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PENGARUH PEMBERIAN SALEP EKSTRAK KULIT
JENGKOL (Archidendron pauciflorum) TERHADAP
EKSPRESI IL-6 DAN HISTOPATOLOGI
EPIDERMIS KULIT DALAM PROSES
KESEMBUHAN LUKA TERBUKA
PADA TIKUS (Rattus norvegicus)

ABSTRAK

Luka terbuka adalah cedera yang melibatkan kerusakan eksternal atau
internal pada kulit dan jaringan tubuh. Salah satu tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai obat herbal untuk penanganan luka adalah kulit jengkol. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui pengaruh kulit jengkol (Archindendron pauciflorum)
dalam menurunkan efek inflamasi luka terbuka melalui ekspresi IL-6 sebagai
indikator kesembuhan luka dan perubahan yang terlihat pada gambaran
histopatologi epidermisnya. Penelitian dilakukan dengan cara pemberian salep
ekstrak kulit jengkol terhadap luka terbuka. Ekstrak kulit jengkol dibuat pada
sediaan salep dengan konsentrasi 5%, 10% dan 15%. Hewan coba yang digunakan
adalah 20 ekor tikus putih (Rattus norvegicus). Tikus coba dibagi menjadi 5
kelompok. Kelompok KN (Kontrol Negatif) adalah kelompok sehat, kelompok KP
(Kontrol Positif) adalah kelompok yang diberi luka terbuka namun tidak diterapi,
dan kelompok P1 — P3 adalah kelompok yang diberi luka terbuka dan diterapi salep
kulit jengkol dengan konsentrasi masing-masing 5%, 10%, dan 15%. Parameter
yang digunakan pada penelitian ini adalah ekspresi IL-6 dengan pewarnaan
imunohistokimia dan gambaran histopatologi epidermis kulit dengan pewarnaan
HE. Analisis data yang dilakukan adalah dengan uji One Way ANOVA dan uiji
lanjutan Tukey dengan tingkat kepercayaan 95% (o = 0,05). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekspresi IL-6 pada kelompok KP sebesar 97,43 + 0,91% turun
menjadi 39,54 + 1,27% pada kelompok P3 (salep 15%). Hal ini menunjukkan
bahwa pada P3 memiliki nilai persentase yang mendekati dengan kelompok KN
yaitu 31,08 + 1,62%. Gambaran histopatologi epidermis kulit menunjukkan
reepitelisasi yang paling baik pada kelompok P2 (salep 10%). Kesimpulan
penelitian ini ekstrak kulit jengkol dapat digunakan sebagai terapi alternatif pada
penyembuhan luka terbuka.

Kata Kunci: luka terbuka, kulit jengkol, IL-6, histopatologi epidermis kulit.



THE EFFECT OF JENGKOL-SKIN (Archidendron pauciflorum) EXTRACT
OINTMENT BY LOOKING AT IL-6 EXPRESSION AND THE
EPIDERMAL HISTOPHATOLOGY OF SKIN IN OPEN-
WOUNDS HEALING OF RATS (Rattus norvegicus)

ABSTRACT

An open wound is an injury involving an external or internal break in the skin
and body tissue. One of plants that can be used for wound treatment is the skin of
jengkol fruit. This study was conducted to determine the effect of jengkol skin
(Archidendron pauciflorum) in reducing the inflammatory effect on IL-6 expression
as an indicator of wound healing and the changes in the histopathology image of
epidermal skin. The research was done by giving an extract of jengkol skin to open-
wound. The extract is made of ointment with the concentration of 5%, 10%, and
15%. The experimental animals were used 20 rats (Rattus norvegicus). Rats will
divide into 5 groups. KN (Negative Control) is a healthy, KP (Positive Control) is
an incisored but untreated group, and P1 — P3 are the group that were given and
treated with jengkol-skin ointment with each concentration of 5%, 10%, and 15%.
The parameters used in this study are the expression of IL-6 with
immunohistochemical staining, and histopathology images of epidermsl skin with
HE staining. Data analysis was performed by One Way ANOVA-test and Tukey-
continued-test with 95% significance level (o = 0,05). The results showed that IL-
6 expression in KP have reduced from 97,43 + 0,91% to 39,54 + 1,27% in P3 (15%
ointment). This shows that the percentage value of P3 is closer to KN (31,08
1,62%). The histopathologic image of the epidermal skin also shows the best re-
epitelization is in P2 (10% ointment). The conclusion in this study is jengkol skin
extract can be used as an alternative therapy for open-wound healing.

Keywords: open wound, jengkol skin, IL-6, epidermal histopatology.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka adalah rusak atau hilangnya jaringan tubuh yang terjadi karena
adanya suatu faktor yang mengganggu sistem perlindungan tubuh. Faktor
tersebut seperti trauma, perubahan suhu, zat kimia, ledakan, sengatan listrik,
atau gigitan hewan. Bentuk luka berdasarkan penyebabnya yaitu luka tertutup
dan luka terbuka. Salah satu contoh luka tertutup adalah hematoma dimana
pembuluh darah yang pecah menyebabkan berkumpulnya darah di bawah kulit.
Salah satu contoh luka terbuka adalah luka insisi dimana terdapat robekan linier
pada kulit dan jaringan di bawahnya, baik secara tidak sengaja maupun sengaja
dibuat (Pusponegoro, 2005). Luka yang sengaja dibuat untuk tujuan tertentu
seperti luka insisi pada operasi. Pada luka insisi, ukuran luka yang terlihat dari
luar (external component) lebih panjang daripada kedalaman luka (internal
component). Insisi yang lebih dalam meliputi lapisan muskularis, pembuluh
darah, saraf maupun tendo (Triyono, 2005).

Penyembuhan luka ditandai dengan adanya reepitelisasi dan pemulihan
jaringan ikat dibawahnya. Ketika terjadi luka, tubuh memiliki mekanisme
untuk mengembalikan komponen-komponen jaringan yang rusak dengan
membentuk struktur baru dan fungsional (Ferreira et al., 2006). Proses
penyembuhan luka tidak hanya terbatas pada proses regenerasi yang bersifat
lokal, tetapi juga dipengaruhi oleh faktor endogen, seperti umur, nutrisi,
imunologi, pemakaian obat-obatan, dan kondisi metabolik. Proses

penyembuhan luka dibagi ke dalam empat tahap, dimana keempat fase bekerja



secara overlapping (saling tumpang tindih), yaitu tahap homeostasis, inflamasi,
proliferasi, dan remodelling (Diegelmann and Evans, 2004).

Proses penyembuhan luka memerlukan peranan dari mediator sitokin
pro-inflamasi seperti TNF-a (Tumor Necrosis Factor-Alpha), Interleukin (IL-
1, IL-6, IL-8), dan TGF-B (Transforming Growth Factor-Beta). Sitokin IL-6
merupakan mediator pro-inflamasi yang diproduksi oleh sel T dan makrofag
yang berfungsi untuk merangsang sel inflamasi dan respon kekebalan tubuh
selama infeksi. Semakin tinggi kadar IL-6 pada luka, menandakan proses
inflamasi yang sedang berlangsung. Apabila jumlah sitokin IL-6 berlebihan,
maka dapat memperpanjang masa inflamasi dan menunda proses kesembuhan
luka (Masfufatun, 2017).

Penggunaan obat bertujuan untuk mempercepat proses penyembuhan
luka. Obat yang digunakan dapat berupa obat kimia atau obat herbal. Salah satu
penanganan luka menggunakan obat yang cukup dikenal oleh masyarakat
adalah povidon iodine. Penggunaan obat ini mempunyai banyak efek samping
yang kemungkinan dapat menghambat penyembuhan luka, yaitu iritasi kulit,
nyeri ringan, dan reaksi alergi (kemerahan pada kulit, rasa gatal, dan bengkak),
sehingga diperlukan alternatif lain untuk menyembuhkan luka (Sajidah et al.,
2014). Obat yang sering digunakan untuk mempercepat penyembuhan luka
insisi adalah obat topikal (salep). Harga obat salep dianggap relatif lebih murah
dibandingkan dengan obat-obatan lainnya. Penggunaan obat salep juga
tergolong sederhana dan mudah diaplikasikan secara langsung (Evaria dan

Rince, 2007).



Obat herbal atau terapi herbal adalah salah satu terapi tradisional yang
banyak digunakan oleh masyarakat di Indonesia. Salah satu tumbuhan yang
dapat digunakan sebagai obat herbal adalah kulit jengkol. Jengkol
(Archidendron pauciflorum) banyak ditemukan di hampir seluruh wilayah
Indonesia, tanaman ini biasanya digunakan bijinya untuk dimasak maupun
dimakan segar, akan tetapi mendapatkan nama (stigma) yang negatif karena
baunya. Salah satu manfaat kulit jengkol dengan pemberian salep ekstrak kulit
jengkol adalah dapat mempercepat penutupan luka (Malini dkk., 2017).
Menurut Hutapea (1994), kulit jengkol mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin, saponin, glikosida dan steroid/triterpenoid. Senyawa-senyawa
tersebut telah diketahui berperan dalam penyembuhan luka melalui mekanisme
antimikroba, meningkatkan neovaskularisasi dan kepadatan kolagen, serta
sebagai astringensia dan antioksidan (Malini dkk., 2017). Efek anti-inflamasi
pada kulit jengkol berasal dari senyawa aktif flavonoid. Aktivitas anti-
inflamasi dari flavonoid yaitu dengan penghambatan aktivitas cyclooxygenase
(COX) dan lipoxygenase (LOX) sehingga dapat menurunkan efek inflamasi
pada luka (Riansyah dkk., 2015).

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka pengobatan
herbal ektrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dapat berpotensi
sebagai obat untuk menyembuhkan luka dengan mempercepat fase inflamasi,
memicu fase poliferasi serta meningkatkan fase remodelling. Penulis
melakukan penelitian ini untuk mengetahui bahwa salep ekstrak kulit jengkol
dapat menurunkan ekspresi IL-6 dan memahami perubahan patologis kulit

melalui gambaran histopatologis dalam proses penyembuhan luka terbuka pada



hewan coba tikus. Penelitian ini dilakukan berdasarkan referensi dari penelitian
Malini, dkk. (2017), bahwa pemberian salep ekstrak kulit jengkol dapat
mempercepat penutupan luka, dimana hewan coba yang digunakan adalah

mencit (Mus musculus) model diabet.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana pengaruh pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron
pauciflorum) terhadap ekspresi IL-6 dalam proses kesembuhan luka terbuka
pada tikus?
2. Bagaimana pengaruh pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron
pauciflorum) terhadap gambaran histopatologi kulit dalam proses

kesembuhan luka terbuka pada tikus?

1.3 Batasan Masalah

1. Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) jantan strain
Wistar umur 8 — 12 minggu dengan berat badan 150 — 250 gram.

2. Pembuatan luka terbuka dilakukan pada bagian dorsal tikus (dengan titik
orientasi regio vertebrae, musculus trapezius pars thorachalis dan musculus
latissimus dorsi) sepanjang 3 cm dengan kedalaman mencapai lapisan
subkutan.

3. Kulit jengkol yang dipakai berasal dari jengkol matang yang sudah
berwarna hitam kecoklatan. Kulit jengkol tersebut didapatkan dari Pasar

Daerah Kota Tangerang.



4. Pemberian ekstrak kulit buah jengkol pada sediaan salep konsentrasi 5%,
10% dan 15% diberikan 2 kali sehari selama 7 hari.

5. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah histopatologi kulit
metode HE (Hematoxylin Eosin) dan ekspresi IL-6 dengan metode

imunohistokimia.

1.4 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui pengaruh pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron
pauciflorum) terhadap ekspresi IL-6 dalam proses kesembuhan luka
terbuka pada tikus.
2. Mengetahui pengaruh pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron
pauciflorum) terhadap perubahan yang terjadi melalui gambaran

histopatologis kulit dalam proses kesembuhan luka terbuka pada tikus.

1.5 Manfaat Penelitian
1. Penelitian ini dapat digunakan sebagai kajian ilmiah pemanfaatan
flavonoid dari ekstrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dalam
mempengaruhi ekspresi IL-6 dan gambaran histopatologi kulit pada
kesembuhan luka terbuka tikus.
2. Manfaat lainnya dari penelitian ini adalah untuk pemanfaatan kulit jengkol
yang selama ini tidak digunakan atau merupakan bahan yang terbuang,

dapat dijadikan sebagai alternatif dalam pengobatan penyembuhan luka.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Definisi Luka

Luka merupakan kerusakan pada suatu komponen jaringan tubuh, dimana
terdapat substansi jaringan yang rusak atau hilang. Kerusakan fisik kulit dapat
menyebabkan hilangnya fungsi dan struktur kulit normal, serta menimbulkan efek
seperti pendarahan, pembekuan darah, dan kematian sel. Penyebab terjadinya luka
antara lain trauma benda-benda tajam atau tumpul, sengatan listrik, zat kimia,
maupun gigitan hewan (Ammusen and Sollner, 2000).

Luka terbagi menjadi dua yaitu luka terbuka (vulnus appertum) dan luka
tertutup (vunus occlusum). Jenis-jenis luka terbuka adalah luka iris, luka insisi,
tusuk, bakar, lecet, tembak, laserasi, penetrasi, avulsi, open fracture, dan luka gigit.
Jenis-jenis luka tertutup adalah memar, bula, hematoma, sprain, dislokasi, close
fracture, laserasi organ dalam (Hidayana, 2011).

Salah satu jenis luka terbuka adalah luka insisi. Menurut Pavletic (2010), luka
insisi merupakan salah satu jenis luka yang terjadi mekanisme shearing
(pemotongan), di mana dihasilkan akibat goresan benda-benda tajam, seperti pisau,
kaca, silet dan lain-lain. Energi dari benda-benda tersebut didispersi sepanjang area
yang terkena luka sehingga menyebabkan kerusakan jaringan. Luka insisi juga
umum dilakukan pada prosedur yang steril dalam proses pembedahan
menggunakan bantuan blade sehingga hasil dari luka insisi akan terlihat rapi dan

dapat ditentukan panjang serta kedalamannya (Memon et al., 2016).



2.2 Proses Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka adalah suatu proses yang kompleks karena adanya
kegiatan bioseluler dan biokimia yang terjadi secara berkesinambungan.
Penggabungan respon vaskuler, aktivitas seluler, dan terbentuknya senyawa kimia
sebagai substansi mediator di daerah luka merupakan komponen yang saling terkait
pada proses penyembuhan luka. Ketika terjadi luka, tubuh memiliki mekanisme
untuk mengembalikan komponen-komponen jaringan yang rusak dengan
membentuk struktur baru dan fungsional (Ferreira, 2006). Berdasarkan waktu
penyembuhan, DeLaune (2010) membagi luka menjadi dua jenis, yaitu luka akut,
pada saat luka terjadi kurang dari beberapa hari, dan luka kronis, pada saat luka
terjadi selama beberapa minggu, bulan ataupun tahun.

Penyembuhan luka merupakan proses yang diatur secara ketat di mana
platelet dan fibrin segera mengisi dasar luka dengan gumpalan yang tidak larut, dan
terjadi imigrasi neutrofil yang signifikan. Re-epitelisasi hasil oleh proliferasi
keratinosit berdekatan dan migrasi di atas area luka. Neutrofil pada luka penting
untuk menetralisasi mikroba, namun tidak adanya neutrofil pada luka steril tidak
menunda penyembuhan. Makrofag kemudian direkrut dan berperan dalam
pembersihan puing-puing dan penyediaan faktor pertumbuhan dan angiogenik.
Makrofag pada luka biasanya mengekspresikan penanda yang menunjukkan jalur
alternatif dengan adanya fungsi dalam remodeling jaringan dan angiogenesis,
dibandingkan dengan hanya untuk mematikan patogen (Manchini, 2010).

Selama proses perbaikan, makrofag dianggap memainkan peran penting
dalam fibrosis dan bekas luka. Di dalam luka, makrofag membersihkan matriks dan

puing-puing sel, termasuk fibrin dan neutrofil bekas. Makrofag juga mengeluarkan



growth factor dan mediator peradangan yang dapat mengkoordinasikan berbagai
tindakan sel, seperti proliferasi fibroblas dan angiogenesis, selama penutupan luka.
Perbaikan yang berhasil memerlukan resolusi respon inflamasi (Manchini, 2010).

Proses penyembuhan luka tidak hanya terbatas pada proses regenerasi yang
bersifat lokal, tetapi juga dipengaruhi oleh faktor endogen, seperti umur, nutrisi,
imunologi, pemakaian obat-obatan, dan kondisi metabolik. Proses penyembuhan
luka dibagi ke dalam empat fase, meliputi fase homeostasis, inflamasi, proliferasi,
dan maturasi (Diegelmann, 2004).

2.2.1 Homeostasis

Homeostatis memiliki peran protektif yang membantu dalam
penyembuhan luka. Pada awal terjadinya luka, vasokonstriksi lokal terjadi
pada arteri dan kapiler untuk membantu menghentikan pendarahan. Proses ini
dimediasi oleh epinephrin, norepinephrin dan prostaglandin yang dikeluarkan
oleh sel yang cedera. Setelah 10 — 15 menit pembuluh darah akan mengalami
vasodilatasi yang dimediasi oleh serotonin, histamin, kinin, prostaglandin,
leukotriene dan produk endotel. Hal ini memungkinkan fagosit memasuki
daerah yang mengalami luka dan memakan sel-sel mati (jaringan yang
mengalami nekrosis) (Suryadi dkk., 2014).

Luka yang menembus epidermis akan merusak pembuluh darah dan
menyebabkan pendarahan. Kemudian terjadi proses homeostatis. Proses ini
mengeluarkan trombosit (platelet). Platelet akan menutupi vaskuler yang
terbuka (area luka) dan mengeluarkan substansi vasokontriksi yang
mengakibatkan pembuluh darah kapiler vasokontriksi, selanjutnya terjadi

pembentukan gumpalan fibrin untuk mencegah kehilangan darah. Pada fase



homestasis jumlah platelet akan meningkat. Setelah itu akan terjadi agregasi
platelet dibawah pengaruh dari adenosine diphosphate (ADP). Pada
pembuluh darah normal, terdapat produk endotil seperti prostacyclin untuk
menghambat pembentukan bekuan darah. Ketika pembuluh darah pecah,
proses pembekuan dimulai dari rangsangan kolagen terhadap platelet. Platelet
menempel dengan platelet lainnya dimediasi oleh protein fibrinogen.
Agregasi platelet bersama dengan eritrosit akan menutup kapiler untuk
menghentikan pendarahan. Platelet mensekresi protein aktif yang berikatan
dengan fibrin dan extracellular matrix (ECM), menciptakan kemotaksis yang
memicu fase inflamasi dengan merekrut sel-sel imun inflamasi seperti
neutrofil dan monosit ke luka. Neutrofil adalah sel imun berinti pertama yang
menginfiltrasi luka, bertindak sebagai garis pertahanan pertama dengan
mendekontaminasi  luka. Neutrofil sebagai respon inflamasi awal
mensekresikan beberapa sitokin proinflamasi. Monosit yang bermigrasi ke
jaringan berdiferensiasi menjadi makrofag yang berperan dalam fagositosis
jaringan mati (Leong and Phillips, 2012).
2.2.2 Inflamasi

Reaksi inflamasi adalah respon fisiologis normal tubuh dalam
mengatasi luka. Inflamasi ditandai oleh rubor (kemerahan), tumor
(pembengkakan), calor (hangat), dan dolor (nyeri). Tujuan dari reaksi
inflamasi ini adalah untuk membunuh bakteri yang mengkontaminasi luka.
Pada awal terjadinya luka terjadi vasokonstriksi lokal pada arteri dan kapiler
dan kemudian akan mengalami vasodilatasi. Hal ini yang menyebabkan

lokasi luka tampak merah dan hangat (Suryadi dkk., 2014).



10

Selama berlangsungnya respon inflamasi, asam arakhidonat sebagai
mediator radang akan dilepaskan. Peran asam arakhidonat dalam respon
inflamasi adalah pencetus terbentuknya prostaglandin dan leukotrien yang
nantinya akan menyebabkan timbulnya tanda-tanda inflamasi. Metabolisme
asam arakhidonat melalui dua jalur berbeda, yaitu jalur cyclooxcygenase
(COX) menghasilkan prostaglandin, dan jalur lipooxcygenase (LOX)
menghasilkan leukotrien. Enzim COX-2 terbentuk ketika terjadi radang,
melepaskan prostaglandin yang menjadi mediator inflamasi (Khotimah, 2017)

Sel mast yang terdapat pada permukaan endotel mengeluarkan histamin
dan serotonin yang menyebabkan vasodilatasi dan peningkatan permeabilitas
vaskuler. Hal ini mengakibatkan plasma keluar dari intravaskuler ke
ekstravaskuler. Leukosit berpindah ke jaringan yang luka melalui proses aktif
yaitu diapedesis. Proses ini dimulai dengan leukosit menempel pada sel
endotel yang melapisi kapiler dimediasi oleh selectin. Kemudian leukosit
semakin melekat akibat integrin yang terdapat pada permukaan leukosit
dengan Intercellular Adhesion Moleculer (ICAM) pada sel endotel. Leukosit
kemudian berpindah secara aktif dari sel endotel ke jaringan yang luka.
Leukosit ini akan mencari dan menghancurkan debris sel dan benda asing di
lokasi luka. Monosit matur akan berkembang menjadi makrofag yang akan
melanjutkan proses debridemen seluler. Makrofag lalu secara aktif akan

memproduksi growth factors yang penting dalam perekrutan fibroblas dan sel
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endotel yang sangat penting pada proses penyembuhan luka selanjutnya

(Suryadi dkk., 2014).
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Gambar 2.1 Fase Inflamasi — terjadi pembentukan gumpalan fibrin dan platelet di
lokasi luka, neutrofil dan makrofag bermigrasi ke luka yang berperan
dalam penghancuran bakteri, pengangkatan material asing dan sel-sel
debris (Rajan and Murray, 2008).

2.2.3 Proliferasi

Tahap proliferasi terjadi secara simultan dengan tahap migrasi dan
proliferasi sel basal. Pada fase ini terjadi penurunan jumlah sel-sel inflamasi,
tanda-tanda radang berkurang, munculnya sel fibroblas yang berproliferasi,
pembentukan pembuluh darah baru, epitelisasi, dan kontraksi luka. Matriks
fibrin yang dipenuhi platelet dan makrofag mensekresikan growth factor yang
mengaktivasi fibroblas. Fibroblas bermigrasi ke daerah luka dan mulai
berproliferasi hingga jumlahnya lebih dominan dibandingkan sel radang pada
daerah tersebut. Fase ini terjadi pada hari ketiga sampai hari kelima
(Lawrence, 2002).

Pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) adalah proses yang
dirangsang oleh kebutuhan energi yang tinggi untuk proliferasi sel. Pada fase
ini, makrofag mensekresikan growth factor seperti Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) yang menstimulasi proses angiogenesis dengan
menstimulasi sel endotel untuk membentuk neovaskuler. Selain itu

angiogenesis juga diperlukan untuk mengatur vaskularisasi yang rusak dan
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distimulasi kondisi laktat yang tinggi, kadar pH yang asam, dan penurunan
tekanan oksigen di jaringan (Gurtner, 2007).

Angiogenesis memiliki faktor seperti Fibroblast Growth Factor-1
(FGF-1) dan Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) ketika terjadi hipoksia
jaringan. FGF-2 melepaskan aktivator plasminogen dan prokolagenase.
Aktivator plasminogen akan mengubah plasminogen menjadi plasmin dan
prokolagenase untuk mengaktifkan kolagenase, kemudian akan terjadi digesti
konstituen membran dasar. Ekspresi kolagenase menghasilkan proses
perbaikkan jaringan pada extracellular matrix (ECM) dan juga memiliki
peran penting dalam menginisiasi migrasi Kkeratinosit dalam proses
penyembuhan luka (Purnama dkk., 2017).

Pada fase proliferasi terjadi pula epitelialisasi yaitu proses
pembentukan kembali lapisan kulit yang rusak. Pada tepi luka, keratinosit
akan berproliferasi setelah kontak dengan ECM dan kemudian bermigrasi
dari membran basal ke permukaan yang baru terbentuk. Ketika bermigrasi,
keratinosit akan menjadi pipih dan panjang dan juga membentuk tonjolan
sitoplasma yang panjang. Pada ECM, mereka akan berikatan dengan kolagen
tipe 1 dan bermigrasi menggunakan reseptor spesifik integrin. Kolagenase
yang dikeluarkan keratinosit akan mendisosiasi sel dari matriks dermis.
Keratinosit juga mensintesis dan mensekresi matriks metalloproteinase
(MMP) ketika bermigrasi (Gurtner, 2007).

Kontraksi luka merupakan proses terakhir pada fase proliferasi. Pada
fase ini terjadi penebalan jaringan di bagian luka, dimulai dari tepi luka

hingga pusat luka dengan arah sentripedal. Kontraksi luka terjadi tanpa
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bantuan myofibroblas, kemudian fibroblas akan berdiferensiasi menjadi
myofibroblas dengan bantuan growth factor. Myofibroblas mirip dengan sel
otot polos, memiliki aktin dan mampu berkontraksi. Proses ini menandai

dimulainya maturasi atau remodeling (Pavletic, 2010).
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Gambar 2.2 Fase Proliferasi — mediator yang disekresikan oleh makrofag dan sel di
sekitarnya memulai terjadinya proliferasi, keratinosit dan fibroblast
bermigrasi ke lokasi luka; terjadi endapan dan kontraksi kolagen
(Rajan and Murray, 2008).

Collagen

2.2.4 Remodeling Jaringan

Fase remodeling jaringan adalah fase terlama dari proses penyembuhan
luka. Proses ini dimulai sekitar hari ke-21 hingga satu tahun. Pada fase
remodeling atau maturasi ini, respon inflamasi telah terhenti dan fibroplasia
mulai mereda. Proses lisisnya kolagen dan pembentukan kolagen baru akan
mulai menurun dan stabil. Sebagian molekul kolagen terdegradasi oleh enzim
kolagenase yang didapatkan pada fibroblas, makrofag, dan netrofil pada fase
remodeling, disamping itu juga terjadi kontraksi luka yang merupakan suatu
proses kompleks dimana melibatkan berbagai jenis sel, matrik dan sitokin.
Pada periode ini, myofibroblas mampu melakukan kontraksi, menunjukan
adanya pemadatan dari jaringan ikat dan kontraksi dari luka (Rajan and

Murray, 2008).
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Remodeling dari kolagen dipengaruhi oleh keseimbangan antara
sintesis dan katabolisme kolagen. Degradasi kolagen pada luka juga
dipengaruhi oleh beberapa enzim proteolitik yaitu MMP yang dihasilkan oleh
sel makrofag, epidermis, endothel dan fibroblas. Keseimbangan antara MMP
dan inhibitor dari MMP akan menentukan perkembangan penyembuhan luka.
Proses remodeling memungkinan kekuatan jaringan baru yang terbentuk bisa
mendekati aslinya, pada tiga minggu pertama setelah cedera, kekuatan ini
hanya berkisar 20% dari semula, dalam proses remodeling akan terjadi
penggantian serabut kolagen dengan serabut yang lebih besar disertai oleh
penguatan crosslinking dari masing-masing serabut yang membentuk
jaringan yang lebih kuat. Kekuatan maksimal yang bisa dicapai oleh jaringan

parut baru hanyalah 70% dari kulit yang normal (Demidova-Rice et al., 2012).
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Gambar 2.3 Fase Remodeling — remodeling matriks oleh makrofag, fibroblas, sel
endotel, dan sel epitel (Rajan and Murray, 2008).

2.3 Kulit

Kulit merupakan barier fisik yang dapat mempertahankan tubuh dari agen
patogen. Apabila terdapat kerusakan kulit, maka kulit akan mempertahankan tubuh
dengan proses imunologik yang cepat terhadap agen patogen tersebut dan
mengeluarkan mikroorganisme tersebut dari epidermis dan dermis. Sistem imun

berkembang dengan fungsi yang khusus dan bekerja pada kulit. Sel langerhans,
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dendrosit kulit, sel endotel, keratinosit dan sel lainnya ikut berpartisipasi dalam Skin
Associated Lymphoid Tissue (SALT) yang mempunyai sistem imun pada kulit.
Ketika mikroorganisme menembus barier kulit akan merangsang respons imun.
Kulit seperti halnya organ lain akan merusak mikroorganisme tersebut dan
mengeliminasi antigen (Garna, 2001).

2.3.1 Struktur Kulit

Secara biologis, kulit terdiri dari tiga lapisan utama, yaitu lapisan
epidermis (lapisan luar yang paling tipis), lapisan dermis (lapisan tengah) dan
lapisan subkutan (lapisan paling dalam). Lapisan epidermis merupakan
lapisan yang tebalnya relatif, terdiri dari stratum korneum dan mengandung
demosom, sel melanosit dan lain-lain. Lapisan dermis merupakan jaringan
metabolik aktif yang mengandung kolagen, elastin, sel syaraf, pembuluh
darah dan jaringan limfatik. Lapisan subkutan merupakan lapisan yang ada di
bawah dermis, terdiri dari jaringan ikat dan lemak (Garna, 2001).

Struktur kulit pada tikus terdiri dari epitelium eksternal (epidermis),
lapisan tebal jaringan ikat (dermis), dan lapisan jaringan adiposa (hipodermis
atau panniculus adiposa). Lapisan tipis otot lurik, yang dikenal sebagai
panniculus carnosus, memisahkan kulit dari struktur lain. Pada mencit,
melanin pada pigmen melanosit hadir di sel basal epidermis (Conti, 2004).
1.  Lapisan Epidermis

Epidermis merupakan lapisan avaskular (tanpa pembuluh darah) dan
lapisan terluar kulit yang terdiri dari epitel skuamosa berkeratin berlapis.
Menurut Ziser (2005), epidermis memiliki empat jenis sel utama, yaitu

keratinosit, melanosit, sel langerhans dan sel merkel. Keratinosit merupakan
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sel dengan jumlah terbanyak yaitu sekitar 90% dari sel-sel yang ditemukan
dalam lapisan ini. Melanosit menyusun sekitar 8% dari sel-sel epidermis dan
bertanggung jawab untuk memproduksi pigmen melanin. Sel langerhans dan
sel merkel juga ditemukan dalam epidermis.

Lapisan epidermis terbagi atas dua penyusun utama yaitu sel keratinosit
dan non keratinosit, yang melekat pada membran dasar oleh hemidesmosom.
Keratinosit membelah dan berdiferensiasi, kemudian berpindah dari lapisan
yang lebih dalam menuju ke permukaan. Sel lainnya yang terdapat dalam
lapisan ini adalah melanosit yang berfungsi menghasilkan pigmen melanin.
Sel-sel ini ditandai dengan prosesus dendritik yang terbentang di antara
keratinosit. Melanin terakumulasi di melanosom yang kemudian ditransfer ke
keratinosit di dekatnya, dimana melanin tersebut menetap sebagai butiran
melanin. Pigmen melanin menyediakan perlindungan terhadap radiasi
ultraviolet (UV) (Kumar and Clark, 2016).

2.  Lapisan Dermis

Dermis merupakan lapisan tengah, di bawah lapisan epidermis dan di
atas lapisan subkutan, yang tersusun atas berbagai jaringan ikat yang
berfungsi untuk mengakomodasi rangsangan oleh jaringan saraf dan
pembuluh darah, derivat epidermis, fibroblas, makrofag, dan juga sel mast.
Berbagai sel lain, termasuk limfosit, sel plasma dan leukosit memasuki
lapisan ini dalam menanggapi berbagai rangsangan. Dermis berisi pembuluh
getah bening, ujung saraf, kelenjar dan folikel rambut. Lapisan dermis
tersusun dari fibroblas, yang menghasilkan kolagen, elastin dan proteoglikan.

Dermis terdiri dari dua lapisan antar lain lapisan retikuler dan papiler. Lapisan
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retikuler terdiri dari jaringan ikat yang kuat yang mengandung kolagen dan
serat elastis, sedangkan lapisan papiler berisi saraf dan pembuluh kapiler yang
memelihara epidermis. Dermis merupakan srtuktur penyusun kulit yang
menyediakan kelenturan, elastisitas dan kekuatan regang kulit. Dermis juga
bertanggung jawab untuk menyediakan nutrisi dan dukungan fisik untuk
epidermis (Mescher, 2016).

3. Lapisan Subkutan

Lapisan subkutan terdiri dari jaringan ikat longgar yang mengikat kulit
ke organ di bawahnya. Menurut Mescher (2016), lapisan ini juga disebut
hypodermis atau fasia superfisial, mengandung adiposit yang bervariasi
jumlah di berbagai daerah sesuai dengan status gizi. Lapisan subkutan
memiliki ketebalan yang bervariasi, sesuai dengan lokasinya pada tubuh.
Selain itu, pasokan vaskular pada lapisan subkutan dapat meningkatkan
serapan insulin atau obat yang disuntikkan ke dalam jaringan.

Lapisan subkutan menyediakan bantalan lemak bagi tubuh dan juga
berfungsi sebagai tempat penyimpanan energi. Konversi hormon seperti
pengubahan androstenedion menjadi estron oleh enzim aromatase juga
berlangsung dalam lapisan ini. Liposit mampu memproduksi leptin, yang
merupakan hormon yang berperan dalam pengaturan berat badan melalui
jalur hipotalamus (Kanitakis, 2012).

2.3.2 Histopatologi Kulit

Lapisan kulit tikus terdiri dari epitelium eksternal (epidermis), lapisan

tebal jaringan ikat (dermis), dan lapisan jaringan adiposa (hipodermis atau

panniculus adiposa). Lapisan tipis otot lurik, yang dikenal sebagai panniculus
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carnosus, memisahkan kulit dari struktur lain (Conti, 2004). Berikut Gambar

2.4 dibawah ini adalah gambaran histologis kulit normal tikus.
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Gambar 2.4 Gambaran histologis kulit normal tikus dengan pewarnaan HE
(Hematoxilin Eosin) perbesaran 100x (A) dan 400x (B) (Conti, 2004).

Pada perbesaran 100 kali menampilkan lapisan epidermis, folikel
rambut (piliary canals), dermis (dibentuk oleh jaringan ikat padat), otot pili
arrector, dan kelenjar sebaceous. Pada perbesaran 400 kali menampilkan
lapisan epidermis (stratum corneum, granulosum, spinosum, dan basal), dan
lapisan dermal.

a.  Stratum corneum, merupakan lapisan paling atas (superfisial), memiliki
banyak lapisan sel-sel mati, pipih, tidak berinti, dan sitoplasma yang
telah tergantikan oleh keratin.

b.  Stratum granulosum, merupakan lapisan sel epitel skuamus yang
banyak mengandung granula basofilik.

c.  Stratum spinosum, merupakan lapisan yang terdiri dari lapisan sel
berbentuk poligonal dengan inti lonjong. Pada lapisan ini terdapat sel
langerhans yang berfungsi mengikat, memproses, dan menyajikan

antigen ke limfosit T, dan terlibat dalam respon imun.
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d.  Stratum basal, merupakan lapisan epidermis yang paling dalam terdiri
atas satu lapisan kuboid yang melekat dengan membran lapisan dermis

di bawahnya (Mescher, 2016).

2.4 Jengkol

Tanaman jengkol atau buah jengkol sudah lama dikenal masyarakat sebagai
bahan pangan. Jengkol merupakan tumbuhan khas Asia Tenggara dan biasa
ditemukan dengan mudah di seluruh wilayah Indonesia. Kulit keras tanaman
jengkol sampai saat ini masih merupakan limbah yang tidak termanfaatkan dan
tidak mempunyai nilai ekonomi. Kulit jengkol mengandung senyawa-senyawa aktif
seperti alkaloid, asam fenolat, saponin, flavonoid dan tanin (Hutapea, 1994).

Tumbuhan jengkol merupakan tumbuhan berbiji yang berakar tunggang. Ciri-
ciri yang nampak dari tumbuhan jengkol adalah buahnya berwarna coklat, batang
tegak, bulat, berkayu dan memiliki banyak percabangan. Daun jengkol berbentuk
lonjong, panjang berkisar 10 — 20 cm, lebar berkisar 5 — 15 cm, tepi rata, ujung
runcing, pangkal membulat, pertulangan menyirip, dan berwarna hijau tua. Buah
jengkol berbentuk bulat pipih dan berwarna coklat kehitaman dengan kulit

kehitaman yang relatif tebal (Hutapea, 1994).

-~
Gambar 2.5 Kulit jengkol (Archindendron pauciflorum) (dokumentasi pribadi).
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2.4.1 Klasifikasi Jengkol

Menurut Pandey (2003), klasifikasi tumbuhan jengkol adalah sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Filum : Magnoliophyta
Ordo : Fabales
Famili : Fabaceae
Subfamili : Mimosoideae
Genus : Archindendron
Spesies : Archindendron pauciflorum

2.4.2 Kandungan dan Manfaat

Banyak kandungan kimia yang terkandung pada tumbuhan jengkol,
terutama pada bagian kulitnya. Menurut Hutapea (1994), kulit jengkol
mengandung banyak senyawa aktif antara lain alkaloid, flavonoid, tannin,
saponin, dan glikosida. Senyawa-senyawa tersebut diketahui dapat berperan
baik dalam proses penyembuhan luka, antara lain melalui mekanisme
antimikroba, meningkatkan neovaskularisasi, meningkatkan kepadatan
kolagen, sebagai astringensia dan antioksidan (Malini dkk., 2017). Menurut
Harisaranraj (2009), senyawa-senyawa aktif tersebut yang memiliki fungsi
dalam penyembuhan luka antara lain sebagai berikut:
a.  Flavonoid, merupakan senyawa sebagai antioksidan yang memberikan

aktivitas anti-inflamasi dalam proses kesembuhan luka.
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b.  Saponin, merupakan senyawa yang dapat menghentikan pendarahan
dalam mengobati luka dan mengkoagulasi pembuluh darah.

c. Tanin, memberikan manfaat sebagai astringen yang mampu
mempercepat proses kesembuhan luka.

Menurut Nijveltd dkk. (2001), mekanisme aktivitas anti-inflamasi dari
senyawa flavonoid adalah menghambat kerja enzim cyclooxygenase-2 (COX-
2) dan lipoxygenase (LOX), dengan demikian akan mengurangi produksi
prostaglandin oleh asam arakhidonat sehingga mengurangi rasa nyeri. Selain
itu juga terjadi penurunan agregasi sel leukosit polimorfonuklear (PMN),
terutama sel neutrofil, dan menurunkan efek inflamasi dengan menghambat

aktivasi sitokin pada luka.

2.5 Interleukin 6 (IL-6)

Sitokin Interleukin-6 (I1L-6), glikoprotein 21 kD, adalah salah satu sitokin pro-
inflamasi yang bersifat pleiotropik yang dihasilkan oleh berbagai sel, terutama
makrofag, fibroblas, sel mononuklear, sel endotel, dan keratinosit. IL-6 memiliki
sifat proinflamasi dan antiinflamasi. Meskipun IL-6 merupakan penginduksi kuat
dari respon protein fase akut, IL-6 juga memiliki sifat anti-inflamasi. IL-6 memiliki
aktivitas regeneratif dan anti-inflamasi yang disekresikan sel T dan makrofag untuk
merangsang respon kekebalan tubuh selama infeksi. Peranan IL-6 dalam aktivitas
biologis ialah pengaturan respon imun, mengontrol induksi respon fase akut, dan
juga merupakan mediator respon terhadap inflamasi pada luka (Masfufatun, 2017).

Menurut Shaikh (2011), inflamasi merupakan respon terhadap perlukaan, dimana
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terjadi akumulasi leukosit dan sekresi mediator inflamasi seperti sitokin. Pada tahap
inflamasi akut terjadi pelepasan sitokin pro-infamasi termasuk IL-6.

Selain dapat mengontrol induksi respon fase akut, IL-6 bertindak sebagai
faktor pertumbuhan sel B matang dan menginduksi pematangan akhir mereka
menjadi sel plasma yang memproduksi antibodi. Beberapa efek regulasi dari IL-6
melibatkan penghambatan produksi TNF, dimana memberikan feedback negatif
dalam membatasi respon inflamasi akut. IL-6 telah lama dianggap sebagai sitokin
proinflamasi yang diinduksi oleh lipopolisakarida (LPS) bersama dengan TNF-a
dan IL-1. IL-6 sering digunakan sebagai penanda untuk aktivasi sitokin
proinflamasi sistemik (Shaikh, 2011).

Reseptor IL-6 adalah kompleks protein yang terdiri dari IL-6 receptor subunit
(IL-6R) dan IL-6 signal transducer glycoprotein 130 (gp130). Selanjutnya, STAT3
adalah salah satu komponen kunci untuk pensinyalan reseptor IL-6 di mana IL-6
dapat menstimulasi proliferasi keratinosit. IL-6 menginduksi produksi protein C-
reaktif, yang dapat menginduksi fenotipe M1 inflamasi dalam makrofag (Macleod
and Mansbridge, 2015). Menurut Thalib dkk. (2018), IL-6 dibutuhkan dalam proses
proliferasi sebagai reseptor yang merangsang kreatinosit proliferasi, sehingga
keberadaan IL-6 masih ada pada saat peralihan dari fase inflamasi menuju ke fase
proliferasi. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Lin et al. (2003), IL-6 memiliki
peran penting dalam fase proliferasi angiogenesis dan remodeling dalam proses

penyembuhan luka dengan mengatur infiltrasi leukosit dan deposisi kolagen.
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Klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus) menurut Akbar (2010) adalah

sebagai berikut:
Kingdom
Filum
Kelas
Ordo
Subordo
Famili
Sub-famili
Genus

Spesies

ey e
Gambar 2.6 Tik

S ot |
Rattus

: Animalia

: Chordata

: Mamalia

: Rodentia

: Odontoceti

: Muridae

: Murinae

: Rattus

: Rattus norvegicus

By S 1 A
norvegicus) (Swari, 2017).

Tikus putih digunakan sebagai hewan coba karena memiliki kemiripan fungsi

dan bentuk organ serta proses biokimia dan biofisik dengan manusia sehingga hasil

penelitian dapat diaplikasikan ke manusia. Penggunaan tikus putih juga

dikarenakan memiliki beberapa keunggulan, antara lain:

penanganan dan

pemeliharaan yang mudah karena tubuhnya kecil, kemampuan reproduksi yang

tinggi karena tidak memiliki musim kawin, masa bunting singkat, dan cocok untuk
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berbagai macam penelitian. Tikus putih yang digunakan sebagai hewan percobaan
pada umumnya adalah yang berjenis kelamin jantan karena memiliki segi hormonal
yang lebih stabil dan pemeliharaan yang lebih mudah (Sirois, 2005).

Beberapa penelitian yang menggunakan tikus putih sebagai model luka insisi
adalah penelitian Sabirin, dkk. (2013), yaitu penggunaan salep ekstrak etanol daun
mengkudu membuktikan dapat mempercepat proses epitelisasi pada luka insisi
tikus. Penelitian ini menunjukkan lama kesembuhan pada luka insisi tersebut adalah
14 hari. Beberapa sel pada tikus kelompok perlakuan sudah menunjukkan maturasi
menjadi fibrosit dan sel epitel mulai menutupi sebagian permukaan luka. Deposisi
kolagen terlihat serabutnya lebih padat dan lebih banyak ditemukannya kolagen
matur. Selain itu, pada penelitian Rupina dkk. (2016), membuktikan bahwa dengan
pemberian salep ektrak etanol 70% daun karamunting pada tikus putih model luka
insisi didapatkan hasil yaitu meningkatkan epitelisasi ditandai dengan ketebalan

epitel dan lebar celah epitel yang menyempit atau menipis pada hari ke-10.



BAB 3 KERANGKA KONSEP

3.1 Kerangka Konseptual

Luka Terbuka Tikus Putih
(Rattus norvegicus)

Kerusakan jaringan

Homeostatis
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian



26

Keterangan:
M efek luka insisi : variabel terikat
1\\1, . efek terapi - variabel bebas
: menstimulus : induksi
— : terapi : tahapan

Luka adalah kerusakan pada kesatuan atau komponen jaringan yang rusak
atau hilang. Luka menyebabkan terjadinya kerusakan jaringan baik jaringan kulit
hingga jaringan vaskular. Kerusakan jaringan vaskular (pendarahan) menyebabkan
bakteri maupun antigen keluar dari daerah yang mengalami luka dan memicu fase
homeostatis untuk menghentikan pendarahan dengan menghasilkan trombosit
(platelet). Platelet akan menutupi vaskuler yang terbuka (area luka) dan
mengeluarkan substansi vasokontriksi yang mengakibatkan pembuluh darah
kapiler vasokontriksi, selanjutnya terjadi pembentukan gumpalan fibrin untuk
mencegah kehilangan darah. Pada fase homestasis jumlah platelet akan meningkat.
Setelah itu akan terjadi agregasi platelet dibawah pengaruh dari adenosine
diphosphate (ADP). Agregasi platelet akan menutup kapiler untuk menghentikan
pendarahan dan platelet juga mensekresikan faktor yang dapat menstimulasi
produksi trombin yang mengubah fibrinogen menjadi fibrin. Platelet mensekresi
protein aktif yang berikatan dengan fibrin dan extracellular matrix (ECM),
menciptakan kemotaksis yang memicu fase inflamasi dengan merekrut sel-sel imun
inflamasi seperti neutrofil dan monosit ke luka. Neutrofil sebagai respon inflamasi
awal mensekresikan beberapa sitokin pro-inflamasi salah satunya IL-6. Monosit
yang bermigrasi ke jaringan berdiferensiasi menjadi makrofag yang berperan dalam

fagositosis jaringan mati. Pada akhir fase inflamasi, makrofag akan menghasilkan
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growth factor yang akan menstimulasi terjadinya proliferasi dengan menarik
fibroblas ke area luka dan membentuk jaringan yang baru. Makrofag juga
mengeluarkan mediator peradangan yang dapat mengkoordinasikan berbagai
tindakan sel, seperti proliferasi fibroblas dan angiogenesis, selama penutupan luka.

Pemberian terapi yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi pemberian
salep ekstrak kulit jengkol pada luka insisi yang diberikan pada tikus coba.
Kandungan yang ada pada kulit jengkol antara lain adalah flavonoid sebagai anti-
inflamasi, saponin untuk menghentikan pendarahan, tanin sebagai astringen yang
mampu mempercepat proses kesembuhan luka. Flavonoid yang terkandung pada
salep ekstrak kulit jengkol juga dapat menghambat kerja enzim cyclooxygenase-2
(COX-2) dan lipoxygenase (LOX). Ketika enzim tersebut dihambat, maka yang
terjadi adalah penurunan efek inflamasi dengan menghambat aktivasi sitokin,
seperti IL-6, pada luka. Hal ini diharapkan menurunkan reaksi inflamasi dan fase
penyembuhan luka akan bergerak menuju tahap proliferasi.

Pada fase proliferasi, terjadi penurunan jumlah sel-sel inflamasi, munculnya
sel fibroblas yang berproliferasi, pembentukan pembuluh darah baru, epitelisasi,
dan kontraksi luka. Matriks fibrin yang dipenuhi platelet dan makrofag
mensekresikan growth factor yang mengaktivasi fibroblas. Fibroblas bermigrasi ke
daerah luka dan mulai berproliferasi hingga jumlahnya lebih dominan dibandingkan
sel radang pada daerah tersebut. Selain itu, makrofag juga mensekresikan growth
factor seperti Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) yang menstimulasi
proses angiogenesis atau perbaikan pembuluh darah dengan menstimulasi sel
endotel untuk membentuk neovaskuler. Sitokin IL-6 memiliki peran penting dalam

angiogenesis dan remodeling dalam proses penyembuhan luka dengan mengatur
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infiltrasi leukosit dan deposisi kolagen. Angiogenesis akan menstimulasi
Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) untuk mengaktifkan kolagenase. Ekspresi
kolagenase menghasilkan proses perbaikkan jaringan pada extracellular matrix
(ECM) dan menginisiasi migrasi keratinosit dalam proses penyembuhan luka.
Keratinosit akan berproliferasi setelah kontak dengan ECM dan bermigrasi dari
membran basal ke permukaan yang baru terbentuk (epitelisasi). Kemudian terjadi
proses kontraksi luka dimana adanya penebalan jaringan di bagian luka. Pada fase
remodeling akan terjadi penggantian serabut kolagen dengan serabut yang lebih
besar disertai oleh penguatan crosslinking dari masing-masing serabut yang

membentuk jaringan yang lebih kuat.

3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan kerangka konseptual yang telah ada, maka hipotesis penelitian

adalah sebagai berikut :

1. Pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dapat
mempengaruhi ekspresi IL-6 dalam proses kesembuhan luka terbuka pada tikus
(Rattus novergicus).

2. Pemberian salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dapat
mempengaruhi gambaran histopatologi dalam proses kesembuhan luka terbuka

pada tikus (Rattus novergicus).



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

a.

Rencana penelitian ini dilakukan selama 2 bulan, terhitung dari Februari
2018 hingga April 2018.

Pembuatan ekstrak kulit jengkol dilakukan di Laboratorium Materia Medica,
Batu.

Pembuatan salep ekstrak kulit jengkol dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Veteriner, Fakutas Kedokteran Hewan, Universitas Brawijaya.
Pemeliharaan hewan coba beserta pemberian perlakuan dilakukan di
Laboratorium Fisiologi Hewan, Fakultas SAINTEK, Universitas Islam
Negeri, Malang.

Pembuatan preparat histopatologi kulit dilakukan di Laboratorium Patologi
Anatomi Kesima, Malang.

Perlakuan metode IHK, pengamatan ekspresi IL-6, dan pengamatan
gambaran histopatologi kulit dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi,

Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya.

4.2 Alat dan Bahan Penelitian

4.2.1 Alat-alat Penelitian
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain kandang
tikus hewan coba, seperangkat dissecting set, gelas ukur, mikroskop cahaya,

pot organ, kasa steril, underpad, plester, wadah kaca tertutup dan toples.

29
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4.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan strain Wistar dengan BB 150 — 250 g yang berusia 8-12
minggu, pakan tikus, air minum tikus, kulit jengkol, formula pembuatan
salep, NaCl fisiologis, ketamin, xylazine, alkohol dengan konsentrasi
bertingkat (70%, 80%, 90%, 100%), minyak emersi, pewarna HE
(Hematoxyline Eosin), formalin 10%, aquades, larutan PBS (Phospat
Buffered Saline) pH 7,4, SA-HRP (Strep Avidin Horse Radish Peroxidase),

DAB (Diamino Benzidine), paraffin, eter 70%, dan larutan xylol.

4.3 Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah tikus putih jantan strain Wistar yang memiliki
berat badan berkisar 150 — 250 g dengan usia 8 — 12 minggu. Aklimatisasi dilakukan
selama tujuh hari agar tikus beradaptasi dengan kondisi laboratorium. Jumlah

sampel dihitung menggunakan rumus berikut (Kusriningrum, 2008):

t(n-1) =10 Keterangan:

5(n-1) 215 t = jumlah perlakuan

5n -5 2 15 n = jumlah ulangan yang diperlukan
5n > 20

n >4

Berdasarkan rumus di atas, maka untuk 5 macam kelompok perlakuan
dperlukan ulangan minimal 4 kali dalam setiap kelompok sehingga jumlah hewan

coba yang diperlukan sebanyak 20 ekor (4 ekor tikus dalam satu kelompok).
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4.4 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian true experimental, post test control only
design dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Sampel hewan
coba yang berjumlah 20 ekor, dibagi dalam 5 perlakuan yang berbeda dan masing-
masing menggunakan pengulangan sebanyak 4 kali.
Kelompok hewan coba pada penelitian ini adalah:
1. Kelompok KN (Kontrol Negatif) adalah kelompok hewan coba yang tidak
diberi luka terbuka dan tidak diterapi
2. Kelompok KP (Kontrol Positif) adalah kelompok hewan coba yang diberi
luka terbuka dan tidak diterapi
3. Kelompok P1 (Perlakuan 1) adalah kelompok hewan coba yang diberi luka
terbuka dan diterapi salep ekstrak kulit jengkol 5%
4. Kelompok P2 (Perlakuan 2) adalah kelompok hewan coba yang diberi luka
terbuka dan diterapi salep ekstrak kulit jengkol 10%
5. Kelompok P3 (Perlakuan 3) adalah kelompok hewan coba yang diberi luka

terbuka dan diterapi salep ekstrak kulit jengkol 15%

4.5 Variabel Penelitian
Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah:
a. Variabel bebas: Terapi salep ekstrak kulit jengkol (Achidendron
pauciflorum)
b. Variabel terikat: Ekspresi IL-6 dan Gambaran Histopatologi Kulit

c. Variabel kontrol:
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1. Homogenitas tikus (meliputi strain, jenis kelamin, BB, usia, suhu

pemeliharaan, jenis pakan dan kandang)

2. Perlakuan luka terbuka (meliputi lokasi insisi dan alat yang dipakai)
3. Penggantian kasa steril pada lokasi luka

4. Intesitas pemberian terapi

4.6 Tahapan Penelitian

4.7

Tahapan penelitian pada penelitian ini antara lain adalah sebagai berikut:

a.

b.

Persiapan hewan coba

Pembuatan ekstraksi kulit jengkol

Pembuatan salep ekstrak kulit jengkol

Pemberian luka terbuka pada hewan coba

Pemberian terapi salep ekstrak kulit jengkol

Pengambilan jaringan kulit dan pembuatan preparat kulit tikus
Pengamatan gambaran histopatologi kulit tikus

Pengamatan ekspresi IL-6 dengan metode imunohistokimia

Prosedur Kerja

4.7.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih jantan strain Wistar

dengan BB berkisar 150 — 250 g dan usia 8 — 12 minggu. Hewan coba tersebut

dibagi menjadi 5 kelompok, masing-masing kelompok berisikan 4 ekor hewan

coba. Hewan coba dirawat di Laboratorium Fisiologi Hewan, Fakultas
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SAINTEK, Universitas Islam Negeri, Malang. Hewan coba tersebut dipelihara
dalam kandang balok plastik berukuran 17,5 x 23,75 x 17,5 cm yang diberi
tutup kawat. Kandang tikus ditempatkan pada tempat yang bebas dari polutan
dan suara ribut (Tahani, 2013). Langkah kerja persiapan hewan coba juga
dijelaskan pada Lampiran 2.a.
4.7.2 Pembuatan Ekstrasi Kulit Jengkol

Pembuatan ekstraksi dilakukan di Laboratorium Materia Medica, Batu.
Kulit jengkol tersebut dipisahkan dari dagingnya dan dikeringkan pada suhu
40°C selama 48 jam agar tidak merusak flavonoid (Hernani, 2009). Setelah
kulit jengkol mengering, maka selanjutnya dilakukan penggilingan agar
menjadi lebih halus. Ekstraksi kulit jengkol dilakukan dengan metode maserasi
dengan pelarut etanol 70%. Perbandingan etanol dan serbuk jengkol tersebut
adalah 2:1. Maserat yang dihasilkan diuapkan dengan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40 — 50 °C sampai diperoleh ekstrak etanol dalam bentuk
pasta (Syafnir dkk., 2014).
4.7.3 Pembuatan Salep Ekstrak Kulit Jengkol

Pembuatan salep ekstrak kulit jengkol dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Brawijaya.
Ekstrak kulit jengkol diproses dalam bentuk sediaan salep agar bahan aktif
pada ekstrak bertahan lama di atas permukaan kulit dan berpenetrasi secara
optimal ke dalam kulit (Yanhendri dan Yenny, 2012). Ekstrak kulit jengkol
yang telah didapat sebelumnya dihomogenisasi menggunakan mortar dengan

basis salep vaselin album (Malini dkk., 2017). Vaselin album dipilih karena
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memiliki dasar hidrokarbon yang mempunyai waktu kontak dan absorbsi tinggi
dibanding basis salep yang lain (Naibaho et al., 2013). Salep ekstrak kulit
jengkol tersebut dibuat pada konsentrasi 5%, 10% dan 15% (Malini dkk., 2014).

Salep ekstrak kulit jengkol dibuat dengan cara menghomogenkan
ekstrak kulit jengkol dengan basis salep. Basis salep yang digunakan adalah
kombinasi antara PGA (Pulvis Gummi Arabicum) dan vaselin album dengan
perbandingan 1:4. Komposisi salep ektrak kulit jengkol yang digunakan
terlampir dalam Lampiran 3. Semua bahan meliputi ekstrak kulit jengkol dan
basis salep tersebut kemudian diletakkan pada mortar dan dihomogenkan
menggunakan alu. Setelah itu, salep diletakkan pada wadah tertutup dan diberi
label. Salep tersebut dipergunakan untuk perlakuan kelompok tikus P1, P2 dan
P3. Langkah kerja pembuatan salep juga dijelaskan pada Lampiran 2.b.
4.7.4 Pembuatan Luka Terbuka pada Hewan Coba

Tikus yang digunakan sebagai hewan coba diadaptasikan pada kondisi
laboratorium selama 7 hari. Setelah dilakukan aklimatisasi selama 7 hari, tikus
diberi perlakuan luka terbuka dengan cara menginsisi kulit dimulai pada hari
ke-1 pada kelompok tikus KP, P1, P2, dan P3. Tikus terlebih dahulu diinjeksi
anasthesi dengan kombinasi ketamine (dosis 40 mg/kgBB) dan xylazine (dosis
5 mg/kgBB) secara IM. Perhitungan dosis anasthesi yang diberikan juga
dijelaskan pada Lampiran 4. Kemudian lokasi sekitar insisi dibersihkan dari
rambut hingga bersih, dan dioles dengan kapas alkohol 70% untuk sterilisasi.

Insisi dibuat sepanjang 3 cm dan kedalaman hingga mencapai lapisan subkutan
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pada daerah dorsal (dengan titik orientasi regio vertebrae, musculus trapezius
pars thorachalis dan musculus latissimus dorsi).
4.7.5 Pemberian Terapi Salep Ekstrak Kulit Jengkol

Kelompok tikus yang diinsisi diberi terapi salep ekstrak kulit jengkol
secara topikal, yaitu dengan cara mengoleskan tipis pada lokasi luka, dua kali
sehari. Konsentrasi salep ekstrak kulit jengkol yang diberikan adalah 5% pada
kelompok P1, 10% pada kelompok P2, dan 15% pada kelompok P3. Kelompok
KN dan KP tidak diberi terapi salep. Setelah dioleskan salep, lokasi luka segera
ditutup dengan kasa steril agar tidak terkontaminasi. Lama terapi yang
diberikan adalah 10 hari, yaitu pada hari ke-1 hingga hari ke-10. Langkah kerja
pemberian salep juga dijelaskan pada Lampiran 2.d.
476 Pengambilan Jaringan Kulit dan Pembuatan Preparat

Histopatologi Kulit Tikus

Euthanasia dan pengambilan jaringan kulit tikus dilakukan 10 hari
setelah insisi atau hari ke-11, dan merupakan modifikasi dari penelitian Malini
dkk. (2017). Euthanasia tikus dilakukan dengan cara dislokasio os occipital,
kemudian mengeksisi bagian luka yang paling luar dan melibatkan sedikit
jaringan kulit normal, sekitar 0,5 cm dari tepi luka. Menurut Ramdani dkk.
(2014), eksisi tersebut segera dimasukkan pada larutan formalin 10% sebelum
dilakukan pembuatan preparat histologi.

Pembuatan preparat histopatologi kulit diawali dengan fiksasi jaringan,
dimana eksisi biopsi kulit direndam pada formalin 10% selama kurang lebih

18 — 24 jam. Setelah itu, jaringan segera dimasukkan pada akuades selama 1
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jam agar bersih dari larutan fiksasi. Tahap selanjutnya adalah tahap dehidrasi,
di mana eksisi biopsi dimasukkan pada larutan alkohol bertingkat 70% (30
bagian akuades + 70 bagian alkohol absolut), 80% (20 bagian akuades + 80
bagian alkohol absolut), 90% (10 bagian akuades + 90 bagian alkohol absolut)
dan 100%. Tahapan ini berfungsi agar memudahkan paraffin cair masuk dan
mengisi ruang yang ada pada sel. Jaringan yang sudah lebih jernih tersebut
dimasukkan dalam alkohol-xylol selama 1 jam, dan xylol murni selama 2 x 2
jam. Potongan jaringan tersebut bisa dimasukkan pada paraffin cair selama 2 x
2 jam.

Potongan jaringan yang telah dimasukkan pada paraffin cair ditunggu
hingga memadat. Jaringan dalam paraffin tersebut dipotong dengan ketebalan
4 mikron dengan menggunakan mikrotom. Potongan jaringan tersebut bisa
diletakkan pada object glass yang telah dilapisi polylisine sebagai perekat.
Jaringan yang telah ada pada object glass tersebut dipanaskan pada inkubator
bersuhu 56 - 58°C agar paraffin di dalamnya dapat mencair kembali.

Pewarnaan dilakukan dengan cara deparaffinasi dengan xylol,
dilanjutkan rehidrasi dengan alkohol turun bertingkat 95%, 90%, 80% dan 70%
masing-masing selama 5 menit. Kemudian jaringan tersebut dicuci dengan air
mengalir selama 15 menit dan akuades selama 5 menit. Jaringan kemudian
diwarnai dengan pewarna HE selama 10 menit, dicuci dengan air mengalir
selama 30 menit dan akuades selama 5 menit. Jaringan yang terwarnai tersebut
kemudian diberi perlakuan dehidrasi kembali dengan alkohol bertingkat 70%,

80%, 90% dan 95% masing-masing selama 5 menit. Lalu, dilanjutkan dengan
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tahap clearing dengan larutan xylol I, 11, dan 11l selama 3 menit. Tahap terakhir
dari pembuatan preparat histologi adalah dilakukan mounting dengan larutan
Entellan serta ditutup coverglass. Langkah kerja pembuatan preparat histologi
kulit dengan pewarnaan HE juga dijelaskan pada Lampiran 5. Seluruh
rangkaian pembuatan preparat histopatologi ini dilakukan di Laboratorium
Patologi Anatomi Kesima, Malang.

4.7.7 Pengamatan Gambaran Histopatologi Kulit Tikus

Pengamatan hasil pembuatan preparat organ kulit tikus yang sudah
diwarnai dengan pewarnaan HE dilakukan dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 100 kali pada satu lapang pandang. Kemudian
diperjelas pada bagian lapisan epidermis dengan perbesaran 400x. Pada
gambaran histopatologi kulit yang diamati adalah adanya penutupan luka
dilihat dari reepitelisasi epidermis dan adanya kerusakan jaringan pada daerah
luka. Pengamatan reepitelisasi kulit dilakukan di area luka yang diberi luka
terbuka yang kemudian diinterpretasikan secara deskriptif dengan bantuan
software Master OlyVia.

4.7.8 Pengamatan Ekspresi IL-6 dengan Imunohistokimia (IHK)

Tahap awal pengamatan ekspresi Interleukin 6 (IL-6) dengan metode
imunohistokimia adalah tahap deparafinasi, yaitu preparat direndam dalam
larutan xylol 1, xylol 11, alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, 95%) selama 1x5
menit dan dimasukkan ke dalam aquaes selama 1x5 menit. Kemudian preparat
dicuci dengan menggunakan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Tahapan

selanjutnya yaitu preparat ditetesi dengan 3% H,0, (Hidrogen Peroksidae)
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selama 20 menit dan dicuci kembali dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit
kemudian diblok dengan 1% BSA (Bovine Serum Albumin) dalam PBS selama
30 menit dalam suhu ruang dan dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.

Tahap selanjutnya adalah preparat diinkubasi dengan antibodi primer
Rat Anti Interleukin-6 dengan suhu 4°C selama 24 jam dan dicuci kembali
dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit. Kemudian diinkubasi dengan antibodi
sekunder berlabel biotin (Rabbit Anti-Rat IgG biotin labeled) selama 1 jam
dengan suhu ruang dan dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x5 menit.
Selanjutnya preparat ditetesi dengan Strep Avidin Horse Radish Peroxidase
(SA-HRP) selama 40 menit dengan suhu ruang dan dicuci kembali dengan PBS
pH 7,4 selama 3x5 menit. Kemudian preparat ditetesi dengan Diamano
Benzidine (DAB) selama 10 menit dengan suhu ruang dan dicuci dengan PBS
pH 7,4 selama 3x5 menit dan dikeringkan. Tahapan terakhir adalah melakukan
mounting dengan menggunakan larutan entellan dan ditutup dengan coverglass.
Langkah kerja pembuatan preparat ekspresi 1L-6 dengan metode IHK juga
dijelaskan pada Lampiran 6.

Hasil akhir dari pembuatan preparat imunohistokimia diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Pengamatan
ekspresi IL-6 dalam sel inti marofag/sel radang akan tampak berwarna coklat
gelap yang menunjukkan adanya reaksi inflamasi. Pengukuran presentase
ekspresi 1L-6 dilakukan dengan mengamati 5 bidang pandang pengamatan.
Perhitungan secara kuantitatif terhadap IL-6 dilakukan dengan bantuan

software Immunoratio.
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4.8 Analisis Data

Data hasil pengamatan gambaran histopatologi kulit akan dianalisis secara
deskriptif dan data hasil ekspresi IL-6 akan dianalisis secara kuantitatif. Analisa
data kuantitatif diolah secara statistik menggunakan SPSS for Windows 22 untuk uji
One Way ANOVA, dilanjutkan dengan uji Tukey dengan significance level = 0,05

(0= 5%).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Salep Ekstrak Kulit Jengkol (Archidendron
pauciflorum) Terhadap Ekspresi IL-6 dalam Proses Kesembuhan Luka
Terbuka Tikus

Interleukin-6 (IL-6) merupakan suatu sitokin yang terlibat dalam
inisiasi serta pemeliharaan respon inflamasi dan imunologis yang sebagian
besar dihasilkan oleh makrofag. Peranan IL-6 dalam aktivitas biologis ialah
pengaturan respon imun, mengontrol induksi respon fase akut, dan juga
merupakan mediator respon terhadap inflamasi pada luka. IL-6 sering
digunakan sebagai penanda untuk aktivasi sistemik dari sitokin pro-inflamasi.
IL-6 mempunyai fungsi dimana pada keadaan inflamasi produksinya akan
meningkat sebagai sitokin pro-inflamasi (Karnen dan Iris, 2010).

Pengamatan ekspresi IL-6 dilakukan pada kelompok tikus sehat
(Kontrol Negatif), kelompok sakit tanpa terapi (Kelompok Positif), kelompok
tikus yang diterapi salep ekstrak kulit jengkol 5% (Perlakuan 1), kelompok
tikus yang diterapi salep ekstrak kulit jengkol 10% (Perlakuan 2), dan
kelompok tikus yang diterapi salep ekstrak kulit jengkol 15% (Perlakuan 3)

(Gambar 5.1).
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Gambar 5.1 Ekspresi IL-6 pada semua kelompok kulit tikus pasca terapi hari ke-10 dengan
perbesaran 400X. Ekpresi IL-6 terdapat pada inti sel makrofag (<).

Keterangan A. Kelompok Kontrol Negatif; B. Kelompok Kontrol Positif; C. Kelompok
Perlakuan Terapi 5%; D. Kelompok Perlakuan Terapi 10%; E. Kelompok
Perlakuan Terapi 15%.

Imunohistokimia merupakan suatu metode identifikasi protein spesifik
di dalam sel atau jaringan dengan menggunakan prinsip pengikatan antara
antigen dengan antibodi. Ekspresi IL-6 pada organ kulit tikus model luka
terbuka ditunjukkan dengan adanya warna coklat gelap pada gambaran

Immuhistokimia (IHK) yang ditunjukkan dengan tanda panah kuning (<)
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pada Gambar 5.1. IL-6 terekspresikan pada seluruh sel inti makrofag di
organ dermis tikus. Selain pada inti sel makrofag, IL-6 dapat terekspresi pada
sel neutrofil, sel keratinosit, dan fibroblas. Warna coklat gelap yang
dihasilkan pada gambaran imunohistokimia disebabkan karena adanya ikatan
antara antigen (IL-6) dengan antibodi primer (Rat Anti Interleukin-6) yang
selanjutnya berikatan dengan antibodi sekunder (Rabbit Anti-Rat 1gG biotin
labeled). Pemberian antibodi sekuder Rabbit Anti-Rat yang diikuti SA-HRP
(Streptavidin-Horseradish Peroxidase) dan substrat berupa Diamino
Benzidine (DAB) akan menghasilkan warna coklat gelap pada sitokin 1L-6.

Data rata-rata ekspresi IL-6 dari kelima kelompok perlakuan dapat
dilihat pada (Tabel 5.1) dibawah ini.

Tabel 5.1 Rata-rata ekspresi IL-6 pada semua kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan ~ Rata-rata Ekspresi IL-6 + SD (%)

KN (Kontrol Negatif) 31,08 + 1,62
KP (Kontrol Positif) - 9743%091°
P1 (Terapi Salep 5%) . 81,69+164d
P2 (Terapi Salep 10%) an- 52,2 + 4,64°
P3 (Terapi Salep 15%) 39,54 + 1,27

Keterangan Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05) antara perlakuan.

Hasil uji normalitas dan uji homogenitas varian menunjukkan nilai
signifikansi p>0,05 (Lampiran 7.1 dan 7.2), maka dapat disimpulkan data
yang digunakan mempunyai distribusi dan homogenitas yang normal,
sehingga dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA. Berdasarkan uji statistik
didapatkan nilai uji One Way ANOVA yaitu p<0,05 (Lampiran 7.4), maka
terdapat perbedaan yang signifikan antara perlakuan, sehingga dilanjutkan

dengan uji Tukey. Hasil uji Tukey (Lampiran 7.5), menunjukkan kelompok
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antara perlakuan terapi salep ekstrak kulit jengkol memiliki perbedaan yang
nyata (Tabel 5.1). Pada tabel tampak bahwa ekspresi IL-6 pada masing-
masing perlakuan, yaitu kontrol negatif (KN), kontrol positif (KP), terapi
salep 5% (P1), terapi salep 10% (P2), dan terapi salep 15% (P3),
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan dengan terjadinya
penurunan nilai rata-rata ekspresi IL-6 yang ditandai dengan notasi a, b, c, d
dan e. Hasil rata-rata ekspresi IL-6 pada kulit tikus kelompok perlakuan terapi
P3 (39,54 + 1,27%) menunjukkan nilai rata-rata yang mendekati nilai KN
(31,08 £ 1,62%), dibandingkan kelompok perlakuan lainnya.

Pada kelompok tikus kontrol negatif (KN) (Gambar 5.1 A) yaitu tikus
sembuh, yang tidak diberi luka terbuka dan tidak diterapi, menunjukkan
angka persentase IL-6 sebanyak (31,08 + 1,62%). Pada kelompok tikus
kontrol positif (KP) (Gambar 5.1 B) yaitu tikus sakit, yang hanya diberi luka
terbuka dan tidak diterapi selama 10 hari, menunjukkan angka persentase IL-
6 sebanyak (97,43 + 0,91%). Pada kelompok tikus P1 yaitu tikus yang diberi
luka terbuka dan diterapi salep ekstrak kulit jengkol 5% (Gambar 5.1 C)
menunjukkan angka persentase ekpresi IL-6 yang tinggi (81,69 * 1,64%) dan
jauh dengan kelompok KN. Pada kelompok tikus P3 yaitu tikus yang diberi
luka terbuka dan diterapi salep eksrak kulit jengkol 10% (Gambar 5.1 D)
menunjukkan angka persentase ekpresi IL-6 yang cukup tinggi (52,2 + 4,64%)
dan cukup jauh dengan kelompok KN. Pada kelompok tikus P3 yaitu tikus
yang diberi luka terbuka dan diterapi salep ekstrak kulit jengkol 15%

(Gambar 5.1 E) menunjukkan angka persentase ekpresi 1L-6 yang rendah
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(39,54 + 1,27%) dan mendekati kelompok KN. Menurut Mukherjee (2015),
jika konsentrasi ekstrak tumbuhan yang digunakan sebagai bahan obat terlalu
rendah maka kandungan bioaktif pada ekstrak tersebut juga semakin sedikit
dan fungsi biologisnya juga akan rendah yang menyebabkan tidak adanya
perubahan atau terapi yang berarti.

Sel-sel radang dalam fase inflamasi akan meningkat sehari setelah
terjadi luka dan berkurang di hari ke-6. IL-6 sebagai sitokin pro-inflamasi
akan mengalami peningkatan pada hari ke-3 pasca perlukaan. Pada hari ke-7,
fase inflamasi sudah mulai tumpang tindih dengan fase proliferasi (Lin et al.,
2003). Pada penelitian ini dilakukan terapi selama 10 hari yang diperkirakan
terjadi penurunan ekpresi IL-6 pada akhir terapi dan sudah mulai memasuki
fase proliferasi. Namun pada kelompok KP, dimana pada hari ke-10 sudah
memasuki fase proliferasi, kadar IL-6 masih sangat tinggi (97,43 + 0,91%).
Hal ini menunjukkan bahwa IL-6 masih berperan dalam fase proliferasi.
Berdasarkan penelitian Lin, et al. (2003), IL-6 diperlukan meskipun di hari
ke-10 setelah terjadi perlukaan. Fase reepitelisasi akan terbentuk sempurna
setelah 14 hari pasca perlukaan. MacLeod and Mansbridge (2015) juga
menjelaskan bahwa IL-6 memiliki keterlibatan yang penting dalam proses
keterlambatan penyembuhan luka dimana IL-6 dapat membantu merangsang
pembentukan keratinosit yang berperan dalam penyembuhan luka.

Penyembuhan luka merupakan proses yang kompleks untuk
mengembalikan struktur dan anatomi kulit. Penyembuhan luka terdiri dari

empat fase yaitu fase hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase
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konstruksi atau remodeling. Fase hemostasis merupakan fase yang menekan
pendarahan awal saat terjadinya luka. Fase ini dapat tampak pada 10 — 30
menit setelah terjadinya luka. Pada fase ini teramati luka masih tampak merah,
terjadi pendarahan, serta belum ada penutupan luka. Fase penyembuhan luka
selanjutnya adalah fase inflamasi. Fase ini disebut fase radang karena ditandai
oleh reaksi kemerahan, sensasi hangat, dan nyeri. Fase ini dapat berlangsung
1 — 6 hari setelah terjadinya luka dan berfungsi untuk pembersihan luka yang
ditandai dengan banyaknya sel neutrofil dan makrofag pada luka yang
membantu fagositosis bakteri dan benda asing. Fase selanjutnya dari
penyembuhan luka adalah fase proliferasi, yaitu fase pembentukan jaringan
baru berupa reepitelisasi, neovaskularisasi, dan pembentukan kolagen. Fase
ini dapat berlangsung pada hari ke 5 — 21 setelah terjadinya luka (Baranoski
and Ayello 2008).

Kerusakan jaringan saat terjadi luka akan memicu aktivasi enzim
fosfolipase yang mengubah fosfolipid pada membran sel yang mengalami
kerusakan menjadi asam arakhidonat. Asam arakhidonat akan dimetabolisme
menjadi dua jalur yaitu lipooxygenase (LOX) dan cyclooxygenase (COX).
Lipooxygenase adalah enzim utama pada neutrofil yang menghasilkan
senyawa leukotrien yang memiliki kemotaktik kuat dalam merangsang
migrasi leukosit ke area luka, sedangkan jalur cyclooxygenase akan
menghasilkan  prostaglandin  yang menyebabkan vasodilatasi dan

pembentukan edema (Silalahi and Surbakti, 2015).
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Salep ekstrak kulit jengkol mengandung flavonoid yang dapat
menurunkan jumlah sel-sel radang serta makrofag sehingga faktor inflamasi
mengalami penurunan dan memasuki fase proliferasi dengan cepat. Menurut
Nijveltd et al. (2001), mekanisme aktivitas anti-inflamasi pada senyawa
flavonoid adalah menghambat kerja enzim LOX dan COX, dengan demikian
akan mengurangi produksi prostaglandin oleh asam arakhidonat sehingga
mengurangi rasa nyeri. Selain itu juga terjadi penurunan agregasi sel leukosit
polimorfonuklear (PMN), terutama sel neutrofil, dan menurunkan efek
inflamasi dengan menghambat aktivasi sitokin pada luka. Kandungan tanin
dalam ekstrak kulit jengkol juga dapat meningkatkan produksi growth factor
seperti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), EGF (Epidermal
Growth Factor) dan FGF (Fibroblast Growth Factor) sehingga dapat
meningkatkan proses angiogenesis dan mempercepat penutupan atau proses
kesembuhan luka (Malini dkk., 2017).

Hasil dari pengamatan ekspresi IL-6 menunjukkan bahwa terapi salep
ekstrak kulit jengkol 15% (P3) memberikan pengaruh paling baik dalam
menurunkan kadar ekspresi IL-6 terhadap mempercepat fase inflamasi dan

berlanjut ke fase proliferasi dibandingkan terapi salep 5% dan 10%.
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5.2 Pengaruh Pemberian Salep Ekstrak Kulit Jengkol (Archidendron
pauciflorum) Terhadap Perubahan yang Terjadi Melalui Gambaran
Histopatologis Epidermis Kulit dalam Proses Kesembuhan Luka
Terbuka Tikus

Kulit terdiri atas dua lapisan utama yaitu epidermis dan dermis.
Epidermis merupakan jaringan epitel yang berasal dari ektoderm, sedangkan
dermis berupa jaringan ikat agak padat yang berasal dari mesoderm. Lapisan
epidermis terdiri dari beberapa lapisan stratum yaitu stratum korneum,
stratum granulosum, starum spinosum dan starum basalis. Dermis tersusun

atas dua stratum yaitu stratum papilar dan stratum retikuler (Kalangi, 2013).

s

Gambar 5.2 Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus perwarnaan HE kelompok
Kontrol Negatif (KN) perbesaran 100X (A) dan 400X (B).

Keterangan A. Kondisi kulit kelompok tikus KN yaitu tidak diberi luka terbuka dan tidak
diterapi. Kulit tersusun atas lapisan epidermis (E) dan lapisan dermis (D) yang
dilengkapi dengan folikel rambut (FR) dan otot arektor pili (OAP); B. Lapisan
epidermis tersusun atas beberapa stratum, yaitu stratum korneum (1), stratum
granulosum (2), stratum spinosum (3), dan stratum basalis (4) yang menempel
dengan lapisan dermis (D) dibawahnya.

Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus diatas (Gambar 5.2)
menunjukkan kondisi kulit tikus normal yaitu tidak diberi luka terbuka dan

tidak diterapi selama 10 hari. Pada gambaran perbesaran 100X (Gambar 5.2
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A), tampak adanya keberadaan folikel rambut dan otot arektor pili pada
lapisan dermis. Pada lapisan epidermis perbesaran 400X (Gambar 5.2 B),
tersusun atas satu lapis stratum korneum, satu lapis stratum granulosum, satu
lapis stratum spinosum, dan satu lapis stratum basalis dengan epitel.

Secara biologis, kulit normal terdiri atas tiga lapisan yaitu epidermis,
dermis, dan hipodermis. Lapisan epidermis tersusun atas satu lapis stratum
korneum yang disusun oleh lapisan sel-sel mati, tidak berinti, dan berkeratin,
satu lapis stratum granulosum yang disusun oleh epitel skuamus yang banyak
mengandung granula basofilik, satu lapis stratum spinosum yang disusun oleh
epitel kuboid atau hampir gepeng dengan inti di tengah, dan satu lapis stratum
basalis atau germinativum yang disusun oleh epitel kuboid yang melekat
dengan membran lapisan dermis dibawahnya. Lapisan dermis tersusun atas
stratum papilar dan stratum retikular yang disusun oleh pembuluh darah,
fibroblas, makrofag, dan folikel rambut. Lapisan terakhir yaitu hipodermis
(subkutan) yang banyak mengandung jaringan lemak (Mescher, 2016).

Struktur kulit pada tikus terdiri dari epitelium eksternal (epidermis),
lapisan tebal jaringan ikat (dermis), dan lapisan jaringan adiposa (hipodermis).
Lapisan epidermis tersusun atas satu lapis stratum korneum, satu lapis stratum
granulosum, satu lapis stratum spinosum, dan satu lapis stratum basalis.
Lapisan dermis tersusun atas jaringan ikat padat, otot arektor pili, folikel
rambut dan kelenjar sebasea. Lapisan tipis otot lurik, yang dikenal sebagai

panniculus carnosus, memisahkan kulit dari struktur lain (Conti, 2004).
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Gambar 5.3 Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus perwarnaan HE kelompok
Kontrol Positif (KP) perbesaran 100X (A) dan 400x (B).

Keterangan A. Kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka tanpa diterapi selama 10 hari.
Kulit tersusun atas lapisan epidermis (E) dan lapisan dermis (D). Folikel
rambut (FR) tampak mengalami kerusakan dan pada lapisan dermis tampak
adanya kerusakan jaringan (< ); B. Kondisi kulit menunjukkan reepitelisasi
pada lapisan epidermis, yaitu ditandai dengan terbentuknya stratum korneum
(1), stratum granulosum (2), stratum spinosum (3), dan stratum basalis (4).

Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus diatas (Gambar 5.3)
menunjukkan kondisi kulit setelah diberi luka terbuka tanpa diberikan
perlakuan terapi selama 10 hari. Pada gambaran perbesaran 100X (Gambar
5.3 A), tampak adanya kerusakan pada folikel rambut dan pada lapisan dermis
tampak adanya kerusakan jaringan sehingga penutupan luka belum
sepenuhnya menyatu dengan baik. Pada lapisan epidermis perbesaran 400X
(Gambar 5.3 B), celah luka sudah menutup dengan baik dimana sudah
mengalami reepitelisasi yang ditandai dengan terbentuknya lapisan stratum
korneum dan lapisan stratum granulosum yang tipis, lapisan stratum
spinosum yang tebal, dan epitel pada lapisan stratum basalis tampak

kolumnar dan tersusun rapat.
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Gambar 5.4 Gambaran hlstopatologls epldermls kulit tikus perwarnaan HE kelompok P1
perbesaran 100X (A) dan 400X (B).
Keterangan A. Kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep 5% selama
10 hari. Kulit tersusun atas lapisan epidermis (E) dan lapisan dermis (D). Pada
lapisan dermis tampak adanya kerusakan jaringan (<) dan juga tampak
adanya inflamasi (<) di lapisan atas dermis; B. Kondisi kulit menunjukkan
reepitelisasi pada lapisan epidermis, dimana terbentuknya stratum korneum
(1), stratum granulosum (2), stratum spinosum (3), dan stratum basalis (4),
beberapa epitel pada stratum basalis tampak menumpuk; tampak adanya
inflamasi (<) di lapisan dermis (D).

Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus diatas (Gambar 5.4)
menunjukkan kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep
kulit jengkol 5% selama 10 hari. Pada gambaran perbesaran 100X (Gambar
5.4 A), tampak adanya kerusakan pada lapisan dermis sehingga penutupan
luka belum sepenuhnya menyatu dan juga adanya inflamasi. Kemudian pada
lapisan epidermis tampak belum melekat sepenuhnya dengan lapisan dermis
dibawahnya. Pada lapisan epidermis perbesaran 400X (Gambar 5.4 B), celah
luka sudah menutup dengan baik dimana sudah mengalami reepitelisasi yang
ditandai lapisan stratum korneum yang tipis, adanya penebalan pada lapisan
stratum spinosum, namun pada lapisan stratum basalis tampak epitel-epitel

yang menumpuk dan tersusun rapat.
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Gambar 5.5 Gambaran hlstopatologls epldermls kulit tikus perwarnaan HE kelompok P2
perbesaran 100X (A) dan 400x (B).

Keterangan A. Kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep 10% selama
10 hari. Kulit tersusun atas lapisan epidermis (E) dan lapisan dermis (D), tidak
tampak adanya kerusakan dan sedikit adanya inflamasi (<) di lapisan dermis;
B. Kondisi kulit menunjukkan reepitelisasi pada lapisan epidermis dimana
menunjukkan adanya stratum korneum (1), stratum granulosum (2), stratum
spinosum (3), dan stratum basalis (4) yang sudah menempel dengan lapisan
dermis (D); inflamasi (<).

Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus diatas (Gambar 5.5)
menunjukkan kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep
kulit jengkol 10% selama 10 hari. Pada gambaran perbesaran 100X (Gambar
5.5 A), tidak tampak adanya kerusakan pada lapisan epidermis maupun
dermis dan sedikit adanya inflamasi di lapisan dermis. Kemudian lapisan
epidermis sudah menempel dengan lapisan dermis dibawahnya. Pada lapisan
epidermis perbesaran 400X (Gambar 5.5 B), celah luka sudah menutup
dengan baik dimana sudah mengalami reepitelisasi yang ditandai dengan
terbentuknya lapisan statum korneum, epitel skuamus pada lapisan stratum
granulosum, keberadaan lapisan stratum spinosum di area tengah epidermis,

dan epitel pada lapisan stratum basalis tampak sudah mulai kuboid.
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Gambar 5.6 Gambaran hlstopatologls epldermls kullt tlkus perwarnaan HE kelompok P3
perbesaran 100X (A) dan 400x (B).

Keterangan A. Kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep 15% selama
10 hari. Kulit tersusun atas lapisan epidermis (E) dan lapisan dermis (D).
Folikel rambut (FR) tampak mengalami kerusakan dan juga tampak adanya
inflamasi (<) di lapisan dermis; B. Kondisi kulit menunjukkan belum
sepenuhnya mengalami reepitelisasi pada lapisan epidermis, dimana hanya
tampak stratum granulosum (2), lapisan stratum spinosum yang tipis (3), dan
epitel pada lapisan stratum basalis (4) tidak tersusun rapi; inflamasi (<).

Gambaran histopatologis epidermis kulit tikus diatas (Gambar 5.6)
menunjukkan kondisi kulit tikus pasca diberi luka terbuka dan diterapi salep
15% selama 10 hari. Pada gambaran perbesaran 100X (Gambar 5.6 A),
tampak adanya kerusakan pada folikel rambut dan adanya inflamasi di lapisan
dermis. Kemudian lapisan epidermis sudah menempel dengan lapisan dermis
dibawahnya. Pada lapisan epidermis perbesaran 400X (Gambar 5.6 B), celah
luka sudah menutup dengan baik namun belum mengalami reepitelisasi yang
sempurna dimana hanya terbentuknya lapisan stratum granulosum, lapisan
spinosum yang tipis, epitel pada lapisan stratum basalis tidak tersusun rapi,

dan belum terbentuknya lapisan stratum korneum.
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Kulit merupakan barier fisik yang dapat mempertahankan tubuh dari
agen patogen. Apabila terdapat kerusakan kulit, maka kulit akan
mempertahankan tubuh dengan proses imunologis yang cepat terhadap agen
patogen tersebut dan mengeluarkan mikroorganisme tersebut dari epidermis
dan dermis. Sistem imun berkembang dengan fungsi yang khusus dan bekerja
pada kulit. Sel langerhans, dendrosit kulit, sel endotel, keratinosit dan sel
lainnya ikut berpartisipasi dalam Skin Associated Lymphoid Tissue (SALT)
yang mempunyai sistem imun pada kulit. Ketika mikroorganisme menembus
barier kulit akan merangsang respon imun. Kulit akan merusak
mikroorganisme tersebut dan mengeliminasi antigen (Garna, 2001).

Fase proliferasi ditandai dengan jumlah sel radang yang mulai menurun,
adanya fibroblas yang berproliferasi, pembentukan kapiler baru dan
pembentukkan epitel baru (reepitelisasi). Fase proliferasi secara umum
mengikuti dan tumpang tindih dengan fase inflamasi yang ditandai dengan
reepitelisasi. Pada proses reepitelasi, fibroblas mengeluarkan Keratinocyte
Growth Factor (KGF). KGF dibantu oleh Epidermal Growth Factor (EGF)
berperan dalam proses stimulasi reepitelisasi epidermis. Proses reepitelisasi
epidermis dimulai dari keratinosit yang bermigrasi dari membran basalis akan
bergerak menyeberangi permukaan luka dan menyatu dengan epitel pada
lapisan kulit normal. Keratinosit merupakan sel dominan pada lapisan
epidermis yang berperan sebagai protektif awal bagi kulit. Keratinosit akan
mengalami keratinisasi atau kornifikasi pada epitel. Setelah terjadi

peningkatan proliferasi dan sintesis matrik ekstraseluler, proses kesembuhan
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luka memasuki fase remodeling yang dapat berlangsung selama bertahun-
tahun (Guo and Dipietro, 2010).

Mekanisme terjadinya reepitelisasi meliputi proses mobilisasi, migrasi
dan diferensiasi sel epitel. Mobilisasi dimulai saat sel-sel epitel akan bergerak
dari tepi jaringan bebas menuju jaringan yang rusak atau daerah perlukaan.
Setelah mobilisasi akan terjadi migrasi keratosit menuju daerah perlukaan dan
akan membentuk lapisan basal yang berjumlah satu hingga dua lapis. Proses
yang terakhir adalah proses diferensiasi yaitu sel-sel pada tepian luka akan
membentuk menjadi lembaran tipis dan akan menyebar sehingga menutup
celah pada epitel. Pada proses reepitelisasi, fibroblas mengeluarkan KGF
yang berperan dalam stimulasi mitosis sel epidermal. Keratinisasi dimulai
dari pinggir luka sehingga membentuk barrier yang menutupi permukaan luka
(Martyarini, 2011).

Proses penyembuhan luka sangat dipengaruhi oleh peranan migrasi dan
proliferasi fibroblas pada area perlukaan. Febram dkk. (2010)
mengungkapkan bahwa migrasi fibroblas pada area perlukaan distimulasi
oleh Transforming Growth Factor (TGF), yaitu faktor pertumbuhan yang
dihasilkan oleh jaringan granulasi yang terbentuk selama proses inflamasi.
Proliferasi fibroblas pada tahap penyembuhan luka mengindikasikan adanya
proses penyembuhan yang berlangsung cepat. Proses utama pertumbuhan
fibroblas akan terjadi di hari ke-7 sampai ke-14 pasca perlukaan dan terjadi

penyempurnaan sampai struktur kulit kembali normal (Martyarini, 2011).



55

Kandungan yang terdapat dalam ekstrak kulit jengkol seperti flavanoid,
tanin, dan saponin, dapat membantu dalam proses reepitelisasi luka terbuka
dan dapat mempercepat kesembuhan. Flavonoid pada kulit jengkol ini
berperan sebagai anti-inflamasi. Senyawa ini bekerja dengan mempersingkat
fase inflamasi pada proses penyembuhan luka. Pada fase inflamasi terjadi
aktivitas fagositosis dari benda asing dan debris luka. Tanin berperan dalam
fase proliferasi dan reepitelisasi pada proses penyembuhan jaringan luka,
sedangkan saponin dapat meningkatkan proliferasi monosit sehingga dapat
meningkatkan jumlah makrofag. Makrofag akan mensekresikan growth
factor yang dapat menarik lebih banyak fibroblas ke daerah luka dan
mensintesis kolagen serta meningkatkan proliferasi pembuluh darah kapiler
(Ardiana dkk., 2015).

Hasil dari pengamatan gambaran histologis kulit tikus menunjukkan
bahwa terapi salep ekstrak kulit jengkol 10% (P2), dilihat dari penutupan
celah luka yang mengalami reepitalisasi paling baik secara mikroskopis
(Gambar 5.5) dan dilihat dari panjang luka secara makroskopis (Lampiran
10) pada terapi hari ke-10, memberikan pengaruh paling baik dibandingkan

dengan terapi salep 5% dan 15%.



6.1

6.2

BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan
dapat diambil kesimpulan bahwa:

1. Salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dengan
konsentrasi 15% memberikan pengaruh terbaik dalam menurunkan
tingkat ekspresi IL-6 pada proses penyembuhan luka kulit tikus model
luka terbuka.

2. Salep ekstrak kulit jengkol (Archidendron pauciflorum) dengan
konsentrasi 10% memberikan pengaruh terbaik dalam reepitelisasi kulit
dan panjang penutupan luka pada proses penyembuhan luka kulit tikus

model luka terbuka.

Saran

Saran yang dapat diberikan adalah diharapkan adanya penelitian
lanjutan untuk mengkaji potensi ekstrak kulit jengkol terhadap perubahan
ekspresi IL-6 pada fase-fase yang berbeda dalam proses penyembuhan luka

pada jaringan kulit.
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