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ABSTRAK

Latar belakang

Makrofag merupakan suatu komponen penting yang berperan dalam proses penyembuhan luka. Penelitian ini
dilakukan untk meneliti pengaruh terapi low level laser (LLLT) terhadap aktivasi makrofag dalam pelepasan
Heat Shock Protein (HSP) 70 dan Fibroblast Growth Factor (FGF) pada proses penyembuhan luka bakar pada
kulit mencit.

Metode

Enam belas mencit dibagi dalam 2 kelompok dan dilakukan pembuatan luka bakar derajat 2 pada kulit
punggung. Pada kelompok kontrol, luka bakar dioles dengan silver sulfadiazine (SSD) 1% secara topikal dan
ditutup plaster. Pada kelompok perlakuan, luka bakar diterapi dengan low level laser Therapy (LLLT) energi 4
Jlem?, dioles dengan silver sulfadiazine 1% secara topikal dan ditutup plaster. Pada hari keempat dilakukan
biopsi pada lesi luka bakar. Sediaan mikroskopik dibuat dan dipulas dengan pulasan HE dan teknik
imunohistokimia.

Hasil

Analisa statistik dengan t-test pada makrofag penghasil HSP70 dan FGF antara kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol menunjukkan adanya perbedaan bermakna. Sedangkan, analisa statistik dengan Pearson-
test pada makrofag penghasil HSP70 dan FGF antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol menunjukkan
adanya hubungan positif dan perbedaan bermakna.

Kesimpulan

Low level laser therapy berperan dalam menginduksi aktivasi makrofag untuk menghasilkan HSP70 endogen
dan FGF pada lesi luka bakar derajat 2 pada proses penyembuhan luka.

Kata Kunci : proses penyembuhan, lesi luka bakar derajat 2, low-level laser terapi, makrofag.

ABSTRACT

Background

Macrophages have been shown to participate in the wound healing process. This study is to investigate the
effects of low-level laser therapy (LLLT) on macrophages activation in producing Heat Shock Protein 70
(HSP70) and Fibroblast growth Factor (FGF) on the burn healing process of skin hamster.

Methods

Sixteen hamsters were divided into two groups and subjected to second degree burn lesion. In the control
group, second degree burn lesion was applied topically with silver sulfadiazine (SSD) 1% and closed dressing.
In the treatment group, second degree burn was treated with LLLT at energy densities of 4J/cm?, applied
topically with silver sulfadiazine 1% and closed dressing. On the fourth days, a biopsy was performed on the
burn lesion. Slide microscopic were made and staining with Hematoxylin Eosin (HE) and immunohistochemistry
techniques.

Results

Statistical analysis with t-test on HSP70 and FGF producing macrophage between treatment and control group
showed that a significantly differences. While analysis with Pearson-test on HSP70 and FGF producing
macrophage between treatment and control group showed a positive correlation and significant differences.
Conclusion

Low-level laser therapy (LLLT) roled on induced macrophages activation in producing endogenous HSP 70 and
FGF on the second-degree burn lesion of the wound healing process.

Keywords: healing process, second degree burn lesion, low-level laser therapy, macrophage
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PENDAHULUAN
Prinsip penanganan luka bakar adalah (1) pe-
nanganan nyeri, (2) pencegahan infeksi, (3)
pencegahan trauma mekanik pada kulit, dan (4)
pencegahan terjadinya sikatriks; serta pemu-
lihan lesi.* Pada proses pemulihan jaringan akan
terjadi aktivasi makrofag yang berperan penting.

Silver sulfadiazine (SSD) adalah suatu
antibakterial dan antifungal yang digunakan
dalam terapi luka bakar derajat dua dan tiga,
yang merupakan suatu standar baku dalam
pengobatan lesi luka bakar.? Penggunaan silver
sulfadiazine (SSD) sering dikaitkan dengan
pembentukan pseudo eschar dalam waktu dua
sampai empat hari, sehingga menyebabkan
bekas luka kering dan tidak menguntungkan
bagi pertumbuhan bakteri. Namun, kondisi
tersebut dapat menghambat pemulihan jaringan
epidermis karena dapat menyebabkan keru-
sakan lapisan jaringan di bawahnya; serta
mempunyai efek toksik terhadap fibroblas dan
keratinosit sebab fibroblas lebih sensitif terha-
dap silver dibandingkan dengan keratinosit.

Low level laser therapy (LLLT) meru-
pakan modalitas terapi yang akhir-akhir ini
sangat popular. Beberapa penelitian telah mem-
buktikan bahwa LLLT berperan dalam reaksi
mediasi hipersensitifitas sel, proses inflamasi
dan rasa nyeri, serta pemulihan luka.* Peran
LLLT dalam proses penyembuhan luka dapat
terjadi melalui beberapa mekanisme respon
seluler, diantaranya menginduksi ekspresi sito-
kin dan faktor pertumbuhan, dengan cara
meningkatkan regulasi sitokin dan FGF yang
berperan pada proliferasi fibroblas dan migrasi
dari bFGF, HGF, dan SCF; serta meningkatkan
VEGF, yang berperan penting dalam neovas-
kularisasi, dan TGF-B, yang berperan dalam
menginduksi sintesa kolagen dari fibroblas.’
Sedang, penelitian lain menyatakan bahwa
biostimulasi dari low level laser dapat mem-
percepat penyembuhan luka bakar dengan cara
menstimulasi sintesa kolagen, sehingga dapat
mempercepat kontraksi luka, meningkatkan
tensile strength, mempercepat epitelisasi, me-
ngurangi edema dan inflamasi, dan mening-
katkan proliferasi miofibroblas.®

Makrofag merupakan sel kunci dalam
perbaikan dermis; membantu pembesihan ja-
ringan, melepaskan agen kemotaktik yang
menstimulasi proliferasi fibroblas dan sel endo-
tel, sekresi faktor pertumbuhan, serta sekresi
laktat untuk menstimulasi sintesis kolagen.7
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Namun, ternyata peran LLLT terhadap
aktivasi makrofag pada proses penyembuhan
luka bakar belum jelas. Penelitian ini difokuskan
untuk memelajari pengaruh LLLT terhadap
ekspresi aktivasi makrofag HSP70 dan FGF,
karena induksi LLLT di mana penggunaan LLLT
pada luka dapat menginduksi HSP70 yang
diikuti dengan peningkatan ekspresi HSP70 dan
menginduksi makrofag dalam mempercepat
produksi faktor pertumbuhan.® Salah satu faktor
pertumbuhan yang dihasilkan makrofag adalah
FGF, di mana faktor pertumbuhan ini juga
merangsang proliferasi fibroblas yang rentan
mengalami kerusakan karena SSD, dan mem-
percepat proses penyembuhan luka.’

Penelitian ini dilakukan untuk meneliti
pengaruh terapi LLLT terhadap aktivasi makro-
fag dalam pelepasan HSP70 dan FGF pada
proses penyembuhan Iluka bakar pada kulit
mencit.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan suatu eksperi-
mental laboratorik dengan menggunakan enam
belas mencit jantan (mus musculus) galur
BALB/c dengan berat badan 20-30 gram, umur
2-3 bulan yang dipelihara dalam kandang
terpisah, makan dan minum secara ad libitum.
Pada hari ke-1, Hewan coba dianestesi dengan
injeksi intramuskular 50 mg/kgBB ketamin
hidroklorit pada muskulus kuadrisep, kemudian
dilanjutkan dengan pencukuran rambut di
daerah punggung dan kulit didisinfeksi dengan
larutan povidon iodine. Paku besi dengan
pangkal berbentuk lingkaran dengan diameter 1
cm dipanaskan di dalam air mendidih selama 5
menit. Paku diambil dengan pinset dan ditem-
pelkan pada kulit punggung hewan coba selama
10 detik.® setelah terbentuk luka bakar, mencit
ditempatkan dalam 2 kandang yang berbeda
sesuai kelompok. Pada kelompok K (kontrol),
pembersihan luka bakar dilakukan dengan
larutan NaCl 0.9% dan dioles salep silver
sulfadiazine (SSD) 1% (Burnazin®, Darya Varia)
2-3 mm dan ditutup, dengan kasa steril serta
dibalut dengan plester (UItrafix®, Onemed).
Pada kelompok P (treatment), pembersihan luka
bakar dilakukan dengan larutan NaCl 0.9%; lalu
disinari dengan laser semikonduktor AlGal.nP
(Kanxing GX-1000), dengan energi 4 Jicm?®,
panjang gelombang 680 nm dan daya 6mWatt
selama 60 detik; ditutup dengan kasa steril dan
dibalut dengan plester. Perlakuan dilakukan satu
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kali setiap hari selama 3 hari. Pada hari
keempat, hewan coba dikorbankan dengan cara
dekapitasi dan dilakukan biopsi pada lesi luka
bakar ukuran 1x1 cm. Kemudian, dimasukkan
dalam formalin buffer, dibuat sediaan blok
paraffin, spescimen dipotong setebal 4 mikron,
dibuat tiga buah sediaan yaitu untuk pewarnaan
HE, HSP70 dan FGF. Pengecatan imunohisto-
kimia dengan antibodi monoklonal HSP70
menunjukkan ekspresi yang telihat sebagai gra-
nula coklat pada inti dan sitoplasma (gambar 1),
dan pengecatan imunohistokimia dengan anti-
bodi monoklonal FGF menunjukkan ekspresi
yang terlihat sebagai granula coklat pada sito-
plasma dan membran (gambar 2). Perhitungan
dilakukan secara visual diantara 3 peneliti
secara blindness dengan memakai mikroskop
cahaya dengan pembesaran 400X. Perhitungan
dilakukan perlima lapang pandang secara ran-
dom dengan menggunakan grati-culae. Semua
prosedur diatas telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kesehatan.

HASIL

Uji normalitas terhadap rerata makrofag yang
mengekspresikan HSP70 dan FGF dilaku-kan
dengan menggunakan t-test. Hasil analisis
menunjukkan data rerata makrofag yang
mengekspresikan HSP70 dan FGF berdistribusi
normal (p>0.05).

Data hasil penelitian selanjutnya diana-
lisis secara deskriptif yang menunjukkan rerata
dan simpangan baku data nilai makrofag yang
mengekspresikan HSP70 untuk kelompok
kontrol (K) adalah 58.23 + 15.50, dan kelompok
perlakuan (P) adalah 86.54 + 5,89 (Tabel 1).

Tabel 1. Rerata persentase makrofag pengekspresi
HSP70 pada kelompok perlakuan
Persentase makrofag

Kelompok

n Mengekspresi Hsp70 t-test
Perlakuan 3 SD Min Maks
SD 8 58,23 1550 34,12 7544 t=-4,827

SD+laser 8 86,54 589 78,99 9537 p=0,001*
Keterangan : *signifikan pada o=0,05

Tabel di atas menunjukkan persentase
makrofag yang mengekspresikan HSP70 lebih
tinggi pada kelompok perlakuan (P) dibanding-
kan kelompok kontrol (K).

Uji beda dilakukan terhadap tiap
kelompok dengan menggunakan independent
sample t-test untuk melihat pengaruh perlakuan
pada hari ke-4. Uji ini dilakukan dengan cara
membandingkan rerata makrofag yang meng-
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ekspresikan HSP70 pada tiap kelompok. Hasil
independent sample t-test menunjukkan adanya
perbedaan persentase makrofag yang meng-
ekspresikan HSP70 antar kelompok perlakuan
(P) dengan p= 0.001 (p<0.05) (table 1).

Data hasil analisis deskriptif menunjuk-
kan rerata dan simpangan baku data nilai
makrofag yang mengekspresikan FGF untuk
kelompok kontrol (K) adalah 45.68 + 5.43, dan
kelompok perlakuan (P) adalah 75.03 + 2.51
(Tabel 2).

Tabel 2. Rerata persentase makrofag pengekspresi
FGF pada kelompok perlakuan
Persentase makrofag

Kelompok :

n Mengekspresi FGF t-test
Perlakuan X SD _ Min__ Maks
SD 8 45,68 5,43 36,59 54,08 t=-13,880

SD+laser 8 7503 251 71,88 78,95 p=0,000*
Keterangan : *signifikan pada o=0,05

Tabel di atas menunjukkan persentase
makrofag yang mengekspresikan FGF lebih
tinggi pada kelompok perlakuan (P) dibanding-
kan kelompok kontrol (K).

Hasil independent sample t-test menun-
jukkan adanya perbedaan persentase makrofag
yang mengekspresikan FGF antar kelompok
perlakuan (P) dengan p=0.000(p<0.05) (tabel 2).

Hasil analisis dengan korelasi Pearson
menunjukkan nilai r=0.743 dan p=0.001
(p<0.05), hal ini menunjukkan ada hubungan
positif antara persentase makrofag yang meng-
ekspresikan HSP70 dengan FGF, yang berarti
semakin tinggi persentase makrofag yang
mengekspresikan HSP70 maka semakin tinggi
pula persentase makrofag yang mengeks-
presikan FGF.

»

Gambar 1. Makrofag yang mengekspresi HSP70
(penunjuk panah) (IHK, 400x).
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Gambar 2. Makrofag yang mengekspresi FGF (pe-
nunjuk panah)
(IHK, 400x).

DISKUSI

Penyembuhan luka merupakan suatu
proses biologi dan biokemikal yang komplek.’
Pada penelitian histologis menunjukkan bahwa
tidak ada perbedaan mekanisme proses pe-
nyembuhan luka antara luka bakar dan luka
insisi pada kulit.” Pemulihan luka terjadi dalam
waktu 24 jam setelah jejas melalui emigrasi dan
induksi proliferasi fibroblas dan sel endotel.
Dalam 3 sampai 5 hari, muncul jenis jaringan
khusus yang mencirikan terjadinya penyem-
buhan yang disebut jaringan granulasi. Gam-
baran histologiknya ditandai dengan proliferasi
sel fibroblas dan kapiler baru didalam ECM yang
longgar.'® Jaringan granulasi mulai terbentuk
pada daerah luka 2-3 hari setelah terjadi luka.
Makrofag yang teraktivasi akan mengeluarkan
faktor pertumbuhan, yaitu DGF, TGF- dan FGF
yang berfungsi untuk menstimulasi proliferasi
fibroblas, merangsang migrasi fibroblas ke
daerah luka dan sintesis glycosaminoglycan,
proteoglycan dan kolagen untuk pembentukan
ECM.!

Makrofag berperan penting untuk pe-
nyembuhan luka. Makrofag merupakan sel kunci
dalam perbaikan dermis. Makrofag membantu
debridemen jaringan, melepaskan agen kemo-
taktik yang menstimulasi proliferasi fibroblas dan
sel endotel, sekresi faktor pertumbuhan, serta
sekresi laktat untuk menstimulasi sintesis
kolagen.6 Makrofag mensekresi faktor pertum-
buhan dan sitokin terutama pada hari ketiga dan
keempat yang penting untuk tahap proliferasi
pada proses penyembuhan luka.'* Hal inilah
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yang mendasari lamanya waktu perlakuan
terhadap mencit dalam penelitian ini.

Jejas/kerusakan yang luas pada epi-
dermis menyebabkan pasien mudah terpapar
lingkungan luar. Epidermis berperan sebagai
pelindung dari sinar ultraviolet, dehidrasi dan
infeksi. Karena itu diperlukan terjadinya perce-
patan penyembuhan luka. Beberapa modalitas
terapi dapat diterapkan untuk mempercepat
penyembuhan luka, salah satunya adalah terapi
dengan low level laser."

Low level laser Therapy (LLLT) adalah
penyinaran dengan laser berkekuatan rendah.
Efektifitas dari low level laser sangat ditentukan
oleh absorbsi foton oleh jaringan dengan
panjang gelombang tertentu.’ Dalam hal Klinis,
LLLT merupakan suatu modalitas terapi yang
telah banyak digunakan karena efisien, non-
invasif, mengurangi udem, nyeri dan inflamasi
serta meningkatkan sirkulasi dan mempercepat
proses penyembuhan luka.™ Penyinaran low
level laser dapat mempercepat proses penyem-
buhan luka melalui perangsangan makrofag.4
Peneliti lain mengatakan bahwa terapi laser
pada luka mekanik dan luka bakar dapat
mempercepat penyembuhan luka dibandingkan
dengan luka tanpa terapi laser.® Sedang,
penelitian lain menyatakan bahwa biostimulasi
pada luka bakar menghasilkan pemulihan yang
lebih cepat. Hal ini dibuktikan bahwa peng-
gunaan LLLT dapat menstimulasi pemulihan
jaringan (dermis) dan makrofag juga dapat
distimulasi untuk melepaskan factor pertum-
buhan dan substansi lain.® Di samping itu,
dilaporkan bhawa LLLT dapat meningkatkan
ATP, angiogenesis, dan aktivitas anti apoptosis,
dan heat shock protein, serta total antioksidan.™

Heat shock protein (HSPs) merupakan
komponen penting yang berperan sebagai
mekanisme pertahanan sel terhadap jejas
maupun berbagai macam stres, sehingga
melindungi sel dan jaringan dari kerusakan.'®
Pelepasan faktor-faktor pertumbuhan yang lebih
tinggi oleh makrofag karena pengaruh low level
laser dikatakan ada hubungannya dengan
sintesis suatu protein spesifik yang dikenal
dengan heat shok protein 70 (HSP70). " Selain
itu, aksi HSP70 dalam penyembuhan Iluka
diperantarai oleh makrofag melalui peningkatan
regulasi fungsi fagosit serta menginduksi ma-
krofag dalam pelepasan sitokin dan faktor
pertumbuhan.'® Ekspresi dari HSPs (salah
satunya HSP70) pada neoepidermis jaringan
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luka berhubungan dengan proliferasi, migrasi
dan diferensiasi dari keratinosit. Hal ini menun-
jukkan bahwa ekspresi HSP70 juga dapat
mengurangi efek toksik dari SSD topikal
terhadap keratinosit, dimana keratinosit meru-
pakan bagian utama dari epidermis yang
berperan sebagai pelindung.*?

ROS berperan sebagai sinyal molekular
terhadap oksidasi dari protein terhadap fos-
fatase, kinase, oksidoreduktase dan pertukaran
regulasi dari protein pada signaling pathway.’
ROS dihasilkan oleh NADPH oksidase selama
sel mengalami stress untuk mengaktivasi stress-
response pathway dan menginduksi mekanisme
pertahanan.’® Pada saat sel mengalami stres
fisik maka protein akan mengalami denaturasi
yang menyebabkan celular redox homeostasis
terganggu sehingga meningkatkan level ROS
dan menginduksi kerusakan protein, keadaan ini
menginduksi heat shock factor 1.*® Studi in-vitro
menunjukkan bahwa geningkatan ROS dapat
menginduksi HSP70." 20 Pengaruh LLLT ter-
hadap overekspresi HSP70 menyatakan bahwa
pada saat penyerapan dari sinar laser maka
akan terjadi transfer elektron sehingga meng-
induksi produksi dari reactive oxygen species
(ROS) yang berlebihan dan dapat menyebabkan
kerusakan dari komponen sel.**%

Penggunaan antimikroba topikal penting
untuk mencegah infeksi pada luka bakar. SSD
topikal merupakan standar Baku dalam peng-
obatan topikal luka bakar dan berguna sebagai
agen profilaksis atau terapi terhadap kolonisasi
mikroorganisme yang dapat menghambat
proses penyembuhan luka. Juga dilaporkan
bahwa keratinosit dan fibroblas rentan terhadap
kerusakan yang dapat mematikan saat terpapar
dengan SSD.? Namun, FGF dapat menstimulasi
fibroblas sehingga dapat mengurangi efek toksik
SSD topikal terhadap fibroblast."

Tabel 1 menunjukkan ekspresi HSP 70
oleh makrofag pada kelompok P lebih tinggi
dibanding kelompok K; artinya kelompok P yang
menggunakan LLLT menunjukkan adanya pe-
mulihan jaringan yang lebih baik, karena ter-
jadinya pelepasan faktor-faktor pertumbuhan,
yaitu makrofag (gambar 1). Hal tersebut sesuai
dengan penelitian terdahulu yang menyatakan
bahwa penggunaan LLLT berkekuatan rendah
dapat mempercepat pemulihan luka bakar
melalui perangsangan makrofag.*>®?° Peneliti
lain menyatakan bahwa terapi laser pada luka
mekanik dan luka bakar dapat mempercepat
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penyembuhan luka dibandingkan dengan luka
yang diterapi tanpa laser.” Peneliti lainnya
menyatakan bahwa terapi laser dapat meng-
induksi ekspresi HSP70 sehingga dapat mem-
percepat penyembuhan luka.”®**

Sedangkan tabel 2 menunjukkan
bahwa ekspresi FGF pada kelompok P lebih
tinggi dibanding kelompok K; artinya factor
pertumbuhan yang dihasilkan makrofag adalah
FGF (gambar 2), yang juga berperan pada
proliferasi fibroblast dan migrasi seperti pro-
liferasi fibroblast, migrasi dari bFGF, HGF, dan
SCF. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
terdahulu yang menyatakan bahwa makrofag
yang teraktivasi akan mengeluarkan factor-
faktor pertumbuhan, yaitu DGF, TGF- B dan
FGF yang berfungsi untuk menstimulasi proli-
ferasi fibroblas, merangsang migrasi fibroblas ke
daerah luka dan sintesis glycosaminoglycan,
proteo%lycan dan kolagen untuk pembentukan
ECM.>H

KESIMPULAN

Nilai makrofag pengekspresi HSP70
dan FGF lebih tinggi pada kelompok yang
mendapatkan terapi low level laser, dan terdapat
hubungan yang searah dan bermakna antara
HSP70 dan FGF. Pemberian terapi low level
laser dapat mempercepat proses penyembuhan
luka melalui aktivasi HSP70 yang berperan
sebagai proteksi dan induksi makrofag.
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