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KONSENTRASI 50% (Kajian In Vivo Pada Tikus Sprague Dawley)
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Luka pada gingiva sering terjadi baik disengaja maupun tidak
disengaja. Luka adalah rusaknya kesatuan atau komponen jaringan.
Penyembuhan luka merupakan reaksi jaringan yang rusak untuk
mengembalikan fungsi jaringan tersebut. Salah satu proses yang
terlibat dalam penyembuhan luka adalah re-epitelisasi. Sage (Salvia
officinalis L.) merupakan tanaman yang berpotensi untuk
penyembuhan luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
ekstrak daun sage konsentrasi 50% secara topikal terhadap re-
epitelisasi pada proses penyembuhan luka gingiva labial tikus Sprague
dawley.
Dua puluh empat ekor tikus Sprague dawley dibagi dalam 2 kelompok,
perlakuan dan kontrol. Perlukaan pada gingiva labial tikus dibuat
dengan menggunakan punch biopsy diameter 2,5 mm. Luka pada
kelompok perlakuan diberi ekstrak daun sage konsentrasi 50% dan
pada kelompok kontrol diaplikasikan iod gliserin 2 kali sehari selama 1
menit secara topikal. Tiga ekor tikus dari masing-masing kelompok
dikorbankan pada 1, 3, 5 dan 7 hari setelah perlukaan. Jaringan luka
diambil, diproses secara histologis dan dilakukan pengecatan dengan
menggunakan metode Hematoksilin Eosin (HE). Pengukuran ketebalan
jaringan epitel gingiva dilakukan menggunakan mikrometer okuler
digital. Data ketebalan epitel dianalisis menggunakan paired samples t-
test.
Hasil pengukuran ketebalan jaringan epitel gingiva dengan paired
samples t-test menunjukkan perbedaan yang signifikan antara
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol pada 3, 5 dan 7 hari setelah
perlukaan. Kesimpulan dari penelitian ini adalah pemberian ekstrak
daun sage konsentrasi 50% dapat menginduksi re-epitelisasi pada
proses penyembuhan luka gingiva labial tikus Sprague dawley serta
lebih efektif dibandingkan iod gliserin.

PENDAHULUAN

Gingiva adalah bagian mukosa rongga

mulut yang mengelilingi gigi dan ridge

alveolar, berfungsi melindungi jaringan

rongga mulut terhadap pengaruh lingkungan

dan tersusun atas lapisan epitel1. Rongga

mulut sering mengalami trauma yang pada

akhirnya akan menimbulkan luka pada

gingiva saat menjalankan fungsinya.

Penyembuhan luka adalah respon restoratif

alami terhadap kerusakan dan merupakan

suatu proses dinamis yang secara optimal

akan mengembalikan fungsi dan integritas

jaringan yang merupakan interaksi dari

tahapan selular kompleks yang memacu

penutupan dan pengaturan kembali, serta



Jurnal B-Dent, Vol 3, No. 1, Juni 2016 : 31- 38

32

pengembalian kekuatan tarik dari jaringan

yang terluka2,3. Re-epitelisasi merupakan

fase proliferasi dari proses penyembuhan

luka yang dimulai 24 jam setelah terjadi

luka4. Ketika re-epitelisasi telah selesai

epitel mukosa kembali ke bentuk semula,

dan terbentuk ikatan desmosom baru

dengan sel epitel yang lain serta ikatan

hemidesmosom pada membran basal yang

diperbaiki5.

Dewasa ini, tumbuh-tumbuhan telah

menjadi sumber bahan farmasi dan hampir

seperempat dari obat-obatan mengandung

ekstrak tumbuhan alami. Herbal medicine

mampunyai efek samping yang relatif lebih

kecil jika dibandingkan dengan obat sintetik

yang dibuat oleh pabrik farmasi, disamping

harganya relatif murah dan mudah dijangkau

oleh seluruh kalangan masyarakat6. Sage

(Salvia officinalis L.) adalah tanaman obat

yang bernilai tinggi, yang banyak digunakan

dalam pengobatan tradisional karena

aktivitas antioksidan, antibakteri, antijamur,

antiinflamasi, antiviral, dan antialergi7.

Adanya kandungan vitamin A, vitamin C,

vitamin E, flavonoid, saponin, dan zink

diduga berperan sebagai senyawa yang

mampu mempercepat proses penyembuhan

luka. Ekstrak etanol daun sage konsentrasi

50% bersifat antibakteri melalui mekanisme

penghambatan kerja enzim bakteri sehingga

efektif untuk mencegah aktivitas

kolagenolitik dari Porphyromonas

gingivalis8 . Menurut British Herbal

Medicine Association9 aplikasi topikal

ekstrak 50% daun sage menunjukkan

aktivitas antiinflamasi yang kuat. Zupko

dkk.,1 0 menambahkan bahwa ekstrak 50%

daun sage dapat menghambat aktivitas

enzim lipid peroksidase karena kandungan

asam rosmarin yang bersifat antioksidan.

Pada penelitian ini, perlukaan dilakukan

pada gingiva labial tikus Sprague dawley

karena epitel gingiva pada manusia

menyerupai tikus dengan struktur

mikroskopis yang merupakan epitel pipih

berlapis. Selain itu, jaringan periodontal

tikus putih mempunyai beberapa kemiripan

dengan manusia dalam hal anatomi,

mikrobiologi dan patogenesis

periodontitis1 1 , 1 2 .

BAHAN DAN METODE

Subjek penelitian berupa 24 ekor tikus putih

galur Sprague dawley jantan, berumur 1,5-2

bulan, dengan berat badan 150-200 gram.

Subjek dibagi secara acak dalam 2 kelompok

yaitu kelompok perlakuan dan kontrol

positif. Kedua kelompok tersebut masing-

masing dibagi lagi untuk setiap waktu

pengamatannya yaitu 1, 3, 5, dan 7 hari

setelah perlukaan yang masing-masing terdiri

dari 3 ekor tikus. Tikus-tikus yang digunakan

sebagai hewan coba diaklimatisasi terlebih

dahulu selama 2 hari dalam kandang

individual. Sebelum dilakukan perlukaan,

tikus-tikus tersebut diinjeksi intramuskular

dengan phenobarbital dosis 100 mg/kg BB.

Tikus-tikus tersebut kemudian dianestesi

dengan pehacain dosis 0,2 ml/kg BB pada

daerah gingiva labial gigi insisivus
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mandibula. Daerah sekitar perlukaan diolesi

dengan alkohol 70% sebagai antiseptik.

Perlukaan dibuat pada gingiva labial di

bawah kedua gigi anterior mandibula dengan

punch biopsy berdiameter 2,5 mm dengan

kedalaman mencapai tulang alveolar.

Pada kelompok perlakuan diaplikasikan

secara topikal ekstrak daun sage konsentrasi

50% sedangkan pada kelompok kontrol

positif diaplikasikan iod gliserin. Aplikasi

dilakukan sebanyak 2 kali sehari setiap pagi

dan sore selama 1 menit, sebanyak 200 µL

dengan menggunakan cotton bud steril. Tiga

ekor tikus kelompok perlakuan dan tiga ekor

tikus kelompok kontrol dikorbankan pada 1,

3, 5 dan 7 hari setelah perlukaan. Ekstrak

daun sage adalah sari yang diperoleh dari

daun sage dengan metode maserasi dengan

menggunakan pelarut etanol 80%. Ekstrak

daun sage dilarutkan dalam aquades untuk

mendapatkan konsentrasi 100%. Kemudian

dilarutkan dengan menggunakan larutan

carboxymethylcellulose natrium (CMC-Na)

0,5 % (b/v) hingga mencapai konsentrasi

50%.

Selanjutnya, tikus dikorbankan sesuai hari

perlukaan dengan cara dimasukkan ke dalam

stoples berisi gas eter. Prosedur ini dilakukan

untuk mengambil jaringan perlukaan, yaitu

mandibula tikus, kemudian dicuci dengan

larutan NaCl fisiologis 0,9% dan dimasukkan

ke dalam pot yang berisi buffered formalin

10% dan dilakukan pembuatan sediaan

histologis. Pengukuran ketebalan jaringan

epitel gingiva dilakukan dengan mikrometer

okuler digital yang dipasang pada lensa

okuler mikroskop cahaya dan dihubungkan

dengan koneksi USB 2.0 dengan tampilan

citra realtime. Pengamatan jaringan epitel di

daerah perlukaan dilakukan dengan

perbesaran 280 kali. Ketebalan jaringan

epitel diukur mulai dari lapisan basal

(stratum basal) sampai dengan lapisan

korneum (stratum corneum) yang terluar

secara tegak lurus mulai dari epitel yang baru

terbentuk dari tepi luka. Setiap preparat

diamati oleh 1 orang pengamat dan pada

daerah perlukaan dipilih lapisan epitel pada

dua titik, yaitu di daerah epitel paling tebal

dan di daerah paling tipis. Pengukuran

dilakukan dengan mengambil rata-rata dari

kedua titik tersebut. Data yang diperoleh

dianalisis dengan independent samples t-test.

HASIL

Hasil penelitian berupa ukuran ketebalan

epitel mukosa gingiva labial tikus pada

kelompok kontrol positif (iod gliserin) dan

kelompok perlakuan (ekstrak daun sage

konsentrasi 50%) disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Pola peningkatan rerata ketebalan jaringan epitel pada kelompok perlakuan (daun sage) dan kelompok
kontrol positif (iod gliserin).

Pada Gambar I terlihat bahwa 1 hari setelah

perlukaan belum terjadi re-epitelisasi baik

pada kelompok perlakuan maupun kontrol.

Pada kelompok kontrol, jaringan epitel mulai

terbentuk pada 3 hari setelah perlukaan,

sedangkan pada kelompok kontrol belum

terlihat pembentukan jaringan epitel.

Jaringan epitel semakin menebal dan

mencapai puncaknya pada 7 hari setelah

perlukaan pada kelompok perlakuan.

Perbedaan rerata ketebalan jaringan epitel

antara kedua kelompok tampak terjadi pada

1, 3, 5 dan 7 hari setelah perlukaan.

Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk

menunjukkan nilai signifikansi kelompok

perlakuan dan kelompok kontrol berturut-

turut sebesar 0,130 dan 0,314 (p> 0,05) yang

mengindikasikan bahwa kedua kelompok

data terdistribusi normal. Untuk mengetahui

perbedaan rerata diantara kedua kelompok

dilakukan paired samples t-test. Tabel I

menunjukkan rangkuman hasil independent

samples t-test.

Tabel I. Rangkuman hasil independent samples t-test
antara 2 kelompok

Hari Sig. (2-tailed)

1 -

3 0,01*

5 0,01*

7 0,00*

Keterangan: (*) = signifikan (p < 0, 05)

Hasil independent samples t-test

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<

0,05) antara kelompok perlakuan dan

kelompok kontrol positif pada 3, 5 dan 7 hari

setelah perlukaan. Hal tersebut menunjukkan

bahwa ekstrak daun sage konsentrasi 50%

mempunyai efek yang lebih cepat

dibandingkan dengan iod gliserin dalam

menginduksi re-epitelisasi pada proses

penyembuhan luka.
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Hasil pengamatan mikroskopis 1 hari setelah

perlukaan pada kedua kelompok tampak

adanya dominasi infiltrasi sel-sel radang

serta jaringan epitel yang belum terbentuk

pada daerah luka (Gambar 2A, 2B). Pada 3

hari setelah perlukaan secara mikroskopis

terlihat jaringan epitel pada kelompok

perlakuan telah terbentuk lebih tebal

daripada kelompok kontrol dengan sedikit

jaringan granulasi. Pada kelompok kontrol

jaringan epitel telah terbentuk tipis dan

tampak adanya jaringan granulasi yang

dominan pada daerah luka (Gambar 2C, 2D).

Pengamatan mikroskopis 5 hari setelah

perlukaan, ketebalan jaringan epitel pada

kelompok perlakuan mengalami peningkatan.

Jaringan epitel pada kelompok perlakuan

lebih tebal daripada kelompok kontrol serta

tampak pembentukan retepek (Gambar 2E,

2F). Secara mikroskopis luka 7 hari setelah

perlukaan menunjukkan pembentukan

retepek pada kelompok perlakuan, namun

keadaan tersebut tidak dijumpai pada

kelompok kontrol (Gambar 2G, 2H).

Gambar 2. Gambaran mikroskopis jaringan epitel 1 hari setelah perlukaan (A,B), 3 hari  setelah  perlukaan (C,D), 5
hari  setelah  perlukaan (E,F), 7 hari  setelah  perlukaan (perbesaran 400 kali)

A B

C D

FE

HG
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PEMBAHASAN

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa

ekstrak daun sage konsentrasi 50%

mempunyai kemampuan yang lebih cepat

dalam menginduksi  re-epitelisasi proses

penyembuhan luka gingiva tikus

dibandingkan dengan iod gliserin.

Kemampuan ekstrak daun sage untuk

mempercepat proses penyembuhan luka

karena adanya kandungan vitamin A, vitamin

C, kalsium, dan zink yang merupakan

kofaktor nutrisi dalam proses penyembuhan

luka8,13,14. Kandungan saponin dalam daun

sage juga mendukung proses re-epitelisasi

dengan memodifikasi ekspresi reseptor TGF-

β sehingga dapat menstimulasi sintesis

fibronektin oleh fibroblast. Fibronektin

merupakan glikoprotein yang berperan

penting sebagai mediator komponen matriks

ekstraseluler yang akan mendukung adhesi

keratinosit dan memandu sel epitel untuk

menyeberangi daerah luka15.

Kandungan vitamin A dalam daun sage

diduga sebagai komponen yang mampu

mempercepat proses re-epitelisasi.

Pernyataan ini didukung oleh Falanga16

bahwa vitamin A mempunyai kemampuan

khusus untuk mengatur pertumbuhan,

diferensiasi sel epitel dan proliferasi sel

epitel. Asrofudin17 menambahkan bahwa

vitamin A mempunyai peran penting

terutama dalam pemeliharaan integritas sel

epitel. Selain oleh vitamin A, re-epitelisasi

juga dipercepat oleh vitamin C yaitu dengan

memberi sinyal pada molekul khusus yang

disebut integrin yang berfungsi sebagai

pengikat antara sel-sel epidermal ke

membran basal saat re-epitelisasi16. Kalsium

memegang peranan penting dalam mengatur

fungsi sel serta menjaga permeabilitas

membran sel18. Zink merupakan salah satu

mineral yang berperan dalam pembelahan sel

yang dibutuhkan dalam proses perbaikan dan

penyembuhan luka. Zink dapat mencegah

kerusakan permeabilitas lapisan epitel19.

Pengamatan mikroskopis 1 hari setelah

perlukaan baik pada kelompok perlakuan

maupun kelompok kontrol belum

menunjukkan adanya proses re-epitelisasi

yang sesuai dengan pernyataan Szpaderska20,

bahwa re-epitelisasi mukosa mulut terjadi 24

jam setelah perlukaan. Keratinosit mulai

berpindah ke daerah perlukaan sekitar 24 jam

setelah perlukaan. Migrasi keratinosit

distimulasi oleh adanya “free edge effect”

yang merupakan kosongnya sel-sel tetangga

dari sel epitel lapisan basal pada tepi luka.

Saat terbentuk matriks provisional,

keratinosit akan berubah fenotipnya dari

stationary menjadi migratory. Keratinosit

yang berasal dari lapisan basal epitel pada

tepi jaringan luka melarutkan ikatan

hemidesmosom dan lepas dari membran

basal kemudian berpindah secara cepat

menyeberangi luka hingga mencapai tepi

luka. Selanjutnya terjadi peningkatan

pembelahan sel menyebabkan diferensiasi

untuk membentuk jaringan epitel kembali

normal4, 21.
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Tiga hari setelah perlukaan, jaringan epitel

telah terbentuk pada kelompok perlakuan

maupun kelompok kontrol. Proliferasi

maksimal keratinosit terjadi 48-72 jam

setelah perlukaan22. Menurut Singer dan

Clark4 dua hari setelah perlukaan keratinosit

mulai aktif berproliferasi yang distimulasi

oleh pelepasan epidermal growth factor,

transforming growth factor-α, dan

keratinocyte growth factor. Saat terbentuk

membran basal baru, maka fenotip

keratinosit akan kembali pada fenotip

stationary dan mulai aktif berproliferasi.

Lima hari setelah perlukaan, jaringan epitel

semakin menebal pada kelompok perlakuan.

Jaringan epitel kelompok perlakuan lebih

tebal bila dibandingkan dengan kelompok

kontrol serta sudah terjadi pembentukan

retepek. Retepek merupakan ikatan antara

epitel lapisan basal dengan lamina propia

yang diperkuat dengan struktur yang saling

mengunci dan membentuk bagian-bagian

yang menjorok ke lamina propia23. Adanya

retepek mengindikasikan bahwa proses re-

epitelisasi berjalan baik, untuk membentuk

jaringan epitel kembali normal24.

Peningkatan ketebalan jaringan epitel pada

kelompok perlakuan berlanjut sampai dengan

5 hari dan semakin tebal pada 7 hari setelah

perlukaan (Gambar 2). Bartold dkk.1

menyatakan bahwa pada penyembuhan luka

gingiva pada 7 hari setelah prosedur

gingivektomi, jaringan epitel baru yang

terbentuk telah matang dan lapisan korneum

baru biasanya tampak jelas.

SIMPULAN

Pemberian ekstrak daun sage konsentrasi

50% dapat menginduksi re-epitelisasi pada

proses penyembuhan luka gingiva labial

tikus Sprague dawley serta lebih efektif

dibandingkan iod gliserin.
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