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ABSTRAK

Latar Belakang: Kadar TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha) yang berlebihan
dan aktivitas antioksidan SOD (Superoxide Dismutase) yang rendah dapat
mengganggu penyembuhan luka. Jintan putih (Cuminum cyminum L.) dikenal
dengan sifat antiinflamasi dan antioksidan, namun pengaruhnya terhadap kadar
TNF-o dan kadar SOD dalam penyembuhan luka masih terbatas. Penelitian ini
bertujuan mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak jintan putih (EJP) terhadap
kadar TNF-o dan kadar SOD pada luka eksisi tikus Wistar jantan.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo post-test only control group design
dilakukan pada 25 tikus Wistar jantan (2-3 bulan, 180-220 g) dibagi dalam lima
kelompok secara acak sederhana: K1 (kelompok sehat), K2 (kontrol negatif, gel
basis), K3 (kontrol positif, povidone iodine), K4 (gel EJP 10%), dan K5 (gel EJP
20%). Luka eksisi dibuat 8 mm pada kulit punggung tikus, diobati 2 kali sehari
secara topikal selama 5 hari. Pada hari keenam, jaringan luka diambil untuk
pengukuran kadar TNF-o dan kadar SOD menggunakan ELISA. Data dianalisis
dengan uji ANOVA dilanjutkan vji Post Hoc.

Hasil: Kelompok Gel EJP 20% menunjukkan kadar TNF-o (284,24 + 20,39 ng/L)
sama dengan kelompok sehat dan berbeda signifikan dibandingkan kontrol negatif
(»p=0,007). Kadar SOD juga tertinggi pada Gel EJP 20% (5,708 + 1,156 ng/mL),
dengan perbedaan signifikan terhadap kontrol negatif (p=0,003).

Kesimpulan: Pemberian gel ekstrak jintan putih berpengaruh terhadap kadar
TNF-o dan kadar SOD pada luka eksisi tikus Wistar jantan, menunjukkan efek
antiinflamasi dan antioksidan yang mempercepat proses penyembuhan luka.

Kata Kunci: jintan putih, TNF-o, SOD, luka eksisi, tikus Wistar.
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ABSTRACT

Background: Excessive tumor necrosis factor-o. (INF-o) and low superoxide
dismutase (SOD) activity can impair wound healing. Cumin (Cuminum cyminum
L.) contains bioactive compounds with potential anti-inflammatory and
antioxidant effects, but its topical gel application in excisional wounds has not
been evaluated. This study aims to evaluate the effect of cumin extract gel on
TNF-o and SOD levels in excision wounds of male Wistar rats.

Methods: An experimental in vivo post-test only control group design was
conducted on 25 male Wistar rats (2-3 months, 180-220 g) randomized into five
groups: Gl (healthy control), G2 (negative control, gel base), G3 (positive
control, povidone iodine), G4 (10% cumin gel), and G5 (20% cumin gel). An 8
mm full-thickness dorsal wound was created and treated twice daily for five days.
On day six, wound tissue was collected for TNF-o and SOD measurement using
ELISA. Data were analyzed with ANOVA and post hoc tests.

Results: TNF-o levels in 20% cumin gel group (284.24 + 20.39 ng/L) were the
same as the healthy group and significantly different from the negative control
(p=0.007). SOD levels were also highest in 20% cumin gel group (5.708 £ 1.156
ng/mL), and significantly difference from the negative control (p=0.003).
Conclusion: The administration of cumin extract gel affects TNF-a and SOD
levels in excision wounds of male Wistar rats, demonstrating anti-inflammatory
and antioxidant effects which accelerates the wound healing process.

Keywords: Cumin, TNF-a, SOD, excisional wound, Wistar rats.
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1.1.

BAB I

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Luka merupakan disrupsi atau kerusakan pada jaringan hidup.' Proses
penyembuhan luka melibatkan mekanisme migrasi dan proliferasi sel,
sintesis matriks ekstraseluler, serta koordinasi faktor pertumbuhan dan
sitokin dalam empat fase utama yaitu fase haemostasis, fase inflamasi, fase
proliferasi, dan fase remodeling.”” Fase inflamasi ditandai oleh infiltrasi
berurutan neutrofil, makrofag, dan limfosit yang berperan dalam memulai
dan mengatur proses penyembuhan luka.® Respons imun memegang peranan
penting selama fase awal penyembuhan luka akut. Aktivasi sel-sel imun dan
mediator inflamasi berfungsi memulai proses peradangan pada fase
inflamasi luka. Aktivasi tersebut membantu pembersihan area luka secara
optimal dan mendorong fase penyembuhan jaringan selanjutnya dalam
proses regencrasi luka. Disregulasi sistem imun dapat menyebabkan
inflamasi yang berkepanjangan selama proses penyembuhan luka, sehingga
menghambat penyembuhan secara menyeluruh.*

Angka prevalensi luka kronis pada penerima manfaat Medicare di
Amerika Serikat (AS) sebesar 14,5% pada tahun 2014. Jumlah tersebut
meningkat menjadi 16,3% pada tahun 2019. Luka kronis yang tidak sembuh

mempengaruhi 10,5 juta penerima manfaat Medicare di AS, angka ini



meningkat 2,3 juta dibandingkan pembaruan pada tahun 2014.” Berdasarkan
Riskesdas 2018, sekitar 9,2% penduduk Indonesia mengalami cedera yang
mengganggu aktivitas harian. Jenis cedera yang umum meliputi lecet atau
memar (64,1%) dan luka robek (20,1%).® Peningkatan prevalensi luka
kronis disebabkan karena beberapa faktor, seperti usia dan diabetes. Faktor-
faktor tersebut menyebabkan perubahan mikroenvironmental luka dari fase
akut menjadi kronis.’

Mikroenvironment luka kronis ditandai dengan banyaknya makrofag
proinflamasi, peningkatan ekspresi mediator inflamasi seperti tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) dan interleukin 1 beta (IL-1B), aktivitas
matriks metalloproteinase yang meningkat, serta melimpahnya reactive
oxygen species (ROS).* Kondisi terscbut menghambat migrasi dan
proliferasi sel serta mempengaruhi ekspresi - dan fungsi mediator
antiinflamasi, sehingga penyembuhan luka tidak sempurna.” Pemanfaatan
produk bahan alam telah terbukti memiliki potensi yang menjanjikan dalam
pengobatan luka.'’ Produk bahan alam, seperti jintan putih telah terbukti

11,12

memiliki potensi sebagai antiinflamasi dan antioksidan. Penelitian

potensi sebagai agen penyembuh luka, diantaranya melalui efek
antiinflamasi dan antioksidan, akan tetapi penelitian terhadap sitokin
proinflamasi khususnya seperti TNF-a dan antioksidan seperti SOD pada

model luka eksisi masih sangat terbatas."’



1.2.

Berdasarkan urian diatas, peneliti menilai bahwa penggunaan ekstrak
jintan putih (EJP) topikal dalam proses inflamasi penyembuhan luka eksisi
perlu diteliti lebih lanjut. Luka eksisi memungkinkan studi tentang berbagai
proses penyembuhan, seperti perdarahan, inflamasi, pembentukan jaringan
granulasi, reepitelisasi, angiogenesis, dan perombakan jaringan.'
Penggunaan pelarut air : etanol sebesar 6 : 4 dipilih sebagai pelarut ekstraksi
karena rendah toksisitas, hemat biaya, aman untuk obat dan makanan, serta
efektif dalam berbagai metode ekstraksi.'” '’ Gel digunakan sebagai media
aplikasi topikal karena menawarkan penetrasi yang lebih baik, sensasi
dingin yang nyaman, dan tidak meninggalkan residu berminyak,
dibandingkan salep atau krim.'®'” Tikus jantan Wistar dipilih karena respons
biologisnya terhadap penyembuhan luka mirip dengan manusia sehingga

O serta besar tikus sesuai untuk

hasil penelitian ini relevan secara klinis’
perlakuan luka eksisi.”' Penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi

dalam pengembangan terapi berbasis bahan alam untuk manajemen luka

eksisi, dengan evaluasi pada kadar TNF-a dan kadar SOD.
Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak jintan putih terhadap
kadar TNF-a dan kadar SOD jaringan kulit tikus jantan galur Wistar model

luka eksisi?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak jintan putih
terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD jaringan kulit tikus jantan

galur Wistar model luka eksisi.

Tujuan Khusus

1.3.2.1. Menganalisis perbedaan kadar TNF-oa dan kadar SOD pada
jaringan kulit tikus jantan galur Wistar antara kelompok
tikus sehat dan kelompok kontrol negatif dengan luka
eksisi.

1.3.2.2. Menganalisis perbedaan kadar TNFE-a dan kadar SOD pada
jaringan kulit tikus jantan galur Wistar model luka eksisi
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.

1.3.2.3. Menganalisis perbedaan kadar TNF-a dan kadar SOD pada
jaringan kulit tikus jantan galur Wistar model luka eksisi

antar kelompok perlakuan.



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti

Judul Penelitian

Metode

Hasil

Morais, S. V. Impact of

de et al.
(2024)

Ahmed et al.
(2024)

Singh et al
(2021)

Cuminaldehyde
and Indomethacin
Co-Administration
on Inflammatory
Responses in MIA-
Induced
Osteoarthritis in
Rats.

Cumin (Cuminum
cyminum L.) Seeds
Accelerates Wound
Healing In Rats:
Possible
Molecular
Mechanisms.

A review on
traditional uses,
phytochemistry,
pharmacology,
and clinical
research of dietary
spice Cuminum
cyminum L.

Studi menggunakan
tikus model
osteoarthritis yang
diinduksi oleh MIA
(sodium
monoiodoacetate),
dengan pengobatan
menggunakan
cuminaldehyde
50mg/kg/hari dan
indomethacin
2,5mg/kg/hari secara
gabungan
dibandingkan secara
terpisah.

Studi eksperimental
pada tikus Sprague
Dawley dengan luka
eksisi, diberikan
ekstrak etanol:air biji
jintan putih (Cuminum
cyminum L.) dalam
dua dosis (250 mg/kg
CCS dan 500 mg/kg
CCS). menggunakan
teknik ekstraksi UAE.

Studi menekankan
pada mekanisme NF-
kB dan MAPK yang
dipengaruhi oleh
cumin
polysaccharides untuk
mengatur sitokin
proinflamasi.

Kombinasi
cuminaldehyde dan
indomethacin secara
signifikan
menurunkan
ekspresi biomarker
inflamasi (TNF-a,
IL-6, iINOS), serta
mengurangi
kerusakan tulang
rawan dan stres
oksidatif
dibandingkan
dengan penggunaan
tunggal.

Penggunaan ekstrak
jintan putih
meningkatkan
kontraksi luka,
kolagen, fibroblas,
dan angiogenesis
melalui peningkatan
TGF-B dan enzim
antioksidan seperti
SOD serta
penurunan MDA.

Jalur MAPK dan
NF-kB dipengaruhi
untuk meningkatkan
aktivitas makrofag
dan modulasi
inflamasi.




Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil
Sangeeta P.  Effect of Cuminum Menggunakan ekstrak  Ekstrak air lebih
Bhat et al., cyminum L. Seed air dan etanol dari biji  efektif sebagai
(2014) Extracts on Pain jintan putih yang diuji  antiinflamasi,

and Inflammation.  pada tikus dan mencit  sementara ekstrak
dengan range dosis etanol menunjukkan
200-500mg/kg p.o aktivitas analgesik.
untuk mengevaluasi Biomarker yang
aktivitas analgesik diukur termasuk
dan antiinflamasi. Uji ~ volume edema dan
dilakukan jumlah kontraksi
menggunakan metode abdomen.
Acetic Acid-Induced
Writhing,
Carrageenan-Induced
Paw Edema, dan
model granuloma
dengan kapas.
Anvar Optimization of Penelitian ini berfokus  Kondisi optimal
Shamsiev et  Ultrasonic- pada optimasi UAE:
al (2021) Assisted Extraction  ekstraksi polifenol e Konsentrasi
of Polyphenols and ~dan antioksidan dari etanol: 40%
Antioxidants from — biji jintan (Cuminum o Waktu
Cumin (Cuminum  cyminum L.) ekstraksi: 51
cyminum L.) menggunakan pelarut menit

etanol dan metode
ultrasonic-assisted
extraction (UAE).

e Suhu ekstraksi:
39°C

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa jintan putih berpotensi

dalam terapi inflamasi dan penyembuhan luka. Cuminaldehyde, sebagai

senyawa aktifnya, terbukti menurunkan biomarker inflamasi seperti TNF-a

dan IL-6,"** meningkatkan angiogenesis melalui Transforming Growth

Factor Beta (TGF-B) dan Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),

serta mendukung aktivitas antioksidan dengan meningkatkan kadar SOD

menggunakan metode ekstraksi UAE dengan konsentrasi etanol 70% dalam

suhu 60°C selama 2 jam." Jintan putih juga diketahui memengaruhi jalur



molekuler Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer Of Activated B
Cells (NF-xB) dan Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), yang
berperan dalam modulasi inflamasi."" Studi lain menunjukkan efektivitas
ekstrak air dan etanol jintan putih dalam aplikasi sistemik untuk
menurunkan peradangan dan efek analgesik, menggunakan metode Acetic
Acid-Induced Writhing, Carrageenan-Induced Paw Edema, dan model
granuloma dengan kapas. Ekstrak air bekerja pada fase awal inflamasi
dengan menekan pelepasan histamin, serotonin, dan kinin, yang berperan
dalam respons peradangan. Efek antiinflamasi ini juga didukung oleh
monoterpen seperti linalool, y-terpinene, a-pinene, dan B-pinene, yang
berkontribusi terhadap sifat farmakologis jintan putih.”

Penelitian ini berfokus pada aplikasi gel ekstrak jintan putih (EJP)
secara topikal dengan mengevaluasi kadar TNF-a dan kadar SOD pada
model luka eksisi. Luka eksisi dipilih sebagai model penyembuhan luka
karena dapat menggambarkan luka klinis akut di mana tepi kulit tidak
dijahit. Luka ini dihasilkan dengan cara mengangkat seluruh lapisan kulit,
termasuk epidermis, dermis, dan lemak subkutan, pada hewan percobaan.
Model ini memungkinkan penelitian untuk mempelajari berbagai proses
penyembuhan, seperti perdarahan, inflamasi, pembentukan jaringan
granulasi, reepitelialisasi, angiogenesis, dan perombakan jaringan.'* Berbeda
dari penelitian sebelumnya, studi ini mengadopsi pendekatan topikal dengan
pengukuran biomarker spesifik untuk menilai efektivitas penyembuhan

luka. Metode Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) merupakan teknik
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ekstraksi yang cepat dan efisien, dengan pelarut etanol 40% (etanol : air = 4

: 6) selama 51 menit, dan suhu 39°C."> Penambahan air dalam etanol

meningkatkan efisiensi ekstraksi sekaligus menjadikannya lebih aman

dibandingkan pelarut organik lainnya.'””"” Penelitian ini mengeksplorasi

dosis 10% dan 20% EJP untuk menentukan dosis optimal dalam terapi luka.

Formulasi gel diharapkan memberikan kontribusi baru dalam pemanfaatan

bahan alami untuk terapi topikal, terutama dalam mengendalikan proses

inflamasi dan efek antioksidan dalam penyembuhan luka.

Manfaat Penelitian

1.5.1.

1.5.2.

Manfaat Teoritis

Memberikan informasi pengaruh pemberian gel ekstrak jintan
putih terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD jaringan kulit tikus

jantan galur Wistar model luka eksisi.

Manfaat Praktis

Memberikan informasi tentang potensi antiinflamasi dan
antioksidan dari gel ekstrak jintan putih dalam penyembuhan luka di
kulit. Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar
pengembangan terapi topikal dari bahan alam untuk penyembuhan
luka, pencegahan infeksi, serta mempercepat proses pemulihan luka
dengan memodulasi kadar TNF-a dan kadar SOD pada jaringan

luka. Selain itu, dapat menjadi acuan dalam pembuatan produk



farmasi untuk perawatan luka dengan efikasi yang lebih tinggi,

terutama pada luka yang sulit sembuh.

UNISSULA
atllull Zoalylolinela




BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a)

2.1.1. Definisi dan Struktur

TNF-a berperan sebagai regulator utama peradangan akut dan
kronis, tidak hanya merangsang produksi sitokin proinflamasi, tetapi
juga meningkatkan adhesi dan permeabilitas sel endotel, serta
mendorong rekrutmen sel imun seperti neutrofil, monosit, dan
limfosit ke lokasi peradangan. Dalam kondisi tertentu, TNF-a dapat
memicu kematian sel melalui mekanisme apoptosis dan nekroptosis.
Efek biologisnya bergantung pada interaksi dengan reseptor Tumor
Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR1) dan Tumor Necrosis Factor
Receptor 2 (ITNFR2), yang masing-masing mengaktifkan jalur
pensinyalan spesifik. TNF-a larut (STNF) yang berikatan dengan
TNFR1 terutama memicu jalur inflamasi, sedangkan TNF-a
transmembran (tmTNF) yang berinteraksi dengan TNFR2 berperan
dalam modulasi sistem imun dan regenerasi jaringan. Sitokin ini
diproduksi oleh sel imun bawaan, seperti makrofag dan sel natural
killer (NK), serta oleh sel imun adaptif, khususnya sel T yang telah

teraktivasi.>* %6

10



a)

b)

11

TNF-a transmembran (tmTNF-a)

TNF-o transmembran adalah polipeptida tipe II yang terdiri
dari 233 asam amino dengan berat molekul 26 kDa dan memiliki
tiga domain utama yaitu domain ekstraseluler (177 asam amino)
berperan dalam proses pematangan TNF-o, di mana enzim 7NF-
a converting enzyme (TACE) akan memotongnya untuk
menghasilkan sTNF-a, domain transmembran (26 asam amino)
berfungsi sebagai jangkar yang menautkan protein ke membran
sel, sedangkan domain intraseluler (30 asam amino) berperan
dalam reverse signaling, yaitu mengirimkan sinyal dari luar ke

dalam sel setelah berinteraksi dengan reseptor TNE.*’

TNF-a larut (sTNF-a)

TNF-a larut (STNF-a) yang terdiri dari 157 asam amino
dengan berat molekul 17 kDa. STNF-a berbentuk homotrimer.”’
sTNF-a dapat hadir dalam dua bentuk berbeda, yaitu bentuk
trimerik yang aktif dan bentuk monomerik yang tidak aktif.
Reseptor sitokin ini menunjukkan ekspresi yang berbeda pada
berbagai jenis sel dan memicu respons pensinyalan yang

. 2
independen.”
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2.1.2. Jalur Persinyalan TNF-a

Interaksi antara STNF-a dengan reseptor TNFRI memicu
aktivasi bagian intraseluler reseptor, yang kemudian berinteraksi
dengan protein TNF Receptor-Associated Death Domain (TRADD).
TRADD merekrut Receptor-Interacting Protein 1 (RIP-1) dan TNF
Receptor-Associated Factor 2 (TRAF-2) untuk membentuk Signal
Complex | yang berperan dalam mengaktifkan jalur NF-xB. Aktivasi
ini mengontrol ekspresi gen yang mendukung kelangsungan hidup
sel, produksi sitokin inflamasi, serta jalur antiapoptosis. Selain itu,
Signal Complex | juga dapat mengaktifkan jalur protein seperti
MAPK; p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (p38), dan C-Jun N-
Terminal Kinase (JNK), yang berperan dalam inflamasi dan
regenerasi sel. Namun, Signal Complex | hanya terbentuk sementara
dan kemudian terlepas dari TNFR1, memungkinkan protein Fas-
Associated protein with Death Domain (FADD) untuk membentuk
Signal Complex 1. Kompleks ini mengaktifkan kaskade caspase
yang memicu apoptosis. Jika jalur apoptosis dihambat akibat
aktivitas RIP-1 dan RIP-3, maka proses nekrosis akan diaktifkan.?*?

TNFR2 terutama diaktifkan oleh tmTNF-o melalui interaksi
langsung antar sel (cell-to-cell interaction).” TNFR2 berperan dalam
homeostatis, proliferasi sel, serta perbaikan jaringan. Ketika TNF-a
berikatan dengan TNFR2, bagian dalam reseptor ini merekrut

kompleks TRAF-2—cIAP-1-cIAP-2 yang sudah ada di dalam
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sitoplasma. Kompleks ini dapat menghambat caspase dan faktor-
faktor pemicu apoptosis lainnya melalui aktivitas ubiquitin-ligase,
yang kemudian memicu aktivasi jalur NF-kB baik secara kanonik
maupun non-kanonik. Selain itu, interaksi TNF-a dengan TNFR2
juga mengaktifkan jalur Phosphoinositide 3-kinase/ Protein kinase B
(PI3K/Akt). Jalur ini tidak hanya mendukung kelangsungan hidup
dan proliferasi sel, tetapi juga merekrut Eph-related Tyrosine Kinase
(Etk) untuk membentuk kompleks TNFR2-Etk—VEGFR2.**%
Aktivasi TNFR2 dapat menghambat sinyal inflamasi TNFR1 dengan
mengurangi ketersediaan molekul persinyalan untuk TNFR1.**
TNFR2 juga dapat menekan aktivasi caspase-8, sehingga
mengurangi apoptosis dan necroptosis yang dimediasi TNFR1.%
Transmembran TNF-o merupakan bentuk prekursor dari
sTNF-o yang diekspresikan pada sel penghasil TNF-a dalam bentuk
homotrimer. Setelah ~diproses oleh TNF-a Converting Enzyme
(TACE), sTNF-a terbentuk dan berikatan dengan TNFR1 atau
TNFR2, sementara tmTNF-a juga dapat berinteraksi dengan kedua
reseptor tersebut. Saat berikatan dengan reseptor TNF, baik tmTNF-a
maupun sTNF-o memediasi berbagai efek biologis, termasuk
apoptosis, proliferasi sel, dan produksi sitokin. Sisa tmTNF-a yang
telah dipotong oleh TACE selanjutnya diproses oleh Signal Peptide
Peptidase-Like 2B (SPPL2b), di mana domain intraselulernya

ditranslokasikan ke dalam nukleus dan diduga berperan dalam
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regulasi produksi sitokin. Proses ini dapat dilihat lebih lanjut pada

gambar 2.1.7

Nucleus

2.0

—.;/.

-------- SPPL2b
tmTNF &, —Fee— TACE

. sTNF
i ><
TNF-R2 TNF-R1

Death domain

Apoptosis, cell proliferation, cytokine production

Gambar 2. 1 Proses Biologi dari tnTNF-a dan sTNF-o’

Aktivasi tmTNF/TNFR2 merekrut kompleks TRAF-2—cIAP-
1-cIAP-2 yang sudah ada di sitoplasma, memicu aktivasi jalur NF-
kB/Rel dan MAPK  melalui mekanisme kanonik maupun non-
kanonik. Aktivasi ini kemudian merangsang promotor IL-2,
meningkatkan ekspresi IL-2, serta menyalin gen yang berperan
dalam kelangsungan hidup dan proliferasi sel. Sinyal tmTNF/TNFR2
juga berkontribusi terhadap ekspansi dan stabilitas sel T regulator
(Treg) serta meningkatkan sensitivitasnya terhadap kadar IL-2 yang
rendah. Selain itu, aktivasi jalur PI3K/Akt secara timbal balik
menghambat diferensiasi T-helper 17 cells (Th17), yang berkaitan
dengan peningkatan fosforilasi Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 (STATS). Ilustrasi mekanisme jalur pensinyalan

terdapat pada Gambar 2.2.%*
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Di sisi lain, aktivasi sSTNFa/TNFR1 menyebabkan interaksi
domain intraselulernya dengan TRADD, RIP-1, dan TRAF-2,
membentuk Kompleks Sinyal I, yang selanjutnya mengaktitkan ERK
(extracellular signal-regulated kinases), p38, dan JNK. Mekanisme
TNFR1 dalam diferensiasi Th17 masih belum sepenuhnya dipahami,
tetapi diperkirakan melibatkan fosforilasi STAT3, peningkatan
ekspresi RAR-Related Orphan Receptor Gamma t (ROR-yt), serta

peningkatan produksi IL-17.%*

sTNFa
." l l l mTNFa

|| JRADD T cytoplasm
RIP-1
D,

> N
4 Cell survival,
co' IL-17 ’&GF“ iL-10 Q IL-2  cell expansion

Gambar 2.2 Jalur Persinyalan TNF-o**

2.1.3. Mekanisme Kerja TNF-a

Makrofag, sel T, dan sel NK (Natural Killer) memproduksi
TNF-a sebagai respons terhadap infeksi mikroba, stres seluler, atau
aktivasi sistem imun.?* Proses ini dimulai ketika reseptor Toll-like
(TLRs) atau reseptor sitokin lain mengenali sinyal dari patogen

(PAMPs) atau sel yang rusak (DAMPs).> Aktivasi ini memicu jalur
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NF-xB, yang meningkatkan ekspresi gen TNF-0.>% TNF-o pertama
kali disintesis dalam bentuk tmTNF-a, yang kemudian diproses oleh
TACE menjadi STNF-o yang dilepaskan ke lingkungan
ekstraseluler.’’ TNF-o kemudian berinteraksi dengan dua jenis
reseptor, yaitu TNFR1 dan TNFR2. TNFR1 dapat diaktifkan oleh
STNF-a dan tmTNF-a, sementara TNFR2 hanya diaktifkan oleh
tmTNF-a. Aktivasi TNFR1 memicu pembentukan Signal Complex I,
yang melibatkan TRADD, RIPK1, TRAF2, dan clAPs. Kompleks ini
mengaktitfkan NF-kB, ' yang = meningkatkan produksi sitokin
proinflamasi (IL-1B, IL-6, TNF-a) serta jalur antiapoptosis. Jika sel
mengalami stres atau infeksi berat, TNFR1 juga dapat mengaktifkan
jalur apoptosis melalui caspase-8 atau jalur nekroptosis melalui
RIPK3 dan MLKL. Sementara itu, TNFR2 lebih berperan dalam
imunomodulasi dan regenerasi jaringan, dengan mengaktifkan jalur
NF-kB non-kanonik  serta ~meningkatkan produksi faktor
pertumbuhan seperti VEGF dan 1L.-10.%4%

Peran TNF-a juga berpengaruh terhadap regulasi makrofag M1
dan M2. Aktivasi sel mikroglia dan induksi mereka ke dalam
fenotipe proinflamasi M1 dimediasi oleh TNF-a. Fenotipe mikroglia
M1 ditandai dengan peningkatan ekspresi sitokin proinflamasi
seperti IL-1B, IFN-y, IL-6, IL-8, dan IL-12, serta gen proinflamasi
lainnya, yang bergantung pada jalur pensinyalan NF-«xB. Sebaliknya,

fenotipe mikroglia M2, yang diinduksi oleh IL-4, IL-10, I1L-13, dan



2.14.

17

TGF-B, memiliki efek antiinflamasi dan mendukung pertumbuhan.25

Pada fase inflamasi awal penyembuhan luka, TNF-a berperan dalam

merekrut neutrofil dan monosit ke area luka untuk membersihkan

jaringan mati dan patogen.® Selain itu, TNF-o menginduksi ekspresi

molekul adhesi endotel, yang memfasilitasi perlekatan leukosit pada

dinding pembuluh darah dan mempercepat migrasi mereka ke

jaringan yang mengalami cedera.?*

Faktor yang Mempengaruhi TNF-a

a)

b)

Stimulus Imun dan Infeksi

Lipopolisakarida (LPS) bakteri berfungsi sebagai stimulan
utama sistem imun bawaan, di mana antigen mikroba,
enterotoksin, dan sitokin memicu produksi TNF-o sebagai
mediator utama peradangan. Selain berperan dalam respons
inflamasi, TNF-a juga memainkan peran penting dalam
pertahanan tubuh terhadap infeksi bakteri, virus, dan parasit,
serta dalam pembentukan granuloma untuk mengendalikan

. . : . 242
infeksi Mycobacterium tuberculosis.***'

Aktivasi Sel Imun

Makrofag dan monosit merupakan sel imun yang berperan

dalam respon peradangan dengan melepaskan TNF-a setelah

teraktivasi oleh antigen, IFN-y, atau lipopolisakarida (LPS).***’
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Selain itu, TNF dapat diproduksi oleh sel T (CD4* & CD8") dan
sel imun bawaan, serta dapat bertindak pada sel T.”® Sel NK turut
berkontribusi dalam produksi TNF-o yang dipicu oleh

peningkatan pensinyalan reseptor TLRs.”

Faktor Kondisi Mikro Lingkungan Seluler

Faktor seperti jenis sel, status aktivasi, lingkungan
intraseluler atau ekstraseluler, serta ketersediaan molekul adaptor
mempengaruhi TNF-o dalam mendukung kelangsungan hidup
sel atau justru memicu kematian melalui apoptosis atau nekrosis.
Selain itu, konsentrasi protein penghambat apoptosis (cIAP) dan
tingkat ekspresi NF-xB juga berperan dalam menentukan apakah

TNF-o akan menginduksi respon inflamasi atau kematian sel.**

Regulasi oleh Sitokin dan Jalur Persinyalan

TNFR1 terutama diaktifkan oleh sTNF-o dan berperan
dalam peradangan serta apoptosis melalui jalur NF-«xB dan
MAPK. Sementara itu, TNFR2 lebih spesifik terhadap tmTNF-a
dan berfungsi dalam regulasi proliferasi sel, respon imun, serta

neuroproteksi.”*
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e) Efek Terapetik dan Blockade TNF-a

Terapi anti-TNF-a telah terbukti efektif dalam mengatasi
penyakit inflamasi kronis, namun penggunaannya dapat
menimbulkan efek samping, termasuk eksaserbasi multiple
sklerosis. Untuk mengurangi risiko tersebut, agonis TNFR2 yang
menargetkan jalur antiinflamasi TNF-oa menjadi alternatif

terapeutik yang lebih selektif dan berpotensi lebih aman.***’

2.1.5. Metode Pemeriksaan Kadar TNF-a

Metode pengukuran biomarker inflamasi pada penyembuhan
luka eksisi . menggunakan pendekatan imunologis melalui
Immunohistochemistry (IHC) dan Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). THC mendeteksi keberadaan dan distribusi sitokin
serta faktor pertumbuhan dalam jaringan luka menggunakan metode
antigen-antibodi, diikuti pewarnaan dengan enzim peroksidase atau
fluoresen untuk observasi di bawah mikroskop. Metode ini
membantu memahami respons imun seluler dan angiogenesis, tetapi
bersifat semi-kuantitatif dan memerlukan pengolahan jaringan yang
cermat. Sementara itu, ELISA digunakan untuk mengukur kadar
sitokin secara kuantitatif, seperti TNF-a, IL-6, IL-10, dan VEGEF,
dalam homogenat jaringan atau cairan luka. Teknik ini lebih sensitif,
spesifik, dan cepat, tetapi tidak memberikan informasi tentang lokasi

ekspresi biomarker dalam jaringan."
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Salah satu biomarker inflamasi yang dianalisis dengan ELISA
adalah TNF-a, yang merupakan indikator utama dalam respon
inflamasi akut. ELISA bekerja berdasarkan interaksi antigen-
antibodi, dimana enzim-konjugasi dan substrat enzim menghasilkan
perubahan warna sebagai indikasi keberadaan analit tertentu.
Pengukuran TNF-o melalui ELISA dilakukan dengan mengambil
biopsi jaringan luka, yang kemudian dihomogenisasi dalam buffer
dengan inhibitor protease, disentrifugasi, dan supernatan jaringan

digunakan untuk analisis lebih lanjut."**

2.2. Superoksida Dismutase (SOD)

Antioksidan adalah moleckul yang berfungsi untuk mencegah oksidasi
yang disebabkan oleh molekul oksidan. Pada kondisi luka, baik yang
bersifat = akut maupun kronis, ekspresi enzim antioksidan biasanya
meningkat. Namun, aktivitas enzim tersebut sering kali menurun karena
tingginya stres oksidatif. Pemberian suplemen antioksidan pada luka dapat
membantu melindungi sel dari kerusakan oksidatif dan mendukung proses
penyembuhan luka. Antioksidan enzimatik meliputi superoksida dismutase
(SOD) yang berperan melindungi ekstraseluler dari dampak negatif anion
superoksida (O,7), serta glutation peroksidase (GPX) dan glutation
reduktase (GRD) yang membantu mengatasi dampak negatif hidrogen
peroksida (H,O;). Enzim lain yang juga berperan dalam mempertahankan

tubuh dari radikal bebas adalah katalase, Glukosa-6 fosfat dehidrogenase
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(G6PD), dan sistem sitokrom oksidase. Antioksidan non-enzimatik terdiri
dari berbagai senyawa yang terbentuk secara alami dalam tubuh, seperti
glutation, albumin, transferin, laktoferin, seruloplasmin, ferritin, sistein,
bilirubin, serta mikronutrien esensial seperti karotenoid (pB-karoten), seng,
selenium, dan vitamin A, B, C, D, E, K, yang sangat penting dalam menjaga

integritas membran sel.*

2.2.1. Definisi

Superoksida  dismutase (SOD) merupakan enzim yang
melindungi jaringan ekstraseluler dari dampak negatif radikal
superoksida.”” SOD adalah enzim yang mengandung ion logam
seperti Cu (tembaga), Mn (mangan), Zn (seng), dan lainnya. Dalam
proses climinasi radikal bebas, SOD memerlukan kofaktor seperti
besi, mangan, tembaga, atau seng untuk mencapai aktivitas katalitik
maksimum saat memetabolisme senyawa perantara yang bersifat
toksik. Situs pengikat logam terletak di antara dua domain SOD, dan
rantai sampingnya mencakup aspartat, histamin, dan histidin.
Kofaktor-kofaktor ini cenderung menyumbangkan elektron kepada
Ol dan mengalami regenerasi selama mekanisme Kkatalitik
berlangsung.”'

SOD mengubah anion superoksida (O;) menjadi hidrogen
peroksida (H,O,) dan oksigen (O,), yang merupakan bentuk yang

lebih aman dan menghindari pembentukan ROS yang berlebihan.*?
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HIIOL[ berperan sebagai second messenger yang berkontribusi
dalam regulasi transduksi sinyal pada berbagai proses, termasuk
inflamasi dan angiogenesis, serta memengaruhi ekspresi gen dalam
keadaan fisiologis maupun patologis. H[JO[] dapat berpindah
melintasi membran sel melalui saluran air aquaporin (AQPs), yang
memungkinkan penyebaran sinyal redoks dari area pembentukannya

ke lokasi target dalam sel.”’

Jalur Persinyalan SOD dan Faktor yang Mempengaruhi SOD

a) Regulasi Ekspresi SOD1

Gen SODI, yang membantu mencegah kerusakan DNA
akibat stres. oksidatif, diatur oleh sinyal oksidatif utama yaitu
HOUOLI. Saat kadar HTOI' meningkat, SOD1 berpindah ke
nukleus dan berikatan dengan kinase efektor seperti Mecl, ATM,
dan Cds1/Dunl. Fosforilasi Dunl pada S59 dan S98 memperkuat
lokalisasi nuklir SODI1, yang kemudian mengatur ekspresi gen
respons oksidatif, meningkatkan ketahanan terhadap stres
oksidatif, serta memperbaiki kerusakan DNA dan replikasi
seluler. Namun, polimorfisme genetik, mutasi, serta modifikasi
epigenetik, seperti asetilasi histon, dapat menurunkan ekspresi
SODI1, yang berkontribusi terhadap perkembangan penyakit

seperti katarak terkait usia.’'
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b) Regulasi Ekspresi SOD2

Gen SOD2 dikodekan oleh gen nuklir, ditranskripsi di
sitoplasma, dan diproses lebih lanjut di mitokondria. Faktor
transkripsi seperti Sp1, AP-2, NF-xB, CREB, dan FOXO berperan
dalam mengontrol ekspresi SOD2, sementara modifikasi
epigenetik, seperti asetilasi dan metilasi histon, juga
memengaruhi tingkat transkripsinya. Penelitian pada tikus
menunjukkan bahwa defisiensi mangan menurunkan ekspresi
SOD2, menghambat aktivitas enzim, serta mengurangi kadar

mRNA SOD?2 di hati.’!

c) Regulasi Ekspresi SOD3

Transkripsi SOD3 dikendalikan oleh modifikasi epigenetik
pada wilayah promotornya, termasuk metilasi DNA serta asetilasi
dan deasetilasi histon. Enzim ini hanya diekspresikan pada sel
tertentu, seperti fibroblas paru, sel epitel, dan sel otot polos
vaskular. Asetilasi histon berperan dalam meningkatkan ekspresi
gen dengan mengurangi afinitas elektrostatis antara histon dan
DNA, sehingga struktur kromatin lebih terbuka dan
memungkinkan akses faktor transkripsi. Regulasi ekspresi SOD3
bergantung pada keseimbangan antara histone acetyltransferases
(HATs) dan histone deacetylases (HDACs), di mana inhibitor

HDAC3 dapat meningkatkan ekspresi SOD3 secara signifikan,
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yang terbukti bermanfaat dalam mengurangi hipertensi arteri

pulmonal idiopatik (IPAH).?!

2.2.3. Mekanisme Kerja SOD

Neutrofil dan makrofag menghasilkan superoksida dalam
jumlah besar untuk melawan patogen dan mendukung fagositosis.
Produksi ROS yang berlebihan dapat merusak jaringan sehat di
sekitar luka. SOD berperan dalam mencegah kerusakan ini dengan
menetralkan superoksida, menjaga keseimbangan redoks yang
penting bagi proses penyembuhan. Selama fase proliferasi, H,O,
yang dihasilkan oleh SOD berfungsi sebagai molekul sinyal untuk
angiogenesis dengan merangsang produksi VEGF. VEGF berperan
dalam regenerasi jaringan dan suplai oksigen ke luka. Selain itu,
tingkat ROS yang terkendali mendukung migrasi dan proliferasi sel
epitel serta fibroblas dalam pembentukan matriks ekstraseluler. Pada
fase remodeling, SOD memastikan keseimbangan ROS agar tidak
menghambat konversi kolagen tipe III menjadi tipe I, yang
diperlukan untuk memperkuat jaringan baru.**>

Reaksi superoksida yang dimediasi oleh SOD dapat dilihat
pada Gambar 2.3, bersama dengan peran GPX, PRX, dan CLC-3.
Superoksida intraseluler dan ekstraseluler diproduksi oleh NADPH
oksidase (NOX) yang terikat pada membran plasma. SOD1 dan

SOD2 mengubah superoksida intraseluler menjadi H,O, dan
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molekul oksigen, sementara SOD3 mengubah superoksida
ekstraseluler menjadi H,O, dan molekul oksigen. H,O, ekstraseluler
diangkut ke dalam sel melalui saluran aquaporin (AQP) dan diubah
menjadi air oleh aktivitas katalase (CAT), peroksidase (PRX), dan
glutation peroksidase (GPX). Superoksida ekstraseluler dapat masuk
ke dalam sel melalui saluran Cl-channel-3 (CLC-3) dan dioksidasi

serta diproses oleh SOD1 atau SOD2 untuk menghasilkan H202.31

Cytosol

Mitochondrion

Gambar 2.3 Reaksi superoksida yang dikatalisis oleh SOD, GPX:
glutation peroksidase; PRX: peroksiredoksin; CLC-3: Cl-channel-3."!

2.2.4. Metode Pemeriksaan Kadar SOD pada Jaringan Kulit

Pengukuran aktivitas SOD dapat dilakukan menggunakan
berbagai metode, salah satunya adalah ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Metode ELISA banyak digunakan untuk
mendeteksi dan mengukur kadar SOD dalam berbagai sampel
biologis, seperti darah, jaringan, atau kultur sel. Prinsip kerja ELISA

berbasis reaksi antigen-antibodi, di mana antibodi spesifik terhadap
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SOD digunakan untuk menangkap dan mengukur enzim dalam
sampel. Metode ini memiliki sensitivitas yang lebih tinggi
dibandingkan metode spektrofotometri konvensional dan dapat
memberikan hasil yang lebih akurat dalam analisis kuantitatif

aktivitas SOD 3%

Jintan Putih

Plant Flower

Gambar 2.4 Jintan Putih (Cuminum cyminum L.)*

2.3.1. Definisi

Jintan putih dengan nama latin Cuminum cyminum L.,
merupakan tanaman herbal dari famili Apiaceae yang sering
digunakan sebagai bumbu masakan dan bahan dalam pengobatan
tradisional. Jintan putih memberikan aroma dan rasa yang khas,
memiliki berbagai manfaat kesehatan berkat kandungan senyawa
bioaktif di dalamnya.'' Banyak studi telah melaporkan bahwa jintan
putih memiliki berbagai aktivitas biologis, termasuk sifat

antioksidan, antikanker, antimikroba, antialergi, antiinflamasi,
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antiproliferatif, hepatoprotektif, pelindung DNA, dan anti-

12,35,36
penuaan. >

2.3.2. Taksonomi

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo . Apiales

Famili : Apiaceae

Genus : Cuminum L.

Spesies * Cuminum cyminum L.*2%

2.3.3. Kandungan dan Manfaat

kumarin, antrakuinon, flavonoid (dengan kandungan 4,15-5,75%, di
antaranya luteolin, apigenin, dan quercetin sebagai flavonoid
utama), glikosida, protein, resin, saponin, tanin, steroid, serat
makanan, mineral, lemak tak jenuh tunggal, serta vitamin B (tiamin,
vitamin B6, niasin, riboflavin), vitamin A, vitamin C, dan vitamin
E." Kandungan utama dari ekstrak jintan putih (EJP) adalah
cuminlaldehyde (19.9-64.31 %), kandungan lainnya yang cukup
besar antara lain y-terpinene (6.49-27 %), p-cymene (11.82—18.12

%), beta-pinene (11.13-11.59 %).'**® Sumber lain menyebutkan
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dua kandungan tertinggi dari EJP adalah cuminaldehyde (27.6) dan

terpinene (17.25).%

a) Terpenoid

- Cuminaldehyde: antimikroba, antidiabetes, insektisida,
antiinflamasi, antioksidan.' 1123537

- Cymene & Thymol: antiseptik, antiinflamasi, antidiabetes,
neuroprotektif,' "2

- Limonene & Eugenol: antikanker, antioksidan,

antiinflamasi,''%?*

- Phytoestrogen & Monoterpene Alcohols: antiosteoporosis.''~

- Cuminic Alcohol & Linalool: antiinflamasi, antimikroba,

analgesik.'*°

b) Flavonoid

- Luteolin & Apigenin: gastroprotektif, antiinflamasi."'
- Quercetin: antiinflamasi, antioksidan, antikanker,
antiapoptosis, antihipertensi, neuroprotektif,'"'**®

- Rosmarinic Acid: antioksidan kuat, meningkatkan fungsi

kognitif."

¢) Fitohormon (Fitosterol)

- B-Sitosterol: Menurunkan kolesterol."'
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d) Nutrisi dan Mineral

energi sebesar 7,50 kalori, dengan 4,00 kalori berasal dari lemak
dan 0,28 kalori dari lemak jenuh. Komposisi makronutriennya
meliputi protein sebesar 0,36 gram, karbohidrat 0,88 gram, serta
serat pangan 0,22 gram. Selain itu, jintan mengandung total
lemak sebesar 0,44 gram, yang terdiri atas lemak jenuh (0,04
gram), lemak tak jenuh tunggal (0,28 gram), dan lemak tak jenuh
ganda (0,06 gram). Kandungan air dan abu masing-masing
sebesar 0,16 gram.'*

Selain 'makronutrien, jintan juga mengandung berbagai
vitamin dan mineral yang berperan penting dalam fungsi biologis.
Kandungan vitaminnya mencakup vitamin A sebesar 25,40 IU
(2,54 RE), a-karotenoid 2,54 RE, dan beta-karoten 15,24 pg,
vitamin B1 (0,02 mg) dan vitamin B3 (0,10 mg), vitamin C (0,16
mg), dan vitamin E dalam bentuk setara alfa-tokoferol (0,02 mg
atau 0,04 IU), folat (0,20 pg), serta vitamin K (0,11 pg),
sementara kandungan mineral jintan mencakup kalsium (18,62
mg), tembaga (0,02 mg), zat besi (1,32 mg), magnesium (7,32
mg), mangan (0,06 mg), fosfor (9,98 mg), kalium (35,76 mg),
selenium (0,10 pg), natrium (3,36 mg), dan seng (0,10 mg). Jintan

juga mengandung asam lemak dalam jinten terdiri atas asam
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palmitat (0,02 g), asam oleat (0,28 g), asam linoleat (0,06 g), dan

asam lemak omega-6 (0,06 g)."

2.3.4. Peran Jintan Putih

Mekanisme aksi dari jintan putih (Cuminum cyminum L.)
dalam mengatasi peradangan melibatkan aktivasi jalur sinyal utama,
yaitu NF-kB dan MAPK, yang berperan penting dalam respons imun
dan peradangan. Aktivasi ini menyebabkan proses proteolisis dan
fosforilasi yang mengarah pada pemecahan kompleks NF-«kB/IkB,
memungkinkan NF-«B untuk berpindah ke inti sel dan mengatur
ekspresi gen mediator inflamasi. Selain itu, jalur MAPK, termasuk
JNK, ERKSs, ‘dan p38, turut berperan dalam memodulasi respons
imun dan inflamasi, yang membantu mengatasi peradangan, infeksi,
serta sel-sel abnormal. Penghambatan produksi nitric oxide (NO)
melalui penurunan regulasi sitokin proinflamasi merupakan bagian
penting dari mekanisme ini, yang berkontribusi pada pengurangan
peradangan. Jalur sinyal NF-xB dan MAPK yang dihambat oleh

cumin ditunjukkan secara visual pada Gambar 2.5.**
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NF-xB
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Gambar 2. 5 Mekanisme cumin menghambat jalur sinyal NF-kB
dan MAPK "

Quercetin merupakan senyawa flavonoid alami yang termasuk
dalam - subkelas flavonol dan dikenal memiliki kapasitas
farmakologis yang luas. Senyawa ini secara struktural tersusun dari
lima gugus hidroksil (OH) yang berperan sebagai donor elektron dan
menjadi dasar bagi aktivitas antioksidan kuatnya. Aktivitas biologis
quercetin mencakup kemampuan menetralisir spesies oksigen reaktif
(ROS), nitrogen (RNS), dan klorin (RCS), serta mengkhelasi ion
logam transisi, menjadikannya senyawa yang penting dalam menjaga
keseimbangan redoks seluler. Selain aktivitas antioksidan, quercetin
juga memiliki sifat antiinflamasi, antiapoptosis, antikanker, dan
antihipertensi.”®

Salah satu mekanisme penting yang mendasari aktivitas
biologis quercetin adalah kemampuannya dalam menghambat proses
inflamasi melalui modulasi jalur pensinyalan molekuler. Mekanisme

kerja flavonol terhadap respons inflamasi akibat lipopolisakarida
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(LPS) diperlihatkan pada Gambar 2.6. Quercetin menunjukkan
aktivitas antiinflamasi signifikan melalui modulasi jalur pensinyalan
imun dan stres oksidatif. Dalam model makrofag RAW?264.7 yang
diinduksi oleh lipopolisakarida (LPS), suatu endotoksin bakteri
gram-negatif yang umum digunakan sebagai model eksperimental
inflamasi, quercetin menghambat aktivasi dua jalur utama yaitu
MAPK dan NF-kB. Aktivasi TLR4 oleh LPS biasanya memicu
fosforilasi protein MEK, ERK, JNK, dan p38 pada jalur MAPK,
serta fosforilasi IkBa dan subunit p65 pada jalur NF-kB. Quercetin
menghambat proses ini, sehingga mencegah translokasi p65 ke inti
sel dan menurunkan transkripsi gen-gen proinflamasi seperti TNF-a,
IL-6, dan inducible nitric oxide synthase (INOS). Penurunan ekspresi
INOS berdampak pada berkurangnya produksi nitric oxide (NO),
molekul proinflamasi yang juga berperan sebagai prooksidan,
bersamaan dengan penurunan produksi ROS, sehingga memperkecil
kerusakan oksidatif jaringan.”” Quercetin juga mengaktifkan jalur
nuclear  factor erythroid —2-related ~ factor 2 (NRF2), yang
meningkatkan afinitas terhadap elemen antioxidant response element
(ARE), dan secara langsung menginduksi ekspresi berbagai enzim
antioksidan endogen seperti SOD, glutathione S-transferase (GST),
heme oxygenase-1 (HO-1), dan NAD(P)H quinone dehydrogenase 1
(NQO1). Aktivasi jalur NRF2-ARE ini memperkuat sistem

pertahanan redoks seluler terhadap kerusakan oksidatif.*®
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Gambar 2.6 Mekanisme molekuler dari flavonol terhadap
peradangan akibat LPS*

2.3.5. Gel Ekstrak Jintan Putih (EJP)

United States Pharmacopeia (U.S.P.) mendefinisikan gel
sebagai sistem semi-padat yang terdiri dari dispersi partikel kecil
anorganik atau molekul organik besar yang terperangkap dalam
cairan. Gel merupakan sistem encer dengan ikatan silang yang tidak
mengalami aliran saat dalam keadaan stabil. Gel tersusun dari dua
komponen semi-padat yang kaya cairan dan memiliki struktur
kontinu yang memberikan sifat seperti padatan. Gel menjadi bahan
utama dalam formulasi penghantaran obat karena
biokompatibilitasnya, struktur jaringan, dan kestabilan molekuler zat

bioaktif yang terkandung di dalamnya."
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2.3.5.1. Formulasi Gel

Gel memiliki keunggulan utama yaitu
biokompatibilitas yang tinggi, sehingga dapat diterima
dengan baik oleh kulit dan selaput lendir tanpa
menimbulkan iritasi yang berarti. Struktur jaringan gel yang
fleksibel memungkinkan pelepasan obat yang lebih
terkontrol, sehingga meningkatkan efektivitas terapi.
Kestabilan molekuler dalam gel juga lebih baik,
memungkinkan zat bioaktif tetap terjaga tanpa mengalami
degradasi yang signifikan. ~Sifat gel yang mudah
diaplikasikan, tidak lengket, dan memberikan sensasi
nyaman di kulit juga meningkatkan kepatuhan pasien
terhadap pengobatan."

Berdasarkan penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa ekstrak jintan putih dengan pelarut etanol 70% pada
dosis 250mg/kg dan 500mg/kg secara topikal memiliki
potensi dalam mempercepat penyembuhan luka pada
tikus.”® Penelitian lain juga menunjukkan dosis 200mg/kg
dan 500mg/kg per-oral pada ekstrak air jintan putih
menunjukkan efek antiinflamasi.”> Dalam penelitian ini,
digunakan dosis 10% dan 20% ekstrak etanol:air (4:6) biji
jintan putih secara topikal terhadap proses penyembuhan

luka eksisi di kulit pada tikus Wistar.
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2.3.5.2. Pelarut Ekstraksi

Pelarut berperan krusial dalam ekstraksi senyawa
kimia. Tingkat kepolarannya menentukan efektivitas dalam
mengekstrak senyawa target dari bahan baku. Penggunaan
etanol sebagai pelarut dapat memberikan hasil optimal
apabila konsentrasi, suhu, durasi, serta metode ekstraksi
yang digunakan sesuai dengan karakteristik senyawa yang
diekstrak."®

Etanol merupakan pelarut organik yang banyak
digunakan dalam proses ekstraksi karena sifatnya yang
relatif tidak toksik dibandingkan dengan aseton dan
metanol. Selain itu, etanol memiliki biaya yang lebih
rendah, kompatibel dengan berbagai metode ekstraksi, serta
aman digunakan dalam produk obat-obatan dan makanan.
Keunggulan lainnya adalah ketersediaannya yang mudah,
efisiensi tinggi, serta sifatnya yang ramah lingkungan
dengan kemampuan ekstraksi yang optimal, menjadikannya
pilihan utama dalam berbagai penelitian dan industri.*®

Penelitian mengunakan etanol dengan konsentrasi
40%, yaitu etanol:air sebesar 4:6, selama 51 menit pada
suhu 39°C, dengan metode ekstraksi ultrasonik (Ultrasonic-
Assisted Extraction, UAE) didapatkan hasil optimasi

dengan yield ekstrak tertinggi sebesar 20,31%.*
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2.3.5.3. Metode Ekstraksi

Proses ekstraksi diawali dengan pembukaan jaringan
atau dinding sel melalui perlakuan panas, kemudian diikuti
dengan penarikan senyawa target menggunakan pelarut
organik yang sesuai. Dalam proses ekstraksi, bahan yang
akan diekstrak bersentuhan langsung dengan pelarut, yang
kemudian mengalami serangkaian tahapan dinamis. Secara
umum, proses ini terdiri dari tiga fase utama yaitu pertama,
pelarut menembus jaringan dan merusak dinding sel,
memungkinkan masuknya pelarut ke dalam sel; kedua,
pelarut melarutkan senyawa metabolit yang terkandung
dalam bahan; dan ketiga, campuran pelarut dan senyawa
metabolit yang terlarut dikeluarkan atau dipisahkan dari
biomassa. Untuk mempercepat tahapan ini, diperlukan
penggilingan atau pengecilan ukuran bahan serta
peningkatan suhu. Setelah ekstraksi selesai, pelarut harus
dihilangkan melalui evaporasi untuk memperoleh ekstrak
kasar dalam bentuk cairan pekat atau padatan.*

Metode UAE merupakan teknik ekstraksi yang
sederhana, ekonomis, dan efektif dibandingkan metode
konvensional. Proses ekstraksi ini dilakukan dengan
memasukkan bahan atau sampel ke dalam labu Erlenmeyer

yang telah berisi pelarut yang sesuai, kemudian ditempatkan
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dalam water bath ultrasonik, yang di bagian bawahnya
terdapat penghasil gelombang suara ultrasonik. Gelombang
ini menciptakan efek kavitasi, yaitu pergerakan gelembung
vakum kecil dalam cairan yang meningkatkan penetrasi
pelarut ke dalam bahan tanaman mentah, sehingga ekstraksi
menjadi lebih efisien. Selain itu, getaran dengan frekuensi
tinggi yang dihasilkan menciptakan tekanan mekanis pada
sel dan jaringan, menyebabkan dinding sel terbuka,
sehingga senyawa metabolit lebih mudah larut dalam
pelarut. Proses ini mempercepat pelepasan senyawa aktif
dan meningkatkan rendemen ekstrak, menjadikan UAE

sebagai metode ekstraksi yang lebih cepat, dan efisien.'>*

2.4. Luka EKksisi

2.4.1. Definisi

Luka insisi dan luka eksisi adalah dua model utama yang
digunakan dalam penelitian penyembuhan Iuka. Luka insisi
dihasilkan dari sayatan linier dan sering dipakai untuk mengevaluasi
bahan jahitan bedah, kekuatan tarik jaringan, serta pembentukan
jaringan parut dalam jangka panjang. Model ini dapat mengalami
penutupan primer (dengan jahitan langsung) atau penutupan
sekunder (tanpa jahitan), yang berguna untuk mempelajari

pembentukan skar lebih lanjut. Hewan seperti tikus, kelinci, dan babi
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sering digunakan dalam model ini, dengan pengukuran utama yang
melibatkan tensiometri dan analisis stres mekanik.'*

Luka eksisi melibatkan pengangkatan seluruh lapisan kulit,
yang lebih menyerupai luka klinis akut dengan penyembuhan
melalui secondary intention healing. Model ini memungkinkan
penelitian terhadap proses perdarahan, inflamasi, granulasi,
angiogenesis, dan remodeling jaringan. Proses penyembuhan dapat
dianalisis melalui fotografi untuk mengukur laju penutupan luka,
serta analisis histologi dan biokimia untuk menilai epitelisasi,
komposisi matriks, dan organisasi kolagen. Meskipun sederhana,
model ini efektif karena area luka yang mudah diakses untuk

pengujian berbagai agen terapi topikal.'

Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka merupakan proses biologis yang kompleks,
yang melibatkan interaksi dinamis antara sel, sitokin, dan faktor
pertumbuhan yang bekerja bersama untuk memulihkan integritas
jaringan. Proses penyembuhan luka terbagi menjadi empat fase
utama yaitu fase haemostasis (menit ke 0-10), fase inflamasi (hari ke
0-5), fase proliferasi (hari ke 3-21), dan fase maturasi (hari ke 21-1

tahun).”
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Fase Haemostasis (Menit ke 0-10)

Trombosit membentuk bekuan darah untuk menutupi luka
dan menciptakan matriks sementara yang memungkinkan
migrasi sel inflamasi. Pembuluh darah yang rusak mengalami
vasokonstriksi sementara, kemudian vasodilatasi untuk
meningkatkan aliran darah ke area luka. Vasokonstriksi
pembuluh darah menyebabkan hipoksia yang kemudian
merangsang produksi ROS seperti superoksida, yang berperan
dalam aktivasi trombosit serta pelepasan sitokin seperti TGF-f

dan VEGF.>*°

Fase Inflamasi (Hari ke 0-5)

Setelah haemostasis tercapai, neutrofil dan makrofag
bermigrasi ke area luka untuk mengatasi bakteri dan debris
melalui fagositosis. Neutrofil menghasilkan ROS untuk melawan
patogen dan mendukung pelepasan sitokin proinflamasi seperti
TNF-a, IL-1B, dan IL-6. ROS dikontrol oleh SOD dengan
mengubah superoksida menjadi hidrogen peroksida (H,O,), yang
selanjutnya didegradasi oleh enzim katalase untuk mengurangi
risiko stres oksidatif. Hal ini menjaga ROS pada kadar yang
mendukung inflamasi tanpa merusak jaringan sehat. Pada hari

ke-3, monosit berdiferensiasi menjadi makrofag M2 yang mulai
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menghasilkan sitokin antiinflamasi (IL-10, IL-4) dan faktor
pertumbuhan seperti VEGF untuk mendukung fase proliferasi.”’

Fase Proliferasi (Hari ke 3-21)

Neoangiogenesis dipengaruhi oleh ROS seperti hidrogen
peroksida (H,0,), yang berperan sebagai sinyal dalam
pembentukan pembuluh darah baru. H,O, merangsang makrofag
dan fibroblast untuk menghasilkan VEGF, faktor utama dalam
angiogenesis yang mendukung suplai oksigen dan nutrisi ke area
luka. Seiring proses ini, fibroblast juga berkontribusi dalam
pembentukan - matriks  ekstraseluler dengan menghasilkan
kolagen tipe III untuk mengisi celah luka, sementara sel endotel
membantu ‘migrasi keratinosit dalam proses re-epitelisasi guna
menutup luka. ROS dalam kadar rendah memiliki peran penting
dalam remodelasi matriks dan mendukung migrasi keratinosit ke
area luka. Namun, keseimbangan ROS harus dijaga agar tidak
menghambat regenerasi jaringan. Dalam hal ini, SOD berperan
mengontrol kadar ROS selama angiogenesis dan migrasi sel,
memastikan proses penyembuhan berlangsung optimal tanpa

menyebabkan stres oksidatif yang berlebihan.”

Fase Maturasi (Hari ke 21-1 tahun)

Myofibroblast berperan dalam mengecilkan luka dengan

menarik tepiannya, mempercepat proses penyembuhan. Seiring
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waktu, kolagen tipe III yang lebih lemah digantikan oleh kolagen
tipe I yang lebih kuat, sehingga jaringan luka menjadi lebih stabil

dan tahan terhadap tekanan mekanis.”°

2.4.3. Patomekanisme Penyembuhan Luka Eksisi secara Molekuler

Penyembuhan luka secara biomolekuler terdiri dari empat fase
utama, yaitu haemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling.
Fase haemostasis dimulai segera setelah luka terjadi dengan
pembentukan sumbatan platelet dan bekuan darah melalui agregasi
trombosit yang melepaskan faktor pertumbuhan seperti TGF-B,
PDGF, EGF, dan VEGF untuk memicu proses perbaikan. Fibrin
yang terbentuk juga menjadi matriks awal tempat sel-sel bermigrasi
untuk memulai penyembuhan.>®

Selanjutnya, fase inflamasi terjadi dengan masuknya neutrofil
yang bermigrasi ke luka untuk melakukan fagositosis debris dan
patogen, serta melepaskan sitokin proinflamasi (TNF-a, IL-1p, IL-6)
yang mengaktifkan jalur sinyal inflamasi seperti NF-xB dan MAPK,
serta menghasilkan ROS melalui respiratory burst. Setelah beberapa
hari, neutrofil mengalami apoptosis dan digantikan oleh makrofag
fenotip M2 yang mengeluarkan sitokin antiinflamasi (IL-4, IL-10,
IL-13) untuk menginisiasi fase reparasi.>”

Pada fase proliferasi, keratinosit dari tepi luka melakukan

proliferasi dan migrasi untuk menutup luka melalui re-epitelialisasi,
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VEGF dan FGF-2 merangsang pembentukan pembuluh darah baru
(angiogenesis), dan fibroblas menggantikan bekuan fibrin dengan
matriks ekstraseluler awal berupa kolagen tipe 11l yang membentuk
jaringan granulasi. Makrofag dan sel T regulator juga mendukung
proses ini dengan menjaga keseimbangan imun dan mendorong
regenerasi jaringan.>®

Fase remodeling ditandai dengan penggantian kolagen tipe 11
oleh kolagen tipe | yang lebih kuat dan tahan terhadap stres mekanik,
dikendalikan oleh aktivitas MMP-1 dan TIMP. Pembuluh darah yang
terbentuk menyusut dan distabilkan oleh angiopoietin-1, sementara
myofibroblas yang mengandung o-SMA menyebabkan kontraksi
luka. Selain itu, enzim antioksidan seperti SOD, CAT, dan GPX
mengontrol ROS berlebih untuk melindungi jaringan yang sedang
memperbaiki diri. Apabila terjadi gangguan regulasi, seperti
peningkatan TNF-a yang berkepanjangan, proses inflamasi dapat
berlangsung kronis, sehingga meningkatkan risiko terbentuknya luka

kronis yang sulit sembuh.>®
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Gambar 2.7 Tahapan penyembuhan luka dan komponen seluler
utamanya.3

2.4.4. Faktor yang Mempengaruhi Penyembuhan Luka

2.4.4.1.Usia

Pada kulit yang menua, terjadi perubahan struktural
berupa penipisan epidermis dan dermo-epidermal junction,
serta fragmentasi kolagen tipe I dan elastin. Perubahan ini
mengakibatkan berkurangnya kekuatan dan elastisitas
jaringan kulit, sehingga meningkatkan kerentanan terhadap
cedera mekanik dan trauma. Selain itu, jumlah dan aktivitas
fibroblas menurun, menyebabkan penurunan sintesis matriks
ekstraseluler (ECM) seperti kolagen dan proteoglikan, yang

memperlambat pembentukan jaringan granulasi. Sel fibroblas
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dan makrofag pada kulit tua menjadi sel-sel senescence, yang
ditandai dengan berhentinya proliferasi dan keluarnya
senescence-associated secretory phenotype (SASP) yang
memicu inflamasi kronis serta degradasi jaringan. Gangguan
pada respon imun juga terjadi, dimana jumlah dan fungsi
dendritic epidermal T cells dan sel imun lainnya menurun,
sehingga kemampuan mengendalikan inflamasi dan
mempercepat proses penyembuhan ikut menurun. Selain itu,
kemampuan angiogenesis menurun akibat melemahnya
respons terhadap faktor pertumbuhan seperti VEGF dan
mekanisme yang diatur oleh HIF-1la, sehingga pembentukan
pembuluh darah baru menjadi kurang optimal. Perubahan
mikroenvironment kulit yang meliputi penurunan hidrasi dan
daya tahan mekanik juga berkontribusi pada peningkatan

kerentanan luka dan menghambat proses reparasi.’
2.4.4.2 Diabetes

Diabetes menyebabkan hiperglikemia yang memicu
pembentukan advanced glycation end-products (AGEs) yang
berikatan dengan reseptor RAGE pada sel kulit dan sel imun.
Ikatan ini meningkatkan produksi ROS dan memicu
peradangan kronis. Fungsi sel imun seperti neutrofil dan

makrofag pada pasien diabetes juga terganggu, dengan
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penurunan kemampuan fagositosis, penghapusan sel mati
(efferocytosis) yang tidak efektif, serta kesulitan beralih ke
fenotip antiinflamasi (M2). Kondisi ini memperpanjang fase
inflamasi dan memperlambat transisi ke fase proliferasi.’
Diabetes juga menghambat ekspresi faktor penting
angiogenesis seperti HIF-loa, VEGF, dan stromal-derived
factor 1 (SDF-1), sehingga perekrutan sel progenitor endotel
dan pembentukan pembuluh darah baru terhambat,
menyebabkan suplai oksigen dan nutrisi ke luka berkurang.
Perubahan vaskular dan neuropati perifer pada diabetes
menyebabkan perfusi jaringan buruk dan berkurangnya
sensasi pelindung, meningkatkan risiko cedera dan infeksi
luka. Fibroblas pada luka diabetik menunjukkan peningkatan
sel senescence dan resistensi terhadap stimulasi faktor
pertumbuhan -seperti  TGF-, sehingga produksi dan
remodeling ECM menjadi terhambat. Selain itu, luka diabetik
lebih rentan mengalami infeksi kronis, sehingga membentuk
biofilm bakteri yang mempertahankan inflamasi dan

menghambat proses penyembuhan.’

2.4.4.3.0Dbesitas, Oksigen, dan Hipoksia

Obesitas merupakan penyakit kronis yang disebabkan

oleh berbagai faktor, termasuk kurangnya aktivitas fisik, pola
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makan yang buruk, maupun predisposisi genetik. Salah satu
mekanisme utama gangguan penyembuhan Iluka pada
obesitas adalah hipoperfusi jaringan akibat kelebihan massa
tubuh, yang menyebabkan perubahan molekuler terkait
hipoksia dan iskemia pada proses perbaikan jaringan.*!

Hipoksia akut pada luka sebenarnya dapat merangsang
proses penyembuhan awal, tetapi hipoksia kronis justru dapat
memperlambat penyembuhan luka melalui pelepasan sitokin
dan faktor pertumbuhan secara berlebihan (seperti PDGF,
TGE-B, VEGF, TNF-0) dari sel-sel di jaringan luka serta
menyebabkan produksi berlebih spesies oksigen reaktif
(ROS). Faktor inflamasi dan proliferasi ini sangat penting
untuk penyembuhan luka yang tepat, dan gangguan pada
proses ini menyebabkan luka sulit sesmbuh yang umum terjadi
pada penderita obesitas."'

Salah satu mediator utama perubahan molekuler
sebagai respons terhadap hipoksia adalah faktor induksi
hipoksia-1o. (HIF-1a). HIF-loo meningkat sebagai respons
terhadap iskemia dengan banyak efek lanjutan. Namun pada
luka kronis, kadar HIF-la dapat menurun sehingga gagal
meningkatkan  transkripsi  VEGF atau mempercepat

metabolisme anaerobik.*!
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2.4.4.4 Epigenetik

Epigenetik mengatur ekspresi gen tanpa mengubah
DNA melalui mekanisme reversibel seperti metilasi DNA,
modifikasi histon, dan regulasi RNA non-koding (miRNA).
DNA metilasi yang dikontrol oleh enzim DNMT biasanya
menekan gen, misalnya DNMT3b menekan gen PPARY yang
mengatur polarisasi makrofag M2, sehingga metilasi berlebih
menghambat peralihan M1 ke M2. Penghambatan DNMT
dapat mendorong polarisasi M2.**

Modifikasi histon seperti asetilasi oleh HAT membuka
kromatin dan mengaktifkan gen, sedangkan deasetilasi oleh
HDAC3 menutup kromatin dan mendukung fenotip M1;
penghambatan HDAC3 merangsang fenotip M2. Histon
metiltransferase (SMYD3, PRMT1) dan demetilase JMJD3
juga mengatur ekspresi gen M2. RNA non-koding (miRNA,
IncRNA, circRNA) mengontrol ekspresi gen dengan
menarget mRNA dan merekrut enzim epigenetik, misalnya
miR-155 mendukung fenotip MI1, sedangkan IncRNA
NEAT]1 dan circRNA nhgl1 mendorong M2.***

Pada fase inflamasi, enzim seperti JMJD3 mengatur
faktor inflamasi dan sitokin. Pada fase proliferasi,
hipometilasi mendukung proliferasi keratinosit dan stem cell

folikel rambut. Pada fase remodeling, metilasi dan modifikasi
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histon mengatur diferensiasi fibroblas dan angiogenesis, serta
migrasi sel melalui jalur Notchl dan MMP.***

Epigenetik dan regulasi molekuler yang mendukung
penyembuhan luka normal dapat terganggu pada kondisi luka
kronis, yang ditandai oleh persistensi inflamasi dan disfungsi
seluler. Luka kronis sering terkontaminasi bakteri yang
memperparah inflamasi. Keratinosit di luka ini mengalami
aktivasi abnormal, menyebabkan pertumbuhan berlebihan
namun migrasi terganggu. Sel seperti makrofag dan fibroblas
menjadi sel senescence dan mengeluarkan SASP, yang
meningkatkan inflamasi dan produksi ROS. Tingginya
produk glikasi lanjutan (AGEs) juga memperburuk inflamasi
dan sel senescence. Semua faktor ini menyebabkan
kerusakan jaringan berlebih dan menghambat fungsi sel yang
penting - untuk - penyembuhan, termasuk re-epitelialisasi.
Faktor-faktor yang berperan dalam proses penyembuhan luka

kronis ditampilkan pada gambar 2.8.°
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Gambar 2.8 Faktor-faktor yang berkontribusi pada penyembuhan
luka kronis.’

2.5. Tikus Wistar

Model hewan digunakan untuk memahami proses seluler dan biokimia
dalam penyembuhan luka serta menguji efektivitas dan keamanan terapi
potensial. = Tantangan utama dalam - penelitian translasional adalah
keterbatasan model praklinis yang dapat mereplikasi luka manusia secara
akurat. Model hewan coba yang dipilih harus memiliki reproduksibilitas
tinggi, memungkinkan analisis kuantitatif, relevan secara klinis, dan dapat
diterapkan dalam praktik medis.*

Tikus memiliki kulit longgar, sehingga penyembuhan lukanya lebih
banyak bergantung pada kontraksi dibandingkan re-epitelisasi, yang
mempercepat proses karena tidak membentuk jaringan baru. Tidak seperti
manusia, tikus tidak mengalami jaringan parut hipertrofik atau keloid.

Kolagen yang dihasilkan dalam luka mereka berasal dari otot panniculus
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carnosus, yang terletak di bawah kulit. Tikus besar sering digunakan dalam
penelitian luka karena ukurannya memungkinkan studi yang lebih luas,
ketersediaannya tinggi, dan mudah ditangani.** Meskipun terdapat
perbedaan yang jelas antara manusia dan hewan, kesamaan struktural antara
jaringan kulit manusia dan tikus serta berbagai faktor praktis lainnya,
menjadikan tikus sebagai model yang sesuai untuk mempelajari proses
patofisiologi kulit, termasuk penyembuhan luka dan permeasi obat.*

Tikus dengan kelompok genus Rattus, spesies Rattus norvegicus
memiliki berbagai jenis strain, antara lain tikus (Rattus norvegicus) strain
Wistar, tikus (Rattus norvegicus) strain Sprague Dawley, dan tikus strain
Long-Evans. Tikus strain Wistar ini berasal dari perkawinan tikus Wistar
dengan tikus jantan liar Norwegia yang ditangkap di Berkeley, California,
kemudian oleh para ahli Institut Wistar dikembangkan pada tahun 1906 agar
didapatkan standarisasi produksi tikus albino Strain wistar yang dapat
digunakan untuk penelitian. Tikus Wistar melewati berbagai seleksi
keturunan dan perkawinan silang yang akhirnya berkembang menjadi strain
yang stabil genetiknya, sehingga dapat diandalkan dalam penelitian ilmiah.
Tikus strain Wistar dipilih dalam penelitian ini karena memiliki bentuk dan
ukuran tubuh yang lebih sesuai dibanding dengan tikus strain lainnya untuk
tikus laboratorium. Tikus Wistar memiliki ukuran tubuh sedang sampai

besar dengan berat badan 100-227 gram.*
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Gambar 2.9 Tikus (Rattus norvegicus) strain Wistar?*

2.6. Povidone lodine

Povidone iodine dipilih sebagai kontrol positif dalam studi
penyembuhan luka ini karena kemampuannya sebagai antiseptik yang
efektif membunuh bakteri gram-positif maupun gram-negatif yang dapat
menghambat proses penyembuhan luka. Sediaan yang dipilih berupa salep
povidone iodine 10%. Salep ini bekerja dengan cara melepaskan iodine
bebas yang mengoksidasi protein dan struktur sel mikroba, sehingga
mengurangl risiko infeksi yang dapat memperlambat proses regenerasi
jaringan. Selain itu, penelitian menunjukkan bahwa povidone iodine mampu
meningkatkan kepadatan kolagen dalam jaringan luka, yang berperan dalam
stabilisasi dan pemulihan struktur jaringan selama proses penyembuhan.
Karena efektivitasnya yang telah teruji secara luas dalam penelitian klinis
dan eksperimental, povidone iodine sering digunakan sebagai standar
perawatan luka dan menjadi kontrol positif dalam studi yang

membandingkan agen penyembuhan lainnya.***’



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Proses penyembuhan Iuka adalah mekanisme kompleks yang
melibatkan beberapa tahap penting untuk mengembalikan integritas jaringan
setelah cedera. Proses ini meliputi serangkaian respons yang terkoordinasi,
termasuk haemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling.z’5 Setelah
cedera, tubuh mengalami hipoksia (penurunan kadar oksigen dalam
jaringan) akibat gangguan pembuluh darah dan vasokontriksi di area luka.
Hipoksia ini mengaktifkan berbagai jalur sinyal yang meningkatkan
produkst ROS dan merangsang respons inflamasi segera, ditandai
peningkatan jumlah neutrofil dan jumlah makrofag. Sel-sel ini melepaskan
ROS, seperti superoksida, yang dapat memberikan efek baik maupun
merugikan pada jaringan. ROS memainkan peran penting dalam fase
inflamasi, membantu dalam pertahanan terhadap patogen dan memberikan
sinyal untuk perbaikan jaringan.’~° Kondisi hipoksia juga memicu produksi
antioksidan enzimatik salah satunya SOD.*®

Pada fase inflamasi (hari ke 0-5), tubuh berusaha untuk membersihkan
debris dan mencegah infeksi. Kehadiran ROS, neutrofil, dan makrofag yang
teraktivasi, membantu untuk menghilangkan patogen dan sel yang rusak,

namun ketidakseimbangan produksi ROS dapat menyebabkan stres

52
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oksidatif, yang mengganggu proses penyembuhan dan dapat menyebabkan
peradangan kronis.* Jalur NF-kB dan MAPK berperan, mengatur ekspresi
sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IL-1, yang penting untuk migrasi sel
imun ke lokasi luka.’>° Polarisasi makrofag memainkan peran kunci dalam
penyembuhan luka. Pada awal terbentuknya luka, makrofag pertama-tama
terpolarisasi menjadi fenotipe M1, yang bersifat proinflamasi dan
melepaskan sitokin seperti TNF-a dan IL-1, yang penting untuk tahap awal
penyembuhan. Sitokin-sitokin ini membantu merekrut sel-sel imun lain ke
lokasi luka untuk melawan infeksi dan membetsihkan debris. Aktivasi M1
yang berkepanjangan dapat mengarah pada peradangan kronis dan
memperlambat penyembuhan luka.” Untuk beralih ke fase proliferasi,
makrofag perlu berpolarisasi menjadi - fenotipe M2, yang bersifat
antiinflamasi dan mendukung perbaikan jaringan dengan mempromosikan
sintesis 'kolagen dan re-epitelialisasi. Transisi ini sangat penting untuk
penyembuhan luka yang tepat. ROS berperan penting dalam memodulasi
polarisasi makrofag. Produksi ROS dari makrofag M1 diperlukan untuk
memulai respons inflamasi, kelebihan ROS dapat menghambat polarisasi
menuju  makrofag M2, memperlambat perbaikan jaringan dan
mempromosikan peradangan kronis.”°

Berbagai faktor sistemik memengaruhi proses penyembuhan luka,
termasuk usia lanjut, diabetes, obesitas, dan regulasi epigenetik. Proses
penuaan menyebabkan atrofi kulit, yaitu penipisan lapisan dermis yang

disertai berkurangnya komponen matriks ekstraseluler seperti kolagen dan
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elastin. Kulit yang menua juga menunjukkan penurunan hidrasi dan
disfungsi barrier kulit, sehingga lebih rentan terhadap cedera. Secara seluler,
terjadi peningkatan sel senescence pada fibroblas dan makrofag, yaitu
keadaan sel berhenti membelah tetapi aktif mengeluarkan senescence-
associated secretory phenotype (SASP) yang memicu inflamasi kronis.
Penuaan juga menurunkan jumlah dan fungsi sel imun, seperti dendritic
epidermal T cells, yang berperan penting dalam kontrol inflamasi awal.
Kombinasi dari gangguan struktur, inflamasi kronis, dan disfungsi imun ini
menghambat proses penyembuhan luka dan meningkatkan risiko
pembentukan luka kronik pada individu lansia.”***

Kondisi hiperglikemia kronis memicu pembentukan advanced
glycation end-products (AGEs) yang berikatan dengan reseptor RAGE di
berbagai sel, termasuk fibroblas dan makrofag. Aktivasi RAGE oleh AGEs
meningkatkan produksi ROS dan peradangan kronis. Diabetes juga
menyebabkan disfungsi sel imun, termasuk gangguan fagositosis oleh
neutrofil, kegagalan efferocytosis, dan hambatan transisi makrofag ke
fenotip antiinflamasi (M2), sehingga memperpanjang fase inflamasi.
Angiogenesis terganggu akibat penurunan ekspresi faktor pertumbuhan
penting seperti HIF-lo, VEGF, dan SDF-1. Kondisi ini menghambat
pembentukan pembuluh darah baru, memperburuk hipoksia jaringan luka,
dan menghambat proses reparasi. Diabetes juga menurunkan respons

fibroblas terhadap TGF-B, mempercepat pembentukan sel senescence, dan
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menyebabkan penurunan produksi ECM, serta memfasilitasi infeksi kronik
melalui pembentukan biofilm.’

Pada obesitas, hipoksia kronis menyebabkan gangguan stabilisasi
HIF-1a dan menghambat respons angiogenik serta memperparah pelepasan
sitokin inflamasi seperti TNF-o dan TGF-B. Regulasi epigenetik melalui
mekanisme metilasi DNA, modifikasi histon, dan ekspresi RNA non-koding
turut menentukan ekspresi gen penyembuhan, termasuk peralihan fenotip
makrofag M1 ke M2, proliferasi keratinosit, dan diferensiasi fibroblas.*'**

EJP menunjukkan potensi dalam modulasi inflamasi dan peningkatan
kapasitas antioksidan selama penyembuhan luka. Senyawa bioaktif dalam
jintan putih, seperti terpenoid (cuminaldehyde, limonene, thymol, eugenol),
flavonoid (quercetin, luteolin, apigenin, rosmarinic acid), dan mineral (Cu,
Mn, Zn), memiliki sifat antiinflamasi yang bekerja melalui penghambatan
jalur NF-kB dan MAPK', serta memiliki sifat antioksidan yang
meningkatkan ekspresi SOD.*' Cuminaldehyde telah ditemukan dapat
mengurangi kadar TNF-o yang merupakan sitokin utama dalam aktivasi
makrofag M1 > Efek jintan putih terhadap enzim antioksidan seperti SOD
berperan dalam mengembalikan keseimbangan antara produksi ROS dan
pertahanan antioksidan tubuh, mencegah akumulasi radikal bebas yang
berlebihan. Keseimbangan ini mendukung polarisasi makrofag ke arah
fenotipe M2, yang mendorong regenerasi jaringan, sintesis kolagen, dan

11,30

transisi dari fase inflamasi menuju penyembuhan. Quercetin dikenal

memiliki  aktivitas  antiinflamasi, antiapoptosis, antikanker, dan
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antihipertensi. Quercetin menghambat aktivasi jalur MAPK dan NF-«B,
yaitu melalui penghambatan fosforilasi MEK, ERK, JNK, p38, serta IkBa
dan p65. Hambatan ini mencegah translokasi p65 ke nukleus dan
menurunkan ekspresi gen inflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan iNOS,
sehingga mengurangi produksi NO dan ROS. Quercetin juga mengaktifkan
jalur NRF2-ARE, yang meningkatkan ekspresi enzim antioksidan seperti
SOD, GST, HO-1, dan NQO1, serta memperkuat pertahanan redoks seluler
terhadap stres oksidatif dan inflamasi kronis.**’

Pemanfaatan formulasi gel berbasis EJP sebagai media penghantaran
topikal semakin memperkuat efek terapeutiknya dalam penyembuhan luka
eksisi. Gel memiliki biokompatibilitas tinggi, penetrasi lebih baik
dibandingkan salep,- serta memberikan efek hidrasi yang mendukung
regenerasi jaringan.*®** Dengan formulasi gel, senyawa aktif dalam jintan
putih dapat langsung bekerja di area luka, sehingga efek antiinflamasi dan
antioksidan dapat lebih cepat memberikan dampak. Penggunaan etanol
sebagai pelarut ekstraksi memungkinkan pemisahan senyawa bioaktif lebih

optimal dan stabil tanpa menyebabkan toksisitas.***’
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3.2. Kerangka Konsep

> Kadar TNF-a
Dosis Gel Ekstrak Jintan
Putih
(Cuminum cyminum L.)
> Kadar SOD

Gambar 3.2 Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis

Terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak jintan putih terhadap kadar

TNF-a dan kadar SOD pada luka eksisi kulit tikus Wistar jantan.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan
rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design untuk menilai
efek pemberian gel EJP (Cuminum cyminum L.) dalam mempercepat
penyembuhan luka jaringan kulit tikus jantan Wistar dengan mengukur
kadar TNF-a dan kadar SOD. Parameter-parameter tersebut hanya diukur
setelah perlakuan (post-rest), penelitian ini memberikan gambaran mengenai
pengaruh EJP terhadap proses penyembuhan luka, serta membandingkan

efek perlakuan pada kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif,

dan kelompok perlakuan.

OKl1

OK2

OK3

OK4

> K1

Populasi K2
\4

Random e Sample K3

K4

» K5

OK35

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian
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Keterangan :
K1 . Kelompok tikus dalam keadaan sehat tidak diberi luka eksisi.
K2 . Kelompok kontrol negatif yaitu tikus diberi luka eksisi dengan

pemberian gel basis (plasebo).

K3 . Kelompok kontrol positif yaitu tikus diberi luka eksisi dengan
pemberian salep povidone iodine.

K4  : Kelompok perlakuan 1 yaitu tikus diberi luka eksisi dengan
pemberian gel EJP (Cuminum cyminum L.) 10%.

K5 : Kelompok perlakuvan 2 vyaitu tikus diberi luka eksisi dengan
pemberian gel EJP (Cuminum cyminum L.) 20%.

OK1 : Observasi Kelompok Tikus Sehat

OK2 : Observasi Kelompok Kontrol Negatif

OK3 : Observasi Kelompok Kontrol Positif

OK4 : Observasi Kelompok Perlakuan 1

OKS5 : Observasi Kelompok Perlakuan 2

Populasi dan Sampel Penelitian

4.2.1. Subjek Penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus jantan galur
Wistar dewasa yakni tikus berumur 2 — 3 bulan dan mempunyai
berat badan 180 — 220 g yang dinyatakan sehat dan layak digunakan

untuk penelitian. Tikus Wistar jantan menjalani adaptasi selama 7
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hari. Tikus ditempatkan pada kandang terpisah dengan suhu tetap

dan diberi pakan normal.

a) Kriteria Inklusi Penelitian

- Tikus berumur 2 — 3 bulan,
- Berat badan 180 — 220 g,
- Tikus sehat (gerak aktif, makan dan minum cukup, tidak ada

kelainan morfologi yang tampak).

b) Kriteria Drop Out

- Tikus mengalami sakit dalam masa penelitian,

- Tikus mengalami kematian dalam masa penelitian.

Besar Sampel

Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian yang dibagi
menjadi 5 kelompok berdasarkan rumus Federer (n-1) (t-1) > 15
yaitu rumus yang digunakan untuk menghitung jumlah minimal
sampel per kelompok berdasarkan jumlah kelompok perlakuan,
dimana n adalah jumlah unit percobaan (jumlah tikus dalam satu

kelompok perlakuan) dan t adalah jumlah kelompok perlakuan.™
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(n-1)(t-1)> 15
(n-1)(5-1)> 15
(n-1)(4) =15
4n >(15+4)
n=>4.75
n=>5

Pada penelitian ini jumlah sampel tiap kelompok ditentukan
sebanyak 5 ekor tikus, dan jumlah kelompok sampel ada 5, sehingga
penelitian ini membutuhkan 25 ekor tikus. Untuk mengantisipasi
hilangnya unit eksperimen maka dilakukan koreksi dengan rumus: n
/ 1-DO”!, dimana proporsi unit eksperimen yang hilang atau drop out
sebanyak 10%, maka:

n akhir tiap kelompok =n/ 1-DO
n=5/1-10%
n=55~6

Jumlah sampel dalam setiap kelompok adalah 6 ekor tikus,

sehingga untuk 5 kelompok diperlukan sampel sebanyak 30 ekor

tikus.

Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
teknik probability sampling dengan cara pengambilan sampel dalam
populasi yang mempunyai kesempatan yang sama untuk dipilih
menjadi sampel. Sistem yang digunakan yaitu pengambilan sampel

secara acak dan sederhana (simple random sampling).
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4.3 Variabel Penelitian

4.3.1

4.3.2

Variabel Bebas

Gel topikal berbahan ekstrak jintan putih dengan konsentrasi 10% dan
20%.

Variabel Terikat

Kadar TNF-a dan Kadar SOD jaringan kulit.

4.4 Definisi Operasional

441

4.4.2

Gel Ekstrak Jintan Putih (EJP)

Gel EJP diperoleh dari ekstraksi Jintan Putith menggunakan
etanol 40%, metode UAE yang selanjutnya dibuat sediaan
menggunakan gel basis dengan konsentrasi 10% dan 20%. Pemberian
gel EJP 10% dan 20% sebanyak 0,2mg pada kulit punggung tikus, 2
kali sehari, secara topikal, selama 5 hari.

Satuan =~ :mg

Skala - Ordinal

Kadar TNF-a

Kadar TNF-a dalam sampel jaringan kulit tikus Wistar jantan
diukur pada hari ke-6 setelah perlakuan luka eksisi yang sudah diberi
perlakuan selama 5 hari. Kadar TNF-a diukur menggunakan ELISA kit

reagen Rat TNF-o, metode ELISA jaringan. Indikator keberhasilan
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perlakuan ditentukan berdasarkan kadar TNF-o kelompok perlakuan
lebih rendah dari kelompok kontrol, yang menunjukkan kemampuan
EJP sebagai antiinflamasi.

Satuan  :ng/L

Skala : Rasio

4.4.3 Kadar SOD

Kadar SOD dalam sampel jaringan kulit tikus Wistar jantan
diukur pada hari ke-6 setelah perlakuan luka eksisi yang sudah diberi
perlakuan selama 5 hari. Kadar SOD diukur menggunakan ELISA kit
reagen Rat SOD, metode ELISA jaringan. Indikator keberhasilan
perlakuan ditentukan berdasarkan kadar SOD kelompok perlakuan
lebih tinggi dari kelompok kontrol, yang menunjukkan kemampuan
EJP sebagai antioksidan.

Satuan  : ng/mL

Skala : Rasio

4.3. Bahan dan Alat Penelitian

4.3.1. Alat

Timbangan analitik digital

Punch biopsi diameter 8mm

Alat bedah kecil (scalpel, pinset, gunting)

Alat anestesi
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o C(Centrifuge

o Jortex

e Mikropipet dan tip

e Tabung Eppendorf

e Alat semprot topikal

e Inkubator

e Cooler box

e Kamera digital untuk dokumentasi luka
o FELISA Reader

e Plester Tegaderm

4.3.2. Bahan

Tikus Wistar jantan (umur 2-3 bulan, berat badan 180-220
gram)

o Propilen glikol, gliserin, dan DMDM hydantoin

e Gel EJP 10%

e Gel EJP 20%

e Povidone iodine 10% salep

o ELISA kit reagen Rat TNF-o.

o ELISA kit reagen Rat SOD

o Larutan anestesi (Ketamin dan Xylazine)

e Alkohol 70%, kapas steril, dan peralatan desinfeksi

e Larutan NaCl fisiologis 0,9%
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o Bufter fosfat (PBS)

4.4. Prosedur Penelitian

44.1.

44.2.

Ethical Clearance

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Komite
Etik Penelitian Hewan Coba di institusi terkait, dengan
mempertimbangkan kesejahteraan hewan dan penerapan prinsip 3R

(Replacement, Reduction, Refinement).

Cara Pembuatan Ekstrak Jintan Putih

halus. Mesh 40-60 digunakan untuk mendapatkan partikel yang
cukup halus, yang dapat mempermudah penetrasi pelarut dan
mempercepat ekstraksi.

2) Serbuk biji jintan putih dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer.

3) Pelarut etanol 40% ditambahkan ke dalam labu Erlenmeyer.

4) Labu Erlenmeyer ditempatkan dalam water bath ultrasonik.

5) Suhu diatur pada 39°C dan waktu ekstraksi dilakukan selama 51
menit sesuai dengan kondisi optimasi.

6) EJP dipekatkan menggungakan Rotary Evaporator.
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4.4.3. Cara Pembuatan Gel Ekstrak Jintan Putih

1)

2)

3)

4)

5)

6)

EJP ditimbang sesuai konsentrasi yaitu 10% dan 20% yang
masing-masing untuk setiap 100 gram total gel.

Ekstrak Jintan putih dilarutkan dalam sedikit pelarut (air
suling/etanol) agar tercampur dengan mudah pada basis gel.

Gel basis dibuat dengan cara: Carbopol 940, yang ditimbang
sebanyak 2% kemudian didispersikan dalam air bebas CO, di
dalam mortar. Larutan ini dibiarkan mengembang sebelum
diaduk perlahan hingga membentuk massa gel yang jernih.
Propilen glikol, gliserin, dan DMDM hydantoin ditambahkan
secara bertahap dengan pengadukan perlahan untuk memastikan
homogenitas larutan.

Larutan ekstrak dicampurkan kedalam gel basis, kemudian
diaduk hingga tercampur merata schingga didapatkan
konsentrasi yang konsisten dalam gel.

TEA (Triethanolamine) ditambahkan setetes demi setetes sambil
diaduk untuk mengatur pH gel hingga berada dikisaran 5,5 — 6,5
(pH Kulit).

Gel dimasukkan kedalam wadah steril dan kedap udara.
Kemudian disimpan pada suhu ruang/ lemari pendingin untuk

menjaga kestabilan.
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4.4.4. Pembagian Kelompok

445.

Kelompok perlakuan dibagi menjadi 5 kelompok dan tiap

kelompok masing-masing terdiri dari 6 ekor tikus sebagai berikut :

K1

K2

K3

K4

K5

Kelompok tikus dalam keadaan sehat tidak diberi luka
eksisi.

Kelompok kontrol negatif yaitu tikus diberi luka eksisi
dengan pemberian gel basis (plasebo).

Kelompok kontrol positif yaitu tikus diberi luka eksisi
dengan pemberian salep povidone iodine.

Kelompok perlakuan 1 yaitu tikus diberi luka eksisi dan
diberikan gel EJP (Cuminum cyminum L.) 10%.

Kelompok perlakuan 2 yaitu tikus diberi luka eksisi dan

diberikan gel EJP (Cuminum cyminum 1..) 20%.

Persiapan Hewan Uji

Subjek penelitian berjumlah 30 ekor tikus Jantan galur Wistar,

berumur 2 — 3 bulan dan mempunyai berat badan 180 — 220 gram,

yang terbagi menjadi 5 kelompok, masing-masing berjumlah 6 ekor

tikus. Tikus yang sudah diadaptasi selama 7 hari, dibius dengan

campuran ketamin (60mg/kgBB) dan xylazine (20mg/kgBB).>*

Permukaan kulit yang telah bersih diberi Povidone Ilodine untuk

menghindari infeksi selama pembuatan luka. Pembuatan luka

dilakukan dengan menggunakan eksisi punch biopsy melingkar
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dengan ketebalan penuh dengan diameter 8 mm.'* Tikus kemudian

diberikan perlakuan sesuai dengan kelompoknya.

Pemberian Terapi Topikal Gel EJP

Gel EJP diberikan pada kelompok perlakuan di area luka eksisi

sebanyak 0,2 mg, 2 kali sehari selama 5 hari.

Pengambilan Sampel Jaringan Kulit Tikus

a)

b)

d)

9)

Anestesi dan eutanasia tikus sesuai protokol etis, jaringan kulit
diambil dari area luka menggunakan gunting dan pinset steril,
Potong jaringan kulit dengan hati-hati,

Cuci jaringan kulit menggunakan buffer PBS dingin untuk
menghilangkan darah dan kontaminan,

Jaringan yang tidak dapat segera diproses disimpan sementara
dengan cara dibekukan dengan smap freezing menggunakan
nitrogen cair, lalu disimpan di freezer (-80°C),

Jaringan di homogenisasi dengan menyiapkan buffer lisis dingin
(RIPA buffer) dengan menambahkan protease inhibitor sesuai
dosis rekomendasi produsen,

Potong jaringan menjadi potongan kecil (1-2 mm) dengan
gunting steril untuk mempermudah homogeinsasi,

Potongan jaringan dimasukkan kedalam tabung microcentrifuge

yang berisi 500 — 1000 mikroliter buffer lisis dingin,
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h) Homogenisasi jaringan dengan:
- Mortar dan pestle: Nitrogen cair ditambahkan untuk menjaga
suhu dingin,
- Homogenizer elektrik: Gunakan kecepatan sedang-tinggi
hingga jaringan menjadi halus,
i) Inkubasi homogenat pada suhu 4°C selama 30-60 menit dengan
pengocokan berkala (vortex setiap 10 menit),
J) Homogenat disentrifugasi pada 12.000-14.000 rpm selama 15-20
menit pada suhu 4°C,
K) Setelah sentrifugasi, akan terbentuk 3 lapisan:
- Supernatan (mengandung protein terlarut, termasuk TNF-o dan
SOD),
- Lapisan tengah (debris jaringan),
- Pelet (material tidak larut),
Supernatan diambil secara hati-hati menggunakan pipet steril,
hindari mengganggu lapisan debris atau pelet. Supernatan
dipindahkan ke tabung microcentrifuge baru,
I) Supernatan disimpan di freezer (-80°C) hingga siap dianalisis

menggunakan ELISA.

4.4.8. Analisis Kadar TNF-a dan Kadar SOD dengan Metode ELISA

Sampel jaringan kulit yang diperoleh kemudian dianalisis

kadar TNF-o dan kadar SOD menggunakan metode ELISA,
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mengikuti prosedur yang dilampirkan dalam produk menggunakan

microplate reader dengan panjang gelombang 450 nm. Tahapan

pemeriksaan sebagai berikut:

a)

b)

d)

Pembuatan standar

Sepuluh sumuran pada microplate disiapkan,

- 100 pL cairan standar dan 50 pL diluent standar dicampur ke
sumuran 1 dan 2 (campuran 1),

- 100 pL campuran 1 dan 50 pL diluent standar dicampur ke
sumuran 3 dan 4 (campuran 2),

- 100 pli campuran 2 dan 50 pL diluent standar dicampur ke
sumuran 5 dan 6 (campuran 3),

- 100 pL-campuran 3 dan 50 pL diluent standar dicampur ke
sumuran 7 dan 8 (campuran 4).

Antibodi ditambahkan dan dinkubasi selama 30 menit pada suhu

37°C, larutan pencuci dan aquadest dicampurkan sebanyak tiga

puluh kali, dan cuci sumuran sebanyak lima kali dengan larutan

pencuci yang telah disiapkan.

Buffer penghalang ditambahkan agar antigen menempel pada plat

selama 60 menit pada suhu 37°C atau selama semalam pada suhu

4°C.

Sampel dimasukkan sebanyak 100 pL ke tiap sumuran, inkubasi

selama 120 menit pada suhu ruangan.



f)

9)

h)

72

Antibodi pada tiap sumuran ditambahkan sebanyak 100 uL
biotinylated antibody pada tiap sumuran.

Plate diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C atau selama
semalam pada suhu 4°C. Pencucian pada plate dilakukan
sebanyak 5 kali dan ditambahkan 100 uLL ABC Solution pada tiap
sumuran lalu inkubasi selama 30 menit dengan suhu 37°C.
HRP-Conjugate dan TMB ditambahkan masing-masing sebanyak
100 pL pada tiap sumuran dan inkubasi selama 30 menit pada
suhu 37°C.

Larutan stop solution ditambahkan sebanyak 100 pL pada tiap
sumuran sampai terjadi perubahan warna dari biru menjadi
kuning.

Pembacaan nilai OD (Optical Density) pada panjang gelombang
450 nm pada alat £LISA reader dan didapatkan hasil kadar TNF-a

dan SOD.



45. Alur Penelitian

Pembuatan Gel EJP (Cuminum cyminum L.)

'

30 tikus wistar jantan

v

Adaptasi selama 7 hari

y

Randomisasi

v I} v I}

4
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K1 K2 K3 K4 K5
L ) ) ! )
Pencukuran

Pencukuran rambut area punggung dan pembuatan luka eksisi

rambut area ;
punggung diameter 8mm
v v v v v
K1 K2 K3 K4 K5
Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
tikus sehat, kontrol negatif kontrol positif perlakuan I perlakuan II
pakan dengan luka dengan luka dengan luka dengan luka
standar eksisi + topikal || eksisi+ eksisi + topikal eksisi + topikal
selama 5 gel basis topikal salep gel EJP 10% gel EJP 20%
hari. (plasebo) povidone selama 5 hari. selama 5 hari.
selama 5 hari. iodine selama
5 hari.

Pengamatan luka eksisi secara makroskopis selama 5 hari

v

Pengambilan sampel jaringan kulit hari ke-6

v

Pemeriksaan kadar TNF-a dan Kadar SOD jaringan kulit tikus metode ELISA

!

Analisis Data

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.6. Analisis Data

Data yang sudah didapat, diproses, disunting, ditabulasi, dan
dibersihkan, kemudian dilakukan uji deskriptif. Kemudian dilakukan uji
normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan uji varian data dengan uji
Levene. Data menunjukkan sebaran data yang normal dan varian data
homogen sehingga dilakukan uji beda dengan uji One Way Anova dimana p-
value<0,05 maka rata-rata ada perbedaan dan dilanjutkan dengan uji Post
Hoc untuk mengetahui perbedaan masing-masing kelompok. Perbedaan antar
kelompok dianalisis lebih lanjut menggunakan uji Post Hoc LSD (Least Significant
Difference). Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS

for Windows.

4.7. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei hingga Juli 2025 di tiga
lokasi utama, yaitu:

1. Laboratorium Terpadu I[BL (Integrated Biomedical Laboratory),
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung (UNISSULA),
Semarang.

Kegiatan yang dilakukan di laboratorium ini meliputi proses adaptasi
tikus Wistar, pembuatan model luka eksisi, pemberian perlakuan gel
ekstrak jintan putih secara topikal, serta pengambilan sampel jaringan
kulit. Analisis kadar TNF-a dan SOD dilakukan menggunakan metode

ELISA di laboratorium ini.
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2. Laboratorium Formulasi dan Teknologi Sediaan, Fakultas Farmasi
Universitas Islam Sultan Agung (FF UNISSULA), Semarang.
Proses pembuatan ekstrak jintan putih dilakukan menggunakan metode
ekstraksi ultrasonik (Ultrasonic-Assisted Extraction/ UAE) dengan
pelarut etanol:air (4:6), dilanjutkan dengan proses formulasi sediaan gel
topikal. Pengembangan dan penyesuaian konsentrasi dilakukan pada
laboratorium ini untuk menghasilkan gel dengan konsentrasi ekstrak
10% dan 20% yang stabil dan sesuai standar formulasi topikal

3. Laboratorium Fitokimia dan Analisis Bahan Alam, Fakultas Farmasi
Universitas Indonesia (FF UI), Depok.
Di laboratorium ini dilakukan uji fitokimia kuantitatif untuk
menentukan kadar bahan aktif utama yaitu flavonoid, serta mineral
seperti Zn, Mn, dan Cu menggunakan metode kromatografi dan

spektrometri.
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

Analisis terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD pada jaringan kulit
tikus Wistar pasca luka eksisi dilakukan untuk melihat pengaruh pemberian
gel ekstrak jintan putih (Cuminum cyminum L.) secara eksperimental in vivo.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei-Juli 2025 di tiga lokasi, yaitu
Laboratorium Terpadu IBL ([ntegrated Biomedical Laboratory) Fakultas
Kedokteran (FK) UNISSULA Semarang, Laboratorium Formulasi dan
Teknologi Sediaan Fakultas Farmasi (FF) UNISSULA Semarang, dan
Laboratorium Fitokimia dan Analisis Bahan Alam Fakultas Farmasi
Universitas Indonesia (FE Ul) Depok.

Penelitian ini menggunakan total 30 ekor tikus jantan galur Wistar
berumur 2—3 bulan dengan berat badan antara 180-220 gram. Tikus-tikus
tersebut dibagi secara acak ke dalam lima kelompok perlakuan, masing-
masing terdiri atas enam ekor tikus. Namun, hanya lima ekor tikus dari
setiap kelompok yang dianalisis datanya, sedangkan satu ekor lainnya
disiapkan sebagai sampel cadangan. Jumlah minimal lima ekor tikus per
kelompok ini mengacu pada rumus Federer, yang hasil perhitungannya
menyatakan bahwa setiap kelompok perlakuan sebaiknya terdiri dari
minimal lima subjek uji. Kelompok penelitian terdiri dari:

o KI1: Kelompok kontrol sehat, yaitu tikus tanpa perlakuan luka eksisi.
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e K2: Kelompok kontrol negatif, yaitu tikus model luka eksisi yang
diberi gel basis tanpa bahan aktif.
e K3: Kelompok kontrol positif, yaitu tikus model luka eksisi yang
diberi salep povidone iodine.
e K4: Kelompok perlakuan 1, yaitu tikus model luka eksisi yang diberi
sediaan gel ekstrak jintan putih konsentrasi 10%.
e K5: Kelompok perlakuan 2, yaitu tikus model luka eksisi yang diberi
sediaan gel ekstrak jintan putih konsentrasi 20%.
Pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke-6 setelah
perlakuan, kemudian kadar TNF-a dan kadar SOD dianalisis menggunakan
metode ELISA dengan pembacaan Optical Density (OD) pada panjang

gelombang 450 nm.

5.1.1. Hasil Uji Standarisasi Ekstrak Jintan Putih

Uji standarisasi dilakukan untuk menentukan kualitas ekstrak
dalam penelitian ini. Uji standarisasi bertujuan untuk memastikan
bahwa ekstrak yang digunakan memenuhi persyaratan yang telah
ditetapkan, baik dari segi kandungan zat aktif maupun komponen lain
yang dapat mempengaruhi kualitas dan keamanan sediaan.

Berdasarkan hasil pengujian yang dilakukan pada 30 Juni — 4
Juli 2025 di Laboratorium FF UNISSULA Semarang, hasil yang

diperoleh ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:
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Tabel 5. 1 Uji Standarisasi Ekstrak Jintan Putih

Syarat FHI

Pararp.eter (Farmakope Herbal Hasg Kesimpulan
Uji . Pengujian
Indonesia)
Kadar Air <19,1% 5,59% Memenuhi
Syarat
Kadar Abu 0 0 Memenuhi
Total <7,3% 3,3% Syarat

5.1.2.

Sumber: Laporan Hasil Uji Ekstrak Etanol Jintan Putih (Cuminum

cyminum L.) dari Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas
Islam Sultan Agung (Unissula), 2025.

Dari tabel di atas, dapat dilihat bahwa EJP memenuhi kedua
syarat yang diuji, yaitu kadar air yang lebih rendah dari 19,1% dan
kadar abu total yang lebih rendah dari 7,3%. Kadar air sebesar 5,59%
dan kadar abu total sebesar 5,3% menunjukkan bahwa EJP memiliki
kualitas yang baik dan sesuai dengan standar yang ditetapkan.

Hasil uji standarisasi ini memastikan bahwa EJP dalam
penelitian ini aman dan memenuhi kriteria untuk digunakan sebagai
bahan aktif dalam sediaan gel yang diterapkan pada tikus jantan galur

Wistar model luka eksisi.

Hasil Uji Kualitatif Fitokimia Ekstrak Jintan Putih

Uji kualitatif fitokimia EJP ini dilakukan di Laboratorium FF
UNISSULA pada tanggal 24 Juni 2025. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif dalam EJP yang dapat
memiliki potensi aktivitas biologis.

Berdasarkan hasil skrining fitokimia EJP yang dilakukan dalam

penelitian ini, beberapa senyawa bioaktif terdeteksi dalam ekstrak



79

tersebut. Berikut adalah hasil dari masing-masing parameter uji yang

dilakukan:

1. Saponin: Hasilnya menunjukkan terbentuknya buih pada tabung
reaksi, yang mengindikasikan adanya kandungan saponin dalam
EJP.

2. Flavonoid: Hasil uji menunjukkan adanya perubahan warna
menjadi merah jingga pada tabung reaksi, yang menandakan
adanya kandungan flavonoid.

3. Tanin: Hasil uji menunjukkan warna kehitaman pada tabung
reaksi, menunjukkan adanya tanin dalam EJP.

4. Alkaloid: Menghasilkan endapan yang menggumpal berwarna
kuning atau kecoklatan pada tabung reaksi, yang mengindikasikan
adanya alkaloid dalam EJP.

5. Steroid/Triterpenoid: Perubahan warna menjadi merah atau
keunguan pada tabung reaksi menunjukkan adanya kandungan
steroid atau triterpenoid.

6. Fenolik: Menghasilkan ~ warna merah kehitaman, yang
menandakan adanya senyawa fenolik.

Dari hasil skrining fitokimia ini, dapat disimpulkan bahwa EJP
mengandung berbagai senyawa fitokimia yang memiliki potensi
biologis,  seperti  saponin,  flavonoid, tanin, alkaloid,
steroid/triterpenoid, dan fenolik. Senyawa-senyawa ini menunjukkan

bahwa jintan putih berpotensi sebagai bahan alami yang dapat
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mendukung proses penyembuhan luka, melalui pengaruhnya terhadap
peningkatan kadar antioksidan dan pengurangan peradangan. Oleh
karena itu, hasil skrining ini memberikan dasar ilmiah yang kuat
untuk penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh pemberian gel
ekstrak jintan putih terhadap kadar TNF-a dan kadar SOD pada tikus
jantan galur Wistar model luka eksisi, serta potensi aplikasinya dalam
mempercepat proses penyembuhan luka melalui mekanisme

antiinflamasi dan antioksidan.

5.1.3. Hasil Uji Kuantitatif Flavonoid dan Mineral

Uji kuantitatif flavonoid dan mineral EJP dilakukan di
Laboratorium ‘FF UI pada tanggal 28 Juli 2025. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif dalam
EJP yang berpotensi memiliki aktivitas biologis, khususnya yang
berkaitan dengan senyawa flavonoid dan logam penting.

Tabel 5.2 Hasil Uji Kadar Flavonoid dan Logam dalam EJP

Parameter Uji Hasil Pengujian Satuan
Flavonoid 3010,711 mg/kg
Logam (Zn) 31,539 mg/kg
Logam (Mn) 44,224 mg/kg
Logam (Cu) 12,369 mg/kg

Sumber: Sertifikat Hasil Uji Ekstrak Jintan Putih, No. Sampel:
1230/PPM-FFUI/VII/2025

Berdasarkan hasil uji laboratorium yang tercantum dalam

sertifikat hasil uji, beberapa senyawa bioaktif terdeteksi dalam EJP
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tersebut. Ekstrak jintan putih (EJP) mengandung flavonoid dengan
kadar sebesar 3010,711 mg/kg. Selain itu, EJP juga mengandung
beberapa logam, yaitu 31,539 mg/kg untuk logam seng (Zn), 44,224
mg/kg untuk logam mangan (Mn), dan 12,369 mg/kg untuk logam
tembaga (Cu). Masing-masing logam ini memiliki peran penting
dalam berbagai proses biologis dalam tubuh dan kadarnya tidak
melebihi batas yang aman. Secara keseluruhan, hasil uji ini
mengonfirmasi bahwa EJP mengandung senyawa bioaktif yang
potensial, termasuk flavonoid yang memiliki aktivitas antioksidan dan

logam penting yang berperan dalam fungsi tubuh.

5.1.4. Hasil Pemeriksaan Kadar TNF-a pada Jaringan Kulit

Hasil analisis rata-rata kadar TNF-a pada tiap kelompok hari
ke-6 setelah perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.3 sebagai berikut:

Tabel 5.3 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar TNF-a dan Uji One-Way ANOVA

Tikus Kontrol Kontrol Gel Gel P

Kelompok Sehat Negatif  Positif  EJP EJP  value

(K1) (K2) (K3) 10%  20%
K4 (K5
Kadar TNF-a ng/L
Mean 284,08 34491 315,40 302,43 284,24
SD 29,91 34,62 28,07 42,75 20,39
Shapiro- 0,245 0,914 0,142 0,114 0,936
Wilk
Levene Test 0,222
One-Way ANOVA 0,037
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Distribusi normal (p>0,05)
Levene Test = Data homogen (p>0,05)

One-Way ANOVA = Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)
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Hasil analisis deskriptif menunjukkan bahwa kadar TNF-a
terendah terdapat pada kelompok tikus sehat (K1) dengan rata-rata
284,08 + 29,91 ng/L disusul oleh kelompok perlakuan Gel EJP 20%
(K5) dengan rata-rata 284,24 + 20,39 ng/L. Sebaliknya, kadar TNF-a
tertinggi terdapat pada kelompok kontrol negatif (K2) dengan rata-
rata 344,91 + 34,62 ng/L, diikuti oleh kelompok kontrol positif (K3)
dengan rata-rata 315,40 + 28,07 ng/L. Kelompok perlakuan Gel EJP
10% (K4) menunjukkan kadar TNF-o yang sedikit lebih rendah, yaitu
302,43 £42.75 ng/L.

Sebelum dilakukan analisis komparatif, terlebih dahulu
dilakukan uji asumsi statistik. Uji normalitas menggunakan metode
Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa seluruh kelompok memiliki nilai
p>0,05 (berkisar antara 0,114 hingga 0,936), yang mengindikasikan
bahwa data berdistribusi normal. Selanjutnya, dilakukan uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test, yang menghasilkan
nilai p sebesar 0,222, yang lebih besar dari 0,05, menunjukkan bahwa
varians antar kelompok adalah homogen dan memenuhi syarat untuk
dilanjutkan dengan uji One-way ANOVA untuk menguji perbedaan
pada semua kelompok.

Berdasarkan hasil uji One-Way ANOVA, diperoleh nilai
p=0,037, (p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
yang signifikan dalam kadar TNF-a pada semua kelompok yang diuji.

Berdasarkan hasil ini, dapat disimpulkan bahwa perlakuan yang
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diberikan pada masing-masing kelompok mempengaruhi kadar TNF-
o secara signifikan.

Tabel 5.4 Hasil Uji Post Hoc LSD setelah Perlakuan terhadap rata-
rata kadar TNF-a

Kelompok K1 K2 K3 K4 KS
K1 - 0,007* 0,138 0,376 0,994
K2 - 0,161 0,049* 0,007*
K3 - 0,529 0,139
K4 - 0,380
KS -

Keterangan: *Bermakna p<0,05

Analisis lebih lanjut dilakukan dengan menggunakan uji Post
Hoc LSD untuk menentukan secara lebih spesifik kelompok mana
yang menunjukkan perbedaan signifikan. Hasil uji yang disajikan
pada Tabel 5.4 menunjukkan bahwa kelompok tikus sehat memiliki
perbedaan signifikan dengan kelompok kontrol negatif, dengan nilai p
sebesar 0,007. Nilai p yang lebih kecil dari 0,05 ini menunjukkan
bahwa perlakuan yang diberikan pada kelompok kontrol negatif
berpengaruh secara signifikan terhadap kadar TNF-o dibandingkan
dengan kelompok tikus sehat yang tidak mendapatkan perlakuan.

Perbandingan antara kelompok kontrol negatif dengan
kelompok gel EJP 10% dan kelompok gel EJP 20% dengan nilai p
berturut-turut adalah 0,049 dan 0,007 menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan juga pada kadar TNF-o antara kelompok kontrol
negatif dengan kelompok perlakuan dengan gel EJP. Hasil ini

mengindikasikan bahwa perbedaan yang ditemukan antara kelompok
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kontrol negatif dengan kelompok perlakuan gel EJP 10% dan 20%
memiliki tingkat signifikansi yang cukup tinggi, yang berarti 95%

dari perbedaan tersebut dapat disebabkan oleh perlakuan yang

diberikan.
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Gambar 5.1 Perbandingan Kadar TNF-a antar Kelompok Perlakuan

Sementara itu, tidak ditemukan perbedaan signifikan antara
kelompok-kelompok lainnya (p>0,05). Hal ini mengindikasikan
bahwa meskipun terdapat variasi kadar TNF-o di antara kelompok-
kelompok ini, perbedaan tersebut tidak cukup signifikan untuk

dianggap sebagai efek perlakuan yang kuat.

5.1.5. Hasil Pemeriksaan Kadar SOD Jaringan Kulit

Hasil analisis rata-rata kadar SOD pada tiap kelompok hari ke-

6 setelah perlakuan ditunjukkan pada tabel 5.5 sebagai berikut:
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Tabel 5.5 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar SOD dan Uji One-Way ANOVA

Kelompok

Tikus Kontrol Kontrol Gel Gel P
Sehat Negatif Positif EJP EJP  value
(K1) (K2) (K3) 10% 20%

K4) (KS)

Kadar SOD ng/mL

Mean 2,996 4,074 4,348 3,654 5,708

SD 0,626 0,231 0,483 0,959 1,156

Shapiro- 0,959 0,052 0,213 0,319 0,914

Wilk

Levene Test 0,102
One-Way ANOVA <0,001
Keterangan:

Shapiro-Wilk = Distribusi normal (p>0,05)

Levene Test = Data homogen (p>0,05)

One-Way ANOVA = Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)

Hasil analisis deskriptif menunjukkan bahwa kadar SOD
tertinggi terdapat pada kelompok gel EJP 20% dengan rata-rata 5,708
+ 1,156 ng/mL, ditkuti oleh kelompok kontrol positif dengan rata-rata
4,348 + 0,483 ng/mL, dan kelompok kontrol negatif dengan rata-rata
4,074 £ 0,231 ng/mL. Sebaliknya, kadar SOD terendah terdapat pada
kelompok tikus sehat dengan rata-rata 2,996 + 0,626 ng/mL, disusul
oleh kelompok gel EJP 10% dengan rata-rata 3,654 + 0,959 ng/mL.

Uji asumsi statistik dilakukan terlebih dahulu sebelum
dilakukan analisis komparatif. Uji normalitas menggunakan metode
Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa seluruh kelompok memiliki nilai
p>0,05 (berkisar antara 0,052 hingga 0,959), yang mengindikasikan
bahwa data berdistribusi normal. Kemudian dilajutkan dengan uji
homogenitas varians menggunakan Uji Levene, yang menghasilkan

nilai p sebesar 0,102 (»p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa varians
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antar kelompok adalah homogen, sehingga asumsi homogenitas
varians dapat diterima, dan uji One-Way ANOVA dapat dilanjutkan
untuk mengetahui perbedaan pada semua kelompok.

Hasil uji One-Way ANOVA menunjukkan nilai p sebesar
<0,001, yang lebih kecil dari 0,05. Ini mengindikasikan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan dalam kadar SOD pada seluruh
kelompok yang diuji. Perbedaan ini menunjukkan adanya efek
perlakuan yang signifikan terhadap kadar SOD, baik pada kelompok
kontrol maupun kelompok perlakuan dengan gel EJP 10% dan 20%.
Untuk mengetahui = kelompok mana yang berbeda signifikan,
dilakukan wji Post Hoc LSD karena data memenuhi asumsi
homogenitas varians.

Tabel 5.6 Hasil Uji Post Hoc LSD setelah Perlakuan terhadap Rata-

rata Kadar SOD
Kelompok K1 K2 K3 K4 KS
K1 - 0,038%* 0,011* 0,190 <0,001*
K2 - 0,578 0,396  0,003*
K3 - 0,168  0,011*
K4 - <0,001*

KS -

Keterangan: *Bermakna p<0,05

Hasil uji pada Tabel 5.6 menunjukkan bahwa kelompok gel EJP
20% memiliki perbedaan signifikan dengan semua kelompok lainnya
dengan nilai p<0,05. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan
gel EJP 20% memiliki efek yang lebih kuat terhadap peningkatan

kadar SOD dibandingkan dengan kelompok lainnya. Kelompok tikus
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sehat juga mengalami perbedaan signifikan dengan kelompok kontrol

negatif dan kelompok kontrol positif, dengan nilai p berturut-turut

adalah 0,038 dan 0,011.
* k
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Kelompok: Kontrol Negatif Kontrol Positif Gel EJP 10% & Gel EJP 20%
Sehat

*: Signifikan Kelompok
Gambar 5.2 Perbandingan Kadar SOD antar Kelompok Perlakuan
Berdasarkan hasil tersebut, pemberian gel EJP dengan
konsentrasi 20% memberikan peningkatan kadar SOD yang signifikan
dibandingkan dengan kelompok sehat, kelompok kontrol negatif,

kelompok kontrol positif, dan kelompok gel EJP 10%.

Gambaran Makroskopis pada Luka Eksisi Antar Kelompok

Pengamatan makroskopis luka eksisi dilakukan untuk
mengetahui kondisi awal luka pada masing-masing kelompok
sebelum dimulainya perlakuan, proses penyembuhan luka, dan

kondisi akhir luka di hari ke-6. Pemeriksaan ini bertujuan memastikan



88

bahwa prosedur pembuatan luka eksisi dilakukan secara konsisten
pada semua hewan uji, sehingga ukuran, bentuk, dan lokasi luka
seragam. Pengukuran dilakukan setiap hari mulai dari hari ke-0 (HO)
hingga hari ke-6 (H6). Kelompok K1 sebagai kontrol sehat tidak
mengalami perlakuan eksisi, sehingga tidak dicantumkan ukuran luka
dan hanya digunakan sebagai acuan normal.

Pada hari ke-0, semua kelompok perlakuan (K2-K5) memiliki
diameter luka yang seragam, yaitu sebesar 8§ mm, sesuai dengan
prosedur awal eksisi. Luka eksisi yang dibuat pada kulit hewan
percobaan terlihat dengan jelas, dengan bentuk lingkaran yang
terpotong rapi pada lapisan epidermis dan dermis. Luka ini tampak
putih tanpa adanya perdarahan, menunjukkan bahwa pembuluh darah
kecil telah mengalami penutupan segera setelah luka dibuat. Jaringan
di sekitar luka tampak normal, meskipun terdapat sedikit
pembengkakan yang menandakan respons inflamasi awal.

Perbedaan yang diamati pada tahap ini terutama pada kondisi
permukaan luka dan warna jaringan, yang dapat menjadi indikator
awal proses penyembuhan yang akan diamati pada hari-hari
berikutnya. Pengamatan makroskopis pada subjek tikus pasca luka
eksisi (hari ke-6) menunjukkan percepatan penyembuhan dan

penutupan luka seperti pada gambar 5.3 berikut.



Gambar 5.3 Gambaran Makroskopis Hari ke-0 (HO) dan Gambaran
Makroskopis Luka Eksisi- pada Hari ke-6 Antar
Kelompok Perlakuan (K1: Tikus sehat, K2: Kontrol
negatif, K3: Kontrol positif, K4: Gel EJP 10%, K5: Gel
EJP 20%)

Hasil pengukuran menunjukkan adanya penurunan ukuran luka
secara bertahap pada kelompok perlakuan dari hari ke hari. Pada hari
ke-6, observasi terhadap luka yang dibuat pada berbagai kelompok
percobaan menunjukkan perbedaan yang jelas dalam ukuran luka dan
respons inflamasi.

Pada hari ke-6, luka pada kelompok kontrol negatif
menunjukkan ukuran yang lebih lebar dibandingkan kelompok lain

dengan pembengkakan jaringan yang jelas terlihat di sekitar luka.

Diameter luka pada kelompok ini menunjukkan sedikit penurunan
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dari 8 mm pada hari pertama (HO) menjadi 6 mm pada hari keenam
(H6), yang mengindikasikan bahwa proses penyembuhan berlangsung
lebih lambat dan masih terpengaruh oleh peradangan yang
berkelanjutan.

Kelompok kontrol positif menunjukkan perkembangan
penyembuhan yang paling baik diikuti dengan kelompok gel EJP
20%. Luka yang terbentuk tampak mengecil dengan tidak adanya
pembengkakan pada jaringan sekitar dan tepi luka tampak lebih rata
dan teratur. Diameter luka berkurang dari 8 mm menjadi hanya 3 mm
(kelompok kontrol positif) dan 4 mm (kelompok gel EJP 20%) pada
hari keenam. Pada kelompok gel EJP 10%, diameter luka juga
menunjukkan penurunan dari 8 mm pada hari pertama menjadi 5 mm
pada hart keenam. Luka mengecil dengan tidak adanya

pembengkakan pada jaringan sekitar.

5.2. Pembahasan

5.2.1. Pembahasan Uji Standarisasi Ekstrak Jintan Putih

Pengujian standarisasi ekstrak etanol biji jintan putih
merupakan langkah penting dalam memastikan kualitas bahan yang
digunakan dalam penelitian ini. Tujuan dari pengujian ini adalah untuk
memastikan bahwa ekstrak yang digunakan memenuhi standar yang
telah ditetapkan, baik dari segi kandungan senyawa aktif maupun

komponen lainnya yang dapat mempengaruhi stabilitas, efektivitas,
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dan keamanan sediaan topikal. Dua parameter utama yang diuji adalah
kadar air dan kadar abu total, yang berfungsi sebagai indikator
kualitas fisikokimia ekstrak tersebut.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa kadar air dalam EJP
tercatat sebesar 5,59%, jauh lebih rendah dibandingkan dengan batas
maksimal yang diizinkan, yaitu 19,1%. Kadar air yang rendah ini
mengindikasikan bahwa ekstrak memiliki stabilitas yang baik. Hal ini
sangat penting, karena kadar air yang rendah dapat mengurangi
kemungkinan pertumbuhan mikroba dan memperlambat degradasi
senyawa aktif dalam ekstrak selama penyimpanan. Penurunan kadar
air biasanya berhubungan dengan ekstrak yang lebih stabil dan
memiliki masa simpan lebih panjang, serta mengurangi risiko
kontaminasi mikroba.” Sejumlah penelitian menunjukkan bahwa
bahan dengan kadar air rendah lebih tahan terhadap kerusakan akibat
mikroba, schingga dapat meningkatkan ketahanan produk terhadap
degradasi selama penyimpanan. Selain itu, kadar air yang rendah
berhubungan dengan stabilitas fisikokimia yang lebih baik pada
produk herbal, yang menjaga kualitasnya dalam jangka panjang.>

Kadar abu total dalam EJP diuji dan tercatat sebesar 5,3%, yang
memenuhi standar yang ditetapkan, yaitu kurang dari 7,3%. Kadar abu
total mencerminkan kandungan mineral anorganik dalam ekstrak,
yang menunjukkan tingkat kemurnian ekstrak tersebut. Kadar abu

total yang terkendali menunjukkan bahwa EJP memiliki kandungan
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mineral yang berada dalam batas aman, yang penting untuk menjaga
kemurnian dan keamanan bahan yang digunakan. Kandungan abu
yang tinggi dapat menjadi indikasi adanya kontaminasi atau
penggunaan bahan yang tidak murni, sementara kadar yang terkontrol

mencerminkan kemurnian dan kualitas bahan baku yang lebih baik.>

5.2.2. Pembahasan Skrining Fitokimia Ekstrak Jintan Putih

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi potensi
terapeutik ekstrak ini. Skrining fitokimia bertujuan untuk menilai
kandungan = senyawa bioaktif yang dapat mendukung proses
penyembuhan luka, khususnya dalam hal pengaturan inflamasi dan
antioksidan. Penelitian ini mengukur senyawa flavonoid dan logam
mineral (Zn, Mn, dan Cu) karena senyawa tersebut memiliki aktivitas
biologis yang membantu penyembuhan dalam peradangan. Senyawa
yang kuat dengan cara menghambat jalur NF-«xB dan MAPK, yang
merupakan dua jalur penting dalam respons inflamasi. Penghambatan
jalur-jalur ini dapat mengurangi produksi sitokin proinflamasi
sehingga dapat mengurangi peradangan dalam tubuh.>®

Mineral Zn, Mn, dan Cu juga diukur kadarnya dalam ekstrak
untuk memahami aktivitas antiinflamasi dan perannya dalam

mengurangi stres oksidatif. Mineral-mineral ini berperan sebagai
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kofaktor dan terlibat langsung dalam pembentukan Cu/Zn-SOD serta
Mn-SOD yang berfungsi mengurangi radikal bebas.”'

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa EJP mengandung
berbagai senyawa fitokimia yang dapat berkontribusi pada proses
penyembuhan luka melalui pengaruh antiinflamasi dan antioksidan
seperti saponin, flavonoid, tanin, alkaloid, steroid/triterpenoid, dan
fenolik.”” Senyawa-senyawa tersebut dapat mempengaruhi proses
penyembuhan luka. Saponin dan tanin menurunkan kadar TNF-a,
mengurangi  peradangan, sementara  flavonoid dan fenolik
meningkatkan enzim SOD, membantu melawan stres oksidatif.
Alkaloid meredakan nyeri dan mengatur inflamasi, sementara
steroid/triterpenoid mempercepat regenerasi sel dan mengurangi
peradangan. Senyawa flavonoid dan fenolik memiliki efek
antiinflamasi yang kuat dan dapat merangsang proses penyembuhan
luka dengan cara mengurangi peradangan dan meningkatkan
angiogenesis,  schingga ~ mempercepat  regenerasi  jaringan.”
Cuminaldehyde yang terdapat dalam jintan putih juga mampu
menekan kadar TNF-a dan IL-6 melalui penghambatan jalur NF-kB
dan MAPK, serta meningkatkan aktivitas enzim antioksidan seperti
SOD dan GPX pada berbagai model inflamasi dan luka jaringan.'"'***

Uji kuantitatif terhadap EJP juga dilakukan dalam penelitian ini.
Beberapa senyawa penting yang terdeteksi dalam ekstrak tersebut

adalah flavonoid, serta logam seng (Zn), mangan (Mn), dan tembaga
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(Cu). Kandungan senyawa-senyawa ini memiliki peran penting dalam
memodulasi kadar TNF-a, yang berhubungan dengan peradangan,
serta enzim SOD, yang berfungsi sebagai agen antioksidan dalam
tubuh.

Kadar flavonoid dalam ekstrak normal bervariasi tergantung
pada jenis tanaman dan metode ekstraksi yang digunakan. Hasil uji
menunjukkan bahwa kandungan flavonoid dalam EJP adalah 3010,711
mg/kg. Kadar flavonoid ini dapat dikategorikan sebagai tinggi, karena
banyak ekstrak tumbuhan dengan kadar flavonoid yang efektif dalam
menurunkan sitokin proinflamasi.”*®

Kadar logam Zn dalam EJP adalah 31,539 mg/kg. Nilai ini
sedikit lebih rendah dibandingkan laporan sebelumnya pada varietas
lain yang mencapai 44 mg/kg.® Namun, jika dibandingkan dengan
kandungan Zn pada berbagai tanaman rempah lain, nilai tersebut
termasuk paling tinggi, -mengindikasikan bahwa jintan putih
merupakan salah satu sumber Zn nabati yang potensial. Kandungan
Zn yang tinggi ini dapat memberikan kontribusi terhadap aktivitas
biologisnya, mengingat Zn berperan penting dalam fungsi enzim
antioksidan dan sistem imun. Kadar Zn dalam ekstrak tumbuhan yang
efektif meningkatkan aktivitas SOD dan mengurangi TNF-a
umumnya berkisar antara 30-50 mg/kg. Zn meningkatkan aktivitas
enzim SOD, yang membantu tubuh dalam melawan radikal bebas

yang terbentuk selama peradangan dan penyembuhan luka.*®
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Zn juga berfungsi sebagai kofaktor dalam berbagai enzim yang
mengatur respons inflamasi, termasuk pengurangan kadar TNF-¢.%
Kadar Zn yang cukup dalam sampel jintan putih pada penelitian ini
berpotensi menurunkan kadar TNF-o melalui mekanisme
penghambatan aktivasi jalur NF-kB, sebagaimana dilaporkan pada
studi in vitro bahwa Zn dapat mengurangi aktivasi NF-kB dan
menekan gen targetnya, termasuk TNF-o dan IL-1p.%

Kandungan logam Mn dalam EJP pada penelitian ini tercatat
sebesar 44,224 mg/kg jauh lebith tinggi dibandingkan laporan
penelitian sebelumnya yang melaporkan kadar Mn sekitar 26,01
mg/kg pada varietas jintan putih.’' Peningkatan kadar Mn ini dapat
disebabkan oleh perbedaan kondisi tanah, iklim, varietas tanaman,
maupun metode budidaya yang memengaruhi akumulasi mineral pada
biji. Kandungan Mn yang tinggi berpotensi meningkatkan aktivitas
enzim-enzim antioksidan seperti mangan superoksida dismutase (Mn-
SOD), yang berperan penting dalam mengatasi stres oksidatif di area
luka. Aktivitas SOD ini sangat penting dalam penyembuhan luka,
karena stres oksidatif yang tinggi dapat menghambat proses
penyembuhan.®®

Kandungan logam Cu yang terdeteksi dalam EJP adalah 12,369
mg/kg sedikit lebih tinggi dibandingkan laporan penelitian
sebelumnya yang mencatat kadar Cu sebesar 11,87 mg/kg pada

varietas sejenis.®’ Perbedaan kecil ini dapat disebabkan oleh variasi
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genetik tanaman, kondisi tanah yang kaya unsur tembaga, serta
metode ekstraksi yang digunakan. Kandungan Cu yang relatif tinggi
pada jintan putih berkontribusi terhadap berbagai fungsi biologis,
termasuk sebagai kofaktor enzim yang terlibat dalam metabolisme
energi dan pertahanan antioksidan, seperti Cu/Zn-superoksida
dismutase (Cu/Zn-SOD). Logam Cu mendukung aktivasi cuprous
superoksida dismutase (Cu-SOD), yang juga berperan dalam
menurunkan stres oksidatif dan mengurangi peradangan.®® Kadar Cu
juga berkaitan dengan TNF-o dimana cukupnya Cu di jaringan tubuh
dapat menurunkan kadar TNF-o yang dapat mengurangi peradangan
dan kerusakan jaringan lebih lanjut.®’

Berdasarkan hasil penelitian int, kandungan flavonoid, Zn, Mn,
dan Cu dalam EJP menunjukkan potensi dalam meningkatkan kadar
SOD yang dapat dilihat dari nilai SOD tertinggi pada kelompok

perlakuan dengan gel EJP 20%.

Pengaruh Pemberian EJP terhadap Kadar TNF-a

Model luka eksisi, yang sering digunakan dalam penelitian,
merupakan contoh yang baik untuk mengevaluasi efek terapeutik
senyawa-senyawa tersebut, karena mencerminkan seluruh proses
fisiologis penyembuhan luka, mulai dari fase haemostasis, inflamasi,
proliferasi, hingga remodeling. Kondisi luka mengakibatkan

terjadinya peningkatan kadar TNF-o seiring aktivasi sistem imun,
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yang dapat memicu peradangan berkepanjangan apabila tidak
terkontrol. Sebaliknya, aktivitas enzim antioksidan seperti SOD justru
menurun akibat stres oksidatif yang berlebihan, sehingga
memperlambat regenerasi jaringan. Oleh karena itu, terapi yang
mampu menekan kadar TNF-a sekaligus meningkatkan kadar SOD
menjadi strategi yang ideal untuk mempercepat penyembuhan luka.
Pada fase inflamasi awal penyembuhan luka, TNF-a berperan
sebagai sitokin utama yang dilepaskan, terutama oleh makrofag dan
neutrofil, sebagai respons terhadap cedera jaringan dan infeksi. TNF-a
berfungsi untuk menginisiasi proses penyembuhan dengan
merangsang rekrutmen sel inflamasi, meningkatkan permeabilitas
pembuluh darah, serta memfasilitasi ekspresi sitokin dan kemokin
lainnya, yang memperkuat respons imun tubuh. Proses ini terjadi
dalam 24-72 jam pertama setelah cedera, yang merupakan periode
kritis dalam fase inflamasi penyembuhan luka. Meskipun TNF-a
esensial untuk memulai penyembuhan luka, kadar TNF-a yang tinggi
dan persisten dapat memperburuk kondisi dengan menyebabkan
inflamasi kronis, yang justru menghambat transisi ke fase proliferasi
dan regenerasi jaringan. Inflamasi yang berkepanjangan ini dapat
menghalangi pembentukan jaringan baru dan memperlambat proses
penyembuhan luka secara keseluruhan, yang pada akhirnya mengarah

pada penurunan efektivitas penyembuhan **®®
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Pada penelitian ini, kelompok tikus sehat yang tidak mengalami
luka menunjukkan kadar TNF-a terendah, yaitu 284,08 + 29,91 ng/L.
Hal ini menunjukkan bahwa dalam kondisi sehat tanpa adanya
peradangan atau cedera, kadar TNF-a berada dalam rentang yang
rendah karena tubuh tidak mengalami aktivasi sistem imun yang
signifikan. TNF-a adalah sitokin proinflamasi yang diproduksi oleh
sel-sel imun seperti makrofag dan neutrofil sebagai respons terhadap
cedera atau infeksi. Pada tikus sehat tidak mendapat rangsangan
inflamasi sehingga kadar TNF-a tetap rendah.”®

Kadar TNF-a pada kelompok gel EJP 20% adalah 284,24 +
20,39 ng/L, yang sama dengan kelompok tikus sehat. Selain itu, hasil
menunjukkan bahwa kadar TNF-a pada kelompok gel EJP 20% dan
kelompok gel EJP 10% (302,43 + 42,75 ng/L) lebih rendah
dibandingkan kelompok kontrol positif (315,40 + 28,07 ng/L). Hal ini
menunjukkan bahwa pada hari ke-6, kadar TNF-a pada kelompok gel
EJP sudah mengalami penurunan terkait dengan efek antiinflamasi
dari pemberian gel EJP. EJP yang mengandung senyawa bioaktif
seperti cuminaldehyde dan flavonoid, diketahui memiliki efek
antiinflamasi yang dapat membantu menurunkan produksi TNF-a
dalam jaringan yang mengalami peradangan ringan.'>® Hasil
penelitian ini serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh Ritsu et

al. dimana kadar TNF-o pada hari ke-5 dan hari ke-7 sudah
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mengalami penurunan dan nilainya serupa dengan kadar TNF-a pada
saat sebelum induksi luka.®®

Beberapa penelitian lain juga mendukung temuan ini. Koohsari
et al. menyatakan bahwa ekstrak biji Cuminum cyminum L. dapat
menurunkan ekspresi TNF-o secara signifikan.”’ Hal ini diduga
disebabkan oleh aktivitas senyawa seperti cuminaldehyde dan
quercetin yang bekerja melalui inhibisi jalur NF-xB. Jalur ini
merupakan regulator utama inflamasi, yang ketika dihambat, dapat
menurunkan transkripsi gen proinflamasi seperti TNF-o dan IL-6.%

Senyawa bioaktif dalam jintan putth memiliki efek terhadap
ekspresi COX-2 dan pembentukan prostaglandin E2, yang merupakan
mediator utama inflamasi. Jintan putih memiliki potensi antiinflamasi
kuat melalui senyawa aromatik dan flavonoid yang bekerja
menstabilkan membran sel fagosit dan menghambat pelepasan enzim
lisosom.” Oleh karena itu, penurunan kadar TNF-a pada kelompok
perlakuan dengan gel EJP 20% dapat dikaitkan dengan efek sinergis
dari aktivitas antiinflamasi langsung serta peningkatan stabilitas
seluler pada area luka.

Kelompok kontrol positif yang diberi salep povidone iodine
menunjukkan kadar TNF-a yang lebih rendah dibanding kelompok
kontrol negatif, hal ini mendukung peran antimikroba dan
antiinflamasi ringan dari sediaan ini. Povidone iodine dapat

menurunkan jumlah mikroorganisme lokal dan menurunkan pelepasan
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endotoksin, yang secara tidak langsung menekan produksi TNF-a oleh
sel imun lokal.”

Kadar TNF-a tertinggi ditemukan pada kelompok kontrol
negatif sebesar 344,91 + 34,62 ng/L, yang menandakan bahwa luka
yang hanya diberi gel basis memperlihatkan respon inflamasi yang
dominan, serta respon inflamasi tubuh cenderung lebih panjang karena
tidak ada intervensi untuk mengatur atau meredakan peradangan.*

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi hasil penelitian
diantaranya faktor biologis seperti tingkat inflamasi individu dan
perbedaan dalam metabolisme, kemungkinan variasi teknik aplikasi
topikal juga dapat mempengaruhi bioavailabilitas senyawa aktif pada
jaringan luka. Kebiasaan tikus untuk menggaruk-garuk luka juga
berpotensi mengganggu proses penyembuhan. Penggarukan tersebut
dapat memperburuk kondisi luka dengan menyebabkan kerusakan
lebih lanjut pada jaringan yang telah terpapar terapi, serta
mempengaruhi distribusi dan efektivitas senyawa aktif yang diberikan.
Perilaku menggigit atau menggaruk pada hewan dapat memperlambat

penyembuhan luka dan mempengaruhi hasil terapi topikal.”

Pengaruh Pemberian EJP terhadap Kadar SOD

Aktivitas SOD tertinggi tercatat pada kelompok yang
menghasilkan kadar TNF-a terendah, yaitu kelompok gel EJP 20%.

Temuan ini menunjukkan adanya hubungan antara pengurangan
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peradangan dan peningkatan kapasitas tubuh dalam melawan stres
oksidatif selama proses penyembuhan. Kelompok gel EJP 20%
menunjukkan kadar SOD tertinggi dengan nilai 5,708 + 1,156 ng/mL
yang diikuti oleh kelompok kontrol positif sebesar 4,348 + 0,483
ng/mL.

Peningkatan kadar SOD pada kelompok gel EJP 20% dapat
dijelaskan oleh keberadaan senyawa antioksidan aktif dalam jintan
putih seperti flavonoid (quercetin) dan terpenoid (cuminaldehyde).
Senyawa-senyawa ini diketahui memiliki kemampuan dalam
menginduksi ekspresi gen antioksidan endogen seperti SOD melalui
aktivasi jalur Ntf2-ARE (Nuclear factor erythroid 2—related factor 2—
antioxidant response element). Jalur ini berperan dalam meningkatkan
transkripsi berbagai enzim detoksifikasi dan antioksidan, termasuk
SOD, GPX, dan CAT.” Aktivasi Nrf2 juga dapat mengurangi stres
oksidatif dan menghambat aktivasi NF-kB, sehingga mempercepat
proses fase inflamasi dan memfasilitasi transisi ke fase proliferatif
penyembuhan luka.”

Pemberian senyawa cuminaldehyde dapat meningkatkan
aktivitas enzim SOD dan mempercepat pembentukan jaringan
granulasi serta reepitelisasi luka.”> Senyawa flavonoid dalam jintan
putih dapat menstabilkan membran sel dan menghambat peroksidasi
lipid, yang secara tidak langsung mengurangi beban oksidatif pada sel

fibroblas dan keratinosit”” Hal ini menjelaskan bagaimana
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peningkatan kadar SOD pada kelompok gel EJP 20% dapat
mempercepat regenerasi jaringan dan memperbaiki kualitas
penyembuhan luka.

Kelompok gel EJP 10% menunjukkan kadar SOD yang lebih
rendah (3,654 £+ 0,959 ng/mL) dari kontrol negatif (4,074 + 0,231
ng/mL). Hal ini mengindikasikan bahwa konsentrasi 10% belum
cukup optimal untuk meningkatkan aktivitas antioksidan jaringan.
Kemungkinan lain adalah terjadinya respon adaptif yang tertunda
akibat konsentrasi senyawa bioaktif yang lebih rendah, sehingga jalur
Nrf2 belum diaktifkan secara efektif. Variabilitas biologis juga bisa
menjadi faktor, sebagaimana terlibat dari standar deviasi yang cukup
tinggi pada kelompok ini.

Kelompok kontrol positif juga menunjukkan peningkatan kadar
SOD yang cukup tinggi, mengindikasikan bahwa reduksi beban
mikroba dan stres oksidatif lokal dapat mendukung peningkatan
kapasitas antioksidan endogen. Povidone iodine, meskipun dikenal
sebagai antiseptik, juga memiliki efek mengurangi infiltrasi leukosit
dan produksi radikal bebas melalui penghambatan aktivitas NADPH
oksidase sel imun.”!

Hasil uji One-Way ANOVA menunjukkan perbedaan yang
bermakna antar kelompok (p<0,001), dan data dinyatakan homogen
berdasarkan uji Levene (p=0,102). Hasil uji Post Hoc LSD antara

kelompok tikus sehat dengan kontrol negatif menunjukkan adanya
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perbedaan yang bermakna (p=0,038) yang artinya pembuatan model
luka eksisi pada kulit tikus Wistar jantan ini berdampak terhadap
kadar SOD.

Hasil uji Post Hoc LSD menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan signifikan dalam kadar SOD antar kelompok yang diuji,
khususnya pada kelompok gel EJP 20% yang menunjukkan
peningkatan kadar SOD yang lebih tinggi dibandingkan dengan
seluruh kelompok lainnya (p<0,05). Rata-rata kadar SOD pada
kelompok gel EJP 20% tercatat lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok-kelompok lainnya, yang menunjukkan bahwa gel EJP 20%
berperan signifikan dalam meningkatkan aktivitas antioksidan tubuh
melalui peningkatan kadar SOD. Hal ini bisa dijelaskan dengan
kandungan flavenoid, terpenoid, dan mineral dalam gel yang diketahui
memiliki efek antioksidan yang kuat.

Kandungan Zn, Mn, dan Cu yang ditemukan pada sampel EJP
dalam penelitian ini menunjukkan kadar relatif tinggi dibandingkan
sebagian besar tanaman rempah lain. Ketiga mineral ini diketahui
berperan sebagai kofaktor penting bagi enzim superoksida dismutase
(SOD), yang merupakan salah satu enzim antioksidan utama dalam
sistem pertahanan tubuh terhadap radikal bebas. Ketersediaan Zn, Mn,
dan Cu yang memadai dapat meningkatkan aktivitas enzim SOD
sehingga mampu mempercepat dismutasi radikal superoksida menjadi

hidrogen peroksida yang kemudian dinetralisir oleh enzim antioksidan
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lain. Dengan demikian, tingginya kadar Zn, Mn, dan Cu pada sampel
ini berpotensi memberikan kontribusi signifikan terhadap kapasitas
antioksidan total, termasuk peningkatan kadar SOD, yang selaras
dengan peran biologis jintan putih dalam mengurangi stres oksidatif.®

Kenaikan kadar SOD yang signifikan pada kelompok gel EJP
20% menunjukkan bahwa sediaan topikal berbasis tanaman ini tidak
hanya bersifat antiinflamasi, tetapi juga mampu mengaktifkan sistem
pertahanan oksidatif tubuh, yang esensial dalam mendukung
lingkungan jaringan yang optimal untuk penyembuhan. Peningkatan
kadar SOD memperkuat keseimbangan redoks, mencegah kerusakan
DNA dan protein, serta melindungi sel regeneratif seperti fibroblas
dan keratinosit dari apoptosis akibat stres oksidatif berlebih. Hal ini
mempertegas potensi gel EJP 20% sebagai terapi topikal yang tidak
hanya mengatasi inflamasi, tetapi juga mempercepat regenerasi
melalui modulasi sistem antioksidan jaringan.

Secara  keseluruhan,  perbandingan  antar  kelompok
menunjukkan bahwa gel EJP 20% memberikan hasil yang lebih
optimal dibandingkan gel EJP 10%, baik dalam hal menekan inflamasi
(kadar TNF-0) maupun meningkatkan kapasitas antioksidan (kadar
SOD). Efek ini tidak hanya lebih unggul dibandingkan kelompok
perlakuan lainnya, tetapi juga setara, bahkan lebih baik dalam
beberapa aspek, dibandingkan dengan kontrol positif menggunakan

salep povidone iodine, yang selama ini digunakan sebagai terapi
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standar. Temuan ini memperkuat bukti bahwa pemanfaatan ekstrak
tanaman seperti jintan putih dalam konsentrasi yang tepat memiliki
potensi klinis sebagai terapi topikal untuk luka akut, dengan
mekanisme kerja yang melibatkan modulasi inflamasi dan
perlindungan terhadap stres oksidatif.”

Hubungan antara penurunan kadar TNF-o dan peningkatan
kadar SOD pada kelompok perlakuan dengan gel EJP menunjukkan
keterkaitan biologis yang penting dalam proses penyembuhan luka.
Terdapat korelasi negatif antara kadar sitokin proinflamasi dan enzim
antioksidan yang mendukung peran ganda EJP dalam menekan
inflamasi dan meningkatkan sistem pertahanan sel terhadap stres
oksidatif

Korelasi tersebut selaras dengan konsep biologis bahwa stres
oksidatif dan inflamasi saling berhubungan secara erat dan
membentuk siklus yang memperparah kerusakan jaringan apabila
tidak dikendalikan. TNF-a dikenal sebagai salah satu sitokin utama
yang menstimulasi produksi radikal bebas melalui aktivasi enzim
NADPH oksidase dan mitokondria, yang pada gilirannya
memperburuk kerusakan jaringan dan memperpanjang fase inflamasi
luka.” Di sisi lain, enzim SOD berfungsi untuk menetralkan radikal
superoksida dan mencegah pembentukan ROS lainnya yang bersifat

toksik bagi sel fibroblas, endotel, dan keratinosit.”



5.2.4.

106

Peningkatan kadar SOD yang menyertai penurunan kadar TNF-
o menunjukkan bahwa gel EJP dapat mengintervensi dua jalur utama
patofisiologi luka yaitu inflamasi dan stres oksidatif. Senyawa aktif
dalam jintan putih seperti flavonoid (quercetin) dan terpenoid
(cuminaldehyde) bekerja secara sinergis dalam menghambat aktivasi
NF-«xB, yang mengurangi kadar sitokin proinflamasi, termasuk kadar
TNF-a, serta sekaligus menginduksi aktivasi Nrf2 yang mengatur
ekspresi gen antioksidan seperti SOD dan GPX.”® Aktivasi simultan
jalur Nrf2 dan inhibisi NF-kB menghasilkan efek penyembuhan luka
yang lebih cepat, ditandai oleh pengurangan infiltrasi sel inflamasi,
peningkatan vaskularisasi, dan pembentukan jaringan granulasi.”’

Hasil ini juga menunjukkan potensi besar penggunaan fitoterapi
dalam praktik klinis modern, terutama dengan adanya bukti kuantitatif
bahwa pemberian gel EJP 20% menghasilkan kadar SOD tertinggi
serta kadar TNF-o yang lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol.
Formulasi ini memiliki prospek untuk dikembangkan lebih lanjut
menjadi produk berbasis herbal yang dapat digunakan secara luas
pada berbagai jenis luka akut dan superfisial, seperti luka

pascaoperasi, luka tekan, dan luka trauma ringan hingga sedang.

Pengaruh Pemberian EJP terhadap Makroskopis Luka

Pada hari ke-6, luka pada kelompok kontrol negatif

menunjukkan ukuran yang lebih lebar dibandingkan kelompok lain
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dan pembengkakan jaringan yang jelas terlihat di sekitar luka.
Penurunan diameter luka yang hanya sedikit pada kelompok kontrol
negatif menunjukkan bahwa proses penyembuhan berlangsung lebih
lambat dan masih terpengaruh oleh peradangan yang berkelanjutan.
Kelompok kontrol positif menunjukkan perkembangan
penyembuhan yang paling baik diikuti dengan kelompok gel EJP
20%. Hal ini menunjukkan bahwa gel EJP 20% memiliki efek yang
sangat baik dalam mempercepat penyembuhan luka, bahkan hampir
setara dengan kontrol positif, dengan pengurangan inflamasi yang
signifikan dan regenerasi jaringan yang lebih cepat. Pada kelompok
gel EJP 10% luka mengecil dengan tidak adanya pembengkakan pada
jaringan sekitar yang menandakan bahwa gel EJP 10% memiliki efek
yang baik dalam mempercepat penyembuhan luka dan mengurangi

inflamasi.

Keterbatasan Penelitian

Keterbatasan penelitian ini perlu menjadi perhatian untuk
pengembangan penelitian lebih lanjut. Pada penelitian ini
pengambilan sampel jaringan kulit untuk pemeriksaan ELISA hanya
dilakukan pada hari ke-6 setelah perlakuan, hal ini menjadi
keterbatasan dalam penelitian dikarenakan hanya melihat efek
pemberian gel EJP pada hari ke-6 setelah perlakuan saja. Selain itu

konsentrasi gel EJP yang digunakan penelitian ini hanya
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menggunakan konsentrasi 10% dan 20% yang mungkin belum cukup
optimal.

Keterbatasan penelitian juga ditemukan pada uji fitokimia
ekstrak. Penelitian ini hanya mengidentifikasi kadar flavonoid secara
kualitatif dan kuantitatif tanpa mengidentifikasi secara spesifik jenis
flavonoidnya seperti quercetin. Begitu pula dengan kadar terpenoid,
yang dalam penelitian ini hanya diuji secara kualitatif dalam bentuk
triterpenoid namun belum menguji kandungan cuminaldehyde dalam
jintan putih secara = spesifik.  Pengujian ini penting untuk
membandingkan efektivitas dan kecepatan proses penyembuhan luka,
serta sebagai standarisasi untuk pembuatan gel EJP sebagai terapi.

Keterbatasan lainnya dari penelitian ini adalah hanya mengukur
satu marker proinflamasi yaitu TNF-a dan satu marker antioksidan
yaitu SOD, sehingga hasilnya tidak cukup untuk memvalidasi secara
menyeluruh bahwa EJP memiliki efek antiinflamasi dan antioksidan.
Inflamasi adalah proses Kompleks dan multikomponen. Efek
antiinflamasi  bisa bersifat selektif. Suatu ekstrak mungkin
menurunkan kadar TNF-a tetapi tidak memengaruhi kadar IL-6 atau
malah meningkatkan kadar IL-10. Maka, hanya mengukur kadar TNF-
o bisa memberikan gambaran yang parsial terhadap fungsi sebagai
antiinflamasi. Demikian juga dengan fungsi sebagai antioksidan,
pengukuran satu marker antioksidan (kadar SOD) hanya memberi

gambaran yang parsial. Diperlukan pendekatan multi-marker.
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KESIMPULAN

6.1 Kesimpulan

1. Pemberian topikal gel EJP pada tikus jantan galur Wistar model luka
eksisi berpengaruh terhadap kadar TNF-o dan kadar SOD secara
signifikan dibanding pemberian gel basis maupun salep povidone iodine.

2. Terdapat perbedaan signifikan rata-rata kadar TNF-a dan kadar SOD
pada jaringan kulit tikus jantan galur Wistar sehat dibanding kontrol
negatif dengan luka cksisi.

3. Terdapat perbedaan signifikan kadar TNF-a antara kelompok kontrol
dengan kelompok perlakuan gel EJP 10% dan 20%, sedangkan kadar
SOD menunjukkan perbedaan signifikan pada jaringan kulit tikus jantan
galur Wistar model luka eksisi antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan gel EJP 20%.

4. Tidak terdapat perbedaan kadar TNF-a pada jaringan kulit tikus jantan
galur Wistar model luka eksisi antar kelompok perlakuan. Terdapat
perbedaan signifikan kadar SOD pada jaringan kulit tikus jantan galur

Wistar model luka eksisi antar kelompok perlakuan.
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6.2 Saran

1. Memperpanjang waktu pemeriksaan dengan menambahkan titik waktu
pada hari ke-3, 7, dan 14 guna memberikan gambaran yang lebih
komprehensif mengenai proses pemulihan jaringan.

2. Menguji beberapa konsentrasi gel berbeda pada penelitian selanjutnya
guna mengetahui efek yang lebih optimal dan signifikan.

3. Melakukan uji fitokimia yang lebih mendalam untuk mengidentifikasi
flavonoid spesifik seperti quercetin dan kuantifikasi terpenoid seperti
cuminaldehyde yang dapat berkontribusi pada efek terapeutik.

4. Melakukan pengukuran multi-marker proinflamasi seperti 1L-1, IL-6,
serta marker antiinflamasi seperti IL-10 dan kombinasi marker penanda
stres oksidatif seperti ROS, MDA, GPX dan CAT untuk memberikan
gambaran yang lebih lengkap tentang dampak perlakuan terhadap

peradangan dan stres oksidatif.
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