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ABSTRAK

Latar Belakang: luka mengakibatkan kerusakan atau hilangnya komponen
jaringan kulit. luka eksisi yang diakibatkan terpotongnya jaringan oleh goresan
benda tajam, merespon dan memicu proses penyembuhan luka. Pemberian
antioksidan secara eksogen menjadi penting salah satunya bersumber dari buah
delima. Ekstrak buah delima memiliki kandungan antioksidan flavonoid, alkaloid,
tanin, triterpen, dan saponin, berpotensi menjadi pengobatan baru untuk inflamasi.
Tujuan: untuk mengetahui pengaruh krim ekstrak buah delima (Punica granatum)
terhadap kadar SOD dan TNF-o pada tikus wistar model luka eksisi. Metode:
Eksperimen in-vivo dilakukan dengan membagi 48 tikus Wistar menjadi 12
kelompok dan melakukan analisis dalam dua tahap: enam kelompok dilakukan
setelah hari ketiga perlakuan dan enam kelompok lagi dilakukan setelah hari
ketujuh perlakuan. Data diuji dengan one-way anova. Hasil: Krim ekstrak buah
delima menurunkan kadar TNF-a dengan uji One Way Anova 0,001 (p<0,05) Pada
hari ke 3 setelah perlakuan krim ekstrak buah delima memiliki pengaruh yang
sama dengan Kkelompok yang menggunakan bioplacenton. Tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antar kelompok terhadap kadar SOD di hari ke 3 setelah
perlakuan dengan uji uji One way anova p=0,565 (<0,05), sedangkan pada hari ke
7 setelah perlakuan dengan uji One way anova 0,037 (<0,05) menunjukkan
terdapat perbedaan signifikan kadar SOD antar kelompok. Kesimpulan: krim
ekstrak buah delima menurunkan kadar TNF-a sama dengan bioplacenton dihari
ke 3 setelah perlakuan dan meningkatkan kadar SOD luka eksisi pada hari ke 7
setelah perlakuan.

Kata Kunci: Krim ekstrak buah delima, Luka eksisi, Kadar TNF-a, Kadar SOD
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ABSTRACT

Background: Wounds cause damage or loss of skin tissue components. Excision
wounds, caused by cuts from sharp objects, trigger the wound healing process. The
exogenous administration of antioxidants, such as those found in pomegranates, is
crucial. Pomegranate extract contains antioxidants like flavonoids, alkaloids,
tannins, triterpenes, and saponins, which have the potential to be a new treatment
for inflammation. Objective: To investigate the effect of pomegranate extract
cream (Punica granatum) on SOD and TNF-a levels in Wistar rats with 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: six groups
were analyzed after 3 days of treatment, and the remaining six groups were analyzed
after 7 days of treatment. Data were tested using one-way ANOVA. Results:
Pomegranate extract cream reduced TNF-a levels, as shown by the One-Way
ANOVA test (p=0.001, p<0.05). On day 3 after treatment, pomegranate extract
cream had the same effect as the bioplacenton group. There was no significant
difference between groups in SOD levels on day 3 after treatment, as indicated by
the One-Way ANOVA test (p=0.565, p>0.05). However, on day 7 after treatment,
there was a significant difference in SOD levels between groups, as shown by the
One-Way ANOVA test (p=0.037, p<0.05). Conclusion: Pomegranate extract
cream reduces TNF-a levels to the same extent as bioplacenton on day 3 after
treatment and increases SOD levels in excision wounds on day 7 after treatment.

Keywords: Pomegranate extract cream, Excision wounds, TNF-a levels, SOD
levels

XVi



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka mengakibatkan kerusakan atau hilangnya komponen jaringan kulit.!
Salah satu jenis luka adalah luka eksisi yang diakibatkan terpotongnya jaringan oleh
goresan benda tajam. Tubuh akan merespon dan memicu proses penyembuhan
luka.? Neutrofil akan memicu mediator pro-inflamasi Necrosis factor alpha (TNF-
o) yang bermanfaat untuk memulai inflamasi.®> Buah delima sebagai sumber
antioksidan, berpotensi menjadi pengobatan baru untuk inflamasi yang disebabkan
oleh berbagai kelainan kulit.* Enzim antioksidan memiliki peran untuk setiap proses
penyembuhan luka.” Reactive oxygen species (ROS) yang berlebihan bersifat
sitotoksik, keseimbangan redoks harus dikontrol secara ketat untuk mencapai
penyembuhan luka yang normal. ROS yang dihasilkan oleh beberapa oksidase dan
respirasi mitokondria harus direduksi terutama oleh enzim antioksidan seperti
Superoxide dismutase (SOD).> Pemberian antioksidan secara eksogen menjadi
penting salah satunya bersumber dari buah delima. Ekstrak buah delima memiliki
kandungan antioksidan flavonoid, alkaloid, tanin, triterpen, dan saponin.® Diketahui
ekstrak delima dapat mempercepat penyembuhan luka, namun masih sedikit yang
melaporkan sampai tingkat molekuler.

Produk alami merupakan sumber obat herbal dan masih menjadi salah satu
pilihan dalam sistem pelayanan kesehatan. Aspek penting dari penggunaan obat-
obatan dan tanaman tradisional dalam pengobatan luka selain meningkatkan

penyembuhan sekaligus mengurangi beban keuangan bagi pasien.’” Pengobatan dan



obat-obatan modern masih sulit diakses dan tidak terjangkau oleh sebagian besar
masyarakat. Pengobatan tradisional masih menjadi pilihan utama, bahkan sering
kali menjadi satu-satunya pengobatan bagi banyak orang. Dengan pemahaman yang
lebih luas terhadap praktik-praktik tradisional, muncullah apresiasi dan
kemanfaatnya bagi lebih banyak orang di dunia.®

Penelitian oleh Lukiswanto menggunakan ekstrak buah delima terstandar
dengan asam ellagic 40% dalam bentuk salep. Dosis 10% mempercepat
penyembuhan luka bakar derajat dua dalam luka, buah delima merupakan ramuan
yang menjanjikan untuk penyembuhan luka bakar pada kulit.® Menurut data
Kementerian Kesehatan R (2016), terdapat sekitar 3.922 kasus rawat inap dengan
luka berat akibat bencana, dan 41.034 kasus luka ringan atau rawat jalan. Obat
antiinflamasi, antibakteri, dan antioksidan dapat membantu mempercepat proses
penyembuhan luka.’® Penyembuhan luka melalui beberapa fase yaitu fase
hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling.* Dalam epitelisasi,
sel-sel epitel berproliferasi dan menyebar ke seluruh permukaan luka. Kontraksi
luka terjadi saat myofibroblast berkontraksi. Trombosit melepaskan faktor
pertumbuhan dan sitokin lainnya.” Kadar ROS yang optimal berbeda-beda pada
setiap proses penyembuhan luka. Oleh karena itu, setiap enzim antioksidan perlu
ditingkatkan, sesuai kebutuhan untuk menurunkan tingkat ROS dalam setiap proses
penyembuhan luka.®

Penelitian melaporkan potensi pemanfaatan buah delima di bidang
dermatologi.® Ekstrak tumbuhan lebih banyak digunakan dalam industri kosmetik

dibandingkan sebelumnya, khasiat dalam bidang dermatologi didasarkan pada



penelitian ilmiah terhadap buah delima.’® Penelitian yang dilakukan oleh Nema
dengan model luka eksisi ini menyimpulkan bahwa salep ekstrak metanol
konsentrasi (10%, dan 15%) menunjukkan aktivitas penyembuhan luka yang
signifikan. Hal ini ditunjukkan dengan peningkatan yang signifikan dalam laju
kontraksi luka dan peningkatan epitelisasi luka eksisi efek dari buah delima.’
Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Mahdi menyebutkan penyembuhan luka
pada kulit buah delima mempunyai efek yang berbeda-beda terhadap penyembuhan
luka.™

Stres oksidatif serta peradangan mengaktifkan kompleks NF-xB, yang pada
gilirannya berhubungan - dengan keadaan redoks seluler.> NF-xB aktif
bertranslokasi ke nukleus dan mengaktifkan gen target.'* NF-xB menginduksi
ekspresi sitokin inflamasi seperti TNF-a, jalur NF-xB juga memiliki fungsi dan
target antioksidan seperti -Superoksida dismutase (SOD).!* SOD merupakan
pertahanan antioksidan yang sangat penting melawan stres oksidatif dalam tubuh.
Enzim ini bertindak sebagai agen terapi yang baik terhadap penyakit yang dimediasi
oleh spesies oksigen reaktif (ROS).* SOD digunakan dalam kosmetik dan produk
perawatan pribadi sebagai bahan anti penuaan dan antioksidan karena
kemampuannya mengurangi kerusakan akibat radikal bebas pada kulit, sehingga
mencegah kerutan, garis halus, dan bintik-bintik penuaan, serta membantu
penyembuhan luka, melindungi dari sinar UV, dan mengurangi tanda-tanda
penuaan lainnya.'*

Ekstrak delima secara signifikan meningkatkan proses penyembuhan luka.!*

Namun pendalaman analisis tentang bagaimana krim ekstrak buah delima dapat



mempercepat penyembuhan luka eksisi dan berpengaruh terhadap kadar SOD dan
TNF-a perlu dilakukan, sehingga hasil penelitian ini dapat menjadi sebuah
alternatif baru yang mendukung pengobatan terhadap luka secara topikal, Penelitian
ini akan melihat pengaruh krim ekstrak buah delima terhadap kadar SOD dan TNF-
a pada tikus wistar model luka eksisi.
1.2 Rumusan Masalah
Apakah ada pengaruh pemberian krim ekstrak buah delima (Punica
Granatum) terhadap kadar SOD dan TNF-o pada tikus wistar model luka
eksisi?.
1.3 Tujuan penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh krim ekstrak buah delima (Punica
granatum) terhadap kadar SOD dan TNF-a pada tikus wistar model luka
eksisi.
1.3.2 Tujuan Khusus
a. Membuktikan pengaruh krim ekstrak buah delima (Punica
granatum) terhadap kadar SOD pada tikus wistar model luka eksisi
antar kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol
b. Membuktikan pengaruh krim ekstrak buah delima (Punica
granatum) terhadap kadar TNF-a pada tikus wistar model luka
eksisi antar kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok

kontrol



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

Penelitian ini bertujuan membuktikan dari berbagai sumber ekstrak buah

delima dalam mempercepat penyembuhan luka dan melihat gambaran

parameter molekuler untuk menambah referensi kepustakaan.

1.4.2 Manfaat Praktis

Dapat menjadi informasi penambah nilai guna untuk pembuatan produk

kesehatan yang bernilai dan memiliki banyak manfaat dengan harga yang

terjangkau.

1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil

1 Mahdi M, Evaluation of Ekperiment  Efek kulit buah delima terhadap
Nassiresla  wound healing In Vivo penyembuhan luka berbeda-
mi E, activities of beda, lapisan atas ekstrak kulit
Asadi M, = pomegranate buah sangat mempercepat proses
Dadpay (Punica granatum- penyembuhan luka. Oleh karena
M. 1 Lythraceae) peel itu, disarankan untuk melakukan

and pulp. penelitian tambahan mengenai
penyembuhan luka pada lapisan
atas kulit.

2 NemaN, InVivo Topical Ekperiment ~ Menggunakan 10% dan 15% b/b
Arjariya S, Wound Healing In Vivo ekstrak salep dalam basis salep
Bairagi Activity of Punica sederhana. Waktu penutupan
SM, Jha Granatum Peel luka lebih singkat dan persentase
M, Kharya Extract on Rats kontraksi luka jauh lebih besar
MD.’ pada kelompok yang diberi salep

ekstrak  15% b/b. Kedua
konsentrasi  ekstrak metanol
salep Punica granatum
menunjukkan  respon  yang
signifikan jika dibandingkan
dengan  kelompok  kontrol.
Dengan  demikian  ekstrak
metanol  Punica  granatum




terbukti berpotensi sebagai agen
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2.1 Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)

Sel menghasilkan TNF-a sebagai mTNF, protein transmembran tipe II
yang berbobot 26 kDa. Tumor necrosis-a-converting metalloproteinase
(TACE), kadang-kadang disebut sebagai ADAM metallopeptidase domain 17
(ADAM17), memecah bentuk terikat membran ini menjadi bentuk larut 17 kDa,
STNF. Meskipun bentuk monomer dan dimerik mTNF dan sTNF juga aktif
secara fisiologis, versi trimeriknya lebih aktif.*®

TNF-a berinteraksi dengan salah satu dari dua reseptor, TNFR1 dan
TNFR2, yang merupakan anggota superfamili reseptor faktor nekrosis tumor
(TNFR). Meskipun sTNF hanya dapat berikatan dengan TNFR1, mTNF dapat
berikatan dengan reseptor apa pun. Ketika TNF-o mengaktifkan TNFR1, dua
kompleks pensinyalan TNF yang berbeda terbentuk: Sementara Kompleks
I1/kompleks pensinyalan penginduksi kematian (DISC) memicu apoptosis
setelah internalisasi reseptor, Kompleks | memiliki peran anti-apoptosis. Di sisi
lain, TNFR2 tidak memiliki domain kematian intraseluler. Akibatnya,
komunikasi melalui kompleks ini dianggap anti-apoptosis. Jalur TNFR1 dan
TNFR2 dapat berinteraksi sebagai akibat dari kemampuan TNFR2 untuk
menyebabkan penurunan faktor terkait reseptor TNF (TRAF2), menurut
penelitian baru. Jalur faktor nuklir kB (NF-kB) dan protein kinase teraktivasi

mitogen (MAPK) dipicu oleh pensinyalan melalui Kompleks 1.



2.1.1 Jalur aktivasi TNF-a

Cedera kulit yang terlokalisasi disebabkan oleh sel-sel endotel yang
dirangsang oleh TNF-a yang disekresikan untuk menarik sel-sel kekebalan yang
bersirkulasi, melepaskan MMP, dan mendorong penghancuran serat kolagen.!’
Jalur transduksi sinyal yang terlibat dalam aktivasi NF-kB distimulasi oleh TNF-
a. Pada kulit manusia, MT1-MMP menginduksi aktivasi pro-MMP-2 dan
aktivasi NF-kB diperlukan untuk produksi MMP-9 pada fibroblas dermal. Lebih
lanjut, setelah aktivasi NF-kB pada sinoviosit mirip fibroblas, terlihat ekspresi
berlebih dari MMP-1 dan MIMP-13. Ekspresi berlebih MMP-1 dan MMP-3 pada
fibroblas juga memerlukan aktivasi NF-kB. Oleh karena itu, dengan
menghambat ekspresi MMP melalui inaktivasi NF-kB, photoaging kulit dapat
dihindari.!"8

TNF-a yang diproduksi melalui epidermis menempel pada reseptor
khususnya, TNFR yang sebagian besar diekspresikan di jaringan kulit.
Kemudian memasukkan TRADD, protein yang berinteraksi dengan reseptor 1
(RIP1), dan protein TRAF2 yang merupakan mediator penting dalam jalur
pensinyalan yang dikendalikan olen TNFR1. TRAF2 termasuk dalam keluarga
TRAF adaptor sitoplasma dan protein perancah yang diekspresikan secara luas.
la memiliki kemampuan untuk melakukan oligomerisasi baik secara homo- atau
hetero-merik dengan TRAF1, TRAF5, dan TRAF6. Melalui wilayah C-terminal
domain TRAF, TRAF2 secara langsung berikatan dengan wilayah sitoplasma

CD27, CD30, CD40, dan TNFR2.8
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Gambar 2.1 Jalur pensinyalan TNIv:-ou18

Metalloproteinase TACE/ADAM-17 mengubah TNF vyang terikat
membran (MTNF) menjadi bentuk larut (STNF). Ketika STNF-o atau mTNF-a
berikatan dengan reseptor TNFR1 transmembran, protein penghambat SODD
dilepaskan karena perubahan konformasi. Pengikatan menyebabkan perekrutan
beberapa komponen, seperti clAP-1 dan 2, RIP1, TRAF2, TRADD, dan
seterusnya. Hal ini mengarah pada terciptanya kompleks I, yang kemudian
memberi sinyal untuk mengaktifkan p65 atau AP1 melalui jalur NF-xB atau
MAPK. Transkripsi gen pro-survival (ClIAP1 dan 2, cFLIP, TRAF1, TRAF2),
gen inflamasi (kemokin, sitokin), dan matriks katabolik (MMPs, ADAMTSS)
disebabkan oleh pensinyalan kompleks 1. Alternatifnya, aktivasi reseptor
TNFR2 oleh mTNF-a dapat menghasilkan pembentukan kompleks yang
sebanding dan kaskade pensinyalan selanjutnya. Kadang-kadang TNFR1 yang

melekat pada STNF-a dapat diinternalisasi dan memulai produksi Kompleks Il
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atau DISC, yang menyebabkan pembelahan procaspase 8 dan akhirnya kematian
sel.’8
2.2 Superoxide dismutase (SOD)

SOD merupakan antioksidan dan metaloenzim enzimatik yang mengkatalisis
proses reduksi radikal anion superoksida menjadi oksigen (O2) dan hidrogen
peroksida (H20.). Enzim ini dapat disimpan pada suhu 5°C hingga 5 tahun tanpa
kehilangan aktivitasnya; namun, ia tidak stabil terhadap panas dan stabil dalam
kondisi basa (PH 6,5-7,5). Untuk memerangi radikal bebas internal dan eksternal,
tubuh manusia menghasilkan SOD, suatu antioksidan endogen. Antioksidan
berbasis enzim, juga dikenal sebagai antioksidan sekunder, adalah antioksidan yang
berfungsi menangkap radikal bebas dan menghentikannya menghasilkan radikal
baru.*

Tubuh memiliki tiga isoform berbeda dari enzim antioksidan SOD. Isoform
ini, yang diturunkan dari gen berbeda, mengkatalisis reaksi yang sama—yaitu
transformasi anion superoksida (O2-) menjadi oksigen dan hidrogen peroksida.
Tiga isoform SOD adalah CuzZn-SOD ekstraseluler (EC-SOD atau SOD3), SOD
sitosol atau tembaga-seng (CuzZn-SOD atau SOD1), dan SOD mangan (Mn-SOD
atau SOD2) yang ditemukan di mitokondria. SOD banyak diekspresikan dalam
sitoplasma berperan penting dalam melindungi sel dari stres oksidatif.?

2.2.1 Mekanisme kerja SOD
Menggabungkan mekanisme enzimatik dan non-enzimatik, sistem
pertahanan antioksidan pada kulit manusia melindungi terhadap ROS. Katalase,

glutathione peroksidase, dan superoksida dismutase (SOD) adalah contoh
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antioksidan enzimatik. Antioksidan berfungsi melalui enzim untuk menstabilkan
H202. H202 yang kurang reaktif terhadap ROS diproduksi oleh enzim
superoksida dismutase. Hidrogen peroksida akan terus terurai menjadi air dan
oksigen karena katalase dan glutathione peroksidase.?

Antioksidan diproduksi oleh tubuh sebagai tindakan perlindungan
terhadap spesies oksigen reaktif (ROS). Molekul yang dikenal sebagai
antioksidan mencegah oksidasi bahkan pada konsentrasi yang sangat rendah.?
Antioksidan bekerja dalam proses oksidatif melalui berbagai cara, antara lain
sebagai pengikat ion logam, menyerap radikal lipid peroksil, memperbaiki
kerusakan oksidatif, dan menjebak radikal bebas secara enzimatis atau kimia.
Antioksidan menetralkan ROS dan menstabilkan radikal bebas untuk
menghentikan oksidasi- dengan menarik atau melepaskan elektron. Dalam
penggunaan praktisnya, antioksidan diklasifikasikan menjadi enzimatik dan
non-enzimatik. Antioksidan enzimatik yang terdapat di kulit termasuk katalase,
glutathione peroksidase (GSH peroksidase), dan superoksida dismutase (SOD).
Sedangkan ubiquinone, vitamin C (asam askorbat), vitamin E (alfa tokoferol),
dan vitamin A (retinoid) merupakan contoh antioksidan non-enzimatik.?*

Sel-sel kulit menciptakan spesies oksigen reaktif (ROS) sebagai respons
terhadap bahan kimia eksogen dan endogen, dan tingkat SOS yang berlebihan
dapat merusak sel. Ketika ROS berdampak pada jalur pensinyalan MAP, NF-kB
dan AP-1 (aktivator protein-1), dua faktor transkripsi, diaktifkan. merangsang
respons inflamasi, meningkatkan sintesis prokolagen dengan memblokir sinyal

TGF-B/SMAD, dan meningkatkan pemecahan kolagen melalui degenerasi
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matriks dan produksi MMP. Lebih jauh lagi, dengan melampaui keap-1,
penghambat sitoplasma faktor nuklir Nrf2, ROS memungkinkan Nrf2
bertranslokasi ke nukleus dan memulai transkripsi gen antioksidan. Selain itu,
ROS mendorong pembentukan o-MSH, yang pada gilirannya memicu jalur
bergantung Nrf2 dan meningkatkan produksi gen antioksidan. Jalur Nrf2
diaktifkan di sel kulit selain melanosit dan keratinosit, seperti fibroblas.?>%3
Kadar ROS yang tinggi secara terus-menerus merusak struktur protein,
lipid, dan DNA serta mengaktifkan jalur kematian sel, hal ini mengakibatkan
kerusakan sel yang ireversibel, malfungsi, dan kematian organisme. Terutama
diekspresikan di dinding arteri, SOD3 adalah isoenzim SOD yang meningkatkan
bioavailabilitas oksida nitrat selain membersihkan superoksida. Aktivitas oksida
nitrat meningkat dan homoeostasis kontraktilitas pembuluh darah ditingkatkan
ketika kadar superoksida diturunkan karena SOD3 membatasi interaksi cepat
oksida nitrat dengan superoksida untuk menghasilkan peroksinirit. Peradangan
perivaskular dipicu oleh hilangnya SOD3. Dermis dan epidermis keduanya
mengandung SOD3.%*
2.3 Luka Eksisi
Luka menyebabkan jaringan biologis, seperti kulit, selaput lendir, dan
organ, kehilangan integritasnya dan mengganggu kapasitas organ untuk
berfungsi sebagaimana mestinya. Hilangnya kontinuitas jaringan epitel setelah
cedera dapat mengganggu kapasitas kulit untuk melindungi jaringan lain.?®
Luka eksisi adalah luka di mana permukaan kulit dan lapisan bawahnya

terpotong sampai kedalaman yang berbeda. Ini dapat terjadi secara sengaja atau
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tidak sengaja.?®

Penyembuhan luka kulit adalah proses fisiologis penting yang
bergantung pada kolaborasi beberapa strain sel dan produk sampingannya.
Ketika lesi lokal akibat agresi mulai sembuh, itulah tanda pertama peradangan.
Perbaikan melibatkan penggantian struktur tertentu dan difasilitasi oleh
deposisi dan regenerasi kolagen, yang berkorelasi dengan proses proliferasi
dan diferensiasi sel di bagian posterior jaringan sel.?’
2.3.1 Proses penyembuhan luka

Setelah lesi berkembang, jaringan beregenerasi dan sembuh. baik akibat
trauma atau kondisi klinis tertentu. Semua rangsangan yang mengganggu
kelangsungan fisik jaringan hidup bergabung menghasilkan satu lesi. Berbagai
pemicu stres, termasuk rangsangan termal, kimia, listrik, dan fisik, dapat
menyebabkan lesi. Lesi juga dapat merusak organel tertentu atau sel itu
sendiri.?® Setelah lesi kulit, tergantung pada strain sel yang terkena cedera,
regenerasi dan perbaikan dapat terjadi pada jaringan yang sama. Pendekatan-
pendekatan ini tidak harus digunakan secara bersamaan.?®

Faktor pertumbuhan menginduksi proses linier langsung dalam
penyembuhan jaringan yang menggabungkan perubahan dinamis yang
melibatkan sel darah, mediator terlarut, pembentukan matriks ekstraseluler,
dan proliferasi sel parenkim. Peristiwa biologis dan biokimia dalam
penyembuhan luka adalah proses penyembuhan kulit. Respon inflamasi,
proliferasi sel, sintesis matriks ekstraseluler, dan fase remodeling adalah tiga

fase proses penyembuhan kulit.
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2.3.2 Klasifikasi Luka

Ciri-ciri anatomi, jenis, masa penyembuhan, dan proses penyembuhan
semuanya dapat digunakan untuk mengkategorikan luka. Secara anatomi, ada
tiga jenis luka: luka dengan ketebalan penuh, luka dengan ketebalan lokal, dan
luka superfisial. Luka yang diklasifikasikan sebagai luka superfisial meluas
hingga ke epidermis, lapisan kulit terluar, dan kadang-kadang bahkan sampai
ke dermis. Luka yang mengenai dermis dan epidermis disebut luka ketebalan
lokal. Sebaliknya, luka dengan ketebalan penuh mencakup seluruh lapisan
kulit, termasuk dermis, lapisan lemak, fasia, dan epidermis.

Luka abrasi, memar, sayatan, laserasi, luka tembak, tusukan, dan jenis
luka lainnya diklasifikasikan menurut sifatnya. Luka abrasi yang disebut juga
dengan lecet adalah luka yang tidak menembus jaringan subkutan karena
adanya gesekan antara luka dengan benda lain, biasanya benda tumpul. Memar
atau memar adalah cedera umum yang disebabkan oleh pukulan benda tumpul
yang merusak kapiler. Luka akibat sayatan benda tajam disebut dengan luka
sayatan. Luka yang tepinya tidak rata disebut laserasi. Luka masuk dan luka
keluar merupakan ciri-ciri luka tembak yang disebabkan oleh suatu benda
seperti peluru. Sebaliknya, luka tusuk timbul dari lesi kecil yang sulit dilihat di
bagian dasarnya. Luka tusuk adalah luka kecil yang sulit dilihat yang dasarnya
tertusuk paku atau benda tajam lainnya.

Luka dibagi menjadi tiga kategori berdasarkan cara penyembuhannya:
penyembuhan primer, sekunder, dan tersier. Penyembuhan primer, juga

dikenal sebagai penyembuhan dengan niat, terjadi ketika luka dibersihkan dan
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disembuhkan dari dalam ke luar. Ketika luka sayatan sembuh hingga tepinya
dapat menyatu kembali, luka tampak bersih, dan tidak ada jaringan yang
hilang, hal ini disebut penyembuhan luka primer. Luka penyembuhan primer
sembuh lebih cepat dan menutup lebih cepat bila jahitan digunakan.

Fase penyembuhan akan dibiarkan terjadi secara alami sehingga proses
penyembuhan luka akan dimulai setelah terbentuknya jaringan granulasi pada
dasar luka dan sekitarnya. Pada penyembuhan luka sekunder (healing by
Secondary Intention), sebagian jaringan luka hilang, luka kotor, dan
membutuhkan waktu lama untuk sembuh. Sebaliknya, penyembuhan luka
tersier, disebut juga penyembuhan primer tertunda, terjadi secara perlahan
karena luka harus dibiarkan terbuka selama empat hingga tujuh hari sebelum
dilanjutkan dengan penjahitan karena tidak dapat segera dijahit karena adanya
kontaminasi atau infeksi.?®

Luka dibedakan menjadi dua Kkategori berdasarkan lama waktu
penyembuhannya: luka akut dan luka kronis. Luka akut akan sembuh sesuai
dengan proses penyembuhan luka secara fisiologis, sehingga memungkinkan
waktu pemulihan yang dapat diprediksi. Dalam dua hingga tiga minggu,
lukanya akan sembuh dengan sedikit atau tanpa bekas luka. Luka akut sebagian
besar sembuh melalui penyembuhan primer, meskipun luka yang ujung-
ujungnya tidak dapat disambung juga dapat melalui fase penyembuhan
sekunder. Selama lebih dari empat hingga enam minggu, tidak ada gejala
penyembuhan pada luka kronis, yang termasuk dari luka kronik meliputi

keganasan, ulkus tungkai, ulkus dekubitus, dan ulkus yang diakibatkan dari
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gangguan metabolisme seperti diabetes melitus.
2.3.3 Mekanisme molekuler pada Luka

Jalur pensinyalan intraseluler yang melibatkan miR-21 dan p38 adalah
satu. miR-21 memiliki efek yang bervariasi pada berbagai pemain seluler yang
terlibat dalam penyembuhan luka. Promotor adalah rumah bagi tiga situs untuk
protein aktivator 1 (AP1), satu untuk PU, dan satu lagi untuk faktor nuklir
kappa B (NF-kB). MiR-21 penting untuk perubahan fenotip makrofag dari
inflamasi menjadi antiinflamasi. Baik PAMP dan DAMP mengaktifkan jalur
stres p38/Jun, yang menyebabkan pelepasan sitokin inflamasi termasuk IL-1,
TNF, dan IL-6 misalnya.®

Fungsi makrofag dalam penyembuhan luka bermacam-macam. Pada
awal proses penyembuhan, makrofag menghasilkan sitokin inflamasi yang
mengaktifkan dan menarik lebih banyak leukosit, sehingga mengintensifkan
respon inflamasi. Selain itu, makrofag memainkan peran penting dalam
menghilangkan sel-sel apoptosis -dari luka dan mendisinfeksi luka dari
mikroorganisme, sehingga membantu mengurangi peradangan dan memulai
fase proliferasi penyembuhan luka. Makrofag mengalami perubahan fenotipik
menjadi keadaan anti-inflamasi, regulasi, dan reparatif seiring dengan
perubahan lingkungan tempat tidur luka. Pergeseran respons ini mengaktifkan
keratinosit, fibroblas, dan sel endotel untuk memfasilitasi regenerasi jaringan.
Makrofag memfasilitasi peralihan dari fase pertama penyembuhan ke fase
proliferasi. Transformasi makrofag ini dari M1 ke M2 difasilitasi oleh sejumlah

jalur, termasuk aktivasi TLR, IL-4, IL-13, pensinyalan adenosin, CXCL1, dan
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CCL18. Selain itu, miRNA-21 menargetkan fosfatase dengan motif tensin
(PTEN), dan akibatnya penurunan PTEN memperpanjang aktivasi AKT, yang
menghambat peradangan dan mendorong aktivitas anti-inflamasi.>?

2.3.4 Fisiologis penyembuhan luka

Peradangan dipicu oleh agregasi trombosit, yang juga melepaskan ADP,
PDFG, TGF-B, dan CXCL4. Sel-sel lokal, seperti keratinosit dan fibroblas,
diaktifkan, begitu pula kaskade imunologis. Jenis sel utama epidermis,
keratinosit, mengeluarkan peptida dan protein antimikroba (AMP) serta sitokin
proinflamasi. Dengan membawa neutrofil dan makrofag ke dalam dasar luka,
respon imun ini bekerja sama untuk membersihkan dasar luka. Sel pembunuh
profesional mikroba, neutrofil, dan makrofag melepaskan AMP, NO, dan spesies
oksigen reaktif (ROS). Sementara itu, selektin E dan P diekspresikan oleh sel
endotel di venula dermal, yang mengarahkan leukosit ekstravasasi untuk
menggelinding dan menempel pada dasar luka.

Melalui produksi 1L-17, 1L-22, dan TNF-a, yang meningkatkan respons
pertahanan tubuh, baik sel T yang tinggal di kulit maupun sel T yang menyerang
berkontribusi pada tahap inflamasi. Selain itu, limfosit T yang ditemukan di kulit
memiliki kemampuan untuk menciptakan faktor pertumbuhan yang mendorong
proliferasi keratinosit. Remisi peradangan mengikuti sterilisasi luka dengan
aktivasi neutrofil, keratinosit, dan makrofag. Pada titik ini, penutupan luka
dirangsang oleh pertumbuhan fibroblas dan keratinosit. Fase ini dikendalikan
oleh perubahan lingkungan mikro sitokin luka dan modulasi aktivitas reparatif

dibandingkan inflamasi. Makrofag M1, atau makrofag aktif pada fase inflamasi,
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berubah secara fenotip menjadi fenotip M2 reparatif dan anti inflamasi.

Pergantian ini dikontrol dengan ketat.®?
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Gambar 2.2 Alur molekuler penyembuhan luka.*?

2.3.4.1 Tahap inflamasi

Bekuan darah yang bocor dan pembuluh darah yang menyempit adalah

akibat dari respons peradangan pembuluh darah, yang melindungi integritas

pembuluh darah. Selama koagulasi, yang disebabkan oleh rangsangan

tertentu yang mendorong sel-sel ini untuk aktif dan berkumpul, trombosit dan

trombosit berkumpul dalam jaringan fibrin.3* Melalui pemulihan homeostatis

dan pembentukan penghalang terhadap serangan patogen, jaringan fibrin

mengatur matriks sementara yang diperlukan untuk migrasi sel, sehingga

memulihkan peran pelindung kulit dan menjaga integritas kulit.?8

Fase inflamasi setelah cedera kulit mungkin berlangsung hingga lima

hari. Hemostasis dan menghindari kolonisasi bakteri atau infeksi bergantung
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pada fase 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 bermigrasi ke
jaringan yang terluka.®

Produk pemecahan bakteri seperti lipopolisakarida (LPS) dan
prostaglandin, IL-1, TNF-a, C5a, dan TGF-B dapat merangsang migrasi
neutrofil ke jaringan luka dan menyebabkan rongga yang ditinggalkan luka
membesar. Peningkatan permeabilitas kapiler sel endotel vaskular
berkontribusi terhadap diapedesis ini. Sel mast mengeluarkan histamin dan
serotonin, yang menyebabkan permeabilitas kapiler. Neutrofil yang
bermigrasi ke jaringan yang terluka berkontribusi pada pencegahan infeksi
dengan memfagosit patogen dan jaringan mati. Proses regenerasi jaringan
menyebabkan neutrofil pada jaringan yang rusak secara bertahap menjadi
kurang terkonsentrasi.™

Dalam waktu 48 hingga 72 jam setelah neutrofil mencapai lokasi
tersebut, monosit—yang akan matang menjadi makrofag—tiba dan menjadi
sel dominan pada hari ketiga setelah cedera kulit. Ketika cedera jaringan
terjadi, makrofag membantu memfagosit mikroorganisme dan kotoran. Lebih
lanjut, makrofag membantu pembentukan beberapa faktor pertumbuhan yang
mengaktifkan fibroblas untuk menghasilkan matriks ekstraseluler dan

mendorong neovaskularisasi melalui mesenkim jaringan, yang keduanya
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pada akhirnya membantu penyembuhan luka.®*

ROS diproduksi oleh neutrofil dan makrofag selain fagositosis dan
sintesis sitokin inflamasi. Bantuan ROS dalam pencegahan infeksi bakteri.
Paparan spesies oksigen reaktif (ROS) yang berlebihan pada akhirnya dapat
menyebabkan apoptosis pada sel-sel tubuh, yang memperlambat proses
regenerasi jaringan. ROS juga membantu sintesis dua mediator inflamasi
yang diproduksi kembali, prostaglandin dan leukotrien, serta aktivasi dan
pemeliharaan kadar asam arakidonat. Karena proliferasinya dan peningkatan
kadar mediator inflamasi, peradangan kronis dapat menyebabkan kerusakan
jaringan.>®

Sel mast dan limfosit mulai muncul pada luka pasca trauma pada hari
kelima hingga ketujuh. Kedua jenis sel ini mengatur peradangan kronis dan
membantu perbaikan jaringan yang rusak. 32 Fase inflamasi akan berakhir
ketika jaringan granulasi lunak berwarna kemerahan berkembang. Jaringan
granulasi yang dihasilkan kaya akan fibroblas dan neovaskularisasi kapiler,
yang membentuk lingkungan metabolisme yang memfasilitasi penyembuhan

luka.®’

2.3.4.2 Tahap Proliferasi

Fase proliferasi berlangsung dari hari keempat hingga hari kedua puluh
satu. Fase ini berbeda karena kemampuan sel epitel jaringan untuk melakukan
epitelisasi ulang. Migrasi keratinosit dekat tepi luka memulai re-epitelisasi.
Dalam lima hingga tujuh hari, epitelisasi ulang akan menyebabkan luka

sembuh. Setelah selesai, membran basal akan bertindak sebagai penghalang
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antara dermis dan epidermis. Angiogenesis dan fibrogenesis berkontribusi
pada pembentukan membran basal dengan memperkuat lapisan dermis di
bawahnya. Pada tahap ini, trombosit dan makrofag mendominasi matriks
fibrin. Pada akhir prosedur, jaringan granulasi yang terdiri dari agregat
jaringan fibroblas secara bertahap menggantikan jaringan ini untuk membuat
matriks ekstraseluler.3*

Fibroblas diperlukan selama fase proliferasi. Sel yang disebut fibroblas
bertanggung jawab untuk memproduksi protein matriks ekstraseluler
termasuk fibrin dan kolagen. Matriks ekstraseluler mengisi kekosongan pada
jaringan luka, bertindak sebagai lokasi migrasi keratinosit. TGF-3 dan PDGF
merupakan faktor pertumbuhan yang mendorong proliferasi fibroblas dan
pembentukan - matriks  ekstraseluler.>* - Dengan  bantuan  matriks
metalloproteinase, fibroblas akan memecah fibrin dan menggantinya dengan
kolagen tipe Il dan glikosaminoglikan (GAG) (MMP). Selama fase
pematangan, kolagen tipe | akan menggantikan kolagen tipe 111.%

Makrofag menghasilkan ~ faktor proangiogenik, yang meliputi
trombospondin, fibroblast growth factor-2 (FGF-2), faktor endotel vaskular
(VEGF), dan angiopentin-1. Faktor-faktor ini memfasilitasi angiogenesis sel
endotel.3* Setelah regenerasi epitel selesai dan remodeling kolagen terjadi,
seluruh aktivitas seluler dalam fase proliferasi yang disebutkan di atas
berakhir. Setelah hilangnya fibroblas akibat matriks kolagen yang mengisi
rongga luka, proses neovaskularisasi akan berakhir pada apoptosis.

Ketidakmampuan mengendalikan proses re-epitelisasi akan mengakibatkan
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masalah fibrotik seperti keropeng dan hipertrofi.3
2.3.4.3 Tahap Remodeling

Tahap pematangan atau rekonstruksi dapat berlangsung antara satu
hingga dua tahun, atau 18 hingga 21 hari. Setelah rongga luka terisi matriks
ekstraseluler dan jaringan granulasi, kolagen tipe I mulai menggantikan
kolagen tipe IllI, menandai dimulainya fase maturasi. Matriks dan sel
ekstraseluler berkembang pada tahap ini.*® Dua karakteristik fase maturasi
meliputi kontraksi luka dan remodeling kolagen. Aktivitas myofibroblast
mempercepat  kontraksi Iuka. Myofibroblast adalah sel fibroblas yang
memiliki - mikroflamens aktin intraseluler, yang memungkinkannya
berkontraksi dan mengeraskan jaringan di sekitarnya. Aktivitas matriks
metalloproteinase (MMP) yang diinduksi oleh makrofag jaringan, sel endotel,
dan fibroblas secara hertahap akan menggantikan fase kolagen tipe IlI
sebelumnya dengan kolagen tipe 1.3

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. Meskipun pada tingkat yang
berbeda, proses produksi dan degradasi kolagen terjadi secara bersamaan dari
awal fase pematangan hingga akhir fase pematangan. Kelebihan kolagen
dipecah dan diserap ke jaringan sekitarnya oleh enzim kolagenase. Pada akhir

tahap ini, terbentuk jaringan parut yang pucat, rapuh, tipis, dan mudah
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digerakkan.®

Susunan asimetris dari kolagen yang baru dihasilkan memerlukan
konversi lisin menjadi hidroksilisin, yang hanya dapat dicapai dengan adanya
lisil hidrolase, untuk membentuk ikatan silang antara serat kolagen. Untaian
kolagen yang menutupi luka dan menciptakan kekuatan tarik dihubungkan
secara silang untuk mencegah cedera kecil sekalipun sehingga jaringan robek.

Kekuatan tarik biasanya akan meningkat dalam enam minggu pertama bagi

kebanyakan orang dan kemudian secara bertahap selama satu hingga dua

tahun berikutnya. Kulit dan fasia jarang mencapai 100% nilai kekuatan tarik
normal; sebaliknya, seringkali nilai tersebut hanya mencapai 80% dari nilai
tersebut.®®

2.4 Delima (Punica granatum)

Punica granatum merupakan salah satu anggota famili Punicaceae yang
terkenal, yang terdiri dari dua spesies, Punica granatum (asli wilayah Mediterania
dan Iran) dan Punica protopunica (endogen kepulauan Socotra). Ini banyak
dibudidayakan di seluruh Asia Tengah, Himalaya, Timur Tengah, Barat Daya
Amerika, dan wilayah Mediterania dan diyakini berasal dari Iran dan Afghanistan.
Pohon delima adalah pohon berumur panjang yang biasanya dapat tumbuh hingga
12 hingga 16 kaki dan hidup lebih dari 200 tahun.*® Klasifikasi atau taksonomi dari

pohon delima secara ilmiah, Sebagai berikut:

Kingdom : Plantae,
Filum : Tracheophyta,
Kelas : Magnoliopsida,

Ordo : Myrtales,
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Family . Lythraceae,
Genus : Punica,
Spesies : Punica granatum.*

Buah delima yang diameternya berkisar antara 5 hingga 12 cm ini bentuknya
menyerupai buah buni. Warna buahnya bermacam-macam, yang pertama Kali
terlihat dari warna bunganya. Bercak kulit yang menonjol yang warnanya lebih
gelap dari warna dasar buah menutupi kulit. Daging buah delima rasanya asam dan
manis serta banyak mengandung air. Biji buah ini berwarna putih, ditutupi daging
buah. Bentuk bijinya bermacam-macam, termasuk bulat, lonjong, agak persegi, dan
pipih. Tekstur biji kecil yang kasar dan tidak rata disertai dengan ukurannya.*
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.*? Buah sebagian besar berwarna merah, pada spesies
tertentu, buah kadang-kadang berwarna ungu tua, meskipun seringkali berwarna
merah jambu hingga kuning kehijauan.*

Buah delima mudah tumbuh subur didaerah kering karena dapat tumbuh di
berbagai jenis tanah dan kondisi cuaca, buah delima mudah beradaptasi. Beberapa
spesies dapat tumbuh dengan baik di dataran rendah, sementara spesies lainnya
tumbuh lebih baik di dataran tinggi. Sensitivitas buah delima terhadap dingin
merupakan salah satu tantangan utama dalam produksinya. Karena rusak oleh suhu
di bawah 12°C, buah delima membutuhkan musim panas yang panjang dan terik

agar bisa matang.*?
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2.4.1 Kandungan Buah Delima

Delima diketahui menunjukkan aktivitas anti-virus terhadap virus herpes
dan virus influenza, Digunakan secara luas sebagai agen astringen, hemostatik,
dan antimikroba dalam pengobatan tradisional Iran. Bubuk kulitnya membantu
dalam pengobatan periodontitis dan memiliki sifat antihelmintik. Dalam
pengobatan tradisional, biji delima dilaporkan dapat mengatur keluarnya urin
dan mengendalikannya sensasi terbakar pada urin, dan telah digunakan untuk
pengobatan bronkitis, diare, masalah pencernaan, luka yang terinfeksi, dan
diabetes, ekstrak kulit tanaman telah digunakan menyembuhkan asma, diare

kronis, disentri kronis, dan cacingan.**

Gambar 2. 3 Buah delima.**

Buah delima dikenal karena sifat astringen dan anti-inflamasinya yang
kuat serta terapi untuk pendarahan traumatis, bisul dan infeksi, diare, disentri,
plak gigi, dan sebagai obat kumur dan agen enema. Air rebusan buahnya telah
digunakan untuk pengobatan penyakit aphthae dan ulkus di India, Tunisia, dan

Guatemala. Kulitnya juga banyak digunakan dalam pengobatan tradisional.
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Pengobatan Tiongkok karena kemanjurannya dalam meningkatkan hemostasis,
membunuh parasit, dan mengatasi hiperasiditas, bersama dengan kemampuan
penyembuhan luka yang ampuh, terapi diabetes, kanker, dan pengendalian
tekanan darah. Selain itu, penelitian menemukan bahwa kulit delima
menghambat pelepasan racun oleh bakteri dan membantu mengurangi
pertumbuhan.*!

Beragam komponen pohon dan buah delima antara lain gula, asam
organik, flavonoid, antosianin, asam lemak, alkaloid, vitamin, dan banyak lagi.
Gula utama yang ditemukan dalam ekstrak buah delima adalah glukosa,
fruktosa, sukrosa, dan maltosa. Selain itu, ia memiliki vitamin beta-karoten, C,
B1, dan B2. Selain itu, asam fumarat, asam oksalat, asam suksinat, asam sitrat,
dan asam tartarat merupakan asam organik utama yang terdapat pada buah
delima. Kulit buah delima mengandung alkaloid seperti asam ellabic, asam galat,
asam klorogenat, asam sinamat, asam hidroksi asam protocatechuic, asam
hidroksi benzoat, asam caffeic, asam ferulic, asam coumaric, asam p-coumaric,
dan asam o-coumaric, peletierin, isopelletierine, metilpelle tierine,
pseudopelletierine, punicalagin, punicalin, phioridzin, quercetin, dan catchin.*?

Delima mengandung flavonoid yang disebut luteolin, kaempferol, dan
glikosida narigenin. Buah delima mendapatkan warnanya dari senyawa yang
disebut antosianin. Gonidin oranye dan merah, sianidin merah dan merah tua,
serta delphinidin biru dan ungu adalah enam antosianin yang memberi warna
merah pada bagian buah delima yang dapat dimakan. Enam antosianin

dilepaskan dari buah delima dan diberi nama berbeda: 3,5-diglucoside
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delphinidin, 3-glikosida delphinidin, 3,5-diglucoside cyanidin, 3-glikosida
pelargonidin, dan 3-glikosida pelargonidin.*® Tingkat aktivitas antioksidan pada
berbagai jenis tanaman delima dikendalikan oleh asam askorbat dan senyawa
fenolik.4-4°
2.5 Pengaruh pemberian krim ekstrak buah delima terhadap kadar SOD dan
TNF-a pada luka eksisi
Krim adalah bentuk sediaan semi padat berbasis emulsi yang mengandung
satu atau lebih zat terapeutik.*” Pemberian antioksidan secara eksogen menjadi
penting salah satunya bersumber dari buah delima. Ekstrak buah delima
memiliki kandungan antioksidan flavonoid, alkaloid, tanin, triterpen, dan
saponin.® Ekstrak delima secara signifikan meningkatkan proses penyembuhan
luka.™
Aktivitas SOD menurun selama penyembuhan luka dengan berkurangnya
aktivitas SOD total pada lesi luka.*® Sebaliknya produksi TNF-o. meningkat
akibat inflamasi karena respons fase akut.”® Penggunaan krim ekstrak buah
delima diharapkan meningkatkan aktivitas antioksidan dengan meningkatkan
kadar SOD dan meredam inflamasi pada luka dengan menurunkan kadar TNF-
a. Selama fase inflamasi, kebutuhan oksigen meningkat, makrofag dan neutrofil
melepaskan radikal bebas.*®*® Antioksidan yang berfungsi sebagai pemulung
terhadap stres oksidatif yang sudah ada sebelumnya dapat mengurangi atau
menghambat radikal bebas. Kandungan flavonoid pada ekstraknya dapat
mendetoksifikasi ROS karena flavonoid merupakan antioksidan yang dapat

menetralisir radikal bebas dengan cara mendonorkan satu elektronnya sehingga
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menghasilkan radikal bebas yang relatif stabil >

Tubuh manusia sebagian besar menghasilkan ROS sebagai konsekuensi
dari rantai transpor elektron. penting untuk apoptosis, kekebalan, proses
diferensiasi, fosforilasi protein, dan permulaan banyak faktor transkripsi.
Namun, ketika ROS berinteraksi dengan molekul seperti lipid, protein, atau
asam nukleat, hal tersebut juga mengakibatkan stres oksidatif. Kerusakan
membran sel disebabkan oleh peroksidasi lipid yang diinduksi ROS. Dengan
muatan positif di luar sel dan muatan negatif di dalam, membran ini mempunyai
potensi. Kematian sel terjadi akibat perubahan tekanan sosmotik dan potensial
membran sel yang rusak.>*

SOD banyak diekspresikan dalam sitoplasma, berperan penting dalam
melindungi sel dari stres oksidatif.?® Sistem pertahanan antioksidan kulit
manusia terhadap spesies oksigen reaktif (ROS) terdiri dari proses enzimatik dan
non-enzimatik. Antioksidan menstabilkan H202, membuatnya kurang reaktif
terhadap ROS yang dihasilkan oleh enzim SOD. Katalase dan GSH (glutathione)
peroksidase akan terus memecah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen.?

Flavonoid memicu jalur antioksidan dengan efek anti-inflamasi. Mereka
menghentikan pelepasan asam arakidonat dan enzim yang mengurangi reaksi
inflamasi, seperti lisozim dan g-glukuronidase. Flavonoid seperti quercetin,
genistein, apigenin, kaempferol, dan epigallocationchin 3-gallate diketahui
memodulasi ekspresi dan aktivasi sitokin, seperti IL-1p, TNF-a, IL-6, dan IL-8.
Mengatur ekspresi berbagai molekul pro-inflamasi, seperti NF-«xB, aktivator

protein-1 (AP-1), molekul adhesi antar sel-1 (ICAM), molekul adhesi sel
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vaskular-1 (VCAM). Enzim proinflamasi dihambat oleh flavonoid, termasuk
lipoksigenase, siklooksigenase -2, dan nitric oxide synthase yang dapat
diinduksi.>

Dengan kemampuannya berinteraksi dengan beberapa molekul yang
terlibat dalam jalur inflamasi, flavonoid dengan karakteristik anti inflamasi juga
dapat menurunkan aktivitas enzim inflamasi, kemokin, dan sitokin. Dalam
flavonoid, apigenin telah terbukti mengurangi kadar mRNA yang diinduksi
TNF-0, yang pada gilirannya mengurangi ekspresi E-selectin, VCAM-1, dan
interseluler adhesi molekul-1 (ICAM-1) pada sel endotel. Selain itu, sel yang
diberi perlakuan awal apigenin terbukti menyebabkan penekanan TNF-a, IL-1p,
IL-6, dan prostaglandin E2.>?

Flavonoid mengurangi peradangan melalui penargetan ERK, Akt, MAPK,
dan NF-xB. Sitokin inflamasi termasuk TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1p, IL-17, dan
IFN-y semuanya dapat diturunkan oleh flavonoid. Selain itu, mereka bekerja
dengan baik dalam produksi enzimatik lipozim, glukuronidase, COX2, dan
INOS. Berdampak pada pertumbuhan Nrf2, AMPK, dan enzim antioksidan
termasuk glutathione-S-transferase (GST), heme-oxygenase-1, SOD, dan CAT.

Mereka juga rentan terhadap apoptosis dan kematian.>?



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

Penyembuhan luka terdiri dari proses rumit dengan reaksi yang
berurutan. Proses penyembuhan dibagi menjadi empat fase: (1) Fase
hemostasis; (2) Fase inflamasi; (3) Fase proliferasi; dan (4) Fase maturasi dan
remodeling, meskipun keduanya juga saling tumpang tindih.>

Segera setelah cedera, trombosit pertama-tama mulai berkumpul, dan
membentuk trombus pada pembuluh darah yang rusak untuk menutup
pendarahan untuk sementara. Pada saat yang sama proses inflamasi dimulai,
dan berbagai sel kekebalan tertarik pada lesi luka. Sel-sel kekebalan
mengeluarkan sitokin pro-inflamasi, sel-sel inflamasi, terutama neutrofil, juga
memproduksi ROS dalam jumlah besar, yang penting untuk melindungi tubuh
terhadap infeksi, namun jika jumlahnya berlebihan, dapat secara bersamaan
merusak. jaringan - di - sekitarnya.**  Tingginya kadar ROS berefek
memperlambat angiogenesis, Enzim antioksidan yang melimpah di Kkulit,
berperan besar dalam detoksifikasi ROS di kulit selama proses penyembuhan
luka.*8

Sel kulit menghasilkan ROS akibat zat endogen dan eksogen,
mengaktifkan Faktor transkripsi NF-kB dan AP-1, ROS menghambat
sitoplasma faktor nuklir Nrf2, sehingga Nrf2 dapat bertranslokasi ke nukleus
dan memulai transkripsi gen antioksidan. Selain itu, o-MSH didorong oleh

ROS, meningkatkan produksi gen antioksidan dengan mengaktifkan jalur yang
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bergantung pada Nrf2. Sel kulit lainnya, seperti fibroblas, menunjukkan
aktivasi jalur Nrf2 selain melanosit dan keratinosit.??2®

SOD merupakan pertahanan antioksidan yang sangat penting terhadap
stres oksidatif dalam tubuh. Beberapa penelitian telah dilakukan yang
mengungkap potensi terapeutik dan pentingnya fisiologis SOD.'* Enzim
tersebut dapat berfungsi sebagai agen antiinflamasi dan juga dapat mencegah
perubahan sel prakanker. Tingkat SOD alami dalam tubuh menurun seiring
bertambahnya usia dan karenanya seiring bertambahnya usia, seseorang
menjadi lebih rentan terhadap penyakit yang berhubungan dengan stres
oksidatif.**> SOD digunakan dalam kosmetik dan produk perawatan pribadi
sebagal bahan anti penuaan dan antioksidan karena kemampuannya
mengurangi Kerusakan akibat radikal bebas pada kulit, sehingga mencegah
kerutan, garis halus, dan bintik-bintik penuaan, serta membantu penyembuhan
luka, melembutkan. jaringan parut, melindungi dari sinar UV, dan mengurangi
tanda-tanda penuaan lainnya.®> Kulit buah delima memiliki kandungan
fitokimia yang tinggi, terutama flavonoid polifenol dan ellagitannin, yang
mengandung asam ellagic dan punicalagin.>* Berdasarkan paparan teori diatas,

maka di buat kerangka teori sebagai berikut:



Lingkungan Dosis Ekstrak
Genetik buah delima
Status gizi Luka Eksisi
Jenis Kelamin
Umur v '
Kadar ROS |« Flia:‘(’e(r’]r;?'d
Tanin
Ellagic
Aktivasi DAMP Punicalagin
Aktivasi PAMP
Aktivasi NF-xB
\ 4
Ekspresi Makrofag M1 Aktivitas Enzim
Sitokin Proinflamasi Antioksidan

'

Kadar ROS
v

Kadar TNF-a
Kadar IL-1p
Kadar IL-6

v
Kadar TNF-a

l

Kadar GPX
Kadar SOD

Kadar Catalase

A

Kadar SOD

Gambar 3.1 Skema Kerangka Teori
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3.2 Kerangka konsep

Kadar SOD

Krim ekstrak
buah delima

Kadar TNF-a,

Gambar 3.2 Skema Kerangka konsep

3.3 Hipotesis Penelitian
a. Terdapat peningkatan kadar SOD dengan pemberian ekstrak buah delima
(Punica granatum) pada tikus wistar model luka eksisi antar kelompok
perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol.
b. Terdapat penurunan kadar TNF-a dengan pemberian ekstrak buah delima
(Punica granatum) pada tikus wistar model luka eksisi antar kelompok

perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
4.1.1 Jenis dan rancangan penelitian
Penelitian ini menggunakan 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 0O1K1

K2 02K2

K3 0O3K3
P # R > 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 7 hari,

b. Kelompok sham (K2): tikus luka eksisi tanpa dioles krim selama 7 hari,

34
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c. Kelompok kontrol negatif (K3): Tikus luka eksisi dan diberikan base krim
selama 7 hari,

d. Kelompok kontrol positif (K4): Tikus luka eksisi dan diberikan bioplacenton
selama 7 hari

e. Perlakuan 1 (K5): Tikus luka eksisi dan diberikan krim ekstrak buah delima
10% selama 7 hari

f. Perlakuan 2 (K6): 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 Dbulan dengan bobot badan 190-250gram yang
dinyatakan 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. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut
a. Tikus jantan galur wistar dengan inflamasi akibat luka eksisi
b. Umur 2-3 bulan
c. Kondisi sehat

d. Berat badan 190-250 gram
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2. Kriteria Eksklusi
Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria :
a. Memiliki kelainan anatomi
b. Sudah pernah menjadi objek penelitian sebelumnya.
3. Kriteria Drop Out
Tikus mati atau infeksi selama penelitian.
4.2 Besar Sampel
Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini dibagi menjadi 6
kelompok. Sampel diambil dari populasi berjumlah 36 ekor, besarnya ditentukan
berdasarkan rumus Federer.

(t-1) (n-1)> 15
(5-1)(n-1)> 15
4n-5=15
n > (15+4)/4
n=>4,75

n>=>5

Keterangan: t = banyaknya perlakuan
n = banyaknya sampel setiap perlakuan.

Perhitungan rumus dengan menggunakan rumus federer didapatkan
jumlah tikus 4,75 ekor perkelompok. Jumlah minimal jumlah sampel yang
diperlukan ialah 25 ekor tikus. Sampel ditambah satu sebagai cadangan setiap
kelompok untuk menghindari adanya sakit atau mati, sehingga total sampel

menjadi 36 ekor tikus Wistar.
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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 36 tikus yang dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan secara
random. Terdapat satu kelompok kontrol dan lainnya sebagai kelompok
perlakuan.
4.4 Variabel Penelitian dan DefinisiOperasional
4.4.1 Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas
Menggunakan krim ekstrak buah delima 10% dan 20%
2. Variabel Terikat
Menggunakan kadar SOD dan kadar TNF-a
3. Variabel Prakondisi
Menggunakan tikus dengan pengkondisian model luka eksisi
4.5 Definisi Operasional
Ekstrak buah delima adalah krim ekstrak buah delima menggunakan
pelarut etanol 70% yang dibuat sediaan krim dengan konsentrasi10% dan 20%.
Pada buah delima diketahui mengandung antioksidan yang tinggi. Hasil ukuran
mg dengan skala ordinal.

Kadar SOD adalah jumlah kadar SOD yang diekspresikan pada jaringan
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kulit sampel tikus setelah perlakuan luka eksisi dan diberikan krim buah delima.
Pengukuran kadar SOD pada jaringan kulit metode ELISA dengan hasil
berbentuk presentase dengan skala rasio
Kadar TNF-a adalah jumlah kadar TNF-a yang diekspresikan pada
jaringan kulit sampel tikus setelah perlakuan luka eksisi dan diberikan krim buah
delima. Pengukuran kadar TNF-a pada jaringan kulit metode ELISA dengan
hasil berbentuk presentase dengan skala rasio
4.6 Bahan dan reagen penelitian
4.6.1 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:
1. Ekstrak ethanol buah delima
2. Akuades
3. Alkohol 70%,80%, parafin
4. Ketamine
5. ELISA kit Rat SOD
6. ELISA kit Rat TNF-a
4.6.2 Peralatan Penelitian
1. Kandang tikus dilengkapi dengan tempat pakan dan minum.
2. Alat-alat ekstraksi buah delima: oven, botol maserasi, rotary
evaporator.
3. Alat-alat penunjang pembuatan sediaan krim: cawan porselen,
pemanas air, mortar.

4. Alat untuk membuat sampel pemeriksaan,
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5. Timbangan digital.
4.7 Cara Penelitian dan Alur Kerja
4.7.1 Perolehan izin etik penelitian
Ethical clearence atau izin etik 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.

3. Buah delima yang sudah dihaluskan, kemudian diayak dengan ayakan
ukuran 20 mesh.

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

5. Serbuk simplisia buahdelima dimasukkan ke dalam botol bewarna
gelap secara terpisah. Kemudian simplisia direndam menggunakan
pelarut etanol selama 5 hari dan sesekali dihomogenkan sebanyak 3 kali
setiap sehari.

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

sebanyak tiga kali.
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7. Filtrat yang terkumpulkan kemudian dikentalkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 50° hingga diperoleh ekstrak kental.
4.7.3 Persiapan Hewan Uji
Subjek penelitian berjumlah 36 ekor tikus jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus), berumur 2-3 bulan, dengan berat badan 190-250 gr, yang
terbagi menjadi 6 kelompok, masing-masing berjumlah 6 ekor tikus. Tikus
yang sudah diadaptasi selama 7 hari dibius dengan campuran ketamin (60
mg/kgbb) dan xylazine (20mg/bb), permukaan kulityang telah bersih
menggunakan bioplacenton untuk menghindari infeksi selama pembuatan
luka. Pembuatan luka eksisi dilakukan dengan menggunakan punch biopsy
melingkar dengan diameter 6mm. Hari berikutnya tikus kemudian diberikan
perlakuan sesuai dengan kelompoknya. Diberikan perlakuan secara topikal
sebanyak satu kali sehari selama 7 hari pasca pembuatan model luka eksisi.
Sampel kulit pada kelompok validasi diambil untuk dibuat preparat
histologi dengan metode parafin dengan pewarnaan Hematoksilin dan Eosin
(H&E).
4.7.4 Pembuatan Sediaan Krim Ekstrak buah delima
Pembuatan sediaan krim ekstrak buah delima dilakukan dengan tahapan
sebagai berikut:
1. Menyiapkan 50 vanishing cream yang terdiri dari Asam stearate,
Trietanolamin, Glycerine, Borax, dan aquadest
2. Tahapan dimulai dengan memanaskan air dalam beaker glass, lalu

masukkan asam stearate 14,5gram ke dalam cawan porselin dan letakkan
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diatas air mendidih, Aduk sampai cair

3. Tambahkan secara berurutan Borax 125mg kemudian homogenkan,
tambahkanTrietanolamin 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 sambil dihomogenkan

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

4.7.5 Pengambilan Sampel Jaringan Kulit
Setelah pemberian perlakuan, dilakukan pengambilan jaringan.

Sebelumnya semua tikus Wistar dimatikan @ terlebih dahulu dengan

pembiusan. Buat sayatan jaringan pada bagian kulit yang mengalami luka,

menggunakan gunting dan pinset. Sampel jaringan dipotong dan di timbang,

jaringan ditambahkan dengan PBS (PH 7,4). Kemudian sampel jaringan di

homogenisasi (dihancurkan) dalam kondisi dingin, 4°C, selanjutnya setrifus

dengan kecepatan 2000-3000 rpm, selama 20 menit. Kemudian supernatan
yaitu substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis yang lebih
rendah diambil dan digunakan sebagai sampel uji, sampel dapat disimpan

pada suhu -20°C.

4.7.6 Pemeriksaan Kadar SOD dan TNF-a Menggunakan Metode ELISA
Sampel jaringan kulit yang sudah diperoleh kemudian dianalisis kadar

SOD dan TNF-o menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA SOD dan
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TNF-a dilakukan sesuai prosedur yang terdapat dalam petunjuk reagensia.
Analisis kadar SOD dan TNF-a 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. Persiapkan wash solution, larutkan wash solution 30x dengan aquadest
(1 ml wash solution ditambahkan 29 ml aquadest). Buang cairan dari
sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan larutan pencuci yang
telah disiapkan pada tahap 3.

3. Tambahkan 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.

4. 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.
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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. Kemudian
ditambahkan 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

Didapatkan hasil dari sampel jaringan kulit yang diberikan krim ekstrak

buah delima.



4.8 Alur Penelitian
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Dibagi menjadi 6 kelompok. 1 kelompok terdiri atas 6 tikus

v

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

'

Validasi Makroskopis dan Histopatologi jaringan kulit

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 eksisi dan
perlakuan dioles krim diberi base diberi diberi krim diberi krim
selama 7 selama 7 krim selama Bioplacento ekstrak buah ekstrak buah
hari hari 7 hari n selama 7 delima 10% delima 20%
hari selama 7 hari selama 7 hari

v

Pemeriksaan kadar TNFa dan SOD Hari ke 4

¥

Pemeriksaan kadar TNFo dan SOD Hari ke 8

Gambar 4.2 Skema Alur Penelitian
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4.9 Metode Analisa Data
Hasil data pada penelitian dilakukan uji statistik deskriptif yang
dilanjutkan dengan normalitas dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas
data dengan uji Levene, Kemungkinan hasil deskriptif yang diperoleh. Data
yang dihasilkan normal dan homogen (P>0,05), maka dilakukan uji beda uji
One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
perbedaan masing masing kelompok. Data yang dihasilkan normal dan
tidakhomogen (P>0,05).
4.10 Tempat dan Waktu Penelitian
4.10.1 Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium (SCCR) Stem Cell and Cancer
Research Semarang Jawa Tengah
4.10.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Mei 2024



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

Analisis terhadap kadar TNF-a dan SOD pada jaringan kulit tikus wistar
pasca luka eksisi untuk melihat pengaruh pemberian krim ekstrak buah delima
(Punica granatum) secara eksperimental In Vivo dilakukan pada bulan April- Mei
2024 di di Laboratorium (SCCR) Stem Cell and Cancer Research Semarang.
Total sampel dalam penelitian berjumlah 36 ekor tikus jantan (Rattus
norvegicus) yang dibagi menjadi 6 kelompok, terdiri dari 6 ekor tikus tiap
kelompok.

5.1.1 Hasil pemeriksaan kadar TNF-a jaringan kulit pada hari ke 3

Hasil analisis rerata kadar TNF-a pada tiap kelompok hari ke 3 setelah

perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.1 Uji deskriptif rata-rata kadar TNF-a dan uji One way anova
shari ke 3 setelah perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis p
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20% value
(K1) (K2) (K3) (K4) (K5) (K6)
Kadar TNF-a pg/mL
Mean 192,43 505,95 622,09 255,04 305,27 267,77
SD 19,64 420,85 +40,47 480,34  +9,42 18,29

Shapiro-Wilk  *0,536 *0,654 *0,507  *0,894  *0,384 *0,714

Leuvene Test

One way anova

0,004

*0,001

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

46
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Hasil rerata kadar TNF-a 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
p=0,004 (p>0,05). Hasil data yang terdistribusi normal dan tidak homogen,
kemudian dilakuakn uji One way anova dengan hasil p=0,001 (<0,05)

menunjukkan terdapat perbedaan signifikan kadar TNF-a antar kelompok.

TNFa Hari ke 3
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Gambar 5.1 Grafik rata-rata kadar TNF-a

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata kadar TNF-a pada
kelompok sehat (K1) sebesar 192,43 pg/mL, kelompok sham (K2) 505,95
pg/mL, kelompok base cream (K3) 622,09 pg/mL, kelompok bioplacenton
(K4) 255,04 pg/mL, kelompok dosis 10% (K5) 305,27 pg/mL dan kelompok
dosis 20% (K6) 267,77 pg/mL. Perbandingan antar kelompok menunjukkan
perbedaan signifikan antar kelompok (K1) dibandingkan dengan lainnya.

Peningkatan rata-rata kadar TNF-a pada kelompok luka eksisi tanpa intervensi
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(sham) paling signifikan dan mengalami penurunan paling rendah pada
kelompok luka eksisi yang diberikan bioplacenton (K4), selanjutnya secara
berurutan penurunan pada dosis krim ekstrak buah delima 20% (K6) dan dosis
10% (K5).

Perbedaan yang signifikan antar kelompok dilakukan uji Post hoc
tamhane untuk mengetahui perbandingan antar kelompok yang paling
berpengaruh. Hasil perbandingan rata-rata kadar TNF-a antar kelompok
menunjukkan perbedaan bermakna, kelompok luka eksisi yang diberikan
bioplacenton (K4) dibandingkan dengan kelompok luka eksisi yang diberikan
krim ekstrak buah delima dosis 20% (K6) tidak berbeda bermakna. Dapat
disimpulkan bahwa pemberian krim ekstrak buah delima dosis 20%
menurunkan kadar TNF-a sama dengan kelompok luka eksisi yang diberikan
bioplasenton di hari ke 3 setelah perlakuan. Seperti yang ditunjukkan pada
tabel hasil uji Post hoc tamhane tabel 5.2 berikut:

Tabel 5.2 Hasil uji Post hoc Tamhane hari 3 setelah perlakuan
terhadap kadar TNF-a jaringan

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,001 *0,001 0,794 *0,001  *0,001
K2 - *0,042 *0,042 *0,001 *0,001
K3 - *0,007  *0,002  *0,002
K4 - 0,910 1,000
K5 - *0,011

Keterangan: * Bermakna p<0,05

5.1.3 Hasil pemeriksaan kadar TNF-a jaringan kulit pada hari ke 7
Hasil analisis rerata kadar TNF-a pada tiap kelompok hari ke 7 setelah

perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:



Tabel 5.3 Uji deskriptif rata-rata kadar TNF-a dan uji One way anova
hari ke 7 setelah perlakuan
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Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis p
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20% value
(K1) (K2) (K3) (K4) (K5) (K6)
Kadar TNF-a pg/mL
Mean 145,73 476,64 398,34 148,11 370,72 363,90
SD 162,10 +57,44 +48,14 146,84 +19,59 +21,63
Shapiro-Wilk ~ *0,951 *0,277 *0,775  *0,340  *0,374 *0,850
Leuvene Test 0,004
One way anova *0,001
Keterangan: * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)

* Leuvene Test

= Homogen (p>0,05)

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

Hasil rerata kadar TNF-a 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

p=0,004 (p>0,05). Hasil data yang terdistribusi normal dan tidak homogen,

kemudian dilakuakn uji One way anova dengan hasil 0,001 (<0,05)

menunjukkan terdapat perbedaan signifikan rata-rata kadar TNF-o antar

kelompok.
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Gambar 5.2 Grafik kadar rata-rata TNF-a
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata kadar TNF-a pada
kelompok sehat (K7) sebesar 145,73 pg/mL, kelompok sham (K2) 476,64
pg/mL, kelompok base cream (K3) 398,34 pg/mL, kelompok bioplacenton
(K4) 148,11 pg/mL, kelompok dosis 10% (K5) 370,72 pg/mL dan kelompok
dosis 20% (K6) 363,90 pg/mL. Perbandingan antar kelompok menunjukkan
peningkatan rata-rata kadar TNF-a pada kelompok luka eksisi tanpa intervensi
(sham) (K2), kelompok base cream (K3), kelompok dosis 10% (K5) dan dosis
20% (K6) pada hari ke 7 setelah perlakuan, namun kelompok yang diberikan
bioplacenton (K4) dan kelompok tikus sehat (K1) tidak mengalami
peningkatan rata-rata kadar TNF-a

Perbedaan yang signifikan antar kelompok dilakukan uji Post hoc
tamhane untuk mengetahui perbandingan antar  kelompok yang paling
berpengaruh. Hasil perbandingan rata-rata kadar TNF-a antar kelompok
menunjukkan perbedaan bermakna, kelompok luka eksisi yang diberikan
bioplacenton (K4) memiliki pengaruh paling efektif pada hari ke 7 setelah
perlakuan dibandingkan kelompok lainnya dengan rata-rata kadar TNF-a
sebanding dengan kelompok tikus sehat. Seperti pada tabel hasil uji Post hoc
tamhane tabel 5.4 berikut:

Tabel 5.4 Hasil uji Post hoc Tamhane hari 7 setelah perlakuan
terhadap rata-rata kadar TNF-a

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,002 *0,008 1,000 *0,024  *0,025
K2 - 0,527  *0,001 0,184 0,154
K3 - *0,003  *0,007  *0,007
K4 - *0,007 1,000

K5 - 1,000
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Keterangan: * Bermakna p<0,05
5.1.3 Hasil pemeriksaan kadar SOD jaringan kulit pada hari ke 3
Hasil analisis rerata kadar SOD pada tiap kelompok hari ke 3 setelah
perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.5 Uji deskriptif rata-rata kadar SOD dan uji One way anova
shari ke 3 setelah perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis P
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20% value
(K1) (K2) (K3) (K4) (K5) (K6)
Kadar SOD ng/mL
Mean 5,31 4,52 Ly 3,53 4,23 4,46
SD +0,66 +1,69 +2.01 +1,83 10,66 +1,07
Shapiro-Wilk  *0,734 *0,821 *0,678 =~ *0,094  *0,248 *0,948
Leuvene Test *0,098
One way anova 0,565

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

Hasil rerata kadar SOD dilakukan uji Shapiro-Wilk didapatkan hasil pada
semua kelompok terdistribusi normal (p>0,05) dan uji homogenitas data
dengan uji Leuvene Test memiliki varian data yang homogen dengan hasil
p=0,098 (p>0,05). Hasil data yang terdistribusi normal dan homogen,
kemudian dilakuakn uji One way anova dengan hasil p=0,565 (<0,05)

menunjukkan tidak terdapat perbedaan signifikan kadar SOD antar kelompok.
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Gambar 5.3 Grafik rata-rata kadar SOD
hari ke 3 setelah perlakuan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata kadar SOD pada
kelompok sehat (K1) sebesar 5,31 ng/mL, kelompok sham (K2) 4,52 ng/mL,
kelompok base cream (K3) 3,71 ng/mL, kelompok bioplacenton (K4) 3,53
ng/mL, kelompok dosis 10% (K5) 4,23 ng/mL dan kelompok dosis 20% (K6)
4,46 ng/mL. Perbandingan antar kelompok menunjukkan perbedaan yang tidak

signifikan antar semua kelompok.
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5.1.4 Hasil pemeriksaan kadar SOD jaringan kulit pada hari ke 7
Hasil analisis rerata kadar SOD pada tiap kelompok hari ke 7 setelah
perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.6 sebagai berikut:

Tabel 5. 6 Uji deskriptif rata-rata kadar SOD dan uji One way anova
hari ke 7 setelah perlakuan

Tikus Tikus Base Bioplac Dosis Dosis p
Kelompok sehat Sham cream enton 10% 20% value
(K1) (K2) (K3) (K4) (K5) (K6)
Kadar SOD ng/mL
Mean 2,69 4,61 4,70 4,77 4,79 5,53
SD 11,16 40,83 +0,70 +0,80 10,877 +181

Shapiro-Wilk  *0,903 *0,926 *0,867 *0,988 *1,000 *0,516
Leuvene Test 0,043

One way anova *0,037

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

Hasil rata-rata kadar SOD 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
p=0,043 (p>0,05). Hasil data yang terdistribusi normal dan tidak homogen,
kemudian dilakuakn uji One way anova dengan hasil 0,037 (<0,05)

menunjukkan terdapat perbedaan signifikan rata-rata kadar SOD antar

kelompok.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata kadar SOD pada
kelompok sehat (K) sebesar 5,31 ng/mL, kelompok sham (K2) 4,52 ng/mL,
kelompok base cream (K3) 3,71 ng/mL, kelompok bioplacenton (K4) 3,53
ng/mL, kelompok dosis 10% (K5) 4,23 ng/mL dan kelompok dosis 20% (K6)
4,46 ng/mL. Perbandingan antar kelompok menunjukkan perbedaan yang tidak

signifikan antar semua kelompok.

SOD Harike 7

CR =

Kadar SOD (ng/mL)
'S
1

T
K1 K2 K3 K4 K5 Kb

Gambar 5.4 Grafik rata-rata kadar SOD hari ke
7 setelah perlakuan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil rata-rata kadar SOD pada
kelompok sehat (K7) sebesar 2,68 ng/mL, kelompok sham (K2) 4,61 ng/mL,
kelompok base cream (K3) 4,70 ng/mL, kelompok bioplacenton (K4) 477
ng/mL, kelompok dosis 10% (K5) 4,79 ng/mL dan kelompok dosis 20% (K6)
5,53 ng/mL. Perbandingan antar kelompok menunjukkan peningkatan rata-
rata kadar SOD pada kelompok luka eksisi yang diberikan krim ekstrak buah
delima dosis 20% (K6), rata-rata kadar SOD paling rendah pada kelompok

tikus sehat. Kelompok K2, K3, K4 memiliki kadar rata-rata yang berbeda,
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untuk melihat perbedaan yang signifikan antar kelompok dilakukan uji Post
hoc tamhane untuk mengetahui perbandingannya.

Hasil perbandingan rata-rata kadar SOD antar kelompok menunjukkan
perbedaan bermakna, dosis krim buah delima 20% menunjukkan peningkatan
rata-rata kadar paling tinggi yang menunjukkan peningkatan kadar SOD pada
hari ke 7 setelah perlakuan, tergambar pada hasil hasil uji Post hoc tamhane
tabel 5.7 berikut ini:

Tabel 5.7 Hasil uji Post hoc Tamhane hari 7 setelah perlakuan
terhadap rata-rata kadar SOD

Kelompok K2 K3 K4 K5 K6
K1 *0,035 | . 0,285 P -2, 026
K2 - RS () T O S 0,196
K3 - 0,271 0,263 0,866
K4 - 0,985 0,201
K5 - 0,201

Keterangan: * Bermakna p<0,05
5.1.1 Gambaran makroskopis pada luka eksisi antar kelompok
Pengamatan makroskopis pada subjek tikus pasca luka eksisi
menunjukkan percepatan penyembuhan dan penutupan luka seperti pada

gambar berikut:

Hari ke 7 tanpa perlakuan Hari ke 7 base cream

Hari ke 7 dengan
bioplacenton
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Hari ke 7 dengan dosis 20%

Hari ke 7 dengan dosis 10%

day 7 ekstrak 10%

Gambaran makroskopis kelompok perlakuan pada hari ke 7
menunjukkan percepatan penyembuhan dan penutupan luka, kelompok luka
eksisi yang diberikan krim ekstrak buah delima 20% memiliki diameter luka
3,08mm secara makroskopis mendekati kelompok yang diberikan bioplacenton
dengan diameter luas luka 2,97mm. kelompok luka eksisi yang diberikan krim
ekstrak buah delima 10% diameter luka 4,21mm, juga menunjukkan
percepatan penyembuhan dannpenutupan luka dibandingkan kelompok tanpa
perlakuan (K2) diameter luas luka 6,06 mm maupun yang diberikan base
cream (K3) diameter luas luka 7,00mm. Dapat disimpulkan bahwa gambaran
secara makroskopis luas luka eksisi setelah hari ke 7 dengan pemberian ekstrak
buah delima dosis 20% mempercepat penutupan luas luka mendekati diameter
dengan pemberian bioplacenton.

5.2 Pembahasan

Penyembuhan luka diawali dengan terbentuknya jaringan granulasi seperti



57

jaringan fibrovaskuler yang terdiri dari fibroblast, kolagen, dan pembentukan
pembuluh darah. Komponen vaskuler sangat bergantung pada angiogenesis,
pembuluh darah baru mulai muncul pada hari ketiga setelah terjadinya luka, akan
memberi nutrisi dan mediator untuk proses penyembuhan luka. Peran makrofag
sangat penting dalam proses selanjutnya. Makrofag akan menghasilkan berbagai
macam sitokin, salah satunya ialah TNF-o yang merupakan sitokin penting dalam
proses penyembuhan luka. Makrofag juga melepas faktor pertumbuhan dan
substansi lain untuk mengawali dan mempercepat pembentukan formasi jaringan
granulasi.>®

Hasil penelitian menunjukkan peningkatan rata-rata kadar TNF-a pada
kelompok luka eksisi tanpa intervensi (sham) paling signifikan dan mengalami
penurunan paling rendah pada kelompok luka eksisi yang diberikan bioplacenton,
selanjutnya secara berurutan penurunan pada dosis krim ekstrak buah delima 20%
dan dosis 10%. Pemberian krim ekstrak buah delima dosis 20% menurunkan kadar
TNF-a sama dengan kelompok luka eksisi yang diberikan bioplasenton di hari ke
3 setelah perlakuan. Perbandingan antar kelompok menunjukkan peningkatan rata-
rata kadar TNF-a pada kelompok luka eksisi tanpa intervensi (sham) (K2),
kelompok base cream (K3), kelompok dosis 10% (K5) dan dosis 20% (K6) pada
hari ke 7 setelah perlakuan, namun kelompok yang diberikan bioplacenton (K4)
kelompok tikus sehat (K1) tidak mengalami peningkatan rata-rata kadar TNF-a.

TNF-0 merupakan salah satu sitokin proinflamasi yang berperan dalam
singnaling pada proses inflamasi. TNF-a diproduksi oleh makrofag dan diaktifkan

oleh sel T limfosit, antigen, sel Natural Killer (NK), dan sel Mast pada fase akut.
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TNF-o bertindak untuk menginduksi dan mengendalikan peradangan. TNF-o
memainkan peran penting untuk melindungi luka dari infeksi, menginduksi
proliferasi fibroblast, keratinosit dan regenerasi folikel rambut. Makrofag mencapai
puncaknya pada hari ke 3, peningkatan tersebut berjalan lurus dengan peningkatan
TNF-o. Teori tersebut terbukti karena terdapat peningkatan bermakna ekspresi
TNF-o pada hari ke 3.5

Hasil rata-rata kadar SOD antar kelompok menunjukkan perbedaan yang
tidak signifikan pada hari ke 3 setelah perlakuan, namun pada hari ke 7 setelah
perlakuan hasil perbandingan rata-rata kadar SOD antar kelompok menunjukkan
perbedaan bermakna, dosis krim buah delima 20% menunjukkan peningkatan rata-
rata kadar paling tinggi yang menunjukkan peningkatan kadar SOD pada hari ke 7
setelah perlakuan.

Kadar ROS yang tinggi secara terus-menerus merusak struktur protein, lipid,
dan DNA serta mengaktifkan jalur kematian sel, hal ini mengakibatkan kerusakan
sel yang ireversibel, malfungsi, dan kematian organisme. Terutama diekspresikan
di dinding arteri, SOD3 adalah isoenzim SOD yang meningkatkan bioavailabilitas
oksida nitrat selain membersihkan superoksida. Aktivitas oksida nitrat meningkat
dan homoeostasis kontraktilitas pembuluh darah ditingkatkan ketika kadar
superoksida diturunkan karena SOD3 membatasi interaksi cepat oksida nitrat
dengan superoksida untuk menghasilkan peroksinirit. Peradangan perivaskular
dipicu oleh hilangnya SOD3.Dermis dan epidermis keduanya mengandungSOD3.24

Antioksidan diproduksi oleh tubuh sebagai tindakan perlindungan terhadap

spesies oksigen reaktif (ROS). Molekul yang dikenal sebagai antioksidan mencegah
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oksidasi bahkan pada konsentrasi yang sangat rendah.?! Antioksidan bekerja dalam
proses oksidatif melalui berbagai cara, antara lain sebagai pengikat ion logam,
menyerap radikal lipid peroksil, memperbaiki kerusakan oksidatif, dan menjebak
radikal bebas secara enzimatis atau kimia. Antioksidan menetralkan ROS dan
menstabilkan radikal bebas untuk menghentikan oksidasi dengan menarik atau
melepaskan elektron.®’

Antioksidan enzimatik yang terdapat di kulit termasuk Kkatalase, glutathione
peroksidase (GSH peroksidase), dan superoksida dismutase (SOD).?! Sel-sel kulit
menciptakan ROS sebagai respons terhadap bahan kimia eksogen dan endogen, dan
tingkat ROS yang berlebihan dapat merusak sel. Ketika ROS berdampak pada jalur
pensinyalan MAP, NF-kB dan AP-1 (aktivator protein-1), dua faktor transkripsi,
diaktifkan. merangsang respons inflamasi, meningkatkan sintesis prokolagen
dengan memblokir sinyal TGF-B/SMAD, dan meningkatkan pemecahan kolagen
melalui degenerasi matriks dan produksi MMP 2423

Peradangan dan respons imun yang diperantarai sel berhubungan dengan
pensinyalan TNF-a. Pensinyalan TNF-a mengatur proses seluler seperti
imunomodulasi, perdagangan leukosit, apoptosis, dan efek anti-mikroba.>®
Proliferasi makrofag M1 dirangsang oleh TNFa, aktivasi TLR, IL-1, dan interferon.
Dekontaminasi luka yang efektif menghasilkan berakhirnya fase inflamasi dan
dimulainya tahap reparatif, yang ditandai dengan proliferasi keratinosit dan
fibroblas. Regulasi fase reparatif sebagian besar diatur oleh transisi makrofag M1
ke makrofag mirip M2 dan berbagai peran AMP. Dibutuhkan proliferasi, migrasi,

dan diferensiasi keratinosit yang terkendali setidaknya sebagian dibantu oleh
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sintesis faktor pertumbuhan dan AMP agar reepitelisasi luka dapat terjadi.®
Deposisi dan regenerasi kolagen, yang berhubungan dengan proses proliferasi dan
diferensiasi sel di daerah posterior jaringan sel, mendorong perbaikan, yang
memerlukan penggantian komponen tertentu.?’

ROS sebagai metabolit tereduksi sebagian oksigen yang memiliki
kemampuan oksidasi yang kuat, merusak sel pada konsentrasi tinggi tetapi pada
konsentrasi rendah (konsentrasi pastinya masih belum ditentukan), ROS melayani
fungsi sinyal yang kompleks. ROS merugikan, karena mengoksidasi konstituen sel
protein dan lipid dan merusak DNA. Pada "konsentrasi fisiologis,” ROS berfungsi
sebagai molekul pemberi sinyal yang mengatur pertumbuhan adhesi sel terhadap
sel lain, diferensiasi, penuaan, dan apoptosis.>®

Produksi ROS yang berlebihan selanjutnya dapat menyebabkan disfungsi
protein, interaksi seluler yang tidak normal, kerusakan asam deoksiribonukleat
(DNA)/asam ribonukleat (RNA), dan apoptosis sel. ROS juga memiliki
kemampuan mengatur pembentukan pembuluh darah " (angiogenesis) di lokasi luka
dan perfusi darah yang optimal ke area penyembuhan luka. ROS berperan dalam
pertahanan inang melalui fagosit yang menginduksi ledakan ROS ke patogen yang
terdapat pada luka, sehingga menyebabkan kehancurannya, dan selama periode ini,
kebocoran ROS berlebih ke lingkungan sekitar menimbulkan efek bakteriostatik
lebih lanjut.®°

Antioksidan mengatasi keterbatasan ini dengan menghambat oksidasi
molekul dan mengembalikan tingkat fisiologis ROS yang normal. Namun,

antioksidan ini terhambat oleh rendahnya bioavailabilitas dan bioaktivitas ketika
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diberikan langsung pada luka. Penggabungan antioksidan ke dalam biomaterial
memiliki potensi yang signifikan dalam merancang terapi penyembuhan luka.
Pemberian antioksidan menjadi penting salah satunya bersumber dari buah delima.®
Ekstrak delima secara signifikan meningkatkan proses penyembuhan luka.!
Radikal bebas dapat dihambat atau dikurangi dengan antioksidan yang bertindak
sebagai pemulung terhadap kerusakan oksidatif. Komponen antioksidan ekstrak
buah delima menyumbangkan satu elektron ke radikal bebas, menetralisirnya dan
menciptakan radikal bebas yang relatif stabil, sehingga dapat mendetoksifikasi
ROS.* Penelitian ini membuktikan bahwa penggunaan krim ekstrak buah delima
meningkatkan aktivitas - antioksidan dengan meredam inflamasi dengan
menurunkan kadar TNF-a dan meningkatkan kadar SOD yang mempercepat
penyembuhan luka. Mendorong penyembuhan luka dan remodeling jaringan.®
SOD mempercepat proses perbaikan jaringan dan regenerasi jaringan. 5

Penelitian ini tidak melakukan perlakuan dosis krim ekstrak buah delima
dengan meningkatkan dosis lebih besar terhadap parameter molekulernya,
penelitian selanjutnya dapat melakukan pada kondisi fuka kronis dengan perlakuan
lebih lama dengan mengamati kadar TNF-a dan SOD. Faktor yang mempengaruhi
hasil seperti lingkungan, genetik, maupun nutrisi dapat menjadi perhatian agar

menghindari bias pada penelitian.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
6.1.1. Pemberian krim ekstrak buah delima (Punica Granatum) menurunkan
kadar TNF-a jaringan kulit tikus wistar pasca luka eksisi
6.1.2. Pemberian krim ekstrak buah delima (Punica Granatum) meningkatkan
kadar SOD jaringan kulit tikus wistar pasca luka eksisi
6.2. Saran
6.2.1. Analisis terhadap krim ekstrak buah delima dengan variasi dan
konsentrasi lebih besar untuk diamati bagaimana reaksi terhadap
terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD maupun parameter molekuler
lainnya.
6.2.2. Melakukan pengamatan pada kondisi luka kronis dengan perlakuan
lebih lama untuk melihat tingakat penyembuhan dari krim ekstrak buah

delima.
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