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Efek Preventif Ekstrak Daun Artemisia vulgaris terhadap Kadar
Malondialdehida (MDA) dan Histopatologi Duodenum Tikus Putih (Rattus
norvegicus) yang diinduksi Deltametrin

ABSTRAK

Induksi deltametrin dosis besar secara berulang mampu meningkatkan
jumlah radikal bebas dan meningkatkan kadar MDA di dalam tubuh. Deltametrin
dimetabolisme melalui hidrolisis ikatan ester dan oksidasi oleh sitokrom P,5,, dan
menghasilkan metabolit non toksik serta hasil samping berupa radikal bebas anion
superoksida (0,-). Artemisia vulgaris mengandung flavonoid sebagai antioksidan
alami, tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek preventif A.vulgaris
terhadap kadar MDA dan histopatologi duodenum yang diinduksi deltametrin.
Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hewan coba yang
digunakan berupa 25 ekor tikus jantan (BB 150 — 200 g) yang dibagi menjadi lima
kelompok perlakuan yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif,
dan kelompok terapi ekstrak A. vulgaris dengan dosis: 150 mg/KgBB (P1), 300
mg/KgBB (P2) dan 600 mg/KgBB (P3). Induksi deltametrin diberikan melalui
injeksi intraperitoneal pada kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan
dengan dosis 7,2 mg/KgBB secara intraperitoneal selama tujuh hari. Pengambilan
sampel duodenum dilakukan pada hari ke-8, selanjutnya diukur kadar MDA
menggunakan spektrofotometer dan dilakukan pembuatan histopatologi
duodenum pewarnaan HE. Hasil pengukuran MDA dianalisis dengan One-Way
ANOVA dilanjutkan dengan uji Tukey (a = 5%), dan hasil histopatologi duodenum
dianalisa secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak A. vulgaris dapat menurunkan kadar MDA duodenum kelompok P1
(27.46 %), P2 (26.68 %) dan P3 (13.78 %) serta memperbaiki histopatologi
duodenum dengan mengurangi erosi sel, nekrosis sel serta hemoragi. Kesimpulan
penelitian ini adalah ekstrak A. vulgaris dapat menurunkan kadar MDA duodenum
dengan dosis terbaik yaitu 150-300 mg/KgBB serta memperbaiki gambaran
histopatologi duodenum.

Kata kunci :  Artemisia vulgaris, Deltametrin, Duodenum, Histopatologi,
MDA.



Preventive Effect of Artemisia vulgaris Extract Against level of
Malondialdehyde (MDA) and the Duodenum Histopathology of White Rats
(Rattus norvegicus) Induced by Deltamethrin

ABSTRACT

Repeated large dose of deltamethrin would increase the amount of free
radicals and increase MDA levels on the body. Deltamethrin are metabolized
through hydrolysis of ester bonds and oxidation by P,s, cytochrome, produce non
toxic metabolites and a free radicals anion superoxide (0,-). Artemisia vulgaris
contains flavonoid as natural antioxidant. The research objective is to examine the
preventives benefits of A. vulgaris on MDA levels and duodenum histopathology
induced by deltamethrin. This research were used a completely randomized design
(CRD). This research ware used 25 male rats (150-200 g body weigh), that
devided into five groups: the negative control group, the positive control group,
and the treatment of A. vulgaris extract groups with dosage: 150 mg/KgBW (P1),
300 mg/KgBW (P2) and 600 mg/KgBW (P3). Deltametrhin were administration
with intraperitoneal injection to the positive control group and the A. vulgaris
treatment groups with 7,2 mg/KgBW dose for 7 days. On the days 8" duodenum
were collected, the MDA levels were measured by spectophotometer, and the
duodenum histopatology was staining by Haematoxylin Eosin. The MDA levels
were analyzed statistically with One-Way ANOVA followed by tukey test (o =
5%), while the duodenal histopathology results were analyzed descriptively. The
result of this research indicate that administration of A. vulgaris extract decrease
the MDA levels of duodenum in the amount of 27.46 % (P1), 26.68 % (P2) dan
13.78 % (P3) and improve the histopathological of duodenum that decreasing cell
erotion, necrosis and haemorrhage. The conclusion of this study is that A. vulgaris
extract can reduce the MDA levels of duodenum with the best dose ranged at 150-
300 mg/KgBW and also improve the histopatological of duodenum.

Keywords : Artemisia vulgaris, Deltametrin, Duodenum, Histopathology |,
Malondialdehyde.
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Radikal bebas adalah suatu senyawa yang memiliki satu atau lebih elektron
tidak berpasangan di orbital luarnya (unpaired electron), yang dapat menyerang
dan mengikat elektron dari molekul di sekitarnya. Molekul yang terambil
elektronnya akan mewarisi sifat reaktifnya sehingga menimbulkan reaksi berantai
yang tidak terputus (Muchtadi, 2013). Sumber radikal bebas berasal dari dalam
tubuh (endogen) dan dari dari luar tubuh (eksogen). Sumber endogen berasal dari
hasil metabolisme normal tubuh dan proses fagositosis sedangkan sumber
eksogen berasal dari lingkungan, polusi, asap rokok, obat-obatan, aktivitas
pembakaran bahan, bakar pada mesin, kendaran bermotor dan pestisida (Suarsana
etal., 2012).

Pestisida merupakan zat yang digunakan untuk mengendalikan, menolak,
atau menghambat organisasi pengganggu atau hama. Salah satu jenis pestisida
adalah deltametrin dari golongan piretroid. Mekanisme deltametrin dalam
memproduksi radikal bebas disebabkan oleh deltametrin yang masuk ke dalam
tubuh akan mengalami metabolisme di hepar melalui hidrolisis ikatan ester dan
jalur oksidasi oleh sitokrom P,z,, oksidasi oleh sitokrom P,c, akan menghasilkan
metabolit yang non toksik berupa 3-(2,2-dibromovinyl) 2,2-cyclopropane
carboxyl acid (dibromoacid) dan 3-phenoxybenzaldhyde, serta hasil samping

berupa anion superoksida (0,-) (ElImaghraby, 2007).



Anion superoksida (0,-) merupakan salah satu senyawa radikal bebas
Reactive Oxygen Species (ROS) yang merupakan produk dari metabolisme sel
normal (Yustika, 2013), dimana target utamanya adalah asam lemak tak jenuh
majemuk atau Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) dalam lipid membran yang
apabila didegenerasi oleh radikal bebas akan menghasilkan produk akhir yang
disebut dengan Malondialdehida (MDA) (Retno et al., 2012). Secara tidak
langsung kadar MDA dapat menunjukkan jumlah radikal bebas di dalam tubuh,
dimana tingginya kadar MDA menunjukkan meningkatnya jumlah radikal bebas
di dalam tubuh (Halliwell dan Gutteridge, 2007), sebaliknya kadar MDA yang
rendah menunjukkan status antioksidan yang tinggi (Winarsi, 2007).

Efek toksik yang terjadi pada saluran pencernaan khususnya duodenum
belum diketahui, namun pada pemberian deltametrin secara berulang dengan dosis
tinggi akan meningkatkan jumlah anion superoksida (O,-) di dalam tubuh, yang
akan memicu stress oksidatif yang dapat merusak berbagai jaringan (Manna et al.,
2005).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat kerja radikal
bebas dengan cara menyerahkan satu atau lebih elektronnya kepada radikal bebas
sehingga menjadi bentuk molekul yang normal kembali. Tubuh menghasilkan
senyawa antioksidan alami, namun sering kali jumlahnya tidak cukup untuk
menetralkan senyawa radikal bebas yang masuk kedalam tubuh secara berlebihan
(Winarsi, 2007), sehingga diperlukan antioksidan tambahan untuk mengimbangi

efek berbahaya dari ROS.



Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dibedakan menjadi antioksidan
alami dan sintetik, namun antioksidan sintetik dapat memberikan efek samping
berupa hepatomegali sehingga antioksidan alami menjadi alternatif yang lebih
dipilih (Budiana et al., 2017). Artemisia vulgaris atau dikenal dengan tumbuhan
baru cina mengandung senyawa flavonoid dan juga dilaporkan memiliki
bioaktivitas seperti antivirus, antitumor, antipiretik, antihepatitis dan antioksidan
(Soetjipto, 2013), sehingga peningkatan radikal bebas yang terjadi akibat paparan
deltametrin dapat dikurangi atau dihilangkan dengan aktivitas antioksidan yang
terkandung dalam daun A. vulgaris yang dapat dilihat dari kadar malondialdehida
(MDA) dan gambaran histopatologi duodenum pada tikus putih (Rattus

norvegicus) yang diinduksi deltametrin.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana pengaruh pemberian terapi preventif ekstrak daun A.
vulgaris terhadap kadar malondialdehida (MDA) duodenum tikus
(Rattus norvegicus) yang diinduksi deltametrin?
2. Bagaimana pengaruh pemberian terapi preventif ekstrak daun A.
vulgaris pada gambaran histopatologi duodenum yang diinduksi

deltametrin?

1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini

dibatasi pada:



Hewan model yang digunakan adalah Hewan model yang digunakan
dalam penelitian ini menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus)
strain wistar jantan dengan umur 8 — 10 minggu dan berat badan 150 —
200 g. tikus diperoleh dari pedagang tikus di daerah singosari malang.
Penggunaan hewan coba pada penelitian ini mendapatkan sertifikat laik
etik dengan nomor 1005-KEP-UB dari Komisi Etik Penelitian
Universitas Brawijaya.

Deltametrin yang digunakan adalah deltamat yang diperoleh dari VDB
Pet Shop kota malang, dengan dosis 7,2 mg/KgBB.

Ekstraksi daun baru cina (A. vulgaris) dilakukan menggunakan metode
maserasi berdasarkan penelitian (Istiqgomah, 2013). Dosis yang
diberikan adalah sebanyak 150 mg/KgBB, 300 mg/KgBB, dan 600
mg/KgBB (Gilani et al., 2005).

Kadar Malondialdehida (MDA) duodenum diukur dengan metode TBA
menggunakan spektofotometer pada gelombang 532 nm (Irawan et al.,
2012). Prinsip metode ini berdasarkan kepada kemampuan
pembentukan komplek berwarna merah jambu antara MDA dan Asam
Tiobarbiturat (TBA) (Sutarsi et al., 2013).

Histopatologi  duodenum  diwarnai  menggunakan  pewarnaan
haematoxylin eosin (HE) dan diamati di bawah mikroskop cahaya.
Pembuatan histopatologi dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.



1.4 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui efek preventif ekstrak A. vulgaris terhadap kadar MDA
(Malondialdehida) tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi
deltametrin.
2. Mengetahui efek preventif ekstrak A. vulgaris terhadap hasil
histopatologi duodenum tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi

deltametrin.

1.5 Manfaat penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah, dapat menjadi dasar
informasi tentang potensi daun A. vulgaris sebagai antioksidan alami dalam
memberikan efek preventif terhadap kerusakan jaringan akibat radikal bebas yang

disebabkan oleh insektisida.



BAB Il TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang berfungsi menghambat kerja radikal
bebas dengan menyumbangkan satu atau lebih elektronnya kepada radikal bebas
sehingga radikal bebas menjadi bentuk molekul yang normal kembali (Winarsi,
2007). Antioksidan dapat juga didefinisikan sebagai senyawa yang melindungi sel
dari efek berbahaya radikal bebas oksigen reaktif yang berhubungan dengan
berbagai macam penyakit. Target radikal bebas adalah pada makromolekul tubuh
seperti protein, lipid, gula, DNA, dan RNA.

Proteins

Oxidative modification of aminoacids
Free radical mediated peptide cleavage
Formation of cross-linkage due 1o reaction with lipid peroxidation products

Lipids
*  Base modification
L=H 4+ OH-- H,0 + L *  Deletions

Production of base-free sites

‘ree Radic: N "
L=H + CCly0y -~ L- +cclor duuum TreC Radical gy DNA - o hins

Targets RNA . Sirand breaks
L—H + HO ;- L+ +H;0,; *  DNA-protein cross-links
l *  Chromosomal arrangements

Sugars

Sugar non-enzymatic

X 2 et glycoaldehyde wm—— No cyclization
fragmentation

HO.
\/\CHz l " Production of
Autoxidation == y
Superoxide radical (0,™)

Chain reaction leading to
a-dicarbonyl
p-dicarbonyl Mutagens

Gambar 2.1 Target radikal bebas (Carocho, 2013).
Berdasarkan sumbernya antioksidan dapat dibagi menjadi antioksidan
endogen, yaitu enzim-enzim yang bersifat antioksidan, seperti Superoksida

Dismutase (SOD), katalase (Cat), dan glutathione peroksidase (Gpx), dan



antioksidan eksogen yang diperoleh dari luar tubuh seperti makanan yang
mengandung vitamin C, E, A, organosulfur, a-tocopherol, flavonoid,
thymoquinone, statin, niasin, phycocyanin, dan lain-lain (Werdhasari, 2014).
Antioksidan  digunakan  untuk mencegah stres oksidatif atau
ketidakseimbangan jumlah radikal bebas dengan jumlah antioksidan di dalam
tubuh, karena bersifat sangat mudah dioksidasi, sehingga radikal bebas akan
mengoksidasi antioksidan dan melindungi molekul lain di dalam sel dari

kerusakan (Werdhasari, 2014).

2.2 Radikal bebas

Radikal bebas adalah senyawa yang memiliki satu atau lebih elektron tidak
berpasangan pada orbital luarnya (unpaired electron) yang dapat menyerang dan
mengikat elektron molekul di sekitarnya. Molekul yang terambil elektronnya akan
mewarisi sifat reaktifnya sehingga timbul reaksi berantai yang tidak terputus
(Muchtadi 2013).

Sumber radikal bebas dapat berasal dari sumber endogen ataupun dari
eksogen. Sumber endogen berasal dari hasil metabolisme normal di dalam tubuh
dan proses fagositosis sedangkan secara eksogen radikal bebas berasal dari
lingkungan, polusi, asap rokok, obat-obatan, aktivitas pembakaran bahan, bakar
pada mesin, kendaran bermotor dan pestisida (Suarsan et al., 2012).

Kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas didahului oleh kerusakan
membran sel yang terjadi melalui rangkaian proses sebagai berikut: (i) terjadi

ikatan kovalen antara radikal bebas dengan komponen-komponen membran



(enzim-enzim membran, komponen karbohidrat membran plasma), sehingga
terjadi perubahan struktur dari fungsi reseptor; (ii) oksidasi gugus tiol pada
komponen membran oleh radikal bebas yang menyebabkan proses transpor lintas
membrane terganggu; (iii) reaksi peroksidasi lipid dan kolesterol membran yang
mengandung asam lemak tak jenuh majemuk atau Poly Unsaturated Fatty Acid

(PUFA) (Halliwell and Gutteridge, 2007).

2.3 Malondialdehida (MDA)

Malondialdehida (MDA) merupakan produk akhir dari degenerasi PUFA
oleh radikal-radikal bebas. Radikal bebas merupakan senyawa berupa atom atau
gugus yang mempunyai elektron tidak berpasangan pada orbital luarnya, sehingga
senyawa ini bersifat sangat reaktif (tidak stabil) (Yustika, 2013).

Reactive Oxygen Species (ROS) adalah bagian dari radikal bebas yang
merupakan produk dari metabolisme sel normal. ROS memiliki derivat oksigen
radikal dan nonradikal. Derivat oksigen radikal meliputi ion OH, anion
superoksida, nitric oxide, dan peroxyl (Shivanoor dan David, 2016). Sedangkan
derivat oksigen yang non-radikal meliputi ozon, singlet oksigen, lipid peroksida,
dan hidrogen peroksida. Selain derivat oksigen, radikal bebas juga dapat berasal
dari derivat nitrogen seperti peroksi nitrit, dan ion nitroksil yang juga merupakan
subklas dari ROS (Widayati, 2010).

Target utama ROS adalah asam lemak tak jenuh majemuk atau Poly
Unsaturated Fatty Acid (PUFA) dalam lipid membran. PUFA yang didegradasi

oleh radikal-radikal bebas inilah yang nantinya akan menghasilkan produk akhir



yang disebut dengan Malondialdehida (MDA) (Retno et al., 2012), sehingga
secara tidak langsung MDA dapat dijadikan sebagai indikator stress oksidatif
akibat radikal bebas (Yustika, 2013). Kadar MDA yang tinggi menunjukkan
tingginya jumlah radikal bebas di dalam tubuh, sedangkan rendahnya kadar MDA

menunjukkan status antioksidan yang tinggi (Winarsi, 2007).

2.4 Pestisida

Pestisida merupakan zat kimia yang digunakan untuk membasmi organisme
yang tidak diharapkan atau tidak diingikan pada suatu hospes, jenis pestisida yaitu
insektisida (pembasmi serangga), herbisida (pembasmi rumput liar), fungisida
(pembasmi jamur) dan rodentsida (pembasmi hewan pengerat). Selain menjadi
penyerang hama, pestisida juga mengandung agen pembawa inaktif yang tidak
beracun bagi hama yang menjadi sasaran, tetapi dapat beracun bagi manusia. Kata
sida memiliki artian membunuh, sehingga ketika dipergunakan di luar ruangan
dapat mengkontaminasi udara, tanah dan juga air (Sudarmo, 2005).

Pestisida merupakan campuran dari berbagai bahan baik bahan akktif
(active ingredient) maupun bahan teknis (additives) (British Medical Association,
2003). Berdasarkan sifat kimianya pestisida dibagi menjadi 4 yaitu organoklor,
organofosfat, karbamat dan piretroid (Narwanti et al., 2012).

2.4.1 Deltametrin

Deltametrin merupakan salah satu pestisida dari golongan piretroid
sintetis tipe 11, yang memiliki sifat lebih tahan pada lingkungan dan toksik

terhadap mamalia dan burung (Saodi et al., 2017). Piretroid berasal dari
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piretrum yang diperoleh dari bunga chrysanthemum cinerariaefolium.
Insektisida tanaman ini merupakan yang sangat akut dan bekerja pada
susunan saraf serangga. Cara kerja deltametrin pada sistem saraf yaitu
dengan menghambat akson pada kanal ion sehingga terjadi aksi potensial
yang terus menerus, piretroid mengikat protein Voltage-Gated Sodium
Channel (VGSC) yang mengatur inpuls saraf, sehingga serangga megalami
hipereksitasi (kegelisahan) dan konvulsi (kekejangan) (Ghiffari, 2013).
Deltametrin memiliki sifat tidak iritan, tidak mudah teradsorbsi ke dalam
kulit, tetapi mudah terabsorbsi melalui membran pencernaan dan juga
pernafasan (Narwanti et al., 2012).

Struktur kimianya yaitu (C,,H;9Br,NO, ; (S)-Cyano-3-fenoxibensyl-

(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimetylcyclopropankarboxyl).

Br
JE=CH CHs CO, ., CN

Br (M O
A OR®
CHs

Gambar 2.2 Struktur kimia deltametrin (Christina, 2004).

Deltametrin memiliki sisi bagian alkohol yang mampu mendominasi
untuk membentuk ikatan dengan residu asam lemak pada reseptor terutama

gugus difenil eter, gugus siano, dan gugus karbonil (Ujiantari et al., 2016).
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2.4.2 Toksisitas Pestisida

Toksisitas pestisida terjadi apabila bahan mengenai atau masuk ke
dalam tubuh dalam jumlah tertentu, ada beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi toksisitas pestisida dalam tubuh yaitu: (1) Dosis pestisida
berpengaruh langsung terhadap bahaya toksisitas pestisida, dosis yang tinggi
dapat memberikan efek buruk; (2) Jangka waktu atau lamanya terpapar
pestisida, paparan yang berlangsung terus-menerus dan berlangsung lama
dapat menimbulkan toksisitas kronik; dan (3) Jalan masuk pestisida dalam
tubuh. Keracunan akut atau kronik dapat melalui mulut, melalui kulit dan
saluran pernafasan.

Toksisitas insektisida terhadap organisme tertentu juga dinyatakan
dalam nilai Lethal Dose (LDsg). LDgy menunjukkan dosis racun yang dapat
mematikan 50 persen dari populasi hewan percobaan (Raini, 2007).
Deltametrin memiliki LDg, sebesar 52 mg/kg (dalam minyak jagung) dan
67 mg/kg (dalam polietilen glikol 200) (Manna et al., 2005).

Gejala toksisitas dari deltametrin adalah koreoatetosis (menggeliat)
dan hipersalivasi (sehingga dikenal juga sebagai CS-sindrom), inkoordinasi
motorik, tremor, kesulitan bernapas, kejang, hiperaktivitas dan

hipersensitivitas (Rehman, 2014).

2.5 Patofisiologi Deltametrin
Deltametrin diabsorbsi oleh pembuluh darah di sekitar rongga peritoneal,

melalui pembuluh darah deltametrin kemudian masuk ke hepar dan
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dimetabolisme melalui hidrolisis ikatan ester dan jalur oksidasi oleh sitokrom
P,s0, dimana oksidasi oleh sitokrom P,s, nantinya akan menghasilkan metabolit
yang bersifat non toksik berupa 3-(2,2-dibromovinyl) 2, 2-cyclopropane carboxyl
acid (dibromoacid) dan 3-phenoxy benzaldhyde, serta hasil samping berupa anion
superoksida (0,-) (Elmaghraby, 2007). Pemberian deltametrin secara berulang
dengan dosis tinggi akan menyebabkan meningkatnya oksidasi oleh sitokrom P,
shingga jumlah radikal bebas anion superoksida (0,-) di dalam tubuh meningkat
(Manna et al., 2005), peningkatan jumlah radikal bebas yang tidak diimbangi
dengan jumlah antioksidan di dalam tubuh menyebabkan terjadinya ketidak
seimbangan antara jumlah antioksidan dengan radikal bebas, sehingga radikal
bebas ini ini akan bereaksi dengan komponen sel dan menyebabkan stress

oksidatif yang dapat memicu terjadinya kerusakan jaringan (Murray, 2003).

2.6  Artemisia vulgaris

Artemisia vulgaris atau biasa disebut dangan baru cina merupakan
tumbuhan yang menahun, berambut halus, dan memiliki tinggi yang dapat
mencapai 1 meter. A. vulgaris merupakan herba berkayu, percabangan banyak,
beralur dan berambut. Daun berbentuk bulat telur dengan tepi ujung daun runcing
dan kedua permukaan daun berambut halus. Warna daun hijau pada bagian depan
daun, dibagian belakang daun berwarna putih. Bunga majemuk berkumpul 3 atau
lebih, berbentuk malai rata yang keluar dari ujung tangkai, warnanya kuning
muda. Panjang bonggol bunga 6-8 dengan tangkai berambut, tangkai bunga keluar

dari ketiak daun dan ujung tangkai. A. vulgaris tumbuh di tanah yang lembab dan
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tumbuh liar di hutan dan di ladang. Tumbuhan ini terdapat 3.000 meter di atas
permukaan laut yang berasal dari Cina. (Widyaningrum dan Rahmat, 2011).

Menurut Tjitrosoepomo (2010), taksonomi tumbuhan ini adalah sebagai

berikut:
Divisio : Spermatophyta
Sub divisio : Angiospermae
Kelas : Dicotyledoneae
Ordo : Asterales
Familia : Compositae
Genus : Artemisia
Spesies : Artemisia vulgaris

Gambar 2.3 Daun A. vulgaris (Tjitrosoepomo, 2010).

Berdasarkan penelitian sebelumnya daun A. vulgaris diketahui memiliki
kandungan saponin, flavonoid, dan juga polifenol (Judzentiene dan Buzelyte,
2006). Saponin memiliki aktivitas antibakteri (Yanuartono, 2017), flavonoid
memiliki aktivitas antioksidan (Judzentiene dan Buzelyte, 2006), dan juga
antiinflamasi (Pramitaningastuti, 2017), sedangkan polifenol memiliki aktivitas

antikarsinogenik dan antimutagenik (Suryanto et al., 2011). Beberapa studi in
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vitro menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan flavonoid, dapat mencegah
bergabungnya oksigen dengan zat lain sehingga mampu melindungi sel dari
kerusakan akibat aktivitas radikal bebas (Buchler dan Miranda, 2000), sedangkan
potensi flavonoid sebagai antiinflamasi bekerja dengan menghambat enzim
siklooksigenase dan lipooksigenase sehingga mencegah terjadinya inflamasi

(Pramitaningastuti, 2017).

2.7 Gambaran Histopatologi Normal Duodenum

Duodenum merupakan bagian dari intestin yang dimulai dari akhir pilorus
lambung, terletak pada bagian kanan belakang vertebral lumbal 1, membentuk C-
shaped curve yang mengelilingi kaput pankreas dan kemudian berhubungan
dengan jejenum yang terletak pada bagian kiri dari vertebral lumbal ke 2, panjang
duodenum sekitar 10 cm dan tersusun melingkar (Harjana,2009).

Lapisan penyusun duodenum dari dalam keluar terdiri dari tunika mukosa,
tunika submukosa, tunika muskularis dan tunika serosa (Frappier, 2006). Mukosa
duodenum terdiri dari beberapa lapisan yaitu epitelium, lamina propia dan
muskularis mukosa.

Epitel duodenum terdiri dari sel silindris sebaris yang terdiri dari beberapa
sel, yaitu sel penyerap, sel goblet, dan sel DNES (Diffuse Neuroendocrine System)
(Gartner dan Hiatt, 2001).

Lamina propia terdiri dari jaringan ikat retikular dan fibroplastik longgar
yang kaya akan pembuluh darah, saraf, dan otot licin. Penyerapan di duodenum

ditunjang oleh vili. Vili merupakan penjuluran mukosa, pada duodenum vili
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memiliki ciri khas berbentuk seperti daun. Vili memiliki tinggi yang bervariasi
tergantung daerah dan jenis hewan (Shackelford dan Elwell 1999).

Submukosa duodenum terdiri dari kelenjar duodenum atau kelenjar
brunners yang berfungsi untuk mensekresikan lendir, terdapat pula serabut-
serabut saraf dan sel ganglion yang disebut pleksus submukosa atau plexus
submucosal meissner. Pleksus ini berperan mengatur sekresi dan aliran darah serta
membantu beberapa fungsi sensorik seperti menerima sinyal-sinyal dari epitel
usus serta dari reseptor regangan di dalam dinding usus (Guyton dan Hall, 1997).

Tunika muskularis dari duodenum terdiri dari lapis eksterna longitudinal
dan lapis interna sirkular dimana pada bagian ini terdapat serabut otot halus yang
berbentuk sirkuler, diantara kedua lapis tersebut terdapat pleksus saraf
parasimpatis yang disebut plexus Auerbach’s. Lapisan terluar duodenum atau
tunika serosa merupakan suatu lapisan jaringan penyambung yang tertutup

mesotel (Frappier, 2006).
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Gambar 2.4 Gambaran histopatologi normal duodenum tikus (SAHB, 2009).
2.8 Tikus Putih (Rattus norvegicus)
Tikus putih (Rattus norvegicus) merupakan salah satu spesies yang ideal

untuk dijadikan hewan coba dalam uji toksikologi karena memiliki berat badan
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yang dapat mencapai hingga 500 gram, dengan ukuran tubuh yang cukup besar
organ tubuh tikus pun relatif besar, hal ini membantu dalam pemberian materi
sehingga dapat diberikan dengan mudah melalui berbagai rute. Reaksi yang
ditunjukkan tikuspun pada umumnya serupa dengan yang terjadi pada mencit,
anjing, dan kera yang juga sering digunakan untuk uji toksikologi (Kusumawati,

2004).

Gambar 2.5 Tikus putih (Rattus norvegicus) strain wistar (Sharp dan Villano, 2013)
Menurut Sharp dan Villano (2013) Tikus putih (Rattus norvegicus) atau
dikenal juga sebagai tikus norwegia memiliki taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo - Rodentia

Subordo  : Myomorpha
Famili : Muridae
Genus : Rattus

Spesies  : Rattus norvegicus
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Ciri morfologi tikus putih (Rattus norvegicus) antara lain memiliki berat
150-600 gram, hidung tumpul dan badan besar dengan panjang 18-25 cm, kepala
dan badan lebih pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil dan tidak lebih dari

2-2,3 cm (Depkes, 2011).
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Tikus putih (Rattus norvegicus) diberikan deltametrin secara intra
peritoneal, kemudian deltametrin diabsorbsi oleh pembuluh darah di sekitar
rongga peritoneal lalu masuk ke hepar. Deltametrin kemudian dimetabolisme di
hepar melalui hidrolisis ikatan ester dan jalur oksidatif oleh sitokrom Pyg.
Oksidasi oleh sitokrom P,s, dalam keadaan normal akan menghasilkan radikal
bebas berupa anion superoksida (0,-) yang merupakan salah satu dari Reactive
Oxygen Species (ROS), ROS dapat segera diubah menjadi metabolit yang stabil,
akan tetapi pada pemberian deltametrin secara berulang dengan dosis tinggi dapat
merangsang peningkatan jumlah ROS di dalam tubuh ketika jumlah radikal bebas
tidak diimbangi dengan jumlah antioksidan di dalam tubuh maka akan terjadi
stress oksidatif.

Target utama peroksidasi oleh ROS adalah asam lemak tak jenuh majemuk
atau Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) dalam lipid membran. Degenerasi PUFA
oleh radikal bebas akan menghasilkan Malondialdehida (MDA), sehingga secara
tidak langsung peningkatan MDA dapat digunakan sebagai biomarker terhadap
jumlah radikal bebas di dalam tubuh, dimana kadar MDA vyang tinggi
menunjukkan tingginya radikal bebas di dalam tubuh sedangkan rendahnya kadar
MDA menunjukkan tingginya kadar antioksidan di dalam tubuh.

Ekstrak A. vulgaris atau baru cina memiliki kandungan flavonoid, polifenol
dan saponin. Kandungan flavonoid dikenal sebagai antioksidan, yang bekerja
melindungi sel terhadap peroksidasi lipid dengan cara mereduksi radikal bebas,
sehingga senyawa tersebut menjadi stabil dan kurang reakif. Keseimbangan antara

oksidan dan antioksidan nantinya akan menurunkan jumlah ROS di dalam tubuh
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sebanding dengan penurunan kadar MDA. Selain sebagai antioksidan flavonoid
juga memiliki aktivitas antiinflamasi yang dapat mencegah terjadinya inflamasi
pada duodenum. Polifenol yang terkandung dalam A. vulgaris berfungsi sebagai
antikarsinogenik dan antimutagenik yang membantu mencegah kerusakan pada
struktur DNA dan RNA yang disebabkan oleh radikal bebas, sedangkan saponin
bekerja sebagai antibakteri untuk mencegah infeksi pada jaringan. Kemampuan
flavonoid, polifenol dan saponin ini dapat mencegah kerusakan sel duodenum
akibat deltametrin sehingga kerusakan membran sel duodenum dapat
terhindarkan, dan perbaikan sel dapat diamati pada gambaran histopatologi

duodenum.

3.2 Hipotesis Penelitian
1. Pemberian ekstrak daun Baru cina (A. vulgaris) dapat menurunkan kadar
MDA (Malondialdehida) pada duodenum tikus yang diinduksi pestisida
deltametrin.
2. Pemberian ekstrak daun Baru cina (A. vulgaris) dapat mencegah
kerusakan histopatologi duodenum pada tikus yang diinduksi pestisida

deltametrin.



BAB IV METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2018 — November 2018
yang bertempat di:
1. Laboratorium Fisiologi Hewan Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negri Malang.
2. Pembacaan kadar MDA (Malondialdehida) di lakukan di Laboratorium
FAAL Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
3. Pembuatan preparat histopatologi organ duodenum dilakukan di
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Brawijaya, Malang.

4.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai model
percobaan dengan berat 150-200 gram dengan umur 8-12 minggu.

Hewan coba dibagi menjadi enam kelompok dan besar sampel ditentukan

dengan rumus dibawah (Kusumaningrum, 2008):

p (n-1) >15

5 (n-1) > 15 Keterangan:

5n-5 > 15 p = jumlah kelompok perlakuan

5n >20 n = jumlah ulangan yang diperlukan
n >20/5

n >4

21
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Berdasarkan perhitungan, untuk 5 macam kelompok perlakuan dibutuhkan
jumlah ulangan minimal 4 kali setiap kelompok, namun dalam penelitian ini tikus
yang digunakan adalah sejumlah 30 ekor dangan jumlah pengulangan sebanyak 5
kali, dengan pembagian kelompok sebagai berikut

1. Kelompok 1 : Tikus sehat tanpa perlakuan (Kontrol negatif).

2. Kelompok 2 : Tikus diberikan deltametrin dengan dosis 7,2 mg/KgBB
setiap hari selama 7 hari (Kontrol positif).

3. Kelompok 3 : Tikus diberikan ekstrak A. vulgaris dengan dosis 150
mg/KgBB dan deltametrin dengan dosis 7,2 mg/KgBB setiap hari
selama 7 hari.

4. Kelompok 4 : Tikus diberikan ekstrak A. vulgaris dengan dosis 300
mg/KgBB dan deltametrin dengan dosis 7,2 mg/KgBB setiap hari
selama 7 hari.

5. Kelompok 5 : Tikus diberikan ekstrak A. vulgaris dengan dosis 600
mg/KgBB dan deltametrin dengan dosis 7,2 mg/KgBB setiap hari

selama 7 hari.

4.3 Variabel Penelitian
Adapun variabel yang diamati pada penelitian ini adalah:
Variabel bebas : dosis pemberian deltametrin dan dosis pemberian ekstrak
A. vulgaris.
Variabel terikat : kadar MDA (Malondialdehida) dan histopatologi

duodenum.
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Variabel kendali : homogenitas tikus (berat badan, umur, dan jenis kelamin

tikus), pakan dan kondisi kandang.

Alat dan Bahan
4.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: kandang tikus,
botol minum tikus, sekam, alat sonde, dissecting set, papan bedah, sarung
tangan (glove), masker, spuit 3 cc, spuit 1 cc, timbangan digital, gelas ukur
10 ml, gelas kimia, mortar, pengaduk kaca, object glass, cover glass,
mikroskop cahaya, kamera digital, pot organ, lemari pendingin, blender, dan
botol kaca.
4.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus)
strain Wistar umur 8 — 12 minggu, A. vulgaris dalam bentuk ekstrak,

minyak jagung, formalin 10%, aquades dan alkohol.

Prosedur Penelitian
4.5.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Aklimatisasi hewan coba dilakukan selama satu minggu dengan tujuan
untuk menciptakan lingkungan nyaman sehingga mencegah stress bagi tikus

(Ridwan, 2013).



24

Pemberian pakan selama masa adaptasi berupa pakan standar sesuai
kebutuhan yaitu 20 gram/ekor/hari dalam bentuk pelet (10% dari berat
badan) dan air minum diberikan secara ad libitum (Saputri et al., 2008).
4.5.2 Ekstraksi Daun Baru Cina (Artemisia vulgaris)

Daun dibersihkan dari kotoran dan batangnya, kemudian di rajang dan
dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 60 °C hingga kering dan kadar
air mencapai kurang dari 10%. Selanjutnya daun dibuat dalam bentuk
simplisia dan dimasukan ke dalam botol gelap, ditambahkan pelarut etanol
70% perbandingan 1:10. Simplisia kemudian direndam selama 6 jam sambil
sesekali diaduk, kemudian didiamkan selama 18 jam. Setelah itu disaring
menggunakan kapas dan kain kasa kemudian kertas saring. Filtrat yang
diperoleh kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator
hingga menjadi ekstrak kental (Istigomah, 2013).

Penggunaan etanol sebagai pelarut ekstraksi didasarkan pada
penyesuaian pelarut dengan kepolaran senyawa yang diinginkan. Menurut
prinsip dissolves like, suatu pelarut akan cenderung melarutkan senyawa
yang mempunyai tingkat kepolaran yang sama. Pelarut polar akan
melarutkan senyawa polar dan sebaliknya. Flavonoid merupakan senyawa
golongan polifenol yang terdistribusi luas pada tumbuhan dalam bentuk
glikosida yang berikatan dengan suatu gula, karena itu flavonoid merupakan
senyawa yang bersifat polar. Pelarut polar yang biasa digunakan untuk
ekstraksi flavonoid adalah metanol, aseton, etanol, air dan isopropanol

(Suryani et al., 2015).
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4.5.3 Induksi Deltametrin

Induksi deltametrin diberikan secara intra peritoneal dengan dosis 7,2
mg/KgBB, dengan harapan akan memberikan efek toksik secara kronis
namun tidak menyebabkan kematian secara cepat.
4.5.4 Pengambilan Duodenum

Pengambilan duodenum dilakukan pada semua kelompok hewan coba
pada hari ke 8 minggu ke dua. Prosedur euthanasia dilakukan dengan cara
dislokasi servikal. Hewan coba kemudian diposisikan rebah dorsal,
bersihkan pada bagian abdomen dari rambut dengan cara dicukur, kemudian
dibersihkan dengan menggunakan kapas yang diberi iodin. Bedah bagian
abdomen menggunakan gunting bengkok. Duodenum diambil, diisolasi dan
dipotong, selanjutnya dibilas dengan NaCl fisiologis 0,9% dan direndam
dalam Paraformaldehid (PFA) 10% untuk selanjutnya diproses.
4.5.5 Penentuan Kadar MDA

Prinsip metode ini berdasarkan kemampuan pembentukan komplek
berwarna merah jambu antara MDA dan Asam Tiobarbiturat (TBA).
Pembuatan larutan campuran (TCA-TBA) untuk dicampurkan pada
pemeriksaan kadar MDA, vyaitu: 1,78 ml HCI pekat lalu ditambahkan
dengan 12 g TCA dan 0,304 g, TBA kemudian diaduk dengan 80 ml
akuades. Pengadukan dilakukan di atas pemanas air dengan api kecil lalu
dinginkan pada suhu ruangan sebelum dicampurkan ke dalam larutan

pemeriksaan kadar MDA.
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Cara kerja pemeriksaan kadar malondialdehida, yaitu: Organ
duodenum diambil, lalu ditimbang beratnya 2 gram. kemudian dicincang
dan digerus menggunakan mortar sampai halus dan dimasukkan ke dalam
tabung sentrifus yang telah diberi label untuk diambil supernatannya.
Tambahkan 1 ml PBS-KCI (PBS dingin yang mengandung KCI) ke dalam
tiap-tiap tabung sentrifus, lalu diaduk dengan batang pengaduk hingga rata.
Kemudian disentrifus 10.000 rpm selama 20 menit dengan suhu dingin + 4
°C dan diambil supernatannya sebanyak 2 ml dari tiap-tiap sampel, lalu
ditambahkan 2 ml larutan campuran TCA-TBA (dihomogenkan). Larutan
homogen disimpan dalam oven dengan suhu 80° C selama 1 jam. Setelah
satu jam lalu diangkat dan didinginkan pada suhu ruangan, kemudian
dilakukan sentrifus 3000 rpm selama 10 menit. Pembacaan kadar MDA
dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang A 532 nm
(Sutari et al., 2013).

4.5.6 Pembuatan Preparat Histopatologi Duodenum

Proses pembuatan preparat histologi menurut Junquiera dan Carneiro
(2007) meliputi prosedur fiksasi, dehidrasi, penjernihan, infiltrasi parafin,
embedding, sectioning, penempelan di object glass, dan pewarnaan.
Duodenum difiksasi menggunakan PFA 4%, kemudian didehidrasi
menggunakan alkohol bertingkat dari konsentrasi 70% selama 24 jam,
etanol 80% selama 2 jam, etanol 90%, 95%, dan etanol absolut selama 20
menit. Selanjutnya dilakukan penjernihan dengan cara merendam jaringan

dalam larutan Xylol | selama 20 menit dan Xylol Il selama 30 menit.
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Infiltrasi dan embedding dengan menggunakan parafin cair pada inkubator
bersuhu 58 °C — 60 °C. Trimming dilakukan dengan cara menjepit cetakan
dalam mikrotom dan jaringan dipotong dengan ketebalan 5 pum. Sediaan
disimpan dalam inkubator suhu 38 °C — 40 °C selama 24 jam untuk
selanjutnya diwarnai dengan pewarna Haematoxylin dan Eosin (Muntiha,
2001).

Pewarnaan HE dilakukan dengan cara meletakan preparat yang akan
diwarnai pada rak khusus dan dicelupkan secara berurutan ke dalam larutan,
yaitu: xylol (2x3 menit), etanol absolut (2x3 menit), etanol 90% (3 menit),
etanol 80% (3 menit), kemudian dibilas dengan aquades. Selanjutnya
diteteskan larutan haematoxylin selama 6 — 7 menit, lalu dibilas dengan
aquades selama satu menit. Prosedur selanjutnya adalah ditetesi larutan
eosin selama 1 — 5 menit dan kembali dibilas dengan aquades selama satu
menit. Kemudian preparat dicelupkan ke dalam etanol 80% sebanyak 10
kali celupan, ke dalam etanol 90% sebanyak 10 kali celupan, ke dalam
etanol absolut sebanyak 10 kali celupan, lalu direndam dalam etanol absolut
selama satu menit. Setelah itu preparat direndam dalam xylol sebanyak tiga
kali 3 menit. Kemudian preparat diangkat satu persatu dari larutan xylol
dalam keadaan basah, diberi satu tetes cairan perekat dan selanjutnya
ditutup dengan cover glass. Hasil pewarnaan diamati di bawah mikroskop
cahaya (Muntiha, 2001).

Pembacaan histopatologi duodenum dilakukan dengan cara

mengamati perubahan yang terjadi pada sel epitel vili maupun bagian lain
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yang mengalami perubahan patologi menggunakan mikroskop cahaya
dengan perbesaran 40x - 1000x.
4.5.7 Analisa Data

Data penelitian akan didapatkan dalam bentuk data kuantitatif,
selanjutnya dilakukan analisis statistika dengan metode One-Way ANOVA
(Analysis of Variance) dilanjutkan dengan uji Tukey (a = 0,05) untuk
mengetahui perlakuan yang memberikan hasil paling optimal. Pengamatan
histopatologi dilakukan dengan mengamati perubahan pada duodenum,

kemudian dianalisa secara deskriptif menggunakan mikroskop cahaya.



BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Ekstrak Daun Artemisia vulgaris terhadap Jumlah Radikal
Bebas di Dalam Tubuh Berdasarkan Kadar Malondialdehida (MDA)
Duodenum Tikus Putih (Rattus norvegicus) yang Diinduksi Deltametrin
Malondialdehida (MDA) merupakan hasil akhir dari peroksidasi lipid

dengan radikal bebas, sehingga secara tidak langsung juga menunjukkan jumlah

radikal bebas didalam tubuh. Pengukuran MDA menggunakan uji Thiobarbituric

Acid Assay (TBA) bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak A.

vulgaris dalam menekan jumlah radikal bebas. Hasil pengukuran kadar MDA

duodenum kemudian dianalisa secara statistik menggunakan uji one way ANOVA
yang dilanjutkan dengan uji Tukey dengan tingkat kepercayaan 95% untuk
menentukan perbedaan antar perlakuan. Hasil pengukuran MDA duodenum tikus

putih yang diinduksi deltametrin dapat di lihat pada Tabel 5.1

Tabel 5.1 Rata-rata kadar MDA duodenum tikus putih (Rattus norvegicus) yang
diinduksi deltametrin

Peningkatan

Rata-rata Kadar =~ Kadar MDA Penurunan Kadar

MDA terhadap
Kelompok MDA terhadap Kelompok Kontrol
(ng/mL) Kontrol Positif (%)
Negatif (%0)
K- 197.2 + 7.93%2 - -
K+ 282.2 +12.41°¢ 43.1 -
P1 (150 mg/KgBB)  204.7 + 5.482 - 27.46
P2 (300 mg/KgBB)  206.9 +6.782 - 26.68
P3 (600 mg/KgBB)  243.3 + 7.06° - 13.78
Keterangan: Notasi a, b dan ¢ menunjukkan adanya perbedaan antar kelompok
perlakuan.
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Berdasarkan Tabel 5.1, diperoleh informasi bahwa kadar MDA duodenum
tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi deltametrin pada kelompok kontrol
positif menunjukkan adanya peningkatan kadar MDA sebesar 43.1% terhadap
kelompok kontrol negatif yang dianggap sebagai kadar MDA normal. Pada
kelompok P1 (150 mg/KgBB), P2 (300 mg/KgBB) dan P3 (600 mg/KgBB)
terdapat penurunan kadar MDA dengan presentase masing-masing sebesar
26.68%, 27.46% dan 13.78%, terhadap kelompok kontrol positif.

Pada keadaan fisiologis normal, radikal bebas diproduksi oleh tubuh dalam
jumlah kecil sebagai akibat dari berbagai proses metabolisme. Proses metabolisme
yang terjadi seperti proses oksidasi yang berlangsung selama respirasi sel (Pham-
Huy et al., 2008), sehingga kadar MDA kelompok kontrol negatif dikategorikan
sebagai kadar MDA normal, karena tikus putih kelompok ini tidak mendapatkan
perlakuan apapun kecuali pakan dan air minum. Peningkatan kadar MDA pada
kelompok kontrol positif disebabkan oleh metabolisme deltametrin melalui
hidrolisis ikatan ester dan jalur oksidasi oleh sitokrom P,c,. Secara fisiologis
oksidasi oleh sitokrom P,s5, akan menghasilkan radikal bebas berupa anion
superoksida (0,-) yang termasuk kedalam ROS (Manna et al., 2015). Target
utama ROS adalah PUFA pada membran lipid sel, degenerasi senyawa radikal
ROS dengan PUFA akan menghasilkan hasil akhir berupa MDA. Sehingga pada
kelompok kontrol positif yang menerima deltametrin secara terus-menerus dengan

dosis besar, mengalami peningkatan kadar MDA.

Penurunan kadar MDA pada kelompok P1 (150 mg/KgBB), P2 (300

mg/KgBB) dan P3 (600 mg/KgBB), menunjukkan bahwa adanya pengaruh



31

ekstrak A. vulgaris dalam menurunkan jumlah radikal bebas di dalam tubuh. Hal
ini dikarenakan daun A. vulgaris memiliki kandungan flavonoid yang berfungsi
sebagai antioksidan yang bekerja menangkap radikal bebas di dalam tubuh dan
menjadikannya senyawa non radikal (Bangol et al., 2014), sehingga mampu
menurunkan kadar MDA duodenum tikus putih yang diberi deltametrin.

Hasil uji statistik lanjutan menggunakan uji Tukey kadar MDA duodenum
pada kelompok Pl (150 mg/KgBB) dan kelompok P2 (300 mg/KgBB)
menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan kadar MDA duodenum pada
kelompok kontrol positif, namun tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol
negatif, dimana kelompok P1 dan P2 memiliki kadar MDA yang lebih rendah
yaitu sebesar 204.7 +5.48 ng/mL dan 206.9 + 6.78 ng/mL dibandingkan
dengan kadar MDA kelompok kontrol positif yaitu sebesar 282.2 + 12.41
ng/mL, namun sedikit lebih tinggi dari kelompok kontrol negatif yang memiliki
kadar MDA sebesar 197.2 + 7.93 ng/mL. Hasil statistik pada kelompok P3 (600
mg/KgBB) menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan kontrol negatif, kontrol
positif, P1 (150 mg/KgBB) maupun P2 (300 mg/KgBB), dengan kadar MDA
duodenum sebesar 243.3 + 7.06 ng/mL, nilai ini lebih rendah dari kelompok
kontrol positif namun lebih tinggi dari kelompok kontrol negatif, P1 (150
mg/KgBB) maupun P2 (300 mg/KgBB).

Uji lanjutan ini menunjukkan bahwa terapi ekstrak daun A. vulgaris dengan
dosis 150 mg/KgBB dan dosis 300 mg/KgBB merupakan dosis yang optimal
dalam menurunkan kadar MDA duodenum tikus putih (Rattus norvegicus) yang

diinduksi deltametrin. Namun pada pemberian ekstrak daun A. vulgaris dengan
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dosis 600 mg/KgBB terjadi peningkatan kembali kadar MDA duodenum
meskipun tidak sebesar peningkatan kelompok kontrol positif. Hal ini disebabkan
oleh tingginya dosis ekstrak yang diberikan sehingga terjadi peningkatan
antioksidan yang berlebihan. Banyaknya konsentrasi antioksidan yang diberikan
dapat berpengaruh pada laju oksidasi, pada konsentrasi tinggi aktivitas
antioksidan grup fenolik sering lenyap bahkan antioksidan tersebut menjadi

prooksidan (Simanjuntak, 2012).

5.2 Pengaruh Ekstrak Daun Artemisia vulgaris terhadap Perubahan
Histopatologi Duodenum Tikus Putih (Rattus noervegicus) yang

diinduksi Deltametrin

Pemeriksaan histopatologi pada jaringan menjadi salah satu parameter untuk
mengetahui keberhasilan suatu terapi penyakit. Pada penelitian ini, pemeriksaan
histopatologi ditujukan untuk melihat pengaruh pemberian terapi ekstrak daun A.
vulgaris terhadap perbaikan jaringan duodenum tikus putih yang diinduksi
deltametrin terhadap kontrol positif. Pada penelitian ini preparat diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 40-400x. Bagian yang
diamati yakni vili dan abnormalitas lainnya yang dapat ditemukan pada preparat

duodenum hewan coba.
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Gambar 5.1 Gambaran histopatologi tikus putih kelompok kontrol negatif dengan
pewarnaan HE, (A) perbesaran 40x dan (B) perbesaran 100x. Epitel (E),

Lumen (L), Tunika mukosa (TM), Vili (V), Submukosa (S) dan kelenjar
duodenal (KD) terlihat normal.

Gambar 5.2 Gambaran histopatologi tikus putih kelompok kontrol positif dengan
pewarnaan HE (a) perbesaran 40x, dan (b) perbesaran 400x. Nampak
kerusakan pada sel epitel vili berupa sel piknotik (panah biru), hemoragi
(panah hijau) dan kerusakan lapisan mukosa (ruptur vili) (panah merah).
Serta terdapat banyak celah antar sel pada tunika mukosa.
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Gambar 5.3 Gambaran histopatologi tikus putih kelompok P1 (dosis 150 mg/KgBB)
dengan pewarnaan HE (a) perbesaran 40x dan (b) perbesaran 400x. Sel
epitel vili terlihat rapat. Terdapat infiltrasi sel leukosit (panah hijau).

Gambar 5.4  Gambaran histopatologi tikus putih kelompok P2 (dosis 300 mg/KgBB)
dengan pewarnaan HE (a) perbesaran 40x, dan (b) perbesaran 400x. Sel

epitel vili terlihat rapat dengan inti bulat sampai oval. Terdapat terlihat
adanya infiltrasi sel leukosit (panah hijau).
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Gambar 5.5 Gambaran histopatologi tikus putih kelompok P3 (dosis 600 mg/KgBB)
dengan pewarnaan HE (a) perbesaran 40x dan (b) perbesaran 400x. Sel
epitel vili masih terlihat rapi, namun tunika muskularis terlihat lebih
renggang, terdapat infiltrasi sel leukosit (panah hijau) serta proliferasi sel
goblet (panah .

Gambaran histopatologi duodenum pada kelompok kontrol negatif
(Gambar 5.1) menunjukkan struktur lapisan sel epitel duodenum yang teratur,
merata dan terlihat jelas serta tidak mengalami erosi. Hal ini sesuai dengan
penelitian dari Djumadi et al. (2008), yang mengatakan bahwa lapisan sel
duodenum normal tersusun atas lapisan serosa, muskularis, submukosa dan
mukosa yang teratur dan terlihat struktur vili yang terdiri dari sel epitel selapis

kolumner kompak dengan inti bulat sampai oval.

Gambaran histopatologi duodenum pada kelompok kontrol positif
(Gambar 5.2) terlihat adanya kerusakan jaringan akibat pemberian deltametrin
dengan dosis besar secara berulang, hal ini sejalan dengan hasil pengukuran kadar
MDA kelompok kontrol positif yang menunjukkan peningkatan kadar MDA yang

cukup tinggi. Kerusakan yang terjadi berupa nekrosis pada sel epitel vili dimana
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inti sel terlihat piknotik, terlihat adanya hemoragi dan adanya ruptur vili akibat
kerusakan sel. Menurut Sinaga (2016), mekanisme kerusakan sel akibat radikal
bebas diawali dengan reaksi peroksidasi lipid akibat tingginya jumlah radikal
bebas di dalam tubuh, yang menyerang PUFA sebagai komponen penting
penyusun membran sel, sehingga menyebabkan sel kehilangan permeabilitasnya
dan terjadilah kerusakan sel. Kerusakan sel dapat menyebabkan terjadinya
peradangan yang dapat memicu terjadinya hemoragi, menurut Djumadi et al.
(2008), hemoragi yang terjadi disebabkan oleh eritrosit pada radang melalui
dinding kapiler keluar melalui dinding kapiler dan masuk kedalam jaringan,
eritrosit yang keluar terdorong oleh tekanan darah melalui dinding kapiler yang

cidera, yang memperlihatkan cairan radang berwarna kemerah-merahan.

Gambaran histopatologi duodenum pada kelompok P2 (150 mg/KgBB)
(Gambar 5.3) dan kelompok P2 (300 mg/KgBB) (Gambar 5.4) terlihat adanya
perbaikan sel akibat terapi ekstrak daun A. vulgaris, dimana sel epitel terlihat
tersusun rapat dengan inti sel yang bulat hingga oval mendekati kelompok kontrol
negatif sesuai dengan hasil kadar MDA yang telah dijelaskan, dan terlihat juga
adanya infiltrasi sel leukosit. Menurut Hafidzoh (2017), terjadinya infiltrasi sel
leukosit disebabkan oleh respon terhadap inflamasi, dimana proses ini bertujuan
untuk menyingkirkan jaringan nekrotik serta benda asing. Inflamasi merupakan
reaksi pertahanan organisme dan jaringan terhadap kerusakan, tujuannya adalah
memperbaiki kerusakan atau paling tidak membatasinya serta menghilangkan
penyebab kerusakan, seperti bakteri atau benda asing (Silbernagl dan Florian,

2013).
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Gambaran histopatologi pada kelompok P3 (600 mg/KgBB) (Gambar 5.5)
menunjukkan adanya infiltrasi sel leukosit, proliferasi sel goblet serta tunika
mukosanya terlihat lebih renggang dibandingkan dengan kontrol negatif. Pada
hasil pengukuran kadar MDA terdapat peningkatan kadar MDA kembali, yang
artinya terdapat peningkatan jumlah radikal bebas didalam tubuh yang dapat
memicu kerusakan jaringan. Perubahan patologis yang terjadi disebabkan oleh
radikal bebas yang meningkat akibat pemberian dosis ekstrak yang cukup tinggi,
menurut Bangol et al. (2014), tingginya konsentrasi ekstrak yang diuji tidak selalu
seiring dengan tingginya aktivitas antioksidan yang diperoleh, karena pada
konsentrasi tinggi senyawa fenolik atau antioksidan dapat berubah menjadi
prooksidan. Banyaknya konsentrasi antioksidan yang diberikan dapat berpengaruh
pada laju oksidasi, pada konsentrasi tinggi aktivitas antioksidan grup fenolik
sering lenyap bahkan antioksidan tersebut menjadi prooksidan (Simanjuntak,
2012). Flavonoid dapat berubah menjadi prooksidan dengan memberntuk ROS

akibat kegagalan siklus redoks (Dewi et al., 2007).



BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak daun A. vulgaris berpengaruh menurunkan kadar
MDA duodenum tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi
deltametrin dengan dosis terbaik 150-300 mg/KgBB.

2. Pemberian ekstrak daun A. vulgaris berpengaruh mencegah kerusakan
jaringan dan memperbaiki gambaran histopatologi duodenum tikus

putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi deltametrin.

6.2 Saran

Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek preventif dari
ekstrak A. vulgaris pada parameter organ lain seperti ginjal, hepar atau otak tikus
putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi deltametrin, serta pemberian induksi
deltamertrin dengan rute pemberian lain, seperti melalui oral, inhalasi maupun

melalui kulit.
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Lampiran 2. Tahapan Penelitian

Tikus Putih (Rattus norvegicus)

45

v \] v v \
Tikus putih Tikus putih Tikus putih Tikus putih Tikus putih
kelompok kelompok kelompok kelompok kelompok
kontrol negatif kontrol positif perlakuan | perlakuan II perlakuan Il

Tidak diinduksi

Diinduksi deltametrin dengan dosis 7,2 mg/kg/BB selama 7 hari

deltametrin
Tidak diberi terapi Diberi terapi Diberi terapi Diberi terapi
ekstrak Artemisia Tidak diberi ekstrak Artemisia ekstrak Artemisia ekstrak Artemisia
vulgaris terapi ekstrak vulgaris dosis 150 vulgaris dosis vulgaris dosis
Artemisia mg/kg/BB selama 300 mg/kg/BB 600 mg/kg/BB
vulgaris 7 hari selama 7 hari selama 7 hari
\ 4 JL N4 \ 4
Dieuthanasia dan diambil organ duodenum pada hari ke - 8
|
v v
Pemeriksaan kadar malondialdehida Pembuatan preparat histopatologi
(MDA) duodenum

A4

Analisa data

N




Lampiran 3. Pembuatan Ekstrak Daun A. vulgaris

Daun Artemisia vulgaris

- Dibersihkan dan dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 60°C
- Dihaluskan menggunakan blender

Serbuk daun Artemisia vulgaris

- Ditimbang 100 gram serbuk daun ubi jalar ungu

- Ditambahkan 1 liter etanol 70%

- Dimaserasi pada suhu ruang (15 - 25°C) selama 48 jam serta diaduk
menggunakan orbital shaker

- Disaring dengan kertas saring sehingga terpisah filtrat dengan residu
yang dihasilkan

Filtrat (Ekstrak etanol)

- Dipekatkan dengan evaporator dengan suhu 40°C

Filtrat pekat (Ekstrak ettanol)
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Lampiran 4. Pembuatan Histopatologi Duodenum

Organ Duodenum Tikus Putih (Rattus norvegicus)

- Difiksasi menggunakan formaldehid 10%

- Didehidrasi menggunakan alkhohol bertingkat (etanol 70% 24 jam,
etanol 80% 2 jam, etanol 90% 20 menit dan etanol absolut 20 menit)

- Dijernihkan dengan merendam dalam larutan xylol I selama 20 menit
dan xylol 1l selama 30 menit

- Diinfiltrasi dan embedding menggunakan parafin cair pada inkubator
bersuhu 58-600 °C

- Dijepit cetakan dalam mikrotom dan jaringan dipotong dengan
ketebalan = 5pm.

- Dikeringkan lalu diletakan pada object glss

- Disimpan sediaan dalam inkubator dengan suhu 38-40°C selama 24
jam.

- Diwarnai menggunakan pewarna HE

Diberikan cairan perekat lalu ditutup dengan cover glass

Hasil




Lampiran
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5. Pengukuran Kadar MDA

Organ Duodenum Tikus Putih (Rattus norvegicus)

ditimbang dengan berat 0,2 gram

Dipotong kecil-kecil lalu digerus menggunakan mortar
Ditambahkan larutan TCA sebanyak 100 pL

Disentrifugasu dengan kecepatan 8000 rpm selama 20 menit
Diambil sebanyak 100 uL. sampel supernatan

Dihomogenkan

Ditambahkan 200 nLL HCL 0,1 N

Dihomogenkan

Ditambah 100 uL Na-thio 1 %

Dihomogenkan

Dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 100 °C selama 20 menit
Diangkat dan didinginkan pada suhu ruang

Ditambahkan aquades sebanyak 3500 pL

Diukur absorbansinya dengan menggunakan spektofotometer pada
panjang gelombang 532 nm

Hasil




Lampiran 6. Perhitungan dosis

6.1 Perhitungan dosis deltametrin

Deltametrin yang digunakan adalah deltamed dengan

dengan kandungan deltametrin sebesar 5 mg/ml sehingga:

1.

Perhitungan dosis P1 (BB tikus 190 g, dosis 7,2 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,19x 7,2
=1,368
=1,37 mg
Volume yang diberikan =1,37/25x5
=0,274
=0,27 ml
Dalam 0,27 ml sediaan mengandung 1,35 mg deltametrin

Perhitungan dosis P2 (BB tikus 170 g, dosis 7,2 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,170 x 7,2
=1,224
=1,22 mg
Volume yang diberikan =1,22/25x5
=0,244
=0,24 ml
Dalam 0,24 ml sediaan mengandung 1,2 mg deltametrin

Perhitungan dosis P3 (BB tikus 188 g, dosis 7,2 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,188 x 7,2
=1,353
=1,35mg
Volume yang diberikan =1,35/25x5
=0,27 ml
Dalam 0,27 ml sediaan mengandung 1,35 mg deltametrin

kandungan
deltametrin 25 mg/ml. yang diencerkan dengan pengenceran 20 % (2 ml deltamed
ditambahkan 8ml minyak jagung). Dengan pengenceran 20% didapatkan sediaan
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4. Perhitungan dosis K+ (BB tikus 177 g, dosis 7,2 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,177 x 7,2
=1,274
=1,27 mg
Volume yang diberikan =1,27/25x5
= 0,254
=0,25 ml
Dalam 0,25 ml sediaan mengandung 1,27 mg deltametrin

6.2 Perhitungan dosis Ekstrak A. vulgaris

Ekstrak A. vulgaris diencerkan dengan pengenceran 10% (1 g ekstrak
ditambahkan 9 ml minyak jagung). Dengan pengenceran 10% didapatkan sediaan
dengan kandungan ekstrak A. vulgaris 100 mg/ml sehingga:

1. Perhitungan dosis P1 (BB tikus 190 g, dosis 150 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,19 x 150
= 28,5mg
Volume yang diberikan =28,5/100 x 1
=0,285
=0,28 ml
Dalam 0,28 ml sediaan mengandung 28 mg ekstrak A. vulgaris

2.  Perhitungan dosis P2 (BB tikus 170 g, dosis 300 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan =0,170 x 300
=51mg
Volume yang diberikan =51/100x 1
=0,51 ml
Dalam 0,51 ml sediaan mengandung 51 mg ekstrak A. vulgaris

3. Perhitungan dosis P3 (BB tikus 188 g, dosis 600 mg/KgBB)
Dosis yang diperlukan = 0,188 x 600
=112,8 mg
Volume yang diberikan =112,8/100 x 1
=1,128
=1,12 ml
Dalam 1,12 ml sediaan mengandung 1,12 mg ekstrak A. vulgaris
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Lampiran 7. Perhitungan Statistika Kadar MDA Duodenum
7.1 Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

MDA

N 25
Normal Parameters? Mean 2.2685E2
Std. Deviation 3.34639E

1

Most Extreme Absolute 267
Differences Positive 267
Negative -.137

Kolmogorov-Smirnov Z 1.335
Asymp. Sig. (2-tailed) .057

a. Test distribution is Normal.
Hasil uji normalitas menunjukkan nilai signifikan (p) sebesar 0,057, oleh
karena nilai p > 0,05 maka Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang
digunakan mempunyai distribusi yang tersebar dengan normal.

7.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

MDA duodenum

Levene Statistic dfl df2 Sig.
795 4 20 542

Hasil uji homogenitas varian menunjukkan nilai dari levene test sebesar
0,795 dengan nilai signifikan (p) sebesar 0,542. Oleh karena nilai P > 0,05 maka
Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan mempunyai
ragam/varian yang homogen.

Hasil dari uji normalitas dan uji homogenitas telah memenuhi asumsi

sehingga pengujian dapat dilanjutkan menggunakan ANOVA.
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Descriptives
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean o )
N Mean L. Minimum | Maximum
Deviation Error Lower Upper
Bound Bound
k- 5 | 200.780 11.3147 5.0601 | 186.731 | 214.829 185.8 215.2
k+ 5 | 269.680 12.0325 5.3811 | 254.740 | 284.620 251.3 284.7
pl 5 | 204.720 5.4811 2.4512 | 197.914 | 211.526 196.9 212.4
5 | 206.880 6.7769 3.0307 | 198.465 | 215.295 195.8 212.4
p3 5 | 243.300 7.0551 3.1552 | 234.540 | 252.060 236.9 254.7
Total | 25| 225.072 28.7816 5.7563 | 213.192 | 236.952 185.8 284.7
ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between
Groups 18283.95113 | 4 | 4570.987781 | 57.31956488 1.1310 2.866081
Within Groups 1594.913636 | 20 | 79.74568179
Total 19878.86476 | 24

7.3 Uji One-Way ANOVA

e Nilai F > F crit, dengan demikian HO ditolak atau H1 Diterima
e Nilai p < 0,05, dengan demikian HO ditolak, artinya terdapat perbedaan
yang signifikan antar kelompok
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7.4 Uji Tukey
Mda duodenum
Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
kelompok N 1 2 3

k- 5 200.780

pl 5 204.720

p2 5 206.880

p3 5 243.300

k+ 5 269.680

Sig. 814 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.



Lampiran 8. Dokumentasi

Induksi deltametrin intraperitoneal
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Pengambilan organ duodenum
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