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ABSTRACT

Background: Neovascularization of the cornea causing loss of corneal clarity, decrease of visual acuity and also
improve the failure of Keratoplasty. It can occur due to the imbalance of angiogenic and antiangiogenic factors
such as on chemical trauma. Curcumin is the active extract which have anti-angiogenesis pharmacological
effect. Subconjungtival injection have many advantages compared with topical administration. The purpose
is to compare the effect of subconjunctival curcumin injection and topical curcumin on corneal
neovascularization on alkali injuries of wistar's cornea.

Methods: Experimental study with post test only control group design using 28 male Wistar rat strain
which received chemical trauma. The samples were randomly devided into 4 group. Topical curcumin
80 umol/L, topical DMSO 0,1% five times daily for 7 days. Subconjunctival injection of curcumin 40
umol/L and DMSO 0,1% were received once after the chemical trauma on the cornea. On day 8 was
measured the corneal neovascularization in length of blood vessels and width of area. Statisticaly
hypotheses with independent t-test and significant p < 0,05.

Result: Subconjunctival injection of curcumin group were significantly reduced the area of corneal
neovascularization than topical curcumin group (p = 0,045).

Conclusion: Subconjunctival injection of curcumin needs further study to compare the benefits and
side effects
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Neovaskularisasi kornea adalah terbentuknya
pembuluh darah pada kornea yang seharusnya
avaskular."* Kondisi avaskular kornea disebabkan
adanya keseimbangan antara mediator angiogenik
dan antiangiogenik. Mediator antiangiogenik
yang terdapat pada kornea adalah angiostatin,
restin, endostatin, dan pigmen epithelium derived
factor. Mediator angiogenik terdiri dari Vascular

Endothelial Growth Factor (VEGF), basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF) dan matrix
metalloproteinases (MMPs).?
Traumakimiapadamatadapatmenimbulkan
dampak yang berat sehingga memicu timbulnya
neovaskularisasi pada kornea.®’ Neovaskularisasi
kornea dapat memperburuk prognosis transplan-
tasi kornea / keratoplasti karena menyebabkan
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hilangnya immune privilege kornea. Angka
reaksi penolakan terhadap graft kornea dapat
meningkat hingga 30 %.>8

Kurkumin adalah suatu bahan fitofarmaka
hasil ekstraksi rimpang kunyit atau Curcuma
longa yang diketahui mempunyai anti inflamasi
dan efek inhibisi terhadap faktor angiogenik.'’
Kurkumin mencegah timbulnya neovasularisasi
kornea dengan cara menghambat proses proliferasi
sel endotel primer dan menekan munculnya bFGF
dan VEGF. *!° Kim et al telah membuktikan
bahwa pemberian kurkumin 80 pmol/L tetes mata
dapat efektif menghambat NF-kB yang akan
mengekspresikan pembentukan VEGF.>!!

METODE

Hewan coba

Sampel penelitian adalah 28 tikus strain
Wistar galur murni yang berasal dari bagian
Farmakologi Fakultas Farmasi UGM dengan
kriteria inklusi tikus strain Wistar jantan, umur
6 — 8 minggu, berat badan 150 — 200 gram,
tampak aktif dan pada pemeriksaan luar tidak
tampak adanya kelainan anatomi khususnya
kelainan pada mata, kemudian pada salah satu
matanya diberi trauma basa. Kriteria eksklusi
pada penelitian ini adalah tikus yang memiliki
ukuran diameter lesi akibat paparan trauma
basa melebihi 2 mm, kornea tikus yang dalam
waktu 7 hari mengalami perforasi, tikus yang
mati selama 7 hari perlakuan. Semua tikus
diaklimatisasi selama 1 minggu.

Trauma Basa

Semua tikus mendapat perlakuan sama, yaitu
dibuat model trauma basa kornea dengan cara
diberikan kontak pada permukaan kornea sentral
selama 10 detik dengan kertas saring diameter 1
mm yang telah dibasahi NaOH 1 M. Sebelumnya
dilakukan anestesi umum dengan ketamin HCl
50 mg/KgBB intramuskular. Kemudian irigasi
dengan Aquades for irrigation 15 menit hingga
pH netral (diukur dengan pH indikator).

Metode penelitian dan cara kerja

Penelitian ini merupakan penelitian ekspe-
rimental dengan post test control group only

design. Seluruh tikus dibagi menjadi4 kelompok,
masing-masing 7 ekor. Setelah mendapat trauma
basa masing-masing kelompok mendapat
perlakuan yang berbeda yaitu, kurkumin tetes
mata dan Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 0,1 %
tetes mata yang masing - masing diberikan 5
kali sehari selama 7 hari. injeksi kurkumin dan
DMSO 0,1 % subkonjungtiva masing - masing
diberikan 1 kali setelah perlakuan trauma basa.

Kurkumin tetes mata dan injeksi dibuat dari
curcumin (Sigma, Singapura) yang dilarutkan
dalam DMSO sehingga mempunyai dosis
80umol/L untuk tetes mata dan 40pmol/L untuk
injeksi. Kelompok kontrol diberikan DMSO 0,1
% baik untuk tetes mata dmaupun injeksi.

Pemeriksaan panjang dan luas area
neovaskularisasi

Seluruh kelompok dilakukan penilaian terhadap
panjang dan luas area neovaskularisasi pada
hari ke-8. Anestesi umum menggunakan injeksi
Ketamine HCI 100 mg/KgBB intramuskular dila-
kukan sebelum pengukuran. Pengukuran dilakukan
di bawah mikroskop. Panjang neovaskularisasi
diukur berdasarkan pembuluh darah yang tumbuh
di kornea dari limbus ke arah sentral kornea yang
diukur dari pangkal sampai ujung pembuluh darah
terpanjang menggunakan kaliper dan dinyatakan
dalan satuan millimeter. Luas area neovaskularisasi
diukur berdasarkan area di limbus yang terdapat
pertumbuhan pembuluh darah yang dibagi menjadi
12 bagian. Masing-masing bagian berada di
depan sudut 30° dengan titik pusat adalah sentral
kornea diukur menggunakan model berbentuk
lingkaran dan dibagi menjadi 12 bagian dan
dinyatakan dalam persen (%)."

Analisa Statistik

Data hasil penelitian diolah dan disajikan
dalam bentuk tabel dan grafik. Uji panjang
neovaskularisasi dan luas area neovaskularisasi
kornea yang terjadi menggunakan uji t-test
independent dengan nilai signifikansi p < 0,05

HASIL PENELITIAN

Pemeliharaan dilakukan di bagian Farmakologi
Fakultas Farmasi UGM Selama penelitian tidak
dijumpai adanya tikus yang mati maupun sampel
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droup-out. Tidak didapatkan adanya perdarahan
sub konjungtiva, timbulnya infeksi ,nekrosis
jaringan pada tempat injeksi maupun penetrasi
jarum ke bola mata. Deskripsi hasil pemeriksaan
panjang neovaskularisasi kornea disusun dalam
bentuk table dan gambar.

Tabel 1. Panjang neovaskularisasi kornea kelompok
kurkumin 80 pmol/mL tetes mata dengan kelompok
kurkumin 40 umol/mL injeksi subkonjungtiva.

Mi M M D
Kelompok n in ax ean S

(mm) (mm) (mm)
Tetes mata 7 1,00 2,60 1,99 0,53
Injeksi 7 0,50 1,95 1,35 0,53

p=0,045

Tabel 1 menunjukkan hasil pengukuran
rerata panjang neovaskularisasi kornea serta variasi
pengukuran lainnya pada kelompok kurkumin
tetes mata dan kurkumin injeksi. Pengukuran
rerata panjang neovaskularisasi kornea pada
kelompok kurkumin tetes mata (1,99 £+ 0,53 mm)
tampak lebih panjang dibandingkan kelompok
kurkumin injeksi subkonjungtiva (1,35 + 0,53
mm). Pengukuran panjang minimal dan maksimal
neovaskularisasi kornea pada kelompok kurkumin
tetes mata dan kurkumin injeksi subkonjungtiva
juga menunjukkan kondisi yang sama. Hasil uji
statistik terhadap rerata panjang neovaskularisasi
kornea pada kelompok kurkumin tetes mata dan
kurkumin injeksi subkonjungtiva menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna. (p = 0,045).
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Gambar 1. Boxplot panjang neovaskularisasi kornea

Gambar 1 menunjukkan perbedaan rerata
panjang neovaskularisasi kornea pada kelompok
kurkumin tetes mata, DMSO tetes mata,
kurkumin injeksi subkonjungtiva dan DMSO
injeksi subkonjungtiva. Terlihat bahwa rerata
panjang neovaskularisasi kornea pada kelompok
injeksi kurkumin subkojungtiva lebih pendek
dibandingkan kelompok lainnya.

Tabel 2. Luas area neovaskularisasi kornea kelompok
kurkumin 40 pmol/mL tetes mata dan kurkumin 80 pmol/
mL injeksi subkonjungtiva.

Min Max Mean SD
(%) (%) (%)
Tetes mata 7 25,00 100,00 60,71 31,81
Injeksi 7 25,00 100,00 64,29 24,40
p=0,818

Kelompok n

Tabel 2 menunjukkan perbandingan rerata
luas area neovaskularisasi kornea serta berbagai
variasi pengukuran lainnya pada kelompok kur-
kumin tetes mata dan kurkumin injeksi sub-
konjungtiva. Pengukuran rerata luas area neovas-
kularisasi kornea pada kelompok kurkumin injeksi
subkonjungtiva (64,29 + 24,40%) terlihat lebih
besar dibandingkan dengan kelompok kurkumin
tetes mata (60,71 + 31,81%). Tidak ada perbedaan
dari hasil pengukuran minimal dan maksimal
luas area neovaskularisasi kornea pada kedua
kelompok ini. Nilai pengukuran minimal luas area
neovaskularisasi kornea pada kedua kelompok
terlihat sama adalah 25% dan nilai pengukuran
maksimal adalah 100%. Hasil uji statistik terhadap
luas area neovaskularisasi kornea kelompok kur-
kumin tetes mata dan kurkumin injeksi sub-

konjungtiva menunjukkan adanya perbedaan yang
tidak bermakna. (p = 0,818).
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Gambar 2. Boxplot luas area neovaskularisasi kornea
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Gambar 2 menunjukkan perbedaan rerata
luas area neovaskularisasi kornea pada kelompok
kurkumin tetes mata, DMSO tetes mata, kurkumin
injeksi subkonjungtiva dan DMSO injeksi sub
konjungtiva. Terlihat bahwa rerata luas area
neovaskularisasi kornea pada kelompok kurkumin
tetes mata lebih pendek dibandingkan kelompok
lainnya.

DISKUSI

Neovaskularisasi kornea pada dasarnya merupakan
suatu proses penyembuhan luka di kornea, tetapi
tidak menguntungkan karena kejernihan kornea
terganggu.'>'”Kendala lain akibat neovaskularisasi
kornea adalah meningkatkan angka kegagalan
keratoplasti akibat reaksi penolakan graft
komea'2,8,18—20

Berbagai macam penelitian penggunaan
obat dan tatalaksana untuk mengatasi problem
neovaskularisasi sudah banyak dilakukan. Tatalak-
sana neovaskularisasi kornea yang optimal sampai
saat ini masih terus digali oleh para klinisi dan
peneliti.>*

Kurkumin merupakan ekstrak curcuma
longa yang mempunyai efek farmakologi bera-
gam dimana salah satunya adalah sebagai anti
angiogenesis. Efek anti angiogenesis kurkumin
adalah dengan menghambat jalur NF-kB melalui
IL-1, sehingga menekan ekspresi VEGF, bFGF
dan MMP-9 sebagai faktor-faktor yang berperan
dalam angiogenesis.”'?2!-?

Penelitian Arbiser et al dan Chandru H,
Sharada A.C yang menyatakan bahwa pemberian
kurkumin 80 pmol/L tetes mata efektif meng-
hambat proliferasi sel endothel dan bFGF sebagai
mediator neovaskularisasi pada kornea tikus.
Kim et al juga melaporkan hasil penggunaan
kurkumin topikal sangat bermanfaat dalam meng-
hambat neovaskularisasi kornea pada kelinci
percobaan.>%1023

Penelitian oleh Fan Su dan Chang Zhang
yang menyatakan bahwa pemberian kurkumin 40
umol/L injeksisubkonjungtiva efektif menghambat
neovaskularisasi pada model trauma basa kornea
tikus. Hasil yang diperoleh ini mendukung teori
yang sudah disampaikan sebelumnya yaitu adanya
sifat kurkumin sebagai zat antiangiogenesis yang
dapat menghambat ekspresi VEGF, bFGF dan
MMP-9 melalui jalur NF-kB.>?!%

NF-kB juga distimulasi melalui jalur lain
oleh PAF (platelet activating factor). yaitu proses
transkripsi yang akan meningkatkan faktor
angiogenik seperti VEGF, bFGF dan MMP-9 serta
menurunkan faktor antiangiogenik seperti TSP-1
(trombospodin-1) di fibroblast. Hal inilah yang
menyebabkan tetap terbentuknyaneovaskularisasi
kornea pada penelitian ini oleh karena adanya
jalur pembentukan neovaskularisasi kornea yang
tidak dihambat oleh kurkumin.>!3-1-24

Injeksi sub konjungtiva merupakan salah
satu alternatif pemberian obat pada bola mata.
Cara pemberian ini mempunyai kerugian berupa
timbulnya efek traumatik yang dapat berupa
perdarahan sub konjungtiva, timbulnya infeksi,
nekrosis jaringan pada tempat injeksi, dan
penetrasi jarum ke bola mata.?*>%’

Namun demikian injeksi sub konjungtiva
mempunyai beberapa keuntungan dibandingkan
dengan pemberian topikal, yaitu obat yang
diberikan dapat lebih terkonsentrasi pada organ
target, membutuhkan dosis yang lebih kecil
dibandingkan pemberian tetes maupun sistemik
serta obat mudah mencapai segmen anterior
maupun posterior bola mata. Berdasarkan teori
tersebut, pemberian injeksi sub konjungtiva
mempunyai keunggulan dibandingkan dengan
pemberian topikal.*=

Keterbatasan penelitian ini adalah tidak
adanya pengukuran panjang masing-masing pem-
buluh darah neovaskularisasi kornea yang terbentuk
secara detail dan konfirmasi dengan kerapatan
pembuluh darah neovaskularisasi kornea yang
terbentuk. Pengukuran panjang neovaskularisasi
kornea dengan perwakilan satu pembuluh darah
terpanjang kurang bisa menggambarkan hambatan
atau stimulasi neovaskularisasi kornea yang terjadi.
Kesulitan pengukuran luas area neovaskularisasi
kornea karena bentuk anatomi mata tikus Wistar
yang terlalu cembung. Cara pengamatan luas
area neovaskularisasi kornea yang dilakukan oleh
peneliti sulit diaplikasikan pada kondisi kornea
tikus Wistar yang cembung tersebut. Saat ini
belum ada kepustakaan yang menyatakan cara
pengamatan luas area neovaskularisasi kornea
yang paling efektif untuk kondisi mata tikus
Wistar, sehingga perlu dipikirkan cara pengukuran
luas area neovaskularisasi yang lebih akurat.
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Hasil uji statistik panjang neovaskularisasi
kornea antara kelompok kurkumin tetes mata dan
kurkumin injeksi subkonjungtiva menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna untuk panjang
neovaskularisasi kornea (p = 0,045). Hasil ini
sesuai dengan teori yang menyatakan bahwa
pemberian injeksi sub konjungtiva mempunyai
keunggulan dibandingkan dengan pemberian
topikal dimana obat yang diberikan dapat lebih
terkonsentrasi pada organ target, membutuhkan
dosis yang lebih kecil dibandingkan pemberian
tetes maupun sistemik serta obat mudah
mencapai segmen anterior maupun posterior
bola mata.>*>%’

Luas area neovaskularisasi kornea pada
kelompok kurkumin tetes mata dan kurkumin
injeksi subkonjungtiva menunjukkan perbedaan
yang tidak bermakna (p=0,818). Hal ini dapat
disebabkan adanya kesulitan pengukuran luas area
neovaskularisasi kornea karena bentuk anatomi
mata tikus Wistar yang terlalu cembung sehingga
sulit untuk diaplikasikan pada kondisi kornea
tikus Wistar yang cembung tersebut. Penyebab
lain adalah kemungkinan cara yang digunakan
untuk mengukur luas neovaskularisasi masih
kurang sensitif belum mampu menggambarkan
luas neovaskularisasi kornea secara lebih detail.

KESIMPULAN

Neovaskularisasi kornea setelah pemberian kur-
kumin injeksi subkonjungtiva lebih pendek di-
bandingkan kurkumin tetes mata. Tidak terdapat
perbedaan luas area neovaskularisasi kornea pada
pemberian kurkumin tetes mata dan kurkumin
injeksi subkonjungtiva.
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