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ABSTRACT

Background: Etching agents such as ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) and phosphoric acid which are widely used in
adhesive restoration system, are aimed to increase retention of restorative materials;, however, these agents may induce inflammation
of dental pulp. The major function of the inflammatory response is to remove invading pathogens or damaged tissue/ cells and
therefore, initiate repair. Neutrophils and macrophages are motile phagocytes that constitute the body's first line of defense. Purpose:
The purpose of the present research was to study the effect of 19% EDTA and 37% phosphoric acid for etching application agents
on the inflammatory response of the dental pulp. Methods: Forty-five male Sprague Dawley rats were divided into 3 groups. Cavity
preparation was made on the occlusal surface of maxillary first molar using a round diamond bur. Nineteen percent of EDTA, 37%
phosphoric acid, and distilled water were applied on the surface of the cavity of the teeth in group I, Il and Il respectively. The rats
were sacrified at 1, 3, 5, 7, and 14 days after the application (n=3 for each day). The specimens were then processed histologically
and stained with hematoxylin eosin. Results: ANOVA showed a significant difference (p<0.05) among treatment groups, indicating
that etching agents application induced neutrophils, macrophages and lymphocytes infiltration in the dental pulp. Tuckey HSD test
showed that application of 37% phosphoric acid increased higher number of neutrophils, macrophages and lymphocytes significantly
than 19% EDTA (p<0.05). Conclusion: The study suggested that 37% phosphoric acid induced higher number of the inflammatory
cells than 19% EDTA.
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ABSTRAK

Latar belakang: Penggunaan bahan etsa seperti ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) dan asam fosfat pada sistem restorasi
adhesif bertujuan untuk meningkatkan retensi bagi bahan restorasi, namun penggunaan bahan-bahan tersebut dapat menginduksi
inflamasi pada pulpa. Respon inflamasi berfungsi untuk menghilangkan patogen, sel-sel atau jaringan yang rusak dan menginisiasi
perbaikan. Netrofil dan makrofag adalah sel fagosit yang merupakan garis pertama pertahanan tubuh. Tujuan: Penelitian ini bertujuan
untuk meneliti efek EDTA 19% dan asam fosfat 37% sebagai bahan etsa terhadap respon inflamasi pada pulpa gigi. Metode: Empat
puluh lima ekor tikus Sprague Dawley jantan dibagi menjadi 3 kelompok. Permukaan oklusal gigi molar satu rahang atas dipreparasi
menggunakan diamond round bur. Pada kelompok I kavitas diaplikasikan EDTA 19%, kelompok Il diaplikasikan asam fosfat 37%
dan kelompok Il diaplikasikan akuades. Hewan coba dikorbankan pada hari ke-1, 3, 5, 7 dan 14 setelah aplikasi bahan etsa (n=3).
Spesimen diproses secara histologis dan dicat dengan hematoksilin eosin. Hasil: Hasil ANOVA menunjukkan perbedaan yang bermakna
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(p<0,05) antar kelompok perlakuan, mengindikasikan bahwa aplikasi bahan etsa menyebabkan infiltrasi sel inflamasi pada pulpa,

baik netrofil, makrofag dan limfosit. Hasil uji Tuckey HSD menunjukkan bahwa asam fosfat 37% menstimulasi infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit signifikan (p<0,05) lebih banyak dibanding EDTA 19%. Simpulan: Penelitian ini menunjukkan bahwa asam
fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel inflamasi yang lebih banyak dibanding EDTA 19%.

Kata kunci: EDTA 19%, asam fosfat 37%, inflamasi, pulpa gigi, tikus Sprague Dawley
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PENDAHULUAN

Karies adalah penyakit infeksi mikroba pada gigi
yang menyebabkan terurai dan rusaknya jaringan keras
gigi. Destruksi gigi oleh karena karies atau faktor lain,
membutuhkan restorasi untuk menggantikan substansi
gigi yang hilang sehingga akan mengembalikan bentuk,
fungsi dan estetika.! Restorasi adhesif menggunakan resin
komposit digunakan oleh para dokter gigi karena memiliki
estetik yang baik. Desain preparasi kavitas untuk bahan
restorasi adhesif tidak memerlukan pembuatan retensi
seperti undercut, sehingga meminimalkan pembuangan
jaringan dan mengurangi terbukanya tubulus dentin.’

Penggunaan asam sebagai dentin kondisioner atau
bahan etsa pada sistem restorasi adhesif bertujuan
untuk menghilangkan smear layer dan mempersiapkan
permukaan dentin untuk menerima bahan adhesif. Prosedur
etsa menyebabkan demineralisasi komponen anorganik gigi
sehingga terbentuk retensi berupa mikroporositas yang akan
terisi oleh bahan adhesif.?

Bahan etsa asam fosfat konsentrasi 32-37% paling
banyak digunakan pada sistem restorasi adhesif. Bahan ini
merupakan asam kuat yang aktif pada pH rendah. Asam
fosfat tidak hanya mampu menghilangkan smear layer,
tetapi juga dapat menyebabkan demineralisasi dan membuka
tubulus dentin.* Penelitian terdahulu menunjukkan larutnya
sebagian besar hidroksi apatit dan terbukanya kolagen
setelah aplikasi asam fosfat pada dentin.’

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) merupakan
agen khelasi yang bekerja pada pH netral dan efektif
menghilangkan smear layer sebanding dengan bahan etsa
lain yang mempunyai pH rendah.* Penggunaan EDTA untuk
menghilangkan smear layer tidak mempengaruhi kekerasan
dentin sehingga tidak menyebabkan dentin menjadi rapuh.’
Aplikasi 0,5 M EDTA (setara dengan EDTA konsentrasi
19%) selama 30 detik terbukti meningkatkan kekuatan
pelekatan bahan adhesif dengan dentin dibandingkan asam
fosfat 37%° dan dapat meminimalkan kebocoran mikro
pada tepi pelekatan antara komposit dan dentin.”

Kompleks dentin-pulpa bereaksi terhadap semua
rangsangan yang mengenai gigi. Rangsangan dapat berupa
karies, trauma, maupun semua tindakan dalam prosedur
penumpatan, mulai dari preparasi, pembersihan dan
pengeringan kavitas, serta penumpatan dan pemolesannya.®

Berbagai zat yang digunakan untuk sterilisasi seperti
fenol dan eugenol, pembersih dentin seperti larutan asam,
pelapis kavitas serta zat yang terdapat pada bahan tambal,
merupakan rangsangan kimiawi yang dapat menyebabkan
inflamasi pada pulpa.’

Inflamasi merupakan respon perlindungan inang yang
bertujuan untuk menghilangkan penyebab jejas serta sel-sel
dan jaringan nekrotik, sehingga terjadi proses penyembuhan
dan perbaikan jaringan. Pada awal terjadinya inflamasi,
netrofil merupakan sel pertahanan tubuh pertama terhadap
jejas atau infeksi, kemudian makrofag akan membantu
proses eliminasi infeksi dan jaringan yang rusak melalui
proses fagositosis. Selanjutnya sel limfosit T berperan
pada respon inflamasi kronis.! Penelitian ini bertujuan
untuk meneliti efek EDTA 19% dan asam fosfat 37%
sebagai bahan etsa terhadap jumlah infiltrasi sel inflamasi
(netrofil, makrofag dan limfosit) pada pulpa gigi tikus
sprague Dowley.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris, yang dilakukan di Laboratorium Farmakologi
dan Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Seluruh prosedur
penelitian ini telah mendapat persetujuan dari Komisi
Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada
Yogyakarta. Ethylene diamine tetraacetic acid 19%
dibuat dengan melarutkan 19 gram serbuk EDTA (berat
molekul 372,24 gram/mol) dalam 100 cc akuades. Larutan
kemudian disaring dengan kertas saring dan pH disesuaikan
hingga 7.4.

Penelitian ini menggunakan tikus Sprague Dawley jantan
sebanyak 45 ekor. Tikus dianastesi secara intramuskular
dengan ketamine HC1 0,2 ml/200 gram berat badan sebelum
dilakukan preparasi kavitas. Gigi molar satu rahang atas
dipreparasi pada permukaan oklusal menggunakan diamond
round bur 0,9 (Edenta, Switzerland) dengan kedalaman
0,5 mm. Tikus dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan
secara acak. Pada kelompok I, EDTA 19% diaplikasikan
pada kavitas selama 30 detik menggunakan microbrush,
selanjutnya bilas dengan akuades selama 30 detik.!!
Kelompok II, gel asam fosfat 37% (Dentamerica, USA)
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diaplikasikan pada kavitas selama 20 detik, selanjutnya
bilas dengan akuades selama 30 detik. Kelompok III,
kavitas hanya dibilas akuades selama 30 detik. Kavitas
dikeringkan dengan cotton pellet kemudian ditumpat
dengan semen ionomer kaca Fuji IX-GC.

Pada hari ke-1, 3, 5, 7 dan 14 setelah perlakuan (n=3),
tikus dikorbankan dengan cara dekapitasi. Rahang atas
pada bagian gigi molar yang telah diberi perlakuan difiksasi
dengan buffered formalin 10% selama 24 jam. Spesimen
kemudian didekalsifikasi menggunakan EDTA 10% pH 7,4
selama 4 minggu pada suhu 4°C. Setelah lunak, spesimen
ditanam dalam parafin, dan dipotong dengan ketebalan
5 pm untuk dilakukan pengecatan hematoksilin eosin
(HE). Sel inflamasi yaitu netrofil, makrofag dan limfosit
diamati menggunakan mikroskop dengan pembesaran
400x pada area di bawah preparasi kavitas. Jumlah infiltrasi
sel inflamasi dihitung dari 3 lapang pandang yang berbeda.
Data selanjutnya dianalisis dengan menggunakan ANOVA
dan Tuckey HSD.

HASIL

Pada semua kelompok, jumlah netrofil paling banyak
ditemukan pada hari ke-1 setelah perlakuan dan jumlahnya
semakin berkurang seiring dengan bertambahnya hari
pengamatan (Gambar 1).

0 i

Hari ke-1  Hari ke-3  Hari ke-5  Hari ke-7  Hari ke-14
WAKTU

= EDTA 19%
m Asam fosfat 37%
m Akuades

RERATANETROFIL
o

N

Gambar 1. Rerata dan simpangan baku jumlah netrofil. Infiltrasi
sel netrofil lebih banyak pada kelompok yang
diaplikasikan asam fosfat 37% dibandingkan EDTA
19% dan akuades.
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Gambar 2. Rerata dan simpangan baku jumlah makrofag.
Jumlah infiltrasi sel makrofag lebih sedikit pada
kelompok setelah aplikasi EDTA 19% dan akuades
dibanding asam fosfat 37%.
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Gambar 3. Rerata dan simpangan baku jumlah limfosit. Infiltrasi
sel limfosit pada kelompok setelah aplikasi EDTA
19% dan akuades lebih sedikit dibanding asam fosfat
37%.

Makrofag sudah dapat diamati pada hari ke-1 setelah
perlakuan. Jumlah makrofag semakin meningkat, mencapai
puncaknya pada hari ke-5 setelah perlakuan, dan menurun
sesudahnya. Rerata jumlah infiltrasi makrofag pada pulpa
gigi tikus setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37%
dan akuades ditunjukkan pada Gambar 2.

Limfosit juga dapat diamati mulai hari ke-1 setelah
perlakuan. Jumlah limfosit semakin meningkat dan paling
banyak ditemukan pada hari ke-7 setelah perlakuan.
Rerata jumlah infiltrasi limfosit pada pulpa gigi tikus
setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37% dan akuades
ditunjukkan pada Gambar 3.

Hasil ANOVA menunjukkan bahwa jumlah netrofil,
makrofag dan limfosit berbeda bermakna (p<0,05) antar
kelompok. Hal ini menunjukkan bahwa aplikasi bahan etsa
berpengaruh bermakna terhadap infiltrasi sel inflamasi.
Hasil uji Tuckey HSD menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna jumlah infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit antara kelompok dengan aplikasi
EDTA 19% maupun akuades bila dibandingkan dengan
asam fosfat 37% (p<0,05). Tidak terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok dengan aplikasi EDTA 19%
dibandingkan akuades (p>0,05). Hal ini mengindikasikan
bahwa asam fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel netrofil,
makrofag dan limfosit yang lebih banyak dibandingkan
EDTA 19% maupun akuades. Hasil pengamatan histologis
pulpa gigi setelah aplikasi EDTA 19%, asam fosfat 37%
dan akuades ditunjukkan pada Gambar 4.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa aplikasi asam
fosfat 37% menyebabkan infiltrasi sel inflamasi lebih banyak
dibandingkan EDTA 19%. Hal ini kemungkinan karena
pH asam fosfat 37% sangat rendah yaitu 0,26, sedangkan
EDTA 19% yang digunakan memiliki pH 7,4. Aplikasi
asam fosfat pada kavitas akan menyebabkan demineralisasi
yang berlebihan sehingga akan meningkatkan permeabilitas
dentin. Akibatnya, terjadi penetrasi lebih banyak dari bahan
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Gambar 4. Pada hari ke-1 setelah perlakuan, tampak infiltrasi sel inflamasi terutama netrofil. Infiltrasi sel inflamasi pada kelompok
dengan aplikasi EDTA 19% tampak lebih sedikit dibandingkan asam fosfat 37%. Jumlah makrofag paling banyak
ditemukan pada hari ke-5 setelah perlakuan. Pada hari ke-14 semua kelompok perlakuan tampak memberikan gambaran
pulpa normal. Sel netrofil (" ), makrofag (*), limfosit (*). D= dentin, PD=predentin, O=odontoblas, F=zona bebas sel,

R=zona kaya sel.

etsa melalui tubulus dentin ke dalam pulpa.'? Bahan etsa
asam dengan pH rendah menyebabkan lingkungan di luar
sel bersifat hipertonik, sehingga cairan di dalam sitoplasma
akan tertarik ke luar dan sel akan mengkerut. Hal ini
dapat memicu kerusakan permanen pada sel odontoblas
dan menyebabkan reaksi inflamasi. Pada inflamasi akan
terjadi infiltrasi sel-sel inflamasi ke daerah jejas untuk
mengeliminasi iritan dan debris seluler.'?

Pada kondisi normal, terdapat sel makrofag dan sel
dendritik sebagai antigen precenting cell (APC) pada
pulpa yang akan mengenali iritan dan debris seluler.'*
Iritan dan kerusakan sel/jaringan merupakan sinyal bagi
makrofag sehingga teraktivasi dan akan mensekresi sitokin
antara lain IL-1 dan TNF-c. Interleukin-1 dan TNF-a akan
menginduksi sel endotel untuk menghasilkan E-selektin
dan intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1). Kedua
molekul adhesi tersebut akan berikatan dengan ligan pada
netrofil sehingga menyebabkan netrofil teraktivasi dan
melekat pada dinding endotelium. Langkah berikutnya
dalam proses ini adalah migrasi netrofil melalui endotelium
menuju lokasi jejas. '

Pada hari ke-1 setelah perlakuan, pada semua kelompok
terjadi infiltrasi sel inflamasi terutama netrofil, dan

jumlahnya semakin menurun dengan bertambahnya hari
pengamatan. Netrofil adalah sel fagosit yang merupakan
pertahanan tubuh pertama terhadap infeksi atau benda
asing, berperan pada respon inflamasi akut dan hanya
berumur pendek (24-36 jam). Netrofil akan mati setelah
menghancurkan iritan serta jaringan yang rusak melalui
proses fagositosis.'*

Penetrasi bahan etsa merupakan iritan kimia bagi sel-sel
pada pulpa, dan sinyal bagi makrofag sehingga teraktivasi
dan mensekresi sitokin antara lain IL-1 dan TNF-o.. Tumor
necrosis factor-o. dapat menginduksi sel endotel dan sel
dendritik untuk menghasilkan monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1) yang akan menyebabkan monosit
keluar dari pembuluh darah menuju ke daerah inflamasi. Di
jaringan, monosit akan berdiferensiasi menjadi makrofag.
Infiltrasi makrofag paling banyak ditemukan pada hari
ke-5 setelah perlakuan. Hal ini disebabkan setelah monosit
bermigrasi ke jaringan, dibutuhkan waktu 48-72 jam
untuk berdiferensiasi menjadi makrofag pada area jejas.'*
Makrofag berperan penting dalam sistem imun untuk
mengeliminasi antigen dengan aktivitas fagositosis.'?

Sel dendritik merupakan APC utama yang terlibat pada
respon imun pulpa. Sel dendritik akan bergerak memasuki
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jaringan limfoid setelah menangkap dan memproses antigen
untuk selanjutnya dipresentasikan pada limfosit T melalui
molekul major histocompatibility complex (MHC) klas
II. Hal ini merupakan sinyal bagi aktivasi limfosit untuk
berproliferasi dan berdiferensiasi.'®!” Molekul MHC klas
IT juga diekspresikan pada permukaan sel makrofag yang
akan mempresentasikan antigen pada limfosit T. Makrofag
akan mensekresi IL-1 dan IL-12 setelah memproses antigen.
Interleukin-1 akan memberi sinyal kepada limfosit T
helper untuk berikatan dengan molekul MHC klas II pada
makrofag dan IL-12 berperan pada aktivasi limfosit.!'8
Infiltrasi sel limfosit paling tinggi ditemukan pada hari
ke-7 dan menurun pada hari ke-14 setelah perlakuan.
Waktu yang dibutuhkan oleh limfosit untuk produksi dan
diferensiasi menjadi sel efektor sekitar 3 sampai 5 hari, dan
selanjutnya limfosit akan keluar dari vaskularisasi menuju
ke jaringan.'*

Mekanisme lain yang dapat menjelaskan terjadinya
infiltrasi sel inflamasi setelah aplikasi bahan etsa,
yaitu bahwa penggunaan asam fosfat dan EDTA dapat
menyebabkan terlepasnya TGF-B1 yang terdapat pada
dentin. Selama dentinogenesis, odontoblas mensekresi
growth factor tersebut kemudian termineralisasi dalam
matriks dentin. Demineralisasi jaringan gigi akibat
penggunaan bahan etsa dapat menyebabkan terlepasnya
TGE-B1.'* Setelah dilepaskan, TGF-B1 akan berpenetrasi
melalui tubulus dentinalis menuju pulpa, berperan pada
respon pulpa terhadap jejas.!” Hasil penelitian in vitro
menunjukkan bahwa TGF-f1 menyebabkan peningkatan
ekspresi IL-1 dan IL-8 pada kultur sel odontoblas dan
jaringan pulpa.?’ Interleukin-8 merupakan kemoatraktan
dan berperan pada aktivasi netrofil. Transforming growth
factor-B1 juga mampu menstimulasi ekspresi IL-1 dan
TNF-a oleh makrofag yang berperan penting pada respon
inflamasi pulpa.?!

Hasil penelitian ini juga menunjukkan terjadinya
infiltrasi sel inflamasi pada tikus yang diaplikasi
akuades. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh preparasi
kavitas yang dilakukan. Sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Feng Mei dkk. bahwa gesekan dan panas
yang dihasilkan akibat penggunaan rotary instrument
menyebabkan peningkatan ekspresi nitric oxide (NO) pada
sel odontoblas.?? Nitric oxide merupakan radikal bebas
yang dihasilkan dari enzim nitric oxide synthase (NOS).
Radikal bebas tersebut berperan pada proses inflamasi dan
kerusakan jaringan serta dapat menyebabkan vasodilatasi
pembuluh darah sehingga sel inflamasi bermigrasi dari
pembuluh darah menuju ke jaringan.'®

Pada hari ke-14 setelah perlakuan, jumlah infiltrasi
sel inflamasi semakin sedikit dibandingkan hari-hari
sebelumnya dan memberikan gambaran pulpa normal.
Hal ini mengindikasikan bahwa sel imun berhasil
menghilangkan iritan dan debris seluler sehingga inflamasi
tidak berlanjut. Selain itu kompleks dentin pulpa memiliki
mekanisme perlindungan diri dalam membatasi penetrasi
bahan-bahan yang membahayakan pulpa. Ion kalsium,
fosfat dan cairan yang terdapat dalam tubulus dentin

mempunyai kapasitas buffer untuk menetralkan asam dari
bahan etsa.'*

Penggunaan glass ionomer sebagai bahan tumpatan
dalam penelitian ini bertujuan untuk meminimalkan iritasi
pada pulpa bila dibandingkan dengan resin komposit.>* Pada
penelitian ini tidak digunakan bahan tumpatan sementara
oleh karena daya tahan yang rendah dalam rongga mulut.
Apabila tumpatan sementara lepas akan terjadi deposit
debris dan sisa makanan yang dapat menyebabkan inflamasi
pulpa sehingga mempengaruhi hasil penelitian.>* Penelitian
menunjukkan bahwa asam fosfat 37% menyebabkan
infiltrasi sel netrofil, makrofag dan limfosit yang lebih
banyak dibanding EDTA 19%.
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