JIFI (JURNAL ILMIAH FARMASI IMELDA)

Vol.5, No.1, September 2021, pp. 26-34

ISSN: 2597-7164 (Online), 2655-3147 (Print)

https://jurnal.uimedan.ac.id/index.php/JURNALFARMASI O 26

EFEK EKSTRAK TANAMAN ASHITABA PADA KADAR SERUM
ALKALIN FOSFATASE (ALP) PADA TIKUS YANG TERPAPAR
LUKA BAKAR

Andrew Johan', Kusmiyati Tjahjono?, Wenda Yoanda®, Dwi Ngestiningsih®, Lusiana Batubara®
12345 Department of Biology and Biochemistry, Faculty of Medicine, Diponegoro University, Semarang,
Indonesia

Article Info ABSTRACT

Serum alkaline phosphatase (ALP) levels increases in burn tissue
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experimental post-test only with control group design. A total

number of 20 male Sprague dawley rats as samples. All samples were

Keywords: treated with 2nd degree burn wound and divided into 2 groups,
Ashitaba Extract treatment group (Ashitaba extract 300 mg/KgBW) and control group.
Serum Alkaline Phosphatase Blood serum were analyzed for ALP levels on the 2nd, 8th and 14th
Burn Injury days. Kinetic-IFCC method was used to find serum ALP levels. Data

was analyzed using Mann-Whitney Test, paired T-test amd
independence T-test. Scalded wound size was measured
macroscopically over the course of 21 days to find contracture rate.
In conclusion, Ashitaba extract is not proven to significantly reduce
the serum ALP levels, increase contracture rate and enhance burn
wound healing process. However, there was slight increase (14%) in
contracture rate in treatment group as compared to control group. In
addition, there was a lower ALP levels (30%) in treatment group as
compared to control group in day 8.
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1. INTRODUCTION

Luka bakar didefinisikan sebagai kerusakan pada kulit dan/atau lapisan jaringan dalam
yang disebabkan oleh api, cairan panas, gigitan beku, listrik, radiasi, laser dan bahan kimia.
Morbiditas dan mortalitas luka bakar cukup tinggi. Menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO),
90% dari insiden luka bakar terjadi pada individu dengan status sosial ekonomi rendah di negara
berkembang dimana infrastruktur dibangun dengan buruk. Angka kejadian luka bakar tertinggi
pada wanita di Asia Tenggara dan 27% pasien luka bakar di seluruh dunia berakhir dengan
kematian. Data dari studi epidemiologi yang dilakukan di Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo
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(RSCM) antara tahun 2012 dan 2016 menunjukkan bahwa penyebab utama luka bakar pada orang
dewasa adalah api (53,1%), diikuti oleh air panas (19,1%), listrik (14%), kontak (5%) dan terakhir
bahan kimia (3%) [1]. Penyebab utama luka bakar pada anak adalah air panas (52%), diikuti oleh
api (26%), kontak (15%), listrik (6%) dan terakhir bahan kimia (1%). Sebuah artikel oleh Garcia-
Espinoza et al pada tahun 2017 menyebutkan bahwa penyebab luka bakar yang paling sering
adalah karena cairan panas [2]. Derajat luka bakar dapat diklasifikasikan menjadi 3 kelompok.
Luka bakar derajat satu hanya mengenai lapisan epitel dengan gejala seperti kemerahan tanpa
vesikel. Luka bakar tingkat dua mempengaruhi epidermis dan dermis sedangkan luka bakar tingkat
ketiga melibatkan seluruh lapisan kulit [3]. Terdapat tiga mekanisme utama dalam patofisiologi
luka bakar yang meliputi trombosis akibat kerusakan pembuluh darah, peningkatan mediator
inflamasi dan faktor proapoptosis. Akibatnya, terjadi peningkatan mediator inflamasi seperti
makrofag, sitokin, dan interleukin [4] [5]. Elemen proinflamasi, seperti spesies oksigen reaktif
(ROS) dan spesies nitrogen reaktif (RNS), juga diproduksi pada luka bakar. Selain itu, isoenzim,
alkalin fosfatase (ALP), yang biasanya hanya ditemukan pada organ tertentu, ditemukan meningkat
pada kondisi patologis seperti kerusakan jaringan terutama pada inflamasi dan granulasi [6] [7].

Angelica keiskei koidzumi atau yang juga dikenal sebagai Ashitaba merupakan salah satu
jenis tanaman herbal yang berasal dari Jepang yang telah dibudidaya di Indonesia. Ramuan ini
terkenal di Asia sebagai obat alami yang efektif untuk berbagai penyakit seperti flu, hepatitis,
radang sendi, masalah pencernaan, demam dan infeksi mikraba [8]. Ashitaba mengandung berbagai
komponen bioaktif yang bermanfaat dimana terdapat tiga senyawa bioaktif utama yang meliputi
prenylated chalcones, linier coumarine dan sudut, dan flavanon [9]. Senyawa ini ditemukan
memiliki unsur sitotoksik, antidiabetik, antiobesitas, antioksidan, antiinflamasi, antitrombotik,
antihipertensi dan antimikroba. Chalcone xanthoangelol dan 4-hydroxyderricin, komponen bioaktif
utama Ashitaba terbukti dapat meningkatkan proliferasi dan migrasi sel endotel serta mempercepat
proses penyembuhan luka [10]. Oleh karena itu, dengan banyak elemen bermanfaat seperti
antiinflamasi, antioksidan dan antimikroba, Ashitaba memiliki potensi tinggi dalam mengobati luka
bakar.

2. RESEARCH METHOD

Penelitian ini terdiri dari 2 tahap utama: 1. Uji coba hewan yang dilakukan di Laboratorium
Hewan Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, dan 2. Analisis serum darah yang dilakukan
di Laboratorium Klinik Permata, Semarang. Prosedur percobaan telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang No.102/EC/H/KEPK/FK-
UNDIP/VI1/2019.

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain serbuk Ashitaba (Angelica keiskei
koidzumi) siap pakai yang telah diteliti dan dikembangkan oleh Osaka-Pharmaceutical University
dan disetujui oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan Indonesia. Sebanyak 20 ekor tikus jantan
Sprague Dawley digunakan sebagai subjek percobaan. Tikus-tikus tersebut berumur 10-12 minggu,
dengan bobot badan antara 106-149 gram.

Subjek Penelitian

Dua puluh ekor tikus jantan Sprague Dawley dibagi dan ditempatkan dalam tiga kandang.
Selama percobaan, siklus terang/gelap 12 jam yang terkontrol, suhu kamar 29°C dan kelembaban
relatif 60% dipertahankan. Untuk tujuan aklimatisasi, tikus dibiarkan beradaptasi 1 minggu
sebelum percobaan dimana mereka diberi akses cukup terhadap diet pelet dan air dalam botol. Satu
hari sebelum proses perlakuan luka bakar, seluruh bagian punggung tikus dicukur untuk
mendapatkan area yang tidak berbulu seluas 5cm x 5cm. Kemudian tikus dibius dengan
menyuntikkan ketamin 0,1 ml/100 mg secara intraperitoneal (i.p.). Setelah 5 menit anestesi, area
yang tidak berbulu disiram air panas dengan menggunakan corong mulut berukuran 5cm x 5cm
selama 15 detik. Kemudian, tikus diacak menjadi 2 kelompok yang sama terdiri dari sepuluh ekor
yang meliputi kelompok kontrol (10 tikus diberi pakan standar tanpa ekstrak tanaman Ashitaba)
dan kelompok perlakuan (10 tikus diberi pakan standar dan ekstrak tanaman Ashitaba dosis
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300mg/kgBB) [11]. Setiap hari, daerah luka bakar akibat tersiram air panas dibilas dengan larutan
natrium klorida 0,9%. Ekstrak tanaman Ashitaba dosis 300 mg/kgBB diberikan secara oral setiap 2
hari selama 21 hari pengamatan.

Pengukuran Kadar Alkalin Fosfatase (ALP)

Untuk mengetahui kadar ALP, digunakan sampel serum darah retroorbital. Darah diambil
tiga kali melalui retroorbital pada hari ke-2, 8 dan 14 setelah terpapar air mendidih. Darah
retroorbital kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 1500 rpm. Metode Kinetic-
IFCC (tanpa pyridoxal-5-phosphate) [12] digunakan dalam analisis kadar ALP. Prinsip analisis ini
adalah menentukan aktivitas kinetik ALP dengan mengukur P-nitrofenol menggunakan
spektrofotometer.

Campuran reagen pada metode ini dihomogenkan pada suhu 37°C selama 30 detik. Tingkat
absorbansi diukur pada panjang gelombang 400-420 nm menggunakan aquadest sebagai blanko.
Tingkat absorbansi kemudian diukur kembali pada menit pertama, kedua dan ketiga dan dihitung
kenaikan rata-rata absorbansi per menit. Aktivitas ALP kemudian dapat ditemukan dengan
menggunakan persamaan berikut: Rata-rata peningkatan Absorbansi per menit x 3298 = Aktivitas
ALP (U/)

Evaluasi Proses Penyembuhan Luka Bakar

Setiap hari, luka bakar didokumentasikan dan dievaluasi pada hari ke-1, 5, 8, 12, 15, 18
dan 21. Luka bakar dievaluasi berdasarkan parameter berikut: warna dasar luka, keluarnya cairan,
kekencangan kulit dan adanya edema. Diameter luka diukur untuk tujuan menghitung laju
kontraktur yang mengikuti rumus berikut [13]:

Ulkuran luka pada hari tertentu
Lau kontraktur luka = X 100%

Uluran luka pada hari perlakuan luka bakar

3. RESULTS AND ANALYSIS
Tingkat Alkaline Fosfatase

Pada penelitian ini, rata-rata kadar serum ALP pada kelompok kontrol pada hari ke-2
adalah 511 1U L-1 sedangkan rata-rata kadar ALP serum pada kelompok perlakuan pada hari ke-2
adalah 871 IU. Pada hari ke-8, rata-rata kadar ALP serum pada kelompok kontrol adalah 809
sedangkan pada kelompok perlakuan adalah 612. Rata-rata kadar serum ALP pada kelompok
kontrol pada hari ke-14 adalah 894 sedangkan pada kelompok perlakuan adalah 890.

Tabel 1. Kadar Serum ALP Pada Kelompok Kontrol Dan Perlakuan Pada Hari Ke 2, 8 dan 14

Kelompok N Mean + SD (U/I)

Hari ke-2 Kontrol 6 511,00 + 341,92
Perlakuan 6 871,00 + 144,32

Hari ke-8 Kontrol 6 809,00 * 244,20
Perlakuan 6 612,00 + 154,46

Hari ke-14 Kontrol 6 894,00 + 223,50
Perlakuan 6 890,00 + 111,39

Pada hari ke-8: Penurunan kadar serum ALP pada kelompok Perlakuan: 30%.
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Gambar 1. Perbandingan Antara Kadar Serum ALP Pada Kelompok Yang Berbeda
Berdasarkan gambar 1, diagram batang menunjukkan bahwa rata-rata kadar serum ALP
menurun saat hari ke-8 pada kelompok perlakuan.

Tabel 2. Uji Beda Kadar ALP Serum Antara Kelompok Kontrol Dan Perlakuan Pada Hari Ke-2, 8

Dan 14
Kelompok Sig.
Day 2 0,051*
Day 8 0,126*
Day 14 0,969*

*Independence T-test (p<0,05)

Data dari tabel 2 menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pada hari ke-2 (p = 0,051), hari ke-8 (p = 0,126), dan
hari ke-14 (p = 0,969).

Kemudian untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang signifikan antara kelompok
kontrol pada hari ke-2 dan hari ke-8, kelompok kontrol pada hari ke-8 dan hari ke 14, dan
kelompok perlakuan pada hari ke-8 dan hari ke-14 digunakan uji-t berpasangan. Perbedaan
dianggap signifikan jika p-value < 0,05 [14-16].

Tabel 3. Uji Perbedaan Kadar ALP Serum Antara Hari Ke-2 Dan Hari Ke-8, Hari Ke-8 Dan Ke-
14, Serta Hari Ke-2 Dan Ke-14 Baik Kelompok Kontrol Maupun Kelompok Perlakuan

Group Sig.
Kontrol Hari ke-2 dan 8 0,023*
Kontrol Hari ke-8 dan 14 0,587*
Kontrol Hari ke-2 dan 14 0,097*
Perlakuan Hari ke-2 dan 8 0,071*
Perlakuan Hari ke-8 dan 14 0,004*
Perlakuan Hari ke-2 dan 14 0,825*

*Paired T-test (p<0,05)
Mengacu dari tabel 3, perbedaan bermakna hanya ditemukan antara kadar ALP serum pada
kelompok kontrol pada hari ke-2 dan hari ke-8 (p = 0,023), dan antara kelompok perlakuan pada
hari ke-8 dan hari ke-14 (p = 0,004).

Laju Kontraktur Luka
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Tabel 4. Rata-Rata Tingkat Kontraktur Luka

Kontrol Mean
Kontrol Perlakuan
Hari ke-5 72,594 83,84
Hari ke-8 69,211 74,28
Hari ke-12 66,788 64,6
Hari ke-15 63,131 60,76
Hari ke-18 59,703 50,2
Hari ke-21 57,829 45,2

Peningkatan kontraktur luka saat hari ke-5 mencapai 14% pada kelompok perlakuan
apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Laju Kontraktur Luka

100

J |
= -1
i 1
I
1|

ﬁ
(=]
i
]
|

Luas Luka Bakar (3£)

Hari

—8— Contral Perlakuan

Gambar 2. Laju Kontraktur Luka
Berdasarkan Gambar 2, kecenderungan menurun terlihat pada luas luka bakar pada
kelompok kontrol dan perlakuan selama 21 hari. Secara keseluruhan, selama 21 hari, gradien
tingkat kontraktur kelompok perlakuan lebih curam daripada kelompok kontrol. Namun, diamati
bahwa tingkat kontraktur kelompok kontrol lebih cepat daripada kelompok perlakuan selama
sepuluh hari pertama.

Tabel 5. Uji Normalitas Area Luka Bakar ( Saphiro-Wilk )

Kelompok Sig.
Kontrol Perlakuan
Hari ke 5 0,252* 0,236*
Hari ke 8 0,265* 0,063*
Hari ke 12 0,222* 0,067*
Hari ke 15 0,033 0,592*
Hari ke 18 0,113* 0,903*
Hari ke 21 0,031 0,155*
*p > 0,05

Uji normalitas Saphiro-Wilk dilakukan pada luas luka bakar pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan pada hari ke-5, 8, 12, 15, 18 dan 21. Hasil pengujian menunjukkan bahwa data
yang berdistribusi normal adalah kelompok kontrol pada hari 5 (p=0,252), kelompok kontrol pada
hari ke-8 (p=0,265), kelompok kontrol pada hari ke-12 (p=0,222), kelompok kontrol pada hari ke-
18 (p=0,113), kelompok perlakuan pada hari ke-5 (p=0,236), kelompok perlakuan hari ke-8
(p=0,063), kelompok perlakuan hari ke-12 (p=0,067), kelompok perlakuan hari ke-15 (p=0,592),
kelompok perlakuan hari ke-18 (p=0,903) dan kelompok perlakuan hari ke-21 (p=0,155).
Sedangkan, data kelompok kontrol pada hari ke-15 (p=0,033) dan kelompok kontrol pada hari ke-
21 (p=0,031) menunjukkan distribusi yang tidak normal.
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Selanjutnya dilakukan uji independent t-test untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang
signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pada hari ke-5, 8, 12 dan 18, dimana
perbedaan tersebut dianggap signifikan jika p-value < 0,05. Di sisi lain, uji Mann-Whitney [16]
dilakukan untuk menemukan perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan pada hari ke-15 dan hari ke-21.

Tabel 6. Uji Beda Luas Luka Bakar Kelompok Kontrol Dan Kelompok Perlakuan Pada Hari Ke-5,
8, 12,15, 18 dan 21

Kelompok Sig.

Hari ke 5 0,272*
Hari ke 8 0,552*
Hari ke 12 0,758*
Hari ke 15 0,924**
Hari ke 18 0,345*
Hari ke 21 0,412**

*Independent T-test (p<0,05)
** Mann Whitney Test (p<0,05)
Mengacu dari tabel 6, tidak ada perbedaan yang signifikan antara angka kontraktur
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pada semua hari.

Analisis Alkalin Fosfatase

Data yang diperoleh menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
kadar ALP serum pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pada hari ke-2, 8 dan 14. Hal ini
mungkin disebabkan karena kurangnya variasi dosis yang digunakan dalam percobaan karena dosis
yang digunakan hanya 300 mg/KgBB. Akibatnya, dosis optimal untuk percobaan ini tidak dapat
ditentukan. Pemilihan dosis didasarkan pada beberapa penelitian sebelumnya terkait dengan
Ashitaba. Dalam penelitian sebelumnya yang dilakukan di Atsugi Breeding Center di Jepang, dosis
oral 300 mg/KgBB terbukti sebagai dosis efek non-genotoksik [11]. Selain itu beberapa penelitian
lain yang dilakukan menggunakan dosis antara 100-500 mg/kgBB. Namun, belum ada penelitian
yang membuktikan dosis optimal ekstrak tanaman Ashitaba dan hubungannya dengan luka bakar.

Selain itu, data menunjukkan bahwa ada peningkatan yang signifikan rata-rata tingkat ALP
pada kelompok kontrol antara hari ke-2 dan hari ke-8 tetapi tidak ada peningkatan yang signifikan
yang diamati antara hari ke-2 dan ke-14 serta antara hari ke-8 dan ke-14. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Usha Adiga et al pada tahun 2015 [17] yang menyatakan bahwa
kadar serum ALP meningkat pada 7 hari pertama sejak paparan air mendidih tetapi menurun 21-35
hari kemudian. Ini menjelaskan fakta bahwa ada peningkatan yang signifikan pada hari ke-8 tetapi
tingkat peningkatannya melambat 2 minggu kemudian. Hal ini juga sesuai dengan proses
penyembuhan luka yang terbagi menjadi 3 fase yaitu inflamasi, proliferasi dan remodelling. Fase
inflamasi terjadi dalam 24-48 jam pertama [18]. Fase proliferasi melibatkan proses angiogenesis,
fibroplasia dan reepitelisasi, yang terjadi 2-14 hari kemudian. Sesuai dengan jurnal oleh Denise
Hawkins et al pada tahun 2007 [20]. Kadar ALP tertinggi pada jaringan granulasi dan fibroblas
ditemukan pada fase proliferasi. Akibatnya, terjadi peningkatan yang signifikan pada hari ke-8 dan
terjadi peningkatan pada hari ke-14. Fase remodeling terjadi 2-3 minggu setelahnya sehingga
peningkatan kadar serum ALP melambat pada hari ke-14 [21].

Hasil yang diperoleh juga menunjukkan bahwa terdapat penurunan kadar ALP serum yang
tidak signifikan antara hari ke-2 dan ke-8. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak tanaman Ashitaba
mungkin memiliki beberapa manfaat dalam mengobati luka bakar tetapi manfaatnya kurang
signifikan secara statistik karena kurang optimalnya pengobatan dosis yang digunakan. Sebaliknya,
kadar serum ALP meningkat secara signifikan pada hari ke-14 yang menunjukkan progresi
kerusakan jaringan. Hal ini mungkin disebabkan oleh volume darah yang diambil terlalu banyak
karena dilakukan setiap minggu selama percobaan. Volume darah yang diambil dalam percobaan
ini adalah 10% dari total volume darah yang mengikuti pedoman oleh National Center for the
Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research. Namun, jurnal lain dari Jackson
Laboratory pada tahun 2005 [22], menyatakan bahwa volume maksimum darah yang diambil tidak
boleh melebihi 7,5% dari total volume darah jika pengambilan darah dilakukan setiap minggu.
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Sedangkan volume maksimal darah yang diambil tidak boleh melebihi 10% dari total volume darah
jika darah diambil setiap dua minggu. Menurut jurnal ini, kehilangan darah dapat mengganggu
stabilitas fisiologis tikus dan ambang batas maksimum volume darah yang diambil menurun pada
tikus dengan meningkatnya tingkat stres yang meliputi luka bakar. Kehilangan darah yang
berlebihan dapat menyebabkan syok hipovolemik terutama pada tikus yang terkena luka bakar. Hal
ini akan mempengaruhi proses penyembuhan luka.

Selain itu, terjadinya infeksi dan sepsis dapat menjadi faktor pendukung hasil percobaan.
Paparan luka bakar ke lingkungan yang terkontaminasi dan penularan langsung dari peneliti dapat
menyebabkan invasi bakteri berbahaya dan memperlambat proses penyembuhan luka [23]. Hal ini
dapat diamati pada percobaan ini yang dibuktikan dengan adanya nanah yang terlihat pada
beberapa luka bakar. Infeksi dan sepsis juga dapat menyebabkan kerusakan sel lebih lanjut yang
meningkatkan kadar serum ALP sehingga mengubah hasil percobaan [17].

Analisis Laju Kontraktur Luka
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Gambar 3. Pengamatan Makroskopik Lesi Luka Bakar Selama 21 Hari

Data menunjukkan bahwa luas luka bakar pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
berkontraksi dan mengecil selama 21 hari pengamatan. Hal ini sesuai dengan teori proses
penyembuhan luka yang terbagi menjadi 3 fase yaitu inflamasi, proliferasi dan remodeling. Fase
inflamasi biasanya terjadi dalam 24-48 jam pertama [18]. Fase proliferasi meliputi angiogenesis,
fibroplasia dan reepithelialisaton, yang terjadi dalam 2-14 hari ke depan [19]. Terakhir, fase
remodeling terjadi 2-3 minggu hingga 1 tahun atau lebih, di mana luka mulai berkontraksi [21].
Namun, tidak ada perbedaan signifikan yang ditemukan antara area luka bakar pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan dalam semua hari selama 21 hari. Ini mungkin karena dosis yang
digunakan tidak optimal untuk menghasilkan hasil yang signifikan. Dosis Ashitaba yang digunakan
hanya berdasarkan penelitian sebelumnya yang tidak spesifik untuk kasus luka bakar [11].
Berbagai dosis diperlukan dalam percobaan masa depan untuk memastikan apakah hasil yang
signifikan dapat diperoleh.

)

4. CONCLUSION

Kesimpulannya, ekstrak tanaman Ashitaba tidak terbukti secara signifikan menurunkan
kadar ALP serum, meningkatkan tingkat kontraktur dan mempercepat proses penyembuhan luka
bakar. Namun, ada sedikit peningkatan tingkat kontraktur pada kelompok perlakuan dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Selain itu, terdapat penurunan kadar ALP pada kelompok perlakuan
dibandingkan dengan kelompok kontrol pada hari ke-8. Penelitian lebih lanjut terutama mengenai
variasi dosis untuk menentukan dosis optimal perlu dilakukan untuk memastikan efektivitas
Ashitaba dalam mengobati luka bakar. Tes tambahan seperti pemeriksaan histopatologi dan
indikator laboratorium seperti albumin, malondialdehid, glutathione dan superoksida dismutase
juga dapat dimasukkan dalam penelitian terkait di masa mendatang.
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