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ABSTRAK

Pembedahan elektif selama fase bleeding siklus menstruasi sering dihindari terkait gangguan koagulasi.
Salah satu hormon yang berhubungan dengan proses penyembuhan luka adalah estrogen. Kadar estrogen
berfluktuasi sepanjang siklus menstruasi dan berada pada kadar terendah selama fase bleeding. Penelitian
eksperimental ex vivo dilakukan pada 16 perempuan berusia 18—40 tahun yang memiliki siklus menstruasi
teratur. Darah vena subjek diambil sebanyak 5ml pada fase bleeding dan ovulasi. Kemampuan penyembuhan
luka dari masing-masing serum dinilai dengan mengukur proliferasi fibroblas dan deposisi kolagen fibroblas
kulit. Ovulasi ditentukan dengan uji pakis saliva, kadar estradiol serum diukur menggunakan Cobas Elec-
sys®, proliferasi fibroblas menggunakan MTT assay, dan deposisi kolagen dengan sirius red. Hasil penelitian
menunjukkan rerata kadar serum estradiol pada fase bleeding dan ovulasi berturut-turut adalah 29,6+10,5pg/
dl dan 180,1+164,5pg/dl. Rerata indeks proliferasi fibroblas yang dipajankan pada fase bleeding dan ovulasi
adalah 1,09+0,63 dan 1,44+0,66. Rerata densitas optik kolagen fibroblas yang terpajan serum fase bleeding
dan ovulasi adalah 0,47+0,2 dan 0,54+0, 14. Seluruhnya menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statis-
tik (p<0,05). Serum fase bleeding memiliki kemampuan penyembuhan luka yang lebih rendah dibandingkan
dengan serum fase ovulasi. Kebijakan untuk tidak melakukan pembedahan elektif selama fase bleeding, selain
terkait dengan gangguan pembekuan darah juga terkait dengan proses penyembuhan luka.
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ABSTRACT

Elective surgery during the menstrual cycle’s bleeding phase is often avoided related to the disruption of
coagulation. One of the hormones associated with wound healing is estrogen, which level fluctuates throughout
the menstrual cycle, and is at the lowest level during bleeding phase. We conducted an ex vivo experimental
study. Sixteen women aged 18 - 40 - years - old with regular menstrual cycle had 5 cc of their blood taken in the
bleeding and ovulation phase. Serum healing ability was assessed by measuring proliferation of fibroblasts and
collagen deposition of the skin fibroblast. Ovulation was determined using fern test, serum estradiol levels were
measured using Cobas Elecsys®, fibloblast proliferation using MTT assay, collagen deposition using sirius red.
The mean of serum estradiol levels on bleeding and ovulation phase was 29,6+10,5pg/dl and 180,1+164,5pg/dl
respectively. The mean of fibroblasts index proliferation that were exposed to bleeding and ovulation serum was
1,09+0.63 and 1,44+0,66. The mean of optical density of collagen from fibroblasts that were exposed to bleed-
ing and ovulation serum was 0,47+0,2 and 0,54+0,14. All results showed statistically significant differences
(p<0,05). Bleeding phase serum has lower healing ability than ovulation phase serum. Recommendation to not
perform elective surgery in bleeding phase is also related to wound healing process.
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PENDAHULUAN

Menstruasi adalah fenomena fisiologis pada perem-
puan usia reproduktif yang ditandai dengan siklus per-
darahan pervaginam yang disebabkan fluktuasi hormon
seks. Para ahli bedah biasanya menghindari pembeda-
han elektif pada fase bleeding siklus menstruasi terkait
terganggunya koagulasi pada luka operasi.!” Faktor
lain misalnya ambang nyeri terhadap penyuntikan pre-
medikasi®, respons hemodinamik terhadap tindakan lar-
ingoskopi, dan intubasi trakea pada fase ini juga dapat
mempengaruhi keputusan ahli anestesi.*

Beberapa penelitian menemukan bahwa estrogen
dapat mempengaruhi proses penyembuhan luka dengan
meningkatkan sintesis kolagen>®* menghambat sintesis
enzim matrix metalloproteinases (MMPs)>” serta me-
lindungi fibroblas dan keratinosit dari kerusakan oksida-
tif* yang dapat memperpanjang fase inflamasi dan me-
micu terbentuknya ulkus kulit yang kronik.*!® Diketahui
pula bahwa kadar estradiol berada pada kadar terendah
selama tujuh hari pertama siklus menstruasi', sehingga
diduga bahwa perlukaan kulit pada fase bleeding dapat
menyebabkan proses penyembuhan luka yang buruk.

Pada penelitian ini kami melaporkan indeks prolif-
erasi fibroblas dan deposisi kolagen dari fibroblas dermis
manusia yang dipajankan pada serum perempuan schat
saat fase bleeding dari siklus menstruasi. Dengan mel-
aporkan hasil penelitian ini, diharapkan dapat menambah
satu alasan lagi untuk tidak melakukan pembedahan pada
perempuan yang sedang dalam fase bleeding siklus men-
struasi.

BAHAN DAN METODE

Penelitian eksperimental ex vivo dilakukan pada 16
perempuan usia subur sebagai subjek penelitian. Setiap
subjek diambil darahnya sebanyak 5 ml pada awal fase
bleeding (H1) dan fase ovulasi. Kriteria inklusi adalah
subjek perempuan sehat berusia 18—40 tahun, memiliki
siklus menstruasi teratur, dan bersedia mengikuti prose-
dur penelitian, misalnya pengambilan sampel darah.
Kriteria eksklusi adalah subjek yang mengonsumsi obat-
obatan yang mempengaruhi kadar estradiol dalam darah.

Fase ovulasi ditentukan dengan uji pakis (fern test),
yaitu saliva subjek diperiksa di bawah mikroskop untuk
menemukan gambaran daun pakis. Darah vena kemudian
disentrifus dengan kecepatan 400G selama 10 menit se-
hingga terbentuk 3 lapisan, dan serum yang berada di ba-
gian paling atas diambil. Sebanyak 0,5 ml serum diambil
untuk diperiksa kadar estradiolnya, sedangkan sisanya
digunakan untuk diperiksa kemampuan mitogeniknya.
Kemampuan mitogenik dari serum dinilai dengan men-
gukur proliferasi fibroblas dan deposisi kolagen fibroblas
kulit manusia setelah dipajankan selama 72 jam. Koleksi
fibroblas kulit manusia didapatkan dari Laboratorium

Biologi Molekular Departemen Dermatologi dan Vene-
reologi, Fakultas Kedokteran Universitas Gajah Mada,
Yogyakarta.

Penelitian ini dilakukan dari bulan Januari 2016
hingga Maret 2016 di Laboratorium Biologi Moleku-
lar Departemen Dermatologi dan Venereologi, Fakultas
Kedokteran Universitas Gajah Mada, Yogyakarta. Pene-
litian ini telah mendapatkan rekomendasi etik dari Medi-
cal and Health Research Ethics Committee (MHREC)
Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada (No: KE/
FK/423/EC). Subjek penelitian ini telah menandatangani
informed consent.

Prosedur pengukuran kadar estradiol serum

Darah vena dari 16 relawan perempuan sehat diambil
sebanyak 5 ml antara pukul 08.00 — 09.00 pagi. Pengam-
bilan darah dilakukan pada H1 dan fase ovulasi siklus
menstruasi. Darah vena tersebut kemudian dimasukkan
ke dalam tabung gelas tanpa antikoagulan, disentrifus
pada 400 G selama 10 menit sehingga terbentuk 3 lapisan
pada tabung gelas. Serum di bagian teratas kemudian di-
ambil 0,5 ml untuk pemeriksaan kadar E2 menggunakan
Cobas Elecsys® (RocheTM). Hasil pengukuran kadar E2
dinyatakan dengan satuan pg/ml.

Prosedur pengukuran jumlah kolagen non solubel
dengan sirius red

Pengukuran kolagen non solubel dimulai dengan
membuang medium dalam setiap sumuran microplate
berisi fibroblas, kemudian setiap sumuran dicuci den-
gan 200 pl PBS. Suspensi fibroblas difiksasi dengan
Bouin solution selama 1 jam kemudian dicuci dengan air
mengalir hingga warna kuning menghilang. Sirius Red
ditambahkan sebanyak 200 pl ke dalam setiap sumuran,
kemudian diinkubasi selama 1 jam. Sirius red dibuang
dan sumuran dicuci dengan HCI 0,1 N hingga Sirius red
hilang dari supernatan dan dinding sumuran. Natrium
hidroksida 0,5 N kemudian ditambahkan sebanyak 200
pl dan dibiarkan selama 30 menit, lalu dilanjutkan den-
gan pembacaan menggunakan spektrofotometer panjang
gelombang 570 nm.

Prosedur penilaian proliferasi fibroblas mengguna-
kan MTT assay

Pengukuran proliferasi fibroblas menggunakan
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-)-2,5  diphenyltetrazolium
(MTT) assay dimulai dengan membuang semua medium
yang tersisa dalam sumuran di microwell plate, lalu dit-
ambahkan 50 pl MTT dan 200 pl medium baru. Micro-
plate kemudian dibungkus dengan lembar aluminium
foil, dan diinkubasi selama 4 — 8 jam, selanjutnya MTT
dan medium dibuang. 200 pl DMSO dan 25 pl glisin
buffer ditambahkan pada setiap sumuran dan proliferasi
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fibroblas dinilai dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 570 nm.

Data hasil penelitian disajikan dalam bentuk nilai
rerata + kesalahan baku. Analisis data dikerjakan meng-
gunakan program komputer. Perbedaan kadar estrogen
serum, indeks proliferasi fibroblas, dan densitas optik ko-
lagen nonsolubel dari kelompok H1 dan kelompok fase
ovulasi dianalisis dengan uji Wilcoxon signed rank test.

HASIL

Hasil tes saliva untuk menentukan masa subur atau
fase ovulasi (fern test) menunjukkan gambaran daun pa-
kis di bawah mikroskop, sedangkan pada fase bleeding
gambaran daun pakis tidak ditemukan, seperti yang tam-
pak pada gambar 1.

Gambar 1. Hasil fern test. 1a. Gambaran daun pakis pada saliva
fase ovulasi. 1b. Tidak ditemukan gambaran daun pa-
kis dari saliva pada fase bleeding.

Hasil pemeriksaan kadar estradiol dari serum fase
bleeding memiliki rerata kadar 29,6 + 10,5 pg/dl sedang-
kan rerata kadar estradiol serum ovulasi adalah 180,1 +
164,5 pg/dl. Hasil analisis dengan uji Wilcoxon menun-
jukkan perbedaan rerata kadar estradiol serum yang ber-
makna secara statistik antara fase bleeding dan fase ovu-
lasi (p<0,001). Hasil perbandingan rerata kadar estradiol
serum fase bleeding dan fase ovulasi dapat dilihat pada
gambar 2.

250.00-1 p=.000

150.00

Kadar Estradiol

100.00-]

Fase Ovulasi

Fase Bleeding

Gambar 2. Perbandingan rerata kadar estradiol serum fase bleed-
ing dan fase ovulasi. Bermakna bila p < 0,05.

10

Rerata indeks proliferasi fibroblas yang dipajankan
pada serum fase bleeding adalah 1,09+0,63 sedangkan
rerata indeks proliferasi fibroblas yang dipajankan pada
serum fase ovulasi adalah 1,44+0,66. Perbandingan re-
rata indeks proliferasi fibroblas yang terpajan dengan
serum fase bleeding dan fase ovulasi menunjukkan per-
bedaan yang bermakna secara statistik (p=0,007). Hasil
perbandingan rerata indeks proliferasi fibroblas yang ter-
pajan serum fase bleeding dan fase ovulasi dapat dilihat
pada gambar 3.

Indeks Proliferasi Fibroblas

Fase Bleeding Fase Ovulasi

Gambar 3. Perbandingan rerata indeks proliferasi fibroblas yang
terpajan serum pada fase bleeding dan fase ovulasi.
Bermakna bila p <0,05.

Rerata densitas optik kolagen yang terdeposisi dari
fibroblas yang terpajan serum pada fase bleeding adalah
0,47+0,2, sedangkan rerata densitas optik kolagen non-
solubel yang diproduksi oleh fibroblas yang terpajan
serum pada fase ovulasi adalah 0,54+0,14. Hasil anali-
sis dengan uji Wilcoxon signed rank test menunjukkan
perbedaan rerata densitas optik yang bermakna secara
statistik (p=0,002). Gambar 4 menunjukkan hasil per-
bandingan rerata densitas optik kolagen yang terdeposisi
dari fibroblas yang terpajan serum pada fase bleeding dan
fase ovulasi.

5001

Optik Kol

D

Fase Ovulasi

Fase Bleeding

Gambar 4. Perbandingan rerata densitas optik kolagen non sol-
ubel dari fibroblas yang terpajan serum fase bleeding
dan fase ovulasi. Bermakna bila p < 0,05.
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DISKUSI

Pada penelitian ini rerata kadar estradiol serum fase
ovulasi secara bermakna lebih tinggi dibandingkan den-
gan rerata kadar estradiol serum fase bleeding. Hal terse-
but sesuai dengan teori yang menyebutkan bahwa selama
fase bleeding siklus menstruasi, kadar estradiol berada
pada kadar terendah, sementara kadar tertinggi ditemu-
kan saat ovulasi.'"'? Hal ini disebabkan pada fase bleed-
ing, korpus luteum meluruh dan tidak lagi menghasilkan
estradiol dan progesteron, sementara pada fase pre-ovu-
lasi folikel de Graaf memproduksi estradiol dalam jum-
lah banyak hingga terjadi ovulasi.!!?

Penelitian ini adalah penelitian pertama yang mem-
bandingkan efek mitogenik antara serum fase bleeding
dan fase ovulasi siklus mentruasi perempuan usia re-
produktif dalam kaitannya dengan proses penyembuhan
luka. Serum diketahui mengandung protein, misalnya
albumin, imunoglobulin, transferin, haptoglobin, lipo-
protein'4, estradiol'®, dan mengandung faktor pertumbu-
han misalnya TGF-a, TGF-B, epidermal growth factor
(EGF), insulin-like growth factor (1GF)-1, dan basic fi-
broblast growth factor (bFGF).'® Diketahui pula bahwa
estradiol dan faktor pertumbuhan dapat meningkatkan
proliferasi sel dan aktivitas fibroblas dalam mensinte-
sis matriks ekstraselular, sehingga berkontribusi dalam
proses penyembuhan luka.'”!® Estradiol diketahui menin-
gkatkan ekspresi reseptor TGF-f yang kemudian akan
meningkatkan proliferasi fibroblas.'”?° Perempuan pasca
menopause yang mengalami penurunan TGF-B dapat
meningkat faktor pertumbuhannya dengan terapi sulih
hormon.?**!

Penelitian in vitro menggunakan fibroblas sebagai
alat ukur menunjukkan bahwa serum, baik pada fase
bleeding maupun fase ovulasi, dapat meningkatkan in-
deks proliferasi fibroblas, namun serum pada fase bleed-
ing memiliki efek yang lebih rendah secara bermakna
dibandingkan dengan serum pada fase ovulasi. Proliferasi
fibroblas yang terpajan serum dapat terjadi karena serum
mengandung faktor pertumbuhan. Proliferasi yang lebih
rendah pada sel yang terpajan serum pada fase bleed-
ing kemungkinan disebabkan kandungan kadar estradiol
yang lebih rendah dibandingkan dengan serum fase ovu-
lasi. Estradiol memiliki kemampuan meningkatkan pro-
liferasi fibroblas dengan bekerja melalui reseptor estro-
gen (estrogen receptor) (ER)-a and ER-B."** Ashcroft,
dkk. (1999)* juga menemukan bahwa sekresi TGF-f1
dari kultur fibroblas dermis dapat meningkat karena ad-
anya 17pB-estradiol.”® Transforming Growth Factor-p ke-
mudian akan bekerja pada reseptornya di fibroblas dan
meningkatkan proliferasi sel tersebut.'®*

Estrogen topikal diketahui dapat mempercepat proses
penyembuhan luka pada lansia dan orang muda melalui
reepitelisasi, aktivitas TGF-B, dan deposisi kolagen>5¢

sementara rendahnya kadar estrogen pada perempuan
pasca menopause menyebabkan penurunan jumlah ko-
lagen pada kulit perempuan tersebut.'”?! Estrogen da-
pat meningkatkan kualitas kulit dengan mengurangi
superoksida®’?* mengubah respons inflamasi luka®-* dan
meningkatkan ekspresi TGF-f sehingga meningkatkan
sintesis kolagen. '8

Sintesis kolagen sebagai hasil aktivitas fibroblas
pada penelitian ini dinilai dengan mengukur densitas
optik kolagen yang terdeposisi yang dicat dengan siri-
us red. Densitas optik kolagen ditemukan lebih rendah
pada fibroblas yang dipajankan pada serum fase bleed-
ing dibandingkan dengan fibroblas yang dipajankan pada
serum fase ovulasi. Hasil tersebut dapat terjadi karena
serum fase bleeding memiliki kadar estradiol yang lebih
rendah dibandingkan dengan serum fase ovulasi, sehing-
ga menyebabkan kadar TGF-3 yang lebih rendah.

Transforming Growth Factor-f selain diketahui men-
stimulasi proliferasi fibroblas, ternyata diketahui dapat
memicu sintesis matriks ekstraselular dan mengurangi
ekspresi enzim proteolitik misalnya MMP-!718 Son,
dkk.(2005)'® menemukan peningkatan ekspresi prokola-
gen tipe I pada kulit lansia yang menggunakan estradiol
topikal.'® Penghambatan enzim MMP-1 oleh hormon ini
akan menurunkan degradasi kolagen dan kemudian akan
meningkatkan jumlah kolagen yang terdeposisi.>!* Kadar
estradiol yang lebih rendah pada serum fase bleeding
dapat menjelaskan hasil densitas optik yang merefleksi-
kan kolagen yang terdeposisi, lebih rendah pada fibroblas
yang terpajan serum fase bleeding dibandingkan dengan
serum fase ovulasi.

SIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa serum fase bleed-
ing memiliki kemampuan mitogenik yang lebih rendah
dibandingkan dengan serum fase ovulasi. Kebijakan
untuk tidak melakukan pembedahan elektif pada perem-
puan yang sedang menstruasi tidak hanya berhubungan
dengan gangguan pembekuan darah pada lokasi luka,
namun juga berhubungan dengan peran serum estradiol
dalam proses penyembuhan luka.
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