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ABSTRAK

Pendahuluan: Periodontitisadalah peradanganjaringan pendukung gigi yang disebabkan oleh mikroorganisme,
salah satunya Porphyromonas gingivalis, yang dapat menginduksi makrofag dan limfosit serta menstimulasi
osteoblas untuk meningkatkan receptor activator of nuclear factor kf-ligand (RANKL) dan menurunkan
osteoprotegerin (OPG). Kondisi inflamasi yang berlanjut mengakibatkan OPG sedikit mengikat RANKL,
sehingga RANKL berikatan dengan receptor activator of nuclear factor kff (RANK) pada prekusor osteoklas. Hal
ini akan mengaktifkan osteoklas dan menyebabkan kerusakan tulang. Osteoblas dan osteoklas berperan dalam
keseimbangan resorpsi dan aposisi tulang. Biji kopi robusta mengandung senyawa aktif polifenol, alkaloid, dan
saponin, yang bersifat antiinflamasi. Penelitian bertujuan untuk menganalisis efek gel ekstrak biji kopi robusta
(C. canephora) terhadap jumlah osteoblas dan osteoklas pada tulang alveolar tikus periodontitis. Metode: Jenis
penelitian eksperimental laboratoris, menggunakan teknik random sampling untuk penelitian in-vivo, diperoleh
minimal sampel sebanyak 4 ekor tikus tiap kelompok; kelompok normal (KN); kelompok kontrol negatif gel
plasebo K(-)7 dan K(-)14; kelompok kontrol positif gel aloclair K(+)7 dan K(+)14; dan kelompok gel ekstrak
biji kopi 50% (KP7 dan KP14). Hewan coba didekapitasi pada hari ke-7 dan 14 setelah pemberian terapi gel,
kemudian dilakukan pemrosesan jaringan dan pewarnaan HE. Penghitungan osteoblas dan osteoklas pada
area sekitar tulang alveolar bukal M1 kiri bawah. Hasil: Terdapat perbedaan yang signifikan (p=0,001) antara
rerata jumlah osteoblas kelompok gel ekstrak kopi (33,83+1,37) dibanding kontrol positif (23,24+2,31) dan
kontrol negatif (18,91+2,07). Rerata jumlah osteoklas berbeda signifikan (p=0,001) pada kelompok gel ekstrak
kopi (0,66+0,54) dibanding kontrol positif (3,08+1,10) dan kontrol negatif (4,00+2,07) (p=0,010). Simpulan:
Pemberian gel ekstrak biji kopi robusta (C. canephora) dapat meningkatkan jumlah osteoblas dan menurunkan
osteoklas pada tulang alveolar tikus periodontitis.

Kata kunci: Gel ekstrak biji kopi robusta, osteoblas, osteoklas, periodontitis.

The effect of robusta coffee bean (Coffea canephora) extract gel on the number
of osteoblasts and osteoclasts in the alveolar bone of periodontitis rats

ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease affecting the teeth supporting tissues caused by specific
microorganisms; one of them is Porphyromonas gingivalis, which can induce the macrophages and lymphocytes,
then stimulate the osteoblasts to increase the receptor activator of nuclear factor kf-ligand (RANKL) and decrease
osteoprotegerin (OPG). Continued inflammatory conditions cause OPG to bind slightly to the RANKL; thus the
RANKL will be able to binds to the receptor activator of nuclear factor kf3 (RANK) in osteoclast precursors, which
will activate the osteoclasts and cause bone damage. Osteoblasts and osteoclasts play a vital role in the balance
of bone resorption and apposition. Robusta coffee beans contain active compounds such as polyphenols, alkaloids,
and saponins, which act as anti-inflammatory agents. This research was aimed to analyse the effect of robusta
coffee bean (C. canephora) extract gel on the number of osteoblasts and osteoclasts in the alveolar bone of
periodontitis rats. Methods: Experimental laboratory research with simple random sampling technique for in-
vivo study obtained the minimal sample number of 4 rats in each group; normal group (KN); negative control
group placebo gel K(-)7 and K(-)14; positive control group of aloclair gel K(+)7 and K(+)14; and robusta coffee
bean 50% extract gel group (KP7 and KP14). The rats were decapitated in the 7th and 14th days after treatment,
and then the tissue processing and hematoxylin-eosin staining was carried out. Osteoblasts and osteoclasts were
counted in the area around the buccal alveolar bone of the lower-left M1. Results: The results showed a significant
difference (p = 0.001) between the mean number of osteoblasts in the coffee extract gel group (33.83 + 1.37)
compared to the positive control group (23.24 #+ 2.31) and the negative control group (18.91+ 2.07). The mean
number of osteoclasts was also had a significant difference (p = 0.001) in the coffee extract gel group (0.66 * 0.54)
compared to the positive control group (3.08 + 1.10) and (p = 0.010) with the negative control group (4.00 + 2.07).
Conclusion: Robusta coffee bean (C. canephora) extract gel can increase the number of osteoblasts and decrease
the number of osteoclasts in the alveolar bone of periodontitis rats.

Keywords: Robusta coffee bean extract gel, osteoblasts, osteoclasts, periodontitis.
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PENDAHULUAN

Penyakit periodontal adalah penyakit dengan nilai
prevalensi tinggi di dunia. Penyakit periodontal yang
sering terjadi adalah gingivitis dan periodontitis.*
Data Riset Kesehatan Dasar (RISKESDAS) 2018
menunjukkan persentase kasus periodontitis di
Indonesia sebesar 74,1%.> Periodontitis adalah
penyakit peradangan kronis yang disebabkan oleh
interaksi antara biofilm subgingiva dan respon
imun host, yang mengarah pada kerusakan jaringan

pendukung gigi.> Peradangan tersebut disebabkan

oleh mikroorganisme, salah satunya adalah
Porphyromonas gingivalis.*
Porphyromonas  gingivalis  mengeluarkan

faktor virulen dan protease ekstraseluler seperti

gingipain yang
jaringan periodontal
kekebalan
bawaan dan respon peradangan.® Porphyromonas

lipopolisakarida, fimbriae,
mengakibatkan kerusakan
sehingga menyebabkan perubahan
gingivalis dapat menginduksi makrofag dan fibroblas
untuk menghasilkan sitokin proinflamasi seperti
interleukin 1-B (IL-1pB), interleukin-6 (IL-6), tumor
necrosis factor-o (TNF-o) dan prostaglandin E2 (PGE-
2) yang dapat menyebabkan resorpsi tulang alveolar
dengan menurunkan jumlah osteoblas.®

TNF-a memainkan peran utama dalam reaksi
inflamasi, resorpsi tulang alveolar, dan hilangnya
perlekatan jaringan ikat.” Prostaglandin dan sitokin
proinflamasi juga dapat menghasilkan reactive
oxygen species (ROS) yang menyebabkan resoprsi
tulang alveolar dengan menstimulasi pembentukan
osteoklas dan peningkatan aktivitasnya.?

Osteoklas merupakan sel motil bercabang,
sangat besar dan berinti banyak.® Pembentukan dan
aktivasi osteoklas salah satunya diperankan oleh
receptor activator of nuclear factor kf3-ligand (RANKL)
yang diekspresikan oleh osteoblas.'’ Osteoblas adalah
sel pembentuk tulang yang berasal dari mesenchymal
stem cell.’® Sitokin proinflamasi yang terbentuk pada
proses inflamasi dapat menstimulasi osteoblas untuk
meningkatkan produksi RANKL dan menurunkan
produksi osteoprotegerin (OPG).¢ OPG adalah protein
yang dihasilkan oleh osteoblas yang akan berikatan
dengan RANKL untuk menghambat pembentukan
dan aktivasi osteoklas.!! Kondisi inflamasi yang terus
berlanjut mengakibatkan OPG akan sedikit mengikat
RANKL sehingga RANKL mudah berikatan dengan
RANK pada prekusor osteoklas dan menyebabkan
kerusakan tulang.'? Kerusakan tulang dan jaringan

akan terus berlangsung selama proses inflamasi,
sehingga untuk mencegah kerusakan yang lebih
parah diperlukan suatu obat anti inflamasi.

Salah satu obat anti inflamasi yang sering
digunakan dalam bidang kedokteran gigi yaitu
gel aloclair. Komposisi dari gel aloclair meliputi
ekstrak lidah buaya (Aloe vera), asam hyaluronat,
glycyrrhetic  acid, dan  polyvinyl-pyrrolidone.’®
Asam hialuronat bekerja menghambat sintesis
prostaglandin, metaloproteinase, dan molekul
bioaktif lainnya.'* Efek samping dari asam hialuronat
yaitu menyebabkan iritasi lokal berupa kemerahan,
bengkak dan gatal.’® Untuk meminimalkan efek
samping tersebut, gel ekstrak biji kopi robusta
diduga dapat digunakan sebagai salah satu alternatif
bahan alami, karena memliki sifat anti inflamasi.'®

Kopi robusta (C. canephora) merupakan
jenis kopi yang banyak dikembangkan di Indonesia.
Biji kopi robusta memiliki kandungan senyawa
aktif lebih banyak dibandingkan kopi arabika.l”
Penelitian sebelumnya menunjukkan biji kopi
robusta mengandung senyawa aktif yaitu polifenol
yang memiliki efek antiinflamasi, alkaloid yang
memiliki efek antioksidan serta saponin yang
dapat merangsang proliferasi sel epitel.!® Penelitian
ekstrak

polifenol biji kopirobusta efektif menurunkan derajat

Ermawati dkk.! membuktikan potensi
inflamasi yang ditandai dengan penurunan ekspresi
TNF-a. Penurunan ekspresi TNF-a diduga dapat
menurunkan derajat inflamasi, sehingga diharapkan
tidak terjadi kerusakan tulang lebih lanjut. Penelitian
ini bertujuan untuk menganalisis efek pemberian gel
ekstrak biji kopi robusta (C. canephora) terhadap
jumlah osteoblas dan osteoklas pada tulang alveolar
tikus periodontitis.

METODE

Jenis penelitian adalah eksperimental laboratoris,
dan telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
627/ UN25.8/ KEPK/DL/ 2019.
Pembuatan ekstrak biji kopi robusta (C. canephora)

Jember No.

dilakukan dengan menghaluskan biji kopi robusta
yang sudah dikeringkan, kemudian menimbang
bubuk simplisia sebanyak 375 gram dan dilakukan
maserasi dalam 1500 ml larutan etanol 96% selama
72 jam sehingga diperoleh ekstrak kental 100%
sebanyak 28 gram. Sebanyak 5 gram ekstrak biji
kopi robusta dicampurkan dengan 5 gram basis gel
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sodium carboxymethyl cellulose (CMC-Na) secara
homogen sehingga didapatkan gel ekstrak biji
kopi robusta konsentrasi 50% sebanyak 10 gram.
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus wistar
jantan usia 2-3 bulan dengan berat badan 180-200
gram sebanyak 28 ekor. Tikus diberi pakan standar
turbo dan minum air mineral. Tikus diadaptasi
selama satu minggu kemudian dibagi secara acak
dalam 7 kelompok: kelompok kontrol/ normal (KN),
kelompok kontrol negatif gel plasebo K(-)7 dan K(-
)14, kelompok kontrol positif gel aloclair K(+)7 dan
K(+)14, kelompok gel ekstrak biji kopi 50% (KP7 dan
KP14).

Tikus diinduksi Porphyromonas gingivalis
dengan konsentrasi 1,5x10% CFU/ml pada sulkus
gingiva bukal M1 kiri bawah, setiap 3 hari sekali
selama 14 hari menggunakan tuberculin syringe
ukuranjarum 30 gauge. Isolat bakteri Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 didapatkan dari Laboratorium
Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas
Jember.

Sebanyak 4 ekor tikus wistar dalam setiap
kelompok perlakuan dilakukan dekapitasi pada hari
ke-7 dan 14 setelah pemberian topikal gel plasebo,
gel aloclair dan gel ekstrak biji kopi robusta 50%
pada sulkus gingiva M1 kiri bawah satu kali sehari
sebanyak 0,05 ml. Periode tersebut digunakan untuk
melihat jumlah osteoblas dan osteoklas tulang
alveolar berdasarkan kondisi TNF-a sebagai mediator
inflamasi, mengacu pada penelitian sebelumnya
bahwa terjadi peningkatan ekspresi TNF-a pada
tikus periodontitis hari ke-7, tetapi pada hari ke-
14 ekspresi TNF-a mengalami penurunan yang
menandakan terjadi penurunan proses inflamasi.'®

Tahap berikutnya dilakukan pengambilan
rahang bawah kiri tikus dan dilakukan pemrosesan
jaringan serta pewarnaan hematoksilin eosin.
Penghitungan jumlah osteoblas dan osteoklas
dilakukan dalam 5 lapang pandang berbeda,
mulai dari apikal sampai korona tulang alveolar
bagian bukal M1 rahang bawah kiri menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 400x. Data hasil
pengamatan dianalisis menggunakan two-way
ANOVA dan Least Significance Different (LSD) dengan
tingkat kepercayaan 95% (p<0,05).

HASIL

Rerata jumlah osteoblas kelompok KP14 yang
tertinggi, diikuti kelompok KN, K(+)7, dan K(-)7
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Gambar 1. Rerata jumlah osteoklas kelompok K(-)7
yang paling tinggi dari semua kelompok, sedangkan
yang paling rendah pada kelompok KP14 Gambar 2.
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Gambar 1. Rerata dan simpangan baku jumlah osteoblas pada
semua kelompok (* p<0,001, ** p<0,05)
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Gambar 2. Rerata dan simpangan baku jumlah osteoklas pada
semua kelompok (* p<0,001, ** p<0,05)

Gambaran histologi osteoblas tampak sel berbentuk
pipih atau kubus dengan jumlah inti sel satu berwana
biru/ungu gelap, sitoplasma tampak basofilik dan
terletak pada permukaan jaringan tulang alveolar
dan osteoklas tampak seperti sel raksasa yang
berinti banyak. Inti sel berwarna biru atau ungu
gelap, sitoplasma berwarna kemerahan dan terletak
pada cekungan dangkal (lakuna howship) permukaan
tulang alveolar Gambar 3

Gambar 3. Gambaran histologi osteoklas dan osteoblas pada
tulang alveolar.dengan perbesaran 400x. T: tulang alveolar;
L:ligamen periodontal; D: dentin; Anak panah merah:
osteoklas; Anak panah biru: osteoblas
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Hasil
perbedaan bermakna jumlah osteoblas dan
osteoklas antar kelompok (p<0,05). Hasil Uji LSD
osteoblas menunjukan terdapat perbedaan yang

two-way ANOVA menunjukkan terdapat

bermakna (p=0,001) antara rerata jumlah osteoblas
kelompok KP14 dibanding KP7, K(+)14, K(+)7,K(-)7,
dan K(-)14. Uji LSD pada osteoklas didapatkan
bahwa terdapat perbedaan bermakna (p=0,001)
pada kelompok KP14 dibanding K(-)7 dan berbeda
bermakna (p=0,010) dibanding K(+)7dan K(-)14.

PEMBAHASAN

Hasil
jumlah osteoklas dan osteoblas kelompok kontrol

penelitian menunjukkan bahwa rerata
negatif hari ke-7 berbeda bermakna dengan semua
kelompok. Jumlah osteoblas kelompok kontrol
negatif hari ke-7 merupakan yang paling rendabh,
sedangkan jumlah osteoklas pada kelompok ini
yang paling tinggi, didukung penelitian sebelumnya
bahwa induksi lipopolisakarida (LPS) P. gingivalis
pada tikus wistar dapat meningkatkan osteoklas
dan menurunkan osteoblas.?’ Peningkatan jumlah
osteoklas ini membuktikan bahwa induksi bakteri

Porphyromonas gingivalis dapat menyebabkan
peradangan.
Porphyromonas  gingivalis  menstimulasi

sistem imun yang berusaha menjaga host dari infeksi
dengan mengaktifkan sel imun seperti neutrofil,
makrofag, dan limfosit untuk memerangi bakteri.
polimorfonuklear (PMN) dan monosit distimulasi
untuk memproduksi matrix metalloproteinase
(MMP), PGE-2 dan sitokin proinflamasi seperti
IL-1, IL-6 dan TNF-a.* Sitokin akan menstimulasi
fibroblas dan limfosit untuk memproduksi RANKL,
kemudian RANKL akan berikatan dengan reseptor
pada pre-osteoklas untuk selanjutnya menjadi
osteoklas dewasa (osteoklastogenesis).?! Selain itu,
sitokin yang terbentuk selama proses inflamasi juga
berperan dalam peningkatan apoptosis osteoblas
dan prekusornya sehingga produksi osteoblas akan
menurun.*

PGE-2 akan

memproduksi RANKL dan menurunkan produksi

menginduksi osteoblas

OPG.°> Penurunan OPG mengakibatkan RANKL
berikatan dengan RANK yang menyebabkan
pembentukan  osteoklas.!® Keadaan tersebut

menyebabkan jumlah osteoblas menurun. Arg-

gingipain (Rgp) dan Lys-gingipain (Kgp) yang
berada pada dinding sel bakteri juga berperan pada

proses ini. Kgp dapat meningkatkan pembentukan
osteoklas melalui degradasi OPG yang merupakan
faktor
sedangkan Rgp dapat menstimulasi MMP yang dapat

penghambat pembentukan osteoklas?,
menyebabkan degradasi kolagen.”® Rerata jumlah
osteoklas pada kelompok perlakuan hari ke-7 dan
ke-14 berbeda bermakna dengan kelompok kontrol
negatif. Penurunan osteoklas terjadi pada kelompok
perlakuan hari ke-7, dan semakin menurun pada hari
ke-14. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian gel
ekstrak biji kopi robusta mampu menurunkan proses
inflamasi yang berlangsung.

Gel ekstrak biji kopi robusta (C. canephora)
mengandung senyawa aktif yaitu polifenol, alkaloid
dan saponin yang bersifat anti inflamasi.'® Peran
asam klorogenat sebagai komponen fenol utama dari
gel ekstrak biji kopi robusta memodifikasi respon
host dengan menghambat PMN dan monosit untuk
memproduksi MMP, PGE2 dan sitokin pro inflamasi
seperti IL-1, IL-6 dan TNF-a.?* Hal ini didukung oleh
penelitian Ermawati dkk.!® yang membuktikan bahwa
pemberian ekstrak polifenol biji kopi robusta efektif
menurunkan derajat inflamasi yang ditandai dengan
penurunan ekspresi TNF-a. Penurunan produksi
sitokin proinflamasi menyebabkan penghambatan
pembentukan osteoklas.?®

Rerata osteoklas pada kelompok kontrol
postif hari ke-7 dan ke-14 berbeda bermakna
dengan kelompok kontrol negatif hari ke-7. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian gel aloclair pada
kontrol positif mampu menurunkan proses inflamasi
yang berlangsung. Begitu pula dengan dengan
rerata osteoblas kelompok kontrol positif berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol negatif hari
ke-7 dan ke-14. Aloe vera yang menjadi kandungan
utama dari gel aloclair memiliki senyawa polifenol
yang juga ditemukan pada tanaman Kkopi, yang
diduga mempunyai cara kerja yang sama sebagai anti
inflamasi.’® Sifat anti inflamasi dari aloclair diduga
turut berperan dalam menurunkan osteoklas.

Jumlah osteoblas kelompok perlakuan gel
ekstrak biji kopi robusta hari ke-7 menunjukkan
hasil berbeda bermakna dengan kelompok kontrol
negatif hari ke-7 dan ke-14, yang artinya pada hari
ke-7 gel ekstrak biji kopi robusta sudah mampu
menurunkan reaksi inflamasi. Jumlah osteoblas
pada kelompok perlakuan hari ke-14 ditemukan
paling banyak dari semua kelompok. Hasil ini tidak
berbeda bermakna dengan kelompok kontrol (KN)
yang berarti jumlah osteoblas pada kelompok
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perlakuan hari ke-14 yang sudah mendekati normal.
Hal ini didukung oleh penelitian Herniyati dkk.!
yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak biji kopi
robusta dapat meningkatkan jumlah osteoblas dan
angiogenesis (pembentukan pembuluh darah) pada
area pergerakan gigi yang dirawat ortodonti. Hal
tersebut dapat terjadi karena efek antioksidan dari
asam klorogenat dan kafein yang terkandung dalam
ekstrak biji kopi robusta berperan meningkatkan
aktivitas dan pembentukan osteoblas.

Kafein pada kopi juga dapat meningkatkan
diferensiasi osteoblas dengan mengikat reseptor
adenosin dan memodulasi beberapa reseptor lain
termasuk reseptor glukokortikoid, insulin, estrogen,
vitamin D dan reseptor andregenik yang semuanya
diekspresikan dalam osteoblas.?® Proses fagositosis
oleh PMN yang berlebihan pada tahap awal terjadinya
periodontitis dapat menyebabkan terbentuknya
radikal bebas (ROS).?” ROS yang berlebihan akan
menyebabkan destruksi jaringan tulang aveolar.’
Gel ekstrak biji kopi robusta memiliki kandungan
senyawa aktif berupa asam klorogenat dan flavonoid
yang berperan sebagai agen antioksidan untuk
menekan radikal bebas (ROS).*®

Flavonoid sebagai antioksidan menangkap
radikal bebas,
mengikat ion-ion logam, dan anti lipid peroxidative.*®

menyumbangkan ion hidrogen,
Asam klorogenat berperan sebagai agen yang
menekan radikal bebas dengan mempengaruhi fungsi
neutrofil saat fagositosis yang dapat menghasilkan
ROS dan juga sebagai agen penghambat reaksi rantai
peroksidasi lipid?® Hal ini didukung oleh penelitian
et al*
pemberian ekstrak metanol biji hijau kopi robusta

Pergolizzi yang menunjukkan bahwa
pada peradangan kulit tikus dapat meningkatkan
pengikatan radikal bebas yang berkontribusi pada
akivitas antiinflamasi.

SIMPULAN

Pemberian gel ekstrak biji robusta (C.

canephora) dapat meningkatkan jumlah osteoblas

kopi

dan menurunkan osteoklas pada tulang alveolar
tikus periodontitis.
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