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Abstrak

Luka merupakan terjadinya gangguan pada struktur normal tubuh. Tubuh akan merespon melalui
proses penyembuhan luka. Kerusakan dan regenerasi jaringan memerlukan peran kolagen. Ketika
proses penyembuhan jaringan kolagen disintesis dan didepositkan oleh fibroblas. Daun ceremai
bermanfaat untuk penyembuhan luka karena mengandung senyawa aktif Terpenoid, Saponin dan
flavonoid. Tujuan penelitian untuk menetapkan potensi ekstrak daun ceremai (Phyllanthus acidus (L.)
Skeels) sebagai obat herbal terhadap penyembuhan luka tikus Wistar (Rattus norvegicus). Sepuluh
ekor tikus jantan dengan berat 200-300 gram dan usia 8-12 minggu dibagi ke dalam 2 kelompok,
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Luka pada gingiva bagian labial tikus dibuat sepanjang 5
mm dan kedalaman mencapai tulang alveolar. Ekstrak daun ceremai 100% diberikan pada kelompok
perlakuan topikal 2 kali sehari selama 7 hari. Akuades diberikan pada kelompok kontrol. Pengamatan
histologis (pewarnaan hematoksilin eosin) menunjukkan hasil rerata jumlah fibroblas pada kelompok
kontrol 20,4+1,3 dan kelompok perlakuan 31,0+3,3. Uji T tidak berpasangan menunjukkan nilai
signifikansi yakni 0,001 (p<0,05) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna jumlah fibroblas
pada penyembuhan luka antara ekstrak daun ceremai dibanding kontrol. Ekstrak daun ceremai
konsentrasi 100% mempunyai efek terhadap jumlah fibroblas pada luka gingiva tikus Wistar.
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Abstract

Injury is a disturbance in the normal structure of the body. The body will respond through the process
of wound healing. Tissue damage and regeneration require the role of collagen. When the healing
process of collagen tissue is synthesized and deposited by fibroblasts. Ceremai leaves are useful for
wound healing because they contain the active compounds Terpenoid, Saponin and flavonoids known.
The purpose of this study was to determine the effect of ceremai leaf extract (Phyllanthus acidus (L.)
Skeels) on wound healing of Wistar (Rattus norvegicus) wounds. 10 male rats weighing 200-300
grams and aged 8-12 weeks were divided into 2 groups, the treatment group and the control group.
The gingival wound in the labial part of the rat was made 5 mm long and the depth reached the
alveolar bone. Ceremai leaf extract was given to the topical treatment group 2 times a day for 7 days.
Aguades are given in the control group. Histological observations showed the average number of
fibroblasts in the control group was 20.4 + 1.3 and the treatment group was 31.0 + 3.3. The unpaired
T test showed a significance value of 0.001 (p <0.05), indicating that there was a significant
difference in the number of fibroblasts in wound healing between ceremai leaf extract compared to
controls. The 100% concentration of ceremai leaf extract had an effect on the number of fibroblasts in
the gingival wound of Wistar rats.
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PENDAHULUAN

Luka diartikan sebagai terganggu dan
rusaknya struktur serta fungsi normal dari suatu
struktur tubuh. ? Luka dapat diklasifikasikan
berdasarkan  banyak aspek. Berdasarkan
struktur yang terlibat luka beragam dimulai dari
yang sederhana seperti hilangnya integritas
epitel kulit sampai terjadinya kerusakan
struktur lain seperti tulang.? Terdapat banyak
penyebab terjadinya luka, salah satunya adalah
prosedur perawatan gigi dan mulut seperti
ekstraksi, insisi, dan lainnya. Saat mengalami
luka, usaha untuk penyembuhan luka tubuh
akan memberikan respon.? Proses
penyembuhan luka yang komplek dan dinamis
melibatkan beberapa proses koordinasi sel yang
terdiri dari pertama hemostasis, kedua proses
koagulasi, ketiga inisiasi respon mediator
inflamasi  akut, regenerasi, migrasi dan
proliferasi, serta keempat remodeling untuk
pembentukan kolagen sehingga mendapatkan
kembali kontinuitas anatomi dan fungsi struktur
tersebut.™ 2 *

Pembentukan kolagen dan sel epitel
merupakan proses penyembuhan luka. Kolagen
dibutuhkan untuk memperbaiki kerusakan dan
mengembalikan (meregenerasi  jaringan)
struktur dan fungsi struktur anatomi tubuh.
Fibroblas merupakan sel jaringan ikat berperan
mensintesis dan mendepositkan kolagen untuk
penyembuhan jaringan. Fibroblas berperan
penting dalam penyembuhan luka Kkarena
fibroblas berperan membentuk jaringan ikat
yang baru.>’" Herbal atau ekstrak bahan alami
telah banyak dipercaya dan diteliti dapat
digunakan sebagai bahan herbal topikal
penyembuh luka pada hewan coba.®

Salah satu tanaman yang berpotensi
adalah daun ceremai (Phyllanthus acidus (L.)
Skeels). Sebuah tanaman asli India yang secara
tradisional digunakan untuk menyembuhkan
beberapa  penyakit inflamasi®  Menurut
penelitian Jagessar (2008) daun ceremai
(Phyllanthus acidus (L.) Skeels) mempunyai
daya antimikroba seperti antibakteri dan
antijamur.® Agen antibakteri mengurangi
kolonisasi dan infeksi bakteri luka, untuk
meningkatkan proses penyembuhan. Agen
antibakteri memperpendek periode peradangan,
untuk mempersingkat waktu penyembuhan.
Inflamasi merupakan respon pertama selama
masa penyembuhan sebagai mekanisme
pertahanan jaringan, durasi yang singkat pada
fase inflamasi dapat mempersingkat proses
penyembuhan luka. *°
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Pratiwi dkk. (2013) melaporkan bahwa
setelah uji fitokimia, kandungan ekstrak daun
ceremai (Phyllanthus acidus (L.) Skeels) yaitu
senyawa flavonoid, tanin, dan saponin.*
Menurut  Afifah dkk. (2013) kandungan
simplisia daun ceremai adalah flavonoid,
kuinon, polifenol, saponin, dan terpenoid.*
Triterpenoid dapat memodulasi ekspresi gen
pada kultur sel fibroblas.** Senyawa saponin
dipercaya membantu proses penyembuhan luka
melalui  pembentukan kolagen.** Flavonoid
dapat meningkatkan pembentukan kekuatan
dari serat kolagen yang diperlukan dalam
penyembuhan  luka.®° Senyawa  saponin,
flavonoid, tanin dapat dijadikan obat topikal
penyembuh luka karena mempunyai sifat
antibakteri dan antijamur sehingga dapat
mempercepat penyembuhan luka.** Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui potensi ekstrak
daun  ceremai  sebagai obat topikal
penyembuhan luka mukosa oral.

BAHAN DAN METODE

Semua prosedur telah disetujui oleh
Badan Etik Penelitian Fakultas Kedokteran
Gigi, Universitas Syiah Kuala untuk Perawatan
dan Penggunaan Hewan sebelum penelitian
dimulai. Nomor izin etis 011 / KE / FKG /
2020.

Ekstraksi Ekstrak Daun Ceremai
(Phyllanthus acidus (L.) Skeels)

Daun ceremai (Phyllanthus acidus (L.)
Skeels) yang dipilih dan dipisahkan dari daun
rusak sehingga didapatkan daun ceremai
(Phyllanthus acidus (L.) Skeels) yang baik
sebanyak 1 kg.™® Daun ceremai (Phyllanthus
acidus (L.) Skeels) yang telah dikumpulkan
dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan
selama 7 hari dengan tidak terkena cahaya
matahari langsung.’® Setelah itu, daun yang
mengering dihaluskan menjadi serbuk daun
dengan bantuan blender atau grinder dan
disimpan di dalam air-tight container.’®
Selanjutnya serbuk daun diletakkan dalam flat
bottomed glass container dan direndam dengan
1 L metanol. Lalu ditutup dan dibiarkan selama
3 hari disertai sesekali dilakukan pengadukan
dan pengocokan. Hasil campurannya kemudian
difiltrasi menggunakan white cotton material
diikuti dengan filtrasi. Filtrat didapat dari
penguapan menggunakan Whatmann filter
paper dan ekstrak daun ceremai (Phyllanthus
acidus (L.) Skeels) didapat dari penguapan
dengan rotary vacuum evaporator.'®*’
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Tahapan Persiapan Tikus Wistar (Rattus
norvegicus)

Tikus putih galur Wistar (Rattus
norvegicus) jantan usia 8-12 minggu dan berat
200-300 gr diadaptasikan dengan lingkungan
laboratorium Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Syiah Kuala dengan cara
dikandangkan secara individual pada suhu
ruangan sekitar 25°C, ventilasi yang baik. Tikus
diberi makan dengan standart laboratory pellet
diet dan air secara ad libitum selama minimal 5
hari.®*® Tikus putih galur Wistar (Rattus
norvegicus) dipelihara dalam kandang yang
terbuat dari bahan plastik dengan alas sekam
serta kawat sebagai penutupnya. Kandang
tersebut dibersinkan minimal 2 kali dalam
seminggu.’®

Pembuatan Luka Insisi pada Gingiva Bagian
Labial Tikus Wistar (Rattus norvegicus)

Tikus coba dibagi menjadi dua
kelompok. Masing-masing kelompok terdiri
dari 5 ekor tikus Wistar (Rattus norvegicus)
jantan. Daerah yang dibuat perlukaan adalah
gingiva bagian labial di bawah kedua gigi
anterior mandibula. Pertama, semua tikus
dianestesi dengan menggunakan injeksi single
intramuskular 1-2 mg/kg xylazine
hydrochloride dan 10 mg/kg ketamine
hydrochloride.>'® Perlukaan dibuat pada
gingiva bagian labial di bawah kedua gigi
anterior mandibula menggunakan blade dan
scalpel sepanjang 5 mm dan kedalaman
mencapai tulang alveolar.*” %

Aplikasi Ekstrak Daun Ceremai
(Phyllanthus acidus (L.) Skeels) pada Luka
Insisi

Pada kelompok perlakuan diaplikasikan
ekstrak daun ceremai (Phyllanthus acidus (L.)
Skeels) secara topikal dengan kapas steril
sebanyak 100ul setiap harinya sampai hari ke-
7. Diaplikasikan 2 kali sehari selama 1 menit,
yaitu pada pagi hari dan sore hari yakni pukul
08.00 dan 16.00 selama 7 hari. Akuades
diaplikasikan pada kelompok kontrol.’ 2
Setelah selesai diberikan perlakuan, maka
semua tikus putih Wistar (Rattus norvegicus)
jantan kemudian dieutanasia dengan ether,
yakni kapas yang dibasahi dengan ether
diletakkan dalam satu wadah yang sesuai
dengan besar hewan cobanya.? Kemudian tikus
Wistar dimasukkan satu per satu ke dalam
wadah tersebut ditunggu hingga mati. Setelah
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dilakukan pemotongan jaringan maka tikus
Wistar dikuburkan.?

Pembuatan dan
Histologi

Bagian yang diberi perlakuan dilakukan
pemotongan jaringan dan difiksasi dengan cara
memasukkan potongan jaringan ke dalam
larutan Neutral Buffer Formalin (10%) selama
18-24 jam.*” selanjutnya jaringan dipotong
dengan ketebalan sekitar 2-3 mm. Perendaman
bertingkat, pertama dalam alkohol 70%
dilakukan selama 15 menit, selanjtnya alkohol
80% selama 1 jam, dan alkohol 95% selama 2
jam, 96% selama 1 jam dan alkohol 100%
selama 3 jam. Perendaman dalam larutan xylol
(clearing) dialkukan sebanyak 3 kali pada
wadah yang berbeda dengan rentang waktu 1
jam, 2 jam dan 2 jam pada perendaman
terakhir. Setelah itu jaringan diinfiltrasi dengan
menggunakan paraffin selama 1,5 jam.!" %
Selanjutnya dilakukan penanaman jaringan
pada paraffin block dan pemotongan jaringan
dengan menggunakan mikrotom  dengan
ketebalan 5mikron.** Kemudian jaringan
diletakkan pada water bath. Selanjutnya,
potongan jaringan dipindahkan ke object glass
yang sebelumnya telah dioleskan
albumingliserin sebagai perekat didiamkan
selama 12 jam.? ?* Lalu dimasukkan ke dalam
2 tabung larutan xylol selama 2-3 menit,
kemudian 4 tabung alkohol masing-masing
selama 3 menit, dan air mengalir sampai bersih.
Setelah itu dilakukan pewarnaan preparat
dengan menggunakan pewarnaan hematoxylin
eosin (HE) dengan 3 tahap yaitu pewarnaan,
dehidrasi  dan  penjernihan.  Pewarnaan
dilakukan dengan pewarna utama hematoxylin
selama 10-15 menit, cuci dengan air mengalir
selama 20 menit, celupkan ke dalam acid
alcohol, celupkan ke dalam air dan lakukan
dengan pewarna pembanding dengan eosin 10-
15 menit. Dehidrasi dilakukan dengan
menggunakan alkohol 70%, 80%, 96%, dan
100% masing-masing selama 2-3 menit.
Penjernihan dilakukan dengan larutan xylol
selama 60 menit dan diulangi agar hasil
pewarnaan dapat terlihat dengan jelas. Sediaan
preparat dikeringkan dan ditetesi dengan
perekat permount dan kemudian ditutup dengan
cover glass dan ditunggu beberapa menit
hingga perekatnya mengering.'” 2 Preparat
dapat diamati dengan menggunakan mikroskop
dengan pembesaran 400x dan pengamatan
dengan 5 lapangan pandang untuk melihat

Pengamatan Preparat
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jumlah fibroblas yang ada.”> # Pengamatan dan
perhitungan dengan 5 lapangan pandang adalah
melakukan perhitungan sebanyak 5 Kkali
pergantian lapangan pandang berbeda yang
tampak dalam lensa objektif dengan cara
menggeser lensa ke bagian atas, tengah dan
bawah preparat. Kemudian hasilnya
dijumlahkan dan diambil nilai rata-ratanya
untuk mendapatkan jumlah fibroblas setiap
preparat.”>?’

HASIL

Pengamatan dan perhitungan jumlah
fibroblas pada preparat dilakukan dengan
menggunakan mikroskop Olympus BX 41
dengan 400x pembesaran dan 5 lapangan
pandang setiap preparat. Pengamatan ini
dilengkapi dengan kamera digital DP-12. Data
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hasil perhitungan
menunjukkan nilai rata-rata luka tikus
kelompok perlakuan sebanyak 31,0+3,3.
Sementara luka tikus kelompok kontrol
mempunyai rata-rata jumlah fibroblas sebanyak
20,4+1,3. Berdasarkan pengamatan histologi
yang dilakukan, menunjukkan bahwa jumlah
fibroblas pada kelompok perlakuan lebih
banyak dibandingkan dengan pada kelompok
kontrol.

jumlah fibroblas

Tabel 1. Hasil Nilai Rata-Rata Jumlah Fibroblas

Variabel Kelompok Mean+SD
Jumlah Fibroblas | Perlakuan 31,0+3,3
Kontrol 20,4+1,3

Gambar 1. Gambaran Histologi Fibroblas (menggunakan pewarnaan HE) pada Kelompok Kontrol (A) dan
Kelompok Perlakuan (B) Diamati menggunakan mikroskop cahaya (pembesaran 400x)

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini didapatkan dengan
menghitung rerata jumlah fibroblas. Pada
kelompok kontrol rerata jumlah fibroblas
adalah 20,4+1,3. Rerata jumlah fibroblas pada
kelompok perlakuan, yaitu 31,0+£3,3. (Tabel 1.)
Analisis uji t tidak berpasangan didapat nilai
p=0,001 (p<0,05) menunjukkan terdapat
perbedaan bermakna antara jumlah fibroblas
kelompok kontrol dibandingkan  dengan
kelompok perlakuan. Hal ini sesuai dengan
hasil penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Pradita (2013) mengenai periodontal
dressing dengan kandungan epigallocathechin
gallate teh hijau meningkatkan sel fibroblas
setelah perlukaan gingiva yang menyimpulkan
bahwa rerata jumlah fibroblas pada kelompok
perlakuan  lebih  banyak  dibandingkan
kelompok  kontrol  dikarenakan terdapat

senyawa aktif yang diperlukan dalam
penyembuhan  luka.®®  Sementara  pada
kelompok kontrol hanya diaplikasikan akuades.

Proses penyembuhan luka terjadi secara
teratur  bertujuan untuk  mengembalikan
keutuhan jaringan yang telah rusak.?® Proses
penyembuhan luka dipengaruhi juga oleh
jaringan dan jenis luka.* Penyembuhan primer
terjadi pada luka yang tidak terinfeksi, bersih,
dan luka segera melekat dengan bantuan
jahitan.  Luka mengalami  penyembuhan
sekunder jika penyembuhannya berjalan secara
alami, jaringan granulasi dan epitel akan
mengisi bagian jaringan yang terluka.?® *°

Pada kelompok kontrol tetap terjadi
penyembuhan luka karena proses penyembuhan
yang berlangsung adalah proses penyembuhan
yang normal, yakni mengalami fase hemostasis,
inflamasi, proliferasi dan remodeling. Setelah

Cakradonya Dental Journal p-1SSN: 2085-546X; e-1SSN: 2622-4720.

Awvailable at http://www.jurnal.unsyiah.ac.id/CDJ


http://www.jurnal.unsyiah.ac.id/CDJ

terjadi dilatasi pembuluh darah daerah luka,
maka sel darah putih (neutrofil, eosinofil),
monosit, makrofag sebagai sel inflamasi akut
bermigrasi ke jaringan luka.®** Fase ini
merupakan fase inflamasi dimana neutrofil dan
makrofag merupakan sel dominan yang
berperan untuk memfagosit mikroorganisme
dan sel-sel mati.*® Kemudian makrofag,
limfosit, dan trombosit merangsang
pembentukan fibroblas dengan mensekresikan
sitokin (IL-1 dan TNF) dan faktor pertumbuhan
seperti TGF-B, bFGF, PDGF. PDGF (platelet-
derived growth factor) menginduksi migrasi
dan proliferasi fibroblas, sel otot polos dan
monosit. bFGF (basic fibroblast growth factor)
memediasi makrofag dan fibroblas di bagian
terjadinya luka dan menginduksi tahapan untuk
angiogenesis. TGF- B (transforming growth
factor- ) menginduksi sintesis dan sekresi
PDGF, merangsang kemotaksis fibroblas dan
produksi kolagen.?®

Fibroblas adalah sel yang dominan dalam
fase proliferasi.®® Fibroblas bermigrasi dan
berproliferasi untuk membentuk jaringan ikat
baru dan  mensintesis  kolagen  yang
mempengaruhi tensile strength dan kekuatan
pada tempat penyembuhan luka.*®* Peningkatan
fibroblas pada kelompok perlakuan terjadi
disebabkan kelompok perlakuan diaplikasikan
ekstrak daun ceremai yang kandungannya
adalah senyawa aktif seperti flavonoid,
saponin, alkaloid, polifenol dan steroid.
Senyawa aktif ini dapat berpengaruh dalam
proses penyembuhan luka. Efek utama dari zat
aktif pada ekstrak tanaman yang mempunyai
potensi terhadap penyembuhan luka adalah zat
yang mempunyai aktivitas antimikroba, zat
yang bermanfaat sebagai antioksidan, serta
komponen aktif yang meningkatkan proliferasi
sel, angiogenesis, produksi kolagen.**

Senyawa vyang dikenal mempunyai
kemampuan sebagai antioksidan adalah
polifenol dan flavonoid.*** Senyawa yang
berperan sebagai antioksidan dapat mencegah
terjadinya kerusakan atau nekrosis jaringan
dengan cara meningkatkan vaskularisasi dan
menghambat lipid peroksidasi. Terhambatnya
lipid peroksidasi diketahui dapat meningkatkan
kekuatan serabut kolagen dengan meningkatkan
sintesis DNA pembentuk kolagen tersebut,
yakni IGF-1 (insulin-like growth factor) yang
berperan sebagai mediator proliferasi fibroblas
dan sintesis kolagen. ***3" Flavonoid diketahui
dapat menghambat TNF-a yang berperan dalam
apoptosis sel fibroblas.* Selain itu, flavonoid
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mempunyai daya antibakteri yang berfungsi
sebagai kontrol infeksi dari mikroorganisme.®

Alkaloid  diketahui  dapat  menstimulasi
fibroblas sehingga meningkatkan produksi
kolagen.*

Steroid merupakan senyawa

antiinflamasi.  Aktivitas antiinflamasi dapat
mencegah terjadinya inflamasi yang
berkepanjangan, sehingga mempercepat
penyembuhan luka.*” Saponin adalah senyawa
aktif yang juga mempunyai aktivitas sebagai
antioksidan dan antimikroba. Selain itu,
saponin  dapat meningkatkan  proliferasi
fibroblas dan sintesis matriks ekstraseluler yang
baru yang berkaitan dengan pembentukan
kolagen tipe 1 dan 1. Menurut Kanzaki
(1998), saponin mempengaruhi dan
meningkatkan sintesis dari TGF- B. TGF- B
dilepaskan oleh platelet, makrofag, dan limfosit
T dan berfungsi sebagai sinyal utama yang
meregulasi fungsi fibroblas sehingga jumlah
fibroblas meningkat.*

KESIMPULAN

Berdasar penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa ekstrak daun ceremai
(Phyllanthus acidus (L.) Skeels) berpotensi
sebagai bahan herbal topikal penyembuh luka
mukosa oral, seperti tampak dari studi ini
berdasarkan perbedaan signifikan jumlah
fibroblas pada luka gingiva tikus Wistar (Rattus
norvegicus) yang diaplikasikan ekstrak daun
ceremai.
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