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Efek Pemberian Perasan Daging Daun Lidah Buaya (Aloe vera L.) terhadap Jumlah Monosit Darah dan Makrofag Jaringan Kulit Luka Sayat pada Punggung Tikus Wistar Jantan 
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Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang
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ABSTRAK
Pendahuluan: Luka sayat merupakan kerusakan jaringan yang disebabkan oleh benda tajam. Lidah buaya merupakan herbal yang memiliki efek terhadap penyembuhan luka dengan mempengaruhi monosit dan makrofag. Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan efek perasan lidah buaya terhadap jumlah monosit darah dan makrofag jaringan kulit luka sayat.
Metode: Penelitian eksperimental laboratorik in vivo control group post test only design. Hewan coba (n=25, tikus wistar jantan usia 2-3 bulan) dibagi menjadi kelompok KN (tanpa perlakuan), kelompok KP (iodine salep), kelompok perlakuan (konsentrasi perasan lidah buaya 20%, 40% dan 80% dengan dosis 0,5 g/tikus/hari secara topikal selama 6 hari). Tikus model luka sayat dilukai sepanjang 2 cm dan kedalaman 0,2 cm dengan scalpel. Jumlah monosit darah dihitung secara Absorbtion Spectrophotometry melalui tes darah lengkap dan makrofag jaringan diamati melalui pewarnaan (Hematoxylin eosin) menggunakan mikroskop pada perbesaran 400x. Analisis data menggunakan One Way ANOVA (p<0,05).
Hasil: Pemberian perasan lidah buaya secara tidak signifikan meningkatkan jumlah monosit darah sebesar 8% (5,40±1,673), 20% (6,00±2,915), 36% (6,80±2,387) dibandingkan pemberian iodine. Secara signifikan meningkatkan jumlah makrofag jaringan 0,5x (5,53±0,60), 1x (7,93±0,863) dan 1,8x (10,86±2,20) dibandingkan pemberian iodine  (p<0,05).
Kesimpulan: Pemberian perasan daging daun lidah buaya pada semua konsentrasi tidak mampu mempengaruhi jumlah moonosit darah namun dapat mempengaruhi jumlah makrofag jaringan kulit luka sayat pada punggung tikus wistar jantan.
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Effect by Giving the Leaf Juice of Aloe vera L. to the Number of Blood Monocytes and Number of Tissue Macrophages Skin Incision on Male Wistar Rat’s Back
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ABSTRACT
Introduction: Wounds incision are form damage of tissue caused by a sharp object. Aloe vera L. is a herb that has an effect on wound healing by affecting monosit and macrophage. This study was conducted to prove the effect of leaf juice of Aloe vera L. on the number of blood monocytes and tissue macrophages skin incision on male wistar rat’s.
Method: This research was laboratory experimental in vivo control group post test only design. Animals trial used male wistar rats aged 2-3 months (n=25) which were divided KN group (without treatment), KP group (Iodine cream), treatment group in Aloe vera juice (concentration 20%, 40%and 80% with a dose of 0.5 g / rat / day given topically for 6 days). The wound rats model was given wound of 2 cm long and a depth of 0, 2 cm used scalpel. A number of blood monocyte was calculated by absorbtion and spectrophotometry on the results of complete blood tests and tissue macrophages were observed by staining (Hematoxylin Eosin) using microscope at 400x magnification. Data analysis using One Way ANOVA (p <0.05).
Results: Aloe vera juice with no significant results can increase the number of blood monocytes on level 8% (5,40±1,673), 20% (6,00±2,915), 36% (6,80±2,387) compared to giving iodine (p> 0.5). As significantly increase the number of tissue macrophage jaringan 0,5x (5,53±0,60), 1x (7,93±0,863) dan 1,8x (10,86±2,20) compared to giving iodine (p <0.05).
Conclusion: The leaf juice of aloe vera in all concentrations weren’t be able to influenced the number of blood monocytes but were be able to influenced the number of tissue macrophages skin incision on male wistar rats.
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PENDAHULUAN

Kejadian luka sayat atau luka akibat benda tajam cukup tinggi di masyarakat menempati urutan ketiga penyebab cedera terbanyak pada kelompok pekerja 1. Luka karena kecelakaan rumah tangga menempati urutan pertama 2. Peningkatan prevalensi luka terbuka meningkat dari 25,9% menjadi 47,7% karena kecelakaan dan luka akibat operasi 3. Tercatat 34 kasus meninggal karena luka tajam seperti luka bacok, luka iris dan luka tusuk di RSUD dr. Soetomo Surabaya 4. Jika luka ini dibiarkan akan timbul beberapa ancaman seperti perdarahan dan gangguan pembekuan darah, respon stress simpatis, infeksi bakteri bahkan kematian5. Sebanyak 36 pasien (10%) kasus luka terbuka yang dibiarkan menyebabkan syok septik (Papia, 1999). Luka post fasciotomi mempunyai faktor resiko komplikasi 60,5% dan menyebabkan kematian 5.
Penyembuhan luka dibagi menjadi fase inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling 6. Pada fase inflamasi menginduksi migrasi monosit untuk berdiferensiasi menjadi makrofag di jaringan luka yang memiliki kekuatan lebih besar untuk menfagosit 7. Selain menfagosit makrofag jaringan menghasilkan beberapa growth factor seperti platelet-derived growth factor (PDGF) dan fibroblast growth factor (FGF) berperan dalam meregenerasi sel yang terluka dengan meningkatkan proliferasi sel fibroblas, serta vaskuler endothel growth factor (VEGF) yang mempercepat pembentukan angiogenesis yang penting dalam proses penyembuhan luka di fase proliferasi 8. 
Penggunaan Iodine yang hanya berpotensi sebagai antiseptik untuk penyembuhan luka dapat menyebabkan iritasi sehingga membuat luka lebih lama sembuh 10. Diperlukan bahan aktif yang berpotensi mengaktifasi peran monosit dan makrofag dalam proses regenerasi sel dan penyembuhan luka antara lain lidah buaya (Aloe vera L.) 11.
Lidah buaya (Aloe vera L.) memiliki bahan aktif yang berpotensi sebagai antiseptik, anti inflamasi, imunostimulan dan efek wound healing12. Zat aktif lidah buaya (Aloe vera L.) yang berperan dalam fase inflamasi antara lain adalah tanin dan saponin yang berpotensi sebagai antiseptic. Lectin, hormone gibberellin dan enzim protease yang memilki potensi antiinflamasi dan acemannan yang berperan sebagai imunostimulan dalam fase inflamasi 13. Acemannan, dan enzim protease untuk meningkatkan pembentukan matriks extraseluler pada fase proliferasi14.
Berdasarkan data diatas peneliti ingin membuktikan potensi perasan daging daun lidah buaya (Aloe vera L.) terhadap jumlah monosit darah dan makrofag jaringan pada penyembuhan luka sayat tikus wistar jantan dengan metode bebat yang baru, yang didapatkan dari penelitian pendahuluan yang dilakukan peneliti.

METODE

	Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium secara in vivo. Desain pada penelitian ini dengan control group post test only design. Penelitian ini dilaksanakan di Animal House dan Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang, Laboratorium Patologi Anatomi san Patologi klinik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Maret 2019. Penelitian ini telah disetujui secara etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya dengan nomor 1084-KEP-UB pada tanggal 17 Februari 2019.

Subjek Penelitian  

       Tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) dengan usia 2-3 bulan yang memiliki berat badan 250-300 gram,  diaklimatisasi selama 7 hari, diberi makan dan minum standar laboratorium. Sampel sebanyak 25 dibagi menjadi kelompok negatif (KN, tanpa perlakuan dan luka sayat), kelompok positif (KP, pemberian iodine salep), kelompok perlakuan 1 (KP 1, perasan lidah buaya konsentrasi 20%), kelompok perlakuan 2 (KP 2, perasan lidah buaya konsentrasi 40%), kelompok perlakuan 3 (KP 3, perasan lidah buaya konsentrasi 80%).


Pembuatan Perasan Daging Daun Lidah Buaya (Aloe vera L.) 

       Pemberian perasan daging daun lidah buaya (Aloe veraL.) dilakukan dengan cara memotong daun lidah buaya dan mengupas dan di haluskan menggunakan blender serta di saring menggunakan kasa steril sebanyak 3 kali. Perasan daging daun lidah buaya yang sudah siap ditimbang dengan neraca digital sebanyak 2 gr, 4 gr dan 8 gr untuk membuat konsentrasi 20%, 40% dan 80% dengan campuran adeps lanae sebagai basis 18. 
Adeps lanae juga ditimbang sesuai konsentrasi yaitu sebanyak 8 gr, 6 gr dan 2 gr berurutan untuk konsentrasi perasan 20%, 40% dan 80% yang dipanaskan di oven (55˚C) agar mencair untuk mempermudah penyatuan dengan perasan lidah buaya. Perasan dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% yang terbentuk ditimbang sebanyak 0,5gr/tikus/hari sebagai dosis topikal 10. 
Perasan ini dibuat setiap hari agar kandungan zat aktif tetap fresh. Konsentrasi 20% untuk (KP 1), konsentrasi 40% untuk (KP 2) dan konsentrasi 80% untuk (KP 3) diberikan selama 6 hari 11. 

Pembuatan Luka Sayat

       Tikus dianastesi menggunkan ketamine 0,1 ml/100grBB secara intramuscular menggunakan spuit 1 cc 16. Setelah anastesi bekerja dilakukan pencukuran bulu tikus pada bagian punggung dengan bentuk persegi panjang dan luas (4x5 cm2) menggunakan gunting dan Veet Hair Removal Cream yang didiamkan selama 5 menit kemudian dibersihkan 15. Tikus diberi luka dibagian punggung sepanjang 2 cm dengan kedalaman 0,2 cm menggunkan scalpel no 11 yang dilakukan pada hari ke 8 setelah 7 hari setelah aklimatisasi 16.
Bebat luka dilakukan setelah herbal dioleskan, pembebatan ini menggukan kasa kecil yang disusun diatas herbal kemudian ditutup dua hipafix berukuran (2,5x4cm2) yang disusun tegak lurus seperti tanda plus (+). Bebat luka akan diganti setiap hari. Perlakuan tiap kelompok hanya dibedakan dari pemberian jenis olesan saja.


Pengambilan Sampel Darah dan Jaringan kulit Luka Sayat

       Tikus difiksasi posisi supinasi, kemudian dianastesi menggunakan ketamin dosis 40 mg/kgBB secara intramuscular (IM). Tikus dibedah secara vertikal dengan menggunakan gunting mengikuti linea media dari abdomen menuju thorax hingga seluruhnya terbuka. Lalu dilakukan pengambilan darah di intracardiac dengan spuit 5 cc. Darah yang diambil dimasukkan ke dalam vacutainer dengan tutup ungu yang sudah mengandung EDTA sebagai antikoagulan. Jaringan kulit luka diambil sekitar 0,1-0,3 gram pada daerah luka setelah pengambilan darah intracardiac tikus 17. 


Pembuatan Preparat Jaringan Kulit Luka

Jaringan kulit yang akan dijadikan preparat biopsy dibersihkan terlebih dahulu dengan alcohol swab. Pengambilan eksisi-biopsy jaringan kulit luka sekitar 1x2 cm2 dimasukkan pada botol flakon dan difiksasi dengan formalin 10% selama 24 jam. Tahap selanjutnya adalah dehidrasi dengan alcohol 50%, 70%, 80%, 96%, dan absolut masing-masing selama 2 jam lalu dengan alcohol-xylol dan xylol murni. Memasuki tahap embedding menggunakan paraffin cair dan dimasukkan ke dalam oven sampai mengeras. Masuk ke tahap cutting yaitu jaringan dipotong menggunkan microtom dan direkatkan pada object glass. Tahap terakhir yaitu pewarnaan dengan HE. Preparat direndam dalam xylol I dan II masing-masing selama 5 menit, dan dehidrasi ethanol selama 5 menit dan aquades selama 1 menit. Tahap selanjutkan dengan merendam dalam larutan hematoksilin selama 15 menit kemudian dibilas dengan air mengalir, dicuci dengan lithium carbonat 15-30 detik dan terakhir aquades. Celupkan pada acid alcohol dan dibilas dengan aquades. Dilanjutkan pewarnaan dengan Eosin selama 4 menit dan dimasukkan delam alcohol dengan konsentrasi bertingkat masing-masing selama 3 menit. Tahap terakhir dengan ethanol III dan IV serta xylol IV dan V masing-masing selama 3 menit. Keringkan, preparat siap untuk diperiksa dengan mikroskop 18.


Pemeriksaan Jumlah Monosit Darah 

       Darah dengan EDTA yang telah disiapkan di periksa menggunakan mesin Auto Analyzer dengan alat Cell DYN Emerald. Alat ini bekerja dengan prinsip kerja Absorbance Spectrophotometry. Jumlah monosit dapat dilihat melalui hasil differential count melalui hasil pemeriksaan darah lengkap 33.

Pemeriksaan Jumlah Makrofag Jaringan
Preparat jaringan kulit luka yang telah diberi pewarnaan HE dilihat menggunakan microskop trinoculer dari lapisan epidermis sampai lapisan subkutan dengan mikrometer dan perbesaran 400x, menggunakan prinsip penghitungan jumlah leukosit secara manual dengan menemukan 100 leukosit, kemudian dihitung berapa banyak makrofag yang ditemukan dan dibandingkan dengan seluruh jumlah leukosit. Penghitungan dilakukan sebanyak 3 kali dengan orang yang berbeda untuk menghindari kesalahan pada penghitungan sehingga data yang didapatkan valid 20.

Tehnik Analisa Data

       Data yang diperoleh dilakukan uji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu. Setelah data dinyatakan terdistribusi normal selanjutnya dilakukan uji statistik One Way ANOVA dan kemudian dengan menggunakan Post hoc. Hasil dikatakan bermakna bila p<0,05. Semua analisa data dilakukan dengan memakai perangkat software statistik SPSS 16.


HASIL DAN ANALISA DATA

Karakteristik Sampel

Pada penelitian ini menggunakan tikus Wistar Jantan (Rattus novergicus) sebagai sampel dengan usia 2-3 bulan dan berat badan 250-300 gram. Aklimatisasi hewan coba selama 7 hari dilakukan pada semua kelompok perlakuan, jumlah sampel sebanyak 5 sampel pada masing-masing kelompok.
 Karakteristik sampel pada penelitian ini dapat dilihat pada table 1.



Tabel 1. Karakteristik Sampel Hewan Coba
	
	    KN
	KP
	           P1
	P2
	P3

	Δ BB (g)
	250-300
	250-300
	250-300
	250-300
	250-300

	Jenis kelamin
	Jantan
	Jantan
	Jantan
	Jantan
	Jantan

	Usia-awal (bulan)
	2-3
	2-3
	2-3
	2-3
	2-3

	Lama adaptasi (hari)
	7
	7
	7
	7
	7

	Pemberian dosis perasan lidah buaya topikal (g)
	-
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	Pemberian perasan lidah buaya /ekor/hari
	-
	-
	20%
	40%
	80%

	Jumlah tikus per kelompok
	5
	5
	5
	5
	5

	Cara pemberian perlakuan
	-
	Topikal
	Topikal
	Topikal
	Topikal


	Lama Perlakuan 
	6
	6
	6
	6
	6

	Karakteristik luka sayat panjang/ kedalaman (cm)
	-
	2/0,2
	2/0,2
	2/0,2
	2/0,2

	Lama penyembuhan luka (hari)
	-
	4
	5
	4
	3


Keterangan: 
Kelompok KN: kelompok kontrol negative, tanpa perlakuan
Kelompok KP: kelompok kontrol positif, pembuatan luka sayat + povidone iodine 10% cream 
Kelompok P1: kelompok kontrol positif, pembuatan luka sayat + perasan lidah buaya 20% 
Kelompok P2: kelompok kontrol positif, pembuatan luka sayat + perasan lidah buaya 40% 
Kelompok P3: kelompok kontrol positif, pembuatan luka sayat + perasan lidah buaya 80%

Gambaran luka pada setiap kelompok perlakuan dan kelompok kontrol positif dapat dilihat pada gambar dibawah ini
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Gambar 1. Kondisi Luka Tikus 
Keterangan: Huruf A menunjukkan luka pada hari pembuatan luka sayat, huruf B menunjukkan hari pengeringan luka.  Kelompok KP luka mengering pada hari ke-4, Kelompok P1 luka mongering pada hari ke-5, Kelompok P2 luka mongering pada hari ke-4, Kelompok P3 luka mongering pada hari ke-3.

Gambar diatas menunjukkan kondisi luka sesaat setelah pembuatan sayatan pada kondisi A dan kondisi luka yang mengering pada hari yang berbeba pada semua kelompok B. Kondisi luka pada kelompok KP sesaat setelah sayatan tampak perdarahan minimal, P1 perdarahan cukup banyak dan menyebar, P2 perdarahan yang cukup banyak dan terfokus pada luka sayatan, P3 cukup banyak dan menyebar. Waktu pengeringan luka KP dan P2 pada hari-4, P1 pada hari ke-5 dan P3 pada hari ke-3. 
Jumlah Monosit Darah Tikus Model Luka Sayat 
Hasil rerata jumlah monosit darah pada model tikus luka sayat yang diberikan perasan daging daun lidah buaya (Aloe vera L.) dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan tertera pada tabel 2.

Tabel 2. Rerata Hasil Jumlah Monosit Darah Tikus Model Luka Sayat
	Kelompok
	N
	Rerata±SE  (%)

	KN 
	5
	   2,80±0,837cde

	KP 
	5
	5,00±2,828

	KP 1 
	5
	5,40±1,673a

	KP 2 
	5
	6,00±2,915a

	KP 3 
	5
	6,80±2,387a



Keterangan: Tabel 2 menunjukkan hasil rata-rata jumlah monosit darah tikus model luka sayat pada semua kelompok. Data dalam mean ± SE. Notasi berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p<0.05). Tabel diatas menunjukkan bahwa KN berbeda signifikan dengan P1, P2,dan P3 begitu sebaliknya. Tidak ada perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan (P1, P2 dan P3). KP tidak berbeda signifikan dengan semua kelompok.
a. KN berbeda signifikan terhadap P1, P2 dan P3
b. KP tidak berbeda signifikan pada semua kelompok 
c. P1 berbeda signifikan terhadap KN
d. P2 berbeda signifikan terhadap KN
e. P3 berbeda signifikan dengan KN
Data tersebut terdistribusi normal (p>0,05) namun tidak homogen (p<0,05), sehingga data tersebut tidak dapat dianalisa menggunakan One Way ANOVA melainkan menggunakan Mann-Whitney. Analisa didapatkan (p>0,05) yang menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan terhadap jumlah monosit darah pada luka sayat punggung tikus Wistar jantan. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa jumlah monosit darah pada KN lebih tinggi secara signifikan dibandingkan KP.
Tabel 2 menunjukkan bahwa pemberian salep iodine 0,5 gr selama 6 hari dapat meningkatkan jumlah monosit sebesar 78% dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Pemberian perasan daging daun lidah buaya 0,5 gram dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% selama 6 hari meningkatkan jumlah monosit darah berturut-turut sekitar 8%, 20%, dan 36% dibandingkan kelompok kontrol positif namun tidak dapatkan perbedaan yang signifikan (p>0,05). Antar kelompok perlakuan yaitu pemberian perasan daging daun lidah buaya dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% tidak didapatkan hasil yang signifikan (p>0,05).

Jumlah Makrofag Jaringan Tikus Model Luka Sayat 
Gambaran histologi makrofag jaringan kulit pada model tikus luka sayat dapat dilihat pada gambar 2.
[image: ]
 
   

Gambar histologi diatas menunjukkan jumlah makrofag pada setiap kelompok. Makrofag jaringan terlihat lebih besar dari sel-sel yang lain dengan bentuk yang tidak teratur dan memiliki inti seperti tapal kuda. Jumlah makrofag pada kelompok KN (1), kelompok KP (2), Kelompok P1 (3), kelompok P2 (5) dan kelompok P3 (7). 
Berdasarkan gambaran histologi makrofag jaringan pada model tikus luka sayat yang diberikan perasan daging daun lidah buaya (Aloe vera L.) dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% diatas dilakukan penghitungan rerata dari jumlah makrofag jaringan kulit luka sayat yang dapat dilihat pada tabel 3.
Tabel 3. Rerata Hasil Jumlah Makrofag Jaringan Tikus Model Luka Sayat
	Kelompok
	N
	Rerata±SE  (%)

	KN 
	5
	 0,53±0,556bcde

	KP 
	5
	         3,80±1,12acde

	KP 1 
	5
	5,53±0,60abde

	KP 2 
	5
	7,93±0,863abce

	KP 3 
	5
	10,86±2,20abcd


Keterangan : Tabel 3 menunjukkan hasil rata-rata jumlah makrofag jaringan tikus model luka sayat pada  semua kelompok. Data dalam mean ± SE. Notasi berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p<0.05).
a. KN berbeda signifikan terhadap P1, P2 dan P3
b. KP berbeda signifikan terhadap KN, P1, P2, P3 
c. P1 berbeda signifikan terhadap KN, KP, P2, P3
d. P2 berbeda signifikan terhadap KN, KP, P1, P3
e. P3 berbeda signifikan terhadap KN, KP, P1, P2
Dari hasil pengolahan data didapatkan data tersebut terdistribusi normal dan homogen (p>0,05), sehingga data tersebut dapat dianalisa menggunakan One Way ANOVA. Analisa didapatkan (p<0,05) yang menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap jumlah makrofag jaringan pada luka sayat punggung tikus Wistar jantan. Tabel 3 menunjukkan bahwa pemberian salep iodine 0,5 gr selama 6 hari dapat meningkatkan jumlah makrofag hingga 7 kali lipat dibandingkan kelompok kontrol negative serta didapatkan hasil yang signifikan (p<0,05). Pemberian perasan daging daun lidah buaya 0,5 gr pada kelompok P1 (5,534±0,60389), kelompok P2 (7,934±0,86385) dan kelompok P3 (10,866±2,20877) menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kelompok kontrol positif (p<0,05).  Hasil signifikan juga didapatkan antar kelompok perlakuan (p<0,05) dengan pola jumlah makrofag yang bertambah naik pada pemberian konsetrasi lidah buaya yang semakin tinggi, peneliti menduga pemberian dosis dengan konsentrasi yang semakin besar berbanding lurus dengan respon yang didapatkan yaitu jumlah makrofag yang ikut meningkat dan dosis optimal pada KP 3 dengan pemberian perasan lidah buaya dengan konsentrasi 80%.
PEMBAHASAN

Karakteristik Populasi Sampel Penelitian 
Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini menggunakan tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) karena mudah diperoleh, mudah dalam pemeliharaan karena adaptasi lingkungan yang baik dan memiliki kesamaan genetik dengan manusia 21. Pemilihan usia tikus 2-3 bulan dan berat badan 250-300 gram dikarenakan telah mencapai usia dewasa dengan luas badan yang cukup luas untuk diberikan perlakuan luka sayat dan pemberian olesan herbal yang sesuai dengan body suface area (BSA) 22. Pemilihan tikus putih wistar jantan sebagai hewan coba dapat memberikan hasil penelitian yang lebih stabil karena tidak dipengaruhi oleh adanya siklus menstruasi dan kehamilan seperti pada tikus putih betina. Tikus putih jantan juga mempunyai kecepatan metabolisme obat yang lebih cepat dan kondisi biologis tubuh yang lebih stabil dibanding tikus betina 22. 
Adaptasi hewan coba dilakukan selama 7 hari dengan pemberian pakan standart sesuai berat badan. Jumlah sampel dalam penelitian ini sebanyak 25 ekor yang dihitung menggunakan rumus Federer. Terbagi menjadi 5 kelompok, tiap kelompok erjumlah 5 ekor 23. Setiap ekor tikus ditempatkan dikandang yang berbeda untuk menghindari stres, penularan penyakit antar tikus dan memudahkan penghitungan pemberian pakan. Penempatan single cage yang paling utama yaitu untuk menghindari kompetisi yang dapat berakibat fatal bagi pembebatan luka sayat pada tikus, hal ini ditujukan untuk menjaga pembebatan luka tetap terfiksasi sempurna dan penyembuhan luka tetap berjalan secara fisiologis. Penggantian sekam juga dilakukan setiap hari untuk memperkecil penularan infeksi dari kotoran tikus pada luka sayat 24. 
Pemberian luka sayat pada hewan coba diawali dengan mencukur bulu tikus dibagian punggung untuk mempermudah pengelolaan bebat luka agar luka tetap steril dan terfiksasi sempurna. Panjang luka yang diberikan di punggung tikus yaitu 2 cm dengan kedalaman 0,2 cm menggunakan scalpel no.11 yang ditujukan untuk mencapai target kebutuhan pemeriksaan semua marker kelompok 16.
 
Model pembebatan luka yang digunakan merujuk pada penelitian pendahuluan yang telah kelompok kami lakukan. Hasil pembebatan yang paling efisien dan efektif yaitu menggunakan 2 plasterin dengan ukuran (2,5x4 cm2) yang disusun tumpang tindih seperti tanda plus (+) dibandingkan dengan pembebatan yang lain seperti bebat penuh mengelilingi perut tikus dan bebat menggunakan hipafix single. Pembebatan model ini dinilai paling efisien dan efektif dibanding model lainnya yang kami lakukan pada saat penelitian pendahuluan karena tidak mudah lepas dan memfiksasi luka dengan baik. Pembebatan model ini juga mudah dilepaskan menggunakan pinset anatomi dan tidak menyakiti kulit hewan coba, terbukti dari tidak adanya pergerakan aktif atau penolakan dari hewan coba pada saat pelepasan bebat hari sebelumnya, pemberian perasan lidah buaya dan penggantian bebat baru. 
Pemeilihan ekstraksi herbal menggunakan perasan, karena dinilai proses pembuatan cukup mudah dan sederhana serta kandungan zat aktif yang terkandung didalamnya seperti acemannan, saponin, auxin dan giberellin masih utuh karena tidak melalui proses yang lain ataupun campuran dengan zat yang dapat mereduksi kandungan zat aktif dari lidah buaya. Konsentrasi perasan yang digunakan adalah 20%, 40% dan 80% 16. Pemberian secara topikal ditujukan agar pengobatan herbal lebih terfokus pada luka yang diberikan sehingga luka lebih cepat sembuh 15. Adeps lanae terpilih menjadi basis pembuatan konsentrasi perasan lidah buaya karena sifatnya yang dapat menyerap air dan teksturnya yang seperti lemak dapat mempertahankan zat aktif yang terkandung dalam perasan lidah buaya. Adeps lanae yang diaplikasikan pada kulit juga dapat melunakkan kulit, sehingga penetrasi obat ke dalam kulit lebih mudah 34. Dosis yang digunakan untuk perasan lidah buaya yaitu 0,5 gram/ekor/hari merujuk pada dosis povidone iodine dalam penelitian sebelumnya dan penelitian pendahuluan yang kami lakukan. Iodine digunakan sebagai kontrol positif karena masih banyak digunakan oleh masyarakat luas dalam penanganan luka, namun masyarakat tidak mengetahui bahwa penggunaan iodine dapat menyebabkan iritasi pada luka disamping potensinya sebagai anti septik 10. 
Jumlah tikus yang tetap pada setiap kelompok mulai dari adaptasi sampai perlakuan selesai menunjukkan bahwa tikus hidup dengan baik tanpa ada kelainan ataupun kematian. Perlakuan dalam penelitian ini dilakukan selama 6 hari. Menurut penelitian sebelumnya pada hari keenam fase inflamasi penyembuhan sudah berakhir digantikan fase proliferasi 25. Hal ini baik untuk melihat apakah ada pro long dari fase inflamasi atau sudah beralih pada fase proliferasi. Masa penyembuhan luka pada setiap kelompok memiliki waktu yang berbeda, kelompok P3 menunjukkan luka mengering dan mulai mengecil pada hari ke-3, pada hari ke-4 luka mengering pada kelompok kontrol positif dan kelompok P2 sedangkan kelompok P1 luka mongering pada hari ke-5. Perbedaan waktu pengeringan luka ini diduga karena perbedaan konsentrasi perasan daging daun lidah buaya yang diberikan, sehingga kandungan zat aktif yang terkandung pada kelompok P1 lebih sedikit dari P2, sedangkan kandunagn zat aktif kelompok P2 lebih sedikit dari kelompok P3. Obat standart iodine pada kelompok kontrol positif memiliki kesamaan waktu pengeringan luka dengan kelompok P2. Peneliti menduga konsentrasi 40% perasan daging daun lidah buaya setara pemberian iodine 11.

Efek Perasan Lidah buaya (Aloe vera L.) Konsentrasi 20%, 40% dan 80% terhadap Jumlah Monosit Darah pada Tikus dengan Luka Sayat di Punggung
Pemberian perasan lidah buaya dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% dapat meningkatkan jumlah monosit darah pada tikus dengan luka sayat di punggung. Efek ini dikendalikan oleh zat aktif lidah buaya berupa acemannan yang memiliki potensi sebagai imunostimulan dan wound healing 11. Acemannan menginduksi kerja sumsung tulang untuk melepaskan monosit proinflamasi Ly6Chi untuk menfagosit dan berdiferensiasi menjadi makrofag dengan mengaktifkan chemokine receptor 2 (CCR2) sebagai transport menuju jaringan luka. Zat aktif ini juga membantu monosit proinflamasi Ly6Chi dengan bantuan Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A Member 1 (Nr4a1) berubah menjadi makrofag di jaringan luka dengan mengekspresikan F4/80 dan Mertyrosin kinase untuk menfagosit dan membantu mempercepat penyembuhan luka 26.
Peningkatan rerata monosit bukan menunjukkan pro-long dari fase inflamasi, melainkan menjalankan fungsinya untuk berdiferensiasi menjadi makrofag ke jaringan luka, hal ini didukung dengan menurunnya jumlah neutrofil darah yang menunjukkan bahwa fase inflamasi berakhir (unpublished). Hasil yang tidak signifikan menunjukkan bahwa pemberian 0,5 gram dosis perasan lidah buaya dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% tidak cukup mempengaruhi jumlah monosit darah pada luka sayat punggung tikus. Peneliti menduga penyebab hasil yang tidak signifikan adalah kurangnya dosis yang diberikan, luas pengaplikasian perasan lidah buaya yang kurang sesuai rumus (body surface area) BSA 29. Hal lain yang dapat mempengaruhi hasil yang tidak signifikan adalah penggunaan basis atau pengolahan basis yang kurang tepat 26, sangat sedikitnya kandungan acemannan sehingga tidak mampu mempengaruhi monosit secara sistemik. Waktu yang sebentar juga dapat menjadi penyebab kurang efektifnya bahan herbal terhadap penyembuhan luka 28.
Absorpsi obat melalui kulit mengikuti prinsip penyerapan difusi pasif yaitu proses suatu substansi yang bergerak dari suatu tempat ke tempat lainnya disertai penurunan gradien molekul, sehingga obat yang dapat terserap semakin sedikit. Difusi obat pada kulit dipengaruhi oleh beberapa faktor yang pertama adalah konsentrasi obat, semakin tinggi konsentrasi obat, semakin baik difusi obat yang dihasilkan. Kedua koefisien partisi yaitu perbandingan antara senyawa yang terdapat pada perasan lidah buaya dengan pelarut atau basis yang digunakan, selanjutnya luas area yang diobati, jika luas yang diobati sesuai maka difusi obat semakin baik, yang terakhir adalah ketebalan membrane yang diobati, semakin tipis membrane semakin baik difusi obat yang dihasilkan 29. Dengan menggunakan rumus (body surface area) BSA pada penggunaan obat topikal didapatkan luas area yang harus diobati maksimal adalah (5,4 x 5,4 cm2) sedangkan pada penelitian ini (body surface area) BSA yang digunakan hanya (1x3 cm2), dosis 0,5 gram yang digunakan juga dianggap kurang karena hanya dapat mengobati luka dengan luas (body surface area) BSA 3 cm2, hal ini dapat menjadi penyebab hasil yang tidak signifikan pada pemberian perasan lidah buaya terhadap jumlah monosit darah pada luka sayat punggung tikus 29.
Luka dengan panjang hanya 2 cm2 diduga juga tidak cukup mempengaruhi jumlah monosit secara sistemik. Diperlukan penelitian lanjutan untuk melihat potensi perasan lidah buaya terhadap jumlah monosit darah pada tikus dengan luka sayat yang lebih panjang 16 .
Penggunaan basis yang kurang tepat juga dapat menjadi faktor yang mempengaruhi hasil yang tidak signifikan pada pemberian perasan lidah buaya terhadap jumlah monosit darah pada luka sayat punggung tikus. Adeps lanae dinilai basis yang tepat untuk campuran perasan lidah buaya agar konsistensinya menyerupai salep karena sifatnya yang hidrofilik yang mampu menyerap air pada perasan lidah buaya selain itu juga memiliki sifat seperti lemak, hal ini baik dalam menjaga zat aktif yang terkandung dalam lidah buaya, manfaat lain adalah basis ini juga dapat melunakkan membrane kulit sehingga memudahkan absorpsi obat 26. Namun semua hal diatas tidak cukup untuk mempengaruhi jumlah monosit darah hal ini disebabkan karena sifat adeps lanae yang seperti lemak dapat menutupi pori-pori kulit sehingga absorpi obat sedikit terhambat dan kandungan zat aktif yang terserap semakin sedikit. Sifat lain dari adeps lanae yang diduga menjadi penyebab adalah daya serap adeps lanae terhadap air hanya sekitar 30% saja, jadi koefisien partisi salep perasan lidah buaya yang dihasilkan tidak seimbang antara senyawa dan basis 26. Hal ini terjadi lebih parah pada konsentrasi yang lebih tinggi, campuran salep tidak menyatu dengan sempurna. Campuran salep yang tidak sempurna juga diakibatkan oleh pengolahan adeps lanae yang dipanaskan dengan suhu 55o C dan tidak terjadi pelelehan sempurna karena titik leleh optimal yang disarankan pada pembuatan salep dengan adeps lanae adalah 60-70o C 27. 
Acemannan merupakan zat aktif mukopolisakarida yang terdapat pada kandungan perasan lidah buaya dengan konsentrasi yang lebih sedikit dibandingkan zat aktif lain yang terdapat pada perasan lidah buaya. Hal ini dapat menjadi penyebab perasan lidah buaya tidak cukup kuat mempengaruhi jumlah monosit darah dengan konsentrasi 20%, 40%dan 80%. Pemberian secara topikal juga bisa menjadi salah satu penyebab perasan lidah buaya tidak dapat mempengaruhi jumlah monosit darah yang beredar dalam vaskuler atau tidak terdstribusi secara sistemik, karena pengobatan hanya dilakukan secara lokalis 31. Perlu dilakukan uji lanjutan tentang potensi perasan lidah buaya yang diberikan secara per-oral untuk melihat jumlah monosit yang lebih terlihat 15. Hal lain yang dapat menyebabkan hasil yang tidak signifikan karena zat aktif lidah buaya yaitu saponin dan lectin sebagai anti inflamasi bekerja aktif sehingga menghambat kerja dari monosit. Peneliti menduga bahwa tidak ada perbedaan pada pemberian perasan dengan konsentrasi yang berbeda pada kelompok perlakuan terhadap jumlah monosit darah, hal ini bisa dikarenakan jumlah zat aktif herbal yang sedikit tidak cukup mempengaruhi secara sistemik dan  waktu perlakuan yang sebentar pada penggunaan herbal juga dapat menjadi salah satu faktornya, walaupun herbal memiliki potensi yang lebih banyak dari obat paten yang biasa digunakan, namun senyawa aktif yang terkandung didalamnya lebih sedikit, oleh Karena itu dibutuhkan waktu yang lebih lama  28. 

Efek Perasan Lidah buaya (Aloe vera L.) Konsentrasi 20%, 40% dan 80% terhadap Jumlah Makrofag Jaringan Luka Sayat Punggung Tikus Wistar
Pemberian perasan lidah buaya mampu meningkatkan jumlah makrofag jaringan luka sayat punggung tikus pada semua konsentrasi 20%, 40% dan 80% secara signifikan (p<0,05). Efek ini dipengaruhi oleh zat aktif acemannan dan enzim protease yang terkadung dalam perasan lidah buaya memiliki potensi sebagai imunostimulan dan efek wound healing (11). Zat aktif ini mengaktifkan monosit proinflamasi Ly6Chi dengan bantuan Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A Member 1 (Nr4a1) berubah menjadi makrofag di jaringan luka kemudian mengekspresikan F4/80 dan Mertyrosin kinase untuk menfagosit debris, benda asing ataupun sel yang sudah tidak berfungsi lagi 25. 
Makrofag memiliki tiga fungsi dalam penyembuhan luka yaitu membunuh bakteri atau bersifat bakterisidal, menghasilkan mediator inflamasi untuk mempercepat fase inflamasi, dan mempercepat penyembuhan luka dengan menghasilkan growth factor yang sangat penting pada proses penyembuhan luka karena merangsang proliferasi sel fibroblas dan angiogenesis 9. Perasan lidah buaya memiliki zat aktif yang berperan pada semua fase penyembuhan luka. Namun zat aktif paling utama yang sangat berperan adalah acemannan dengan potensinya sebagai imunostimulan yang mengaktifasi fungsi makrofag di fase inflamasi atau MI makrofag pro-inflamasi untuk menghasilkan mediator inflamasi melalui jalur klasik oleh interferon-γ (IFN-γ), tumour necrosis factor (TNF) dan damage associated pattern molecules (DAMPs) seperti LPS yang akan menghasilkan sitokin pro-inflamasi seperti tumour necrosis factor (TNF), interleukin-1β (IL-1β), dan interleukin-6 (IL-6) sehingga dapat mempercepat fase inflamasi (32). Acemannan juga mengaktifkan fungsi M2 makrofag yang lain yaitu efek wound healing dengan mengeluarkan growth factor seperti platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor-β (TGF-β), fibroblast growth factor (FGF), dan vaskuler endothel growth factor (VEGF)  oleh aktivasi interferon-γ (INF-γ) yang berfungsi meningkatkan prolifersi sel fibroblas dan angiogenesis sehingga penyembuhan luka lebih cepat 11. 
Teori ini sesuai dengan hasil penelitian yang dihasilkan, bahwa acemannan berpotensi sebagai imunnostimulan dan memiliki efek wound healing 11. Jumlah rerata makrofag yang meningkat menunjukkan bahwa zat aktif herbal bekerja dengan baik untuk penyembuhan luka. Jumlah makrofag yang meningkat bukan menunjukkan fase inflamasi yang pro long namun makrofag memiliki fungsi lain yaitu melanjutkan fase penyembuhan luka dengan menghasilkan growth factor 32. Hal ini sesuai dengan teori bahwa pada hari ke tiga sampai hari ke 10 terjadi peningkatan jumlah makrofag yang didominasi oleh M2 makrofag yang berperan pada meningkatkan fase proliferasi sel fibroblas dan angiogenesis. Hal ini didukung dengan hasil marker lain yaitu jumlah sel fibroblas dan transforming growth factor-β (TGF-β) yang meningkat menunjukkan bahwa penyembuhan luka sudah mencapai fase proliferasi dengan pemberian perasan lidah buaya selama 6 hari 11. 
Hasil yang signifikan pada semua perlakuan menunjukkan bahwa pemberian perasan lidah buaya dengan semua konsentrasi 20%, 40% dan 80% dapat meningkatkan jumlah makrofag jaringan luka sayat pada punggung tikus. Artinya dengan pemberian perasan lidah buaya dosis rendah saja mampu mempengaruhi jumlah makrofag jaringan. Hasil yang paling signifikan dapat dilihat dari standart deviasi yang dihasilkan setiap kelompok perlakuan. Dosis yang paling optimal yang dapat meningkatkan jumlah makrofag jaringan dilihat dari nilai standart deviasi paling tinggi adalah perasan lidah buaya dengan konsentrasi 80% (10,866±2,20877), yang kedua perasan lidah buaya dengan konsentrasi 40% (7,934±0,86385) dan yang terakhir perasan lidah buaya dengan konsentrasi 20% (5,534±0,60389), peneliti menduga hal ini sesuai dengan teori bahwa semakin tinggi konsentrasi herbal yang diberikan, semakin baik proses yang dihasilkan dan mempercepat penyembuhan luka 2.
Pada penelitian ini penghitungan makrofag jaringan dilakukan dengan membaca manual hasil scan foto HE dengan mencari 100 leukosit, kemudian dihitung prosentase jumlah makrofag yang ditemukan dibandingkan dengan 100 leukosit. Untuk mendukung data yang valid, penghitungan dilakukan oleh 3 orang lalu hasilnya di rata-rata. 

KESIMPULAN 
1. Pemberian perasan lidah buaya secara topikal dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% pada semua perlakuan tidak mampu meningkatkan jumlah monosit darah pada luka sayat punggung tikus wistar jantan
2. Pemberian perasan lidah buaya secara topikal dengan konsentrasi 20%, 40% dan 80% mampu meningkatkan jumlah makrofag jaringan luka sayat pada punggung tikus wistar, dengan efek paling optimal pada kelompok perlakuan 3 (perasan lidah buaya konsentrasi 80%).
SARAN
1. Melakukan penelitian lebih lanjut bagaimana mekanisme kerja senyawa aktif perasan lidah buaya dengan konsentrasi yang lebih tinggi pada proses penyembuhan luka sayat.
2. Melakukan penelitian lebih lanjut untuk melihat pengaruh perasan lidah buaya terhadap jumlah monosit darah secara per-oral, agar efek sitemik yang ditimbulkan lebih terlihat dibandingkan secara topikal.
3. Melakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek pemberian perasan lidah buaya terhadap luka sayat yang lebih panjang.
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Gambaran histologi makrofag jaringan kulit pada model tikus luka sayat dapat dilihat pada gambar 2.

Gambar 2. Gambaran Histotologi
Makrofag Jaringan Luka Sayat
Keterangan:Gambaran histopatologi
makrofag jaringan luka sayat  setelah
dilakukan pewamaan  Hemaroxlin-Eosin,
pada kelompok (A) kelompok KN, (B)
kelompok KP, (C) kelompok lidah buaya
Konsentrasi 20%, (D) kelompok lidah buaya
konsentrasi 40%, (E) kelompok lidah buaya
konsentrasi 80%. Panah hitam menunjukkan
makrofag jaringan luka sayat. Gambar diukur

dengan perbesaran 400X.
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