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abstract

Background: Fluoride is a trace element found in many natural and commonly consumed by humans in the form of fluoride salts 
such as Sodium Fluoride (NaF). The impacts that are most often caused by the intake of fluoride is a damage of enamel tooth/enamel 
hypoplasi or fluorosis. The manifestations of these effects are defects in teeth with whitish colour, brown to black colour effected on 
the aesthetic. So that the prevention of fluorosis is required. Purpose: The aim of this study was to analyze the effect of calcium as 
prevention against tooth enamel fluorosis in Wistar rats caused by exposure to fluoride through indicators of Amelogenin, Calbindin-
28kDa protein expression, the matrix of tooth enamel density and distance between ameloblast cell. Methods: This was an experimental 
studies, post-test only control group design. This study used three groups of rats. Group 1 (Control) was induced by sterile destilled 
water, group 2 (treatment 1) was induced by fluoride and group 3 (treatment 2) was induced by combination of fluoride and calcium. 
Each induction was done through sonde for 28 days. results: The results showed that the induction of fluoride causes the increased 
expression of Amelogenin protein; decreased expression of Calbindin-28kDa protein; a decrease in the density of the enamel matrix 
and widen the distance between cells ameloblast, while the result of the combination induced by fluoride and calcium showed increased 
protein expression of Calbindin-28kDa and increased density of the enamel matrix. Conclusion: Calcium can be used as an alternative 
preventive against the occurrence of enamel hypoplasia due to exposure of fluoride in Wistar rats.
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abstrak

latar belakang: Fluorida adalah salah satu trace element yang ada dialam dan sering dikonsumsi manusia dalam bentuk garam 
fluorida yaitu sodium fluoride (NaF). Paparan fluorida biasanya berkaitan dengan asupan fluorida yang dapat membahayakan enamel 
gigi yaitu terjadinya hipoplasia enamel atau fluorosis. Manifestasi efek ini memberikan gambaran berupa defect pada enamel gigi 
ditandai dengan perubahan warna dari kecoklatan hingga kehitaman dan penyebab estetik yang tidak baik, maka diperlukan usaha 
pencegahan fluorosis tersebut. tujuan: Studi ini adalah menganalisis efek kalsium terhadap prevensi terjadinya fluorosis pada tikus 
Wistar yang terpapar fluorida, dengan indikator ekspresi protein Amelogenin, Calbindin-28kDa, densitas matriks enamel dan jarak 
antar sel ameloblas. Metode: Studi ini merupakan studi eksperimental dengan desain Post Test Only Control Group, yang menggunakan 
3 kelompok tikus. Kelompok-1 (kontrol) di induksi dengan aquadest steril, kelompok-2 (treatmen-1) diinduksi dengan fluorida dan 
kelompok-3 (treatmen-2) diinduksi dengan kombinasi antara fluorioda dan kalsium. Induksi dilakukan selama 28 hari melalui sonde. 
hasil: Menunjukkan bahwa induksi dengan fluorida menyebabkan peningkatan ekspresi protein Amelogenin dan terjadi penurunan 
ekspresi protein Calbindin-28kDa, dan penurunan kepadatan matriks enamel serta pelebaran jarak antar sel. Tetapi bila diinduksi 
dengan kombinasi fluorida dan kalsium maka terjadi peningkatan ekspresi Calbindin-28kDa dan peningkatan densitas matriks enamel. 
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pendahuluan

Salah satu permasalahan di bidang kesehatan gigi adalah 
peningkatan prevalensi hipoplasia enamel di daerah dengan 
kadar fluorida yang relatif tinggi. Hipoplasia enamel adalah 
kelainan pembentukan enamel yang tidak sempurna yang 
sering ditandai dengan perubahan warna gigi kekuningan, 
kemerahan, coklat sampai kehitaman dan pada kasus 
yang berat memberikan manifestasi perubahan struktur 
dan anatomi gigi. Dental fluorosis adalah suatu gambaran 
hipoplasia enamel gigi yang disebabkan oleh pajanan 
fluorida dengan dosis diatas optimal dalam waktu yang 
relatif lama pada saat fase pembentukan dan kalsifikasi 
gigi.1 

Prevalensi dental fluorosis di Indonesia bervariasi 
tergantung tinggi-rendahnya kadar fluorida yang terdapat 
dalam air tanah yang digunakan sebagai konsumsi air 
minum masyarakat. Berbagai penelitian telah dilakukan 
tentang dental fluorosis seperti yang dilakukan oleh 
Wondwossen,2 menyatakan bahwa penelitian yang 
dilakukan pada 233 anak di daerah dengan kadar 0,5 ppm 
dihasilkan 24,1% mengalami dental fluorosis sedang dan 
75,9% dengan derajat ringan. Penelitian terbaru pada 
tahun 20113 di daerah Kecamatan Asembagus Kabupaten 
Situbondo-Jawa Timur yang merupakan daerah endemik 
fluorosis memberikan hasil bahwa rerata kadar fluorida 
dalam air minum sebesar 2,08–2,90, prevalensi dental 
fluorosis sebesar 78,75–98,33% dengan rerata community 
fluorosis index (CFI) 0,80–1,60. 

Penelitian terdahulu lebih terfokus pada kajian secara 
epidemiologis yaitu besarnya prevalensi terjadinya dental 
fluorosis dan beberapa aspek seperti aspek biologis dan 
klinis terutama yang berkaitan dengan teknik perawatannya. 
Persoalan yang sampai saat ini belum menyentuh aspek 
preventif dari dental fluorosis tersebut.4-6 Berbagai upaya 
harus diusahakan untuk melakukan usaha preventif terhadap 
terjadinya dental fluorosis. Salah satu alternatif upaya 
preventif pada penelitian ini adalah dengan menggunakan 
induksi kalsium klorida (CaCl2).7 Penggunaan CaCl2 
sebagai bahan untuk induksi merujuk pada National 
Research Council of United States (2005) yang menyatakan 
bahwa bahan tersebut digunakan sebagai campuran bahan 
makanan dan aman bagi kesehatan.

Studi ini menggunakan beberapa parameter antara lain 
ekspresi protein amelogenin, calbindin-28kDa, densitas 
matriks enamel dan jarak antar sel ameloblas. Tujuan studi 
adalah untuk meneliti dan menganalisa pengaruh induksi 
kalsium (CaCl2) sebagai bahan alternatif untuk prevensi 

terhadap terjadinya hipoplasia enamel akibat pajanan 
fluorida. Studi ini tidak dilakukan pada manusia karena 
beberapa alasan etika namun dilakukan pada hewan coba 
yaitu Rattus Norvegicus strain Wistar.

bahan dan metode

Studi ini merupakan penelitian eksperimental dengan 
desain Randomized post test only control group design. 
Studi ini menggunakan binatang coba sebagai model 
yaitu Rattus norvegicus strain Wistar jantan usia 10–11 
minggu dengan berat badan 150–170 gram,8 yang terdiri 
dari 3 kelompok. Tiap kelompok terdiri dari 8 ekor tikus 
yang diambil secara acak: kelompok 1: dipajan dengan 
aquades steril sebesar 2 ml (sebagai kontrol); kelompok 2: 
dipajan dengan NaF (6,75 mgr dalam 2 ml aquades steril); 
kelompok 3: dipajan dengan NaF + CaCl2 (6,75 mgr + 3 
mgr dalam 2 ml aquades steril).

Besarnya dosis fluorida yang berdampak terjadinya 
hipoplasia enamel (fluorosis) dan pajanan kalsium 
sebagai prevensi, menggunakan pendekatan beberapa 
referensi.9-12 Analisis penelitian dilakukan setelah 28 hari 
induksi yang meliputi beberapa aspek sebagai bukti dan 
penunjang analisis antara lain ekspresi protein amelogenin 
dan calbindin-28kDa dengan menggunakan antibodi 
monoklonal anti amelogenin dan anti calbindin-28kDa 
yang diukur dengan cara menghitung jumlah sel ameloblas 
yang memberikan reaksi positif. Ekspresi kedua protein 
ini dilakukan melalui teknik perwarnaan imunohistokimia 
yang dihitung per 10 high power field (HPF) dan diamati 
melalui mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x.13,14 

Untuk analisis densitas matriks enamel diukur secara 
kualitatif berdasarkan perubahan yang terjadi dengan 
menggunakan scanning electron microscope (SEM) 
dengan pembesaran 20.000x. Analisis melalui SEM ini 
menggunakan pendekatan kriteria Dudea15 yang membagi 
gambaran hasil SEM pada gigi menjadi 4 kuadran dan 
masing-masing kuadran dinilai sesuai dengan besarnya 
prosentase porositas dari kuadran tersebut (skor 1–3). Unit 
analisis yang lainnya yang digunakan adalah pengukuran 
densitas enamel adalah dengan mengukur jarak antar sel 
ameloblas pada ketiga kelompok tersebut (Soft ware: 
Cell-D).

Analisis statistik yang digunakan untuk menganalisis 
perbedaan tiap variabel antara kelompok kontrol dan 
perlakuan menggunakan uji Anava dan LSD, sedangkan 
untuk menganalisis beberapa variabel yang berpengaruh 

Simpulan: Kalsium dapat digunakan sebagai alternative terhadap terjadinya hipoplasia enamel akibat paparan fluorida pada tikus 
Wistar 

Kata kunci: Fluorosis, kalsium, amelogenin, calbindin-28kDa, kepadatan matriks enamel
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pada studi ini digunakan uji korelasi Pearson dan uji regresi 
linier.

hasil 

Efek pajanan NaF pada Rattus Norvegicus akan 
memberikan dampak perubahan pada gigi insisivus 
rahang bawah berupa hipoplasia enamel serta berpengaruh 
terhadap struktur sel ameloblas. Perubahan tersebut seperti 
terlihat pada Gambar 1. Dampak yang terjadi setelah 
terpajan fluorida yaitu gigi tikus akan mengalami fluorosis 
seperti terlihat pada Gambar 1B, sedangkan pada Gambar 
1C adalah gambar gigi tikus yang mengalami mineralisasi 
setelah dipajan kombinasi antara NaF+CaCl2. Terjadinya 
hipoplasia enamel pada gigi tidak terlepas dari peran 
protein Amelogenin yang selama proses mineralisasi akan 
mengalami delay proses degradasi sehingga menghasilkan 
struktur enamel yang terisi oleh protein tersebut. Sebagai 
akibat keadaan ini akan terjadi peningkatan ekspresi 
amelogenin pada kelompok yang dipajan fluorida seperti 
terlihat pada Tabel 1.

Peran kalsium pada studi ini sangat penting. Sebagai 
akibat induksi kalsium (CaCl2) maka terjadi peningkatan 
transportasi kalsium menuju sel target yaitu sel ameloblas 
yang dibuktikan melalui teknik Imunohistokimia (IHC) 
menggunakan antibodi monoklonal anti calbindin-28kDa 

dengan hasil terjadi peningkatan ekspresi protein calbindin-
28kDa pada sel ameloblas yang mengalami dental fluorosis 
seperti pada Gambar 2. 

Setelah dilakukan pajanan dengan fluorida tanpa 
kalsium maka ekspresi protein calbindin-28kDa akan 
mengalami penurunan (Gambar 2B), namun setelah 
dilakukan pajanan kombinasi fluorida+kalsium, maka 
terjadi peningkatan ekspresi protein calbindin-28kDa 
(Gambar 2C). Besarnya peningkatan ekspresi protein 
tersebut dapat dilihat pada Tabel 1. Hasil analisis mengenai 
densitas matriks enamel melalui pemeriksaan Scanning 
Electron Microscopy (SEM) melalui pembesaran 20.000 
kali seperti tampak pada Gambar 3.

Untuk membuktikan pengaruh induksi kalsium terhadap 
densitas matriks enamel dilakukan analisis jarak atau 
kerapatan antar sel ameloblas gigi insisivus tikus seperti 
tampak pada Gambar 4. Dari hasil analisis ekspresi protein 
calbindin-28kDa, analisis densitas matriks enamel dengan 
mengunakan SEM dan analisis densitas matriks enamel 
dengan memperhitungkan jarak antar sel ameloblas 
dirangkum dalam hasil analisis tersebut seperti terlihat 
pada Tabel 1. Dari Tabel 1 terlihat bahwa rerata ekspresi 
protein calbindin-28kDa pada kelompok yang dipajan 
fluorida lebih kecil bila dibanding kelompok yang dipajan 
kombinasi fluorida+kalsium, sedangkan untuk besarnya 
porositas enamel, paling besar terjadi pada kelompok yang 
dipajan kombinasi fluorida dibanding kedua kelompok 
lainnya. 

Gambar 1. A) gigi incisivus normal (kelompok kontrol); B) gigi incisivus yang mengalami fluorosis (kelompok induksi NaF); C) gigi 
incisivus yang mengalami mineralisasi (kelompok induksi NaF+CaCl2).

 

Gambar 2. A) Ekspresi protein calbindin-28kDa pada kelompok control; B) Ekspresi protein calbindin-28kDa kelompok yang dipajan 
NaF; C) Ekspresi protein calbindin-28kDa kelompok yang dipajan kombinasi NaF+CaCl2 (Pengecatan Imunohistokimia/IHC 
dengan pembesaran 400x). 

A B C

A B C
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Pada pengamatan jarak antar sel didapatkan hasil bahwa 
kerapatan atau jarak antar sel ameloblas pada kelompok 
yang dipajan dengan kalsium (CaCl2) lebih kecil bila 
dibanding dengan kelompok yang dipajan dengan NaF. 

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa terdapat 
perbedaan bermakna antara kelompok yang dipajan dengan 
fluoride (K-2) dengan kedua kelompok lainnya (K-1 
dan K-3) untuk ekspresi amelogenin, calbindin-28-kDa 
dan densitas matriks enamel serta analisis jarak antar sel 
ameloblas, sedangkan antara K-2 dan K-3 tidak didapatkan 
perbedaan yang bermakna. Analisis korelasi dan regresi 
memberikan hasil bahwa terdapat pengaruh dan keterkaitan 
antara beberapa veriabel dalam studi ini (koofisien korelasi 
= 0,804).

pembahasan

Pengaruh pajanan fluorida dan kalsium akan 
mempengaruhi keseimbangan beberapa protein utama 
pada masa tumbuh-kembang gigi antara lain amelogenin 
dan calbindin-28kDa serta berpengaruh terhadap densitas 
enamel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi 
amelogenin kelompok kontrol (K-1) paling rendah 
dibanding kelompok yang dipajan fluorida yang mempunyai 
nilai ekspresi paling tinggi. Hal ini disebabkan pada saat 
proses amelogenesis secara normal, amelogenin akan 
terdegradasi menjadi beberapa fragmen melalui proses 
hidrolisis oleh aktivitas Matrixmetalloproteinase-20 
(MMP-20)16-18 yang merupakan mediator dari remodeling 

 

Gambar 3. A) Gambaran densitas matriks enamel pada kelompok control; B) Gambaran densitas matriks enamel kelompok yang 
dipajan NaF; C) Gambaran densitas matriks enamel kelompok yang dipajan NaF+NaCl2 (Pengamatan menggunakan SEM 
dengan pembesaran 20.000x).

 

Gambar 4. A) Jarak antar sel ameloblas pada kelompok kontrol; B) Jarak antar sel ameloblas pada kelompok yang dipajan NaF; C) 
Jarak antar sel ameloblas pada kelompok yang dipajan NaF+CaCl2 (Pengamatan dengan mikroskop+Soft ware: cell-D).

tabel 1.  Rerata dan simpang baku ekspresi protein calbindin-28kDa, besarnya porositas matrik enamel gigi dan jarak antar sel 
ameloblas tikus Wistar yang dipajan NaF dan kombinasi NaF+CaCl2 

Kelompok induksi

Rerata + simpang baku

Ekspresi amelogenin
Ekspresi calbindin-

28kDa
Besarnya porositas 

enamel
Jarak antar sel 

ameloblas

Induksi aquades (K-1) 5,88 ± 2,031 12,13 ± 1,808 1,0625 ± 0,11573 58,7200 ±4,54538

Induksi NaF (K-2) 14,75 ± 2,375 3,50 ± 1,414  2,5938 ± 0,22903 111,6775±21,13876

Induksi NaF + CaCl2 (K-3) 6,38 ± 1,061 12,00 ± 1,852 1,1875 ± 0,11565 73,3387 ± 9,10034

A B C

A B C
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matriks enamel pada pH 7,2–7,3. Tetapi akibat pajanan 
fluorida, maka akan terjadi peningkatan ion F yang 
akan berikatan dengan tiga komponen asam amino yang 
terkandung dalam protein amelogenin yaitu glutamin dan 
histidin yang akan mempengaruhi sifat basa dari residu 
asam amino tersebut sehingga terjadi perubahan pH menjadi 
5,5–5,6. Perubahan ini akan menghambat aktivitas MMP-
20 dalam mendegradasi amelogenin sehingga terjadi delay 
proses reduksi amelogenin. Hambatan ini akan memberikan 
dampak pada struktur dan komposisi matriks enamel yang 
akan terisi oleh sebagian besar protein amelogenin sehingga 
saat maturasi enamel didapatkan adanya beberapa porositas 
dan jarak antar sel melebar/panjang, hal ini sesuai dengan 
penelitian sebelumnya.19,20 

Pemberian kalsium bertujuan untuk meningkatkan 
mineralisasi dan untuk meningkatkan transportasi kalsium 
ke dalam matriks enamel. Efektivitas kalsium menuju sel 
target yaitu ameloblas memerlukan media transport yaitu 
protein calbindin-28kDa yang merupakan superfamili 
Calmodulin dan mempunyai afinitas tinggi dalam mengikat 
kalsium, serta berfungsi sebagai fasilitator diffusi, sensor 
dan buffering kalsium. Pada studi ini setelah dilakukan 
pajanan fluorida+ kalsium pada kelompok-3 (K-3) terjadi 
penurunan ekspresi amelogenin dan terjadi peningkatan 
ekspresi calbindin-28kDa (Tabel 1). Hal ini seperti 
diungkapkan oleh peneliti terdahulu bahwa pajanan 
kalsium memberikan dampak meningkatnya beberapa 
chaperon dan beberapa reseptor dari kalsium. Dalam 
intraseluler konsentrasi kalsium adalah 10-7 akan bergerak 
keluar sel dalam bentuk ikatan antara Ca++ + Calbindin-
28D.21 Sebagai akibat dari keadaan tersebut maka terjadi 
peningkatan rangsangan sekresi MMP-20 yang selanjutnya 
akan mempercepat proses degradasi amelogenin. 

Peran calbindin-28kDa sangat besar sebagai transport 
kalsium karena protein tersebut mempunyai affinitas yang 
tinggi22,23 di dalam mengikat kalsium melalui empat sisi/
lengan dan jumlahnya lebih banyak bila dibanding dengan 
protein calbindin lainnya sehingga kontribusinya terhadap 
transportasi dan endapan kalsium sangat besar. Efek 
pemberian kalsium juga terkait dengan proses pembentukan 
kristal pada matriks enamel, maka sejak awal proses 
pembentukan enamel sampai maturasi akan memberikan 
akses terjadinya penggabungan beberapa kristal menjadi 
beberapa kristal yang lebih besar dan padat. Proses tersebut 
diikuti dengan proses degradasi protein amelogenin, karena 
pada proses normal akan terjadi fase ini yang selanjutnya 
posisi amelogenin yang terdegradasi akan digantikan oleh 
beberapa mineral. Untuk memperkuat bukti tersebut maka 
studi ini dilakukan analisis dengan menggunakan SEM. 

Hasil pemeriksaan SEM (dengan pembesaran 20.000x) 
yang sesuai hasil rujukan peneliti sebelumnya menunjukkan 
bahwa material organik matriks enamel (4–10%) berisi 
air dan protein memberikan gambaran spesifik berupa 
warna kehitaman sedangkan material anorganik (90%) 
berisikan mineral hidroksi apatit (Ca10(PO4)10(OH)2) 
akan memberikan gambaran warna cerah/putih.24 Hal ini 
menunjukkan tingkat kepadatan dan berat molekul yang 

tinggi. Analisis SEM menunjukkan adanya perbedaan 
bermakna untuk densitas pada ketiga kelompok, secara 
setatistik dinyatakan bahwa perbedaan antara kelompok 
kontrol/K-1 dan kelompok yang dipajan dengan kombinasi 
fluorida+kalsium/K-3 memberikan hasil yang tidak 
signifikan (Tabel 1) dan hal ini juga dibuktikan pada 
gambar 2-A dan 2-C, sedangkan hasil analisis SEM antara 
kelompok yang dipajan dengan fluorida terdapat perbedaan 
yang bermakna dengan kedua kelompok lainnya. Keadaan 
ini disebabkan susunan matriks enamel lebih banyak 
terisi oleh material organik yang didominasi oleh protein 
amelogenin yang tidak terdegradasi oleh MMP-20 sehingga 
memberikan manifestasi gambaran banyaknya porositas 
matriks enamel (Gambar 3B). 

Pembuktian lain yaitu melalui analisis jarak antar 
sel ameloblas yang menggambarkan kepadatan matriks 
enamel. Pada kelompok yang dipajan dengan NaF 
memberikan manifestasi jarak antar sel ameloblas yang 
paling besar bila dibanding dua kelompok lainnya. Hal ini 
disebabkan akibat paparan fluorida yang selanjutnya akan 
menyebabkan kematian sel ameloblas. Kondisi tersebut 
berpengaruh terhadap eksistensi sel ameloblas, sehingga 
pada kelompok yang dipajan dengan fluorida tampak 
lebih renggang jarak antar sel-nya. Pada kelompok yang 
dipajan dengan kombinasi antara NaF+CaCl2 akan terjadi 
mineralisasi akibat fungsi kalsium yang akan meningkatkan 
mineralisasi matriks enamel dan menekan terjadinya 
kematian sel ameloblas melalui proses apoptosis dengan 
menekan fungsi protein caspase-3 sebagai eksekutor pada 
proses apoptosis. Sesuai dengan fungsi calbindin-28kDa 
yaitu sebagai protein anti apoptosis dan sebagai buffering 
terhadap kalsium pada tumbuh-kembang ameloblas atau 
osteoblas namun juga merupakan protein penghambat 
caspase-3 dengan cara memblokade sebagian fungsi 
degradasi dan sintesis substrat alami dari caspase-3.25  

Pada konsentrasi Ca++ yang tinggi merupakan media 
dari perubahan morfologi sel ameloblas, karena ameloblas 
secara cepat akan memompa Ca++- ATPase dan Ca++- 
Calbindin-28kDa. Hal ini merupakan salah satu mekanisme 
potensial dari ameloblas dalam meregulasi proses maturasi 
enamel dengan mengontrol Ca++-transpor ke dalam matriks 
enamel. Analisis korelasi dan regresi untuk beberapa 
variabel menunjukkan bahwa semua variabel yang terkait 
sangat signifikan pengaruhnya pada studi ini (koofisien 
korelasi = 0,804).

Berdasarkan kajian dan beberapa fakta dan bukti hasil 
penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa kalsium sangat 
berperan dalam prevensi terjadinya hipoplasia enamel 
akibat paparan fluorida/dental fluorosis pada binatang 
coba. Penggunaan pada manusia diperlukan penelitian lebih 
lanjut tentang dosis konversi untuk manusia dan waktu yang 
efektif untuk pemberian kalsium. Hal ini diperlukan untuk 
menghindari beberapa akibat yang disebabkan oleh fluorida 
dan kalsium terutama pada daerah endemik fluorosis. Hasil 
penelitian ini menurut peneliti adalah merupakan temuan 
dan sumbangan pikiran bagi prospek masa depan untuk 
penanggulangan dental fluorosis. 
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