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RINGKASAN

Luka diabetes memiliki proses penyembuhan yang lebih lama dibandingkan dengan luka akut,
hal ini disebabkan karena fase inflamasinya memanjang, fase proliferasinya terhambat, yang
kemudian berdampak pada fase maturasi yang lama. Di masyarakat, Aloe Vera sering
digunakan untuk mempermudah pengelupasan jaringan nekrotik (mati) pada luka diabetes.
Namun sampai saat ini belum ada evidence apakah Aloe Vera dapat mempercepat fase
inflamasi, proliferasi dan maturasi pada luka diabetes. Tidak adanya evidence tentang efek
Aloe Vera terhadap setiap fase penyembuhan luka pada luka diabetes disebabkan karena
sampai saat ini belum ada penelitian yang meneliti efek Aloe Vera terhadap jaringan dalam
dari luka diabetes. Pengetahuan atau evidence tentang efek Aloe Vera terhadap setiap fase
penyembuhan luka sangat penting karena akan mempengaruhi keputusan kapan Aloe Vera
akan diaplikasikan pada luka diabetes, apakah akan diberikan saat fase inflamasi, proliferasi
atau maturasi. Dengan mengetahui waktu yang tepat untuk pengaplikasian, efek dari Aloe
Vera dalam penyembuhan luka diabetes dapat dioptimalkan. Hasil penelitian tahun pertama,
kami telah berhasil membuat gel aloe vera dengan berbagai konsentrasi, yaitu 0 %, 10 %, 30%,
dan 100%. Namun efek dari gel aloe vera dengan berbagai konsentrasi ini terhadap
penyembuhan luka diabetes belum diketahui, oleh karena itu tujuan dari penelitian tahun kedua
adalah untuk mengetahui efek gel Aloe Vera terhadap fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase
maturasi dari penyembuhan luka diabetes serta mengetahui konsentrasi yang optimal untuk
penyembuhan luka diabetes. Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimen pada tikus Wistar
yang diinduksi diabetes. Tikus akan dilukai pada daerah punggung dengan menggunakan
biopsy punch. Jaringan luka akan diambil pada hari ke 3, 7, 10 dan 14. Data yang akan
diperoleh adalah tingkat inflamasi dan nekrosis, angiogenesis, degradasi kolagen, kontraksi
luka, epitelialisasi, eksudat, luas luka. Analisis akan dilakukan dengan uji ANOVA. Luaran
dari penelitian tahun kedua adalah 2 publikasi dijurnal internasional (published), buku ajar
(review), hak cipta gel Aloe Vera. Hasil penelitian ini akan memberikan teori baru atau
evidence yang belum pernah ada sebelumnya di literatur, yaitu tentang efek Aloe Vera pada
fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi dari luka diabetes.

Kata Kunci : Aloe Vera, luka diabetes, inflamasi, proliferasi, maturasi



BAB |. PENDAHULUAN

a.Latar belakang

Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit yang disebabkan oleh peningkatan kadar
gula darah akibat tidak diproduksinya insulin di dalam sel beta pankreas atau produksi insulin
tidak mencukupi kebutuhan tubuh. Diabetes Melitus saat ini merupakan ancaman yang serius
bagi kesehatan manusia secara global. Organisasi Kesehatan Dunia (WHQO) menyatakan
sedikitnya ada 171 juta penderita DM di dunia tahun 2006. Diperkirakan insidennya akan
meningkat dua kali lipat pada tahun 2030 (Waspadji, 2006). Di Indonesia, penderita DM juga
mengalami peningkatan yang signifikan, yaitu 8,4 juta jiwa pada tahun 1995, dan meningkat
menjadi 14,7 juta jiwa pada tahun 2006. WHO menyatakan bahwa Indonesia menempati
urutan ke-4 terbesar dalam jumlah penderita. Data dari RSUD Prof. Dr. Margono Soekarjo
pada periode September 2010 sampai dengan 30 November 2010 menunjukan bahwa sebesar
57,32 % pasien DM yang dilakukan rawat inap menderita luka diabetes.

Salah satu komplikasi yang paling sering terjadi pada pasien DM adalah luka diabetes.
Menurut data dari International Diabetic foot (2005), luka diabetes adalah penyebab utama
dari amputasi ekstremitas bawah pada penderita DM. Diperkirakan ada lebih satu juta
amputasi di dunia pertahun karena luka diabetes. Di Indonesia, 30 % dari penderita DM
pernah mengalami amputasi karena luka kaki diabetes (Waspadji, 2006). Alasan utama
terjadinya amputasi adalah luka yang sulit menyembuh. Menurut penelitian dari Mc Lennan
(2006), luka diabetes sukar untuk disesmbuhkan karena fase inflamasinya lebih panjang bila
dibandingkan dengan fase penyembuhan yang normal, sehingga terjadi gangguan pada fase
proliferasi, yang pada akhirnya mengakibatkan terlambatnya fase maturasi.

Banyak terapi dilakukan untuk meningkatkan penyembuhan luka diabetes. Diantaranya
adalah perawatan luka dengan balutan luka yang lembab, dan menggunakan growth factors
seperti FGF, PDGF, and EGF (Loot et.al, 2002). Namun, terapi-terapi ini sering gagal, karena
hanya bekerja pada salah satu fase penyembuhan luka saja, tidak pada semua fase
penyembuhan luka (Nain, 2011). Oleh karena itu, perlu adanya terapi topikal yang memiliki
pengaruh pada semua fase dari penyembuhan luka.

Saat ini bahan alam yang sering digunakan oleh perawat luka di klinik perawatan luka
adalah Aloe Vera. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa Aloe Vera dapat mempercepat
penyembuhan luka akut, seperti pada luka mukosa mulut (Tjahajani & Widurini, 2011), luka
bakar (Hidayat, 2015), dan dermatitis seborrheic. Hasil penelitian tersebut menyatakan

bahwa Aloe vera dapat menyembuhkan luka akut karena dapat mempercepat ketiga fase



penyembuhan luka (Vardi, 1999). Namun sampai saat ini belum ada evidence mengenai
pengaruh Aloe Vera terhadap fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi pada luka diabetes.
Fase penyembuhan luka diabetes berbeda dengan penyembuhan luka akut (Mc Lennan, 2006).
Pada luka diabetes, terjadi perpanjangan fase inflamasi. Perpanjangan fase inflamasi
menyebabkan luka sulit untuk memasuki fase proliferasi sehingga terjadi gangguan
pembentukan jaringan granulasi, yang pada akhirnya menyebabkan gangguan dalam fase
maturasi (Schultz et al, 2005). Perbedaan inilah yang mengakibatkan terapi topikal yang dapat
mempercepat penyembuhan pada luka akut, belum tentu membawa efek yang sama pada luka
diabetes. Namun sampai saat ini, belum ada penelitian yang meneliti efek Aloe Vera pada
fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi secara komprehensif pada luka diabetes, sehingga
belum ada evidence atau teori terkait kapan sebaiknya Aloe Vera diaplikasikan pada luka
diabetes.

Evidence atau teori tentang efek Aloe Vera terhadap setiap fase penyembuhan luka
diabetes sangat penting karena akan mempengaruhi keputusan kapan Aloe Vera akan
diaplikasikan pada luka diabetes, apakah akan diberikan saat fase inflamasi, proliferasi atau
maturasi. Dengan mengetahui waktu yang tepat untuk pengaplikasian, efek dari Aloe Vera
dalam penyembuhan luka diabetes dapat dioptimalkan.

Pada tahun pertama, peneliti telah membuat gel aloe vera dengan berbagai konsentrasi
yaitu konsentrasi 0%, 10%, 30%, dan 100%. Oleh karena itu tujuan dari penelitian tahun
kedua adalah untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap
fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase maturasi pada luka diabetes, dan mengetahui kadar
atau persentasi gel yang memiliki efek yang paling optimal terhadap fase inflamasi,

proliferasi, dan maturasi pada luka diabetes.

b. Perumusan masalah
Perumusan masalah dalam penelitian ini adalah “Apa pengaruh gel Aloe vera dengan
berbagai konsentrasi terhadap fase inflamasi, proliferasi dan maturasi pada luka diabetes, dan
pada konsentrasi berapakah yang dapat memberikan hasil yang optimal pada penyembuhan
luka diabetes.

c. Tujuan
Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk menguji efektifitas gel Aloe vera dengan
berbagai konsentrasi terhadap fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi pada luka diabetes.
Sedangkan tujuan khusus dari penelitian ini adalah :
Tahun kedua



1. Untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap angiogenesis
pada luka diabetes (fase proliferasi)

2. Untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap degradasi
kolagen pada luka diabetes (fase proliferasi)

3. Untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap kontraksi
luka diabetes (fase proliferasi)

4. Untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap epitelisasi
luka diabetes (fase proliferasi)

5. Untuk mengetahui efek gel Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi terhadap maturasi

luka diabetes

d. Target

Target yang ingin dicapai pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

N Jenis Luaran Indikator Capaian
0 Tahun Tahun kedua
Pertama
1. | Publikasi ilmiah Internasiona | Submitted Accepted/Publishe
I d
Nasional
terakreditasi
2 | Pemakalah dalam temu Internasiona | Sudah
ilmiah I dilaksanaka
Nasional n
3 | Invited speaker dalam temu Internasiona
ilmiah I
Nasional Sudah Sudah
dilaksanaka | dilaksanakan
n
4 | Visiting Lecturer Internasiona | Tidak ada Tidak ada
I
5 | Hak Kekayaan Intelektual Paten Hak cipta Hak cipta
Paten (Draft)
sederhana
Hak cipta
Merek
dagang
Rahasia
dagang
Desain
produk
industri




6 | Teknologi Tepat Guna Tidak ada Tidak ada

7 | Model/Purwarupa/Desain/Kary Tidak ada Tidak ada
a seni/ Rekayasa Sosial

8 | Buku ajar/monograf (ISBN) draft editing

9 | Tingkat Kesiapan Teknologi 3 5
(TKT)

e. Urgensi (keutamaan) penelitian/Kontribusi penelitian terhadap ilmu Pengetahuan

Di dunia dan juga di Indonesia, meningkatnya prevalensi penderita DM diikuti dengan
meningkatnya komplikasi akibat DM (Waspadji, 2006). Komplikasi yang paling sering
terjadi akibat DM adalah luka diabetes. Data dari RSUD Prof. Dr. Margono Soekarjo untuk
pasien rawat inap periode septermber 2010 sampai dengan 30 November 2010 menunjukan
bahwa sebesar 57, 32 % pasien menderita luka diabetes. Terjadinya luka diabetes dapat
menurunkan kualitas hidup penderita, dan peningkatan yang signifikan dari biaya perawatan
di rumah sakit, bahkan kematian. Luka diabetes yang tidak dapat menyembuh seringkali
berakhir dengan tindakan amputasi. Di Indonesia, 30 % pasien yang menderita DM pernah
diamputasi dalam hidupnya (Waspadji, 2006). Sekali pasien pernah diamputasi, resiko untuk
amputasi lain dalam 1-3 tahun kedepan adalah sebesar 30-50 % (Waspadji, 2006). Melihat
besarnya dampak yang dapat disebabkan oleh luka diabetes, perlu sekali adanya terapi luka
untuk dapat mempercepat penyembuhan luka pada penderita DM di Indonesia. Namun luka
diabetes lebih sulit untuk sembuh dibandingkan dengan luka akut. Hal ini disebabkan karena
pada luka diabetes, terjadi perpanjangan fase inflamasi, gangguan fase proliferasi, dan
perlambatan fase maturasi (Schultz et al, 2005). Perbedaan inilah yang mengakibatkan terapi
topikal yang efektif untuk luka akut, belum tentu membawa efek yang sama pada luka
diabetes. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa Aloe Vera dapat mempercepat
penyembuhan luka akut. Namun, sampai saat ini, belum ada penelitian yang meneliti efek
Aloe Vera pada fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi secara komprehensif pada luka
diabetes, sehingga belum ada evidence atau teori terkait kapan sebaiknya Aloe Vera
diaplikasikan pada luka diabetes.

Oleh karena itu kami berencana untuk meneliti pengaruh gel Aloe vera (orijinal dari
tanaman) serta membuat Aloe Vera dengan berbagai konsentrasi, dan meneliti konsentrasi
yang optimum pada fase inflamasi, proliferasi dan maturasi pada luka diabetes. Hasil
penelitian ini akan membawa manfaat yang besar dari sisi ilmu pengetahuan. Pada penelitian
ini, kami akan menggunakan indikator-indikator yang terpercaya didalam evaluasi

penyembuhan luka (secara histologi dan makroskopis), sehingga data yang didapatkan akan



mampu memberikan suatu evidence atau teori baru dalam literatur tentang efek Aloe Vera
terhadap fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi dari luka diabetes, tidak hanya bagi peneliti,
namun bagi para klinisi yang ingin melakukan penelitian klinis. Dari sisi aplikatif, hasil
penelitian ini dapat dijadikan sebagai dasar untuk penelitian selanjutnya ketika gel aloe vera
ini akan diaplikasikan pada pasien. Diharapkan dengan adanya penemuan ini, akan
didapatkan dasar teori dan evidence baru dalam literatur terkait efek Aloe Vera terhadap fase

infalmasi, proliferasi, dan maturasi.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

a. Kajian pustaka dan penelitian terdahulu

Luka diabetes merupakan komplikasi utama dari penyakit DM yang sering terjadi di kaki
(Armstrong & Lawrence, 1998). Definisi dari luka diabetes adalah penetrasi dari bagian
kulit dermis pada penderita diabetes (IDF, 2005). Luka diabetes adalah penyebab
amputasi ekstremitas bawah yang terbanyak di dunia. Resiko amputasi ekstremitas bawah
pada penderita diabetes adalah 15-46 kali lebih besar pada pasien DM bila dibandingkan
dengan pasien tanpa DM. International Diabetic Foot menyatakan ada satu amputasi di
dunia setiap 20 detik. Di Indonesia, 30 % pasien yang menderita DM pernah diamputasi
dalam hidupnya (Waspadji, 2006). Sekali pasien pernah diamputasi, resiko untuk
amputasi lain dalam 1-3 tahun kedepan adalah sebesar 30-50 % (Waspadji, 2006).
Kebanyakan dari amputasi ini disebabkan karena kegagalan luka diabetes untuk
menyembuh.

Fase penyembuhan luka diabetes berbeda dengan penyembuhan luka yang
normal. Fase penyembuhan luka yang normal meliputi 3 fase yaitu inflamasi, proliferasi,
dan remodelling. Sedangkan pada luka diabetes, terjadi perpanjangan fase inflamasi.
Perpanjangan fase inflamasi menyebabkan luka sulit untuk memasuki fase proliferasi

sehingga terjadi gangguan pembentukan jaringan granulasi (Schultz et al, 2005).
Penyebab utama memanjangnya fase inflamasi pada luka diabetes adalah peningkatan
oksidatif stress (Soneja et.al, 2006). Selain mengakibatkan memanjangnya fase inflamasi,

oksidatif stress juga menyebabkan gangguan pada fase proliferasi, diantaranya yaitu
gangguan pada sintesis kolagen dan gangguan pada kontraksi luka. (Soneja et.al, 2005).

Banyak terapi topikal telah digunakan untuk merawat luka diabetes, namun
sampai saat ini belum ada terapi topikal yang optimal dalam mempercepat penyembuhan
luka diabetes. Di USA dan Eropa, banyak faktor-faktor pertumbuhan (Growth Factors)
digunakan untuk mempercepat penyembuhan luka diabetes, contohnya adalah fibroblast
growth factor-1, platelet derived growth factor-1, dll (Looth, 2002). Terapi topikal
dengan faktor — faktor pertumbuhan ini dapat mempercepat penyembuhan luka, namun
sayangnya terapi ini belum ada di Indonesia dan efektifitasnya sangat tergantung pada
sehat tidaknya reseptor pada daerah luka. Selain itu harganya sangat mahal untuk pangsa

pasar di Indonesia.



Akhir-akhir ini peneliti di Indonesia banyak meneliti tentang terapi topikal untuk
mempercepat penyembuhan luka diabetes, contohnya adalah Nigella sativa (Sari et al,
2013;2014) dan madu (Haryanto, 2009). Sayangnya Nigella sativa hanya memiliki efek
pada penurunan inflamasi namun tidak memiliki efek pada peningkatan sintesis kolagen.
Terapi madu juga memiliki kekurangan karena madu mudah terkontaminasi dengan
bakteri dari daun, lebah selama produksi atau penyimpanan (Olaitan et.al, 2007). Karena
terapi-terapi yang ada memiliki kekurangan, perlu adanya penelitian untuk mencari terapi
terbaik untuk mempercepat penyembuhan luka diabetes.

Pada penelitin ini peneliti akan menggunakan Aloe vera untuk mempercepat
penyembuhan luka diabetes. Aloe vera atau yang terkenal dengan nama lidah buaya telah
digunakan sebagai tujuan pengobatan untuk beberapa abad di Yunani, Mesir, India,
Meksiko, Jepang dan Cina (Marshall, 1990).

4

Gambar 1. Aloe Vera

Berbagai penelitian secara in vitro, pada hewan, dan manusia sudah dilakukan
untuk menguji efektifitas dari Aloe vera. Berdasarkan hasil penelitian, tanaman ini
memiliki banyak fungsi yaitu sebagai agen anti inflamasi, anti bakteri, anti fungal, anti
oksidan, dan anti-diabetic (Sato, Ohta, & Shinoda, 1990)

Penelitian lain menyatakan bahwa Aloe vera memiliki efek protektif terhadap
sinar gama (Roberts, & Travis, 1995). Hal ini disebabkan karena Aloe vera dapat
menginduksi pembentukan metallothionein (protein antioksidan) yang dapat melindungi
kulit dari radikal bebas. Mellationein juga mengurangi produksi sitokin immunosupresive
seperti IL-10. Penelitian lain menyatakan bahwa Aloe Vera memiliki sifat anti inflamasi
karena dapat menghambat siklus siklooksigenase dan menghambat produksi
prostaglandian E2 (Hutter et.al, 1996)

Aloe Vera juga memiliki efek terhadap sistem imun. Alprogen yang terdapat pada
aloe vera dapat menghambat influk kalsium kedalam sel mast, sehingga dapat
menghambat pelepasan mediator antigen-antibodi, histamin dan leukotrine dari sel mast.

Acemannan dalam aloe vera juga menstimulasi sintesis dan pelepasan IL-1 dan tumor



necrosis factor dari makrofag, yang dapat menjadi pertahanan tubuh untuk menyerang
sel-sel kanker (Ro et al, 2000).

Aloe Vera juga mengandung anthraquinones yang dapat meningkatkan
kandungan air pada usus, dan menstimulasi sekresi mukus and peristasis usus (Ishii,
Tanizawa, Takino, 1994). Aloe vera juga mengandung glukoman (polisakarida yang kaya
akan manosa) dan gibberelin (faktor pertumbuhan dalam aloe vera) yang akan
berinteraksi dengan reseptor-reseptor pada fibroblas, sehingga menstimulasi aktivitas dan
proliferasi dari fibroblas, sehingga pada akhirnya dapat meningkatkan sintesis kolagen.
Selain meningkatkan sintesis kolagen, aloe vera juga meningkatkan komposisi kolagen
terutama kolagen tipe 111. Aloe vera juga dapat meningkatkan kontraksi luka (Heggers,
1996; Chithra, Sajithlal, Chandrakasan, 1998). Aloe vera juga memiliki efek kohesif pada
sel-sel epidermal yang pecah-pecah sehingga dapat melembutkan kulit, memperhalus sel-
sel kulit, memperkecil pori (West, & Zhu, 2003).

Aloe Vera juga memiliki efek antiseptik. Aloe vera mengandung 6 antiseptik agen,
yaitu Lupeol, asam salisilat, urea nitrogen, asam cinnamonic, phenols dan sulfur.
Senyawa-senyawa ini memiliki aksi penghambat pada jamur, bakteri, dan virus (Amar,
2008).

Penelitian secara in vitro juga menunjukan bahwa Aloe vera dapat meningkatkan
fagositosis, menstabilkan faktor-faktor pertumbuhan, menstimulasi proliferasi sel pada
sel keratinosit, dan meningkatkan aktivitas angiogenik. Uji coba pada hewan menunjukan
bahwa Aloe vera dapat menurunkan reaksi kulit akibat radiasi, mencegah iskemia dermal
karena terbakar atau digigit hewan, meningkatkan penyembuhan gastritis, dan
menurunkan kolesterol (Winters, 1981;Habeeb, 2007; Hart, 1990; Shid,1985; Yagi, 1987,
Ni, 2007, Vazquez, 1996; Stricland, 1999; Byeon, 1998; Womble, 1988; Zhang 1996;
Talmadge, 2004; Ali, 1999, Rosca, 2007)

Namun sampai saat ini belum ada penelitian apakah efek Aloe vera dapat
mempercepat penyembuhan luka diabetes dilihat dari fase inflamasi, proliferasi, dan
maturasi. Penelitian terdahulu tentang efek Aloe vera terhadap luka masih terbatas pada
luka akut, yaitu luka eksisi, luka bakar, dan dermatitis seborrheic. Hasil penelitian tersebut
menyatakan bahwa Aloe vera dapat menurunkan inflamasi (Vardi, 1999). Hasil penelitian
lain menguji efek Aloe vera pada bakteri di luka diabetes pada manusia (Banu,
Sathyanarayana B, & Chattannavar G; 2012). Hasil penelitian menunjukan bahwa Aloe

vera gel dapat menurunkan jumlah bakteri pada ulkus diabetes yaitu staphylococcus



C.

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter koserii, Proteus vulgaris dan Enterobacter
spp. Karena belum ada evidence yang kuat tentang efek Aloe vera terhadap penyembuhan
luka diabetes, maka kami bermaksud untuk meneliti apakah Aloe vera dapat mempercepat

fase inflamasi, proliferasi dan maturasi pada luka diabetes.

Originalitas atau kebaruan dari penelitian

Sampai saat ini belum ada penelitian tentang apakah gel aloe vera dapat mempercepat
penyembuhan luka diabetes. Penelitian yang dilakukan oleh Banu, Sathyanarayana B, &
Chattannavar G (2012) hanya meneliti tentang jumlah bakteri dan karakteristik bakteri
yang ada pada luka diabetes. Penelitian yang lain (Vardi, 1999) juga hanya meneliti efek
Aloe vera terhadap luka eksisi (akut). Hasil penelitiannya menyatakan bahwa aloe vera
dapat menurunkan inflamasi. Namun mekanisme penyembuhan dari luka akut sangat
berbeda dengan luka diabetes (luka kronis) sehingga hasil penelitiannya tidak bisa
digeneralisir untuk luka diabetes. Selain itu hasil penelitiannya hanya berfokus pada fase
inflamasi, namun tidak meneliti pada fase proliferasi dan remodelling. Dalam penelitian
kami, efek gel Aloe vera terhadap setiap fase penyembuhan luka diabetes (inflamasi,
proliferasi, remodelling) akan diteliti dengan menggunakan indikator-indikator makroskopis
dan histologis sehingga efek dari Aloe vera bisa diketahui dari tingkat sel sampai pada
penampakan visual. Hasil penelitian kami akan membawa evidence yang sebelumnya belum

ada tentang efek dari gel Aloe vera terhadap penyembuhan luka diabetes.
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1. Tahap 1 : Membuat gel dengan berbagai konsentrasi

BAB 3. METODE PENELITIAN

Langkah yang pertama adalah menentukan konsentrasi dari Carbopol 940 dan Aloe vera. Pada

pilot study, peneliti akan menggunakan formula seperti yang ada di tabel 1.

Tabel 1. Formula dari gel Aloe Vera

Materials Formula 1 Formula 2 Formula 3 Formula 4
Aloe Vera 5% 5% 5% 5%
Carbopol 940 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
TEA 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
Propilen glikol 1% 1% 1% 1%

Metil paraben 0,18% 0,18% 0,18% 0,18%
Propil paraben 0,02% 0,02% 0,02% 0,02%
Aquadest ad 100¢g 100 ¢ 100¢g 100 g

Langkah-langkah pembuatan gel nya yaitu :

a.

Persiapan gel

Metode persiapan gel akan mencitasi metode dari Sari & Isadiartuti (2006). Carbopol
akan didispersikan dalam air panas, dibiarkan selama semalam, kemudian diaduk. Aloe
Vera gel akan dicampur dengan bahan yang lain (berdasarkan formula) sampai tercampur
dengan sempurna, kecuali triethanolamin, kemudian gel dimasukan kedalam larutan
karbopol. Tambahkan air kedalam larutan sampai mencapai volume 100 mL. Kemudian
tambahkan triethanonalmin sambil diaduk pelan-pelan sampai membentuk gel (Sari &
Isadiartuti, 2006).

Evaluasi gel

Evaluasi dari gel meliputi : pH, viskositas, homogenitas, stabilitas fisik (warna dan bau),
spread power dan adhesion power. Evaluasi dilakukan di hari 1 sampai ke 7 setelah
pembuatan gel. Kemudian dilakukan evaluasi.

1) Pengukuran pH

Pengukuran pH akan dilakukan menggunakan indikator pH yang dicelupkan kedalam gel.
2) Pengukuran viskositas

Pengukuran viskositas gel akan dilakukan dengan menggunakan viscosimeter Brookfield.
3) Pengukuran homogenitas

Gel seharusnya menunjukan komposisi yang homogen dan tidak mengandung zat padat
pada kaca (Voight, 1995).



4) Scattered Power Test

0.5 gram gel akan ditempatkan ditengah kaca bundar, kemudian dibiarkan selama 1 menit,
kemudian diameter dari gel yang menyebar akan diukur. Gel dengan berat 50 gram akan
ditempatkan dikaca bundar dan dibiarkan selama 1 menit, kemudian diameter gel yang
menyebar akan diukur. Uji ini akan diulang ulang dengan penambahan 50 gram tiap
perulangan pada interval yang sama.

5) Tes stabilitas

Stabilitas dari gel akan dites dengan menempatkan gel pada suhu ruang (27°C) dan

diobservasi warna dan baunya (Lieberman, 1989).

2. Tahap2 : Percobaan pada hewan
Penelitian yang akan dilakukan menggunakan desain eksperimen laboratorium pada tahap
awal dengan pendekatan post test only with control group design. Sampel yang digunakan
adalah tikus putih Wistar jantan usia sekitar 7 minggu dengan kisaran berat badan 250-300
gram. Pada tahun pertama, tikus akan dibagi menjadi dua kelompok, yaitu kelompok
perlakuan (diberi gel aloe vera), dan kelompok kontrol (hanya diberikan perawatan standar
tanpa gel Aloe Vera). Jumlah tikus di masing — masing kelompok mengikuti pedoman WHO,
yaitu berjumlah 6. Pada tahun kedua, tikus dikelompokkan secara random menjadi 5
kelompok, yaitu kelompok perlakuan dengan Aloe vera 0 % , kelompok perlakuan dengan
Aloe vera 10 % , kelompok perlakuan dengan Aloe vera 30 %, kelompok perlakuan dengan
Aloe vera 50 %, dan Aloe Vera 100 % (orijinal). Pada penelitian ini jumlah sampel yang

digunakan adalah 6 ekor tiap kelompok.

Membuat tikus diabetes

Tahap percobaan meliputi, masa adaptasi selama dua minggu dengan pemberian ransum
standar dan air minum secara ad libitum. Tikus diinduksi aloksan dosis tunggal 120 mg/kg
bb intraperitoneal (KIM et al., 2006). Untuk memastikan tikus mengalami diabetes, kadar
glukosa darah tikus percobaan diukur dengan metode biosensor glukose oksidase,
menggunakan alat Blood glucose Test Meter GlucoDr™ model AGM-2100 (diproduksi oleh
Allmedicus Co Ltd., Korea). Darah diambil melalui ujung ekor tikus yang sebelumnya
dibersihkan dengan alkohol 70%, kemudian diurut perlahan-lahan selanjutnya ujung ekor
ditusuk dengan jarum kecil (syringe 1 cc). Darah yang keluar kemudian disentuhkan pada
strip glukometer. Kadar glukosa darah akan terbaca di layar GlucoDr™ setelah 11 detik dan

kadar glukosa darah dinyatakan dalam mg/dl.



Perlukaan Pada tikus putih dan pengaplikasian gel

Sebelum dilakukan perlukaan, bulu di sekitar punggung dicukur dan kulit diolesi dengan
alkohol, kemudian mencit diadaptasikan selama 2 hari, baru kemudian dilukai. Perlukaan
dilakukan dengan menggunakan metode berdasarkan atas penelitian terdahulu (Asada et al.,

2011). Metode perlukaan seperti ada digambar bawah.

Greater
trochanier

Lateral
position

Sehari sebelumnya, rambut dibagian yang akan dilukai dicukur terlebih dahulu.
Kemudian tikus diberi injeksi pentobarbital (25-30 mg/kg BB tikus) untuk anestesi. Luka
dengan diameter 2 cm dilakukan didaerah punggung bagian kanan (flank region) dengan
menggunakan gunting yang steril. Kedalaman luka adalah sampai pada jaringan subkutan.
Luka kemudian dibersihkan dengan NaCl. Sebelum diberi balutan luka, luka akan diberi
gel dengan menggunakan cotton bud dan dioleskan ke permukaan luka. Sedangkan pada
kelompok kontrol, luka hanya diberikan perawatan standar, yaitu dibersihkan dengan
NaCl. Setelah pengaplikasian Aloe Vera, luka pada kedua kelompok kemudian ditutup

dengan balutan film. Setelah itu, ditutup dengan kasa gulung, dan terakhir diberi hipafix.

Indikator yang akan diperbandingkan

Perbedaan pada hasil makroskopik dan mikroskopik. Makroskopik meliputi perubahan
ukuran luka, warna luka, dan kulit sekeliling luka, jumlah sekresi eksudat. Secara
mikroskopik adalah dengan permerikasaan histologi dengan pewarnaan hematoxylin dan
eosyn untuk mengetahui adanya tingkat inflamasi dan nekrotik, peningkatan jaringan
granulasi jaringan akan dikaji dengan imunohistokimia VEGF dan CD-31 sebagai
penanda tumbuhnya pembuluh darah baru (angiogenesis), kontraksi luka dengan alpha

SMA, degradasi kolagen dengan MMP-9, reepitelisasi dengan Keratin -8. Detail dari



metode pewarnaan pewarnaan hematoxylin dan eosyn dan imunohistokimia akan

diterangkan dibawah ini.

Pewarnaan dengan hematoxylin dan eosyn

Jaringan kulit pada tikus akan diambil pada hari ke 3, 7 dan 14. Setelah tikus di bunuh,
jaringan akan difiksasi dengan 4% paraformaldehyde. Kemudian dilakukan dehidrasi
pada jaringan dengan alcohol dan xylene, kemudian di bungkus dengan paraffin. Jaringan
kulit akan dipotong dengan mikrotom dengan ketebalan 5-um. Jaringan kemudian di
deparafinisasi di xylene, rehidrasi di etanol, dan dicuci di air steril. Jaringan kemudian
diberi pewarnaan dengan hematoxylin dan eosin untuk menentukan inflamasi dan
nekrosis. Setelah itu, akan diobsservasi dengan mikroskop dengan perbesaran 10 X.
Sebelum diambil jaringannya, tikus akan dianestesi dengan menggunakan sodium
pentobarbital. Setelah diambil jaringannya, tikus akan dikorbankan (sacrificed) dengan

overdosis sodium pentobarbital. Sisa jaringan akan dikubur.

Analisis Data Penelitian pada tikus

Analisis data pada tahun pertama dengan menggunakan t-test. Data yang diperoleh pada
tahun kedua akan dianalisis secara statistik dengan Analysis of variance (ANOVA) untuk
data rasio (Steel dan Torrie, 1993). Perubahan ultrastruktur pada jaringan luka dianalisis
secara deskriptif. Persentasinya penutupan luka (wound closure) akan dibandingkan

dengan ukuran luka awal. Hasil uji dibandingkan dengan tingkat kemaknaan 5%.
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Hasil Penelitian (Dalam bahasa Inggris untuk publikasi)
1.1 Body weight of rats

The average of the body weight of the rats in the GAV group was 190+7 Gram,
while the body weight of rats in the control group was 192.5 £ 5 Gram. The result
of independent T-test showed that there is that there is no difference in the body
weight of the rats in theGAV group and in the control group.

Table 1. The body weight of GAV and control groups

Groups Body weight p-value
(Gram)

Gel aloe vera 190+7 0,620

Control 1925+5

Data as mean + SD
1.2 Blood glucose injection

The blood glucose after injection of alloxan monohydrate in the GAV group and
control group was shown in table 2. The mean of the blood glucose in the GAV
group 248.75+27.7 mg/dl, and in the control group was 236.75+21.17 mg/dl. Table
2 showed that the blood glucose level after injection of alloxan monohydrate was
increased above 200 mg/dl. Independent T-test showed that there is no significant
difference in the blood glucose between two groups.

Table 2. Blood glucose in GAV and control groups

Groups Blood glucose p-value
(mg/dl)

GAV 248.75+27.7 0,519

Control 236.75+21.17
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Fig 1. Wound appearance between GAV group and control group
1.3 Wound appearance

The wound appearance can be seen in Figure 1. Figure 1 showed that the
appearance of wound on day 1 to day 3 was same between GAV group and control
group. There is no necrotic tissue in two groups. In addition, the exudate was still
clear in color in both groups.On day 6, the wound in both groups was covered
with necrotic tissue. However, the exudate in control group was purulent compared
with the exudate in the GAV group. On day 9, the wound in the GAV group was
covered with granulation tissue that has a color of red, and the wound size was
smaller compared with day 6. Comparing with control, the wound in the control
group on day 6 was still covered with necrotic tissue. The necrotic tissue in the
control group was thicker on day 9 compared with day 6. The wound size in the
control group was almost same compared with on day 9. The exudate in the GAV
groupwas clear in color, while exudate in the control group was purulent. On day
12, the wound size in the GAV group was smaller compared with on day 9. The
wound size in the GAV group was also smaller compared with wound size in the
control group. Moreover, the wound bed in the control group was still covered with
necrotic tissue.

1.4 Intensity of fibroblast

The intensity of the fibroblast in the GAV group was more pronounced compared
with control group. Most fibroblast located in the upper part of dermis layer. The
difference in the level of fibroblast was shown in table 3.

Table 3. The difference in the fibroblast level

Groups Fibroblast p-value
GAV 4% 0.04
Control 3

Rating scale: 0 = absent, 1 = occasional, 2 = moderate, 3 = abundant, 4 =
very abundant

*p < 0.05
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Fig 2. The MMP-9 positive cells (arrow) between GAV and control groups in the upper part ofdermis (below epidermis) and
lower part of dermis (magnification of 400 times)

The result of MMP-9 staining is shown in figure 2. The blue color means the nucleus cell, while the brown
color indicates the positive cells for MMP-9. Figure 2 showed that the positive cells for MMP-9 was more
pronounced in the control group compared with the GAV group. The positive cells for MMP-9 were
pronounced in the control group, not only in the upper part of the dermis, but also in the lower part of the
dermis. The comparison of the intensity of MMP-9 in the dermis layer between GAV group and control
group was seen in table 4. From table 4, it could be seen that the intensity of MMP-9 in the GAV group was
significantly less than in the control group (P=0,011).

Table 4. The intensity of MMP-9 in both groups

Groups Intensity of MMP-9 p-value
GAV 1* 0.011
Control 3

Values indicated median score
Rating scale: 1 = weak, 2 = moderate, 3 = strong
*p < 0.05
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