4 Putu Y. Nugraha & Putu Ayu M.A.R. Putri: Topical application of moringa leaf extract gel on the number of fibroblasts in the healing of stomatitis in

Topical application of moringa leaf extract gel (Moringa oleifera Lam.) on the number of fibroblasts in the healing of stomatitis
in male Wistar rats (Rattus norvegicus)

Aplikasi topikal gel ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) terhadap jumlah fibroblas dalam penyembuhan stomatitis pada tikus putih
galur wistar jantan (Rattus norvegicus)

Putu Yetty Nugraha, 2Putu Ayu Mas Avriella Rachmadianthi Putri
12Departemen limu Kedokteran Gigi Anak,

FKG Univesitas Mahasaraswati-Denpasar

Corressponding author, e-mail: 'putuyetty@gmail.com

ABSTRACT

Moringaleaves (Moringa oleifera Lam.) are widely used for healing and nutrition because they contain tannins, flavonoids, andsaponins. Flavonoids canacce-
lerate the healing of inflammation by increasing fibroblasts. This article explores the effect oftopical application of ML extract gel on increasing the number of
fibroblastsin the healing process of stomatitis in male Wistar rats. This laboratory experimental study used a randomised post-test only control group design.
Thirty rats were dividedinto five groups: positive control (K+), negative control (K-), and ML extract gel concentrations of 15% (P1), 20% (P2), and 25% (P3).
Stomatitis was induced using 35% hydrogen peroxide for6 days, then the gel was applied to the stomatitis for 3 days. The number offibroblasts was observed
onday 4 using HE staining, showing that the average number of fibroblasts in (K-) was 3.33, (K+) was 8.16; P1 was 5.00, increased to 6.50 in P2, and re-
ached 7.33 in P3. Statistical tests showed a significant difference (p<0.05) between the treatment group and the negative control. It was concluded that
the application of 25% DK extract gel had higher efficacy than other concentrations.
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ABSTRAK

Daun kelor (Moringa oleifera Lam.) banyak dimanfaatkan untuk penyembuhan maupun untuk nutrisi karena memiliki senyawa tanin, flavonoid, dan saponin.
Senyawa flavonoid dapat mempercepat penyembuhan radang dengan cara meningkatkan fibroblas. Artikel ini mengeksplorasi pengaruh aplikasi topikal
gel ekstrak daun kelor (DK) terhadap peningkatan jumlah fibroblas dalam proses penyembuhan stomatitis tikus putih galurwistarjantan. Penelitian eksperimen
laboratorium dengan rancangan randomized post-test only control group menggunakan 30 ekor tikus dibagi menjadi 5 kelompok: kontrol positif (K+),
kontrol negatif (K-), serta gel ekstrak DK konsentrasi 15% (P1), 20% (P2), dan 25% (P3). Stomatitis diinduksi menggunakan hidrogen peroksida 35% se-
lama 6 hari, kemudian diaplikasikan gel pada stomatitis selama 3 hari. Pengamatan jumlah fibroblas dilakukan pada hari ke-4 dengan pewamaan HE, me-
nunjukkan rerata jumlah fibroblas pada (K-) adalah 3,33, (K+) adalah 8,16; P1 sebesar 5,00, meningkat menjadi 6,50 pada P2, dan mencapai 7,33 pada P3.
Uiji statistik menunjukkan adanya perbedaan signifikan (p<0,05) antara kelompok perlakuan dengan kontrol negatif. Disimpulkan bahwa aplikasi gel eks-

trak DK 25% memiliki efekdivitas lebih tinggi dari pada konsentrasi lain.

Kata kunci: gel ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.), fibroblas, stomatitis, anti-inflamasi
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PENDAHULUAN

Stomatitis ditandai dengan lesi yang berbentuk cekung, memi-
likibatasyangjelas, berwarnaputih, dan menimbulkanrasasakit,' dan
terjadikarenaadanya infeksi yang menyebabkan terjadinya inflama-
si dan dapat menimbulkan rasa sakit saat aktivitas makan, menelan
ataupun kesulitan saat berbicara serta saat membuka atau menu-
tup mulut.2 Pada anak yang berusia 3-14 tahun di Indonesia, sering
mengalami stomatitis yang berulang sebanyak empat kali; 26,7%
dari populasi.® Stomatitis yang berulang ini dapat disebut dengan
stomatitis apthousa recurrent(SAR).4Etiologi dari SAR masih belum
diketahui penyebab pastinya, tetapi ada beberapa faktor predisposi-
si yaitu faktor genetik, gangguan imunologi, kekurangan nutrisi, ma-
salah hormon, riwayat penyakit sistemik, terjadi trauma, kesehatan
dan kebersihan mulut yang tidak terjaga, dan infeksi, sehingga me-
nyebabkan rasa sakit dan terbakar yang akan mengganggu kese-
hatandan kenyamanananak.? Penyembuhan diperlukan dengan tu-
juan untuk pemulihan dari peradangan, mengurangi rasa sakit pada
area timbulnya SAR, dan dapat mempercepat penyembuhan lesi.6

Pemulihan lesi secara fisiologis memiliki 4 fase, yaitu hemosta-
sis, inflamasi, poliferasi, dan remodeling. Tahap hemostasis terjadi
setelah lesi terbentuk agar pendarahan dapat dicegah dengan cara
pembekuan fibrin. Pada hari ke-1 sampai hari ke-4 setelah lesi ter-
bentuk, terjadi prosesinflamasiyang ditunjukkan dengan adanya leu-
kosit polimorfonuklear seperti neutrofil dan makrofag.” Fase selan-
jutnya adalah fase poliferasi, terjadi poliferasi dari sel fibroblas yang
berlangsung setelah fase inflamasi hingga hari ke-21. Fibroblas me-
rupakan seljaringanikatyang paling banyak, relatif stabil, dan memi-
liki waktu hidup yang panjang. Sel fibroblas bertanggung jawab untuk
membentuk dan melepaskan seratkolagen padamatriks, yang mem-
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berikan kekuatan dankesatuanselamaterjadinya proses rekonstruk-
sijaringanbaru. Untukmempercepat proses penyembuhan SARatau
inflamasi diperlukan obat anti-inflamasi.8

Salahsatubahan alam yang terbukti memiliki efek anti-inflamasi
adalah daun kelor (Moringa oleifera Lam.),®yang banyak dimanfaat-
kan untuk penyembuhan maupun untuk kebutuhan nutrisi manusia.
Ekstrak DK kaya akan B-karoten, vitamin C, vitamin E, polifenol, se-
nyawa tanin, flavonoid, dan saponin. Flavonoid dapat mempercepat
penyembuhan radang dengan carameningkatkanfibroblas. Bebera-
pa penelitian membuktikan DK dapat meningkatkan fungsi biologis
sepeti antikanker, hepatoprotektif, dan juga anti-inflamasi.?

Penggunaangel ekstrak DK dapatmeningkatkan selfibroblas dan
berbagai growth factors saat penyembuhan radang seperti epider-
mal growth factor (EGF), transforming growth factor alpha (TGF-a),
platelet-derived growth factor (PDGF), vascular endothelial growth
factor(VEGF), fibroblastgrowthfactor(FGF),dan transforming growth
factor beta (TGF-f) sehingga dapat mempercepat proses penyem-
buhan." Pemberian gel ekstrak DK 15% lebih efektif meningkatkan
sel fibroblas dari pada gel ekstrak DK 5% dan 10%.'2 Penggunaan
gel ekstrak DK 30% lebih efektif menyembuhkan luka dari pada gel
ekstrak DK 15%. Pada konsentrasi 30%ditemukan jumlah peradang-
an yang rendah pada hari ke-4, jumlah angiogenesis dan fibroblas
yang mencapai puncak hari ke-7, dan kepadatan kolagen hari ke-
14 yang menunjukkan tanda-tanda penyembuhan yang baik. 1!

Pada artikel ini dilaporkan aplikasi topikal gel ekstrak DK dengan
mengamati peningkatan jumlah sel fibroblas pada proses penyem-
buhan stomatitis dengan menggunakan hewan coba tikus putih ga-
lur wistar (Rattus norvegicus) dengan ekstrak konsentrasi 15%, 20%,
25%.
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METODE

Penelitianinidilakukan dengan metode eksperimen laboratorium
secara in vivo, dengan rancangan randomized post-test only control
group. Denganteknik simple random sampling, 30 ekor tikus putih ga-
lur wistar jantan dipilih secara acak sebanyak 6 ekor masing-masing
untuk kelompok; kontrol positif (K+), kontrol negatif (K-), P1 gel eks-
trak DK 15%, P2 gel ekstrak DK 20%, dan P3 gel ekstrak DK 25%.

Pembuatan ekstrak dan sediaan gel daun kelor diawali 3000 g
DK dicuci hingga bersih lalu dikeringkan di bawah sinar matahari se-
lama 7 hari. DK kering diblender sampai halus untuk menghasilkan
serbuk kemudian tambahkan pelarut etanol 96%sebanyak 3 L. Sete-
lah 3x24 jam dilakukan penyaringan menggunakan alat Buchnerdan
dilakukan pemekatan dengan menggunakan rotary evaporator pada
suhu 40-50°C untuk menghasilkan ekstrak dengan tekstur kental.

Pembuatan gel ekstrak DK 15% dilakukan dengan mencampur-
kan 6 g ekstrak pekat DK dan 0,68 g basis gel natrium karboksimetil
selulosa (CMC-Na) dengan 0,0085 g Nipagin ditambahkan dengan
33,31 mL lalu diaduk hingga homogen menggunakan homogenizer.
Pembuatan gel ekstrak DK 20% dilakukan dengan mencampurkan
8 g ekstrak pekat DK dan 0,64 g basis gel CMC-Na dengan 0,008 g
Nipagin ditambahkan 33,35 mL akuades lalu diaduk hingga homo-
gen. Gel ekstrak DK 25% dibuat dengan mencampurkan 10 g eks-
trak pekat DK dan 0,6 g basis gel CMC-Na dengan 0,0075 g Nipagin
ditambahkan 29,39 mL akuades lalu diaduk hingga homogen.

Perlakuan terhadap hewan uji sebelum penelitian

Tiga puluh tikus putih galur wistar jantan diadaptasikan selama 7
hari terhadap lingkungan kandang. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok
masing-masing sebanyak 6 ekor; K+ yang diberikan gel Aloclair, K-
tidak diberi perlakuan, P1 diberi gel ekstrak DK 15%, P2 diberi gel
ekstrak DK 20%, dan P3 diberi gel ekstrak DK 25%. Masing-masing
kelompok dilabeli sesuai nama kelompoknya. Tikus ditempatkan pa-
dakandangberukuran40x25x20 cm? dengan lingkungan yang sama
yang dibersihkan 3 hari sekali. Tikus diberi pakan 15-20 g pellet per
ekor setiap hari dan diberikan air minum secara ad libitum.

Perlakuan terhadap hewan uji selama penelitian

Pada hari ke-1, tikus yang sudah diaklimasi selama 7 hari dilaku-
kukan pembentukan radang dengan cara diinduksi dengan hidrogen
perokside 35% sebanyak 2x1 menggunakan cotton bud selama 10
detik di mukosa labial oral pada 30 ekor tikus. Induksi dilakukan saat
pagi pukul 09.00 WITA dan siang hari pada pukul 15.00 WITA yang
dilakukan selama 6 hari berturut-turut hingga terbentuk stomatitis, di-
ditandaidengan bercak kemerahan dan edema pada bagianyangdi-
induksi.

Pada hari ke-1 setelah induksi selama 6 hari, stomatitis terben-
tuk, diberikan obat menggunakan cotton bud 3x1 secara berturut-tu-
rut selama 3 hari; untuk kelompok K+ dengan pemberian gel aloclair,
kelompok K-tidak diberikan perlakuan, kelompok P1 dengan DK 15%,
kelompok P2 dengan DK 20%, kelompok P3 dengan DK 25% pada
saat pagi pukul 08.00 WITA, saat siang pukul 12.00 WITA dan sore
pada pukul 16.00 WITA.

Terhadap 30 ekor tikus yang telah diberi perlakuan kemudian di-
pilih secaraacak setiapkelompok untuk pengambilan jaringan radang
pada bagian mukosaoral. Pengambilan spesimen jaringan dilakukan
dengan caradislokasi servikal lalu dibuat sediaan mikroskopik kemu-

dian difiksasi dengan menggunakan neutral buffer formalin 10%. Pe- k.

motongan jaringan mukosa oral menggunakan mikrotom dengan ke-
tebalan 5, laludiwarnaimenggunakan pewarnaan Harris hematoxylin
eosin (HE).
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Perlakuan terhadap hewan uji setelah penelitian

Pada hari ke-4 setelah pengambilan spesimen jaringan, tikus se-
gera dikubur dan diperlakukan secara layak dan baik. Pemeriksaan
histopatologi dilakukan untuk menghitung jumlah sel fibroblas yang
menggunakan numerik mikroskop binokuler pembesaran 400x pada
tigalapang pandang. Perhitungan jumlah fibroblas pada tiap preparat
dilakukan secara sistematis, daripojok kiri kemudian ke kanan dan di-
tarik ke atas demikian seterusnya sehingga semua lapang pandang
dapat terbaca. Jumlah rerata sel fibroblas pada tiap sampelpada tiga
pandang tersebut dihitung.

HASIL
Tabel 1 Hasil uji fitokimia
No Jenis Kandungan Kimia Pengamatan Pemeriksaan

Hasil

1 Flavonoid Teramati fluoresensi (UV +
366 nm) dan wama merah tua

2 Fenol Terbentuk warna biru kehitaman +

3 Tannin Terbentuk endapan putih +

4 Terpenoid Terbentuk cincin coklat +

5 Alkaloid Terbentuk endapan putih +

6 Saponin Terbentuk busa yang stabil +

Tabel 2 Analisis deskriptif peningkatan jumlah fibroblas pada tikus putih ga-
lur wistar jantan setelah aplikasi topikal gel ekstrak DK

Kelompok Variabel N  Mean Std. Deviation Min Maks
K+ (Aloclair gel) 6 816 0408 8 9
- 6 333 0516 3 4
P1(15%) 6 500 0,000 5 5
P2 (20%) 6 650 0547 6 7
P3 (25%) 6 733 0516 7 8
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Gambar 1 Gambaran histopatologi sel fibroblas setelah aplikasi topikal gel
ekstrak DK pada hari ke-10 dengan pengecatan HE pada pembesaran 400x;

A kontrol negatif, B kontrol positif, C P1 (15%), D P2 (20%), E P3 (25%)

Tabel 3 Hasil uji normalitas data peningkatan jumlahfibroblas pada tikus pu-
tih galur wistar jantan pasca aplikasi topikal gel ekstrak DK.
Kelompok Shapiro-Wilk

Perlakuan Statistik _df p Keterangan
K+ (Aloclair gel) 0496 6 0,001 Tidak Normal
K- 0640 6 0,001 Tidak Normal
P1(15%) 0,000 6 0,000 Tidak Normal
P2 (20%) 0683 6 0,004 Tidak Normal
P3 (25%) 0640 6 0,001 Tidak Normal

Homogenitas Data
Tabel 4 Uji Levene homogenitas data peningkatan jumlah fibroblas pada ti-
kus putih galur wistar jantan setelah aplikasi topikal gel ekstrak DK

Levene’s Statistic Test p Keterangan
K+ (Aloclair gel)
P1(15%) 0,001 Tidak Homogen

P2 (20%)
P3 (25%)
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Tabel 5 Uji Kruskal-Wallis peningkatan jumlah fibroblas pada tikus putih ga-
lur wistar jantan setelah aplikasi topikal gel ekstrak DK

Kelompok Mean Rank  Kruskal-Wallis p
K+ (Aloclair gel) 26,67

K- 3,50

P1(15%) 9,50 27,284 0,001
P2 (20%) 16,50

P3 (25%) 21,33

Tabel 6 Hasil uji Mann-Whitney U peningkatan jumlah fibroblas aplikasi topi-
kal gel ekstrak DK pada tikus putih galur wistar

No Kelompok  Mann-WhitneyU  p Keterangan
1 (K-)dan (K+) 0,000 0,002 Signifikan
2 (K-)dan(P1) 0,000 0,002 Signifikan
3 (K)dan(P) 0,000 0,003 Signifikan
4 (K-)dan (Ps) 0,000 0,003 Signifikan
5 (P1)dan (P2 0,000 0.002 Signifikan
6 (P1)dan(P3) 0,000 0,002 Signifikan
7 (P1)dan (K+) 0,000 0,001 Signifikan
8 (P2)dan (Ps) 6,000 0,030 Signifikan
9  (P2)dan(K+) 0,000 0,002 Signifikan
10 (Ps)dan (K+) 5,000 0,018 Signifikan

PEMBAHASAN

Histologijaringan mukosaoralmenunjukkan peningkatan jumlah
fibroblas pada kelompok perlakuan. Padakelompokkontrol positif, sel
fibroblas ditemukan sebanyak 9 sel yang menunjukkan bahwa gel
Aloclair efektif dalam merangsang poliferasi fibroblas, yang merupa-
kansel utamadalamfase proliferasi penyembuhan luka. Fibroblas ber-
tanggung jawab untuk membentuk matriks kolagen, yang memberi-
kanstrukturdan stabilitas pada jaringan yang sedang direkonstruksi.
Aloclair gel mengandung bahan akif seperti aloe vera, asam hyalu-
ronat, glycyrrhetic acid dan polyvinyl-pyrrolidone yang berfungsiuntuk
melindungilukadimukosa dari iritasi, memberikan kelembapan, dan
mengurangi rasa nyeri, sehingga mendukung proses penyembuhan
alami. Bahan-bahan ini memungkinkan fibroblas untuk bekerja lebih
optimaldalammembentuk matriks kolagen tanpagangguan dari ling-
kunganeksternal. Sebagai pelumas mukosa, gelinijuga mengurangi
inflamasilokal, meminimalkan nyeri,dan mempercepatpenyembuhan.’

DAFTAR PUSTAKA

Pada kelompok kontrol negatif, jumlah fibroblas didapatkan se-
banyak 4 sel yang artinya lebih rendah dibandingkan kelompok per-
lakuan.Halinimenunjukkan bahwa meskipun proses penyembuhan
luka dapat terjadi secara alami, pemberian gel dengan kandungan
bioaktif dapat mempercepat regenerasi jaringan.

Pada kelompok ekstrak DK 15%, jumlah fibroblas didapatkan
sebanyak 5 sel, membuktikan bahwa sel fibroblas meningkat diban-
dingkan kontrol negatif meskipun masih lebih rendah dibandingkan
dengan konsentrasi 20% dan 25%. Kandungan flavonoid pada kon-
sentrasi rendah masih mampumemicu akfivitas fibroblas, tetapi tidak
optimal menstimulasi sintesis kolagen dan matriks ekstrasel. Kon-
sentrasi ekstrak rendah sering kali kurang efektif dalam mencapai
dosis terapeutik, terutama pada luka dengan inflamasi berat.89

Pada kelompok gel ekstrak DK 20% menunjukkan hasil yang le-
bih baik, yaitu ditemukan 7 sel. Jumlah fibroblas yang teramati lebih
tinggi dan mulai mendekati efektivitas kelompok kontrol positif. Hal
ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi ini, senyawa akif seperti
flavonoid dan tanin mulai bekerja optimal dalam mempercepat fase
proliferasi penyembuhan luka. Penelitian flavonoid pada konsentra-
si sedang dapat menghambat produksi radikal bebas dan mence-
gahkerusakansel, sehingga mendukung pembentukan jaringan ba-
ru. Senyawa tanin dan alkaloid yang terdapat dalam daun kelor ber-
peran sebagai agen antibakteri, membantu mencegah infeksi pada
luka dan mempercepat regenerasi jaringan.”

Jumlah fibroblas pada kelompok perlakuan dengan gel ekstrak
DK25% didapatkan 8 sel mendekati jumlah pada kontrol positif yang
didapatkan 9 sel menunjukkanefektivitas yang hampir setaradengan
Aloclairgel. Flavonoid dapat meningkatkan ekspresi VEGF dan TGF-
B, yang merangsang migrasi fibroblas dan angiogenesis.'?

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa gel ekstrak DK dengan
konsentrasi 15%, 20%, dan 25% dapat meningkatkan jumlah sel fi-
broblas dalam proses penyembuhan stomatitis bukal padatikus putih
galur wistar jantan.

Disimpulkan bahwa aplikasi gel ekstrak DK dapat meningkatkan
jumlah sel fibroblas dalam penyembuhan radang mukosa bukal oral
tikus putihgalurwistarjantan. Gelekstrak daun kelor konsentrasi 25%
menmiliki efektivitas lebih tinggi.
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