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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK KULIT DELIMA SECARA ORAL
TERHADAP KADAR IL-6, VEGF DAN JUMLAH KOLAGEN

(Studi Eksperimental pada Tikus Jantan Galur Sprague Dawley yang diberi luka
bakar derajat I1)

Risyaningsi Sangkota *, Chodidjah?, Atina Hussaana®
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang

ABSTRAK

Latar Belakang : Penyembuhan luka bakar merupakan proses yang kompleks.
Perawatan dan rehabilitasi luka bakar memerlukan ketekunan, biaya mahal, tenaga
terlatih dan terampil. Oleh karena itu, diperlukan terobosan untuk mengatasi
masalah ini dengan cara yang efektif, aman, dan terjangkau. Salah satu alternatif
terobosannya adalah dengan menggunakan bahan-bahan alami seperti Kulit
delima. Tujuan : Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit delima
secara oral terhadap kadar IL-6, VEGF dan jumlah kolagen pada tikus jantan
galur sprague dawley yang diberi luka bakar derajat Il. Metode : Penelitian
menggunakan ekperimental dengan pendekatan post test only control group
design. Subyek penelitian berjumlah 24 ekor tikus jantan galur sprague dawley
yang dibagi secara acak menjadi 4 kelompok. Kelompok K, P1, P2, dan P3.
Kelompok P1, P2, dan P3 diberi luka bakar derajat Il dan pemberian ekstrak kulit
delima dengan dosis 54, 108, 162 mg/200 gr BB. Pada hari ke 3 dilakukan
pemeriksaan IL-6 di PSPG UGM dan hari ke 7 dilakukan terminasi dan dilakukan
pemeriksaan VEGF dan jumlah kolagen di SSCR FK UNISSULA pada Januari 2022.
Hasil : Uji One Way Anova menunjukkan kadar IL-6, VEGF dan jumlah kolagen
pada antar kelompok terdapat perbedaan signifikan dengan masing-masing nilai
p=0.000, p=0.029 dan p=0.000 (p<0,05). Kesimpulan: Pemberian ekstrak kulit
delima dengan dosis 54, 108, 162 mg/200 gr BB dapat menurunkan kadar IL-6,
meningkatkan VEGF, dan meningkatkan jumlah kolagen pada tikus jantan galur
sprague dawley yang diberi luka bakar derajat I1.

Kata Kunci : kulit delima, Interleukin-6, VEGF, jumlah kolagen
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EFFECT OF POMEGRANATE SKIN EXTRACT IN ORAL ON LEVELS
OF IL-6, VEGF AND COLLAGEN COUNT

(Studi Eksperimental pada Male Rat Sprague Dawley who was given grade Il
burns)

Risyaningsi Sangkota *, Chodidjah?, Atina Hussaana®
Faculty of Medicine Sultan Agung Islamic University Semarang

ABSTRACT

Background: Burns healing is a complex process. Treatment and rehabilitation
of burns requires perseverance, expensive costs, trained and skilled personnel.
Therefore, a breakthrough is necessary to address this problem in an effective,
safe, and affordable way. One of the breakthrough alternatives is to use natural
ingredients such as pomegranate peel. Purpose: To find out the effect of oral
pomegranate skin extract on IL-6, VEGF and collagen levels in male mice of
sprague dawley strains that were given grade Il burns. Method: Research uses
experimental with posttest only control group design approach. The study subjects
numbered 24 male rats of Sprague Dawley strain which was randomly divided
into 4 groups. Groups K, P1, P2, and P3. The P1, P2, and P3 groups were given
grade Il burns and pomegranate skin extracts at doses of 54, 108, 162 mg/200
gram of body weight. On the 3rd day, IL-6 examination was conducted at PSPG
UGM and the 7th day was terminated and VEGF examination and collagen
amount was carried out at SSCR FK UNISSULA in January 2022. Results: The
One Way Anova test showed levels of IL-6, VEGF and the amount of collagen in
between groups there were significant differences with each p = 0 value. 000,
p=0.029 and p=0. 000 (p<0.05). Conclusion: Administering pomegranate skin
extract at doses of 54, 108, 162 gram of body weight can lower IL-6 levels,
increase VEGF, and increase the amount of collagen in male mice of Sprague
dawley strains given grade Il burns.

Keywords : pomegranate skin, Interleukin-6, VEGF, amount of collagen



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka bakar merupakan suatu kerusakan jaringan yang disebabkan
oleh paparan atau kontak dengan sumber panas seperti api, air panas, minyak
panas, listrik, bahan kimia dan radiasi.! Luka bakar menyebabkan kerusakan
jaringan kulit yang memicu reaksi inflamasi dengan melepaskan mediator
proinflamasi khususnya Interleukin-6 (IL-6). Penanganan dalam penyembuhan
luka bakar antara lain mencegah infeksi dan memberi kesempatan sisa-sisa sel
epitel untuk berpoliferasi dan menutup permukaan luka. Fase proliferatif dari
penyembuhan luka memiliki ciri khas yang ditandai dengan angiogenesis
dimulai dari respon Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) hingga
pembentukan kolagen.? Perawatan dan rehabilitasi luka bakar memerlukan
ketekunan, biaya mahal, tenaga terlatin dan terampil. Penggunaan antibiotik
sebagai obat luka bakar dapat menimbulkan resistensi obat, sehingga
diperlukan alternatif lain pemanfaatan tanaman obat seperti kulit Delima.
Kulit Delima mempunyai kandungan polifenol, kandungan anti-inflamasi, dan
aktivitas anti-bakteri yang tinggi, namun belum diketahui efeknya terhadap
kadar I1L-6, VEGF, dan kolagen.

World Health Organization (WHO) melaporkan bahwa luka bakar
berada di peringkat 9 dari kasus kematian di dunia, untuk orang berusia 5-14

tahun dengan perkiraan 41.575 kematian, 15 untuk orang berusia 15— 29 tahun



dengan perkiraan 49.067 kematian, dan ke-15 untuk orang-orang berusia 0—4
tahun dengan perkiraan 62.655 kematian. Besar kematian luka bakar
diperkirakan 5% dari semua cedera paling umum peringkat 7 di dunia.’
Berdasarkan Riset Kesehatan Dasar (RISKESDAS) 2013, prevalensi luka
bakar di Indonesia sebesar 0,7%. Prevalensi tertinggi terjadi pada usia 1-4
tahun. Kementerian Kesehatan pada tahun 2015 mencatat adanya trauma luka
bakar berada di urutan ke-6 untuk cedera yang tidak disengaja dengan total
7,7%.

Delima memang sudah dikenal luas olen masyarakat Indonesia
sebagai obat tradisional karena dipercaya mengandung zat-zat tertentu.
Beberapa penelitian telah mengungkapkan tingginya kandungan polifenol,
aktivitas antioksidan, kandungan anti-inflamasi, dan aktivitas anti-bakteri yang
tinggi pada delima.* Penelitian yang dilakukan oleh Krisna menyebutkan
bahwa zat aktif punicalagin, ellagic acid, gallic acid, urolithin A/B, granatin
A/B dan delphinidin dari bunga, biji, kulit, mesocarp (kulit dalam) dan
keseluruhan buah delima terbukti mampu menurunkan kadar IL-6 pada
penyakit dengan patofisiologi inflamasi.> Penelitian lain yang dilakukan oleh
Soejanto menyatakan bahwa krim ekstrak buah delima merah dapat
menghambat penurunan jumlah kolagen dermis kulit mencit yang dipapar
sinar ultraviolet B.® Penelitian yang dilakukan Puspitasari juga menunjukkan
bahwa terdapat pengaruh ekstrak etanol biji delima merah kosentrasi 40%

terhadap waktu penyembuhan luka pada tikus strain wistar.’



Kerusakan jaringan kulit yang disebabkan oleh luka bakar
menghasilkan sejumlah besar sel apoptosis dan nekrotik. Jaringan nekrotik
dan jaringan sekitarnya yang ikut mengalami kerusakan, menjadi pemicu bagi
tubuh untuk melepaskan berbagai Damage Associated Molecular Patterns
(DAMPs), seperti DNA terekspos, Reactive Oxygen Species (ROS), ATP, dan
N-formil peptida yang menginduksi produksi sitokin pro-inflamasi seperti IL-
6 dalam mempertahankan respon inflamasi.> Setelah luka bakar terjadi,
produksi kolagen secara bertahap meningkat, neutrofil bermigrasi ke jaringan
yang rusak untuk memfagosit mikroba dan substansi asing, dilanjutkan
pembentukan ulang jaringan untuk perbaikan dan regenerasi jaringan.® Kulit
Delima juga mengandung polifenol yang berperan dalam membantu proses
penyembuhan luka (angiogenesis) dengan memperbaiki sel dan jaringan
epidermal dan dermal melalui vaskular endothelial growth factor (VEGF).
Namun secara spesifik belum ada penelitian yang mengungkapkan bagaimana
keefektifan delima dalam mengobati luka bakar, terutama dalam hal
mempengaruhi kadar IL-6, VEGF, dan jumlah kolagen, sehingga hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi sebuah alternatif baru yang
mendukung pengobatan terhadap luka bakar secara oral, dimana delima
memiliki fungsi sebagai bahan obat tradisional yang terstandar, teruiji,
terjangkau, serta memiliki efek samping minimum. Penelitian ini akan melihat
pengaruh pemberian esktrak kulit delima secara oral terhadap kadar
interleukin-6 (IL-6), VEGF dan kolagen pada tikus jantan galur Sprague

Dawley yang diberi luka bakar derajat 11.



1.2 Perumusan Masalah
Bagaimana pengaruh pemberian esktrak kulit delima secara oral
terhadap kadar interleukin-6 (IL-6), VEGF dan jumlah kolagen pada tikus

jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat 11 ?

1.3 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian esktrak kulit delima secara
oral terhadap kadar interleukin-6 (IL-6), VEGF dan jumlah kolagen pada tikus

jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat 11.

1.4 Tujuan Khusus

1.4.1 Mengetahui dan menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit delima
secara oral dengan dosis 54 mg, 108 mg, 162 mg /200gr BB terhadap
kadar interleukin-6 (IL-6) pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang
diberi luka bakar derajat 1.

1.4.2 Mengetahui dan menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit delima
secara oral dengan dosis 54 mg, 108 mg, 162 mg /200gr BB terhadap
VEGF pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar
derajat II.

1.4.3 Mengetahui dan menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit delima
secara oral dengan dosis 54 mg, 108 mg, 162 mg /200gr BB terhadap
jumlah kolagen pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka

bakar derajat II.



1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Manfaat Teoritis

Dapat menjawab pengaruh pemberian ekstrak kulit delima secara oral

terhadap kadar interleukin-6 (IL-6), VEGF dan jumlah kolagen pada tikus

jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat Il sebagai

pengembangan ilmu.

1.5.2 Manfaat Praktis

Mengembangkan pemanfaatan pemberian ekstrak kulit delima secara oral

sebagai salah satu obat alternatif dalam penyembuhan luka bakar.

1.6 Originalitas Penelitian

Originalitas penelitian menyajikan perbedaan dan persamaan bidang

kajian yang diteliti antara peneliti dengan peneliti-peneliti sebelumnya, untuk

menghindari adanya pengulangan kajian terhadap hal-hal yang sama dapat

dilihat dalam tabel 1.1.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti ~ Judul Penelitian

Metode
Penelitian

Hasil Penelitian

Krisna, Ariya Pengaruh Polifenol

Indra Delima

20215 (Punicagranatum L.)
Terhadap Kadar
Interleukin-6 Pada
Penyakit Yang
Melibatkan
Patofisiologi
Inflamasi

Systematic
literature review

Zat aktif punicalagin, ellagic
acid, gallic acid, urolithin A/B,
granatin A/B dan delphinidin
dari bunga, biji, kulit, mesocarp
(kulit dalam) dan keseluruhan
buah delima terbukti mampu
menurunkan kadar IL-6 pada
penyakit dengan patofisiologi
inflamasi yang meliputi
penyakit seperti inflamatory
bowel disease dan alzheimer’s,
kanker, penyakit metabolik dan
degeneratif antara lain
rheumatoid artritis, osteoartritis,
osteoporosis dan




atherosklerosis.

Lukiswanto,  Eyaluation of Penelitian Sediaan krim 10% SPE yang
etal 2019 wound healing Menggunakan - gjstandarisasi dengan 40% asam
potential of postest only  ellagic mempercepat
pomegranate control  group  penyembuhan luka bakar derajat
(Punica  granatum design dua pada tikus. Krim 10% SPE
L) whole fruit mempercepat pembentukan
extract on skin burn kolagen, mempercepat
wound in  rats reepitelisasi, serta membuat
(Rattus norvegicus) proses angiogenesis dan

inflamasi berjalan lebih baik
(tingkat rendah) dibandingkan
perlakuan lain.

Ke Ma, et al Evaluation of Penelitian Sediaan PHE secara topikal
2015 Wound Healing menggunakan - merupakan obat yang efektif
Effect of Punica postest only dan menjanjikan pada
granatum L Peel control group penyembuhan  luka  dalam
Extract on Deep design berbagai fase ditinjau dari sel
Second-Degree sel inflamasi, fibroblas serta
Burns in Rats kolagen, hasil MIC menunjukan
bahwa PHE efektif dalam
menghambat pertumbuhan

bakteri

sehingga perbedaan dari penelitian-penelitian pada tabel 1.1 adalah belum
ada yang meneliti tentang pengaruh pengaruh pemberian ekstrak kulit delima
secara oral terhadap kadar interleukin-6 (IL-6), VEGF dan jumlah kolagen tipe

pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat I1.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Interleukin — 6 (1L-6)
2.1.1 Pengertian IL-6
Interleukin-6 dikenal sebagai interferon-beta2 (IFN-52) dan
plasmacytoma growth factor (PGF). Interleukin-6 merangsang hepatosit untuk
memproduksi acute phase protein (APP) dan bersama cerebro spinal fluid
(CSF) merangsang progenitor di sumsum tulang untuk memproduksi
neutrophil. Interleukin-6 merangsang pertumbuhan dan deferensiasi sel B
menjadi sel mast yang memproduksi antibodi dalam imunitas spesifik dengan
mensintesis protein fase akut dalam hati, menginduksi proliferasi sel
pembentuk antibodi. Interleukin-6 merupakan sitokin proinflamasi pleiotropik
yang berperan memodulasi proses proliferasi, diferensiasi dan maturasi
progenitor hematopoetik serta berperan dalam aktifitas metabolik selular. °
Interleukin-6 disekresikan oleh sel T, makrofag, osteoblast,
pembuluh darah, sel-sel otot halus dalam tunika media. Sifat umum pada IL-6
antara lain pleitropi yaitu mempunyai lebih dari satu efek terhadap beberapa
jenis sel), fungsi autokrin (autoregulasi), dan fungsi parakrin yaitu dapat
meregulasi sel yang letaknya tidak jauh. Efek dari IL-6 yang tidak langsung
berupa menginduksi ekspresi reseptor untuk sitokin lain atau bekerja sama
dengan sitokin lain dalam merangsang sel (sinergisme), dan mencegah

ekspresi reseptor atau produksi sitokin (antagonisme). °



2.1.2. Kategori Sitokin
Sitokin dibagi menjadi tiga keluarga besar yaitu :1°

1. Sitokin proinflamasi (interleukin-1p, TNF-a, interleukin-6)

2. Sitokin anti inflamasi (interleukin-4, interleukin-10, interleukin-13)

3. Sitokin hematopoeitik (interleukin-3, interleukin-5)
2.1.3 Peran IL-6 terhadap Penyembuhan Luka

Interleukin-6 memiliki fungsi sebagai sitokin proinflamasi dan anti
inflamasi yang disekresikan sel T dan makrofag. Peran proinflamasi
interleukin-6 terjadi pada proses kronis, yang banyak tampak pada penyakit-
penyakit autoimun, contohnya psoriasis, rheumatoid arthritis, lupus, kusta dan
yang lainnya. Peningkatan kadar interleukin-6 terjadi pada kondisi peradangan
kronis, infeksi akut bakterial maupun viral, kondisi bakterimia, sehingga
kedua peran interleukin-6 tersebut menyebabkan peningkatan dari kadar IL-
6.11
Penelitian yang dilakukan oleh Lin et al terhadap tikus putih, 1L-6

berperan dalam proses penyembuhan luka. IL-6 memiliki peran penting di
dalam proses regulasi terhadap infiltrasi leukosit, angiogenesis, dan akumulasi
kolagen. Angiogenesis memiliki faktor seperti FGF-1 dan FGF-2 ketika terjadi
hipoksia ringan. FGF-2 bekerja dengan menstimulasi sel endotelial untuk
melepaskan aktivator plasminogen dan prokolagenase. Aktivator plasminogen
akan mengubah plasminogen menjadi plasmin dan prokolagenase untuk
mengaktifkan kolagenase, lalu akan terjadi digesti konstituen membran dasar.

Ekspresi kolagenase menghasilkan proses perbaikan jaringan pada matriks



ekstraselular dan juga memiliki peran penting dalam menginisiasi migrasi
keratinosit dalam proses penyembuhan luka.'?
2.1.4 Mekanisme Kerja Molekuler Interleukin-6

Interleukin-6 manusia memiliki berat molekul antara 21 hingga 28
kD, tergantung proses yang sedang berlangsung seperti glikosilasi dan
fosforilasi. Melalui proses inilah maka aktivitas biologi interleukin-6 dan
kehadirannya di jaringan yang spesifik bisa terjadi. Peptida interleukin-6
terdiri dari 212 asam amino dengan gen yang terletak pada kromosom 7p21
dengan jumlah 5 ekson dan 4 intron. Interleukin-6 disekresikan oleh berbagai
protein heterogen dengan berat molekul 19-70 kD, dengan bentuk isoform
yang dominan berkisar 23-30 kD. Polipeptida interleukin-6 berikatan dengan
protein pembawa yang berbeda contohnya albumin dan soluble interleukin-6
reseptor. 2

Limfosit T helper dibagi menjadi Thl yang menghasilkan sitokin
proinflamasi yang berfungsi mengaktifkan imunitas seluler dan imunitas non
spesifik seperti interferon-y (IFN-y), tumor necrosis factor-o. (TNF-a), tumor
necrosis factor-p (TNF-pB), juga disebut sebagai limfotoksin (LT), interleukin-1
(IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-12 (IL-12). Th2
menghasilkan sitokin anti inflamasi yang berfungsi mengaktifkan imunitas
humoral seperti interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (1L-10). 4

Reseptor interleukin-6 terdiri dari 2 molekul transmembrane, yaitu
interleukin-6R dan signal transucing subunit. Peran pleiotropik interleukin-6

ini baik sebagai agen proinflamasi dan anti inflamasi berkaitan dengan jalur
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klasik, yaitu interleukin-6R. Interleukin-6 secara normal diregulasi secara
ketat dan diekpresikan dalam jumlah yang sangat sedikit, kecuali pada kondisi
infeksi maupun trauma. Peran ganda dari IL-6 dapat disederhanakan menjadi
peran anti inflamasi interleukin-6 terjadi pada proses inflamasi akut yang
ditandai dengan peranan dari Th2. 1* Peningkatan asam lemak dan interleukin-
6 melalui sirkulasi hati menghasilkan peningkatan akumulasi lipid hati, hal ini
berkontribusi terhadap perkembangan lesi aterosklerotik oleh efek parakrin,

autokrin, dan endokrin.®

2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

2.2.1 Angiogenesis

Angiogenesis merupakan suatu proses pembentukan serta formasi
pembuluh darah sehingga angiogenesis memainkan peranan penting dalam
proses penyembuhan luka. Beberapa faktor — faktor angiogenik dan sitokin
yang berperan penting dalam pertumbuhan kapiler pembuluh darah baru
diantaranya Vascular Endothelial Growt Factor (VEGF), Fibroblast Growth
Factor (FGF), Tumor Necrosis Factor — alpha (TNF-a), Transforming
Growth Factor — beta (TGF-£8), dan Angiopoietins (Ang).1®

Proses angiogenesis pada penyembuhan luka meliputi beberapa
langkah diantaranya: vasodilatasi, degradasi membrana basalis, migrasi sel

endotel, dan proliferasi sel endotel.!’
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1. Vasodilatasi
Vasodilatasi merupakan salah satu proses unik dari VEGF dimana
bertujuan untuk meningkatkan permeabilitas vaskular. VEGF akan
menstimulasi Nitric Oxide Synthase (NOS) dan aktifitas Cyclooxygenase.
Vasodilatasi akan meningkatkan sensitifitas dari growth factors.

2. Degradasi membrana basalis
VEGF menginduksi faktor — faktor prokoagulan pada sel sendotel, seperti
faktor Von-Willebrand yang dapat memediasi adhesi dan agregasi dari
platelet. Platelet kemudian akan sintesis dan mengeluarkan VEGF lebih
banyak lagi. VEGF secara langsung mensekresi Interstitial collagenase
(MMP-1), Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP-1), dan Gelatinase
A (MMP-2). Keadaan vaskular lokal yang diinduksi oleh VEGF kemudian
akan memicu migrasi sel endotel. MMP-2 dapat medegradasi kolagen tipe-
IV, yang merupakan konstituen dari vaskuler membrane basalis,
sedangkan MMP-1 akan memecah kolagen tipe I-1l1l. Hasil dari
pemecahan proteolysis ini akan memecah membrana basalis dan matrix
ekstraselular dan memfasilitasi pergerakan endothelial ke ruang
ekstravaskular.

3. Migrasi sel endotel
Migrasi sel endotel yang diinduksi oleh VEGF melalui 2 mekanisme:
- Mekanisme 1: Kemotaksis

Proses kemotaksis meliputi interaksi antara molekul adhesi dan matrix

ekstravasukular.
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- Mekanisme 2: Peningkatan permeabilitas vascular
Dengan meningkatnya permeabilitas vaskular menyebabkan bocornya

protein plasma fibrinogen menstimulasi migrasi dari sel endotel.

4. Proliferasi sel endotel
VEGF menginduksi pertumbuhan sel endotel pada permukaan dari matriks
kolagen serta stimulasi respon proliferasi melalui stimulasi dari fibronectin
dan integrin f3;.
2.2.2 Definisi VEGF
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) merupakan suatu
signal protein yang bersifat unik karena memiliki efek multiple dalam proses
penyembuhan luka, termasuk diantaranya angiogenesis, serta pada penelitian
terbaru VEGF juga menunjukkan epitelisasi dan deposit dari kolagen.®
Vascular endotelial growth factor (VEGF) adalah glikoprotein
pengikat heparin, suatu faktor dominan yang mempunyai kemampuan untuk
memacu permeabilitas vaskuler (disebut juga vascular permeability factor;
VPF) dan proliferasi sel endotel dalam peranannya pada proses angiogenesis.
VEGF dikatakan memiliki kriteria sebagai direct-acting angiogenesis growth
factor, yang merupakan faktor pertama yang diproduksi saat embryogenesis

untuk mengontrol proses angiogenesis.®
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Gambar 2.1 Struktur Protein Faktor Angiogenesis, VEGF
(Sumber : Berman, et al, yang dikutip oleh Frisca)*’

2.2.3 Struktur dan Lokasi VEGF

Ikatan VEGF dengan reseptornya terjadi pada sel endotel, dan
merangsang motilitas sel endotel vaskuler serta sel monosit. VEGF secara
selektif dan reversibel, memungkinkan permeabilitas sel endotel terhadap
plasma dan protein plasma tanpa mengakibatkan injury pada sel endotel
tersebut. Protein VEGF diekspresikan oleh berbagai jaringan dan organ.
VEGF terdiri dari N-linkage glycosylation site, yang memiliki 9 isoform
mRNA, diantaranya adalah: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E, VEGF-F, dan placental growth factor (PIGF).?

Vascular endotelial growth factor A (VEGF-A), atau yang lebih
sering disebut VEGF adalah glikoprotein dengan ukuran 34-42 kDa, dimeric,
berikatan dengan disulfida. Protein VEGF meningkatkan permeabilitas kapiler
dan proliferasi sel endotel melalui ikatannya dengan reseptor spesifik tyrosine
kinase family. Pada jaringan normal, level VEGF paling tinggi didapatkan
pada jaringan paru, ginjal, jantung, dan kelenjar adrenal pada manusia dewasa.

Pada level yang lebih rendah, VEGF didapatkan pada organ hati, limpa, dan
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mukosa lambung. Pada neoplasma ganas, VEGF terekspresi pada keganasan
payudara, kolorektal, paru, dan prostat.?:

Vascular endotelial growth factor B (VEGF-B) terdapat pada organ
jantung dan susunan saraf pusat, terekspresi pada neoplasma payudara,
thymoma, fibrosarkoma, non hodgkin lymphoma, dan melanoma maligna.
VEGF-C terdapat pada organ jantung, ovarium, plasenta, otot bergaris, dan
usus halus. Terekspresi pada neoplasma payudara, serviks, kolon, paru,
prostat, dan lambung. VEGF-C dan VEGF-D dapat berikatan dengan
VEGFR3 merupakan pemicu proses limfogenesis. VEGF-E merupakan faktor
non-human, menstimulasi kemotaksis, proliferasi, dan sprouting pada sel
endotel vaskuler yang dikultur dan pada angiogenesis in vivo. VEGF-F
mempunyai aktivitas permeabilitas vaskuler yang mirip VEGF-E. Sedangkan
PIGF berlokasi pada plasenta, berperan meningkatkan signaling VEGF.®
2.2.4 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR)

Reseptor VEGF tergolong pada reseptor tirosin kinase, terdiri dari:
VEGFR-1/Flt-I, VEGFR-2/KDR/Flk-1 dan VEGFR-3/FIt-4.%°
a. VEGFR-l terdapat di endotel wvaskuler, haematopoietic stem cells,

rnakrofag dan monosit. Selain bentuk terikat, VEGFR-I juga mempunyai

bentuk yang terlarut dalam serum disebut soluble fins-like tyrosinekinase-1

(sflt-1).2* Ligan-ligan dari VEGFR-I yaitu: VEGF-A, VEGF-B dan PIGF.
b. VEGFR-2 terdapat di endotel vaskuler dan limfatik, sedangkan Ligan-

ligan untuk VEGFR-2 yaitu: VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D dan VEGF-E
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c. VEGFR-3 terutama terdapat di sel-sel endotel limfatik. Ligan-ligan untuk
VEGFR-3 yaitu: VEGF-C dan VEGF-D
2.2.5 Peran VEGF pada Penyembuhan Luka Bakar
Peran VEGF pada angiogenesis meliputi peningkatan migrasi sel
endotel, peningkatan mitosis sel endotel, peningkatan aktivitas methane
monooxygenase, peningkatan aktivitas avp3, penyusunan lumen pembuluh
darah, kemotaktik untuk makrofag dan granulocytes dan vasodilatasi secara
tidak langsung melalui pengeluaran NO atau EDRF. Salah satu fungsi VEGF
yang pertama kali diketahui adalah memediasi peningkatan permeabilitas
pembuluh darah pada mikrovaskular tumor. Oleh karena itu, VEGF disebut
pula Vascular Permeability Factor (VPF).??
2.2.5 Mekanisme Kerja Molekuler VEGF
VEGF pada masa awal perkembangan vaskuler berikatan dengan
salah satu reseptornya (VEGFR-2) pada angioblast dan menginduksi
pembentukan dan proliferasi sel endotel. Kemudian VEGF berikatan dengan
reseptor kedua (VEGFR-1) menginduksi karakteristik pembentukan tubulus
pada kapiler. Perjalanan angiogenesis selanjutnya dikontrol oleh angiopoitin
(Angl dan Ang2). Angl berinteraksi dengan reseptor pada sel endotel, disebut
Tie2, mengerahkan sel periendotel untuk menjaga stabilisasi pembuluh yang
baru terbentuk. Interaksi Angl/Tie2 menyebabkan maturasi pembuluh darah
dari tubulus endotel yang simple menjadi struktur vaskuler yang lebih rumit
dan menjaga keseimbangan endotel. Berlawanan dengan itu, Ang2 juga

berikatan dengan Tie2 melonggarkan sel endotel sehingga menjadi lebih
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responsif terhadap rangsangan grow factor seperti VEGF atau bila tidak ada

VEGF menjadi lebih responsive terhadap inhibitor angiogenesis.?

2.3 Kolagen

2.3.1 Definisi Kolagen

Kolagen adalah protein alami terkuat yang banyak terdapat pada
tubuh manusia. Kolagen merupakan protein triple helik dan tersebar di seluruh
tubuh. Fungsi kolagen antara lain sebagai pengikat jaringan, berperan dalam
pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis), dan perbaikan jaringan.
Kolagen salah satu elemen yang membentuk matriks ekstra seluler jaringan,
memiliki fungsi sesuai lokasinya sebagai kekuatan tegang jaringan seperti
pada tendon, tulang, tulang rawan dan kulit.?*
2.3.2 Sintesis Kolagen

Rantai kolagen disintesis diawali sebagai prekursor disebut
prokolagen, didalam lumen Reticulum Endoplasma (ER), merupakan rantai
polipeptida. Rantai prokolagen mengalami serangkaian reaksi glikolisasi,
hidroksilasi, dan pembentukan ikatan disulfida. Setelah perakitan prokolagen
type | selesai, selanjutnya diekskresikan ke dalam ekstraseluler. Di ruang
ekstraseluler enzim prokolagen peptidase akan menghapus propeptide
terminal-N dan C-terminal. Protein yang dihasilkan disebut tropokolagen atau
kolagen, hampir seluruhnya adalah triple helix. Selanjutnya akan membentuk

fibril di dalam ekstraseluler.?®
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2.3.3 Struktur Kimia Kolagen

Kolagen merupakan protein yang menyusun 20 sampai 25% dari
seluruh protein tubuh. Pembentukan rantai pro o yang merupakan prekursor
kolagen diawali dengan sintesis rantai prepro o di dalam ribosom retikulum
endoplasma (ER), rantai prokolagen a terjalin menjadi triple helices. Asam
amino ketiga pada rantai « disebut sebagai glisin; dua asam amino kecil
lainnya dihidroksilasi menjadi hidroksiprolin dan hidroksilisin. Bentuk triple
helix dari rantai o seperti sebuah batang, dimana kolagen tipe 1 dan 2
berukuran panjang, 300 nm dan lebar 1,5 nm. Molekul prokolagen yang
homotrimerik, ketiga rantainya identik, sedangkan yang heterotrimerik, dua
atau ketiga rantainya memiliki sekuen yang tidak sama. Kombinasi dari
banyak rantai prokolagen a akan menentukan tipe dari kolagen dengan
struktur dan fungsi yang berbeda. Pada kolagen tipe I, tipe Il dan tipe IlI,
molekul kolagen bersatu dan menjadi berkelompok bersama-sama membentuk
fibril 26
2.3.4 Peran Kolagen pada Penyembuhan Luka

Kolagen memegang peranan yang sangat penting pada proses
penyembuhan luka. Kolagen mempunyai peranan antara lain dalam
hemostasis, interaksi dengan trombosit, interaksi dengan fibronektin,
meningkatkan  eksudasi  cairan, meningkatkan  komponen  seluler,
meningkatkan faktor pertumbuhan dan mendorong proses fibroplasia dan
terkadang pada proliferasi epidermis. Lebih dari 20 jenis kolagen telah

diidentifikasi, jenis kolagen utama pada manusia adalah tipe I, 11 dan Ill, yang
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membentuk 80% dari kolagen tubuh. Serabut ini berperan dalam
penyembuhan luka karena peran kemotaktiknya untuk menarik sel seperti
fibroblas dan keratinosit. Hal ini kemudian membantu mempercepat proses

debridemen, angiogenesis, dan reepitelialisasi.?’

2.4 Luka Bakar Derajat 11
2.4.1 Definisi Luka Bakar Derajat Il
Luka bakar merupakan rusak atau hilangnya sebagian dari jaringan
kulit akibat perubahan suhu, panas/radiasi, dan zat kimia. Beratnya luka bakar
ditentukan berdasarkan luas, letak, dan dalamnya luka. Luka bakar merupakan
kerusakan integritas kulit atau jaringan organik lainnya yang disebabkan oleh
trauma akut. Luka bakar terjadi diakibatkan karena cairan panas (luka bakar),
padatan panas (luka bakar kontak), atau api (luka api) termasuk juga radiasi,
radioaktivitas, listrik, gesekan dan bahan kimia.?®
2.4.2 Etiologi
Sumber luka bakar harus ditentukan terlebih dahulu sebelum
dilakukan evaluasi dan penanganan. Menurut Warby and Maani luka bakar
dapat dibedakan menjadi 4 macam,?® antara lain:
1. Paparan Api (Thermal Burn)
a. Api (Flame)
Flame terjadi akibat kontak langsung antara jaringan dengan api
terbuka, sehingga menyebabkan cedera langsung ke jaringan tersebut.

Api dapat membakar pakaian terlebih dahulu baru mengenai tubuh.
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Serat alami pada pakaian memiliki kecenderungan untuk terbakar,
sedangkan serat sintetik cenderung meleleh atau menyala dan
menimbulkan cedera tambahan berupa cedera kontak.

b. Benda
Panas (Kontak) Cedera ini terjadi akibat kontak dengan benda panas.
Luka bakar yang dihasilkan terbatas pada area tubuh yang mengalami
kontak.

c. Scald (Air Panas)
Semakin kental cairan dan lama waktu kontaknya, menimbulkan
kerusakan yang semakin besar. Luka disengaja atau akibat kecelakaan
dapat dibedakan berdasarkan pola luka bakarnya. Pada kasus
kecelakaan, luka umumnya menunjukkan pola percikan, yang satu
sama lain dipisahkan oleh kulit sehat. Sedangkan pada kasus yang
disengaja, luka melibatkan keseluruhan ekstremitas dalam pola
sirkumferensial dengan garis yang menandai permukaan cairan.

2. Bahan Kimia (Chemical Burn)

Luka bakar karena bahan kimia seperti berbagai macam zat asam, basa,

dan bahan lainnya. Konsentrasi zat kimia, lamanya kontak dan jumlah

jaringan yang terpapar menentukan luasnya injury. Luka bakar kimia

terjadi karena kontak dengan zat-zat pembersih yang sering dipergunakan

untuk keperluan rumah tangga dan berbagai zat kimia yang dipergunakan

dalam bidang industri dan pertanian.
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3. Listrik (Electrical Burn)
Luka bakar listrik disebabkan oleh panas yang digerakan dari energi listrik
yang dihantarkan melalui tubuh. Berat ringannya luka dipengaruhi oleh
lamanya kontak, tingginya tegangan (voltage) dan cara gelombang elektrik
itu sampai mengenai tubuh.
4. Radiasi (Radiasi Injury)
Luka bakar radiasi disebabkan oleh terpapar sinar matahari atau terpapar
sumber radio aktif untuk keperluan terapeutik dalam dunia kedokteran dan
industri.
2.4.3 Klasifikasi Luka Bakar Derajat Il
Menurut Sudarko, Luka bakar derajat 11 terbagi menjadi 2, yaitu:*

1. Superficial partial thickness (I1a)

a) Luka bakar meliputi epidermis dan lapisan atas dari dermis

b) Kulit tampak kemerahan, oedem, dan nyeri lebih berat daripada

luka bakar derajat I.
c) Adanya bula yang muncul beberapa jam setelah terpapar luka.
d) Apabila bula disingkirkan akan terlihat luka berwarna merah muda
yang basah
e) Luka bersifat sangat sensitif dan akan menjadi lebih pucat bila
terkena tekanan.
f) Luka akan sembuh dengan sendirinya dalam 3 minggu (apabila
tidak terkenainfeksi), tapi warna kulit tidak akan sama seperti

sebelumnya.
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Gambar 2.2 Gambar skematik dan gambar klinis luka bakar derajat 11
(Sumber : Diambil dari Hettiaratchy yang dikutip oleh Hidayat)3!
2. Deep partial thickness

a) Luka bakar meliputi epidermis dan lapisan dalam dari dermis
disertai dengan adanya bula

b) Permukaan luka dengan bercak merah muda dan putih karena
variasi dari vaskularisasi pembuluh darah (bagian yang putih hanya
memiliki sedikit pembuluh darah dan yang merah muda memiliki
beberapa aliran darah

c) Luka dapat sembuh dalam 3-9 minggu.

|

Gambar 2.3 Gambar skematik dan gambar klinis luka bakar derajat I1.
(Sumber : Diambil dari Hettiaratchy yang dikutip oleh Hidayat)3!
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2.4.4 Tanda dan Gejala Luka Bakar Derajat 11
Menurut Rusihana, tanda dan gejala dari luka bakar derajat 2 adalah
sebagai berikut:*?
1. Nyeri
2. Hiperestesia
3. Sensitif terhadap udara panas dan dingin
4. Melepuh
5. Dasar luka berbintik-bintik merah
6. Permukaan luka basah
7. Edema
2.4.5 Proses Penyembuhan Luka Bakar Derajat 11
Ada 3 fase dalam penyembuhan luka bakar pada hari ke 0 sampai
hari ke-5 terjadi fase inflamasi, pada hari ke-5 sampai ke-12 terjadi fase

poliferasi dan selanjutnya terjadi fase remodeling.

Inflamimatory Phase . Profiferathve Phase . Remadaling Phase

v

_ = Karatinocytas ;
31 Mm‘:@%
P\;r@e%
-

t t t t + i
0 Diays 5 Days 10 Days 15 Days 20 Days 25 Days

Gambar 2.4 Fase penyembuhan luka
(Sumber : Diambil dari Gurtner dalam Hidayat) 3!
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Menurut Majid dan Prayogi (2013), Proses penyembuhan luka bakar

tergantung pada jenis jaringan yang rusak dan penyebab dari luka bakar

tersebut.

Prosespenyembuhan luka bakar terdiri dari 3 fase yaitu:

1. Fase Inflamasi

a)
b)

Terjadi pada hari ke-0 sampai hari ke-5

Respon segera setelah terjadi luka atau pembekuan darah atau untuk
mencegah kehilangan darah.

Karakteristiknya adalah terjadi tanda-tanda infamasi seperti adanya
tumor, rubor, dolor, kalor, dan function laesa.

Lama fase ini bisa singkat jika tidak terjadi infeksi

Merupakan fase awal terjadi hemostasis dan fase akhir terjadinya

fagositosis

2. Fase Proliferasi atau Epitelisasi

a)
b)

c)

d)

Terjadi pada hari ke-3 sampai dengan hari ke-14

Disebut juga dengan fase granulasi oleh karena adanya
pembentukan jaringan granulasi pada luka atau luka nampak merah
segar dan mengkilat.

Jaringan granulasi terdiri dari kombinasi antara fibroblast, sel
inflamasi, pembuluh darah yang baru, fibronektin, dan hyularonic
acid.

Epitelisasi terjadi pada 24 jam pertama ditandai dengan penebalan

lapisan epidermis pada tepian luka.
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e) Epitelisasi merupakan proses dimana keratinocytes bermigrasi dan
membelah untuk menutup kembali permukaan kulit atau mukosa
pada luka partial-thickness, misalnya pada luka bakar derajat satu
dan dua.

f) Keratynocytes merupakan sel yang paling banyak pada epidermis.
Keratynocytes memproduksi protein fibrosa yang memberi sifat
protective properties pada epidermis. Keratynocytes tumbuh pada
bagian terdalam epidermis dari lapisan sel (stratum basale) yang
mengalami mitosis hamper secara terus menerus.

g) Penyembuhan luka sangat dipengaruhi oleh re-epitelisasi, karena
semakin cepat proses reepitelisasi maka semakin cepat pula luka
tertutup sehingga semakin cepat penyembuhan luka.

h) Pada fase ini matriks fibrin yang didominasi oleh platelet dan
makrofag secara gradual digantikan oleh jaringan granulasi yang
tersusun dari kumpulan fibroblas, makrofag dan sel endotel yang
membentuk matriks ekstraseluler dan neovascular. 3

3. Fase Maturasi atau Remodelling

a) Berlangsung dari beberapa minggu sampai beberapa tahun

b) Terbentuknya kolagen yang baru yang mengubah bentuk luka serta
peningkatan kekuatan jaringan (tensile strength)

c) Terbentuk jaringan parut (scar tissue) sekitar 50-80% sama

kuatnya dengan jaringan sebelumnya.
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d) Terdapat pengurangan secara bertahap pada aktivitas selular dan

vaskularisasi jaringan yang mengalami perbaikan.

2.4.6 Faktor-Faktor yang mempengaruhi Penyembuhan Luka

1.

Infeksi

Infeksi pada luka dapat menghambat penyembuhan. Bakteri merupakan
organisme utama penyebab infeksi.

Nutrisi

Tambahan nutrisi dibutuhkan dalam proses penyembuhan luka. Pasien
memerlukan diet kaya protein, karbohidrat, lemak, vitamin C dan A,
serta mineral seperti Fe dan Zn.*®

Obat

Obat antiinflamasi, heparin dan anti neoplasmik mempengaruhi
penyembuhan luka. Penggunaan antibiotik yang lama menyebabkan
seseorang rentan terhadap infeksi.

Benda Asing

Benda asing seperti pasir atau mikroorganisme menyebabkan
terbentuknya abses yang timbul dari serum, fibrin, jaringan sel mati dan
leukosit yang membentuk cairan kental atau nanah.

Diabetes Melitus

Hambatan terhadap sekresi insulin mengakibatkan peningkatan gula
darah sehingga nutrisi tidak dapat masuk ke dalam sel. Hal ini dapat

mengganggu proses penyembuhan luka.



26

6. Keadaan Luka
Keadaan khusus dari luka, misalnya lokasi, dapat mempengaruhi
kecepatan dan efektifitas penyembuhan luka. Beberapa luka dapat gagal
untuk menyatu.

7. Usia
Anak dan dewasa penyembuhannya lebih cepat dibandingkan orang tua,
karena orang tua lebih sering menderita penyakit kronis, sehingga
terjadi penurunan fungsi hati yang dapat mengganggu sintesis faktor
pembekuan darah.

8. Iskemia
Iskemia merupakan keadaan dimana terdapat penurunan suplai darah
pada bagian tubuh akibat obstruksi aliran darah. Iskemia terjadi akibat
pembalutan pada luka yang terlalu ketat atau kencang, dan dapat
disebabkan oleh faktor internal yaitu adanya obstruksi pembuluh darah
itu sendiri.

9. Sirkulasi (Hipovolemia) dan Oksigenasi
Kondisi fisik dapat mempengaruhi penyembuhan luka pada penderita
obesitas, penyembuhan luka menjadi lambat dan risiko infeksi lebih
tinggi dikarenakan kurangnya suplai darah ke jaringan. Aliran darah
dan proses oksigenasi juga dapat terganggu pada penderita hipertensi,
diabetes melitus, anemia, gangguan pembuluh darah perifer dan

pernapasan kronik. Kurangnya volume darah mengakibatkan
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vasoconstriction dan menurunnya pengiriman oksigen dan nutrisi dalam

penyembuhan luka.

2.5 Delima (Punica Granatum L.)

2.5.1 Klasifikasi

Delima adalah salah satu tanaman yang banyak ditemukan di asia

tengah, Asia selatan, Eropa, Amerika Utara dan Selatan. Delima banyak

digunakan oleh masyarakat untuk mengobati penyakit-penyakit kronik yang

diderita. **

Kingdom
Divisi
Kelas
Subkelas
Ordo
Famili
Genus

Spesies

: Plantae
: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Rosidae
: Myrtales
: Lytraceae (Punicaceae)
: Punicaceae

: Punica granatum L.

Buah delima yang tersebar di Indonesia dikelompokkan

berdasarkan warna buahnya dan ada 3 jenis buah delima yakni delima Putih,

delima merah dan delima hitam. Dan yang paling sering digunakan dan

paling popular ialah delima merah. Delima merah memiliki rasa lebih manis

dan segar, sedangkan delima putih agak sukar ditemukan dipasaran. Rasa dari

delima merah sedikit sepat dan kesat serta kurang manis.
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2.5.2 Morfologi dan Ekologi

1. Akar
Akar delima merupakan akar tunggang dengan bentuk silindris,
memiliki serabut akar dibagian samping akar utama. Panjang akar
utama mencapai 10 — 20 m atau lebih. Akar ini berwarna cokelat muda
dan mampu menembus bagian tanah sampai kedalaman 5 — 10 m.
Sama seperti tanaman lainnya, akar tersebut berperan dalam
penyerapan air dan zat hara dari dalam tanah juga untuk menopang
tanaman agar kokoh berdiri. °

2. Batang
Tanaman delima memiliki batang berkayu yang bentuknya silindris
namun memiliki ranting bersegi. Percabangan tanaman delima banyak
dan dilengkapi dengan duri pada ketiak daun. Batang tanaman delima
berwarna cokelat namun berwarna hijau ketika batang masih muda.
Percabangan delima memiliki karakteristik lemah dan mudah patah. 3’

3. Daun
Delima memiliki daun tunggal dengan dilengkapi daun yang pendek
dan letaknya berkelompok. Daun ini berbentuk lonjong dengan
pangkal daun runcing dan ujung tumpul. Tepi daun delima rata,
permukaan bagian atas daun mengkilap dan pertulangan daun
menyirip. Daun ini memiliki panjang 1 — 9 cm dan lebar 0,5 — 2,5 cm.

Daun berwarna hijau muda. *
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4. Bunga
Delima berbunga sepanjang tahun dan memiliki bunga tunggal dengan
tangkai bunga pendek. Bunga tersebut keluar dari ujung ranting dan di
ketiak daun yang letaknya paling atas. Tanaman delima biasanya
memiliki 1- 5 kuntum bunga yang berada di ujung ranting, teksturnya
berlilin. Bunga ini memiliki panjang dan lebar sekitar 4 — 5 cm.
Mahkota bunga terdiri dari 3 — 7 helai dan didalam bunga terdapat
banyak sekali benangsari. Putik berada di tengah bunga dengan ukuran
lebih panjang dari benang sari. Sementara kelopak bunga dan
penyangganya memiliki panjang yang sama yakni sekitar 2 -3 cm.
Warna bunga delima juga mempengaruhi warna dagingnya. Bunga
delima berwarna merah, putih dan ungu. Penyerbukan pada tanaman
bunga umumnya terjadi secara alami dengan bantuan serangga. Selain
penyerbukan alami, juga bisa dilakukan penyerbukan buatan dengan
bantuan manusia. *°
5. Buah

Buah delima bertipe buah buni dengan bentuk bulat dengan mahkota
berupa kelopak bunga yang tidak rontok pada bagian bawahnya.
Warna kulit buah berwarna hijau kekuningan dengan permukaan halus.
Bagian dalam buah memiliki kulit tipis berwarna putih sebagai tempat
menempelnya butiran daging buah. Daging buah berwarna putih,
kekuningan hingga merah jambu. Daging buah delima sangat tipis dan

di dalam daging buahnya masing — masing terdapat biji. Dalam satu
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buah delima terdapat 700 — 800 biji. Buah delima memiliki diameter 5
— 12 cm. Buah biasanya bergantungan di bagian tandan. Buah delima
rasanya manis keasaman, segar dan mengandung banyak buah. Buah
delima mengandung banyak zat yang berguna bagi tubuh antara lain
asam malat, glukosa, fruktosa, maltose, vitamin A dan C, mineral,
tannin dan asam sitrat. Tidak hanya itu, ada beberapa zat aktif seperti
polifenol, flavonoid, saponin, alkaloid yang terkandung di dalam buah.
Di dalam buah delima juga mengandung antioksidan yang membantu
mencegah oksidasi LDL yang bisa mengakibatkan penyumbatan
pembuluh darah. Disamping itu, buah delima juga mempunyai khasiat
dalam mengatasi berbagai penyakit yang berhubungan dengan sendi,
tulang dan gigi. *°

Biji

Biji delima berbentuk granul dengan bulat panjang yang bersegi dan
agak pipih. Tekstur biji keras dan tersusun tidak beraturan di dalam
buah. Diluar buah ditutupi daging delima berupa aril yang berwarna
merah, putih atau ungu. Biji delima berwarna putih kecokelatan dan
sangat kaya akan minyak alami. Kandungan minyak di dalamnya
mencapai 20 % dari berat total biji delima dalam satu buah. Nah,
ulasan di atas merupakan ulasan tentang klasifikasi dan morfologi
tanaman delima yang sangat penting dipelajari terlebih untuk kita yang
ingin membudidayakannya. Delima selain kaya akan manfaat untuk

tubuh dan rambut juga dikenal sebagai buah yang eksotik. Buah ini
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memiliki nilai ekonomis yang tinggi dan banyak dicari dimanapun
tempatnya. 4

Kulit

Kulit delima memiliki efek antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
buah dan bijinya. Kulit delima memiliki karakteristik disusun oleh
membran seberat 26-30% dari total berat buah dan mengandung
komponen phenol yang substansial termasuk flavonoids (anthocyanins,
cathecin) dan hydrolysable tannins (punicalin, pedunculagin,
punicalagin, gallic, dan ellagic acid). Semua komponen ini terdapat
dalam kulit dan jus delima, dimana sebanyak 92% aktivitas
antioksidan didapatkan pada delima. Kulitnya kaya akan antioksidan
dan membantu mencegah bakteri dan infeksi lainnya. Kulit buah
delima dapat ~ mencegah  kerusakan  kolagen  di kulit untuk
meningkatkan pertumbuhan sel yang membantu menunda tanda-tanda

penuaan dan kerutan di wajah secara efektif. 42

Gambar 2.5. A. Bunga, daun dan buah delima; B. Kulit delima bubuk;
C. Pulir buah delima; D. Kulit delima kering.
(Sumber : dikutip dari dalam tesis, Tanggo)*?
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2.5.4 Efek Kulit Delima terhadap Penyembuhan Luka Bakar

Sejak diketahui adanya peranan radikal bebas dalam patogenesis
luka, mulai dilakukan berbagai penelitian mengenai aktivitas antioksidan.
Hasilnya mengindikasikan bahwa ekstrak kulit delima memiliki aktivitas
antioksidan yang potensial dengan cara menghambat peroksidasi lemak dan
meningkatkan potensi free radical scavenging. Perlu diingat bahwa terdapat
beberapa parameter yang terlibat dalam penyembuhan luka termasuk
epitelialisasi,  pertahanan  antioksidan  dan  perubahan  biokimia
(hydroxyproline). 4

Kulit delima memiliki efek antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan buah dan bijinya. Kulit delima memiliki karakteristik disusun
oleh membran seberat 26-30% dari total berat buah dan mengandung
komponen phenol yang substansial termasuk flavonoids (anthocyanins,
cathecin) dan hydrolysable tannins (punicalin, pedunculagin, punicalagin,
gallic, dan ellagic acid). Semua komponen ini terdapat dalam kulit dan jus
delima, dimana sebanyak 92% aktivitas antioksidan didapatkan pada
delima.*

Aktivitas antioksidan kulit delima dihubungkan dengan komponen
phenol yang dikandungnya dalam bentuk anthocyanins, gallotannins,
ellagitannins, gallagylesters, hydroxybenzoicacids, hydroxycinnamic acid
dan dihydroflavonol, dimana ellagic acid merupakan komponen phenol yang

dominan pada delima. *°
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Beberapa penelitian telah membuktikan efek cytoprotective ellagic
acid dari kulit delima pada kerusakan sel dan DNA secara oksidatif.
Konsentrasi ellagic acid yang lebih tinggi berhubungan secara langsung
dengan aktivitas antioksidan kulit delima. Kandungan ellagic acid yang
terdapat pada kulit dan jus delima dilaporkan sebesar 10-50 mg/100g dan 1-
2,38 mg/100ml. %2

Telah diketahui bahwa Reactive Oxygen Species (ROS) dapat
dikurangi jumlahnya dalam proses penyembuhan luka karena memiliki efek
yang berbahaya terhadap sel dan jaringan. Keberadaan radikal bebas ini
mengakibatkan terjadinya oxidative stress sehingga menimbulkan peroksidasi
lemak, kerusakan DNA, dan inaktivasi enzim, termasuk Free Radical
Scavenging Enzyme (FRSE). Bukti yang menyatakan adanya keterlibatan
oksidan dalam patogenesis berbagai penyakit menimbulkan kesimpulan
bahwa antioksidan dapat menjadi suatu terapi yang berguna pada keadaan ini.
Dalam hal ini, pemakaian ekstrak kulit delima secara topikal, dimana
terkandung komponen free radical scavenging, dapat mempercepat
penyembuhan luka secara signifikan dan melindungi jaringan dari kerusakan
oksidatif. Selanjutnya dapat disimpulkan bahwa aktivitas antioksidan dari
ekstrak delima memiliki peranan penting dalam pencegahan penyakit yang
berhubungan dengan radikal bebas, termasuk proses penuaan, luka dan

ulcer.*®
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2.6 Pengaruh Pemberian Esktrak Kulit Delima Terhadap IL-6, VEGF dan
Kolagen pada Luka Bakar Derajat |1
Luka bakar derajat dua menyebabkan kerusakan, bahkan hilangnya
jaringan kulit, sehingga terbentuk debris seluler. Proses penyembuhan luka
bakar dimulai dengan proses inflamasi. Sel-sel inflamasi pada luka bakar
yakni Neutrofil dan Makrofag membantu proses fagositosis, pembersihan
jaringan yang mati dan racun yang dikeluarkan oleh luka bakar. Neutrofil dan
Makrofag juga berperan dalam eliminasi bakteri dengan cara memproduksi
dan melepaskan beberapa proteinase dan reactive oxygen species (ROS). 42
Neutrofil dan Makrofag yang aktif menghasilkan berbagai sitokin
proinflamasi dan sitokin antiinflamasi serta berbagai growth factor seperti
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), transforming
growth factor-beta (TGF-p), platelet derived growth factor (PDGF), epithelial
growth factor (EGF), serta fibroblast growth factor. Sitokin dan growth factor
dalam kondisi seimbang diperlukan agar proses penyembuhan luka bakar
berjalan baik. Faktor-faktor pertumbuhan, terutama IL-6 dan TGF-B. IL-6 dan
TGF-B akan mengaktifasi proliferasi fibroblas serta mempengaruhi proses
sintesis matriks ekstraseluler, terutama kolagen tipe 1. Fibrogenesis melibatkan
dua proses penting yaitu sintesis dan degradasi matrix of metalloproteinase
(MMPs) dan inhibitornya yaitu tissue inhibitor metalloproteinases (TIMPs).
Jaringan yang rusak oleh luka bakar memicu terjadinya peningkatan MMPs
pada daerah luka, terutama MMPs tipe I. Fibroblas memiliki peran penting

dalam proses perbaikan jaringan yang rusak tersebut. Fibroblas berperan
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dalam produksi struktur protein yang digunakan selama rekonstruksi jaringan.
Secara khusus, fibroblas merupakan bahan dasar serat kolagen yang akan
menghubungkan dan menyatukan tepi luka. 4’

Ekstrak buah delima sangat berpotensi untuk digunakan sebagai
bahan obat karena telah dilaporkan dapat digunakan dalam pengobatan
berbagai penyakit patologis. Ekstrak buah delima dikenal memiliki potensi
antidiabetes, antibakteri, antikarsinogenik, antiaterogenik, dan antihipertensi.
Ekstrak buah delima juga digunakan sebagai obat kumur untuk menjaga
kebersihan mulut. Konsumsi ekstrak buah delima dalam bentuk jus juga
diklaim dapat menurunkan faktor-faktor biologis penyebab inflamasi serta
menurunkan oksidasi protein dan lemak, dan berbagai manfaat lain yang telah
disebutkan pada bagian kajian teori. Manfaat-manfaat delima tersebut tidak
lepas dari kandungan fitofenol yang bermanfaat bagi kesehatan pada delima.
Buah delima kupas, termasuk biji dan sarinya mengandung asam fenolat,
flavanol, flavon, flavonon, antosianidin, dan antosianin yang tinggi. Selain itu,
delima juga mengandung antosianin terglikasi (pelargonidin 3,5 - diglukosida,
pelargonidin 3 - glukosida), apigenin, punicalin, punicalagin, dan luteolin.

Sekresi dan aktivitas MMP-1 sangat rendah pada jaringan kulit yang
normal. Namun pada jaringan yang rusak karena mengalami luka bakar,
sekresi dan aktivitas MMP-1 meningkat. Kandungan-kandungan yang ada
pada esktrak delima tersebut diduga mampu menghambat produksi enzim
Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) yang merupakan enzim pendegradasi

kolagen, sehingga dapat mempercepat proses penyembuhan luka. Pemberian
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ekstrak delima secara topikal diduga mampu mempengaruhi pengikatan dan
penyimpanan berbagai faktor pertumbuhan, terutama fibroblas dasar (FGF)
yang disekresikan kedalam Matriks Esktra Seluler (ECM). Kolagen tipe | dan
Il adalah komponen utama pembentuk ECM, sehingga ketersediaan kolagen
yang cukup mempengaruhi ECM dalam melakukan sekresi fibroblas.
Fibroblas akan bermigrasi ke daerah sekitar luka dan memecah matriks yang
menghalangi migrasi tersebut. Kolagen tipe Il dan fibronektin dihasikan
fibroblas pada minggu pertama dan kemudian digantikan dengan kolagen tipe
I. Sel fibroblas dan keratinosit mensintesis Matrix Metalloproteinase-1
(MMP-1), yang merupakan metalloproteinase netral yang mendegradasi
protein matriks ekstraseluler termasuk kolagen tipe 1 dan 3. Pada saat terjadi
luka bakar, aktivitas MMP-1 meningkat dan menyebabkan terjadinya
degradasi kolagen sehingga produksi kolagen tipe 1 dan 3 mengalami
penurunan. Penambahan konsentrasi ekstrak kulit delima yang diserap oleh
jaringan akan meningkatkan proliferasi fibroblas. Fibroblas yang teraktivasi
akan menyekresikan matriks ekstraselular, mengikat unsur matriks
ekstraselular, sehingga aktivitas MMP-1 menurun dan meningkatkan

gambaran produksi kolagen.
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BAB Il
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESA

3.1 Kerangka Teori

Luka bakar merupakan kerusakan integritas kulit atau jaringan
organik lainnya yang disebabkan oleh trauma akut.?® Penyembuhan luka bakar
merupakan proses dinamis yang kompleks yang pada awalnya terjadi
inflamasi sampai nantinya terjadi perbaikan dari jaringan yang mengalami
kerusakan akibat cedera tersebut.

Pada fase awal reaksi inflamasi, neutrofil dan makrofag akan masuk
ke dalam jaringan yang mengalami cedera atau luka akibat adanya berbagai
faktor kemotaktik. Sel-sel ini akan memproduksi Reactive Oxygen Spesies
(ROS) yang dapat memberikan efek menguntungkan maupun merugikan.
Reactive Oxygen Species merupakan komponen yang penting dalam proses
penyembuhan luka dan diperlukan dalam kondisi homeostasis agar tidak
menimbulkan stres oksidatif. ROS dengan sifat radikal bebasnya dapat
memberikan efek antibakteri sehingga mencegah terjadinya reaksi inflamasi
yang berkepanjangan pada luka bakar.

Neutrofil dan makrofag yang aktif menghasilkan berbagai sitokin
proinflamasi seperti interleukin-6 (IL-6) dan growth factor seperti VEGF.
Sitokin dan growth factor dalam kondisi seimbang diperlukan agar proses
penyembuhan luka bakar berjalan baik. IL-6 dan VEGF akan mengaktifasi
proliferasi fibroblas serta mempengaruhi proses sintesis matriks ekstraseluler,

terutama kolagen.
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Kolagen komponen utama pembentuk ECM, sehingga ketersediaan
kolagen yang cukup mempengaruhi ECM dalam melakukan sekresi fibroblas.
Fibroblas akan bermigrasi ke daerah sekitar luka dan memecah matriks yang
menghalangi migrasi tersebut.

Tubuh sendiri memiliki beberapa sistem antioksidan dan redoks
untuk melindungi diri terhadap kerusakan yang ditimbulkan akibat adanya
stres oksidatif. Reactive Oxygen Species (ROS) dapat dikurangi jumlahnya
dalam proses penyembuhan luka karena memiliki efek yang berbahaya
terhadap sel dan jaringan. Keberadaan radikal bebas ini mengakibatkan
terjadinya oxidative stress sehingga menimbulkan peroksidasi lemak,
kerusakan DNA, dan inaktivasi enzim, termasuk Free Radical Scavenging
Enzyme (FRSE) maka membutuhkan antioksidan dari luar seperti delima.

Kulit delima memiliki efek antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan buah dan bijinya. Kulit delima mengandung komponen phenol
yang substansial termasuk flavonoids (anthocyanins, cathecin) dan

hydrolysable tannins (punicalin, pedunculagin, punicalagin, gallic, dan
ellagic acid). Semua komponen ini terdapat dalam kulit dan jus delima,
dimana terkandung komponen free-radical scavenging yang dapat

mempercepat penyembuhan luka bakar.
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Antioksidan :

- Polifenol

R

- Flavonoid
- ellagic acid
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Teori
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3.2 Kerangka Konsep

Variabel bebas Variabel tergantung
Kadar IL-6
Pemberian
Ekstrak Kulit VEGF

— Jumlah Kolagen

Gambar 3.2 Skema Kerangka Konsep
3.3 Hipotesa
Pemberian ekstrak kulit delima secara oral berpengaruh terhadap
penurunan kadar interleukin-6 (IL-6), peningkatan VEGF dan jumlah kolagen

pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat I1.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yaitu eksperimental. Rancangan penelitian yang
sesuai dengan masalah ini adalah post test only control group design terhadap

hewan coba tikus galur sprague dawley.

» K OK1
» P1 OK?2
S R
P2 OK3
RS » OK4

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian

Keterangan :

S . Subyek penelitian

R . Randomisasi menjadi 4 kelompok

K : Kontrol negatif diberi luka bakar derajat 1l dan pemberian
aquadest

Pl . Perlakuan 1 diberi luka bakar derajat Il dan pemberian ekstrak

kulit delima dengan dosis 54 mg/200 gr BB

P2 . Perlakuan 2 diberi luka bakar derajat Il dan pemberian ekstrak
kulit delima dengan dosis 108 mg/200 gr BB

P3 . Perlakuan 3 diberi luka bakar derajat 1l dan pemberian ekstrak
kulit delima dengan dosis 162 mg/200 gr BB

OK1 : Observasi pada kelompok 1
OK2 : Observasi pada kelompok 2
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OK3 : Observasi pada kelompok 3
OK4 : Observasi pada kelompok 4

4.2 Populasi Penelitian

Populasi penelitian yaitu tikus jantan galur sprague dawley berumur
10-12 minggu, dengan berat 250-300 gram, yang didapat dari Laboratorium
PSPG UGM Yogyakarta. Tikus dipelihara dengan pakan pellet yang terstandar
dan air minum berupa air putih suhu ruangan pemeliharaan berkisar 28° — 32°
C dengan ventilasi dan ruangan yang cukup. Tikus kemudian dilakukan
adaptasi selama 7 hari sebelum diberi perlakuan.
4.2.1 Jumlah Sampel

Besar sampel menurut WHO, *° perkelompok minimal 5 ekor dengan
cadangan 10% (1 ekor). Sampel kemudian diambil secara acak menggunakan
cara random sampling allocation, dibagi dalam menjadi 4 kelompok yaitu 1
kelompok kontrol negatif dan 3 kelompok perlakuan. Jumlah keseluruhan
sampel tikus yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 24 ekor.*®
4.2.2 Teknik Pengambilan Sampel

Sampel didapatkan dari populasi tikus sebanyak 24 ekor yang masuk
dalam kriteria inklusi dan dialokasikan menjadi 4 kelompok, 1 kelompok
kontrol negatif dan 3 kelompok perlakuan secara random sampling allocation.
4.2.3 Kriteria Inklusi

a. Tikus dalam keadaan aktif

b. Secara makroskopis tikus tidak ada kelainan morfologi



4.2.4 Kriteria Eksklusi
Tikus menjadi sakit selama perlakuan
4.2.5 Kriteria Drop out

Tikus mati saat penelitian berlangsung

4.3 Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel
a. Variabel Bebas
Pemberian ekstrak kulit delima
b. Variabel Tergantung
1. Kadar IL-6
2. VEGF
3. Jumlah Kolagen

c. Variabel Prakondisi
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Luka bakar derajat Il dengan cara tikus dianestesi pada area yang akan

dibuat luka bakar dengan dosis 0,2 cc lidokain dalam 2 cc aquades.

Setelah tikus dibius, siapkan plat bulat stainless steel 2 cm yang

dipanaskan menggunakan pemanas hingga suhunya 85°C. Plat tersebut

kemudian ditempelkan pada kulit yang telah dicukur sebelumnya

selama 5 detik.
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4.3.2 Definisi Operasional

a. Ekstrak Kulit Delima
Ekstrak kulit delima adalah hasil ekstraksi kulit delima (Punica
granatum) dalam bentuk serbuk didapatkan dari merek Herbilogy
Pomegranate Peel Extract Powder yang sudah terstandarisasi. Serbuk
tersebut ditakar dengan dosis yang telah dikonversi 54 mg/200 gr BB,
108 mg/200 gr BB, dan 162 mg/200 gr BB. Serbuk ekstrak kulit
delima dicampur pelarut aquades dan diaduk dengan bantuan magnet
stirrer sampai larut. Tiap kali pemberian sebanyak 3,6 cc setiap hari
selama 6 hari. Skala : Nominal

b. Kadar Interleukin-6 (IL-6)
IL-6 adalah salah satu sitokin proinflamasi yang berperan dalam
penyembuhan luka. Serum untuk pemeriksaan kadar IL-6 volume 100
pL didapatkan dari hasil sentrifuge darah tikus sprague Dawley yang
diambil dari vena orbital pada hari ke 3 menggunakan ELISA kit Rat
IL-6 dengan satuan ng/L. Skala : Rasio

c. VEGF
VEGF adalah salah satu growth factor yang berperan dalam proses
angiogenesis. VEGF pada penelitian ini diambil dari jaringan kulit
punggung tikus jantan galur sprague dawley pada hari ke 7 yang telah
diberi luka bakar derajat Il yang dilakukan dengan pengecatan IHC.

Skala : Rasio
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d. Jumlah Kolagen
Jumlah kolagen pada penelitian ini diambil dari jaringan Kkulit
punggung tikus jantan galur sprague dawley pada hari ke 7 yang telah
diberi luka bakar derajat 1l yang dilakukan dengan pengecatan

Pengecatan Sirius Red. Skala : Rasio

4.4 Instrumen dan Bahan Penelitian
4.4.1 Instrumen Penelitian
Kandang tikus dengan tempat pakan dengan ukuran P: 40 cm, L: 30

cm, T: 30 cm, Timbangan tikus “Nigushi Scale”, Sarung tangan, pipet tetes,
tabung ependorf, spektrofotometer, mikropipet, ELISA reader, alat pencukur,
alkohol swab 70%, ketamin 10%, spuit dan needle, plat lingkaran stainless
steel dan 2 cm, labu erlenmeyer, pemanas, notch heater (COD reactor
HACH®), dan termometer.
4.4.2 Bahan Penelitian

a. Ekstrak Kulit Delima

b. Aquadest

c. Reagen Kit IL-6

d. Pengecatan untuk VEGF dan Kolagen
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4.5 Cara Penelitian
4.5.1 Cara Persiapan Sebelum Perlakuan

a. Sampel penelitian yaitu hewan coba harus masuk dalam kriteria inklusi,
diambil secara acak sederhana sebanyak 24 ekor dengan rincian
terdapat 4 kelompok dengan jumlah masing-masing sampel tiap
kelompoknya adalah 6 ekor, terdiri dari kelompok kontrol dan tiga
kelompok perlakuan, kemudian diadaptasikan terlebih dahulu selama 7
hari.

b. Sampel sebanyak 24 ekor tikus jantan galur sprague dawley
diaklimatitasi di laboratorium PSPG hewan coba Universitas Gadjah
Mada Yogyakarta.

c. Hewan coba diberikan pakan standar terdiri dari protein 20-25%, pati
45-55%, lemak 10-12%, dan serat kasar 4% serta minum air putih yang
sama setiap hari.

4.5.2 Cara Pemberian dan Pembuatan Ekstrak Kulit Delima

Ektrak kulit delima dalam bentuk serbuk didapatkan dari merek
Herbilogy Pomegranate Peel Extract Powder yang sudah terstandarisasi.
Serbuk ekstrak kulit delima dicampur pelarut aquades dan diaduk dengan
bantuan magnet stirrer sampai larut. Pembuatan dosis ekstrak kulit delima 54
mg/200 gr BB, 108 mg/200 gr BB, dan 162 mg/200 gr BB didapatkan dari

konversi dosis dari manusia ke tikus diberikan secara peroral (sonde) 6 hari.
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4.5.3 Cara Pemberian luka Bakar Derajat |1

Sebelum membuat luka pada sampel. Pastikan agar tangan dan alat-
alat yang digunakan telah steril. Cuci tangan dengan bersih kemudian kenakan
sarung tangan. Tikus dianestesi pada area yang akan dibuat luka bakar dengan
dosis 0,2 cc lidokain dalam 2 cc aquades. Setelah tikus dibius, siapkan plat
bulat stainless steel berdiameter 2 cm yang dipanaskan menggunakan pemanas
hingga suhunya 85°C. Plat tersebut kemudian ditempelkan pada kulit yang
telah dicukur sebelumnya selama 5 detik.*
4.5.4 Pembuatan Preparat

Pembuatan sediaan histologis dilakukan dalam 4 tahapan, yaitu tahap
fiksasi, dehidrasi, clearing, dan embeding. Jaringan kulit hasil biopsi kulit
tikus masing-masing dengan diameter 5 mm dan kedalaman sampai jaringan
subkutan diperlakukan mengikuti tahapan tersebut. Pada tahap fiksasi, kulit
hasil biopsi direndam dalam formalin bufer fospat 10% selama 24 jam
kemudian dilakukan triming bagian jaringan yang akan diambil. Selanjutnya,
dalam tahap dehidrasi jaringan tersebut direndam dalam alkohol bertingkat,
berturut turut 50%, 70%, 90%, 96%, dan 100% masing masing 2 kali selama 2
jam. Pada tahap clearing, jaringan yang telah didehidrasi dimasukkan ke
clearing agent (xylene) selama 24 jam sampai warnanya berubah menjadi
transparan. Pada tahap embeding, jaringan diinfiltrasi sebanyak 2 kali masing-
masing selama 1 jam. Jaringan dimasukkan ke dalam parafin murni cair
bersuhu 60° C, kemudian jaringan ditanam ke dalam parafin cair dan dibiarkan

membentuk blok yang memakan waktu selama 1 hari agar mudah diiris



48

dengan mikrotom. Pemotongan dilakukan dengan menggunakan mikrotom
rotari dengan tebal 5 mikrometer secara seri dan diambil irisan ke-5, 10, 15
untuk selanjutnya dilakukan penempelan pada gelas objek. Preparat tersebut
harus diinkubasi pada suhu 60°C selama dua jam sebelum digunakan.

4.5.5 Cara Pembuatan Preparat Imunohistokimia (IHC) pada VEGF

Prosedur Pembuatan Preparat Imunohistokimia VEGF pertama
jaringan diblok parafin dipotong dengan ketebalan 3mikron. diletakkan diatas
obyek glass Poly L-Lysin (Biogear). Kemudian obyek glass diletakkan pada
inkubator suhu 45 derajat C ,biarkan semalam. Dilakukan diparafinisasi
menggunakan larutan Xxylene (Merck-Millipore, Australia), Kemudian
dilakukan proses rehidrasi dengan merendam slide kedalam etanol absolut 1,
absolut 2, etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 70% (Merck-Millipore,
Australia) masing masing selama 3 menit, kemudian dicuci pada air mengalir
selama 5 menit, selanjutnya direndam akuades selama 5 menit. Proses
selanjutnya yaitu Antigen retrieval dengan merandam slide dalam citrate
buffer 1x pH 6,5 dan masukkan dalam Decloaking Chamber (Biogear) selama
30 menit pada suhu 90°C slide dikeluarkan dan didiamkan hingga mencapai
suhu ruang (x30 menit).

Selanjutnya slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit sebanyak 3
kali. Kemudian dilakukan blocking peroksidase endogen dengan 3% H20-
selama 5 menit, kemudian slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit
sebanyak 3 kali. Kemudian dilakukan blocking background dengan

meneteskan larutan Background Sniper (Starr Trek Universal-HRP Detection
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Kit) pada jaringan per slide dan diinkubasi selama 20 menit, selanjutnya slide
dikeringkan dengan menggunakan tisu pada permukaan bawahnya dan sekitar
jaringan tanpa merusak jaringan dan ditambahkan antibodi primer sebanyak
70-100 pL antibodi VEGF (Abcam, USA) kemudian tutup humidity chamber
dan disimpan dalam kulkas 4°C overnight.

Ambil slide sampel dari kulkas 4°C dan diamkan pada suhu ruang
selama +30 menit hingga mencapai suhu ruang, kemudian cuci slide
menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, bersihkan jaringan dan
tetesi secondary antibody Trekkie Universal Link (Starr Trek Universal-HRP
Detection Kit) kemudian inkubasi selama 60 menit pada suhu ruang, cuci
slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian tetesi
TrekAvidin-HRP Label (Starr Trek Universal-HRP Detection Kit) inkubasi
selama 45 menit pada suhu ruang, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3
kali selama 5 menit, kemudian tetesi DAB 1:400 (1 pL Betazoid DAB
Chromogen ditambahkan 400 puL Betazoid DAB Substrat) inkubasi 3 menit
dalam ruangan gelap, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama
5 menit, kemudian lakukan counterstaining dengan mencelupkan dalam Mayer
Hematoksilin (Bio-Optica Milano S.p.A) selama 3 menit, cuci slide
menggunakan air mengalir selama selama 5 menit. Selanjutnya lakukan
dehidrasi dengan mencelupkan slide sampel pada rak staining logam kedalam
etanol 70%, etanol 80%, etanol 96%, etanol absolut 1, absolut 2, masing

masing selama 3 menit, selanjurnya proses clearing dengan mencelupkan slide
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pada xylene 1, 2 dan 3 masing masing selama 5 menit, kemudian mounting

jaringan dengan entellan (Sigma-Aldrich, MO, USA).

4.5.6 Cara Pewarnaan Sirius Red untuk Kolagen

a. Sebelum dilakukan pengecatan, slide melalui proses deparafinisasi dan
rehidrasi meliputi perendaman dalam larutan xylene 2 x 5 menit, etanol
100% selama 2 menit, etanol 96% 2 x 2 menit, etanol 70% selama 2
menit dan aquadest selama 2 menit.

b. Selanjutnya dilakukan pewarnaan inti sel dengan Hematoxilin Gill selama
10 menit dan dicuci selama 10 menit dengan air mengalir.

c. Dilakukan pewarnaan dengan picro Sirius Red selama 1 jam yang
bertujuan memberikan pewarnaan mendekati seimbang.

d. Tahap selanjutnya dilakukan pencucian dengan air asam sebanyak 2 kali.

e. Air yang berlebihan selanjutnya dihilangkan secara fisik dengan
menggoyang secara perlahan.

f. Dehidrasi dalam etanol 70% selama 10 detik, etanol 96% 2x 10 detik,
etanol 100% selama 10 detik dan xylene 2 x 2 menit, keringkan selama 2
jam dalam suhu ruang, lalu mounting pada medium berbasis xylene
(DPX).

4.5.7 Pengamatan Hasil dan Perhitungan

VEGF dan Jumlah kolagen dihitung dengan metode analisis cepat
digital, setiap sediaan preparat difoto dengan menggunakan kamera LC

evolution dan fotomikroskop Olympus Bx51 dengan pembesaran objektif 400

kali,, masing-masing preparate difoto 3 kali disimpan dalam format JPEG
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analisis ekspresi area diambil rata rata dengan perangkat lunak ImageJ 1.52a

(National Institute of Health, USA).

4.5.8 Alur Penelitian

24 tikus jantan galur sprague dawley sehat diadaptasi

selama 7 hari
Randomisasi
v
\ 4 v \ 4 l
6 ekor tikus 6 ekor tikus 6 ekor tikus 6 ekor tikus
kelompok K kelompok P1 kelompok P2 kelompok P3
diberi luka diberi luka diberi luka diberi luka
bakar derajat bakar derajat bakar derajat bakar derajat
I+ pakan [1+ pakan 11+ pakan 11+ pakan
standar standar + standar + standar +
+aquadest 3,6 ekstrak kulit ekstrak kulit ekstrak kulit
ml delima 54 mg delima 108 mg delima 162
/200 gr BB /200 gr BB mg /200 gr BB

A 4

A 4

Hari ke 3 dilakukan Pemeriksaan kadar IL-6

A 4

Hari ke 7 dilakukan terminasi dan dilakukan pemeriksaan VEGF dan jumlah
kolagen

A

y

Analisis data

4.6 Tempat dan Waktu Penelitian

a.

UGM pada bulan Januari 2022.

Penelitian menggunakan hewan coba tikus dilakukan di Laboratorium PSPG
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b. Pemeriksaan kadar IL-6 dilakukan di Laboratorium PSPG UGM pada bulan
Januari 2022.
c. Pemeriksaan VEGF, jumlah kolagen dilakukan di Laboratorium SSCR

UNISSULA pada bulan Januari — Februari 2022.

4.7 Analisis Data
Data rerata kadar IL-6, VEGF dan jumlah kolagen disajikan secara
deskriptif dalam bentuk tabel (grafik). Kemudian data di uji normalitas dengan
Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji Levene test. Distribusi data
kadar 1L-6, VEGF dan jumlah kolagen didapatkan normal dan homogen,
sehingga dilanjutkan dengan uji parametrik uji One Way Anova yang

didapatkan dengan nilai p<0,05 dilanjut dengan uji post hoc dengan uji Tukey.



HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

BAB V
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Penelitian pengaruh pemberian ekstrak kulit delima secara oral

terhadap kadar interleukin-6 (IL-6), VEGF dan jumlah kolagen pada tikus

jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat Il telah dilakukan

selama 7 hari. Hasil penelitian tersebut tertera pada tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil analisis rerata kadar IL-6, VEGF, dan Jumlah Kolagen

Kelompok
. K P1 22 P3 Sig.(p)
Variabel N=6 N=6 N=6 N=6
Mean Mean Mean Mean
Kadar IL-6 79.03 54.99 42.48 40.49
Std.deviasi 0.96 0.81 0.51 0.59
Shapiro Wilk 0.772*  0.869* 0.804* 0.988*
Levene Test 0.352**
One Way Anova 0.000***
VEGF 13.69 17.47 19.00 18.27
Std.deviasi R135 3.25 3.48 2.34
Shapiro Wilk DL TN T IO 0.675* 0.935*
Levene Test 0.486**
One Way Anova 0.020***
Jumlah Kolagen 38.80 366 39 121 58.41
Std.deviasi 3.20 T 4.88 2.67
Shapiro Wilk 0.270*  0.115* 0.767* 0.622*
Levene Test 0.109**
One Way Anova 0.000***

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata kadar 1L-6 terendah yaitu pada

kelompok perlakuan ketiga (P3) dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis

162 mg/200 gr BB, kemudian berturut-turut diikuti oleh kelompok perlakuan
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kedua (P2) dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis 108 mg/200 gr BB dan
kelompok perlakuan pertama (P1) dengan pemberian ekstrak kulit delima
dosis 54 mg/200 gr BB. Kelompok kontrol (K) dengan pemberian aquades
memperoleh rerata kadar IL-6 yang paling tinggi. Seluruh kelompok kadar IL-
6 berdasarkan uji shapiro wilk menunjukkan berdistribusi normal dengan
(p>0,05) dan uji homogenitas dengan menggunakan levene test hasilnya
homogen nilai p-value 0.352 (p>0,05) maka analisis data menggunakan uji
parametrik One Way Anova. Hasil uji One Way Anova menunjukkan
perbedaan bermakna antar kelompok (p=0,000).

Rerata kadar VEGF tertinggi pada tabel 5.1 yaitu pada kelompok
perlakuan kedua (P2) dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis 108 mg/200
gr BB, kemudian berturut-turut diikuti oleh kelompok perlakuan ketiga (P3)
dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis 162 mg/200 gr BB dan kelompok
perlakuan pertama (P1) dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis 54
mg/200 gr BB. Kelompok kontrol (K) dengan pemberian aquades memperoleh
rerata kadar VEGF yang paling rendah. Seluruh kelompok kadar VEGF
berdasarkan uji shapiro wilk menunjukkan berdistribusi normal (p>0,05) dan
uji homogenitas dengan menggunakan levene test hasilnya homogen
(p=0.486) maka analisis data menggunakan uji parametrik One Way Anova.
Hasil uji One Way Anova menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok
(p=0,020).

Rerata jumlah kolagen tertinggi pada kelompok perlakuan ketiga

(P3) dengan pemberian ekstrak kulit delima dosis 162 mg/200 gr BB,
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kemudian berturut-turut diikuti oleh kelompok perlakuan kedua (P2) dengan
pemberian ekstrak kulit delima dosis 108 mg/200 gr BB dan kelompok
perlakuan pertama (P1) pemberian ekstrak kulit delima dosis 54 mg/200 gr BB.
Kelompok kontrol (K) dengan pemberian aquades memperoleh rerata jumlah
kolagen yang paling rendah. Seluruh kelompok jumlah kolagen berdasarkan
uji shapiro wilk menunjukkan berdistribusi normal (p>0,05) dan uji
homogenitas dengan menggunakan levene test hasilnya homogen (0.109)
maka analisis data menggunakan uji parametrik One Way Anova. Hasil uji
One Way Anova menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok

(p=0.000).

5.1.1 Kadar IL-6
Perbedaan kadar IL-6 antar 2 kelompok diketahui dengan uji post
hoc menggunakan Uji Tukey seperti yang disajikan di tabel 5.2.

Tabel 5.2 Perbedaan Kadar IL-6 Antar 2 Kelompok

Kelompok p-Value
Kvs P1 0.000*
K vs P2 0.000*
K vs P3 0.000*
P1 vs P2 0.000*
P1vs P3 0.000*
P2 vs P3 0.001*

*Uji Tukey dengan nilai signifikan p<0.05
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100.00
90.00
80.00
70.00

60.00

79.03
50.00
40.00 54,99
30.00
42.48 40.49

20.00
10.00

0.00

K P1 P2 P3

Gambar 5.1 Grafik Rerata Kadar IL-6

Hasil uji Tukey pada tabel 5.2 menunjukkan kadar IL-6 pada
kelompok kontrol (K) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
perlakuan pertama (P1), kelompok perlakuan kedua (P2), dan kelompok
perlakuan ketiga (P3) dengan nilai p value p=0.000 (p<0.05). Hasil pada
kelompok perlakuan pertama (P1) terdapat perbedaan signifikan terhadap
kelompok perlakuan kedua (P2) (p=0,000), kelompok perlakuan ketiga (P3)
(p=0,000). Kelompok perlakuan kedua (P2) terdapat perbedaan yang
signifikan terhadap kelompok perlakuan ketiga (P3) (p=0,001). Berdasarkan
data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak kulit delima dengan
dosis 54 mg/200 gr BB, 108 mg/200 gr BB, 162 mg/200 gr BB berpengaruh
secara signifikan terhadap penurunan kadar IL-6 pada tikus jantan galur
sprague dawley yang diberi luka bakar derajat Il sehingga pernyataan

hipotesis diterima.
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5.1.2 VEGF
Perbedaan VEGF antar 2 kelompok diketahui dengan uji post hoc
menggunakan Uji Tukey seperti yang disajikan di tabel 5.3.

Tabel 5.3 Perbedaan Kadar VEGF Antar 2 Kelompok

Kelompok p-Value
Kvs P1 0.134
K vs P2 0.021*
Kvs P3 0.052
P1vs P2 0.789
P1vs P3 0.961
P2 vs P3 0.970

*Uji Tukey dengan nilai signifikan p<0.05

25.00

20.00

> 19.00 18.27
' | 17.47
10.00 s
5.00
0.00
K P1 B2 P3

Gambar 5.2 Grafik Rerata Kadar VEGF
Hasil uji Tukey pada tabel 5.3 menunjukkan kadar VEGF pada
kelompok kontrol (K) tidak terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
perlakuan pertama (P1) (p=0.134), kelompok perlakuan ketiga (P3) (p=0.052),
dan kelompok kontrol (K) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
perlakuan kedua (P2) (p<0.05). Hasil pada kelompok perlakuan pertama (P1)

tidak terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok perlakuan kedua (P2)
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(p=0.789), kelompok perlakuan ketiga (P3) (p=0.961). Kelompok perlakuan
kedua (P2) tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap kelompok
perlakuan ketiga (P3) (p=0.970). Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan
bahwa pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 54 mg/200 gr BB, 108
mg/200 gr BB, 162 mg/200 gr BB berpengaruh secara signifikan terhadap
peningkatan kadar VEGF pada tikus jantan galur sprague dawley yang diberi
luka bakar derajat Il sehingga pernyataan hipotesis diterima.

Gambaran histopatologi VEGF, jaringan kulit tikus jantan galur

Sprague Dawley hasil pengecatan IHC disajikan pada gambar 5.3.

~

(A). VEGF pada kontrol (K)

(C). VEGF pada P2 (D). VEGF pada P3

Gambar 5.3 Perbedaan VEGF kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan pada jaringan dermis kulit Sprague Dawley jantan dengan
pengecatan IHC, menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 400x.
Tanda (panah) positif VEGF warna coklat.
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Ekspresi VEGF dengan pewarnaan imunohistokimia ditunjukkan
dengan warna coklat yang terakumulasi pada sitoplasma yang berdifusi keluar
sel. Ekspresi VEGF dihitung dengan banyaknya sitoplasma pada sel yang
tercat positif pada 3 lapang pandang perbesaran 400x pada fotomikroskop
Olympus Bx51 dan analisis ekspresi area diambil rata rata dengan perangkat
lunak ImageJ 1.52a (National Institute of Health, USA). Pada kelompok
kontrol (K) tampak jumlahnya lebih sedikit, sedangkan pada kelompok
pertama (P1) dengan pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 54 mg/200
gr BB, kelompok perlakuan kedua (P2) dengan pemberian ekstrak kulit delima
dengan dosis 108 mg/200 gr BB dan kelompok perlakuan ketiga (P3) dengan
pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 162 mg/200 gr BB segera setelah
dipapar luka bakar derajat 11, tampak lebih banyak.

5.1.3 Jumlah Kolagen

Perbedaan VEGF antar 2 kelompok diketahui dengan uji post hoc

menggunakan Uji Tukey seperti yang disajikan di tabel 5.4.

Tabel 5.4 Perbedaan Jumlah Kolagen Antar 2 Kelompok

Kelompok p-Value
Kvs P1 0.003*
K vs P2 0.000*
Kvs P3 0.000*
P1vs P2 0.322
P1vs P3 0.040*
P2 vs P3 0.665

*Uji Tukey dengan nilai signifikan p<0.05
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Gambar 5.4 Grafik Rerata Jumlah Kolagen

Hasil uji Tukey pada tabel 5.4 menunjukkan jumlah kolagen pada
kelompok kontrol (K) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
perlakuan pertama (P1) (p=0.003), kelompok perlakuan kedua (P2) (p=0.000),
dan kelompok perlakuan ketiga (P3) (0.000). Hasil pada kelompok perlakuan
pertama (P1) tidak terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
perlakuan kedua (P2) (p=0.322) dan terdapat perbedaan signifikan terhadap
kelompok perlakuan ketiga (P3) dengan nilai p=0,040 (p<0.05). Kelompok
perlakuan kedua (P2) tidak terdapat perbedaan yang signifikan terhadap
kelompok perlakuan ketiga (P3) (p=0.665). Berdasarkan data diatas dapat
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 54 mg/200 gr
BB, 108 mg/200 gr BB, dan 162 mg/200 gr BB berpengaruh secara signifikan
terhadap peningkatan jumlah kolagen pada tikus jantan galur sprague dawley

yang diberi luka bakar derajat Il sehingga pernyataan hipotesis diterima.



61

Hasil pengecatan sirius red jaringan dermis kulit Sprague Dawley

jantan terhadap jumlah kolagen penelitian ini disajikan pada gambar 5.5.

(A). Ekspresi Kolagen pada kontrol (K) | [(B). Ekspresi Kolagen pada P1

(C). Ekspresi Kolagen pada P2 (D). Ekspresi Kolagen pada P3

Gambar 5.5 Perbedaan ekspresi kolagen kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan pada jaringan dermis kulit Sprague Dawley jantan dengan
pengecatan Sirius Red, menggunakan mikroskop cahaya pembesaran
400x. Tanda panah ekspresi positif kolagen warna merah terang.

Jumlah kolagen dermis adalah persentase pixel jaringan kolagen
berupa jaringan berwarna merah terang dengan pewarnaan Sirius red
dibandingkan dengan pixel seluruh jaringan yang tampak pada foto sediaan
histologis. Penilaian dilakukan pada foto dan perhitungan dengan analisis

digital menggunakan piranti lunak ImageJ 1.52a (National Institute of Health,

USA), selanjutnya dihitung pada 3 lapangan pandang pada pembesaran 400X,
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diambil rata rata. Tampak pada gambar kelompok kontrol (K) lebih sedikit
dibanding dengan kelompok perlakuan pertama (P1), dengan pemberian
ekstrak kulit delima dengan dosis 54 mg/200 gr BB, kelompok perlakuan kedua
(P2) dengan pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 108 mg/200 gr BB
dan kelompok perlakuan ketiga (P3) dengan pemberian ekstrak kulit delima

dengan dosis 162 mg/200 gr BB.

5.2 Pembahasan

Luka bakar merupakan kerusakan integritas kulit atau jaringan
organik lainnya yang disebabkan oleh trauma akut.?® Luka bakar derajat Il
adalah luka bakar yang meliputi destruksi epidermis serta lapisan atas dermis
dan cedera pada bagian dermis yang lebih dalam. Luka tersebut terasa nyeri,
tampak eritema atau kemerahan dan mengalami eksudasi cairan.>* Kelompok
tikus yang diberi perlakuan luka bakar derajat Il adalah K, P1, P2 dan P3.

Hasil pemeriksaan kadar IL-6 pada kelompok kontrol (K) yang
diberi luka bakar derajat Il dengan pemberian aquades mengalami peningkatan
yang signifikan dibanding dengan kelompok yang diberi ekstrak kulit delima
dengan dosis 54 mg/200 gr BB (P1), 108 mg/200 gr BB (P2), dan 162 mg/200 gr
BB (P3) seperti pada tabel 5.1. Interleukin 6 (IL-6) merupakan sitokin yang
berperan dalam fase inflamasi awal. Sumber utama dari I1L-6 berasal dari
berbagai jenis sel seperti makrofag, fibroblas, keratinosit dan sel endotel.
Produksi berlebihan dari sitokin IL-6 menandakan terjadinya inflamasi.

Sitokin 1L-6 memiliki fungsi dalam pengaturan sistem imun seperti dalam
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diferensiasi neutrofil dan monosit serta mempengaruhi kerja sitokin lain dan
kemokin yang bekerja pada fase inflamasi hingga proliferasi.>

Penurunan kadar IL-6 pada kelompok P3 yang diberi luka bakar
derajat Il dan pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 162 mg/200 gr BB
mengalami perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan dengan
dosis 54 mg/200 gr BB (P1) dan kelompok perlakuan dengan dosis 108 mg/200
gr BB (P2) seperti pada tabel 5.1. Hal ini disebabkan karena proses inflamasi
yang berkerja optimal sehingga respon inflamasi tidak berlangsung lebih lama.
Pada respon inflamasi yang berkepanjangan, makrofag akan terus melepaskan
IL-6 yang mempengaruhi inflamasi melalui penarikan sel-sel radang sehingga
akan terus terjadi akumulasi sel radang dalam mengeliminasi patogen.
Sehingga dengan rendahnya kadar IL-6 ini dapat menandakan bahwa luka
telah memasuki fase inflamasi akhir dan segera menuju fase proliferasi awal.
52 Hal ini terjadi karena manfaat ekstrak kulit delima antara lain antioksidan,
antiinflamasi, dan dapat berfungsi meningkatkan sistem imun. Penelitian yang
dilakukan Almahita (2013) membuktikan bahwa ekstrak aqueous kulit delima
peroral dapat menghambat peningkatan jumlah makrofag dari fase inflamasi
ke fase proliferasi sehingga proses inflamasi tidak terus berjalan pada proses
penyembuhan luka bakar.* Selain itu, pada penelitian yang sama terbukti
bahwa aktivitas antiinflamasi yang dimiliki oleh Ellagic Acid tidak sekuat
ekstrak buah delima dalam menghambat peningkatan ekspresi interleukin-6
(IL-6) dan transforming growth factor-beta 1(TGF-a1) akibat obstruksi

bilier.>?
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Hasil pemeriksaan VEGF pada kelompok kontrol (K) yang diberi
luka bakar derajat Il dengan pemberian aquades mengalami penurunan yang
signifikan dibanding dengan kelompok yang diberi ekstrak kulit delima
dengan dosis 54 mg/200 gr BB (P1), 108 mg/200 gr BB (P2), dan 162 mg/200 gr
BB (P3) seperti pada tabel 5.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
berperan untuk meningkatkan migrasi sel endotel, proliferasi, dan
permeabilitas pembuluh darah. VEGF mengikat secara khusus dan larut
terhadap fibrinogen dengan afinitas tinggi, mempertahankan kapasitasnya
untuk mendukung terjadinya proliferasi sel endotel saat terikat baik maupun
larut dengan permukaan fibrinogen yang imobilisasi. Interaksi ini
memfasilitasi lokalisasi dan aktivitas mitogenik VEGF pada jaringan cedera.>*

Kelompok perlakuan P1, P2, dan P3 dengan pemberian ekstrak kulit
delima yang diberi luka bakar derajat Il mengalami peningkatan VEGF seperti
pada tabel 5.1. Hal ini membuktikan bahwa ekstrak kulit delima baik
digunakan untuk peningkatan ekspresi VEGF dalam penyembuhan luka, sebab
selain flavonoid dan polifenol, ekstrak kulit delima juga memiliki Ellagic Acid
yang dapat merangsang proliferasi pada proses penyembuhan luka. 4 Menurut
Pusparatri (2018) Gel kulit delima (Punica granatum L.) mengandung
flavonoid dan tanin yang di dalamnya terdapat ellagic acid yang dapat
merangsang proliferasi fibroblas pada proses penyembuhan luka.>® Ekspresi
VEGF pada kelompok P2 terkesan lebih tinggi daripada Kelompok P3 tetapi

pada Uji Post Hoc perbedaannya tidak signifikan.
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Hasil pemeriksaan jumlah kolagen pada kelompok kontrol (K) yang
diberi luka bakar derajat Il dengan pemberian aquades mengalami penurunan
yang signifikan dibanding dengan kelompok yang diberi ekstrak kulit delima
dengan dosis 54 mg/ 200gr BB (P1), 108 mg/ 200gr BB (P2), dan 162 mg/
200gr BB (P3) seperti pada tabel 5.1. Hal ini menunjukkan adanya kerusakan
pada lapisan dermis kulit terdapat keropeng atau eskar, epidermis kulit
mengalami hipertropi yang disebabkan oleh proliferasi sel epitel, dan pada
lapisan dermis terlihat kolagen telah terbentuk namun tidak setebal yang
terlihat pada kontrol negatif. Menurut Han et al (2005), keropeng atau eskar
yang terbentuk pada area kulit luka bakar terbentuk atas fibrin dan platelet dari
respon hemostasis serta infiltrasi sel mononuklear serta jaringan nekrotik.>

Peningkatan jumlah kolagen pada kelompok P2 yang diberi luka
bakar derajat Il dan pemberian ekstrak kulit delima dengan dosis 108 mg/
200gr BB mengalami perbedaan yang tidak signifikan dengan kelompok
perlakuan dengan dosis 54 mg/ 200gr BB (P1) dan signifikan kelompok
perlakuan dengan dosis 162 mg/ 200gr BB (P3) seperti pada tabel 5.1.
Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak kulit delima secara peroral
berperan dalam meningkatkan sintesis kolagen. Kolagen yang berada didalam
kulit berguna dalam proses penyembuhan Iluka sehingga ketika Kkulit
mengalami luka maka dapat pulih dengan sendirinya. Hal ini juga didukung
dengan penelitian Shinde, et al (2020) yang menyatakan bahwa kulit delima
mengandung aktivitas antioksidan karena kandungan fenolik nya. Contohnya

seperti flavonoid dikaitkan dengan kemampuan antioksida, polifenol
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ditemukan pada kulit delima misalnya tannin ellagic, ellagic acid dan asam
galat. Kegunaan polifenol dan flavonoid berguna untuk antioksidan pada
penyembuhan luka dan antimikroba.®’ Penelitian yang serupa Almahita (2013)
yang melaporkan ekstrak aqueous kulit delima berperan dalam proliferasi
fibroblas dan proses sintesis kolagen dengan menstimulasi sintesis pro-
kolagen tipe | dan menghambat MMP-1, enzim pendegradasi kolagen.*
Adapun keterbatasan dari penelitian ini adalah bahwa proses
penyembuhan luka pada umumnya dibagi atas beberapa fase yang masing-
masing saling berkaitan yaitu fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi. Waktu
penyembuhan luka memakan waktu hingga 25 hari namun penelitian ini hanya
dilakukan selama 7 hari akibatnya efek penyembuhan jaringan yang diamati
hanya masih sebagian sehingga perlu adanya penelitian yang bersifat time
series untuk mengetahui durasi efek ekstrak kulit delima dalam penyembuhan

luka bakar.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

6.1.1. Pemberian ekstrak kulit delima secara oral dengan dosis 54 mg/ 200gr BB,
108 mg/ 200gr BB, dan 162 mg/ 200gr BB dapat menurunkan kadar
Interleukin-6 (IL-6), pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi
luka bakar derajat I1.

6.1.2. Pemberian ekstrak kulit delima secara oral dengan dosis 54 mg/ 200gr BB,
108 mg/ 200gr BB, dan 162 mg/ 200gr BB meningkatkan VEGF dan
meningkatkan jumlah kolagen pada tikus jantan galur Sprague Dawley
yang diberi luka bakar derajat II.

6.1.3. Pemberian ekstrak kulit delima secara oral dengan dosis 54 mg/ 200gr BB,
108 mg/ 200gr BB, dan 162 mg/ 200gr BB meningkatkan jumlah kolagen

pada tikus jantan galur Sprague Dawley yang diberi luka bakar derajat I1.

6.2 Saran
Perlu adanya penelitian yang bersifat time series untuk durasi efek ekstrak

kulit delima dalam penyembuhan luka bakar.
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