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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka merupakan proses multifase yang melibatkan respons
kompleks terhadap cedera pada kulit. Perubahan pada salah satu fase ini dapat
menghambat penyembuhan luka. Ekstrak kulit buah delima digunakan untuk
mempercepat penyembuhan luka. Memanfaatkan aplikasi topikal menggunakan
bahan alami menjadi pilihan karena efek sampingnya sangat sedikit dan
ketersediaannya mudah, dibandingkan dengan bahan sintetis. Tujuan: untuk
mengetahui pengaruh pemberian krim ekstrak delima (Punica granatum) terhadap
kadar TGF-B dan kadar IL-6 pada kulit tikus wistar pasca luka eksisi. Metode:
experimental in-vivo dengan jumlah sampel 48 ekor tikus Wistar, dibagi menjadi
12 kelompok. Analisis dilakukan menjadi 2 tahap yaitu 6 kelompok setelah hari ke
3 perlakuan dan 6 kelompok berikutnya dilakukan setelah hari ke 7 perlakuan.
Metode analisis menggunakan enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Hasil: terdapat pengaruh penurunan rerata kadar IL-6 di hari ke 3 setelah perlakuan
dan hari ke 7 setelah perlakuan dengan uji One Way Anova 0,000 (p<0,05),
pemberian krim ekstrak buah delima dosis 20% memberikan pengaruh paling
efektif terhadap rerata kadar 1L-6 dihari ke 7 setelah perlakuan menyamai
bioplacenton. Peningkatan rerata kadar TGF-f3 dengan pemberian krim ekstrak
buah delima berpengaruh signifikan dengan uji One way anova 0,000 (<0,05) pada
hari ke 3 setelah perlakuan dan pada hari ke 7 setelah perlakuan. Kesimpulan:
krim ekstrak buah delima berpengaruh menurunkan kadar IL-6 dan meningkatkan
kadar TGF-f3 pada luka eksisi. Perlakuan setelah hari ke 7 dengan dosis krim
ekstrak buah delima 20% menyamai perlakuan menggunakan bioplacenton

Kata Kunci: Krim buah delima, Luka eksisi, Kadar IL-6, Kadar TGF-j
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ABSTRACT

Background: Wound healing is a multifaceted process involving a complex
response to skin injury. Disruptions in any phase of this process can impede wound
healing. Pomegranate peel extract is used to expedite wound healing. Utilizing
topical applications of natural ingredients is preferred due to their minimal side
effects and easy availability compared to synthetic materials. Objective: This study
aims to investigate the effect of pomegranate extract cream (Punica granatum) on
TGF-pB and IL-6 levels in the skin of Wistar rats after excision wounds. Method:
An in-vivo experimental study was conducted with 48 Wistar rats, divided into 12
groups. The analysis was performed in two stages: 6 groups were analyzed after 3
days of treatment, and the remaining 6 groups were analyzed after 7 days of
treatment. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method was used for
the analysis. Results: There was a significant reduction in mean IL-6 levels on both
day 3 and day 7 after treatment, as indicated by the One-Way ANOVA test
(p=0.000, p<0.05). A 20% dose of pomegranate extract cream had the most
effective impact on reducing mean IL-6 levels on day 7, comparable to
bioplacenton. The mean TGF-f levels significantly increased with the application
of pomegranate extract cream, as shown by the One-Way ANOVA test (p=0.000,
p<0.05) on both day 3 and day 7 after treatment. Conclusion: Pomegranate extract
cream effectively reduces IL-6 levels and increases TGF-B levels in excision
wounds. Treatment on day 7 with a 20% dose of pomegranate extract cream was
comparable to treatment with bioplacenton.

Keywords: Pomegranate cream, Excision wounds, IL-6 levels, TGF-p levels
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka merupakan proses multifase yang melibatkan respons kompleks
terhadap cedera pada kulit. Perubahan pada salah satu fase ini dapat menghambat
penyembuhan luka. Identifikasi dan optimalisasi faktor risiko dapat dimodifikasi
dalam manajemen luka.! Penyembuhan fuka mencakup berbagai reaksi seluler dan
biokimia termasuk peradangan, neovaskularisasi dan deposisi kolagen.?
Pensinyalan Transforming Growth Factor Beta (TGF-) memiliki peran utama
dalam fungsi keratinosit, regulasi re-epitelisasi luka, dan jalur TGF-B dalam
penyembuhan dan epitelisasi luka akut. Telah dibuktikan bahwa TGF-p sangat
penting untuk homeostasis epidermal serta untuk setiap tahap penyembuhan luka.?
Respon inflamasi yang dimediasi Nuclear factor-kappaB (NF-kxB) menyebabkan
peradangan kulit, melepaskan sitokin proinflamasi seperti Interleukin -6 (IL-6).*°
Dalam proses penyembuhan luka, sitokin IL-6 sangatlah penting.® Berkurangnya
peradangan dikaitkan dengan tingkat penyembuhan luka yang lebih cepat.” Ekstrak
kulit buah delima digunakan untuk mempercepat penyembuhan luka.® Dengan
memanfaatkan aplikasi topikal menggunakan bahan alami menjadi pilihan karena
efek sampingnya sangat sedikit dan ketersediaannya mudah, dibandingkan dengan
bahan sintetis.” Namun masih sedikit yang melaporkan hasil pengamatan
menggunakan parameter molekuler terhadap penyembuhan luka.®

Lebih dari 90 persen masyarakat di negara maju percaya bahwa tanaman obat

dapat diandalkan.’®! Sebanyak 32% Kulit buah digunakan dalam produksi obat,



diikuti biji (22%) dan bunga (20%), tanaman utuh (9%), pucuk (7%), kulit akar
(6%), kulit biji dan akar (6%), dan seluruh tanaman (9%).2 Pengetahuan tentang
jamu farmasi menambah cakrawala baru dalam dunia kedokteran. Obat-obatan
herbal lebih hemat biaya dan lebih aman dibandingkan dengan obat sintetik.® Buah
delima telah digunakan dalam pengobatan tradisional untuk menyembuhkan
banyak penyakit.®!2 Buah delima digunakan untuk mengobati penyakit akibat
parasit, biji dan kulit buah untuk mengobati diare, bunga delima untuk mengatasi
diabetes, kulit kayu, dan akar untuk menghentikan pendarahan dan menyembuhkan
luka. Demikian pula, daunnya digunakan untuk mengendalikan peradangan dan
pengobatan gangguan pencernaan.*®

Beberapa penelitian telah membuktikan P granatum meningkatkan proses
perbaikan luka. Nayak dkk menilal proses perbaikan luka kulit buah delima
penurunan luas luka sebesar 95% dilaporkan pada hewan yang diobati dengan
ekstrak dibandingkan dengan 84% pada kelompok kontrol.! Dalam sebuah
penelitian menggunakan salep ekstrak metanol P granatum pada 10% dan 15% b/b
untuk mengetahui efek penyembuhan luka pada model luka sayatan tikus. Hasilnya
sama seperti salep nitrofurazone. Aktivitas kontraksi fuka 10% dan 15% Salep P.
granatum masing-masing sebesar 97,8% dan 98,4%, ekstrak metanol buah delima
terbukti berpotensi sebagai agen penyembuhan luka.®

IL-6 memainkan peran sentral dalam peradangan akut dan diperlukan untuk
penyembuhan luka dengan cepat. Dilepaskan lebih awal sebagai respons terhadap
cedera, IL-6 menginduksi pelepasan sitokin proinflamasi dari makrofag,

keratinosit, sel endotel, dan sel stroma yang tinggal di jaringan. IL-6 juga ditemukan



menginduksi kemotaksis leukosit pada luka. Ketika peradangan berkembang, sinyal
IL-6 bertanggung jawab untuk beralih ke lingkungan reparatif. Regulasi
penyembuhan luka sangat penting, sinyal proinflamasi yang tidak tepat dapat
menyebabkan luka membutuhkan waktu lebih lama untuk sembuh dan berisiko
terkena infeksi.’* Beberapa faktor pertumbuhan terlibat dalam penyembuhan luka,
salah satunya adalah TGF-B, memberikan efek pleiotropik pada penyembuhan luka
dengan mengatur proliferasi sel, diferensiasi, matriks ekstraseluler dan memodulasi
respon imun.®®
Pomegranate rind extract (PRE) mempunyai efek anti-inflamasi yang

signifikan pada kulit ex vivo, memastikan bahwa PRE meregulasi COX-2 pada
epidermis yang aktif.*2 Penelitian menggunakan pomegranate standardized extract
(PSE) dengan asam ellagic 40% diolah menjadi salep. SPE 10% mempercepat
penyembuhan luka bakar derajat dua dalam luka. buah delima yang distandarisasi
dengan asam ellagic 40% merupakan ramuan yang menjanjikan untuk
penyembuhan luka bakar pada kulit.*® Buah delima mempunyai potensi sebagai
pendekatan baru dalam memperbaiki penyakit peradangan dan nyeri yang
berhubungan dengan berbagai kondisi kulit.*> Namun pengaruh pemberian krim
ekstrak yang diambil dari buah delima (Punica Granatum) terhadap ekspresi TGF-
B dan IL-6 pada kulit tikus wistar pasca luka eksisi masih harus dijelaskan secara
mendalam.
1.2 Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak delima (Punica granatum)

terhadap kadar TGF-B dan IL-6 pada kulit tikus Wistar pasca luka eksisi?.



1.3 Tujuan penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui pengaruh pemberian krim ekstrak delima (Punica

granatum) terhadap kadar TGF-3 dan kadar IL-6 pada kulit tikus wistar

pasca luka eksisi.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak delima (Punica

granatum) terhadap kadar TGF-f3 pada kulit tikus Wistar pasca luka

eksisi antar kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol.

b. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak kulit delima

(Punica granatum) terhadap kadar IL-6 pada kulit tikus Wistar

pasca luka eksisi antar kelompok perfakuan dengan kelompok

kontrol

1.4 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
1 Houston Anti-inflammatory Ekperimental Aplikasi topikal dari  (PRE)
DMJ, activity of Punica  In Vivo Pomegranate rind extract ke
BugertJ,  granatum L. kulit ex vivo menurunkan
Denyer SP, (Pomegranate) regulasi  ekspresi  COX-2,
Heard rind extracts mempunyai efek anti-inflamasi
CM.22 applied topically yang signifikan, memastikan
to ex vivo skin bahwa PRE menembus kulit dan
memodulasi  regulasi COX-2
pada epidermis yang aktif,
Memperbaiki penyakit
peradangan dan nyeri yang

berhubungan dengan berbagai




kondisi kulit, termasuk luka.

Secara Topikal
Terhadap Proses

2 Nayak SB, Wound healing Ekperimental Analisis fitokimia ekstrak kulit
Rodrigues  activity of the fruit In Vivo buah P. granatum menunjukkan
V, Maharaj skin of Punica adanya saponin, triterpen, tanin,
S, Bhogadi granatum alkaloid, dan flavonoid. Uji
Vst aktivitas penyembuhan lukanya

pada tikus menggunakan model
luka eksisi.

Hewan vyang diberi ekstrak
menunjukkan pengurangan area
luka  sebesar 95%  bila
dibandingkan dengan kontrol
(84%), yang secara statistik
signifikan (P<0,01).

Buah  Delima  mendorong
penyembuhan luka  yang
signifikan pada tikus.

3 Lukiswant Evaluation of Ekperimental. Pomegranate standardized
0 BS, wound healing In Vivo extract (PSE) dengan asam
Miranti A, potential of ellagic 40% diolah menjadi
Sudjarwo  pomegranate salep. SPE 10% mempercepat
SA, (Punica granatum) penyembuhan luka bakar derajat
Primarizky whole fruit extract dua dalam luka. buah delima
H, Yuniarti on skin burn yang distandarisasi dengan asam
WM. 10 wound in rats ellagic 40% merupakan ramuan

(Rattus yang menjanjikan untuk
norvegicus). penyembuhan luka bakar pada
kulit.

4 Mahdi M,  Evaluation of Ekperimental. Berbagai bagian kulit buah
Nassiresla  wound healing In Vivo delima mempunyai efek yang
mi E, Asadi activities of berbeda-beda terhadap
M, Dadpay pomegranate penyembuhan luka. Ekstrak
M.2 (Punica granatum- lapisan atas kulit buah secara

Lythraceae) peel signifikan meningkatkan proses

and pulp. penyembuhan luka, sedangkan
ekstrak daging buahnya tidak
menunjukkan efek yang
menjanjikan. Oleh karena itu,
lapisan atas kulitnya disarankan
untuk penelitian lebih lanjut
mengenai penyembuhan luka.

5 Busman Efektifitas Ekstrak Ekperimental Rata-rata pembentukan osteoblas
B, Novera Kulit Buah Delima In Vivo dan osteoklas pada tikus lebih
Y .16 (Punicagranatum) banyak pada kelompok perlakuan

dengan konsentrasi 75% dan
terdapat manfaat kandungan




Pembentukan
Kembali
(Remodelling)
Pada Fraktur
Tulang Paha Tikus
Putih Galur Wistar
Betina (Rattus
norvegicus).

ekstrak kulit buah delima terhadap
proses pembentukan kembali
(remodelling) pada fraktur tulang
paha pada tikus putih Galur
wistar dengan nilai
p=0,000<0,05.

1.5 Manfaat Penelitian

a.

Manfaat Teoritis

Penelitian ini bertujuan membuktikan teori dari berbagai sumber dalam

penanganan luka eksisi menggunakan ekstrak buah delima.

Manfaat Praktis

1. Memberikan manfaat kepada masyarakat fuas tentang penggunaan

buah delima terhadap penyembuhan, sebagai referensi penelitian

berikutnya menggunakan parameter yang berbeda.

2. Sebagai acuan untuk pembuatan produk kosmetik yang bernilai jual

tinggi dan melakukan uji klinis penggunaan krim ekstrak buah delima

terhadap penyembuhan luka.
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TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Transforming Growth Factor Beta (TGF-8)
2.2.1 Pengertian

TGF-p adalah sitokin multifungsi yang berperan penting dalam proses seluler
termasuk proliferasi, diferensiasi, migrasi, dan apoptosis untuk mempertahankan
homeostasis jaringan.!” Disekresikan dari bermacam jenis sel, seperti makrofag,
denritik sel, sel B, dan sel T. TGF-B sebagai penekan kekebalan dalam
peradangan.'® Keluarga TGF-B, yang memiliki tiga isoform TGF-B1, TGF-B2, dan
TGF-B3 adalah sitokin pluripotent. Khususnya, TGF-B1 sangat penting untuk
proses penyembuhan luka kulit.*® Ketiga anggota keluarga TGF-B memiliki struktur
peptida yang relatif sama. TGF-B1 terdiri dari 390 asam amino, TGF-B2 terdiri dari
412 asam amino, dan TGF-p3 terdiri dari 412 asam amino. Ketiga anggota keluarga
TGF-B memiliki peptida N-terminal yang panjangnya 20-30 asam amino.8

Sel induk dewasa tertentu memiliki lebih dari sekedar reseptor TGF- pada
permukaannya, bisa menjadi tidak aktif selama beberapa bulan. Faktor lingkungan
tertentu dapat menyebabkan sel induk memasuki kembali siklus sel. Hal ini tidak
sama dengan diferensiasi sel secara umum dan keadaan penuaan. Untuk menjaga
sel induk sensitif terhadap perubahan fisiologi jaringan, anggota superfamili TGF-
B harus mampu menjaga keseimbangan antara peristiwa siklus sel yang dapat

dibalik dan pertumbuhan sel aktif.?°



2.2.2 Aktivitasi jalur TGF-p

Awalnya diproduksi sebagai protein prekursor yang lebih besar, ligan
TGF-p dilepaskan sebagai ligan terminal-C yang matang dalam bentuk
homodimer ketika bagian terminal-N-nya dibelah. Ligan terminal-C dan peptida
terminal-N (LAP) yang terpecah terhubung secara fisik satu sama lain. Dikenal
sebagai TGF-p laten, protein pengikat TGF-B laten (LTBPs) menempel pada
homodimer TGF-p dewasa dan menghambat aktivitasnya. Lingkungan mikro
yang asam atau pencernaan enzimatik dapat melepaskan TGF-p aktif.?* Setelah
dilepaskan dari LAP, TGF-f aktif terikat pada transmembran TGFBR2 tipe 2,
yang berfungsi sebagai serin/treonin kinase untuk mengikat dan mengaktifkan
TGFBR1 (juga dikenal sebagai kinase 5 karena berkaitan erat dengan reseptor
aktivin, ALKS5) melalui fosforilasi. TGFBR1 yang diaktifkan kemudian
mendenaturasi  Smads yang merupakan reseptor terpotong (R-Smad),
menghasilkan pembentukan Smad2 dan Smad3 pada residu terminal C-nya.
Smad2 dan Smad3 merupakan transkripsi faktor eksekutif yang mempunyai
tingkat kemiripan tinggi dalam urutan asam amino. Saat diaktifkan, R-Smads
dapat membentuk kompleks dengan Smad4 (juga dikenal sebagai Co-Smad) dan
menerjemahkan ke nukleus untuk melakukan transkripsi gen target.

Untuk mencegah fosforilasi Smad2 dan Smad3, terdapat juga
penghambat Smad7 yang diaktifkan oleh Smad3 dan berikatan secara kompetitif
dengan TGFBR1. Selain itu, dengan menggunakan E3 ubiquitin ligase Smurf2,
Smad7 juga dapat bekerja untuk menghancurkan TGFBR1. Akibatnya,

mekanisme umpan balik negatif Smad7 secara negatif mengubah sinyal TGF-
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Gambar 2.1 Jalur Sinyal TGF-B.%

TGFBR3 dan endoglin yang terikat membran ekstra membantu
pengikatan ligan TGF-f aktif ke reseptor. Pensinyalan TGF-f menjadi lebih
sensitif ketika Betaglikan menawarkan ligan TGF-B ke TGFBR2 dalam bentuk
kompleks terner. Untuk membuat betaglikan yang larut, betaglikan juga dapat
dibebaskan dari membran. Betaglikan terlarut mencari aktivitas sinyal TGF-p,
berbeda dengan = betaglikan ~ yang terikat ‘membran. Smad2/3 dapat
diaktifkan/difosforilasi melalui crosstalk dengan jalur MAPK ERK/p38 selain
transduksi sinyal dari ligan TGF-p ke reseptor yang terikat membran..??

TGF-B1 juga dapat mengaktiftkan berbagai jalur independen Smad,
disebut sebagai pensinyalan non-Smad, Jalur non-Smad ini termasuk AKT, jalur
pensinyalan GTPase, dan TAK1.2 Jalur independen Smad ini dapat mengontrol
respons seluler hilir baik secara mandiri atau bersamaan dengan pensinyalan

Smad. Untuk mengilustrasikan kerumitan pensinyalan TGF-p, pertimbangkan
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cara TGFBR1 digabungkan dengan TGF-B1 secara langsung memfosforilasi
protein polaritas sel Par6, yang pada gilirannya menarik E3 ubiquitin ligase
Smurfl untuk memecah GTPase RhoA kecil dan memulai epitelial mesenkim
transisi(EMT).?

2.2.3 Peran TGF-p

Sekresi TGF-B bergantung pada jenis sel serta ekspresi dan dosis ligan.
TGF-B mempengaruhi proses biologis seperti kematian sel, migrasi,
diferensiasi, dan proliferasi secara pleiotropik dan terkadang antagonis.?
Kehadiran sitokin lain merupakan salah satu dari banyak faktor yang
mempengaruhi efek TGF-B. Dalam keadaan tertentu, sitokin mitogenik TGF-3
mengatur efek. biologisnya. Fungsinya menjamin bahwa SCF mendukung
kelangsungan  hidup - sel induk hematopoietik dan mencegah efek
penghambatan TGF-B pada sel-sel tersebut dengan membalikkan efek
penghambatan TGF-p.?*

Sifat pleiotropik TGF-B memiliki implikasi pada proses patologis ketika
jalur aktivasinya dideregulasi, TGF-p juga berperan dalam regulasi
homeostatis.®® Melalui pengendalian ekspresi gen yang terlibat dalam
perbaikan jaringan dan proliferasi sel, jalur pensinyalan TGF- mempunyai
dampak besar pada diferensiasi sel. Inhibitor dan jalur pensinyalan merupakan
contoh variabel eksternal yang mempengaruhi proses perkembangan sel induk,
termasuk pembaharuan diri dan diferensiasi sel. Faktor internal yang
mempengaruhi proses ini meliputi epigenetika dan faktor transkripsi kunci.

Sinyal yang terkait dengan proliferasi sel diaktifkan oleh TGF-B.%
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2.2 Interleukin-6 (1L-6)
2.2.1 Pengertian

Sitokin proinflamasi IL-6 diproduksi sebagai respons terhadap infeksi atau
kerusakan jaringan dan berperan dalam respons imun bawaan dan adaptif. Sebagai
bagian dari mekanisme pertahanan inang untuk memberantas sel yang terinfeksi
atau jaringan yang rusak, sel imun bawaan, seperti makrofag, melepaskan IL-6
ketika diidentifikasi oleh damage-associated molecular pattern (DAMPS) atau
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Gangguan inflamasi kronis
mungkin timbul akibat produksi 1L-6 yang berlebihan.?® 1L-6 berfungsi sebagai
mediator inflamasi dan terlibat dalam beberapa penyakit inflamasi akut. Ketika
terjadi peradangan akut, berbagai sel imun, termasuk monosit dan makrofag, serta
sel nonimun, seperti fibroblas, sel mesenkim, dan sel endotel vaskular,
memproduksi IL-6 sebagai respons terhadap rangsangan dari PAMPs/DAMPs atau
sumber lain.?

Peradangan akut sebagian besar-dimediasi oleh IL-6, yang juga diperlukan
untuk penyembuhan luka. Sitokin proinflamasi dilepaskan oleh makrofag jaringan,
keratinosit, sel endotel, dan sel stroma ketika 1L-6 dilepaskan pada awal respons
terhadap cedera. Juga ditemukan bahwa IL-6 menyebabkan leukosit bermigrasi
menuju luka. Pensinyalan IL-6 bertugas memicu transisi ke lingkungan reparatif
saat peradangan meningkat. Sinyal proinflamasi yang tidak tepat dapat
menyebabkan luka lebih lambat sembuh dan meningkatkan risiko infeksi.

Pengaturan penyembuhan luka sangat penting.%’ 2
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2.2.1 Mekanisme aktivasi IL-6

IL-6 memainkan peran sentral dalam peradangan akut dan diperlukan
untuk penyembuhan luka tepat waktu. Dirilis lebih awal sebagai respons
terhadap cedera, IL-6 menginduksi pelepasan sitokin proinflamasi dari makrofag
jaringan, keratinosit, sel endotel, dan sel stroma. IL-6 juga ditemukan
menginduksi kemotaksis leukosit ke dalam luka.?® Toll like receptor (TLRs)
merangsang beberapa jalur pensinyalan, termasuk NFxB, dan meningkatkan
transkripsi MRNA sitokin inflamasi seperti IL-6, TNF-a, dan IL-1b. TNF-a dan
IL-1b kemudian merangsang faktor transkripsi untuk menghasilkan IL-6.%

IL-6 juga mengirimkan sinyal peringatan saat terjadi kegagalan jaringan
pada inflamasi non-infeksi, Peningkatan kadar IL-6 dalam serum mendahului
perubahan suhu tubuh dan kadar protein fase akut, DAMPS yang dihasilkan oleh
sel yang rusak atau sekarat menyebabkan inflamasi baik secara langsung
maupun tidak langsung.®* IL-6 diproduksi dengan cepat dan spontan sebagai
respons terhadap infeksi dan cedera jaringan, mendorong hematopoiesis, respons
imunologis, dan respons fase akut, membantu tubuh mempertahankan diri.*?
Lesi lokal menghasilkan IL-6 saat peradangan pertama kali muncul. IL-6
kemudian dibawa ke hati melalui sirkulasi, di mana ia dengan cepat
menyebabkan produksi banyak protein fase akut, seperti protein C-reaktif
(CRP), serum amiloid A (SAA), fibrinogen, haptoglobin, dan al-

antichymotrypsin.®
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2.1.2 Peran IL-6

Respon inflamasi sangat penting dalam penutupan luka, dan gangguan
pada jalur sinyal IL-6 dapat menghambat penyembuhan luka. Oleh karena itu,
peran IL-6 dalam penyembuhan luka kulit tidak dapat diabaikan. Karena
makrofag M1 adalah pengekspres IL-6 utama pada luka, peningkatan rasio
M1:M2 akibat sinyal inflamasi yang persisten dapat menghambat penyembuhan
luka. 1L-6 mengatur polarisasi M2 dengan menginduksi produksi I1L-4 sel Th2
dan IL-4R pada makrofag. Makrofag M2 khususnya adalah sekretor utama
sitokin proliferatif VEGF dan TGF-B.%*

Pada kondisi kulit profibrotik melibatkan loop umpan balik 1L-6/TGF-j,
yang berfungsi dalam loop autokrin positif pada fibroblas. Peningkatan deposisi
kolagen dan diferensiasi fibroblas menjadi miofibroblas, yang berkontraksi
untuk bergabung dengan tepi luka, dimungkinkan oleh IL-17A. Peningkatan
vaskularisasi merupakan prasyarat untuk penyakit fibrotik, yang disebabkan
oleh stimulasi IL-6 yang meningkatkan kelangsungan hidup myofibroblast dan
meningkatkan produksi VEGF oleh endotel jaringan, keratinosit, fibroblas, dan
makrofag.3*

IL-6 adalah sitokin yang menampilkan aktivitas pleiotropik, menginduksi
sintesis protein fase akut seperti CRP, serum amiloid A, fibrinogen, dan hepcidin
di hepatosit, sedangkan itu menghambat produksi albumin. IL-6 juga
memainkan peran penting dalam respon imun didapat melalui stimulasi produksi
antibodi dan pengembangan sel T efektor. Selain itu, IL-6 dapat mendorong

diferensiasi atau proliferasi beberapa sel nonimun. Karena aktivitas pleiotropik,
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produksi IL-6 yang tidak teratur secara terus-menerus menyebabkan timbulnya
atau berkembangnya berbagai penyakit. Treg, sel T pengatur RANKL, aktivator
reseptor NF-kB, VEGF.®
2.3 Luka

2.3.1 Pengertian Luka

Luka adalah hilangnya integritas, struktur, dan fungsi normal kulit akibat
faktor fisik, kimia, atau mekanis. Kulit merupakan bagian mendasar dari tubuh
manusia, organ terbesar, dan pertahanan pertama terhadap lingkungan. Organ ini
mempertahankan homeostatis sebagai reservoir nutrisi, mekanisme pertahanan,
dan respon cedera, terdiri dari beberapa lapisan jaringan ektodermal yang
melindungi otot, tulang, ligamen, dan organ dalam tubuh.®

Beberapa jenis luka antara lain:

a) Luka memar merupakan cedera pembuluh darah akibat robeknya
jaringan pembuluh darah akibat benturan, kemudian berpindah ke
jaringan perivaskular, mengubah warna lapisan luar kulit.

b) Luka lecet atau abrasi yaitu kerusakan lapisan epidermis yang lebih
dalam tidak terpengaruh oleh cedera permukaan. Salah satu penyebab
abrasi yang paling umum adalah gesekan permukaan kulit dengan
permukaan yang tidak rata.

c) Luka robek atau laserasi berhubungan dengan kerusakan jaringan yang
disebabkan oleh trauma parah, sehingga menimbulkan kesan luka
terbuka pada kulit dan jaringan lunak.

d) Luka iris atau insisi sayatan biasanya dilakukan bersamaan dengan



15

prosedur medis dan dilakukan dengan menggunakan alat tajam, seperti
pisau atau silet. luka yang cukup parah hingga merusak pembuluh darah
dan jaringan, baik panjang maupun dalamnya. Kecenderungan luka
sayatan memiliki tepi yang lurus dan rata, tidak ada memar, dan tidak
ada lecet merupakan ciri khasnya.
2.3.2 Luka EKksisi
Luka eksisi adalah luka di mana permukaan kulit dan lapisan bawahnya
terpotong sampai kedalaman yang berbeda, yang dapat terjadi secara sengaja
atau tidak sengaja.®’ Kerja sama berbagai strain sel dan produknya diperlukan
untuk penyembuhan luka kulit, yang merupakan fungsi fisiologis penting.
Tahap awal peradangan adalah waktu penyembuhan lesi yang disebabkan oleh
agresivitas lokal. Kolagen disimpan dan beregenerasi, menyebabkan perbaikan
yang melibatkan penggantian struktur khusus. Proses ini dipicu oleh proses
proliferasi dan diferensiasi sel posterior melalui jaringan sel induk. Setelah
lesi kulit, regenerasi dan perbaikan dapat terjadi pada jaringan yang sama,
bergantung pada strain sel yang terganggu oleh cedera.®
Regenerasi dan penyembuhan jaringan terjadi setelah perkembangan
lesi. baik sebagai akibat dari kelainan klinis tertentu atau trauma. Lesi tunggal
terbentuk oleh semua rangsangan yang merusak kontinuitas fisik jaringan yang
berfungsi. Lesi dapat disebabkan oleh berbagai rangsangan, termasuk
rangsangan termal, kimia, listrik, dan fisik. Selain itu, lesi dapat merusak
organel tertentu atau sel itu sendiri.** Faktor pertumbuhan merangsang

proliferasi sel dalam penyembuhan jaringan, sebuah proses linier sederhana
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yang mengintegrasikan perubahan dinamis yang melibatkan mediator terlarut,
sel darah, sintesis matriks ekstraseluler, dan proliferasi sel parenkim.
2.3.3 Fase penyembuhan luka
Tiga fase membentuk proses penyembuhan kulit, yang merupakan
peristiwa biologis dan biokimia dalam perbaikan luka: respon inflamasi,

proliferasi sel dan pembentukan matriks ekstraseluler, dan fase remodeling.*!

2.3.3.1 Tahap inflamasi

Selama respon inflamasi vaskular, pembuluh darah yang terkena
menyempit dan kebocoran darah. menggumpal, menjaga integritas
pembuluh darah. Trombosit berkumpul dalam jaringan fibrin selama
koagulasi, yang dipicu oleh rangsangan tertentu yang menyebabkan sel-
sel ini aktif dan berkumpul.* Jaringan fibrin mengatur matriks sementara
yang diperlukan untuk migrasi sel, mendapatkan kembali homeostatis
dan menciptakan penghalang terhadap kuman invasif. Ini menjaga
integritas kulit dan mengembalikan fungsi pelindung kulit.*

Setelah cedera kulit, fase inflamasi berlangsung hingga lima hari.
Hemostasis dan menghindari kolonisasi bakteri atau infeksi bergantung
pada tahap ini.** Selama fase inflamasi, koagulasi disebabkan oleh
pelepasan faktor kemotaktik dari jaringan sekitar dan plasma darah,
seperti kallkirein dan peptida fibrin. Faktor nekrosis tumor, protease,
histamin, sitokin, dan leukotrien disekresi oleh sel mast, yang
menginduksi migrasi sel inflamasi. Monosit dan neutrofil adalah jenis sel

kekebalan pertama yang berpindah ke jaringan yang terluka.*
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TNF-a, prostaglandin, IL-1, C5a, TGF-B, dan produk pemecahan
bakteri seperti lipopolisakarida (LPS) dapat mendorong neutrofil
bermigrasi ke jaringan yang terluka dan mengisi jaringan. lubang.
Diapedesis ini antara lain disebabkan oleh peningkatan permeabilitas sel
endotel pembuluh darah di kapiler. Permeabilitas kapiler disebabkan oleh
pelepasan histamin dan serotonin oleh sel mast. Melalui fagositosis
terhadap mikroba berbahaya dan jaringan mati, neutrofil yang bermigrasi
di jaringan yang terluka membantu mencegah infeksi. Konsentrasi
neutrofil pada jaringan yang rusak pada akhirnya menurun akibat proses
regenerasi jaringan. Luka jangka panjang dengan jumlah neutrofil yang
tinggi menunjukkan konversi dari infeksi.*®

Setelah neutrofil sampai ke lokasi tersebut, monosit yang akan
berkembang menjadi makrofag akan tiba dalam waktu 48 hingga 72 jam
dan mengambil alih sebagai sel dominan pada hari ketiga setelah
kerusakan kulit. Makrofag membantu fagositosis bakteri kerusakan
jaringan. Selain itu, makrofag berkontribusi pada sintesis banyak faktor
pertumbuhan yang merangsang fibroblas untuk menghasilkan matriks
ekstraseluler dan mendorong neovaskularisasi melalui mesenkim
jaringan, yang pada akhirnya membantu penyembuhan luka.*

Reaktif oksigen spesies (ROS) diproduksi oleh neutrofil dan
makrofag selain fagositosis dan pelepasan sitokin inflamasi. Karena ROS
adalah radikal bebas, mereka membantu pencegahan infeksi bakteri. Di

sisi lain, kadar ROS yang berlebihan dapat menghambat regenerasi
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jaringan dan secara bertahap menyebabkan apoptosis pada sel-sel tubuh.
Selain itu, ROS mempunyai peran dalam resintesis mediator inflamasi
termasuk prostaglandin dan leukotrien serta aktivasi dan pemeliharaan
kadar asam arakidonat. Peradangan berkepanjangan yang menyebabkan
kerusakan jaringan dapat disebabkan oleh pertumbuhan dan proliferasi
mediator inflamasi.*

Pada luka pasca-trauma, sel mast dan limfosit muncul pada hari ke
5 hingga 7. Kedua jenis sel ini mendorong penyembuhan jaringan yang
terluka dan mengendalikan peradangan yang berkepanjangan. Namun
demikian, mekanisme yang mengendalikan peradangan terus-menerus
dan mendorong perbaikan jaringan yang terluka masih belum diketahui
oleh para peneliti.** Perkembangan jaringan granulasi kemerahan yang
lembut dan granular akan menandakan berakhirnya fase inflamasi. Kaya
akan fibroblas dan neovaskularisasi kapiler, jaringan granulasi yang
berkembang menawarkan lingkungan metabolisme yang mendorong

penyembuhan luka.“®

2.3.3.2 Fase Proliferasi

Hari keempat sampai hari kedua puluh satu merupakan fase
proliferasi. Kemampuan sel-sel epitel jaringan untuk melakukan
epitelisasi ulang membedakan fase ini. Fase epitelisasi dimulai pada tepi
luka ketika terjadi migrasi keratinosit, epitelisasi akan menyebabkan luka
sembuh dalam 5-7 hari. Membran dasar pada akhirnya akan berkembang

antara dermis dan epidermis. Membran basal terbentuk melalui
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rangsangan angiogenesis dan fibrogenesis yang memperkuat struktur
lapisan dermis di bawahnya. Pada fase ini matriks fibrin didominasi oleh
trombosit dan makrofag, akhirnya digantikan oleh jaringan granulasi
yang dibuat oleh kelompok jaringan fibroblas, dan matriks ekstraseluler
dibuat pada akhir proses tersebut.*?

Fibroblas sangat penting untuk periode proliferasi. Fibroblas
adalah sel yang menghasilkan protein matriks ekstraseluler seperti
kolagen dan fibrin. Rongga jaringan luka diisi dengan matriks
ekstraseluler, yang juga berperan sebagai tempat migrasi keratinosit.
Faktor pertumbuhan yang mendorong proliferasi fibroblas dan produksi
matriks ekstraseluler termasuk TGF-B dan PDGF.*

Fibroblas ~akan memecah fibrin dengan bantuan matriks
metalloproteinase (MMP) dan menggantinya dengan kolagen tipe 111 dan
glikosaminoglikan (GAG). Kolagen tipe | kemudian akan menggantikan
kolagen tipe 111 selama fase pematangan.*’ Faktor proangiogenik yang
menginduksi angiogenesis  sel endotel meliputi trombospondin,
Fibroblast growth factor-2 (FGF-2), Vascular endothelial growth factor
(VEGF), dan angiopentin-1. Faktor-faktor ini diproduksi oleh makrofag.
Semua aktivitas seluler pada fase proliferasi yang dijelaskan di atas akan
berhenti setelah regenerasi epitel selesai dan remodeling kolagen terjadi.
Setelah matriks kolagen mengisi ruang luka, fibroblas akan hilang, dan
apoptosis akan menandakan berakhirnya proses neovaskularisasi.

Ketidakmampuan mengatur proses re-epitelisasi akan menyebabkan
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penyakit fibrotik, termasuk hipertrofi dan keropeng.*

2.1.3.3 Fase Maturasi

Masa pematangannya bisa memakan waktu satu hingga dua tahun,
atau 18 hingga 21 hari. Fase maturasi dimulai ketika jaringan granulasi
dan matriks ekstraseluler mengisi rongga luka, dan kolagen tipe |
menggantikan kolagen tipe Ill. Selama tahap ini, sel dan matriks
ekstraseluler matang.** Karakteristik fase matang meliputi remodeling
kolagen dan kontraksi luka. Aktivitas myofibroblast meningkatkan
kontraksi luka. Mikroflamens aktin yang terletak di dalam sel fibroblas
memberikan kemampuan miofibroblas untuk berkontraksi dan menarik
jaringan di sekitarnya. Melalui aktivitas matriks metalloproteinase
(MMP) yang disebabkan oleh fibroblas, sel endotel, dan makrofag
jaringan, kolagen tipe | pada akhirnya akan menggantikan fase kolagen
tipe 111 sebelumnya.*®

Dari awal fase pematangan hingga berakhirnya, proses sintesis dan
pemecahan kolagen berlangsung secara bersamaan, meskipun pada
tingkat yang berbeda. Enzim kolagenase memecah kolagen ekstra dan
menyerapnya ke jaringan sekitarnya. Jaringan parut yang pucat, lembut,
tipis, dan mudah digerakkan terbentuk pada akhir fase ini.*® Karena
kolagen yang baru terbentuk tersusun tidak menentu, ikatan silang antara
serat kolagen tercipta melalui konversi lisin menjadi hidroksilisin, yang
memerlukan adanya lisil hidrolase. Kekuatan tarik dihasilkan oleh ikatan

silang serat kolagen yang menutupi luka agar tidak mudah robek
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meskipun terjadi kerusakan ringan. Bagi kebanyakan orang, kekuatan
tarik akan meningkat dalam enam minggu pertama dan kemudian secara
bertahap selama satu hingga dua tahun berikutnya. Kekuatan tarik kulit
dan fasia biasanya hanya mencapai 80% dari nilai normal dan jarang
mencapai 100%.4

Faktor yang mempengaruhi penyembuhan luka.

Penyembuhan luka dipengaruhi oleh usia. Penuaan dapat
mempengaruhi sintesis faktor pembekuan, potensi regenerasi jaringan,
dan respon inflamasi. Derajat dan jenis kerusakan jaringan
mempengaruhi seberapa cepat luka sembuh. Penyembuhan luka
dipengaruhi oleh jenis, lokasi, dan derajat kerusakan jaringan pada lokasi
luka. Semakin parah cederanya, semakin lama waktu yang dibutuhkan
untuk pufih.#=°

Satu hal yang menghentikan penyembuhan luka adalah infeksi.
Infeksi menyebabkan perluasan area luka, dan produk samping
metaboliknya dapat merusak jaringan kulit dan memengaruhi respons
peradangan. Pentingnya peran ketersediaan makro dan mikronutrien
dalam proses fisiologis penyembuhan luka, status gizi memainkan peran
utama dalam penyembuhan luka. Glukokortikoid atau steroid memiliki
kekuatan untuk menghentikan siklus arakidonat, yang menyebabkan

peradangan.>!
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2.4 Delima (Punica granatum)

Delima merupakan buah terkenal dengan sejarah panjang di Iran dan Timur
Tengah. Seringkali tanaman ini tumbuh dengan mudah di daerah beriklim kering di
tepi gurun.

Klasifikasi atau taksonomi dari pohon delima, sebagai berikut:

Kingdom : Plantae,

Filum : Tracheophyta,
Kelas : Magnoliopsida,
Ordo : Myrtales,

Family : Lythraceae,

Genus : Punica,

Spesies . Punica granatum.>?

Buah delima toleran terhadap beberapa jenis tanah dan dapat tumbuh subur
dalam berbagai situasi lingkungan. Delima rentan terhadap drainase tanah yang
buruk, dalam keadaan seperti ini pertumbuhannya lambat dan menghasilkan buah
berkualitas rendah. Lempung berpasir dalam sangat ideal untuk budidaya buah
delima; musim panas yang berkepanjangan meningkatkan kapasitas tanah untuk
pertumbuhan, produktivitas, dan kualitas produk jadi. Hingga sekitar 1600 meter di
atas permukaan laut, produk ini dapat dibudidayakan.>®

Delima tumbuh dengan baik di dataran rendah untuk spesies tertentu dan di
dataran tinggi untuk spesies lain. Budidaya buah delima memiliki beberapa kendala
utama, salah satunya adalah kerentanannya terhadap dingin. Buah delima
memerlukan musim panas yang panjang dan terik agar bisa matang karena akan
rusak jika suhunya di bawah 12°C. Akibatnya, buah delima manis lebih sensitif

dibandingkan buah delima asam.>3
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Gambar 2. 2 Buah delima.>®

Delima merupakan tanaman perdu yang tumbuh setinggi 1,5 hingga 5 meter.
memiliki daun mengkilap dan kadang-kadang asimetris, cabang berduri yang
menyerupai dedaunan gugur di daerah beriklim sedang dan dedaunan hijau di
daerah beriklim dingin.>* Famili Punicaceae yang terdiri dari satu genus dan dua
spesies buah delima merupakan famili tumbuhan terkecil. Anggota keluarga ini
termasuk yang berikut: Delima dapat dimakan berasal dari Iran dan wilayah
Mediterania, sedangkan delima Punica protopunica yang tidak dapat dimakan
adalah endemik di pulau Socotra di Samudra Pasifik. Pada cabang yang baru
muncul, daun-daun saling muncul dan bergabung menjadi spora. Ada satu sampai
lima bunga, salah satunya terminal, sedangkan yang lainnya marginal, pendek, atau
tidak bertangkai. Mereka berkelamin dua, tidak berbau, dan sebagian besar
berwarna merah. Pada spesies tertentu, buah kadang-kadang berwarna ungu tua,

meskipun seringkali berwarna merah jambu hingga kuning kehijauan. Beratnya
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antara kurang dari 200 dan lebih dari 800 gram, dan diameternya berkisar antara 5
hingga 20 cm. Sejumlah besar biji berbentuk segitiga, dan bebas albumin.>
2.4.1 Kandungan Buah Delima

Buah dan pohon delima memiliki beberapa bagian yang mengandung
berbagai jenis gula, asam organik, flavonoid, antosianin, asam lemak, alkaloid,
vitamin, dan lain sebagainya. Ekstrak buah delima mengandung gula utama
berikut: glukosa, fruktosa, sukrosa, dan maltosa. Ini juga mengandung beta
karoten, vitamin C, B1, dan B2. Selain itu, asam organik utama yang terdapat
pada buah delima antara lain asam fumarat, asam oksalat, asam suksinat, asam
sitrat, dan asam tartarat. Asam ellagic, asam galat, asam klorogenat, asam
sinamat, asam hidroksi asam protocatechuic, asam hidroksi benzoat, asam
caffeic, asam ferulat, asam kumarat, asam p-kumarat, dan asam o-kumarat,
peletierin, isopelletierine, metilpelle tierine, pseudopelletierine, punicalagin,
punicalin, phloridzin, guercetin, dan catchin termasuk alkaloid yang terdapat
pada kulit buah delima.*

Glikosida luteolin, kaempferol, dan narigenin adalah flavonoid yang ada
dalam buah delima. Zat antosianin bertanggung jawab memberi warna pada
buah delima. Enam antosianin yang memberi warna merah pada bagian buah
delima yang dapat dimakan adalah gonidin (warna oranye dan merah), sianidin
(warna merah dan merah tua), dan delphinidin (biru dan ungu). Antosianin ini
juga dikenal sebagai 3,5-diglukosida delphinidin, 3-glikosida delphinidin, 3,5-
diglukosida sianidin, 3-glikosida pelargonidin, dan 3-glikosida pelargonidin;

keenam antosianin ini dilepaskan dari buah delima.>®



25

Buah delima semakin berubah warna seiring dengan kematangannya.
Namun perubahan warna ini terjadi secara bertahap, dan semakin intensif setelah
setengah matang. Jumlah antosianin diglukosida tampaknya lebih besar pada
tahap awal pengembangan dibandingkan dalam bentuk mono glukosida; namun,
pada akhir fase perkembangan dan pematangan, polanya berbalik.
Keanekaragaman kultivar juga mempengaruhi jumlah dan jenis antosianin.
Aktivitas antioksidan menurun seiring dengan pertumbuhan buah karena kadar
asam askorbat dan fenolik menurun.> Tingkat aktivitas antioksidan pada
berbagai jenis tanaman delima dikendalikan oleh asam askorbat dan senyawa
fenolik.>®-*® Dua asam lemak utama yang ditemukan dalam kultivar delima yang
paling banyak diteliti adalah asam linolenat (74-88%) dan asam linoleat (5%-
16%). Selain itu, banyak ditemukan jenis buah delima yang mengandung
berbagai asam lemak, seperti asam oleat, asam palmitat, asam stearat, asam
palmitoleat, asam arakidonat, asam laurat, dan asam kaprilat.>3>*

2.5 Pengaruh pemberian ekstrak buah delima terhadap kadar TGF-p dan IL-
6 pada luka eksisi
Ekstrak tumbuhan lebih banyak digunakan dalam dermatologi dan
kosmetik dibandingkan sebelumnya, khasiatnya dalam bidang penyakit kulit
didasarkan pada penelitian ilmiah terhadap delima. Ekstrak delima digunakan
untuk mempercepat penyembuhan luka.® Proses penyembuhan yang terdiri dari
beberapa tahap, Dalam 5-7 hari luka akan tertutup akibat reepitelisasi,
membran dasar akan terbentuk antara epidermis dan dermis. Faktor

pertumbuhan seperti  TGF-B, merangsang aktivitas fibroblas dengan
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menyebabkannya berproliferasi dan menghasilkan matriks ekstraseluler.®?
Respon tubuh mengaktifkan sitokin IL-6 sebagai modulator kunci dari proses
inflamasi dan reparatif.>® Diferensiasi myofibroblast yang terganggu akibat
peningkatan ROS disebabkan oleh berkurangnya aktivitas antioksidan melalui
pensinyalan TGF-, menyebabkan berkurangnya neovaskularisasi, rekrutmen
neutrofil yang abnormal, penurunan proliferasi fibroblas, dan gangguan
fibroblas menjadi myofibroblast.®

Respon inflamasi sangat penting dalam penutupan luka, jalur sinyal IL-
6 dapat menghambat penyembuhan luka. Karena makrofag M1 adalah
pengekspresi IL-6 utama pada luka, peningkatan rasio M1:M2 akibat sinyal
inflamasi yang persisten. IL-6 mengatur polarisasi M2 dengan menginduksi
produksi IL-4 sel Th2 dan IL-4R pada makrofag. Makrofag M2 khususnya
adalah sekretor utama sitokin proliferatif TGF-B.>* Monosit dan neutrofil
adalah Sel kekebalan pertama yang bermigrasi ke jaringan yang terluka.*
Prostaglandin, IL-1, TNF-a, C5a, TGF-B, dan LPS akan merangsang neutrofil
ke dalam jaringan yang terluka dan mengisi rongga luka.*® 1L-6 bertindak
sebagai mediator dalam berbagai situasi darurat, diproduksi pada lesi infeksius,
dan mengaktifkan sinyal peringatan ke seluruh tubuh.!® ROS yang berlebihan
mempunyai efek memperlambat angiogenesis.®* Buah delima memiliki
kandungan fitokimia yang tinggi, terutama flavonoid polifenol dan
ellagitannin, yang mengandung asam ellagic dan punicalagin.® Enzim
antioksidan yang melimpah di kulit, berperan besar dalam detoksifikasi ROS

di kulit selama proses penyembuhan luka.®!
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Antioksidan mencegah oksidasi bahkan pada konsentrasi yang sangat
rendah.®? Antioksidan memiliki fungsi dalam proses oksidatif, antara lain
sebagai pengikat ion logam, penyembuhan kerusakan oksidatif, penyerapan
radikal lipid peroksil, dan penangkal radikal bebas secara kimia atau enzimatis.
Dengan menarik atau melepaskan elektron, antioksidan menetralkan ROS dan
menstabilkan radikal bebas untuk mencegah oksidasi dan melindungi sel dari

stres oksidatif.%?



BAB Il
Kerangka teori, Kerangka konsep, dan Hipotesis
3.1 Kerangka teori

Proses penyembuhan terdiri dari beberapa tahap, Dalam 5-7 hari luka
akan tertutup akibat reepitelisasi, membran dasar akan terbentuk antara
epidermis dan dermis. Faktor pertumbuhan seperti TGF-B, merangsang
aktivitas fibroblas dengan menyebabkannya berproliferasi dan menghasilkan
matriks ekstraseluler.*® Respon tubuh mengaktifkan sitokin IL-6 sebagai
modulator kunci dari proses inflamasi dan reparatif.® Diferensiasi
myofibroblast yang terganggu akibat peningkatan ROS disebabkan oleh
berkurangnya aktivitas pensinyalan TGF-$, menyebabkan berkurangnya
neovaskularisasi, rekrutmen neutrofil yang abnormal, penurunan proliferasi
fibroblas, dan gangguan fibroblas menjadi myofibroblast.®°

Makrofag, sel dendritik, dan neutrofil, mengekspresikan pattern
recognition receptor (PRR) yang mendeteksi berbagai komponen mikroba
PAMPs, mengaktifkan DAMPs oleh sel nekrotik dan jaringan rusak. PRR
mengaktivasi jalur NF-xp untuk induksi transkripsi sitokin proinflamasi,
kemokin, dan mediator inflamasi tambahan pada berbagai jenis sel imun
bawaan. Monosit dan neutrofil adalah Sel kekebalan pertama yang bermigrasi
ke jaringan yang terluka.** Prostaglandin, IL-1, TNF-o, C5a, dan TGF-B akan
merangsang neutrofil ke dalam jaringan yang terluka dan mengisi rongga
luka.*® IL-6 bertindak sebagai mediator dalam berbagai situasi darurat,

diproduksi pada lesi infeksius, dan mengaktifkan sinyal peringatan ke seluruh
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tubuh.!® ROS yang berlebihan mempunyai efek memperlambat angiogenesis.5!

Pengikatan IL-6 dan IL-6R menginduksi homodimerisasi gp130 dan
fosforilasi JAKSs. Selain itu, Signal transducer and activator of transkripsi
(STAT) memainkan peran sentral dalam jalur transduksi sinyal sitokin,
terutama melalui STAT3. suppresors of cytokine signalling (SOCS) dan
penghambat protein STAT teraktivasi IL-6 adalah penginduksi kuat produksi
kolagen pada fibroblas, IL-6 menginduksi ekspresi MRNA prokolagen melalui
fosforilasi JAK, kinase yang diatur sinyal ekstraseluler dan protein kinase yang
diaktifkan mitogen. IL-6 juga meningkatkan TGF-p, yang merupakan
penginduksi kuat produksi kolagen. 1L-6 secara signifikan meningkatkan
sintesis TIMP-1 melalui fosforilasi STAT3, menghasilkan akumulasi
kolagen.®

Buah delima memiliki kandungan fitokimia yang tinggi, terutama
flavonoid polifenol dan ellagitannin, yang mengandung asam ellagic dan
punicalagin.t Enzim antioksidan yang melimpah di buah delima, berperan
besar dalam detoksifikasi ROS di kulit selama proses penyembuhan luka.®*

Berdasarkan uraian diatas, dapat di buat kerangka teori sebagai berikut:



30

Luka Eksisi Ekstrak buah delima
v
Kadar ROS Flavonoid
Fenol
Ellagitannin
v .
— Asam ellagic
Aktl_va5|_ DAMP Punicalagin
Aktivasi PAMP

Ekspresi PRRs
(TLRs, NLRs)

y

Aktivasi NF-xf

" M N %

Makrofag M1

Proinflamasi

TNF-a,

= d
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| Prostaglandin I

Cbha

IL-1

Kadar'1L-6

Kadar TGF-p

Gambar 3.1 Kerangka Teori
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3.2 Kerangka konsep

Dosis Krim Ekstrak
Buah Delima

Kadar TGF-p Kadar IL-6

Gambar 3.2 Kerangka Konsep

3.3 Hipotesis Penelitian
a. Pemberian ekstrak buah delima (Punica granatum) meningkatkan kadar
TGF-p pada kulit tikus wistar pasca luka eksisi antar kelompok perlakuan
dengan kelompok kontrol
b. Pemberian ekstrak buah delima (Punica granatum) menurunkan kadar IL-
6 pada kulit tikus wistar pasca luka eksisi antar kelompok perlakuan dengan

kelompok kontrol



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
4.1.1 Jenis Penelitian dan rancangan penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimen yang menggunakan
rancangan post test only control group design. subjek pada penelitian ini
adalah Tikus jantan galur Wistar dengan bobot badan 190-210 gr. Dengan

rancangan penelitian sebagai berikut:

K1 01K

K2 02K>

K3 O3K3
P P R P S

K4 04K4

K5 OsKs

K6 OsKs

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

P =Populasi
R = Randomisasi
S = Sampel

Kelompok perlakuan ini terdiri atas:

a. Kelompok Normal (K1): Tikus sehat tanpa perlakuan selama 3 hari,

32
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Kelompok sham (K2): tikus luka eksisi tanpa dioles krim selama 3 hari,
Kelompok kontrol negatif (K3): Tikus luka eksisi dan diberikan base krim
selama 3 hari,

Kelompok kontrol positif (K4): Tikus luka eksisi dan diberikan bioplacenton
selama 3 hari

Perlakuan 1 (K5): Tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima
10% selama 3 hari

Perlakuan 2 (K6): Tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima
20% selama 3 hari.

Kelompok Normal (K7): Tikus sehat tanpa perlakuan selama 7 hari,
Kelompok sham (K8): Tikus luka eksisi tanpa dioles krim selama 7 hari,
Kelompok kontrol negatif (K9): Tikus luka eksisi dan diberikan base krim
selama 7 hari,

Kelompok kontrol positif (K10): Tikus luka eksisi dan diberikan bioplacenton
selama 7 hari

. Perlakuan 1 (K11): Tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima
10% selama 7 hari

Perlakuan 2 (K12): Tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima

20% selama 7 hari.

4.1.2 Populasi dan Sampel Penelitian

4.1.2.1 Subjek Penelitian
Pada penelitian ini menggunakan subjek tikus Wistar yang

berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 190-210 gram yang dinyatakan
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sehat dan layak digunakan untuk penelitian. Tikus Wistar menjalani
adaptasi selama 7 hari. Tikus ditempatkan pada kandang terpisah

dengan suhu tetap dan diberi pakan normal.

4.1.2.2 Sampel Penelitian

1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut
a. Tikus jantan galur wistar dengan mengalami inflamasi

akibat perlakuan model fuka eksisi

b. Umur 2-3 bulan
c. Kondisi sehat
d. Berat badan 190-210 gram

2. Kiriteria Eksklusi
Tikus putih jantan galur Wistar dengan Kriteria :

Tikus yang mati selama penelitian.

4.2 Besar Sampel Penelitian
Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini dibagi menjadi 12

kelompok. Sampel diambil dari populasi berjumlah 48 ekor, besarnya ditentukan
berdasarkan rumus Federer.

Rumus Fereder t(n-1) x (t-1)>15

Keterangan : n =Jumlah sampel

: t = Jumlah kelompok
Banyak Kelompok : 5 kelompok (t =)

Sampel tiap kelompok : (n-1) x (t-1) > 15
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(n-1) x (12-1) > 15
(n-1)x 11 >15
11x11>15
n>(15+11)/11
n>236

Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan jumlah
tikus 2,36 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan peneliti yaitu
minimal 3 ekor tikus perkelompok.

Penelitian ini dilakukan pada 12 kelompok perlakuan, yang disetiap
kelompok terdiri dari 4 ekor tikus, dengan total keseluruhan berjumlah 48 ekor
tikus Wistar. Setiap kelompok akan ditambahkan 1 ekor tikus sebagai cadangan
apabila ada sampel yang drop out.

4.3 Teknik Sampling Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan teknik
probability sampling yaitu dengan cara pengambilan sampel dalam populasi
yang mempunyai kesempatan yang sama untuk di pilih menjadi sampel. Sistem
yang digunakan yaitu pengambilan sampel secara acak yang sangat sederhana
(simpel random sampling). Semua tikus wistar yang memenuhi Kriteria untuk
penelitian berjumlah 48 tikus yang dibagi menjadi 12 kelompok perlakuan
secara random. Terdapat satu kelompok kontrol dan lainnya sebagai kelompok

perlakuan.
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4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.4.1 Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas
Pada variabel ini menggunakan krim ekstrak buah delima dengan dosis
10% dan 20%
2. Variabel Prakondisi
Variabel ini menggunakan tikus dengan model luka eksisi
3. Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini:
a) Kadar TGF-f
b) Kadar IL.-6
4.5 Definisi Operasional
4.5.1. Ekstrak buah delima
Ekstrak buah delima adalah krim ekstrak buah delima menggunakan
pelarut etanol 70% yang dibuat melalui tahap pembuatan simplisia, maserasi dan
evaporasi menggunakan rotary evaporator, lalu ekstrak dibuat sediaan krim
dengan bahan Asam stearate, Trietanolamin, Glycerine, Borax, aquadest dan
tween dengan konsentrasi 10% dan 20%. Pada buah delima diketahui
mengandung antioksidan yang tinggi.
Hasil pengukuran dengan mg dan menggunakan skala nominal
4.5.2. Kadar TGF-p
Kadar TGF-B adalah jumlah kadar TGF-B yang diekspresikan pada

jaringan kulit sampel tikus Wistar setelah perlakuan luka eksisi dengan diameter
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6mm dan kedalaman 2mm, diberikan krim buah delima dosis 10% dan 20%
secara topikal 1x/hari pada bagian luka sebanyak 0,5gr selama 3 hari dan 7 hari.
Sampel jaringan kulit diambil pada hari ke-4 dan ke 8. Jumlah kadar didapat
dengan analisis menggunakan metode ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) dengan prosedur menyesuaikan sampel dari jaringan kulit secara lokal.
Hasil pengukuran dengan presentase dan skala rasio
4.5.3. Kadar IL-6
Kadar IL-6 adalah jumlah kadar 1L-6 yang diekspresikan pada jaringan
kulit sampel tikus Wistar setelah perlakuan luka eksisi dengan diameter 6mm
dan kedalaman 2mm, diberikan krim buah delima dosis 10% dan 20% secara
topikal 1x/hari pada bagian luka sebanyak 0,5gr selama 3 hari dan 7 hari. Sampel
jaringan kulit diambil pada hari ke-4 dan hari ke 8. Jumlah kadar didapat dengan
analisis menggunakan metode ELISA dengan prosedur menyesuaikan sampel
dari jaringan kulit secara lokal. Hasil pengukuran dengan presentase dan skala
rasio
4.6 Bahan atau Materi Penelitian
4.6.1 Bahan Penelitian

Dalam penelitian ini bahan yang digunakan adalah sebagai berikut:

Menggunakan ekstrak ethanol buah delima, alkohol 70%, 80%, parafin,

ketamine, Akuades, Fine test ELISA kit Rat TGF-B dan menggunakan

fine test ELISA kit Rat IL-6.
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4.6.2 Instrumen Penelitian

1. Kandang berukuran 55 x 22 x 22 cm dilengkapi dengan tempat
pakan dan minum..

2. Alat-alat penunjang pembuatan sediaan krim: cawan porselen,
pemanas air, mortar.

3. Lampu UV-B,

4. Alat-alat ekstraksi buah delima: oven, botol maserasi, rotary
evaporator.

5. Alat untuk membuat sampel pemeriksaan (pisau scalpel),

6. Pipa pvc.

7. Spuit 3 dan 5 ml.

8. Timbangan digital.

4.7 Cara Penelitian dan Alur kerja
4.7.1 Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearence penelitian diajukan kepada komite etik Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
4.7.2 Cara Pembuatan Ekstrak Buah Delima
1. Sampel buah delima sebanyak 2 kg, bagian yang digunakan adalah
daging buahnya.
2. Sampel dikeringkan dengan oven pada suhu 50°C dan dihaluskan
Hasilnya dilakukan pemeriksaan kadar air dengan moisture balance,
jika hasil kadar air dibawah 10% maka hasil pengeringan dianggap

baik.
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3. Buah delima yang sudah dihaluskan. Kemudian diayak dengan ayakan
ukuran 20 mesh.

4. 500 gram buah delima diekstraksi menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 70% sebanyak 3.750 ml.

5. Serbuk simplisia buah delima dimasukkan ke dalam botol bewarna
gelap secara terpisah. Kemudian simplisia direndam menggunakan
pelarut etanol selama 5 hari dan sesekali dikocok 3 kali sehari.

6. setelah 3 hari kemudian disaring dan ampasnya dimaserasi ulang
selama 2 hari dengan etanol 70% sebanyak 1250 ml. pengulangan
dilakukan sebanyak tiga kali.

7. Filtrat yang terkumpulkan kemudian dikentalkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak kental.

4.7.3 Persiapan Hewan Uji
Subjek penelitian berjumliah 48 ekor tikus jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus), berumur 2-3 bulan, dengan berat badan 190-210 gr, yang
terbagi menjadi 12 kelompok, masing-masing berjumlah 4 ekor tikus. Tikus

yang sudah diadaptasi selama 7 hari dibius dengan campuran ketamin (60

mg/kgbb) dan xylazine (20mg/bb), permukaan kulit yang telah bersih

menggunakan bioplacenton untuk menghindari infeksi selama pembuatan
luka. Pembuatan luka dilakukan dengan menggunakan eksisi punch biopsy
melingkar dengan ketebalan penuh dengan diameter 6 mm. Hari berikutnya
tikus kemudian diberikan perlakuan sesuai dengan kelompoknya. Diberikan

perlakuan secara topikal sebanyak satu kali sehari selama 7 hari pasca luka
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eksisi. Perlakuan luka eksisi divalidasi secara makroskopis untuk dilakukan
pengamatan dan pengukuran diameter luas percepatan pada penutupan luka.
4.7.4 Pembuatan Sediaan Krim Ekstrak Buah Delima

Pembuatan sediaan krim ekstrak buah delima dilakukan dengan tahapan

sebagai berikut:

1. Siapkan vanishing cream dengan komposisi dalam 50 gram dengan
komposisi (Asam stearate, Trietanolamin, Glycerine, Potasium
hidrokside, dan aquadest)

2. Panaskan air dalam bekerglas, lalu masukkan asam stearate 14,5gram
dalam cawan porselin dan letakkan diatas air mendidih, Aduk sampai
mencair

3. Tambahkan secara berurutan Potasium hidrokside 125mg kemudian
homogenkan, tambahkan Trietanolamin 1,5 ml, Glycerinel0 ml, dan
aquadest 25ml sampai tercampur rata.

4. Pembuatan krim dalam 20gram dilakukan dengan menimbang ekstrak
buah delima 0,6gram kemudian dimasukkan dalam mortir, tambahkan
Tween secukupnya untuk sambil dihomogenkan

5. Tambahkan vanishing cream 20 gram, aduk rata sampai homogen, Krim
ekstrak buah delima dimasukkan kedalam pot.5

4.7.5 Pengambilan Sampel Jaringan Kulit
Setelah pemberian perlakuan, harike 8 dilakukan pengambilan
jaringan. Sebelumnya semua tikus Wistar diterminasi terlebih dahulu

dengan pembiusan pada tikus. Buat sayatan jaringan pada bagian kulit yang
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mengalami luka, menggunakan gunting dan pinset. Sampel jaringan
dipotong dan di timbang, selanjutnya jaringan ditambahkan dengan PBS
(PH 7,4). Kemudian sampel jaringan di homogenisasi dalam kondisi dingin
pada suhu 4°C. selanjutnya setrifugasi dengan kecepatan 2000-3000 rpm,
dengan waktu selama 20 menit. Substrat hasil sentrifugasi yang memiliki
bobot jenis yang lebih rendah diambil dan digunakan sebagai sampel uji.
4.7.6 Pemeriksaan kadar TGF-p dan IL-6 menggunakan Metode ELISA
Sampel jaringan kulit yang sudah diperoleh kemudian dianalisis kadar
TGF-p dan IL-6 menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA TGF-$ dan
IL-6 dilakukan sesuai prosedur yang dilampirkan dalam produk. Analisis
kadar TGF-f dan IL-6 menggunakan alat microplater reader dengan
panjang gelombang 450nm.
Tahap pemeriksaan metode ELISA yaitu sebagai berikut:
1. Pembuatan standard
Sepuluh  sumuran pada - mikroplate disiapkan untuk standard.
Ditambahkan Capture antibodi pada tiap sumuran. Kemudian
dilakukan inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C atau selama
semalam pada suhu 4°C.
2. Persiapan wash solution kemudian larutkan wash solution 30x dengan
aquadest (1 ml wash solution ditambahkan 29 ml aquadest).
3. Buang cairan dari sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan

larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3.
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Ditambahkan blocking buffer, untuk membuat antigen pada sampel
menempel pada plate.

Inkubasi plate selama 60 menit, pada suhu 37°C atau selama semalam
pada suhu 4°C, Masukkan 10 ul sampel dan 40 ul sampel diluent ke tiap
sumuran. Sampel sebaiknya langsung dimasukkan ke dasar sumuran.
Selanjutnya, dilakukan pencampuran sehingga sampel dan sampel
diluent tercampur dengan baik.

Inkubasi plate selama 120 menit pada suhu ruangan, Tambahkan 100
ul biotinylated antibodi pada tiap sumuran.

Inkubasi plate selama 60 menit, pada suhu 37°C atau selama semalam
pada suhu 4°C.

Buang cairan dari sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan
larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3.

Tambahkan 100 ul ABC solution pada tiap sumuran, Inkubasi selama
30 menit pada suhu 37°C. Buang cairan dari sumuran dan cuci sumuran
sebanyak 5 kali dengan larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap
3.

Tambahkan 90 ul HRP-conjugate dan 90 ul TMB pada tiap sumuran,
Inkubasi plate selama 30 menit, pada suhu 37°C, Selanjutnya
ditambahkan 100 ul stop solution pada tiap sumuran, sehingga akan
terjadi perubahan warna dari biru menjadi kuning.

Baca nilai OD (optical density) pada panjang gelombang 450 nm pada

ELISA reader
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12. Didapatkan hasil dari sampel jaringan kulit yang diberikan krim ekstrak

buah delima.

e o o
ol A

UNISSULA
":t:ﬂ'!"ﬁ'-y]é_ﬁebl s I.?-




4.7 Alur Penelitian

48 Tikus Wistar
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Adaptasi selama 7 hari
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Randomisasi
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Dibagi menjadi 6 kelompok. 1 kelompok terdiri atas 3+1 tikus

v

Luka Eksisi dibuat pada punggung bagian tengah diameter 6 mm
dengan kedalaman 2mm pada hari ke 1

v

Validasi Makroskopis dengan foto dan pengukuran diameter
luka penyembuhan luka
I

v v v v v v
K1 K2 K3 K4 K5 K6
Tikus sehat Tikus luka Tikus luka Tikus luka Tikus luka Tikus luka
tanpa eksisi tanpa eksisi dan eksisi dan eksisi dan diberi eksisi dan diberi
perlakuan dioles krim diberi base diberi krim ekstrak krim ekstrak
selama 3 (Sham) krim selama Bioplacento buah delima buah delima
dan 7 hari selama 3 3 dan 7 hari n selama 3 10% selama 3 20% selama 3
dan 7 hari dan 7 hari dan 7 hari dan 7 hari

\ " A 2 Y~/ |
!

Hari ke 4 dan 8 dilakukan pemeriksaan kadar TGF-f3 dan 1L-6

T

Analisis data

v

Hasil dan kesimpulan

Gambar 4.2 Skema Alur Penelitian
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4.8 Metode Analisis Data

Data penelitian dilakukan normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan
homogenitas data dengan uji Levene test. Data yang dihasilkan normal dan
homogen (P>0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova dan dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan tiap kelompok. Data hasil
yang didapat normal tetapi tidak homogen, maka dilakukan uji parametrik One
Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post hoc Tamhane untuk mengetahui
perbedaan tiap kelompok. Namun hasil data tidak normal dan varian tidak
homogen, keputusan untuk diterima atau ditolak hipotesis berdasarkan a 5 %.

Pengolahan analisis data dengan menggunakan aplikasi SPSS seri ke 26.

4.9 Tempat dan Waktu Penelitian
4.9.1 Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium SCCR (Stem Cell and Cancer
Research) Semarang Jawa Tengah
4.9.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Mei 2024



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

Penelitian melakukan analisis pengaruh krim ekstrak buah delima terhadap
kadar TGF-p dan IL-6 pada tikus model luka eksisi dengan total subjek berjumlah
48 ekor tikus wistar jantan yang dibagi menjadi 12 kelompok, terdiri dari 4 ekor
tikus tiap kelompok. Subjek dibagt menjadi 6 kelompok pemeriksaan setelah
perlakuan hari ke 3 dan 6 kelompok setelah perlakuan hari ke 7 perlakuan.

Pemeriksaan setelah perlakuan hari ke 3 terdiri atas kelompok normal (K1)
tikus sehat tanpa perlakuan selama 3 hari, kelompok sham (K2) tikus luka eksisi
tanpa dioles krim selama 3 hari, kelompok kontrol negatif (K3) tikus luka eksisi
dan diberikan base krim selama 3 hari, kelompok kontrol positif (K4) tikus luka
eksisi dan diberikan bioplacenton selama 3 hari, perlakuan 1 (K5) tikus luka eksisi
dan diberikan krim ekstrak buah delima 10% selama 3 hari, dan perlakuan 2 (K6)
tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima 20% selama 3 hari. Sampel
jaringan kulit diambil pada hari ke 4 untuk dilakukan pemeriksaan kadar TGF-p
dan IL-6.

Pemeriksaan setelah perlakuan hari ke 7 terdiri atas kelompok normal (K7)
tikus sehat tanpa perlakuan selama 7 hari, Kelompok sham (K8) tikus luka eksisi
tanpa dioles krim selama 7 hari, kelompok kontrol negatif (K9) tikus luka eksisi
dan diberikan base krim selama 7 hari, kelompok kontrol positif (K10) tikus luka
eksisi dan diberikan bioplacenton selama 7 hari, perlakuan 1 (K11) tikus luka eksisi

dan diberikan krim ekstrak buah delima 10% selama 7 hari, Perlakuan 2 (K12) tikus

46
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luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima 20% selama 7 hari. Sampel
jaringan kulit diambil pada hari ke 8 untuk dilakukan pemeriksaan kadar TGF-3
dan IL-6.
5.1.1 Gambaran makroskopis luka eksisi pada tiap kelompok perlakuan
Gambaran makroskopis secara umum kondisi perlakuan luka eksisi pada

setiap kelompok pada hari pertama seperti pada gambar 5.1 berikut:

(d)Perlakuan bioplacenton (e)Perlakuan dosis 10% (FPerlakuan dosis 20%

Gambar 5.1 Makroskopis kondisi perlakuan luka eksisi pada
setiap kelompok hari pertama
Gambaran makroskopis pengukuran luas luka eksisi setelah hari ke 7
perlakuan menunjukkan perbedaan pada kelompok luka eksisi tanpa perlakuan
gambar (b) dengan diameter luas luka 6,06 mm, kelompok yang diberikan base
cream gambar (c) dengan diameter luas luka 7,00mm, kelompok yang
diberikan bioplacenton gambar (d) dengan diameter luas luka 2,97mm,

kelompok yang diberikan krim ekstrak buah delima 10% gambar (e) dengan
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diameter luka 4,21mm, dan kelompok yang diberikan krim ekstrak buah delima
20% gambar (f) dengan diameter luka 3,08mm. Secara makroskopis pemberian
ekstrak buah delima 20% mempercepat penutupan luas luka mendekati
diameter dengan pemberian bioplacenton pada hari ke 7 setelah perlakuan,

seperti pada gambar 5.2 berikut

(a) Perlakuan luka eksisi (b) Tanpa perlakuan krim (c) Perlakuan base cream

(d)Perlakuan bioplacenton (e)Perlakuan dosis 10% (fHPerlakuan dosis 20%

Gambar 5. 2 Makroskopis kondisi perlakuan luka eksisi pada
setiap kelompok hari ketujuh

5.1.2 Hasil pemeriksaan kadar IL-6 jaringan kulit setelah hari ke 3
perlakuan
Hasil analisis rerata kadar IL-6 setelah hari ke 3 perlakuan pada

masing-masing kelompok ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:



Tabel 5.1 Hasil uji deskriptif rerata kadar IL-6 dan uji One way anova
setelah hari ke 3 perlakuan
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Tikus

Tikus Base

Bioplac Dosis

Dosis

Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20% \Ijalue
K1 K2 K3 K4 K5 K6

Kadar IL-6 pg/mL

Mean 87,73 372,59 295,29 196,15 141,89 136,20

SD 17,94 148,93 +50,85  £18,23  +17,64 +14,75

Shapiro-Wilk  *0,567 *0,894 *0,823  *0,671  *0,423 *0,883

Leuvene Test 0,043

One way anova *0,000

Keterangan: * Shapiro-Wilk
* Leuvene Test

= Normal (p>0,05)
= Homogen (p>0,05)

* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Hasil rerata kadar IL.-6 dilakukan uji Shapiro-Wilk didapatkan hasil pada

semua kelompok terdistribusi normal (p>0,05) dan uji homogenitas data

dengan Leuvene Test memiliki varian data yang tidak homogen dengan hasil

0,043 (p>0,05). Hasil data yang terdistribusi normal dan tidak homogen,

dilakukan uji One way anova dengan hasil 0,000 (<0,05) menunjukkan terdapat

perbedaan signifikan kadar IL-6 antar kelompok perlakuan pada hari ke 3

setelah perlakuan.

Kadar IL6 (pg/mL)

IL6 Hari ke 3

| s

—

*% *
[ 1

200+
100
0"]l|

500

400

300+

i

K1 K2 K3 Kh K5 £6
Gambar 5.3 Grafik rerata kadar IL-6 antar kelompok
setelah hari ke 3 perlakuan
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Perbandingan antar kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan
signifikan antar kelompok K1 dibandingkan dengan semua kelompok
perlakuan dengan peningkatan rerata kadar IL-6, Kelompok sham K2
menunjukkan perbedaan signifikan terjadinya penurunan rerata kadar IL-6
dengan kelompok perlakuan krim ekstrak 10% (K5) dan kelompok 20% ( K6).

Perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan, kemudian
dibuktikan dengan uji Post hoc tamhane untuk mengetahui perbandingan antar
kelompok yang paling berpengaruh. Hasil uji Post hoc tamhane ditunjukkan
pada tabel 5.2 berikut:

Tabel 5.2 Hasil uji Post hoc Tamhane kadar IL-6 jaringan
kulit tikus pasca luka eksisi setelah perlakuan hari ke 3

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,002 0,051 0,550 *0,020  *0,343
K2 - 0,856 0,302 *0,051 = *0,023
K3 - 0,942 0,338 0,401
K4 - 1,000 1,000
K5 - 0,969

Keterangan: * Bermakna p<0,05

Perbandingan rerata kadar 1L-6 kelompok tikus tanpa perlakuan krim
(K2) berbeda bermakna jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis
10% (K5) 0,051 (p<0,05) dan kelompok perlakuan yang diberikan krim ekstrak
buah delima dosis 20% (K6) 0,051 (p<0,05). Kelompok (K5) menunjukkan
perbedaan paling signifikan dengan rerata kadar IL-6 paling rendah
dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya. Dapat disimpulkan bahwa
pemberian krim ekstrak buah delima memberikan pengaruh menurunkan kadar

IL-6 di hari ke 3 setelah perlakuan.
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5.1.3 Hasil pemeriksaan kadar IL-6 jaringan kulit setelah hari ke 7

perlakuan

Hasil analisis rerata kadar IL-6 setelah hari ke 7 perlakuan pada

masing-masing kelompok ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.3 Hasil uji deskriptif rerata kadar IL-6 dan uji One way anova
setelah hari ke 7 perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20%  Pvalue
K1 K2 K3 K4 K5 K6
Kadar IL-6 pg/mL
Mean 288,20 599,66 475,09 343,77 448,23 285,48
SD +69,76 159,54 +118,08  +49,62 +32,73 166,45
Shapiro-Wilk *0,761 *0,149 *0,242 *0,972 *0,375 *0,471
Leuvene Test *0,228
One way anova 0,000

Keterangan: * Shapiro-Wilk
* Leuvene Test

= Normal (p>0,05)
= Homogen (p>0,05)

* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Hasil rerata kadar I'_-6 dilakukan uji Shapiro wilk didapatkan hasil data

rerata terdistribusi normal (p>0,05) dan uji homogenitas data dengan Leuvene

test memiliki varian data yang homogen 0,228 (p>0,05). Hasil data yang

terdistribusi normal dan homogen, dilakukan uji One way anova dengan hasil

0,000 (<0,05) menunjukkan terdapat perbedaan signifikan terhadap kadar IL-6

antar kelompok perlakuan.

Berdasarkan tabel 5.3 menunjukkan bahwa hasil rerata kadar IL-6 setelah

perlakuan hari ke 7 pada kelompok sehat (K7) sebesar 288,20 pg/mL,

kelompok sham (K8) 599,65 pg/mL, kelompok base cream (K9) 475,09

pag/mL, kelompok bioplacenton (K10) 343,77 pg/mL, kelompok dosis 10%

(K11) 448,22 pg/mL dan kelompok dosis 20% (K12) 285,47 pg/mL. Kadar IL-
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6 paling rendah pada kelompok tikus sehat (K12) dan kadar IL-6 paling tinggi

pada kelompok sham (K8).

IL6 Hari ke 7

800+

600

400+

200

Kadar IL6 (pg/mL)

K1 K2 K3 K4 K5 K6

Gambar 5.4 Grafik rerata kadar IL-6 antar kelompok
hari ke 7 setelah perlakuan

Perbandingan antar kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan
signifikan kelompok tikus sehat dibandingkan dengan semua kelompok
perlakuan yang mengalami peningkatan rerata kadar IL-6, Kelompok
perlakuan krim ekstrak 20% menunjukkan hasil rerata kadar IL-6 paling
rendah, sama dengan kelompok perlakuan dengan bioplacenton dengan nilai
uji Post hoc LSD 0,000 (<0,05). Dapat disimpulkan pemberian krim ekstrak
buah delima efektif menurunkan kadar IL-6 sama dengan perlakuan dengan
pemberian bioplacenton pada hari ke 7 setelah perlakuan, seperti terlampir

pada tabel 5.4 berikut ini:
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Tabel 5.4 Hasil uji Post hoc LSD kadar IL-6 jaringan
kulit tikus pasca luka eksisi setelah perlakuan hari ke 7

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,000 *0,002 0,283 *0,005 0,957
K2 - *0,023 *0,000 *0,007 *0,000
K3 - *0,018 0,600 *0,001
K4 - *0,052 0,261
K5 - *0,005

Keterangan: * Bermakna p<0,05

Perbandingan rerata kadar IL-6 kelompok tikus sehat berbeda
bermakna jika dibandingkan dengan semua kelompok perlakuan luka eksisi.
Kelompok perlakuan yang diberikan krim ekstrak buah delima dosis 20%
menunjukkan perbedaan signifikan dengan rerata kadar IL-6 paling rendah
dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya. Dapat disimpulkan bahwa
pemberian krim ekstrak buah delima memberikan pengaruh penurunan kadar

IL-6 pada hari ke 7 setelah perlakuan.
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5.1.4 Hasil pemeriksaan kadar TGF-g jaringan kulit setelah hari ke 3
perlakuan
Hasil analisis rerata kadar TGF-f setelah hari ke 3 perlakuan pada
masing-masing kelompok ditunjukkan pada tabel 5.5 sebagai berikut:

Tabel 5.5 Hasil uji deskriptif rerata kadar TGF-3 dan uji one way anova
setelah hari ke 3 perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20%  Pvalue
K1 K2 K3 K4 K5 K6

Kadar TGF-p pg/mL
Mean 473,65 210,57 280,38 357,78 347,88 388,36

SD 33 45,24 +61,39 ~ +78,08  +30,89 +46,75

Shapiro-Wilk *0,831 *0,760 *0,819 *0,309 *0,985 *0,421
Leuvene Test

One way anova

0,012
*0,000

Keterangan: * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
* Leuvene Test = Homogen (p>0,05)
* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Rerata kadar TGF-B dilakukan uji Shapiro-Wilk didapatkan hasil
terdistribusi normal (p>0,05) dan uji homogenitas data dengan uji Leuvene Test
memiliki variasi data yang tidak homogen dengan hasil 0,012 (p>0,05). Hasil
data yang terdistribusi normal dan tidak homogen, dilakuakn uji One way
anova dengan hasil 0,000 (<0,05) menunjukkan terdapat perbedaan signifikan
terhadap rerata kadar TGF-p antar kelompok perlakuan.

Berdasarkan tabel 5.5 menunjukkan bahwa hasil rerata kadar TGF-$3
setelah perlakuan hari ke 3 pada kelompok sehat (K1) sebesar 473,65 pg/mL,
kelompok sham (K2) 210,57 pg/mL, kelompok base cream (K3) 280,38

pg/mL, kelompok bioplacenton (K4) 357,78 pg/mL, kelompok dosis 10% (K5)
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347,88 pg/mL dan kelompok dosis 20% (K6) 388,36 pg/mL. Kadar TGF-$3
paling rendah pada kelompok sham (K2) dan kadar TGF-p paling tinggi pada

kelompok krim ekstrak buah delima dosis 10% (K5).

TGFb Hari ke 3

600 -

400 -

200

Kadar TGFb (pg/mL)

K1 K2 K3 K4 K5 K6

Gambar 5.5 Grafik rerata kadar TGF-f3 antar
kelompok setelah hari ke 3 perlakuan

Perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan, kemudian
dibuktikan dengan uji Post hoc tamhane untuk mengetahui perbandingan dosis
yang paling berpengaruh. Hasil uji Post hoc tamhane ditunjukkan pada tabel
5.2 berikut:

Tabel 5.6 Hasil uji tamhane kadar TGF-f jaringan
kulit tikus pasca luka eksisi setelah perlakuan hari ke 3

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,016 *0,049 *0,005 *0,064 *0,042
K2 - 0,654 0,043 *0,017 *0,019
K3 - 0,303 0,084 0,084
K4 - 0,076  *0,037
K5 - 1,000

Keterangan: * Bermakna p<0,05

Perbandingan rerata kadar TGF-B kelompok tikus sehat berbeda
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bermakna jika dibandingkan dengan semua kelompok K1, K2, dan K4.

Kelompok perlakuan yang diberikan krim ekstrak buah delima dosis 20%

menunjukkan peningkatan rerata kadar TGF-B paling tinggi dibandingkan

dengan kelompok perlakuan lainnya. Dapat disimpulkan bahwa pemberian

krim ekstrak buah delima memberikan pengaruh peningkatan kadar TGF-B

pada hari ke 3 setelah perlakuan.

5.1.5 Hasil pemeriksaan kadar TGF-$ jaringan kulit setelah hari ke 7

perlakuan

Hasil analisis rerata kadar TGF-f setelah hari ke 7 perlakuan pada

masing-masing kelompok ditunjukkan pada tabel 5.7 sebagai berikut:

Tabel 5.7 Hasil uji deskriptif rerata kadar TGF-B dan uji one way anova
setelah hart ke 7 perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20%  Pvalue
K1 K2 K3 K4 K5 K6
Kadar TGF-B pg/mL
Mean 1158,27 237,15 302,11 901,76 744,61 1022,57
SD +258,69 +12,89 +51,77  £73,06 = +91,77 198,53
Shapiro-Wilk *0,804 *0,378 *0,890 *0,769  *0,051 *0,827
Leuvene Test 0,000
One way anova * 0,000

Keterangan: * Shapiro-Wilk
* Leuvene Test

= Normal (p>0,05)
= Homogen (p>0,05)
* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Rerata kadar TGF-B dilakukan uji Shapiro-Wilk didapatkan hasil

terdistribusi normal (p>0,05) dan uji homogenitas data dengan Leuvene Test

memiliki variasi data yang tidak homogen dengan hasil 0,000 (p>0,05). Hasil

data yang terdistribusi normal dan tidak homogen, dilakuakn uji One way
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anova dengan hasil 0,000 (<0,05) menunjukkan terdapat perbedaan signifikan
terhadap kadar TGF-f antar kelompok perlakuan.

Berdasarkan tabel 5.7 menunjukkan bahwa hasil rerata kadar TGF-f
setelah perlakuan hari ke 7 pada kelompok sehat (K7) sebesar 1158,27 pg/mL,
kelompok sham (K8) 237,15 pg/mL, kelompok base cream (K9) 302,11
pg/mL, kelompok bioplacenton (K10) 901,77 pg/mL, kelompok dosis 10%
(K5) 744,61 pg/mL dan kelompok dosis 20% (K6) 1022,57 pg/mL. Kadar
TGF-p paling rendah pada kelompok sham (K2) dan kadar TGF-3 paling tinggi

pada kelompok tikus sehat (K7).

TGFb Hari ke 7

* %k

| * %

2000+
* * %

Kadar TGFb (pg/mL)

K1 K2 K3 K4 K5 Kb

Gambar 5. 6 Grafik rerata kadar TGF-3 antar
kelompok perlakuan setelah hari ke 7

Perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan, kemudian
dibuktikan dengan uji Post hoc tamhane untuk mengetahui perbandingan dosis
yang paling berpengaruh. Hasil uji Post hoc tamhane ditunjukkan pada tabel

5.8 berikut:
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Tabel 5.8 Hasil uji tamhane kadar TGF-f jaringan
kulit tikus pasca luka eksisi setelah perlakuan hari ke 7

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,000 *0,000 *0,000 *0,000 *0,001
K2 - *0,009 1,000 *0,003 *0,000
K3 - *0,013 *0,012 *0,012
K4 - *0,000 *0,006
K5 - 1,000

Keterangan: * Bermakna p<0,05
Perbandingan rerata kadar TGF-B kelompok tikus sehat (K7) berbeda
bermakna jika dibandingkan dengan semua kelompok perlakuan luka eksisi.
Kelompok perlakuan yang diberikan krim ekstrak buah delima menunjukkan
perbedaan paling signifikan dengan rerata kadar TGF-p paling tinggi
dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya. Dapat disimpulkan bahwa
pemberian krim ekstrak buah delima memberikan pengaruh peningkatan kadar

TGF-B pada hari ke 7 setelah perlakuan.

5.2 Pembahasan
Hasil penelitian secara makroskopis dengan pemberian ekstrak buah
delima 20% mempercepat penutupan luas luka mendekati diameter dengan
kelompok yang diberikan bioplacenton. Luka yang dimulai dengan fase
homeostasis, mencakup drainase sistem limfatik dan mencegah pendarahan.
Kemudian, fase inflamasi berlangsung selama 1 hingga 3 hari, dan fase
proliferasi yang berlangsung hari ke 4 hingga hari 14.% Pengamatan pada transisi
dari fase inflamasi yang dilakukan di hari ke 3 setelah perlakuan dan fase
proliferasi di hari ke7 setelah perlakuan dianggap tepat untuk dilakukan analisis
pada parameter IL-6 dan TGF-f.

Hasil penelitian menunjukkan pengaruh penurunan kadar I1L-6 di hari ke
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3 setelah perlakuan, pemberian krim ekstrak buah delima dosis 20%
memberikan pengaruh paling rendah dibandingkan kelompok lainnya.
Pemeriksaan pada hari ke 7 setelah perlakuan juga menunjukkan penurunan
dengan pemberian krim ekstrak buah delima menyamai kelompok perlakuan
dengan bioplacenton. Sejalan dengan penelitian menggunakan ekstrak kulit
buah delima yang diuji aktivitas penyembuhan lukanya pada tikus menggunakan
model luka eksisi. Hewan yang diberi ekstrak menunjukkan pengurangan area
luka, luka yang diberi ekstrak ternyata mengalami epitelisasi lebih cepat
dibandingkan dengan kontrol.**

Transisi dari fase inflamasi ke fase proliferasi merupakan fase yang sangat
penting dalam penyembuhan luka.®” Peradangan akut sebagian besar dimediasi
oleh IL-6, yang juga diperlukan untuk penyembuhan luka. Sitokin proinflamasi
dilepaskan oleh makrofag jaringan, keratinosit, sel endotel, dan sel stroma ketika
IL-6 dilepaskan pada awal respons terhadap cedera. Juga ditemukan bahwa IL-
6 menyebabkan leukosit bermigrasi menuju luka. Pensinyalan IL-6 bertugas
memicu transisi ke lingkungan reparatif saat peradangan meningkat.?’ 2 Respon
inflamasi sangat penting dalam penutupan luka, dan gangguan pada jalur sinyal
IL-6 dapat menghambat penyembuhan luka. Oleh karena itu, peran IL-6 dalam
penyembuhan luka kulit sangat penting. Karena makrofag M1 adalah
pengekspresi IL-6 pada luka, IL-6 mengatur polarisasi M2 dengan menginduksi
produksi IL-4 sel Th2 dan IL-4R pada makrofag. Makrofag M2 khususnya

adalah sekretor utama sitokin proliferatif seperti TGF-p. %
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Hasil rerata kadar TGF-B dengan pemberian krim ekstrak buah delima
memberikan pengaruh peningkatan pada hari ke 3 setelah perlakuan dan
bertahan pada hari ke 7 setelah perlakuan. Kelompok sham (K8) dan kelompok
base cream (K9) mengalami penurunan rerata kadar TGF-p pada hari ke 7
setelah perlakuan, namun mengalami peningkatan pada kelompok lainnya
(K10, K11 dan K12), Peningkatan kadar TGF-B pada perlakuan krim ekstrak
buah delima dosis 20% menunjukkan peningkatan paling efektif dibandingkan
dengan kelompok bioplacenton yang disimpulkan bahwa pemberian krim
ekstrak buah delima 20% terhadap kadar TGF-f3 lebih baik dari bioplacenton.

Fase proliferasi yang berlangsung selama 4-14 hari yaitu pada hari ke 7
setelah perlakuan menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan hari ke 3
setelah perlakuan. Fase reparatif dipengaruhi oleh perpindahan makrofag M1
ke M2. Proliferasi, migrasi, dan diferensiasi keratinosit yang diatur, setidaknya
sebagian, dikontrol oleh produksi faktor pertumbuhan untuk reepitelisasi
luka.®® TGF-B mempengaruhi proses kematian sel, migrasi, diferensiasi, dan
proliferasi secara pleiotropik.? Jalur pensinyalan TGF-p mempunyai dampak
besar pada diferensiasi sel. Sinyal yang terkait dengan proliferasi sel diaktifkan
oleh TGF-p.?°

Deteksi tahap awal terjadinya luka, serta pemberian intervensi
menggunakan krim ekstrak buah delima dapat menjadi pengganti atau
alternatif yang menjanjikan, namun penelitian ini tidak mengamati akhir fase
proliferasi di hari ke 14, dan tidak mengamati timbulnya bekas luka maupun

pembentukan keloid yang terjadi. Penelitian ini tidak melakukan uji klinis pada
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manusia sehingga penelitian selanjutnya dapat dilakukan uji klinis

menggunakan krim ekstrak buah delima.

UNISSULA
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
6.1.1. Pemberian krim ekstrak buah delima (Punica granatum) berpengaruh
terhadap peningkatan kadar TGF-p pada tikus pasca luka eksisi
6.1.2. Pemberian krim ekstrak buah delima (Punica granatum) berpengaruh
terhadap penurunan kadar IL-6 pada tikus pasca luka eksisi
6.2. Saran
6.2.1. Penelitian berikutnya perlu dilakukan dengan mengganti formulasi krim
ekstrak buah delima dengan formulasi gel atau serum untuk
membandingkan efektifitas penyembuhan pada kondisi luka kronis
6.2.2. Penelitian berikutnya dapat melakukan uji klinis dengan penggunaan
krim ekstrak buah delima, maupun pada kondisi luka kronis dengan
perlakuan yang lebih lama serta mengamati dan memantau timbulnya
bekas luka maupun pembentukan keloid terhadap parameter yang
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