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Abstrak

Latar belakang : Full thickness skin graft merupakan salah satu tekhnik dalam
mempercepat penyembuhan luka. Proliferasi Endotel Progenitor Cell (EPC) dan
pembentukan pembuluh darah baru memiliki peran penting dalam keberhasilan Full
thicknessskin graft. Kandungan ozon dalam Ozonated Virgin Coconut Oil (VCO) memiliki
kemampuan dalam meningkatkan growth factor sehingga dapat mempercepat
penyembuhan luka. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan efek ozonated VCO
dalam berbagai dosis dalam meningkatkan proliferasi EPC dan angiogenesis pada luka full
thickness skin graft.

Metode : Penelitan iniadalah studi eksperimental dengan randomized post test only with
parallel group design. Empat puluh ekor tikus Sprague Dawley dilakukan skin graft
autologous pada waktu yang bersamaan. Sampel dibagi secara acak menjadi 8 grup. Dua
grup kontrol (X1 dan X5), dan 6 grup lagi lainnya diberikan ozonated VCO dosis bertingkat
50,6 mg/ml (X2, X6); 101,3 mg/ml (X3, X7); 202,6 mg/ml (X4, X8). Dilakukan terminasi
pada hari ke-6 dan hari ke-12. Dilakukan pemeriksaan jumlah proliferasi EPC dengan
pewarnaan IHC CD34 menggunakan pembesaran 1000x dengan bantuan minyak emersi
secara single blind serta jumlah angiogenesis dengan menggunakan mikroskop binokuler
pembesaran 100x dengan pewarnaan HE pada masing-masing grup. Data dianalisis
dengan metode Saphiro Wilk, ANOVA, post-hoc Benferonni dan Pearsons menggunakan
SPSS.

Hasil : Jumlah proliferasi EPC pada kelompok X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 masing-masing
memiliki rerata 6,2 +0,837; 10+ 1,581;13,80 + 2,049; 14,80 + 2,280; 9,40 £ 2,074; 13,20 +
1,483; 19,0 + 2,055 dan 19,20 + 1,095 lapang pandang mikroskop. Jumlah angiogenesis
pada kelompok X5, X6, X7, X8 memiliki rerata 9,20 + 1,095; 14,60 + 2,881; 17,40 + 3,286;
18,80 + 2,168. Pemberian ozonated VCO dosis 202,5 mg/ml memberikan hasil terbaik
dalam jumlah proliferasi EPC (p=<0,01) dan jumlah angiogenesis (p=<0,001).

Simpulan : Ozonated VCO efektif dalam penyembuhan luka full thicknes skin graft
ditinjau dari proliferasi EPC dan angiogenesis. Dosis ozonated VCO 202,5 mg/ml memiliki
efek terbaik terhadap penyembuhan luka.

Kata kunci : Full thicknes skin graft, ozonated virgin coconut oil, endotel progenitor cell,
angiogenesis
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The Effectivity of Ozonated Virgin Coconut 0Qil on Healing Full Thickness Skin graft
Study on Endothelial Progenitor Cell Proliferation and Angiogenesis
in Sprague Dawley Mice

Abstract

Background : Full thickness skin graft is one technique to accelerate wound healing. Endothelial Progenitor Cell (EPC) proliferation and new
blood vessel formation have an important role in the success of Full thickness skin graft. Ozone content in ozonated virgin coconut oil (VCO)
has the ability to increase growth factors so that it can accelerate wound healing. This study was aimed to prove the effects of ozonated VCO
invarious dosesinincreasing EPC proliferation and angiogenesis in full thickness skin graft wounds.

Methods : This research is an experimental study with randomized post test only with parallel group design. 40 Sprague Dawley rats
performed autologous Skin grafts at the same time. Samples were randomly divided into 8 groups, two control groups (X1 and X5), and
6 other groups were given a multi-dose ozonated VCO 50.6 mg/ml (X2, X6); 101.3 mg/ml (X3, X7); 202.6 mg/ml (X4, X8). Conduct
termination on day 6 and day 12. The number of EPC proliferation was examined with IHC CD34 staining using 1000x magnification with the
aid of emersion oil. The amount of angiogenesis was examined using 100x magnification of binocular microscope with HE staining in each
group. Data were analyzed by Saphiro Wijk, ANOVA, post hoc benferonniand pearsons with SPSS.

Results : The number of EPC proliferation in groups X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 hasamean of 6.2 £0.837; 10+ 1.581; 13.80+2.049; 14.80 +
2.280;9.40+2.074;13.20+1.483; 19.0+2.055and 19.20 + 1.095. The number of angiogenesis in groups X5, X6, X7, X8 has a mean of 9.20 +
1.095; 14.60+2.881;17.40+3.286, 18.80+ 2.168, 17.40 + 3.286, 18.80 + 2.168. The administration of ozonated VCO dose of 202.6 mg/ml
gave the best resultsin the amount of angiogenesis (p=<0.001).

Conclusion : Ozonated VCO can increase the number of EPC proliferation and angiogenesis in the wound healing process of full thickness

skin graft. The ozonated VCO dose of 202.6 mg / ml showed the best effect onincrease wound healing process.

Keyword s : Full thicknes skin graft, ozonated virgin coconut oil, endotel progenitor cell, angiogenesis

PENDAHULUAN

Luka merupakan terputusnya kontinuitas integritas
kulit, permukaan mukosa ataupun organ jaringan.!
Secara khusus berdasarkan kedalaman luka ataupun
struktur lapisan kulit, luka dapat dibagi menjadi 3 yaitu
superfisial, partial thickness, dan full thickness.!
Penanganan luka saat ini merupakan permasalahan
global dan dapat menimbulkan komplikasi yang berat
jika tidak ditangani dengan baik. Di Amerika Serikat,
lebih dari 7 juta orang setiap tahun mengalami
peradangan kronis pada kulit yang disebabkan oleh
tekanan, stasis vena, atau diabetes mellitus yang
memperparah kondisi luka. Proses fisiologis dalam
penyembuhan luka dimulai dari hemostasis, inflamasi,
proliferasi, dan remodelling.! Beberapa proses yang terjadi
pada penyembuhan luka diantaranya munculnya
endothel progenitor cell (EPC) yang terjadi akibat
kerusakan endotel sehingga akan memicu proses
vaskulogenesis dan proses angiogenesis. Selain itu saat
proses penyembuhan luka terjadi epitelisasi luka yang
dimulai dari deposit kolagen, pembentukan jaringan
granulasi, kontraksi luka dan penutupan luka.'? Proses
penyembuhan luka dapat dipengaruhi oleh teknik
penanganan dan perawatan luka.>3 Skin graft merupakan
tindakan memindahkan sebagian atau seluruh tebalnya
kulit dari satu tempat ke tempat lainnya supaya hidup di
tempat baru tersebut dan dibutuhkan revaskularisasi
untuk menjamin kelangsungan hidup kulit yang

dipindahkan tersebut. Metode ini digunakan dalam
penutupan defek kulit yang luas untuk rekonstruksi
pada operasi plastik.*® Berdasarkan ketebalannya skin
graft dibagi menjadi 2 yaitu split thickness skin graft (STSG)
dan full thickness skin graft (FTSG).** Namun dalam
pelaksanaannya banyak faktor yang dapat menjadi
permasalahan dalam melakukan FTSG.°

Oksigen merupakan modalitas penting yang
membantu dalam penanganan luka. Ozon (O3) telah
diakui secara luas memiliki efek bakterisida yang terbaik,
antiviral, dan antijamur serta saat ini secara empiris telah
digunakan sebagai modalitas terapi klinis untuk luka
kronis, seperti ulkus tropik dan ulkus iskemik. Tiga atom
oksida yang dimiliki oleh ozon jika dilepaskan akan
berikatan dengan oksida bebas dalam tubuh dan
menghasilkan produk oksigen yang akan memberikan
efek positif bagi tubuh. Efek menguntungkan dari
perawatan luka dengan menggunakan ozon akan
memberikan dampak terhadap penurunan infeksi
bakteri dan penyembuhan kerusakan kulit yang
terganggu atau peningkatan tekanan oksigen oleh
paparan ozon di area luka.” Ozon berpotensi sebagai
alternatif dalam membantu penyembuhan luka pada
kulit. Ozon bereaksi pada setiap organ dan permukaan
tempat berkontaknya seperti sel endotel. Dengan dasar
inilah, masih diperlukan penelitian lebih lanjut tentang
ozon yang akan mengalami pemecahan menjadi oksigen,
dan apakah hal ini akan meningkatkan penyembuhan
luka pada keadaan FTSGjika diberikan secara topikal.
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METODE

Penelitian ini merupakan studi eksperimental hewan
dengan desain “randomized post-test with control group”
pada 40 ekor tikus jantan Sprague Dawley yang diinsisi
pada punggung kanannya dengan panjang luka 2cm x
2c¢m dan kedalaman luka 2mm. Kriteria inklusi penelitian
ini yaitu tikus jantan berumur #2-3 bulan, dengan berat
badan 250 £ 50 gram setelah aklimatisasi, serta tidak ada
kelainan anatomis. Semua subjek diperlakukan secara
sama dari segi paska operasi dan diet dalam jumlah
normal. Subjek hewan percobaan dibagi secara acak
menjadi delapan grup sama rata dengan jumlah masing-
masing kelompok 5 ekor (2 kelompok kontrol dan
6 kelompok intervensi), yaitu kelompok kontrol 1 (X1)
diberikan perawatan dengan NaCl 0,9% 1 kali sehari
selama 6 hari dan kelompok kontrol 2 selama 12 hari (X5).
Kelompok perlakuan diberikan ozonated VCO dengan
dosis bertingkat yaitu 50,6 mg/ml (X2,X6); 101,3mg/ml
(X3,X7); dan 202,6mg/ml (X4,X8). Pada penelitian ini
tidak ada subjek penelitian yang drop out. Ozonated VCO
diperoleh dari pencampuran antara ozon dan VCO.
Pembuatan ozonated VCO dilakukan di center plasma
research Universitas Diponegoro, Semarang. Sedangkan
proses pembuatan luka dan penerapan full thikness skin
graft terhadap tikus, serta proses pengambilan jaringan
dilakukan di Laboratorium Penelitian dan Pengujian
Terpadu (LPPT) Universitas Diponegoro (UNDIP),
Semarang. Pada hari ke-6, terminasi dilakukan pada
kelompok X1, X2, X3 dan X4 dan hari ke 12 terminasi
dilakukan pada kelompok X5, X6, X7 dan X8. Kemudian
jaringan luka diambil dan dilakukan pemeriksaan secara
mikroskopis. Pemeriksaan jumlah proliferasi EPC
dengan pewarnaan IHC CD34 menggunakan

pembesaran 1000x dengan bantuan minyak emersi secara
single blind. Sedangkan pemeriksaan jumlah angiogenesis
dengan cara menghitung jumlah percabangan baru pada
jaringan luka yang memiliki tunika intima yang tipis dan
tidak memiliki tunika media pada 5 lapang pandang
menggunakan mikroskop binokuler pembesaran 100x
dengan pewarnaan HE pada masing-masing grup. Data
yang diperoleh kemudian dianalisis dengan progam
SPSS21.0.

HASIL

Setelah dilakukan pengambilan jaringan, jaringan
diberikan pengecatan immunohistokimia CD34.
Pembacaan preparat jaringan dilakukan oleh patolog
pada setiap kelompok dengan single blind.

Grafik 1 menunjukkan bahwa adanya perbedaan
jumlah endothel progenitor cell pada masing-masing
kelompok dengan kelompok yang diberikan NaCl 0,9% 1
kali sehari selama 6 hari yaitu 6,2 + 0,837 lapang pandang
mikroskop; kelompok yang diberikan ozonated VCO
topikal 50,6 mg/ml selama 6 hari yaitu 10 + 1,581 lapang
pandang mikroskop; kelompok yang diberikan ozonated
VCO topikal 101,3 mg/ml selama 6 hari yaitu 13,80 +
2,049 lapang pandang mikroskop; kelompok yang
diberikan ozonated VCO topikal 202,6 mg/ml selama
6 hari yaitu 14,80 + 2,280 lapang pandang mikroskop;
kelompok yang diberikan NaCl 0,9% selama 12 hari yaitu
9,40 £ 2,074 lapang pandang mikroskop; kelompok yang
diberikan ozonated VCO topikal 50,6 mg/ml selama
12 hari yaitu 13,20 £ 1,483 lapang pandang mikroskop;
kelompok yang diberikan ozonated VCO topikal 101,3
mg/ml dan 202,6 mg/ml selama 12 hari yaitu 19,0 £
2,055dan 19,20 £1,095 lapang pandang mikroskop.

Gambar 1. Gambaran Proliferasi EPC pada hari ke 6 perawatan
(menggunakan pewarnaan IHC CD34 dengan pembesaran 1000x dengan bantuan minyak emersi)
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Jumlah EPC

EPC:

X1
X2
X3
X4
X5
X6
X7
X8

Gambar 2. Gambaran Proliferasi EPC pada hari ke 12 perawatan
(menggunakan pewarnaan IHC CD34 dengan pembesaran 1000x dengan bantuan minyak emersi)
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Grafik 1. Grafik box plot data Jumlah Proliferasi EPC pada kelompok X1 — X8

Endothelial Progenitor Cell

: kelompok kontrol yang diberi NaCl 0,9% dan diterminasi pada harike-6

: kelompokyang diberi ozonated VCO 50,6 mg/ml dan diterminasi pada hari ke-6

: kelompokyangdiberiozonated VCO 101,3 mg/ml dan diterminasi pada hari ke-6

: kelompokyangdiberiozonated VCO 202,6 mg/ml dan diterminasi pada hari ke-6

: kelompok kontrol yang diberi NaCl 0,9% dan diterminasi pada harike-12

: kelompokyang diberi ozonated VCO 50,6 mg/ml dan diterminasi pada hari ke-12

: kelompokyang diberi ozonated VCO 101,3 mg/ml dan diterminasi pada harike-12
: kelompokyang diberi ozonated VCO 202,6 mg/ml dan diterminasi pada hari ke-12
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Hari -12

Gambar 3. Gambaran Angiogenesis (Pembuluh darah baru) pada kelompok penelitian
(Menggunakan pewarnaan HE dengan pembesaran 1000x)
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Grafik 2. Grafik box plot data Jumlah Angiogenesis pada kelompok X1-X8

Berdasarkan hasil uji One Way ANOVA
didapatkan nilai p=0,00, maka dapat disimpulkan
terdapat perbedaan bermakna jumlah proliferasi EPC
pada kelompok yang diberikan NaCl 0,9% 1x sehari
selama 6 hari, kelompok yang diberikan ozonated VCO
topikal 50,6 mg/ml selama 6 hari, kelompok yang
diberikan ozonated VCO topikal 101,3 mg/ml selama
6 hari dan kelompok yang diberikan ozonated VCO
topikal 202,6 mg/ml selama 6 hari.

Pembuluh darah baru yang muncul dapat
dibedakan dengan pembuluh darah lama dengan
melihat tunika medjia. Dari grafik 2, menunjukkan bahwa
adanya perbedaan jumlah angiogenesis pada masing-
masing kelompok kontrol dengan kelompok yang
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diberikan perlakuan. Jumlah pembuluh darah baru yang
muncul paling banyak terdapat pada kelompok X8.
Berdasarkan hasil uji One Way ANOVA didapatkan nilai
p=0,00, maka dapat disimpulkan ada perbedaan
bermakna jumlah angiogenesis pada kelompok yang
diberikan NaCl 0,9% selama 12 hari, kelompok yang
diberikan ozonated VCO topikal 7,59 mg selama 12 hari,
kelompok yang diberikan ozonated VCO topikal
15,195 mg dan 30,375 mg selama 12 hari.

DISKUSI

Penelitian ini bertujuan untuk melihat efektivitas
pemberian ozonated virgin coconut oil (VCO) secara topikal
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dalam meningkatkan respon penyembuhan luka pada
FTSG kulit Sprague Dawley ditinjau dari proliferasi EPC
dan jumlah angiogenesis dimana dilakukan perlakuan
selama 6 dan 12 hari. Kemudian dilihat dengan
pewarnaan staining IHC CD34 untuk melihat jumlah
proliferasi EPC dan angiogenesis melalui pewarnaan HE.
Peneliti menggunakan ozonated VCO yang dihasilkan
dari generator yang akan dicampurkan ke dalam VCO,
karena kandungan senyawa VCO efektif dalam
mengatasi inflamasi pada setiap luka. VCO secara topikal
dapat berguna sebagai pelindung pada kulit dari radikal
bebas dan dapat melembabkan kulit. Polifenol yang
terkandung dalam VCO diketahui dapat berperan
sebagai antioksidan. VCO dapat mempercepat waktu
penyembuhan luka, mengecilkan ukuran diameter luka
serta menurunkan serum alkaline phosphatase.VCO
dapat menurunkan puncak konsentrasi TNF-alpha,
IL-83,dan IL-6.810

Tiap kelompok diberikan perlakuan dengan
menggunakan ozonated VCO dengan dosis yang berbeda-
beda. Pada kelompok dengan pemberian ozonated VCO
dosis 15,195 mg (101,3 mg/ml) dan 30,375mg (202,5
mg/ml) menunjukkanjumlah proliferasi EPC yang lebih
tinggi dan kelompok yang dilakukan pemberian ozonated
VCO dosis 202,4 mg/ml menunjukkan jumlah
angiogenesis yang lebih tinggi. Hal tersebut sejalan
dengan teori yang menyebutkan bahwa ozon akan
menghasilkan produk H202 dan ROS. ROS yang
dihasilkan oleh ozon akan mengaktivasi ekspresi gene
Nitric oxide synthase sehingga akan meningkatkan
pembentukan nitric oxide. Nitric oxide akan
merangsang endothel untuk berproliferasi melalui
eNOS. eNOS akan mengirimkan sinyal dan akan
mengaktivasi EPC dari bone marrow dan akan
memobilisasi EPC ke pembuluh darah perifer.!'-1 Ozon
juga akan meningkatkan jumlah fibroblast, kolagen dan
kadar VEGF yang merupakan komponen penting dalam
proses angiogenesis. Ozon akan berperan untuk
memanggil sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, I1-8,
IL-10 untuk menimbulkan kaskade penyembuhan
dengan mendorong terstimulasinya VEGF (Vascular
endothelial growth factor) dan memastikan suplai fibroblast
dapat mencapai tujuan agar bisa menciptakan kolagen
untuk perlekatan donor.!-1215-17

Penelitian ini juga memiliki beberapa kekurangan
seperti bahan yang diuji hanya pada beberapa mediator
inflamasi serta VCO sebagai bahan pelarut ozon dapat
memberikan bias hasil dikarenakan VCO juga
mempunyai efek anti inflamasi dan mempercepat
penyembuhan luka.

SIMPULAN

Pemberian ozonated VCO dapat mempercepat
penyembuhan luka full thickness skin graft yang dapat
dilihat berdasarkan indikator jumlah proliferasi endothel

progenitor cell dan angiogenesis dibandingkan dengan
pemberian NaCl 0,9%. Dosis terbaik untuk
penyembuhan luka full thickness skin graft adalah
202,6 mg/ml.
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