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ABSTRAK
Latar Belakang
Hidrogen peroksida 3% adalah larutan pembersih luka mempunyai banyak maanfaat, salah satu diantaranya
adalah merangsang angiogenesis, vaskulogenesis dan oksigenasi jaringan. Proses penyembuhan luka sangat
dipengaruhi vaskulogenesis, angiogenesis dan oksigenasi. Selama ini pemberian H,0, 3% pada luka/trauma
hanya diberikan satu kali, sebagai pembersih. Proses penyembuhan luka dipengaruhi adanya aliran darah dan
adanya sel radang terutama sel radang mononuklear (MN).
Tujuan
Menilai kegunaan hidrogen peroksida 3% pada pemberian kurang dari 7 hari dan mengungkap hubungan
antara jumlah pembuluh darah dan jumlah sel radang MN dalam proses penyembuhan luka.
Metode
Dalam penelitian ini digunakan 48 ekor tikus Balb/c umur 9-10 minggu, 3 kelompok kontrol dan 3 kelompok
perlakuan. Masing-masing dilakukan insisi pada bagian punggung tikus. Sebelumnya dilakukan anestesi, insisi
dibuat 1cm sedalam subk utan. Pada kelompok kontrol tidak diberikan tetesan hidrogen peroksida, pada
kelompok perlakuan diberikan tetesan hidrogen peroxide 3%, sebanyak 3 kali sehari. Pada kelompok 1 baik
kontrol maupun perlakuan dilakukan biopsi pada hari ke2, kelompok 2 pada hari ke-4, kelompok 3 pada hari ke-
8. Biopsi kulit dipulas dengan Hematoxylin Eosin (HE) untuk melihat jumlah sel radang, sedangkan untuk
melihat angiogenesis, vaskulogenesis dilakukan pemeriksaan imunohistokimia dengan antibodi VEGF.
Hasil
Didapatkan penurunan jumlah sel radang MN pada 1x24jam secara signifikan p0,018 (p<0,05) dan peningkatan
nekrosis 1x24 jam p0,026 (p<0,05) dibanding dengan kontrol. Sedangkan 3x24jam dan 7x 24 jam tidak
terdapat perbedaan. VEGF endotel tidak berbeda baik pada 1x24jam, 3x24jam dan 7x24 jam dengan (p>0,05).
Tidak ada korelasi antara sel radang MN dan pembuluh darah dengan ekspresi VEGF p0,295 (p>0,05).
Kesimpulan
Terdapat penurunan jumlah sel radang MN dan peningkatan luas nekrosis pada 1x24 jam, dan tidak terdapat
peningkatan jumlah endotel VEGF dalam waktu <7 hari dan tidak terdapat hubungan antara jumlah sel radang
MN dan endotel (VEGF)
Kata Kunci : Hidrogen peroksida 3%, endotel, VEGF, penyembuhan luka

ABSTRACT

Background

Three percent hydrogen peroxide/3% is a liquid for cleaning wounds and is known to have many benefits such
as stimulating vasculogenesis, angiogenesis and improve tissue oxygenation. These factors were needed in
wound healing. In clinical practice the use of hydrogen peroxide 3% is not more than 1 day and only for
cleansing not for inducing vasculogenesis and angiogenesis. Healing process depend on blood flow and
mononuclear cells count.

Objective

To study the benefit of 3% hydrogen peroxide usaged in periode less than_7 days and to see the correlation
between the number of blood vessels and MN count in the healing process.

Material and Methods

Forty eight Balb/C type mice, aged 9-10 weeks, devided into 6 groups, 3 groups of control dan 3 treament
group. Devided into 1x24 hours, 3x24 hours and 7x 24 hours. One centimeters incision was made on the back
of each mouse, not penetrating the muscle. Control group did not get H,0, given and treatment group 3 times
daily. Biopsy was done in 2™ day for group 1, 4" day for group 2 and 8" day for group 3. The biopsy speciments
were stained using hematoxylin eosin (HE) to examine limfoid cells, and angiogenesis was conformed get IHC
using antibody against VEGF.

Result

Compared with control group, there was significans decrease of Mononuclear cells but not in 2" and 3" group.
No differencies was found in endothelial proliferation as well as correlation between vascular amount and MN
cells.

Conclusion

There was significant decrease in MN cells and increase of necrotic cells amounts in 1x24 hours, but no
increase VEGF expression in endotels in <7 days. No correlation was found between MN cells and VEGF
expression in endothel

Keyword : Hidrogen Peroxide 3%, VEGF expression in endothel, Wound Healing
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PENDAHULUAN

Hidrogen Peroksida 3% merupakan
bahan yang sudah dikenal sejak lama, dimana
mempunyai banyak kegunaan, antara lain,
membersihkan Iuka dengan efek buihnya,’
vasokonstriksi pembuluh darah, dan menginden-
tifikasi perdarahan yang tersembunyi’. Pada
beberapa penelitian terakhir dilaporkan bahwa
pemberian hidrogen peroksida 3% dapat
meningkatkan oksigenasi jaringan3, meningkat-
kan angiogenesis dan vaskulogenesis.*®
Dengan demikian terdapat kemiripan antara
proses penyembuhan luka yang membutuhkan
angiogenesis dan oksigenasi dengan kemam-
puan hidrogen peroksida. Secara klinis selama
ini pemberian hidrogen peroksida dibatasi tidak
boleh lebih dari sehari, oleh karena akan
memperlambat penyembuhan luka. Pengguna-
an hidrogen peroksida 3% paling sering adalah
pada luka kotor dan abses.

Perlambatan proses penyembuhan luka
ini antara lain karena efek proteolisis pada
jaringan luka, efek apoptosis neutrofil, efek
penghambat-an pembentukan kolagen®, bahkan
dilaporkan pula beberapa efek dari pembilasan
luka operasi yang menyebabkan emboli gas
pada pembuluh darah vena ®”.

Berdasarkan uraian diatas, terdapat 2
pendapat yang berbeda, sehingga perlu dilaku-
kan penelitian mengenai proses penyembuhan
luka yang dihubungkan dengan proses pera-
dangan, proses terbentuknya pembuluh darah,
dan dibatasi dengan kerusakan jaringan yang
dinilai dari nekrosis yang terjadi. Diharapkan
terdapat perbedaan antara peningkatan pera-
dangan mononuklear yang akan mengaktifasi
faktor pertumbuhan salah satunya peningkatan
angiogenesis, dan dibatasi dengan peningkatan
luasnya nekrosis. Dengan demikian dapat
diharapkan masih perlukah hidrogen peroksida
diberikan dalam waktu hari 1 sampai 7 hari.
Selain itu akan diteliti adanya korelasi antara
jumlah sel radang MN dan jumlah pembuluh
darah yang dilihat dengan ekpresi VEGF.

METODE PENELITIAN

Digunakan 48 ekor tikus jenis Balb/C
dengan kriteria, jantan, umur 8-10 minggu |,
berat antara 40-43gr, di Departemen Biokimia
Fakultas Kedokteran Uiversitas Airlangga.
Semua tikus diberikan lokal anestesi sprai pada
punggung, kemudian dilakukan inisisi punggung
sebesar 1cm sedalam subcutis, tidak sampai
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menembus otot. Tikus dibagi menjadi 2
kelompok yaitu control dan perlakuan: yang
pertama diberikan tetesan hidrogen peroksida
3% 3x1 per hari sebagai kelompok perlakuan
dan kelompok kedua (separuhnya) tanpa
ditetesi sebagai kelompok kontrol. Kedua
kelompok tersebut dibagi lagi menjadi 3
kelompok kecil masing-masing hari ke-1, hari
ke-3 dan hari ke-7 dan akan dibiopsi pada waktu
itu. Saat sebelum dibiopsi tikus dikorbankan dan
setelah di biopsi tikus tidak dipakai. Selanjutnya
dilakukan pewarnaan Hematoxylin Eosin (H&E)
pada biopsi dan pulasan imunohistokimia
dengan mengunakan Antibodi VEGF-Abl
(Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, USA) di
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga-
Rumah Sakit Umum Dr. Soetomo, dan Fakultas
Kedokteran Universitas Gajah Mada-Rumah
Sakit Umum Dr. Sardjito.

Definisi sel radang Monunuklear yang
dimaksud adalah sel limfosit dan sel makrofag.
Gambaran sel limfosit sel berukuran kecil, inti
bulat sitoplasma tipis. Sel makrofag: sel yang
berasal dari monosit didalam darah, sel berinti
vesikuler atau berbentuk kacang dan banyak
sitoplasmanya. Eosinofil dan sel plasma tidak
termasuk dalam hitungan. Nekrosis merupakan
sel yang tampak sisa sitoplasma berwarna
eosinofilik, tidak tampak adanya inti sel. Dalam
penelitian tidak dilakukan penghitungan sel yang
mengalami apoptosis/sel yang mengalami
fragmentasi. Ekspresi Antibodi VEGF ini dibaca
oleh 2 orang yaitu seorang spesialis patologi
anatomic dan peneliti. Dikatakan positif bila sel
endotel sitoplasma dan membrane terwarni
coklat dengan intensitas cukup-kuat, dan
tampak struktur lumen serta sel darah merah.

Penghitungan dalam mikroskop dilaku-
kan 5 lapang pandang pada dasar penampang
dari epitel yang rusak dengan bantuan alat
hitung graticule 1,25mm x 1,25mm ( 5x5 kotak )
per 1 lapang pandang.

Analisis Statistik dilakukan dengan uiji
komparasi pada ke-2 kelompok masing-masing
waktu 1x24 jam, 3x24 jam dan 7x24jam dengan
independent samples t-test baik pada peng-
hitungan sel radang MN, sel nekrosis dan
ekspresi VEGF endotel. Selain itu dilakukan Uji
Korelasi Pearson untuk melihat hubungan sel
radang mononuklear dan ekspresi VEGF
endotel. Kesemuanya tersebut harus dilakukan
uji normalitas sampel terlebih dahulu.
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HASIL
Data Sel radang MN yang diperoleh
berdistribusi normal dengan uji Kolmogorov-
Smirnov. Hasil independent samples t-test
menunjukkan nilai yang bermakna dengan nilai
p 0,018 (p<0,05) pada kelompok 1x24 jam,
sedangkan 3x24 jam dan 7x24 jam menunjuk-
kan nilai yang tidak bermakna p 0,158 dan p
0,177 (p>0,05). Data menunjukkan bahwa
terdapat penurunan sel radang MN pada awal
1x24 jam dan pada waktu 3x24 dan 7x24 tidak
terdapat penurunan dibanding kelompok kontrol.
Data sel nekrosis yang diperoleh ber-
distribusi normal dengan uji Kolmogorov-
Smirnov test, hasil independent samples t-test
menunjukkan ada peningkatan sel nekrosis
secara bermakna pada 1x24 jam p 0,026
(p<0,05) sedangkan 3x24 jam dan 7x24 jam
tidak menunjukkan adanya perbedaan yang
bermakna dengan p 0,166 dan p 0,804 (p>0,05).
Data pembuluh darah (VEGF) vyang
diperoleh berdistribusi normal dengan uiji
Kolmogorov-Smirnov, hasil independent sam-
ples t-test menunjukkan pada 1x24jam, 3x24
jam dan 7x24 jam tidak terdapat perbedaan
yang bermakna p 0,742, 0,962 dan 0,557
(p>0,05).

Tabel 1. Korelasi antara jumlah sel mononuklear dan
jumlah pembuluh darah.
Mean+SD P
MN 122,62+68,75 0,295
VEGF 12,96+2,926 0,295

Hasil Uji korelasi Pearson menunjukkan tidak
ada korelasi antara jumlah sel Mononuklear
(limfosit dan makrofag) dengan jumlah endotel
(p 0,295).

DISKUSI

Hasil penelitian ini tampaknya terjadi
keterlambatan keluarnya sel radang MN ke
tempat injuri, pada 1x24 jam. Pada beberapa
penelitian yang telah ada penghitungan jumlah
sel radang MN seperti makrofag dan limfosit
belum pernah dilakukan. Tampaknya keter-
lambatan keluarnya sel radang dimungkinkan
oleh efek vasokonstriksi pembuluh darah,
sehingga vascular leakage ke tempat injuri
menjadi lebih sedikit, dengan efek sel radang ke
tempat injuri menjadi lebih menurun. Tetapi
selanjutnya pada 3x24 dan 7x24 jam tidak
berbeda dibanding kontrol. Pada penelitian
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Nogami M dkk (2007) mengatakan terjadi
peningkatan sel radang MN pada 3-4 hari
setelah injuri.’® Pada penelitian ini terjadi
peningkatan sel radang MN 1x24 jam antar
kelompok perlakuan dari 28,88 menjadi 169,5
pada 3x24jam sesuai dengan Nogami M dkk
(2007) .

Penelitian  terjadi efek  kerusakan
jaringan pada 1x 24 jam yang lebih tinggi pada
penelitian ini dibanding dengan kontrol, pada
tingkat selanjutnya tidak terdapat perbedaan
dengan waktu 3x24jam dan 7x24 jam.
Walaupun terjadi peningkatan pada 3x24jam
dan 7x24 jam namun tidak bermakna pada
hitungan statistik. Statsna AJ dkk (2001)
menyatakan efek pemberian hidrogen peroksida
pada percobaan invitro didapatkan 2 mekanisme
kematian sel yaitu nekrosis dan apoptosis. Pada
laporan kasus Jacobson (2004) menyatakan
terjadi nekrosis fasiitis pada pemberian hidrogen
peroksida pada pasien selulitis yang diirigasi®.
Tampaknya memang terjadi nekrosis yang jelas
pada pemberian hidrogen peroksida dan lebih
banyak dibanding dengan kontrol pada pene-
litian ini.

Lee KS dkk (2006) memberikan
hidrogen peroksida 1-3% dengan cara inhalans
dalam waktu 12 jam pada cairan Bronko-
alveolar lavage didapatkan mRNA VEGF yang
me-ningkat secara bermakna.> Zhu JW dkk
(2002) meneliti sel pada Ca colon tampaknya
MRNA VEGF meningkat dalam waktu 24 jam.""
Nielsen NN dkk (1998) melihat penyembuhan
luka pada pasien setelah operasi tanpa diberi-
kan hidrogen peroksida terjadi peningkatan
MRNA VEGF dalam waktu 3 sampai 7 hari.®
Nogami M dkk (2007) mengunakan tikus dengan
melakukan insisi tanpa pemberian hidrogen
peroksida terjadi peningkatan mRNA VEGF
pada hari ketiga.8 Hal ini semua dapat mem-
perlihatkan sebenarnya dalam waktu 12 jam-3
hari terjadi peningkatan mRNA VEGF, akan
tetapi ekspresi mMRNA VEGF tidak hanya sel
Endotel saja tetapi dapat ditemukan di fibroblast,
polimorpho nuclear (PMN) dan Makrofag. Xiong
M dkk (1998) menganalisis VEGF melalui cairan
intra peritoneal pada tikus, dikondisikan dalam
keadaan hipoksia, dengan rangsangan Inter-
feron/Lipopolisakarid endotoxin, dilakukan
paparan selama 6jam 18 jam dan 48 jam, Hasil
pemeriksaan cairan serum dilakukan pemerik-
saan dengan RT-PCR, menunjukkan pening-
katan yang nyata mRNA VEGF pada kondisi
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hipoksia dibading dengan kontrol.”> Pada pene-
litan kami dari observasi tampaknya tidak
terdapat pernanahan dan Iluka yang kami
kondisikan adalah luka iris yang bersih dengan
demikian kemungkinan terjadinya hipoksia yang
berarti adalah rendah. Berbeda dengan diberi-
kan rangsangan endotoxin seperti pada perco-
baan Xiong M dkk (1998).

Uji Korelasi menunjukkan tidak tampak
hubungan yang bermakna antara sel radang MN
dan peningkatan jumlah endotel pembuluh
darah, adapun faktor yang mungkin mem-
pengaruhi adalah kondisi rangsangan hipoksia
yang kurang.

KESIMPULAN.

Terdapat perbedaan penurunan sel
radang MN pada 1x24 jam dibanding dengan
kontrol dan tidak terdapat perbedaan 1x24 jam
dan 7x24 jam

Terdapat perbedaan peningkatan sel
nekrosis kelompok perlakuan pada 1x24 jam
dibanding dengan kontrol. Tidak terdapat
perbedaan 3x24 jam dan 7x24 jam.

Tidak terdapat perbedaan jumlah sel
endotel dengan ekpresi VEGFpadalx24jam,
3x24 jam dan 7x24 jam.

Tidak ada korelasi antara sel radang MN
dengan endotel (VEGF) .

Dengan demikian Induksi Hidrogen
peroksida tidak perlu diberikan setelah 1x24 jam
karena tidak bermakna. Pada pemberian
hydrogen peroksida harus tetap ekstra hati-hati
terhadap luka terbuka terutama vaskuler dan
mungkin adalah kontra indikasi dan cara
pembersihan harus gentle.

Gambar :

-

Gambar A. HE 400x, Perlakuan 1x24 jam tampak
sel radang PMN luas,
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Gambar B. HE 400x, Perlakuan 1x24jam Pada
perbatasan epitel tampak sel nekrosis, tanpa inti
dengan sitoplasma eosinofilik

Gambar C. HE 400x, Perlakuan 1x 24 jam, tampak
sel radang PMN dan MN, makrofag

Gambar D. HE 400x ,Perlakuan 3x 24 jam, tampak
sel radang MN lebih dominant
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Gambar E. HE 400x, Perlakuan hari 1. VEGF pada
Endotel... pembuluh darah
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