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ABSTRAK

Eva Suhaemiatul Aslamiyah, 165160101111005, Program Studi
Sarjana Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Brawijaya Malang, “Perbedaan Pemberian Triamcinolone Acetonide
dengan Gel Ekstrak Buah Ciplukan (Physalis Angulata L) Terhadap
Jumlah  Fibroblas dan Ekspresi Seluler FGF-2 pada Proses
Penyembuhan Ulkus Traumatik Mukosa Labial Tikus Putih (Rattus
Norvegicus)”’, Pembimbing: Dr. drg. Nur Permatasari, MS, drg. Ratih
Pusporini, M.Si.
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Basic FGF merupakan kunci utama untuk mempercepat
penyembuhan luka dengan merangsang proliferasi fibroblas,
menginduksi neovaskularisasi, dan meningkatkan sintesis kolagen.
Gel ekstrak buah ciplukan mengandung beberapa senyawa aktif salah
satunya lupeol dapat meningkatkan ekspresi seluler FGF-2 yang
merangsang proliferasi migrasi fibroblas, dan ursolid acid yang dapat
mempercepat proses re-epitelisasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui apakah terdapat perbedaan pemberian triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
terhadap jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih. Metode yang
digunakan adalah true experimental secara Randomized Post test Only
Control Group Design secara in vivo. Penelitian ini dibagai menjadi 9
kelompok dengan 3 time series yaitu hari ke-2, ke-6, dan ke-12
kelompok kontrol, kelompok physalis, kelompok triamcinolone
setelah terbentuknya ulkus traumatik. Tahap selanjutnya pengambilan
jaringan ulkus traumatik, dilakukan pewarnaan HE, dan IHK,
kemudian jumlah fibroblas diamati menggunakan mikroskop digital
yang dilengkapi dengan software OLYVIA. Jumlah FGF-2 diamati
menggunakan mikroskop cahaya yang dilengkapi oleh kamera digital.
Hasil uji independent t-test didapatkan perbedaan yang signifikan
jumlah fibroblas dan fgf antara kelompok physalis dan triamcinolone
pada hari ke-2, ke-6, dan ke-12. Hasil uji regresi linear didapatkan
semakin lama perlakuan dapat menurunkan jumlah fibroblas dan FGF-

) BRAWIJAYA

iv

. UNIVERSITAS




=4
o
(o~
-
—]
>~
S
o
B
“
(=]
oo
[=5]
==

UNIVERSITAS

2 dan didapatkan hubungan jumlah fibroblas dan FGF-2 pada semua
kelompok perlakuan. Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan antara pemberian triamcinolone acetonide
dengan gel ekstrak buah ciplukan terhadap jumlah fibroblas dan
ekspresi seluler FGF-2 pada proses penyembuhan ulkus traumatik
mukosa labial tikus putih.

Kata Kunci: Ulkus Traumatik, Fibroblas, FGF-2, Gel Ekstrak Buah
Ciplukan (Physalis Angulata L.), Triamcinolone
Acetonide
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ABSTRACT

Eva Suhaemiatul Aslamiyah, 165160101111005, Bachelor of
Dentistry Study Program, Faculty of Dentistry, Brawijaya University,
Malang, 29 November 2019, "Differences in Administration of
Triamcinolone Acetonide with Morel Berry Fruit Extract Gel
(Physalis Angulata L.) on the Number of Fibroblasts and FGF-2
Cellular Expression in Healing Process of Traumatic Ulcer on
Mucosal Labial White Rats (Rattus norvegicus)", Supervisor: Dr. drg.
Nur Permatasari, MS, drg. Ratih Pusporini, M.Si.

Basic FGF is main key to promote wound healing by
stimulating fibroblasts proliferation, inducing neovascularization and
increasing collagen synthesis. Morel berry fruit extract gel contains
several active compounds, which is lupeol can increase cellular
expression of FGF-2 that stimulates proliferation of fibroblast
migration and ursolid acid can accelerate the process of re-
epithelialization. Purpose of this study is to determine differences in
administration of triamcinolone acetonide with morel berry fruit
extract (Physalis angulata L.) on number of fibroblasts and cellular
expression of FGF-2 in healing process of traumatic ulcer on mucosal
labial white rats. The method used is true experimental randomized
post test only control group design in vivo. This study was divided
into 9 groups with 3 time series, namely the control group, physalis
group, triamcinolone group on day 2, 6, and 12 after traumatic ulcers
formation. After traumatic ulcer tissues is removed, staining HE and
IHC, then number of fibroblasts observed using digital microscope
equipped with OLYVIA software. Amount of FGF-2 observed using
light microscope equipped with digital camera. Results of independent
t-test showed a significant difference in number of fibroblasts and FGF
between physalis and triamcinolone groups on day 2, 6 and 12. Result
of linear regression test found that longer treatment can reduce number
of fibroblasts and FGF-2 and there are relationship between number
of fibroblasts and FGF-2 in all treatment groups. Based on the results
of this study, it can be concluded that there is a difference in
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administration of triamcinolone acetonide with morel berry fruit
extract gel on number of fibroblasts and cellular expression of FGF-2
in healing process of traumatic ulcer on mucosal labial white rats.
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Keywords: Traumatic Ulcers, Fibroblas, FGF-2, Morel Berry Fruit
Extract Gel (Physalis Angulata L.), Triamcinolone
Acetonide.
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VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
WFA : Withaferin-A
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ABSTRAK

Eva Suhaemiatul Aslamiyah, 165160101111005, Program Studi
Sarjana Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas
Brawijaya Malang, “Perbedaan Pemberian Triamcinolone Acetonide
dengan Gel Ekstrak Buah Ciplukan (Physalis Angulata L) Terhadap
Jumlah Fibroblas dan Ekspresi Seluler FGF-2 pada Proses
Penyembuhan Ulkus Traumatik Mukosa Labial Tikus Putih (Rattus
Norvegicus)”’, Pembimbing: Dr. drg. Nur Permatasari, MS, drg. Ratih
Pusporini, M.Si.
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Basic FGF merupakan kunci utama untuk mempercepat
penyembuhan luka dengan merangsang proliferasi fibroblas,
menginduksi neovaskularisasi, dan meningkatkan sintesis kolagen.
Gel ekstrak buah ciplukan mengandung beberapa senyawa aktif salah
satunya lupeol dapat meningkatkan ekspresi seluler FGF-2 yang
merangsang proliferasi migrasi fibroblas, dan ursolid acid yang dapat
mempercepat proses re-epitelisasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui apakah terdapat perbedaan pemberian triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
terhadap jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih. Metode yang
digunakan adalah true experimental secara Randomized Post test Only
Control Group Design secara in vivo. Penelitian ini dibagai menjadi 9
kelompok dengan 3 time series yaitu hari ke-2, ke-6, dan ke-12
kelompok kontrol, kelompok physalis, kelompok triamcinolone
setelah terbentuknya ulkus traumatik. Tahap selanjutnya pengambilan
jaringan ulkus traumatik, dilakukan pewarnaan HE, dan IHK,
kemudian jumlah fibroblas diamati menggunakan mikroskop digital
yang dilengkapi dengan software OLYVIA. Jumlah FGF-2 diamati
menggunakan mikroskop cahaya yang dilengkapi oleh kamera digital.
Hasil uji independent t-test didapatkan perbedaan yang signifikan
jumlah fibroblas dan fgf antara kelompok physalis dan triamcinolone
pada hari ke-2, ke-6, dan ke-12. Hasil uji regresi linear didapatkan
semakin lama perlakuan dapat menurunkan jumlah fibroblas dan FGF-
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2 dan didapatkan hubungan jumlah fibroblas dan FGF-2 pada semua
kelompok perlakuan. Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan
bahwa terdapat perbedaan antara pemberian triamcinolone acetonide
dengan gel ekstrak buah ciplukan terhadap jumlah fibroblas dan
ekspresi seluler FGF-2 pada proses penyembuhan ulkus traumatik
mukosa labial tikus putih.

Kata Kunci: Ulkus Traumatik, Fibroblas, FGF-2, Gel Ekstrak Buah
Ciplukan (Physalis Angulata L.), Triamcinolone
Acetonide
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ABSTRACT

Eva Suhaemiatul Aslamiyah, 165160101111005, Bachelor of
Dentistry Study Program, Faculty of Dentistry, Brawijaya University,
Malang, 29 November 2019, "Differences in Administration of
Triamcinolone Acetonide with Morel Berry Fruit Extract Gel
(Physalis Angulata L.) on the Number of Fibroblasts and FGF-2
Cellular Expression in Healing Process of Traumatic Ulcer on
Mucosal Labial White Rats (Rattus norvegicus)", Supervisor: Dr. drg.
Nur Permatasari, MS, drg. Ratih Pusporini, M.Si.

Basic FGF is main key to promote wound healing by
stimulating fibroblasts proliferation, inducing neovascularization and
increasing collagen synthesis. Morel berry fruit extract gel contains
several active compounds, which is lupeol can increase cellular
expression of FGF-2 that stimulates proliferation of fibroblast
migration and ursolid acid can accelerate the process of re-
epithelialization. Purpose of this study is to determine differences in
administration of triamcinolone acetonide with morel berry fruit
extract (Physalis angulata L.) on number of fibroblasts and cellular
expression of FGF-2 in healing process of traumatic ulcer on mucosal
labial white rats. The method used is true experimental randomized
post test only control group design in vivo. This study was divided
into 9 groups with 3 time series, namely the control group, physalis
group, triamcinolone group on day 2, 6, and 12 after traumatic ulcers
formation. After traumatic ulcer tissues is removed, staining HE and
IHC, then number of fibroblasts observed using digital microscope
equipped with OLYVIA software. Amount of FGF-2 observed using
light microscope equipped with digital camera. Results of independent
t-test showed a significant difference in number of fibroblasts and FGF
between physalis and triamcinolone groups on day 2, 6 and 12. Result
of linear regression test found that longer treatment can reduce number
of fibroblasts and FGF-2 and there are relationship between number
of fibroblasts and FGF-2 in all treatment groups. Based on the results
of this study, it can be concluded that there is a difference in



administration of triamcinolone acetonide with morel berry fruit
extract gel on number of fibroblasts and cellular expression of FGF-2
in healing process of traumatic ulcer on mucosal labial white rats.
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Keywords: Traumatic Ulcers, Fibroblas, FGF-2, Morel Berry Fruit
Extract Gel (Physalis Angulata L.), Triamcinolone
Acetonide.
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1.1  Latar Belakang

Ulkus merupakan keadaan patofisiologis hilangnya jaringan
epitelium hingga melebihi membran basalis dan mengenai lamina
propia, dengan dasar berwarna kuning keputihan dan berbatas jelas,
trauma merupakan penyebab paling sering dari terjadinya ulkus pada
membran mukosa (Regezi et al., 2016; Delong dan Bukhrat, 2013).
Ulkus traumatik dapat terjadi pada berbagai usia dengan prevalensi
terjadinya ulkus dalam rongga mulut diperkirakan mencapai lebih dari
25% dari populasi dunia, salah satu yang paling sering ditemukan
yaitu ulkus traumatik (15,6%), pada pria berkisar 81,4% dan pada
wanita berkisar 85% (Delong dan Burkhrat, 2013). Akan tetapi,
banyak orang yang mengabaikan penyakit ini dikarenakan masih
dianggap sebagai penyakit yang tidak serius (Langkir et al., 2015).

Penyembuhan ulkus traumatik berlangsung 1 hingga 14 hari
melalui empat fase yaitu fase hemostasis, inflamasi, proliferasi, dan
remodeling jaringan (Neville, 2015; Salvo et al., 2015). Fase
hemostasis dan fase inflamasi dimulai setelah terjadinya luka
berlangsung sampai 72 jam (Wang et al., 2018). Growth factors
adalah protein besar yang berfungsi sebagai mediator (non-
haemopoetic cells) yang memodulasi penyembuhan luka dengan cara
menstimulasi produksi protein (Murdoch, 2016). Growth factors yang
memiliki peran penting dalam penyembuhan luka, salah satunya
adalah FGF-2 atau basic FGF (Barrientos et al., 2014). Fibroblast
growth factor-2 dihasilkan oleh makrofag, fibroblas, sel endotel, dan
limfosit, FGF-2 memiliki kemampuan untuk merangsang proliferasi
fibroblas, pembentukan pembuluh darah baru, dan produksi
Extracellular matrix (ECM) (Beserra et al., 2019; Oentaryo et al.,
2016; Shah et al., 2012). Basic FGF muncul sejak awal terjadinya
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luka hingga mencapai puncak pada hari ke-5 sampai hari ke 8
(Oentaryo et al., 2016).

Migrasi fibroblas ke jaringan luka terjadi 3 hari setelah cedera
dan akan menjadi dominan setelah hari ke-6 hingga ke-7 (Andreasen
et al., 2019). Fibroblas merupakan sel yang paling umum dalam
jaringan ikat memproduksi dan mempertahankan = komponen
ekstraseluler jaringan (Mescher, 2013). Peranan fibroblas dalam
penyembuhan luka yaitu memproduksi growth factors untuk
menstimulasi autokrin dan parakin, proliferasi dan migrasi sel untuk
membentuk jaringan granulasi (Clark, 2013).
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Perawatan ulkus traumatik dilakukan dengan menghilangkan
faktor penyebab, secara bersamaan diberikan obat seperti coating
agents, antiseptics, antibiotics, topical anesthesia dan steroid, salah
satu obat golongan antiinflamasi steroid adalah triamcinolone
acetonide topical (Regezi et al., 2016; Hamishehkar et al., 2015;
Parkarwar et al., 2017). Triamcinolone acetonide adalah
glukokortikoid sintetik topikal secara umum mengatur inflamasi
dengan cara menghambat sitokin pro inflamasi, glukokortikoid
sebelumnya telah ditemukan menghambat pertumbuhan dari fibroblas
(Neilsen dan Kaye, 2014; Derendorf dan Meltzer, 2008; Mukudai et
al., 2015). Dengan demikian triamcinolone acetonide masih belum
mempunyai potensi yang optimal dalam penyembuhan luka mukosa
rongga mulut.

Physalis angulata L. termasuk dalam famili Solanceae,
merupakan spesies rerumputan tahunan yang terdistribusi pada setiap
negara yang terletak di daerah topis dan subtropik, sehingga mudah
ditemukan (Kusumaningtyas et al., 2015; Ferreira et al., 2019).
Ekstrak dari Physalis angulata memiliki efek antiinflamasi dan
seluruh bagian dari tumbuhan Physalis angulata dapat digunakan
dalam perawatan medis, termasuk buah (Luliana et al., 2017).
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Di dalam penelitian yang dilakukan oleh Brar dan Raghbir
(2017) kandungan gel ekstrak buah ciplukan yang memiliki efek
antiinflamasi yakni lupeol, ursolic acid, B-sitosterol, campesterol,
withaferin-A, dan emodin, dengan kandungan lupeol yang paling
dominan. Lupeol dapat meningkatkan ekspresi FGF-2 yang
merangsang proliferasi migrasi fibroblas, peningkatan vaskularisasi,
dan deposisi serat kolagen (Beserra et al., 2019). Ursolid acid dapat
meningkatkan jumlah fibroblas, meningkatkan jaringan tensile
strength dari jaringan granulasi. Pemberian ursolid acid dapat
mempercepat proses epitelisasi (Naika et al. 2016; Agra et al., 2015).
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Penelitian pendahuluan telah dilakukan untuk menentukan
dosis yang efektif dalam penyembuhan luka ulkus traumatik pada
mukosa labial tikus putih (Rattus norvegicus), dosis efektif gel ekstrak
buah ciplukan untuk menyembuhkan luka ulkus traumatik adalah 1%,
sediaan gel dipilih karena dapat mencegah first pass effect di hati
mengurangi efek samping dari obat daripada sediaan oral (Goodman,
2012).

Berdasarkan kondisi tersebut, maka penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui perbedaan antara pemberian Triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
terhadap jumlah fibroblas, dan ekspresi selular FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih (Rattus
norvegicus).

1.2 Rumusan Masalah

Apakah ada perbedaan antara pemberian Triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
terhadap jumlah fibroblas, dan ekspresi selular FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih (Rattus
norvegicus)?
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mempelajari pemberian Triamcinolone acetonide dengan gel
ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.) terhadap jumlah
fibroblas, dan ekspresi selular Fibroblast Growth Factor-2 pada
proses penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih
(Rattus norvegicus).
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1.3.2 Tujuan Khusus

1. Menghitung dan membandingkan jumlah fibroblas, dan
ekspresi selular  FGF-2 pada hari ke-2, hari ke-6, dan hari ke-
12 pada proses penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial
tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi triamcinolone
acetonide dan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
1%.

2. Menganalisa hubungan waktu dan respon terhadap jumlah
fibroblas, dan ekspresi selular FGF-2 pada hari ke-2, hari ke-6,
dan hari ke-12 pada proses penyembuhan luka ulkus traumatik
mukosa labial tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
triamcinolone acetonide dan gel ekstrak buah ciplukan
(Physalis angulata L.) 1%.

3. Menganalisa hubungan jumlah fibroblas dengan ekspresi
selullar FGF-2 pada hari ke-2, hari ke-6, dan hari ke-12 pada
proses penyembuhan luka ulkus traumatik mukosa labial tikus
putih (Rattus norvegicus) yang diberi triamcinolone acetonide
dan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.) 1%.

) BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




=4
o
(o~
-
—]
>~
S
o
g
“
(=]
oo
[=5]
==

UNIVERSITAS

1.4.1 Manfaat Akademik

Dari hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai sarana
pembelajaran dan juga dasar penelitian lebih lanjut di bidang
kedokteran gigi sebagai efektivitas penyembuhan ulkus traumatik
mukosa rongga mulut.

1.4.2 Manfaat Praktis

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan akan didapatkan
informasi  mengenai perbandingan  pemberian  Triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
terhadap jumlah fibroblas, dan ekspresi selular FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ulkus Traumatik
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2.1.1 Definisi

Ulkus merupakan keadaan patofisiologis hilangnya jaringan
epitelium hingga melebihi membran basalis dan mengenai lamina
propia, dapat diartikan sebagai suatu kerusakan epitel yang ditutupi
oleh gumpalan fibrin, dengan warna kuning keputihan dan berbatas
jelas, trauma merupakan penyebab paling sering dari terjadinya ulkus
pada membran mukosa, pada umumnya ulkus terjadi setelah beberapa
kali setelah terkena paparan trauma (Regezi et al., 2016; Delong dan
Bukhrat, 2013).

2.1.2 Etiologi

Ulkus traumatik dapat disebabkan oleh berbagai macam faktor
diantaranya (Delong dan Bukhrat, 2013; Regezi et al., 2016) :

1. Trauma kimia yang diakibatkan oleh penggunaan sejumlah
kecil obat misalnya aspirin (chemical burn), yang kontak
langsung dengan mukosa, iritasi akibat penggunaan pasta gigi,
obat kumur yang mengandung fenol, dan bahan bleaching yang
menggunakan oksidator kuat seperti 30% hidrogen peroksida.

2. Trauma mekanik seperti menggigit bibir, pipi atau lidah,
mengkonsumsi atau mengunyah makanan keras, gigitan dari
tonjolan gigi yang tajam, trauma dari iritasi gigi tiruan serta
tumpatan yang tajam, iritasi akibat pemasangan gigi tiruan yang
tidak stabil, tepi protesa atau klamer gigi tiruan sebagaian
lepasan (GTSL) yang tajam, dan gesekan yang terus menerus
oleh karena gigi yang tidak rata.

3. Trauma benda asing seperti penggunaan piranti ortodontik
ataupun sikat gigi yang digunakan dengan teknik yang salah
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sehingga membuat erosi jaringan lunak disekitarnya, kebiasaan
buruk menusuk gingiva atau mukosa dengan kuku jari, kontak
dengan makanan tajam tergigitnya mukosa saat mengunyah,
bicara ataupun saat tidur.
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4. Trauma iatrogenik terjadi secara tidak sengaja dilakukan oleh
dokter gigi selama perawatan, biasanya disebakan oleh cotton
rolls, tekanan saliva ejector tinggi, atau instrument bur yang
mengenai jaringan lunak, ulkus.

5. Trauma thermal (suhu) disebabkan karena terpapar atau kontak
dengan api, cairan panas atau obyek obyek panas lainya, ulkus
pada rongga mulut juga terlihat pada pasien yang menjalani
kemoterapi untuk kanker kepala dan leher, pada keadan
keganan tersebut, biasanya adalah kasus karsinoma sel
skuamosa yang membutuhkan terapi radiasi dosis tinggi (60 Gy
— 70 Gy), ulkus sering muncul pada daerah yang terkena sinar
tersebut.

2.1.3 Insidensi

Ulkus traumatik sering terjadi pada mukosa labial dan dasar
mulut juga dapat terjadi pada bibir, lidah, dan mukosa bukal karena
pada daerah tersebut terletak berdekatan dengan kontak oklusi geligi
sehingga lebih mudah  mengalami gigitan pada waktu gerakan
pengunyahan (Delong dan bukhrat, 2013). Prevalensi terjadinya ulkus
dalam rongga mulut diperkirakan mencapai lebih dari 25% dari
populasi dunia (Paleri et al., 2010). Sebesar 91,1% dari 68,2% angka
kejadian lesi yang diduga ulkus dalam berntuk SAR disebabkan
adanya faktor predisposisi berupa trauma (Suling et al., 2013). Hampir
setiap orang pernah mengalami insidensi pada mukosa rongga mulut
(83,6%), salah satu yang paling sering ditemukan yaitu ulkus
traumatik (15,6%) dan tidak ada perbedaan yang terjadi baik pria
maupun wanita, biasanya pada pria berkisar 81,4% dan pada wanita
berkisar 85% (Delong dan bukhrat, 2013).
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2.1.4 Gambaran Klinis

Ulkus traumatik mempunyai bentuk dan ukuran yang bervariasi
tergantung dari trauma yang menjadi penyebab, dapat berupa ulkus
yang tunggal atau multiple, bisa simetris atau asimetris, dan biasaya
nyeri, dapat bersifat akut maupun kronis, ulkus reaktif akut pada
membran mukosa mulut menunjukkan tanda-tanda klinis dan gejala
peradangan akut, termasuk derajat nyeri, kemerahan, dan
pembengkakan, ulkus ditutupi oleh eksudat fibrin berwarna kuning-
putih dan dikelilingi oleh eritema, ulkus reaktif kronis dapat
menyebabkan sedikit rasa sakit atau tanpa rasa sakit, lesi ditutupi oleh
membran kuning dan dikelilingi oleh peningkatan margin yang dapat
menunjukkan hiperkeratosis, terdapat indurasi, terdapat pembentukan
bekas luka dan infltrasi sel radang kronis (Neville, 2015; Regezi et al.,
2016).
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Gambaran Klinis ulkus traumatik biasanya bertekstur lembut
dengan dasar lesi berwarna kekungingan dengan margin merah,
peradangan, pembengkakan dan eritema bervariasi, tergantung pada
penyebab dan waktu sejak trauma, tidak ada indurasi kecuali pada
trauma yang berulang, ulkus yang disebabkan oleh gigitan setelah
anestesi lokal gigi dapat menghasilkan dua cekungan kecil yang
berdekatan yang cocok dengan cusps dari gigi yang berlawanan atas
dan bawah (Odell, 2017).
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Gambar 2.1 Ulkus Traumatik
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Keterangan: Sumber. Regezi et al., 2016.

Gambar 2.1: (A) Ulkus traumatik akut; dasar berwarna kuning dikelilingi oleh
halo eritema, sakit, sembuh dalam 7 hingga 10 hari jika penyebabnya
dihilangkan. (B). Ulkus traumatik kronis; dasar berwarna kuning, margin tinggi
(scar),sedikit atau tanpa rasa sakit, penampilan klinis = menyerupai
karsinoma,penyembuhan tertunda jika terdapat iritasi.

2.1.5 Terapi

Lama penyembuhan ulkus traumatik berlangsung 1 sampai 14
hari (Neville, 2015). Lama penyembuhan juga biasanya tergantung
dari tingkat keparahan ulkus, setiap lesi yang tidak sembuh dalam dua
minggu biasanya faktor penyebab tidak ditemukan dan harus
dievaluasi lebih lanjut (Delong dan bukhrat, 2013). Selama ini,
perawatan ulkus traumatik dilakukan dengan menghilangkan faktor
penyebab untuk mempercepat penyembuhan luka (Regezi et al., 2016).
Obat yang sering digunakan adalah obat kumur antiseptik seperti
chlorhexidine, analgesik atau topikal anestesi, dan dapat diberikan
obat golongan antiinflamasi steroid (Hamishehkar et al., 2015). Selain
itu, ulkus traumatik juga sering diberikan obat kortikosteroid topikal,
sediaan topikal berupa gel atau salep banyak dipilih karena memiliki
onset kerja yang cepat dan mudah digunakan (Mathew, 2015).

Salah satu kortikosteroid topikal yang sering digunakan adalah
Triamcinolone acetonide, karena memiliki kemampuan sebagai anti
inflamasi, antialergi, dan analgesik sehingga dapat mempercepat
proses - penyembuhan ulkus dan mengurangi nyeri, namum
penggunaan kortikosteroid topikal pada mukosa oral dapat
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menyebabkan efek samping berupa kandidiasis, karena penggunaan
obat ini dapat mengubah kondisi flora normal pada rongga mulut
(Parkarwar et al., 2017). Penggunaan kortikosteroid topikal juga dapat
menyebabkan reaksi hipersensitivitas terhadap obat, mulut terbakar,
dan oral hairy leukoplakia dalam penggunaan jangka panjang
(Mehdipour dan Taghavi, 2012). Saat ini banyak penelitian terhadap
alternatif lain yang mampu bersifat sama dengan memperkecil resiko
dari efek samping tersebut, beberapa studi yang telah dilaporkan
menunjukan produk-produk tanaman memiliki efek positif dalam
perbaikan jaringan dan melepas mediator inflamasi, growth factor, dan
protein matriks ekstraseluler (Kim et al., 2013). Sampai saat ini,
terdapat = banyak tanaman  herbal sebagai alternatif  untuk
menyembuhkan berbagai macam penyakit, salah satunya adalah
Physalis angulata yang termasuk dalam famili Solanceae
(Kusumaningtyas et al., 2015).
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2.2 Fase Penyembuhan Luka

Proses regenerasi dan perbaikan jaringan terjadi setelah
timbulnya luka, yang bisa disebabkan karena trauma atau akibat dari
kondisi patologis tertentu, luka ditimbulkan oleh semua rangsangan
yang merusak kelangsungan fisik dari jaringan fungsional,
rangasangan tersebut yang menyebabkan luka bisa terjadi di eksternal
atau internal, Selain itu, luka dapat menyebabkan kerusakan organ
tertentu atau kerusakan sel secara keseluruhan (Gonzalez et al., 2016).
Penyembuhan luka adalah reaksi fisiologis alami terhadap cedera
jaringan, akan tetapi penyembuhan luka bukanlah hal yang sederhana,
tetapi melibatkan interaksi yang kompleks antara berbagai jenis sel,
sitokin, mediator, dan sistem pembuluh darah (Wallace et al., 2019).
Penyembuhan luka terdiri dari empat fase yaitu hemostasis, inflamasi,
proliferasi, dan remodeling jaringan (Salvo et al., 2015).
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Gambar 2.2 Fase Penyembuhan Luka
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Sumber. Gonzalez et al., 2016
Keterangan:

Gambar 2.2: Peristiwa sel dan biokimiawi dalam perbaikan luka dapat dibagi
menjadi beberapa tahap berikut: reaksi inflamasi, proliferasi sel dan sintesis
elemen-elemen yang membentuk matriks ekstraseluler, dan remodeling.
Tahap-tahap ini tidak saling terpisah, tetapi lebih pada tahap tumpang tindih
seiring waktu.

2.2.1 Fase Hemostasis

Fase hemostasis dimulai setelah terjadinya luka berlangsung
sampai 72 jam, pada saat jaringan terluka kolagen dan faktor jaringan
yang terpapar akan mengaktifkan agregasi trombosit, yang
menghasilkan degranulasi dan melepaskan faktor hemotactic factors
(chemokines) and growth factors (GFs) untuk membentuk gumpalan
(Wang et al., 2018). Bekuan darah disekitar jaringan luka akan
mengeluarkan sitokin pro inflamatory (TNF-a, IL-6, I1L-8) setelah
perdarahan terkontrol, sel-sel inflamasi bermigrasi ke dalam luka
(chemotaxis) dan mempromosikan fase inflamasi, yang ditandai
dengan infiltrasi berurutan dari neutrofil, makrofag, dan limfosit
(Gonzalez et al., 2016). Tujuan utama fase hemostasis adalah untuk
mencegah pendarahan yang berlebih, ini adalah cara untuk melindungi
sistem pembuluh darah, menjaganya agar tetap utuh, sehingga fungsi
organ-organ vital tidak terluka meskipun mengalami cedera. Tujuan
lainya yaitu menyediakan sebuah matriks untuk sel-sel penginvasi



yang dibutuhkan pada tahap penyembuhan, selanjutnya kesimbangan
dinamis antara sel-sel endotel, platelet, koagulasi, dan fibrinolisis
mempengaruhi proses reparatif karena mengatur hemostasis dan
penentu besarnya fibrin dalam penyembuhan luka (Velnar et al., 2009).
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2.2.2 Fase Inflamasi

Fase inflamasi dimulai setelah terjadinya luka berlangsung
sampai 72 jam (Wang et al., 2018). Pada fase inflamasi didominasi
oleh sel-sel radang, yaitu neutrofil, limfosit dan makrofag (Kumar et
al., 2013). Secara klinis, peradangan ditandai dengan tumor (swelling),
kemerahan (rubor), panas (color), dan nyeri (dolor), (fungsiolesa).
Tanda Klinis ini merupakan hasil dari pelepasan vasocoactive aminer
dari fase inflamasi yaitu sel mast, neutrofil, dan makrofag (Foster,
2012). Tahap ini biasanya berlangsung selama 4 hari pasca cedera
(Velnar et al., 2009).

Hanya beberapa jam setelah lesi, sejumlah neutrofil
bertransmigrasi melalui sel-sel endotel berada pada dinding kapiler
darah, yang diaktifkan oleh sitokin pro-inflamasi, seperti IL-1 3, TNF-
a, IFN-y, interferon (INF)-c, IL-6, IL-12,dan IL-18, selain itu Nitric
Oxidase dan COX-2 menstimulasi produksi dari mediataor pro-
inflamasi di sekitar area lesi, sitokin tersebut mendukung ekspresi dari
banyak kelas molekul adhesi. Molekul adhesi ini merupakan faktor
yang menentukan diapedesis neutrofil, termasuk selektin dan integrin
(CD11a/ CD18 (LFA-1); CD11b / CD18 (MAC-1); CD11c / CD18
(gp150, 95); CD11d / CD18). Molekul adhesi yang berinteraksi pada
permukaan membran sel endotel, sel-sel yang lainnya juga
memengaruhi banyak hal dari perbaikan jaringan, seperti resolusi
fibrin dan koagulasi matriks ekstraseluler, dorongan angiogenesis, dan
reepitelisasi. Antiinflamasi sitokin seperti IL-4, IL-10, IL13, dan IFN-
a bekerja secara antagonis terhadap pro-inflamasi sitokin (Shaw dan
Martin, 2009).

Pada 48 jam setelah timbulnya luka, monosit akan migrasi ke
area lesi dan berdeferensiasi menjadi makrofag yang akan beperan
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melakukan fagositosis diarea jejas, monosit akan migrasi ke area lesi
dan berdeferensiasi menjadi makrofag, yang diaktifkan melalui
chemokine signaling, dapat bertindak sebagai sel-sel yang
menghadirkan antigen dan yang membantu neutrofil dalam fagositosis
(Gonzalez et al., 2016). Makrofag juga menghasilkan growth factors
seperti PDGF, TGF-B, FGF, dan VEGF, yang berfungsi sebagai
sitokin utama yang menstimulasi proliferasi fibroblas, produksi
kolagen, pembentukan pembuluh darah baru, dan proses
penyembuhan lainnya (Leong dan Phillips, 2012).
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2.2.3 Fase Proliferasi

Fase proliferasi disebut juga fase fibroplasia atau fase
regenerasi (Andreasen et al., 2019). Fase ini terjadi penurunan jumlah
sel — sel inflamasi, tanda — tanda radang berkurang, munculnya sel
fibroblas yang berproliferasi, pembentukan pembuluh darah baru,
epitelialisasi dan kontraksi luka. Matriks fibrin yang dipenuhi platelet
dan makrofag mengeluarkan growth factor yang mengaktivasi
fibroblas, fibroblas bermigrasi ke daerah luka dan mulai berproliferasi
hingga jumlahnya lebih dominan dibandingkan sel radang pada daerah
tersebut (Lawrence, 2012).

Fase proliferasi dimulai pada hari ketiga setelah cedera dan
berlangsung selama sekitar 2 minggu setelahnya, hal ini ditandai
dengan migrasi fibroblas dan deposisi matriks ekstraseluler yang baru
disintesis, bertindak sebagai pengganti jaringan sementara yang terdiri
dari fibrin dan fibronektin. Pada makroskopik fase proliferasi ini dapat
dilihat sebagai pembentukan jaringan granulasi berwarna pink (terdiri
dari sel-sel inflamasi, fibroblas, dan perkembangan vaskular dalam
jaringan ikat longgar) (Velnar et al., 2009).

Tahap yang lain berjalan adalah proses angiogenesis, pada
proses ini akan terjadi proliferasi endotelial selular, penataan kembali
membaran basalis, dan pengerahan sel-sel perivaskular, pembuluh
darah yang rusak akan diawali pembentukan pembuluh darah kapiler,
pembentukan pembuluh darah baru atau angiogenesis adalah proses
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yang dirangsang oleh kebutuhan energi yang tinggi untuk proliferasi
sel, selain itu angiogenesis juga dierlukan untuk mengatur
vaskularisasi yang rusak akibat luka (Leong dan Philips, 2012).
Migrasi sel-sel epitel terjadi beberapa jam setelah terjadinya jejas,
meningkatnya sel epitel yang bermitosis disekitar luka merupakan
tanda aktif migrasi sel, sehingga mampu menempel di bawah matriks
sementara, ketika sel-sel epitel meningkat migrasi berhenti, dan
membran dasar mulai terbentuk (Velnar et.al., 2009).
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2.2.4 Fase Remodeling Jaringan

Fase remodeling adalah fase terakhir dan terpanjang dalam
proses penyembuhan luka yang dimulai dua hingga tiga minggu
setelah timbulnya luka dan dapat berlangsung selama satu tahun atau
lebih (Gonzalez et al., 2016). Peristiwa seluler dan biofisiologis pada
fase remodeling yaitu; remodeling kolagen, maturasi vaskular, dan
pemulihan (regenerasi) (Guo dan DiPietro, 2010). Pada fase ini,
permukaan luka mulai berkonstriksi akibat perubahan fibroblast
menjadi myofibroblast yang berlangsung selama dua minggu sehingga
jumlah fibroblast menurun. Proses dalam fase remodeling yaitu;
perubahan jaringan granulasi dari pembetukan menjadi jaringan yang
lebih kuat (scar). Proses maturasi ini ditandai dengan pengurangan
jumlah pembuluh darah dan perubahan tipe kolagen dari tipe kolagen
111 ke 1, kolagen tipe I mempunyai daya tensile dan kekuatan yang
lebih dalam pembentukan jaringan hingga beberapa bulan kemudian
(Olezyk et.al., 2014).
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2.3  Fibroblas
2.3.1 Definisi Fibroblas

Fibroblas adalah sel yang belum matang dan ditemukan di
dalam jaringan ikat yang sedang berkembang, fibroblas dapat
berdeferensiasi menjadi kondronlas, kolagenoblas, atau osteoblas
yang mempunyai perananan dalam pembentukan tulang rawan,
kolagenase, atau tulang (Harty dan Ogston, 2014). Fibroblas
merupakan sel yang paling umum dalam jaringan ikat, fibroblas
menghasilkan kolagen tipe I, I, V dan komponen matriks
ekstraseluler lainnya (Mescher, 2013; Oentaryo et al., 2016).
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Fibroblas adalah sel yang menghasilkan komponen ekstrasel
dari jaringan ikat, jika sel fibroblas tidak aktif dalam membuat serat
maka ahli histologi menyebutnya fibrosit. Namun dikarenakan sel
fibroblas ini berpotensi untuk fibrogenesis dalam jaringan ikat selama
pengembangannya maka digunakan istilah fibroblas (Junqueira et al.,
2013). Fibroblas memiliki sifat kontraktil yang signifikan dan disebut
sebagai myofibroblast (Sandhu et al., 2012).

2.3.2 Stuktur Fibroblas

Bentuk sel fibroblas ini tergantung pada besar substratnya,
dalam sel-sel terdapat dua tahap aktivasi yaitu aktif dan rest (Junqueira
et al., 2013). Fibroblas memiliki banyak percabangan sitoplasma yang
irreguler, berbentuk fusiform, berinti oval, dengan kromatin yang
halus. Sitoplasmanya banyak mengandung retikulum endoplasma
kasar dan apparatus golgi yang berkembang baik. Sedangkan fibrosit
memiliki ukuran yang lebih kecil dari fibroblas biasanya berbentuk
gelendong, prosesusnya lebih sedikit, inti lebih kecil, gelap, panjang
dan sitoplasma lebih asidofilik dengan sedikit retikulum endoplasma
kasar (Mescher, 2013).
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Gambar 2.3 Stuktur Fibroblas

i
o
(o~

-
—J
S~
S
o

)
(%)
(=]
oo
[=5]
==

Sumber. Sandhu et al., 2012

Keterangan:

Gambar 2.4 : Structure dari fibroblas. A. Nucleus, B. Nucleolus, C. Golgi
apparatus, D. Cytoplasm, E. Intermediate/transfer vesicles, F. Ribosomes, G.
Mitochondria, H. Polyribosomes, I. Rough endoplasmic reticulum, J. Collagen
fibrils, K. Cell processes, L. Microtubules, M. Secretory granules.

Gambar 2.4 Fibroblas dalam Sediaan Histologi
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Gambar 2.4: Fibroblas (yang ditunjuk anak panah biasanya tersebar sepanjang
serat kolagen dan tampak sebagai sel fusiform atau gelendong dengan ujung
meruncing, Inti fibroblas tampak pucat dan terpulas gelap apabila tercat
hematoksilin-eosin sehingga tampak berwarna biru keunguan.
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2.3.3 Peranan Fibroblas

Migrasi fibroblas ke jaringan luka terjadi 3 hari setelah cedera
dan akan menjadi dominan setelah hari ke-6 hingga ke-7 (Andreasen
et al., 2019). Pada fase hemostasis, fibroblas diarahkan olen PDGF
untuk mengaktivasi produksi kolagen dan glikosaminoglikan
sehingga dapat memperbaiki matriks ekstraselular, pada fase
inflamasi, fibroblas diaktifkan oleh neutrofil dengan dilepaskannya
mediator IL-1 dan TNF-o (Foster, 2012). Pada tahap proliferasi,
fibroblas berfungsi untuk mensekresikan mediator FGF-1, bFGF atau
FGF-2, TGF-B, PDGF, dan EGF. Mediator tersebut menstimulasi dan
memodulasi biosintesis matriks ekstraselular dalam pembentukan
jaringan ikat. Fibroblas mempunyai peran untuk mensekresi MMPs,
merupakan komponen kimiawi yang memfasilitasi pergerakan
fibroblas menuju matriks dan membantu menghilangkan komponen
yang rusak. Setelah masuk ke dalam tempat terluka, fibroblas akan
memproduksi kolagen, proteoglikan, dan beberapa komponen lainnya
(Sculean et al., 2014; Olczyk et al., 2014).

Aktivasi fibroblas secara dominan diatur oleh PDGF dan TGF-
B (Foster, 2012). Dengan bantuan fibroblas, matriks kolagen dapat
mengurangi proliferasi sel dan sintesis kolagen serta meningkatkan
pro-kolagenase dan ekpresi reseptor kolagen a21p sehingga terjadi
collagen remodeling (Clark, 2013). Selain itu, fibroblas juga dapat
memproduksi kolagen tipe 1,111, V dan beberapa komponen matriks
ekstraselular lainnya. Pada akhir dari penyembuhan luka kolagen tipe
I11 akan digantikan oleh meningkatnya kolagen tipe | (Oentaryo et al.,
2016).

Peranan fibroblas dalam penyembuhan luka yaitu memproduksi
growth factors untuk menstimulasi autokrin dan parakin, proliferasi
dan migrasi sel untuk membentuk jaringan granulasi, melepaskan
enzim protease untuk menyisihkan matriks sementara dan membentuk
jaringan ikat, sebagai penghubung antara gumpalan aktin (actin
bundlea) dengan matriks ekstraselular untuk mengontriksi jaringan,
dan memprogram kematian sel untuk media transisi dari sel



pembentuk jaringan granulasi ke sel pembentuk jaringan parut (Scar)
(Clark, 2013).

2.4 Faktor Pertumbuhan (growth factors)
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2.4.1 Definisi Growth Factors

Faktor pertumbuhan atau yang biasa disebut Growth factors
adalah sebuah agen potensial yang bertujuan dalam reaksi jaringan
khusus karena meregulasi fungsi selular, seperti adhesi, proliferasi,
migrasi, dan diferensiasi (Yun et al., 2010). Growth factors adalah
protein besar yang berfungsi sebagai mediator (non haemopoetic cells)
yang memodulasi penyembuhan luka dengan cara menstimulasi
produksi protein, kelompok protein yang dapat menstimulasi
pertumbuhan jaringan secara spesifik dan memiliki peranan penting
dalam mempromosikan diferensiasi sel dan pembelahan sel (Murdoch,
2016; Shrivastava dan Smrati, 2016). Growth factors dan sitokin
merupakan polipeptida yang diproduksi jaringan normal maupun
jaringan luka (Barbul et al., 2010). Sitokin adalah kelompok protein
heterogen yang berinteraksi spesifik dengan reseptor permukaan sel
(Barrientos et al., 2014).

Keberhasilan proses penyembuhan Iluka tergantung pada
growth factors, sitokin, dan kemokin terlibat dalam integrasi signaling
yang kompleks. Agen-agen ini adalah polipeptida yang aktif secara
biologis yang bertindak untuk mengubah pertumbuhan, diferensiasi,
dan metabolisme sel target. Mereka dapat bertindak dengan paracrine,
autocrine, juxtacrine, atau mekanisme endokrin, dan mempengaruhi
perilaku sel sebagai konsekuensi dari pengikatan pada reseptor
permukaan sel spesifik atau protein ECM yang memicu kaskade
peristiwa molekuler. Titik akhir dari pensinyalan ini adalah
pengikatan faktor transkripsi ke promotor gen yang mengatur
transkripsi protein yang mengendalikan siklus sel, motilitas, atau pola
diferensiasi (Barrientos et al., 2014). Pengikatan spesifik growth
factors pada reseptornya mengaktifkan signal transduction pathways
intraseluler yang mengatur berbagai aspek fisiologi subseluler dan
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fungsi seluler (Koria, 2012). Growth factors berikatan dengan
reseptornya sesuai dengan letaknya di permukaan sel, memulai
signaling pathways untuk mengaktifkan signaling molecules yang
relevan, lalu dapat mengaktifkan protein sitoplasma atau menginduksi
transkripsi protein baru (Park et al., 2017).
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2.4.2 Peran Growth Factors

Growth factor memiliki peran penting dalam proses perbaikan
jaringan, diantaranya adalah berperan dalam menarik sel lain ke
daerah luka (kemoktaksis), menginduksi proliferasi sel, merangsang
pembentukan pembuluh darah baru, mengatur sintesis dan degradasi
extracellular matrix (Andreasen et al., 2019). Tahapan penyembuhan
luka dikendalikan oleh berbagai growth factor dan sitokin yang
berbeda, setelah cedera pada kulit, penghalang epidermis terganggu
dan keratinosit melepaskan IL-1. Interleukin-1 merupakan sinyal
pertama yang memperingatkan sel-sel di sekitarnya untuk merusak
kerusakan. Selain itu, komponen darah dilepaskan ke situs luka
mengaktifkan kaskade pembekuan. Pembekuan yang dihasilkan
menginduksi hemostasis dan menyediakan matriks untuk masuknya
sel-sel inflamasi. Trombosit berdegranulasi melepaskan butiran alfa,
yang mensekresi growth factor seperti: EGF, PDGF dan TGF-B
(Barrientos et al., 2014).

Platelet Derived Growth Factor bersama dengan sitokin
proinflamasi seperti IL-1, bekerja menarik neutrofil ke lokasi luka
untuk membersihkan luka dari berbagai mikroorganisme, monosit
dikonversi menjadi makrofag dengan bantuan TGF-f memainkan
peran penting dalam menambah respon inflamasi dan debridemen
jaringan. Makrofag memulai pengembangan jaringan granulasi dan
melepaskan berbagai sitokin proinflamasi (IL-1 dan IL-6) dan growth
factor, yaitu FGF, EGF, TGF-B, dan PDGF (Barrientos et al., 2014).
Platelet membantu melepaskan VEGF dan FGF sehingga sel-sel
endotel berkembang biak dan terjadi angiogenesis. Proses ini sangat
penting untuk sintesis, deposisi, dan organisasi matriks ekstraseluler
baru. Kemudian infiltrasi fibroblast terjadi dibantu oleh FGF, TGF-p,
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dan PDGF. Fibroblas berubah menjadi myofibroblast dikarenakan
terjadinya perubahan fenotipik TGF-p dan PDGF untuk menghasilkan
kekuatan konstraksi, memfasilitasi penutupan luka (Hantash et al.,
2008).

Beberapa jam setelah cedera, reepitelisasi dimulai dan
pelepasan EGF, TGF-a, dan FGF bertindak untuk merangsang migrasi
dan proliferasi sel epitel. Proses ini dimulai dengan pembubaran
kontak sel-sel dan sel-substratum diikuti oleh polarisasi dan migrasi
keratinosit melalui ECM sementara. Setelah penutupan luka
(epitelisasi 100%) tercapai, keratinosit menjalani stratifikasi dan
diferensiasi untuk mengembalikan penghalang. Pembentukan matriks
membutuhkan  pengangkatan ~ jaringan  granulasi  dengan
revaskularisasi. Kerangka serat kolagen dan elastin menggantikan
jaringan granulasi, kerangka kerja ini kemudian jenuh dengan
proteoglikan dan glikoprotein, ini diikuti oleh remodeling jaringan
yang melibatkan sintesis kolagen baru yang dimediasi oleh TGF-$,
dan pemecahan kolagen lama oleh PDGF, produk akhir dari proses ini
adalah jaringan parut (Barrientos et al., 2014).



.aC.1

= 2.4.3 Klasifikasi Growth Factors
=
= Gambar 2.5 Klasifikasi Growth Factors
‘S
o Name Abbreviation  Class Produced by Action
= Interleukins 1, 6,8 IL1,1L6,IL8  Cytokines Macrophages, Proinflammatory; recruit fibroblasts and
keratinocytes keratinocytes
Interleukin 2 IL2 Cytokine T lymphocytes Recruits fioroblasts
Interleukin 4 IL4 Cytokine T lymphocytes Inhibits TNF, IL1, IL6, inhibits fibroblast proliferation
Tumor necrosis factor ~ TNF-u Cytokine Macrophages Proinflammatory; helps collagen synthesis
alpha
Epidermal growth factor  EGF Growth factor ~ Platelets, macrophages,  Promotes keratinocyte and fibroblast profiferation,
keratinocytes keratinocyte migration, and granulation fissue
formation
Fibroblast growth factors FGF-aandb  Growthfactors  Endothelial Cause angiogenesis, fibroblast chemotaxis and
acidic and basic cells, fibroblasts, proliferation
macrophages, T
lymphocytes
Keratinocyte growth KGF Growth factors ~ Fibroblasts Stimulate keratinocyte division and differentiation
factors 1and 2
Platelet derived growth ~ PDGF Growth factor ~ Platelets, macrophages: ~ Cause neutrophil and fibroblast chemotaxis;
factors (PDGF exists in also fibroblasts, fibroblast proliferation, and synthesis of matrix
several forms: AA, BB, endothelial cells proteins, metalloproteinases, stimulates
AB, others) angiogenesis
Transforming growth TGF-a.p Growth factors  Platelets, macrophages,  Cause fibroblast and keratinocyte chemotaxis,
factors (alpha and beta) fibroblasts, keratinocytes, angiogenesis; upregulates TIMP; inhibits production
T lymphocytes of MMPs and keratinocyte proliferation, induces
TGFb production
Vascular endothelial VEGF Growth factors ~ Endothelial cells, Cause angiogenesis (mitogenic for endothelial
growth factors (a family keratinocytes, platelets,  cells). Expression increased in the presence of
of peptides) macrophages, fibroblasts  hypoxia
Tissue inhibitor of TIMP Enzyme Most mesenchymal cells  Inhibits MMPs
metalloproteinase
Matrix MMPs Enzymes Monocytes, Degrade the extracellular matrix
metalioproteinases macrophages,
endothelial cells

Sumber. Shah et al., 2012.
Keterangan:

Gambar 2.5: Sumber sel dan fungsi utama growth factors, dan enzim yang terlibat
dalam penyembuhan luka.




2.4.4 Fibroblast Growth Factor -2

Fibroblast Growth Factor terdiri dari 23 macam anggota yang
memiliki peranan penting dalam penyembuhan luka, salah satunya
adalah FGF-2 atau basic FGF berperan penting dalam pembentukan
jaringan granulasi, re-epitelisasi, dan remodeling jaringan (Barrientos
etal., 2014). Basic FGF (bFGF) atau biasa disebut FGF-2 merupakan
salah satu dari 23 keluarga FGF pada mamalia, FGF-2 merupakan
kelompok polipeptida yang berperan dalam beberapa proses selular
fisiologis tubuh, seperti proliferasi sel, migrasi, diferensiasi,
mitogenesis, embriogenesis, dan penyembuhan luka (Teven et al.,
2014). Fibroblast growth factor-2 adalah salah satu growth factor yang
dihasilkan oleh sel makrofag, fibroblas, endotel, dan limfosit
(Oentaryo et al., 2016; Shah et al., 2012). Basic FGF-2 mempunyai
peran penting dalam proses penyembuhan luka neurovaskularisasi,
dan meningkatkan sintesis kolagen (Matsumoto et al., 2013).
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Basic FGF muncul sejak awal terkena luka hingga mencapai
puncaknya pada hari ke-5 sampai hari ke 8 (Oentaryo et al., 2016).
Basic FGF dikode oleh gen FGF-2 yang ditranslasikan kedalam 5
protein isoform yang berbeda, FGF-2 disekresikan melalui sebuah
mekanisme yang terjadi di membran plasma, FGF-2 mempunyai
reseptor FGF, yaitu FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3, dan FGFR-4 (Dovilo
etal., 2017). Pada luka fase akut, FGF-2 berperan dalam pembentukan
jaringan granulasi, re-epitelisasi, dan remodeling jaringan, selain itu
FGF-2 berperan dalam regulasi sintesis dan deposisi komponen
matriks  ekstraselular, meningkatkan pergerakan  keratinosit,
mempercepat migrasi fibroblas, dan sebagai perangsang dalam
pembentukan tulang karena semakin tinggi FGF-2 maka sel osteoblas
juga meningkat (Kresnoadi, 2012). Penelitian secara in-vitro telah
membuktikan bahwa FGF-2 memiliki peran dalam mengatur sintesis
dan deposisi berbagai komponen matriks ekstraseluler (ECM),
meningkatkan motilitas  kertinosit saat re-epitelisas, merangsang
migrasi fibroblast dan menstimulasi untuk memproduksi kolagen
(Barientos et al., 2014).
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2.4.5 Signaling Fibroblast Growth Factor -2

Basic FGF signaling mempunyai mekanisme feedback regulasi
yang terdiri dari positive dan negative regulation of signaling (Brooks
et al., 2012; Teven et al., 2014). Mekanisme FGF-2 signaling sama
seperti mekanisme FGF pada umunya, mekanisme awal positive
signaling, ligand FGF-2 berkaitan dengan FGFRs (reseptor). lkatan
kompleks FGF terdiri dari dua FGFs, dua rantai heparin sulfat, dan
dua FGFRs. Aktivasi FGFRs dimediasi secara transphosporylation
tyrosine. Tyrosine kinase yang telah diidentifikasi dalam FGFR1 yaitu;
Tyr163, Tyr583,T yrsss’ Tyr653’ Tyr654’ Tyr73°, dan Tyr766. Grup
phosphotytosine berfungsi sebagai tempat berikaan protein adaptor
(Src homology-2/ SH2 atau phosphotyrosine binding/ PTB) yang
meregulasi jalur signalinng (Teven at al., 2014). Tyrosine Kinase
berperan sebagai reseptor dalam mekanisme FGFR1 yang mengatur
hemostasis dan penyembuhan luka dengan mengaktifkan sinyal
diferensiasi, migrasi, proliferasi, angiogenesis, dan kelangsungan
hidup sel (Sohl, 2015).
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Jalur Ras/MAP. kinase, FGF signaling melibatkan proliferasi
dan diferensiasi sel. MAP kinase merupakan serin/ threonine-specific
protein kinase yang berperan dalam respon stimulasi ekstrakselular
dan meregulasi berbagai aktivitas selular, seperti ekspresi gen, mitosis,
diferensiasi sel, dan keberlangusngan hidup sel/apoptois sel (Yun et
al., 2010).

Secara ringkas, mekanisme FGF-2 signaling sebagai berikut:

1. Ligand FGF-2 ekstraselular mengikat FGFR yang permukaan
selnya dilekati heparine sulfate (HSPGs) berperan sebagai
perantara. Hal ini menyebabkan FGFR mengalami dimerisasi
dan tyrosine kinase aktif

2. Protein target signaling aktif dan mengawali terjadinya aktivasi
jalur RAS/ mitogen-activating protein kinasi (MAPK),
phospolipase C gamma (PLC y), dan phospoinositide 3 (PI3)
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kinase/ jalur AKT. Jalur MAPK merupakan jalur yang sering
dijumpai dalam FGF-2 signaling.

3. Terjadi aktivasi sel, seperti proliferasi, migrasi, diferensiasi dan
angiogenesis (Dovilo et al., 2017).
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2.4.6 Ekspresi FGF-2 dalam Pewarnaan Immunohistokimia

Ekspresi ~ FGF-2  dapat  dilihat  dalam  pewarnaan
imunohistokimia, Ekspresi FGF-2 dianggap imunoreaktif ketika
granula coklat diidentifikasi dalam sitoplasma karena antigen (FGF-2)
dengan antibodi monoklonal (anti FGF-2), untuk setiap spesimen,
ekspresi FGF2 dikuantifikasi menggunakan sistem penilaian visual
berdasarkan tingkat pewarnaan dan intensitas pewarnaan. Intensitas
pewarnaan ditentukan sebagai 0: negatif, 1: lemah, 2: sedang, dan 3:
kuat. Persentase sel positif didefinisikan sebagai 0: negatif, 1: 1% -
10% sel positif, 2: 11% - 50% sel positif, 3: 51% - 80% sel positif,
dan 4: > 80% sel positif. Nilai skor imunoreaktif >4 dianggap sebagai
hasil pewarnaan positif (Puspasari et al., 2018; Wang et al., 2017).
Fibroblast growth factor-2 dihasilkan oleh makrofag, fibroblas, sel
endotel, dan limfosit (Oentaryo et al., 2016; Shah et al., 2012).
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Gambar 2.6 Ekspresi FGF-2 pada Pewarnaan Immunohistokimia

»

Sumber. Wang et al., 2017; Oentaryo et al., 2016

Keterangan:

Gambar 2.6: (A) Gambar representatif dari ekspresi FGF-2 negatif tampak
sitoplasma berwarna kebiruan (B) Ekspresi FGF-2 positif menunjukan warna
kecokelatan pada sitoplasma. (C) Ekspresi FGF-2 positif berbentuk bulat dan
spindel terlokalisasi pada makrofag, fibroblas dan sel endotel.



2.5 Triamcinolone Acetonide

Kortikosteroid topikal yang dijual luas di apotek mempunyai
banyak variasi seperti hydrocortison, flupredniliden, triamcinolon,
betametason, fluokortolon dan desoksimetason (Unur et al., 2014).
Triamcinolone acetonide adalah glukokortikoid sintetik topikal yang
sering kali dipergunakan untuk terapi berbagai lesi kulit, alergi, dan
juga luka pada rongga mulut (Wijaya et al., 2015). Glukokortikoid
adalah sintetik kortikosteroid endogen yang dihasilkan oleh kelenjar
adrenal melalui aktivitas aksis hypotalamic-pituitary adrenal (HPA)
(Purba, 2007). Glukokortikoid, secara umum mengatur inflamasi
(Neilsen dan Kaye, 2014). Glukokortikoid akan mencegah inflamasi
sebagai respon dari adanya peristiwa infeksi, peradangan akibat
keadaan yang mekanik, kimiawi serta stimulus imunologis (Ferrara et
al., 2019). Obat ini bekerja dengan cara mencegah keluarnya zat yang
menyebabkan inflamasi atau peradangan (Sinha, 2019).
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Kortikosteroid  topikal yang sering digunakan dalam
pengobatan ulkus traumatik adalah triamcinolone acetonide 0,1%
yang digunakan sebagai anti inflamasi sehingga dapat mempercepat
penyembuhan ulkus (Gani et al., 2015; Gupta et al., 2018).
Kortikosteroid topikal dipilih karena fungsinya seperti reduksi dalam
eksudasi leukosit dan konstituen plasma, pemeliharaan integritas
membran  seluler dengan pencegahan pembengkakan - sel,
penghambatan lisozim pelepasan dari granulosit dan penghambatan
fagositosis, - stabilisasi membran lisozim intraseluler yang
mengandung enzim hidrolitik, penurunan pembentukan bekas luka
dengan cara menghambat proliferasi fibroblas dan jika diberikan
dalam dosis yang besar akan terdapat efek terhadap pembentukan
antibodi (Unur et al., 2014). Absorbsi Triamcinolone acetonide
melalui mukosa ditentukan oleh berbagai faktor diantaranya integritas
barier mukosa, durasi terapi, adanya inflamasi atau proses adanya
penyakit, setelah diabsorbsi melalui membran mukosa, kortikosteroid
topikal ditangani melalui jalur farmakokinetik mirip dengan
kortikosteroid yang diberikan secara sistemik, kortikosteroid terikat
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dengan protein plasma dalam berbagai derajat, kortikosteroid
dimetabolisme terutama di hati dan dieksresikan oleh ginjal, empedu
(Wibowo et al., 2014).

Kortikosteroid bekerja melalui membran sel dan berikatan
dengan glucocorticoid receptors (GR) di sitoplasma (Mehdipour dan
Taghavi, 2012). Glucocorticoid receptors adalah suatu protein yang
inaktif dalam sitoplasma, yang baru aktif jika telah berikatan dengan
kortisol, dalam mengatur inflamasi, efek utama glukokortikoid
terutama berasal dari interaksi glukokortikoid teraktivasi dengan
transkripsi faktor nuklear (NF-kB) dan activator protein-1 (AP-1),
yang diinduksi oleh protein antiinflamasi seperti 1kB, annexin I, and
MAPK phosphatase I, dapat menyebabkan inhibisi ekspresi molekul
proinflamasi (trans-reppresive), sehingga menekan gen yang
mengkode protein inflamasi (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-11, IL-12, IL-13, IL-16, IL-17, IL-18, TNF-a, GM-CSF), kemokin,
molekul adesi (ICAM-1, VCAM-1), enzim inflamasi, reseptor
inflamasi dan peptida (Purba. 2007; Helmy dan Munasir, 2007).
Glukokortikoid selain  menghambat sitokin pro inflamasi juga
menginduksi makrofag untuk transit ke fenotip M2 reparatif, yang
menjadi mediator antiinflamasi dan menghasilkan growth factors,
makrofag juga menghilangkan neutrofil dalam luka dengan fagositosis,
yang menyebabkan perubahan makrofag dari M1 menjadi M2
(Landen et al.,, 2016). Triamcinolone acetonide terbukti dapat
menghambat ekspresi VEGF, proliferasi fibroblast, dan dapat
menginduksi atrofi jaringan parut (Song et al., 2018). Tindakan anti-
inflamasi  dari  kortikosteroid topikal ~memungkinkan untuk
menghambat inflamasi atau luka ulkus pada mukosa secara efektif
(Derendorf dan Meltzer, 2008).
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Ulkus non-spesifik yang diberi Triamcinolone acetonide
biasanya sembuh dalam 2 hingga 5 hari (Fifita et al., 2009).
Triamcinolone acetonide topical di indikasikan untuk lesi akut dan
kronik pada mukosa rongga mulut, namun memiliki kontraindikasi
terhadap lesi yang disebabkan oleh jamur, virus atau bakteri pada
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rongga mulut, dan memiliki efek samping seperti bengkak, iritasi, rasa
gatal, kering, kemerahan dan rasa terbakar pada daerah lesi (Anil dan
Savita, 2014; Gupta et al., 2018). Meskipun triamcinolone memiliki
efek yang baik pada penyembuhan ulkus traumatik, triamcinolone
memiliki efek samping berupa rasa terbakar, gatal, kemerahan pada
daerah ulkus, kering, dan iritasi (Fani et al., 2012). Dalam jangka
waktu panjang penggunaan Triamcinolone acetonide topical dapat
menyebabkan adanya resistensi sistem kekebalan tubuh dan atrofi sel
epitel (Gani et al., 2015). Penggunaan steroid topikal dalam jangka
waktu yang panjang dapat menimbulkan efek samping pada sistemik
yakni supresi adrenal, iatrogenic Cushing’s syndrome, bahkan
pertumbuhan retardasi pada anak-anak atau bayi, namun efek samping
sistemik jarang terjadi pada pasien dengan masalah gigi dan mulut
yang menggunakan terapi steroid topikal (Dhar, 2014).
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2.6 Ciplukan (Physalis angulata L.)
2.6.1 Taksonomi

Klasifikasi tanaman ciplukan menurut Cancer
Chemoprevention Research Center (CCRC), (2019) :

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Dicotylesonnae
Ordo : Solanales
Famili : Solanaceae
<
z Marga : Physalis
= '
E% Spesies : Pyhsaling angulata L.
)




2.6.2 Morfologi

Physalis angulata yang termasuk dalam famili Solanceae, yang
merupakan spesies rerumputan tahunan yang terdistribusi pada setiap
negara yang terletak di daerah topis dan subtropik (Kusumaningtyas
et al., 2015; Ferreira et al., 2019). Bercabang tegak, dengan akar-
tepuk, batang miring dan berongga yang tumbuh hingga ketinggian 1-
2 m, meskipun ada laporan tentang tanaman yang hanya tumbuh
hingga setinggi 50 cm, biasanya tidak berbulu (glabrous), namun
tanaman memiliki bulu pendek, terutama pada bagian yang lebih muda
cm (CABI, 2019). Bagian daun berbentuk oval dengan panjang 4-10
cm dan lebar 3-6 cm. Panjang tangkai daun dapat mencapai 4 cm atau
lebih. Tepi daun umumnya bergerigi tidak teratur, tetapi mungkin juga
halus. Basis daun antara daun satu dengan lainnya tidak sama. Bagian
bunga ditanggung tangkai dengan panjang 5-40 mm. Corolla bunga
berwarna kuning, tanpa atau dengan bintik-bintik, dan memiliki
panjang 4-12 mm dan lebar 6-12 mm. Kepala sari berwarna kebiruan
atau ungu, dengan panjang 2,5 mm. Pangkal bunga berwarna hijau
dengan panjang 4-7 mm dengan lobus segitiga. Buah ciplukan
memiliki rasa yang tajam, buahnya berbentuk bundar berwarna hijau
sampai kuning jika masak,, panjang 1-1,8 cm dan tertutup di lapisan
luar, lapisan luar ini (kelopak seperti balon dari 5 lobus dengan
pembukaan apikal kecil) panjangnya 2-6 mm, tumbuh di sekitar dan
membungkus buah. kelopak buah berwarna hijau pucat (coklat pucat
saat kering), mengembang berbentuk siku atau bergaris, panjang 23-
35 mm dan lebar 15-25 mm (CABI, 2019).
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Keterangan:

Gambar 2.7: Buah Ciplukan berbentuk telur, panjangnya sampai 14 mm, hijau
sampai kuning jika masak, berurat lembayung, memiliki kelopak buah

2.6.3 Kandungan Senyawa Aktif dan Farmakologi

Ciplukan merupakan tumbuhan sangat berguna dalam bidang
medis. Beberapa Negara menggunakannya dalam pengobatan
tradisional. Tumbuhan ini digunakan untuk merawat beberapa
penyakit seperti asma, hepatitis, malaria, demam, masalah liver,
diretik dan ekstraknya sebagai antivirus, anti-inflamasi, antimikroba,
antiseptik,  diretik,  antikanker,  antitumor,  antimikroba,
immunosupresan. Seluruh bagian dari tumbuhan ini dapat digunakan
untuk kebutuhan medis, salah satunya adalah bagian buah.
Pemeriksaan dilakukan untuk mengetahui berbagai kandungan buah
ciplukan menggunakan metode HTPLC, ditemukan bahwa buah
ciplukan mengandung 26,78% Lupeol, 6,54% Ursolic acid, 10,84% f-
sitosterol, 2,82% Campesterol, 24,67% Withaferin A, 0,028%
Withanolide A, 1,186% Emodin (Brar dan Gupta, 2017).



2.6.3.1 Lupeol

Lupeol adalah pentacyclic triterpene, dengan stuktur kimia
CsoHs00O (Saleem. 2010). Lupeol menunjukkan efek farmakologi
seperti Antiprotozoal, Antiinflamasi dan Antimikroba yang juga
mendukung proses penyembuhan luka (Gallo, dan Miranda, 2009).
Dalam penelitian yang dilakukan oleh Beserra et al. (2019)
menunjukkan peran lupeol, triterpen pentasiklik, dalam penyembuhan
luka pada tikus hiperglikemik yang diinduksi streptozotocin, hasilnya
menunjukkan penurunan ekspresi NF-xB, TNF-a, IL-6 dan
peningkatan level 1L-10 pada kelompok vyang diobati lupeol
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Lupeol juga meningkatkan
ekspresi FGF-2, TGF-B1, Hif-1a, Ho-1, dan Sod-2. selain itu,
pengamatan secara histologi didapatkan bahwa pembentukan jaringan
granulasi yang lebih baik ditandai dengan proliferasi fibroblas,
peningkatan vaskularisasi, dan deposisi serat kolagen setelah
pengobatan lupeol. Peran lupeol sebagai antiinflamasi yaitu lupeol
dapat memodulasi  ekspresi  keratin 16, keratinosit lupeol
menghasilkan aktivasi Akt, P38, dan Tie-2, yang akan memberikan
sinyal protein yang terlibat dalam proliferasi dan migrasi sel,
angiogenesis dan perbaikan jaringan. Lupeol dapat meningkatkan
proliferasi fibroblas yang signifikan sebanyak 12% pada dosis 1
mikrogram/mL, sedangkan pada dosis yang lebih besar yaitu 20
ug/mL menghambat proliferasi fibroblas, ditunjukkan bahwa lupeol
dapat meningkatkan wound closure sebanyak 59% secara signifikan
dengan dosis 0,1 pg /mL pada human epidermal keratinocytes (Brar
dan Raghbir 2017; Beserra et al., 2019).
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2.6.3.2 Ursolic Acid

Ursolic acid  (UA, 3b-hydroxy-12-urs-12-en-28-oic acid)
adalah pentacyclic triterpenoid, dengan stktur kimia CsoHsO3 dan
masa molekulnya 456.71 g/mol, Ursalid acid memediasi beberapa
proses farmakologis dan memodulasi beberapa signaling pathways
untuk mencegah perkembangan penyakit kronis (Seo et al., 2018).
Ursolic acid (UA) adalah bagian dari pengobatan tradisional dan telah
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terbukti memiliki banyak aktivitas biologis, seperti menunjukkan efek
antiinflamasi, antioksidan, antikanker, antikarsinogenik, antidibetes,
kardioprotektif, neuroprotektif, hepatoprotektif, antiatrofi otot rangka,
dan efek termogenik (Checker et al., 2012; Seo et al., 2018; Liu et al.,
2013; Beninca et al., 2010).

Sifat ~ anti inflamasi, anti-proliferasi, anti tumor dan
antileukemik telah terbukti dimediasi melalui penekanan aktivasi NF-
kB dan menghambat ekspresi gen yang diatur NF-kB seperti
lipoksigenase, COX-2, MMP-9, dan iNOS, yang menyebabkan
pelemahan ekspresi COX-2 dan sekresi sitokin proinflamasi seperti
TNF-o dan IL-6 (Checker et al., 2012). Dalam penelitian Chen et al.
(2013) UA dapat melemahkan cedera paru akut yang diinduksi LPS
dalam model murine, bersama dengan penghambatan produksi TNF-
a, IL-1p dan IL-6 dan peningkatan regulasi ekspresi I1L10. Ursolic
acid juga memiliki peran dalam meningkatkan tensile strenght dari
jaringan granulasi (Naika et al., 2016).

2.6.3.3 B-sitosterol dan Campesterol

Sterol adalah komponen yang penting dalam sel hewan dan sel
tumbuhan, sterol tanaman umumnya dikenal sebagai pitosterol adalah
komponen integral dan membran lipid berlayer yang terlibat dalam
stabilisasi sel membran, tiga fitosterol yang paling umum adalah -
sitosterol, compesterol dan stigmasterol (Ambavade et al., 2014).
Beta-sitosterol senyawa ini meningkatkan antioksidan enzimatik dan
swsnonenzimatik dalam sel sehingga efektif sebagai anti-diabetes,
neuroprotektif, dan agen kemoprotektif (Saidnia et al., 2014).

B-sitosterol memiliki aktivitas anti-inflamasi ketika diberikan
melalui oral dan dioleskan, dalam penelitian Loizou et al. (2010)
menentukan aktivitas B-sitosterol (dosis berkisar: 0,1-200 uM) pada
ekspresi adhesi vaskular dan molekul adhesi intraseluler 1 yang
menggunakan ELISA, di samping perlekatan monosit (sel-sel U937)
pada TNF-a. merangsang human aortic endothelial cells (HAECs)
menggunakan uji adhesi, mereka menyimpulkan bahwa p-sitosterol



mampu menghambat ekspresi adhesi molekul 1 dan molekul adhesi
intraseluler dalam HAEC yang dirangsang TNF-a, selain itu, senyawa
ini bertindak sebagai penghambat fosforilasi NFkB dalam sel
makrofag. Beta-sitosterol (5-sitosterol) bekerja sebagai anti inflamasi
dengan cara menurunkan sekresi sitokin pro-inflamasi, TNF-a yang
menyebabkan edema, dan meningkatkan sitokin anti-inflamasi, f-
sitosterol juga dapat meningkatkan angiogenesis (Valerio dan Awad,
2011; Saeidnia et al., 2014). B-sitosterol-p-D-glukosida juga memiliki
aktivitas antiinflamasi yang dibuktikan dengan pengurangan produksi
nitrat oksida (NO) dari sel-sel RAW 264.7 yang diinduksi LPS,
penghambatan kuat aktivitas IL-6 dari makrofag terstimulasi,
pengurangan sekresi elemen inflamasi termasuk TNF-o dan IL-1f
(Sayeed et al., 2016). Campesterol bekerja sebagai anti inflamasi
dengan mempengaruhi kerja neutrofil (Hemmati et al., 2015).

=4
o
(9~
-
—]
>~
S
o
g
)
(=]
oo
[=5]
==

2.6.3.4 Withaferin-A

Withaferin A (WFA) adalah produk alami dengan struktur
steroid, withaferin A memiliki efek farmakologi seperti; anti-
inflamasi, anti kanker, dan kardioprotektif, aktivitas biologisnya
sebagian besar disebabkan oleh ikatan rangkap dan cincin epoksida
(Craig, 2016). Withaferin A secara signifikan menurunkan kadar
bromodomain 4 (BRD4), WFA juga secara dependen mengurangi
ekspresi - phosphop 44/42 MAPK dan phospho-p38 MAPK
berkontribusi terhadap inflamasi yang terkait dengan pensinyalan
inflamasi dan dimediasi olen NF-xf / IKK, sitokin proinflamasi
seperti IL-1p dan TNF-a juga secara signifikan dihambat oleh WFA
(Bale et al., 2018).

2.6.3.5 Emodin

Emodin  (1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone)  adalah
turunan dari anthraquinone (He et al., 2018). Emodin telah terbukti
memiliki spektrum efek farmakologis yang luas, seperti antikanker,
antitumor _antiinflamasi,  antivirus,  antibakteri,  antialergi,
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antiosteoporotik, antidiabetes, imunosupresif, aktivitas neuroprotektif,
dan hepatoprotektif (Yao et al., 2015).

Emodin mampu menghambat beberapa biomarker inflamasi
yang memainkan peran penting dalam perkembangan penyakit.
Beberapa molekul-molekul ini meliputi: NF-kB, TNF-a, IL-1b, IL-6,
IL-8, chemokine CXCR4, adhesion molecules seperti intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1), endothelial leukocyte adhesion
molecule (ELAM), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
(Shrimali et al., 2013). Efek antiinflamasi dari emodin telah dikaitkan
dengan penghambatan faktor transkripsi proinflamasi NF-«B.
Molekul adhesi seperti ICAM-1, VCAM-1 dan ELAM-1 mengandung
situs pengikatan untuk NF-kB yang terlibat dalam transkripsi berbagai
gen pro-inflamasi dalam perkembangan penyakit, seperti NF-xB, efek
penghambat NF-kB melalui protein kinase yang diaktifkan-mitogen
(MAPK), jalur PI3K / AKT dan NIK-IKK (Dong et al., 2016; Shrimali
et al., 2013). Penghambatan NF-«xB menyebabkan penghambatan
perlekatan monosit ke Endothelial cell (EC) serta ekspresi molekul
adhesi dan menekan sitokin pro-inflamasi (IL-1b dan TNF-a) yang
diinduksi lipopolisakarida (IL-1b, IL-6) dan kemokin (IL-8, CCL2)
(Shrimali et al., 2013; Meng et al., 2010).
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27 Gel
2.7.1 Definisi

Gel adalah obat padat yan mempunyai daya menyerap air yang
besar (hidrasi) dan ukuran partikelnya sangat kecil (koloid), sangat
viskes dan tanpa bahan pensuspensi (Anief, 2018). Gel harus
menunjukkan tidak atau sedikit perubahan viskositas pada saat
penyimpanan maupun digunakan, memiliki resiko yang cukup tinggi
terhadap pertumbuhan mikroba sehingga dibutuhkan penambahan
pengawet untuk mencegah kontaminasi mikroba. Selain itu, gel untuk
penggunaan topikal tidak boleh terlalu cair (Fatmawaty et al., 2016).
Keuntungan sediaan gel dibandingkan sediaan topikal yang lain
adalah mudah merata jika dioleskan pada kulit tanpa penekanan,
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memberi sensasi dingin, tidak menimbulkan bekas dikulit, dan mudah
digunakan (Anggraeni et al., 2012).

2.7.2 Sediaan
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Beberapa komponen gel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah sebagai berikut :

a. Karbopol merupakan kelompok acrylic polymer cross-linked
dengan poly alkenyl ether, karbopol digunakan sebagaian besar
dalam cairan sediaan formulasi semi solid seperti krim, gel,
lotion, dan ointment (Rowe et al., 2009). Karbopol 940
mempunyai sifat non-toksik, tidak mengiritasi dan tidak ada
bukti terjadinya reaksi hipersensivitas ketika digunakan secara
topikal (Das et al., 2013). Perbedaan karbopol 940 dengan
karbopol lainnya adalah sifat viskositasnya yaitu sebesar 40.000
— 60.000 sehingga penambahannya berpengaruh positif
terhadap viskositas gel. Dalam sediaan topikal konsentrasi yang
digunakan sebanyak 0,5 — 2% (Rowe et al., 2009).

b. Propylene glikol memiliki banyak fungsi diantaranya bekerja
sebagai pelarut, ekstraktan, pengawet, dan anti septik yang
hampir sama dengan etanol,propylene glikol memiliki warna
yang jernih (tidak berwarna), kental, tidak berbau (Rowe et al.,
2009). Penambahan propylene glikol terbukti meningkatkan
pelepasan obat, terutama jika digunakan karbomer sebagai
gelling agent (Dewi dan Saptarini, 2016).

c. Gliserin pada formulasi topikal bekerja sebagai humektan
(menjaga kelembapan sediaan dan emollient) menjaga dari
kehilangan air pada sediaan, bentuk dari gliserin transparan,
tidak bewarna, tidak berbau, kental, higroskopis. Dalam sediaan
topikal, gliserin yang bekerja sebagai humektan digunakan
sebanyak < 30% (Rowe et al., 2009).

d. Metil paraben biasanya digunakan sebagai bahan pengawet dan
juga bekerja sebagai anti-mikroba, memiliki bentuk Kkristal
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tanpa warna atau bubuk kristal bewarna putih. Dalam sediaan
topikal konsentrasi yang digunakan sebanyak 0,02 - 0,3%
(Rowe et al., 2009).

e. Propil paraben bekerja sebagai bahan pengawet dan juga
bekerja sebagai anti-mikroba, memiliki bentuk Kristal berwarna
putih, tidak berbau, tidak mempunyai rasa, dapat digunakan
sendiri ataupun digunakan bersama metil paraben. Dalam
sediaan topikal konsentrasi yang digunakan sebanyak 0,01 —
0,6% (Rowe et al., 2009).
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f. Disodium edetate atau yang biasa disebut EDTA banyak
digunakan dalam formulasi obat topikal, oral, parenteral,
berfungsi menjaga stabilitas dan kemampuan gel dalam hal
penetrasi kedalam kulit. Dalam sediaan topikal konsentrasi
yang digunakan sebanyak 0,005 - 0,1% (Rowe et al., 2009).

g. Natrium Hidroksida (NaOH) digunakan sebagai penstabil
karbomer yang bersifat asam dalam formulasi gel, sifatnya
sangat mudah larut dalam air maupun dalam etanol, dan
memiliki bentuk berupa butiran, rapuh, mudah meleleh, basah,
korosif, dan sangat alkalis. Penggunaan dalam konsentrasi
rendah terbukti non-toksik, akan tetapi penggunaan dalam
konsentrasi tinggi dapat mengiritasi kulit, mata, dan membran
mukosa (Rowe et al., 2009).

2.8  Tikus Putih
2.8.1 Definisi

Hewan laboratorium atau hewan percobaan adalah hewan yang
sengaja dipelihara sebagai hewan model yang berguna untuk
mempelajari dan mengembangkan berbagai macam bidang ilmu
dalam skala penelitian atau pengamatan laboratoris (Widiartini et al.,
2013). Tikus laboratorium yang sering digunakan dalam penelitian
merupakan tikus spesies Rattus norvegicus dan berperan penting

) BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




dalam penelitian eksperimen sehingga menambah wawasan dan
pengetahuan berbagai bidang ilmu (Carolina dan Asep, 2016).

2.8.2 Klasifikasi IImiah
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Menurut Akbar (2010), klasifikasi tikus putih (rattus
norvegicum) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chodata

Subphylum . Veterbrata

Class : Mammalia
Order : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Rattus

Specias : norvegicus
2.8.3 Karakteristik

Beberapa keungulan tikus putih dibanding tikus liar antara lain
lebih cepat dewasa, tidak memperlihatkan perkawinan musiman, dan
umumnya lebih cepat berkembang biak. Kelebihan lainnya sebagai
hewan laboratorium adalah sangat mudah ditangani dapat ditinggal
sendirian dalam kandang asal dapat mendengar suara tikus yang lain
dan berukuran cukup besar sehingga memudahkan pengamatan.
Biasanya pada umur empat minggu beratnya 35-40 gram, dan berat
dewasa 200-250 gram, tetapi bervariasi tergantung galur nya. Terdapat
beberapa galur tikus yang sering digunakan dalam penelitian yaitu,
galur wistar, galur sprague-dawley, galur long evans, galur holdzman
(Carolina dan Asep, 2016).
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Tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar dipilih sebagai
sampel karena tikus merupalan hewan coba yang tergolong jinak,
mudah diperoleh dalam jumlah banyak, mempunyai respon yang lebih
cepat, mudah perawatanya, dan fungsi metabolismenya mirip dengan
manusia, serta harganya lebih terjangkau dibandingkan dengan
menggunakan ~marmot  (Cavia cobaya), para ilmuan telah
memunculkan banyak strain atau galur tikus khusus untuk eksperimen.
Sebagian besar berasal dari tikus Wistar albino, yang masih digunakan
secara luas (Carolina dan Asep, 2016).
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Ulkus merupakan keadaan patofisiologis hilangnya jaringan
epitelium hingga melebihi membran basalis dan mengenai lamina
propia (Regezi et al., 2016). Hemostasis terjadi setelah terjadinya luka
dan berlangsung sampai 72 jam (Wang et al., 2018). Bekuan darah di
sekitar jaringan luka akan mengeluarkan sitokin pro inflamatory
(TNF-a, TL-6, IL-8) setelah perdarahan terkontrol, sel-sel inflamasi
bermigrasi ke dalam luka (chemotaxis) dan mempromosikan fase
inflamasi, yang ditandai dengan infiltrasi berurutan dari neutrofil,
makrofag, dan limfosit (Gonzalez et al., 2016).
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Makrofag yang muncul pada saat fase inflamasi mempunyai
fungsi untuk fagositosis debris dan berbagai bakteri patogen yang
dapat menginfeksi jejas, selama proses penyembuhan, makrofag
transit dari M1 pro-inflamasi ke fenotip M2 reparatif,
mengekspresikan mediator anti-inflamasi seperti antagonis IL-1R,
umpan reseptor IL-1 tipe Il dan IL-10, dan growth factors seperti FGF-
2, TGFb, dan VEGF yang mempunyai peranuntuk mempromosikan
proliferasi fibroblas, sintesis ECM dan angiogenesis (Kumar et al.,
2013; Landen et al.,2016 ). Fibroblast growth factor-2 muncul sejak
terjadinya cedera hingga mencapai puncaknya pada hari ke-5 sampai
hari ke-8 (Oentaryo et al., 2016). Memiliki peran dalam mengatur
sintesis dan deposisi berbagai komponen matriks ekstraseluler (ECM),
meningkatkan motilitas kertinosit saat re-epitelisas, merangsang
migrasi fibroblast dan menstimulasi untuk memproduksi kolagen
(Barientos et al., 2014).

Triamcinolone  acetonide merupakan glukokortikosteroid
sintetis yang memiliki efek imunosupresif dan anti-inflamasi. Efek
utama glukokortikoid terutama berasal dari interaksi glukokortikoid
teraktivasi dengan transkripsi faktor nuklear (NF-xkB) dan activator
protein-1 (AP-1), yang diinduksi oleh protein antiinflamasi seperti 1kB,
annexin I, and MAPK phosphatase |, dapat menyebabkan inhibisi
ekspresi molekul proinflamasi (trans-reppresive), sehingga menekan
gen yang mengkode protein inflamasi (IL-1, 1L-6, TNF-a),
Absorbsinya meningkat pada daerah luka atau inflamasi.
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Triamcinolone acetonide terbukti dapat menghambat ekspresi VEGF,
proliferasi. fibroblast, dan dapat menginduksi atrofi jaringan parut
(Song et al., 2018). Meskipun triamcinolone memiliki efek yang baik
pada penyembuhan ulkus traumatik, triamcinolone memiliki efek
samping berupa rasa terbakar, gatal, kemerahan pada daerah ulkus,
kering, dan iritasi (Fani et al., 2012; Purba, 2007; Helmy dan Munasir.
2007).
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Kandungan gel ekstrak buah ciplukan yang memiliki efek
antiinflamasi yakni lupeol, ursolic acid, B-sitosterol, campesterol,
withaferin-A, dan emodin, efek antiinflamasinya bekerja dengan cara
menghambat sitokin pro-inflamasi (TNF-a, IL-1, IL-6) (Beserra et al.,
2019; Brar dan Raghbir, 2017; Checker et al., 2012; Cha et al., 2011;
Valerio dan Awad, 2011; Dong et al., 2016; Shrimali et al., 2013;
Meng et al., 2010). Kandungan buah ciplukan selain memiliki efek
antiinflamasi juga terlibat dalam proses penyembuhan yang lain,
seperti lupeol juga terlibat dalam peningkatan ekspresi seluler FGF-2
yang berperan penting dalam proses proliferasi migrasi sel fibroblas,
proses angiogenesis dan perbaikan jaringan (Beserra et al., 2019).
Ursolid acid juga memiliki peran dalam meningkatkan tensile
strength dari jaringan granulasi (Naika et al., 2016). Beta-sitosterol (-
sitosterol juga dapat meningkatkan angiogenesis (Saeidnia et al.,
2014).

3.2 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat perbedaan antara
pemberian Triamcinolone acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan
(Physalis angulata L.) terhadap jumlah fibroblas, dan ekspresi selular
FGF-2 pada proses penyembuhan ulkus traumatik mukosa tikus putih
(Rattus norvegicus).
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BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1 Rancangan dan Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain eksperimen murni (true
experimental design) di laboratorium secara in vivo menggunakan
rancangan Randomized Post Test Only Controlled Group Design
(Notoatmodjo, 2015). Penelitian dilakukan di animal house
farmakologi, laboratorium farmasi, laboratorium biokimia, dan
laboratorium patologi anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Pada penelitian ini dibuat 9 kelompok dengan three time
series

Gambar 4.1 Kerangka Desain Penelitian
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K (2) : kelompok kontrol yang diberi basis gel tanpa ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) yang diaplikasikan 2 kali
sehari (pagi dan sore) selama 2 hari pasca terjadinya ulkus
kemudian dilakukan pembedahan.

P (2) : Kelompok Perlakuan yang diberi gel ekstrak ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) kosentrasi 1% yang
diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 2 hari
pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan pembedahan.

Pt (2) : Kelompok perlakuan yang diberi Triamcinolone acetonide
yang diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 2 hari
pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan pembedahan.

K (6) :kelompok kontrol yang diberi basis gel tanpa ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) yang diaplikasikan 2 kali
sehari (pagi dan sore) selama 6 hari pasca terjadinya ulkus
kemudian dilakukan pembedahan.

P (6) : Kelompok Perlakuan yang diberi gel ekstrak ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) kosentrasi 1% yang
diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 6 hari
pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan pembedahan.

Pt (6) : Kelompok perlakuan yang diberi Triamcinolone acetonide
yang diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 6 hari
pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan pembedahan.

K(12) : kelompok kontrol yang diberi basis gel tanpa ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) yang diaplikasikan 2 kali
sehari (pagi dan sore) selama 12 hari pasca terjadinya ulkus
kemudian dilakukan pembedahan.

P (12) : Kelompok Perlakuan yang diberi gel ekstrak ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata L.) kosentrasi 1% yang
diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 12 hari
pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan pembedahan.

Pt (12) : Kelompok perlakuan yang diberi Triamcinolone acetonide
yang diaplikasikan 2 kali sehari (pagi dan sore) selama 12
hari pasca terjadinya ulkus kemudian dilakukan
pembedahan.
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4.2 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan sebagai hewan percobaan dalam
penelitian ini adalah tikus putih jantan galur wistar (Rattus norvegicus)
yang dipelihara di animal house Farmako Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Tikus putih jantan digunakan sebagai hewan
coba karena tidak mudah terkena infeksi, tidak mudah terganggu
dengan kehadiran manusia, jarang berkelahi, dengan sesamanya, dan
ukurannya lebih besar untuk percobaan (Setiawan, 2010).
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4.2.1 Kriteria Sampel

Tikus putih dipilih sebagai sampel dalam penelitian ini karena
memiliki beberapa kriteria menurut Oroh et al. (2015) sebagai berikut:

1. Kiriteria Inklusi
a. . Tikus putih galur wistar dengan kelamin jantan
b.  Berumur 2-3 bulan
c.  Mempunyai berat badan 200-250 gram
d. Sehat ditandai dengan bola mata jernih dan tidak
kemerahan
e. Belum pernah digunakan untuk penelitian
2. Kiriteria Eksklusi
a. Adanya luka pada tubuh tikus
b. Konsistensi fases cair akibat diare
c. Tikus dalam kondisi yang tidak sehat ditandai dengan
aktivasi gerak tikus yang berkurang, bola mata kemerahan,
hidung dan mulut berlendir, air liur terus menerus keluar
Tikus mati selama proses penelitian
Ulkus tidak terbentuk setelah 24 jam pasca induksi panas
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4.2.2 Jumlah Sampel Penelitian

Sampel penelitian akan dilakukan pengulangan bagi setiap
kelompok untuk mencegah terjadinya bias pada penelitin. Jumlah
pengulangan penelitian menggunakan rumus Federer (Notoatmodijo,
2015) :
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(n-1) (t-1)>15
Ket:
t = Jumlah Kelompok

n = Jumlah Pengulangan

Pada Penelitian ini nilai t = 9 sehingga jumlah pengulangan
penelitian sebagai berikut:

(1) 1) =15

(n-1) (9-1)  >15

(n-1) 8 >15
n >2.8
n =3

Kesimpulannya jumlah sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah minimal 3 ekor tikus putih untuk tiap kelompok
pada penelitian ini terdiri atas 9 kelompok perlakuan sehingga
dibutuhkan 27 ekor tikus putih, untuk mencegah kehilangan sampel
maka jumlah sampel ditambah menjadi 1 ekor tikus putih tiap
kelompok, sehingga total tikus yang dibutuhkan dalam penelitian ini
sejumlah 36 ekor tikus.
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4.3 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini sebagai berikut:
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Variabel bebas : Triamcinolone acetonide, gel ekstrak
buah ciplukan (Physalis angulata L.)
1%.

Variabel terikat : Jumlah fibroblas, dan ekspresi seluler
FGF-2.

Variabel terkendali . Berat badan hewan coba, umur hewan

coba, jenis kelamin hewan coba, cara
pemberian gel ekstrak buah ciplukan dan
Triamcinolone acetonide, makanan dan
minuman  hewan coba, kebersihan
kandang hewan coba.

4.4  Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitan ini akan dilaksanakan + 4-6 bulan dengan tempat
penelitian sebagai berikut:

1. Pembuatan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
dilakukan di Laboratorium Farmasi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya.

2. Pemeliharaan dan pemberian perlakuan, serta Pengambilan
jaringan luka dan pembuatan preparat pada hewan coba di
animal house Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya.

3. Pembuatan slide perparat serta Pewarnaan Hematoxilin Eosin
(HE) fibroblas di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya.

4. Pewarnaan Immunohistokimia (IHK) FGF-2 di Laboratorium
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
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5. Pengambilan dan analisa data dengan menghitung jumlah
fibroblas, dan jumlah ekspresif FGF-2 dilakukan di
Laboratorium  Patologi  Anatomi  Fakultas  Kedokteran
Universitas Brawijaya.
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45 Alat dan Bahan Penelitian
45.1 Alat dan Bahan Pemeliharan Hewan Coba

Alat yang dibutuhkan adalah kandang tikus ukuran 43 cm x 31
cm x 12 cm, setiap kandang diisi 1 ekor tikus dan diberi sekam yang
diganti 2 kali setiap minggu. Tutup kandang tikus dengan anyaman
kawat dan botol air minum. Diet diberikan dalam bentuk pelet Brl
sebanyak 40 gram pada setiap tikus. Pengukuran berat badan tikus
menggunakan Neraca Analitik Digital dengan merk SF 400.

4.5.2 Alat dan Bahan Ekstraksi Buah Ciplukan

Alat yang digunakan untuk pembuatan gel buah ciplukan adalah
timbangan digital, pipet tetes, gelas ukur, gelas beaker, mortar, stamfer,
spatula, termometer, gelas arloji, freeze dryer, dan wadah untuk
menyimpan gel. Alat yang dibutuhkan untuk uji gel adalah pH meter,
glass lab, object glass, dan beban. Bahan yang dibutuhkan adalah
ekstrak buah ciplukan, carbopol 940, Propylene Glikol ,gliserin, metil
paraben, propil paraben, EDTA, NaOH, dan aquadest.

453 Alat dan Bahan Pembuatan Gel

Alat yang digunakan untuk pembuatan gel buah ciplukan adalah
timbangan digital, pipet tetes, gelas ukur, gelas beaker, mortar, stamfer,
spatula, termometer, gelas arloji, freeze dryer, dan wadah untuk
menyimpan gel. Alat yang dibutuhkan untuk uji gel adalah pH meter,
glass lab, object glass, dan beban. Bahan yang dibutuhkan adalah
ekstrak buah ciplukan, carbopol 940, Propylene Glikol ,gliserin, metil
paraben, propil paraben, EDTA, NaOH, dan aquadest.
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45.4 Alat dan Bahan Perlakuan Hewan Coba

Alat yang dibutuhkan adalah burnisher kedokteran gigi, spuit 1
cc, spiritus, bunsen, korek api, pinset, cotton bud, gunting bedah, dan
toples untuk fiksasi organ. Bahan yang dibutuhkan adalah masker,
handscoon, povidone iodine, anestesi ketamine, formalin 10%, dan
akohol 70%.

4.5.5 Alat dan Bahan Pembuatan Sediaan Histologi

Alat yang digunakan antara lain pisau scalpel, pinset,
microtome, kaca obyek dan penutup, blok parafin, water bath, tempat
pewarnaan dan cucian, Kertas saring, kuas kecil. Bahan utama yang
digunakan adalah buffer neutral formalin (BNF) 10%, alkohol absolut,
alkohol (70%, 80%, 96%), alkohol asam 1%, xylol, parafin cair,
larutan larutan hematoksilin dan eosin, litium karbonat, gel, alkohol
96%, masker, handscoon.

45,6 Alat dan Bahan Pewarnaan Hematoxilin Eosin

Alat yang digunakan antara lain adalah talenan, pisau scalpel,
pinset, saringan, tissue casset, mesin processor otomatis, mesin
vaccum, mesin bloking, freezer (-20 °C), mesin microtome, pisau
microtome, water bath 46°C, kaca obyek, kaca penutup, rak khusus
untuk pewarnaan, oven 60°C. Bahan utama berupa potongan jaringan
yang telah difiksasi dengan Buffer Neutral Formalin (BNF) 10%.
Larutan yang diperlukan adalah, ethanol absolute, xylol, parafin,
glyserin 99,5%, ewit (albumin), larutan hematoksilin, lithium carbonat,
larutan eosin, DPX.

45,7 Alat dan Bahan Pewarnaan Immunohistokimia

Blok parafin, xylene, etanol, peroxidase blocking solution
prediluted blocking serum, antibodi monoknal (anti FGF-2) phosphate
buffer saline, antibodi sekunder (peroxidase), peroksidase kromogen
DAB (Diaminobenzidine), hematoxylin, air, mounting, media,
coverslip.



4.6  Definisi Operasional
4.7.1 Ulkus Traumatik

Ulkus merupakan keadaan patofisiologis hilangnya jaringan
epitelium hingga melebihi membran basalis dan mengenai lamina
propia, yang disebabkan karena berbagai macam sebab baik trauma
mekanik, elektrik, thermal, kimiawi, dan iatrogenik (Regezi et al.,
2016). Ulkus traumatik dibentuk dengan cara diinduksi panas, yaitu
menggunakan burnisher kedokteran gigi kemudian luka dibiarkan
selama 24 jam hingga terbentuk ulkus. Ulkus berupa cekungan
berbentuk oval berdiameter £4 mm dan kedalaman +2 mm, dengan
tepi eritematosus bagian tengahnya berwarna abu-abu kekuningan
(Puspasari et al., 2018; Sunarjo et al., 2015; Langlais et al., 2015).
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4.7.2 Fibroblas

Fibroblas yang diamati merupakan fibroblas yang tampak
sebagai sel fusiform atau gelendong dengan ujung meruncing, Inti
fibroblas tampak pucat dan terpulas gelap apabila tercat hematoksilin-
eosin sehingga tampak berwarna biru keunguan (Kusumawardhani et
al., 2015). Pengamatan fibroblas menggunakan mikroskop cahaya
Olympus CX-21 dengan pembesaran 400 kali. Lapang pandang dipilih
dengan metode zig-zag, yaitu lapisan dermis, dimulai pada lapisan
papilar dari dermis kemudian turun menuju lapisan retikular dari
dermis demikian seterusnya secara zig-zag (Islami et al., 2018). Hasil
perhitungan dari 5 lapang pandang tersebut disimpulkan dan diperoleh
nilai rata-rata yang merupakan hasil perhitungan dari satu kelompok
(Rifasanto et al., 2018).

4.7.3 Fibroblast Growth Factor-2

Fibroblast growth factor 2 dapat diamati dengan pewarnaan
imunohistokimia. Reaksi positif dari ekspresi FGF-2 akan
memperlihatkan warna coklat didalam Sel makrofag, fibroblas,
endotel yang disebakan karena antigen (FGF-2) dengan monoclonal
(anti FGF-2) (Puspasari et al., 2018). Ekspresi seluler FGF-2 dapat

) BRAWIJAYA

. UNIVERSITAS




diamati dalam 5 lapang pandang pada daerah luka menggunakan
mikroskop cahaya Olympus CX-21 yang dilengkapi dengan kamera
digital dengan perbesaran 400x, masing masing kelompok dihitung
menggunakan software imageJ untuk mengetahui persentase ekspresi
seluler FGF-2 (Beserra et al., 2019; Rifasanto et al., 2018).
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4.7.4 Gel Ekstrak Buah Ciplukan

Buah ciplukan (Physalis angulata L.) yang digunakan berasal
dari penanaman dari pihak Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Brawijaya. Buah ciplukan yang dipilih adalah buah yang matang
dengan warna hijau kekuningan, buah dicuci hingga bersih, setelah itu
ditiriskan di atas rak pengering, buah ciplukan yang telah kering
diblender hingga halus kemudian disaring, ekstrak buah ciplukan
dibentuk menjadi sediaan freeze drying hingga dihasilkan ekstrak
kental. Sediaan tersebut kemudian dibuat menjadi gel menggunakan
karbopol 940, propilen glikol, gliserol, metil paraben, propil paraben,
EDTA, air, dan ekstrak buah ciplukan dengan konsentrasi 1% (Misal
etal., 2012).

475 Triamcinolone Acetonide

Triamcinolone acetonide adalah salah satu kortikosteroid
topikal sering digunakan dalam perawatan ulkus dengan bentuk
sediaan topikal dan konsentrasinya 0,1% (Gani et al., 2015).
Triamcinolone acetonide dianggap sebagai gel hidrofobik, sering
disebut sebagai salep karena konstitensinya cair, berwarna putih
kecoklatan, halus dan merata, dengan aroma karakteristik dan bebas
dari pengotor visible atau gumpalan, dengan bentuk sediaan topikal
(Labib dan Aldawsari, 2015).
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4.7  Prosedur Penelitian
4.7.1 Persiapan Pemeliharan Hewan Coba

Tikus putih (Rattus norvegicus) dipelihara dan diadaptasikan
selama 1 minggu di animal house Farmakologi Universitas Brawijaya.
Tempat pemeliharaan tikus menggunakan bak plastik bersih dengan
ukuran 43 cm x 31 cm x 12 cm dengan tutup kandang yang terbuat
dari anyaman kawat. Setiap kandang diisi dengan 1 ekor tikus. Hewan
coba dipelihara di suhu ruangan dan ventilasi yang baik. Penggantian
sekam dilakukan 2 kali dalam seminggu, diberikan air minum mineral,
dan pemberian makanan pellet Br-1 sebanyak 40 gram setiap tikus
(Juknis, 2017).
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4.7.2 Ekstraksi Buah Ciplukan

Buah ciplukan yang dipilih adalah buah yang matang dengan
warna hijau kekuningan, buah dicuci hingga bersih, setelah itu
ditiriskan di atas rak pengering, buah ciplukan yang telah kering
diblender hingga halus kemudian disaring, ekstrak buah ciplukan
dibentuk menjadi sediaan freeze drying hingga dihasilkan ekstrak
kental.

4.7.3 Pembuatan Gel Buah Ciplukan

Hasil ekstraksi buah ciplukan dalam bentuk freeze drying
dibentuk menjadi sediaan gel di Laboratorium Farmasi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Prosedur dilakukan berdasarkan
dari penelitian Misal et al. (2012) :

a. Alat dan bahan dipersiapkan, ditimbang sesuai jumlah yang
ada di tabel formulasi
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Tabel 4.1 Formulasi Gel Ekstrak Buah Ciplukan
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NO. BAHAN (%) FORMULASI

1. Ekstrak buah ciplukan 1%

2. Carbopol 940 1

3. Propylene Glikol 4

4, Gliserin 3

5. Metil Paraben 0,2

6. Propil Paraben 0,02

7. EDTA 0,03

8. Aquadest Up to 100

b. Aquadest di rebus terlebih dahulu sampai mencapai 75°C

c. Karbopol 940 dikembangkan dalam aquadest sebanyak 10 kali
berat dari karbopol 940 di dalam lumping dan alu, didiamkan
selama 10 menit lalu lakukan penggerusan hingga terbentuk
dispersi yang homogen

d. Setelah mengembang campurkan Propylene glikol dan gliserin
aduk hingga homogen

e. Tambahkan metil paraben, propil paraben, dan EDTA aduk
kembali hingga homogen

f. Campurkan sisa aquades sebagai pelarut terakhir lalu aduk
hingga homogen

g. Tambahkan ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.)
diaduk secara perlahan dan kontinu hingga sesuai dengan
volume yang diinginkan dan membentuk gel yang homogen.
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h. Lakukan penambahan NaOH (1M/0,4gr) yang telah dilarutkan
sampai dengan 10ml dalam labu ukur, ditambahkan sedikit
demi sedikit hingga pH yang diinginkan

i. Gel disimpan dalam wadah gel
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J. Simpan gel didalam plastik klip sesuai kebutuhan untuk
pemberian pada ulkus

k. Evaluasi sediaan gel
a) Uji Organoleptik

Uji organoleptik merupakan pengujian yang didasarkan
pada proses penginderaan. Bagian organ tubuh yang berperan
dalam penginderaan adalah mata, telinga, indera pencicip,
indera pembau, atau sentuhan (Negara et al., 2016).

b) Uji Pemeriksaan pH

Pengukuran pH dilakukan dengan mencelupkan kertas pH
meter ke dalam sediaan gel yang telah dibuat (Ningsi et al.,
2016). Pengukuran ini dilakukan untuk melihat apakah sediaan
memiliki pH yang dapat diterima oleh kulit ataupun membran
mukosa pada mulut, yaitu 5,5-7,9 (Rehan et al., 2016).

¢) Uji Homogenitas

Uji homogenitas dilakukan dengan mengoleskan gel pada
kaca objek transparan hingga membentuk lapisan tipis,
kemudian diamati homogenitasnya. Homogenitas ditunjukkan
dengan tidak adanya butiran kasar pada sediaan di atas kaca
objek teersebut (Harahap et al., 2018).

d) Uji Daya Lekat

Uji daya lekat dengan cara sediaan sebanyak 1 gram
diletakkan pada gelas objek dan ditutup dengan gelas objek
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lainnya hingga menyatu, kemudian ditekan dengan beban
seberat 1 kg selama 5 menit. Setelah itu, diamati waktu yang
dibutuhkan beban tersebut memisahkan kedua gelas objek
tersebut (Niyogi et al., 2012).

=4
o
(9~
-
—]
>~
S
o
g
“
(=]
oo
[=5]
==

e) Uji Daya Sebar

Pengukuran  daya  sebar ' bertujuan - untuk =melihat
kemampuan sediaan gel ' menyebar pada permukaan kulit
ataupun membran mukosa sehingga dapat mengetahui
penyebaran-zat aktif yang dikandung dalam gel di kulit
ataupun membran mukosa (Niyogi et al., 2012). Gel
sebanyak 0,5 gram diletakkan di tengah kaca, ditutup dengan
kaca lain yang telah ditimbang dan dibiarkan selama 1 menit,
lalu diukur diameter sebar gel. Selanjutnya diberi penambahan
beban setiap 1 menit sebesar 50 gram, 100 gram, 150 gram, 200
gram, dan 250 gram lalu diukur diameter sebar gel (Tambunan
dan Sulaiman, 2018). Daya sebar 5-7 cm menunjukkan
konsistensi semisolid yang sangat nyaman dalam penggunaan
(Ningsi et al., 2016).

f) Uji Vikositas

Uji viskositas dilakukan untuk mengetahui kekentalan dari
gel. Penentuan viskositas dilakukan menggunakan viskosimeter
seri VT 04. Gel dimasukkan ke dalam tabung pada viskotester,
kemudian dipasang rotor nomor 2 hingga spindel terendam
seluruhnya dalam gel. Alat dinyalakan dan diamati jarum
penunjuk rotor nomor 2 pada skala viskositas hingga berhenti
stabil. Angka yang ditunjukkan jarum penunjuk dalam satuan
dPa.S (1 dPa.S =1 poise) (Tambunan dan Sulaiman, 2018). Gel
yang tidak terlalu cair maupun tidak terlalu kental merupakan
ciri gel yang baik. Viskositas gel yang baik berada pada rentang
50 — 1000 dPa.s, dengan viskositas optimal 200 dPa.s
(Nurahmanto et al., 2017).
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4.7.4 Triamcinolone Acetonide

Triamcinolone acetonide yang digunakan dalam penelitian ini
adalah yang dijual dipasaran dan digunakan masyarakat pada
umumnya, dengan merk dagang Kenalog in Orabase (Rudnik et al.,
2017).
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4.7.5 Induksi Ulkus Traumatik

Pembuatan ulkus traumatik yang didahului dengan anestesi
menggunakan ketamine 0,2 ml intramuscular, kemudian diinduksi
dengan ujung burnisher kedokteran gigi dengan diameter 4mm yang
sebelumnya telah dipanaskan dengan bunsen selama 60 detik dan
ditempelkan pada mukosa labial rahang bawah tanpa tekanan selama
1 detik sehingga terbentuk ulkus berupa cekungan berbentuk oval
berdiameter £4 mm dan kedalaman £2 mm, setelah 24 jam pasca
induksi panas (Puspasari et al., 2018; Sunarjo et al., 2015; Langlais et
al., 2015).

4.7.6 Pemberian Gel Ekstrak Buah Ciplukan pada Hewan Coba

Pemberian gel ekstrak buah ciplukan dilakukan 24 jam setelah
induksi panas (ulkus telah terbentuk) dengan frekuensi 2 kali sehari
(pagi dan sore) dilakukan setiap hari hingga hari ke-12, pada kempok
perlakuan P diberikan gel ekstrak buah ciplukan 1% dan pada
kelompok  perlakuan Pt diberikan Triamcinolone acetonide,
sedangkan kelompok K diberikan basis gel tanpa ekstrak buah
ciplukan (Kurniawan dan Kamalia, 2017).

4.7.7 Pengambilan Sampel Jaringan

Pada hari ke-2, ke-6, dan ke-12, hewan coba dieuthanasia
dengan metode pemutaran leher (cervical dislocation), hewan coba
yang akan dimatikan harus dalam keadaan yang telah dianestesi dan
tidak boleh dilakukan pada hewan dalam keadaan sadar, metode ini
dilakukan dengan ibu jari dan jari telunjuk diletakkan dikedua sisi
leher pada pangkal tengkorak, dengan tangan lain - memegang ujung
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ekor atau memegang punggung tikus lalu dengan cepat ditarik
sehingga menyebabkan pemisahan sumsum tulang belakang dari
tengkorak (AVMA, 2013). Setelah sumsum tulang belakang terpisah
dari otak, reflek kedip akan menghilang, rangasangan rasa sakit
menghilang sehingga hewan tidak peka dengan rasa sakit (Franson,
2019). Kematian hewan coba disebabkan karena iskemia serebal, dan
kerusakan batang otak, serta kerusakan pada sumsum tulang belakang
(Woolcott et al., 2018). Keuntungan dari metode ini adalah
mempercepat hilangnya kesadaran pada hewan coba dan secara kimia
tidak merusak jaringan hewan coba, kemudian dilakukan pengambian
jaringan ulkus pada mukosa labial bawah tikus dibuat eksisi biopsi
dengan ketebalan + 2-3 mm, jaringan difiksasi dengan cara direndam
dalam larutan formalin 10% minimal selama 7 jam sebelum dilakukan
proses pengerjaan berikutnya. Sisa organ tikus yang sudah tidak
digunakan dikubur dengan layak didalam tanah dengan bantuan
tenaga ahli laboratorium (AVMA, 2013).
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4.7.8 Pembuatan Preparat

Sampel jaringan ulkus yang telah difiksasi menggunakan
formalin kemudian dicuci menggunakan air mengalir selama 15 menit.
Kemudian melakukan pemotongan ukuran dengan ukuran 2 cm x 1
cm x 3 mm. Kemudian dicuci dengan air selama 15 menit dan
dilakukan dehidrasi dengan menggunakan acetone sebanyak 1 jam x
4. Kemudian melakukan clearing, dengan menggunakan xylol
sebanyak 30 menit x 4, kemudian dilakukan impregnasi dengan
menggunakan parafin cair dengan suhu 55°C blok parafin (embedding)
lalu dilakukan pendinginan selama 24 jam. Setelah itu, sediaan disayat
dengan menggunakan mikrotom rotary dengan ketebalan 3-5 mikron
kemudian sayatan diletakkan pada water bath dengan suhu 30°C.
Kemudian mengambil sayatan dan meletakannya pada object glass,
didiamkan selama 24 jam, selanjutnya dilakukan pewarnaan
Hematoxilin-Eosin (HE) dan Immunohistokimia (IHK) (Dey, 2018).
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4.7.9 Tahap Pewarnaan Hematoxilin Eosin

Pewarnaan hematoxilin eosin (HE) digunakan untuk mewarnai
preparat jaringan. Hematoxilin bekerja sebagai pewarna basa, artinya
zat ini mewarnai unsur basofilik jaringan, hematoxilin memulas inti
dan struktur asam lainnya dari sel (seperti bagian sitoplasma yang
kaya RNA dan matriks tulang rawan) menjadi biru, Hematoxilin akan
mewarnai nukleus sedangkan eosin akan mewarnai sitoplasma dan
kolagen menjadi warna merah mudah. Eosin bersifat asam. Eosin akan
memulas komponen asidofilik jaringan seperti mitokondria, granula
sekretoris dan kolagen (Eroschenko, 2010).
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Prosedur pewarnaan hematoxilin eosin (HE) yang dilakukan
pada penelitian ini sebagai berikut (Fuadi et al., 2015). :

1. Object glass dimasukan kedalam larutan harris hematoxilin
selama 10-15 menit, lalu dibilas dengan air yang mengalir
selama 15 menit, dimasukan kedalam alkohol asam 1%, 2-3
celup, dimasukan kedalam cairan eosin selama 10-15 menit.

2. Alkohol bertingkat, object glass dimasukan kedalam alkohol
dari konsentrasi rendah ke konsentrasi tinggi untuk
menghilanhkan kelebihan car yaitu alkohol 70% selama 3 menit,
alkohol 80% selama 3 menit, alkohol 96% selama 3 menit dan
terakhir dimasukan kedalam alkohol absolud selama 3 menit.

3. Tahap penjernihan (Clearing), object glass dimasukan kedalam
larutan xylol selama 15 menit sebanyak 2 kali untuk penjernihan.

4. Mounting dengan entelan dan deckglass, object glass ditutup
dengan coverglass dan dibiarkan slide kering pada suhu
ruangan, setelah slide kering sip untuk di amati.
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4.7.10Tahap Pewarnaan Immunohistokimia

Metode pewarnaan imunohistokimia yang dilakukan dalam
penelitian ini yaitu, metode indirect (tidak langsung). Metode ini
merupaan pewarnaan imunohostokimia yang menggunakan antibodi
primer (tidak berlabel) dan antibodi sekunder (berlabel). Antibodi
primer berfungsi untuk mengenali antigen yang mengidentifikasi
jaringan. Antibodi sekunder berfungsi untuk berikatan dengan
antibodi primer dan memberikan warna cokelat untuk ekspresi FGF-2
karena berikatan dengan senyawa pemberi warna (kromogen)
(Puspasari et al., 2018).
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Prosedur pewarnaan imunohistokimia indirek yang dilakukan
pada penelitian ini sebagai beriku (Kabiraj et al., 2015) :

1. Deparafinasi preparat (blok parafin), slide direndam secara
berurutan dengan larutan xylol (2 x 20 menit), etanol absolut
(20 menit), etanol 90% (20 menit), etanol 80% (20menit), dan
etanol 70% (20menit).

2. Cuci slide dengan Phospo Buffer Saline (PBS) (3 x 5 menit).

3. Melakukan blocking peroksidase dengan cara slide ditetesi 3%
H202 (dalam methanol) inkubasi 20 menit pada suhu ruang,
lalu dicuci dengan PBS (3 x 5 menit).

4. Melakukan blocking unspresifik protein (Background Sniper),
inkubasi 60 menit pada suhu ruang, lalu dicuci dengan PBS (3
X 5 menit).

5. Inkubasi antibodi primer (rat anti FGF-2), slide ditetesi antibodi
primer yang dilarutkan dalam blocking buffer didiamkan
selama 60 menit pada suhu ruangan, kemudian dicuci dengan
PBS (3 x 5 menit).
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6. Inkubasi antibodi sekunder, slide ditetesi antibodi sekunder
(Biotin Conjugate), inkubasi selama 60 menit pada suhu ruang,
kemudian dicuci dengan PBS (3 x 5 menit).

7. Inkubasi Strepavidin Horseradish Peroxidase (SA-HRP), slide
ditetesi SA-HRP lalu diinkubasi selama 40 menit pada suhu
ruang, kemudian dicuci dengan PBS (3 x 5 menit), dibilas
dengan aquades.

=4
o
(9~
-
—]
>~
S
o
g
)
(=]
oo
[=5]
==

8. Aplikasikan Chromagen Diarninobenzidine (DAB), slide
diteteskan DAB (DAB crhomogen : DAB buffer = 1:40),
diinkubasi 20-30 menit pada suhu ruang, kemudian dicuci
dengan aquades (3 x 5 menit).

9. Counterstain dengan Mayer’s Hematoxilen dengan cara slide
ditetesi Mayer’s Hematoxilen (Mayer’s Hematoxilen : aquades
= 1:3), diinkubasi selama 1-10 menit pada suhu ruang,
kemudian dicuci dengan aquades (3 X 5 menit).

10. Membersihkan preparat dan ditetesi mounting media.
11. Menutup preparat dengan coverslip.

12. Preparat dikeringkan selama 24 jam agar lem entelan tidak
merusak pandangan coverslip.

4.7.11Pengamatan Sediaan
4.7.11.1 Fibroblas

Fibroblas biasanya tersebar sepanjang serat kolagen dan tampak
sebagai sel fusiform atau gelendong dengan ujung meruncing, Inti
fibroblas tampak pucat dan terpulas gelap apabila tercat hematoksilin
sehingga berwarna biru keunguan (Kusmawardhani et al., 2015).
Pengamatan fibroblas menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX-
21 dengan pembesaran 400 kali. Lapang pandang dipilih dengan
metode zig-zag, yaitu pada lapisan dermis, dimulai pada lapisan
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papilar dari dermis kemudian turun menuju lapisan retikular dari
dermis demikian seterusnya secara zig-zag (Islami et al., 2018).
Peneliti menggunakan sistem double-blind dan pengamatan dilakukan
minimal oleh 2 orang, setelah diamati didapatkan hasil perhitungan
dari 5 lapang pandang tersebut disimpulkan dan diperoleh nilai rata-
rata yang merupakan hasil perhitungan dari satu kelompok (Susetiyo,
2017, Rifasanto et al., 2018).
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4.7.11.2 Fibroblast Growth Factor-2

Reaksi positif dari ekspresi FGF-2 akan memperlihatkan warna
coklat didalam sel makrofag, fibroblas, endotel yang disebakan karena
antigen (FGF-2) dengan monoclonal (anti FGF-2) (Puspasari et al.,
2018). Ekspresi seluler FGF-2 dapat diamati dalam 5 lapang pandang
pada daerah luka menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX-21
yang dilengkapi dengan kamera OPTILAB dengan perbesaran 400x
dengan metode zig-zag untuk memperhatikan seluruh lapang pandang
dalam satu preparat. Peneliti menggunakan sistem double-blind dan
pengamatan dilakukan minimal oleh 2 orang, masing masing
kelompok dihitung menggunakan software imageJ untuk mengetahui
persentase ekspresi seluler FGF-2. (Beserra et al., 2019; Paramita et
al., 2019; Susetiyo, 2017; Islami et al., 2018).

4.8 Analisis Data

Hasil perhitungan jumlah fibroblas, dan ekspresi seluler dari
fibroblast growth factor-2 (FGF-2). Kelompok kontrol, kelompok
perlakuan dengan pemberian gel ekstrak buah ciplukan dan kelompok
perlakuan dengan pemberian Triamcinolone acetonide dianalisis
secara statistik dengan menggunakan aplikasi analisis statistik dengan
tingkat signifikansi 0,05 (p=0,05) dan taraf kepercayaan 95% (a=0,05).
Beberapa uji yang dilakukan adalah sebagai berikut :

1. Uji normalitas data bertujuan untuk menginterpretasikan
apakah suatu data terdistribusi normal atau tidak. Apabila
penyajian data terdistribusi normal, maka dapat digunakan
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mean dan standar deviasi sebagai pasangan ukuran pemusatan
dan penyebaran, uji hipotesis dapat menggunakan - uji
parametrik. Apabila penyajian data tidak terdistribusi normal,
maka median dan minimum-maksimum sebagai pasangan
ukuran pemusatan dan penyebaran, uji hipotesis dapat
menggunakan uji non-parametrik. Uji normalitas dilakukan
dengan ujin Shapiro-Wilk karena bersar sampel yang digunakan
<50.
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2. Uji homogenitas untuk melihat apakah data yang didapatkan
dari setiap perlakuan merupakan data yang homogen. Apabila
data yang didapatkan merupakan data yang homogen. Uji
homogenitas dengan menggunakan Lavene’s test.

3. Uji independent T-test bertujuan untuk membandingkan nilai
rata-rata hubungan jumlah fibroblas dengan ekspresi seluler
fibroblast growth factor-2, antara kelompok kontrol, kelompok
perlakuan physalis, dan kelompok perlakuan triamcinolone.

4. Uji Korelasi Regresi bertujuan untuk mengetahui arah
hubungan dengan melihat nilai koefisien regresi dan nilai R
(korelasi pearson) digunakan untuk mengetahui kekuatan
hubungan antara waktu dan respon serta hubungan jumlah
fibroblas dengan ekspresi FGF-2 pada kelompok kontrol,
kelompok perlakuan physalis, kelompok triamcinolone, hari
ke-2, ke-6, ke-12.
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4,9 Skema Prosedur Penelitian

4.9.1 Uji Efektifitas Gel Ekstrak Buah Ciplukan
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Propylene glikol
Eké};iﬁgﬁah Karbopol 940 gliserin Metil,
(Physalis dikembangkan | | Paraben dan Propil
angulata L) dalam aguadest Paraben, EDTA
Bentukan diaduk hingga
Freeze Dry homogen

'

Tambahkan aquadest sesuai volume yang
diinginkan manipulasi secara perlahan
hingga homogen

v

Tambahkan NaOH (1M/0,4gr) yang telah
dilarutkan sampai dengan 10ml dalam
labu ukur, ditambahkan sedikit demi
sedikit hingga pH yang diinginkan

!

Gel disimpan pada wadah tertutup
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4.9.2 Skema Prosedur Penelitian

Tikus Putih

(Rattus Norvegicus)

36 Ekor

v

Adaptasi selama 7 hari

v

Injeksi Ketamine 0,2 ml dan perlakuan induksi
panas pada mukosa labial rahang bawah

v

v

v

Kontrol (K) Perlakuan (P) Perlakuan T (Pt)
v v v
Ulser Ulser Ulser
terbentuk terbentuk terbentuk
dalam 24 dalam 24 dalam 24
v v v
Aplikasi basis A;r?lgazsr: Aplikasi
gel tanpak g Uk triamcinolon
ekstrak buah Ciplukan e acetonide
ciplukan 1%
v v v

Euthanasia menggunakan injeksi intramuscular ketamine dosis letal dan
pembedahan mukosa labial pada hari ke-2, ke-6,dan ke-12

v

Pembuatan preparat jaringan histology,
pewarnaan Hematoxillin-Eosin dan
Immunohistokimia

v

Perhitungan Jumlah fibroblast, dan ekspresi
seluler Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

v

Analisis Data

v

Kesimpulan




i
o
(o~

-
—J
S~
S
o

)
(%)
(=]
oo
[=5]
==

UNIVERSITAS

BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1  Hasil Penelitian

Gel ekstrak buah ciplukan yang telah dibuat dilakukan beberapa
uji sediaan gel seperti uji organoleptik, uji pH, uji homogenitas, uji
daya lekat, uji daya sebar, uji viskositas, dengan hasil diantaranya
sebagai berikut :

Tabel 5.1 Uji Evaluasi Gel

Basis Gel (Tanpa Ekstrak Buah

Ekstrak Buah Ciplukan 1%
Ciplukan)

Organoleptis

a. Tekstur Halus Mengkilap, Halus Mengkilap,

licin Licin
b. Bau Tidak Berbau Khas
c. Warna Bening Transparant ~ Kuning
kecokelatan

Ph 6 6
Homogenitas Homogen Homogen
Daya lekat Kuat Kuat
Daya sebar 5,3cm 5,3cm
Viskositas 140 dPa.s 110 dPa.s

Sediaan gel dipilih karena mudah mengering, dan memberikan
rasa dingin ketika dioleskan (Sayuti, 2015). Uji pH sediaan gel
didapatkan hasil bahwa sediaan basis gel dan sediaan gel ekstrak buah
ciplukan 1% memiliki pH 6 sehingga memenuhi kriteria pH yang
dapat diterima oleh kulit ataupun membran mukosa pada mulut, yaitu
5,5-7,9 (Rehan et al., 2016). Uji Homogenitas didapatkan semua



sediaan gel homogen menunjukan formula yang baik, hal ini
memenuhi syarat homogenitas yaitu tidak kasar saat diraba (Asmi et
al., 2013). Uji daya lekat didapatkan hasil daya lekat yang kuat
menunjukan sediaan gel tersebut memiliki kemampuan melekat pada
lapisan epidermis dengan baik, semakin besar kemampuan gel
melekat maka akan semakin baik penghantaran obatnya (Babhtiar,
2016). Uji daya sebar didapatkan hasil 5,3 cm menunjukkan
konsistensi semisolid yang sangat nyaman dalam penggunaan dengan
rentang nilai daya sebar adalah 5-7 cm (Ningsi et al., 2016). Uji
viskositas pada sediaan basis gel memiliki nilai 140 dPa.s sedangkan
sediaan gel ekstrak buah ciplukan 1% memiliki nilai 110 dPa.s
menunjukan bahan sediaan gel tercampur rata dan sediaan tidak terlalu
cair maupun tidak terlalu kental, viskositas gel yang baik berada pada
rentang 50 — 1000 dPa.s, dengan viskositas optimal 200 dPa.s
(Nurahmanto et al., 2017).

Penelitian ini menggunakan hewan coba berupa tikus putih
(Rattus norvegicus) galur wistar jantan sebanyak 27 ekor tikus yang
terbagi menjadi 9 kelompok, yaitu kelompok kontrol, kelompok
perlakuan yang diberi gel ekstrak buah ciplukan 1%, dan kelompok
perlakuan yang diberi triamcinolone acetonide, berdasarkan time
series pada hari ke-2, ke-6, dan ke-7.
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Gambar 5.1 Gambar Fibroblas dengan Pewarnaan HE (—), dan
gambar ekspresi seluler FGF-2 dengan Pewarnaan Imunohistokimia

() Hari Ke-2 pada Perbesaran 100x dan 400x.

Keterangan: Tanda panah hitam (—) pada inset menunjukan sel fibroblas, dan Tanda panah kuning ()
menunjukan ekspresi seluler FGF-2.
A.

B.
C.
D

nm

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok kontrol (K-2)

Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok kelompok kontrol (K-2)

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1% (P-
2)

Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah
ciplukan 1% (P-2)

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan triamcinolone acetonide (Pt-2)
Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan triamcinolone
acetonide (Pt-2)

Berdasarkan gambar 5.1 pada hari ke-2 tampak gambaran

jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2 yang lebih banyak pada
kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1% dibandingkan
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dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan triamcinolone
acetonide yang memiliki jumlah fibroblas lebih sedikit.

Gambar 5.2 Gambar Fibroblas dengan Pewarnaan HE (=),
dan gambar ekspresi seluler FGF-2 dengan Pewarnaan
Imunohistokimia () Hari Ke-6 pada Perbesaran 100x dan 400x.

Keterangan: Tanda panah hitam (—) pada inset menunjukan sel fibroblas, dan Tanda panah kuning ()
menunjukan ekspresi seluler FGF-2.
A.
B.
C.

D.

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok kontrol (K-6)

Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok kelompok kontrol (K-6)

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1% (P-
6)

Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah
ciplukan 1% (P-6)

Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan triamcinolone acetonide (Pt-6)
Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan triamcinolone
acetonide (Pt-6)

Berdasarkan gambar 5.2 pada hari ke-6 tampak gambaran

jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2 yang lebih banyak pada
kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1% dibandingkan
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dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan triamcinolone
acetonide yang memiliki jumlah fibroblas lebih sedikit.
Gambar 5.3 Gambar Fibroblas dengan Pewarnaan HE (=),
dan gambar ekspresi seluler FGF-2 dengan Pewarnaan
Imunohistokimia ( pada Perbesaran 100x dan 400x

repository

Keterangan: Tanda panah hitam (—) pada inset menunjukan sel fibroblas, dan Tanda panah kuning ()
menunjukan ekspresi seluler FGF-2.

A. Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok kontrol (K-12)

B. Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok kelompok kontrol (K-12)

C. Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1%
(P-12)

D. Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah
ciplukan 1% (P-12)

E. Sel fibroblas dengan pewarnaan HE pada kelompok perlakuan triamcinolone acetonide (Pt-
12)

F. Ekspresi seluer FGF-2 dengan pewarnaan IHK pada kelompok perlakuan triamcinolone

acetonide (Pt-12)

Berdasarkan gambar 5.3 pada hari ke-12 tampak gambaran
jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2 yang lebih banyak pada
kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 1% dibandingkan
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dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan triamcinolone
acetonide yang memiliki jumlah fibroblas lebih sedikit.

Dari hasil perhitungan jumlah fibroblas dan ekspresi seluler
FGF-2, selain didapatkan rata-rata didapatkan juga standar deviasi
untuk setiap kelompok yang tertera dalam tabel 5.2

Tabel 5.2 Hasil Perhitungan Rata-Rata dan Standar Deviasi Jumlah
Fibroblas dan Ekspresi Seluler FGF-2 hari ke-2, ke-6, dan ke-12
pada kelompok K,P,Pt

Fibroblas

Day Kelompok Mean Std. Deviasi
Kontrol (K) 27,6 0,60
2 | Physalis (P) 38,3 0,57
Triamcinolone (Pt) 26,6 0,57
Kontrol (K) 34,8 0,57
6 | Physalis (P) 48,1 8,71
Triamcinolone (Pt) 28,8 2,08
Kontrol (K) 22,2 4,35
12 | Physalis (P) 18,6 0,57
Triamcinolone (Pt) 22,8 2,64

FGF-2

Day Kelompok Mean Std. Deviasi
Kontrol (K) 9,7 0,35
2 | Physalis (P) 12,7 1,96
Triamcinolone (Pt) 8,2 0,72
Kontrol (K) 9,8 0,04
6 | Physalis (P) 15,2 0,85
Triamcinolone (Pt) 9,6 0,85
Kontrol (K) 7,9 0,51
12 | Physalis (P) 57 0,91
Triamcinolone (T) 8,8 0,43

Berdasarkan gambar diagram di atas, kelompok kontrol
menunjukan jumlah fibroblas dan eskspresi seluler FGF-2 lebih
rendah dari kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan pada hari
ke-2, dan ke-6, dan pada hari ke-12 lebih rendah dari kelompok
triamcinolone. Kelompok perlakuan menggunakan gel ekstrak buah
ciplukan 1% menunjukan jumlah fibroblas dan eksprsi seluler FGF-2
paling tinggi pada hari ke-2 dan ke-6, dan paling rendah pada hari ke-



12. Kelompok perlakuan triamcinolone menunjukan jumlah fibroblas
dan ekspresi seluler FGF-2 paling rendah pada hari ke-2 dan ke-6, dan
paling tinggi pada hari ke-12.

5.2  Analisis Data
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Data hasil penelitian berupa data perhitungan jumlah fibroblas dan
ekspresi seluler FGF-2 dianalisa secara statistika menggunakan
program IBM Statistical Product of Service Solution (SPSS) 22.0
untuk Windows dengan tingkat kepercayaan 95% (0=0,05). Langkah
analisis statistik yang pertama, uji normalitas dengan dengan
menggunakan uji  Shapiro-Wilk. Selanjutnya,  dilakukan  uji
homogenitas  untuk mengetahui sebaran data masing-masing
kelompok tersebut homogen atau tidak dengan menggunakan
Levene’s test, bila data berdistribusi normal (p> 0,05) dan bersifat
homogen (p> 0,05) dilakukan uji independent T-test, dilanjutkan
dengan uji korelasi person dan regresi.

5.2.1 Uji Normalitas

Uji normalitas data digunakan mengetahui data penelitian ini
berdistribusi normal atau tidak. Pengujian normalitas data dilakukan
dengan uji Shapiro-Wilk karena besar sampel < 50. Uji normalitas
terpenuhi bila nilai signifikansi perhitungan p>0,05. Berdasarkan uji
normalitas data, didapatkan hasil signifikansi perhitungan rata-rata
jumlah fibroblas 0,139, dan pada kelompok FGF-2 adalah 0,393.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa data setiap kelompok berdistribusi
nomal sehingga uji normalitas terpenuhi. Selanjutnya, dilakukan uji
homogenitas data.

5.2.2 Uji Homogenitas Data

Uji homogenitas data dilakukan dengan uji Levene’s test. Uji
homogenitas bertujuan untuk menguji data penelitian mempunyai
variasi yang sama (homogen). Data dinyatakan homogen apabila nilai
signifikansi yang diperoleh lebih besar dari 0,05 (p> 0,05), sedangkan
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apabila data tidak homogen (p<0,05) uji beda pada independent t-test
menggunakan nilai - equal variances not assumed. Hasil uji
homogenitas (Lampiran 11) didapatkan nilai signifikansi pada semua
kelompok kecuali pada kelompok K-6 dengan P-6, dan K-12 dengan
P-12 didapatkan nilai (p<0,05) yang menunjukan bahwa data tersebut
tidak homogen.

5.2.3 Uji T-test

Uji T digunakan untuk mengetahui perbedaan rata-rata dua
kelompok data yang tidak berpasangan dengan syarat hasil uji statistik
parametrik yaitu data normal dan homogen. Pada uji ini, suatu data
dikatakan berbeda secara bermakna apabila nilai signifikansi p<0,05
pada interval kepercayaan 95%. Pada penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui perbedaan nilai rata-rata jumlah fibroblas dan ekspresi
seluler FGF-2 antara kelompok kontrol, kelompok perlakuan
pemberian gel ekstrak buah ciplukan 1%, dan kelompok perlakuan
pemberian triamcinolone acetonide pada hari ke-2, ke-6, ke-12, hasil
uji independent sample t-test sebagai berikut:

Gambar 5.4 Diagram Hasil Uji independent T-test Jumlah Rata-Rata
Fibroblas

Mean

2 6 12
Time (days)

Keterangan:
A.  **Sig. (2-tailed) : p<0,01 (Sangat Signifikan)
B.  *Sig. (2-tailed) : p<0,05 (Signifikan)



Berdasarkan gambar (5.4) diatas, pada hari ke-2 didapatkan
perbedaan yang sangat signifikan jumlah rata-rata fibroblas antara
kelompok kontrol dengan kelompok physalis dan pada kelompok
physalis dengan kelompok triamcinolone, sedangkan pada kelompok
kontrol dengan kelompok triamcinolone tidak didapatkan perbedaan
yang signifikan. Pada hari ke-6 didapatkan perbedaan yang signifikan
jumlah rata-rata fibroblas pada kelompok physalis dengan kelompok
triamcinolone dan pada kelompok kontrol dengan kelompok
triamcinolone, sedangkan pada kelompok kontrol dengan kelompok
physalis tidak didapatkan perbedaan yang signifikan. Pada hari ke-12
hanya pada kelompok physalis dan kelompok triamcinolone yang
didapatkan perbedaan yang signifikan.
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Gambar 5.5 Diagram Hasil Uji independent T-test Jumlah Rata-Rata

FGF-2
20— N mm K
lﬁ * %k k *k : P
16- B = Pt
=
3 10 it
=
] |l|
0- T T T
2 6 12
Time (days)

Keterangan:
A.  **Sig. (2-tailed) : p<0,01 (Sangat Signifikan)
B.  *Sig. (2-tailed) : p<0,05 (Signifikan)

Berdasarkan gambar (5.5) FGF-2 pada masing-masing
kelompok perlakuan. Pada hari ke-6 didapatkan perbedaan yang
sangat signifikan jumlah rata-rata FGF-2 antara kelompok kelompok
kontrol dengan kelompok physalis, dan pada kelompok physalis
dengan kelompok triamcinolone, sedangkan pada kelompok kontrol
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dengan kelompok triamcinolone tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan. Pada hari ke-12 didapatkan perbedaan yang sangat
signifikan pada kelompok physalis dengan kelompok triamcinolone,
dan ditemukan perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dengan
kelompok physalis, sedangkan pada kelompok kontrol dengan
kelompok triamcinolone tidak didapatkan perbedaan yang signifikan.

5.2.4 Uji Korelasi Pearson dan Uji Regresi Linear

Uji regresi linear dilakukan untuk mengetahui arah hubungan
dengan melihat nilai koefisien regresi dan nilai korelasi pearson
digunakan untuk mengetahui kekuatan hubungan antara waktu dan
respon serta hubungan jumlah fibroblas dengan ekspresi FGF-2 pada
kelompok kontrol, kelompok perlakuan physalis, kelompok
triamcinolone, hari ke-2, ke-6, ke-12. Suatu data dikatakan
berhubungan secara bermakna apabila nilai signifikansi (p< 0,05).
Koefisien regresi bernilai positif berarti hubungan yang didapatkan
searah - sedangkan bernilai negatif berarti hubungan tersebut
berbanding terbalik, nilainya berkisar antara -1 sampai dengan +1, dan
interprestasi nilai R adalah 0,80-1,000 (sangat kuat); 0,60-0,799 (kuat);
0,40-0,599 (cukup kuat); 0,20-0,399 (rendah); 0,00-0,199 (sangat
rendah) (Bertan, 2016; Astuti, 2017).

Hasil uji korelasi pearson dan regresi pada penelitian ini adalah
sebagai berikut :

Tabel 5.3 Hasil Uji Korelasi Pearson dan Uji Regresi Hubungan
Waktu dan Respon-Jumlah Fibroblas

Korelasi Pearson Koefisien

ooy (R) regresi
K 0,502 -0,682
P 0,704* -2,232
Pt 0,595 -0,412

Keterangan:
*correlation significant : p<0,05 (Signifikan)



Berdasarkan tabel diatas (Tabel 5.3) dapat disimpulkan pada
kelompok K didapatkan hubungan dengan arah koefisien regresi
negatif (-0,682) yang cukup kuat (R=0,502) menunjukan bahwa setiap
penambahan 1 hari pemberian gel tanpa ekstrak buah ciplukan dapat
menurunkan jumlah fibroblas sebanyak 0,682. Pada kelompok P
didapatkan hubungan yang signifikan dengan arah koefisien regresi
negatif (-2,232) yang kuat (R=0,704) menunjukan bahwa setiap
penambahan 1 hari pemberian gel ekstrak buah ciplukan dapat
menurunkan jumlah fibroblas sebanyak 2,232. Pada kelompok T
didapatkan hubungan dengan arah koefisien regresi negatif yang
cukup kuat (R=0,595) menunjukan bahwa setiap penambahan 1 hari
pemberian gel triamcinolone dapat menurunkan jumlah fibroblas
sebanyak 0,412. Diagram arah hubungan dapat dilihat pada (lampiran
11).
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Tabel 5.4 Hasil Uji Korelasi Pearson dan Uji Regresi Hubungan
Waktu dan Respon Jumlah FGF-2

Kelompok | Korelasi Pearson Koefisien

(R) regresi
K 0,855** -0,187
P 0,764* -0,770
Pt 0,263 0,05

Keterangan:
**correlation significant : p<0,01 (Sangat Signifikan)
*correlation significant : p<0,05 (Signifikan)

Berdasarkan tabel diatas (Tabel 5.4) dapat disimpulkan pada
kelompok kontrol (K) hubungan dengan arah koefisien regresi negatif
(-0,187) yang sangat kuat (R=0,855) menunjukan bahwa setiap
penambahan 1 hari pemberian gel tanpa ekstrak buah ciplukan dapat
menurunkan jumlah FGF-2 sebanyak 0,187. Pada kelompok P
hubungan dengan arah koefisien regresi negatif (-0,770) yang kuat
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(R=0,764) menunjukan bahwa setiap penambahan 1 hari pemberian
gel ekstrak buah ciplukan dapat menurunkan jumlah FGF-2 sebanyak
0,770. Pada kelompok T didapatkan hubungan dengan arah koefisien
regresi positif (0,05) yang rendah (R=0,263) menunjukan bahwa
setiap penambahan 1 hari pemberian gel triamcinolone meningkatkan
jumlah FGF-2 sebanyak 0,05. Diagram arah hubungan dapat dilihat
pada (lampiran 11).
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Tabel 5.5 Hasil Uji Korelasi Pearson dan Uji Regresi Hubungan
Jumlah Fibroblas dengan Ekspresi FGF-2

Kelompok Korelasi Pearson Koefisien
(R) regresi
K 0,851** 0,137
P 0,943** 0,300
Pt 0,332 0,095

Keterangan:
**correlation significant : p<0,01 (Sangat Signifikan)

Berdasarkan gambar diatas (Tabel 5.5) pada kelompok K
didapatkan hubungan dengan arah koefisien regresi positif (0,137)
yang sangat kuat (R=0,851) menunjukan bahwa setiap penambahan
fibroblas pada pemberian gel tanpa buah ciplukan meningkatkan
jumlah FGF-2 sebanyak 0,137. Pada kelompok P didapatkan
hubungan dengan arah koefisien regresi positif (0,300) yang sangat
kuat (R=0,943) menunjukan bahwa setiap penambahan fibroblas pada
pemberian gel buah ciplukan meningkatkan jumlah FGF-2 sebanyak
0,300. Pada kelompok Pt didapatkan hubungan dengan arah koefisien
regresi positif (0,095) yang sangat rendah bahwa setiap penambahan
fibroblas pada pemberian gel triamcinolone meningkatkan jumlah
FGF-2 sebanyak 0,332. Diagram arah hubungan dapat dilihat pada
(lampiran 11).
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5.3 Pembahasan

Tujuan penelitian ini yaitu untuk mempelajari pemberian
Triamcinolone acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis
angulata L.) terhadap jumlah fibroblas, dan ekspresi selular
Fibroblast Growth Factor-2 pada proses penyembuhan ulkus
traumatik mukosa labial tikus putih (Rattus norvegicus).
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a. Perbedaan Efek Pemberian Basis Gel dengan Gel Ekstrak
Buah Ciplukan (Physalis angulata L.) Terhadap Jumlah
Fibroblas, dan FGF-2

Hasil t-test antara pemberian basis gel (kelompok K) dengan
pemberian gel ekstrak buah ciplukan (kelompok P) menunjukan
perbedaan yang signifikan jumlah fibroblas pada hari ke-2 sedangkan
pada hari ke-6 dan ke-12 tidak ditemukan perbedaan jumlah fibroblas
yang signifikan. Hasil t-test pada kelompok kontrol dengan kelompok
Physalis juga menunjukan perbedaan jumlah FGF-2 yang signifikan
pada hari ke-2,ke-6 dan ke-12. Hal ini dikarenakan buah ciplukan
memiliki senyawa aktif yang mempunyai peran penting dalam proses
penyembuhan. Berdasarkan penelitian Brar dan Gupta (2017)
menggunakan metode HTPLC ditemukan bahwa buah ciplukan
mengandung senyawa aktif yang berperan sebagai antiinflamasi
seperti lupeol, ursolic acid, p-sitosterol, campesterol, withaferin-A,
dan emodin. Efek antiinflamasinya bekerja dengan cara menghambat
sitokin  pro-inflamasi  seperti TNF-a, IL-1, IL-6 sehingga
memperpendek fase inflamasi, mempercepat fase proliferasi dan
mempercepat fase maturasi (Beserra et al., 2019; Checker et al., 2012;
Chaetal., 2011; Valerio dan Awad, 2011; Dong et al., 2016; Shrimali
etal., 2013; Meng et al., 2010).
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b. Perbedaan Efek Pemberian Basis Gel dengan Triamcinolone
Acetonide Terhadap Jumlah Fibroblas dan FGF-2

Hasil t-test antara pemberian basis gel (kelompok K) dengan
pemberian triamciolone acetonide (kelompok Pt) didapatkan
perbedaan jumlah fibroblas yang signifikan pada hari ke-6 , sedangkan
pada hari ke-2 dan ke-12 tidak ditemukan perbedaan jumlah fibroblas
yang signifikan. Hasil pengujian T pada kelompok kontrol dengan
kelompok triamciolone acetonide juga didapatkan perbedaan jumlah
FGF-2 yang signifikan pada hari ke-2, sedangkan pada hari ke-6 dan
ke-12 tidak didapatkan perbedaan yang signifikan. Hal ini
menunjukan pemberian triamciolone acetonide memperlambat proses
penyembuhan  karena  triamciolone  acetonide  merupakan
glukokortikoid yang bekerja sebagai anti inflamasi dengan
menghambat sitokin pro inflamasi seperti TNF-a, IL-1, IL-6 (Fani et
al., 2012). Triamcinolone acetonide terbukti dapat menghambat
ekspresi VEGF, proliferasi fibroblast, dan dapat menginduksi atrofi
jaringan parut (Song et al., 2018). Berdasarkan penelitian Ariawan,
(2018) triamcinolone acetonide sering digunakan sebagai obat
antikeloid dengan menghambat inflamasi, proliferasi fibroblas,
maupun sintesis kolagen. Triamcinolone acetonide dapat mencegah
bekas luka dengan cara menghambat proliferasi fibroblas, dan jika
diberikan dalam dosis yang besar akan terdapat efek pada
pembentukan antibodi dalam proses penyembuhan (Unur et al., 2014).
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c. Perbedaan Efek Pemberian Triamcinolone Acetonide dengan
Gel Ekstrak Buah Ciplukan (Physalis angulata L.) Terhadap
Jumlah Fibroblas dan FGF-2

Kelompok pemberian triamciolone acetonide (kelompok Pt)
dengan pemberian gel ekstrak buah ciplukan (kelompok P) pada hari
ke-2, ke-6, dan ke-12 terdapat perbedaan rata-rata jumah fibroblas dan
ekspresi seluler FGF-2 yang signifikan.hal ini dapat terjadi karena
adanya senyawa aktif dalam buah ciplukan yaitu lupeol dan ursolid
acid yang dapat meningkatkan ekspresi FGF-2 sehingga dapat
merangsang proliferasi fibroblas. Hasil ini terkait dengan penelitian
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Beserra et al. (2019) yang mengisolasi kandungan lupeol dari batang
Bowdichia virgilioides Kunth didapatkan hasil bahwa lupeol dapat
meningkatkan ekspresi FGF-2 yang merangsang proliferasi fibroblas.
Lupeol telah ditemukan secara farmakologis efektif dalam mengobati
berbagai penyakit dengan berbagai rute pemberian yaitu topikal, oral,
intra peritoneal, dan intravena (Wal et al.,, 2015). Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa pengobatan topikal dengan lupeol
mempercepat penutupan luka yang mempercepat epitelisasi jaringan
dengan menginduksi pembentukan jaringan granulasi, meningkatkan
deposisi kolagen, dan menghambat infiltrasi makrofag (Harish et al.,
2008). Dalam penelitian Naika et al. (2016) pada luka insisi tikus yang
diobati menggunakan ursolid acid, dilihat dari histologi jaringan
granulasi menunjukan penyembuhan total dengan peningkatan
fibroblas, peningkatan signifikan jaringan kolagen, peningkatan
jaringan tensile strength dari jaringan granulasi. Pemberian ursolid
acid dapat mempercepat proses epitelisasi (Agra et al., 2015).

d. Pengaruh Waktu dalam Proses Penyembuhan Luka Terhadap
Jumlah Fibroblas dan FGF-2

Hasil uji korelasi pearson didapatkan hubungan waktu dan
respon fibroblas dan FGF-2 dengan arah korelasi negatif (Tabel 5.3
dan Tabel 5.4) pada semua kelompok perlakuan penunjukan semakin
lama perlakuan dapat menurunkan jumlah fibroblas dan FGF-2,
kecuali pada kelompok triamcinolone semakin lama perlakuan dapat
meningkatkan jumlah FGF-2 dengan hubungan korelasi yang rendah.
Hal ini sesuai dengan pathogenesis penyembuhan luka dimana
fibroblas mulai berproliferasi pada area luka dimulai pada hari ke-3
dan akan terus meningkat hingga puncaknya pada hari ke-7
(Khoswanto et al., 2010). Proliferasi sel fibroblas dari jaringan ikat
didapatkan jumlah yang maksimal pada hari ke-7 dalam proses
penyembuhan luka (Ardiana et al., 2015). Berdasarkan penelitian
Sabirin et al. (2013) pada pengamatan jumlah fibroblas pada hari ke
14 didapatkan jumlah sel rata-rata pada sediaan perlakuan sedikit lebih
banyak daripada kelompok kontrol, beberapa sel fibroblas terutama
pada kelompok perlakuan sudah menunjukkan maturasi menjadi



fibrosit. Basic FGF-2 muncul sejak awal terjadinya luka mencapai
puncaknya pada hari ke-5 sampai hari ke-8 (Oentaryo et al., 2016).
Pada penelitian Puspasari et al. (2018) didapatkan hasil peningkatkan
ekspresi FGF-2 dan fibroblas hari ke-5 dan ke-7 pada kelompok
perlakuan. Pathogenesis penyembuhan luka dimana setelah luka
sembubh setelah hari ke-14, fibroblas dan makrofag (sel mononuclear)
akan mengalami apoptosis kemudian pertumbuhan kapiler berhenti,
aliran darah ke area luka dan aktiftas metabolik akan menurun
(Mahendra et al., 2019).
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e. Hubungan Antara Jumlah Fibroblas dengan FGF-2 pada
Proses Penyembuhan Luka

Hasil penelitian ini didapatkan hubungan yang signifikan
dengan arah korelasi positif pada kelompok K dan P menunujukan
peningkatan jumlah fibroblas diiringi dengan peningkatan jumlah
FGF-2, namun pada kelompok Pt tidak didapatkan hubungan yang
signifikan hal ini dikarenakan FGF-2 tidak hanya diekspresikan oleh
sel fibroblas namun juga diekspresikan oleh sel makrofag, dan sel
endotel (Park et al., 2017). Basic FGF berfungsi melalui interaksi
dengan reseptor permukaan di endotel, dan di dalam sel endotel
terdapat banyak FGFR1 yang mengatur hemostasis dan penyembuhan
luka dengan mengaktifkan  sinyal diferensiasi, proliferasi,
angiogenesis (Jetten et al., 2013; sohl, 2015). Basic FGF merupakan
kunci utama untuk mempercepat penyembuhan luka dengan
merangsang proliferasi fibroblas, menginduksi neovaskularisasi, dan
meningkatkan sintesis kolagen (Matsumo et al., 2013). Dalam
penelitian Ola et al. (2018) telah diamati bahwa bFGF memiliki
aktivitas potensial paling efektif untuk angiogenesis, di mana bFGF
telah diterapkan pada fase awal proses penyembuhan luka terdapat
banyak kapiler baru yang terbentuk di sekitar area luka, dan
terbentuknya serat kolagen dalam jaringan granulasi yang lebih cepat,
ini menjelaskan fakta bahwa FGF adalah salah satu faktor paling
mendasari proliferasi sel fibroblas, pembuluh darah, re-epitelisasi.
Hasil penelitian Jetten et al., (2013) yang memblokir jalur persinyalan
FGF (M2) secara in vitro didapatkan penurunan yang sangat
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signifikan dalam pembentukan tabung terdeteksi ketika persinyalan
FGF-2 dihambat, hal ini menunjukkan bahwa pensinyalan FGF-2
berkontribusi terhadap angiogenesis yang diinduksi makrofag tipe 2
(M2).
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh
kesimpulan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara
pemberian triamcinolone acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan
(Physalis angulata L.) 1% terhadap jumlah fibroblas dan ekspresi
seluler FGF-2 pada proses penyembuhan ulkus traumatik mukosa
labial tikus putih. Sehingga hipotesis pada penelitian ini dapat diterima.
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6.1  Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai
perbedaan pemberian perbedaan pemberian triamcinolone acetonide
dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.) terhadap
jumlah - fibroblas ~dan ekspresi seluler FGF-2 pada proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih  (Rattus
novergicus), dapat disimpulkan bahwa :

1. Terdapat perbedaan signifikan antara pemberian triamcinolone
acetonide dengan gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata
L.) 1% terhadap jumlah fibroblas dan ekspresi seluler FGF-2
pada proses penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus
putih (Rattus novergicus).

2. Terdapat hubungan dengan arah korelasi negatif terhadap waktu
dan respon jumlah fibroblas dan FGF-2, menunjukan semakin
lama perlakuan dapat menurunkan jumlah fibroblas dan jumlah
FGF-2.

3. Terdapat hubungan dengan arah korelasi positif terhadap waktu
dan respon jumlah FGF-2, menunjukan semakin lama
perlakuan jumlah FGF-2 mengalami peningkatan.

4. Terdapat hubungan jumlah fibroblas dengan jumlah ekspresi
seluler FGF-2 dengan arah korelasi positif pada semua
perlakuan, menunjukan peningkatan jumlah fibroblas seiring
dengan peningkatan jumlah ekspresi seluler FGF-2.

6.2 Saran

1. Penelitian ini tidak dilakukan uji toksisitas, oleh karena itu perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek samping dari
gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.) sebelum
dilakukan uji klinis pada manusia sebagai pengobatan medis.
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Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai growth factor
lain yang mempengaruhi proliferasi fibroblas dalam proses
penyembuhan ulkus traumatik mukosa labial tikus putih dengan
pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata L.).
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan
gel ekstrak buah ciplukan dalam sediaan topikal lain selain gel
seperti cream atau salep.
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