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ABSTRAK

Diabetes mellitus adalah penyakit yang berdampak pada proses penyembuhan luka di dalam mulut.
Pada penderita diabetes melitus, aktifitas prolifrasi fibroblast menurun dan aktifitas enzim kolagenese serta
MMP-9 meningkat, sehingga penyembuhan ulserasi pada rongga mulut akan menjadi lebih lama. Zinc sulfat
merupakan mineral yang dapat meningkatkan sinyal antar sel, proliferasi komponen penyembuhan, serta
migrasi komponen pada tahapan penyembuhan. Tujuan: untuk menganalisis pengaruh pemberian zinc
sulfat 1% secara topikal pada ekspresi MMP-9 dan jumlah sel fibroblas jaringan mukosa mulut hewan coba
pada kondisi diabetes mellitus, yang mengalami ulkus traumatikus. Metode: Pada penelitian ini hewan
coba (48 ekor tikus wistar) berusia 2-3 bulan dan berat badan 150-200 gram, dibagi menjadi empat grup.
Untuk mendapatkan tikus diabetes, maka subjek diinduksi dengan streptozotocin (30mg) yang dilarutkan
dalam 1,33 ml buffer (asam sitrate). Untuk membuat ulser pada jaringan mukosa mulut, maka dilakukan
dengan menempelkan burniser panas selama 10 detik pada mukosa bibir subjek. Pada setiap periode
ekperimen (hari ke-5 dan ke-7) dilakukan pengambilan jaringan mukosa, dan dilanjutkan dengan
pembuatan preparat histologi. Pada preparat histologi digunakan pengecatan HE untuk mengidentifikasi
dan menghitung jumlah fibroblast, sedangakan IHS untuk mengidentifikasi dan menghitung ekspresi MMP-
9. Metoda statistik one-way Anova digunakan untuk analisis perbandingan antara grup perlakuan dan grup
kontrol. Signifikansi didasarkan pada nilai p<0.05. Hasil: Pemberian zinc sulfat 1% secara topikal pada
ulkus traumtikus pada tikus diabetes mengakibatkan terjadi peningkatkan jumlah fibroblas (p<0,05) dan
menurunkan ekspresi MMP-9 (p<0,05) yang diamati pada setiap periode eksperimen yang ditetapkan
dalam penelitian ini. Kesimpulan: Zinc sulfat 1% dapat mempercepat proses penyembuhan ulkus

traumatikus pada hewan coba dengan kondisi diabetes mellitus.

Kata kunci : diabetes melitus, ulkus traumatikus, zinc sulfat , MMP-9, fibroblas.
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EFFECT OF TOPICAL ZnSO4 1% ON THE MMP-9 EXPRESSIONS AND THE NUMBER OF
FIBROBLAST IN TRAUMATIC ULCER HEALING OF DIABETES MELITUS WISTAR RATS

ABSTRACT

Diabetes mellitus is the worldwide metabolic disease and lead to higher mortality in every years
around the globe. This conditions lead to increased intensity and duration of inflammation, thus impair the
healing process. Hence, the ulceration as the most common oral disease becomes harder and longer to
heals. Zinc Sulphate as the trace elements has been used for many years in wound treatment therapy.
This mineral has an important role in healing phases, by inducing the signalling, proliferations and
migrations of the healing phases components. Objectives: The aim of this research, is to analyze the
effect of the topical zinc sulphate 1 % in MMP-9 expressions and fibroblast amount in mucosal tissue of
diabetic wistar rat. Methods: This post-test only control group design study used 58 Wistar rat of 2-3
month, 150-200 gram in weight. The animals were divided into four groups, normal, diabetes, normal +
2ZnS0+ and diabetes+2nS0s. Rats were induced by streptozotocin 30 mg diluted in 1,33 ml buffer citrates
to create diabetic condition. After experiment time periods (5 and 7days) the mucosal tissues specimens
were prepared and stained by using HE to observe fibroblasts morphology, and immunohistochemistry
method was used to analyse MMP-9 expressions, and the results were analyzed using one-way Anova.
Result: The uses of zinc sulphate 1% therapy in traumatic ulceration, decreased the MMP-9 expressions
and increased the fibroblast number in diabetic conditions, compare to those in control groups, the
difference was significantly difference (p<0,05). Conclusion: The adding of Topical ZnSO4 1% in

ulceration treatment is accelearing tissue healing process in diabetic mice

Key words: diabetes melitus, traumatic ulcer, zinc sulphate, MMP-9, fibroblast.

PENDAHULUAN hiperglikemia yang terjadi karena kelainan

Pada tahun 2012, International Diabetes
Federation (IDF) mengungkap DM di seluruh
dunia mencapai 371 juta jiwa dan penderita di
Indonesia mencapai 7,6 juta.? Berdasarkan
American Diabetes  Association (ADA),
Perkumpulan Endokrinologi Indonesia (Perkeni)
mendefinisikan DM sebagai suatu kelompok
karakteristik

penyakit  metabolik  dengan

sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya.>*
Hiperglikemia yang kronis, menyebabkan
proses penyembuhan vyang lambat akibat
peningkatan sitokin proinflamasi, advanced
glycation end-products (AGE's) dan reactive
oxygen species (ROS). Pada penderita DM,
penyembuhan yang lambat dapat dijumpai pada

ulkus rongga mulut.> Penelitian sebelumnya
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mengungkapkan, bahwa kondisi DM akan diikuti
oleh adanya hiperzincuria dan hjpozincemia yang
menyebabkan terjadinya defisiensi Zinc pada
penderita DM. Defisiensi  Zinc  akan
mempengaruhi peningkatan advanced glycation
end-products (AGEs), dan berakibat
meningkatnya oxidative stress yang merupakan
faktor terhambatnya proses penyembuhan.®”

Pada proses penyembuhan sel dominan
yang berperan penting adalah fibroblast karena
bertanggung jawab pada pembentukan dan
pemelihara jaringan ikat (connective tissues)
mempunyai tiga tahapan penting, yaitu fase
inflamasi, fase proliferasi dan fase remodeling.?
Fibroblas merupakan faktor kunci pada fase
kedua dan merupakan sel dominan. Komponen
fibrous dari jaringan ikat, akan mengalami
peningkatan proliferasi dan migrasi dengan
pemberian mineral ini.®?

Pada proses penyembuhan yang normal,
keseimbangan antara matriks metaloproteinase
(MMP) dan tissues inhibitor
matrixmetalloproteinases (TIMP) akan tercapai.
Enzim ini mempunyai peran yang sangat penting
dalam penyembuhan. Secara fisiologis, MMP
memainkan peran penting dalam mendegradasi
extracellular matrix (ECM) dan pembentukan
kembali ECM. MMP juga berperan pada masa
pertumbuhan dan perkembangan embrional,
mempengaruhi proses seluler seperti proliferasi,
regulasi Growth Factors (GF), diferensiasi,
migrasi, adesi dan regenerasi jaringan.!01112
Pada penderita DM, level glukosa darah yang
tinggi menyebabkan peningkatan MMP-9 serta
menurunkan ekspresi TIMP. Meningkatnya MMP-

9 mempengaruhi jumlah sitokin proinflamatori,

misalnya IL-8 vyang akan meningkatkan
kemoatraktan terhadap netrofil, mekanisme ini
meyebabkan lambatnya proses penyembuhan
pada kondisi DM.13

Bahan campuran Zn dengan bahan
campuran sulfat, klorida, glukonat, oksida dan
stearate digunakan sebagai selain bahan campur
senyawa Zn, juga memiliki fungsi dalam
mengurangi efek inhibitor Zn terhadap absorbsi
besi, dan mempertahankan stabilitas Zn.'* Zinc
Sulfat (ZnSO4) banyak digunakan untuk
mengobati luka dengan meningkatkan
pembentukan jaringan granulasi, re-epitelisasi,
sebagai anti inflamasi, meningkatkan proses
fagositosis, meregulasi faktor pertumbuhan
seperti vascular endothelial growth factors
(VEGF), fibroblast growth factors (FGF) dan
insulin  like growth factors (IGF-1). Zn
meningkatkan migrasi keratinosit dan fibroblas
serta mengaktifkan sel endotel.!> Mineral ini
menginduksi sub-unit integrin yang berperan
dalam pergerakan keratinosit.

Penelitian tentang ZnSO4 1%, secara
topikal sebelumnya dilakukan pada luka bekas
pencabutan gigi pada tikus wistar, dan telah
tebukti secara klinis mempunyai peran dalam
mempercepat proses penyembuhannya.'® Namun
pengaruh dan mekanisme kerja dari ZnSO4 1%
secara topikal terhadap jumlah fibroblas dan
ekspresi  jumlah  MMP-9, pada proses
penyembuhan ulkus traumatikus pada kondisi

DM, belum pernah dibuktikan sebelumnya.

METODE
Penelitian ini merupakan penelitian

eksperimental laboratoris dengan menggunakan
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rancangan penelitian Post Test Only Control
dilakukan  di

Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran

Group  Design.  Penelitian
Universitas Airlangga dan Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya pada bulan oktober hingga
desember 2014. Subjek penelitian menggunakan
hewan coba tikus Wistar yang dikelompokkan
menjadi tikus normal dan tikus diabetes yang
telah dibuat ulkus pada mukosa bibir bawah,
dengan menggunakan burnisher panas yang
ditempelkan di mukosa bibir selama 10 detik
Selanjutnya, terhadap masing-masing kelompok
tikus tersebut dibagi menjadi 2 (dua)
subkelompok, untuk diberi ge/ Zinc Sulfat 1%
(ZnSO4 1%) dan gel carboxymethyicelluloses
(CMC-Na) secara topikal. Dengan demikian,
didapatkan empat kelompok tikus, yaitu 2 (dua)
kelompok tikus normal yang diaplikasikan ge/
CMC-Na dan yang diaplikasikan ge/ ZnSO4 1%,
serta 2 (dua) kelompok tikus diabetes yang
diaplikasikan ge/ CMC-Na, dan yang diaplikasikan
gelZnS04 1%.

Sebelum di induksi dengan STZ, subjek
dipuasakan selama empat jam sebelum untuk
mengosongkan lambung dan mengurangi resiko
aspirasi. STZ vyang dibutuhkan, sebanyak
150mg/kg BB yang dilarutkan dengan konsentrasi
STZ 22,5mg/ml pada larutan buffer sitrat.
Larutan STZ dimasukkan ke dalam tabung yang
terbungkus alumunium foil. Larutan STZ
dipindahkan ke dalam syringe 1ml, dan
didiamkam selama 30-60 detik, sebelum induksi.
Larutan STZ diinjeksikan melalui intraperitoneal
sesuai dengan kebutuhan dosis per ekor. Dalam
peneltian ini, induksi STZ hanya dilakukan

sebanyak satu kali. Selanjutnya tikus dikorbankan

pada hari ke-5 dan ke-7. Dilakukan insisi jaringan
pada bibir bawah dan pemrosesan jaringan,
untuk dibuatkan sediaan histologi. Berikutnya
dilakukan penghitungan sel fibroblas serta
ekspresi MMP-9, menggunakan pulasan HE. Data
yang diperoleh dianalisis dengan ANOVA dan
dilanjutkan uji Tukey HSD.

HASIL

Pada pengamatan kelompok kontrol dan
perlakuan hari ke-5, pada jaringan mukosa tikus,
tampak sel radang yang didominasi oleh
makrofag dan netrofil dengan jumlah sedikit.
Fibroblas sebagai sel pembentuk jaringan ikat
yang /mmature, terlihat mulai muncul dan
berproliferasi. Setelah diberi perlakuan dengan
bahan uji (ZnSO4 1%), tampak jumlah kedua sel
ini meningkat secara signifikan dibandingkan

dengan kelompok kontrol (Gambar 1).
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Gambar 2. Ekspresi Fibroblast Hari ke-5
(pembesaran 1000x)
Ket: A: kelompok normal B: kelompok perlakuan
Demikian pula, pada periode ini
terhadap ekpresi MMP-9,

menunjukan, bahwa setelah diberi perlakuan

pengamatan

bahan uji, ekspresi MMP-9, yang tampak sebagai
warna coklat jumlahnya menurun pada kelompok
perlakuan dibandingkan dengan kelompok

kontrol (gambar 2).
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Gambar 2. Ekspresi MMP-9 Hari ke-5
(pembesaran 1000x)

Ket: A: kelompok normal; B: kelompok perlakuan
Pengamatan penyembuhan jaringan
pada hari ke-7, gambaran histopatologis sel
radang mulai berkurang dan fibroblas merupakan
sel dominan. Fibroblas pada kedua kelompok
tampak mulai mature dan menyatu dengan
serabut kolagen yang disebut sebagai fibrosit.'”
Tampak pula adanya pembentukan jaringan ikat-
muda dan morfologi fibrosit yang memanjang,

mengikuti bentuk serabut kolagen, diikuti dengan

Gambar 2. Ekspresi MMP-9 Hari ke-5
(pembesaran 1000x)

Ket: A: kelompok normal; B: kelompok perlakuan
Jumlah fibroblast lebih sering ditemukan
pada kelompok perlakuan, dibandingkan dengan
kelompok kontrol (Anova,p<0.05) (gambar 3).
Pada hari ke-7 ini, frekuensi protein MMP-9 lebih
sering ditemukan pada kelompok kontrol
dibandingkan dengan kelompok perlakuan

(Anova, p< 0.005) (gambar 4). Demikian pula, uji

HSD menunjukkan adanya perbedaan bermakna

Gambar 4. Ekspresi MMP-9 Hari Ke-7
(pembesaran 1000x)

Ket: A: kelompok normal; B: kelompok perlakuan

PEMBAHASAN

Proses penyembuhan ulkus traumatikus,
melalui beberapa tahapan penyembuhan
berfungsi memperbaiki kontinuitas jaringan dan
merupakan hasil dari interaksi sel platelet,
netrofil, makrofag, fibroblas, sel endotel, dan
keratinosit termasuk juga komponen dari matriks
ekstraseluler (ECM).'81° Fibroblas dan matriks
metaloproteinase (MMP-9) merupakan salah satu
komponen penting dalam rangkaian proses
penyembuhan.

Pada penelitian ini, maturase fibroblast
diamati pada hari ke-5 dan ke-7. Fibroblas
memproduksi kolagen, glikosaminoglikan, serat
elastin dan glikoprotein yang membentuk matriks
ekstraseluler.?’ Fibrosit sebagai bentuk inaktif
disekitar jaringan yang rusak, akan diinduksi oleh
makrofag menjadi fibroblas pada proses
penyembuhan. Fibroblas terakumulasi di daerah
tepi ulkus melalui angiogenesis antara 2 sampai
5 hari pasca terjadi kerusakan. Jumlah fibroblas

mencapai puncaknya sekitar 1 minggu pasca
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terjadi ulkus dan merupakan sel dominan pada
minggu pertama fase penyembuhan.?%??

Pada DM, jumlah fibroblas yang menuju
ke daerah ulkus akan berkurang, hal ini
disebabkan karena jumlah fibroblas yang
mengalami apoptosis meningkat yang disebakan
oleh bertambahnya jumlah sitokin proinflamatori,
advanced glycation end-products (AGE's) dan
reactive oxygen species (ROS), yang meningkat
pada kondisi DM. Keadaan ini disebabkan oleh
peningkatan kadar glukosa darah yang tinggi,
yang mempengaruhi perubahan Adenosine
Triphosphate (ATP) dan aktivasi caspade 3.%3

Sedangkan MMP-9 yang merupakan
bagian dari famili gelatinase adalah enzim yang
berperan penting dalam proses pembentukan
ECM. MMP-9 dapat disekresikan oleh makrofag
dan fibroblas selama proses penyembuhan. Peran
utama enzim ini adalah untuk mendegradasi
matriks dan jaringan nekrosis, serta bakteri
infektif pada tahap awal penyembuhan, untuk
kemudian dipersiapkan dalam tahap
selanjutnya.?+?>

Pada tahap proliferasi dan remodeling
jaringan, MMP-9 berperan menyiapkan matriks
yang menjadi jembatan antar tepi ulkus, agar
fibroblas dan komponen lain dapat bermigrasi
menuju daerah ulkus. Pada kondisi DM, ekspresi
MMP-9 sebagai bagian dari tahap inflamasi akan
tetap tinggi, sebagai akibat dari tahapan inflamasi
yang berlangsung lama, sehingga aktivitas
proteinase dan degradasi jaringan akan tetap
berlangsung. Hal ini akan menyebabkan
terhambatnya penyembuhan ulkus.?® Peran
ZnS04 dalam penelitian ini adalah mempercepat

proses penyembuhan luka, seperti terlihat dalam

penelitian  ini, pemberian  ZnSO4 1%,
menurunkan ekspresi MMP-9 pada tikus Wistar
dengan kondisi DM. Ion pada ZnSO4 akan
memicu gugus katalitk pada MMP-9 vyang
memiliki reseptor untuk Zn (zinc dependent)
dalam mengurangi aktivitas proteinase bila
matriks sudah mencukupi untuk fibroblas dapat
bermigrasi dan berproliferasi ke daerah ulkus.?’

Pada level molekuler dan seluler, Zn juga
terlibat dalam sintesis insulin, sekresi dan
signaling, oleh karena itu Zn memiliki pengaruh
terhadap aksi dan fungsi insulin di dalam proses
metabolism. Zn juga bekerja sebagai kofaktor
pada aktivitas transkripsi DNA dan dalam aktivitas
enzimatik, termasuk di dalamnya adalah aktivitas
MMP, sehingga aktivitas debridemen dan migrasi
keratinosit bertambah selama proses
penyembuhan.® Selain itu, mineral ini juga
sebagai kofaktor yang memberikan perlindungan
sel terhadap reactive oxigen species (ROS)
demikian juga terhadap peptida bakteri yang
bersifat racun, melalui aktivitas anti oksidannya
terutama oleh cysteine-rich metallothioneins
(MT) dan superoxide dismutase yang mengubah
superoksida menjadi oksigen dan peroksida
sehingga memilki aktivitas anti oksidan yang
kuat.

Hal yang tidak kalah penting adalah
fungsi Zn sebagai signalling component yang
mempengaruhi  faktor pertumbuhan dalam
menginduksi proliferasi dan diferensiasi sel,
termasuk fibroblas dan sel endotel. Zinc juga
berperan dalam menyediakan energi metabolik
yang diperlukan sel untuk bermigrasi ke daerah

ulkus dalam proses penyembuhan melalui
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ekspresi integrin yaitu suatu protein adhesi yang
penting untuk re-epitelisasi jaringan.?

Proses re-epitelisasi dengan migrasi dan
proliferasi fibroblas pada mukosa mempunyai
peran penting dalam proses penyembuhan yang
normal. Pada penderita DM, terjadi penurunan
produksi faktor pertumbuhan (growth factor).3%3
Ini terlihat pada hasil pengamatan hari ke 5,
dimana fibroblas mulai bertambah jumlahnya dan
menyebar pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol. Pada hari ke-7,
secara terlihat jumlah fibroblas mengalami
peningkatan rata-rata pada kelompok perlakuan
dibandingkan kelompok kontrol pada dimana
fibroblas menyebar diantara kolagen dan fibrosit
yang mulai terbentuk dalam  tahapan
penyembuhan.

Kondisi DM akan mengakibatkan sel imun
tidak berfungsi sebagaimana mestinya, hal ini
juga berdampak pada terhambatnya proses
penyembuhan. Tahap inflamasi dalam proses
penyembuhan, akan berlangsung kronis dimana
terjadi peningkatan mediator proinflamatori dan
menurunnya proliferasi fibroblas sebagai faktor
kunci pada tahap pembentukan jaringan
granulasi, yang berfungsi menjaga kekuatan
jaringan pada tahap akhir penyembuhan
(remodeling).3*3>  Matriks  metaloproteinase
(MMP) dalam hal ini MMP-9 disintesis oleh
makrofag dan komponen luka (fibroblas, sel
epitel), dalam bentuk inaktif.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini ZnSO4 1% terbukti
mampu meningkatkan jumlah fibroblas dan
menurunkan ekspresi MMP-9 pada penyembuhan

ulkus traumatikus, melitus, sehingga

mempercepat penyembuhan ulkus traumatikus

dengan kondisi diabetes melitus.

SARAN

Diperlukan penelitian lebih  lanjut,
pengaruh ZnSO4 1% dalam mempercepat
penyembuhan ulkus di rongga mulut terhadap
komponen penyembuhan yang lain seperti MMP-
2 dan MMP-8 pada kondisi Diabetes Melitus.
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