Potensi Gel Ekstrak Cocoon Laba-Laba Argiope Modesta 5% terhadap Jumlah Sel Fibroblas dan Kepadatan Kolagen pada Penyembuhan Luka Gingiva
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ABSTRAK

Pendahuluan: Sutra laba-laba merupakan bahan alternatif yang  diketahui sering digunakan oleh masyarakat tradisional untuk menghentikan pendarahan dan menutup luka. Cocoon merupakan sutra yang berfungsi untuk melindungi telur laba-laba.Cocoon laba-laba terdiri dari asam amino glisin dan alanin yang berkontribusi pada adhesi dan proliferasi sel. Tujuan penelitan ini adalah untuk menganalisis potensi gel ekstrak sutra cocoon laba-laba Argiope modesta 5% terhadap jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen pada penyembuhan luka gingiva. Metode: Penelitian ini menggunakan sampel sebanyak 5 ekor tikus tiap kelompok. Perlukaan dibuat dengan cara melakukan punch biopsy (2 mm) pada mukosa gingiva M1 kiri rahang bawah. Selanjutnya hewan coba dibagi menjadi 3 kelompok: (a) kelompok kontrol negatif, diaplikasikan gel plasebo; (b) kelompok perlakuan, diberi gel ekstrak cocoon laba-laba 5%; (c) kelompok sehat, tidak diberi perlukaan maupun terapi. Hewan coba di euthanasia pada hari ke3, ke-5, dan ke-7 setelah perlakuan. Selanjutnya dibuat sediaan histologi dan dilakukan pengamatan sel fibroblas dan kolagen. Hasil: Pengamatan secara histologi menunjukkan peningkatan jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen pada kelompok perlakuan dari hari ke-3 sampai hari ke-7. Terdapat perbedaan yang signifikan (p=0,00) rerata jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen pada kelompok perlakuan dibanding kelompok kontrol negatif dan kelompok sehat pada hari ke-7 . Simpulan: Aplikasi gel ekstrak cocoon laba-laba (Argiope modesta) 5% terbukti meningkatakan jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen.
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 Potential of Spider Cocoon (Argiope Modesta) Extract Gel 5% on Total Fibroblast Cells and Collagen in Gingival Wound Healing
ABSTRACT

Introduction: Spider silk is an alternative material that is known to be often used by traditional people to stop bleeding and close wounds. Cocoon is silk that serves to protect spider eggs. Spider cocoons are composed of the amino acids glycine and alanine which contribute to cell adhesion and proliferation. The purpose of this study was to analyze the potency of the 5% Argiope modesta spider silk extract gel on the number of fibroblasts and collagen density on gingival wound healing. Methods: This study used a sample of 5 rats per group. The wound was made by performing a punch biopsy (2 mm) on the mandibular left M1 gingival mucosa. Furthermore, experimental animals were divided into 3 groups: (a) negative control group, placebo gel was applied; (b) the treatment group was given 5% spider cocoon extract gel; (c) healthy group, not given any injury or therapy. Experimental animals were euthanized on the 3rd, 5th, and 7th days after treatment. Furthermore, histological preparations were made and fibroblast and collagen cells were observed. Results: Histological observations showed an increase in the number of fibroblasts and collagen density in the treatment group from day 3 to day 7. There was a significant difference (p=0.00) in the mean number of fibroblasts and collagen density in the treatment group compared to the negative control group and the healthy group on day 7. Conclusion: The application of spider cocoon extract gel (Argiope modesta) 5% was shown to increase the number of fibroblasts and collagen density.
Keywords: Spider cocoon, glycine, alanine, fibroblasts, collagen.

PENDAHULUAN

Gingiva merupakan jaringan lunak yang tersusun dari lapisan epitel pada rongga mulut yang mengelilingi gigi dan alveolar ridge, berfungsi sebagai jaringan pelindung dan penahan tekanan kunyah.1 Gingiva mudah mengalami perlukaan, baik dalam tindakan perawatan gigi dan mulut, maupun saat menjalankan fungsinya. Luka pada gingiva dapat disebabkan oleh beberapa faktor, diantaranya adalah trauma, penyakit periodontal, ekstraksi, paparan bahan kimia, dan tindakan bedah mulut.2,3 Penyembuhan luka pada gingiva berlangsung melalui beberapa tahapan yang kompleks.4 Secara umum proses penyembuhan ini terdiri dari fase inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling.5
Fase inflamasi dan fase proliferasi terjadi saling tumpang tindih, saat proses inflamasi akan selesai, maka dimulai proses proliferasi.Fibroblas memiliki peran penting dalam proses penyembuhan, terutama pada fase proliferasi. Sel fibroblas dijadikan sebagai indikator penyembuhan luka dikarenakan sel ini merupakan sel yang dominan dalam proses penyembuhan luka, Fibroblas juga memproduksi kolagen dalam jumlah besar, kolagen ini berupa glikoprotein berantai tripel, unsur utama matriks ekstraseluler yang berguna membentuk kekuatan pada jaringan parut.6 

Perawatan luka dapat dilakukan dengan pemberian obat kimia maupun senyawa alami untuk mempercepat waktu penyembuhan luka. Masyarakat tradisional cenderung menggunakan bahan-bahan yang terdapat di alam untuk diaplikasikan pada luka. Seiring perkembangan waktu, penelitian mengenai bahan alternatif penyembuhan luka juga meningkat. Sutra laba-laba merupakan bahan alternatif yang  diketahui sering digunakan oleh masyarakat tradisional untuk menghentikan pendarahan dan menutup luka.7 Laba-laba dapat menghasilkan sutra yang digunakan untuk berbagai fungsi, salah satunya yaitu cocoon, yang berfungsi untuk melindungi telur laba-laba.8
Penelitian Maheshwari et al. (2015) membuktikan bahwa ekstrak cocoon laba-laba konsentrasi 5% yang diaplikasikan pada luka biopsy di punggung tikus menghasilkan penutupan diameter luka yang lebih baik dibanding konsentrasi 2,5%.9 Penutupan diameter luka ini menunjukkan adanya proses perbaikan jaringan, namun belum ada penelitian lebih lanjut mengenai ekstrak sutra laba-laba dalam mempengaruhi sel-sel yang berperan dalam proses penyembuhan luka. Tujuan penelitan ini adalah untuk menganalisis efektifitas gel ekstrak sutra cocoon laba-laba Argiope modesta 5% terhadap jumlah sel fibroblas dan kolagen pada luka gingiva.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian experimental laboratories dengan rancangan the post- test only control group design. Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dengan nomor 1137/UN25.8/KEPK/DL/2021. Cocoon laba-laba (Argiope modesta) dibersihkan dan dikeringkan terlebih terlebih dahulu kemudian dihaluskan menggunakan blender. Satu gram cocoon laba-laba ditimbang dan dimaserasi dengan 10 ml pelarut aseton dan diletakkan di dalam inkubator dengan suhu 30ºC selama satu minggu, kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak kental. Gel ekstrak sutra laba-laba dengan konsentrasi 5% diperoleh dengan melarutkan 0,5gr ekstrak cocoon laba laba dicampur dengan 9,5gr basis gel CMC-Na kemudian diaduk hingga homogen.

Penelitian ini menggunakan tikus wistar jantan sebanyak 35 ekor sebagai sampel penelitian dengan berat badan antara 200-250 gram. Hewan coba dibagi secara acak menjadi 3 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif (K-), kelompok perlakuan (KP), dan kelompok sehat (KS). Kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dibagi lagi menjadi 3 sub kelompok hari pengamatan. Kelompok tikus sehat tidak dilakukan pemberian luka maupun gel. Pada kelompok kontrol dan perlakuan, tikus diberi perlukaan dengan alat puncher (diameter 2,0 mm) pada gingiva gigi molar pertama kiri rahang bawah bagian bukal hingga mencapai tulang alveolar. Luka dibersihkan kemudian diaplikasikan gel plasebo (kelompok kontrol) dan gel ektrak cocoon laba-laba 5% (kelompok perlakuan) menggunakan syring, satu kali dalam sehari hingga memenuhi kavitas.

Tikus di euthanasia dan diambil bagian rahangnya pada hari ke-3, hari ke-5, dan hari ke-7 setelah perlakuan awal, selanjutnya dilakukan pembuatan sediaan histologi menggunakan pewarnaan Hematoxyllin Eosin untuk sel fibroblas dan pewarnaan Trichrome Mallory untuk kepadatan kolagen. Jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000X pada tiga lapang pandang yang berbeda. Hasil pengamatan difoto menggunakan optilab. Jumlah sel fibroblas dihitung secara manual, sedangkan rerata kepadatan kolagen ditentukan menggunakan aplikasi adobe photoshop CS 6.0 untuk melihat jumlah pixel kepadatan kolagen.10 Data hasil pengamatan dianalisis menggunakan uji two-way ANOVA dan uji Least Significance Different (LSD) dengan tingkat kepercayaan 95% (p<0,05).

HASIL


Sel fibroblas tampak gambaran inti berwarna biru serta lonjongdan sitoplasma berwarna merah dengan banyak percabangan sitoplasma yang irregular dengan pewarnaan HE. Serabut kolagen berwarna biru/ ungu pada pewarnaan Trichome Mallory.
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Gambar 3. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus dengan perwarnaan HE perbesaran 1000x. Tanda panah hitam menunjukkan sel-sel fibroblas. Sel fibroblas pada KP (B) lebih banyak dibanding K- (A) dan KS (C)
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Gambar 4. Gambaran histologis jaringan gingiva tikus dengan perwarnaan Trichome Mallory perbesaran 1000x. Tanda panah putih menunjukkan kolagen. Kolagen pada KP (B) lebih banyak dibanding K- (A) dan KS (C)

Rata-rata jumlah sel fibroblas maupun kepadatan kolagen pada KP lebih banyak dibandingkan K-. Rata-rata jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen paling tinggi pada hari ke-7. 

Hasil two-way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan bermakna jumlah fibroblas dan kepadatan kolagen antar kelompok (p<0,05). Hasil Uji LSD fibroblas  menunjukan terdapat perbedaan yang bermakna (p=0,001) antara rerata jumlah fibroblas semua kelompok hari. Uji LSD kepadatan kolagen menunjukkan adanya perbedaan bermakna p<0,001 pada semua kelompok.
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Gambar 1. Rerata dan simpangan baku jumlah fibroblas pada semua kelompok (* p<0,001, ** p>0,05)
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Gambar 2. Rerata dan simpangan baku kepadatan kolagen pada semua kelompok (* p<0,001)
PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan, terdapat perbedaan signifikan jumlah sel fibroblas dan kepadatan kolagen pada KP dibanding K-. Sutra cocoon laba-laba terdiri dari satu atau lebih protein, yang disebut spidroin.7 Produk dari penguraian spidroin adalah asam amino, yang dapat berfungsi sebagai bahan tambahan untuk regenerasi jaringan dan berkontribusi pada adhesi dan proliferasi sel pada permukaannya.11 Spidroin terdiri dari sekitar 40% glisin dan 25% alanin sebagai asam amino utama. Alanin dalam ekstra cocoon laba-laba mampu menurunkan respon inflamasi sehingga proses penyembuhan berlangsung lebih cepat.12 Alanin bekerja dalam menghambat ekspresi inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) dan Cyclooxygenase-2 (COX-2) dalam sel makrofag.13 Penghambatan terhadap ekspresi COX-2 menyebabkan penekanan produksi prostaglandin yang dapat menurunkan respon inflamasi, kemudian proses penyembuhan dapat memasuki fase proliferasi yang ditandai dengan proliferasi sel fibroblas.14 Hal ini sesuai dengan penelitian Alfaris dan Mansyur (2017) bahwa sutra laba-laba dapat menurunkan respon inflamasi.15 Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa glisin berkontribusi pada penghambatan TNF-a dan IL-1b. Molekul inflamasi ini terlibat dalam induksi apoptosis dan aktivasi metaloproteinase yang terlibat dalam degradasi komponen matriks yang berlebihan.16 

Glisin pada ekstrak cocoon laba-laba mampu mempercepat penyembuhan luka dengan memicu makrofag dan trombosit untuk mensekresi faktor pertumbuhan seperti Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), dan Transforming Growth Factor-β (TGF-β).13,17 Faktor pertumbuhan fibroblast (FGF) memiliki aksi kemotaktik dan mitogenik untuk fibroblas, yang memulai produksi kolagen, serta TGF-β, yang juga merangsang kolagenisasi. FGF dan PDGF merangsang kontraksi dan remodeling luka, selama tahap terakhir dari proses penyembuhan. Peningkatan pada sekresi faktor pertumbuhan dapat mempercepat migrasi dan proliferasi fibroblas, selanjutnya fibroblas berperan dalam memproduksi kolagen yang berperan dalam penutupan luka. Peningkatan pada jumlah sel fibroblas berbanding lurus dengan peningkatan kepadatan kolagen pada kelompok perlakuan. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Sousa et al., (2018) yang membuktikan bahwa glisin berperan dalam proses penyembuhan sel, meningkatkan sintesis kolagen, dan mempercepat remodeling serat kolagen.18
Hasil penelitian menunjukkan jumlah sel fibroblas KP tidak berbeda signifikan dibanding KS pada hari ke-3. Namun, berbeda signifikan ada hari ke-5 dan ke-7. Kepadatan kolagen antara KP dibanding KS berbeda signifikan pada semua kelompok hari. Sel fibroblas aktif berproliferasi dimulai pada hari ke-4 dan mencapai puncaknya pada hari ke-7 setelah terjadinya luka, mendominasi daerah perlukaan dibandingkan sel radang pada daerah tersebut.6 Pada daerah luka fibroblas berproliferasi dan menghasilkan beberapa molekul struktural seperti fibrin, fibronektin, Glycosaminoglycans (GAGs), serta kolagen.19 Fibroblas mulai menghasilkan kolagen pada hari ke-2 sampai hari ke-3 setelah terjadinya luka, dan mencapai kadar puncak pada minggu ke-1 hingga minggu ke-3. Produksi kolagen terus berlanjut secara cepat hingga 2 sampai 4 minggu.20 Proliferasi fibroblas dan serabut kolagen pada daerah luka menyebabkan warna kemerahan di atas jaringan luka dan luka mulai menutup.21,22
Hasil penelitian menunjukkan, rerata kepadatan kolagen KS lebih tinggi dibanding KP dan K- pada hari ke-3. Hal ini  dikarenakan rangsangan stres/ nyeri (dalam penelitian ini merupakan perlakuan punch biopsy) akan meningkatkan kadar kortisol yang dapat menghambat sintesa kolagen, sehingga rerata kepadatan kolagen pada kelompok sehat lebih tinggi. Hal ini juga membuktikan bahwa gel ektrak cocoon laba-laba 5% dapat meningkatkan kepadatan kolagen diamati dari rerata kepadatan kolagen KP yang lebih tinggi dibanding K- yang menggunakan CMC-Na. CMC-Na digunakan sebagai kontrol dikarenakan sifatnya yang netral dan tidak mempengaruhi zat aktif atau obat lain.23 Sifat CMC-Na yang mudah larut dalam air juga menjadi hal penting dalam pemilihannya sebagai gelling agent dalam pembuatan gel. 

KESIMPULAN

Bedasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat ditarik kesimpulan bahwa aplikasi gel ekstrak cocoon laba-laba (Argiope modesta) 5% terbukti meningkatkan jumlah sel fibroblas dan sintesis kolagen.
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