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RINGKASAN

Efek Proantosianidin Ekstrak Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao L.)
Terhadap Ekspresi MMP-8 Pada Jaringan Gingiva Model Tikus
Periodontitis; Anya Tania Larasati; 161610101040; 2020; 85 halaman; Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Periodontitis merupakan keradangan pada jaringan periodontal yang
mengenai hampir 75% penduduk Indonesia yang disebabkan oleh bakteri plak
atau periopatogen, seperti Porphyromonas gingivalis. Porphyromonas gingivalis
merupakan salah satu bakteri proteolitik karena faktor virulensinya mengandung
enzim protease yang digunakan untuk melawan sistem pertahanan host dan dapat
menyebabkan degradasi jaringan sehingga bakteri dapat melakukan invasi ke
jaringan gingiva yang lebih dalam. Jaringan gingiva tersusun atas epitel yang
berfungsi sebagai barrier dalam mengatasi agen berbahaya, termasuk bakteri.
Integritas epitel gingiva ini dapat terganggu atau rusak oleh karena aktivitas enzim
protease bakteri ataupun aktivitas respon tubuh dalam mengeliminasi bakteri
penyebab infeksi jaringan periodontal.

Infeksi P.gingivalis ini akan meningkatkan produksi MMP-8 untuk
mengeliminasi infeksi P.gingivalis. MMP-8 (collagenase 2) sebagai biomarker
peradangan jaringan periodontal merupakan enzim pemecah kolagen pada
jaringan ikat yang memegang kendali aktivitas kolagenase terbesar di jaringan
gingiva pada keadaan periodontitis. MMP-8 ditemukan dalam kadar yang rendah
pada jaringan periodontal yang sehat dan sebaliknya akan meningkat apabila
terjadi peradangan.

Guna menurunkan produksi MMP-8 pada periodontitis perlu dilakukan
upaya pengobatan yang mempunyai efek antinflamasi, salah satunya dengan
bahan dari kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) Proantosianidin merupakan
senyawa polifenol yang paling banyak terdapat pada kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) (58%) dengan pemanfaatan yang masih belum optimal
tetapi diduga memiliki efek antiinflamasi. Proses inflamasi dapat terhambat oleh

karena pemberian proantosianidin diduga dapat menghambat produksi MMP-8
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dengan cara memblokir aktivasi sinyal nuclear factor-kappaB (NF-«xB) sehingga
tidak terjadi kerusakan jaringan yang berlebihan.

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratories dengan
rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control group
design yang diberikan kepada 16 sampel penelitian. Sampel penelitian dibagi
menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Masing-
masing kelompok dibagi lagi menjadi 2 sub kelompok yang diamati pada hari ke-
7 dan ke-14 dengan masing-masing sub kelompok terdiri atas 4 tikus. Pembuatan
gel proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dilakukan dengan cara
mencampurkan aquades, CMC-Na, dan ekstrak kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) hingga homogen. Porphyromonas gingivalis diinjeksikan ke jaringan
sulkus gingiva bagian mesiobukal dan mesiopalatal molar atas kanan hingga
didapatkan keadaan periodontitis lalu diberi gel proantosianidin diaplikasikan
selama 7 dan 14 hari. Jaringan gingiva lalu diambil dan dilakukan pemrosesan
jaringan untuk dapat diamati menggunakan mikroskop binokuler dengan
perbesaran 400X yang dibantu optilab dan software Immunoratio. Data hasil
pengamatan ekspresi MMP-8 kemudian dianalisis dengan SPSS.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan ekspresi MMP-8 di
jaringan gingiva pada kelompok penelitian dan waktu pengamatan. Ekspresi
MMP-8 pada kelompok perlakuan (P) lebih rendah dibandingkan kelompok
kontrol (K). Selain itu, ekspresi MMP-8 pada kelompok kontrol hari ke-14 lebih
tinggi dibandingkan hari ke-7. Sedangkan ekspresi MMP-8 pada kelompok
perlakuan hari ke-14 lebih rendah dibandingkan hari ke-7. Oleh karena itu, dapat
disimpulkan bahwa pemberian proantosianidin ekstrak kulit buah kakao dapat

menurunkan ekspresi MMP-8.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Periodontitis merupakan keradangan pada jaringan periodontal yang
mengenai hampir 75% penduduk Indonesia dari berbagai golongan usia.
Periodontitis ini merupakan kelanjutan dari gingivitis, apabila tidak dirawat akan
menyebabkan kehilangan perlekatan dan berakhir pada kehilangan gigi.
Periodontitis disebabkan oleh bakteri plak atau periopatogen, terutama bakteri
gram negatif yang mempunyai aktivitas proteolitik (Robbihi, 2018).

Porphyromonas gingivalis merupakan salah satu bakteri proteolitik karena
faktor virulensi bakteri ini mengandung enzim protease terlarut dan terikat, seperti
capsules, fimbriae, gingipains, dan lipopolisakarida. Enzim protease ini digunakan
bakteri P.gingivalis untuk melawan sistem pertahanan host dan menyebabkan
degradasi protein pada jaringan dan plasma, terutama protein struktural penyusun
jaringan gingiva dan periodontal sehingga mempermudah melakukan invasi ke
jaringan gingiva yang lebih dalam. Degradasi protein ini akan memicu kerusakan
dan kehilangan perlekatan jaringan periodontal terutama gingiva (How, 2016).

Jaringan gingiva tersusun atas keratinized stratified squamous epithelium,
dimana epitel tersebut berfungsi sebagai pendukung integritas jaringan gingiva
(Leininger, 2018). Integritas gingiva merupakan salah satu bentuk mekanisme
pertahanan tubuh melalui pertahanan fisik dalam mengatasi agen berbahaya,
termasuk bakteri. Integritas epitel gingiva ini dapat terganggu atau rusak dengan
aktivitas enzim protease bakteri ataupun aktivitas respon tubuh dalam
mengeliminasi bakteri penyebab penyakit periodontal (How, 2016).

Kolonisasi dan infeksi P.gingivalis ini akan meningkatkan produksi
sitokin proinflamatori dari host sebagai upaya untuk mengeliminasi infeksi
P.gingivalis sehingga dapat memicu produksi matriks metalloproteinase-8 (MMP-
8) (Rangbulla, 2017). MMP-8 (collagenase 2) merupakan enzim pemecah kolagen
pada jaringan ikat yang memegang kendali aktivitas kolagenase terbesar di
jaringan gingiva pada keadaan periodontitis (Susilowati, 2010; Sorsa, 2016).
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MMP-8 sebagai biomarker peradangan jaringan periodontal ditemukan dalam
kadar yang rendah oleh karena tingginya kadar inhibitor alami MMP-8 pada
jaringan periodontal yang sehat dan sebaliknya akan meningkat apabila terjadi
peradangan (Rangbulla, 2017).

Guna menurunkan produksi MMP-8 pada periodontitis perlu dilakukan
upaya pengobatan yang mempunyai efek antinflamasi, salah satunya dengan
bahan dari kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) yang kaya akan senyawa
polifenol dan diduga memiliki efek tersebut. Kulit buah kakao (Theobroma cacao
L.) ini jumlahnya sangat melimpah di Kabupaten Jember sebagai limbah pertanian
dan belum termanfaatkan dengan baik. Disisi lain, kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) mempunyai banyak kandungan kimia yang sangat berguna bagi
kehidupan manusia, baik di bidang kosmetik, pertanian, dan kedokteran
(Mulyatni, 2012). Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) mengandung air
(85%), serat kasar (27%), dan protein (8%) (Partayasa, 2017). Senyawa polifenol
yang terkandung dalam kulit buah kakao (Theobroma cacao L.), antara lain
proantosianidin (58%), katekin (37%), dan antosianin (4%) (Dipahayu, 2018;
Rosniati dan Kalsum, 2018).

Proantosianidin merupakan senyawa polifenol yang paling banyak terdapat
pada kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dengan pemanfaatan yang masih
belum optimal. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 10% proantosianidin
kulit buah kakao mampu menurunkan kadar COX-2 pada periodontitis, dimana
COX-2 ini berperan dalam regulasi MMP-8. Diduga penurunan COX-2 dapat
menurunkan kadar MMP-8 sehingga aktivitas bakteri juga terhambat.
Proantosianidin diduga merupakan inhibitor aktivitas MMP-8 oleh karena
kemampuannya dalam menghambat sekresi MMP-8 dengan cara memblokir
aktivasi sinyal nuclear factor-kappaB (NF-xB) (Lagha, 2015; Anajafi, 2017
Zheng, 2017; Torre, 2018).

Dari uraian diatas, dapat diketahui bahwa kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) sebenarnya memiliki potensi besar untuk dapat mengobati periodontitis
olen karena kandungan proantosianidin yang tinggi. Walaupun potensi

proantosianidin masih belum tereksplorasi secara optimal. Selain itu, perlu
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dilakukan penelitian mengenai kemampuan proantosianidin dalam menurunkan
ekspresi MMP-8 sehingga ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma

cacao L.) kedepannya berpotensi untuk digunakan sebagai terapi periodontitis.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka didapatkan rumusan masalah,
yaitu apakah proantosianidin ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)
dapat memberikan efek menurunkan ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva

model tikus periodontitis?

1.3 Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah diatas, tujuan yang ingin dicapai adalah
menguji efek proantosianidin ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)
terhadap penurunan ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva model tikus

periodontitis.

1.4 Manfaat
Dari hasil penelitian ini, diharapkan dapat memberikan beberapa manfaat,
diantaranya:

1. Mengkaji efek proantosianidin ekstrak kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) terhadap penurunan ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva
model tikus periodontitis.

2. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai terapi alternatif
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) untuk
periodontitis sehingga produksi dan pemanfaatan proantosianidin ekstrak
kulit buah kakao dapat ditingkatkan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Periodontitis

Jaringan periodontal adalah jaringan yang mengelilingi gigi dan berfungsi
sebagai penyangga gigi, terdiri atas gingiva, sementum, jaringan ikat periodontal,
dan tulang alveolar. Salah satu tipe penyakit periodontal yang sering dijumpai
pada masyarakat adalah periodontitis (Fauzi, 2016; Sugiarti, 2017). Periodontitis
merupakan penyakit inflamasi yang disebabkan oleh pengumpulan plak bakteria
yang mengakibatkan inflamasi pada jaringan gingiva, karusakan jaringan
periodonsium dan kehilangan tulang alveolar yang diakhiri dengan kehilangan
gigi (Fauzi, 2016). Periodontitis menyebabkan destruksi jaringan secara permanen
yang dapat dikarakteristikkan dengan inflamasi kronis, timbul perdarahan saat
probing dan terjadi kedalaman probing > 4 mm oleh karena migrasi epitelium
yang menyatu ke apikal, kehilangan jaringan ikat dan kehilangan tulang alveolar.
Gambaran klinis dari periodontitis adalah terjadinya perubahan warna menjadi
menjadi merah terang disertai dengan pembengkakan margin, kehilangan tulang
alveolar dan kegoyangan gigi (Quamilla, 2016).

Beberapa faktor resiko terhadap terjadinya periodontitis bersifat
multifaktorial, diantaranya faktor lokal, pekerjaan, lingkungan, merokok, jenis
kelamin, stress, dan psikososial. Tidak hanya itu, tingkat pendidikan dan sosial
ekonomi yang rendah ikut berpengaruh terhadap terjadinya penyakit periodontitis
karena akan mengakibatkan kurangnya kesadaran akan kepentingan kebersihan
rongga mulut (Afrianti, 2018). Dampak yang ditimbulkan dari penyakit
periodontitis, antara lain berat bayi lahir rendah (BBLR), preeklamsia, stroke, dan
infark miokard akut serta dapat mengganggu aktivitas sehari-hari karena
menurunkan kemampuan pengunyahan dan berbicara (Sugiarti, 2017; Robbihi,
2018).

Bentuk paling umum dari periodontitis adalah periodontitis kronis yang
tidak hanya terjadi pada orang dewasa tetapi juga menyerang anak-anak.
Periodontitis kronis memiliki tingkat progresi yang lambat tetapi periode

kehancurannya dapat berlangsung cepat. Peningkatan perkembangan penyakit
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dapat disebabkan oleh dampak dari faktor-faktor lokal, sistemik, atau lingkungan
yang dapat mempengaruhi interaksi yang normal dari inang dan bakteri (Sidiga,
2017).

Penatalaksanaan penyakit periodontal terdiri dari empat tahap, yaitu tahap
sistemik, tahap higienik, tahap koreksi, dan tahap penunjang. Tahap sistemik
berhubungan dengan kondisi sistemik penderita yang berpengaruh terhadap
timbulnya penyakit periodontal yang selanjutnya juga akan berdampak pada
rencana terapi. Pada tahap sistemik fokus perawatan penyakit periodontal
ditekankan pada masalah infeksi yang selalu terjadi, sehingga perlu dilakukan
pemberian antimikroba, berupa pemberian antibiotik secara lokal atau sistemik
dan antiseptik. Tahap higienik dari penatalaksanaan penyakit periodontal adalah
dengan menghilangkan faktor lokal penyebab penyakit periodontal, seperti plak
dan kalkulus dengan cara scaling dan root planning. Penderita juga harus diberi
instruksi untuk menjaga kebersihan mulutnya sebab emulihkan kebersihan mulut
yang optimal merupakan tujuan dari tahap ini. Memperbaiki kerusakan yang
ditimbulkan oleh penyakit periodontal termasuk dalam tahap koreksi, seperti
penyesuaian oklusi dan tindakan bedah. Setiap penderita yang mengalami terapi
periodontal memerlukan tindak lanjut yang terus menerus karena penyakit
periodontal merupakan penyakit kronis yang perlu dilakukan re-evaluasi
(Tedjasulaksana, 2016).

2.1.1 Etiologi Periodontitis

Plak merupakan penyebab utama terjadinya periodontitis yang akan
berakumulasi di permukaan gigi (Asykarie, 2017). Plak gigi adalah lapisan lunak
yang terdiri atas mikroorganisme yang berkembang biak diatas suatu matriks yang
terbentuk dan melengket pada permukaan gigi yang tidak dibersihkan (Mirawati,
2017). Penyakit periodontal dapat disebabkan oleh bakteri gram positif dan gram
negatif. Bakteri gram postitif biasanya akan menstimulasi terbentuknya
chemokines dalam level yang rendah. Sedangkan bakteri gram negatif akan
mengeluarkan LPS yang dapat menstimulasi pengeluaran chemokines dan
interleukin serta mendestruksi jaringan (Siregar, 2015). Beberapa bakteri plak
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yang dapat menyebabkan periodontitis, diantaranya Streptococcus mutans,
Porphyromonas  gingivalis, dan Actinobacillus  actinomycetemcomitans
(Sudirman, 2017). Periodontitis berkembang setelah timbulnya simbiosis antara
biofilm atau bakteri plak dan host yang berhubungan dengan kesehatan dan
respons inflamasi imun host sehingga terjadi kerusakan jaringan ikat dan

kehilangan tulang alveolar (Anwar, 2018).

2.1.2 Patogenesis Periodontitis

Patogenesis periodontitis erat kaitannya dengan interaksi antara plak
biofilm dengan respon host. Interaksi antara biofilm patogenik dengan respon
imun host beresiko 80% terhadap perkembangan penyakit periodontitis. Secara
klinis, pada jaringan periodontal yang sehat sudah terdapat infiltrasi leukosit yang
kemudian akan bermigrasi ke junctional epithelium untuk bertindak sebagai barier
terhadap mikroba. Keratinosit pada epitelium gingiva juga berperan sebagai barier
terhadap adanya infeksi bakteri dengan ikut mensekresi beberapa molekul
inflamasi, seperti IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, dan TNF-a serta antimicrobial
peptides (AMPs) (Meyle, 2015).

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri patogen bersifat anaerob
gram negatif yang paling banyak menyebabkan periodontitis. Invasi P.gingivalis
secara intraseluler diinisiasi oleh melekatnya fimbriae dengan reseptor 31-integrin
pada permukaan jaringan. Invasi dapat berlangsung selama sekitar 15 menit dan
replikasi bakteri didalam sel akan berlangsung dalam 4 jam pertama. Enzim
proteinase pada bakteri, seperti gingipains dan LPS dari P.gingivalis dapat
menghancurkan barier epitelium sehingga bakteri dapat melakukan invasi.
Kolonisasi bakteri yang semakin banyak atau yang disebut plak pada permukaan
mukosa dapat mengakibatkan inflamasi yang selanjutnya akan mengaktifkan
pengeluaran sitokin proinflamasi (Ji, 2015; Meyle, 2015; Sari, 2016).

Dalam fase ini tentunya terjadi aktivasi innate immune system yang
disertai oleh migrasi leukosit ke area infeksi. Toll-like receptors (TLRs) akan
mengenali adanya sinyal berbahaya oleh karena terjadinya suatu injuri sehingga
akan mengaktivasi intracellular signaling pathways, termasuk NF-xB yang akan
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mengaktivasi Sel B dan mitogen activated protein kinases (MAPK) pathways
untuk menginduksi sitokin, chemokines, dan antimicrobial peptide sebagai respon
inflamasi (Landen, 2016).

Sekresi sitokin proinflamasi akan mengakibatkan migrasi trombosit dan
leukosit. Degranulasi platelet ini akan mengaktivasi complement cascade (C3a
dan C5a) sehingga terjadi vasodilatasi pembuluh darah yang akan meningkatkan
permeabilitas pembuluh darah dan memperlambat laju aliran darah. Aktivasi
endotelial ini akan menyebabkan penurunan antikoagulan dan fibrinolitik
sehingga akan meningkatkan aktivitas trombosis. Bersamaan dengan ini akan
terjadi peningkatan adhesi leukosit, utamanya neutrofil, dengan cara melekat pada
adhesion molecules, seperti intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), vascular
cell adhesion molecule 1 (VCAML1), dan e-selectin (SELE) pada sel endotelial ke
area peradangan untuk memfagosit patogen yang kemudian akan dibunuh oleh
AMPs, seperti a-defensins dan b-defensins. Neutrofil juga akan memproduksi
berbagai sitokin, seperti IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, dan TNF-a untuk memperkuat
respon inflamasi (Meyle, 2015; Landen, 2016; Moreira, 2018).

Diapedesis dan migrasi leukosit terjadi dari jaringan gingiva ke sulkus
gingiva melewati junctional epithelium. Bersamaan dengan ini, terjadi pula
peningkatan serum pada sulkus gingiva sebagai hasil dari peningkatan
permeabilitas vaskular yang akan menjadi cairan sulkus gingiva (Crevicular
Gingival Fluid) dan memediasi beberapa inflammatory peptides, seperti antibodi,
complement, dan produk perlawanan patogen lainnya. Peningkatan cairan sulkus
gingiva ini akan menyebabkan peningkatan eksudat serta pembengkakan jaringan
gingiva (Meyle, 2015)

Beberapa hari kemudian, monosit akan bermigrasi ke area injuri yang
kemudian akan berdiferensiasi menjadi makrofag. Makrofag akan memperoduksi
IL-10 dan growth factors, seperti transforming growth factor (TGFp), vascular
endothelial growth factor (VEGF), insulin like growth factor (IGF1), basic
fibroblast growth factor (bFGF) untuk menginisiasi proliferasi fibroblas, sintesis
ECM, dan angiogenesis. Makrofag maupun fibroblas akan meregulasi ECM

dengan mensintesis matrix metalloproteinases (MMPs) dan tissue inhibitors of
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metalloproteinase (TIMPs) sehingga destruksi jaringan dapat terus terjadi
(Landen, 2016).

Pada keadaan periodontitis, diketahui bahwa invasi bakteri banyak
ditemukan di daerah membran basalis epitelium dan jaringan ikat termasuk di area
dekat tulang alveolar bersamaan dengan ditemukannya infiltrasi sel T, leukosit,
dan TNFa. Kondisi sistem imun yang semakin menurun dapat mengakibatkan
proses infeksi ini menjadi inflamasi kronis dengan destruksi jaringan berlebihan
(Ji, 2015).

Meningkatnya aktivitas neutrofil dalam membunuh patogen juga akan
mengeluarkan ROS. ROS dapat menginduksi kerusakan protein dan DNA sel yang
juga akan menghambat siklus pertumbuhan sel, menyebabkan apoptosis fibroblas,
dan menginduksi MMPs untuk mendegradasi matriks protein sehingga
menyebabkan destruksi jaringan. Disamping itu, ROS juga dapat menginduksi
proses degenerasi jaringan keras atau resorbsi tulang alveolar melalui proses

osteoclastogenesis (Kanzaki, 2017).

2.2 Porphyromonas gingivalis

Bakteri gram negatif banyak ditemukan saat kultur bakteri plak pada
penyakit periodontitis (Tani, 2017). Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri
patogen bersifat anaerob gram negatif yang paling banyak menyebabkan
periodontitis (Sari, 2016). Bakteri tersebut merupakan flora normal di dalam
rongga mulut manusia yang banyak ditemukan pada area sulkus gingiva dan plak
subgingiva (Dwipriastuti, 2017). Prevalensi P.gingivalis yang mendominasi pada
periodontitis sebanyak 80,5% (Alibasyah, 2016). Bahkan ada pula yang mencatat
bahwa sebanyak 85,75% P.gingivalis dapat menyebabkan periodontitis kronis
(How, 2016).

Mikroorganisme yang berkoloni didalam plak tersebut memiliki beberapa
faktor virulensi yang dapat merusak jaringan periodontal (Sari, 2016). Faktor-
faktor virulensi pada bakteri gram negatif termasuk pada P.gingivalis dapat
memicu terjadinya reaksi inflamasi pada jaringan periodontal dengan

menderegulasi pertahanan innate immune system dan menstimulasi peningkatan
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produk inflamasi, seperti IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, dan TNF-a. Destruksi jaringan
periodontal dapat terjadi oleh karena peningkatan aktivitas osteoklas yang
meresorbsi tulang alveolar disertai dengan penurunan diferensiasi osteoblas dan
mineralisasi pada saat proses regenerasi jaringan periodontal (How, 2016).

Ketika terjadi inflamasi, IL-8 memberi sinyal kepada neutrofil untuk
segera migrasi menuju junctional epithelium untuk membangun sistem pertahanan
mukosa rongga mulut. Pada saat yang bersamaan, adanya bakteri P.gingivalis
didalam sulkus gingiva akan bertemu dengan neutrofil lalu mensekresikan serine
phosphatase (SerB) yang dapat menekan produksi IL-8 sehingga mencegah
translokasi dan transkripsi gen IL-8. Akibat hal ini, migrasi neutrofil ikut
berkurang ke jaringan terinflamasi dan semakin meningkatkan kolonisasi bakteri
P.gingivalis pada jaringan gingiva. Disamping itu, seiring berjalannya waktu
ketika makrofag akan melakukan perannya untuk memfagosit patogen,
P.gingivalis dapat mengambil lipid yang terbentuk pada membrane makrofag
menggunakan fimbriae dan asesori protein lainnya. Maka, dengan sekali
P.gingivalis dapat masuk ke dalam makrofag, bakteri tersebut dapat mengganggu
proses seluler makrofag untuk membunuh patogen (Zenobia dan Hajishengallis,
2015).

2.2.1 Taksonomi Porphyromonas gingivalis

Pada awalnya, bakteri ini bernama Bacteriodes gingivalis yang kemudian
mengalami klasifikasi baru dengan adanya perubahan pada nama genusnya
sehingga menjadi Porphyromonas gingivalis. Nama Porphyromonas berasal dari
kata sifat bahasa Yunani “Porphyreos” yang berarti “ungu” dan kata benda
bahasa Yunani “Monas” yang berarti “unit”. Oleh karena itu, kata
“Porphyromonas” berarti sel porphyrin sebagai koloni pada media agar yang
dapat berubah warna menjadi hitam setelah 6-10 hari oleh karena akumulasinya
(How, 2016).

Secara taksonomi, P.gingivalis dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Filum : Bacteroides
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Kelas : Bacteroidia

Ordo : Bacteroidales

Famili : Porphyromonadaceae

Genus : Porphyromonas

Spesies : Porphyromonas gingivalis (Rams, 2016)

2.2.2 Karakteristik Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri obligat anaerobik gram
negatif yang tidak berspora, berbentuk batang pleomorfik dengan panjang 0,5 - 2
pum, non-motil dan termasuk dalam jenis bakteri proteolitik. Bakteri ini tumbuh
berkoloni pada media kultur padat (agar plates) berdiameter 1-2 mm, berbentuk
konveks, halus, mengkilat serta berwarna coklat hingga hitam oleh karena
produksi prothoheme, yaitu suatu substansi yang bertanggungjawab atas warna
khas koloni bakteri ini (Samaranayake, 2011; How, 2016; Rams, 2016).

Habitat P.gingivalis berada pada sel-sel gingiva dan yang paling banyak
terdapat pada jaringan gingiva rongga mulut manusia. Hal ini ditunjang oleh
karena terdapatnya fermentasi asam amino sebagai kebutuhan bakteri tersebut
dalam memproduksi energi dan bertahan hidup di poket periodontal (How, 2016;
Takeuchi, 2017).

2.2.3 Faktor-Faktor Virulensi Porphyromonas gingivalis

Kerusakan periodontal sering dipicu oleh serangkaian proses kompleks
yang melibatkan akumulasi plak, substansi bakteri, dan respon inflamasi. Bakteri
P.gingivalis memiliki beberapa faktor virulensi yang merupakan komponen
metabolit bakteri sehingga dapat melakukan penetrasi ke gingiva dan
menyebabkan kerusakan jaringan periodontal (How, 2016).

Faktor-faktor virulensi tersebut, diantaranya:

a. Kapsul (Capsules)

Bakteri harus menempel pada gigi atau permukaan mukosa rongga mulut
supaya dapat berpenetrasi ke dalam jaringan periodontal. Perlekatan bakteri pada
mukosa dimediasi oleh adhesins yang terdapat pada permukaan bakteri dan
permukaan mukosa. Adhesins ini diketahui sebagai komponen dinding sel atau
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kapsul bakteri. Komposisi utama kapsul bakteri tersusun atas gula. Hasil studi
sebelumnya membuktikan bahwa bakteri berkapsul termasuk P.gingiva memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap terjadinya adhesi awal P.gingiva ke sel epitel
poket periodontal. Bakteri berkapsul yang melekat pada permukaan mukosa
diketahui pula dapat meningkatkan resistensi terjadinya fagositosis, menurunkan
induksi leukosit, dan memodulasi respon host dengan menurunkan sintesis
beberapa sitokin, seperti IL-1, IL-6, dan IL-8. Beberapa studi juga menyebutkan
bahwa semakin tebal kapsul bakteri, maka akan semakin tinggi pula kemampuan
virulensinya. Ketebalan kapsul bakteri ini dapat dibedakan menurut jenis
strainnya. Kapsul juga berkontribusi sebagai pertahanan bakteri itu sendiri dengan
mengurangi efek bakterisid atau antimikroba peptida yang disebut defensins
(How, 2016).
b. Fimbriae

Fimbriae merupakan komponen protein yang menonjol keluar dari
permukaan sel membran terluar bakteri. Fimbriae memiliki panjang 3-25 pm.
Porphyromonas gingivalis diketahui memiliki 2 tipe fimbriae pada permukaan
selnya, yaitu sub unit protein FimA/Fimbrillin (fimbriae mayor) yang dikode oleh
gen Fim A dan sub unit protein Mfa (fimbriae minor) yang dikode oleh gen Mfa
1. Kedua tipe fimbriae ini dibedakan atas komposisi asam amino pada keduanya
dan sama-sama berkontribusi atas peningkatan progresi reaksi inflamasi jaringan
periodontal. Selain kedua tipe tersebut, ternyata P.gingivalis juga memiliki tipe
sub unit protein lain yang tidak termasuk ke dalam salah satu tipe sub unit
protein/fimbriae pada umumnya. Mfa 1 atau fimbriae minor diketahui dapat
menstimulasi produksi IL-1a, IL-1B, IL-6, dan TNF-a sehingga dapat dikatakan
bahwa Mfal menjadi faktor penyebab resorbsi tulang alveolar. Sedangkan Fim A
atau fimbriae mayor diketahui dapat menyebabkan invasi awal osteoblast tapi
tidak untuk diferensiasi dan mineralisasi (How, 2016).

c. Lipopolisakarida (LPS)

LPS merupakan molekul besar dengan ukuran kurang lebih 10 kDA. LPS

merupakan komponen pada membran terluar bakteri yang tersusun atas

polisakarida, oligosakarida, dan domain hidrofobik atau Lipid A (endotoksin).
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Lipid A sebagai penyusun terbanyak pada LPS dapat menyebabkan regulasi
innate immune system dengan cara berinteraksi dengan Toll-like Receptor (TLR) 2
dan 4. LPS juga berperan untuk menjaga integritas structural sel bakteri dengan
cara mengontrol masuknya molekul hidrofobik dan substansi beracun. LPS
merupakan faktor petogenik terpenting pada bakteri periopatogen termasuk pada
P.gingivalis (How, 2016).

Kemampuan LPS ini dapat mengaktifkan respon inflamasi pada host dan
mengganggu proses remodeling. LPS juga dapat mengganggu distribusi leukosit
dan menurunkan kemampuan sel epitel gingiva untuk mensekresi kemokin IL-8
sehingga hal ini berdampak pada aktivitas neutrofil, eosinofil, dan basofil.
Menurunnya sistem imun host akan semakin meningkatkan kolonisasi bakteri dan
meningkatkan LPS. Pada periodontitis, LPS juga dapat menghalangi diferensiasi
dan mineralisasi osteoblas pada stem cell ligamen periodontal dan memicu respon
inflamasi dengan meningkatkan kadar MMP-8 di jaringan periodontal (How,
2016).

d. Gingipains

Gingipains merupakan protease yang bersifat proteolitik dan termasuk
substansi beracun yang disekresi oleh P.gingivalis. Terdapat 2 jenis gingipains,
yaitu gingipains R dan K. Ada 2 macam gingipains R, yaitu Rgp A dan Rgp B
serta hanya ada 1 macam gingipains K, yaitu Kgp. Gingipains R dapat
mendegradasi komponen matriks ekstraseluler, termasuk perlekatan integrin-
fibronectin, sitokin, immunoglobulin, dan faktor komplemen. Banyak studi yang
membuktikan bahwa gingipains pada poket periodontal dapat menyebabkan
destruksi jaringan periodontal karena dapat mengaktifkan MMP-8 sehingga terjadi
degradasi kolagen. Gingipains juga dapat menghalangi koagulasi darah sehingga
meningkatkan perdarahan. Selain itu, gingipains dapat mendegradasi
antimicrobial peptides, seperti defensins dan faktor komplemen. Innate immune
system juga dapat semakin menurun oleh karena adanya gingipains sehingga

lemah melawan bakteri (How, 2016).
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2.3 Jaringan Gingiva

Gingiva merupakan sarana klinis untuk mendiagnosa penyakit periodontal
dan evaluasi terapinya. Salah satu bagian terpenting dari jaringan gingiva ini
adalah kedalaman sulkusnya (Vandana, 2017). Sulkus gingiva adalah cekungan
dangkal berbentuk V-shaped yang dibatasi oleh permukaan gigi dan lapisan epitel
margin gingiva. Sulkus gingiva ini meluas disekitar lingkar gigi daerah servikal.
Seperti yang kita ketahui dari gambar 2.1, gingiva dapat melekat ke permukaan
gigi dengan bantuan junctional epithelium yang berada di dasar sulkus gingiva.
Tanda awal terjadinya penyakit periodontal diketahui dari hilangnya perlekatan
junctional epithelium ke permukaan gigi sehingga menyebabkan sulkus menjadi
lebih dalam (Pathak, 2016).

Tooth ff/'

.r_/ Bacterial

‘ /Ug,f biofilm

2 B

Junctional
epithelium

Gambar 2.1 Jaringan Gingiva

Dari gambar 2.1 dapat kita lihat bahwa jaringan gingiva dibatasi oleh non-
keratinized epithelium yang sering disebut sebagai crevicular epithelium yang
semakin menipis kearah dasar sulkus. Sulkus gingiva atau crevice gingival juga
berperan sebagai barrier terhadap infeksi bakteri. Sel-sel inflamasi yang terdapat
di mukosa rongga mulut paling banyak ditemukan pada daerah ini. Neutrofil
bahkan ditemukan sekitar 96% di jaringan gingiva sehat dan akan meningkat
apabila terjadi suatu injuri (Bostanci dan Belibasakis, 2018; Moutsopoulos, 2018).
Neutrofil dapat mencapai jaringan gingiva dalam 20 menit setelah stimulasi
bakteri pada jaringan yang kemudian akan mensekresi enzim poteolitik dan

mediator inflamasi ke dalam sulkus gingiva (Bostanci dan Belibasakis, 2018).
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Ditemukannya beberapa sitokin proinflamasi seperti, IL-1a, IL-1B, IL-6,
IL-8, dan TNF-a, serta chemokines yang diproduksi olenh makrofag saat terjadi
inflamasi jaringan periodontal, immunoglobulin, produk kerusakan jaringan dan
produk sel yang lisis akibat metabolisme bakteri didalam cairan sulkus gingiva
menyebabkan sulkus gingiva beserta cairannya disebut sebagai alat penunjang
untuk diagnosa suatu penyakit periodontal. Faktor molekuler lain yang berpotensi
kuat sebagai marker diagnosa periodontitis adalah Receptor Activator of Nuclear
Factor kB Ligand (RANKL) dan osteoprotegerin yang berperan dalam regulasi
resorbsi tulang alveolar. Pada keadaan periodontitis diketahui bahwa kadar
RANKL pada sulkus gingiva meningkat untuk diferensiasi dan aktivasi osteoklas
sedangkan kadar osteoprotegerin pada sulkus gingiva untuk menghambat aktivitas
RANKL menurun sehingga dapat terjadi peningkatan resorbsi tulang alveolar
(Hikmah, 2013; Bostanci dan Belibasakis, 2018).

2.4 MMPs

Kolagen merupakan salah satu penyusun matriks ekstraseluler di jaringan
periodontal yang akan mengalami degradasi saat remodeling atau repair jaringan.
Degradasi kolagen melibatkan beberapa macam protease, seperti MMPs atau
matrixin. MMPs yang termasuk didalam kelompok endopeptidase diketahui
memegang peranan paling besar dalam proses degradasi kolagen. Terdapat 24
MMPs yang teridentifikasi pada golongan vertebrata, 23 diantaranya pada
manusia. Masing-masing jenisnya dibedakan berdasarkan angka, dimulai dari
MMP-1 dan diakhiri dengan MMP-28, tetapi tidak termasuk MMP-4, MMP-5,
MMP-6, dan MMP-22. MMP-4 dan MMP-6 diketahui identik dengan MMP-3,
sedangkan MMP-5 identik dengan MMP-2. MMP-22 diketahui memiliki identitas
yang berbeda dari jenis MMP lainnya sehingga tidak teridentifikasi kedalam
MMPs (Trypuc, 2016).
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Predomain | Propeptide | Catalytic Hinge Hemopexin | Transmembrane
domain domain region domain domain

Gambar 2.2 Struktur MMPs

Dari gambar 2.2, dapat kita ketahui struktur dari MMPs. MMPs tersusun
atas beberapa domain, seperti predomain, propeptide domain, catalytic domain,
dan hemopexin domain. Propeptide domain tersusun atas 80-90 asam amino dan
mengandung residu sistein untuk berinteraksi dengan atom zinc pada catalytic
domain. Pada catalytic domain, terdiri atas dua ion zinc dan ion kalsium. Satu dari
dua ion zinc terlibat dalam proses katalisis pada MMPs sedangkan peran ion zinc
lainnya serta ion kalsium tidak banyak diketahui. MMPs juga memiliki
penghubung atau lengan peptida yang disebut hinge region dengan panjang yang
bervariasi. Hemopexin domain ditemukan memiliki kemiripan dengan plasma
protein yang berperan terhadap interaksi dengan MMPs lainnya maupun dengan
TIMPs. Namun, hinge region dan hemopexin domain tidak ditemukan pada
MMP-7, MMP-23, dan MMP-26 (Kapoor, 2016; Trypuc, 2016)

MMPs dibagi menjadi enam kelompok, yaitu collagenases, gelatinases,
stromelysins, matrilysins, membrane-type, dan non-classified. MMPs kelompok
collagenases, antara lain MMP-1, MMP-8, MMP-13, dan MMP-18. MMPs
kelompok gelatinases, antara lain MMP-2 dan MMP-9. MMPs kelompok
stromyelisins, antara lain MMP-3, MMP-10, MMP-11 dan MMP-17. MMPs
kelompok matrilysins, antara lain MMP-7 dan MMP-26. MMPs kelompok
membrane-type, antara lain MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24,
dan MMP-25. MMPs kelompok non-classified, antara lain MMP-12, MMP-19,
MMP-20, MMP-21, MMP-22, MMP-23, dan MMP-28 (Kapoor, 2016).

MMPs dapat diaktivasi oleh plasmin, ROS, pH rendah dan heat treatment
(Dhalla, 2014). Ekspresi MMPs terdapat pada sel-sel jaringan ikat, yaitu pada
fibroblas, neutrofil, monosit, makrofag, dan sel endotelial. MMPs terkekspresi


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

16

pada jaringan dalam kadar yang rendah. Aktivasi maupun penghambatan MMPs
berdasarkan pengontrolan proses cascade. Beberapa faktor yang dapat
meningkatkan ekspresi MMPs, diantaranya sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-
a), growth factors (TGFp, epidermal growth factor (EGF), platelet-derived
growth factor (FDGF), dan bFGF). Sedangkan penghambat MMPs, diantarnya
kortikosteroid, retinoid acid, heparin, dan IL-4. Didalam plasma, inhibitor
aktivitas MMPs paling banyak diperankan oleh «/-macroglobulin dan al-
antiprotease. Pada jaringan, terdapat empat tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs) yang telah teridentifikasi, yaitu TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, dan TIMP-4.
TIMPs dapat menghambat proses aktivasi dari pro-MMP (zymogen) menjadi
MMP. TIMPs ini diregulasi oleh sitokin dan growth factors (Robert, 2016;
Trypuc, 2016). TIMPs disekresi dengan perbandingan 1:1 terhadap MMPs.
Apabila sekresi keduanya tidak seimbang, maka dapat mengarah pada terjadinya
proses patologis dengan jalan destruksi membran basalis sehingga dapat terjadi
invasi tumor, angiogenesis, serta proses penyembuhan luka. Oleh karena itu,
disregulasi aktivitas MMPs dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan
perubahan fungsi tubuh (Duarte, 2015).

MMPs bertugas mengaktifkan growth factors inaktif yang melekat pada
permukaan sel. Selain itu, MMPs juga mengaktifkan TNF-a sebagai salah satu
sitokin proinflamasi yang terkespresi sebagai membrane bound precursor pada
permukaan makrofag dan sel T. MMPs mampu berinteraksi dengan beberapa
reseptor permukaan sel, seperti cadherins, integrins, dan molekul adhesi lainnya,
terutama molekul adhesi pada ECM (Trypuc, 2016).

MMPs berperan sebagai anti dan pro-inflammatory pathways dengan
terlibat dalam aktivasi respon imun dalam MAPK pathways dan aktivasi NF-«xB
pathways (Kapoor, 2016). NF-xB dan sitokin inflamasi mampu meregulasi
ekspresi MMPs dan TIMPs. Meningkatnya MMPs diketahui berkaitan dengan
adanya proses inflamasi. MMPs mampu mendestruksi membran basalis dan
menyediakan tempat untuk migrasi sel-sel inflamasi (Guo, 2017)

Disamping itu, dengan terjadinya angiogenensis melalui angiogenic

factors, seperti VEGF dan bFGF yang disekresi oleh sel-sel inflamasi, akan
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melekat pada suatu reseptor di permukaan sel endotelial. Aktivasi ini akan
menyebabkan sel endotelial mensekresi MMPs untuk memicu integrin
intracellular signaling dan jaringan mengalami proliferasi. MMPs juga dapat
meregulasi pertumbuhan tumor dengan mendorong pengeluaran IGF. Pada
intinya, MMPs mampu meregulasi proliferasi sel, adhesi, migrasi, growth factors,
kemotaksis, dan signaling sehingga penting dalam proses angiogenesis,
tumorigenesis, metastasis, inflamasi, dan penyembuhan luka (Kapoor, 2016;
Franco, 2017).

2.4.1 MMP-8

MMP-8 (collagenase 2) merupakan enzim pemecah kolagen yang terdapat
pada jaringan ikat dan disekresi oleh sel turunan PMN (neutrofil) maupun bukan
turunan PMN, seperti fibroblas dan makrofag (Susilowati, 2010). Pada sebuah
penelitian yang dilakukan oleh Paivi Mantyla, dkk didapatkan adanya peningkatan
MMP-8 (collagenase-2) di jaringan gingiva pada penderita periodontitis. Hal ini
selanjutnya akan memobilisasi dan mengaktivasi sel-sel inflamasi dan produk-
produk inflamasi yang dihasilkan. Kadar MMP-8 kemudian ditemukan menurun
setelah periodontitis diobati (Mantyla, 2003; Rai, 2010). Penurunan kadar MMP-8
dapat memberikan hasil penyembuhan terhadap periodontitis karena ditemukan
bahwa terjadi pengurangan kedalaman poket dan terbentuknya kembali perlekatan
klinis (Sorsa, 2016). Penelitian lain juga membuktian bahwa ditemukannya MMP-
8 sebagai pro-inflammatory product pada tikus dapat memperlambat proses
penyembuhan luka apabila terjadi degradasi ECM yang berlebihan (Omar, 2015;
Williams, 2016).

Didalam rongga mulut, beberapa tipe sel mampu mensekresi MMPs. Salah
satunya, yaitu neutrofil yang berperan sebagai komponen barier utama di jaringan
gingiva dalam melawan bakteri biofilm mampu melepaskan MMP-8 (neutrophilic
collagenase-2) pada saat fase inflamasi akut sehingga menjadi komponen penting
terhadap etiopathogenesis dari penyakit periodontal. Pada periodontitis, MMP-8
merupakan enzim kolagenase paling penting di jaringan periodontal yang
memegang kendali aktivitas kolagenase sebesar 90-95% pada gingiva.
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Peningkatan kadar MMP-8 berkaitan dengan peningkatan progresi periodontitis
oleh karena perannya dalam mendestruksi jaringan maupun tulang alveolar
sehingga MMP-8 dijadikan diagnostic marker terhadap terjadinya periodontitis
(Gursoy, 2010; Gupta, 2014; Sorsa, 2016; Noack, 2017; Gursoy, 2018).

Pengeluaran dan aktivasi MMP-8 dari neutrofil diregulasi oleh bakteri,
terutama bakteri patogen yang berkaitan dengan periodontitis. Enzim bakteri
mampu mengubah pro-neutrophilic MMP-8 menjadi bentuk aktif. Aktivasi dari
pro-MMP-8 menjadi MMP-8 juga diperankan oleh MMP-7. Selain itu, MMP-8
juga dapat diaktifkan dengan adanya ROS melalui mekanisme oksidatif akibat
terjadinya inflamasi pada jaringan periodontal. Maka dari itu, semakin parah
periodontitis akan semakin meningkat pula kadar MMP-8 (Alfakry, 2016; Sorsa,
2016; Gursoy, 2018).

MMP-8 dapat menginisiasi degradasi kolagen tipe | dan Ill yang
merupakan komponen utama pada ECM jaringan periodontal. MMPs lainnya,
seperti gelatinases, hanya melanjutkan aktivitas degradasi kolagen yang telah
diinisiasi oleh MMP-8. Proses degradasi ini akan berlanjut kearah kerusakan
jaringan periodontal. Kadar MMP-8 kemudian diketahui mengalami penurunan
setelah perawatan, seperti scalling & root planning serta pemberian inhibitor
MMP-8 (Gupta, 2014; Alfakry, 2016).

2.4.2 Metode Analisis MMP-8

Beberapa contoh metode untuk menganalisis ekspresi MMP-8,
diantaranya:

a. IHC (Immunohistochemical)

Immunohistochemical (IHC) merupakan salah satu metode untuk
mendeteksi suatu antigen pada jaringan dengan prinsip reaksi antibodi yang
berikatan terhadap antigen pada jaringan. IHC memiliki kemampuan tinggi untuk
memisahkan, menseleksi dan bersifat spesifik dalam mendeteksi substansi di
jaringan oleh karena adanya ikatan spesifik antara antibodi dan antigen. Hasil
reaksi antibodi dan antigen dapat diidentifikasi bila antibodi diikat oleh enzim
(HRP) lalu direaksikan dengan substrat kromogen hingga menghasilkan produk
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akhir berwarna coklat dan tidak larut sehingga dapat diamati dibawah mikroskop.
Salah satu antigen yang dapat dideteksi keberadaannya dengan metode IHC
adalah MMP-8. Hasil yang didapat dari metode ini dapat berupa gambaran
kualitatif maupun kuantitatif dari intensitas warna yang terbentuk (Ramos, 2014).
Jaringan yang akan diteliti biasanya diberi formalin serta difiksasi terlebih dahulu
dengan paraffin yang kemudian dipotong menjadi setebal 4 pm lalu
dideparafinisasi menggunakan xylene dan rehidrasi bertingkat menggunakan
alkohol yang selanjutnya dapat divisualisasikan menggunakan mikroskop cahaya
atau elektron (Omar, 2015; Jakubowska, 2016).
b. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Ekspresi MMP-8 juga dapat diketahui melalui analisis teknik ELISA
dengan menggunakan sebuah perangkat buatan pabrik yang dinamakan “ELISA
kit”. Metode ELISA ini melalui beberapa tahap, diantaranya persiapan standard,
persiapan larutan pencuci, analisis, dan pembacaan (reading). Persiapan standard
dilakukan dengan menyiapkan 5 eppendorf tube dengan ukuran 1,5 ml yang
kemudian masing-masing tube ditambahkan larutan pengencer (diluent) sesuai
petunjuk masing-masing ELISA kit. Pada tube ke-5 diisi standard yang
dibutuhkan lalu dicampur menggunakan vortex selama 10 detik. Setelah selesal,
standard pada tube ke-5 diambil menggunakan pipet dan dimasukkan pada tube
ke-4 lalu dilakukan hal yang sama hingga tube ke-1 (Aydin, 2015).

Prosedur pembacaan segera dilakukan dengan menambahkan standard ke
dalam ELISA reader dan diinkubasi pada suhu 37° selama 90 menit, 1 jam, dan
30 menit. ELISA reader kemudian akan menampilkan hasil kadar yang diteliti

dengan panjang gelombang 450 nm (Aydin, 2015).

2.5 Kakao (Theobroma cacao L.)

Beberapa komoditas perkebunan mempunyai peran penting bagi
perekonomian Indonesia, salah satunya adalah tanaman kakao (Theobroma cacao
L.) (Robiyan, 2014). Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu
komoditas unggulan di Indonesia dengan nilai jual yang cukup tinggi (Mulyatni,
2012). Perkebunan kakao (Theobroma cacao L.) di Indonesia tercatat seluas
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1.677.245 ha, dengan sebagian besar (94,51%) dikelola oleh rakyat sedangkan
selebihnya 5,49% dikelola oleh perkebunan besar negara serta dikelola oleh
perkebunan besar swasta (Robiyan, 2014).

Bukan hanya di Indonesia, kakao (Theobroma cacao L.) juga ditanam
pada total lahan lebih dari 70,000 km? di seluruh dunia. Hampir sekitar 70%
produksi kakao (Theobroma cacao L.) didunia berasal dari Afrika bagian barat,
Amerika bagian tengah dan selatan, India bagian barat, dan wilayah tropis di Asia.
Tinggi rata-rata pohon kakao (Theobroma cacao L.) sekitar 8-15 meter serta
membutuhkan suasana lembab atau moist untuk dapat tumbuh subur. Karakteristik
buah kakao (Theobroma cacao L.) pada setiap varietas memiliki ukuran, bentuk,
dan warna yang berbeda-beda (Kongor, 2016).

Kebanyakan konsumen menyukai produk-produk kakao (Theobroma
cacao L.) karena cita rasa yang khas dan aroma yang menggugah selera oleh
karena komponen kimia yang menyusun. Kakao (Theobroma cacao L.) memiliki
cita rasa yang khas, teksturnya berbentuk padat pada suhu kamar, cepat meleleh di
mulut, menjadi cair dan terasa lembut di lidah. Karakteristik ini dipengaruhi oleh
karakteristik kristal lemak cokelat yang terbentuk (Salma, 2015).

Karakteristik dari buah dan biji kakao dapat digunakan sebagai dasar
klasifikasi dalam sistem taksonomi. Berdasarkan bentuk buahnya, ada yang
mengelompokkan kakao (Theobroma cacao L.) menjadi beberapa jenis, yaitu
Cundeamor, Criollo, Amelonado, Angoleta, Forastero, dan Trinitario (Pusat

Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia, 2006)
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Gambar 2.3 (b) Biji Kakao jenis Lindak (bulk)

Disamping itu, terdapat pula varietas kakao lindak (bulk) seperti yang

terlihat pada gambar 2.3 (a). Kakao lindak ini termasuk subjenis Sphaerocarpum
yang banyak tersebar didaerah tropis. Seperti yang terlihat pada gambar 2.3 (b),
bentuk bijinya lonjong atau oval, pipih, serta memiliki keping biji berwarna ungu
gelap. Permukaan kulit buahnya relatif halus karena alurnya dangkal. Kulit
buahnya tipis tetapi keras (Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia, 2006).

2.5.1 Taksonomi Kakao (Theobroma cacao L.)
Kingdom : Plantae
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Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonaeae

Subkelas : Dialypetalae

Ordo : Malvales

Famili : Sterculiaceae

Genus : Theobroma

Spesies : Theobroma cacao L. (Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia,
2010)

2.5.2 Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao L.)

Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) adalah bagian mesokarp atau
bagian dinding buah kakao yang mencakup kulit terluar sampai daging buah
sebelum kumpulan biji. Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) merupakan
bagian terbesar dari buah kakao (Theobroma cacao L.), yakni sebanyak sekitar
75,52% dari buah kakao segar. Setiap tahun produksi biji kakao (Theobroma
cacao L.) meningkat. Hal ini juga mengakibatkan semakin meningkatnya kulit
buah kakao (Theobroma cacao L.) yang terbuang karena kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) masih belum dimanfaatkan secara optimal bahkan sebagian
besar masih merupakan limbah yang hanya dikumpulkan pada lubang kemudian
ditimbun atau dibuang. Kulit kakao (Theobroma cacao L.) sebagian besar terdiri
dari polisakarida (selulosa dan hemiselulosa) dan lignin serta sebagian kecil terdiri
dari senyawa fenolik, tanin, alkaloid purin, dan cocoa butter (Jusmiati, 2015).

Kandungan kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) terdiri atas air sekitar
85%, serat kasar 27%, dan protein 8% (Partayasa, 2017). Disamping itu, kulit
buah kakao (Theobroma cacao L.) kaya akan senyawa polifenol, antara lain 58%
proantosianidin, 37% katekin, dan 4% antosianin (Dipahayu, 2018).

2.6 Proantosianidin

Proantosianidin merupakan senyawa polifenol yang paling banyak terdapat
didalam kulit buah kakao (Theobroma cacao L.), yaitu sebanyak 58% (Liu, 2015).
Selain di kulit, proantosianidin juga sering ditemukan pada tanaman bagian daun,
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daging buah, dan biji. Prosntosianidin ini berperan terhadap warna dan intergritas
pelapisan biji, pengobatan, dan nilai gizi (Jun, 2018). Beberapa tanaman yang
diketahui memiliki kandungan proantosianidin, diantaranya kacang (hazelnut),
anggur, bluberi, mangrove, kakao, tanaman beluntas, dan lain-lain (Kurniawaty,
2016; Lainas, 2016; Linasari, 2016; Usman, 2017).

Pada beberapa tanaman vyang telah disebutkan sebelumnya,
proantosianidin  memiliki manfaat sebagai antiinflamasi (Vermitia, 2018).
Proantosianidin juga bertindak sebagai antioksidan dan berpotensi sebagai
pencegah beberapa penyakit, seperti kardiovaskular, diabetes mellitus, dan lainnya
(Arifin, 2019).

Terdapat dua mekanisme yang menjelaskan aksi biologis proantosianidin,
yaitu basic biochemical mechanisms dan epigenetic mechanisms. Basic
biochemical mechanisms berfokus pada kemampuan proantosianidin untuk
melekat ke protein sedangkan epigenetic mechanisms membutuhkan modifikasi
DNA dan modulasi microRNAs (miRNA). Kedua mekanisme ini sama-sama
memodulasi aktivitas enzimatik, pengiriman sinyal cascades dan ekspresi gen

yang secara tidak langsung akan mempengaruhi fungsi sel (Blade, 2016).

2.6.1 Proantosianidin terhadap Ekspresi MMP-8 pada Periodontitis

Proantosianidin diketahui mampu meningkatkan resistensi kolagen di
jaringan terhadap peristiwa kolagenase. Hal ini dikarenakan proantosianidin dapat
menggantikan air yang berada diantara mikrofibril kolagen dengan membentuk
ikatan hidrogen baru diantara fibril-fibril kolagen sehingga dapat semakin
merapatkan fibril-fibril kolagen dan menjaga integritas kolagen. Semakin tinggi
konsentrasi proantosianidin, maka dapat membentuk matriks kolagen menjadi
lebih padat karena dapat mencegah keluarnya air diantara fibril-fibril kolagen
(Balalaie, 2018).

MMPs diketahui berperan dalam degradasi matriks kolagen, seperti MMP-
8 yang mendegradasi kolagen tipe | dan Il di jaringan yang berperan dalam
proses periodontitis. Beberapa bahan alami maupun sintetis diketahui sebagai
MMPs inhibitor yang dapat menghambat aktivitas MMPs, salah satunya adalah
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proantosianidin. MMPs inhibitor memberikan efek penghambatan melalui
penghambatan MMPs untuk mengikat dan membelah kolagen sehingga terjadi
proses degradasi. Beberapa studi meyebutkan mekanisme penghambatan
proantosianidin terhadap ekspresi MMPs. Proantosianidin yang dianggap sebagai
molekul antagonis ditargetkan ke catalytic domain pada MMPs sehingga dapat
menyebabkan perubahan akitivitas enzim yang irreveversibel. Ada pula yang
menyebutkan bahwa proantosianidin dapat mengganggu aktivitas molekuler
MMPs secara langsung. Disamping itu, ada pula yang menyebutkan bahwa
mekanisme penghambatan proantosianidin terhadap MMPs dilakukan dengan cara
mengganggu produksi dan aktivasi MMPs dengan memodulasi respon imun host
(Balalaie, 2018).

Suatu studi juga menyebutkan bahwa proantosianidin mampu mengurangi
sekresi sitokin dan MMPs, salah satunya MMP-8 yang berperan dalam progresi
periodontitis, dengan cara memblokir aktivasi sinyal NF-«B (Lagha, 2015).
Seperti yang telah diketahui bahwa NF-xB diaktifkan oleh adanya ROS yang
diinduksi oleh adanya pelepasan LPS bakteri, IL-1 dan TNFa. Sitokin IL-1 dan
TNFa ini akan mengaktivasi NF-«B melalui protein kinase C dan protein kinase
lainnya yang kemudian akan menstimulasi transkripsi mRNA sitokin pro
inflamasi lainnya dan mensekresi MMPs (La, 2009; Kundalic, 2016). Oleh karena
pemberian proantosianidin, maka sekresi MMP-8 dapat dihambat pada proses

inflamasi jaringan periodontal (La, 2009).
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Penjelasan Kerangka Konseptual

Terjadinya periodontitis diawali oleh karena adanya periopatogen, seperti
Porphyromonas gingivalis yang melekat di permukaan gigi sehingga dapat
melakukan invasi ke jaringan periodontal melalui sulkus gingiva. P.gingivalis
atau bakteri proteolitik merupakan bakteri anaerob gram negatif yang memiliki
beberapa faktor virulensi, diantaranya capsules, fimbriae, LPS, dan gingipains.
Masing-masing faktor virulensi pada P.gingivalis memiliki perannya dalam
menyebabkan infeksi periodontal. Capsules merupakan selubung terluar pada
bakteri P.gingivalis yang ditempati oleh berbagai reseptor yang dapat melakukan
perlekatan pada permukaan mukosa rongga mulut. Fimbriae merupakan
komponen protein yang terdapat pada membran terluar sel bakteri P.gingivalis.
LPS merupakan komponen protein yang terdapat pada membran terluar sel bakteri
P.gingivalis yang menjaga integritas sel bakteri. Gingipains merupakan enzim
bakteri P.gingivalis yang mengganggu pertahanan host.

Faktor-faktor virulensi tersebut dapat menyebabkan bakteri P,gingivalis
berinvasi ke jaringan gingiva dan menganggu sistem pertahanan host sehingga
memicu terjadinya proses peradangan pada jaringan periodontal yang ditandai
dengan peningkatan sitokin-sitokin proinflamasi di jaringan gingiva. Respon
inflamasi jaringan akan berlanjut pada terjadinya destruksi jaringan periodontal
oleh karena adanya peningkatan aktivitas MMP-8 yang diteliti pada hari ke-7 dan
ke-14. Apabila ekspresi MMP-8 masih terlihat tinggi, maka proses peradangan
jaringan dapat berlanjut hingga mengakibatkan kehilangan gigi.

Ekstrak kulit buah kakao yang terdiri atas beberapa senyawa, seperti
polifenol, air, serat kasar, dan protein diberikan untuk mempercepat penyembuhan
periodontitis sehingga dapat menurunkan ekspresi MMP-8 dan tidak akan
mengakibatkan kehilangan gigi. Hal ini dikarenakan salah satu senyawa polifenol,
yaitu proantosianidin, diduga memiliki efek antiinflamasi sehingga dapat

mengobati periodontitis.
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2.8 Hipotesis
Pemberian ekstrak proantosianidin kulit buah kakao dapat memberikan
efek menurunkan ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva model tikus

periodontitis.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimental laboratories dengan
rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control group
design dimana terdapat dua kelompok dalam penelitian sebagai kelompok
eksperimen dan kelompok kontrol. Pada kelompok eksperimen akan diberikan
perlakuan dan setelah itu dilakukan tes sedangkan pada kelompok kontrol tidak

diberi perlakuan tetapi tetap dilakukan tes (Ismail, 2018).
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Beberapa tempat yang digunakan untuk penelitian ini, diantaranya adalah
Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember untuk identifikasi spesies buah
kakao (Theobroma cacao L.), Laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi
Universitas Jember untuk pembuatan ekstrak proantosianidin kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.), Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember untuk pembuatan dan peremajaan media suspensi P.
gingivalis, Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
untuk pemeliharaan dan perlakuan terhadap hewan coba dan Laboratorium
Histologi bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk

uji Immunohistochemical (IHC).

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2019-Desember 2019

3.3 Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah senyawa proantosianidin
ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) sebanyak 100 mg/ml.
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3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah ekspresi MMP-8 pada jaringan

gingiva model tikus periodontitis.

3.3.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini, diantaranya kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) yang segar dan matang, dosis proantosianidin ekstrak kulit
buah kakao dari limbah kulit buah kakao, cara dan waktu pemberian
proantosianidin ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dan kriteria

sampel meliputi galur tikus, jenis kelamin, berat badan, umur, dan kondisi fisik.
3.4 Definisi Operasional

3.4.1 Kulit Buah Kakao

Kulit buah kakao adalah kulit buah kakao jenis Theobroma cacao L. tipe
lindak yang diambil dari limbah buah kakao (Theobroma cacao L.) dalam
keadaan segar dan matang berasal dari petani kakao Desa Pondok Rejo,

Kabupaten Jember.

3.4.2 Senyawa Proantosianidin Ekstrak Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao
&Y

Senyawa proantosianidin ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)
adalah senyawa proantosianidin yang terkandung dalam ekstrak kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) berbentuk gel yang digunakan secara topikal pada tikus
model periodontitis yang merupakan hasil ekstraksi dari kulit buah kakao jenis
lindak serta diekstraksi menggunakan metode ekstraksi pemurnian proantosianidin
dengan teknik HPLC-MS.

3.4.3 Ekspresi MMP-8
MMP-8 merupakan enzim penyebab destruksi jaringan periodontal pada
jaringan gingiva tikus wistar jantan yang dipapar Porphyromonas gingivalis

dengan konsentrasi 2x10° CFU/ml dan diberi pewarnaan immunohistochemical
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(IHC) dengan pemberian antibodi MMP-8 yang ekspresinya akan tampak sebagai
pulasan warna coklat pada sel-sel epitel jaringan gingiva lalu diamati dibawah
mikroskop dengan bantuan optilab pada perbesaran 100X dan dianalisis
menggunakan software Immunoratio yang hasilnya ditetapkan berdasarkan
persentase yang muncul dari software tersebut lalu hasil persentase dari tiap
kelompok sampel dijumlah dan dirata-rata serta hasil persentase dari tiap sampel
diinterpretasikan kedalam bentuk skor untuk mengetahui adanya perubahan
ekspresi MMP-8.
3.4.4 Tikus Periodontitis

Tikus periodontitis merupakan tikus wistar jantan yang diinduksi
Porphyromonas gingivalis setiap 3 hari sekali selama 14 hari pada margin gingiva

bagian mesial gigi molar pertama rahang atas regio kanan secara injeksi.
3.5 Sampel Penelitian

3.5.1 Subyek Penelitian
Subyek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus wistar (Rattus
norvegicus) dengan jenis kelamin jantan yang dipelihara di Laboratorium

Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.5.2 Besar Sampel
Besar sampel pada penelitian ini ditentukan berdasarkan rumus (Daniel,
2005), yaitu :

n > 7?2
dZ

x o2

Keterangan:

n : Besar sampel minimum

o : Standart deviasi sampel

d : Kesalahan yang masih dapat ditoleransi, diasumsikan d=c

Z : Konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika a=0,05 maka
Z=1,96

Jadi, perhitungannya adalah sebagai berikut:
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2

n = 1,962
————xo0

d2
n = 3.84
n =4
Jadi, jumlah sampel minimum yang harus digunakan adalah 4
sampel untuk masing-masing kelompok. Penelitian ini menggunakan 2
kelompok sampel, yaitu kelompok kontrol dan perlakuan. Masing-masing
kelompok sampel terdiri atas 8 sampel sehingga didapatkan total besar

sampel yang digunakan dalam penelitian ini berjumlah 16 sampel.

3.5.3 Kiriteria Sampel

Kriteria sampel dalam penelitian ini, yaitu tikus putih galur Wistar jenis

kelamin jantan yang berusia 2-3 dengan berat badan 200-250 gram dan dalam

keadaan umum baik.

3.5.4 Pengelompokkan Hewan Coba

Hewan coba tikus wistar jantan sebanyak 16 ekor dibagi menjadi dua

kelompok, yang terdiri dari kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.

a.

Kelompok | merupakan kelompok kontrol. Kelompok ini terdiri dari 8 ekor
tikus wistar jantan. Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok yang
diamati pada hari ke-7 dan ke-14, masing-masing sub kelompok terdiri dari 4
ekor tikus wistar jantan. Hewan coba diinduksi Porphyromonas gingivalis
setiap 3 hari sekali selama 14 hari. Setelah itu, pada margin gingiva bagian
mesial gigi molar pertama rahang atas regio kanan diberi gel plasebo satu hari
sekali selama 7 hari dan 14 hari. Hewan coba lalu dilakukan pengambilan
jaringan gingiva setelah dianastesi menggunakan anastesi ketamin.

Kelompok Il merupakan kelompok perlakuan. Kelompok ini terdiri dari 8
ekor tikus wistar jantan. Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok yang
diamati pada hari ke-7 dan ke-14, masing-masing sub kelompok terdiri dari 4
ekor tikus wistar jantan. Hewan coba diinduksi Porphyromonas gingivalis
setiap 3 hari sekali selama 14 hari. Setelah itu, pada margin gingiva bagian

mesial gigi molar pertama rahang atas regio kanan diberi gel ekstrak
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proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) satu hari sekali
selama 7 hari dan 14 hari. Hewan coba lalu dilakukan pengambilan jaringan

gingiva setelah dianastesi menggunakan anastesi ketamin.
3.6 Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian

Timbangan analitik, oven, labu penakar 100 ml, erlenmeyer 1000 ml,
pengaduk kaca, corong kecil, rotavapor, waterbath shaker, falcon tube 15 ml,
lumpang dan alu, kandang hewan coba, timbangan hewan, tempat minum dan
makan hewan coba, tabung reaksi, ose, sentrifuge, desicator agar, inkubator,
laminar flow cabinet, rat dental chair, syringe kecil kapasitas 1 ml (terumo,
Jepang), kaca mulut, pinset berkerat (dentica, Usa), ekskavator kecil, sonde
setengah lingkaran, artery clamp, syringe, mikrotom (Leica RM 2135, Jerman),
stopwatch, base mole, eppendorf tube 1,5 ml, rak eppendorf, lemari pendingin
penyimpan sampel suhu minus 60°c, vortex, yellow tip, mikropipet, mikropipet

channel 8, 96-well plate, object glass, deck glass, mikroskop cahaya, inkubator.

3.6.2 Bahan Penelitian

Kulit buah kakao, CMC-Na, makanan hewan coba, aseton, aquades steril,
BHI-B, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 0,05 ml konsentrasi 2x10°
CFU/ml, cotton roll, xylol, alkohol bertingkat (96%, 95%, 80%, 70%), Phosphate
buffernsolutions (PBS), formalin 10%, Hidrogen peroksida 3%, larutan kromogen
diaminobenzidine (DAB), Super Block, antibodi primer MMP-8, Biotinylated Link
Antibody, Streptavidin/HRP label, Meyer’s haematoxilin.

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Etichal Clearance
Sebelum dilaksanakan penelitian, prosedur perlakuan terhadap hewan coba
telah memenuhi syarat kelayakan oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.
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3.7.2 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari dalam kandang
tertutup dan diberi makan standart serta minum. Hal tersebut bertujuan untuk
memperoleh keseragaman sebelum dilakukan penelitian untuk mengontrol hewan

coba.

3.7.3 Uji Identifikasi Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao L.)

Kulit buah kakao yang digunakan dalam penelitian ini terlebih dahulu
dilakukan uji identifikasi untuk mengetahui bahwa kulit buah kakao yang
digunakan berasal dari buah kakao dengan spesies Theobroma cacao L. Uji
identifikasi ini dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember.
Kulit buah kakao yang digunakan adalah semua bagian kulit dengan jenis

Theobroma cacao L. tipe kakao lindak (Forastero).

3.7.4 Pembuatan Ekstrak Proantosianidin Kulit Buah Kakao (Theobroma
cacao l.)

1. Kiriteria Kulit Buah Kakao
Kriteria kulit buah kakao yang dipakai adalah spesies Theobroma
cacao L. dengan tipe kakao lindak (Forastero). Bagian yang digunakan
meliputi semua bagian kulit buah kakao yang dipetik pada usia 6 bulan
dengan warna kuning yang sempurna atau merata. Buah kakao yang sudah
dipetik kemudian segera dikuliti dan digunakan untuk penelitian dengan
jangka waktu tidak lebih dari seminggu supaya tetap segar.
2. Prosedur Ekstraksi
Buah kakao sebanyak 5 kg dibersinkan dari kotoran yang
menempel lalu dikupas. Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dipotong
dan dijemur sampai kering selanjutnya dilakukan penyerutan sampai
terbentuk serutan-serutan halus. Hasil serutan diblender hingga
mendapatkan serbuk halus dan ditimbang. 100 gram bubuk kulit buah
kakao dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 700 ml larutan aseton
70% dan 300 ml akuades, kemudian diaduk sampai homogen dan
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dimasukkan ke dalam waterbath shaker dengan suhu 50°C selama 20
menit. Larutan ekstrak dipisahkan dari supernatannya dengan cara
menyentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit. Larutan
ekstrak kemudian dimasukkan kedalam rotavapor, setelah itu dipindahkan
ke dalam cawan petri dan dimasukkan ke dalam oven. Cawan petri
dikeluarkan dari dari oven, kemudian bagian yang kental yang berada di

dasar cawan petri diambil dan diletakkan di gelas kimia (Wissam, 2013).

3. Pemurnian Proantosianidin dengan metode HPLC-MS

3.75

Sampel proantosianidin yang sudah dilarutkan diinjeksikan ke
dalam kolom kromatografi dengan menggunakan syringe khusus dengan
volume yang ditampung sebanyak 0,2 ml dan dialirkan dengan
menggunakan pompa. Sampel yang masuk ke dalam kolom akan didorong
oleh fase gerak sehingga zat-zat yang terkandung dalam sampel akan
dianalisis dan bereaksi dengan fase diam. Kemudian detektor akan
membaca dan hasil akan dikeluarkan dalam bentuk grafik (Murningsih dan
Chairul, 2000).

Pembuatan Gel Ekstrak Proantosianidin Kulit Buah Kakao
(Theobroma cacao 1.)

Aquades 96 ml diukur dengan labu ukur dan dituangkan ke dalam

lumpang. Kemudian 4 gram CMC-Na diukur dengan timbangan analitik dan

dimasukkan ke dalam lumpang yang berisi aquades. Diamkan sekitar 10-15 menit,

aduk hingga mengembang dan digerus hingga membentuk gel berwarna kuning.

Timbang campuran CMC-Na dan aquades yang sudah menjadi gel sebanyak 45

gram dan ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 100%

sebanyak 5 gram, lalu masukkan ke dalam lumpang dan digerus hingga homogen

untuk mendapatkan gel ekstrak proantosiandin kulit buah kakao (Theobroma

cacao L.) dengan sebesar 100 mg/ml.
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3.7.6 Pembuatan Media Kultur Porphyromonas gingivalis

Pertama dilakukan pembuatan media kultur P. gingivalis, yaitu dengan
BHI-A yang diperkaya hemin dan vitamin K. Pembuatannya dibutuhkan hemin
solution sebanyak 50 ul, vitamin K 10 pl, ekstrak yeast 500 pl, dan BHI-A
sebanyak 3,7 gram dalam 100 ml akuades steril yang dicampur pada tabung
erlenmeyer kemudian dihomogenkan. Selanjutnya, tabung ditutup menggunakan
kapas dan disterilkan pada autoclave dengan suhu 121° selama 15 menit. Media
tersebut dibagi empat, masing-masing 25 ml lalu dimasukkan ke dalam petridish
tidak bersekat lalu ditunggu sampai padat. Satu ose P. gingivalis jenis ATCC
33277 murni diinokulasi pada masing-masing petridish kemudian diinkubasi
selama 2x24 jam (Fitriyana dkk., 2013).

3.7.7 Prosedur Perlakuan

Kelompok kontrol negatif dan perlakuan diinjeksi dengan 0,05 ml
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 hidup dengan konsentrasi 2x10° CFU/ml
pada margin gingiva bagian mesial gigi molar pertama rahang atas regio kanan.
Injeksi diulang setiap 3 hari sekali selama 2 minggu (Ermawati, 2015). Setelah
diperoleh model tikus periodontitis, selanjutnya mengaplikasikan gel plasebo
untuk kelompok kontrol dan gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) sebanyak 100 mg/ml untuk kelompok perlakuan setiap hari
selama 7 dan 14 hari serta dilakukan pengambilan jaringan gingiva pada hari ke-7
dan ke-14. Gel plasebo dan gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) sebanyak 100 mg/ml diaplikasikan pada margin gingiva
bagian mesial gigi molar pertama rahang atas regio kanan menggunakan syringe
(Ammar dkk., 2013).

3.7.8 Pembuatan Sediaan Histologis
1. Pengambilan sampel untuk sediaan
Pengambilan sampel dilakukan dengan cara melakukan pemotongan
rahang atas regio kanan bagian posterior dari bagian mesial gigi molar pertama

hingga distal gigi molar kedua atau ketiga. Untuk pembuatan preparat jaringan
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diambil dengan arah transversal. Setelah itu sampel dimasukkan ke dalam buffer
formalin selama 24 jam agar jaringan yang akan diamati tidak rusak.

2. Dekalsifikasi
Dekalsifikasi dengan tujuan untuk melepaskan bahan anorganik dalam
tulang tanpa merusak protein yang ada. Dekalsifikasi ini dilakukan dengan
memakai larutan formalin 10% selama 7 hari atau hingga jaringan keras (tulang)

dapat ditembus dengan jarum tanpa hambatan.

3. Pemrosesan jaringan
Setelah proses dekalsifikasi lengkap, maka dilanjutkan dengan pemrosesan
jaringan yang berfungsi untuk mempersiapkan jaringan sebelum dilakukan
penyayatan dengan mikrotom. Pemrosesan jaringan meliputi beberapa prosedur,
yaitu:
a. Dehidrasi
Dehidrasi merupakan penarikan air dari dalam jaringan yang sudah
dicelupkan kedalam larutan formalin dengan menggunakan alkohol dengan
konsentrasi rendah ke tinggi (bertingkat). Tahapan dehidrasi antara lain
menggunakan alkohol 70% selama 15 menit, alkohol 80% selama 1 jam, alkohol
95% selama 2 jam, alkohol 95% selama 1 jam, dan alkohol 96% selama 1 jam
yang diulang sebanyak 3 kali.

b. Clearing
Clearing merupakan proses penjernihan jaringan dari alkohol sebelum
jaringan ditanam dalam paraffin dengan menggunakan bahan-bahan, antara lain
xylol, toluen dan benzen. Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember menggunakan xylol. Tahapan clearing antara lain
menggunakan xylol | selama 1 jam, xylol 11 selama 2 jam dan xylol Il selama 2
jam.
c. Impregnasi
Impregnasi merupakan proses infiltrasi bahan embedding ke dalam

jaringan pada suhu 56°-58°C sebagai penyangga sediaan agar dapat dilakukan
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penyimpanan dengan cara jaringan dibungkus menggunakan kertas saring yang
sudah diberi label, kemudian dimasukkan ke dalam paraffin cair (TD 56°-58°C).
Tahapan impregnasi antara lain menggunakan paraffin 1selama 2 jam, paraffin 2

selama 2 jam dan paraffin 3 selama 2 jam.

d. Penanaman dalam paraffin (Embedding)

Merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan embedding,
yaitu paraffin. Tahapan Embedding antara lain menggunakan base mole yang
terbuat dari logam berbentuk siku-siku disusun diatas permukaan kaca. Base mole
diolesi gliserin untuk mempermudah pemisahan alat cetak dengan blok paraffin
yang sudah beku. Paraffin lalu dituangkan ke dalam base mole hingga penuh
kemudian jaringan ditanam pada posisi sedemikian rupa sehingga didapatkan
penampang jaringan dengan arah pemotong secara korornal dan dibiarkan
membeku. Selanjutnya, blok paraffin dapat dikeluarkan dan dapat dilakukan
penyayatan.

e. Penyayatan Jaringan

Penyayatan mengguankan alat mikrotom, sebelumnya bersihkan pisau
mikrotom dengan kasa/ kertas saring yang telah dibasahi dengan xylol dengan
arah tegak lurus. Ketebalan sayatan mikrotom diatur menjadi sebesar 4 mikron.
Sayatan yang telah diperoleh diambil dengan kuas kemudian sayatan diletakkan
diatas permukaan air waterbath dengan temperatur 56°-60°C hingga sayatan
mekar. Sayatan yang sudah mekar diambil menggunakan object glass yang telah
diolesi dengan meyer egg albumin. Selanjutnya dikeringkan dengan slide warmer
minimal 12 jam suhu 30°-35°C.

4. Pewarnaan Immunohistochemical (IHC)

Pewarnaan IHC diawali dengan deparafinisasi dan rehidrasi preparat
jaringan. Preparat jaringan lalu diinkubasi dengan hidrogen peroksida selama 10-
15 menit. Cuci preparat jaringan dengan Phosphat Buffer Saline (PBS) sebanyak 2
kali. Tetesi pada preparat jaringan dengan Super Block (Blue cap) lalu inkubasi

selama 5-10 menit pada suhu ruang. Preparat jaringan lalu dicuci dengan
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Phosphat Buffer Saline (PBS) sebanyak 1 kali. Setelah dicuci, preparat jaringan
ditetesi dengan antibodi primer. Cuci lagi preparat jaringan dengan Phosphat
Buffer Saline (PBS) sebanyak 4 kali. Tetesi preparat jaringan dengan Biotinylated
Link Antibody (yellow cap) lalu inkubasi selama 15-20 menit pada suhu ruang.
Cuci lagi preparat jaringan dengan Phosphat Buffer Saline (PBS) sebanyak 4 kali.
Tetesi preparat jaringan dengan Streptavidin/HRP label (red cap) lalu inkubasi
selama 20 menit pada suhu ruang. Cuci preparat jaringan dengan Phosphat Buffer
Saline (PBS) sebanyak 4 kali. Beri 4 tetes (200 pl) DAB Kromogen ke DAB
Substrat, campur dan aduk, lalu tambahkan ke preparat jaringan dan inkubasi
selama 5-15 menit. Cuci preparat jaringan dengan Phosphat Buffer Saline (PBS)
sebanyak 4 kali. Preparat jaringan diberi aquadest pada selama 5 menit,
hematoxilin selama 1 menit dan aquadest selama 10 menit. Setelah itu, dehidrasi
preparat jaringan dengan alkohol bertingkat. Kemudian lakukan clearing dengan
xylol yang dilanjutkan dengan mounting preparat jaringan dan terakhir slide

ditutup dengan coverslip.

3.8 Tahap Pengamatan MMP-8

Data penelitian diperoleh dari pengamatan sediaan histologis dari tiap
kelompok. Analisis ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva dilakukan pada hari
ke-7 dan 14. Pengamatan dilakukan oleh satu orang menggunakan mikroskop
binokuler dengan pembesaran 100X dan bantuan Optilab lalu dianalisis dengan
software Immunoratio. Ekspresi MMP-8 diamati pada sampel tersebtu
berdasarkan warna kecoklatan yang timbul akibat pewarnaan dengan metode IHC
dan hasilnya ditetapkan berdasarkan persentase yang muncul dari software
Immunoratio.

Hasil persentase dari tiap kelompok sampel lalu dijumlah dan dirata-rata
untuk mengetahui adanya perbedaan ekspresi MMP-8 pada tiap kelompok sampel.
Kemudian, hasil persentase dari tiap sampel diinterpretasikan kedalam bentuk
skor yang disebut “Quickscore” (0-4%; 1 = negatif, 5-19%; 2 = very low, 20-
39%; 3 = low, 40-59%); 4 = moderate, 60-79%; 5 = high, 80-100%; 6 = very high)
(Fedchenko, 2014).
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3.9 Analisis Data

Data yang telah diperoleh dilakukan uji normalitas dengan test Shapiro-
Wilk dan uji homogenitas dengan Levene Test. Oleh karena data yang diperoleh
berupa data yang normal dan homogen maka analisa data dapat menggunakan uji
parametrik, yaitu One-way ANOVA. Uji parametrik One-way ANOVA digunakan
dalam penelitian ini dengan alasan untuk menentukan adanya perbedaan
signifikan secara statistik antara dua kelompok variabel independen pada variabel
dependen. Kemudian dilakukan uji Post Hoc Least Significant Differences (LSD)
untuk mengetahui kelompok yang memiliki perbedaan makna.
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3.10 Alur Penelitian

Pembuatan kode etik

2

Persiapan hewan coba

v

Pembuatan suspensi

Porphvromonas ainaivalis

40

Identifikasi kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.)

v

Ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao

L.)
v

Pembuatan gel senyawa proantosianidin

ekstrak kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)

|
v

Tikus kelompok kontrol dan perlakuan diinjeksi Porphyromonas
gingivalis 3 hari sekali selama 14 hari, yaitu pada hari ke-1, 4, 7, 10 dan

13
v v
Kelompok Kontrol Kelompok Perlakuan
Mengaplikasikan gel Mengapllka3|ka_n g_edl_
lasebo selama 7 dan senyawa proantosianidin

P 14 hari ekstrak kulit buah kakao
selama 7 dan 14 hari

| |

v
Pengambilan jaringan gingiva tikus wistar jantan hari ke-7 dan14
v
Pengukuran ekspresi MMP-8 menggunakan metode IHC

v

Pengamatan
v

Analisis data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) dapat memberi
efek menurunkan ekspresi MMP-8 pada jaringan gingiva tikus model

periodontitis.

5.2 Saran
1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai variasi konsentrasi gel
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao untuk mendapatkan konsentrasi
yang paling efektif dalam menurunkan ekspresi MMP-8 pada jaringan
gingiva model tikus periodontitis.
2. Perlu adanya tambahan waktu pengamatan untuk mendapatkan hasil
yang lebih efektif terhadap penurunan ekspresi MMP-8 pada jaringan

gingiva model tikus periodontitis.
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Lampiran B. Surat Keterangan Identifikasi Tanaman

Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi 0

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER
LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Masinp Kotak Pos 164 Jember - 68101 Telp, (0331) 333832 - 333534 Fax.(0331) 333331
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site ; hitp/iwwi.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKAST TANAMAN
No: 12/PL17.3.1.02/LL/2019

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan 1 Fuakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember No:
2188/UN25.8.TL/2019 peribal Permohonan  Identifikasi Tanaman dan  berdasarkan  hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhun yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan

Produksi Pertanian, Politcknik Negeni Jember oleh:

Nama : Anya Tania Larasati
NIM D 161610101040

Jur/Fak/PT  : Fakultas Kedokteran Gigi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom:  Plantae;  Devisio:  Spermatophyta;  Sub  Devisio:Magnoliophyta;  Kelas:
Magnoliopsida;  Ordo: Malvales:  Famidi: Sterculiaceae;  Genus: Theobroma;  Spesies:

Theonhr N IO [
Hhenhrma cacan, L,

Demikian surat Keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

I

()

|_nbcr. 22 Mei 2019

1ba Q)rium Tanaman

N\

A
zﬁl
LAY o
% SfradAlK ViStuti, MP

\- i 193801820198703200
NI 9580820198703 2001



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Lampiran C. Surat Izin Penelitian Laboratorium Bioscience

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGL, DAN PENDIDIKAN TINGGI

UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
J1. Kalimantan No. 37 Jember {0331) 333536, Fak. 331991
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Nomor

Perihal

s/ 705 UN25.8.TL/2019

: Ekstraksi Kulit Buah Kakao

Kepada Yth
Direktur Rumah Sakit Gigi dan Mulut
Universitas Jember
Di Jember

K6 #R 2019

Dalam rangka pengumpulan data penelitisn guna penyusunan skripsi, maka
dengan hormat kami mohon bantuan dan kesedinannya untuk melakukan ekstraksi
kulit buah kakao vang digunakan sebagai objek penclitian bagi mahasiswa kami
dibawah ini;

T R T

D o0

1

Nama

NIM
Semester/ Tahun
Fakultas

Alamat

Judul Penelitian

Lokasi Penclitian

Data/alat yg di pinjam

Waktu
Tujuan Penclitian

Dosen Pembimbing

: Anya Tania Larasati

: 161610101040

1 20182019

: Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
: I Letjend. Suprapto XVI1I1/48 Iember

: Efek Ekstrak Proantosianidin Kulit Buah

Kakao (Theobroma cacao L) terhadap
Ekspresi MMP-8 pada Jarngan Sulkus
Gingiva Model Tikus Periodontitis

: Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi

dan Mulut Universitas Jember

: April 2019 s/d Selesai
: Untuk menganalisis ek ckstrak

proantostanisin kulit buah kakao terhadap
penurunan  MMP-8 pada jaringan sulkus
gingiva model tikus periodontitis

1. drg. Yani Corvianindya Rahayu M.XG,

2. drg. Agustin Wulan Suci D. MDSc.

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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Lamplran D. Surat Izin Penelitian Laboraturium Histologi

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIK AN TINGGI
UNIVERSITAS JI:MBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

31 Kalimantan No. 37 Jember ®{0331) 233536, Fak 331991

Nomor (GBS UN25.8. TL/2019 W 85 B
Perihal : Izin Penelitian Gel Proantosianidin Ekstrak Kulit Buah Kakao ] 2 StP 2”]9

Kepada Yth

Kepala Bagian Laboratorium Histologi
Fakultas Kedokteran Gigl Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penvusunan skripsi maka, dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesedivannya untuk memberikan izin penehhan
menguji senyawa proantosianidin ekstrak kulit buah kakao bagl mahasiswa kami
dibawah ini:

1 Nama - Anya Tania Larasati

2 INIM 1616810131040

3 SemesterTahun 0 20192020

4 Fakultas : Fakultas Kedokteran Gigt Universitas Jember

5 Alamat ¢ JI Letjend. Suprapro XVIL48 Jember

6 Judul Penelitian : Analisis Senyawa Proantosianidin Ekstrak Kulit
Buah Kakao (Theobromu cocao [} terhadap
Ekspresi MMP-8 pada Jaringan Gingiva Maodel
Tikus Periadontitis,

7 Lokasi Penelitian : Laboratorium Histologi Fakutas Kedokteran Gigi
Universitas jember

8 Data/alat yg di pinjam : Mikroskap, alkohol, xvlol, haematoxilin, dll.

9 Waktu . September 2019 s/d Selesai

10 Tujuan Penelitian : Untuk menguji senyawa proantosianidin kutit buah

kakao (Theobroma cacao I.) terhadap ekspresi
MMP-8 pada jaringan gingiva model  tikus
periodontitis.
11 Doscn Pembimbing : L. drg. Yani Corvianindya, M.KG
. 2. dreg. Agustin Wulan Suei D, M.DSc

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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Lampiran E. Data Hasil Perhitungan dengan pewarnaan IHC

Ekspresi MMP-8
Hasil Persentase
Kelompok Hewan
dari Total
Coba )
Immunoratio
1 52%
_ 2 44% 47.25%
Kontrol Hari ke-7
3 45%
4 48%
1 66%
_ 2 67% 55.75%
Kontrol Hari ke-14
3 44%
4 46%
1 41%
. 2 40% 39.50%
Perlakuan Hari ke-7
3 38%
4 39%
1 36%
. 2 38% 36.50%
Perlakuan Hari ke-14
3 37%
4 35%
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Lampiran F. Data Hasil Penelitian
Uji Normalitas (Shapiro-Wilk)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
KELOMPOK  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
TUJUH 1 234 4 .928 4 .584
2 151 4 .993 4 .972
EMPATBELAS 1 .278 4 .943 4 .676
2 151 4 .993 4 972
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas (Levene Test)
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
JUMLAH RATA- Based on Mean 2.636 3 12 .098
RATA Based on Median 1.945 3 12 176
Based on Median and 1.945 3 3.456 .281
with adjusted df
Based on trimmed mean 2.509 3 12 .108
Uji One-Way ANOVA
ANOVA
JUMLAH RATA-RATA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 891.500 & 297.167 9.062 .002
Within Groups 393.500 12 32.792

Total 1285.000 15
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Uji Post Hoc LSD
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Multiple Comparisons
DependentWariable: JUMLAH RATA-RATA
LsSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
(Iy KELOMP O (J) KELOMPQK J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
KELOMPOK KONTROL KELOMPOK KONTROL -8.500 4.049 058 -17.32 32
MEGATIF HARI KE-T MEGATIF HARI KE-14
KELOMPOIK PERLAKUAN 7.750 4.049 .0B0 -1.07 16.57
HARI KE-7
KELOMPOK PERLAKUAN 10.750" 4.049 .02 1.83 19.57
HARI KE-14
KELOMPOK KONTROL KELOMPOK KONTROL 8.500 4.048 .058 -3z 17.32
MNEGATIF HARI KE-14 MNEGATIF HARI KE-T
KELOMPOK PERLAKUAN 16.250 4.049 .0o2 T.43 25.07
HARI KE-7
KELOMPOK PERLAKUARN 19.250° 4.049 .0oo 10.43 28.07
HARI KE-14
KELOMPOK PERLAKUAN  KELOMPOK KONTROL -7.750 4.049 080 -16.57 1.07
HARI KE-T MEGATIF HARI KE-T
KELOMPOK KONTROL -16.250° 4.049 .00z -25.07 -7.43
MEGATIF HARI KE-14
KELOMPOK PERLAKUAN 3.000 4.049 473 -5.82 11.82
HARI KE-14
KELOMPOK PERLAKUAN ~ KELOMPOK KONTROL -10.750" 4.048 021 -18.57 -1.93
HARI KE-14 MEGATIF HARI KE-T
KELOMPOK KOMNTROL -18.250° 4.049 .0oo -28.07 -10.43
NEGATIF HARI KE-14
KELOMPOK PERLAKUAN -3.000 4.049 AT3 -11.82 582
HARI KE-7
* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran G. Alat dan Bahan Ekstraksi
a. Alat dan Bahan Ekstraksi

Gambar Keterangan

Timbangan

Oven

Cawan porselen

Sentrifuge

Pengaduk kaca

Erlenmeyer

= Falcon tube
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Gelas ukur

Rotavapor

Water bath shaker

Corong buchner

Kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.)

Aseton

Aquades
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b. Alat dan Bahan Pembuatan Gel

68

Gambar

Keterangan

Timbangan

1. Pestle
2. Mortar

1. Pengaduk kaca
2. Gelas arloji

Tempat gel ekstrak

CMC-Na

Aquades
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C.

Alat Kultur

69

Gambar

Keterangan

1. Tabung Reaksi
2. Rak Tabung Reaksi
3. Ose

Autoclave

Inkubator

Petridish tidak bersekat

1. Spektronik
2. Vibrator

Spektrofotometer
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d. Alat dan Bahan Pemeliharaan Hewan Coba

70

Gambar Keterangan
1 2
;. 3 1. Tempat minum
2. Kandang
3. Sekam
5 e & 4. Tempat makan
5. Tikus
R
P
i , Timbangan
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e. Alat dan Bahan Pengambilan Jaringan Gingiva

Gambar

Keterangan

E: Papan bedah
F: Handscoon
G: Masker

H: Kain lap

I: Cotton roll

J: Baki stainless steel

K: Dispossible syringe 1 ml
L: Dispossible syringe 5 ml

M: Pisau malam

N: Pinset

O: Arteri clam

P: Gunting bedah
Q: Sonde setengah
R: Eskavator kecil
S: Eskavator besar
T: Blade dan scalpel
U: Spidol
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f. Alat dan Bahan Penyuntikan Porphyromonas gingivalis

Gambar Keterengan

Jarum insulin 26G

Rat dental chair

Suspensi P.gingivalis
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g. Alat dan Bahan Pewarnaan IHC dan Pengamatan Jaringan

Gambar

Keterangan

DAB Anti-Polyvalent

50 Deckglaser
20 x 20 mm

Deckglass

Formic Acid 10%

Phosphate Buffer Saline (PBS) pH
7,4
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POLY-L-L
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COATED SLIDES

Cat. #63410-01  72/pk
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Poly-L-Lysine Coated Slides
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Antibodi Primer MMP-8

Ethanol

Parafin

St

Optilab

Mikroskop
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Lampiran H. Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Ekstrak

4

Gambar 1. (a) Mengeringkan kulit buah kakao (b) menimbang kulit buah kakao yang sudah

menjadi bubuk (c) mencampurkan bubuk kulit buah kakao dengan aseton 70% dan
akuades (d) dimasukkan kedalam mesin ultrasonic (e) dimasukkan kedalam valcon
tube (f) disentrifuge dengan kecepatan 200 rpm selama 10 menit (g) lauratan ekstrak
dimasukkan kedalam rotavapor (h) larutan yang telah dirotavapor dileatakan
dicawan petri (i) larutan yang ada dicawan petri dioven (j) bagian yang kental yang

berada didasar cawan petri diambil dan diletakkan dalam gelas kecil.
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2. Pembuatan Gel

Gambar 2. (a) Menambahkan aquades dan CMC-Na. (b) Mengaduk CMC-na dan Aquades dan
didiamkan hingga mengembang. (c) Memasukkan ekstrak proantosianidin dan

diaduk hingga merata.

3. Perlakuan Hewan Coba

———+———

Gambar 3. (a) Adapatasi hewan coba. (b) Injeksi Porphyromonas gingivalis pada area sulkus
gingiva bagian mesiobukal dan mesiopalatal molar pertama kanan rahang atas. (c)

Pengolesan gel plasebo, dan gel proantosianidin kulit buah kakao.

4. Pengambilan Sampel

Gambar 4. Pengambilan jaringan gingiva tikus


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

78

5. Pemotongan dan Pemrosesan Jaringan

Gambar 5. (a) Pemrosesan jaringan dengan menggunakan mesin automatic processing tissue. (b)

Pemotongan jaringan menggunakan microtome.

6. Pewarnaan Jaringan Menggunakan Pewarnaan Immunohistokimia

(IHC)
"

Gambar 6. Pewarnaan jaringan dengan menggunakan pewarnaan IHC dengan antibodi primer
MMP-8
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Lampiran I. Gambaran Histologis Jaringan Gingiva

Gambar 1. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus normal dengan pewarnaan
Immunohistochemical (IHC)
Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

Gambar 2. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-7 dengan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE)
Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

Gambar 3. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-7 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X
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Gambar 4. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-14 dengan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

Gambar 5. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-14 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC)
Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

Gambar 6. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-7 dengan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X
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Gambar 7. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-7 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

-
Gambar 8. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-14 dengan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X

Gambar 9. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-14 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC)

Keterangan:
A: Perbesaran 40X
B: Perbesaran 100X
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Lampiran J. Gambaran Hasil Ekspresi MMP-8 Jaringan Gingiva
Menggunakan Software Immunoratio

Gambar 1. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-7 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC) (100X)

Montage {59.4%) = O >
B41x1121 pixels; RGB; 2.7MB

ImmunoRatio

Sample ID: 4k-Ty

Date: 17.4.2020 18:52
DAB / nuclear area: 44.9%

Gambar 2. Hasil Ekspresi MMP-8 menggunakan Software Immunoratio kelompok kontrol Hari
ke-7
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Gambar 3. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok kontrol hari ke-14 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC) (100X)

[T Montage (25%) - O X
2051x3235 pixels; RGB; 26MB
n

Gambar 4. Hasil Ekspresi MMP-8 menggunakan Software Immunoratio kelompok kontrol Hari
ke-14
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Gambar 5. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-7 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC) (100X)

[iF Montage (59.4%) — ] 4
641x1121 pixels; RGB; 2.7TMB

ImmunoRatio

Sample ID: 2p7 (2)

Date: 18.4.2020 01:31

DAB / nuclear area: 38.3%

Gambar 6. Hasil Ekspresi MMP-8 menggunakan Software Immunoratio kelompok perlakuan Hari
ke-7
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Gambar 7. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus kelompok perlakuan hari ke-14 dengan
pewarnaan Immunohistochemical (IHC) (100X)

Mentage (59.4%) - [m] *
541x1121 pixels; RGB; 2.TMB
ImmunoRatio
Sample ID: Sbp14y
Date: 18.4.2020 01:50
DAB / nuclear area: 37.2%

Gambar 8. Hasil Ekspresi MMP-8 menggunakan Software Immunoratio kelompok perlakuan Hari
ke-14


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Digital Repository Universitas Jember



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Digital Repository Universitas Jember



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

