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ABSTRACT

Background: Tooth extraction is a choice procedure that is often carried out in the field of
dentistry. Tooth extraction can cause a cavity in the form of a tooth socket and tooth extraction
wounds on the tissue around the socket followed by the body's response through wound healing.
One of the process of wound healing namely the inflammatory phase. Macrophages are the
most dominant cells in inflammation with the highest number on days 2 to 3. Polyphenols in
cocoa beans have an active compound in the form of anti-inflammatory and antioxidants that
are effective in accelerating the healing of wounds. Purpose: To determine the effect of giving
the cocoa bean extract gel to the number of macrophage cells in the socket after tooth extraction
male wistar rat on the 1%, 3™ and 5" day. Material and method: This type of research is
experimental laboratories. The samples used were 24 male Wistar rats which were then divided
into 2 groups, namely the control group (sockets not given any treatment) and treatment groups
(sockets were given 8% cocoa bean extract) on the 1%, 31" and 5" day post tooth extraction will
be carried out decaputation. Results: The 8% cocoa bean extract gel had the potential to
influence the number of macrophage cells in the socket after the tooth extraction of male Wistar
rat on the 1%, 3" and 5" day caused an active compound in the cocoa Conclusions: the most
effectiveness of the cocoa bean extract gel toward tooth extraction healing on the number of
macrophage cells on the 32" day
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INTRODUCTION

Salah satu tindakan perawatan yang
sering dilakukan dalam bidang kedokteran
gigi adalah ekstraksi atau pencabutan gigi *.
Pencabutan gigi merupakan suatu tindakan
pembedahan yang melibatkan jaringan keras
seperti tulang dan jaringan lunak. Luka pada
jaringan lunak selanjutnya diikuti dengan
proses penyembuhan yang terjadi melalui
tiga fase, vyaitu fase inflamasi, fase
proliferasi, dan fase remodeling??. Beberapa
jam setelah luka, terjadilah invasi sel
inflamasi yaitu sel neutrofil atau sel
polimorfonuklear (PMN) pada jaringan luka
yang terjadi pada 6-24 jam pertama,
kemudian sel polimorfonuklear (PMN)
bermigrasi menuju daerah luka dan setelah
24-48 jam sel PMN akan digantikan dengan
makrofag yang merupakan sel paling
dominan pada inflamasi dengan jumlah
paling tinggi pada hari ke-2 sampai hari ke-
3. Makrofag akan tetap di dalam luka sampai
penyembuhan berjalan sempurna dan
makrofag berangsur-angsur akan menurun
dan akan digantikan oleh limfosit 22,

Makrofag merupakan unsur sel yang
penting pada pembentukan jaringan
granulasi yang berasal dari sel monosit.
Monosit sendiri berasal dari sel progenitor di
sumsum tulang. Makrofag berfungsi untuk
memfagositosis  patogen, sel-sel mati,
beberapa  komponen dalam  matriks
ekstraselular dan fibrin. Penurunan jumlah
makrofag pada hari ke-5 menunjukkan
bahwa proses inflamasi telah banyak
berkurang*°.

Salah satu tanaman yang diyakini
memiliki banyak manfaat di bidang
kesehatan adalah kakao (Theobroma cacao

L). Secra empiris,masyarakat mengenal
coklat sebagai makanan anti stress.
Dilaporkan bahwa orang yang

mengkonsumsi coklat selama lebih dari tiga
hari secara rutin dapat meningkatkan
kualitas hidupnya menjadi lebih lama pada
penderita kanker®. Peneliti lain menyatakan
bahwa pmberian ekstrak etanol biji kakao
50% dapat meningkatkan aktivitas dan
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kapasitas  fagositosis sel  makrofag
peritonium mencit yang diinfeksi bakteri
Staphylococcus  epidermidis® Selain itu
pemberian ekstrak biji kakao 8% dapat
mempercepat penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi pada tikus wistar jantan
dengan meningkatkan jumlah sel fibroblast’
Hal ini dikarenakan kakao banyak memiliki
kandungan polifenol  berupa Kkatekin,
epikatekin, antosianin, proantosianidin,
asam-asam fenolat, tanin, dan flavonoid-
flavonoid lainnya®.Flanonoid dan katekin
memiliki  fungsi sebagai antiinflamas,
proantosianidin berfungsi sebagai
antibakteri dan epikatekin serta antosianin
berfungsi sebagai antioksidan, sehingga
akhir-akhir ini penelitian tentang kakao di
bidang kesehatan berkembang pesat®. Akan
tetapi penelitian tentang pemberian kakao
dalam mempercepat proses penyembuhan

luka pencabutan gigi melalui peran
makrofag belum pernah  dilaporkan.
Berdasarkan  uraian  tersebut  maka,

penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efek pemberian gel ekstrak biji kakao 8%
terhadap jumlah sel makrofag pada soket
pasca pencabutan gigi tikus wistar jantan
pada hari ke-1, ke-2 dan ke-3

MATERIALS AND METHODS

Penelitian ini sebelumnya sudah
mendapatka persetujuan etik dari Komisi
Etik FKG Universitas Jember
no152/UN.25.8/KEPK/DL/2018, merupakan
penelitian eksperimental laboratories dengan
rancangan post test only control group
design. Penelitian ini dilakukan di Bagian
Biomedik  Fakultas  Kedokteran  Gigi
Universitas Jember mulai bulan Juli
Agustus 2018. Pembuatan ekstrak biji kakao

menggunakan  metode maserasi yang
dilanjutkan dengan pembuatan gel ekstrak
biji kakao 8% dengan basis CMC-

Nal®! Sampel yang digunakan adalah 24
ekor tikus Wistar jantan yang kemudian
dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok
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kontrol yang tidak diberikan perlakuan
apapun dan kelompok perlakuan yang diberi
gel ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.)
8%. Semua sampel dilakukan anastesi
terlebih  dahulu menggunakan ketamin
kemudian dilakukan pencabutan gigi molar
satu Kkiri bawah. Pada kelompok kontrol,
diberikan gel ekstrak biji kakao (Theobroma
cacao L.) 8% setiap harinya sampai sehari
sebelum dilakukan dekaputasi.

Pada hari ke-1, ke-3, dan hari ke-5 pasca
pencabutan dilakukan dekaputasi. Kemudian
dilakukan pembuatan preparat histologis
dengan pemotongan arah bukal-lingual
sehingga nantinya terlihat gambaran soket
yang diapit oleh tulang alveolar. Preparat
diwarnai dengan pengecatan Hematoxylin
Eosin. Preparat yang telah jadi, diamati
menggunakan mikroskop binokuler
pembesaran 400x pada 3 lapang pandang
yang berbeda yaitu pada 1/3 apikal pada
soket gigi pada bagian mesial, distal dan
central dengan menggunakan mikroskop
binokuler.

Setelah didapatkan hasil perhitungan sel
makrofag, maka dilakukan analisis data pada
masing-masing variabel. Pertama, dilakukan
uji normalitas menggunakan uji Shapiro-
Wilk, kemudian dilakukan uji homogenitas
menggunakan uji Levene. Apabila data
terdistribusi normal dan homogen, maka
dilanjutkan dengan uji Anova. Namun,
apabila data tidak memenuhi asumsi
normalitas maka dilanjutkan dengan uji non
parametrik Kruskal Wallis dan Mann
Whitney.

RESULT

Hasil penelitian diamati pada
mikroskop dan terlihat gambaran soket serta
sel makrofag yang jumlahnya berbeda pada
setiap kelompoknya hari ke-1, ke-3 dan ke-5
(Gambar 1).
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Gambar 1.

Gambaran histologis sel
makrofag pada soket tikus wistar jantan

(panah  putih) yang diamati dengan
menggunakan mikroskop binokuler pada
perbesaran  400x dengan  pewarnaan
Haematoxilin-eosin. (A) Kelompok
perlakuan Hari ke-1, (B) Kelompok
perlakua Hari ke-3, (C) Kelompok perlakuan
Hari ke-5, (D) Kelompok kontrol hari ke-1,
(E) Kelompok kontrol hari ke-3, dan (F)
Kelompok kontrol hari ke-5.

Berdasarkan pengamatan dan
perhitungan sel makrofag pada preparat
histologis yang dilakukan, didapatkan jumlah
rerata sel makrofag pada masing - masing
kelompok yang dapat dilihat dalam tabel 1.
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Tabel 1. Rerata (mean) dan standar
deviasi (SD) jumlah makrofag tikus
Wistar jantan pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan

Pengamat Hari Ke Hari Ke HariKe
an 1 3 5
(mean+ (meant (meant
SD) SD) SD)
Kelompok 3,1583 13,467 8,3900+
Kontrol + 5+ 0,21393
0,13096 0,2067
5
Kelompok 1,4458 10,526 6,5272+
Perlakuan + 7+ 0,13796
0,09076 0,1075
6
16
14
12
10

Hari ke-1 Hari ke-3 Hari ke-5

Gambar 2. Histogram rata-rata jumlah sel
makrofag masing-masing kelompok pada
soket pasca pencabutan gigi tikus wistar
jantan.

Berdasarkan hasil analisis dengan One-
way Anova menunjukan bahwa jumlah sel
makrofag pada semua masing-masing
kelompok menunjukan adanya perbedaan
yang signifikan (p<0,05).
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DISCUSSION

Sediaan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sediaan dalam bentuk
gel. Sediaan dalam bentuk gel dipilih karena
bentuk gel mempunyai sifat yang
menyejukkan, melembabkan, mudah
penggunaannya, mudah berpenetrasi pada
kulit atau mukosa sehingga memberikan efek
yang menyembuhkan [9]. Gelling agent yang
digunakan  adalah CMC-Na dengan
konsentrasi 3-6% yang berbentuk serbuk
granul putih yang memiliki sifat tidak berbau,
tidak berasa, bersifat higroskopis, tidak dapat
larut dalam aseton, etanol (95%), eter, dan
toluene. Sedian gel dengan basis CMC-Na
memiliki kekurangan yaitu mudah terdispersi
dalam air pada segala temperature, sehingga
sediaan gel mudah larut dalam saliva yang
berada di rongga mulut®!t,

Hasil rerata jumlah sel makrofag pada
kelompok perlakuan pada hari ke-1, ke-3 dan
ke-5 yang diberi gel ekstrak biji kakao 8%
menunjukkan rata-rata jumlah sel makrofag
lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok
kontrol pada hari ke-1, ke-3 dan ke-5, hal ini
dikarenakan pada proses penyembuhan luka
pasca pencabutan gigi tikus wistar jantan
dipengaruhi oleh adanya kandungan dari
ekstrak biji kakao 8% (p<0,05) Senyawa aktif
tersebut berupa flavonoid dan katekin yang
mampu menurunkan jumlah  makrofag
dengan adanya kandungan antioksidan ini,
sehingga dapat mempercepat  proses
inflamasi. Artinya dengan proses inflamasi
yang tidak berkepanjangan, maka proses
penyembuhan luka semakin cepat. Hal ini
sesuai dengan penelitian dari Fuadi et
al.(2015) bahwa pemberian gel ekstrak biji
kakao mempengaruhi proses penyembuhan
pada luka bakar derajat dua 2

Peran makrofag dalam penyembuhan
luka melalui berbagai cara, antara lain
kemampuannya dalam  mengeliminasi
neutrophil  yang  berisi  debris  dan
mengawalnya sehingga neutrophil hilang
dari daerah luka. Makrofag juga dapat
memfagosit atau menginduksi apoptosis pada
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neutrophil sehingga proses inflamasi menjadi
lebih cepat dan selanjutnya memasuki fase
penyembuhan. Hal ini merupakan titik
peralihan peran makrofag yang semula dari
pro-inflamasi menjadi pendukung perbaikan
jaringan.® Pada saat luka, makrofag pro-
inflamsi,akan teraktivasi, sehingga
mengeluarkan berbagai macam mediator dan
sitokin seperti IL-1, IL-6, IL-12, TNFai,
inducible nitric oxide synthase (iINOS).
Selain itu makrofag juga memproduksi
chemoatractan sehingga leukosit tambahan
akan berdatangan menuju tempat luka,yang
akhirnya luka menjadi lebih cepat sembuh*
Selain itu, diduga karena adanya senyawa
caffeine, yang merupakan methylxanthine
yang menjadi bagian dari alkaloid. Alkaloid
merupakan komponen utama pada berbagai
makanan seperti kopi, coklat dan teh.
Alkaloid  berperan  sebagai  sumber
antioksidan potensial. Saat terjadi luka pada
jaringan, sel-sel yang rusak akan
mengeluarkan Reactive Oxygen Species
(ROS), saat itu diperlukan antioksidan yang
banyak untuk menghalau radikal bebas
(ROS) sehingga luka akan cepat menutup.
Sebenarnya anti-oksidan secara normal
sudah diproduksi oleh tubuh, akan tetapi pada
proses kerusakan jaringan, diperlukan jumlah
anti-oksidan yang lebih sehingga proses
penyembuhan menjadi lebih cepat®®

Untuk  hari  pertama, jumlah
makrofag lebih sedikit baik pada kelompok
kontrol maupun perlakuan, hal ini sesuai
dengan penelitian dari Mutiara et al., (2015)
bahwa jumlah makrofag menurun pada
penyembuhan luka fase proliferasi tikus putih
kondisi hiperglikemia dengan pemberian
hydrogel binahong!®. Untuk kelompok
kontrol,keberadaan makrofag memang sudah
ada sejak beberapa menit setelah inflamasi
dimulai dan akan menetap di jaringan yang
mengalami inflamasi. Makrofag di jaringan
sekitar inflamasi menjadi aktif dan
mempunyai kemampuan membelah diri
menjadi makrofag lebih banyak lagi untuk
segera  memulai respons kerjanya
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membentuk lini pertama pertahanan tubuh
it

Pada kelompok perlakuan hari
pertama terjadi  penurunan  makrofag
dibandingkan dengan kelompok kontrol hari
pertama. Hari pertama merupakan fase awal
yaitu dalam 24 jam pertama, sel yang paling
banyak bereaksi ialah netrofil atau lekosit
polimorfonukleus (PMN) Makrofag
mensekresikan protein yang dikenal dengan
nama kemokin yang mempunyai kemampuan
merekrut sel lain yang memiliki reseptor
kemokin seperti neutrofil dan monosit (asal-
usul makrofag) dari sirkulasi darah, neutrofil
dan monosit dengan segera menuju area
inflamasi sehingga jumlah neutrofil akan
meningkat namun monosit yang bersikulasi
10-20 jam di dalam sirkulasi darah ini
berjumlah sedikit sehingga memerlukan
asupan monosit dari sumsum tulang belakang
untuk memperbanyak jumlahnya, datangnya
bantuan ini menyebabkan jumlah makrofag
jaringan akan semakin meningkat seiring
proses inflamasi mengarah ke inflamasi

kronis'/, yakni  ditunjukan  dengan
peningkatan pada hari ke-3 karena
mengalamai  fase inflamasi, kemudian

mengalami penurunan kembali pada hari ke-
5 dikarenakan jaringan yang mengalami
inflamasi tersebut mulai memasuki tahap
penyembuhan luka yaitu pada fase poliferasi
dan hilangnya faktor yang mempengaruhi
lamanya proses inflamasi*®.

Kemokin merupakan salah satu
reseptor, berupa protein yang disekresikan
makrofag. Selain makrofag, kemokin juga
dimiliki oleh neutrfil dan monosit. Kemokin
mempunyai kemampuan merekrut sel lain
yang memiliki reseptor tersebut untuk segera
menuju area inflamasi sehingga jumlahnya
meningkat. Untuk 10-20 jam setelah
inflamsi, di dalam sirkulasi darah, jumlah
neutrofil akan meningkat, namun monosit
jumlahnya sedikit sehingga memerlukan
kiriman monosit dari sumsum tulang
belakang, Datangnya monosit ini
menyebabkan jumlah makrofag jaringan
akan semakin meningkat, karena monosit
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merupakan sel asal dari makrofag. Dalam
perkembangannya menuju proses inflamasi
kronis, pada hari ke-3 ditunjukan dengan
adanya peningkatan makrofag, kemudian
mengalami penurunan kembali pada hari ke-
5 dikarenakan jaringan yang mengalami
inflamasi tersebut mulai memasuki tahap
penyembuhan luka yaitu pada fase poliferasi
yar;g selanjutnya digantikan oleh sel limfosit.
17,1

Peningkatan makrofag yang terjadi
pada hari ke-3 pada kelompok kontrol dan
perlakuan  disebabkan  karena  fase
penyembuhan luka memasuki pada fase akhir
inflamasi dan awal fase proliferasi dimana sel
yang dominan adalah sel makrofag. Hal ini
sesuai dengan penelitian Budi dkk (2017),
serta Mutiara et al,(2015) bahwa makrofag
sebagai sel fagosit professional akan
membersihkan debris pada daerah luka dan
jumlahnya meningkat pada hari ke-311°.
Tingginya jumlah makrofag dibandingkan
kelompok lain karena ekstrak biji kakao
dapat menginduksi makrofag di sekitar luka.
Pada proses imunologi non spesifik,
makrofag berperan besar pada fagositosis
antigen. Tingginya jumlah makrofag pada
kelompok perlakuan hari ke-3 ini diduga
melalui mekanisme bahwa flavonoid yang
teridentifikasi pada ekstrak biji kakao adalah
quercetin-3-O-a-D-arabinosid dan quercetin-
3-O-B-D-glucopuranosid®?°, Quercetin
dapat berikatan dengan reseptor TLR-2 pada
permukaan makrofag. Diketahui bahwa
flavonooid quercetin dapat mempengaruhi
aktivasi TLR-2 dan NF-kB?!. Aktivasi NF-
kB menyebabkan keluarnya sitokin pro-
inflamsasi seperti TNF alpha, IL-1B, IL-6
yang selanjutnya akan  mengaktivasi
makrofag??, sehingga jumlah makrofag
menjadi meningkat. Akan tetapi peningkatan
makrofag dalam jumlah yang tidak terkontrol
dapat menyebabkan peradangan yang
berlebihan atau fibrosis. Disfungsi makrofag
atau jumlah makrofag yang rendah dalam
proses perbaikan jaringan menyebabkan
penyembuhan luka  tidak  optimal,
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terhambatnya proliferasi  fibroblas dan
angiogenesis'®
Flavonoid berfungsi sebagai

antiinflamasi yakni berperan penting dalam
menjaga permeabilitas serta meningkatkan
resistensi pembuluh darah kapiler, flavonoid
bekerja  terutama  pada  endotelium
mikrovaskular untuk mengurangi terjadinya
hiperpermeabilitas dan edema, mekanisme
flavonoid dalam menghambat terjadinya
inflamasi melalui dua cara yaitu menghambat
asam arakhidonat dan sekresi enzim lisosom
dari sel endothelial dan menghambat fase
proliferasi dan fase eksudasi dari proses
inflamasi, terhambatnya pelepasan asam
arakhidonat dapat menyebabkan kurang
tersedianya substrat arakhidonat bagi jalur
siklooksigenase dan lipooksigenase,
sehingga akhirnya akan menekan jumlah
prostaglandin, tromboksan, prostasiklin,
endoperoksida, asam hidroksatetraienoat,
dan leukotrin®, Penekanan jumlah tersebut
mempengaruhi migrasi sel-sel inflamasi®.
Antioksidan merupakan kandungan
yang paling banyak pada biji kakao dengan
besar 43,5907% yang diperoleh dari hasil uji
pada laboratorium analisis terpadu jurusan

Teknologi Hasil Pertanian  Universitas
Negeri Jember. Kandungan polifenol
43,5907% termasuk besar, ada laporan

bahwa polifenol kakao tiga kali lebih besar
dari teh hijau yang sudah terkenal sebagai
sebagai sumber antioksidan®*. Fungsi utama
antioksidan adalah menangkal radikal bebas
sehingga timbulnya berbagai penyakit dapat
dicegah seperti kanker, arterosklerosis,
peradangan, penyakit kardiovaskular dan
karies gigi®2%%,

Biji kakao mengandung flavonoid
yang memiliki efek antioksidan yang dapat
mempercepat fase inflamasi dengan cara
menangkap radikal bebas dan mencegah
reaksi  oksidasi dengan  meningkatkan
aktifitas enzim Superoxide dismutase (SOD)
dan glutation transferase®® [19]. Flavonoid
dapat menangkap radikal bebas dengan cara
menghambat kerja enzim yang menghasilkan
radikal bebas dan membentuk kelat dengan
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logam-logam yang memacu terbentuknya
radikal bebas sehingga reaksi radikal bebas
dengan sel-sel normal seperti peroksidasi
lemak dan kerusakan DNA dapat dicegah
atau stres oksidatif tidak terjadi lagi®® [20].
Flavonoid dapat berfungsi sebagai zat
pengkelat dari logam-logam Cu dan Fe yang
berfungsi sebagai katalis dalam reaksi
Fenton. Reaksi ini termasuk reaksi perubahan
Hidrogen Peroksida menjadi OH-. Proses
kelat ini akan menurunkan aktivitas katalitik
dari logam Cu dan Fe sehingga akan
mengurangi terbentuknya radikal OH- dan
secara otomatis akan menurunkan proses
kerusakan DNA dan proses peroksidasi
lemak (PUFA)®3 [21, 22]. Dari hasil
penelitian  ini  menunjukkan  bahwa
pemberian gel ekstrak biji kakao 8% mampu
mempengarui jumlah sel makrofag dalam
mempercepat proses penyembuhan luka pada
soket pasca pencabutan gigi tikus Wistar
jantan pada hari ke-1, hari ke-3 dan hari ke-
5, akan tetapi hari ke-3 merupakan waktu
paling efektif dalam proses penyembuhan
luka pencabutan gigi melalui penurunan
jumlah sel makrofag

CONCLUSION

Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa gel
ekstrak biji kakao 8% (Theobroma Cacao, L)
efektif mempercepat proses penyembuhan
luka pencabutan gigi tikus Wistar jantan
dengan menurunkan jumlah sel makrofag
pada hari ke-3. Selain efektivitas perlu
dilakukan penelitian tentang stabilitas gel
ekstrak biji kakao 8% (Theobroma Cacao, L)

terhadap  proses  penyembuhan luka
pencabutan gigi.
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