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RINGKASAN

Pengaruh Ekstrak Etanol Binahong (Anredera cordifolia (Ten). Steenis)
terhadap Profil Histopatologi Penyembuhan Luka Tikus Wistar Jantan yang
Diinduksi Aloksan: Rosarina Nurul Firdausi, 102210101030; 2015; 78 halaman;

Fakultas Farmasi Universitas Jember

Jumlah penderita Diabetes Melitus (DM) terus meningkat dari tahun ke
tahun. Diperkirakan terdapat 382 juta jiwa penderita DM di seluruh dunia pada
tahun 2013. Jumlah ini akan meningkat menjadi 592 juta jiwa pada tahun 2035.
Di Indonesia, prevalensi DM diperkirakan sebesar 6,7%, sedangkan berdasarkan
hasil Riset Kesehatan Dasar tahun 2013 prevalensi DM sebesar 6,9%. Seiring
dengan berjalannya waktu DM dapat menyebabkan komplikasi yang serius, salah
satunya adalah ulkus diabetik. Pada tahun 2008, diperkirakan terdapat 8,0%
penderita DM yang mengalami ulkus diabetik.

Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui aktivitas binahong
dalam penyembuhan ulkus diabetik dilihat dari profil histopatologinya. Tanaman
yang dapat menyembuhkan luka adalah binahong (Anredera cordifolia (Ten).
Steenis). Secara farmakologi binahong memiliki aktivitas sebagai antioksidan,
antifungi, antibakteri, antidiabetes, dan antiinflamasi. Kandungan metabolit
sekundernya antara lain alkaloid, flavonoid, tanin, dan saponin.

Jenis penelitian yang dilakukan adalah true experimental laboratories
dengan rancangan penelitian post test control group design. Tahapan penelitian
yang dilakukan meliputi ekstraksi, karakterisasi ekstrak, dan uji aktivitas. Serbuk
binahong diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi bertingkat
menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, dan etanol 70%. Ekstrak yang
diperoleh ditentukan %rendemen dan dikarakterisasi, meliputi susut pengeringan,
kadar flavonoid total, dan profil kromatografi lapis tipis. Pengujian aktivitas
ekstrak binahong dilakukan secara in vivo pada tikus wistar jantan diabetes.
Sebanyak 25 hewan uji diinduksi menggunakan aloksan dengan dosis 150 mg/kg
BB sehingga hewan uji diabetes (glukosa darah >200 mg/dl). Hewan uji yang
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telah diabetes kemudian dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu kontrol positif, kontrol
negatif, kelompok perlakuan 1, kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3.
Hewan uji dianestesi menggunakan ketamin dengan dosis 50 mg/kg BB dan
dieksisi kulit punggungnya dengan diameter 2,5 cm. Kelompok kontrol positif
diberikan salep mupirosin dosis 100 mg, kelompok kontrol negatif tidak diberikan
perlakuan, kelompok perlakuan 1 diberikan ekstrak etanol binahong dosis 100 mg,
kelompok perlakuan 2 diberikan ekstrak etanol binahong dosis 200 mg, dan
kelompok perlakuan 3 diberikan ekstrak etanol binahong dosis 400 mg. Perlakuan
dilakukan selama 20 hari. Pada hari ke-21 hewan uji dikorbankan dan dibuat
preparat jaringan penyembuhan luka. Setiap preparat diamati perkembangan
kesembuhan luka secara histologi, yaitu pembentukan pembuluh darah baru,
kolagen, dan jaringan epitel yang selanjutnya dianalisis secara deskriptif kualitatif
dengan memperbandingkan antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol.

Hasil penelitian menunjukkan nilai %rendemen ekstrak etanol binahong
sebesar 25,81%. Hasil dari karakterisasi ekstrak adalah nilai susut pengeringan
sebesar 49,29%+0,28%; kadar flavonoid total sebesar 1,10%+0,53%; serta profil
KLT dengan 5 bercak noda pada Rf; 0,37; Rf, 0,48; Rf; 0,72; Rf; 0,93; dan Rfs
0,97. Secara makroskopis penyembuhan pada kelompok kontrol positif 96,69%;
kontrol negatif 56,92%; ekstrak binahong dosis 100 mg 65,32%; ekstrak binahong
dosis 200 mg 93,32%; dan ekstrak binahong dosis 400 mg 96,90%. Histopatologi
pada kelompok kontrol positif menunjukkan terbentuknya kolagen dan jaringan
epitel dengan jumlah pembuluh darah sedikit. Pada kelompok kontrol negatif
belum terbentuk jaringan epitel, jumlah kolagen sedikit, dan pembuluh darah
banyak. Pada kelompok ekstrak binahong dosis 100 mg jaringan epitel dan
kolagen terbentuk sedikit dan jumlah pembuluh darah masih banyak. Pada
kelompok ekstrak binahong dosis 200 mg jaringan epitel dan kolagen terbentuk
banyak dengan jumlah pembuluh darah sedikit. Kolagen yang terbentuk di
beberapa bagian telah mature. Pada kelompok ekstrak binahong dosis 400 mg
jaringan epitel dan kolagen banyak terbentuk dengan jumlah pembuluh darah

sedikit. Terdapat kolagen yang telah mature dan kelenjar keringat telah terbentuk.


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

Pemberian ekstrak etanol binahong pada ulkus diabetik dapat memperbaiki
proses penyembuhan luka. Hal ini dapat diketahui dari peningkatan pembentukan
jaringan epitel dan kolagen yang disertai penurunan jumlah pembuluh darah baru.
Perbaikan ini semakin meningkat seiring dengan semakin meningkatnya dosis

ektrak etanol binahong yang diberikan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes Melitus (DM) merupakan gangguan metabolisme karbohidrat,
lemak, dan protein yang ditandai dengan naiknya kadar glukosa dalam darah
(hiperglikemia) akibat sekresi insulin yang kurang, aksi insulin menurun, atau
keduanya. Beberapa tanda yang menunjukkan hiperglikemia antara lain poliuria,
polidipsia, penurunan berat badan, kadang-kadang disertai juga dengan polifagia
dan kemampuan penglihatan menurun (kabur) (ADA, 2006).

Diperkirakan terdapat 382 juta jiwa penderita DM di seluruh dunia pada
tahun 2013. Jumlah ini akan meningkat menjadi 592 juta jiwa pada tahun 2035.
Di Indonesia, prevalensi DM diperkirakan sebesar 6,7% (IDF, 2014). Berdasarkan
hasil Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2013 prevalensi DM sebesar 6,9%
(Kemenkes, 2013).

DM dapat mempengaruhi berbagai organ tubuh dan dengan berjalannya
waktu dapat menyebabkan komplikasi yang serius. Komplikasi DM dapat
diklasifikasikan menjadi mikrovaskular dan makrovaskular. Komplikasi
mikrovaskular meliputi neuropati, nefropati, dan retinopati. Komplikasi
makrovaskular meliputi kardiovaskular, strok, dan PVD (Peripheral Vascular
Disease). PVD dapat menyebabkan luka sukar sembuh, gangren, dan amputasi
(Deshpande et al, 2008).

Ulkus diabetik merupakan luka yang terjadi pada pasien DM dimana luka
yang terjadi dapat mencapai lapisan dermis kulit (Alexiadou dan Doupis, 2012).
Pasien yang menderita DM memiliki tingkat risiko terjadinya ulkus yang lebih
besar dibandingkan pada pasien normal. Pada tahun 2006 dan 2007 sebanyak
8,1% penderita DM kemudian mengalami ulkus diabetik. Jumlah ini menurun
pada tahun 2008 menjadi 8,0%. Biaya yang diperlukan untuk pengobatan ulkus
diabetik diperkirakan sekitar 3.096-107.900 dolar Amerika. Besarnya biaya yang
diperlukan tergantung pada tingkat keparahan ulkus (Hunt et al, 2011).
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Penelitian untuk menemukan obat yang efektif untuk penyembuhan ulkus
diabetik terus dikembangkan. Penelitian juga diarahkan pada tumbuh-tumbuhan,
salah satunya adalah tanaman binahong (Moeloek, 2005). Selama ini binahong
dikenal memiliki aktivitas penyembuhan luka, namun belum banyak penelitian
yang dilakukan mengenai penyembuhan luka oleh binahong pada kondisi DM
(Sumartiningsih, 2011).

Binahong merupakan tumbuhan asli Paraguay hingga Brazil selatan dan
Argentina utara (Wagner et al, 1999). Persebarannya meliputi daerah tropis dan
subtropis, salah satunya di Indonesia (Kottaimuthu, 2011). Secara farmakologi
binahong memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Rahmawati et al, 2013; Selawa
et al, 2013), antifungi (Kumalasari dan Sulistyaningsih, 2011), antibakteri (Aini,
2012; Perwira, 2013), antidiabetes (Makalalag et al, 2013), dan antiinflamasi
(Kurniawan et al, 2014). Kandungan metabolit sekundernya antara lain alkaloid,
saponin, steroid, triterpenoid, polifenol, dan flavonoid yang diduga berperan
dalam aktivitas penyembuhan luka (Anasta et al, 2013).

Penyembuhan luka dapat diamati secara makroskopis maupun mikroskopis
(Suwiti, 2010). Parameter penyembuhan luka secara makroskopis antara lain luas
luka yang semakin mengecil dan lama penyembuhan. Penyembuhan luka secara
mikroskopis dapat dilihat melalui histopatologi (Manjas et al, 2010). Telah
dilakukan penelitian tentang ekstrak n-heksana binahong sebagai penyembuhan
ulkus diabetik dilihat dari parameter fisik (makroskopis) dan hasilnya
menunjukkan bahwa binahong memiliki aktivitas penyembuhan ulkus diabetik
(Nofitasari, 2013). Dengan hasil tersebut, maka akan dilakukan penelitian tentang
“Pengaruh Ekstrak Etanol Binahong (Anredera cordifolia (Ten). Steenis) terhadap
Profil Histopatologi Penyembuhan Luka Tikus Wistar Jantan yang Diinduksi
Aloksan” untuk mengetahui apakah kemampuan penyembuhan luka ekstrak
etanol binahong dapat diterapkan pada ulkus diabetes.

Pada penelitian ini digunakan ekstrak etanol untuk melihat apakah pada
ekstrak etanol binahong juga memiliki aktivitas penyembuhan luka seperti pada
ekstrak n-heksana. Penyembuhan dilihat secara mikroskopis untuk melihat apakah

penyembuhan luka oleh ekstrak etanol binahong sama seperti pada sediaan yang
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telah beredar. Sediaan topikal untuk mengobati luka antara lain salep mupirosin.
Mupirosin merupakan antibakteri yang dapat membunuh bakteri Staphylococcus
aureus, bakteri yang sering dijumpai di luka. Luka yang bersih dari bakteri akan
mempercepat proses penyembuhan luka.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah :
a. Apakah ada perbedaan gambaran histopatologi luka tikus diabetes yang diberi
perlakuan dibandingkan dengan kontrol?
b. Bagaimana gambaran histopatologi pada luka tikus diabetes yang diberi
ekstrak etanol binahong dengan beberapa dosis?

1.3 Tujuan
Tujuan dari dilakukannya penelitian ini adalah :
a. Untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol binahong pada profil histopatologi
luka diabetes dengan dosis yang berbeda.
b. Untuk menjelaskan perbedaan gambaran histopatologi dalam penyembuhan

luka oleh ekstrak etanol binahong dibandingkan dengan kontrol.

1.4 Manfaat

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini antara lain :
a. Menambah data tentang manfaat binahong untuk penyembuhan luka.
b. Sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya.

c. Mencari alternatif pengobatan ulkus diabetik.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Umum tentang Binahong
2.1.1 Deskripsi

Tanaman binahong (Gambar 2.1), termasuk tumbuhan menjalar, berumur
panjang (perenial), dengan panjang 3-6 meter. Akar berbentuk rimpang dan
berdaging lunak. Batang lunak, berwarna merah, berbentuk silindris, saling
membelit, permukaan halus, kadang membentuk semacam umbi yang melekat di
ketiak daun dengan bentuk tak beraturan dan bertekstur kasar. Daun tunggal,
bertangkai sangat pendek (subsessile), tersusun berseling, berwarna hijau, bentuk
jantung (cordata), panjang 5 - 10 cm, lebar 3 - 7 cm, helaian daun tipis lemas,
ujung runcing, pangkal berlekuk (emerginatus), tepi rata, permukaan licin, bisa
dimakan (Plantamor, 2012). Bunga majemuk berbentuk tandan dengan panjang 7-
25 cm, bertangkai panjang, muncul di ketiak daun. Bunga tersusun atas braktea
yang berwarna krem keputih-putihan berjumlah lima helai tidak berlekatan,
panjang helai 0,5 - 1 cm, berbau harum. Putik berwarna putih, kaku berbentuk
elips pada bagian bawah, ujung rata, panjang 0,2-0,3 cm, lebar 0,1-0,2 cm.
Benang sari berwarna putih, filamen terletak di ujung, serbuk tersebar. Tumbuhan
berbunga pada bulan Juni-Oktober (Kottaimuthu, 2011). Biji tidak diketahui
karena belum ada pengamatan. Perbanyakan dapat dilakukan secara generatif
(biji), namun lebih sering berkembang atau dikembangbiakkan secara vegetatif

melalui akar rimpangnya (Plantamor, 2012).
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Gambar 2.1 Tanaman binahong (Sumber: BPOM, 2008)

2.1.2 Klasifikasi
Klasifikasi dari tumbuhan binahong adalah (Plantamor, 2012) :
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua / dikotil)
Sub Kelas : Hamamelidae

Ordo : Caryophyllales

Famili : Basellaceae

Genus : Anredera

Spesies : Anredera cordifolia (Ten.) Steenis

Nama umum dari Anredera cordifolia dalam bahasa Inggris adalah
madeira vine atau heartleaf madeiravine, dalam bahasa China disebut Teng Sang
Chi, dan dalam bahasa Indonesia dikenal dengan nama Binahong (Plantamor,
2012). Sinonim dari tumbuhan binahong adalah Boussingaultia cordifolia Ten.,
Boussingaultia gracilis Miers; Boussingaultia gracilis var. pseudobasselloides
Haum (Wagner et al. 1999).
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2.1.3 Asal dan Habitat

Binahong merupakan tumbuhan asli Paraguay hingga Brazil selatan dan
Argentina utara. Binahong tumbuh di daerah hutan dan semak belukar.
Temperatur di daerah ini berkisar antara 20-30°C pada bulan Januari dan 10-30°C
pada bulan Juli. Curah hujan rata-rata di daerah ini sekitar 50-200 cm. Binahong
tersebar luas di daerah-daerah tropis, termasuk salah satunya di Indonesia. Di
beberapa wilayah seperti Hawai’i, Australia, New Zaeland, dan Afrika Selatan
tumbuhan ini dikenal sebagai tumbuhan pengganggu karena kecepatan tumbuh
yang tidak terkontrol sehingga mengganggu tumbuhan lain (Starr et al, 2003).

2.1.4 Kandungan

Senyawa kimia yang terkandung dalam binahong secara umum antara lain
alkaloid, saponin, steroid/triterpenoid, polifenol, tanin dan flavonoid yang diduga
berperan dalam aktivitas penyembuhan luka (Anasta et al, 2013). Dalam ekstrak
n-heksan mengandung senyawa kimia steroid dan triterpenoid. Dalam ekstrak etil
asetat dan etanol mengandung senyawa kimia alkaloid, flavonoid, tanin, dan
saponin (Rahmawati et al, 2013).

Dari penelitian yang dilakukan oleh Titis (2013), diketahui bahwa alkaloid
yang terkandung dalam binahong adalah senyawa betanidin. Dari penelitian yang
dilakukan oleh Rahmawati (2013), diketahui bahwa flavonoid yang terkandung
dalam binahong adalah 3,5,3°,4’- Tetrahidroksiflavonol dan memiliki aktivitas
sebagai antioksidan. Saponin yang terdapat pada binahong merupakan golongan
triterpenoid, yaitu boussingosides Al yang memiliki aktivitas sebagai

antihiperglikemia (Espada et al, 1990).

2.1.5 Kbhasiat

Tumbuhan binahong telah lama digunakan sebagai obat tradisional di
Indonesia. Tumbuhan ini dikenal sebagai obat untuk penyembuhan Iluka
(Sumartiningsih, 2011). Beberapa penelitian telah dilakukan untuk membuktikan
secara ilmiah aktivitas ini, seperti yang dilakukan oleh Miladiyah dan Prabowo

(2012) dalam penelitiannya tentang penyembuhan luka oleh ekstrak etanol
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binahong pada marmut secara topikal. Hasilnya menunjukkan bahwa ada
perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol negatif.

Penelitian lainnya dilakukan pada luka bakar (Persada et al, 2014;
Budianto dan Permadi, 2014), luka sayat (Hartono et al, 2011) dan gagal ginjal
(Sukandar et al, 2011). Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa adanya
percepatan penyembuhan luka dan perbaikan jaringan. Selain memiliki aktivitas
sebagai penyembuhan luka, binahong juga memiliki aktivitas sebagai antioksidan
(Rahmawati et al, 2013; Selawa et al, 2013), antifungi (Kumalasari dan
Sulistyaningsih, 2011), antibakteri (Aini, 2012; Perwira, 2013), antidiabetes
(Makalalag et al, 2013), dan antiinflamasi (Kurniawan et al, 2014).

2.2 Tinjauan Umum tentang Metode Ekstraksi
2.2.1 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan substansi dari campurannya
dengan pelarut yang sesuai. Ekstraksi dapat dibedakan menjadi beberapa jenis.
Berdasarkan bentuk campuran yang diekstraksi dapat dibedakan menjadi dua jenis
ekstraksi, yaitu ekstraksi padat-cair dan ekstraksi cair-cair. Ekstraksi padat-cair
jika substansi yang diekstraksi terdapat di campuran padat. Ekstraksi cair-cair jika
substansi yang diekstraksi terdapat di campuran cair. Berdasarkan proses
pelaksanaannya dapat dibedakan menjadi dua jenis ekstraksi, yaitu ekstraksi
berkesinambungan dan ekstraksi bertahap. Dalam ekstraksi berkesinambungan
pelarut yang digunakan tetap sedangkan pada ekstraksi bertahap pelarut yang
digunakan baru (Kristanti et al, 2008).

Pemilihan metode ekstraksi bergantung pada senyawa Kimia yang ingin
diisolasi. Proses ekstraksi dapat diulang kembali hingga pelarut yang digunakan
tidak berwarna. Hal ini mengindikasikan bahwa seluruh senyawa yang memiliki
bobot molekul rendah telah terekstraksi. Ekstrak yang diperoleh kemudian
dijernihkan dengan penyaringan dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator
(rotavapor) (Kristanti et al, 2008).

Bahan yang digunakan dalam proses ekstraksi hendaknya merupakan

bahan segar. Apabila hal ini tidak dapat dilakukan, maka bahan dapat dikeringkan


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

terlebih dahulu. Metode yang digunakan dalam pengeringan jangan sampai
merusak senyawa-senyawa kimia dalam tumbuhan. Metode pengeringan yang
baik adalah dilakukan dengan cepat pada suhu kamar dan sirkulasi udara lancar
(Kristanti et al, 2008).

2.2.2 Larutan Ekstraksi

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi disesuaikan dengan tujuan
ekstraksi. Pelarut yang digunakan pada metode klasik adalah etanol mendidih
untuk mengekstraksi bahan-bahan segar. Alkohol merupakan pelarut yang paling
umum digunakan untuk ekstraksi. Alkohol dapat digunakan pada ekstraksi
pendahuluan karena alkohol dapat menarik sebagian besar senyawa-senyawa yang
terdapat dalam tumbuhan. Selain alkohol dapat pula digunakan dua pelarut yang
tidak saling campur. Yang sering digunakan adalah air dan pelarut organik, seperti
petroleum, eter, dan kloroform. Dapat juga menggunakan beberapa pelarut secara
berganti-ganti, mulai dari eter lalu eter minyak bumi dan kloroform (memisahkan
lipid dan terpenoid). Kemudian digunakan alkohol dan etil asetat (untuk senyawa
yang lebih polar) (Harborne, 1987; Evans, 2002).

2.2.3 Maserasi

Maserasi merupakan salah satu contoh ekstraksi padat-cair dan merupakan
ekstraksi bertahap. Pada metode ini ekstraksi dilakukan dengan cara merendam
padatan selama beberapa waktu pada pelarut yang sesuai. Proses perendaman
dapat dilakukan dengan pemanasan hingga pendidihan atau tanpa pemanasan.
Setelah direndam beberapa waktu dilakukan penyaringan dan residu yang
diperoleh dapat dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama (remaserasi) atau
pelarut yang berbeda. Jika pelarut yang digunakan berbeda dari pelarut
sebelumnya, maka residu harus dikeringkan terlebih dahulu. Keuntungan dari
metode maserasi adalah mudah dilakukan, alat yang digunakan sederhana dan
murah, dalam satu waktu dapat mengekstraksi dalam jumlah banyak. Kerugian
dari metode ini adalah membutuhkan waktu yang lama, jumlah pelarut yang

diperlukan banyak, dan kurang efektif (Kristanti et al, 2008).
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2.2.4 Perkolasi

Perkolasi  merupakan salah  satu contoh  metode ekstraksi
berkesinambungan. Ekstraksi dilakukan dengan cara melewatkan pelarut secara
perlahan-lahan sehingga pelarut dapat menembus sampel yang berada di dalam
kertas agak tebal dan berpori. Keuntungan dari metode ini adalah lebih efektif
dibandingkan metode maserasi karena pelarut yang digunakan selalu baru dan
jumlah pelarut yang dibutuhkan lebih sedikit. Kerugiannya adalah dibutuhkan alat
khusus dan jumlah sampel sedikit (Kristanti et al, 2008).

2.2.5 Soxhletasi

Soxhletasi termasuk dalam metode ekstraksi berkesinambungan. Alat
soxhlet terrdiri dari tiga bagian, yaitu kondensor, tempat sampel, dan tempat
pelarut. Sampel dibungkus dengan kertas tebal dan berpori (kertas saring)
kemudian diletakkan di dalam tempat sampel. Pelarut dimasukkan dalam labu
kemudian dipanaskan hingga mendidih. Pelarut yang mendidih kemudian
menguap dan setelah sampai di kondensor, uap pelarut akan mengembun dan
jatuh ke tampat sampel. Pelarut ini akan merendam sampel dan setelah mencapai
ketinggian tertentu, pelarut jatuh kembali ke tempat pelarut. Keuntungan dari
metode ini adalah lebih efektif dibandingkan perkolasi dan maserasi, waktu yang
diperlukan lebih cepat, dan pelarut yang diperlukan lebih sedikit. Kerugiannya
adalah butuh alat khusus dan sampel yang dapat diekstraksi sedikit (Kristanti et
al, 2008).

2.3 Tinjauan Umum tentang Diabetes Melitus
2.3.1 Definisi dan Patogenesis

Diabetes Melitus (DM) merupakan gangguan metabolisme karbohidrat,
lemak, dan protein yang ditandai dengan naiknya kadar glukosa dalam darah
(hiperglikemia) akibat sekresi insulin yang kurang, aksi insulin menurun, atau

keduanya. Beberapa tanda yang menunjukkan hiperglikemia antara lain poliuria,
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polidipsia, penurunan berat badan dan kadang-kadang disertai juga dengan
polifagia dan kemampuan penglihatan menurun (kabur) (ADA, 2006).

Terdapat beberapa patogenesis DM yang telah diketahui hingga saat ini.
Pertama, adanya kelainan pada sistem imun tubuh sehingga imun justru
menyerang sel B pankreas. Kerusakan pada sel B pankreas ini menyebabkan
penurunan jumlah insulin yang dihasilkan. Penurunan jumlah insulin yang
dihasilkan kemudian mengakibatkan adanya kekurangan sehingga metabolisme
dari karbohidrat, protein, dan lemak menjadi tidak sempurna. Pada tingkat
kerusakan sel B yang lebih parah insulin tidak dihasilkan, akibatnya metabolisme
karbohidrat, protein, dan lemak tidak berlangsung. Kedua kondisi inilah yang
kemudian memicu terjadinya hiperglikemia yang dapat berlanjut pada diabetes
(ADA, 2006).

Patogenesis yang kedua adalah insulin yang dihasilkan lebih sedikit
daripada yang dibutuhkan. Hal ini mengakibatkan metabolisme karbohidrat,
protein, dan lemak menjadi terganggu yang dapat memicu hiperglikemia.
Patogenesis yang ketiga adalah menurunnya aksi insulin. Pada patogenesis ini
jumlah insulin yang disekresikan dapat memenuhi kebutuhan, namun reseptor
insulin berkurang sensitivitasnya. Kondisi ini menyebabkan tidak terjadinya
metabolisme glukosa darah sehingga terjadi hiperglikemia. Kondisi hiperglikemia
ini kemudian dapat berkembang menjadi diabetes. Patogenesis kedua dan ketiga
sering terjadi secara bersamaan dan sulit untuk dibedakan manakah yang lebih

dahulu menjadi penyebab diabetes seseorang (ADA, 2006).

2.3.2 Klasifikasi
Terdapat tiga tipe diabetes (ADA, 2006) :
a. DM tipe 1.
DM tipe ini dikenal juga dengan Insulin Dependent Diabetes Mellitus
(IDDM). Prevalensi terjadinya diabetes tipe ini sekitar 5-10% dari total
diabetes. DM ini diperantarai oleh adanya gangguan pada sistem imun. Sel-
sel imun justru menyerang dan merusak sel B pankreas sehingga insulin yang

dihasilkan sedikit atau tidak ada sama sekali. Marker dari adanya perusakan
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sel B oleh imun adalah antibodi sel pulau Langerhans, antibodi insulin,
antibodi glutamic acid decarboxylase (GADsgs), dan antibodi tirosin fosfatase
IA-2 dan IA-2B. Kecepatan perusakan sel B oleh imun dapat berbeda-beda
pada tiap individu. Secara umum, kecepatan perusakan pada anak-anak dan
remaja lebih cepat dibandingkan dewasa. Satu-satunya terapi yang dapat
dilakukan pada diabetes tipe ini adalah dengan memasukkan insulin ke dalam
tubuh (insulin replacement therapy).

DM tipe 2.

DM ini dikenal juga dengan nama Non-Insulin Dependent Diabetes
Mellitus (NIDDM). Prevalensi DM ini mencapai 90-95% dari total DM. Pada
DM tipe ini tidak terjadi kerusakan sel B dan insulin tetap dihasilkan.
Penyebab dari DM ini adalah adanya resistensi insulin, kekurangan insulin,
atau keduanya yang secara umum diakibatkan oleh obesitas. DM ini sering
tidak terdeteksi hingga bertahun-tahun. Kenaikan glukosa yang meningkat
secara bertahap membuat pasien tidak merasakan adanya perubahan.
Timbulnya tanda-tanda DM juga seringkali diabaikan oleh pasien dan
dianggap hal yang wajar. Resiko DM ini meningkat sejalan dengan
bertambahnya usia dan berat badan serta kurangnya aktivitas fisik. Wanita
yang memiliki riwayat Gestational Diabetes Mellitus (GDM) dan seseorang
yang menderita hipertensi dan dislipidemia memiliki tingkat resiko yang
lebih besar.

Gestational Diabetes Mellitus (GDM).

GDM didefinisikan sebagai intoleransi glukosa darah yang terjadi
selama masa kehamilan. Definisi ini tidak memperhatikan apakah diperlukan
insulin atau hanya perubahan pola makan sebagai pengobatan atau kondisi ini
berlangsung setelah masa kehamilan. Definisi ini tidak mengesampingkan
intoleransi glukosa yang terjadi sebelum atau bersamaan masa kehamilan.
Kerusakan toleransi glukosa normal terjadi selama masa kehamilan, terutama

pada trimester ketiga.


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

12

2.3.3 Komplikasi

DM dapat menyebabkan komplikasi yang dengan bertambahnya waktu
dapat berkembang menjadi komplikasi yang serius. Komplikasi ini dapat
diklasifikasikan menjadi komplikasi akut dan komplikasi kronis. Komplikasi akut
DM yang dapat terjadi antara lain (Aubert, 1995):
a. Diabetic ketoacidosis (DKA).

Merupakan salah satu komplikasi akut DM yang sering terjadi
terutama pada DM tipe 1. Komplikasi ini jarang ditemukan pada DM tipe 2,
jika ditemukan merupakan tanda dari defisiensi insulin. DKA didefinisikan
sebagai kekurangan insulin absolut dengan hiperglikemia (kadar glukosa
biasanya >200 mg/dl) dengan peningkatan lipolisis, produksi keton,
hiperketonemia, dan asidosis. Faktor yang menyebabkan terjadinya DKA
adalah infeksi, penyakit akut lain, kurangnya edukasi tentang DM dan
olahraga, pengawasan glukosa darah yang buruk, rendahnya perawatan diri
sendiri, masalah fisiologis, dan penyebab lain yang tidak diketahui.

b. Hyperosmolar non-ketotic coma (HNC).

Didefinisikan sebagai tingkat kekurangan insulin relatif dan
hiperglikemia, biasanya >1000 mg/dl yang disertai peningkatan osmolaritas
serum (>300 mosm/kg), dehidrasi, dan pingsan. Dapat meningkat hingga
terjadi koma dengan tanpa disertai ketosis atau asidosis. Pasien ini memiliki
insulin yang cukup untuk mencegah lipolisis dan ketosis. Komplikasi ini
terjadi pada DM tipe 2. Faktor penyebabnya antara lain dehidrasi, pengobatan
seperti steroid dan thiazid, penyakit akut, penyakit vaskular otak, dan
bertambahnya usia.

c. Lactic acidosis (LA).

Merupakan peningkatan asam laktat dengan asidosis dan tanpa
ketoasidosis. Dimungkinkan terdapat keton dengan konsentrasi rendah.
Terkadang LA kombinasi dengan DKA. Faktor penyebab LA adalah hipoksia

dan beberapa obat seperti fenformin (biguanid).
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d. Hypoglycemia
Terjadi pada pasien DM yang mendapat terapi sulfonilurea. Penyebab
terjadinya antara lain kesalahan dosis, menunda makan, olahraga, variasi
absorbsi insulin, variabilitas ikatan insulin, degradasi dan aksi, gangguan
regulasi balik, dan mungkin pemakaian insulin.

Komplikasi kronis dibagi lagi menjadi komplikasi mikrovaskular dan
komplikasi makrovaskular. Komplikasi mikrovaskular meliputi retinopati,
neuropati, dan nefropati. Neuropati periferal dapat menyebabkan foot ulcer,
sedangkan neuropati autonom dapat menyebabkan gastroparesis, disfungsi ereksi,
dan silent Myocardial Infarction (MI). Komplikasi makrovaskular antara lain
Cardiovascular Disease (CVD), penyakit ginjal, stroke, hipertensi, peritoneal
dialisis, dan ulkus diabetik (Dunning, 2005).

Retinopati dapat memburuk dengan bertambahnya waktu. Awal mula
terjadinya retinopati adalah adanya mikroaneurismia (diameter <100 pum) pada
ujung kapiler retina. Titik-titik hemoragi muncul ketika eritrosit keluar dari
mikroaneurismia. Permeabilitas pembuluh retina menjadi abnormal dan terjadi
kebocoran cairan yang mengakibatkan terbentuknya eksudat Keras.
Mikroaneurismia, titik hemoragi, dan eksudat keras merupakan penyebab dari
retinopati, terutama retinopati nonproliferatif. Retinopati nonproliferatif yang
terjadi di dekat makula akan menyebabkan edema makular, tetapi hal ini tidak
menyebabkan kebutaan. Makular edema terjadi ketika kebocoran cairan dari
pembuluh yang abnormal di dekat makula menghalangi cahaya ke makula
sehingga ketajaman penglihatan berkurang (Nathan, 1993).

Retinopati yang semakin parah akan menyebabkan iskemia dan infark
pada bagian saraf retina. Sebagai respon adanya iskemia, akan dibentuk pembuluh
baru (neovaskularisasi). Pembuluh baru akan berproliferasi keluar dari retina
menuju rongga vitreous (retinopati proliferatif). Pembuluh ini tipis dan mudah
pecah yang dapat menyebabkan perdarahan pada vitreous. Perdarahan vitreous
dapat mengaburkan penglihatan, tetapi setelah satu hingga tiga bulan akan
direabsorbsi. Selanjutnya terjadi fibropoliferatif yang akan menyebabkan
kebutaan (Nathan, 1993).
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Nefropati adalah komplikasi spesifik DM yang menyebabkan kematian
terbesar. Tanda klinis awal terjadinya nefropati adalah microalbuminuria (30-300
mg albumin tiap 24 jam), yang terjadi lima tahun setelah menderita DM. Setelah 5
hingga 10 tahun DM akan terjadi proteinuria (>500 mg protein per liter yang
setara dengan >300 mg albumin tiap 24 jam) yang dapat berkembang menjadi
gagal ginjal. Hipertensi dapat pula terjadi selama periode ini. 5-10 tahun kedua,
akan terjadi sindrom nefrotik dan penurunan laju filtrasi glomerular yang berakhir
pada gagal ginjal (Nathan, 1993).

Bentuk umum neuropati diabetik adalah neuropati periferal dan neuropati
sensorimotor simetris. Bentuk lainnya adalah neuropati autonomi dan neuropati
motor periferal dan kranial. Neuropati berhubungan dengan durasi DM, tingkat
keparahan, dan awal mula terjadi neuropati. Studi elektrofisiologi menunjukkan
bahwa kelainan subklinis termasuk diantaranya konduksi saraf motor dan sensori
yang melambat terjadi pada 5-10 tahun dari DM. Resiko utama neuropati periferal
adalah trauma kaki dan ulkus diabetik. Neuropati autonon dapat menyebabkan
terjadinya gastroparesis, impoten, gagal jantung, dan hipotensi postural.
Gastroparesis tidak hanya menimbulkan rasa sakit namun juga mengganggu

proses absorbsi makanan sehingga kontrol gula darah terganggu (Nathan, 1993).

2.3.4 Metode Pengukuran Glukosa Darah
Terdapat beberapa cara untuk mengukur glukosa darah, antara lain:
a. Glukometer (GlucoDr™)

Alat ini terdiri dari meter glukosa, strip tes, dan larutan kontrol. Tiap
kali digunakan, harus dipastikan terlebih dahulu kode chip dan kode strip tes
sama. Prinsip Kkerja dari alat ini adalah arus listrik yang dihasilkan dari reaksi
antara glukosa dan reagen pada strip elektroda. Glukosa dalam darah bereaksi
dengan glukosa dehidrogenase dan kalium ferisianida pada strip tes yang
menghasilkan arus listrik. Arus listrik yang dihasilkan sebanding dengan
konsentrasi glukosa dalam darah dan dikonversi menjadi konsentrasi glukosa
dalam bentuk angka oleh meter glukosa melalui program algoritma
(Allmedicus, 2012).
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Bioanalyzer

Prinsip kerja dari alat ini adalah tes kolorimetris enzimatis
berdasarkan reaksi Trinder. Glukosa akan mengalami oksidasi enzimatis
karena adanya glukosa oksidase. Hidrogen peroksida yang terbentuk
kemudian bereaksi dengan fenol dan 4-amino-antipirin menjadi zat warna
chinonimin yang berwarna merah violet. Pengukuran kadar glukosa dilakukan
dengan spektrofotometri (Analyticon, 2013).

Glukosa oksidase
Glukosa + O, + H,0 » Glukonat + H,O,

peroksidase
2 H,0O; + fenol + 4-amino-antipirin » chinonimin + 4 H,0
Carik celup (Dipstick)
Prinsip kerja alat ini adalah reaksi enzimatik yang menghasilkan

perubahan warna kemudian disesuaikan dengan warna standar. Glukosa akan
dioksidasi oleh glukosa oksidase menjadi asam glukonat dan hidrogen
peroksida. Hidrogen peroksida bereaksi dengan kromogen tetrametilbenzidin
dengan bantuan peroksidase menghasilkan perubahan warna menjadi hijau.
Reaksi positif jika terjadi perubahan warna dari hijau menjadi coklat
(Stevens, 2008)

2.4 Tinjauan Umum tentang Aloksan sebagai Diabetogen

Aloksan merupakan bahan kimia yang sering digunakan dalam penelitian

sebagai agen diabetogenik. Nama kimia dari aloksan adalah 2,4,5,6-

Tetraoxypyrimidine; 2,4,5,6-pyrimidinetetrone. Struktur kimianya dapat di lihat

pada Gambar 2.2. Aloksan merupakan senyawa yang bersifat hidrofilik dan stabil

pada pH asam (Lenzen, 2008). Aloksan dapat bersifat sebagai agen diabetogenik

jika diberikan melalui rute parenteral (intravena, intraperitoneal, dan subkutan).

Dosis yang diperlukan dalam pemberian secara intravena sekitar 65 mg/kg BB

dan dosis secara intraperitoneal di atas 150 mg/kg BB (Szkudelski, 2001).
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Gambar 2.2 Struktur kima aloksan (Sumber: Lenzen, 2008)

Terdapat 4 fase terjadinya diabetes yang diinduksi oleh aloksan. Pertama,
fase hipoglikemia sementara. Tahap ini terjadi pada 30 menit setelah pemberian
aloksan. Hipoglikemia sementara ini terjadi karena adanya peningkatan sekresi
insulin. Mekanisme yang mendasari adalah pemakaian insulin untuk sementara
waktu dikurangi dan peningkatan ketersediaan ATP yang disebabkan oleh
penghambatan fosforilasi glukosa melalui inhibisi glukokinase (Lenzen, 2008).

Kedua, fase hiperglikemia pertama. Pada fase ini terjadi peningkatan
konsentrasi glukosa dan penurunan insulin. Fase ini dimulai 1 jam setelah
pemberian aloksan. Hiperglikemia mulai terjadi pada 2-4 jam setelah pemberian.
Hiperglikemia ini terjadi disebabkan adanya penghambatan sekresi insulin yang
menyebabkan hipoinsulinemia. Selama fase ini morfologi sel p yang tampak
adalah vakuolisasi intraseluler, pembesaran retikulum endoplasma Kkasar,
pengecilan area golgi, pengurangan granul sekretori insulin, dan pembengkakan
mitokondria (Lenzen, 2008).

Ketiga, fase hipoglikemia. Fase ini terjadi setelah 4-8 jam pemberian
aloksan. Pada fase ini dapat terjadi kejang dan dapat berakibat fatal jika tanpa
pemberian glukosa. Hipoglikemia ini diakibatkan oleh meningkatnya insulin
secara drastis akibat pecahnya membran sel. Perubahan ini bersifat ireversibel.
Fase keempat adalah fase hiperglikemia permanen. Secara morfologi tampak
bahwa sel B telah rusak. Hal ini tampak pada jam ke-12 hingga 48 setelah
pemberian aloksan (Lenzen, 2008).

Mekanisme aksi aloksan sebagai agen diabetogenik melalui beberapa
proses, Yaitu oksidasi gugus —SH, inhibisi glukokinase, pembentukan radikal

bebas, dan ketidakseimbangan homeostasis kalsium intraseluler. Aloksan
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berikatan dengan dua gugus —SH pada glukokinase sehingga terbentuk ikatan
disulfida dan inaktivasi enzim. Aloksan yang tereduksi akan berubah menjadi
asam dialurat yang kemudian teroksidasi kembali menjadi aloksan sehingga
terbentuk radikal superoksida. Radikal superoksida mampu membebaskan ion Fe
dari feritin dan mereduksinya menjadi ion Fe. lon Fe®" juga dapat direduksi oleh
radikal aloksan. Selain itu, radikal superoksida juga dapat berubah menjadi
hidrogen peroksida. Adanya Fe®* dan hidrogen peroksida akan membentuk radikal
hidroksil melalui reaksi Fenton. Radikal hidroksil memiliki sifat sangat reaktif.
Salah satu target dari reactive oxygen spesies (ROS) adalah DNA pankreas.
Kerusakan DNA ini memicu poli ADP-ribosilasi, suatu tahap pada proses
perbaikan DNA (Szkudelski, 2001).

Aloksan juga dapat mengganggu keseimbangan homeostasis kalsium di
dalam sel. Proses penggangguan ini melaui beberapa tahap, yaitu influk kalsium
dari ekstraselular yang diinduksi oleh adanya aloksan, mobilisasi kalsium secara
besar-besaran dari penyimpanan intraseluler, dan eliminasi yang terbatas dari
dalam plasma. Influk kalsium terjadi dikarenakan oleh adanya kemampuan
aloksan untuk mendepolarisasi sel B pankreas. Depolarisasi membran sel
menyebabkan terbukanya calsium channel dan akan meningkatkan jumlah
kalsium dalam sel. Jumlah ion yang berlebih ini menyebabkan sekresi insulin
yang berlebih dan bersama dengan ROS akan menyebabkan kerusakan sel
pankreas (Szkudelski, 2001).

2.5 Tinjauan Umum tentang Kulit
2.5.1 Anatomi Kulit

Kulit terbagi menjadi 3 lapisan, yaitu lapisan epidermis yang terletak
paling luar, kemudian lapisan dermis, dan lapisan subkutan (hipodermis) yang
terletak paling dalam (Gambar 2.3). Lapisan epidermis dibagi kembali menjadi
dua, yaitu stratum korneum dan stratum malpigi (Price dan Wilson, 1994).
Stratum korneum merupakan bagian terluar dari epidermis, terdiri dari sel-sel mati
berbentuk persegi panjang, berisi protein keratin. Stratum korneum memiliki

struktur yang kompak karena bahan penyusunnya berupa keratin. Selain itu,
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stratum korneum juga dilapisi oleh lemak yang membuatnya sulit ditembus air.
Kedua hal ini berfungsi untuk mencegah kehilangan cairan tubuh (Seeley et al,
2002).

E = 1 ]
Sebaceous — : -Epidermis
gland
Arrector Skin
pili (smooth —__ |
—_—— ": i | |Dermis
Hair follicle '7 .. .
Nerve —_
Vein -\ £\
N " | Hypodermis
sty " [(subcutaneous

tissue)

Gambar 2.3 Anatomi kulit (Sumber: Seeley et al, 2002)

Stratum malpigi terdiri dari stratum germinativum (stratum basale),
stratum spinosum, stratum granulosum, dan stratum lusidum (Gambar 2.6).
Stratum basale terletak pada bagian paling dalam dari epidermis, di dekat dermis.
Sel-sel stratum basale berbentuk silindris dan memiliki sifat aktif membelah untuk
memperbarui epidermis dan tidak mengalami diferensiasi (Price dan Wilson,
1994). Ketika sel mengalami pembelahan (mitosis), maka sel yang lebih muda
akan tetap berada di stratum basale untuk membelah lagi, sedangkan sel yang
lebih tua akan didorong menuju lapisan diatasnya, stratum spinosum (Seeley et al,
2002). Di lapisan basal terdapat sel melanosit. Sel ini berfungsi untuk mensintesis
granula pigmen (melanosom). Melanosom ini memiliki warna coklat hingga
hitam. Pigmen ini disebut melanin. Melanin inilah yang diketahui memiliki fungsi
perlindungan dari sinar UV (Bloom dan Fawcett, 1962).

Stratum spinosum merupakan lapisan di atas stratum basale. Sel-sel pada
stratum spinosum berasal dari stratum basale yang mengalami perubahan bentuk.
Pada lapisan ini, sel-sel dari stratum basale berubah menjadi bentuk poligonal dan
terdapat penonjolan di sekeliling sel. Stratum granulosum terdiri dari 3-5 lapisan

sel. Terdapat granul-granul keratohialin pada sitoplasma di sekitar inti sel. Seiring
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dengan bertambahnya ukuran sel, inti sel semakin kabur. Stratum lusidum
tersusun dari beberapa lapis sel datar yang rapat. Pada lapisan ini, inti sel hanya
terdapat pada beberapa sel saja (Bloom dan Fawcett, 1962).

Dead keratinocytes,
_—— those on the surface flake off

p Stratum corneum
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Stratum lucidum

Stratum granulosum

. “ ———— Living keratinocytes
Stratum spinosum '
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_ L —_— ~ Melanocyte YOUNG
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Dermis Thee—— 1 Sensory nerve ending

Gambar 2.4 Lapisan epidermis kulit (Sumber: DOAPJ, 2013)

Dermis merupakan jaringan yang terdiri dari fibroblas, lemak, dan
makrofag. Lemak dan pembuluh darah pada dermis jumlahnya lebih sedikit jika
dibandingkan pada jaringan subkutan. Di dermis juga terdapat ujung saraf, folikel
rambut, otot polos, kelenjar, dan pembuluh limfe. Bagian paling atas dari dermis
memiliki tonjolan-tonjolan yang disebut papila. Papila berfungsi sebagai tempat
perlekatan epidermis. Pada papila ini banyak dijumpai pembuluh darah yang
berfungsi untuk menyuplai kebutuhan nutrisi epidermis, mengeluarkan zat sisa,
dan membantu mengatur suhu tubuh (Seeley et al, 2002). Di sekitar pembuluh
darah ini terdapat limfosit, histiosit, sel mast, dan leukosit yang berfungsi untuk
melindungi tubuh dari infeksi dan invansi benda-benda asing (Price dan Wilson,
1994).

Kelenjar yang terdapat pada kulit adalah kelenjar keringat dan kelenjar
sebaseus. Kelenjar sebaseus menghasilkan sebum, suatu substansi yang kaya akan
lemak. Kelenjar sebaseus terhubung dengan folikel rambut. Sebum yang
dihasilkan akan melumasi kulit dan rambut melalui folikel rambut. Kelenjar
keringat terbagi menjadi dua, yaitu merokrin dan apokrin. Kelenjar merokrin

terletak di seluruh kulit terutama telapak tangan dan kaki. Sekresi kelenjar ini
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sebagian besar tersusun dari air dengan sedikit garam yang terlarut di dalamnya.
Kelenjar apokrin biasanya ditemukan pada ketiak dan genitalia. Kelenjar ini mulai
berfungsi ketika usia pubertas. Sekresi yang dihasilkan kelenjar ini dapat
menimbulkan bau jika didegradasi oleh bakteri (Seeley et al, 2002).

Rambut dibentuk dari keratin. Proses pertumbuhannya sama seperti pada
lapisan epidermis. Folikel rambut dialiri oleh pembuluh darah yang membawa
nutrien untuk pertumbuhan rambut. Di setiap folikel rambut, terhubung otot polos
yang disebut dengan arektor pili. Fungsinya adalah untuk menegakkan rambut
(Seeley et al, 2002).

Jaringan subkutan merupakan lapisan paling bawah dari kulit yang
tersusun dari sel-sel lemak. Pada jaringan ini terdapat banyak pembuluh darah dan
saraf. Jaringan ini berfungsi sebagai bantalan kulit, isolasi panas tubuh, dan
tempat penyimpanan energi (Seeley et al, 2002).

2.5.2 Fungsi Kulit
Secara garis besar, kulit memiliki lima fungsi utama, yaitu (Seeley et al,

2002) :

a. Proteksi. Kulit melindungi tubuh dari abrasi, sinar ultraviolet (UV),
mikroorganisme, dan dehidrasi dengan cara mengurangi kehilangan cairan
tubuh.

b. Indera peraba. Kulit memiliki reseptor sensor yang dapat mendeteksi panas,
dingin, tekanan, dan rasa sakit.

c. Produksi vitamin D. Ketika kulit terpapar sinar UV, kulit menghasilkan
molekul yang dapat dirubah menjadi vitamin D.

d. Pengatur suhu tubuh. Pengaturan suhu tubuh dilakukan dengan cara
mengontrol laju aliran darah pada kulit dan aktivitas kelenjar keringat.

e. [Ekskresi. Sebagian sisa metabolisme tubuh dikeluarkan melalui kelenjar

sekresi yang ada pada kulit.
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2.5.3 Fisiologi Kulit

Kulit memiliki beberapa fungsi fisiologis. Pertama, kulit sebagai proteksi
tubuh terhadap lingkungan luar. Proteksi ini meliputi pencegahan kehilangan
cairan tubuh, mikroorganisme, dan benda asing. Kehilangan cairan tubuh dapat
dikurangi karena kulit memiliki lapisan lemak yang berfungsi sebagai barier
terhadap difusi air. Perlindungan terhadap mikroorganisme dilakukan dengan cara
mengeluarkan cairan sekresi yang menciptakan lingkungan yang tidak nyaman
bagi beberapa mikroorganisme (Seeley et al, 2002).

Kulit juga mencegah terjadinya abrasi dengan adanya lapisan epitel. Selain
itu, melanin yang ada dalam kulit berfungsi untuk mengabsorbsi sinar UV
sehingga tidak berdampak negatif pada jaringan. Kulit juga memiliki rambut yang
fungsi dari rambut ini bergantung pada letaknya. Rambut kepala berfungsi sebagai
insulator panas, alis mencegah kehilangan cairan mata, bulu mata mencegah
masuknya benda asing ke dalam mata, serta bulu hidung dan telinga mencegah
masuknya kotoran dan debu. Terdapat pula kuku yang berfungsi untuk
melindungi jari-jari dari kerusakan dan dapat pula digunakan sebagai pertahanan
diri (Seeley et al, 2002).

Kedua, sebagai indera peraba. Kulit memiliki reseptor pada bagian
epidermis maupun dermis sehingga kulit dapat merasakan apabila diberi rangsang.
Rangsang yang dapat dirasakan kulit antara lain rangsang panas, dingin, sentuhan,
tekanan, dan rasa sakit. Pada rambut tidak terdapat saraf, meskipun demikian
pergerakan dari rambut tetap dapat terasa karena adanya saraf di sekeliling folikel
rambut (Seeley et al, 2002).

Ketiga, sebagai salah satu tempat penghasil vitamin D. Ketika kulit
terpapar oleh sinar UV, molekul prekursor vitamin D dibentuk. Prekursor ini
kemudian dibawa oleh darah menuju hati untuk dimodifikasi. Selanjutnya
diangkut menuju ginjal dan dirubah menjadi vitamin D. Jika paparan sinar UV
cukup, maka kebutuhan vitamin D tubuh dapat dipenuhi (Seeley et al, 2002).

Keempat, pengatur suhu tubuh. Suhu tubuh normal manusia sekitar 37°C.
Pengaturan suhu tubuh perlu dilakukan karena menjadi salah satu faktor yang

menentukan laju reaksi kimia tubuh. Perubahan kecil pada suhu tubuh dapat
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berpengaruh pada kerja enzim. Olahraga, demam, dan suhu tinggi dapat
meningkatkan suhu tubuh. Sebagai reaksi homeostasis, tubuh akan mengeluarkan
panas tubuh. Mula-mula pembuluh arteri dermis akan mengalami dilatasi. Hal ini
menyebabkan jumlah darah yang mengalir menuju kulit meningkat. Aliran darah
ini akan mentransfer panas dari dalam tubuh menuju kulit. Panas tubuh kemudian
akan berpindah ke lingkungan melalui mekanisme radiasi, konveksi, maupun
konduksi. Keringat juga membawa panas tubuh keluar dan berfungsi untuk
mengurangi suhu tubuh. Ketika suhu tubuh menurun hingga di bawah normal,
panas tubuh akan dijaga dengan cara konstriksi pembuluh darah dermis. Hal ini
membuat laju darah menuju kulit menjadi berkurang dan panas tubuh yang
ditransfer keluar tubuh juga berkurang (Seeley et al, 2002).

Kelima, ekskresi. Ekskresi merupakan suatu mekanisme tubuh untuk
mengeluarkan zat sisa metabolisme dari dalam tubuh. Kulit merupakan salah satu
organ ekskresi yakni melalui cairan keringat. Cairan keringat berisi air dan garam
serta sejumlah kecil urea, asam urat, dan amonia. Jumlah ekskresi zat sisa tidak
bergantung dari jumlah keringat yang dikeluarkan, jadi meskipun seseorang
banyak mengeluarkan keringat tidak berarti zat sisa yang dikeluarkan juga banyak
(Seeley et al, 2002).

2.5.4 Kilasifikasi Luka

Luka merupakan gangguan struktur dan fungsi anatomi normal. Luka
dihasilkan dari proses patologis yang dapat dimulai dari internal maupun eksternal
organ. Luka dibedakan menjadi dua jenis, yaitu luka akut dan luka kronis. Pada
luka akut proses penyembuhan segera terjadi sesuai dengan tahapan proses
penyembuhan luka dan terjadi dengan tepat waktu. Pada luka kronis, terjadi
kegagalan dalam proses penyembuhan luka sehingga proses penyembuhan luka
membutuhkan waktu yang lebih lama. Kegagalan proses penyembuhan luka dapat
terjadi pada tiap tahap proses penyembuhan. Lamanya waktu penyembuhan luka
kronis bergantung pada sifat dan tingkat patologis, kondisi pasien, dan lingkungan
(Lazarus et al, 1994).
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2.6 Tinjauan Umum tentang Ulkus Diabetik
2.6.1 Definisi

Menurut Sanders (2011), ulkus diabetik adalah luka yang berhubungan
dengan neuropati atau penyakit arteri periferal pada pasien diabetes. Menurut
Alexiadou dan Doupis (2012), ulkus diabetik merupakan suatu kondisi dimana
luka tidak dapat sembuh baik luka dalam maupun tidak yang terjadi pada
seseorang yang menderita diabetes. Menurut Stone dan Sieggreen (2012), ulkus
diabetik adalah luka dalam yang terjadi hingga menembus epidermis dan terjadi
pada pasien diabetes. Dapat disimpulkan bahwa ulkus diabetik adalah luka yang
terjadi pada seseorang yang menderita diabetes dimana luka ini dalam hingga

menembus lapisan dermis kulit.

2.6.2 Kilasifikasi

Sistem klasifikasi luka sangat diperlukan dalam menentukan terapi yang
diberikan kepada pasien. Hingga sekarang terdapat bermacam-macam sistem
klasifikasi luka yang dikenal. Banyaknya variasi sistem Klasifikasi luka ini
disebabkan oleh adanya perbedaan dalam penentuan karakteristik luka yang
meliputi tempat luka, kedalaman luka, adanya neuropati, infeksi, iskemia, dan
lain-lain. Dari seluruh sistem Klasifikasi luka yang diperkenalkan, terdapat dua
sistem Klasifikasi luka yang digunakan secara luas (Oyibo et al, 2001).

Pertama, sistem Klasifikasi luka Wagner. Sistem klasifikasi ini didasarkan
pada kedalaman ulkus dan adanya osteomielitis atau gangren. Klasifikasi dibuat
dalam enam tingkat. Tingkat 0, adanya luka sebelum atau sesudah terjadinya
ulkus. Tingkat 1, ulkus yang terbentuk cukup dalam baik di sebagian maupun
seluruh bagian ulkus. Tingkat 2, ulkus mencapai tendon. Tingkat 3, ulkus yang
terbentuk dalam disertai osteitis. Tingkat 4, gangren parsial. Tingkat 5, gangren
menyeluruh (Oyibo et al, 2001).

Kedua, sistem klasifikasi luka diabetes Universitas Texas (UT). Sistem
klasifikasi ini lebih baru jika dibandingkan dengan sistem Kklasifikasi luka
Wagner. Sistem Klasifikasi UT didasarkan pada kedalaman ulkus, adanya infeksi,

dan adanya tanda-tanda iskemia pada kaki. Sistem ini menggunakan matriks,
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tingkat luka sebagai sumbu x dan tahapan luka sebagai sumbu y. Tingkat luka
dalam sistem ini dibagi menjadi empat, yaitu tingkat O (adanya ulkus yang sudah
atau belum sembuh), tingkat 1 (luka superfisial yang tidak mencapai tendon atau
tulang), tingkat 2 (kedalaman luka mencapai tendon), dan tingkat 3 (kedalaman
luka mencapai tulang atau sendi). Sedangkan untuk tahapan luka dibagi menjadi
empat, yaitu tahap A (luka bersih), tahap B (luka dengan infeksi tanpa iskemia),
tahap C (luka dengan iskemia tanpa infeksi), dan tahap D (luka dengan iskemia
dan infeksi) (Oyibo et al, 2001).

2.6.3 Epidemiologi

Studi yang dilakukan di Inggris menunjukkan 5,3% dari pasien diabetes
tipe 2 mengalami ulkus diabetik dan 7,4% pada pasien diabetes tipe 1. Studi
lainnya di USA menunjukkan bahwa sebanyak 5,8% pasien diabetes selama 3
tahun mengalami ulkus diabetes. Dan studi acak yang dilakukan di Swedia
menunjukkan prevalensi ulkus diabetes sebesar 3,6%, sedangkan di Belanda
sebesar 2,1% (Jeffcoate dan Harding, 2003).

2.6.4 Tanda dan Gejala

Ulkus diabetik dapat disebabkan oleh beberapa hal, antara lain neuropati,
PVD, trauma, dan infeksi. Beberapa tanda dan gejala yang menunjukkan
terjadinya ulkus diabetik adalah berkurangnya atau hilangnya sensitivitas terhadap
rangsang. Hal ini menyebabkan ketidaknyamanan sehingga dapat mengakibatkan
trauma. Tanda lainnya adalah terjadinya dehidrasi kulit sehingga kulit menjadi
kering. Kulit yang kering ini mudah pecah hingga terjadi luka (Khamolkar et al,
2008).

2.6.5 Patofisiologi untuk Tujuan Pengobatan

Patofisiologi merupakan ilmu yang mempelajari tentang perubahan
fisiologis yang terjadi akibat kondisi patologis. Adapun patofisiologi dari ulkus
diabetik meliputi (Jeffcoate dan Hading, 2003) :
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a. Neuropati.

Neuropati merupakan kematian sel-sel saraf. Akibat dari neuropati
adalah hilangnya rasa sakit. Hal ini dapat membuat pasien tidak menyadari
jika telah terjadi luka. Mekanisme neuropati dalam proses terjadinya ulkus
adalah dengan pembentukan kalus (penebalan kulit) terutama pada daerah-
daerah yang mendapat tekanan lebih besar. Setelah terbentuk kalus, terjadi
iskemia yang menyebabkan kematian jaringan. Hal ini memicu keretakan
kalus sehingga terbentuk luka hingga mencapai jaringan subkutan.

b. Iskemia.

Iskemia terjadi akibat adanya gangguan makrovaskular, seperti
aterosklerosis maupun gangguan mikrovaskular. Tanda-tanda dari jaringan
yang mengalami iskemia adalah merah, kering, dan tebal. Iskemia dapat
menyebabkan kematian jaringan dan memperpanjang waktu penyembuhan
luka.

c. Infeksi.

Infeksi dapat menghambat proses penyembuhan luka. Terhambatnya
proses penyembuhan ini jika berlangsung terus menerus akan menyebabkan
berkembangnya luka akut menjadi luka kronis sehingga terbentuk ulkus.

d. Trauma.

Pasien diabetes yang sebelumnya pernah mengalami luka atau ulkus,
memiliki kemungkinan yang lebih besar untuk mengalami kembali ulkus
diabetik dibandingkan dengan pasien yang tidak pernah mengalami ulkus.

e. Tekanan.

Pada penderita diabetes terdapat beberapa daerah yang mengalami
tekanan lebih besar, misalnya pada daerah metatarsal kaki. Adanya beban
yang berlebih ini dapat memicu terjadinya ulkus.

f.  Perawatan luka yang buruk.

2.7 Tinjauan Umum tentang Mekanisme Penyembuhan Luka
Kulit merupakan bagian penting tubuh yang memiliki fungsi utama

sebagai perlindungan tubuh terhadap lingkungan luar. Ketika terjadi luka pada
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kulit, tubuh akan segera memberikan respon untuk memperbaiki jaringan yang
luka sehingga dapat berfungsi normal kembali. Proses penyembuhan luka
merupakan sebuah proses yang kompleks karena membutuhkan keterlibatan
banyak jaringan lain. Proses ini terbagi menjadi empat tahap yaitu, hemostasis,
inflamasi, proliferasi, dan remodeling. Ketiga proses ini kadang tampak secara
bersamaan (Diegelmann dan Evans, 2004).

Tahap pertama adalah hemostasis. Tahap ini dimulai seketika saat terjadi
luka. Keping darah akan berusaha menjaga hemostasis tubuh dengan cara saling
berikatan satu dengan yang lain untuk menutupi luka sehingga aliran darah
terhenti. Keping darah juga melepaskan faktor pembekuan yang akan membentuk
benang-benang fibrin. Benang-benang fibrin akan memperkuat proses penutupan
luka. Selain melepaskan faktor pembekuan, keping darah juga melepaskan sinyal
kimiawi yang dikenal dengan sitokin atau faktor pertumbuhan yang menginisiasi
proses penyembuhan luka. Sinyal kimiawi yang terpenting yaitu, Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF) dan Transforming Growth Factor-4 (TGF-B). PDGF akan
menginisiasi neutrofil, makrofag, sel otot polos, dan fibroblas menuju area luka.
Kehadiran netrofil pada area luka menandai bahwa proses penyembuhan luka
memasuki tahap selanjutnya, yaitu tahap inflamasi (Diegelmann dan Evans,
2004).

Tahap kedua adalah inflamasi. Pada tahap ini neutrofil memasuki area luka
dan membersihkannya dari benda asing, bakteri, dan sel mati melalui proses
fagositosis. Sel mast melepaskan granul yang berisi enzim, histamin, dan amina
aktif lainnya. Mediator-mediator inilah yang memicu terjadinya reaksi inflamasi.
Monosit kemudian diaktivasi menjadi makrofag yang akan memfagositosis sel
mati, neutrofil berisi bakteri, benda asing, dan bakteri yang ada pada area luka.
Aktivasi makrofag juga menyebabkan dilepaskannya PDGF dan TGF-f. Kedua
senyawa ini menyebabkan fibroblas dan sel otot polos menuju ke area luka.
Adanya makrofag merupakan tanda bahwa tahap inflamasi segera berakhir dan
berlanjut pada tahap proliferasi (Diegelmann dan Evans, 2004).

Tahap ketiga adalah proliferasi. Pada tahap ini TGF-B yang dilepaskan

oleh platelet, makrofag, dan limfosit T akan mengatur fungsi fibroblas dan
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penumpukan matriks ekstraselular. TGF-p akan meningkatkan produksi kolagen,
proteoglikan, dan fibronektin serta mengurangi sekresi protease dan
meningkatkan inhibitor protease. Setelah jaringan epitel terbentuk dengan
sempurna, maka akan dilepaskan enzim yang berfungsi untuk mengeliminasi
keropeng yang telah terbentuk (Diegelmann dan Evans, 2004).

Adanya peningkatan aktivitas metabolisme pada area luka menyebabkan
kebutuhan oksigen dan nutrisi juga meningkat. Sebagai bentuk kompensasinya
maka dibentuklah pembuluh darah baru. Proses ini dikenal dengan istilah
angiogenesis atau neovaskularisasi. Angiogenesis membutuhkan suasana asam,
sedikit oksigen, dan peningkatan asam laktat. Tidak terpenuhinya kondisi-kondisi
tersebut akan menghambat proses angiogenesis yang dapat mengakibatkan proses
penyembuhan luka menjadi lebih lama. Jalannya proses ini diatur oleh Vascular
Endothelial cell Growth Factor (VEGF) yang dihasilkan oleh sel epidermal,
fibroblas, makrofag, dan sel endotel pembuluh. Setelah pembuluh darah baru
terbentuk, kadar oksigen akan kembali normal dan oksigen akan berikatan dengan
Hypoxia-Inducible Factor (HIF) sehingga aktivitas HIF terhambat dan sintesis
VEGF menurun (Diegelmann dan Evans, 2004).

Tahap keempat adalah remodeling. Tahap ini diperankan oleh fibroblas.
Fibroblas pada luka berfungsi sebagai penghasil matriks baru yang akan
mengganti matriks lama yang telah rusak sehingga struktur dan fungsi jaringan
kembali normal. Proses ini dimulai dengan diproduksinya kolagen setelah
fibroblas berikatan dengan benang fibrin. Serat kolagen baru yang terbentuk
memiliki ukuran lebih kecil dan lebih lemah jika dibandingkan serat kolagen pada
jaringan normal. Daya elastisitasnya diperkirakan hanya mencapai 80% dari daya
elastisitas jaringan normal. Proses akhir dari tahap remodeling adalah degradasi
kolagen. Fibroblas, netrofil, dan makrofag akan mengeluarkan enzim kolagenase
untuk mendegradasi kolagen. Fragmen-fragmen kolagen yang terbentuk dari
proses degradasi kolagen akan mengalami denaturasi dan penghancuran oleh
enzim protease lainnya (Diegelmann dan Evans, 2004).

Faktor penghambat penyembuhan luka dibagi menjadi 2, yakni lokal dan

sistemik. Faktor lokal merupakan gangguan pada proses penyembuhan luka,
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meliputi oksigenasi dan infeksi. Faktor sistemik adalah gangguan yang
disebabkan oleh adanya penyakit sehingga mempengaruhi kemampuan proses
penyembuhan luka, meliputi usia, tingkat stres, obesitas, diabetes, obat-obatan,
dan nutrisi (Guo dan DiPietro, 2010).

Kadar oksigen merupakan faktor penting dalam proses penyembuhan.
Kondisi hipoksia akan menstimulasi pelepasan faktor pertumbuhan dan
angiogenesis. Setelah proses angiogenesis selesai, kadar oksigen yang cukup akan
mempercepat proses penyembuhan luka. Selain itu, oksigen berfungsi untuk
mencegah terjadinya infeksi, meningkatkan diferensiasi, migrasi, dan re-
epitelisasi keratinosit, serta meningkatkan proliferasi fibroblas dan sintesis
kolagen (Guo dan DiPietro, 2010).

Kondisi infeksi pada luka akan menghambat proses penyembuhan luka
karena bakteri dan endotoksin dapat memperpanjang fase inflamasi. Fase
inflamasi yang semakin panjang ini dapat menyebabkan terdegradasinya faktor
pertumbuhan. Selain itu, beberapa bakteri dapat membentuk lapisan biofilm.
Dengan adanya lapisan biofilm ini bakteri menjadi semakin resisten sehingga
proses penyembuhan luka terhambat (Guo dan DiPietro, 2010).

Pada usia lanjut (> 60 tahun) proses penyembuhan luka melambat yang
disebabkan oleh penurunan kemampuan fungsi tubuh, termasuk kemampuan
tubuh dalam menyembuhkan luka. Penurunan kemampuan ini terjadi pada tiap
tahap proses penyembuhan. Tingkat stres akan mengurangi pelepasan IL-1a dan
IL-8 pada luka. Keduanya merupakan sinyal kimia yang menginisiasi proses
penyembuhan luka. Selain itu, kerja sel imun menjadi terganggu akibat adanya
gangguan pada diferensiasi, proliferasi, dan transkripsi gen (Guo dan DiPietro,
2010).

Penghambatan penyembuhan luka oleh diabetes merupakan suatu
mekanisme patofisiologi yang kompleks. Pada diabetes, hipoksia menjadi lebih
lama dari keadaan normal. Kondisi ini menyebabkan naiknya jumlah radikal
oksigen. Senyawa ini diketahui dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan.
Selain itu, perpanjangan masa hipoksia juga menyebabkan penurunan jumlah

VEGF, akibatnya proses angiogenesis terganggu. Diabetes juga mengakibatkan
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disfungsi sel fibroblas dan epidermal serta penurunan imunitas sel T, kemotaksis
leukosit, dan fagositosis. Kondisi ini menyebabkan pembersihan luka dari bakteri
menjadi tidak efektif sehingga proses penyembuhan luka terhambat (Guo dan
DiPietro, 2010).

Beberapa obat diketahui dapat menghambat proses penyembuhan luka.
Obat-obatan tersebut antara lain glukokortikoid steroid, obat antiinflamasi non
steroid (OAINS), dan kemoterapi. Glukokortikoid steroid menghambat proses
penyembuhan luka melalui mekanisme antiinflamasinya dan menekan respon
selular luka, termasuk proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen. OAINS seperti
ibuprofen akan menghambat proliferasi sel sehingga jumlah fibroblas menurun
dan proses epitelisasi menjadi terhambat. Obat-obat kemoterapi umumnya
memiliki sifat menghambat metabolisme seluler, pembelahan sel, dan
angiogenesis. Padahal ketiga hal ini sangat diperlukan dalam proses penyembuhan
luka (Guo dan DiPietro, 2010).

Faktor sistemik lainnya yang menghambat penyembuhan luka adalah
nutrisi. Lemak dan karbohidrat merupakan sumber energi utama dalam proses
penyembuhan luka. Protein dibutuhkan dalam sistem imun, angiogenesis,
proliferasi fibroblas, sintesis proteoglikan, dan sintesis kolagen. Asam lemak
diperlukan dalam perbaikan jaringan. Vitamin A dan vitamin C diperlukan dalam
sintesis kolagen, proliferasi fibroblas, dan angiogenesis. Vitamin E menjaga
integritas membran sel dan mencegah kerusakan sel oleh radikal bebas melalui
aktivitas antioksidan. Beberapa mikronutrien juga dibutuhkan dalam proses
penyembuhan luka, seperti magnesium sebagai kofaktor dalam sintesis kolagen,
zinc sebagai kofaktor RNA dan DNA polimerase, dan tembaga sebagai
pembentuk ikatan kolagen. Kekurangan nutrien-nutrien tersebut akan

menyebabkan penyembuhan luka terhambat (Guo dan DiPietro, 2010).

2.8 Tinjauan Umum tentang Mupirosin
Mupirosin, seperti yang terlihat pada Gambar 2.5 merupakan antibakteri
yang dihasilkan oleh Pseudomonas fluorescens yang bersifat bakterisidal pada

konsentrasi tinggi dan bersifat bakteriostatik pada konsentrasi rendah. Aktivitas
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antibakterinya meliputi bakteri stafilokokus, streptokokus, dan gram negatif
aerob. Mekanisme kerjanya melalui penghambatan sintesis protein bakteri dengan
cara berikatan dengan tRNA isoleusil. Mupirosin menunjukkan aktivitas yang
lebih baik pada suasana asam (Sweetman, 2009).
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Gambar 2.5 Struktur mupirosin (Sumber: Sweetman, 2009)

Mupirosin digunakan secara topikal dengan tujuan untuk dapat mencapai
konsentrasi yang tinggi sehingga dapat bersifat bakterisidal. Hanya sedikit saja
dari jumlah mupirosin yang dapat mencapai sirkulasi sistemik. Mupirosin yang
mencapai sirkulasi sistemik akan segera dimetabolisme menjadi asam monat yang
akan diekskresikan melalui urin. Mupirosin diformulasi dalam bentuk salep dan
krim dengan konsentrasi sebanyak 2%. Basis salep yang digunakan adalah
makrogol dan pada krim digunakan mupirosin kalsium yang setara dengan 2%
mupirosin. Penggunaan mupirosin sebagai antibakteri sebanyak 3 kali sehari
selama 10 hari dan dilakukan evaluasi terapi pada hari ketiga sampai kelima jika

terapi tidak menunjukkan respon (Sweetman, 2009).

2.9 Tinjauan Umum tentang Histopatologi
2.9.1 Persiapan Jaringan

Metode persiapan jaringan dibagi menjadi dua kelompok, yaitu metode
untuk pengamatan sel hidup dan metode untuk pengamatan sel mati. Metode
pengamatan sel hidup dilakukan ketika sel masih hidup. Jaringan untuk
pemeriksaan mikroskopik dieksisi dan diletakkan dalam cairan serum atau larutan
NaCl 0,85% (Leeson, 1989).

Metode pengamatan sel mati dilakukan dengan membuat irisan jaringan.

Pembuatan irisan jaringan meliputi langkah-langkah berikut (Leeson, 1989):
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Pengambilan bahan

Untuk tujuan sitologis, dan untuk mendapatkan sajian histologis terbaik,
maka bahan harus diambil dari hewan yang sedang dianestesi atau segera
setelah hewan itu mati.

Fiksasi

Tujuan utama fiksasi adalah untuk mengawetkan protoplasma agar terpelihara
keadaan mirip semasa hidup. Cairan fiksasi berperan sebagai pengawet,
mencegah perubahan autolisis dan perkembangan bakteri. Biasanya cairan
fikasasi menggumpalkan protoplasma, menjadikannya tidak larut, dan
mengeraskan jaringan sehingga memudahkan pengirisan. Reagen yang paling
umum digunakan adalah formalin, alkohol, merkuri biklorida, kalium
bikromat, dan asam-asam tertentu (pikrat, asetat, osmiat).

Pemendaman

Tujuan pemendaman adalah membuat blok jaringan menjadi kaku dan keras
sehingga dapat dipotong menjadi irisan yang tipis. Zat pemendam yang biasa
dipakai adalah parafin dan seloidin.

Pemotongan

Pemotongan dilakukan dengan menggunakan mikrotom. Tebal irisan untuk
pengamatan mikroskopi berkisar antara 3-10 um. Tiap irisan kemudian
diletakkan di kaca obyek.

Pemulasan

Tujuan pemulasan adalah untuk meningkatkan kontras alami dan untuk lebih
memperjelas berbagai unsur sel, jaringan, dan bahan ekstrinsik.

Penyelesaian

Setelah dipulas, kelebihan zat warna dibilas dengan air atau alkohol. Irisan
kemudian didehidrasi kemudian dijernihkan. Setelah dimasukkan dalam
larutan penjernih, irisan ditetesi indeks refraksi yang hampir sama dengan
indeks refraksi kaca kemudian ditutup kaca penutup dan dibiarkan hingga

kering.
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2.9.2 Pewarnaan

Dalam pemeriksaan mikroskopis menggunakan mikroskop cahaya,
diperlukan pewarnaan jaringan. Pewarnaan ini berfungsi untuk membedakan
jaringan yang satu dengan yang lainnya. Pewarna yang digunakan hendaknya
selektif terhadap jaringan dan tidak mempengaruhi senyawa kimia dalam jaringan
(Junqueira et al, 1998).

Pewarna ada yang bersifat asam dan ada yang bersifat basa. Contoh dari
pewarna yang bersifat asam adalah eosin, orange G, dan asam fuchsin. Pewarna
yang bersifat basa antara lain toluidin, metilen biru, dan hematoksilin. Jaringan
yang dapat diwarnai dengan pewarna basa disebut basofilik dan jaringan yang
dapat diwarnai pewarna asam disebut asidofilik (Junqueira et al, 1998).

Dari seluruh pewarna, pewarna hematoksilin-eosin merupakan pewarna
yang paling sering dipakai. Hematoksilin merupakan pewarna basa yang akan
mewarnai  komponen-komponen jaringan yang bersifat asam  seperti
nukleoprotein, glikosaminoglikan, dan asam glikoprotein. Eosin yang bersifat
asam akan mewarnai komponen-komponen jaringan yang bersifat basa seperti
mitokondria, granul sekretori, dan kolagen. Hematoksilin akan memberikan warna
biru pada jaringan sedangkan eosin akan memberikan warna merah pada

sitoplasma dan warna merah muda pada kolagen (Junqueira et al, 1998).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian true experimental
laboratories yang bertujuan untuk menyelidiki kemungkinan saling berhubungan
sebab akibat dengan cara memberi intervensi (perlakuan) pada satu kelompok atau
lebih kelompok eksperimen, kemudian membandingkan hasil intervensi tersebut
dengan kelompok eksperimen yang tidak diberikan perlakuan (kelompok kontrol).

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah post test control group
design. Rancangan penelitian ditunjukkan pada Gambar 3.1
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Gambar 3.1 Rancangan Penelitian
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Keterangan :

Po : Populasi tikus diabetes

R : Randomisasi tikus diabetes
S : Sampel tikus diabetes

K (-) :Kelompok kontrol negatif tidak diberi perlakuan
K (+) : Kelompok kontrol positif dengan pemberian salep mupirosin dosis 100 mg
secara topikal selama 20 hari

P1 : Kelompok perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol binahong dosis 100 mg
secara topikal selama 20 hari

P2 : Kelompok perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol binahong dosis 200 mg
secara topikal selama 20 hari

P3 : Kelompok perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol binahong dosis 400 mg
secara topikal selama 20 hari

H : Histopatologi penyembuhan luka

3.3 Jumlah Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus galur Wistar,
jenis kelamin jantan, berat 250-300 gram, usia 2-3 bulan. Pemilihan sampel
dilakukan dengan cara simple random sampling, kemudian dibagi menjadi 5
kelompok. Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan
rumus Federrer : {(p-1) (n-1)}>15 (Hanafiah, 2001).

Keterangan :
n: jumlah sampel
p: jumlah perlakuan
jika,p=5
maka, {(5-1) (n-1)} > 15
4n-4 > 15
n o

Jadi jumlah sampel minimal yang digunakan untuk tiap perlakuan
sebanyak 5 ekor. Pada penelitian ini digunakan 25 ekor tikus dimana tiap

kelompok kontrol dan perlakuan masing-masing terdiri dari 5 ekor tikus.

3.4 Variabel Penelitian
a. Variabel bebas : dosis ekstrak etanol binahong
b. Variabel terikat : profil histopatologi jaringan penyembuhan luka tikus (adanya

jaringan epitel, kolagen, dan pembuluh darah baru)
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c. Variabel terkendali : jenis kelamin tikus (jantan), jenis tikus (Wistar), berat

badan tikus (250-300 gram), usia tikus (2-3 bulan), pemeliharaan tikus.

3.5 Definisi Operasional

a. Tanaman binahong diperoleh dari Materia Medika, Malang dalam bentuk
serbuk simplisia.

b. Ekstrak etanol binahong adalah ekstrak yang diperoleh dari maserasi bertingkat
binahong. Pelarut yang digunakan secara berturut-turut adalah n-heksana, etil
asetat, dan etanol 70%. Pada ekstraksi dengan etanol 70% dilakukan remaserasi
sebanyak 2 kali.

c. Perlakuan hewan uji adalah mengoleskan secara merata ekstrak binahong
dengan dosis yang ditentukan pada luka tikus secara topikal selama 20 hari.

d. Luka dibuat pada hewan uji diabetes (kadar glukosa darah >200 mg/dL).

e. Luka yang dibuat merupakan luka tingkat 1 pada klasifikasi Wagner.

f. Luka yang digunakan adalah luka yang kering. Luka yang bernanah (basah)
dan berwarna merah tidak digunakan dalam penelitian.

g. Pemberian ekstrak dilakukan sehari setelah eksisi (pembuatan luka).

3.6 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi dan
Laboratorium Farmasi Klinik dan Komunitas (FKK) Fakultas Farmasi Universitas
Jember. Penelitian dilakukan dari bulan Maret 2014 sampai dengan bulan Januari
2015. Pada laboratorium Biologi Farmasi dilakukan ekstraksi binahong dan pada

laboratorium FKK dilakukan uji in vivo pada tikus wistar jantan.

3.7 Alat dan Bahan
3.7.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserator, gelas ukur,
kertas saring, corong buchner, spatula, rotavapor Laborota 4000, oven, neraca
ohauss, cage, syringe, glucotest Gluco Dr, surgical blade, papan fiksasi, gunting

bedah, pinset, timbangan analitik Pioneer™, botol timbang, lempeng KLT silika
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gel 60 Fzs4, chamber, lampu UV 366 nm, spektrofotometri UV-Vis double beam
UVD-2950, labu ukur, pipet volume, sentrifus, mikropipet Socorex, dan
mikroskop cahaya Nikon H600L yang dilengkapi kamera digital DS Fi2 300
megapixel.

3.7.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk tanaman
binahong, n-heksana teknis, etil asetat teknis, etanol p.a, etanol 80%, etanol 70%,
aloksan monohidrat (Sigma-Aldrich), ketamin HCI, salep mupirosin (merk
Pibaksin®), NaCl fisiologis (NaCl 0,9%), asam sitrat p.a, asam borat p.a, metanol
p.a, asam format p.a, kuersetin, natrium asetat p.a, aluminium klorida p.a,

aquades, dan pewarna hematoksilin-eosin.

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Pembuatan Ekstrak Binahong

Serbuk binahong direndam dalam pelarut dengan perbandingan 1:7,5.
Mula-mula, serbuk binahong ditimbang sebanyak 750 gram kemudian
dimasukkan ke dalam maserator dan direndam dengan 5,625 liter n-heksana
selama 5 hari. Tiap hari dilakukan satu kali pengadukan. Setelah 5 hari, dilakukan
penyaringan dan ampas yang diperoleh diangin-anginkan hingga kering. Serbuk
direndam dengan 5,625 liter etil asetat selama 5 hari dan dilakukan satu kali
pengadukan tiap hari. Setelah 5 hari, dilakukan penyaringan dan ampas yang
diperoleh diangin-anginkan hingga kering. Setelah kering, serbuk direndam
dengan etanol 70% selama 5 hari dan dilakukan satu kali pengadukan tiap hari.
Setelah 5 hari, maserat dipisahkan dari ampas dengan menggunakan penyaringan.
Maserat ditampung dan ampas diremaserasi dengan etanol 70% selama 5 hari
dengan satu kali pengadukan tiap hari. Setelah 5 hari, maserat dipisahkan dari
ampas melalui penyaringan. Seluruh maserat yang diperoleh kemudian
dirotavapor pada suhu 50°C dengan kecepatan 150 rpm. Ekstrak cair hasil
rotavapor kemudian di oven pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak kental

binahong dan dihitung persen rendemen.
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3.8.2 Profil Ekstrak

3.8.2.1 Susut pengeringan

Susut pengeringan dilakukan dengan cara menimbang ekstrak
sebanyak 1-2 gram dan dimasukkan ke dalam botol timbang dangkal
bertutup yang telah dipanaskan pada suhu 105°C selama 30 menit dan telah
ditara. Ratakan ekstrak hingga berupa lapisan dengan ketebalan 5-10 mm.
Keringkan pada suhu 105°C hingga diperoleh bobot konstan. Setiap
sebelum pengeringan, botol timbang disimpan dalam eksikator hingga suhu
kamar (Depkes RI, 2000).

3.8.2.2 Kadar flavonoid total
Penentuan kadar flavonoid total dilakukan dengan metode

spektrofotometri seperti yang tertera dalam Farmakope Herbal Indonesia

(FHI) dengan modifikasi:

a. Larutan uji untuk ekstrak
Timbang ekstrak sebanyak 0,1-1 gram, larutkan dalam 10 ml etanol
80%, sentrifus dengan kecepatan 1000 rpm selama 10 menit. Masukkan
supernatan ke dalam labu ukur 25 ml ekstraksi residu dua kali, tiap kali
dengan 5 ml etanol 80%. Kumpulkan supernatan ke dalam labu ukur
yang sama, tambahkan etanol 80% ad tanda.

b. Larutan pembanding
Timbang kuersetin kemudian larutkan dalam etanol 80%, encerkan
secara kuantitatif dan jika perlu bertahap dengan etanol 80% hingga
konsentrasi 10, 25, 50, 75, dan 100 pg/ml.

c. Pengukuran
Pipet secara terpisah 0,5 ml larutan uji dan larutan pembanding,
tambahkan pada masing-masing 1,5 ml etanol P, 0,1 ml aluminium
klorida P 10%, 0,1 ml natrium asetat 1M, dan 2,8 ml air suling. Kocok
dan diamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Ukur serapan pada
panjang gelombang 425 nm. Lakukan pengukuran blangko dengan cara

yang sama, tanpa penambahan aluminium klorida.
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Total kandungan flavonoid sampel dinyatakan sebagai kesetaraan
mg kuersetin/g sampel kering, kemudian dilakukan ekivalensi kuersetin
terhadap rutin (1 mg kuersetin ekivalen dengan 2 mg rutin) (Ambrose dan
De Eds, 1949).

3.8.2.3 Profil Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT dilakukan seperti yang tertera pada FHI. Timbang seksama 1
gram serbuk simplisia, rendam sambil dikocok di atas penangas air dengan
10 ml etanol selama 10 menit. Masukkan filtrat ke dalam labu ukur 10 mi
dan tambahkan etanol sampai tanda. Totolkan sebanyak 20 pl pada lempeng
menggunakan pipet mikro kemudian dieluasi dengan kondisi sebagai

berikut :
Fase gerak - etil asetat P : asam format P : air (5:1:1)
Fase diam - silika gel 60 Fas4
Deteksi : sitroborat LP, panaskan lempeng pada suhu 100°

selama 5-10 menit dan UV 36

3.8.3 Pembuatan Sediaan Aloksan
Serbuk aloksan monohidrat dosis 150 mg/kg BB dilarutkan dalam NaCl
fisiologis (NaCl 0,9%) (Nagappa, 2003).

3.8.4 Adaptasi Hewan Uji

Sebelum dilakukan penelitian, tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama
satu minggu di Laboratorium Farmasi Klinik dan Komunitas Fakultas Farmasi
Universitas Jember. Setiap hari diberikan makanan berupa pelet dan diberikan

minuman secara ad libitum.

3.8.5 Persiapan Hewan Uji
Hewan uji dipuasakan selama 16-18 jam kemudian dilakukan pengukuran
kadar glukosa darah awal. Selanjutnya, hewan uji diinduksi dengan aloksan dosis

150 mg/kg BB secara intraperitoneal. Hewan uji kemudian diberi makan dan
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minum kembali. Setelah 3 hari dilakukan pengukuran kadar glukosa hewan uji.
Dikatakan diabetes jika kadar glukosa >200 mg/dL (Singh, 2001).

3.8.6 Perlakuan Hewan Uji

Hewan uji yang telah diabetes kemudian dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu
kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif, kelompok perlakuan 1,
kelompok perlakuan 2, dan kelompok perlakuan 3. Selanjutnya dilakukan
pembuatan luka di bagian punggung dengan metode Morton dan Malone. Hewan
uji dianastesi dengan menggunakan Ketamin HCI dosis 50 mg/kg BB secara
intramuskular. Rambut tikus di sekitar punggung dicukur kemudian dibersihkan
dengan kapas yang dibasahi alkohol. Kemudian dibuat tanda area luka dengan
diameter 2,5 cm. Pembuatan luka menggunakan pisau bedah dan gunting bedah.
Kulit diangkat hingga jaringan subkutan dan jaringan ikat di bawahnya.

Kelompok kontrol positif diberikan salep mupirosin dosis 100 mg,
kelompok kontrol negatif tidak diberikan perlakuan, kelompok perlakuan 1
diberikan ekstrak etanol binahong dosis 100 mg, kelompok perlakuan 2 diberikan
ekstrak etanol binahong dosis 200 mg, dan kelompok perlakuan 3 diberikan
ekstrak etanol binahong dosis 400 mg. Perlakuan dilakukan selama 20 hari. Pada

hari ke-21 hewan uji dikorbankan dan dibuat preparat jaringan penyembuhan luka.

3.8.7 Pembuatan Preparat Jaringan
Proses pembuatan preparat jaringan adalah sebagai berikut (Muntiha,
2001) :
a. Memotong jaringan organ
Jaringan yang akan dipreparasi ditiriskan dari larutan fiksasi kemudian
dipotong dengan ketebalan 0,3-0,5 mm dan dimasukkan ke dalam tissue
cassette. Tissue cassette dimasukkan ke dalam keranjang khusus (basket).
b. Proses dehidrasi
Basket dimasukkan ke dalam mesin processor otomatis kemudian akan

mengalami proses dehidrasi bertahap : etanol 70% (2 jam), etanol 80% (2
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jam), etanol 90% (2 jam), xylol (2 jam), parafin cair (2 jam), parafin cair (2
jam). Setelah selesai, tissue cassette dikeluarkan untuk proses vakum.

Vakum

Proses vakum dilakukan dengan tujuan untuk menghilangkan udara dari
dalam jaringan. Proses pemvakuman menggunakan mesin vakum yang diisi
parafin cair suhu 59-60°C selama 30 menit. Kemudian tissue cassette
dikeluarkan dan disimpan pada parafin cair suhu 60°C sebelum dicetak.
Mencetak blok parafin

Parafin cair suhu 60°C dituangkan ke dalam cetakan yang berisi jaringan
hingga seluruh jaringan terendam. Kemudian cetakan diletakkan di dalam
mesin pendingin hingga parafin membeku. Setelah parafin membeku, blok
parafin dilepaskan dari cetakan dan disimpan dalam freezer (-20 °C) sebelum
pemotongan.

Memotong blok jaringan

Blok parafin dipotong dengan menggunakan mikrotom setebal 3-4 pm.
Potongan tersebut kemudian diletakkan di atas permukaan air dalam
waterbath suhu 46°C. Irisan kemudian dirapikan dan diletakkan di atas kaca
obyek yang telah diolesi dengan ewith. Ewith berfungsi sebagai perekat. Kaca

obyek kemudian disimpan dalam inkubator suhu 60°C hingga siap diwarnai.

3.8.8 Pembuatan Sediaan Hematoksilin-Eosin

a.

Pembuatan pewarna hematoksilin dan eosin adalah sebagai berikut:
Larutan hematoksilin.
Timbang serbuk hematoksilin 1 gram, kalium aluminium sulfat 50 gram, dan
natrium iodat 0,2 gram. Larutkan dalam satu liter akuades dengan sedikit
pemanasan, kemudian disimpan satu malam pada suhu ruang. Selanjutnya,
ditambahkan asam sitrat 50 gram dan Kkloralhidrat 50 gram. Larutan
dipanaskan dan diaduk selama 5 menit kemudian didinginkan dan disaring.
Larutan eosin
Timbang serbuk eosin Y 7,5 gram, eritrosin 7,5 gram, dan kalsium klorida 2,5

gram. Larutkan dalam akuades 1 liter kemudian disaring.
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Timbang litium karbonat sebanyak 1,5 gram kemudian larutkan dalam 1 liter

akuades, aduk hingga homogen.

3.8.9 Pewarnaan Jaringan

yang akan diwarnai dicelupkan pada larutan dengan urutan sebagai berikut :
a.

=3

-~ © o O

s @

QS5 O

r.

Pewarnaan jaringan menggunakan pewarna hematoksilin-eosin. Preparat

Xylol selama 3 menit

Xylol selama 3 menit

Etanol 96% selama 3 menit
Etanol 96% selama 3 menit
Etanol 90% selama 3 menit
Etanol 80% selama 3 menit
Bilas dengan air

Larutan hematoksilin selama 6-7 menit
Bilas dengan air selama 1 menit
Larutan eosin selama 1-5 menit
Bilas dengan air selama 1 menit
Etanol 80% sebanyak 10 celupan
Etanol 90% sebanyak 10 celupan
Etanol 96% sebanyak 10 celupan
Etanol 96% selama 1 menit
Xylol selama 3 menit

Xylol selama 3 menit

Xylol selama 3 menit

Preparat diangkat dari larutan xylol dalam keadaan basah, kemudian ditetesi

dengan cairan perekat dan ditutup dengan kaca penutup. Hasil pewarnaan dapat

dilihat menggunakan mikroskop.
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3.9 Analisis Data

Preparat yang telah diwarnai kemudian diamati menggunakan mikroskop
cahaya binokuler dengan pembesaran 400 kali. Variabel yang diamati adalah
perkembangan kesembuhan luka secara histologi, yaitu pembuluh darah baru,
kolagen, dan jaringan epitel. Data dianalisis dengan analisis deskriptif kualitatif

dengan memperbandingkan antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol.

3.10 Skema Kerja Penelitian
3.10.1 Skema Alur Pembuatan Ekstrak Etanol Binahong

750 gram serbuk tanaman
binahong

Y

Dimaserasi dengan 5,625 L
n-heksana selama 5 hari

A\ 4
Disaring, residu diangin-
anginkan hingga kering

A 4

Dimaserasi dengan 5,625 L
etil asetat selama 5 hari

A\ 4
Disaring, residu diangin-
anginkan hingga kering

A\ 4

Dimaserasi dengan 5,625 L
etanol 70% selama 5 hari

A 4

Maserat dipisahkan dari
ampas, dirotavapor pada
suhu 50°C, dan di oven pada
suhu 50°C

Y

Ekstrak kental
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3.10.2 Skema Alur Perlakuan Hewan Uji

25 sampel tikus

Diinduksi aloksan
dosis 150 mg/kg BB

A 4

Tikus diabetes

43

(glukosa darah >200
mg/dL)
\ 4
Luka Eksisi
K(): K(+): P1: P2 P3:
Tidak diberi Salep Ekstrak Ekstrak Ekstrak
perlakuan mupirosin etanol 70% etanol 70% etanol 70%
dosis 100 binahong binahong binahong
mg secara dosis 100 dosis 200 dosis 400
topikal mg secara mg secara mg secara
selama 20 topikal topikal topikal
hari selama 20 selama 20 selama 20
hari hari hari

Ambil jaringan

luka hari ke-21

Pengamatan histopatologi

Analisis data
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil
4.1.1 Pembuatan Ekstrak Binahong

Sebanyak 750 gram serbuk binahong dimaserasi berturut-turut dengan
5,625 liter n-heksana, etil asetat, dan etanol 70% selama 5 hari dengan
pengadukan tiap hari. Pada maserasi dengan etanol 70% dilakukan remaserasi
sebanyak dua kali. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan. Ekstrak kental
binahong yang diperoleh sebanyak 193,58 gram sehingga persentase rendemen
ekstrak sebesar 25,81% b/b (lampiran A).

4.1.2 Profil Ekstrak
Profil ekstrak binahong yang meliputi susut pengeringan, kadar flavonoid

total, dan profil KLT adalah sebagai berikut:
a. Susut pengeringan

Susut pengeringan diperoleh dari perbandingan antara berat ekstrak
sebelum dan sesudah dikeringkan. Pengeringan dilakukan hingga diperoleh berat
yang konstan. Nilai susut pengeringan ekstrak binahong sebesar 49,29%z+0,28%
(lampiran B).
b. Kadar flavonoid total

Penentuan kadar flavonoid total dilakukan dengan menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis. Kadar flavonoid total ekstrak binahong sebesar
1,10%=0,53% dihitung sebagai senyawa Rutin (lampiran C).
c. Profil kromatografi lapis tipis

KLT pada binahong dilakukan dengan menggunakan eluen etil asetat P :
asam format P : air (5:1:1). Setelah dieluasi, lempeng disemprot dengan
penampak noda sitroborat LP dan dipanaskan pada suhu 100°C selama 5-10

menit. Bercak noda dilihat pada lampu UV 366 nm. Tampak adanya 5 bercak
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noda dengan Rf berturut-turut dari bawah 0,37; 0,48; 0,72; 0,93; dan 0,97. Hasil
KLT dapat dilihat pada Gambar 4.1

Rfs 0,97
Rf, 0,93

Rf; 0,72

Rf, 0,48
Rf, 0,37

Gambar 4.1 Profil KLT binahong dengan eluen etil asetat P : asam format P : air (5:1:1)
menggunakan penampak noda sitroborat LP dan dilihat di bawah lampu UV
366 nm (Sumber: Dokumen Pribadi)

4.1.3 Histopatologi Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka dapat dilihat secara mikroskopis dan makroskopis.
Penyembuhan luka secara mikroskopis dapat dilihat dari profil histopatologi,
sedangkan penyembuhan luka secara makroskopis dapat dilihat dari luas luka
(Manjas et al, 2010). Secara makroskopis tingkat penyembuhan luka pada kontrol
positif 96,69%; kontrol negatif 56,92%; ekstrak binahong dosis 100 mg 65,32%);
ekstrak binahong dosis 200 mg 93,32%; dan ekstrak binahong dosis 400 mg
96,90% (Ulfa, 2015).

Histopatologi dilakukan pada kulit normal (Gambar 4.2) dan jaringan
penyembuhan luka (Gambar 4.3). Kulit normal adalah kulit pada hewan uji yang
telah diabetes namun tidak dilukai, sedangkan jaringan penyembuhan luka adalah
kulit hewan uji yang diabetes kemudian dilukai dan mengalami proses
penyembuhan luka. Kulit penyembuhan luka terdiri dari 5 kelompok, yaitu
kelompok kontrol positif, kontrol negatif, ekstrak binahong dosis 100 mg, ekstrak
binahong dosis 200 mg, dan ekstrak binahong dosis 400 mg.
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(f)

(@) kulit normal tampak secara keseluruhan (b) kelenjar keringat (c) jaringan epitel (d)
pembuluh darah (e) folikel rambut () kolagen

Gambar 4.2 Profil histopatologi kulit normal beserta bagian-bagiannya dengan perbesaran
100 Kkali (Sumber: Dokumen pribadi)

Gambar 4.2 merupakan gambaran histopatologi dari kulit normal. Pada
kulit ini tampak adanya lapisan epidermis dan lapisan dermis. Lapisan epidermis
merupakan jaringan epitel (Gambar 4.2c) yang berada di kulit. Pada lapisan ini
tidak ditemukan adanya pembuluh darah. Pada lapisan dermis dapat ditemukan
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adanya kelenjar keringat (Gambar 4.2b), folikel rambut (Gambar 4.2e), pembuluh
darah (Gambar 4.2d), dan kolagen (Gambar 4.2f). Kolagen pada kulit normal
tampak berukuran besar dengan sebuah inti dan tersusun tidak teratur karena telah
mature dan pembuluh darah pada lapisan dermis kulit normal jumlahnya sedikit
(Price dan Wilson, 1994).

Gambar 4.3(a) merupakan gambaran histopatologi dari kontrol positif.
Tampak bahwa epitelisasi dan kolagen telah terbentuk, meski kolagen yang
terbentuk masih immature dan epitelisasi belum menutup sempurna. Selain itu,
pembuluh darah yang tampak masih banyak jumlahnya. Gambar 4.3(b)
merupakan gambaran histopatologi kontrol negatif. Jumlah pembuluh darah masih
sangat banyak, kolagen dan epitel hampir tidak terbentuk.

Gambar 4.3(c) adalah gambaran histopatologi ekstrak etanol binahong
dosis 100 mg. Pada gambar ini dapat dilihat bahwa kolagen telah terbentuk meski
sedikit dan epitel yang terbentuk hanya disekitar perbatasan kulit luka dengan
kulit normal. Jumlah pembuluh darah yang ditemukan masih banyak. Gambar
4.3(d) adalah gambaran histopatologi ekstrak etanol binahong dosis 200 mg.
Kolagen yang terbentuk terlihat banyak dan beberapa telah mature. Epitelisasi
telah terbentuk dan jumlah pembuluh darah baru sudah berkurang. Gambar 4.3(e)
adalah gambaran histopatologi dari ekstrak etanol binahong dosis 400 mg.
Epitelisasi telah terbentuk dan jumlah kolagen tampak banyak dengan jumlah
pembuluh darah sedikit. Kolagen yang telah terbentuk beberapa sudah mature,
bahkan di area penyembuhan luka yang berdekatan dengan area kulit normal telah
terbentuk kelenjar keringat (Gambar 4.3(f)). Gambaran histopatologi jaringan
epitel, angiogenesis, dan kolagen tiap kelompok dapat dilihat pada Tabel 4.1.
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(@) Kontrol positif (salep mupirosin dosis 100 mg) (b) Kontrol negatif (c) Ekstrak
binahong dosis 100 mg (d) Ekstrak binahong dosis 200 mg (e) Ekstrak binahong dosis
400 mg (f) Ekstrak binahong dosis 400 mg yang berbatasan dengan kulit normal

Gambar 4.3 Profil histopatologi kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan
perbesaran 400 kali (Sumber: Dokumen pribadi)
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Tabel 4.1 Epitelisasi, kolagen, dan angiogenesis kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

Para Kontrol positif Kontrol negatif Ekstrak binahong dosis ~ Ekstrak binahong dosis ~ Ekstrak binahong dosis

meter 200 mg 400 mg
epite- : )
lisasi

o e s NO- &

Telah terbentuk

telah terbentuk

kola-
gen

angio-
gensis

¥

-~

pembuluh darah >> pembuluh darah >>> pembuluh darah >>> pembuluh darah >> pembuluh darah >

Pembuluh darah ditunjukkan dengan titik-titik merah dan kolagen berwarna merah muda

6V
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4.2 Pembahasan

Pada penelitian ini digunakan dua senyawa yaitu aloksan dan mupirosin.
Aloksan merupakan zat penginduksi diabetes yang bekerja melalui mekanisme
perusakan sel B pankreas. Dengan rusaknya sel B pankreas, maka insulin tidak
dihasilkan sehingga kadar glukosa dalam darah akan meningkat (Lenzen, 2008).
Mupirosin yang digunakan adalah sediaan jadi berupa salep dengan dosis 100 mg.
Pada penelitian ini mupirosin digunakan sebagai kontrol positif. Mupirosin
merupakan antibakteri yang dihasilkan oleh Pseudomonas fluorescens yang
bersifat bakterisidal pada konsentrasi tinggi dan bersifat bakteriostatik pada
konsentrasi rendah. Aktivitas antibakterinya meliputi Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa (Sweetman, 2009). Kedua bakteri ini merupakan jenis
bakteri yang sering ditemukan pada ulkus diabetik (Jeffcoate dan Harding, 2003).
Mekanisme kerja mupirosin melalui penghambatan sintesis protein bakteri dengan
cara berikatan dengan tRNA isoleusil (Sweetman, 2009).

Ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol
binahong. Ekstrak etanol binahong merupakan ekstrak yang dibuat dengan
menggunakan metode maserasi bertingkat. Maserasi bertingkat merupakan
maserasi yang dilakukan dengan menggunakan pelarut yang berbeda tingkat
kepolarannya dimulai dari nonpolar, semipolar, dan polar. Pelarut yang digunakan
adalah n-heksana untuk pelarut nonpolar, etil asetat untuk pelarut semipolar, dan
etanol untuk pelarut polar. Maserasi merupakan metode ekstraksi yang paling
mudah untuk dilakukan karena tidak membutuhkan preparasi dan alat yang
khusus. Selain itu dapat dilakukan untuk pembuatan ekstrak dengan skala besar.
Dengan menggunakan maserasi bertingkat akan didapatkan ekstrak yang lebih
murni jika dibandingkan dengan metode maserasi (Kristanti et al, 2008).

Secara empiris tanaman binahong dikenal dapat menyembuhkan luka
(Sumartiningsih, 2011). Pada pasien DM luka yang timbul dapat berkembang
menjadi ulkus diabetik hingga gangren (Deshpande et al, 2008). DM merupakan
suatu gangguan metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak yang disebabkan
oleh kurangnya sekresi insulin, sensitivitas insulin menurun, atau gabungan dari

keduanya (ADA, 2006). Ulkus diabetik merupakan luka yang dialami oleh pasien
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DM dimana luka tersebut mencapai lapisan dermis kulit (Alexiadou dan Doupis,
2012). DM dapat menyebabkan ulkus diabetik karena kondisi DM dapat
menghambat proses penyembuhan luka (Guo dan DiPietro, 2010).

Pada kondisi normal, proses penyembuhan luka terbagi menjadi empat
fase, yaitu fase hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase remodeling.
Pada fase hemostasis tubuh akan berusaha menutup luka dan menghentikan
perdarahan. Pada fase inflamasi luka akan dibersihkan dari benda asing, bakteri
dan sel mati melalui proses fagositosis. Pada fase proliferasi akan dibentuk
jaringan epitel dan pembuluh darah baru. Pembuluh darah baru dibentuk untuk
memenuhi kebutuhan oksigen dan nutrisi yang meningkat. Proses angiogenesis
(pembentukan pembuluh darah baru) diatur oleh Vascular Endothelial cell
Growth Factor (VEGF). Setelah pembuluh darah baru terbentuk, kadar oksigen
akan kembali normal dan oksigen akan berikatan dengan Hypoxia-Induced Factor
(HIF) sehingga aktivitas VEGF akan menurun. Dengan menurunnya jumlah
VEGF maka jumlah pembuluh darah akan semakin menurun sehingga akan
tampak beberapa pembuluh darah saja pada kulit normal maupun kulit yang telah
sembuh. Menurunnya jumlah pembuluh darah merupakan awal dari fase
remodeling. Pada fase remodeling juga terjadi pergantian matriks lama yang telah
rusak diganti dengan matriks baru sehingga struktur dan fungsi jaringan kembali
normal (Diegelmann dan Evans, 2004).

Dari gambaran histopatologi dapat disimpulkan bahwa kontrol positif
telah sampai pada fase akhir proliferasi dan akan memasuki fase remodeling
karena jumlah pembuluh darah telah berkurang dan jaringan epitel telah terbentuk.
Pada kelompok kontrol negatif mulai memasuki fase proliferasi dikarenakan telah
banyak terbentuk pembuluh darah baru namun belum terbentuk jaringan epitel,
demikian pula pada kelompok ekstrak binahong dosis 100 mg. Pada kelompok
ekstrak binahong dosis 200 mg dan 400 mg, fase penyembuhan memasuki fase
remodeling karena jumlah pembuluh darah berkurang dan telah terjadi maturasi
kolagen (Tabel 4.1).

Pada kondisi DM masa hipoksia menjadi lebih lama sehingga

meningkatkan jumlah ROS yang mengakibatkan kerusakan sel dan proses
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angiogenesis terganggu. Selain itu, tingginya kadar glukosa dalam darah
menyebabkan bakteri lebih mudah tumbuh dan menurunkan kemampuan leukosit
dalam membersihkan luka. Kondisi ini akan memperpanjang masa inflamasi
sehingga menghambat penyembuhan luka (Guo dan DiPietro, 2010). Dari hasil
penelitian tampak bahwa luka belum menutup sempurna pada hari ke-21
(lampiran E.6). Pada kondisi normal, pada hari ke-21 luka telah menutup karena
pada hari ke-21 mulai memasuki fase remodeling (Mc Gavin and Zachary, 2007).

Terdapat dua sistem klasifikasi luka diabetes, yaitu klasifikasi Wagner
dan klasifikasi UT. Dalam penelitian ini digunakan klasifikasi Wagner
dikarenakan sistem klasifikasi ini lebih banyak digunakan. Selain itu, pembuatan
luka pada penelitian ini memperhatikan kedalaman luka serta ada atau tidaknya
gangren sehingga klasifikasi Wagner lebih sesuai dibandingkan klasifikasi UT.
Luka yang dibuat merupakan jenis luka tingkat 1, yaitu ulkus yang terbentuk
cukup dalam baik di sebagian maupun seluruh bagian luka. Luka yang dibuat
tidak mencapai lapisan tendon sehingga tidak mencapai tingkat 2.

Pada kelompok kontrol negatif masih tampak adanya pembuluh darah
dengan jumlah yang banyak dan kolagen serta jaringan epitel yang hampir tidak
terbentuk. Pada gambaran histopatologi kelompok kontrol positif tampak adanya
perbaikan kondisi luka jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal
ini terlihat dari jumlah pembuluh darah berkurang serta jaringan epitel dan
kolagen yang telah terbentuk, meskipun kolagen yang terbentuk masih belum
mature dan epitelisasi belum sempurna.

Pada kelompok perlakuan tampak adanya proses penyembuhan yang
semakin baik seiring dengan meningkatnya jumlah dosis ekstrak binahong yang
diberikan. Pada pemberian ekstrak binahong dosis 100 mg tampak bahwa jaringan
epitel dan kolagen yang terbentuk masih sedikit dan jumlah pembuluh darah
masih banyak. Ketika dosis ekstrak binahong ditingkatkan menjadi 200 mg
jumlah pembuluh darah menurun yang diiringi peningkatan jaringan epitel dan
kolagen. Beberapa kolagen yang terdapat pada area perbatasan antara kulit luka
dan kulit normal telah mature. Pada pemberian ekstrak binahong dosis 400 mg,

proses penyembuhan tampak semakin baik. Hal ini ditunjukkan dengan jumlah
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pembuluh darah sedikit serta banyaknya jumlah kolagen (Gambar 4.7e) dan
jaringan epitel yang telah terbentuk. Beberapa kolagen pada area perbatasan kulit
luka dan kulit normal tampak telah mature dan mulai terbentuk kelenjar keringat
(Gambar 4.4). Terbentuknya organ tambahan kulit seperti kelenjar keringat,
kelenjar minyak, dan folikel rambut menunjukkan proses penyembuhan yang
semakin baik dikarenakan pembentukan organ tambahan kulit dilakukan setelah
maturasi kolagen (Diegelmann dan Evans, 2004).

Gambar 4.4 Kelenjar keringat yang telah muncul pada perbatasan area luka dan kulit
normal pada pemberian ekstrak binahong dosis 400 mg dengan perbesaran
400 kali (Sumber: Dokumen pribadi)

Ekstrak etanol binahong diketahui mengandung senyawa kimia alkaloid,
flavonoid, tanin, dan saponin (Rahmawati et al, 2013). Pada kondisi DM jumlah
ROS meningkat jika dibandingkan dengan kondisi normal (Lee et al, 2003).
Peningkatan jumlah ROS dalam tubuh hingga melampaui batas normal dapat
menyebabkan kerusakan sel. Selain itu, ROS juga diketahui dapat menghambat
proses angiogenesis. Hal ini dapat menyebabkan proses penyembuhan luka
terhambat dikarenakan dalam proses penyembuhan diperlukan angiogenesis yang
baik (Giacco dan Brownlee, 2010).

Flavonoid merupakan senyawa yang diketahui memiliki aktivitas sebagai
antioksidan karena kemampuannya untuk mendonorkan proton kepada senyawa
yang tidak stabil sehingga menjadi stabil (Stocks et al, 1974). Flavonoid dapat
menstabilkan ROS (Reactive Oxygen Species). Dengan adanya flavonoid yang
bersifat sebagai antioksidan, maka dapat menstabilkan ROS sehingga tidak
menyerang sel dan tidak menghambat proses angiogenesis. Hal ini akan

mempercepat penyembuhan luka. Mekanisme lain flavonoid dalam penyembuhan
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luka adalah dengan meningkatkan proliferasi sel epitel dan kolagen sehingga
proses penyembuhan luka menjadi lebih baik (Muralidhar et al, 2013).

Golongan senyawa alkaloid diketahui dapat mempercepat proses
penyembuhan luka. Alkaloid dapat menginisiasi fibroblas menuju daerah luka
(Reyes et al, 1993). Fibroblas merupakan salah satu komponen penting dalam
penyembuhan luka. Dengan kehadiran fibroblas yang semakin banyak, maka
proses penyembuhan luka menjadi lebih cepat (Diegelmann dan Evans, 2004).

Golongan senyawa lain yang terdapat dalam tanaman binahong adalah
saponin dan tanin. Menurut penelitian Kim (2011), saponin memiliki aktivitas
sebagai antiinflamasi. Selain itu, saponin juga dapat meningkatkan proliferasi sel
epitel dan sintesis kolagen. Tanin memiliki aktivitas antibakteri dan angiogenik.
Dengan mempercepat fase inflamasi melalui mekanisme antibakteri dan
meningkatkan pembentukan pembuluh darah baru akan mempercepat proses
penyembuhan luka. Keempat hal ini akan mempercepat proses penyembuhan
luka. (Lietal, 2011).

Ekstrak etanol binahong juga diketahui memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Pseudomonas aeruginosa (Aini, 2012) dan Staphylococcus aureus
(Perwira, 2013). Kedua bakteri ini merupakan bakteri yang sering ditemukan pada
ulkus diabetik. Mempercepat proses pembersihan luka dari bakteri dan benda
asing dapat mempercepat fase inflamasi sehingga dapat mempercepat proses
penyembuhan luka (Guo dan DiPietro, 2010).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

a. Ekstrak etanol binahong dapat membantu proses penyembuhan ulkus diabetik
yang terlihat dari peningkatan jumlah kolagen dan epitelisasi serta penurunan
jumlah pembuluh darah.

b. Semakin meningkatnya dosis ekstrak binahong yang diberikan, proses
penyembuhan ulkus diabetik menjadi lebih baik. Pada kelompok ekstrak
dosis 100 mg proses penyembuhan mulai memasuki fase proliferasi. Pada
kelompok ekstrak dosis 200 mg dan 400 mg proses penyembuhan telah
mencapai fase remodeling dan pada dosis 400 mg telah terbentuk kelenjar
keringat di perbatasan area luka dan kulit normal.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disarankan:
c. Dilakukan uji toksisitas akut dan kronis pada ekstrak etanol binahong.
d. Ekstrak etanol binahong dibuat dalam bentuk sediaan farmasi.
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LAMPIRAN

A. Perhitungan Persentase Rendemen

%/ rendemen = M x100%
bobot serbuk
193,58 gram
750 gram

= 25,81%

x100%

B. Perhitungan Susut Pengeringan

berat ekstrak sesudah pengeringan
berat ekstrak sebelum pengeringan

x100%

Susut pengeringan =

1- 0,5021 gram
1,0214 gram
=49,16%

x100%

5_ 0,5053 gram
1,0220 gram
=49,44%

x100%

3 0,5031 gram
1,0210 gram
= 49,28%

x100%

Susut pengeringan ekstrak sebesar 49, 29%:+0,28%

C. Perhitungan Penentuan Kadar Flavonoid Total
Konsentrasi larutan standar
- Larutan induk

25,0 mg
100 ml
50,0 mg Ug

100 mi X 1OOOE = 500 ppm

X 1000 ug/ml = 250 ppm
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- Pengenceran

1
oc X 251 ppm = 10 ppm

1
10 X 251 ppm = 25 ppm

3
10 X 251 ppm =75 ppm

10

10

X 500 ppm = 50 ppm

X 500 ppm = 100 ppm

Konsentrasi (ppm) Absorbansi

10 0,061
25 0,168
50 0,365
75 0,539
100 0,776
R1 0,320
R2 0,317
R3 0,322

r=0,999

a=-0,02617

b =0,007846

y=bx+a

y =0,007846x - 0,02617

R1

0,320 = 0,007846x - 0,02617

X =44,121 ppm

Kadar flavonoid total (dalam 0,5 ml)

X
0,5

x = 0,0221 mg kuersetin

44,121 ppm = 1000 X
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Kadar flavonoid total (dalam 25 ml)

0C %X 0,0221mg = 1,105 mg kuersetin

Kadar flavonoid total dalam rutin = 1,105 mg x 2 = 2,21 mg rutin

062 = 2219 100y
b  201,1 mg 0

=1,10%

R2
0,317 = 0,007846x - 0,02617
x = 43,738 ppm

Kadar flavonoid total (dalam 0,5 ml)
X
0,5

x = 0,0219 mg kuersetin

43,738 ppm = 1000 x

Kadar flavonoid total (dalam 25 ml)

25
0% X 0,0219mg = 1,095 mg kuersetin

Kadar flavonoid total dalam rutin = 1,095 mg x 2 = 2,19 mg rutin

% b _ 2l X 100%
°b ~ 200,6 mg 0

=1,10%

R3
0,322 = 0,007846x - 0,02617
X = 44,376 ppm

Kadar flavonoid total (dalam 0,5 ml)

X
44,376 ppm = 1000 X

x = 0,0222 mg kuersetin
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Kadar flavonoid total (dalam 25 ml)

%X 0,0222mg = 1,11 mg kuersetin

Kadar flavonoid total dalam rutin = 1,11 mg x 2 = 2,22 mg rutin

0,5
y b B 2,22mg
b 201,0mg
=1,11%

X 100%

Kadar flavonoid total ekstrak binahong sebesar 1,10%+0,53%

D. Kadar Glukosa Darah Hewan Uji

65

Kadar glukosa Kadar glukosa | Kadar glukosa
Kelompok | Replikasi | darah tikus hari | darah tikus hari | darah tikus hari
ke-0 (mg/dl) ke-10 (mg/dl) ke-21 (mg/dl)
1 380 398 525
2 553 485 459
Kontrol (+) 3 505 409 122
4 309 >600 132
5 418 378 >600
1 304 399 413
2 310 123 139
Dosis 100 mg 3 >600 >600 560
4 528 >600 593
5 418 459 505
1 >600 503 >600
2 437 419 352
Dosis 200 mg 3 263 259 219
4 448 432 589
5 346 459 416
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Kadar glukosa

Kadar glukosa

Kadar glukosa

Kelompok | Replikasi darah awal darah tengah darah akhir
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
1 242 246 201
2 >600 >600 141
Dosis 400 mg 3 >600 >600 >600
4 219 128 144
5 518 376 328
1 >600 174 >600
2 272 90 209
Kontrol (-) 3 519 523 567
4 419 422 397
5 258 233 228

E. Dokumentasi Penelitian

E.1 Rotavapor ekstrak binahong

E.2 Ekstrak etanol binahong
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E.3 Larutan standar dan larutan uji penentuan kadar total flavonoid

E.5 Luka eksisi hari ke-0

E.6 Luka eksisi hari ke-21
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F. Determinasi Tanaman Binahong (Anredera cordifolia)
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