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MOTTO 

 

“Janganlah kamu berduka cita, sesungguhnya Allah selalu bersama kita.” 

 (Q.S At-Taubah: 40)  

 

 

"Never bend your head. Always hold it high. Look the world straight in the eye." 

 

 (Helen Keller) 
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RINGKASAN 

 

Analisis Antiinflamasi Gel Flavonoid Daun Tembakau Kasturi pada Model 

Tikus Periodontitis; Radityo Indra Winarno, 151610101028; 2020; 106 halaman; 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

Tembakau merupakan salah satu komoditas perkebunan terbesar di 

Kabupaten Jember yang mempunyai banyak kandungan kimia salah satunya 

flavonoid. Flavonoid mempunyai efek antiinflamasi salah satunya dengan 

menurunkan ekspresi TNF-a. TNF-α merupakan sitokin proinflamasi utama pada 

proses destruksi tulang yang merupakan salah satu tanda dari penyakit periodontitis. 

Porphyromonas gingivalis merupakan mikroorganisme utama yang berperan 

penting dalam periodontitis dengan memproduksi lipopolisakarida. TLR-4 

merupakan reseptor utama untuk lipopolisakarida. Interaksi TLR-4 dengan 

lipopolisakarida akan memicu ekspresi dari sitokin proinflamasi seperti TNF-a. 

Terapi penunjang perawatan periodontal menggunakan bahan kimiawi 

diaplikasikan secara topikal pada permukaan gingiva salah satunya dalam bentuk 

gel. Penggunaan obat kimia jangka panjang dapat menimbukan efek samping bagi 

tubuh sehingga diperlukan bahan alternatif yang lebih aman dan alami. Tujuan 

penelitian ini ialah untuk menganalisis gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai 

antiinflamasi terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a pada model 

tikus periodontitis. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan 

mengenai pengaruh gel flavonoid daun tembakau kasturi terhadap sel inflamasi 

yang mengekspresikan TNF-a pada model tikus periodontitis, dapat dimanfaatkan 

untuk mengembangkan gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai obat 

antiinflamasi pada penyakit periodontitis. 

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental 

laboratoris. Sampel yang digunakan yaitu tikus sprague dawley dengan jenis 

kelamin jantan sebanyak 105 ekor dengan berat badan 200-250 gram. Pemaparan 

lipopolisakarida selama 14 hari dengan injeksi di bagian palatal gigi molar pertama 

kiri agar hewan tersebut mengalami kondisi periodontitis. Gel flavonoid daun 

tembakau kasturi dengan konsentrasi 640 μg/ml, 320 μg/ml, 160 μg/ml, 80 μg/ml, 

40 μg/ml diberikan secara topikal yang diberikan selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


viii 

 

 

hari dan 21 hari. Setelah dilakukan pemrosesan jaringan dilakukan pewarnaan 

menggunakan imunohistokimia dan diamati secara manual yaitu menggunakan 

mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x dengan 3 lapang pandang dimana 

menunjukkan ekspresi TNF-a yang positif ditandai dengan warna kecoklatan pada 

sel inflamasi, setelah itu dilakukan analisis data dengan uji normalitas, uji 

homogenitas, uji MANOVA dan uji Games-Howell.  

Hasil penelitian pada model tikus periodontitis yang diberi gel flavonoid 

menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan pada sel inflamasi yang 

mengekspresikan TNF-a pada kelompok 1, kelompok 2 dan kelompok 6. Hasil 

penelitian juga menunjukkan terdapat pengaruh yang signifikan kelompok 

konsentrasi terhadap semua waktu paparan. Kelompok dengan pemberian gel 

flavonoid memiliki jumlah sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a yang lebih 

rendah daripada kelompok tanpa pemberian gel flavonoid daun tembakau kasturi. 

Penurunan jumlah sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a terjadi pada hari ke-

1, ke-3, ke-7, ke-14 dan semakin menurun pada hari ke-21. 

Kesimpulan pada penelitian ini adalah gel flavonoid daun tembakau kasturi 

dapat berpengaruh terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a. Semakin 

tinggi konsentrasi gel flavonoid daun tembakau kasturi, maka semakin rendah sel 

inflamasi yang mengekspresikan TNF-a.  

Saran yang dapat diberikan yaitu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

mengenai besar ekspresi TNF-a yang dikeluarkan akibat pemberian gel flavonoid 

daun tembakau kasturi dan perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai 

pengaruh gel flavonoid terhadap ekspresi sitokin selain TNF-a. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Periodontitis merupakan penyakit peradangan kronis yang menyebabkan 

kerusakan progresif pada ligamen periodontal dan tulang alveolar sehingga dapat 

mengakibatkan kehilangan gigi (Newman et al., 2015). Salah satu bakteri patogen 

utama yang menyebabkan penyakit periodontal adalah Porphyromonas gingivalis 

(Hajishengallis et al., 2012). Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri Gram-

negatif yang berperan penting dalam virulensi biofilm dan inflamasi jaringan 

(Hajishengallis et al, 2011; Andriani, 2012). Porphyromonas gingivalis 

memproduksi beberapa faktor virulensi sehingga dapat menyerang jaringan 

periodontal seperti ekstraseluler protease, fimbriae dan lipopolisakarida (Yilmaz, 

2008).  

Lipopolisakarida merupakan komponen terbesar dari membran luar bakteri 

Gram-negatif, yang dikenal sebagai Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMPs) (Nijland, 2014). Lipopolisakarida merupakan salah satu faktor yang 

terlibat dalam infamasi dan kerusakan tulang (Ozaki et al., 2009). TLR merupakan 

Pattern Recognition Receptors (PRRs) yang mengenali molekul dari 

mikroorganisme pada sistem imun (Gumus, 2016). Banyak PAMPs telah diketahui 

dapat berinteraksi dengan TLR. Salah satunya yaitu TLR-4 yang dapat mengenali 

lipopolisakarida (Lu et al., 2008). Interaksi TLR dengan PAMPs dapat memicu 

ekspresi dari sitokin proinflamasi seperti TNF-a pada sistem imun (Lu et al., 

2008). Neutrofil, limfosit, dan makrofag akan mengekspresikan mediator kimia 

seperti sitokin TNF-α (Roudsari et al., 2009). TNF-α merupakan sitokin utama 

pada respon inflamasi terhadap bakteri gram negatif dan mikroba lainnya. TNF-α 

disintesis sebagai tipe II protein polipeptida transmembran dengan 233 amino acid 

residues (26 kDa) pada permukaan luar atau diproses untuk melepaskan 17-kD 

dalam bentuk terlarut (Horiuchi et al., 2010). TNF-α merupakan sitokin 

proinflamasi utama pada proses destruksi tulang. TNF-α menyebabkan destruksi 

tulang dengan cara bekerja secara langsung dalam diferensiasi dan maturasi 

osteoklas (Kuczkowski et al., 2011).  
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Terapi penunjang perawatan periodontal menggunakan bahan kimiawi 

diaplikasikan secara topikal pada permukaan gingiva salah satunya dalam bentuk 

gel. Penggunaan obat kimia jangka panjang dapat menimbukan efek samping bagi 

tubuh sehingga diperlukan bahan alternatif yang lebih aman dan alami. Obat herbal 

memiliki efek samping yang sangat rendah dan memiliki kelebihan berupa khasiat 

farmakologis sehingga World Health Organizatition (WHO) menganjurkan untuk 

memanfaatkan obat herbal sebagai bahan alami untuk memelihara kesehatan 

(Katno, 2008).  

Penelitian yang telah dilakukan oleh Fatimah (2016) menunjukkan 

kandungan ekstrak flavonoid rendah nikotin daun tembakau Kasturi (Nicotiana 

tabaccum L) memiliki daya antibakteri yang kuat terhadap bakteri Porphyromonas 

gingivalis (bakteri Gram-negatif) dan aksi antibakteri flavonoid rendah nikotin 

daun tembakau kasturi jauh lebih baik dibandingkan metronidazole (obat 

antimikroba). Penelitian pendahuluan yang dilakukan Sonia (2017) menunjukkan 

bahwa ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi dengan konsentrasi 2,5 μg/ml, 40 

μg/ml dan 640 μg/ml dapat menghambat ekspresi TLR-4 yang distimulasi oleh 

lipopolisakarida. 

Tembakau (Nicotiana tabaccum L.) merupakan komoditi unggulan 

Kabupaten Jember. Menurut Badan Pusat Statistik tahun 2015 menunjukkan 

tingkat produksi tembakau di Kabupaten Jember sebesar 18.511 ton. Tembakau 

jenis Kasturi merupakan jenis tembakau yang banyak dibudidayakan di daerah 

Jember dan Bondowoso (Jawa Timur) (Soekarno, 2008). Daun tembakau 

secara umum hanya dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan rokok akan 

tetapi daun tembakau juga memiliki kandungan bahan aktif yang bermanfaat 

(Taiga dan Friday, 2009; Bakht et al., 2012). Salah satu bahan aktif yang 

bermanfaat yaitu flavonoid. Komposisi flavonoid daun tembakau antara lain 

apigenin, quercetin, dan rutin sekitar 1,5%, 0,5%, dan 0,6% (Fathiazad  et al., 

2006).  

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang memiliki senyawa polifenol 

dan terdapat dalam hampir semua tumbuhan (Panche et al., 2016). Flavonoid 

memiliki aktivitas biologis sebagai antiinflamasi (Kumar et al., 2013), aktivitas 
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antioksidan, antibakteri, antijamur, inhibisi enzim, aktivitas antialergi, dan aktivitas 

antitumor sitotoksik (Sari dan Shofi, 2011; Lipinski, 2011). Menurut penelitian 

yang dilakukan Jantrawut et al. (2017) bahwa kandungan flavonoid dapat 

menurunkan sekresi TNF-α. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Halim et al. 

(2015) bahwa ekstrak Nannochloropsis oculata yang mengandung flavonoid 

mampu menurunkan kadar TNF-α pada tikus yang diinduksi bakteri Actinobacillus 

Actinomycetemcomitans penyebab periodontitis. Menurut penelitian yang dilakukan 

oleh Meilawaty dan Kusumawardani (2016) bahwa ekstrak flavonoid daun singkong 

dapat menurunkan ekspresi TNF-a.  

Penelitian mengenai analisis gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai 

antiinflamasi terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a pada model 

tikus periodontitis belum pernah dilakukan. Berdasarkan latar belakang tersebut, 

penulis ingin meneliti analisis gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai 

antiinflamasi terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a pada model 

tikus periodontitis Hasil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan dan 

dikembangkan sebagai acuan bahan dasar pembuatan gel periodontal yang 

memiliki efek antiinflamasi. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, didapatkan rumusan masalah yaitu 

apakah gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai antiinflamasi berpengaruh 

terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a pada model tikus 

periodontitis? 

 

1.3 Tujuan Penelitian  

Tujuan dari penelitian ini ialah untuk menganalisis gel flavonoid daun 

tembakau kasturi sebagai antiinflamasi terhadap sel inflamasi yang 

mengekspresikan TNF-a pada model tikus periodontitis 
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1.4 Manfaat Penelitian  

Dari  hasil  penelitian  ini  diharapkan  dapat  memberikan  manfaat  sebagai 

berikut : 

1. Memberikan pengetahuan mengenai pengaruh gel flavonoid daun tembakau 

kasturi terhadap sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a pada model 

tikus periodontitis. 

2. Mengembangkan gel flavonoid daun tembakau kasturi sebagai obat 

antiinflamasi pada penyakit periodontitis.  

3. Sebagai bahan kajian penelitian selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tembakau 

Tembakau adalah tanaman perkebunan yang tidak termasuk dalam kelompok 

tanaman pangan. Pemanfaatan tembakau di Indonesia masih terkonsentrasi pada 

industri rokok dan cerutu (Ardhiarisca et al., 2015). 

Berdasarkan Surat Keterangan Identifikasi UPT Balai Konservasi 

Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi No. 1304/IPH.6/HM/IX/2015, menerangkan 

tanaman tembakau diklasifikasikan sebagai berikut: 

Divisio            : Magnoliophyta  

Klas                : Magnoliopsida  

Sub Klas         : Asteridae 

Ordo          : Solanales  

Famili             : Solanaceae  

Sub Famili      : Nicotianae  

Genus             : Nicotianae 

Spesies            : Nicotiana tabacum L.  

 

2.1.1   Morfologi Daun Tembakau 

Tembakau terdiri dari beberapa bagian yaitu akar, batang, daun, bunga dan 

buah. Daun tembakau berbentuk bulat lonjong, ujungnya meruncing, tulang 

daunnya menyirip dan bagian tepinya agak bergelombang serta memiliki 

permukaan yang licin. Daun tembakau memiliki tangkai yang melekat pada 

batang, kedudukan daunnya mendatar atau tegak. Ukuran dan ketebalan daun 

tergantung jenis varietas tembakau dan lingkungan tempat tumbuhnya 

(Ardhiarisca et al., 2015). 

Daun  tembakau  secara  umum  diklasifikasikan   berdasarkan letaknya  

pada batang, yang   dimulai   dari urutan bawah   ke   atas,   yaitu:   daun   pasir   

(zand blad/lugs),   kaki   (voet blad/cutters),  tengah  (midden  blad/leaf),  dan  

atas  (top blad/tips) (Susilowati, 2006). 
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Gambar   2.1   Tanaman   tembakau   dan   klasifikasi   daun   tembakau       

berdasarkan letak daun pada batang (Sumber: Susilowati, 

2006)  

 

2.2  Tembakau Kasturi 

Tembakau Kasturi merupakan salah satu tanaman tembakau yang 

dibudidayakan pada musim kemarau atau dikenal dengan istilah Voor Oogst 

(VO) yaitu dengan cara pengeringan menggunakan sinar matahari. Pengolahan 

tembakau kasturi dalam bentuk lembaran-lembaran daun (Hanum, 2008). 

Kabupaten Jember merupakan salah satu sentra perkebunan tembakau di Jawa 

Timur. Menurut Badan Pusat Statistik tahun 2015 menunjukkan tingkat produksi 

tembakau di Kabupaten Jember sebesar 18.511 ton. Dinas Perkebunan Provinsi 

Jawa Timur (2013) menyatakan bahwa tembakau kasturi adalah salah satu 

diantara berbagai jenis tembakau dengan areal pada tahun 2012 seluas 13.150 

hektar dengan produksi sebesar 15.161 ton serta produktivitas rata - rata 915,6 kg 

per hektar.  

Jenis Tembakau Kasturi yang umum diusahakan di Kabupaten Jember 

adalah Tembakau Kasturi 1 dan Kasturi 2 seperti pada gambar 2.2 (Djajadi, 

2015). Kasturi 1 dan Kasturi 2 adalah hasil pemuliaan tanaman yang dilakukan 

pada tahun 2007 berdasarkan SK Mentan No:132/Kpts/SR.120/2/ 2007 dan No: 

33/Kpts/SR.120/2/2007 (Herminingsih, 2014). Karakteristik kedua varietas 

dijelaskan pada Tabel 2.1. 
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Gambar 2.2 Tembakau Kasturi 1 dan 2 (Sumber : Djajadi, 2015) 

Tabel 2.1 Karakteristik Tembakau Kasturi 1 dan Kasturi 2 

Karakteristik Kasturi 1 Kasturi 2 

Asal varietas  Seleksi massa postif 

Kasturi Mawar, jember  

Seleksi massa positif 

Kasturi Ledokombo  

Bentuk daun  Lonjong  Lonjong  

Ujung daun  Meruncing  Meruncing  

Tepi daun  Rata  Licin  

Permukaan daun  Rata  Rata  

Phylotaxi  2/5, putar ke kiri  2/5, putar ke kiri  

Indeks daun  0,486  0,529  

Jumlah daun  16-19 lembar  17-19 lembar  

Produksi  1,75 ton krosok/ha  1,75 ton krosok/ha  

Indeks mutu  81,75 + 0,98  82,40 + 1,03  

Kadar nikoton  3,21 + 0,08  3,54 + 0,04  
Sumber : http://balittas.litbang.pertanian.go.id 

 

2.2.1  Kandungan Daun Tembakau Kasturi 

Daun tembakau kaya akan polifenol yang menentukan warna dan kualitas 

daun (Karabegovic et al., 2011). Polifenol termasuk tanin, kumarin, flavonid, dan 

turunan dari polifenol merupakan metabolisme sekunder dari tumbuhan tembakau 

(Xie et al., 2011). Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa daun tembakau bagian 

atas dan tengah mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid dan steroid, sedangkan 

daun tembakau bagian bawah hanya mengandung alkaloid, flavonoid dan 

terpenoid (Rusli et al., 2011). Komposisi flavonoid daun tembakau antara lain 

apigenin, quercetin, dan rutin sekitar 1,5%, 0,5%, dan 0,6% (Fathiazad  et al., 

2006).   
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2.3 Flavonoid 

Flavonoid berasal dari kata flavon atau fenil 2 kromosom yang mempunyai 

kerangka  dasar γ  piron. Flavonoid merupakan senyawa emetabolit sekunder 

yang ada pada tanaman. Flavonoid termasuk golongan senyawa fenolik yang 

terdiri atas satu cincin aromatik A, satu cincinaromatik B, dan cincin tengah yang 

berupa heterosiklik. Cincin tengah mengandung oksigen yang mana bentuk 

teroksidasi cincin tersebut menentukan sifat, khasiat dan sebagai dasar pembagian 

sub kelompok flavonoid seperti pada gambar 2.3  (Redha, 2010).  

Flavonoid terdiri dari enam golongan yaitu flavonol, flavon, flavanon, 

flavanol, isoflavon, dan antosianidin seperti pada gambar 2.4 (Gomez, 2008). 

Flavonoid mempunyai manfaat untuk kesehatan yaitu berperan sebagai antibakteri, 

antioksidan dan antiinflamasi (Lopez et al., 2016).  

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur umum flavonoid (Sumber : Sabir, 2003) 

 

Gambar 2.4 Struktur golongan flavonoid (Sumber : Sabir, 2003) 

Flavonoid terdapat pada tumbuhan dan produk terkait seperti propolis dan 

madu (Havsteen, 2002). Pada daun, flavonoid berguna sebagai fungsi fisiologis 

tumbuhan, yaitu menjaganya dari jamur dan radiasi UV-B. Flavonoid juga berguna 

dalam fotosintesis, transfer energi, kinerja hormon pertumbuhan, mengontrol 
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respirasi, morfogenesis, dan penentuan jenis kelamin tumbuhan (Cushnie, 2005). 

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari fenol yang mampu mendenaturasi 

protein dan berfungsi sebagai antibakter, antijamur dan antiinflamasi (Taiga dan 

Friday, 2009; Bakh et al., 2012). 

Flavonoid mengakibatkan kerusakan membran sitoplasma dengan 

mengurangi fluiditas dari membran (Tsuchiya, 2000), menyebabkan kebocoran, 

serta dengan menghasilkan hidrogen peroksida (Arakawa dkk., 2004). Sedangkan 

sistem kerjanya dalam menghambat sintesis asam nukleat adalah dengan 

menghambat topoisomerase (Navaro et al., 2005; Gradisar et al., 2007). 

Metabolisme energi pada bakteri juga dihambat dengan menghambat sintesis ATP 

(Chinnam et al., 2010). 

 

2.4 Periodontitis 

Periodontitis merupakan suatu penyakit inflamasi destruktif pada jaringan 

penyangga gigi yang disebabkan oleh mikroorganisme spesifik, yang 

menghasilkan kerusakan lanjut ligamen periodontal dan tulang alveolar dengan 

terbentuknya poket, resesi gingiva, maupun keduanya (Saini et al., 2010). 

Periodontitis diawali akumulasi plak dan keberadaan bakteri seperti 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porhphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia, Fusobacterium nucleatum, P. Melaninogenica dan Tannerella 

forsythia, tetapi faktor yang berasal dari hospes menentukan patogenesis dan 

kecepatan perkembangan penyakit. Penyakit ini ditandai oleh kerusakan ligamen 

periodontal pada tepi servikal, resorbsi tulang alveolar, dan proliferasi epitel 

penghubung ke arah apikal di bawah cementum-enamel junction (CEJ) (Mitchell 

et al., 2012). 

1)  Periodontitis Kronis 

Periodontitis kronis yaitu bentuk periodontitis yang paling umum 

ditemui. Periodontitis kronis ini lebih sering terjadi pada orang dewasa, 

tapi juga dapat ditemukan pada anak-anak. Periodontitis kronis 

dihubungkan dengan adanya akumulasi plak dan kalkulus, penyakit ini 
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memiliki rentang progresi yang lambat hingga sedang (Newman et al., 

2015). 

2) Periodontitis Agresif 

Periodontitis agresif berbeda dengan periodontitis kronis dalam hal 

kecepatan progresi penyakit yang terlihat pada individu yang sehat. 

Periodontitis agresif biasanya dijumpai selama atau dalam jangka waktu 

singkat selama pubertas dan dapat ditemui juga selama dekade kedua dan 

ketiga usia (10-30 tahun). Penyakit ini dapat terjadi secara lokal (localized 

juvenile periodontitis) atau general (generelized juvenile periodontitis) 

(Newman et al., 2015). 

 

2.5 Lipopolisakarida  

Lipopolisakarida merupakan komponen terbesar dari membran luar bakteri 

Gram-negatif, yang dikenal sebagai Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMPs) (Nijland, 2014). Lipopolisakarida merupakan salah satu faktor yang 

terlibat dalam infamasi dan kerusakan tulang (Ozaki et al., 2009).  

Secara molekuler, lipopolisakarida terdiri atas tiga bagian, yaitu lipid A, 

inti polisakarida, dan antigen O. Lipid A merupakan komponen hidrofilik yang 

terdapat dalam membran luar bakteri, sedangkan inti polisakarida dan antigen O 

terdapat pada permukaan sel bakteri (Uematsu dan Akira, 2008). 

Lipid A melindungi kerusakan dari sturktur protein. Lipid A tersusun atas 

rantai panjang fosfolipid dengan hydroxyfatty acids. Lipid A berikatan dengan Inti 

ke rantai O yang dihubungkan oleh gula 3-deoxy-D-manno-2-octulosonate. Inti 

polisakarida yang melekat pada Lipid A merupakan bagian yang bertanggung 

jawab terhadap toksisitas bakteri Gram- negatif (Wang et al., 2002). 

Lipopolisakarida merupakan suprastruktur utama bakteri Gram-negatif 

dalam membangun integritas struktural bakteri dan melindungi bakteri dari 

pertahanan imunitas host (Murray dan Wilton, 2003). Peran lipopolisakarida 

adalah pengatur permeabilitas membran, pelindung dan penghalang impermeable 

bagi masuknya komponen berbahaya kedalam sel bakteri serta terlibat dalam 
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mekanisme pertahanan bakteri dari lingkungan yang kurang baik (Newman et al., 

2015). 

Lipopolisakarida merupakan faktor penting untuk mediasi respon imun 

bawaan yang memulai perubahan inflamasi selama periodontitis. Sebagai 

mediator inflamasi lipopolisakarida menginduksi sel host untuk mensekresi 

sitokin proinflamasi seperti tumor nekrosis faktor-α (TNF-α), interferon-β (IFN-

β), dan protein inflamasi seperti induksi sintetis NO (iNOS) (Sun et al., 2008). 

lipopolisakarida dapat meningkatkan akses ke jaringan gingival, mengawali dan 

menimbulkan inflamasi yang menyebabkan sitokin proinflamasi dengan kadar 

tinggi yang kemudian akan mengakibatkan teraktivasinya osteoklas sehingga 

terjadi destruksi jaringan ikat gingiva, ligamen periodontal, dan resorbsi tulang 

alveolar (Roeslan, 2002). 

Toll-Like Receptors (TLR) merupakan Pattern Recognition Receptors 

(PRRs) yang mengenali molekul dari mikroorganisme pada sistem imun (Gumus, 

2016). Toll-Like Receptors telah terbukti memainkan peran penting pada 

pengenalan respon imun dan aktivasi seluler dalam menanggapi invasi patogen 

(Aswapati et al., 2012). Interaksi Toll-Like Receptors dapat memicu ekspresi dari 

sitokin proinflamasi pada sistem imun (Lu et al., 2008).  Toll-like receptor dapat 

mengenali struktur molekul umum dari mikroorganisme yang dikenal sebagai 

PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) (Nijland, 2014). Signaling 

receptor bertemu dengan PAMPs menstimulasi sekresi menghasilkan sitokin. 

Banyak PAMPs telah diketahui dapat berinteraksi dengan Toll-like receptor.  

Ekspresi Toll-Like Receptor jaringan periodontal dapat dilihat pada gambar 2.5. 
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Gambar 2.5 Ekspresi Toll-Like Receptor Jaringan Periodontal (Sumber : 

Mahanonda et al., 2000). 

 

Toll-like receptor 4 dapat mengenali lipopolisakarida (Lu et al., 2008). 

Toll-like receptor 4 diekspresikan di berbagai tipe sel dari sistem imun seperti 

neutrofil, limfosit, sel mast, makrofag dan sel dendritik (Ma’at, 2009). Toll-Like 

Receptor 4 (TLR4) berfungsi sebagai sensor utama bawaan untuk lipopolisakarida 

bakteri gram-negatif (Sun et al., 2008). ). Toll-Like Receptor 4 akan teraktivasi 

oleh lipopolisakarida dengan konsentrasi yang rendah karena lipopolisakarida 

berperan sebagai immunoactivator (Takeda et al., 2005). Setelah pengenalan 

dengan lipopolisakarida). Toll-Like Receptor 4 mengalami oligomerisasi dan 

mengerahkan adaptor hilir melalui interaksi dengan domain reseptor Toll-

inteleukin-1 (TIR-1). Domain Toll-inteleukin-1 merupakan tanda untuk sinyal 

transduksi (Lu et al., 2008). Sinyal transduksi dijelaskan pada gambar 2.6 (Lu et 

al., 2008). 
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Gambar 2.6 Sinyal Transduksi Toll-Like Receptor 4 (Sumber : Lu et al., 2008) 

 

Sinyal Toll-Like Receptor 4 dibagi menjadi dua jalur yaitu MyD88 

dependent dan MyD88 independent (TRIF dependent). Berdasarkan hasil studi 

jalur MyD88 dependent menunjukkan peran untuk ekspresi sitokin proinflamatori 

seperti TNF-a sedangkan jalur MyD88 independent memediasi induksi dari gen 

Interferon-1 (Lu et al., 2008). Toll-Like Receptor 4 memainkan peran penting 

terhadap respon imun. Produksi berlebihan dari sitokin proinflamasi karena 

stimulasi kronik dari Toll-Like Receptor dapat menyebabkan destruksi jaringan 

(Hans et al., 2011).  

 

2.6 Mekanisme Respon Imun pada Periodontitis 

Periodontitis merupakan inflamasi gingiva ke jaringan yang lebih dalam 

dari membran periodonsium. Periodontitis biasanya berkembang dari gingivitis 

yang sudah terjadi, walaupun tidak semua gingivitis berkembang menjadi 

periodontitis. Perubahan komposisi dan potensi patogenik dari mikroorganisme 

plak terhadap faktor resistensi pejamu dan jaringan sekitarnya menentukan 

perubahan dari gingivitis menjadi periodontitis dan keparahan kerusakan jaringan 

periodontal (Rehman dan Salama, 2004).  
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Sistem imun dapat berperan menguntungkan dan merugikan. Beberapa 

komponen dari sistem imun aktif dalam penyakit periodontal. Sistem imun 

mempengaruhi kolonisasi bakteri, invasi bakteri, kerusakan jaringan, serta 

penyembuhan (Reddy et al., 2011) 

 

Gambar 2.7 Skema sistem imun pada periodontitis (Sumber : Reddy et al., 2011). 

 

Limfosit pada periodontitis berperan sebagai sistem imun spesifik setelah 

sistem imun alami tidak dapat menyelesaikan infeksi. Diawali dengan bakteri 

yang menginvasi kedalam jaringan periodontal kemudian direspon dengan protein 

komplemen, apabila protein komplemen tidak dapat mengontrol infeksi maka 

netrofil akan membantu mengontrol infeksi. Apabila netrofil tidak dapat 

mengontrol infeksi maka makrofag akan lebih berperan dalam mengontrol infeksi, 

apabila makrofag dapat secara menyeluruh menghancurkan antigen maka terjadi 

inflamasi kronis, tetapi jika makrofag tidak dapat secara menyeluruh 

menghancurkan antigen maka limfosit berperan untuk mengontrol infeksi, apabila 

limfosit dapat mengontrol infeksi maka penyelesaian inflamasi kembali ke fase 

kronis, akan tetapi apabila limfosit tidak dapat mengontrol infeksi maka infeksi 

akan menyebar dan menjadi infeksi sistemik (Reddy et al., 2011).  

Transisi dari gingivitis menuju periodontitis dihubungkan dengan 

perubahan komposisi bakteri plak atau perubahan pada pertahanan tubuh. 

Inflamasi ini terjadi dengan banyak bakteri patogen, infiltrasi sel inflamasi, 

kemudian inflamasi dapat menjadi progresif dan menyebabkan kerusakan parah 

jaringan sekitar ditandai dengan keterlibatan sel limfosit T dan sel limfosit B 

sebagai efek melawan antigen (Reddy et al., 2011). Menurut Saraf (2006) 
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menyatakan bahwa keberadaan sel makrofag dan sel limfosit yang berlebih dapat 

menimbulkan destruksi pada jaringan. Kerusakan jaringan yang terjadi adalah 

efek samping mekanisme pertahanan untuk eliminasi bakteri. Selain itu kerusakan 

jaringan merupakan dampak dari jumlah cell mediated immune response yang 

berlebih, seperti limfosit. Limfosit dikatakan normal pada manusia dengan 

persentase 20-40% (Reddy et al., 2011).  

Ketidakseimbangan antara antigen dengan sel imun termasuk jumlah 

limfosit yang berlebih dapat menyebabkan kerusakan jaringan (Marsh et al., 

2009). Sel limfosit dapat mengeluarkan IL-1, subklas IL-1α dan IL-1β merupakan 

stimulator kuat kerusakan jaringan ikat. IL-1 merangsang pelepasan PGE2 dari 

fibroblas, monosit dan menstimulasi sekresi enzim matrix metalloproteinase yang 

dapat merusak jaringan (Reddy et al., 2011). Selain itu menurut Marsh et al 

(2009) imunitas seluler akan menyebabkan sel limfosit T mengeluarkan sitokin 

yang memodulasi aktifitas makrofag, kemudian makrofag yang teraktivasi juga 

mengeluarkan sitokin seperti TNF-α, IFN- γ dan IL-1. Kedua TNF-α dan IL-1 

dapat menginduksi pelepasan enzim kolagenase dari berbagai macam sel jaringan 

ikat seperti fibroblas sehingga menyebabkan resorpsi tulang serta kerusakan 

jaringan sekitar. 

 

2.7 TNF-α 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) merupakan sitokin utama pada 

respon inflamasi terhadap bakteri Gram negatif dan mikroba lainnya. TNF-α 

disintesis sebagai tipe II protein polipeptida transmembran dengan 233 amino 

acid residues (26 kDa) pada permukaan luar atau diproses untuk melepaskan 17-

kD dalam bentuk terlarut (Horiuchi et al., 2010). 

Infeksi yang berat dapat memicu produksi TNF dalam jumlah besar yang 

menimbulkan reaksi sistemik. Sumber utama TNF-α ialah fagosit mononuklear 

dan sel T yang diaktifkan antigen, sel NK, dan sel mast. Lipopolisakarida 

merupakan rangsangan poten terhadap makrofag untuk menyekresi TNF. IFN-γ 

yang diproduksi sel T dan sel NK juga merangsang makrofag antara lain 

meningkatkan sintesis TNF (Baratawidjaya dan Rengganis, 2010). 
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TNF-α mempunyai beberapa fungsi dalam proses inflamasi, yaitu dapat 

meningkatkan peran pro trombotik dan merangsang molekul adhesi dari sel 

leukosit serta menginduksi sel endotel, berperan dalam mengatur aktivitas 

makrofag dan respon imun dalam jaringan dengan merangsang faktor 

pertumbuhan dan sitokin lain, berfungsi sebagai regulator dari hematopoetik serta 

komitogen untuk sel T dan sel B serta aktivitas sel neutrofil dan makrofag. TNF-

α juga memiliki fungsi tambahan yang menguntungkan termasuk peranannya 

dalam respon imun terhadap bakteri, virus, jamur, dan invasi parasit (Soeroso A, 

2007). 

Patogenesis infeksi melalui mekanisme sel-sel fagosit, seperti  neutrofil, 

limfosit, dan makrofag akan memicu pelepasan mediator kimia seperti sitokin 

TNF-α yang berperan pada terjadinya penyakit periodontal (Roudsari et al., 

2009) 

 

Gambar 2.8 Mekanisme TNF-a  terhadap Periodontitis (Sumber : Garlet, 2010) 

 

Pengenalan Lipopolisakarida oleh sel inflamasi jaringan periodontal 

seperti neutrofil, makrofag, limfosit sehingga terjadi inflamasi awal yang  

menghasilkan produksi sitokin proinflamasi salah satunya TNF-a dan kemokin 
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yang bertindak dalam infiltrasi leukosit ke jaringan periodontal. Begitu berada di 

jaringan, aktivasi leukosit mengarah ke produksi proinflamasi sitokin dan 

kemokin lebih lanjut yang berkontribusi pada migrasi leukosit. Selain sitokin, 

leukosit juga menghasilkan sejumlah besar RANKL, peningkatan kadar RANKL 

menghasilkan ketidakseimbangan dalam kadar OPG sehingga menghasilkan 

karakteristik resorpsi tulang yang meningkat. Mediator inflamasi yang diproduksi 

oleh leukosit juga mengganggu formasi tulang yang diharapkan dapat menangkal 

peningkatan aktivitas osteoklastik. Akhirnya, reaksi inflamasi kronis juga 

menghasilkan ketidakseimbangan yang signifikan dalam rasio MMP / TIMP 

sehingga terlihat kerusakan ECM (matriks ekstraseluler) jaringan periodontal 

lunak dan jaringan periodontal termineralisasi (Garlet, 2010). 

 

2.8 Sel Inflamasi  

Sel inflamasi yang mengekspresikan TNF-a antara lain : neutrofil, makrofag, 

limfosit. 

2.7.1 Neutrofil 

Sel neutrofil adalah sel darah putih pertama yang melakukan migrasi 

dari pembuluh darah ke tempat cedera. Fungsi neutrofil adalah untuk 

memfagositosis bakteri dan debris selular. Neutrofil polimorfonuklear (PMN) 

tertarik ke daerah inflamasi oleh faktor kemotaktik, yang dihasilkan oleh 

bakteri, komplemen (C5a), produk jalur lipooksigenase (5-HETE dan 

leuktotrien B4) dan sitokin. Neutrofil juga melepaskan zat-zat kimia yang 

yang menarik sel darah putih lain ke tempat peradangan, dengan proses yang 

disebut kemotaksis. Sel ini mempunyai inti bersegmen dalam bentuk 

bermacam-macam, seperti kacang, tapal kuda, dan lain-lain. Sel ini memiliki 

diameter 10-12 μm. Segmen/lobus dari inti berkisar 2-4 buah. Inti terisi penuh 

oleh butir-butir khromatin padat sehingga sangat mengikat zat warna basa 

menjadi biru atau ungu (Effendi, 2003). 
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Gambar 2.9 Sel Neutrofil (Sumber : Shiella, 2012) 

2.7.2 Limfosit 

Limfosit termasuk dalam leukosit agranular karena didalam sitoplasma 

tidak ditemukan granula. Limfosit pada umumnya memilki inti bulat seperti 

kacang. Dalam sirkulasi sering ditemukan limfosit besar dan limfosit kecil. 

Limfosit besar merupakan bentuk limfosit yang belum dewasa, disebut 

sebagai prolimfosit (Effendi, 2003). 

Adanya perbedaan bentuk maupun fungsi limfosit dikarenakan sifat 

limfosit yang mampu menerobos jaringan atau organ lunak di dalam tubuh. 

Fungsi utama limfosit adalah merespon terhadap antigen dengan membentuk 

antibodi. limfosit di bedakan menjadi 3 tipe sel yaitu sel B, sel T dan sel null. 

Sel B ini jumlahnya hanya sedikit dan berperan dalam respon imunitas 

humoral karena sel B memproduksi antibodi. Sel T jumlahnya mencapai 70 

sampai 75% dari limfosit. Sel ini diproduksi oleh timus dan berperan dalam 

imunitas seluler. Sel null memiliki dua tipe cell mediated-cytotoxicity yaitu sel 

N-K (natural killer function) dan sel K (antibody-dependent 

cellularcytotoxicity) (Sugiono et al., 2003). 
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Gambar 2.10 Sel Limfosit (Sumber : Nizar, 2012) 

2.7.3 Makrofag 

Makrofag merupakan sel jaringan yang berasal dari monosit dalam 

sirkulasi setelah beremigrasi dari aliran darah. Pada saat mencapai jaringan 

ekstravaskular, monosit berubah menjadi makrofag, dan mampu mengadakan 

fagositosis terhadap bakteri dan sisa-sisa sel dalam jumlah yang besar. Sel ini 

berukuran 10 sampai 30 µm dan umumnya memiliki inti lonjong atau 

berbentuk ginjal yang terletak eksentris. Makrofag yang teraktivasi 

menyebabkan ukuran sel bertambah besar, kandungan enzim lisosom menjadi 

meningkat, metabolismenya lebih aktif, dan kemampuan membunuh 

mikroorganismenya lebih besar dan menghasilkan berbagai mediator seperti 

proinflamatori (IL-1, IL-6 dan TNF) (Effendi, 2003). 

 

Gambar 2.11 Sel Makrofag (Sumber : Rahmawati, et al 2018) 

 

2.9 Pengaruh Flavonoid sebagai Antiinflamasi 

Flavonoid telah terbukti baik secara in vitro maupun in vivo. Mekanisme 
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flavonoid dalam menghambat terjadinya inflamasi melalui 2 cara, yaitu dengan 

menghambat pelepasan asam arakidonat dan sekresi enzim lisosom dari sel 

netrofil dan sel endotel, kemudian menghambat fase proliferasi dan fase eksudasi 

dari proses inflamasi. Flavonoid konsentrasi tinggi dapat menghambat pelepasan 

asam arakidonat dan sekresi enzim lisosom dari membran dengan memblok jalur 

siklooksigenase, jalur lipoksigenase, dan fosfolipase A2, sementara pada 

konsentrasi rendah hanya memblok jalur lipoksigenase. Terhambatnya pelepasan 

asam arakidonat dari sel inflamasi akan menyebabkan kurang tersedianya 

substrat arakidonat bagi jalur siklooksigenase dan jalur lipoksigenase, yang pada 

akhirnya akan menekan jumlah prostaglandin, prostasiklin, endoperoksida, 

tromboksan disatu sisi dan asam hidroperoksida, asam hidroksieikosatetraienoat, 

leukotrin disisi lainnya (Sabir, 2003). Menurut (Kim et al., 2004) salah satu 

faktor terpenting flavonoid sebagai bahan antiinflamasi adalah menghambat 

eicosanoid-generating enxymes, termasuk diantaranya phospholipase A2, 

siklooksigenase, dan lipoksigenase. 

Pada penelitian lain menunjukkan kandungan flavonoid juga mempunyai 

sifat antiinflamasi dengan menghambat produksi dan pelepasan mediator 

inflamasi (Dos santos et al., 2006). Polifenol secara spesifik dapat mempengaruhi 

tyrosin dan serin-threonin protein kinase, dimana enzim tersebut berpengaruh 

terhadap proses aktivasi proliferasi sel limfosit T dan aktivasi sel limfosit B, 

sehingga dapat mengontrol jumlah limfosit yang terlibat dalam inflamasi 

(Hussain et al, 2016). Selain berpengaruh terhadap proliferasi sel T yang 

berkaitan dengan fosforilasi tyrosin, flavonoid juga menunjukkan efek pada 

produksi sel inflamasi dengan menghambat β-glucoronidase dan lisozim yang 

dilepaskan oleh netrofil. Flavonoid secara siginifikan juga menghambat 

pelepasan asam arakidonat, TNF-a, IL-1 dan IL-6 dari membran sel (Hussain et 

al., 2016). 

 

2.10  Imunohistokimia 

Immunohistochemistry (IHC) adalah gabungan histologi/sitologi dan 

imunologi. Pemeriksaan imunohistokimia memiliki kemampuan yang tinggi 
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untuk memisahkan, menseleksi, dan bersifat spesifik. Pemeriksaan ini umtuk 

mendeteksi adanya antigen, hal ini dikarenakan adanya ikatan spesifik antara 

antigen dan antibodi (Ambari, 2003). Hasil reaksi antigen dan antibodi ini dapat 

diidentifikasi pada spesimen karena antibodi diikat oleh suatu penanda yang dapat 

divisualisasikan, sehingga dapat menandai keberadaan bahan aktif tersebut di 

dalam jaringan.Untuk menvisualisasikan hasil interaksi antara antigen dan 

antibodi dapat dilakukan dengan berbagai macam cara, dimana cara yang paling 

sering digunakan ialah dengan konjugasi antibodi dengan enzim seperti 

peroksidase. Selain itu juga dapat digunakan fluorophore seperti fluorescen atay 

rhodamin. Untuk mempelajari morfologi sel, sel dalam jaringan difiksasi 

kemudian dilokalisasi diantara sel dan divisualisasikan dengan mikroskop elektro 

atau mikroskop cahaya (Rantam, 2003).  Dengan menggunakan mikroskop optik, 

keberadaan antigen di dalam sel dapat dideteksi, baik di dalam sitoplasma, inti sel 

dan axon pada sel-sel syaraf, juga pada jaringan, ekstraseluler. Imunohistokimia 

dapat menandai keberadaan suatu bahan aktif di dalam jaringan, sel-sel mana saja 

yang menghasilkan, juga dapat mendeteksi dimana bahan aktif tersebut 

diakumulasikan (Nurhidayat, 2002). Selain dapat mendeteksi dan melokalisasi 

bahan-bahan aktif tersebut, sekaligus dapat memperlihatkan keadaan jaringan di 

tempat keberadaan bahan aktif tersebut secara utuh. Bahan aktif tersebut dapat 

berupa protein, karbohidrat, asam nukleat, lemak, bahan-bahan alami lainnya serta 

bahan sintesis (Setijanto, 2002).  

 

2.10.1 Antibodi 

Antibodi merupakan bahan pokok imunohistokimia dalam mendeteksi 

suatu bahan aktif. Molekul antibodi memiliki bentuk seperti huruf Y, dimana 

kedua tangannya mempunyai sisi ikat dari antibodi yaitu Fab. Terdapat 2 macam 

antibodi yaitu antobodi monoklonal dan antibodi poliklonal. Antibodi monoklonal 

adalah suatu antibodi yang murni mengandung satu jenis antibodi untuk satu sisi 

antigenik (epitop) yang khas dari antigen tersebut. Antibodi monoklonal ini 

mempunyai spesifitas yang tinggi karena hanya akan mengikat satu jenis 

antigenik saja dari antigen tersebut, sehingga penggunaan antibodi ini sangat 
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rawan terhadap kehilangan antigenik pada antigen yang akan diikat. Antibodi 

monoklonal biasa digunakan untuk reagen diagnostik dan untuk keperluan 

penelitian imunohistokimia dengan spesifitas yang sempit, sehingga tidak terjadi 

reaksi silang dengan antigen lain. Pada proses fiksasi preparat yang umumnya 

menggunakan formalin dapat mempengaruhi keberadaan epitop yang dapat 

bereaksi dengan antibodi tersebut, sehingga jika epitop yang spesifik terhadap 

antibodi tersebut hilang karena proses fiksasi, maka ikatan antara antibodi dan 

antigen tidak dapat terjadi. Biasanya pada pewarnaan imunohistokimia, titer 

antibodi monoklonal lebih tinggi dibandingkan dengan antibodi poliklonal 

(Nurhidayat, 2002). 

Antibodi poliklonal merupakan campuran antibodi-antibodi yang berasal 

dari beberapa antigenik spesifik dari suatu antigen, sehinga antibodi ini lebih 

toleran terhadap kehilangan satu atau lebih antigenik spesifik akibat proses yang 

dilalui preparat tersebut. Antibodi poliklonal memiliki spesifitas yang lebih 

rendah dibandingkan dengan antibodi monoklonal, namun afinitasnya dalam 

berikatan dengan antigen lebih tinggi. Ikatan antara antigen dan antibodi masih 

mungkin terjadi dengan antigenik yang masih tersisa pada antigen tersebut. Proses 

pembuatan antibodi ini relatif murah dan lebih mudah dibandingkan dengan 

antibodi monoklonal, dan umumnya lebih stabil terhadap perubahan pH dari 

medianya. Namun terdapat kemungkinan terjadinya reaksi silang dengan antigen 

yang lain karena antibodi ini berasal dari beberapa antigenik spesifik dari antigen. 

Berbeda dengan antibodi monoklonal yang tidak memugkinkan terjadi reaksi 

silang dengan antigen yang lain (Nurhidayat, 2002). 

 

2.10.2 Kromogen 

Kromogen ialah suatu bahan yang dapat memvisualisasikan substansi 

penanda pada ikatan immunokompleks pada pewarnaan IHC. Bahan ini biasanya 

dicampurkan dengan substrat dari enzim penanda sebelum digunakan. Bahan 

kromogen yang sering digunakan adalah 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB). Molekul ini didalam larutan dalam konsentrasi terlarut, tidak berwarna 

dan mengendap berupa massa coklat gelap bila teroksidasi. Endapan ini tidak larut 
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dalam alkohol. Hal ini memungkinkan seksion conterstained dengan hematoxylin, 

dehidrasi dengan ethanol, dan cleared dengan xylene dan ditutup dengan coverslip 

(Sudiana, 2005). 

 

2.10.3 Counterstain 

Counterstain bertujuan untuk memvisualisaikan detail jaringan selain 

bagian yang terwarnai secara imunohistokimia. Jika bagian sitoplasma yang 

terwarnai menggunakan IHC, maka dilakukan counterstain pada inti sel 

sedangkan apabila bagian yang terwarnai adalah inti sel, maka dilakukan 

counterstain pada sitoplasma sel. Bahan yang biasa digunakan adalah 

haematoxilin. Pewarnaan imunohistokimia disertai dengan counterstain dapat 

menunjukkan detail lokasi immunopositif disertai detail jaringan sekitarnya 

(Nurhidayat, 2002). 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


24 

2.11 Kerangka Konseptual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

   : menghambat 

 

2.12 Hipotesis 

Gel flavonoid daun tembakau kasturi menurunkan TNF-a pada sel 

inflamasi jaringan periodontal tikus periodontitis  

 

 

Daun tembakau kasturi 

Gel periodontal 

Lipopolisakarida 

P. gingivalis 

Mediator sitokin 

proinflamasi (TNF-α)  ↑ 

Sel inflamasi 

jaringan periodontal 

Periodontitis 

Antiinflamasi 

Flavonoid 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental 

laboratoris. Sampel maupun perlakuan diharapkan terkendali, terukur dan 

pengaruh perlakuan dapat dipercaya. Penelitian jenis ini ialah penelitian yang 

bertujuan untuk mencari hubungan sebab akibat dengan memanipulasi atau 

mengintervensi variabel dalam satu atau lebih kelompok serta mengendalikan 

faktor yang dapat mempengaruhi hubungan sebab akibat, kemudian 

membandingkannya dengan kelompok kontrol yang tidak dilakukan perlakuan 

atau dimanipulasi (Notoadmojo, 2010). 

3.2  Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan ialah post test only control group 

design yang merupakan rancangan penelitian yang memungkinkan peneliti untuk 

mengetahui efek perlakuan dan tanpa perlakuan pada unit eksperimen 

(Notoadmojo, 2010).  

3.3  Tempat Penelitian 

a. Pembuatan ekstrak flavonoid bebas nikotin daun tembakau dilakukan di 

Laboratorium Center for Development of Advanced Sciences and 

Technology (CDAST), Universitas Jember. 

b. Pembuatan gel periodontal dilakukan di Laboratorium Biofarmasetika, 

Fakultas Farmasi, Universitas Jember. 

c. Uji in vivo pada tikus jenis sprague dawley dilakukan di Laboratorium 

Center for Development of Advanced Sciences and Technology (CDAST), 

Universitas  Jember. 

d. Pemrosesan jaringan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

e. Prosedur pengamatan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. 
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3.4  Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2018 – Juni 2019. 

  

3.5  Populasi dan Sampel Penelitian 

3.5.1 Populasi Penelitian 

Populasi penelitian adalah hewan coba tikus sprague dawley dengan 

jenis kelamin jantan. 

 

3.5.2    Kriteria Sampel Penelitian 

Kriteria sampel dalam penelitian ini meliputi: 

a. Tikus jantan jenis sprague dawley 

b. Umur 3-4 bulan 

c. Berat badan 200-250 gram 

d. Kondisi sehat ditandai dengan gerakan yang aktif dari tikus dan tidak 

ada cacat fisik. 

 

3.5.3 Besar sampel 

 Besar sampel penelitian yang digunakan ditentukan dengan menggunakan 

rumus Frederer: 

t (n-1)>15 

 Keterangan: 

 t = jumlah kelompok perlakuan 

 n = jumlah ulangan pada masing-masing kelompok   

7 (n-1) > 15 

7n - 7 > 15 

7n > 15+ 7 

7n > 22 

n > 3,14 

Berdasarkan perhitungan rumus diatas, maka sampel yang digunakan tiap 

kelompok sebanyak 3 ekor tikus (n > 3,14) dan jumlah kelompok yang digunakan 

adalah 7 kelompok dengan 5 waktu paparan yaitu hari ke-1, ke-3, ke-7, ke-14, ke-
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21 sehingga penelitian ini menggunakan 105 ekor tikus.  

 

3.6  Variabel Penelitian 

3.6.1 Variabel bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah gel flavonoid dengan konsentrasi 

640 g/ml, 320 g/ml, 160 g/ml, 80 g/ml, 40 g/ml. 

3.6.2 Variabel terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah sel yang mengekspresikan TNF-

a 

3.6.3 Variabel terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini antara lain: 

a. Pemilihan hewan coba meliputi jenis hewan coba, jenis kelamin 

hewan coba, umur hewan coba, berat badan hewan coba. 

b. Pemeliharaan hewan coba meliputi pemberian makan dan minum, 

jenis makan dan minum serta pembersihan hewan kandang 

c. Bahan dan dosis anastesi  

d. Waktu evaluasi  

e. Metode pemeriksaan 

 

3.7  Definisi Operasional 

3.7.1 Flavonoid 

Flavonoid adalah zat yang terkandung dalam daun Tembakau Kasturi yang 

diambil pada bagian daun bawah atau koseran, kemudian diekstraksi 

menggunakan metode maserasi dan metode fraksinasi yang menghasilkan 

ekstrak flavonoid bebas nikotin. Ekstrak flavonoid daun Tembakau 

Kasturi akan dibuat dalam bentuk gel. Daun tembakau yang digunakan 

berasal dari Kecamatan Pakusari, Kabupaten Jember, Jawa Timur. 

 

3.7.2 Tikus Periodontitis 

Tikus periodontitis adalah hewan coba yang diberikan perlakuan berupa 

pemaparan lipopolisakarida setiap 2 hari sekali selama 14 hari dengan 
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injeksi sulkular pada sulkus gingiva di bagian palatal gigi molar pertama 

kiri rahang atas agar hewan tersebut mengalami kondisi periodontitis. 

Lipopolisakarida yang digunakan berasal dari bakteri Porphyromonas 

gingivalis (Sigma-Aldrich SMB00610) 

 

3.7.3    Ekspresi TNF-α 

 Ekspresi TNF-α muncul pada sel inflamasi (neutrofil, makrofag dan 

limfosit) yang terletak di area gingiva bagian palatal daerah sulkus gingiva 

dengan  memberikan reaksi positif terhadap antibodi monoklonal TNF-α 

(sitoplasma sel terwarnai coklat) dan dihitung secara manual oleh 3 

pengamat menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000x. 

 

3.7.3    Sel inflamasi 

 Sel inflamasi yang diamati terdiri dari neutrofil, makrofag dan limfosit. Sel 

tersebut dilihat dari karakteristik yang dimiliki. Neutrofil mempunyai inti 

bersegmen dalam bentuk bermacam-macam, seperti kacang atau tapal 

kuda. Makrofag umumnya memiliki inti lonjong atau berbentuk ginjal 

yang terletak eksentris. Limfosit pada umumnya memilki inti bulat seperti 

kacang dan pada sitoplasmanya tidak ditemukan granula.  

 

3.8  Pengelompokan Sampel Penelitian 

Hewan coba yang telah diadaptasi selama 1 minggu dan telah dipapar 

lipopolisakarida  selama 14 hari kemudian dikelompokkan menjadi 7 kelompok 

yang terbagi dalam kelompok kontrol negatif yaitu tikus yang dipapar 

lipopolisakarida tanpa diberi gel flavonoid, kelompok kontrol positif yaitu tikus 

yang dipapar lipopolisakarida kemudian diberi gel metronidazole 15%  dan 

kelompok perlakuan yaitu tikus yang dipapar lipopolisakarida  kemudian diberi 

gel flavonoid, dengan pembagian kelompok sebagai berikut: 

1. Kelompok 1 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel flavonoid dengan konsentrasi 

640 g/ml selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari.  
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2. Kelompok 2 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel flavonoid dengan konsentrasi 

320 g/ml selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari. 

3. Kelompok 3 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel flavonoid dengan konsentrasi 

160 g/ml selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari 

4. Kelompok 4 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel flavonoid dengan konsentrasi 

80 g/ml selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari. 

5. Kelompok 5 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel flavonoid dengan konsentrasi 

40 g/ml selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari.  

6. Kelompok 6 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari kemudian diberi gel metronidazole 15% selama 1 hari, 3 

hari, 7 hari, 14 hari, 21 hari. 

7. Kelompok 7 (15 ekor) merupakan tikus yang dipapar lipopolisakarida 

selama 14 hari tanpa diberi gel flavonoid selama 1 hari, 3 hari, 7 hari, 14 

hari, 21 hari.  

 

3.9  Alat dan Bahan Penelitian 

3.9.1 Alat Penelitian: 

a. Blender  

b. Rak appendorf 

c. Vacuum filter    

d.  Laminar flow 

e. Centrifuge     

f. Counter 

g. Shaker 

h. Magnetic stir 

i. Rotary evaporator 
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j. Tabung appendorf    

k. Botol duran 

l. Conical tube    

m. Vortex  

n. Timbangan analitik 

o. Gelas ukur 

p. Mortar dan alu 

q. Homogenizing mixer 

r. Kandang peliharaan hewan coba 

s. Tempat makan dan minum hewan coba 

t. Disposible spuit 1 cc, syringe modifikasi 

u. Pinset 

v. Papan bedah 

w. Scalpel 

x. Gunting 

y. Beaker glass 

z. Pipet, mikropipet 

aa. Mikroskop cahaya 

bb. Kamera 

cc. Kertas saring 

dd. Label identitas 

ee. Deck glass dan object glass 

ff. Sarung tangan dan masker 

gg. Alat cetak blok paraffin 

hh. Mikrotom  

 

3.9.2 Bahan Penelitian : 

a. Daun Tembakau Kasturi  

b. HCl 1 M (500 ml, 250 ml) 

c. Methanol 80% 

d. DMSO (DimetilSulfoxide) 
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e. Stopper reagent (SDS 10% dalam 0,1 N HCl) 

f. Carbopol 1%, TEA 3%, Propilenglicol 3% 

g. Tikus sprague dawley berjenis kelamin jantan 

h. Pakan tikus merk AD-2 dan minum 

i. Bahan anastetikum : Ketamin 

j. Lipopolisakarida 

k. Etanol absolut 

l. Paraffin 

m. Alkohol  70%, 80%, 96% dan absolut 

n. Xylol 

o. Phosphate buffer saline (PBS) 

p. Peroxidase blocking solution  

q. Prediluted blocking serum  

r. Horseradish peroxidase (HRP) 

s. Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

t. Buffer fosfat 

u. Aquadest 

v. Entelan  

w. Buffer neutral formalin 10% 

x. Hematoxylin 

y. Antibodi primer TNF-a  

z. Antibodi sekunder biotin  

aa. Cotton pallate 

 

3.10 Prosedur Penelitian 

3.10.1 Tahap Persiapan 

Persiapan dimulai dengan identifikasi daun tembakau kasturi yang 

kemudian dilakukan pengambilan ekstrak. 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


32 
 

3.10.2 Prosedur Ekstraksi Flavonoid Bebas Nikotin Daun Tembakau Kasturi 

Daun tembakau yang sudah dikeringkan lalu dihancurkan dengan 

menggunakan blender sampai menjadi serbuk. Serbuk daun tembakau ditimbang 

sebesar 50 gram dan ditempatkan pada tabung erlemenyer. Tambahkan methanol 

sampai volume pada tabung erlemenyer 400 ml, tutup mulut tabung dengan kertas 

alumunium. Aduk larutan pada Orbital Shaker dengan kecepatan 150 rpm selama 

24 jam. Setelah 24 jam, larutan disaring dan dituang pada beaker glass dengan 

menggunakan corong yang dilapisi kertas saring. Letakkan larutan pada lemari 

asam yang bertujuan untuk menguapkan bahan kimia berkonsentrasi tinggi selama 

2,5 jam hingga volume larutan menjadi 300 ml. Ambil 250 ml larutan lalu 

homogenkan larutan pada alat stir selama 6 menit. Ambil larutan sebanyak 50 ml 

dan pisahkan pada beaker glass yang lebih kecil diamkan sampai larutan menguap 

bertujuan untuk mempermudah pengukur hasil ekstrak per 50 gram tembakau. 

Sisa larutan dengan volume 200 ml pada tabung erlemenyer dilakukan fraksinasi 

dengan menambahkan larutan hexane 20 ml. Aduk dengan menggunakan 

magnetic stir selama 10 menit maka akan terbentuk dua lapisan. Ambil lapisan 

pertama dengan menggunaka pipet dan pindahkan pada beaker glass lain. 

Tambahkan hexane 20 ml pada lapisan kedua dalam tabung erlemenyer, 

lalu lakukan proses fraksinasi sebanyak 15x. Lapisan pertama yang didapatkan 

dari proses fraksinasi dievaporating dengan rotary evaporator sampai didapatkan 

larutan yang mengental. Diperoleh sebanyak 20 ml. 

Pembuatan HCl pekat 37% dengan menggunakan rumus: 

37% x V = 10% + 100 ml 

V = 1000    = 27,027 ml 

 37 

Membuat HCL 10% 100 ml dengan menambahkan 73 ml aquades pada 27 

ml HCl pekat 37%. Ambil larutan hasil evaporating sebanyak 10 ml dalam tabung 

erlemenyer, tambahkan 20 ml HCl 10% . Tambahkan aquades sebanyak 10 ml 

dan ethyl asetate 20 ml. Fraksinasi sebanyak 3x dengan magnetic stir hingga 

didapatkan 2 lapisan. Lapisan paling atas adalah larutan kaya fenol, sedangkan 

lapisan kedua merupakan larutan kaya nikotin. Uji dragendorf  untuk mengetes 
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kandungan nikotin pada larutan lapisan pertama yang kaya fenol. Larutan akan 

berwarna kuning jika bebas nikotin dan akan berwarna orange jika masih 

mengandung nikotin. 

 

3.10.3 Prosedur Pembuatan Gel Flavonoid Daun Tembakau Kasturi Bebas 

Nikotin 

Sintesis gel flavonoid yaitu ekstrak flavonoid dengan konsentrasi 320 

g/ml, 160 g/ml, 80 g/ml, 40 g/ml, 20 g/ml, dan 10 g/ml dalam DMSO 1%. 

Selanjutnya pembuatan dilusi Carbopol 940 dan aquades (0,1:50). Campuran ini 

diaduk perlahan hingga homogen dan membentuk massa gel yang kental. 

Hidrogel dituang ke dalam petridish dan dibiarkan semalam untuk stabilisasi. Gel 

yang mengandung metronidazol konsentrasi 15% sebagai kelompok kontrol. 

 

3.10.4  Persiapan Hewan Coba 

Sebanyak 105 ekor tikus sprague dawley jantan diadaptasi selama 7 hari. 

Selama proses adaptasi, tikus diberi makan dan minum secara bebas setiap hari. 

Hal ini bertujuan untuk mengurangi stres hewan coba dan memperoleh 

keseragaman sebelum dilakukan penelitian (homogenitas) serta memenuhi kriteria 

penelitian. 

 

3.10.5 Pemaparan Lipopolisakarida Pada Tikus Sprague Dawley. 

Pemaparan lipopolisakarida dilakukan setelah fase adaptasi setiap 2 hari 

sekali selama 14 hari dengan injeksi sulkular pada sulkus gingiva di bagian palatal 

gigi molar pertama kiri rahang atas. Dengan catatan setelah berjalan 14 hari, salah 

satu ekor tikus dianastesi dengan ketamin. Kemudian tikus tersebut dibawa ke 

Laboratorium Radiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk 

mengetahui hewan coba tersebut telah mengalami periodontitis.  

 

3.10.6  Euthanasia Hewan Coba 

Hewan coba pada seluruh kelompok dikorbankan sehari setelah 

perlakuan,  perlakuan selama 1 hari dikorbankan pada hari ke-2, perlakuan 
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selama 3 hari dikorbankan pada hari ke-4, perlakuan selama 7 hari dikorbankan 

pada hari ke-8, perlakuan selama 14 hari dikorbankan pada hari ke-15, 

perlakuan selama 21 hari dikorbankan pada hari ke-22 masing- masing sebanyak 

3 ekor tikus dari tiap kelompok dilakukan euthanasia. Euthanasia hewan coba 

dilakukan dengan menggunakan injeksi ketamin over dosis yaitu 120-150 

mg/kg BB secara intraperitonium (Etten, 2015). Rahang atas dipotong dengan 

melakukan insisi mulai dari sudut mulut ke sudut mulut sampai rahang atas 

terlepas dari rahang bawah. 

 

3.10.7  Pengambilan Sampel Sediaan 

Pemotongan rahang atas dengan menggunakan knable tang, gunting dan 

scalpel. Pemotongan jaringan ini dilakukan di atas papan bedah. Jaringan yang 

diambil  untuk  penelitian  harus  segar yang artinya  jaringan  diambil  secepat 

mungkin  setelah  hewan  coba  di  euthanasia  (Muntiha,  2001).  Jaringan 

difiksasi dengan menggunakan larutan buffer formalin 10% selama 24 jam untuk 

mencegah   terjadinya   autolisis, mempertahankan  morfologi serta mencegah 

pertumbuhan jamur dan bakteri. Setelah difiksasi jaringan dicuci dengan air 

mengalir selama 1,5 jam untuk menghilangkan sisa bahan fiksasi. 

 

3.10.8 Proses Pembuatan Sediaan dan Pemeriksaan Imunohistokimia 

Tahap yang pertama adalah proses dekalsifikasi untuk melepaskan bahan 

anorganik dalam tulang tanpa merusak protein. Dekalsifikasi dilakukan dengan 

memakai larutan EDTA 10% selama 30 hari. Proses dekalsifikasi dapat dikatakan 

telah selesai jika jaringan yang ada sudah lunak. Ciri-ciri tulang terdekalsifikasi 

ialah strukturnya menjadi fleksibel, transparan, dan mudah ditusuk/digores 

(Muntiha, 2001) 

Tahap yang kedua dilakukan pemrosesan jaringan yaitu dehidrasi, clearing 

dan impregnasi menggunakan alat tissue processing (Tissue-Tek). Dehidrasi 

jaringan dimaksudkan untuk mengeluarkan air yang terkandung dalam jaringan 

dengan menggunakan cairan dehidran seperti etanol atau iso propyl alkohol. 

Cairan dehidran kemudian dibersihkan dari dalam jaringan dengan menggunakan 
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reagen pembersih (clearing agent) yaitu xylol. Reagen pembersih ini akan diganti 

dengan parafin dengan cara dimasukkan dalam larutan parafin cair sehingga 

parafin terpenetrasi ke dalam jaringan; proses ini disebut impregnasi. Parafin yang 

digunakan mempunyai titik cair 56-58˚C (Sakura Finetek Japan, 2018) 

Tahap yang ketiga adalah pembuatan blok jaringan (embedding). 

Embedding adalah proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan embedding 

meliputi paraffin, cellusose, dan tissue text. Pada penelitian ini menggunakan 

paraffin TD (560 – 600 C). Tahapan embedding yaitu menyiapkan kaset dan base 

mould, jaringan yang berada di dalam embedding cassette dipindahkan ke dalam 

dasar base mold dengan menggunakan pinset, letakkan kaset diatas base mould 

yang sudah terisi jaringan, kemudian diisi dengan parafin cair (Anondo, 2015). 

Tahapan selanjutnya dilakukan proses pemotongan jaringan dengan 

menyiapkan pisau  mikrotom  yang dibersihkan  terlebih  dahulu  menggunakan  

kasa  atau kertas saring yang dibasahi dengan xylol arah tegak lurus. Kemudian, 

mengatur  ketebalan  sayatan  mikrotom  yaitu 5  mikron. Pemotongan jaringan 

dilakukan dengan arah bukal-palatal pada jaringan yang telah diletakkan pada 

holder mikrotom. Potongan jaringan yang diperlukan adalah terdapat bentukan 

gigi dan tulang alveolar utuh. Potongan jaringan yang telah memenuhi kriteria, 

diambil dengan kuas dan diletakkan di atas permukaan air waterbath dengan 

temperatur 56°-58°C hingga sayatan jaringan mekar. Sayatan yang telah mekar 

diambil dengan obyek glass kemudian dikeringkan di atas hot plate, dan 

dimasukkan dalam oven dengan suhu sekitar 30°-35°C minimal selama 12 jam 

(Tim Patologi Anatomi FKG UNEJ, 2007). 

Prosedur selanjutnya yaitu pengecatan jaringan dengan Haematoksilin 

Eosin (HE) dan imunohostokimia. Sediaan dilakukan deparafinisasi preparat 

menggunakan larutan xylol sebanyak tiga kali, masing-masing selama 10 menit. 

Rehidrasi menggunakan etanol absolut sebanyak 3 kali, masing-masing selama 10 

menit kemudian inkubasi preparat selama 24 jam dengan suhu 30C. Keluarkan 

preparat hingga uap menghilang. Cuci preparat menggunakan aquadest sebanyak 

tiga kali, masing-masing selama 5 menit. Pengecatan dengan Haematoksilin 

Eosin (HE) menggunakan Mayer’s Hematoylin selama 15 menit kemudian 
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cuci dengan air mengalir selama 20 menit. Beri Eosin selama 15 detik – 2 

detik. Dehidrasi menggunakan alkohol 95% dan alkohol absolut selama 2-3 

menit. Clearing menggunakan xylol selama 3 menit. Mounting menggunakan 

entelan. Pengecatan imunohistokimia dilakukan setelah deparafinisasi dan 

rehidrasi, bersihkan object glass kemudian tetesi preparat dengan peroxidase 

blocking solution sebanyak 2 tetes kemudian inkubasi pada suhu ruang selama 40 

menit. Cuci preparat menggunakan phosphate buffer saline (PBS) sebanyak tiga 

kali, masing-masing selama 5 menit. Bersihkan object glass kemudian tetesi 

preparat dengan prediluted blocking serum sebanyak 100 µl menggunakan 

mikropipet kemudian inkubasi dengan suhu 30C selama 24 jam. Cuci preparat 

menggunakan phosphate buffer saline (PBS) sebanyak tiga kali, masing-masing 

selama 5 menit. Rendam preparat dalam antibodi monoklonal TNF-a (abbiotec 

Cat. No.: 251690) dengan dilusi 1:100 sebanyak 80 µl menggunakan mikropipet 

kemudian inkubasi dengan suhu 30C selama 24 jam. Cuci preparat dengan 

phosphatase buffer saline (PBS) sebanyak tiga kali, masing-masing selama 5 

menit. Rendam preparat dengan antibodi sekunder sebanyak 2 tetes kemudian 

inkubasi pada suhu ruang selama 60 menit. Cuci preparat dengan phosphatase 

buffer saline (PBS) sebanyak tiga kali, masing-masing selama 5 menit. Rendam 

preparat dengan horseradish peroxidase (HRP) sebanyak 2 tetes kemudian 

inkubasi pada suhu ruang selama 40 menit. Cuci preparat dengan phosphatase 

buffer saline (PBS) selama 5 menit. Aliri preparat dengan aquadest. Rendam 

preparat dengan diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) sebanyak 100 µl 

menggunakan mikropipet selama 15 menit kemudian bilas dengan aquadest. 

Tetesi preparat dengan hematoxylin  selama 2 menit sebanyak 2 tetes. Cuci 

preparat dengan air mengalir. Inkubasi pada suhu 600C selama 24 jam Bersihkan 

preparat lalu tetesi dengan mounting media kemudian ditutup dengan cover glass. 

Tahapan yang terakhir adalah pengamatan sel inflamasi yang terdapat 

ekspresi TNF-α dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 1000x pada sel inflamasi (neutrofil, makrofag, limfosit) pada gingiva 

bagian palatal daerah sulkus gingiva yang terekspresi TNF-α. Pengamatan diamati 

oleh 3 pengamat untuk menghindari subjektivitas.  
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3.11  Analisis Data 

Pada penelitian ini, data yang didapat dianalisis menggunakan uji 

normalitas Kolmogorov Smirnov dan uji homogenitas Levene. Data selanjutnya 

dilakukan uji MANOVA (Multivariete ANOVA). Uji Post Hoc dilakukan dengan  

uji Games-Howell. 
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3.12 Alur Penelitian 

 

   

  

Pembuatan gel flavonoid 

Ekstraksi serbuk daun Tembakau Kasturi (direct 

extraction with methanol, hexane, and ethyl acetate) 

 

Persiapan hewan coba tikus sprague dawley jantan sebanyak 

105 ekor  

Pemaparan lipopolisakarida pada hewan coba selama 14 hari 

Euthanasia :  hari ke-2; hari ke-4; hari ke-8; hari ke-15; hari ke-22.  

Fiksasi dengan larutan Buffer Neutral Formalin 10%.  

Dekalsifikasi dengan larutan EDTA.  

Pembuatan Preparat.  

Pengecatan Imunohistokimia (IHC).  

Perhitungan Jumlah Sel yang Mengekspresikan TNF-a  

Analisis Data 

 

 

 

1 : flavonoid 640 g/ml 

2 : flavonoid 320 g/ml 

3 : flavonoid 160 g/ml 

4 : flavonoid 80 g/ml  

5 : flavonoid 40 g/ml 

6 : kontrol positif 

7 : kontrol negatif 

1 hari 

Adaptasi hewan coba selama 7 hari 

1 : flavonoid 640 g/ml 

2 : flavonoid 320 g/ml 

3 : flavonoid 160 g/ml 

4: flavonoid 80 g/ml  

5 : flavonoid 40 g/ml 

6 : kontrol postif 

7 : kontrol negatif 

14 hari 

1 : flavonoid 640 g/ml 

2 : flavonoid 320 g/ml 

3 : flavonoid 160 g/ml 

4: flavonoid 80 g/ml  

5 : flavonoid 40 g/ml 

6 : kontrol postif 

7 : kontrol negatif 

21 hari 

1 : flavonoid 640 g/ml 

2 : flavonoid 320 g/ml 

3 : flavonoid 160 g/ml 

4: flavonoid 80 g/ml  

5 : flavonoid 40 g/ml 

6 : kontrol postif 

7 : kontrol negatif 

3 hari 

1 : flavonoid 640 g/ml 

2 : flavonoid 320 g/ml 

3 : flavonoid 160 g/ml 

4: flavonoid 80 g/ml  

5 : flavonoid 40 g/ml 

6 : kontrol postif 

7 : kontrol negatif 

 

7 hari 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Gel flavonoid daun tembakau kasturi dapat menurunkan TNF-a pada sel 

inflamasi jaringan periodontal tikus periodontitis. Semakin tinggi konsentrasi gel 

flavonoid daun tembakau kasturi, maka semakin rendah sel inflamasi yang 

mengekspresikan TNF-a.  

 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka peneliti dapat 

memberikan saran sebagai berikut :  

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai besar ekspresi TNF-a 

yang dikeluarkan akibat pemberian gel flavonoid daun tembakau 

kasturi. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh gel flavonoid 

terhadap ekspresi sitokin selain TNF-a. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Alat dan Bahan Penelitian 

1.1 Alat dan Bahan untuk Pembuatan Gel Flavonoid Daun Tembakau Kasturi dan 

Metronidazole 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun Tembakau 

Kering 

Propilenglicol 3% TEA 3% 

Carbopol 1% Aquadest Timbangan Analitik 
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1.2   Alat dan Bahan Hewan Coba dan Dekalsifikasi Jaringan 

 

 

 

 

 

 

 

 

Blender 

Serbuk Daun 

Tembakau Kasturi 

Tempat Jaringan  

DMSO 

Metronidazole 

EDTA  Tikus Sprague-Dawley  
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1.3   Alat dan Bahan Pemrosesan Jaringan dan Pembuatan Parafin Blok 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4   Alat dan Bahan Pembuatan Preparat 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tissue Processing  Inkubator  

Paraffin  Kaset 

Freezer 

Mikrotom Waterbath 370C Hot Plate 

Base Mould 
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1.5 Alat dan Bahan Pewarnaan Jaringan dan Pengamatan Preparat Jaringan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Object Glass Xylol 

Antibodi TNF-a Oven Mikropipet 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Xylol dan Etanol Absolut 

Peroxidase Blocking 

Solution 

Prediluted Blocking 

Serum 

Antibodi Sekunder 

Biotin 

Diaminobenzidine 

Tetrahydrochloride (DAB) 

Horseradish 

Peroxidase (HRP) 

Mayer’s Hematoxylin   Bluing Reagent 
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1.6 Gambaran Radiografi Tikus Periodontitis 

 

 

 

 

 

 

 

Entelan    Mikroskop Cahaya  

Resorpsi Tulang 

Alveolar  
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Lampiran 2. Rata-rata Jumlah Sel inflamasi yang Mengekspresikan TNF-α 

Kelompok 

            Pengamat   

Jumlah 

  

Rata-rata 

Rata-rata 

Akhir 1 2 3 

 Hari ke-1 

1 21 20 21 62 20,66667  

20,77778 

 

1 22 20 21 63 21 

1  22 21 19 62 20,66667 

            

2  22 23 20 65 21,66667  

21,88889 

 

2  23 21 22 66 22 

2  22 23 21 66 22 

            

3 24 23 22 69 23  

22,44444 

 

3 22 22 22 66 22 

3 22 24 21 67 22,33333 

            

4  23 24 24 71 23,66667  

22,88889 

 

4 23 22 22 67 22,33333 

4 22 23 23 68 22,66667 

            

5 24 24 23 71 23,66667  

23,11111 

 

5 23 22 22 67 22,33333 

5 24 23 23 70 23,33333 

            

6 19 21 21 61 20,33333 

19,77778 6 19 20 19 58 19,33333 

6 20 19 20 59 19,66667 

       

7 25 26 24 75 25 25,22222222 
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7 24 26 25 75 25 

7 26 25 26 77 25,66667 

       

Hari ke-3 

1 22 21 19 62 20,66667 

20,44444 1  19 20 21 60 20 

1 21 21 20 62 20,66667 

              

2 23 21 21 65 21,66667 

21,77778  2 22 21 22 65 21,66667 

2  23 22 21 66 22 

              

3  23 24 21 68 22,66667 

22,11111  3  22 21 21 64 21,33333 

3  24 22 21 67 22,33333 

              

4 22 22 22 66 22 
 

22,55556  
4  23 23 22 68 22,66667 

4  24 23 22 69 23 

              

5  24 23 24 71 23,66667 

22,88889 5  23 22 22 67 22,33333 

5  23 23 22 68 22,66667 

              

6 18 18 20 56 18,66667 

19,22222 6 18 20 19 57 19 

6 20 20 20 60 20 

        

7 24 26 25 75 25 
       25 

7 26 25 25 76 25,33333 
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7 24 24 26 74 24,66667 

       

Hari ke-7 

1 20 20 19 59 19,66667 

20,11111 1 21 21 21 63 21 

1  20 20 19 59 19,66667 

              

2 21 20 22 63 21 

21,44444 2 22 23 21 66 22 

2 22 21 21 64 21,33333 

              

3 22 23 22 67 22,33333 

21,88889  3 22 21 21 64 21,33333 

3 23 22 21 66 22 

              

4 22 21 22 65 21,66667 

22,11111 4 22 24 21 67 22,33333 

4 23 22 22 67 22,33333 

              

5 22 22 23 67 22,33333 

22,55556  5 23 22 22 67 22,33333 

5 24 23 22 69 23 

              

6 19 19 20 58 19,33333 

18,77778 6 18 17 20 55 18,33333 

6 18 19 19 56 18,66667 

        

7 25 25 25 75 25 

24,88889 7 26 24 24 74 24,66667 

7 25 24 26 75 25 
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Hari ke-14 

1 19 20 19 58 19,33333 

19,77778  1 20 19 21 60 20 

1 20 20 20 60 20 

              

2 21 20 22 63 21 

21,11111  2 21 21 22 64 21,33333 

2 22 21 20 63 21 

              

3 23 21 21 65 21,66667 

21,44444 3 23 21 21 65 21,66667 

3 22 21 20 63 21 

              

4 23 22 21 66 22 

21,88889  4 23 23 21 67 22,33333 

4 22 21 21 64 21,33333 

              

5 22 23 23 68 22,66667 

22,22222  5 23 21 22 66 22 

5 22 22 22 66 22 

              

6 18 19 19 56 18,66667 

18,11111 6 18 18 19 55 18,33333 

6 17 17 18 52 17,33333 

        

7 24 24 25 73 24,33333 

24,66667 7 25 25 24 74 24,66667 

7 26 24 25 75 25 
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Hari ke-21 

1 20 19 19 58 19,33333 

19,22222  1 19 19 20 58 19,33333 

1 18 20 19 57 19 

              

2 21 20 21 62 20,66667 

20,88889  2 20 20 22 62 20,66667 

2 22 21 21 64 21,33333 

              

3 22 21 20 63 21 

21,11111 3 22 23 21 66 22 

3 21 20 20 61 20,33333 

              

4 22 21 21 64 21,33333 

21,55556 4 23 20 23 66 22 

4 20 22 22 64 21,33333 

              

5 23 22 23 68 22,66667 

22  5 21 21 22 64 21,33333 

5 22 23 21 66 22 

              

6  18 18 19 55 18,33333 

17,77778 6 17 17 18 52 17,33333 

6 18 17 18 53 17,66667 

       

7 25 23 26 74 24,66667 

24,44444 7 25 25 23 73 24,33333 

7 26 23 24 73 24,33333 
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Lampiran 3. Analisis Data 

3.1 Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov 

 

 

 
 

3.2 Uji Homogenitas Levene 
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3.3 Uji Multivariete  Anova (MANOVA) 

 

 

 

 

 

3.4 Uji Games-Howell 
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Lampiran 4. Hasil Gambar Preparat Histologi  

Hari ke-1 

Kelompok 1 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 640  μg /ml.  

   

10x     100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 2 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 320  μg /ml. 

   

   

  400x     1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 3 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 160  μg /ml.  

   

10x     100x  

10x     100x  
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 400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 4 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 80  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 5 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 40  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 
Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 6 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

metronidazole 15%.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 7 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari tanpa diberi gel 

flavonoid.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Hari ke-3 

Kelompok 1 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 640  μg /ml. 

   

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 2 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 320  μg /ml.  

   

10x    100x  

10x     100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 3 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 160  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 4 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 80  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 5 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 40  μg /ml.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 6 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

metronidazole 15%.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati 
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Kelompok 7 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari tanpa diberi gel 

flavonoid.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Hari ke-7 

Kelompok 1 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 640  μg /ml.  

   

10x    100x 
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   400x    1000x 

 

 

Kelompok 2 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 320 μg /ml.  

    

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 3 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 160 μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 4 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 80 μg /ml.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 5 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 40 μg /ml.  

   

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 6 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

metronidazole 15%.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 7 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari tanpa diberi gel 

flavonoid.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Hari ke-14 

Kelompok 1 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 640  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 2 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 320  μg /ml. 

   

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 3 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 160 μg  μg /ml. 

   

10x    100x  

10x          100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 4 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 80 μg  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 5 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 40 μg  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 6 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

metronidazole 15%.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 7 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari tanpa diberi gel 

flavonoid.  

   

10x    100x  

   

   400x     1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Hari ke-21 

Kelompok 1 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 640 μg  μg /ml.  

   

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 2 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 320  μg /ml.  

   

10x    100x  

10x          100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati 

Kelompok 3 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 160  μg /ml. 

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

 Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  
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Kelompok 4 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 80  μg /ml.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Kelompok 5 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

flavonoid dengan konsentrasi 40  μg /ml.  

   

10x    100x  
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   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

Kelompok 6 : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari kemudian diberi gel 

metronidazole 15%.  

   

10x    100x  

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

b) Tanda panah hitam : sel inflamasi , b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


98 

Kelompok 7E : tikus yang dipapar LPS P. gingivalis selama 14 hari tanpa diberi gel 

flavonoid selama 21 hari. 

   

   

   400x    1000x 

Keterangan : 

a) Tanda panah hitam : sel inflamasi, b) Lingkaran merah : daerah yang diamati  

 

 

10x     100x  
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Lampiran 5. Sertifikat Ethical Clereance 
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Lampiran 6. Surat Identifikasi Tumbuhan 
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Lampiran 7. Surat Pemakaian Lipopolisakarida 
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Lampiran 8. Katalog LPS P.gingivalis Sigma-Aldrich SMB00610  
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Lampiran 9. Katalog TNF-alpha ABBIOTEC Cat. No.: 251690 
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Lampiran 10. Surat Izin Penelitian 
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