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ABSTRAK

Latar Belakang: Pembentukan jaringan parut sebagai hasil akhir penyembuhan otot yang
cedera adalah masalah klasik yang belum mendapatkan solusi yang memuaskan. Jaringan
parut ini akan menurunkan fungsi dan kapasitas fungsional otot. Banyak usaha yang sudah
dilakukan termasuk pemberian platelet-rich plasma (PRP)namun sayangnya PRP ini memiliki
keterbatasan seperti resiko reaksi imunologis, persiapan yang rumit, dan ketiadaan sifat
sebagai scaffold. Platelet-rich fibrin (PRF) sebagai generasi baru dari konsentrat platelet
adalah sumber faktor pertumbuhan dan memiliki keuntungan seperti bentuk gel yang
menyerupai scaffold.

Tujuan:Mengetahui efek PRF pada penyembuhan cedera otot pada model hewan coba.
Metode:Penelitian ini sudah disetujui olek Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga. Sebanya dua puluh kelinci New Zealand White Rabbitdibagi
menjadi dua kelompok yaiu kelompok kontrol dan kelompok yang mendapat PRF. Pada
kelompok kontrol, defek otot tidak diberikan apa-apa sedangkan pada kelompok perlakuan
defek otot diberikan PRF. Kedua kelompok dievaluasi setelah minggu kedua dan keempat
secara imunohistokimia untuk membandingkan ekspresi protein Pax7.

Hasil: Kelompok perlakuan yang mendapat PRF memberikan skor ekspresi Pax7 yang lebh
tinggi dibandingkan kelompok kontrol baik pada minggu kedua maupun keempat.
Kesimpulan: Pemberian PRF memberikan keuntungan pada proses peneyembuhan otot.
Hasil studi pendahuluan ini dapat digunakan sebagai landasan untuk penelitian menggunakan
PRF selanjutnya.

Kata kunci: cedera otot, penyembuhan otot, platelet-rich fibrin

ABSTRACT

Background: Scar formation has been a classical issue in the healing of skeletal muscle
defect which will results in decrease of strength and function. Platelet-rich plasma (PRP) has
been studied to enhance the healing of muscle defect. The disadvantages of it include the risk
of immunologic reaction, time-consuming preparation, and lack of scaffold element. Platelet-
rich fibrin (PRF) is a new generation of platelet concentrate that provides good source of
growth factors and scaffold element necessary for the healing. This study is to provide a
fondation of PRF preparation and implantation for the healing of experimental defect of
gastrocnemius muscle in an animal model.

Purpose: The goal is to provide a fondation of PRF preparation and implantation for the
healing of experimental defect of gastrocnemius muscle in an animal model.
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Methods: Animal Care and Use Committee, Airlangga University approved the study.
Twenty New Zealand white rabbits were divided into two groups. In control group, a defect
was created in the right gastrocnemius and no implantation was done. In study group, similar
defect was created with implantation of PRF. Two and four weeks after surgery, the defect
was examined immunohistochemically for the expression of Pax7 protein.

Results: The implanted group showed higher IRS score in two and four weeks compared to
the control group.

Conclusion: The use of PRF facilitates the healing of muscle injury. This study will be used
as a fondation for further study on PRF.

Keywords:muscle defect,muscle healing, platelet-rich fibrin

PENDAHULUAN

Cedera otot adalah cedera yang Proses penyembuhan otot ini melibatkan
sering terjadi saat melakukan aktivitas peran dan kerjasama antara sel punca
olahraga. Insidensi cedera otot pada otot dan faktor pertumbuhan.
olahragawan profesional mencapai 23 Sayangnya, jaringan yang terbentuk
sampai 46 persen dari semua cedera sebagai hasil akhir penyembuhan cedera
olahraga.! Insidensi cedera otot yang otot bukanlah jaringan otot seperti sedia
tinggi ini menyebabkan kerugian baik kala melainkan jaringan parut. Jaringan
dari segi finansial maupun performa parut ini terdiri dari jaringan ikat yang
atlet. Data dari liga hoki es profesional berbeda dari jaringan otot asli sehingga
National Hockey League Amerika menyebabkan berkurangnya kapasitas
Serikat tahun 2014 menyebutkan bahwa kontraktilitas dan fungsional otot setelah
cedera otot terjadi pada 50,9% atlet hoki cedera.® Serabut otot baru yang
es sehingga menyebabkan setidaknya terbentuk juga tidak cukup cepat karena
para atlet kehilangan kesempatan proses penyembuhan yang lama, dengan
bermain setidaknya satu pertandingan rentang waktu penyembuhan antara 6
dan kerugian finansial mencapai 218 minggu hingga 6 bulan tergantung dari
juta dollar dalam setahun. Implikasi derajat cedera. Penyembuhan yang lama
finansial yang lebih besar hingga 1,4 ini memiliki implikasi terhadap lamanya
milyar dollar harus ditanggung oleh liga waktu return-to-play sehingga
Major League Baseball akibat cedera memberikan kerugian bagi atlet.*
otot pada atlet baseball > Penanganan cedera otot yang ada

Otot yang  cedera  akan saat ini bergantung pada derajat cedera
mengalami rangkaian proses otot yang terjadi. Sebagian besar cedera
penyembuhan yang meliputi fase otot akut adalah robekan sebagian
inflamasi, proliferasi dan remodeling. dimana cedera jenis ini umumnya bisa
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diterapi dengan baik dengan rest, ice,
compression dan elevation atau yang
biasa disingkat RICE dan obat-obatan

antiinflamasi nonsteoridal

yang
diberikan dalam minggu pertama diikuti
dengan fisioterapi progresif.” Tindakan
operatif dilakukan pada cedera otot
dengan robekan total (derajat 3).
Tindakan operatif dengan penjahitan
robekan total dilakukan untuk mencegah
komplikasi dini dan lanjut yang dapat
terjadi. Namun sayangnya, terapi yang
ada saat ini belum bisa memberikan
hasil yang memuaskan seperti kondisi
sebelum cedera terutama untuk atlet
dengan aktivitas tinggi.°

Telah diketahui bahwa faktor
pertumbuhan berperan penting dalam
penyembuhan otot. Faktor pertumbuhan
ini meliputi Fibroblast Growth Factos
(FGF-2), Insulin-like
(IGF-1), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), dan Platelet-derived

Growth Factor (PDGF). Studi oleh

Growth Factor

Hammond et al menyatakan bahwa
pemberian faktor pertumbuhan dapat
mengakselerasi dan  meningkatkan
kualitas hasil akhir proses penyembuhan
otot’. Pada studi itu, faktor pertumbuhan
didapatkan dari pemberian autologous
platelet-rich plasma (PRP).

telah

Sebelumnya, banyak

penelitian yang mempelajari efek
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pemberian PRP pada penyembuhan

tulang, tulang rawan, tendon dan
ligamen. Sayangnya, terdapat beberapa
kekurangan yang dimiliki oleh PRP.
Pertama, proses pembuatan PRP
membutuhkan tambahan antikoagulan
dalam jumlah banyak dan juga bovine-
derived thrombin yang berfungsi untuk
mengkonversi fibrinogen menjadi fibrin.
Tambahan thrombin dari bovine ini
membuat PRP tidak murni autologous
sehingga didapatkan efek samping
berupa pembentukan antibodi terhadap
faktor V,XI dan thrombin yang berujung
pada koagulopati.® Kedua, bentuk
sediaan PRP yang berupa plasma yang
cair membutuhkan bahan lain sebagai
media pembawa atau penahan in-situ
pada lokasi aplikasi pada otot agar PRP
tetap berada pada lokasi cedera sesuai
yang diinjeksikan dan tidak menyebar ke
sekitar lokasi aplikasi yang diinginkan.
Bahan yang sering digunakan adalah

fibrin glue.’

Dari keterbatasan PRP tersebut,
Platelet-rich  Fibrin (PRF) mulai
diperkenalkan sebagai generasi kedua
dari PRP. Pembuatan PRF
lebih

membutuhkan  proses

yang
sederhana, tanpa antikoagulan dan tidak
membutuhkan tambahan bovine-derived
thrombin sehingga PRF tetap terjaga

serta

sifat autologous-nya
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menghilangkan resiko terjadinya

koagulopati. Perbedaan proses
pembuatan menghasilkan bentuk yang
lebih menyerupai gel pada PRF
dibandingkan PRP. Bentuk gel ini
diharapkan mampu berperan sebagai
scaffold sehingga memudahkan untuk
diaplikasikan pada cedera otot.'°

Pada proses penyembuhan otot,
peran sel satelit (satellite cells) sangat
satelit ini

penting. Sel yang akan

berproliferasi dan berdiferensiasi
sebagai sel prekursor jaringan otot.
Dalam proses miogenesis, sel satelit
akan mengekspresikan beberapa protein
yaitu protein Pax7 selama proses
multiplikasi dan protein MyoD selama
proses diferensiasi menjadi sel mioblas.

Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui bagaimana efek pemberian
PRF pada penyembuhan otot yang
cedera. Penelitian ini akan mengevaluasi
secara imunohistokimia proses
penyembuhan otot yang terjadi. Hasil
yang didapatkan dari penelitian ini
diharapkan dapat dijadikan sebagai
pertimbangan untuk menggunakan PRF

secara klinis pada kasus cedera otot.

METODOLOGI PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan tungkai
belakang sebelah kanan dari dua puluh

kelinci jantan New Zealand White
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Rabbit (berat 2000 gram £500 gram) dan
telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga (nomor sertifikat:
682-KE). Kelinci secara random akan
dibagi menjadi kelompok kontrol dan
kelompok perlakukan.
Persiapan PRF

Darah vena diambil sekitar 5 ml
dari telinga kelinci dan dimasukkan ke
dalam tabung vakum steril berukuran 6
tambahan

antikoagulan

dilakukan

ml  tanpa
(Gambar la). Tabung

sentrifugasi pada mesin sentrifugal
dengan kecepatan 2700 putaran per
menit selama 12 menit.!! Setelah proses

sentrifugasi, akan didapatkan tiga

lapisan yang terbentuk pada tabung
(Gambar 1b).

Lapisan  terbawah

mengandung sel darah merah dan

lapisan teratas mengandung plasma
selular. Di antara kedua lapisan tersebut
terdapat gumpalan fibrin. Lapisan di
tengah ini diambil 2 mm di bawah garis
pembagi terbawah setelah terlebih
dahulu

(Gambar 1c¢).

membuang lapisan teratas
Prosedur Pembuatan Model Cedera
Otot Gastrocnemius dan Implantasi
PRF

Kelinci dibius menggunakan
ketamine (40 mg/kg) dan xylazine (5
intramuskular  lalu

mg/kg) secara
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diposisikan  tengkurap. Dilakukan

desinfeksi ~ menggunakan  povidone
iodine 10% pada sisi posterior kedua
tungkai belakang kelinci. Tempat inisi
aalah 1 cm proksimal dari tendomusculo
junction otot gastrocnemius. Insisi
dilakukan pada kulit dan diperdalam
hingga mencapai otot. Pada muscle belly
otot gastrocnemius dilakukan eksisi otot
dengan panjang 1 cm, lebar 0,5 cm dan
kedalaman 0,5 cm sehingga didatapkan
model cedera berupa defek (gap)

(Gambar  1d). Sebagai  penanda,
diberikan simpul menggunakan benang
nonabsorbable pada jarak 5 mm di
proksimal dan distal dari lokasi eksisi
untuk memudahkan identifikasi saat
pengambilan sampel nanti.

Pada kelompok kontrol, defek
hanya dilakukan irigasi menggunakan
cairan saline. Pada kelompok perlakuan,
defek yang dibuat diisi dengan PRF

yang sudah dipersiapkan (Gambar le).
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Defek yang ada tidak dilakukan
aproksimasi. Fasia dijahit menggunakan
benang absorbable dan kulit dijahit
menggunakan benang nonabsorbable.
Semua kelinci dirawat dalam kandang
terpisah di laboratorium hewan Intitute
of  Tropical Disease, Airlangga
University dan diberi makan sesuai
standar perawatan hewan laboratorium
dengan pengawasan oleh dokter hewan.
Sepuluh kelinci (lima kelinci dari
masing-masing kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan) dibunuh dan

diambil sampelnya setelah minggu

kedua dan sepuluh kelinci sisanya

dilakukan pada minggu keempat.

Sampel diambil dan difiksasi
menggunakan formaldehid 4% dan
dipersiapkan dalam sediaan parafin blok
(ketebalan 5 pm). Sediaan lalu diwarnai
menggunakan antibodi Pax7 untuk

dilakukan evaluasi imunohistokimia.
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Gambar 1. Persiapan PRF dan model cedera. (a) Darah vena diambil dari telinga kelinci
sebanyak 5 ml; (b) Setelah sentrifugasi, didapatkan tiga lapisan pada tabung. Lapisan tengah
merupakan gumpalan fibrin; (c) PRF yang terbentuk dari lapisan tengah yang diambil; (d)
Model cedera berupa defek pada otot gastrocnemius; (e) Defek pada model cedera otot

gastrocnemius diisi dengan PRF

Evaluasi Imunohistokimia Data  skor ekspresi  Pax7

i leh R 1
Setelah diwarnai oleh antibodi diperoleh menurut metode Remmel yang

dah dimodifikasi, di Indek
Pax7, evaluasi dilakukan dengan suca HMOGHRast, — ciiatia — Indeks

Skala R le (I Reactive S
menggunakan mikroskop cahaya merk ala Remmele (Immuno Reactive Score

tau IRS kan hasil kali
Nikon H600L yang dilengkapi kamera atad ) merupakan hasil - perkalian

t k t li ktif
digital DS Fi2 300 megapiksel dan antara skor persentase sel imunoreakti

) dengan skor intensitas warna pada sel
software gambar Nikon Image System. g P

i ktif. Seperti ditunjukk
Ekspresi Pax7 dinilai dari sel satelit frunoreakttl, Sepertl yalig ciiunjiicean

da Tabel 1. Dat ti 1
yang menunjukkan reaksi  positif pada fabe ata  sctlap sampe

k ilai rata-rata IRS
terhadap antibodi Pax7 anti-rabbit. flerupakan ntal - rata-tatd yang
teramati pada 5 (lima) lapang pandang

Jumlah sel satelit per area fiber/serat
(LP) pada pembesaran 1000 kali.'*

otot dinyatakan positif bila sitosol

berwarna cokelat (Gambar 2a dan b).

12,13

- 8
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Gambar 2. Ekspresi positif dari Pax7 pada sel satelit berupa sitosol yang berwarna coklat
pada pengamatan mikroskop cahaya

Tabel 1. Skala semikuantitatif IRS merupakan hasil perkalian antara skor persentase sel
positif (A) dengan skor intensitas reaksi warna (B) IRS = (A x B)

A B
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Skor O : tidak ada sel positif Skor O : tidak ada reaksi warna

Skor 1 : Sel positif kurang dari 10% Skor 1 : Intensitas warna rendah

Skor 2 : Sel positif antara dari 11% - 50% Skor 2 : Intensitas warna sedang

Skor 3 : Sel positif antara dari 51% - 80% Skor 3 : Intensitas warna kuat

Skor 4 : Sel positif antara dari lebih dari

80%
HASIL

Secara  makroskopis  terdapat ditandai dengan perbedaan banyaknya
perbedaan antara kelompok kontrol dan sitosol sel satelit yang berwarna coklat.

yang mendapat PRF. Pada kelompok Analisis skor imunohistokimia

kontrol, t k k defek tidak . . .
Ofiro%, tampakc permukaan delekx U untuk ekspresi Pax7 ditampilkan dalam

beraturan karena terisi jaringan parut yang Tabel 2. Sseluruh skor ekspresi Pax7

lebih tebal sedangkan pada kelompok yang menunjukkan hasil yang lebih tinggi dan

dapat PRF k defek terlihat
fhendapa petmukaan delek teriha bermakna dibandingkan kelompok kontrol

lebih teratur dan mulus (gambar 3a dan b). (p < 0.05) baik untuk kelompok yang

p . uniukk
ada gambar 3¢ dan d juga ditunjukkan diamati setelah minggu kedua maupun

perbedaan ekspresi imunohistomia antara

minggu keempat.

kelompok kontrol dan perlakuan yang

Gambar 3. (a) Gambaran makroskopis defek otot pada kelompok kontrol; (b) Gambaran
makroskopis defek otot pada kelompok yang mendapat PRF; (¢) Gambaran mikroskopis
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ekspresi Pax7 pada kelompok kontrol; (d) Gambaran mikroskopis ekspresi Pax7 pada
kelompok PRF

Tabel 2. Hasil Analisis Skor Ekspresi Pax7

Kontrol PRF Nilai p
Ekspresi Pax7 2 minggu 4,740,448 5,969+0,168 0,009
4 minggu 6,32+0,64 7,97+0,521 0,017
PEMBAHASAN
Penyembuhan cedera otot penyembuhan otot. Hal ini sesuai dengan

melibatkan peran dari sel punca dan faktor

pertumbuhan. Proses ~ penyembuhan

dimulai  dari  proses  terbentuknya
hematoma atau bekuan darah yang akan
mengaktifkan rangkaian proses inflamasi
dimana sel-sel proinflamatori  untuk
regenerasi jaringan akan teraktivasi. Proses
ini berlanjut ke proses proliferasi dan
diakhiri oleh proses remodeling jaringan
otot. Peran sel prekursor adalah pada sel
satelit yang terletak di basal lamina otot.
Sel ini bersifat inaktif saat tidak terjadi
cedera dan menjadi aktif saat terjadi
cedera. Sel ini akan berprolifrasi dan
memperbanyak diri sebelum kemudian
berdiferensiasi menjadi sel mioblas, suatu
cikal bakal sel miosit. Selain peran sel
prekursor, peran faktor pertumbuhan juga
sangat penting. Faktor pertumbuhan yang
terkonsentrasi dapat diberikan dalam
bentuk PRP atau PRF. Perbedaan kedua
kelompok model cedera otot secara
makroskopis memberikan penjelasan awal
faktor-faktor

bagaimana  pemberian

pertumbuhan dapat memfasilitasi
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hasil studi yang dikemukakan oleh Wong
dan Hamid dimana ketersediaan faktor
pertumbuhan yang cukup akan membantu
proses penyembuhan yang lebih baik
sehingga aktivitas mioblas akan lebih
dominan dibandingkan dengan aktivitas
fibroblas. Apabila aktivitas myoblas lebih
dominan daripada aktivitas fibroblas maka
jaringan parut yang terbentuk akan
semakin sedikit.""'> Namun pada penelitian
ini jaringan parut yang terbentuk hanya
dievaluasi secara makroskopis sehingga
suatu evaluasi histologis diperlukan untuk
memastikan lebih jelas mengenai jaringan
parut yang terbentuk tersebut.

Hasil imunohistokimia pada kedua
pengamatan Pax7 baik setelah minggu
kedua dan keempat menunjukkan bahwa
skor yang lebih tinggi didapatkan pada
PRF

kelompok mendapatkan

yang
dibandingkan dengan kelompok kontrol.
Penelitian yang sudah dipublikasi tentang
pemberian efek PRF pada cedera otot
masih terbatas. satu

sangat Terdapat

penelitian di Italia oleh Gigante er al
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dimana Gigante menggunakan platelet-
rich fibrin matrix pada model cedera pada
otot longisimus dorsi tikus Wirstar. Pada
penelitian tersebut, Gigante mengevaluasi
dan analisis

secara histologis,

histomorfometrik. Hasilnya, kelompok
yang mendapat matrik PRF menunjukkan
neovaskularisasi dan regenerasi yang lebih
baik daripada kelompok control.!®!
Penelitian lain secara in vitro oleh Viser et
al mempelajari kandungan transforming
growth factor-beta (TGF-B) pada sel otot
yang diberikan PRF. Hasilnya adalah

kelompok diberikan PRF

yang
memberikan nilai kandungan TGF-f yang
lebih tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian PRF memberikan sumber
faktor pertumbuhan yang lebih banyak
dalam proses penyembuhan. '

Selain karena faktor pertumbuhan

yang dikandungnya, PRF juga
memberikan keuntungan sebagai scaffold
dalam mengisi defek pada cedera.

Karakteristik PRF yang berbentuk seperti
gel mampu mengisi defek yang terjadi
pada cedera otot. Keuntungan scaffold
pernah dikemukakan oleh Longo et al
yang menyatakan bahwa dengan adanya
scaffold pada daerah cedera otot, maka
scaffold membantu

tersebut akan

memfasilitasi pembentukan myotubules

baru dimana myotubules yang baru

terbentuk akan menjembatani dan pada
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akhirnya akan mengisi daerah cedera
sehingga terbentuk jaringan otot yang

baru."

KESIMPULAN

Pemberian platelet-rich fibrin pada
cedera otot dapat dipertimbangkan sebagai
pilihan terapi untuk mendapatkan hasil
yang baik pada cedera otot dengan defek.
Pembuatan platelet-rich fibrin yang relatif
mudah  nantinya  diharapkan  dapat
diaplikasikan secara klinis pada pasien
dengan cedera otot terutama dengan defek
yang besar. Hasil penelitian ini dapat
dijadikan landasan untuk melakukan
penelitian lanjutan dengan menggunakan
variabel yang lebih banyak dan aplikasi sel
punca. Ke depannya, penggunaan PR yang
dikombinasikan

dengan sel punca

diharapkan dapat memberikan solusi

terbaik dalam penanganan cedera otot.
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