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ABSTRAK

TBI is mechanically followed by pathomechanisms that cause damage to surrounding neurons, such as
cell and tissue necrosis, inflammation, cerebral edema, breakdown of the blood-brain barrier, and
hyperthermia. The more severe the brain injury, the greater the impact on the inflammatory response.
Therefore, this study aims to determine the histopathological description of edema in rat brain cells
after TBI and to analyze the relationship between differences in trauma burden and histopathological
features of brain cell inflammation, hematoma, and edema in mice after traumatic brain injury. This
study uses an experimental observational-analytical research design. Sprague-Dawley mice were used
as research subjects and divided into four cluster groups (and one control group) with varying trauma-
loading interventions. The trauma loads given were 20 grams, 40 grams, 60 grams, and 80 grams.
Following the trauma load application, the mice's brains were biopsied one hour after the intervention
to observe histopathological features of inflammatory markers (synaptophysin) and brain cell edema.
The data were then analyzed using the SPSS program. Twenty mice were included in this study. The
results of the study showed that there was a mean load of 50 grams, and there is a mean synaptophysin
percentage of 23.5%. There was a significant relationship between differences in trauma load and the
percentage of post-TBI rat brain cell edema (p <0.001). There is a perfect and strong correlation between
differences in trauma load and the percentage of synaptophysin (p=0.926). It was discovered that as the
trauma load increased, there was a growing percentage of edema and inflammation in the
histopathological features of the mice’s brains. There was a significant difference between the severity
of trauma and the percentage of brain cell inflammation and edema one hour after brain injury in mice.
The more severe the level of trauma given, the higher the percentage of inflammation and edema that
occurs in rat brain cells. The result is especially notable since the inflammation and edema is found one
hour within injury.

Kata kunci: Traumatic brain injury; Trauma load; Histopathology of brain cell edema; IHC;
Synaphtophysin
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ABSTRACT

Cedera otak secara mekanis diikuti oleh patomekanisme yang menyebabkan kerusakan pada neuron di
sekitarnya, seperti nekrosis sel dan jaringan, peradangan, edema serebral, kerusakan sawar darah-otak,
dan hipertermia. Semakin parah cedera otak, semakin besar dampaknya pada respon inflamasi dan
edema. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gambaran histopatologis edema pada
sel otak tikus pasca TBI dan menganalisis hubungan antara perbedaan beban trauma dan gambaran
imunihistokima edema sel neuron pasca cedera otak. Penelitian ini menggunakan desain penelitian
observasional-analitik eksperimental. Tikus Sprague-Dawley digunakan sebagai subjek penelitian dan
dibagi menjadi empat kelompok cluster (dan satu kelompok kontrol) dengan berbagai intervensi
pemuatan trauma. Beban trauma yang diberikan adalah 20 gram, 40 gram, 60 gram, dan 80 gram.
Setelah aplikasi beban trauma, otak tikus dibiopsi satu jam setelah intervensi untuk mengamati
gambaran histopatologi penanda inflamasi (sinaptofisin) dan edema sel otak. Data kemudian dianalisis
dengan menggunakan program SPSS. Dua puluh tikus dilibatkan dalam penelitian ini. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa terdapat rerata beban 50 gram, dan rerata persentase sinaptofisin sebesar 23,5%.
Terdapat hubungan yang bermakna antara perbedaan beban trauma dengan persentase edema sel otak
tikus pasca TBI (p<0,001). Ada korelasi yang sempurna dan kuat antara perbedaan beban trauma dan
persentase sinaptofisin (p=0,926). Ditemukan bahwa ketika beban trauma meningkat, terjadi
peningkatan persentase edema dan pembengkakan pada gambaran histopatologis otak tikus. Terdapat
perbedaan yang signifikan antara tingkat keparahan trauma dan persentase inflamasi sel otak dan edema
satu jam setelah cedera otak pada mencit. Semakin berat tingkat trauma yang diberikan, maka semakin
tinggi persentase inflamasi dan edema yang terjadi pada sel otak tikus. Hasilnya sangat penting karena
peradangan ditemukan satu jam setelah cedera.

Key words: Cedera otak traumatis; Beban trauma; Histopatologi edema sel otak; IHC; Synaptophysin

PENDAHULUAN

Cedera otak traumatik atau traumatic brain injury (TBI) merupakan suatu keadaan yang
terjadi ketika struktur kepala mengalami benturan dan menimbulkan gangguan dari fungsi otak.
Kondisi ini merupakan salah satu jenis cedera yang memiliki efek kecacatan dan kematian
paling parah (Ulkhag et al., 2020). Selain menimbulkan kematian, cedera otak traumatik dapat
memiliki efek berbahaya terhadap fungsi neurologis dalam pengaturan diri dan perilaku sosial
serta meningkatkan resiko gangguan perilaku (Williams et al., 2018).

Secara global, pasien yang mengalami cedera otak traumatik berjumlah 69 juta orang
setiap tahunnya, dengan komplikasi tersering berupa perdarahan intrakranial yang
meningkatkan resiko kematian dan disabilitas (Dewan dan Rattani, 2018). Di Amerika Serikat,
lebih dari 1,7 juta orang menderita cedera otak traumatik setiap tahunnya. Brain Injury
Association of America memperkirakan bahwa terdapat setidaknya satu orang yang mengalami
cedera otak setiap 21 detik (Peterson et al., 2019). Di Inggris, cedera otak traumatik menjadi
penyebab kematian dan disabilitas terbanyak pada populasi usia di bawah 40 tahun, dengan
peningkatan rata-rata morbiditas dan mortalitas pada daerah dengan pendapatan bawah dan
menengah (Khellaf et al., 2019). Kejadian cedera otak traumatik paling banyak terjadi pada
kelompok usia anak-anak (0-4 tahun), remaja dan dewasa muda (15-24 tahun) dan orang tua
(>65 tahun). Penyebab tersering yang mendasari kejadian cedera otak traumatic ialah terjatuh
dan kecelakaan lalu lintas (Galgano, 2017).

Menurut Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2018, prevalensi kejadian cedera otak
di Indonesia sekitar 11,9%. Cedera pada otak menempati posisi ketiga setelah cedera pada
anggota gerak bawah dan bagian anggota gerak atas dengan prevalensi masing-masing 67,9%
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dan 32,7%. Cedera otak banyak terjadi di rumah dan lingkungannya yaitu sebesar 44,7% dan
sebanyak 31,4% terjadi di jalan raya dengan 72,7% diakibatkan oleh kecelakaan dengan
mengendarai sepeda motor. Berdasarkan data tersebut, prevalensi usia yang paling banyak
terlibat kecelakaan hingga menyebabkan cedera ialah usia remaja hingga dewasa awal yaitu
usia 15-24 tahun. Kejadian cedera otak tertinggi terjadi di provinsi Gorontalo sebesar 17,9%.
Nusa Tenggara Barat (NTB) merupakan provinsi keempat terbanyak yang menyumbang kasus
cedera otak (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2019).

Efek cedera kepala secara klinis dapat diklasifikasikan menjadi 2 jenis, yaitu efek primer
yang merupakan cedera kranioserebral yang terjadi pada saat trauma dan efek sekunder yang
merupakan cedera kranioserebral akibat komplikasi kerusakan primer misalnya edema serebri,
kerusakan sawar darah otak, nekrosis jaringan, hipertermi, dan lainnya (Lalenoh et al., 2012).
Cedera primer biasanya didefinisikan sebagai kerusakan mekanis langsung yang disebabkan
oleh trauma dan terlihat secara akut. Jenis cedera ini paling baik dideteksi dengan computed
tomography (CT) konvensional dan teknik pencitraan struktural MRI. Mekanisme cedera
sekunder dapat bervariasi serta berhubungan dengan gangguan sawar darah otak, produksi
spesies oksigen reaktif dan stres oksidatif yang dihasilkan, disfungsi metabolik, inflamasi, dan
eksitotoksisitas. Proses ini dimediasi pada tingkat sel. Ketika cedera sekunder tampak parah,
manifestasi makroskopik cedera sekunder dapat menjadi jelas sebagai hiperemia serebral difus,
sitotoksik dan/atau edema vasogenik, dan iskemia jaringan (Mutch et al., 2016).

Pada saat terjadinya cedera otak, secara mekanis cedera otak akan diikuti secara sekunder
dengan berbagai patofisiologi yang mengakibatkan kerusakan di sekitar neuron. Beberapa
penelitian membuktikan terjadinya pelepasan asam amino dari sitoplasma ke ruang interseluler
akan berakibat menjadi kegagalan bioenergi yang mengakibatkan kerusakan ultrastruktur,
kerusakan secara enzimatis, dan fragmentasi DNA yang berujung terjadinya apoptosis sel
neuron. Pada cedera otak traumatik juga dibuktikan terjadinya nekrosis sel, terutama pada
lokasi benturan yang dapat terjadi pada empat jam setelah trauma. Selain nekrosis sel, proses
yang dimediasi sel radang yang disebabkan oleh inflamasi post trauma telah banyak diketahui.
Inflamasi akut yang terjadi dihubungkan dengan produksi mediator inflamasi, infiltrasi PMN,
deposisi platelet, cedera dan aktivasi sel endotel, peningkatan permeabilitas vaskuler, dan
pembentukan edema, serta aktivasi dan proliferasi sel monosit seperti sel mikroglia (Rohadi et
al., 2017).

Respon inflamasi baik produksi mediator inflamasi dan pembentukan edema serta
nekrosis sel neuron setelah cedera sistem saraf pusat dianggap sebagai dasar terjadinya
implikasi secara Kklinis dan pada akhirnya berpengaruh pada outcome pasien. Semakin tinggi
tingkat keparahan cedera otak akan berpengaruh pada respon inflamasi dan edema tersebut.
Berdasarkan hal di atas, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tentang hubungan antara
perbedaan beban trauma dengan gambaran Imunohistokimia Synaptophisin pada edema sel
Neuron Otak Tikus. Berdasarkan latar belakang pada penelitian ini apakah terdapat hubungan
antara perbedaan beban trauma dengan gambaran Imunohistokimia Synaptophisin pada edema
sel Neuron Otak Tikus pasca mengalami cedera otak traumatik?.
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BAHAN DAN METODE

Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian observasional-analitik eksperimental. Penelitian ini
dilakukan dengan cara memberikan perlakuan pada objek yang diteliti kemudian diamati.

Subjek Penelitian

Sampel penelitian adalah mencit yang dikelompokkan menjadi 4 kelompok untuk
mendapatkan perlakuan beban yang berbeda. Tikus Sprague Dawley jantan dengan berat 200-
300 gram dipelihara lima ekor per kandang dengan siklus terang/gelap, pada suhu kamar
(22£2°C). Makanan (makanan hewan pengerat) dan air tersedia. Setiap tikus digunakan untuk
satu percobaan dan untuk satu titik waktu saja.

Variabel

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini berupa variabel bebas (independent
variable) adalah beban trauma yang terbagi menjadi 4 kelompok yaitu 20 gram, 40 gram, 60
gram, dan 80 gram, sedangkan variabel terikat (dependent variable) adalah gambaran
Imunohistokimia Synaptophisin pada edema sel Neuron Otak Tikus.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan untuk pewarnaan hematoxylin dan eosin (H&E) dan pemeriksaan
imunohistokimia pada penelitian ini adalah slide warmer, antigen retrieval declocking
chamber, micropipet, mikrotom, gelas objek, gelas penutup, PAP PEN, tisu, mikroskop cahaya,
dan nampan.

Bahan yang digunakan ialah blok parafin biopsi tikus yang telah diberikan beban sesuai
kelompoknya; xylol I, xylol 11 dan xylol 111; alkohol absolut, alkohol 90%, alkohol 80%, dan
alkohol 70%; hidrogen peroksida (H202) 0,5%; hematoxilin liliemayer; dan enthelan.

Prosedur Kerja

Secara umum, langkah pertama yang dilakukan ialah pengumpulan dan pemisahan
subyek mencit yang akan diberikan beban trauma. Kemudian mencit diberikan trauma sesuai
berat beban yang ditentukan. Setelah diberikan beban, otak mencit akan diambil dengan teknik
kraniotomi kemudian dibuat menjadi sebuah blok parafin. Blok parafin yang sudah tersortir
serta dapat diidentifikasi dan tidak rusak akan dilanjutkan ke tahap pemeriksaan secara
pewarnaan hematoxylin dan eosin (H&E). Pewarnaan dilakukan oleh bagian analisis Patologi
Anatomi. Pemeriksaan dimulai dengan pemotongan sediaan blok parafin, setelah itu dibuat
preparat hematoxylin dan eosin (H&E) dilanjutkan dengan pemeriksaan IHC dengan marker
synaptophysin. Setelah sediaan selesai dibuat melalui proses sebelumnya, selanjutnya sediaan
tersebut diamati dengan mikroskop cahaya dengan perbesaran total 400 kali untuk
menginterpretasikan hasil pemeriksaan. Interpretasi ini dilakukan oleh dokter spesialis Patologi
Anatomi yang ahli dibidang neuropatologi.
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Metode Analisa Data
Data yang digunakan dalam penelitian ini merupakan data primer. Data kemudian
dianalisa menggunakan program komputer SPSS.

Alur Penelitian

A ! Pemberian

I Jenistikusyang

1 1

! digunakan dalam | <« beban pada

! penelitian ! tikus

L e

Beban 20 Beban 40 Beban 60 Beban 80
Gambaran
Histopatologi IHC
Marker

Synaptophysin
Neuron sel Otak

- | Variabel yang tidak diteliti

e o o

Variabel yang diteliti

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sampel tikus dibagi menjadi 5 kelompok yakni 1 tikus pada kelompok kontrol (diberi
kode SN), 5 tikus pada kelompok dengan beban 20 gram (diberi kode Al, A2,A3,A4, dan A5),
5 tikus pada kelompok dengan beban 40 gram (diberi kode B1,B2,B3,B4, dan B5), 5 tikus pada
kelompok dengan beban 60 gram (diberi kode C1,C2,C3,C4, dan C5), dan 5 tikus pada
kelompok dengan beban 80 gram (diberi kode D1,D2,D3,D4, dan D5). Setelah pemberian
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beban pada setiap otak tikus, sampel diberikan waktu 1 jam sebelum dilakukan terminasi dan
craniotomi untuk mengambil otak tikus dan dijadikan preparat histopatologi. Preparat dibuat
menggunakaan pewarnaan Hematoksilin-Eosin, selanjutnya preparat dinilai persentase bagian
yang mengalami edema menggunakan mikroskop. Selanjutnya dibuatkan preparate IHC
Synaptophisin untuk menilai jumlah sel neuron yang tercat oleh marker synaptophysin.

Karakteristik Sampel

Subjek pada penelitian ini merupakan tikus Sprague-Dawley yang memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi. Penelitian dilakukan pada tanggal 21 Juni 2022 dengan jumlah sampel
sebanyak 20 ekor tikus. Data yang digunakan merupakan data primer yang diambil secara
langsung dengan melakukan percobaan.

Tabel 1. Deskripsi Statistik antara Perbedaan Beban dengan Persentasi Synaptophysin

Number of Min Max Mean Std Deviation
sample
Beban Trauma \ 20 20 80 50 22.9
Persentasi 20 5 60 235 12.8

Synaptophysin

Pada table satu diliatkan bahwa mean dari setiap kelompok 50 dan persentasi
synaptophysin dg mean 23.5.

Tabel 2. Hasil test normalitas Kolmogorov-Smirnov normality dan Pearson test diantara
perbedaan beban trauma dan persentasi synaptophysin setelah tikus mengalami
cedera otak traumatik.

Variable Normality Significancy Pearson Correlation
Trauma Burden 0.200 0.00 0.926
Synaptophysin

percentage 0.200

Tabel 3. Hasil perbedaan Pearson test results antara perbedaan beban trauma dan persentasi
synaptophysin setelah tikus mengalami cedera otak traumatik.

Variable Normality Sig Pearson Correlation
|

Trauma Load | 0.200 0.102 2.890
|

Hemorrhage 0.200

percentage
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Gambar 1. Pemeriksaan Gambar 2. Pemeriksaan

Immunohistochemical dengan antibodi Immunohistochemical dengan antibodi
synaptophysin pada otak tikus normal synaptophysin pada otak tikus yang

mengalami cedera otak

Pada otak tikus normal yang dilakukan pengecatan IHC Synaptopisin didapatkan hasil
bahwa sel neuron dan jaringan disekitarnya tidak mengalami edema (Gambar 1). Berbeda
dengan tikus yang mengalami cedera otak traumatik didapatkan sel neuron dan jaringan
disekitarnya mengalami edema dimana jumlah sel yang terekspresi synaptopisin lebih banyak
dibanding yang normal (Gambar 2).

Dua puluh tikus dimasukkan dalam penelitian ini. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat rerata beban 50 gram, dan rerata persentase sinaptofisin sebesar 23,5%. Terdapat
hubungan yang bermakna antara perbedaan beban trauma dengan persentase edema sel otak
tikus pasca TBI (p<0,001). Ada korelasi yang sempurna dan kuat antara perbedaan beban
trauma dan persentase sinaptofisin (p=0,926). Ditemukan bahwa ketika beban trauma
meningkat, terjadi peningkatan persentase edema dan pembengkakan pada gambaran
histopatologis otak tikus.

Terdapat perbedaan yang signifikan antara tingkat keparahan trauma dan persentase
inflamasi sel otak dan edema satu jam setelah cedera otak pada mencit. Semakin berat tingkat
trauma yang diberikan, maka semakin tinggi persentase inflamasi dan edema yang terjadi pada
sel otak tikus. Hasilnya sangat penting karena peradangan ditemukan satu jam setelah cedera.

Hasil analisis dari penelitian berdasarkan gambaran histopatologi persentase edema sel
otak tikus didapatkan adanya perbedaan gambaran histopatologi yang bermakna. Hq ditolak
dan H1 diterima, ini dibuktikan karena terdapat hubungan antara perbedaan beban trauma
dengan persentase edema sel dan inflamasi otak tikus pasca mengalami cedera otak traumatik.
Hasil ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan Ma et al (2019) bahwa terdapat perbedaan
keparahan dari cedera otak yang disebabkan perbedaan beban trauma, dimana semakin berat
beban trauma yang diberikan semakin besar juga keparahan dari cedera otak. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Rohadi et al (2017) terdapat hubungan antara tingkat keparahan
cedera otak dengan meningkatnya marker inflamasi akut yang berkaitan dengan pembentukan
edema. Hasil penelitian menunjukkan gambaran edema yang signifikan dibandingkan dengan
gambaran histopatologi sel otak tikus pada sampel normal. Selain itu didapatkan adanya
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peningkatan persentase daerah yang mengalami edema dengan beban trauma yang lebih besar
p=0,8156.

Edema yang terjadi diakibatkan oleh meningkatnya cairan di dalam otak sehingga terjadi
peningkatan dari volume otak sehingga otak mengalami pembengkakan pasca cedera otak
traumatik. Ada 2 jenis dari edema otak yaitu, edema vasogenik dan sitotoksik. Edema
vasogenik terjadi karena peningkatan air di dalam ruang ekstraseluler akibat gradien osmotik
yang diperkirakan dihasilkan oleh ekstravasasi zat terlarut plasma dari pembuluh darah sebagai
akibat dari kerusakan sawar darah otak (BBB) dan peningkatan dari permeabilitas. Edema
sitotoksik merupakan akibat dari peningkatan air di kompartemen intraseluler sebagai respon
terhadap akumulasi zat terlarut yang aktif secara osmotik di dalam sel. Penelitian lain telah
mengidentifikasi sejumlah mekanisme seluler dan molekuler yang berkontribusi pada
pengembangan edema sitotoksik dan vasogenik diantaranya, eksitotoksisitas karena adanya
pelepasan glutamat yang berlebihan, disfungsi dari mitokondria, kegagalan pompa ion dan
degradasi komponen sawar darah otak (BBB) oleh matriks metalloproteinase (Washington et
al., 2020).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Mahajan dan Bhagat (2016) juga
mengatakan bahwa proses edema otak yang dominan terjadi pada fase akut pasca mengalami
cedera otak traumatik adalah cedera otak vasogenik. Proses edema vasogenik dan sitotoksik
sudah terjadi pada 1 jam pertama pasca cedera otak traumatik, dan pada edema vasogenik
peningkatan dari permeabilitas sawar darah otak mencapai puncaknya setelah 1 hingga 3 jam
pasca trauma (Winkler et al., 2016). Pada vasogenik edema terjadi gangguan pada sistem sawar
darah otak, yang mengakibatkan ekstravasasi dari cairan dan protein intravaskular ke dalam
parenkim otak. Cairan ekstravasasi ini nantinya terakumulasi di luar sel sehingga menyebabkan
peningkatan volume otak dan tekanan intrakranial. Selain itu sel — sel otak mengalami iskemia
akibat cedera yang menyebabkan eksitotoksisitas dan stres oksidatif akibat dari disfungsi
mitokondria. Sel mikroglia dan astrosit yang mengalami iskemia juga akan melepaskan faktor
permeabilitas vaskular, sitokin dan kemokin yang menyebabkan hiper permeabilitas dari sawar
darah otak (Michinaga & Koyama, 2015). Sedangkan edema sitotoksik ditandai dengan adanya
akumulasi cairan yang abnormal di dalam sel otak. Setelah otak mengalami iskemia, terjadi
penurunan produksi ATP intraseluler. Peristiwa ini mengakibatkan kegagalan dari sistem
transportasi Na+ sehingga menyebabkan masuknya cairan ekstraseluler ke dalam sel. Setelah
terjadi penurunan dari jumlah Na+ ekstraseluler tubuh melakukan kompensasi berupa
peningkatan pengeluaran Na+ dari pembuluh darah menuju ruang ekstraseluler otak sehingga
hal ini menyebabkan peningkatan volume otak serta tekanan intrakranial (Michinaga &
Koyama, 2015).

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitan yang dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa terdapat
hubungan antara perbedaan beban trauma dengan gambaran Imunohistokimia
Synaptophisin pada edema sel Neuron Otak Tikus pasca mengalami cedera otak traumatik.
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Saran

Saran yang dapat penulis berikan terhadap penelitian yang dilakukan adalah semakin
besar beban trauma yang terjadi maka semakin parah cedera otak yang dialami, hal ini dapat
diantisipasi atau dikurangi dengan cara meredam beban yang diterima dengan menggunakan
alat pelindung pada bagian kepala.
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