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Efek Pemberian Simplisia Kunyit (Curcuma domestica) Terhadap
Perkembangan Embrio Ayam (Gallus gallus) Berdasarkan
Perkembangan Diameter Kepala dan Histopatologi Otak

ABSTRAK

Kunyit (Curcuma domestica) merupakan salah satu tanaman obat yang
dipakai sebagai bahan obat herbal. Curcumin pada kunyit digunakan sebagai bahan
obat pengobatan kanker karena bersifat menghambat ekspresi VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) yang berperan dalam proliferasi sel dan angiogenesis.
Adanya hambatan angiogenesis dapat menyebabkan perkembangan organogenesis
otak terganggu karena kurangnya asupan nutrisi. Tujuan dari penelitian ini yaitu
untuk mengetahui pengaruh pemberian curcumin dari simplisia Kunyit (Curcuma
domestica) terhadap perkembangan organogenesis dan diameter otak pada embrio
ayam. Sampel TAB yang digunakan merupakan telur ayam yang berumur 0 hari
dengan berat 55 g yang dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu: kelompok Perlakuan 1
(P1) tanpa perlakuan, kelompok P2 yang diinokulasi 0,25 mL DMSO 2%
(Dimethylsulfoxide), kelompok P3 yang diberi simplisia kunyit dengan dosis 0,48
mg/g berat telur dalam 0,25 mL DMSO 2%, dan kelompok P4 yang diberi simplisia
kunyit dengan dosis 0,96 mg/g berat telur dalam 0,25 mL DMSO 2% . Inokulasi
dilakukan pada TAB usia 3 hari dan di inkubasi selama 10 hari. Parameter yang
diukur adalah diameter otak yang dianalisis secara statistik dengan one-way
ANOVA (a=0,05), dan histopatologi otak yang diwarnai dengan metode HE
(Haematoxylin Eosin) dan diamati secara deskriptif untuk menggambarkan
perkembangan otak embrio ayam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa simplisia
rimpang kunyit dosis 0,96 mg/g berat telur dapat menyebabkan penurunan diameter
embrio dan menyebabkan penurunan sel granular pada otak embrio ayam.

Kata kunci: Curcumin, Kunyit, Otak, VEGF.



The Effect of Curcuma (Curcuma Domestica) Against the Development of
Chicken Embryo (Gallus gallus) Based on the Diameter of its Head
and Brain Histopathology

ABSTRACT

Turmeric (curcuma domestica) is one of the medical plants which is widely
used as a herb. Curcumin inside the turmeric is used as a cancer treatment drug
because of its ability to block VEGF expression which has the role in cell
proliferation and angiogenesis. The blocking of angiogenesis could cause a
disruption in brain development because of lacking of nutrition. The purpose of this
experiment was to determine the effect of curcumin against angiogenesis
development and the brain diameter of chicken embryo. The samples we used are
newborn fertilized-chicken egg weighed 55 grams. The samples were divided into
4 groups, which were P1 group without any treatment, P2 group which was
inoculated by 0.25mL DMSO 2%, P3 group which was treated by curcumin
0.48mg/gBW inside 0.25mL DMSO 2%, and lastly P4 group which was treated by
curcumin 0.96mg/gBW inside 0.25mL DMSO 2%. Inoculation was done in 3 days
old fertilized-chicken egg and then incubated for 10 days. The parameter we used
were brain diameter which was analyzed statistically using one-way ANOVA and
brain histopathology which was stained by HE method, and analyzed descriptively.
The result of the experiment showed that curcumin 0.96 mg/gBW could reduce the
diameter of embryo brain and caused granular cell reduction of embrio brain.

Keywords : brain, curcumin, turmeric, VEGF
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Kunyit (Curcuma domestica) merupakan salah satu tanaman obat yang
sering dipakai sebagai bahan obat tradisional atau lebih dikenal sebagai jamu
(Paryono dan Kurniarum, 2014). Kunyit mengandung berbagai jenis zat-zat
kimia seperti zat warna (Curcumin, dihidrokurkumin, desmetoksikurkumin
dan bisdesmetoksikurkumin) sebanyak 3-5%, minyak atsiri (seskuiterpen dan
turunan fenilpropana turmeron kurlon kurkumol, atlanton, bisabolen,
seskuifellandren, zingiberin, aril kurkumen, humulen) sebanyak 2-5%, dan
mineral (magnesium, besi, mangan, kalsium, natrium, kalium, timbal, seng,
kobalt, aluminium dan bismuth) (Sudarsono dkk, 1996). Salah satu kandungan
kunyit yang banyak dipakai sebagai bahan obat yaitu curcumin. Curcumin
sering digunakan sebagai bahan obat pengobatan kanker. Menurut Zhang dkk
(2004), Curcumin dapat mengganggu siklus sel kanker paru A549 dan
menekan pertumbuhan sel. Aktivitas antikanker Curcumin dikaitkan dengan
kemampuannya sebagai penghambat COX maupun pada jalur signaling sel,
baik melalui pemacuan apoptosis maupun cell cycle arrest dengan
mempengaruhi produk gen penekan tumor maupun onkogen (Meiyanto,
1999). Selain itu, dikaitkan juga dengan kemampuannya sebagai antioksidan,
penghambatan karsinogenesis, penghambatan proliferasi sel, antiestrogen, dan

antiangiogenesis.



Menurut Bhandarkar et al (2007), Curcumin dapat menghambat
angiogenesis pada kultur sel endotel vaskuler. Angiogenesis merupakan suatu
proses kompleks yang melibatkan remodelling matriks ekstraseluler,
proliferasi, migrasi sel endotel, dan maturasi secara fungsional dari sel endotel
baru menjadi pembuluh darah yang matur. Angiogenesis diperlukan pada
proses pertumbuhan embrio (The Angiogenesis Foundation, 2015).
Peningkatan angiogenesis akan memperbaiki permeabilitas yang nantinya
akan memberikan ekstravasasi cairan dan nutrisi yang akan dialirkan pada
otak sehingga membantu dalam organogenesis (Ihvaricci, 2014).

Vaskulo-angiogenesis sangat mempengaruhi proses organogenesis otak
pada embrio ayam. Embrio ayam dapat digunakan sebagai model penelitian
karena memiliki ekpresi gen, detail perkembangan embrio, serta fungsi
fisiologis dan bentukan embrio yang memiliki kemiripan dengan embrio
manusia (Drake et al., 2006). Proses organogenesis otak embrio membutuhkan
nutrisi dan oksigen yang adekuat. Bila terdapat hambatan pada proses
transportasi tersebut maka proses perkembangannya tidak dapat berjalan
dengan baik. Vaskulo-angiogenesis dapat dipelajari dengan menggunakan
model embrio ayam karena sistem vaskularisasinya yang representatif dan
lebih mudah dipelajari (Ribatti, 2010). Embrio ayam (Gallus-gallus) dapat
diobservasi guna mengetahui pertumbuhan biologis, eksperimen embriologi
dan teratology. Maka penelitian ini mempelajari pengaruh simplisa kunyit

terhadap perkembangan organogenesis otak dan diameter kepala pada embrio.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut didapatkan rumusan masalah sebagai

berikut :

1.

Apakah pemberian simplisia Kunyit (Curcuma domestic) dapat
mempengaruhi perkembangan organogenesis otak pada embrio ayam?
Apakah pemberian simplisia Kunyit (Curcuma domestica) dapat

mempengaruhi ukuran diameter kepala pada embrio ayam?

1.2 Batasan Masalah

1.

Batasan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
Hewan coba yang digunakan yaitu telur ayam berembrio sejumlah 20 butir
dengan usia 3 hari dan berat 55 gram. Telur ayam berembrio yang
digunakan sedang dalam proses mendapatkan sertifikat Laik Etik dari
Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang.
Dosis pemberian curcumin dari simplisia Kunyit (Curcuma domestica)
sebanyak 0,48 mg/g berat telur, 0,96 mg/g berat telur, yang diberikan
melalui kantung hawa.
Volume pemberian simplisia Kunyit (Curcuma domestica) yang diberikan
sebanyak 0,25 mL sekali pemberian yang diberikan melalui kantung hawa
sesuai dengan kelompok perlakuan.
Pengamatan diameter kepala embrio dilakukan dengan mengukur diameter

kepala embrio menggunakan jangka sorong.



5. Pembacaan histopatologi otak yang diwarnai dengan pewarnaan
Haematoksilin Eosin (HE) diamati dengan mikroskop cahaya melalui
perbesaran 400x, dan 1000x dan dianalisis secara deskriptif untuk
mengamati proses organogenesis otak.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini yaitu :

1. Mengetahui pengaruh pemberian simplisia Kunyit (Curcuma domestica)
terhadap pekembangan diameter kepala pada embrio ayam.

2. Mengetahui pengaruh pemberian simplisia Kunyit (Curcuma domestica)
terhadap organogenesis otak embrio ayam.

1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang dapat diberikan penulis terhadap penelitian ini yaitu
memberikan informasi mengenai pengaruh pemberian curcumin dari simplisia

Kunyit (Curcuma domestica) terhadap pertumbuhan diameter kepala dan

organogenesis otak pada embrio ayam dengan pengukuran menggunakan

jangka sorong dan histopatologi dengan pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE).



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kunyit (Curcuma domestica)

Kunyit merupakan salah satu jenis tanaman obat yang banyak memiliki manfaat dan
banyak ditemukan diwilayah Indonesia. Kunyit merupakan jenis rumput — rumputan,
tingginya sekitar 1 meter dan bunganya muncul dari puncuk batang semu dengan
panjang sekitar 10 — 15 cm. Umbi akarnya berwarna kuning tua, berbau wangi aromatis
dan rasanya sedikit manis. Bagian utamanya dari tanaman kunyit adalah rimpangnya
yang berada didalam tanah. Rimpangnya memiliki banyak cabang dan tumbuh menjalar,
rimpang induk biasanya berbentuk elips dengan kulit luarnya berwarna jingga kekuning

— kuningan (Hartati dan Balittro, 2013).

Gambar 2.1 Kunyit (Curcuma domestica Val) (Hartati dan Balittro, 2013).

Klasifikasi tanaman pegagan (Winarto, 2005) :

Kingdom : Plantae

Divisi . Spermatophyta
Sub-divisi - Angiospermae
Kelas : Monocotyledonae
Ordo - Zingiberales
Family : Zingiberaceae



Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma domestica

Kandungan nutrisi kunyit Tabel 2.1 :

Kandungan Jumlah dalam 100 g

Energi 390.00 KCal
Kalsium 20.00 mg
Karbohidrat 6990.00 mg
Lemak 890.00 mg
Asam askorbat 50.00 mg
Zat Besi 4750.00 mg
Niasin 4.80 mg
Kalium 200.00 mg
Fosfor 260.00 mg
Protein 850.00 mg
Riboflavin 0.19 mg
Natrium 30.00 mg
Tiamin 0.09 mg
Air 60,00 mg

Tabel 2.1 Komposisi nutrisi kunyit menurut Winarto (2005).

Senyawa kimia utama yang terkandung dalam kunyit adalah kurkuminoid atau zat
warna, yakni sebanyak 2,5 — 6%. Pigmen kurkumin menyebabkan warna kuning orange
pada rimpang (Winarto, 2004). Komponen kimia lain yang terdapat didalam rimpang
kunyit diantaranya minyak atsiri, pati, zat pahit, resin, selulosa dan beberapa mineral.
Kandungan minyak atsiri kunyit sekitar 3 — 5%. Disamping itu, kunyit juga
mengandung zat warna  lain,  seperti  monodesmetoksikurkumin  dan
biodesmetoksikurkumin, setiap rimpang segar kunyit mengandung ketiga senyawa ini
sebesar 0,8% (Winarto, 2004).

Kandungan curcumin pada kunyit banyak dikembangkan kinerja farmakologisnya
sebagai antiinflamasi, antihepatotoksik dan antikanker. Sebagai antikanker aksi
kurkumin biasanya dikaitkan dengan aktivitasnya sebagai senyawa penangkal radikal,
antioksidan, antiproliferasi, antiinflamasi, yaitu sebagai inhibitor enzim siklooksigenase

(suatu enzim yang mengkatalisis pembentukan prostanoid dari asam arakidonat), dan

juga sebagai senyawa pemacu apoptosis (Nurrochmad, 2004).



Salah satu mekanisme antikanker curcumin adalah dengan menginhibisi MMP-2,
MMP-9 dan Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Lin et al, 2009). Inhibisi
terhadap VEGF bertujuan untuk menghambat proliferasi sel, dan angiogenesis pada
kanker sehingga perkembangan kanker dapat dihambat. Inhibisi  Matrix
metalloproteinase (MMPs) berfungsi untuk menghambat invasi dan metastase sel
kanker (Mutiah, 2015).
2.2 Telur Ayam Berembrio (TAB)

Klasifikasi ayam (Nasser, et al., 2007):

Phylum : Animalia
Subphylum : Vertebrata
Class . Aves

Order : Galliformes
Family : Phasianidae
Subfamily : Phasianidae
Genus : Gallus
Species : Gallus gallus

Telur ayam berembrio (TAB) merupakan telur dari ayam yang mengandung embrio
atau sudah dibuahi oleh pejantan. Embrio ayam banyak digunakan untuk penelitian
karena memiliki ekspresi gen, detail perkembangan, dan fungsi fisiologis yang mirip
dengan manusia (Drake et al, 2006). Embrio ayam juga bagus untuk digunakan sebagai
model untuk mempelajari perkembangan vaskulogenesis dan angiogenesis (Ferguson, et
al., 2006). Pada proses inkubasi 48 jam embrio ayam telah menggambarkan
pembentukan blood island dan sistem vaskuler, serta pembentukan jantung (Le Noble, et

al., 2004). Pada usia 72 jam, pharyngeal groove ke empat akan terbentuk dan



pharyngeal arch akan menebal. Pada masa ini juga akan terbentuk 5 bagian otak embrio
(Patten, 2012).

Uji pada telur ayam berembrio dapat dilakukan dengan 3 rute pemberian yaitu ruang
allantois, yolk sac, dan chorioallantois membran (CAM). Menurut Murtini, dkk (2006),
rute pemberian paling aman adalah melalui ruang allantois. Hal ini disebabkan karena
pemberian melalui ruang allantois memungkinkan zat yang diberikan akan terserap
secara perlahan sehingga mengurangi efek zat tersebut pada embrio ayam.

2.3 Pembentukan Otak pada Embrio Ayam

Otak adalah organ vital yang terdiri dari 100-200 milyar sel aktif yang saling
berhubungan dan bertanggung jawab atas fungsi mental dan intelektual. Otak merupakan
bagian utama dari sistem saraf, dengan komponen bagiannya adalah: Cerebrum,
cerebellum, dan brain stem. Cerebrum merupakan bagian otak yang terbesar yang terdiri
dari sepasang hemisfer kanan dan Kiri dan tersusun dari korteks. Korteks ditandai dengan
sulkus (celah) dan girus (Ganong, 2003). Cerebellum terdiri dari tiga bagian fungsional
yang berbeda yang menerima dan menyampaikan informasi ke bagian lain dari sistem
saraf pusat. Cerebellum merupakan pusat koordinasi untuk keseimbangan dan tonus otot.
Mengendalikan kontraksi otot-otot volunter secara optimal. Bagian-bagian dari
cerebellum adalah lobus anterior, lobus medialis dan lobus fluccolonodularis (Purves,
2004). Brainstem adalah batang otak, berfungsi untuk mengatur seluruh proses kehidupan
yang mendasar. Secara garis besar brainstem terdiri dari tiga segmen, yaitu mesensefalon,
pons dan medulla oblongata (Purves, 2004).

Perkembangan organogenesis otak dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya
angiogenesis. Organogenesis otak memerlukan asupan nutrisi yang adekuat. Adanya
hambatan angiogenesis dapat menyebabkan perkembangan organogenesis otak terganggu

(Ganong, 2003).



BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual
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Gambar 3.1 Kerangka konsep penelitian

Keterangan :

] : Variabel kendali

1] : Variabel bebas

I : Variable bergantung

f : Kondisi perkembangan embrio ayam
‘ : Efek pemberian curcumin
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Organogenesis otak dipengaruhi oleh beberpa faktor, diantaranya
vaskulogenesis dan angiogenesis. Pada tahap awal vaskulogenesis, yolk sac
endoderm akan menginduksi yolk sac mesoderm menjadi sel-sel
hemangioblas. Sel-sel hemangioblas atau disebut dengan blood island terbagi
menjadi dua bagian, yaitu hematopoietic stem cell dan endothelial cell.
Hematopoietic stem cell berfungsi sebagai penghasil sel darah sebelum
terbentuknya thymus. Endothelial cell akan berploriferasi, dan berdiferensiasi
menjadi pembuluh darah utama. Vascular Endothelial Growth Factor
merupakan faktor angiogenik yang merupakan faktor penting dalam
angiogenesis yang berperan sebagai permeabilitas vaskuler yang digunakan
sebagai marka angiogenesis. Angiogenesis akan dimulai setelah proses
vaskulogenesis. Angiogenesis berperan penting dalam organogenesis otak
embrio ayam. Peningkatan angiogenesis akan memperbaiki permeabilitas
yang nantinya akan memberikan ekstravasasi cairan dan nutrisi yang akan
dialirkan pada otak sehingga membantu dalam organogenesis.

Larutan simplisia kunyit diberikan pada TAB melalui kantung hawa.
Kunyit memiliki kandungan curcumin yang berfungsi sebagai
antiangiogenesis yang menghambat proses angiogenesis. Adanya hambatan
angiogenesis dapat menyebabkan perkembangan organogenesis otak
terganggu. Pertumbuhan pembuluh darah akibat VEGF sangat penting untuk
pertumbuhan jaringan saraf selama perkembangan embrio. Hal ini
ditunjukkan oleh pengamatan bahwa hilangnya ekspresi VEGF oleh neuron

sistem saraf pusat (SSP) akan mengganggu vaskularisasi, menghambat
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ekspansi neuron dan menghasilkan apoptosis neuron pada otak yang sedang
berkembang.
3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan kerangka konsep yang telah diuraikan didapatkan hipotesa
penelitian sebagai berikut :
1. Curcumin dari simplisia Kunyit (Curcuma domestica) dapat menghambat
pertumbuhan ukuran diameter kepala embrio ayam.
2. Curcumin dari simplisia Kunyit (Curcuma domestica) dapat menghambat

organogenesis otak pada embrio ayam.



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya, pembuatan preparat pewarnaan
HE dilakukan di Laboratorium Histologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Brawijaya. Penelitian ini dimulai pada bulan September
2018 dan sudah mendapatkan keterangan laik etik.
4.2 Populasi dan Sampel
Populasi yang digunakan pada penelitian ini adalah Telur Ayam
Berembrio (TAB) yang belum pernah diinkubasi. Estimasi besar sampel

dihitung berdasarkan rumus Federer (Kusriningrum, 2008) :

t(n-1)>15 Keterangan:

4 (n-1)>15 t = jumlah kelompok

4n-4>15 n = jumlah ulangan yang diperlukan
4n>19

n>475=5

Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk empat kelompok perlakuan
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 5 kali dalam setiap kelompok.
Penelitian ini menggunakan 5 telur ayam berembrio yang belum pernah
diinkubasi dalam setiap kelompok.

4.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), dimana

akan dibagi 4 kelompok eksperimen secara acak, dan tiap kelompok terdiri

12
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dari 5 telur ayam berembrio. Kelompok pertama (P1) adalah telur ayam
berembrio dengan kontrol negatif tanpa perlakuan, kelompok kedua (P2)
adalah kelompok telur ayam berembrio yang diberikan DMSO 2%, kelompok
ketiga (D1) adalah kelompok telur ayam berembrio yang diberikan simplisia
kunyit dengan dosis 0,48 mg dengan dilarutkan dengan DMSO 2%, dan
kelompok keempat (D2) adalah kelompok telur ayam berembrio yang
diberikan simplisia kunyit dengan dosis 0,96 mg/g berat telur dengan pelarut
DMSO 2%. Kelompok kontrol P2, D1, dan D2 diberikan sebanyak 0,25 mL.
Semua perlakuan diinkubasi selama 10 hari dengan suhu 38°C. Variabel yang
diamati adalah Histopatologi Otak dan Diameter Kepala embrio ayam (Tabel
4.1).

Tabel 4.1 Rancangan Kelompok Penelitian

Variabel yang diamati

Histopatologi i
Kelompok Perlakuan oltakp 4 E:;ggf;er

Embrio

Inkubasi selama 10 hari dengan

P1 suhu 38°C.

Inkubasi selama 10 hari dengan
P2 suhu 38°C + pemberian DMSO
2% sebanyak 0,25 mL.

Inkubasi selama 10 hari dengan
suhu 38°C + pemberian

P3 simplisia kunyit dengan dosis
0,48 mg/g berat telur sebanyak
0,25 mL.
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Inkubasi selama 10 hari dengan
suhu 38°C + pemberian

P4 simplisia kunyit dengan dosis
0,96 mg/g berat telur sebanyak
0,25 mL.

4.4 Variabel Penelitian
Adapun variabel yang diamati pada penelitian ini adalah:
Variabel Bebas : Pemberian Simplisia rimpang kunyit dan DMSO..
Variabel Terikat : Gambaran Histopatologi Otak dan Panjang EmbrioAyam.
Variabel Kontrol : TAB buras SPF, Masa inkubasi selama 10 hari dan suhu
inkubasi 38°C.
4.5 Alat dan Bahan
4.5.1 Alat
Alat yang digunakan pada penelitian kali ini di antaranya adalah
inkubator, egg tray, cawan petri, tabung effendorf, vortex mixer,
timbangan, spuit 1 cc, spuit 5 cc, object glass, cover glass, pinset, gunting,
candler egg, pelubang telur (egg shell punch), selotip, glove, kertas saring,
jangka sorong, mikroskop cahaya, kamera, dan alat tulis.
4.5.2 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian kali ini di antaranya adalah
telur ayam berembrio dengan berat rata-rata 55 gram, simplisia kunyit,
cairan ringer laktat, aquades, formalin 10%, alkohol 96%, xylol, Phosphat
Buffer Saline 1%, H202 0,1%, DMSO 2%, alkohol (70%, 80%, 90%, dan
95%), etanol (70%, 80%, 90% dan 95%), xylol I-11l, paraffin blok,

pewarna Hematoxyline eosin.
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4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Persiapan Simplisia Rimpang Kunyit

Persiapan simplisia rimpang kunyit diawali dengan melakukan
penimbangan simplisia kunyit sebanyak 0,48 mg/g berat telur untuk
kelompok perlakuan P3 dan 0,96 mg/g berat telur telur untuk kelompok
perlakuan P4. Simplisia diencerkan dengan DMSO 2% hingga mencapai
0,25ml kemudian dihomogenkan menggunakan vortex mixer. Proses dari
diencerkan bertujuan untuk mempermudah dari proses pemberian
simplisia rimpang kunyit terhadap telur ayam berembrio.

Metode pembuatan simplisia menurut Prasetyo (2013), pembuatan
simplisia kunyit diawali dari proses sortasi basah yaitu pemisahan dari
jenis tanaman lainnya pasca panen, kemudian dilakukan proses pencucian
dengan pemisahan dari kotoran dan memastikan kondisi bahan bersih dari
kotoran, setelah dilakukan pencucian dilakukan proses perajangan dan
proses pengeringan, setelah tahapan selesai dilakukan sortasi kering untuk
memisahkan dari kotoran yang tersisa dan dilakukan packing.

4.6.2 Pemberian Simplisia Kunyit
Telur ayam berembrio yang akan digunakan diperiksa terlebih
dahulu di dalam ruangan gelap dengan menggunakan egg candler. Hal ini
bertujuan untuk menentukan letak kantong hawa untuk diberikan simplisia
kunyit. Lokasi kantong hawa ditandai menggunakan pensil, begitu pula di

bagian atas kantong hawa untuk tempat melubangi telur. Langkah
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selanjutnya adalah melubangi telur selebar jarum spuit di bagian yang
sudah ditandai lalu diinjeksi larutan DMSO 2% sebanyak 0,25 mL pada
kelompok P2 (DMSO 2%) dan diberikan simplisia kunyit sebanyak 0,25
mL dengan dosis masing-masing pada kelompok perlakuan P3 dan P4
sebanyak 0,48 mg/g berat telur dan 0,96 mg/g berat telur. Lubang hasil
injeksi ditutup menggunakan selotip dan dilabeli.
4.6.3 Inkubasi Telur Ayam Berembrio

Telur ayam berembrio diinkubasi pada suhu inkubator 38°C.
Menurut Asmarawati dkk. (2013), suhu mesin tetas telur kisaran 38-39 °C
dengan kelembaban dari inkubator sebesar 45-60%. Selama penetasan
suhu dan kelembaban dicatat dan dijaga agar tetap optimal, dengan
mengisi bak air dan diisi kembali saat air sudah berkurang (Badaruddin
dkk., 2017).

4.6.4 Pengambilan Embrio

Cangkang telur dipecahkan dengan mengetukkan kantong hawa
menggunakan pinset dengan tidak mengubah posisi telur. Telur dituang ke
dalam cawan petri yang setengahnya telah diisi larutan Ringer Laktat
selanjutnya di pisahkan embrio dari kuning telur yang menempel di
embrio. Langkah selanjutnya yaitu pencucian embrio menggunakan
Ringer Laktat dengan di rendam dan di goyang-goyangkan sampai embrio
bersih dari kuning telur yang tertinggal. Kemudian di masukan pot organ

yang berisi formalin 10%.
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4.6.5 Pengukuran Diameter Kepala

Pengukuran diameter otak dilakukan dengan menggunakan jangka
sorong di titik terjauh antara os frontal dan os occipital. Data pengukuran
di tulis dalam sebuah tabel. Data pengukuran di analisis secara statistika
dengan spss 16 for windows.

4.6.6 Pembuatan Preparat dengan Pewarnaan HE

Sampel embrio ayam yang telah direndam dalam larutan formalin
10%, selanjutnya masuk ke proses dehidrasi, embrio direndam dalam
larutan etanol 70% selama 24 jam, selanjutnya larutan etanol 80% selama 2
jam, larutan etanol 90% dan 95% masing masing 20 menit. Embrio
direndam lagi dalam larutan etanol absolut I, Il, dan Il masing — masing
selama 20 menit. Setelah tahap dehidrasi kemudian direndam pada cairan
xylol I selama 20 menit dan xylol 1l selama 40 menit. Sampel embrio
kemudian dipadatkan menggunakan parafin, embrio dibenamkan pada
parafin 1 selama 2 jam, parafin dua selama 1 jam dan parafin Ill selama 2
jam. Tahap selanjutnya dilakukan blocking memakai cetakan logam.

Parafin cair ditempatkan sedikit pada cetakan, kemudian jaringan
dimasukan dalam cetakan secara cepat lalu parafin cair dituangkan kembali
pada cetakan hingga penuh, selanjutnya masuk ke tahap pemotongan
jaringan memakai pisau mikrotom. Blok parafin yang akan dipotong
diletakkan pada tempatnya pada mikrotom dan diatur jarak preparat ke arah

pisau sedekat mungkin. Irisan dibuat dengan ketebalan £ 5 pum. Jaringan
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selanjutnya dipindahkan perlahan ke atas air pada waterbath pada suhu
55°C agar pita parafin terkembang dengan baik kemudian ditempelkan pada
object glass. Preparat kemudian diinkubasi untuk pembuangan parafin lalu
diwarnai dengan pewarnaan HE dan disimpan selama 12 jam agar
pengeringan maksimal. Canada balsem dioleskan setelah preparat kering
(Khusna, 2017).
4.7 Analisa Data
Data perkembangan embrio ayam berdasarkan Diameter Kepala embrio
berupa data kuantitatif yang dianalisis dengan menggunakan Uji One Way
Analysis of Variance (ANOVA) dengan taraf kepercayaan 95% untuk
mengetahui pengaruh pemberian simplisia rimpang kunyit terhadap
perkembangan diameter kepala embrio ayam, yang selanjutnya dilakukan uji
lanjutan berupa Uji Tukey. Gambaran histopatologi otak dianalisis secara
kualitatif deskriptif dengan mengamati perubahan sel pada masing-masing

kelompok perlakuan.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Efek Simplisia Rimpang Kunyit terhadap Pemendekan Diameter Kepala
Embrio Usia 10 Hari

Gambar 5.1 Embrio ayam-usia 10 hari. (A) Kelompok P1 (tanpa perlakuan). (B)
Kelompok P2 (injeksi DMSO 2%). (C) Kelompok P3 (injeksi simplisia
rimpang kunyit dosis 0,48 mg/gr dan DMSO 2%). (D) Kelompok P4
(injeksi simplisia rimpang kunyit dosis 0,96 mg/gr dan DMSO 2%)
Keterangan : ---- = Garis area pengukuran diameter embrio

Efek simplisia rimpang kunyit terhadap diameter kepala embrio usia 10

hari diamati secara kuantitatif (Tabel 5.1) yang diukur dengan jangka sorong.

Kelompok MeanSD (mm) Peningkatan Penurunan
Terhadap P1 Terhadap P1
P1 (tanpa perlakuan) 9,70 + 0,44° mm - -

P2 (injeksi DMSO 2%) 11,69 % 0,59° mm 20,5% -

P3 (injeksi simplisia 9,65 * 2,09° mm - 0,5%
kunyit dosis 0,48 mg/gr
+ DMSO 2%)
P4 (injeksi simplisia 7,15+ 1,35 mm - 26,2%
kunyit dosis 0,96 mg/gr
+ DMSO 2%)

Tabel 5.1 Rata-rata diameter kepala embrio usia 10 hari pada kelompok perlakuan
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Perbedaan rata-rata diameter kepala embrio ayam usia 10 hari antara
kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan) dengan kelompok kontrol positif
(pemberian DMSO 2%) menunjukkan perbedaan hasil yang signifikan
berdasarkan notasi statistika (Tabel 5.1). Pada kelompok P2 terjadi
peningkatan rata-rata diameter kepala embrio usia 10 hari jika dibandingkan
dengan kelompok P1 dengan peningkatan signifikan sebesar 20,5%. Penyebab
peningkatan diameter kepala kelompok P2 dapat disebabkan karena efek
neuroprotektif dari DMSO (Dimetil sulfoksida). Menurut Suarez et al. (2011),
DMSO merupakan pelarut yang dapat dipakai pada konsentrasi sangat rendah
untuk pengembangan antioksidan baru yang memiliki karakteristik sebagai
neuroprotektif. Efek neuroprotektif disebabkan kemampuan DMSO untuk
mengumpulkan radikal bebas berlebih dan mencegah kerusakan sel dari
masuknya Na* dan Ca®" ke dalam sel-sel otak, serta pengurangan aktivasi
NMDA-AMPA. Pengurangan aktivasi NMDA-AMPA akan menurunkan
eksitotoksisitas glutamat, yang diyakini memicu kaskade biokimia yang
berakhir pada jalur kematian sel (Purves dkk., 2001.). Hal ini menunjukkan
bahwa DMSO dapat bersifat sebagai pelindung saraf yang kuat dan dapat
mengurangi kerusakan neurologis setelah kerusakan SSP (Sistem Saraf Pusat)
dan dapat memiliki dampak yang signifikan pada pemulihan neurologis yang
mengalami trauma.

Pada kelompok pemberian simplisia rimpang kunyit dengan dosis 0,48

mg/gr telur dan DMSO 2% (P3) menyebabkan hambatan perkembangan
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diameter kepala jika dibandingkan dengan kelompok P1 dan kelompok P2
(Tabel 5.1). Secara statistika rata-rata diameter kepala kelompok P3 tidak
menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan dengan kelompok kontrol
positif dengan ditandai notasi yang sama karena penurunan diameter kepala
hanya sebesar 0,5%.

Rata-rata diameter kepala embrio ayam kelompok P4 (pemberian simplisia
rimpang kunyit dosis 0,96 mg/gr dan DMSO 2%) secara statistika berbeda
nyata dengan kelompok P1 dan mengalami pemendekan diameter kepala
sebesar 26,2%. Penurunan rata rata diameter kepala dapat disebabkan karena
adanya gangguan angiogenesis oleh simplisa kunyit. Gangguan angiogenesis
akan menyebabkan hambatan pembentukan pembuluh darah ke jaringan
perifer, sehingga menyebabkan kurangnya pemenuhan nutrisi dan berujung
pada kegagalan tumbuh hingga kematian jaringan (Bhandarkar dan Arbiser,
2007).

Lingkar kepala digunakan sebagai pengganti pengukuran ukuran dan
pertumbuhan otak tetapi tidak sepenuhnya berkorelasi dengan volume otak.
Pengukuran lingkar kepala merupakan prediktor terbaik dalam melihat
perkembangan syaraf dan dalam menyediakan tampilan dinamis dari
pertumbuhan global otak dan struktur internal (Chamidah, 2009). Pengukuran
lingkar kepala dapat di ganti dengan pengukuran diameter kepala karena
pengukuran keduanya berbanding lurus. Penurunan rata rata diameter kepala
dapat menggambarkan adanya penurunan perkembangan syaraf dan hambatan

pertumbuhan otak.
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5.2 Efek Simplisia Rimpang Kunyit terhadap Histopatologi Otak Embrio
Usia 10 Hari

Gambar 5.2.1 Histologi cerebrum otak embrio usia 10 hari kelompok P1. (A)
Histologi otak embrio usia 10 hari kelompok P2 (B) Histologi
otak embrio usia 10 hari kelompok P3 (C) Histologi otak embrio
usia 10 hari kelompok P3 (D)

Keterangan: : Eksternal Granular Layer (EGL)
: marginal layer
- inner cortical layer

Pada jaringan otak embrio ayam usia 10 hari pada setiap kelompok
memperlihatkan otak memiliki 3 bagian yang terdiri dari Eksternal Granular
Layer (EGL), marginal layer, dan inner cortical layer (Gambar 5.2.1).
Eksternal Granular Layer (EGL) tampak gelap dan terdiri dari sel granular

yang berbentuk bulat (»). marginal layer tampak lebih terang dan terdapat
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sedikit sel granular yang bermigrasi ( »). inner cortical layer tampak lebih

gelap dan terdapat sel granular yang rapat (»).

Gambar 5.2.2 Histologi Eksternal Granular Layer (EGL) otak embrio usia 10
hari kelompok P1 (A). Histologi Eksternal Granular Layer
(EGL) otak embrio usia 10 hari kelompok P2 (B). Histologi
Eksternal Granular Layer (EGL) otak embrio usia 10 hari
kelompok P3 (C). Histologi Eksternal Granular Layer (EGL)
otak embrio usia 10 hari kelompok P4 (D). = = sel granular

Pada jaringan otak embrio ayam usia 10 hari bagian Eksternal Granular
Layer (EGL) terlihat adanya perbedaan kerapatan sel granular pada kelompok

P1 (pemberian simplisia rimpang kunyit dosis 0,48 mg/gr dan DMSO 2%) dan

P2 (pemberian simplisia rimpang kunyit dosis 0,96 mg/gr dan DMSO 2%).
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Pada kelompok P1 sel granular tampak lebih renggang namun ketebalan
lapisan relatif sama dengan kelopok kontrol negatif dan kontrol positif.
Perbedaan signifikan terlihat pada kelompok P2 yang terlihat mengalami
penurunan kerapatan sel serta ketebalan jaringan Eksternal Granular Layer

(EGL)

Gambar 5.2.3 Histologi marginal Tayer otak em pok P1 (A).
Histologi marginal layer otak embrio usia 10 hari kelompok P2 (B).
Histologi marginal layer otak embrio usia 10 hari kelompok P3 (C).
Histologi marginal layer otak embrio usia 10 hari kelompok P4 (D).
=) = sel granular

Pada jaringan otak embrio ayam usia 10 hari bagian marginal layer
menunjukkan hasil serupa dengan bagian EGL. Terlihat adanya penurunan
kerapatan yang signifikan pada kelompok P1 dengan ketebalan jaringan yang
relatif sama. Penurunan kerapatan juga terdapat pada kelompok P2 yang

disertai penurunan ketebalan jaringan marginal layer.
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Gambar 5.2.4 Histologi inner cortical layer otak embrio usia 10 hari kelompok P1 (A).
Histologi inner cortical layer otak embrio usia 10 hari kelompok P2 (B).
Histologi inner cortical layer otak embrio usia 10 hari kelompok P3 (C).
Histologi inner cortical layer otak embrio usia 10 hari kelompok P4 (D).

m) = sel granular

Hal berbeda ditunjukkan pada hasil pengamatan jaringan otak embrio
ayam usia 10 hari bagian inner cortical layer. Gambaran histologi pada setiap
kelompok menunjukkan hasil yang relatif sama dari segi kerapatan dan
ketebalan jaringan.

Pada kelompok P1 yakni telur ayam berembrio tanpa perlakuan dan
kelompok P2 yakni telur ayam berembrio yang diinjeksi DMSO 2%

menunjukkan gambaran histologi otak yang normal. Pada kedua kelompok
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perlakuan tersebut tidak ada perbedaan struktur otak dan sel penyusunnya.
Hal ini karena DMSO 2% tidak bersifat toksik pada organogenesis embrio
dan hanya berperan sebagai pelarut (Zahariah dkk., 2017).

Perbedaan histologis terlihat pada kelompok P3 dan P4. Kelompok P3
menujukkan adanya penurunan kerapatan granular sel pada setiap lapisan
namun memiliki diameter lapisan yang relatif sama terhadap kelompok P1.
Perbedaan yang signifikan terlihat pada kelompok P4 yang menunjukkan
adanya penurunan kerapatan sel granular disertai pemendekan diameter pada
setiap lapisan sel jika dibandingkan dengan kelompok P1.

Perkembangan otak secara embriologis terjadi secara bertahap
membentuk lapisan lapisan otak. Pada 10 hari masa inkubasi, terbentuk 3
lapisan otak (external granular layer, marginal layer, dan internal granular
layer) dan akan berkembang menjadi 6 lapisan (molecular layer, external
granular layer, external pyramidal layer,internal granular layer, internal
pyramidal layer dan multiform layer) pada akhir masa embrionik (Batah
dkk., 2012). Hambatan pada proses pembentukan lapisan otak dapat memicu
terjadinya kegagalan pembentukan lapisan otak dan penurunan jumlah sel
granular pada setiap lapisan otak.

Penurunan kerapatan sel granular dapat disebabkan karena kandungan
kurkumin dalam simplisia kunyit. Kandungan curcumin dalam simplisia
kunyit diyakini dapat menurunkan laju proliferasi sel. Pada penelitian yang
dilakukan oleh Velazquez dkk, (2014) menunjukkan bahwa pemberian dosis

rendah ekstrak kurkumin pada hewan coba tikus dapat meningkatkan
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proliferasi Olfactory Ensheathing Cells (OECs) yang merupakan sel glial
pada sistem olfaktori, sedangkan pada pemberian dosis yang lebih tinggi
(>10 puM) justru menurunkan laju proliferasi sel. Penurunan laju proliferasi
sel terjadi karena adanya mekanisme anti-proliferasi pada simplisia kunyit.
Hambatan angiogenesis oleh kurkumin pada simplia kunyit juga
menyebabkan hembatan percabangan pembuluh darah ke jaringan perifer
sehingga pemenuhan kebutuhan cairan dan nutrisi tidak terpenuhi dan
menyebabkan terjadinya nekrosis jaringan.

Penurunan kerapatan sel granular juga dapat disebabkan oleh mekanisme
antikanker kandungan kurkumin pada simplisia kunyit. Penelitian terbaru
menunjukkan bahwa mekanisme antikanker kurkumin akan menginduksi
apoptosis sel melalui aktivasi c-Jun N-terminal kinase (JNK), caspase-3,
poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP) dan p2l-activated kinase 2 (PAK2)
(Chen dkk., 2010). Apoptosis yang terjadi secara berlebihan dapat memicu
terjadinya gangguan perkembangan dalam faase embrionik berupa penurunan
jumlah sel granular pada lapisan otak.

Berkurangnya jumlah sel granular akan berpengaruh terhadap
perkembangan otak embrio ayam. Sel granul merupakan neuron eksitatorik
pada korteks serebelum yang terletak di lapisan granul dan memiliki 4-5 lapis
dendrit pendek. Sel granul akan menerima impuls eksitatorik dari serabut
mossy dan aksonnya menuju lapisan molekular dan bersinaps dengan sel
purkinje. Berkurangnya jumlah sel granular dapat mengurangi kecepatan

transfer neurotransmitter (Irawan, 2015).
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Berdasarkan pengamatan hasil penelitian dapat diketahui bahwa
simplisia kunyit dapat menghambat proses perkembangan embrio ayam. Hal
ini disebabkan karena adanya hambatan proliferasi sel dan adanya
mekanisme apoptosis sel oleh bahan aktif yang ada pada simplisia kunyit.
Kandungan anti angiogenesis kurkumin dalam simplisia kunyit dapat
menghambat proses pembentukan pembuluh darah ke jaringan perifer yang
menyebabkan kurangnya pemenuhan nutrisi sehingga terjadi hambatan

proliferasi sel granular pada otak dan menurunkan diameter kepala.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN
6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah disampaikan
dapat di ambil kesimpulan bahwa:

1. Pemberian simplisia rimpang kunyit mampu menurunkan proses
pertumbuhan diameter kepala pada embrio ayam usia 10 hari dengan dosis
0,96 mg/qg berat telur.

2. Pemberian simplisia rimpang kunyit mampu menurunkan organogenesis
pada otak embrio ayam usia 10 hari dengan dosis 0,96 mg/g berat telur
berdasarkan penurunan jumlah sel granular.

6.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka saran yang dapat
diberikan yaitu:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap rute pemberian simplisia
kunyit melalui rute yolk sac, korioalantois dan alantois.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjut mengenai efek pemberian simplisia

kunyit terhadap embrio hewan lain.
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