnel defect and adding collagen can improve
hydroxyapatite mechanical properties. The collagen can also increase pulp cell proliferation
and differentiation. The addition of Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) to collagen gel can be
beneficial in reducing pulp inflammation. Objective: The purpose of this study is to synthesize
and analyze the physical characteristics of the nano-Hydroxyapatite-collagen-Epigallocatechin-
3-Gallate hydrogel composite. Methods: Nano-hydroxyapatite from chicken egg shells, 0,2
g/mL collagen type I, and 10 mmol/L EGCG each dissolved in 2 mL deionized water with
various ratio of nano-hydroxyapatite:collagen, 40:60 (group 1), 50:50 (group 2), and 60:40
(group 3). Each solution was mixed together then 2% HPMC was added into the mixture. In
present study, we observed hydrogel composite pH value, gelation time, and injectability
analysis. Results: The pH value in 1 hour stirring for each group was 8,05 + 0,05, 8,43 + 0,02,
and 8,71 + 0,04. All samples had 1 hour gelation time. Injectability for each group was
90,67%, 91,93%, and 95,03%. Conclusions: The nanohydroxyapatite, collagen and EGCG
hydrogel composite has a potential physical characterization to be used as a vital pulp therapy
material based on its pH value and injectable ability but further study should be considered in
determining ideal gelation time.
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ABSTRAK

Pendahuluan: Bahan perawatan pulpa vital yang paling umum digunakan adalah kalsium
hidroksida (Ca(OH),), tetapi bahan tersebut memiliki beberapa kekurangan. Penelitian
sebelumnya menunjukkan nano-hidroksiapatit mampu merangsang pembentukan dentin
reparatif tanpa tunnel defect dan penambahan kolagen mampu meningkatkan sifat mekanik
hidroksiapatit. Penambahan Epigallocatechin-3-Gallate (ECGC) pada gel kolagen bermanfaat
dalam mengurangi respon inflamasi pulpa. Tujuan: Penelitian ini dilakukan untuk mensintesis
dan melakukan wuji karakteristik fisik komposit hidrogel nano-hidroksiapatit-kolagen-
Epigallocatechin-3-Gallate. Metode: Nano-hidroksiapatit dari cangkang telur ayam dilarutkan
dengan 0,2 g/mL kolagen tipe I, dan 10 mmol/L EGCG masing-masing ke dalam air deionisasi
dengan perbandingan rasio nano-hidroksiapatit dan kolagen, 40:60 (kelompok 1), 50:50
(kelompok 2), dan 60:40 (kelompok 3). Seluruh larutan dicampurkan dan ditambahkan HPMC
2%, lalu dilakukan uji karakteristik gel berupa uji pH, waktu gelasi, dan uji injektabilitas.
Hasil: Nilai pH 1 jam setelah pengadukan secara berurutan adalah 8,05 + 0,05, 8,43 + 0,02, dan
8,71 + 0,04 dengan waktu gelasi selama 1 jam. Injektabilitas secara berurutan adalah 90,67%,
91,93%, dan 95,03%. Kesimpulan: Bahan komposit hidrogel nano-hidroksiapatit, kolagen,
dan EGCG memiliki karakteristik fisik yang berpotensi untuk digunakan sebagai bahan terapi

pulpa vital jika dilihat dari nilai pH dan kemampuan injektabilitas yang diperoleh.

PENDAHULUAN

Menurut Global Burden of Disease Study tahun 2017
sebanyak 2,3 miliar orang dewasa dan 530 juta anak-anak
mengalami karies atau gigi berlubang.! Menurut World
Health Organization (WHO), masalah gigi yang paling
umum ditemukan di dunia adalah karies atau gigi
berlubang. Di Indonesia, data Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) tahun 2018 menunjukkan proporsi masalah
gigi yang paling banyak adalah karies, yaitu sebesar
45,3%.2

Karies yang tidak dirawat dapat menyebabkan risiko
infeksi pulpa yang akan menimbulkan rasa nyeri dan
menyebabkan nekrosis pulpa sehingga memerlukan
perawatan pulpa, salah satunya perawatan pulpa vital.’
Bahan yang paling sering digunakan dalam perawatan
pulpa vital dan merupakan gold standard dalam
perawatan kaping pulpa adalah kalsium hidroksida
(Ca(OH),).>* Kalsium hidroksida memiliki pH yang
tinggi sehingga mampu merangsang pembentukan dentin
reparatif dan membunuh bakteri. Bahan tersebut juga
memiliki beberapa kekurangan, seperti mudah larut,
kemampuan adhesif terhadap dentin yang rendah,
menyebabkan inflamasi, kemampuan sealing dalam
jangka waktu lama yang kurang baik, serta pembentukan
dentin reparatif dengan tunnel defect serta berporus.>®
Penelitian-penelitian terbaru mencoba untuk membuat
suatu bahan yang bermanfaat dalam perawatan pulpa
salah satunya dengan bahan-bahan seperti, nano-
hidroksiapatit, kolagen, dan Epigallocatechin-3-Gallate
(EGCG).4>7

Hidroksiapatit (Ca,,(PO,)c(OH),) adalah mineral
anorganik dengan kandungan utama kalsium dan fosfat
dengan rasio Ca/P sebesar 1,67 (stoikiometri).® Hidroksi-
apatit telah banyak digunakan dalam bidang ortopedi dan
kedokteran gigi karena hidroksiapatit memiliki komposisi
kimia yang sama dengan tulang dan gigi sehingga
memiliki biokompatibilitas yang baik, osteokonduktif,
non toksik, bioaktif, dan dapat didegradasi secara
perlahan.® Limitasi dari hidroksiapatit adalah memiliki
sifat mekanis yang rendah.’

Dewasa ini, salah satu penggunaan nanoteknologi di
bidang kedokteran gigi adalah nano-hidroksiapatit.'®
Hidroksiapatit yang berukuran nanometer memiliki
beberapa  keunggulan, salah  satunya = mampu
meningkatkan kelarutan, bioaktivitas serta sifat mekanik
dari biokeramik hidroksiapatit.®!! Hal ini disebabkan
oleh luas permukaannya lebih besar dibandingkan
hidroksiapatit berukuran konvensional.!!

Hidroksiapatit dapat disintesis secara kimiawi atau
berasal dari sumber alam.!? Salah satu sumber alami yang
dapat digunakan dalam sintesis hidroksiapatit adalah
cangkang telur ayam karena mengandung unsur mineral
berupa kalsium karbonat (CaCO,) sebanyak 94%. Hal ini
yang membuat cangkang telur ayam dapat digunakan
sebagai sumber kalsium dalam sintesis hidroksiapatit.'?

Hidroksiapatit telah digunakan dalam bidang
kedokteran gigi, salah satunya yaitu mampu membentuk
dentin reparatif dalam perawatan kaping pulpa.
Berdasarkan penelitian Swarup et al, hidroksiapatit
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berukuran nanometer mampu membentuk dentin reparatif
tanpa adanya tunnel defect dengan respon inflamasi yang
ditimbulkan lebih cepat berkurang dibandingkan
Ca(OH),.” Penelitian lainnya menunjukan bahwa
penambahan kolagen terhadap hidroksiapatit mampu
membantu mengurangi sifat hidroksiapatit yang rapuh
serta meningkatkan proliferasi dan adesi sel sehingga
scaffold  hidroksiapatit-kolagen  dikatakan  dapat
berpotensi untuk merangsang diferensiasi dan proliferasi
sel stem pulpa.!* Penelitian sebelumnya menunjukan
bahwa sel pulpa yang dikultur di dalam scaffold kolagen
dapat berdiferensiasi odontogenik dengan vaskular yang
tinggi sehingga berpotensi dalam perawatan pulpa.*

Kolagen merupakan protein yang tersusun dari asam
amino yang terdiri atas tiga rantai alfa membentuk
struktur tripel heliks.!> Terdapat 28 tipe kolagen yang
dapat ditemukan pada tubuh manusia dan kolagen yang
umum ditemukan adalah kolagen tipe I-V. Kolagen tipe 1
dapat ditemukan pada tulang, kulit, tendon, pembuluh
darah, dan pada gigi, menyusun sekitar 90% komponen
organik dentin.'® Kolagen tipe I merupakan kolagen
yang paling umum digunakan dalam rekayasa jaringan
dan sering digunakan dalam industri makanan, kosmetik,
dan kimia karena memiliki sifat biokompatibilitas yang
baik, dapat diserap, mampu menstimulasi regenerasi
jaringan, dan biodegradable.">'7 Kolagen memiliki
kekurangan, yaitu stabilitas termal dan sifat mekanis
yang rendah.'$!° Penelitian Kwon et al. menunjukan
bahwa kolagen membran dapat berikatan silang dengan
EGCG yang berefek pada perbaikan sifat mekanis dan
peningkatan kekasaran permukaan kolagen sehingga
mempengaruhi proliferasi dan diferensiasi sel pulpa.?®

Epigallocatechin-3-Gallate (EGCG) merupakan salah
satu polifenol terbanyak (59%) dalam daun teh yang
memiliki efek antiinflamasi, antibakteri, antioksidan, dan
antimutagenik.*!°2! EGCG ditemukan berperan dalam
perawatan pulpa karena mampu mengurangi respon
inflamasi dengan cara mengikat Nitric Oxide (NO)
sehingga meningkatkan jumlah sel fibroblas serta
berperan dalam proses penyembuhan pulpa.’

Penelitian ini didasarkan oleh penelitian Hikmawati et
al. yang berhasil membuat bentuk injeksi dengan
menggunakan  hidroksiapatit dan  gelatin, serta
penggunaan hydroxypropyl methylcellulose (HPMC)
sebagai agen suspensi untuk meningkatkan viskositas
serta meningkatkan stabilitas.!”?>?3 Agen suspensi yang
paling umum digunakan adalah polimer, seperti
methylcellulose (MC), sodium carboxymethycellulose
(CMC), dan hydroxypropyl methylcellulose (HPMC)
dengan karakteristik seperti, tidak berawarna, tidak
mempengaruhi analisis kimia, tidak ionik, dan tidak
menyebabkan reaksi biologis.”> HPMC merupakan
polimer semi sintetis turunan selulosa yang dapat larut

dalam air dan biasanya digunakan sebagai bahan
suspensi, pembentuk film, matriks drug delivery karena
memiliki biokompatibilitas yang baik dan dapat
didegradasi.!”

Tujuan penelitian ini adalah untuk membuktikan
bahwa ketiga bahan ini dapat disintesis menjadi suatu
bahan hidrogel komposit dan dan menganalisis
karakteristik fisik yang dapat berpotensi untuk digunakan
sebagai bahan terapi pulpa. Uji karakteristik yang
dilakukan pada penelitian ini adalah uji pH, waktu gelasi,
dan uji injektabilitas

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris yang telah dilakukan di Puspitek LAPTIAB-
BPPT. Penelitian ini menggunakan bahan berupa nano-
hidroksiapatit dari kulit telur ayam berukuran <60 nm
(ProDB, Pertiwi Technology, Bogor, Indonesia), kolagen
tipe I yang terhidrolisis dari bovin (Wuhan Healthdream
Biological Technology, Wuhan, China), EGCG (Sigma
Aldrich, St Louis, Missouri, USA), HPMC 2% (Ashland
Benecel, Doel, Belgium), dan air deionisasi (OneLab
WaterOne, Sidoarjo, Indonesia).

Alat yang digunakan, yaitu syringe 21G 10 cc
(OneMed, Sidoarjo, Indonesia), gelas kimia, cawan petri,
pH meter (AZ Instrument, Taichung, Taiwan), timbangan
analitik (Radwag, Torunska, Polska), digital hot plate
magnetic stirrer (Barnstead/Thermolyne, Dubuque,
USA), dan stopwatch.

Sintesis hidrogel dilakukan dengan melarutkan
20wN% atau 0,2 g/mL kolagen ke dalam 2 mL air
deionisasi. Nano-hidroksiapatit disesuaikan dengan rasio
perbandingan nano-hidroksiapatit dan kolagen setiap
kelompok, yaitu 40:60 (kelompok 1), 50:50 (kelompok
2), dan 60:40 (kelompok 3) lalu larutkan dalam 2 mL air
deionisasi. EGCG sebanyak 10 mmol/L dilarutkan ke
dalam 2 mL air deionisasi, selanjutnya ketiga larutan
tersebut dicampurkan dan diaduk hingga homogen
menggunakan magnetic stirrer dengan suhu 40°C.
Kemudian HPMC 2% sebanyak 0,07 g/mL ditambahkan
ke dalam campuran dan diaduk menggunakan magnetic
stirrer dengan suhu 40°C.

Uji pH

Uji pH hidrogel dilakukan untuk melihat stabilitas
bahan. Pengukuran dilakukan setelah pengadukan, menit
ke-20, 40, dan 60 menggunakan pH meter selama
menunggu proses gelasi dalam waktu 1 jam dan
dilakukan pengukuran sebanyak 3 kali untuk setiap
kelompok.?*
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Penentuan Waktu Gelasi

Proses gelasi hidrogel dilakukan berdasarkan
penelitian Wu et al.?> yaitu memasukkan 1 mL hidrogel
ke dalam gelas kimia lalu gelas kimia direndam ke dalam
water bath suhu 37°C selama 10 menit. Waktu gelasi
ditentukan setiap menit dengan menggunakan metode
inverted tube, yaitu memiringkan gelas kimia hingga
terlihat perubahan viskositas bahan menjadi gel.

Uji Injektabilitas

Uji  injektabilitas  dilakukan  untuk  melihat
kemampuan hidrogel ekstrusi dari syringe dengan
menggunakan syringe 21G.*® Dilakukan dengan cara
memasukkan hidrogel ke dalam syringe kemudian
diinjeksikan ke dalam cawan petri, ditimbang, lalu
dihitung persentase injektabilitasnya. Setiap kelompok
dilakukan pengukuran sebanyak 3 kali. Rumus persentase
injektibilitas adalah sebagai berikut:

Injektabilitas (%) = (Massa yang eckstrusi dari syringe/
Total massa sebelum injeksi) x 100%.%2

HASIL PENELITIAN
Hasil Uji pH dan Waktu Gelasi

Nilai pH seluruh kelompok setelah pengadukan
mengalami peningkatan hingga menit ke-60 dengan
rentang sekitar 8,05-8,71 (Gambar 1). Waktu gelasi untuk
setiap kelompok (40:60, 50:50, 60:40) adalah 1 jam.

Hasil Pengukuran pH
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Gambar 1. Hasil Pengukuran pH

Hasil Uji Injektabilitas

Hasil injektabilitas seluruh kelompok bernilai =90%
dengan nilai tertinggi pada kelompok 3 (60:40) sebesar
95,03%, diikuti oleh kelompok 2 (50:50) sebesar 91,93%,
dan kelompok 1 (40:60) sebesar 90,67% (Gambar 2).

Hasil Injektabilitas (%)
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Kelompok 1 (40:60) Kelompok 2 (50:50) Kelompok 3 (60:40)

H Injektabilitas (%)
Gambar 2. Hasil Injektabilitas

PEMBAHASAN

Pada penelitian sebelumnya, nano-hidroksiapatit,
kolagen, dan EGCG dapat bermanfaat dalam perawatan
pulpa.*>720  Nano-hidroksiapatit mampu merangsang
pembentukan dentin reparatif karena memiliki sifat
osteokonduktif sehingga mampu merangsang osteoblas
untuk membentuk osteodentin tanpa funnel defect. Nano-
hidroksiapatit juga dapat menyebabkan respon inflamasi.
Hal ini disebabkan karena kondisi pH tinggi dan terjadi
pelepasan ion Ca?". Menurut studi terdahulu, respon
inflamasi yang berasal dari nano-hidroksiapatit lebih
rendah dan cepat hilang dibandingkan bahan Ca(OH),
karena pada Ca(OH), ion Ca’>" akan larut dalam cairan
fisiologis.” Penambahan EGCG pada gel kolagen sebagai
scaffold  mampu  meningkatkan  proliferasi  dan
diferensiasi odontogenik sel pulpa karena adanya
peningkatan kekuatan mekanis dan waktu gelasi dari
scaffold kolagen sehingga mempengaruhi sifat biologis
scaffold. Dalam perawatan pulpa, EGCG juga mampu
mengurangi respon inflamasi serta memiliki efek
antibakteri terhadap patogen oral, seperti Streptococcus
mutans dan Enterococcus faecalis.*

Penelitian ini didasari oleh penelitian Hikmawati et al.
yang membuat bahan injeksi campuran nano-hidroksi-
apatit-gelatin dan ditambahkan 10w/v% Streptomycin
serta HPMC. Pada penelitian tersebut digunakan gelatin
sebesar 20 w/v% serta injektabilitas pasta tertinggi
ditemukan pada perbandingan nano-hidroksiapatit dan

10
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gelatin - 40:60 (98,64%) sehingga penelitian ini
menggunakan rasio tersebut.?? Prosedur gelasi dilakukan
dengan merendam gel pada water bath suhu 37°C selama
10 menit sesuai dengan penelitian Wu et al. Prosedur
gelasi dapat terjadi melalui proses cross-linking secara
fisik dengan adanya ikatan antar rantai polimer.?
Penggunaan suhu 37°C dilakukan untuk menyesuaikan
dengan suhu tubuh.?’” Penelitian ini membuat sediaan
dalam bentuk gel karena mudah untuk diaplikasikan pada
struktur dentin yang rigid, dapat menyesuaikan dengan
bentuk anatomi saluran akar yang kompleks, serta
mengisi defek tulang irregular.?°

Salah satu karakteristik yang perlu diperhatikan pada
suatu bahan adalah nilai pH karena berhubungan dengan
kemampuan bahan dalam membantu mempertahankan
vitalitas pulpa ataupun mendukung terjadinya regenerasi
jaringan pulpa. Pengukuran pH dilakukan berdasarkan
penelitian Yen et al., yaitu dengan mencatat nilai pH
pada menit ke-20, 40, dan 60 selama menunggu proses
gelasi dalam waktu 1 jam pada temperatur ruangan.?*
Secara teori, pulpa normal memiliki pH sekitar 7,35-7,8,
tetapi pada saat gigi tereckspos akibat karies atau trauma,
terjadi penurunan pH pulpa menjadi asam sehingga
menyebabkan inflamasi, nekrosis, serta kematian
jaringan pulpa.?® Penelitian sebelumnya menemukan
bahwa sel pulpa yang dikultur pada bahan dengan nilai
pH <7,5 akan menyebabkan kematian sel, tetapi pada pH
bahan sekitar 9,5 menunjukkan adanya proliferasi sel
pulpa.? Nilai pH bahan perawatan di bidang endodontik
juga biasanya bersifat basa, seperti kalsium hidroksida
(Ca(OH),) yang mampu melepaskan ion hidroksil untuk
membunuh bakteri dan merangsang reaksi inflamasi
untuk merangsang pembentukan dentin reparatif. pH
bahan yang bersifat basa diperlukan  untuk
mempertahankan vitalitas dan mengembalikan pH pulpa
optimum.?® pH hidrogel seluruh kelompok sudah bersifat
basa dan lebih tinggi dibandingkan pH pulpa normal,
tetapi secara teori masih dibawah dari bahan perawatan
pulpa vital yang umum digunakan, seperti Ca(OH), (pH
12-13) dan MTA (pH 10,2).%

Proses gelasi dilakukan dengan metode inverted tube
test lalu diinkubasi pada 37°C untuk mengubah viskositas
larutan pada suhu ruangan menjadi gel?® Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa rentang waktu gelasi
optimal adalah 5-30 menit di mana laju gelasi cukup
lambat untuk memberikan waktu dalam aplikasinya,
tetapi cukup cepat bagi gel untuk mendapatkan stabilitas
setelah injeksi.?® Pada penelitian ini, seluruh kelompok
memiliki waktu gelasi >30 menit. Hal ini bisa terjadi
karena pada penelitian ini menggunakan kolagen tipe I
yang terhidrolisis dengan viskositas rendah sehingga
mudah untuk larut dalam air dibandingkan kolagen

murni. Kolagen yang terhidrolisis memiliki kekurangan,
yaitu kurang mampu untuk membuat suatu film sehingga
memerlukan biopolimer lainnya.!’ Salah satu polimer
semi sintetik turunan selulosa yang bersifat hidrofilik
serta mampu digunakan sebagai bahan suspensi adalah
HPMC (hydroxypropyl methylcellulose).'7-*32* Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi HPMC, semakin tinggi viskositas gel, tetapi
pengaruhnya terhadap waktu gelasi belum diketahui
secara pasti.?43!

Uji injektabilitas dilakukan untuk melihat kemampuan
gel untuk ekstrusi dari sebuah syringe dalam waktu
tertentu. Persentase injektabilitas dapat diketahui dengan
menghitung berat sampel sebelum dan sesudah injeksi
dan injektabilitas hidrogel yang diharapkan adalah
mendekati 100%. Kemampuan injeksi suatu bahan
dipengaruhi oleh karakteristik reologi bahan dan diameter
syringe yang digunakan.?? Pada penelitian ini, nilai
injektabilitas tertinggi dapat ditemukan pada kelompok 3
(60:40), yaitu sebesar 95,03%. Hal ini sesuai dengan
penelitian Maulida et al. yang mendapatkan nilai
injektabilitas tertinggi sebesar 97,74% pada perbandingan
hidroksiapatit:gelatin 65:35.32

KESIMPULAN

Karakteristik fisik dari bahan komposit hidrogel
campuran nano-hidroksiapatit, kolagen, dan EGCG
berpotensi untuk digunakan sebagai bahan terapi pulpa
vital jika dilihat dari nilai pH dan kemampuan
injektabilitas yang diperoleh. Penelitian lebih lanjut
dibutuhkan untuk mengetahui waktu gelasi yang ideal
dari bahan komposit hidrogel.
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