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ABSTRAK

Latar belakang : Respon normal terhadap trauma jaringan adalah proses perbaikan
untuk  mengembalikan susunan anatomi dan fisiologi. Interaksi antara fakior
pertumbuhan dan sel yang terlibat dalam proses perbaikan jaringan, salah satunya
adalah fibroblast, memegang peran penting dalam penyembuharn luka. Nyeri dan cemas
secara langsung dapat menimbulkan stres pada sistem imun dan mensupresi makrolag.
Hal ini menyebabkan sitokin yang dilepaskan makrofag sepeti TNF o, ,IL-1, IL-6, IL-8,
TGF f aktivitasnya ikut menurun. TGF B mempunyai peran menstimulasi fibroblast,
meningkatkan matrik ekstraseluler ( ECM ) dan meningkatkan kolagenasi untuk proses
penvembuhan fuka.

Metode : Dilakukan penelitian eksperimental laboratorik dengan desain “Randomized
Post test only control group design” yang menggunakan binatang percobaan sebagai
obyek penelittan. Sampel dibagi dalam tiga kelompok, kelompok kontrol yaitu tikus
sehat yang tidak diberikan perlakuan sama sekali, kelompok P | yaitu kelompok yang
setelah dimnsisi tidak diberikan infilirasi levobupivakain, dan kelqmpok P vaitu
kelompok yang setelah dilakukan insisi diberikan infiltrasi levobupivakain setiap 8 jarn
dalam 24jam pertama dengan keluaran ( owufcome ) berupa jumlah fibroblast. Data
dianalisa dengan uji One Way Anova dan uji Bonferoni dengan derajal kemaknaan p <
(005,

Hasil . Jumlah fibroblast pada Kelompok Perlakuan 2 yaitu 106,96 (SD=10,059)
adalah lebith tinggi dibanding Kelompok Konirol yailu 80,7_6 (§D=3,035) dan
kelompok perlakuan 2 vaitu 42,96 (SD=11.159).

Simpulan : Jumlah {ibroblast pada kelompok yang diberi infiltrasi levobupivakain lebih

tinggi dibandingkan dengan kelompok yang tidak diberi infiltrasi levobupivakain.

Kata kunci  : levobupivakain, fibroblast, penyembuhan luka
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ABSTRACT

Background : Normal response to tissue injury is a reparative process that results in
sustained restoration of anatomical and-functional integrity. The interaction of growth
factors and cells involved in the process of tissue repair (i.e., fibroblasts), plays an
important role in wound healing. Pain and anxiety give stress to immune system and

suppress macrofag. In this condition cytokines which are released by macrofag (i.e TGF B)

decreased. TGF P has important role to stimulates fibroblasts and increase the extracellular

matriks (ECM) for wound healing process.

Methods : This study is a laboratoric experimental study with randomized post test only
control group design. Fifteen Wistar rats were divided into three groups. The Control group
were healthy rats without any treatment. The P1 group didn’t get levobupivacain after
incision, and P2 group got levobupivacain every 8 hours in first 24 hours after incision.
The fibroblast number was the outcome, and analyzed using One Way Anova test and
Bonferoni test. The significance level was p< 0.05.

Result : The fibroblast number of P1 group was 106.96, higher than the fibroblast number
of control group (80,76), whereas the control group was 42,96.

Conclusion : The fibroblast in group which get levobupivacain infiltration is higher than

on the groups without levobupivacain infiltration.

Keywords : Levobupivacain, fibroblast, wound healing process.
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BAB 1
PENDAHULUAN

.1 Latar belakang masalah

Penyembuhan luka adalah suatu proses koordinasi yang melibatkan hubungan yang
rumit antara faktor seluler, humoral dan unsur Jaringan ikat. Respon host terhadap
penyembuhan luka pada umumnya dibagi atas beberapa fase yang masing-masing saling

tumpang tindih yaitu fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi. '*2

Diantara sel sel jaringan ikat yang sangat penting dalam remodelling dan -

penyembuhan dari jaringan yang rusak adalah fibroblastt. ‘Fibroblastt adalah komponen
seluler primer dari jaringan ikat dan sumber sintetis utama dari matrik protein misalnya
kolagen. Kolagen yang dihasilkan fibroblastt akan membentuk struktur protein utama pada
jaringan ikat yang memberikan daya regang (fensile sirenght) pada penyembuhan luka.*?

Nyeri merupakan salah satu faktor yang dapat menghambat penyembuhan luka.
Nyeri bila tidak dikelola dengan tepat akan berakibat memperpanjang fase katabelik berupa
peningkatan glukagon, kortikoid dan resistensi insulin. Peningkatan hormon glukokortikoid
mempengaruhi proses anti inflamasi, menghambat pembentukan fibroblastt, mengganggu
sintesis kolagen sehingga menghambat penyembuhan luka, *

Dalam keadaan nyeri, B endorfin yang dilepas pituitaria kadarnya akan meningkat
dan mempunyai sifat mensupresi makrofag, sehingga produksi juga menurun. Penurunan
beberapa faktor pertumbuhan ini akan berakibat terjadinya hambatan kesembuhan luka. ®

Infiltrasi obat anestesi lokal levobupivakain dapat mengurangi intensitas nyeri
dengan menghambat jalur transmisi impuls nyeri, sehingga menurunkan sekresi hormon
glukokortikoid dan menghilangkan salah satu faktor penghambat penyembuhan Iuka ®7,

Dari uraian tersebut diatas peneliti terdorong untuk melakukan penelitian tentang
pengaruh infiltrasi levobupivakain sebagai obat anestesi lokal melalui proses hambatan
rangsang nyeri, terhadap ﬁerubahan pada tingkat seluler jumlah fibroblast yang merupakan
faktor yang penting dalam proses penyembuhan luka. Penelitian yang pernah dilakukan
oleh Mulyata St ( 2002 ) dalam penelitian pada tikus yang mendapatkan rangsang stres

. . 10
akan mengalami perpanjangan masa penyembuhan luka ¥% 1.




I.2. Rumusan masalah

Berdasarkan latar belakang masalah di atas dapat dirumuskan masalah sebagai
berikut :

Apakah infiltrasi obat anestesi lokal levobupivakain meningkatkan jumiah fibroblast

dalam kaitannya dengan penyembuhan luka pada binatang percobaan.

L3.Tujuan penelitian

L.3.1. Tujuan umum

* Membuktikan pengaruh pemberian infiltrasi obat anestesi lokal levobupivakain

terhadap jumlah fibroblast pada binatang percobaan.

1.3.2. Tujuan khusus

1. Mengukur secara histologis adanya perbedaan jumlah fibroblast pada kelompok pada
kelompok K (kelompok kontrol tanpa insisi), kelompok P, (kelompok perlakuan yang
dilakukan insisi tanpa diberi infiltrasi levobupivakain) dan kelompok P, (kelompok
perlakuan yang dilakukan insisi dan diberi infiltrasi levobupivakain)

2. Membandingkan jumlah fibroblast antara kelompok kontrol (K)  kelompok perlakuan 1
( Py ), dan kelompok perlakuan 2 ( P; ).

1.4, Manfaat penelitian
Apabila hipotesis penelitian ini terbukti, maka diharapkan :

1. Penelitian ini dapat menjadikan sumbangan teori untuk mengungkap mekanisme
penyembuhan luka dengan pemberian infiltrasi anestesi lokal levobupivakain
sebagai penghilang ranngang nyeri.

2. Penelitian ini dapat dijadikan landasan untuk penelitian lebih lanjut mengenai
kecepatan penyembuhan luka dengan mengikuti dari awal sampai berakhirnya

proses penyembuhan luka.




BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

IL1. LEVOBUPIVAKAIN
I1.1.1 Sifat kimia ,

Levibupivakain adalah obat anestesi lokal dengan durasi lama. Termasuk golongan
amid ( CONH-) yang memiliki atom karbon asimetrik dan isomir Levo(-). Levobupivakain
memiliki pKa 8,1 , pKa berarti pH pada saat 50% molekul basa bebas dan 50% molekul
dengan muatan ion positif. Bila ditambahkan bikarbonat pH akan meningkat sebanding
dengan molekul basa bebas, molekul akan bebas melintasi membran akson dengan mudah
dan secara farmakologis beraksi lebih cepat. Sebaliknya pada pH rendah atau asam akan
lebih sedikit molekul basa bebas melintasi membran akson dengan aksi farmakologis lebih
lambat, contoh pada infeksi lokal. Ikatan dengan protein lebih dari 97% terutama pada
asam o | glikoprotein dibandingkan pada albumin, sedangkan ikatan protein dengan
bupivakain 95%. Hal ini berarti kurang dari 3% obat berada bebas dalam plasma. Fraksi
konsentrasi yang kecil ini dapat berefek pada jaringan lain yang menyebabkan efek
samping dan manifestasi toksik. Pada pasien hipoproteinemi, sindrom nefrotik, kurang
kalori protein, bayi baru lahir dengan sedikit kadar protein, menyebabkan kadar obat bebas
dalam plasima tinggi sehingga efek toksik terlihat pada dosis rendah. ™°
11.1.2 Farmakokinetik

Metabolisme obat terjadi di hepar oleh enzim sitokrom P 450 terutama CYPIA2
dan CYP3A4 isoforms. Cara pemberian melalui epidural , spinal, blok saraf perifer dan
infiltrasi. Penggunaan intravena sangat terbatas karena beresiko toksik. Bersihan obat
dalam plasma akan menurun bila terjadi gangguan fungsi hepar. °
11.1.3 Farmakodinamik

Mekanisme aksi sama dengan bupivakain atau obat anestesi lokal Jain. Apabila
MLAC ( minimum local analgesic concentration ) tercapai, obat akan melingkupi membran
akson schingga memblok kanal natrium dan akan menghentikan transmisi impuls saraf
Konsentrasi untuk menimbulkan efek toksik pada jantung dan saraf lebih besar pada
levobupivakain dari pada bupivakain. Batas keamanan 1,3 berarti efek toksik tidak akan

terlihat sampai konsentrasi 30%. ”°
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I1.1.4 Efek toksik

Levobupivakain menimbulkan depresi kardiak lebih sedikit dibandingkan
bupivakain dan ropivakain. Gejala toksisitas sistem saraf pusat pada bupivacain lebih
rendah rata rata 47,1 mg dibandingkan levobuvikain 56.1 mg.””

I1.1.5 Aplikasi klinik

Levobupivakain dapat digunakan untuk epidural, subaraknoid , blok pleksus
brakialis, blok supra dan infra klavikuler, blok interkostal dan interskalen, blok saraf
perifer, blok peribulber dan retrcbulber, infiltrasi iokal, analgesi obstetr, pengelolaan nyeri
setelah operasi, pengelokaan nyeri akut dan kronis. Dosis tunggal maksimum yang’
digunakan 2 mg /kg bb dan 5,7 mg/kg bb ( 400 mg ) dalam 24 jam. >*

I1.1.6 Efek samping
Sama dengan efek samping obat anestesi lainnya, diantaranya hipotensi, bradikardi,

mual, muntah, gatal, nyeri kepala, pusing, telinga berdenging, gangguan buang air besar

dan kejang. "*°

1.2, PATOFISIOLOGI NYERI1

Nyeri merupakan gejala umum dari hampir setiap penyakit, bersifat subyektif, dan
disertai konsekuensi psikologis bervariasi, menyebabkan nyeri memiliki definisi
bermacam-macam. Nyeri merupakan suatu pengalaman hidup kompleks, sinyal neurologis
yang berasal dari jaringan tubuh terluka akan menyatu dengan emosi dan pikiran yang
berproses menghasilkan pengalaman nyeri. Nyeri juga merupakan suatu sensasi tidak
nyaman yang dirasakan timbul dari bagian tubuh tertentu, yang disebabkan proses yang
merusak atau berpotensi merusak jaringan tubuh . Nyeri berarti pengalaman sensorik dan
emosional yang tidak menyenangkan yang berhubungan dengan terjadinya kerusakan
jaringan atau yang cenderung merusak jaringan. '

Luka irisan bedah termasuk nyeri klinis. Pada nyeri klinis terjadi perubahan
kepekaan sistem saraf terhadap rangsang nyeri, sebagai akibat kerusakan jaringan yang
disertai proses inflamasi, terlokalisir, hilang bila inflamasi dan jaringan sembuh. Nyeri
klinis termasuk nyeri akut, yaitu reaksi sensoris sistem nosiseptif mendadak yang
merupakan sinyal mekanisme pertahanan tubuh. Nyeri akut dipicu oleh kerusakan somatik
1,12

atau viseral dengan lama berlangsungnya bersamaan dengan penyembuhan luka.
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Menurur McCance ( 1994 } nyeri dan cemas secara langsung dapat menimbulkan
stres pada sistem imun, atau lewat peptida hipotalamik, pituitaria dan katekolamin sebagai
produk cabang simpatis. Substansi yang merupakan penghubung antara kedua sistem otak
dan sistem imun adalah CRF, ACTH, B endorfin, substansi P dan masih banyak lagi. Otak
memberikan respon terhadap stres dengan melepas CRF yang dilakukan oleh PVN dan
diperkirakan berperan sebagai mediator primer dan beberapa perubahan yang - diinduksi
stres. Perubahan tersebut termasuk aktivasi aksis HPA dan aksis SAM ( Sympathetic
Adrenal Medullary ).'>"*

Dalam keadaan stres dan nyeri berat, B endorfin yang dilepas pituitaria kadarnya’

Juga meningkat dan mempunyai sifat mensupresi makrofag, sehingga aktivitas makrofag
yang dipengaruhi TFN y lebih menurun lagi. Penurunan aktivitas makrofag akan berakibat
pada sitokin yang dilepaskan makrofag sepeti TNF a ,IL-1, IL-6, IL-8, TGF B aktivitasnya
juga ikut menurun. Sel TH ; yang didiferensisasi dari CD4+, karena pengaruh supresi
kortisol, aktivitasnya juga menurun sehingga TGF B yang diproduksi THs, jumlah dan
aktivitasnya juga ikut menurun. Padahal TGF  mempunyai peran meningkatkan matrik
ckstraseluler ( ECM ) dan meningkatkan kolagenasi, sehingga apabila TGF B menurun,
sitokin yang mempunyai peran penyembuhan luka kadarnya ikut menurun, sehingga
berakibat terjadi hambatan kesembuhan luka ' 1% 1% 14

Kerusakan di jaringan kulit atau jaringan perifer menyebabkan terlepasnya mediator
kimiawi dan mensensitisasi nosiseptor sehingga terjadi penurunan nilai ambang. Mediator
lain : bradikinin, substansi P, turut berpengaruh dan timbul impuls nosiseptif. Terjadilah
proses transmisi, yang mengantar impuls nosiseptif melalui serabut aferen primer nosispetif
dari perifer lewat radiks posterior menuju kornu posterior medula spinalis. Dalam kornu
posterior terdapat sistem modulasi impuls nosiseptif yaang disebut gerbang kendali nyeri (
gate control theeory of pain ). Gerbang kendali nyeri berperan sebagai modulator terhadap
semua impuls nosiseptif yang masuk, dengan memperbesar atau menghambat impuls.
Serabut fasikulus desendens keluar dari otak berjalan menuju gerbang kendali nyeri menuju
setiap segmen medula spinalis. Serabut ini berfungsi membantu menghambat impuls
nosiseptif yang berjalan dari perifer menuju sentral dan melewati gerbang kendali nyeri.
Apabila intensitas impuls nosiseptif melampaui ambang sel transmisi T, maka impuls
nosispetif akan berjalan mengikuti sistem aksi menuju pusat supraspinal untuk dipersepsi

. . . . 11,12,13, 14
di pusat somatosensoris sebagai pengalaman nyeri. !’




IL.3. PENYEMBUHAN LUKA |

Rangsang eksogen dan endogen dapat menimbulkan kerusakan sel, dan selanjutnya
memicu reaksi vaskuler kompleks pada jaringan ikat yaﬁg ada pembuluh darahnya. Reaksi
inflamasi berguna sebagai proteksi terhadap jaringan ?ang mengalami kerusakan untuk
tidak mengalami infeksi dan meluas tak terkendali. Proses inflamasi sangat erat
_berhubungan dengan penyembuhan luka. Tanpa adanya inﬂamasi tidak akan terjadi proses
penyembuhan luka, luka akan tetap menjadi sumber nyeri sehingga proses inflamasi dan
penyembuhan luka akan cenderung menimbulkan nyeri. 516

Proses inflamasi terjadi pada jaringan ikat dengan pembuluh darah yang'
mengandung plasma, sel yang bersirkulasi, elemen seluler dan ekstra seluler jaringan
pengikat. Termasuk komponen seluler adalah eritrosit, lekosit : netrofil, eosinofil, basofil,
monosit, limfosit, trombosit. Termasuk sel jaringan peﬁgikat adalah sel mast, fibroblast,
monosit, makrofag dan limfosit. Elemen ekstra seluler diantaranya kolagen, elatin,
glikoproptein adesif : fibronektin, laminin, kolagen non fibril, tenasen, proteoglikan, ' !7

Proses penyembuhan luka terjadi pada awal inflamasi, selanjutnya akan bersamaan.
Dalam proses inflamasi terjadi perusakan, pelarutan dun penghancuran sel atau agen
penyebab kerusakan sel. Pada saat yang sama terjadi proses reparasi, proses pembentukan
kembali jaringan rusak atau proses penyembuhan jaringan rusak. Proses ini baru selesai
sempurna sesudah agen penyebab kerusakar sel dinétralkan. Selama proses reparasi
berlangsung, jaringan rusak diganti oleh regenerasi sel parenkimal asli dengan cara mengisi
bagian yang rusak dengan jaringan fibroblast (proses scarring). Atau kombinasi keduanya.
15.16

Penyembuhan luka merupakan proses terus menerus dari peradangan dan perbaikan,
dimana sel-sel intlamasi, epitel, endotel, trombosit dan fibroblast keluar secara bersamaan
dari tempatnya semula dan berinteraksi untuk mengémbalikan kenisakan. Kerusakan
jaringan akan diikuti reaksi komplek dalam jaringan penéikat yang mempunyai pembuluh
darah. Sel dalam jaringan rusak akan melepaskan mediator kimiawi yaitu kemoatraktan dan
sitokin, yang mempﬁnyai daya kemotaktik, mampu menarik lekosit dalam sirkulasi kapiler.
Netrofil akan tertarik dan terjadi akumulasi mendekati sel endotel dinding venula. Proses
ini disebut marginasi. Akumulasi netrofil akan menempél pada permukaan endotel karena
adanya molekul adesi yang dilepaskan oleh endotel kareﬁa pengaruh IL 1 yang diproduksi

netrofil, ¥




Molekul adesi tersebut antara lain E-selektin, ICAM 1, ICAM 2. Selanjutnya
netrofil akan bergerak menggelinding pada permukaan endotel akibat daya dorong aliran
plasma. Periekatan netrofil pada endotel makin kuat dan bergerak aktif secara diapedesis,
kemudian berhenti dan mengeluarkan pseudopodia, mengerutkan diri menyisip lewat celah
antar membran basalis sel endotel untuk keiuar ekstravasasi dan transmigrasi meninggalkan
kapiler menuju jaringan interstitial yang rusak. *

Aktifitas netrofil sejak intravaskuler, transmigrasi ke tempat tujuan juga terjadi pada

eosinofil, basofil, monosit dan limfosit. Di jaringan target sel tersebut aktif mematikan dan

menghancurkan mikroba sesuai dengan cara masing-masing. Pada saat yang sama juga

terjadi proses penyembuhan. !¢

Sitokin bersama faktor pertumbuhan seperti PDGF, FGF aktif berperan
melaksanakan proses penyembuhan. Beberapa macam sitokin terlibat dalam proses
penyembuhan yaitu : TNF o, IL 1, IL 6, IL 8 dan TGF . Sesudah disekresi oleh sel T, sel
B, makrofag, platelet, sel endotel, fibroblast, plasenta, tulang dan ginjal segera melepas
dimer biologis aktif dari komponen molekul laten. Fungsinya bisa sebagai faktor inhibitor
dan bisa juga sebagai stimulator. Pada konsentrasi rendah akan menginduksi sintesis dan
sekresi PDGF, sedangkan pada konsentrasi tinggi merupakan inhibitor pertumbuhan karena
menghambat ekspresi reseptor PDGF. TGF B juga menstimulasi daya kemotaksis
fibroblast, inhibisi produksi kolagen dan fibronektin, menghambat degradasi kolagen
karena peningkatan atau penurunan inhibitor protease. Pada inflamasi kronis TGF B terlibat
dalam pertumbuhan fibrosis *. Dalam keseimbangan antara deposisi dan degradasi fibrin

fungsi sitokin keseluruhan dapat menggeser keseimbangan tersebut ke arah residu fibrin. ¢




I1.3.1. Fase penyembuhan luka
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Gambar 1. Fase penyembuhan luka

11.3.1.1.] Fase inflamasi

Ease inflamasi terjadi pada hari 0 — 5. Proses penyembuhan terjadi pada saat terjadi
luka. Luka karena trauma atau luka karena pembedahan mengakibatkan kerusakan pada
struktur| jaringan dan mengakibatkan perdarahan. Pada awalnya darah akan mengisi
jaringan‘ yang cedera dan terpaparnya darah terhadap kolagen akan mengakibatkan
terjadiny‘(a degranulasi trombosit dan pengaktifan faktor Hageman. Hal ini kemudian akan

memicu|sistem biologis lain seperti pengaktifan komplemen kinin, kaskade pembekuan dan

pembentukan plasmin. Keadan ini memperkuat sinyal dari daerah terluka, yang tidak saja
mengaktifkan pembentukan bekuan yang menyatukan tepi luka tetapi juga akumulasi dari
beberapa‘i mitogen dan menarik zat kimia ke daerah luka. Pembentukan kinin dan
prostaglandin menyebabkan vasodilatasi dan peningkatan permeabilitas dari pembuluh
darah di daerah luka. Hal ini menyebabkan edema dan kemudian meninbulkan
pembengkakan dan nyeri pada awal terjadinya luka. Poli morfo nuklear (PMN) adalah sel

pertama|yang menuju ke tempat terjadinya luka. Jumlahnya meningkat cepat dan mencapat

puncaknya pada 24 — 48 jarm. Fungsi utamanya adalah memfagositosis bakteri yang masuk.
Pada penyembuhan luka normal tampaknya kehadiran sel-sel ini tidak begitu penting sebab
penyeml})uham luka dapat terjadi tanpa keberadaan sel-sel ini. Adanya sel ini menunjukkan
bahwa luka terkontaminasi bakteri. Bila tidak terjadi infeksi sel-sel PMN berumur pendek

dan jurlahnya menurun dengan cepat setelah hari  ketiga. "2




¢

Elemen imun seluler yang berikutnya adalah makrofag. Sel ini turunan dari monosit
yang bersirkulasi, terbentuk karena proses kemotaksis daa migrasi. Muncul pertama 48 —
96 jam setelah terjadi luka dan mencapai puncak pada hari ke 3 . Makrofag berumur lebih
panjang dibanding dengan sel PMN dan tetap ada di dalam luka sampai proses
penyembuhan berjalan sempurna. Sesudah makrofag akam muncul limfosit T dengan
Jumlah bermakna pada hari ke 5 dan mencapai puncak pada hari ke 7. Sebaliknya dari
PMN, makrofag dan limfosit T penting keberadaanya pada penyembuhan luka normal.

Makrofag seperti halnya netrofil, memfagositosis dan mencerna organisme-organisme

patologis dan sisa-sisa jaringan. Makrofag juga melepas zat biologis aktif. Zat ini’

mempermudah terbentuknya sel inflamasi tambahan yang membantu makrofag dalam
dekontaminasi dan membersihkan  sisa jaringan. Makrofag juga melepas faktor
pertumbuhan dan substansi lain yang mengawali dan mempercepat pembentukan formasi
jaringan granulasi. Zat yang berfungsi sebagai transmiter interseluler ini secara

keseluruhan disebut sitokin. °

I1.3.1.2 Fase proliferasi

Fase ini terjadi pada hari ke 3 — 14. Rila tidak ada kontaminasi atau infeksi yang
bermakna, fase inflamasi berlangsung pendek. Setelah luka berhasil dibersihkan dari
jaringan mati dan sisa material yang tidak berguna, dimulailah fase‘proliferasi. Fase
proliferasi ditandai dengan pembentukan jaringan granulasi pada luka. Jaringan granulasi
merupakan kombinasi dari elemen seluler termasuk fibroblast dan sel inflamasi, yang
bersamaan dengan timbulnya kapiler baru tertanam dalam jaringan longgar ekstra seluler
dari matriks kolagen, fibronektin dan asam hialuronik. Fibroblast muncul pertama kali
secara bermakna pada hari ke 3 dan mencapai puncak pada hari ke 7. Peningkatan jumlah
fibroblast pada'daerah luka merupakan kombinasi dari proliferasi dan migrasi. Fibroblast
ini berasal dari sel-sel mesenkimal lokal, terutama yang berhubungan dengan lapisan
adventisia, pertumbuhannya disebabkan oleh sitokin yang diproduksi oleh makrofag dan
limfosit. Fibroblast merupakan elemen utama pada proses perbaikan untuk pembentukan
protein struktural yang berperan dalam pembentukan jaringan. Fibroblast juga
memproduksi kolagen dalam jumlah besar, kolagen ini berupa glikoprotein berantai tripel,
unsur utama matriks luka ekstraseluler yang berguna membentuk kekuatan pada jaringan

parut. Kolagen pertama kali dideteksi pada hari ke 3 setelah luka, meningkat sampai




minggu ke 3. Kolagen terus menumpuk sampai tiga bulan. Penumpukan kolagen pada saat
awal terjadi berlebihan kemudian fibril kolagen mengalami reorganisasi sehingga terbentuk
jaringan reguler sepanjang luka. Fibroblast juga menyebabkan matriks fibronektin, asam
hialoronik dan glikos aminoglikan. Proses proliferasi fibroblast dan aktifasi sintetik inj
dikenal dengan fibroplasia.’

Revaskularisai dari luka terjadi secara bersamaan dengan fibroplasia. Tunas-tunas
kapiler tumbuh dari pembuluh darah yang berdekatan dengan luka. Pada hari ke 2 setelah

luka sel-sel endotelial dari venulae mulai bermigrasi sebagai respon stimuli angiogenik.

Tunas-tunas kapiler ini bercabang di ujungnya kemudian bersatu membentuk lengkung -

kapiler dimana darah kemudian mengalir. Tunas-tunas baru muncul dari tengkung kapiler
membentuk pleksus kapiler. Taktor-faktor terfarut yang menyebabkan angiogenesis ini
masih belum diketahui. Tampaknya proses ini terjadi dari kombinasi proliferasi dan
migrasi. Mediator pertumbuhan se[ endotelial ini dan kemotaksis termasuk sitokin yang
dihasilkan trombosit, makrofag dan limfosit-pada luka, tekanan oksigen yang rendah, asam
laktat dan amin biogenik. Sitokin merupakan stimulan potensial untuk pembentukan
formasi baru pembuluh darah termasuk basic fibroblastt growth fakior ( bFGF), asidic FGF
(aFGF), transforming growth factor a 8 (TGF « ) dan epidermal growth factor (eFGF).
FGF pada percobaan invivo merupakan subtansi poten dalam neovaskularisasi.’

Proses tersebut terjadi dalam luka. sementara itu pada permukaan luka juga terjadi
restorasi intregritas epitel. Reepitelisasi ini terjadi beberapa jam setelah luka. Sel epitel
tumbuh dari tepi luka, bermigrasi kejaringan ikat yang masih hidup. Epidermis segera
mendekati tepi luka dan menebal dalam 24 jam setefah luka. Sel basal marginal pada tepi
luka menjadi longgar ikatannya dari dermis di dekatnya, membesar dan bermigrasi ke
permukaan luka yang sudah mulai terisi matriks sebelumnya. Sel basal pada daerah dekat
luka mengalami pembelahan yang cepat dan bermigrasi dengan pergerakan menyilang satu
dengan yang lain sampai defek yang terjadi tertutup semua. Ketika sudah terbentuk
jembatan, sel epitel yang bermigrasi berubah bentuk menjadi lebih kolumner dan
meningkat aktifitas mitotiknya. Proses reepitelisasi sempurna kurang dari 48 jam pada luka
sayat yang tepinya saling berdekatan dan memerlukan waktu lebih panjang pada luka
dengan defek lebar. Stimulator reepitelisasi ini belum diketahui secara lengkap. Faktor
faktor yang diduga berperan adalah EGF, TGFf , Bfgf, PDGF dan insulin like growth

factor (IGF 1),
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f1.3.1.3. Fase maturasi

Fase ini berlangsung dari hari ke 7 sampai dengan 1 tahun. Segera setelah matriks
ekstrasel terbentuk dimulailah reorganisasi. Pada mulanya matriks ekstrasel kaya akan
fibronektin. Hal ini tidak hanya menghasilkan migrasi sel subtratum dan pertumbuhan sel
ke dalam tetapi juga menyebabkan penumpukan kolagen oleh fibroblast Terbentuk asam
hialuronidase dan proteoglikan dengan berat molekul besar berperan dalam pembentukan
matriks ekstraszluler dengan konsistensi seperti gel dan membantu infiltrasi seluler.

Kolagen berkembang cepat menjadi faktor utama pembentuk matriks. Serabut kolagen pada

permulaan terdistribusi acak membentuk persilangan dan beragregasi menjadi bundel-

bundel fibril yang secara perlahan menyebabkan penyembuhan jaringan dan meningkatkan
kekakuan dan kekuatan  ketegangan. Sesudah 5 hari periode jeda, dimana saat ini
bersesuaian dengan pembentukan jaringan granulasi awal dengan matriks sebagian besar
tersusun dari fibronektin dan asam hialuronidase, terjadi peningkatan cepat dari kekuatan
tahanan luka karena fibrogenesis kolagen. Pencapaian kekuatan tegangan luka berjalan
lambat. Sesudah 3 minggu kekuatan penyembuhan luka mencapai 20% dari kekuatan
akhir. Bagaimanapun, kekuatan akhir penyembuhan luka tetap kurang dibanding dengan
kulit yang tidak pernah terluka, dengan kekuatan tahanan maksimal jaringan parut hanya
70 % dari kulit utuh.”

Pengembalian kekuatan tegangan berjalan perlahan karena deposisi jaringan
kolagen terus menerus, remodeling serabut kolagen membentuk bundel-bundel kolagen
lebih besar dan perubahan dari cross linking inter molekuier. Remodeling kolagen selama
pembentukan jaringan parut tergantung pada proses sintesis dan katabolisme kolagen yang
berkesinambungan. Degradasi kolagen pada luka dikendalikan oleh enzim kolagenase .
Kecepatan tinggi sintesis kolagen mengembalikan luka ke jaringan normal dalam waktu 6
bulan sampai 1 tahun. Remodeling aktif jaringan parut akan terus berlangsung sampai 1
tahun dan tetap berjalan dengan lambat seumur hidup.’

Pada proses remodeling terjadi reduksi secara perlahan pada vaskularisasi dan
selularitas jaringan yang mengalami perbaikan sehingga terbentuk jaringan parut kolagen
yang relatif avaskuler dan aseluler. Hal ini tampak pada eritema berkurang dan reduksi
jaringan parut yang terbentuk. Gambaran tersebut merupakan gambaran normal dari
penyembuhan. Pada beberapa kasus terjadi pengerutan jaringan parut yang menyebabkan

penurunan mobilitas kulit seperti pada kontraktur. Pengerutan luka yang terjadi karena
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pergerakan ke dalam dari tepi luka juga merupakan faktor berpengaruh dalam

penyembuhan luka dan harus dibedakan dengan kontraktur.’

[1.4. FIBROBLAST

Penyembuhan luka merupakan suatu proses yang kompleks dimana merupakan
hasil interaksi antara scluler, humoral, dan elemen-elemen Jaringan ikat. Proses perbaikan
luka berbeda antara jaringan yarfg satu dengan yang lain tergantung dari jenis luka. Pada

proses penyembuhan luka elemen yang berbeda secara kontinyu dan bersamaan bekerja

secara terintegrasi, tetapi untuk keperluan deskriptif dapat dibagi menjadi fase-fase yang’

saling tumpang tindih yakni fase inflamasi, fase migrasi atau proliferasi, ada pula yang
menyebutnya sebagai fase granulasi dan fase maturasi atau remodeling. Ketiga fase tersebut
didahului oleh proses koagulasi dimana protein-proten koagulasi dan platelet bekerja untuk
mencegah perdarahan. Sel-sel yang berperan dalam setiap fase berbeda-beda, tergantung

fungsi dan tujuan fase. Sel-sel yang berperan pada setiap fasenya terperinci pada tabel 1.

Tabel 1. Peran sel pada fase penyembuhan luka

Fase

Sel-sel yang berperan

Proses koagulasi

Trombosit

Inflamasi

Trombosit
Makrofag
Neutrofil

Migrasi / proliferasi / granulasi

Makrofag
Limfosit
Fibroblast
Sel epitel
Sel endotel

Maturasi / remodelling

Fibroblast

Dari table 1 dapat kita ketahui bahwa sel fibroblast berperan pada dua fase yaitu pada fase
migrasi atau disebut juga fase proliferasi/granulasi dan fase remodeling atau disebut juga

fase maturasi.
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Pada fase granulasi terbagi lagi menjadi beberapa bagian seperti yang dapat ditunjukkan

pada bagan berikut

Masa pembekuan

A

Fase inflamasi

A

Fase migrasi / proliferasi
Epitelisasi
Fibroplasia
Kontraksi
Angiogenesis

A\ 4
Fase remodeling / maturasi

Bagan 1. Rangkaian fase penyembuhan luka.
Dari bagan | tersebut fase migrasi atau proliferasi terbagi atas beberapa rangkaian yaitu

Epitelisasi, fibroplasia, kontraksi dan angiogenesis. Fibroblast berperan pada seluruh

‘rangkaian tersebut, Peran fibroblast pada setiap rangkaian akan di jelaskan lebih lanjut. *

I. Fase migrasi / proliferasi / granuiasi
Jaringan granuiasi ditandai dengan bentuknya yang berwarna kemerahan seperti daging,
akibat pembelahan dan migrasi sel endotelial untuk membentuk rangkaian jaringan kaya
kapiler yang baru ( angiogenesis ) pada tempat luka. Fibroblast luka berasal dari sel-sel
fibroblast disekitar luka yang mengubah fenotif diferensiasi mereka dan menjadi aktif
selama proses replikasi. Fibroblast bermigrasi kedalam luka, menggunakan timbunan fibrin
dan matriks fibronektin sebagai scaffold. Fibroblast berproliferasi ( fibroplasia ) dan
mensintesa marriks ekstraseluler baru. Pertumbuhan sel-sel endotelial vaskuler terjadi
secara simultan dengan proses fibroplasia selama pembentukan atau formasi jaringan
granulasi, distimulasi oleh platelet dan produk-produk makrofag yang teraktivasi. Jadi ,
jaringan granulasi merupakan suatu matriks longgar yang tampak pada luka dan terbentuk
dari kolagen, fibronektin, dan asam hialurcnat, dengan inflitrasi makrofag, fibroblast, dan

sel-sel endotelial vaskuler.?




Awal matriks luka sementara dibentuk oleh fibrin, fibronektin, dan asam hialuronat juga
Glykosaminoglikan ( GAG ) yang seluruhnya, kecuali fibrin, dihasilkan oleh fibroblast.
Akibat kerangka bentuk asam hialuronat yang mengandung banyak air, asam hialuronat
menyediakan matriks yang meningkatkan migrasi sel. Adhesi glykoprotein, termasuk
fibronektin, laminin, dan tenascin, terdapat diseluruh martiks awal dan memfasilitasi
pertambahan dan migrasi sel.reseptor integrin pada permukaan sel terikat pada matriks
GAG dan glikeprotein. Saat fibroblast memasuki dan mengisi luka, mereka menggunakan

hialuronidase untuk mendigesti matriks sementara yang kaya akan asam hialuronat dan

kemudian menimbun lebih banyak GAG. Secara concomitan, fibroblast menimbun kolagen”

diatas fibronektin dan scaffold GAG dalam susunan tak teratur, Kolagen tipe I dan III
merupakan kolagen fibriler utama yang membentuk matriks ekstraséluler kulit. Kolagen
tipe I1I juga awalnya lebih predominan pada luka dibandingkan dengan kulit hormal, tetapi
saat luka matur, kolagen tipe I lebih banyak tertimbun dalam luka kolagen yang paling
banyak baik pada luka maupun kulit normal adalah kolagen tipe I. %2

a. Epitelisasi

Dalam waktu beberapa menit setelah terjadinya luka, perubahan-perubahan morfologi pada
keratinosit pada tepi luka terjadi. Pada kulit yang luka, epidermal menebal, dan sel-sel basal
marginal melebar dan bermigrasi memenuht defek pada luka. Satu kali sel bermigrasi, sel
tersebut tidak akan berbelah hingga kontinuitas epidermal diperbaiki. Sel-sel basal yang
telah diperbaiki pada area dekat potongan luka terus membelah, dan sel-sel yang dihasilkan
merata dan bermigrasi ke seluruh matriks fuka membentuk suatu iembaran. Adhesi sel
glikoprotein seperti fibronektin, vitronectin, dan tenascin menyediakan “jalan” untuk
memfasilitasi migrasi sel epitelial ke matriks Juka. Keratinosit mendasari laminin dan
kolagen tipe I'V sebagai bagian mereka pada membran dasar. Keratinosit menjadi kolumner
dan membelah sebagai lapisan epidermis yang terbentuk.

b. Fibroplasia

Hasil proses penyembuhan luka pada mamalia adalah pembentukan jaringan parut.

Morfologi jaringan parut terbentuk akibat kurangnya susunan jaringan dibandingkan
susunan jaringan normal disekitarnya. Deposisi kolagen yang tak teratur memainkan
peranan menonjol pada pembentukan jaringan parut. Serat-serat kolagen baru di sekresi
oleh fibroblast yang mulai dihasilkan pada hari ke-3 setelah terjadinya luka. Saat matriks

kolagenosa terbentuk, serabut padat kolagen akan mengisi area luka.
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C. Kontraksi

Pada luka terbuka, sekeliling kulit yang tak luka luka tertarik menutupi defek sebagai
proses kontraksi luka. Hal ini berhubuirgan dengan gerakan centripetal kulit. Kulit yang
tertartk memeliki struktur dermis normal. Secara umum kontraksi luka menguntungkan
karena mengurangi area jaringan parut yang menutupi defek.

Sel yang bertanggung jawab pada kontraksi luka adalah myofibroblast. Myofibroblast
merupakan sel mesenkim dengan fungsi dan karakteristik sruktur seperti fibroblast dan sel-

sel otot polos. Sel tersebut merupakan komponen seluler jaringan granulasi atau jaringan

parut yang membangkitkan tenaga kontraktil melibatkan aktivitas kontraksi muskuler aktin-"

miosin sitoplasma.

Myofibroblast berasal dari fibroblast luka, dan tanda dari fenotip myofibroblast adalah
ekspresi aktin otot halus-alpha, bentuk aktik serupa dengan sel-sel otot polos vaskuler.
Mikrofilamen aktin tersusun sepanjang axis panjang fibroblast dan berhubungan dengan
dense bodies untuk tambahan pada sekeliling matriks seluler. Myofibroblast juga memiliki
tambahan fungsi unik yang menghubungkan sitoskeleton ke matriks ekstraseluler yang

disebut fibronexus. Fibronexus dibutuhkan untuk koneksi yang menjembatani membran sel

. antara mikrofilamen interseluler dan fibronectin ekstraseluler. Jadi, kekuatan kontraksi luka

mungkin disebabkan oleh kumparan aktin dalam myofibroblast, dan hal tersebut diteruskan
ke tepi luka oleh ikatan sel-sel dan sel-matriks.

d. Angiogenesis

Keluarga angiopoetin terdiri dari 4 anggota, yaitu angiopoetin 1 sampai 4. yang berperan
dalam angiogenesis adalah angiopoetin 2.

Dalam pembentukan jaringan baru sangat dibutuhkan suplai darah yang kaya atau banyak,
dan ini nampak pada warna kemerahan pada luka yang baru menutup. Pembuluh pembuluh
darah ini, beberapa diantaranya akan menghilang sesuai dengan kebutuhan. Makrofag
memproduksi macroghage-derived angiogenic factor, salah satunya angiopoetin 2, dan
stimulasi angiogenesis untuk merespon oksigenasi jaringan yang rendah. Faktor ini
berfungsi sebagai chemoattractant untuk sel sel endotel. Basic fibroblastt growth factor
yang disekresi oleh makrofag, vascular endothelial growth factor yang disekresi oleh sel
epidermal, fibroblastt growth factor-7,Epidermal growih factor,dan aktivin yang disekresi

oleh fibroblast juga penting untuk proses angiogenesis.
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Pembentukan cabang cabang kapiler baru merupakan respon dari faktor faktor tadi.
Sel sel endotel bergabung menjadi satu dan mengikat fibrin, yang akan mensuport
pembentukan dinding pembuluh darah. Hasil dari angiogenesis adalah terbentuknya
pembuluh pembuluh darah baru yang akan memberikan banyak suplai darah pada luka dan
juga faktor faktor yang dibutuhkan untuk penyembuhan luka. Angiogenesis akan berhenti
sesuai dengan kebutuhan akan pembuluh darah baru. Pembuluh pembuluh darah baru yang

tidak dibutuhkan akan hilang dengan sendirinya (apoptosis).>

II. Fase remodeling / maturasi

Seperti yang telah dijelaskan sebelumnya fase ini berlangsung dari hari ke 7 sampai dengan
1 tahun. Segera setelah matriks ekstrasel terbentuk dimulailah reorganisasi. Pada mulanya
matriks ekstrasel kaya akan fibronektin. Hal ini tidak hanya menghasilkan migrasi sel
subtratum dan pertumbuhan sel ke dalam tetapi juga menyebabkan penumpukan kolagen
oleh fibroblast Terbentuk asam hialuronidase dan proteoglikan ( yang keduanya-dibentuk
oleh fibroblast ) dengan berat molekul besar berperan dalam pembentukan matriks
ckstraseluler dengan konsistensi seperti gel dan membantu infiltrasi seluler. Kolagen
berkembang cepat menjadi faktor utama pembentuk matriks.

Fibroblast merupakan penghasil utama kolagen. Fibroblast menghasilkan molekul
prekolagen intersefuler yang disebut tropocolagen pada batas membrane ribosom,

membungkus procolagen kedalam, vesikel sekretorik di apparatus golgi, dan kemudian

}
mengeluarkannya menembus membrane sel kedalam ruang ekstraseluler dimana kolagen
yang dihasilkan merupakan matriks yang paling dibutuhkan pada fase remodeling atau

maturasi seperti yang telah dijelaskan sébelumnya. 2

I.5. PENGARUH FAKTOR SISTEMIK DAN LOKAL DALAM PROSES
PENYEMBUHAN

Proses inflamasi dan proses perbaikannya ( repair ) berjalan bersamaan, hanya

arahnya yang berlawanan . Terdapat sejumlah faktor sistemik dan faktor lokal yang dapat

mengganggu proses penyembuhan luka.’
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Faktor-faktor tesebut antara lain. faktor sistemik :
I. Nutrist, pengaruhnya sangat menonjol. Defisiensi protein dan vitamin C
menggganggu sintesis kolagen dan memperlama penyembuhan
2. Status metabolik,misalnya diabetes melitus

Status sirkulasi darah

[

e

Hormon glukokortikoid mempunyai pengaruh anti inflamasi, dapat mempengaruht

komponen inflamasi dan fibreplasia, sehingga dapat mengganggu sintesis kolagen

Faktor lokal

1. Tnfeksi, rherupakan penyebab tunggal keterlambatan penyembuhan

o

. Faktor mekanik misal mobilisasi awal, memperlambat penyembuhan luka

Benda asing seperti benang jahitan yang tidak terresorpsi, fragmen baja, pecahan

(W8]

tulang, merupakan halangan untuk penyembuhan luka

4. Macam, lokasi dan ukuran besarnya luka, mempengaruhi penyembuhan

Perlukaan di wajah lebih cepat sembuh daripada di kaki, karena wajah kaya
vaskularisasi. Luka kecil karena trauma tumpul lebih cepat sembuh daripada yang besar.
Komplikasi penyembuhan luka timbul karena beberapa penyebab antara lain 1.

1. Pembentukan jaringan parut tidak cukup

2. Pembentukan komponen perbaikan berlebihan

[F8]

. Terjadinya kontraktur

I.6. PENGARUH ANESTESI LOKAL TERHADAP PENYEMBUHAN LUKA
OPERASI

Nyeri secara langsung dapat menimbuikan stres pada sistem imun, atau lewat
peptida hipotalamus, pituitaria dan katekolamin sebagai produk cabang simpatis. Substansi
yang merupakan penghubung antara kedua sistem, otak dan sistem imun, adalah CRF
(Cortitrophin Releasing Factor), ACTH, B endorfin, substansi P, dan lain-lain. Otak
memberikan respon terhadap stres dengan melepas CRF yang dilakukan oleh PVN
(Paraventrilularis Nukleus), dan diperkirakan berperan sebagai mediator primer dari
beberapa perubahan yang diinduksi nyeri. Perubahan tersebut termasuk aktivas aksis HPA

(Hipothalamus-Pituitaria-Adrenal) dan aksis SAM (Simpatetik Adrenal Medulary). Pada
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nyeri hebat sinyal berjalan melewati aksis HPA, menimbulkan disregulasi sistem imun
sehingga terjadi penurunan ketahanan tubuh. Sinyal tersebut juga melewati aksis SAM,
menimbulkan gejala patofisiologis berupa respon otonom, yaitu suatu respon biologis yang

diekspresikan dalam bentuk peningkatan tekanan darah, nadi, respirasi, keringat dingin dan

spasme otot, % 1920

Telah dilaporkan beberapa efek anestesi lokal terhadap proses penyembuhan luka.
Cassuto dkk melaporkan bahwa pemakaian anestesi lokal secara topikal dan sistemik pada
luka bakar akan menghambat ekstravasasi plasma pada tikus. Sedangkan Brofeldt dkk
melaporkan penggunaan lidokain krim 5 % pada luka bakar parsial dengan konsentrasi
yang dinaikkan sampai 2,25 mg/cm® berhubungan dengan berkurangnya nyeri, hilangnya
komplikasi infeksi maupun alergi serta proses penyembuhan luka yang baik. Schmidt dan
Rosenktanz melaporkan bahwa lidokain 2 % menghambat pertumbuhan semua bakteri
patogen kecuali Streptococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. De Amici dkk
melaporkan bahwa bupivakain menghambat replikasi virus, sedang Rossenberg PH dkk
melaporkan adanya efek bakteriostatik dan antimikroba bupivakain. Vintar dkk melaporkan
penggunaan anestesi lokal bupivakain lewat kateter pada luka efektif mengurangi nyeri

setelah operasi hernia inguinalis dan penyembuhan lukanya lebih baik. 222>
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BAB 111

g [11.1. Kerangka teori

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

INSISI
|
| \/
| NYERI |
LEVO |
| BUPIVAKAIN
>
| }
B endorphin J Kortisol

———  Makrofag 4——|

:

TH 1

TNF a, IL-1, 1 L4, IL-6, TGF B, PDGF, FGF

|

FIBROBLAST

IFN vy
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II1.2. Kerangka Konsep

LEVOQ
BUPIVAKAIN

HL3. HIPOTESIS

INSISI

NYERI

FIBROBLAST

Terdapat perbedaan jumlah fibroblast di sekitar luka insisi pada tikus yang diberi

infiltrasi penghilang nyeri Levobupivakain dengan yang tidak diberi Levobupivakain.

20




BAB1V

METODE PENELITIAN

IV.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan desain
"Randomized Post test only control group design” yang menggunakan binatang
percobaan scbagai obyek penelitian. Perlakuan yang diberikan adalah pemberian

infiltrasi obat anestesi lokal levobupivakain dengan keluaran ( oufcome ) berupa jumlah
fibroblast.

Skema rancangan penelitian adalah sebagai berikut:

K] o e o s e hari [y Sy —— . 'r FibrOblaSt
Insisi
X>R Py | ® ——=———==shari===—==~= @ § Fibroblast
diberi suntikkan tanpa obat tiap 8 jam dalam 24 jam
Insisi
P, | @ ~—m=———- 5 hari ===== === @ Fibroblast
intiltrasi levobupivakain 0,25 % tiap 8jam dalam 24 jam
Keterangan :
X = R :Masa adaptasi 7 hari
R : Randomisasi
K, : Kelompok kontro! , sebagai pembanding jumlah fibroblast tikus wistar tanpa
dilakukan insisi
P : Kelompok perlakuan I, tikus wistar yang dilakukan insisi tanpa diberikan
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain 0,25% _
P, : Tikus yang diberi perlakuan setelah dilakukan insisi kemudian diberi infiltrasi

T

anestetik lokal levobupivakain 0,25 % setiap 8 jam pada 24 jam pertama
. Tikus dimatikan
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IV.2. Sampel penelitian
Hewan coba adalah tikus Wistar yang diperoleh dari Unit Pemeliharaan Hewan

Percobaan ( UPHP ) Universitas Gajah Mada, Yogyakarta.
Kriteria inkiust;

a. Keturunan murni

b.  Umur dua sampai dua setenigah bulan

c. Berat badan 250-300 gram.

d. Tidak ada abnormalitas anatomis yang tampak
Kriteria ekslusi:

a. Sakit selama masa adaptasi 7 hari

b. Infeksi selama perlakuan berlangsung

c. Mati selama perlakuan berlangsung.
Besar sampel menurut WHO adalah 5 ekor ¢, pada penelitian ini jumlah sampel yang
digunakan 15 ekor, tiap kelompok 5 ekor.
Randomisasi: 15 tikus dikelompokkan secara random menjadi 3 kelompok yaitu:
Kelompok Kontrol ( K) . 5 tikus
Kelompok Perlakuan (P; ) : 5 tikus
Kelompok Perlakuan ( Py ) S tikus

IV.3. Waktu dan lekasi penelitian

Penelitian dan pengumpulan data dilakukan selama 6 bulan. Perlakuan pada tikus
sampai tindakan eksisi biopsi dilakukan di Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan ( UPHP )
Universitas Gajah Mada Yogyakarta. Proses blok parafin, pewarnaan dengan metode Van
Gieson dan interpretasi hasil pemeriksaan jumlah fibroblast dilakukan di Laboratorium

Patologi Anatomi dan Laboratorium Biomedik FK UNS Surakarta .
IV.4. Variabel penelitian

IV.4.1 Variabel bebas

Pemberian infiltrasi levobupivakain G,25%
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1V.4.2 Variabe! tergantung

Hasil pemeriksaan jumiah fibroblast

Interpretasi hasil jumlah fibroblast didapatkan menghitung jumlah fibroblast yang
tampak pada lima lapang pandang dari setiap preparat dengan menggunakan
mikroskop OLYMPUS seri BX41 yang dilengkapi dengan kamera digital dan
memakai software OLYSIA. Hasil pengamatan jumlah fibroblast pada lima lapang

pandang dari masing-masing sampel kemudian dirata-rata.

IV.5. Definisi operasional

Infiltrasi levobupivakain adalah pemberian suntikan suatu obat anestesi lokal yang
mempunyai masa kerja panjang berupa larutan 0,5% Chirokain yang diencerkan
menjadi larutan 0,25%.di sekitar luka + 0,5 cm dari tepi luka dengan spuit
tuberkulin sepanjang luka insisi dengan dosis 0,0126 mg/kgBB

Pemeriksaan histokimia adalah suatu metode pemeriksaan pewarnaan jaringan
berdasarkan reaksi kimia yang terjadi antara jaringan dan zat kimia yang terdapat
pada bahan pewarna. Jumlah fibroblast didapatkan menghitung jumlah dengan
menggunakan mikroskop OLYMPUS seri BX 41 yang dilengkapi dengan kamera
digital DP-70 dan memakai software OLYSIA dengan pembesaran 400 kali dimana

setiap sediaan diperiksa pada luas pandang 5 area.

1V.6. Bahan dan alat penelitian
V.6.1. Bahan untuk perlakuan

Hewan coba adalah tikus Wistar dengan umur 2 sampai 2,5 bulan dan berat 250-300

gram. Tikus Wistar adalah salah satu galur ratus-ratus, berasal dari benua Amerika. Banyak

digunakan sebagai hewan coba dalam penelitian di bidang kedokteran, pengobatan, dan
kedokteran hewan ( Ensik.Nas.Ind. 1991 hal. 308).

Tikus diperoleh dari Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan Universitas Gajah Mada

Yogyakarta. Selama percobaan, hewan coba ditempatkan pada kandang dan diberi pakan

standar dan minum secukupnya. Pakan standar yang diberikan dibuat oleh Laboratorium
Pangan dan Gizi UGM ( Wuryastuti ¢if Mulyata. St, 2002 )




betadin. Selanjutnya dibuat irisan sepanjang 2 cm dan kedalaman sampai subkutis. Luka
irisan dibersihkan dan dioles larutan betadin, kemudian luka ditutup dengan 5 jahitan
tunggal sederhana menggunakan benang nylon steril nomor 0000. Selanjutnya jahitan
dibersihkan dan dioles dengan betadin dan dirawat. Pasca bedah diberikan penicillin oil 15
mg , intra muskular. Pada kelompok perlakuan I ( P; ), sesudah tikus terbius bulu di
sekitar punggung dicukur bersih dan didesinfeksi menggunakan betadin. Selanjutnya dibuat
irisan sepanjang 2 cm dan kedalaman sampai subkutis. Luka irisan dibersihkan dan dioles

larutan betadin, kemudian jaringan subkutis diberikan infiltrasi levobupivakain 0,25%

dengan dosis 0,0126mg/kgBB dan luka ditutup dengan 5 jahitan tunggal sederhana’

menggunakan benang nyfon steril nomor 0000. Selanjutnya jahitan dibersihkan dan dioles
dengan betadin dan dirawat. Pasca bedah diberikan penicillin oil 15 mg, intra muskular.
Setelah 8 jam , tikus pada kelompok perlakuan II ( P, ) diberikan infiltrasi ulang
levobupivakain 0,25% pada jaringan subkutis kedua daerah luka insisi, sedangkan pada
kelompok Perlakuan 1 ( Pj) dilakukan tusukan dengan jarum suntik, Hal ini dilakukan
selama 24 jam pertama.

Pada hari ke 5 ketiga kelompok masing-masing diambil 5 ekor. Dilakukan
pembiusan dengan menggunakan ether. Setelah tikus terbius kemudian dilakukan biopsi-
eksisi pada jaringan bekas luka irisan 3 cm persegi dengan kedalaman sampai subkutis.
Dari masing masing kelompok ( kelompok K | Py dan kelompok P, ) diambil 5 jaringan
cksisi biopsi dan dilakukan blok parafin kemudian dibuat preparat histokimia dengan
pewarnaan Van Gieson. Sediaan kemudian diperiksa dibawah mixroskop OLYMPUS ser1
BX 41 yang dilengkapi dengan kamera digital DP-70 dan memakai software OLYSIA
dengan pembesaran 400 kali dari satu sediaan histokimia diamati 5 area. Kemudian hasil

penghitungan jumlah fibroblast dari ketiga kelompok sampel dianalisis.
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IV.7.2. Alur kerja

15 ekor tikus wistar

r

Adaptasi 7 hari

Randqmisasi
y
Kelompok K . Kelompok P,
5 ekor ki
¢ Kelompok P, 5 ekor
5 ekor
— Insisi + infiltrasi
Insisi + levobupivakain
Suntikan 0,25 %
Hari ke- 5
h 4 A
Eksisi biopsi .l r Eksisi biopsi Eksisi biopsi
L 4
BLOK PARAFIN
\ 4

fibroblast diamati
5 lapang pandang
tiap slide

Pemeriksaan histokimia
Pewarnaan Van Gieson

Analisis statistik
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IV.8. Prosedur pemeriksaan

IV.8.1. Prosedur eksisi-biopsi

Tikus pada setiap kelompok dilakukan pembiusan dengan menggunakan ether.

Kelompok K , sesudah terbius bulu di sekitar punggung dicukur bersih dan didesinfeks:

menggunakan betadin, kemudian diusap dengan alkohol 70% selanjutnya dibuat eksisi

biopst kira-kira 3 cm persegi. Pada kelompok P; dan Kelompok P, jaringan bekas irisan

diusap dengan alkohol 70% lalu dibuat eksisi-biopsi kira-kira 3 ¢m persegi melintasi garis

irisan dengan kedalaman sampai subkutis. Semua jaringan eksisi biopsi dibuat blok parafin

kemudian dibuat preparat histokimia dengan pewarnaan Van Gieson.

1V.8.2. Prosedur pembuatan preparat histokimia

a.

Fiksasi

Jaringan biopsi eksisi dimasukkan kedalam larutan formalin buffer (larutan
formalin 10% dalam Phospat Buffer Saline pada pH 7,0 ). Waktu fiksasi jaringan
18 — 24 jam. Setelah fiksasi selesai, jaringan dimasukkan dalam larutan aquadest
selama 1 jam untuk proses penghilangan larutan fiksasi.

Dehidrasi

Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol konsentrasi bertingkat. Jaringan
menjadi lebih jernih dan transparan. Jaringan kemudian dimasukkan dalam larutan
alkohol-xylol selama 1 jam dan kemudian larutan xylol murni selama 2x2 jam.
Impregnast

Jaringan dimasukkan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam

Embedding

Jaringan ditanam dalam parafin padat yang mempunyai titik lebur 56-58° C,
ditunggu sampai parafin padat. Jaringan dalam parafin dipotong setebal 4 mikron
dengan mikrotom. Potongan jaringan ditempelkan pada kaca obyek vyang
sebelumnya telah diolesi polilisin sebagai perekat. Jaringan pada kaca obyek
dipanaskan dalam inkubator suhu 56-58° C sampai parafin mencair.

Pewarnaan dengan metode Var Gieson
Metode pewarnaan ini berdasar pada 3 warna ( Trichrom ) yaitu asam pikrat dan
asam fuchsin dengan hematoksilin. Jaringan pada kaca obyek dilakukan

deparafinisasi sampai alkohol 70%, kemudian diberi larutan Hematoksilin
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WEIGERT ( A dan B sama banyak) diamkan selama 5 menit, kemudian larutkan
dalam air hangat 60°C agar berwarna biru kurang lebih selama 3- 10 menit. Bilas
dengan aquabides dan bilas cepat dalam larutan C dengan cepat (1x celup).
Kemudian dilakukan dehidrasi alkohol 96% 2x, absolut 2x, xylol 2x. Berikan

Canada balsem dan tutupdengan kaca penutup.

V.9. Cara pengumpulan data

Dari masing masing kelompok pada hari ke-5 diambil 5 ekor kemudian dilakukan

eksisi biopsi . Selanjutnya pada Jaringan eksisi biopsi dilakukan fiksasi dengan blok parafin

kemudian diwarnai dengan Van Gieson. Pembacaan hasil jumlah fibroblast menggunakan _

mikroskop OLYMPUS seri BX 41 yang dilengkapi dengan kamera digital DP-70 dan
memakai software OLYSIA dengan pembesaran 400 kali dari satu sediaan diamati 5 area.
Kemudian dibandingkan antara kelompok kontrol ( K ), kelompok Perlakuan I ( P, ) dan
kelompok perlakuan I (P,). Data diambil dari hasil pembacaan di Laboratorium Patologi
Anatomi dan Biomedik FK UNS Surakarta

V.10. Analisis data f

Sebelum dilakukan uji hipotesis, data yang terkumpul terlebih dahuiu di-edit, di-
coding, di-enry dalam file computer dan di-cleaning, setelah itu dilakukan analisis statistik
deskriptif dan analitik.

Dalam analisis deskriptif, dihitung nilai kecenderungan sentral (mean dan median)
dan sebaran (SD) dari variabel tergantung ( jumlah fibroblast ). Hasilnya disajikan dalam
bentuk tabel Dibuat grafik box-plor menurut kelompok perlakuan. Untuk menilai
normalitas dari variabel tergantung dilakukan wji Shapiro-Wilk. Data hasil pemeriksaan
kolagen dilakukan uji hipotesis dengan One-Way ANOVA. Batas derajat kemaknaan adalah
apabila p < 0,05 dengan 95 % interval kepercayaan. Analisa data dilakukan dengan

program komputer SPSS 13. for windows.
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5.1. Hasil Penelitian

BAB Y

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Rerata dan Simpang Baku jumlah fibroblast tikus Wistar 5 hari pasca insisi

Kelompok perlakuan Rerata Sb Minimum | Maximum
Kontrol 30.76 3.035 78.2 85.6
Perlakuan 1| 42.96 11.159 32.2 60.2
Perlakuan 2 106.96 10.059 95.0 118.8

Tabel 1 menunjukkan bahwa rerata jumlah fibroblast pada kelompok Perlakuan 2
adalah 106,96 (SD=10,059) lebih tinggi dibanding kelompok Kontrol vyaitu 80,76
(SD=3,035) dan kelompok Perlakuan 1 yaitu 42,96 (SD=11.159). Jumlah fibroblast pada
kelompok Perlakuan 1 adalah yang paling rendah dibanding kelompok Kontrol maupun
kelompok Perlakuan 2. Jumlah fibrablast pada masing-masing kelompok juga ditampilkan
sebagat diagram box-plof pada gambar 1.

Hasil uji statistik dengan uji One Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara jumlah fibroblast antara kelompok Kontrol, Perlakuan 1 dan Perlakuan 2
(p<0,001). Hasil uji posi-hoc Bonferroni menunjukkan bahwa jumlah fibroblast pada
kelompok Perlakuan 2 lebih tinggi secara bermakna dibanding kelompok Kontrof
(p<0,001) maupun dibanding kelompok Perlakuan 1 (p<0,001). Hasil uji post-hoc
Bonferroni juga menunjukkan bahwa jumlah fibroblast pada kelompok Perlakuanl lebth

rendah secara bermakna dibanding kelompok Kontrol {(p<0,001).
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Gambar 1. Diagram box-plot jumlah sel fibroblast tikus
Wistar 5 hari pasca incisi pada kelompok kontrol,
perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 2

4.2. Pembahasan

4.2.1. Kelompok Perlakuan 1

Kelompok Perlakuan 1 ladalah tikus wistar yang diEaku\kanrinsisi tanpa diberikan
infiltrasi anestetik lokal levobupivakain. Jumlah fibroblast pada kelompok Perlakuan 1
paling rendah dibandingkan dengan Perlakuan 2 dan Kontrol. Hal ini dapat disebabkan
karena nyeri. Menurut McCance ( 1994 ) nyeri dan cemas secara langsung dapat
menimbulkan stres pada sistem imun, atau lewat peptida hipotalamik, pituitaria dan
katekolamin sebagai produk cabang simpatis. Substansi yang merupakan penghubung
antara kedua sistem otak dan sistem imun antara lain Corticotropic Releasing Hormon
(CRF), Adreno Corticotropic Hormone (ACTH), B endorfin, substansi P, Otak memberikan
respon terhadap stres dengan melepas CRF yang dilakukan oleh Paraventricularis Nucleus
(PVN) dan diperkirakan berperan sebagai mediator primer dan beberapa perubahan yang
diindukst stres. Perubahan tersebut termasuk aktivasi aksis Hipotalamus Pituitaria Adrenal
(HPA) dan aksis SAM ( Sympathetic Adrenal Medullary ).'> "
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Dalam keadaan stres dan nyeri berat, kadar B endorfin yang disekresi kelenjar
pituitaria meningkat dan mempunyai sifat mensupresi makrofag. Penurunan aktivitas
makrofag akan berakibat aktivitas sitokin yang dilepaskan makrofag yaitu TNF o, ,IL-1, IL~
6, IL-8, TGF B ikut menurun: TGF [ mempunyai peran menstimulasi fibroblast,
meningkatkan matrik ekstraseluler (ECM) dan meningkatkan kolagenasi untuk proses

penyembuhan luka.

4.2.2  Perbedaan antara Perlakizan 1 dan Perlakuan 2

Jumlah pada fibroblast pada kelompok perlakuan 2 yang lebih tinggi secara‘

bermakna dibandingkan kelompok perlakuan 1. Hal ini disebabkan oleh penggunaan
levobupivakain yang telah diberikan sejak insisi, dimana levobupivakain fnerupakan obat
anestesi lokal dengan durasi lama yang dapat mengurangi nyeri akibat insisi. Karena nyeri
berkurang atau hilang, maka dapat dicegah peningkatan B endorfin yang dilepas pituitaria,
sehingga suprest terhadap makrofag dapat dicegah. Hal ini berhubungan langsung dengan
jumlah fibroblast, dimana bila jumlah makrofag meningkat, akan disertai pula peningkatan
jumlah fibroblast. Penyembuhan luka pada kelompok 2 juga didukung oleh aktifitas sitokin
yang dilepas makrofag sepertt TNF o, IL-1, IL-6, IL-8, TGFp, yang aktifitasnya tidak

menurun.

4.2.3. Perbedaan antara Kontrol dan Perlakuan 2

Jumlah fibroblast pada kelompok perlakuan 2 juga lebih tinggi secara bermakna
dibandingkan kelompok Kontrol. Pada kelompok Kontrol tidak terjadi rangsangan eksogén
yang menimbulkan kerusakan sel, sehingga tidak memicu reaksi vaskuler komplek pada
jaringan ikat yang ada pembuluh darahnya, dan reaksi inflamasi tidak terjadi. Dengan
demikian tidak terjadi peningkatan komponen seluler dan ekstra seluler, Yang termasuk
komponen seluler adalah eritrosit, lekosit (netrofil, eosinofil, basofil, monosit, limposit) dan
trombosit. Komponen ekstra seluler seperti kolagen , elatin, glikoprotein adesif, fibronektin
laminin, kolagen non fibril, tenasen dan proteoglikan, sedangkan yang termasuk komponen
jaringan ikat adalah sel mést, fibroblast, monosit, makrofag dan limfosit. Karena tidak ada
proses inflamasi maka jumlah fibroblast pada kelompok Kontrol menjadi lebth kecil

dibandingkan dengan perlakuan 2.
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Karena keterbatasan dana dan waktu, peneliti hanya melihat satu sisi dari
penyembuhan luka, yaitu pengaruh pemberian infiltrasi levobupivakain terhadap jumlah
fibroblast. ~ Perlu dilihat juga bahwa jumlah fibroblast mempengaruhi kecepatan
penyembuhan luka.

Beberapa peneliti melaporkan beberapa efek anestesi lokal terhadap proses
penyembuhan luka. Cassuto dkk melaporkan bahwa pemakaian anestesi lokal secara
topikal dan sistemik pada luka bakar akan menghambat ekstravasasi plasma pada tikus.

Sedangkan Brofeldt dkk melaporkan penggunaan lidokain krim 5 % pada luka bakar parsial

dengan konsentrasi yang dinaikkan sampai 2,25 mg/cm® berhubungan dengan berkurangnya -

nyeri, hilangnya komplikasi infeksi maupun alergi serta proses penyembuhan Iuka yang
baik. Schmidt dan Rosenktanz melaporkan bahwa lidokain 2 % menghambat pertumbuhan
semua bakteri patogen kecuali Strepfococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. De
Amici dkk melaporkan bahwa bupivakain menghambat replikasi virus, sedang Rossenberg
PH dkk melaporkan adanya efek bakteriostatik dan antimikroba bupivakain. Vintar dkk
melaporkan penggunaan anestesi lokal bupivakain lewat kateter pada luka efektif

mengurangi nyeri setelah operasi hernia inguinalis dan penyembuhan lukanya lebih baik. 2"
22,23,24
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BAB VI
SIMPULAN DAN SARAN

7.1. Simpulan
1. Tanpa diberikan infiltrasi levobupivakain, jumlah fibroblast pada kelompok
Perlakuan 1 paling rendah dibandingkan dengan Perlakuan 2 dan Kontrol. Hal

int dapat disebabkan karena nyeri.

2. Dengan infiltrasi levobupivakain, nyeri dapat ditekan sehingga jumlah fibroblast -

pada kelompok Perlakuan 2 lebih tinggi daripada kelompok Perlakuan 1.
3. Jumlah fibroblast pada kelompok Perlakuan 2 lebih banyak daripada Kontrol,

karena pada kelompok kontrol tidak ada proses inflamasi.

7.2. Saran
| Mengingat keterbatasan dana dan waktu, peneliti berharap untuk dilakukan
penelitian lebih fanjut untuk :
» Mencari dosis yang efektif infiltrasi levobupivakain pada pengaruhnya terhadap
produksi fibroblast.
e Menghubungkan jumlah fibroblast dengan kecepatan penyembuhan luka.
Apabila memang sudah betul terbukti, hasilnya dapat direkomendasikan untuk pemberian

infiltrasi levobupivakain pada luka insisi setelah pembedahan.
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