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Abstract: Currently, the healing process of traumatic oral ulcers is assisted by chemical drugs that aim to
stimulate the wound healing process; one of which is angiogenesis. However, long-term use can cause
side effects. Therfore, alternative materials with minimal side effects are needed inter alia bay leaf. This
study aimed to determine the effect of bay leaf gel extract on increasing angiogenesis in the healing
process of traumatic oral ulcers. Samples were Wistar rats according to the inclusion criteria, divided into
three groups, namely K group, the control group (treated with carbomer gel); P1, treated with 5% bay
leaf extract gel; and P1, treated with 10% bay leaf extract gel. Data were analyzed with the Kolmogorov
Smirnov normality test, the Levene's test for homogeneity, and were continued with the parametric One-
Way Anova and Post Hoc Least Significant Difference tests. The results indicated that there was an effect
of bay leaf gel extract on increasing angiogenesis process in the healing process of traumatic ulcers.
Treatment with 10% bay leaf extract gel (P2 group) had a significant effect (p<0.05) in increasing
angiogenesis compared to the K group and the P1 group. In conclusion, bay leaf extract gel has an effect
on increasing angiogenesis in the healing process of traumatic ulcers.

Keywords: traumatic ulcer; bay leaf extract gel; angiogenesis

Abstrak: Saat ini, proses penyembuhan ulser traumatik dibantu dengan pemberian obat-obatan kimia
yang bertujuan untuk merangsang proses penyembuhan luka, salah satunya angiogenesis. Namun
penggunaan dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek samping. Untuk itu diperlukan bahan
alternatif dengan efek samping minimal antara lain daun salam. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh pemberian ekstrak gel daun salam terhadap peningkatan angiogenesis pada proses
penyembuhan ulser traumatik. Sampel penelitian ialah tikus wistar sesuai kriteria inklusi dan dibagi
menjadi tiga kelompok yaitu kelompok K, kelompok kontrol (perlakuan dengan gel carbomer); P1,
kelompok perlakuan dengan gel ekstrak daun salam 5%; dan P2, dengan perlakuan gel ekstrak daun
salam 10% . Analisis data menggunakan uji normalitas Kolmogorov-Smirnov, uji homogenitas Levene,
dan dilanjutkan dengan uji parametrik One-Way Anova dan Post Hoc Least Significant Difference. Hasil
penelitian ini menunjukkan terdapat pengaruh pemberian ekstrak gel daun salam terhadap peningkatan
proses angiogenesis pada proses penyembuhan ulser traumatik. Gel ekstrak daun salam 10% memiliki
pengaruh yang bermakna (p<0,05) dalam peningkatan angiogenesis dibandingkan kelompok kontrol (K)
dan perlakuan gel ekstrak daun salam 5%. (P1) Simpulan penelitian ini ialah gel ekstrak daun salam
berpengaruh dalam meningkatkan angiogenesis dalam proses penyembuhan ulser traumatik.

Kata kunci: ulser traumatik; gel ekstrak daun salam; angiogenesis
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PENDAHULUAN

Ulser adalah lesi yang timbul akibat kerusakan dari jaringan epitel hingga lamina propria.!
Mukosa mulut merupakan daerah yang sering mengalami ulserasi.? Hal ini sering ditemukan pada
praktek kedokteran gigi dengan prevalensi 15-30% pada rentang usia 16-25 tahun.? Ulser pada
mukosa mulut dapat disebabkan oleh trauma, infeksi, gangguan sistem imun, atau defisiensi
vitamin dengan kasus paling banyak pertama berupa Reccurent Apthous Stomatitis (RAS),
dengan etiopatogenesis yang belum diketahui, dan kedua berupa ulser traumatik.**

Ulser traumatik adalah ulser yang terjadi pada mukosa mulut akibat trauma fisik, kimia, atau
termal. Ulser traumatik ditandai sebagai lesi tunggal, tepi lesi yang tidak beraturan, kemerahan,
nyeri, dan ditutupi oleh pseudo-membran.? Saat terjadi ulser traumatik, tubuh akan merespon
secara fisiologis sehingga terjadi proses penyembuhan luka. Proses penyembuhan luka ditandai
dengan peningkatan infiltrasi sel inflamasi, vaskularisasi, densitas sel epitel, fibroblas, serat
kolagen, angiogenesis, dan kontraksi luka. Salah satu fase penting dalam penyembuhan luka
adalah angiogenesis. Proses ini terjadi secara cepat pada minggu pertama setelah terjadinya luka
dan mencapai puncaknya pada hari ke-5. Angiogenesis bertujuan untuk meningkatkan suplai
oksigen, nutrisi dan sel inflamasi pada jaringan yang cedera sehingga dapat terjadi proses
regenerasi.®

Selama ini, proses penyembuhan ulser traumatik dibantu oleh obat-obatan seperti
klorheksidin, povidon iodin, atau kortikosteroid topikal. Hal tersebut bertujuan untuk membantu
mempercepat penyembuhan luka, mengurangi gejala seperti rasa nyeri, dan bertindak sebagai
antiseptik atau antibakteri. Namun, berbagai penelitian menyatakan bahwa obat tersebut
berpotensi menimbulkan efek samping dalam penggunaan jangka panjang.”®° Untuk itu
diperlukan bahan alternatif yang memiliki efek samping yang minimal.

Daun salam (Syzygium polyanthum) merupakan tanaman yang sudah lama dikenal oleh
masyarakat Indonesia dan telah banyak dimanfaatkan karena mudah diperoleh. Selain sering
dipakai sebagai bahan penyedap masakan alami, beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa daun salam memiliki beberapa manfaat lain diantaranya dapat mengurangi dislipidemia,
menurunkan kadar LDL, antimalaria, antidiare, antidiabetes, menurunkan kadar asam urat, dan
membantu proses penyembuhan luka, baik dalam bentuk luka insisi maupun ulserasi, 0111213
Berdasarkan penelitian Liliwirianis tahun 2011 disebutkan bahwa daun salam mengandung
steroid, senyawa fenolik, saponin, flavonoid, dan alkaloid.** Kandungan fenol dalam daun salam
diketahui sebesar 0,2% dan kandungan flavonoid sebesar 14,87 mg/100 gr ekstrak.l%!
Kandungan fenolik dan flavonoid dalam daun salam bermanfaat sebagai antioksidan,
antiinflamasi, antibakteri dan analgesik alami sehingga diharapkan dapat membantu proses
penyembuhan luka.t®

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian laboratorium eksperimental dengan Post Test Only
Control Grup Design. Sampel sebanyak 15 ekor tikus wistar yang dipilih berdasarkan kriteria
inklusi dan dibagi menjadi 3 kelompok yaitu kelompok kontrol (K), kelompok perlakuan dengan
gel ekstrak daun salam 5% (P1), dan gel ekstrak daun salam 10% (P2). Kriteria inklusi pada
penelitian ini yaitu tikus Wistar jantan sehat (Rattus novergicus), berat badan 200-230 kg, umur
2 bulan, dan dalam 1 galur. Penelitian ini telah mendapatkan surat pernyataan laik etik dari Komisi
Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro No. 272/EC/KEPK/FK-
UNDIP/V11/2021.

Pada persiapan kondisi traumatis, kondisi ulser traumatik dibuat dengan mengoleskan gel
benzokain 2% pada mukosa labial dan selama 5 menit sebagai anestesi topikal. Burnisher
berdiameter 2 mm dipanaskan selama 15 detik kemudian diletakkan pada mukosa labial selama
1 detik. Pengamatan dilakukan selama 24 sampai 48 jam sampai terbentuk ulkus traumatik.

Untuk persiapan pembuatan gel ekstrak daun salam, daun salam hijau segar (berasal dari
Kelurahan Pusponjolo dan telah dilakukan penelitian sebelumnya), dipotong kecil-kecil dan
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dikeringkan dalam oven pada suhu 500. Daun salam kering dihaluskan, diambil sebanyak 300
gram, dan dilarutkan dalam etanol 96% dengan perbandingan 1:10. Larutan diaduk selama 30
menit dan didiamkan selama 5 hari. Pada hari ke-5 larutan disaring untuk mendapatkan filtratnya
dan diuapkan dengan rotary evapor (merek Heidolph) sampai kental. Gel ekstrak daun salam
dibuat dari larutan 0,2% metil paraben, dipanaskan pada suhu 70°C, dan ditambahkan karbomer.
Gel yang terbentuk ditambahkan gliserin 10%, Triethanolamine 5%, dan penetral pH
Triethanolamine.

Bahan-bahan tersebut ditambahkan guna optimasi sediaan farmasi berupa gel tanpa
memberikan efek terapeutik pada luka. Metil paraben berfungsi untuk mencegah kontaminasi
mikroba. Gliserin berfungsi sebagai humektan yang berfungsi untuk menstabilkan dan
meningkatkan kelembaban sediaan karena memiliki kandungan air yang tinggi. Karbomer
berfungsi sebagai gelling agent karena mudah didispersikan dalam air dengan konsentrasi kecil.
Triethanolamine sebagai alkalizing agent dan dipilih karena dapat memberikan suasana basa pada
karbomer sehingga membuat gel menjadi kental dan jernih. Pertimbangan pembuatan sediaan gel
topikal pada penelitian ini karena sediaan topikal lebih sesuai digunakan untuk terapi lesi di daerah
mukosa atau kulit yang bersifat lokal. Selain itu, sediaan gel topikal dapat memberikan sifat absorbsi
yang baik karena dapat berpenetrasi langsung ke daerah mukosa atau kulit. 618

Gel ekstrak daun salam dioleskan pada ulser dengan cotton bud, pada pagi dan sore hari
setiap 7 jam sampai hari ke-5 pembentukan ulser.

Untuk pembuatan preparat histopatologik diambil jaringan mukosa labial pada hari ke-5
dengan pemberian anestesi inhalasi. Pemotongan mengikuti bentuk labial hewan coba dengan
panjang dan lebar 10 mm. Jaringan difiksasi dalam larutan formalin 10%. Jaringan dibilas dengan
air untuk menghindari pembusukan. Dehidrasi dilakukan dengan menggunakan alkohol 70%,
80%, 95%, dan 100% selama 10 menit dan diulang sebanyak 3 kali. Clearing dilakukan dengan
cara memasukkan jaringan ke dalam larutan xylol selama 1, 2, dan 3 jam, dilanjutkan dengan
pemberian parafin cair pada suhu 60°C dan ditempatkan pada suhu kamar sampai mengeras dan
disimpan pada suhu 4°C. Blok parafin dipotong dengan ketebalan 5um, kemudian dimasukkan
dalam air pada suhu 60°C, dan diletakkan pada preparat. Dilanjutkan tahapan rehidrasi pada
alkohol 100%, 95%, 90%, 80%, 70%. Preparat diwarnai dengan Mayer Hematoxylin selama 6
menit. Perhitungan angiogenesis dilakukan pada 5 lapang pandang dengan perbesaran 400x
menggunakan mikroskop (merek Olympus)

HASIL PENELITIAN

Gambar 1 menunjukkan rerata jumlah angiogenesis. Rerata jumlah angiogenesis paling
sedikit didapatkan pada kelompok K yaitu sebanyak 9,6 dan rerata jumlah paling banyak
didapatkan pada kelompok P2 yaitu sebanyak 17,16.

Rerata Jumlah Angiogenesis
20 17,16

15

11,96

10

Rerata Jumlah Sel

K P1
Kelompok Hewan Coba

Gambar 1. Diagram batang rerata jumlah angiogenesis
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Gambar 2 menunjukkan gambaran mikroskopik pembuluh darah. Kelompok P2 memiliki
jumlah pembuluh darah paling banyak dibandingkan kelompok K dan P1.

Tabel 1 menunjukkan hasil uji normalitas Kolmogorov-Smirnov dan uji homogenitas Levene
dengan nilai signifikansi sebesar p>0,05 yang menandakan data berdistribusi normal dan
homogen. Selanjutnya, dilakukan uji Anova dengan nilai signifikansi sebesar p<0,05 yang
menandakan terdapat pengaruh yang bermakna terhadap pemberian ekstrak gel daun salam
dengan peningkatan angiogenesis pada proses penyembuhan ulser traumatik.

Tabel 2 menunjukkan hasil uji post hoc LSD dan didapatkan bahwa kelompok P2 memiliki
pengaruh yang bermakna (P<0,05) dalam meningkatkan angiogenesis pada proses penyembuhan
ulser traumatik dibandingkan dengan kelompok K.

BAHASAN

Angiogenesis merupakan suatu proses penting dalam proses penyembuhan luka. Pada tahap
angiogenesis terjadi proses proliferasi pembuluh darah baru yang bertujuan untuk membentuk
jaringan granulasi. Tiga sampai lima hari setelah terjadi luka, kapiler baru akan terlihat di dasar
luka dan membentuk jaringan granulasi, yang bertugas sebagai matriks untuk proliferasi
pembuluh darah, migrasi fibroblas dan kolagen baru.'® Proses angiogenesis diinisiasi oleh growth
factor seperti vascular endothelial growth factor (VEGF), angiopoietins (Ang 1 dan 2), dan
reseptor seperti tyrosine kinase (Tie 1 dan 2).2° Beberapa penelitian menunjukkan bahwa VEGF
secara signifikan meningkatkan angiogenesis dan neovaskularisasi dalam penyembuhan luka.
Berbagai faktor seperti pH, penurunan tekanan oksigen, peningkatan laktat serta sitokin pro-
inflamasi dapat menginduksi produksi VEGF di daerah luka.®®

LT
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Gambar 2. Gambaran mikroskopik pembuluh darah (panah hitam) menggunakan mikroskop dengan
pembesaran 400x. A, Kelompok K; B, Kelompok P1; C, Kelompok P2

Tabel 1. Hasil uji komparasi rerata jumlah angiogenesis

Kelompok n Uji Kolmogorov-Smirnov Uji Levene Uji Anova
K 5 0,200
P1 5 0,088 0,602 0,026
P2 5 0,200

Tabel 2. Hasil uji post hoc rerata jumlah angiogenesis

Kelompok Kelompok Signifikansi
K P1 0,354
P2 0,009*
Uji LSD p1 K 0,354
P2 0,055
K 0,009*
P2 P1 0,055

* nilai signifikansi: p<0,05
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Selain VEGF, fibroblast growth factor (FGF) juga berfungsi untuk menginisiasi
angiogenesis saat terjadi luka. FGF akan dilepas dan mempengaruhi sel-sel lain. FGF yang
terlarut akan menstimulasi proses proliferasi dan migrasi sel endothelial 2

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak daun salam 10% memiliki
pengaruh yang bermakna dalam meningkatkan angiogenesis pada ulser traumatik dibandingkan
kelompok kontrol dan perlakuan gel ekstrak daun salam 5%. Hasil tersebut kemungkinan
disebabkan oleh kandungan daun salam yang berpotensi meningkatkan proses penyembuhan
luka. Kandungan tersebut diantaranya adalah flavonoid (0,512%), fenol (0,1258%), tannin
(0,1622%), alkaloid (0,34%), minyak atsiri (0,05%), vitamin A, B kompleks, C, protein, seng,
dan karbohidrat.1%2?! Pada penelitian sebelumnya membuktikan bahwa kandungan bahan-bahan
aktif tersebut memiliki pengaruh dalam meningkatkan proses penyembuhan luka terutama
angiogenesis.>?22324 Selain itu, hasil penelitian ini juga sesuai dengan penelitian sebelumnya yang
membahas mengenai pengaruh ekstrak daun salam 15% dalam meningkatkan proses
penyembuhan luka pada luka insisi pada tikus putih dan efek ekstrak daun salam dalam
meningkatkan ekspresi 1L-10 pada lesi ulser oral yang diaplikasikan secara topikal 1*4

Flavonoid yang terkandung di dalam daun salam berfungsi untuk meningkatkan
pembentukan pembuluh darah baru, meningkatkan migrasi dan proliferasi sel fibroblast,
makrofag, dan endotel serta menginduksi VEGF.? Selain itu, flavonoid juga dapat meningkatkan
migrasi Tie 1, Tie 2, dan Ang 1, meningkatkan vaskularisasi secara berkelanjutan dan suplai
oksigen pada jaringan. Reseptor Tie 1 dan 2 berfungsi dalam proses maturasi pada pembuluh
darah baru. Interaksi antara Tie 2 dengan Ang 1 pada dinding pembuluh darah berfungsi dalam
proses integritas selama pembentukan pembuluh darah baru.?

Komposisi daun salam lainnya yaitu tanin berfungsi membantu proses penyembuhan luka
dengan cara meningkatkan oksigenasi, meningkatkan pembentukan pembuluh darah baru,
pembentukan sel fibroblas, deposisi kolagen, pembentukan jaringan granulasi, epitelisasi, dan
meningkatkan konstriksi luka.?®

Kandungan vitamin C yang dimiliki daun salam berfungsi membantu sintesis kolagen,
mempercepat penyerapan zat besi di dalam tubuh, sehingga kadar hemoglobin bisa meningkat.?’
Penelitian lain menyatakan bahwa vitamin C merupakan senyawa yang berpengaruh dalam
proses sintesis kolagen dan angiogenesis.?® Vitamin C menyebabkan agregasi dan aktivasi
trombosit dan melepaskan faktor-faktor kemotaksis yang memulai proses penyembuhan luka.
Fragmen-fragmen kolagen melepaskan kolagenase leukositik untuk menarik fibroblas ke daerah
luka. Kolagen tersebut menjadi dasar untuk pembentukan matriks ekstraseluler baru, sehingga
mempercepat pembentukan jaringan granulasi.?®

Selain vitamin C, kandungan vitamin A pada daun salam berpotensi mempercepat angio-
genesis. Penelitian sebelumnya, secara in vivo, menyatakan bahwa pemberian vitamin A yang
diinjeksikan secara intramuskular mampu meningkatkan proliferasi sel endotel dan menstimulasi
VEGF yang berfungsi dalam pembentukan pembuluh darah baru.?

SIMPULAN
Gel ekstrak daun salam berpengaruh dalam meningkatkan angiogenesis dalam proses
penyembuhan ulser traumatik
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