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Abstract

Burn wound is an injury that causes tissue damage, typically due to contact with a heat source. Fibroblasts
have an important role in wound healing, synthesizing collagen as the main constituent of the extracellular
matrix which is important in wound integrity. The purpose of this study was to determine the effectiveness of
cream of melinjo (Gnetum gnemon L.) leaf extract on the number of fibroblast cells in deep partial thickness
burn in white rats (Rattus novegicus). Twenty male white rats (Rattus norvegicus) were divided into five
treatment groups, with four replications in each group, and were induced with in deep partial thickness burn.
The negative control group (K-) was treated with cream base, the positive control group (K+) was treated with
Silver Sulfadiazine, while P1, P2, and P3 group was treated with respectively 2.5, 5 and 10% melinjo (Gnetum
gnemon L.) leaf extract cream. Therapy was given twice a day for 14 days. Oneway ANOVA showed significant
differences between each treatment group (p <0.05) and continued with the Duncan test. The average number
of fibroblasts in each treatment group showed that the K- were significantly different from the K+, P2, P3
groups but not P1. The lowest mean number of fibroblast cells was found in the K- group. The conclusion from
the research that has been carried out was that melinjo (Gnetum gnemon L) leaf extract cream decrease the
number of fibroblast cells in second-degree burns wounds in white rats (Rattus norvegicus).

Keywords: Burn Woun, Extract, Fibroblast, Melinjo Leaf, Deep Partial Thickness Burn

Abstrak

Luka bakar merupakan cedera yang menyebabkan kerusakan jaringan umumnya akibat kontak dengan
sumber panas. Fibroblas mempunyai peran penting dalam penyembuhan luka yang mensintesis kolagen
sebagai unsur utama matriks ekstraselular yang penting pada integritas luka. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui efektivitas krim ekstrak daun melinjo (EDM) (Gnetum gnemon L.) terhadap jumlah sel
fibroblas luka bakar derajat II pada tikus putih (Rattus novegicus). Dua puluh ekor tikus putih (Rattus novegicus)
jantan dibagi menjadi lima kelompok perlakuan dengan jumlah empat ulangan setiap kelompok diinduksi
dengan luka bakar derajat II dalam. Kelompok kontrol negatif (K-) diterapi dengan basis krim, Kelompok
kontrol positif (K+) diterapi dengan Silver Sulfadiazine, kelompok perlakuan P1, P2, dan P3 masing-masing
diterapi dengan krim EDM dengan konsentrasi 2,5% , 5%, dan 10%. Terapi diberikan dua kali dalam sehari
selama 14 hari. Oneway ANOVA menunjukkan adanya perbedaan nyata dari tiap kelompok perlakuan (p
<0,05) dan dilanjutkan dengan uji Duncan. Rata-rata jumlah fibroblas setiap kelompok perlakuan
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menunjukkan bahwa kelompok K- berbeda nyata dengan kelompok K+, P2, P3 Namun tidak pada P1. Jumlah
rata -rata sel fibroblas terendah ditemukan pada kelompok K+. Kesimpulan dari penelitian yang telah
dilakukan adalah pemberian krim ekstrak daun melinjo (Gnetum gnemon L.) pada luka bakar derajat II dalam
mampu menunjukan percepatan fase penyembuhan luka menuju fase selanjutnya ditandai dengan
keberadaan jumlah sel fibroblas yang menurun.

Kata kunci: Daun Melinjo, Derajat II Dalam, Ekstrak, Fibroblas, Luka Bakar
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Pendahuluan

Luka bakar merupakan cedera yang sering terjadi dapat menyebabkan kerusakan kulit atau jaringan
lainnya, penyebab utamanya karena adanya kontak dengan sumber panas seperti api, air panas, bahan kimia,
listrik dan radiasi. Klasifikasi luka bakar dibedakan berdasarkan kedalamanya yaitu luka bakar derajat I
(superficial burn), derajat II (partial thickness burn), derajat II dalam (deep partial thickness burn), derajat III (full
thickness burn) dan derajat IV (deep full thickness burn) [1].

Penyembuhan luka pada kulit dimulai dengan penutupan luka, pembersihan luka kemudian berlanjut
ke perbaikan dan remodeling dari jaringan yang telah rusak menjadi kulit normaL. Proses ini dapat dijelaskan
dalam beberapa fase yaitu: fase hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling [2]. Fibroblas
merupakan sel dominan pada proses penyembuhan luka yang mempunyai peran penting mensintesis
kolagen sebagai unsur utama matriks ekstraselular pada proses penyembuhan luka. Meningkatnya proliferasi
fibroblas pada daerah luka, maka sintesis matriks ekstraselular dan kolagen juga akan meningkat sehingga
fase proliferasi berlangsung lebih cepat menuju fase maturasi dan diharapkan penyembuhan luka akan lebih
cepat terjadi [3]. Sebaliknya ketika area luka telah terisi oleh matriks kolagen, maka proliferasi fibroblas akan
menghilang secara perlahan dan mengurangi pembentukan pembuluh darah baru sehingga kondisi akan
mendekati kulit normal [4].

Permasalahan yang sering dihadapi dalam terapi luka bakar adalah inflamasi yang berlangsung lebih
lama dibandingkan dengan luka lain sehingga menyebabkan kerapuhan jaringan yang berlanjut dengan
deformitas bentuk dan gangguan fungsi jaringan. Permasalahan tersebut dapat dicegah dengan tatalaksana
luka fase inflamasi yang meliputi kehilangan dan atau kerusakan epitel maupun jaringan yang menjadi
struktur di bawahnya [5]. Perawatan untuk luka bakar biasanya menggunakan krim silver sulfadiazine (SSD)
yang dapat sebagai anti mikrobial topikal untuk mencegah kontaminasi pada luka bakar [6]. Penggunaanya
krim silver sulfadiazine (SSD) memiliki efek samping pada penderita yang memiliki alergi terhadap logam
dan penggunaan yang kurang tepat akan berdampak toksik bagi penggunanya. Saat ini banyak digunakan
ekstrak herbal sebagai obat topikal untuk terapi penyembuhan luka bakar [7].

Salah satu tanaman yang kaya akan sumber fitokimia yang dapat berperan dalam penyembuhan luka
dan mengandung antioksidan adalah tanaman melinjo (Gnetum gnemon L.). Pada tumbuhan melinjo
(Gnetum gnemon L.) terdapat senyawa metabolit sekunder diantaranya alkaloid, flavonoid, saponin [8].
Senyawa tersebut dapat berfungsi sebagai bahan obat tradisionaL. Flavonoid berpotensi sebagai antioksidan
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dan mempunyai aktivitas sebagai antibakteri, antiinflamasi, antialergi dan antitrombosis [9]. Potensi
flavonoid bertindak sebagai antioksidan dengan meningkatkan aktivasi dan proliferasi fibroblas sehingga
memicu pembentukan kolagen menyebabkan penyembuhan luka cepat terjadi [10]. Perlu dilakukan
penelitian tentang pengaruh pemberian ekstrak daun melinjo (Gnetum gnemon L.) terhadap sel fibroblas fase
proliferasi dalam proses penyembuhan luka bakar derajat II dalam tikus putih (Rattus norvegicus) dalam
sediaan bentuk krim.

Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kandang hewan coba dengan perlengkapanya, scapel,
gunting pisau cukur, spidol, needle, spuit, blender, toples kaca, rotary vacuum evaporator, erlenmeyer, beaker
glass, mortir, water bath, pot krim, kertas saring, pembuatan luka bakar termostat modifikasi, cotton swab
steril, mikroskop. Bahan yang digunakan meliputi tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai hewan coba, daun
melinjo (Gnetum gnemon L.), etanol 70%, aquades, glycerine, triethanolamine, acid stearic, nipagin, natrium
biborate, ekstrak daun melinjo, silver sulfadiazine, ketamine, dan xylazine.

Pembuatan ekstrak

Pembuatan ektrak daun melinjo menggunakan metode maserasi [11]. Daun melinjo yang yang telah
menjadi serbuk ditimbang sebanyak 200 gram ditempatkan pada toples kaca dan ditambahkan etanol 70%
sebanyak 600 mL. Kemudian larutan diaduk kurang lebih selama 10 menit, dan proses perendamannya
selama 24 jam pada suhu ruang. Selanjutnya ekstrak daun melinjo disaring menggunakan kertas saring.
Simplisia direndam kembali dengan larutan etanol yang baru sebanyak 600 ml dan dikerjakan berulang
sampai larutan menjadi jernih [12]. Filtrat dikumpulkan menjadi satu dan dipekatkan menggunakan rotary
vacuum evaporator pada suhu 70 °C hingga terbentuk ekstrak yang pekat

Pembuatan krim ekstrak daun melinjo (Gnetum gnemon L.)

Jenis basis krim yang digunakan pada penelitian ini adalah vanishing cream yaitu krim minyak dalam
air dengan menggunakan bahan glycerine, natrium biborate, acid stearic, triethanolamine, nipagin dan
aquades sebagai bahan dasar pembuatan basis krim. Pembuatan basis krim dimulai dengan menyiapkan
bahan kemudian ditimbang sesuai dengan resep pembuatan basis. Selanjutnya memasukkan aquades ke
dalam erlenmeyer dan direbus hingga mendidih. Diwaktu yang sama glycerine dan triethanolamine
dipindahkan ke dalam masing masing beaker glass dan dipanaskan pada waterbath. Glycerine,
triethanolamine dan aquades yang telah mendidih kemudian dicampur dan diaduk dalam mortir hingga
terbentuk cream. Acid stearic dan nipagin ditambahkan dan diaduk bersama glycerine, triethanolamine dan
aquades yang sudah terbentuk cream. Natrium biborate kemudian dimasukkan ke dalam mortir dan
dilakukan pengadukan kembali hingga homogen [12].

Pelaksanaan penelitian

Penelitian ini sebelumnya telah mendapat persetujuan etik oleh Komisi Etik Hewan (Animal Care and
Use Commite) Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga, Surabaya dengan nomor
1.KE.147.12.2021. Tikus putih jantan dengan berat 150-200 gram sebagai hewan coba sebanyak 20 ekor
diadaptasikan selama 7 hari di dalam kandang pemeliharaan sebelum dilakukan penelitian. Pakan dan
minum hewan coba selama masa adaptasi dan perawatan diberikan selalu tersedia. Tikus putih sebelum
diinduksi luka bakar diberikan anestesi menggunakan kombinasi obat ketamine dan xylazine dengan dosis
90 mg/kg: 10 mg/kg secara intramuskuler [13]. Kemudian dicukur pada daerah gluteus bagian kanan seluas 3
cm x 3 cm. Luka bakar derajat II dalam diinduksi pada semua kelompok tikus putih menggunakan alat
modifikasi dari termostat berdiameter 1 cm dengan suhu yeng telah diatur 85 °C ditempelkan pada gluteus
bagian kanan tikus kurang lebih selama 5 detik [14]. Luka bakar derajat II dalam ditandai dengan adanya
lepuh warna pucat, lepuh, bintik kemerahan dan sedikit rasa nyeri [1].

Terapi diberikan 2 kali sehari pagi dan sore, dimulai 5 menit setelah luka bakar dibuat hingga hari ke-14,
Perlakuan pada kelompok tikus putih adalah sebagai berikut: K- adalah kelompok yang diterapi basis krim
saja, K+ adalah kelompok yang diterapi Silver Sulfadiazine, P1 adalah kelompok yang diterapi dengan krim
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ekstrak daun melinjo (EDM) 2,5%, P2 adalah kelompok yang diterapi dengan krim ekstrak daun melinjo
(EDM) 5%, P3 adalah kelompok yang diterapi dengan krim ekstrak daun melinjo (EDM) 10%. Tikus putih di
hari ke-15 dilakukan eutanasi untuk diambil sampel kulit yang diinduksi luka bakar derajat II dalam.

Perhitungan jumlah sel fibroblas

Pengamatan preparat histopatologi menggunakan sediian kulit yang diinduksi luka bakar derajat II
dalam yang telah dieksisi, kemudian untuk melihat jumlah sel fibroblas menggunakan mikroskop diawali
dengan perbesaran 100x untuk menentukan daerah luka kemudian menggunakan perbesaran 400x untuk
diamati dan perhitungan sel fibroblas. Setiap preparat yang diamati dibagi menjadi lima daerah pengamatan
yang bertujuan memudahkan perhitungan. Setiap daerah yang diamati dihitung kemudian dirata-rata [15].

Analisis data

Data rata-rata jumlah fibroblas setiap perlakuan dianalisis menggunakan program SPSS 20.0 dengan
One Way Analysis of Varian (ANOVA) dan metode Duncan untuk melihat nilai signifikan antar perlakuan
dengan nilai perbedaan nyata p<0,05 [15].

Hasil dan Pembahasan

Kelima kelompok tersebut memiliki tanda-tanda kesembuhan luka yang jelas yang ditandai dengan
jumlah proliferasi fibroblas dan deposisi kolagen. Gambar 1 menunjukkan grafik rata-rata jumlah sel
fibroblas, pada kelompok K- memiliki jumlah rata-rata fibroblas paling tinggi dan diikuti kelompok P1,
menunjukkan terjadinya proses penyembuhan yang kurang baik. Kelompok K+ memiliki jumlah rata-rata
fibroblas yang paling sedikit diantara semua perlakuan, dapat dilihat dari jumlah fibroblas yang semakin
sedikit, dapat menunjukkan proses penyembuhan luka yang paling baik diantara kelompok perlakuan (lihat
Gambar 2).
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Gambar 1 Grafik Rata-Rata Jumlah Fibroblas Setiap Perlakuan

| Rata-rata Jumlah Fibroblas |

Gambar 2. Gambaran mikroskopis sel fibroblas O pada pewarnaan Hematoxylin Eosin Tikus putih dari
semua kelompok diinduksi luka bakar derajat II; K (-) : tikus putih yang diterapi basis krim; K (+) : tikus putih
yang diterapi dengan Silver Sulfadiazine; P1, P2, P3: tikus putih diterapi dengan krim ekstrak daun melinjo
(Gnetum gnemon L.) 2,5 %; 5% dan 10% berturut-turut; Mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x.

Hasil data rata-rata jumlah sel fibroblas setiap kelompok perlakuan setalah dianalisis menggunakan
program Statistic Product Service Solution (SPSS) 20.0. Kemudian diperiksa dengan menggunakan uji
normalitas, dan diperoleh hasil p > 0,05 yang menunjukkan data berdistribusi normaL. Data hasil penelitian
dianalisis menggunakan one way ANOVA untuk melihat nilai signifikansinya. Hasilnya menunjukkan p <
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0.05 signifikan pada setiap kelompok perlakuan, kemudian dilanjutkan dengan metode Duncan untuk
melihat nilai signifikan antar perlakuan.

Tabel 1. Rata-rata sel fibroblas pada luka bakar derajat II dalam

Perlakuan Fibroblast (Mean £ SD)
K- 35,602 + 1,020
K+ 21,55¢+ 2,955
P1 33,002 + 3,464
P2 27,90° + 5,053
P3 24,25bc + 3,104

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang signifikan (p < 0,05); Tikus putih dari semua kelompok
diinduksi luka bakar derajat IT dalam; K (-) : tikus putih yang diterapi basis krim; K (+) : tikus putih yang diterapi dengan Silver Sulfadiazine; P1, P2, P3: tikus
putih diterapi dengan krim ekstrak daun melinjo 2,5%, 5% dan 10% berturut-turut; ulangan = 4.

Tabel 1. menunjukkan hasil perhitungan rata-rata jumlah sel fibroblas pada setiap kelompok perlakuan.
Kelompok kontrol negatif (K-) berbeda secara signifikan dengan kelompok kontrol positif (K+), kelompok P3
dan kelompok P2 namun tidak berbeda secara signifikan dengan kelompok P1. Kelompok (K+) tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kelompok P3. Kelompok P3 juga tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan dengan kelompok P2.

Kelompok perlakuan kontrol negatif yang hanya diberi basis krim pada penelitian ini menunjukkan
jumlah rata-rata sel fibroblas paling tinggi diantara semua kelompok perlakuan. Hal tersebut dapat terjadi
karena kelompok kontrol negatif (K-) hanya diberi basis krim, tidak diberi obat atau zat yang berkhasiat
sehingga menyebabkan penyembuhan luka tidak mengalami proses percepatan dan dikarenakan proliferasi
dan migrasi dari sel radang dan fibroblas masih cukup tinggi yang menandakan luka baru memasuki fase
proliferasi untuk membentuk matriks ekstraseluler [16].

Silver Sulfadiazine (SSD) merupakan obat yang paling umum digunakan dalam menangani luka bakar
[15]. Krim SSD adalah salah satu dari krim topikal yang berperan sebagai antimikroba, sehingga mengurangi
resiko infesksi. SSD memiliki beberapa keuntungan bagi penggunanya seperti mudah dan nyaman
digunakan, tidak menimbulkan rasa sakit, menghasilkan toksisitas yang rendah, dan juga memiliki efek
antibakteri [17]. Krim SSD dapat meningkatkan re-epitelisasi, proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen [18].
Hal tersebut dapat menjadi alasan kelompok kontrol positif yang diberi krim SSD memiliki jumlah rata-rata
fibroblas yang paling rendah dimana terjadi percepatan fase penyembuhan luka paling baik diantara semua
kelompok.

Kelompok perlakuan yang di terapi krim EDM 2,5% menunjukkan jumlah rata-rata sel fibroblas paling
tinggi diantara perlakuan yang diberi krim ekstrak daun melinjo Kandungan zat aktif pada konsentrasi
rendah dapat menyebabkan proses kesembuhan luka belum maksimaL. Ektrak tanaman dengan konsentrasi
yang rendah memiliki kandungan saponin yang rendah juga. Saponin mampu mempercepat proses
penyembuhan luka dengan mempengaruhi proliferasi fibroblas untuk merangsang pembentukan kolagen
[19]. Hasil tersebut menggambarkan bahwa krim ekstrak daun melinjo pada konsentrasi 2,5% dapat
memberikan efek penyembuhan yang baik pada luka namun belum cukup optimum yang ditandai jumlah
sel fibroblas yang sedang namun gambaran sabut kolagen masih belum cukup matang

Kelompok perlakuan yang diterapi krim EDM 5% dan 10% tidak berbeda secara signifikan, namun pada
kelompok yang diberi krim EDM 10% menunjukkan jumlah rata-rata sel fibroblas terendah dari semua
perlakuan yang diberi krim EDM. Hal tersebut menggambarkan bahwa krim ekstrak daun melinjo pada
konsentrasi 5% dan 10% dapat memberikan efek penyembuhan yang lebih cepat pada penyembuhan luka
yang ditandai terbentuknya sabut kolagen yang matang dan sedikitnya sel fibroblas yang menunjukkan luka
sudah memasuki akhir dari fase proliferasi dan menuju pada fase berikutnya. Hal tersebut dikarenakan
penyembuhan luka mengalami percepatan, ketika area luka terisi matriks kolagen, fibroblas akan menghilang
secara perlahan dan mengurangi pembentukan pembuluh darah baru sehingga kondisi akan mendekati
normal [20]. Keduanya menunjukkan tanda penyembuhan yang baik berdasarkan jumlah fibroblas dan
gambaran beberapa kolagen yang mulai matang.
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Penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan yang diberi krim ektrak daun melinjo dengan konsentrasi
10% memperlihatkan kesembuhan yang hampir mendekati kulit yang sehat atau normal sehingga dapat
dikatakan merupakan dosis yang efektif untuk terapi luka bakar derajat II dalam. Khasiat krim dari ekstak
daun melinjo dapat dikaitkan dengan aktivitas flavonoid, saponin dan tanin yang merupakan kandungan
dari daun melinjo. Flavanoid merupakan senyawa alam yang di sintesis oleh sebagian tanaman dan banyak
ditemukan pada hampir semua bagian tumbuhan terutama pada daun. Flavanoid dapat berperan sebagai anti
bakteria dengan menginaktivasi protein pada membran sel bakteri untuk menghambat perkembangan bakteri
dan mencegah terjadi infeksi sekunder [20].

Flavonoid merupakan senyawa aktif yang dapat meningkatkan jumlah dari sel fibroblas dan
meningkatkan proliferasi seL. Kandungan flavonoid pada daun melinjo dapat bertindak sebagai antioksidan
yang dapat berperan sebagai anti inflamasi sehingga mempersingkat fase inflamasi pada penyembuhan luka.
Fase inflamasi ini dipercepat dengan menangkap radikal bebas dan mencegah reaksi oksidasi [15]. Pada fase
inflamasi ketika konsentrasi Reactive Oxygen Species (ROS) yang dihasilkan oleh neutrofil dan makrofag
melebihi kapasitas antioksidan sel akan menyebabkan stres oksidatif. Peningkatan kerusakan oksidatif ini
sering ditemukan pada luka bakar. Kondisi ini dapat menyebabkan ganguan kesembuhan luka, penurunan
kolagen, menghambat proliferasi dan migrasi sel, kerusakan jaringan, dan peradangan yang berlangsung
lebih lama. ROS dalam kondisi normal dapat menguntungkan karena dapat memulai proses penyembuhan
luka seperti desinfeksi, angiogenesis, epitelisasi dan lain-lain. Dalam fisiologi normal penyembuhan luka
diperlukan tingkat ROS dan stres oksidatif, namun paparan yang berlebih pada stres oksidatif dan ROS dapat
mengganggu proses penyembuhan luka yang menyababkan kesembuhan luka menjadi terhambat [22].

Kandungan saponin pada daun melinjo dapat bekerja dengan meningkatkan permeabilitas membran sel,
apabila saponin berinteraksi dengan bakteri, sel bakteri tersebut akan mengalami lisis. Proliferasi dari monosit
yang dapat ditingkatkan oleh saponin dapat meningkatkan jumlah makrofag dan mensekresi growth factor
dalam menghasilkan fibroblas dan mensintesis kolagen ke daerah luka. Selain itu, saponin juga dapat
mempercepat proses migrasi keratinosit yang berperan penting dalam proses re-epitalisasi [23]. Sedangkan
tanin dalam daun melinjo berperan sebagai anti bakterial dan antiinflamasi sehingga proliferasi sel fibroblas
pada lokasi luka tidak terganggu berdampak terjadinya kontraksi luka akan lebih cepat [24]. Fibroblas di
lokasi luka akan mulai menurun dan kembali normal sekitar hari ke 14 ketika matriks ekstraseluler pada luka
telah mencapai kekuatan tarik hampir sama dengan jaringan sehat di sekitarnya [20].

Ketika luka telah mencapai keadaan keregangan yang meningkat, jumlah fibroblas mulai berkurang
dengan mekanisme apoptosis dan jumlahnya mulai berkurang saat luka menutup. Pada akhir fase proliferasi,
fibroblas mulai melakukan apoptosis, dan akan mengubah jaringan granulasi dari lingkungan yang kaya akan
sel menjadi lingkungan yang terutama terdiri dari kolagen [20]. Keseimbangan antara proliferasi dan
apoptosis fibroblas sangat penting untuk menentukan kecepatan penyembuhan selama proses penyembuhan.
Percepatan penyembuhan yang menyebabkan mekanisme apoptosis tersebut yang menjadi alasan kelompok
perlakuan yang diberi krim ekstrak daun melinjo lebih rendah jumlah fibroblasnya dibandingkan kelompok
kontrol yang diberi silver sulfadiazine dan kontrol negatif yang hanya diberi basis krim.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat diambil kesimpulan bahwa pemberian krim ekstrak daun melinjo
(Gnetum gnemon L.) pada luka bakar derajat II dalam mampu menunjukan percepatan fase penyembuhan luka
menuju fase selanjutnya ditandai dengan keberadaan jumlah sel fibroblas yang menurun
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