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PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK KOMBINASI KAYU MANIS
(Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) DAN BUNGA BUNGUR
(Lagerstroemia Speciose L) TERHADAP EKSPRESI Malondialdehide (MDA)
DAN F2-ISOPROSTAN JARINGAN HEPAR PADA TIKUS (Rattus
norvergicus) DIET HIPERGLUKOSA

ABSTRAK

Hiperglukosa merupakan suatu kondisi dimana Impaired Fasting Glucose
(IFG) atau Gula Darah Puasa Terganggu (GDPT) dan Impaired Glucose
Tolerance (IGT) atau Toleransi Glukosa Terganggu (TGT) yang merupakan
faktor resiko yang kuat terhadap terjadinya penyakit diabetes melitus, yang pada
gilirannya akan menampilkan komplikasi yang kompleks dan multipel. Data dari
Dinas Kesehatan Provinsi Jawa Timur tahun 2012 Diabetes Mellitus merupakan
penyakit terbanyak nomor dua setelah hipertensi yakni sebanyak 102.399 kasus
dengan prevalensi penderita DM yang terus meningkat 31.9% setiap tahunnya.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui Pengaruh Pemberian ekstrak
kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur
(Lagerstroemia Speciose L) terhadap ekspresi Malondialdehide (MDA) dan F2-
isoprostan pada tikus (Rattus Norvergicus) jantan strain wistar dengan berat badan
kisaran 150-200 gram diet hiperglukosa. Penelitian ini menggunakan glukosa 10%
dan fruktosa 15% yang ditambahkan pada pakan harian tikus sebagai induksi
terjadinya keadaan Hiperglukosa selama 14 hari berturut-turut. Pemeriksaan
sampel organ jaringan hepar dilakukan dengan uji imunohistokimia. Data analisa
ekspresi Malondialdehide (MDA) Dan F2-Isoprostan secara kuantitatif
menggunakan pengujian Immunoratio. Data analisa secara kuantitatif untuk hasil
uji imunohistokimia Malondialdehide (MDA) Dan F2-Isoprostan. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa terapi ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur
secara signifikan (p<0,05) mampu menurunkan ekspresi Malondialdehide (MDA)
Dan F2-Isoprostan. Dosis 18 mg/kgBB merupakan dosis efektif dengan presentasi
penurunan Malondialdehide (MDA sebesar 87,3% dan ekspresi F2-lsoprostan
sebesar 89,9%. Kesimpulan dari penelitian ini adalah terapi ekstrak kombinasi
kayu manis dan bunga bungur dapat digunakan sebagai alternatif terapi
hiperglukosa.

Kata kunci: Hiperglukosa, Cinnammomum Burmnanii, Langestromia Speciose L,
MDA, F2-Isoprostan



Effect of Combination of Cinnamon Extract ( Cinnammomum Burmnanii
(NESS) Bl ) And Flowers Bungur ( Lagerstroemia speciose L ) Against
Expression of Malondialdehide (MDA) and F2-Isoprostane Hepar Tissue In
Rat ( Rattus norvergicus ) Diet Hyperglukose.

ABSTRACT

Hiperglukosa is a condition in which impaired fasting glucose (IFG) or Fasting
Blood Sugar Impaired (GDPT), and impaired glucose tolerance (IGT) or Impaired
Glucose Tolerance (IGT), which is a strong risk factor for the occurrence of
diabetes mellitus, which in turn will displays a complex and multiple
complications. Data from the East Java Provincial Health Office in 2012 Diabetes
Mellitus is the most prevalent diseases secondary to hypertension that as many as
102 399 cases with a prevalence of diabetes continues to increase 31.9% annually.
The purpose of this study was to determine the effect of extract combination of
cinnamon (Cinnammomum  Burmnanii (NESS) BI) and interest bungur
(Lagerstroemia speciose L) on the expression of Malondialdehyde (MDA) and
F2-isoprostane hepar tissue in rats (Rattus Norvergicus) male strain Wistar weight
the range of 150-200 grams hiperglukosa diets. This study uses a 10% glucose and
15% fructose is added to the daily feeding mice the induction of the state
Hiperglukosa for 14 consecutive days. Examination performed by
immunohistochemistry test. Data analysis quantitative immunohistochemistry test
results Malondialdehide (MDA) and F2-lsoprostan. The results of this study
showed that the combination therapy extract of cinnamon and bungur flowers
significantly (p <0.05) decrease the expression of Malondialdehide (MDA) And
F2-lsoprostan. A dose of 18 mg/body weight is the effective dose to the
presentation of a decrease in Malondialdehide (MDA) is by 87.3% and the
expression of F2-lsoprostan by 89.9%. The conclusion of this study combination
therapy extract of cinnamon and bungur flowers can be used as an alternative for
hiperglukose therapy.

Keywords: Hiperglukosa, Cinnammomum Burmnanii, Langestromia Speciose L,
MDA, F2-Isoprostane
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hiperglukosa atau prediabetes merupakan suatu kondisi dimana kadar gula
darah terlalu tinggi untuk dianggap normal tetapi tidak cukup tinggi untuk dilabelkan
sebagai diabetes. Pada kondisi hiperglukosa terjadi peningkatan kadar glukosa darah
meliputi, impaired fasting glucose (IFG) dan impaired glucose tolerance (IGT) yang
merupakan faktor risiko yang kuat terhadap terjadinya penyakit diabetes melitus.

Saat ini, angka penderita diabetes melitus cenderung meningkat signifikan.
Pada tahun 2000, diperkirakan minimal terdapat 4 juta prevalensi DM di Indonesia,
sedangkan di seluruh dunia terdapat kurang lebih 1754 juta penderita DM
(Tjokroprawiro, 2000). DM merupakan penyebab kematian ke-6 setelah stroke di
Indonesia dengan proporsi kematian sebesar 5,8% (DEPKES, 2010).

Berdasarkan fakta diatas maka dibutuhkan suatu alternative bahan makanan
yang dapat digunakan sebagai penurun gula darah pada kondisi hiperglukosa atau
prediabetes. Produk alami seperti rempah-rempah yang biasanya digunakan sebagai
penambahan cita rasa pada makanan kini telah diketahui memiliki manfaat lain yakni
berperan dalam metabolism karbohidrat (Khan et al.,2003). Salah satunya adalah
kayu manis. Dari 54 spesies kayu manis (Cinnamomum sp.) yang dikenal didunia, 12
diantaranya terdapat di Indonesia. Tanaman kayu manis yang banyak dikembangkan
di Indonesia adalah Cinnamomum Burmannii yang merupakan usaha perkebunan

rakyat, terutama di Sumatera Barat , Jambi dan Sumatera Utara (Wangsa,2006). Dan



tanaman jenis lain yang juga dapat menurunkan kadar gula darah (bersifat
hipoglikemik) adalah tanaman bungur (Lagerstroemia) (Dalimartha, 2005).

Kayu manis (Cinamomum burmannii) telah beberapa kali diteliti dapat
menurunkan kadar glukosa darah, total kolesterol, dan kadar trigliserida (Khan,2003).
Kayu manis memiliki kandungan methyl hydroxyl chalcone polymer (MHCP) dan
zat-zat lain yang dapat membantu meningkatkan uptake glukosa dan fosforilasi
insulin reseptor (Safdar, 2004). Namun dalam bebrapa jurnal Diabetes Care tidak
disebutkan jumlah dan kandungan spesifik dari tiap zat aktif yang terkandung dalam
kayu manis. Jurnal-jurnal tersebut hanya menyatakan perlunya penelitian lebih lanjut
mengenai kadar dan pengaruh kayu manis ( Ziegenfuss, 2006).

Bungur (Lagerstroemia speciosa Pers.) adalah salah satu tanaman obat yang
tumbuh di Indonesia. Tanaman ini banyak dijumpai sebagai peneduh jalan, akan
tetapi tanaman ini bisa digunakan untuk obat untuk menurunkan kadar gula darah.
Dalam pengobatan tradisional sebagai obat penurun kadar gula darah, tanaman
bungur biasanya digunakan dalam bentuk rebusan. Biji tanaman ini dapat digunakan
untuk mengobati tekanan darah tinggi dan kencing manis. Daunnya digunakan untuk
mengobati kencing batu, kencing manis, dan tekanan darah tinggi, sedangkan bagian
kulit kayu digunakan untuk mengobati diare, disentri dan kencing darah. Daun
bungur memiliki kandungan kimia, seperti saponin, flavonoid dan tanin, sedangkan
pada kulit batang bungur mengandung flavonoid dan tanin (Dalimartha, 2003).

Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
dan mempelajari potensi kayu manis dan bunga bungur terhadap hiperglukosa.

Pemberian ekstrak kombinasi Kayu Manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI)



dan Bunga Bungur (Lagerstroemia Speciose L) pada penelitian ini digunakan untuk

mengetahui distribusi Malondialdehide (MDA) dan F2-lsoprostan jaringan hepar

pada tikus (Rattus norvergicus) diet hiperglukosa.

1.2

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, dapat dirumuskan beberapa

permasalahan sebagai berikut :

1.3

1)

2)

Bagaimana potensi kombinasi ekstrak bunga bungur (Lagerstromia Speciose
L) dan kayu manis (Cinnammomum Burmanii (NESS) BI) sebagai bahan
terapi hiperglukosa pada hewan model tikus (Rattus norvegicus)?

Apakah terjadi penurunan distribusi MDA (malondialdehide) dan F2
Isoprostan pada hepar tikus (Rattus norvergicus) model hiperglukosa yang
telah diterapi menggunakan kombinasi ekstrak bunga bungur (Langestromia
Speciose L) dan kayu manis (Cinnammomum Burmanii (NESS) BI)?

Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, makan penelitian ini dibatasi pada :

Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvergicus) jantan strain
wistar dengan berat badan 150-200 gram dan umur 8-12 minggu. Hewan
model diperoleh dari Peternakan Tikus milik Bapak Purnomo Sumbersekar-
Dau. Penggunaan hewan coba dalam penelitian telah mendapatkan sertifikat
layak etik dari Komisi Penelitian Universitas Brawijaya.(Lampiran 1)
Pembuatan keadaan hiperglukosa pada hewan diet tikus menggunakan

glukosa dan fruktosa yang didapatkan dari Laboratorium Biokimia Universitas



1.4

1.5

Brawijaya. Diet yang diberikan adalah campuran glukosa 10% dan fruktosa
15% dari jumlah pakan perhari kedalam pakan tikus selama 14 hari.

Dosis ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI)
dan bunga bungur (Largestroemia Speciose L) yaitu 9 mg Ekstrak diberikan
selama 14 hari . Ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii
(NESS) BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L) diperoleh dari PT.

Dexa medical laboratorium. (Lampiran 2)

. Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah distribusi Malondialdehide

(MDA) dan F2-Isoprostan jaringan hepar yang dilihat dengan menggunakan
metode imunohistokimia (IHK).

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

Mengetahui pengaruh ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum
Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur (Langestromia Speciose L)
terhadap terhadap distribusi Malondialdehide (MDA) dan F2-lsoprostan
jaringan hepar pada tikus (Rattus norvergicus) diet hiperglukosa.

Mengetahui potensi ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum
Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur (Langestromia Speciose L) sebagai
bahan terapi hiperglukosa pada hewan model tikus (Rattus norvegicus).

Manfaat Penelitian

. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai

pengaruh pemberian ekstrak kombinasi Kayu Manis (Cinnammomum

Burmnanii (NESS) BI) dan Bunga Bungur (Langestromia Speciose L)



terhadap distribusi Malondialdehide (MDA) dan F2-Isoprostan jaringan hepar
pada tikus (Rattus norvergicus) diet hiperglukosa.

. Penelitian ini dapat dijadikan dasar untuk mengolah herbal kayu manis
Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur (Langestromia
Speciose L) yang mudah diambil manfaatnya guna menurunkan distribusi
Malondialdehide (MDA) serta menurunkan distribusi F2-lsoprostan pada

tikus (Rattus norvergicus) diet hiperglukosa.



BAB Il TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Hiperglukosa

Hiperglukosa atau prediabetes adalah suatu kondisi dimana kadar gula darah
terlalu tinggi untuk dianggap normal, tetapi tidak cukup tinggi untuk dilabelkan
sebagai diabetes. Orang-orang dikatakan sebagai hiperglukosa jika kadar gula darah
puasa mereka adalah antara 101 mg/dL dan 125 mg/dL impaired fasting glucose
(IFG) atau jika tingkat gula darah mereka 2 jam setelah tes toleransi glukosa adalah
antara 140 mg/dL dan 199 mg/dL impaired glucose tolerance (IGT).
Mengidentifikasi orang yang hiperglukosa adalah sangat penting karena mereka
mempunyai resiko yang lebih tinggi untuk menderita penyakit Diabetes Mellitus pada
masa depan. Tidak hanya beresiko terhadap penyakit diabetes, hiperglukosa juga
berpotensi terhadap penyakit kardiovaskuler lainnya yang nantinya dapat
menyebabkan komplikasi yang kompleks (Merck,2008).

Risiko IGT untuk menjadi diabetes lebih besar dibanding IFG. Progresivitas
IGT menjadi diabetes 6 — 10% pertahun, sedangkan bila IGT plus IFG dalm kurun
waktu 6 tahun meningkat menjadi 65% dibanding hanya 5% pada keadaan normal.
Hampir separuh dari mereka yang dengan IGT berpotensi sebagai sindroma
metabolik. Prediabetes berpotensi hampir dua kali lebih tinggi mengalami risiko
kardiovaskuler dibanding mereka tanpa IGT atau IFG. Pada wanita dengan
prediabetes yang konversi menjadi diabetes memiliki risiko kejadian kardiovaskuler 3
kali lebih sering dibanding mereka yang menetap sebagai prediabetes. Suatu studi

menyimpulkan bahwa mereka dengan IGT, atau IFG, atau sindroma metabolik



mengalami konversi menjadi diabetes 8-10% pertahun, sedangkan apabila memiliki

ketiganya, lebih dari 10% pertahun (Sudoyo,2007).

2.2  Diabetes Mellitus

Diabetes merupakan penyakit multifaktor dengan tanda-tanda hiperglikemia
dan dislipidemia, penyakit diabetes menimbulkan beberapa komplikasi pada beberapa
organ. Hiperglikemia terjadi akibat homeostatis glukosa tidak berjalan dengan baik.
Diabetes mellitus dapat dikatakan sebagai sindrome dari kumpulan gejala klinis dari
aspek metabolic dan vaskuler seperti hiperglikemi puasa dan post prandial,
ateroskeloris dan penyakit vaskuler mikroangiopati serta akan berdampak pada semua
organ (Gill et al., 2011).
Klasifikasi etiologis DM menurut American Diabetes Association 2010 (ADA, 2010),
dibagi dalam 4 jenis yaitu:
1. Diabetes Melitus Tipe 1 atau Insulin Dependent Diabetes Mellitus/IDDM

DM tipe 1 terjadi karena adanya destruksi sel beta pankreas karena sebab
autoimun. Pada DM tipe ini terdapat sedikit atau tidak sama sekali sekresi insulin
dapat ditentukan dengan level protein c-peptida yang jumlahnya sedikit atau tidak
terdeteksi sama sekali. Manifestasi klinik pertama dari penyakit ini adalah
ketoasidosis.
2. Diabetes Melitus Tipe 2 atau Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus/NIDDM

Pada penderita DM tipe ini terjadi hiperinsulinemia tetapi insulin tidak bisa
membawa glukosa masuk ke dalam jaringan karena terjadi resistensi insulin yang

merupakan turunnya kemampuan insulin untuk merangsang pengambilan glukosa



oleh jaringan perifer dan untuk menghambat produksi glukosa oleh hati. Terjadinya
resistensi insulin (reseptor insulin sudah tidak aktif karena dianggap kadarnya masih
tinggi dalam darah) akan mengakibatkan terjadinya defisiensi relatif insulin. Hal
tersebut yang kemudian dapat mengakibatkan berkurangnya sekresi insulin pada
adanya glukosa bersama bahan sekresi insulin lain sehingga sel beta pankreas akan
mengalami desensitisasi terhadap adanya glukosa. Adanya resistensi yang terjadi
perlahan-lahan akan mengakibatkan sensitivitas reseptor akan glukosa berkurang.
DM tipe ini sering terdiagnosis setelah terjadi komplikasi.
3. Diabetes Melitus Tipe Lain

DM tipe ini terjadi karena etiologi lain, misalnya pada defek genetik fungsi sel
beta, defek genetik kerja insulin, penyakit eksokrin pankreas, penyakit metabolik
endokrin lain, iatrogenik, infeksi virus, penyakit autoimun dan kelainan genetik lain.
4. Diabetes Melitus Gestasional

DM tipe ini terjadi selama masa kehamilan, dimana intoleransi glukosa
didapati pertama kali pada masa kehamilan, biasanya pada trimester kedua dan
ketiga. DM gestasional berhubungan dengan meningkatnya komplikasi perinatal.
Penderita DM gestasional memiliki risiko lebih besar untuk menderita DM yang

menetap dalam jangka waktu 5-10 tahun setelah melahirkan.

2.3 Patomekanisme
Kejadian hiperglukosa terjadi akibat tingginya konsumsi gula yang
merangsang produksi hepatik trigliserida dengan mempromosikan reestrifikasi dari

sirkulasi asam lemak non-esterifkasi (NEFA) dengan merangsang asam lemak



denovo. Akibat dari peningkatan pengiriman trigliserida atau asam lemak non-
esterifikasi (NEFA) tersebut maka pada sel pemanfaatan glukosa menjadi terganggu,
sehingga merusak aksi insulin. Akibatnya, transporter glukosa di sel otot dan lemak
tidak dapat membawa glukosa masuk ke intrasel sehingga terjadi penumpukan di
ekstrasel dan menyebabkan kadar glukosa tinggi yang disebut dengan hiperglukosa
(Florensia et al.,2011). Selain itu, jaringan hepar ikut berperan dalam mengatur
homeostasis glukosa tubuh. Peninggian kadar glukosa darah puasa, lebih ditentukan
oleh peningkatan produksi glukosa secara endogen yang berasal dari proses
glukoneogenesis dan glikogenolisis di jaringan hepar. Dalam hal ini, insulin barperan
melalui efek inhibisi hormon tersebut terhadap mekanisme produksi glukosa endogen
secara berlebihan. Semakin tinggi tingkat resistensi insulin, semakin rendah
kemampuan inhibisinya terhadap proses glikogenolisis dan glukoneogenesis, dan
semakin tinggi tingkat produksi glukosa dari hepar. Terjadinya hiperglukosa
mengakibatkan peningkatan produksi ROS (Reactive Oxygen Species) sehingga
terjadi stress oksidatif yang meyebabkan menyebabkan produksi MDA dan F2-
Isoprostan meningkat yang merupakan marker stress oksidatif terutama di jaringan

hepar (Manaf, 2009).

2.4  Distribusi Malondialdehide (MDA)

Malondialdehide (MDA) merupakan senyawa organik dengan rumus molekul
CH2(CHO)2. Senyawa ini tergolong senyawa aldehid yang sangat reaktif dan bersifat
toksik. MDA terbukti bersifat mutagenik bagi sel manusia karena dapat memodifikasi

struktur DNA (Niedernhofer et al., 2003). Malondialdehide (MDA) merupakan lipid
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peroksida yang berasal dari radikal bebas yang dapat merusak sistem membran sel
dan kematian sel.

Malondialdehide (MDA) dalam sel dihasilkan dari proses peroksidasi lipid
oleh radikal bebas/ROS (Reactive Oxygen Species) dan biosintesis prostaglandin.
Meningkatnya produksi ROS dapat meningkatkan kadar MDA dalam sel. Oleh
karena itu MDA digunakan sebagai salah satu marker untuk mengetahui adanya stress
oksidatif dalam sel.

Derajat peroksidase lipid dapat ditunjukkan dengan kadar MDA yang
merupakan produk akhir dari peroksidasi Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA).
Reaksi peroksidasi lipid tidak jenuh olen ROS diawali oleh pembentukan radikal
lipid, yang terjadi bila lipid berupa asam lemak tidak jenuh bereaksi dengan radikal
hidroksil. Selanjutnya, radikal karbon lipida ini bereaksi dengan oksigen membentuk
radikal peroksil. Radikal peroksil yang terbentuk akan bereaksi lagi dengan atom H
yang berasal dari molekul lipida lainnya menghasilkan lipid peroksida dan radikal
lipida baru.

Akibat serangan radikal bebas maka akan terbentuk produk oksidatif yang
sering digunakan sebagai marker untuk menilai stress oksidatif, dengan penilaian
yang akurat terhadap marker tersebut dapat diketahui kondisi patologis yang terjadi
pada tubuh seseorang. Biomarker dapat ditemukan dalam darah, urin, dan cairan
tubuh lainnya. Beberapa marker/petanda yang digunakan adalah malondialdehid, 4-
hidroksinenal akibat peroksidasi lipid, isoprostan akibat kerusakan asam arakidonat,
8-hidroksiguanin dan thiaminglikol akibat kerusakan DNA.28 MDA merupakan salah

satu produk final dari peroksidasi lipid. Senyawa ini terbentuk akibat degradasi
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radikal bebas hidroksil (OH*) terhadap Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA) yang
nantinya ditransformasi menjadi radikal yang sangat reaktif. Proses terbentuknya
MDA dapat dijelaskan sebagai berikut, radikal bebas oksigen (O2*) diproduksi
melalui proses enzimatik dan non 18 enzimatik. Sel-sel tubuh yang dapat membentuk

radikal bebas oksigen dan H202 adalah sel polimorfonuklir, monosit dan makrofag.

Radikal bebas yang terbentuk akan bereaksi dengan SOD dan ion Cu +2
menjadi H202. Hidrogen peroksida (H202) ini banyak diproduksi di mitokondria
dan mikrosom dan yang penting H202 ini dapat menembus membran sel. Sebagai
sistem pertahanan tubuh, H202 oleh katalase dapat diubah menjadi H20 dan O2*.
Hidrogen peroksida ini merupakan oksidan yang kuat oleh karena dapat bereaksi
dengan berbagai senyawa. Selain itu H202 oleh enzim glutation peroksidase diubah

menjadi H20.

Pada stress oksidatif terbentuk radikal bebas oksigen dan H202 yang berlebih,
sehingga sistem proteksi tubuh seperti enzim katalase dan glutation peroksidase tidak
dapat lagi menetralkan semua radikal bebas oksigen yang terbentuk. 29 Selanjutnya
jika H202 bereaksi dengan dengan Fe+2 dan Cu+2 maka terbentuklah radikal bebas
hidroksil melalui reaksi Fenton dan Haber-Weiss. Radikal hidroksil adalah spesies
yang sangat reaktif. Membran sel terdiri dari banyak komponen penting yaitu
fosfolipid, glikolipid, (keduanya mengandung asam lemak tak jenuh) dan kolesterol.
Asam lemak tak jenuh ini sangat peka terhadap radikal hidroksil. Kemampuan radikal
hidroksil ini akan membentuk reaksi rantai dengan satu atom hidrogen dari membram

sel dan terbentuk peroksidasi lipid.
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Kelanjutan dari reaksi ini adalah terputusnya rantai asam lemah menjadi
senyawa aldehid yang memiliki daya perusak yang tinggi terhadap sel-sel tubuh
antara lain malondialdehid, 4-hidroksinenal, etana dan pentana.30 Demikian pula
dengan DNA dan protein juga mengalami kerusakan yang seringkali cukup hebat. 19
Untuk menentukan kadar MDA dalam tubuh sangat mudah dilakukan baik secara
spektrofotometrik maupun flurometrik. Karena MDA merupakan produk yang sangat
tidak stabil maka cara penyimpanan sampel harus terlindung dari cahaya, dan bila
tidak segera diperiksa harus disimpan pada suhu -700C. Penyimpanan -200C tidak
memadai.26 Pengukuran Kadar MDA dapat menggunkan metode Thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS). Prinsip analisinya adalah pemanasan akan
menghidrolisis peroksidasi lipid sehingga MDA yang terikat akan dibebaskan dan
akan bereaksi dengan TBA dalam suasana asam yang membentuk kompleks
MDATBA vyang berwarna merah dan diukur pada panjang gelombang 545nm

(Raynold, 2010).

2.5  Ekpresi F2-1soprostan

Isoprostan merupakan senyawa seperti prostaglandin yang terbentuk dari
peroksidasi asam arakidonat. Prostaglandin terbentuk melalui kerja enzim
siklooksigenase, sedangkan F2-isoprostan terbentuk secara non-enzimatis sebagai
hasil dari peroksidase asam arakidonat yang dimediasi oleh radikal bebas (Milne et
al., 2005).

Penelitian pada hewan dan manusia mengindikasikan adanya hubungan antara

isoprostan dan kondisi inflamasi berat, reperfusi iskemik, diabetes, dan
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atherosklerosis. F2-isoprostan merupakan biomarker peroksidasi lipid yang otentik
dan dapat digunakan sebagai indikator potensial stress oksidatif secara in vivo pada
berbagai kondisi klinis, dan juga dalam evaluasi antioksidan atau obat-obatan yang
memiliki kemampuan radical-scavenging (Basu, 2004).

F2-isoprostan mempunyai beberapa sifat tertentu yang menjadikan senyawa
ini dinilai dapat diandalkan sebagai indikator adanya stress oksidatif, yaitu (i) F2-
isoprostan merupakan produk spesifik dari peroksidase asam arakidonat, (ii)
merupakan senyawa yang stabil, (iii) kadarnya terdeteksi pada jaringan normal dan
cairan biologis yang telah diuji, seperti dalam plasma, urin, cairan Bronchoalveolar
Lavage (BAL), cairan serebrospinal dan empedu, sehingga dapat ditentukan batas
normalnya, (iv) pembentukan F2-isoprostan meningkat pada hewan model dengan
kerusakan oksidasi, (v) pembentukannya dimodulasi oleh status antioksidan, dan (vi)
kadarnya tidak dipengaruhi oleh lemak dalam diet (Roberts and Morrow, 2000;

Morrow et al., 1999).

2.6 Kayu Manis ( Cinnamomum burmannii )

Kayu manis merupakan tumbuhan berhabitus pohon pepagan (kulit batang)
berbau khas. Kayu manis memiliki kandungan kimia yang terdiri dari Minyak atsiri
1-3% dengan kandungan kimia utama kulit kayu manis adalah sinamaldehid (60-85%
dari komponen minyak atsiri), tanin, damar, lendir, kalsium oksalat ,dan methyl

hydroxyl chalcone polymer (MHCP) (Sofyan et al., 2005).
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Gambar 2.1 Kayu manis (Cinnamomum burmannii)

Kayu manis merupakan rempah-rempah dalam bentuk kulit kayu yang biasa
dimanfaatkan masyarakat Indonesia dalam kehidupan sehari-hari. Selain sebagai
penambahan cita rasa masakan dan pembuatan kue, sejak dulu ia dikenal punya
berbagai khasiat. Tak hanya sampai di situ, kayu manis juga saat ini sudah menjadi
bagian dari bahan baku dalam industry jamu dan kecantikan.

Batang kayu manis digunakan sebagai obat anti diare, kejang perut dan untuk
mengurangi sekresi pada usus. Buahnya dapat menyembuhkan batuk, sedangkan
kulitnya dapat menyembuhkan sariawan, eksema, encok, tekanan darah tinggi,
muntah-muntah dan asma. Untuk pengolahan makanan dan minuman, kayu manis
sudah lama dimanfaatkan untuk penambabh cita rasa serta aroma.

Tumbuhan ini kulitnya mengandung zat-zat: minyak terbang (sinanilaldegida,
feladren, terpen-terpen), lender, pati, kalsium oksalat, lemak dan zat samak.
Sedangkan akarnya mengandung zat-zat: glisirizin, gula, manit, asparagin, dammar,
dan kalsium oksalat (Hernani, 2002).

Sifat kimia dari kayu manis ialah hangat, pedas, wangi, dan sedikit manis.
Sementara itu, kandungan kimianya antara lain minyak atsiri, safrole, sinamadehide,

eugenol, tanin, dammar, kalsium oksalat, dan zat penyamak (Priy0,2012). Serta salah
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satu kandungan senyawanya yaitu MHCP yang berdasarkan penelitian mampu
mencegah dan meringakan gejala penyakit diabetes, selain mengandung MHCP kayu
manis juga berperan sebagai anti-inflamasi yang digunakan sebagai penghambat
peningkatan kadar gen-gen proinflamasi yang berperan dalam peradangan (Khan,
2003).

Menurut studi dari Agricultural Research Servicekayu manis terbukti dapat
menurunkan kadar gula pada penderita diabetes mellitus dan menurunkan asam lemak
dalam darah. Kombinasi kandungan zat besi, kalsium mangan membantu mengurangi
dan meghilangkan racun, kemudian mencegah sel-sel usus besar serta mencegah
timbulnya kanker usus besar, hal ini juga membantu meringankan sindrom iritasi usus
besar. Kayu manis juga mengurangi laju pengosongan lambung sehingga mengurangi
kenaikan kadar gula darah setelah makan dan tidak akan merasa cepat lapar
(Moselhy, 2009).

Para peneliti dari US Departement of Human Research pusat pertanian di
Beltsville, Meryland, pernah mempelajari efek berbagai zat makanan termaksud pada
kayu manis terhadap gula darah (Gale, 2001). Dalam penelitiannya para ahli
menemukan bahwa air dapat larut dalam senyawa yang disebut polifenol Methyl
Hydroxyl Chalcone Polymer (MHCP) yang berlimpah dalam kayu manis insulin
dapat membantu dalam pemanfaatan yang lebih baik. Karena itu kayu manis
direkomendasikan mampu mengendalikan gula darah dalam tubuh. Penelitian lainnya
juga pernah dilakukan Dr. Joanna Hlebowicz et al., (2007) di Amerika. Penemuan
yang di publikasikan dalam “The American Journal Of Clinical Nutrition” disebutkan

bahwa batang kulit kayu manis memiliki kandungan insulin yang akan melancarkan
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proses metabolisme glukosa, sehingga kadar gula di dalam darah bisa ditekan
mendekati normal.Penelitian tentang hiperglukosa menggunakan hewan coba

berdasarkan dari pathogenesis penyakit pada manusia.

2.7  Bunga Bungur (Lagerstroemia speciosa)

Bungur (Lagerstroemia speciosa) merupakan tanaman yang banyak tumbuh di
Negara Filipina, India, dan Asia Tenggara. Tanaman bungur sering dimanfaatkan
secara tradisonal di Filipina sebagai obat yang dapat mencegah maupun mengobati
diabetes (Vijaykumar, 2006). Bungur merupakan pohon yang tingginya mencapai 5-
25m, memiliki akar tunjang, berkayu dan berwarna coklat kehitaman. Daun bungur
berwarna hijau tua, berbentuk oval, kaku dengan panjang 9-28 cm dan memiliki lebar
4-12 cm. Bungur memiliki bunga yang berbentuk malai dengan panjang mencapai 40
cm berwarna ungu. Pohon ini memiliki buah dengan bentuk bola sampai bulat
memanjang, berdiameter 1-1,5 cm, panjang 2-3,5 cm, berwarna hijau muda dan

setelah masak berwarna coklat (Astiti, 2005).
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Gambar 2.2 Bunga Bungur (Lagerstroemia speciosa)
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Kemampuan bunga bungur dalam menurunkan kadar glukosa darah tikus
yang mengalami diabetik berkaitan dengan aktifitas biologis senyawa yang
terkandung di dalam bunga bungur. Senyawa aktif yag dapat menurunkan kadar
glukosa darah tikus kemungkinan ada tiga kelompok vyaitu, alkaloid, saponin,
flavonoid.

Liu et al (2001) berhasil menunjukan secara in vitro bahwa senyawa aktif
bunga bungur mampu meningkatkan kecepatan transport glukosa, namun belum
diketahui senyawanya. Hal ini kemudian dibuktikan oleh hayashi et al (2002) dengan
mengisolasi senyawa aktif tersebut. Setelah diteliti, ternyata diketahui senyawa aktif
dalam daun bungur tidak termasuk dalam ketiga kelompok senyawa diatas, namun
masuk dalam kelompok polifenol, vyaitu ellagitanin. Ellagitanin tersebut, yaitu
lagestroemia dan flosin B, dan reginin A memiliki sifat yang mirip dengan hormone
insulin (insulin-like compound). Secara in vitro, tiga senyawa tersebut mampu
meningkatkan aktifitas transport glukosa ke sel dalam sel adipose. Kemampuan
lagerstroemia dan flosin B hampir setengah kali kemampuan insulin dalam
meningkatkan kecepatan transport glukosa. Bahkan, reginin A memiliki kemampuan
yang hampir sama dengan insulin (Hayashi et al., 2002).

Selain senyawa ellagitanin, senyawa yang terkandung dalam bunga bungur
adalah asam korosolat. Asam korosolat merupakan senyawa triterpenoid yang juga
memiliki kemampuan meningkatkan transport glukosa ke dalam sel. Asam korosalat
atau memiliki nama lain 2alpha-hydroxyursolic acid, dapat bertindak sebagai
antioksidan yang mampu melindungi sel dan menangkal radikal bebas (Vijaykumar,

2006).
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Salah satu ramuan tradisional dari Filipina yang digunakan untuk mengobati
penderita DM adalah ramuan dari bunga bungur Lagerstroemia speciosa (L.) Pers.
Dalam pengobatan tradisional sebagai obat diabetes, tanaman bungur biasanya
digunakan dalam bentuk rebusan. Biji tanaman ini dapat digunakan untuk mengobati
tekanan darah tinggi dan kencing manis. Bunganya digunakan untuk mengobati
kencing batu, kencing manis, dan tekanan darah tinggi, sedangkan bagian kulit kayu
digunakan untuk mengobati diare, disentri dan kencing darah. Bunga bungur
memiliki kandungan kimia, seperti saponin, flavonoid dan ellagitanin, sedangkan
pada kulit batang bungur mengandung flavonoid dan tanin. Biji bungur mengandung
senyawa plantisul namun di Indonesia, ekstrak Bunga bungur belum dimanfaatkan

sebagai ramuan antidiabetik (Mishra et al.,2000).

2.8 Fruktosa dan Glukosa

Fruktosa merupakan gula yang umumnya terdapat dalam sayuran dan buah-
buahan, oleh sebab itu, masyarakat menganggap bahwa fruktosa sepenuhnya aman
untuk dikonsumsi (Kim et al., 2010). Fruktosa sendiri merupakan monosakarida
(simple sugar), yang dapat digunakan tubuh sebagai sumber energi, tanpa memberi
peningkatan yang bermakna terhadap kadar gula darah, dengan memiliki indeks
glikemik yang rendah (American Dietetic Association, 2006; Dolson, 2007). Tanpa
kita sadari, fruktosa banyak terkandung dalam bahan makanan yang dikonsumsi
sehari-hari, seperti pada minuman berkarbonasi soft drinks, juice, sport drinks,
permen, selai, ice cream, crackers, produk susu, hingga pada obat batuk sirup (Kim et

al., 2010). Fruktosa menaikkan glukosa plasma lebih kecil dibandingkan dengan
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sumber karbohidrat lainnya. Fruktosa dapat digunakan sebagai pemanis pada diet
diabetes. Namun bila pengkonsumsiannya di atas 20% dari total energi akan
merugikan kolestrol, sebaiknya mengkonsumsi sumber fruktosa yang terbaik terdapat
pada buah dan sayuran (Sukardji, 2011).

Glukosa adalah monosakarida yang paling penting, dimana sel hidup
menggunakan komponen ini sebagai sumber energi (Schteingart, 2006). Glukosa
menjadi salah satu hasil dari proses fotosintesis pada tumbuhan hijau. Dengan
bantuan sinar matahari dan pigmen klorofil yang dimilikinya, tumbuhan hijau mampu
membentuk glukosa dari molekul karbondioksida dan air (Kim et al., 2010). Glukosa
menjadi komponen utama yang membentuk pati, yaitu suatu unit polisakarida dalam
gandum, beras, kentang, dan sagu, yang pada umumnya menjadi bahan makanan

pokok di berbagai belahan dunia (Schteingart, 2006).

2.9  Tikus putih (Rattus novergicus) Model Hiperglukosa

Penelitian mengenai hiperglukosa menggunakan hewan coba berdasarkan dari
pathogenesis penyakit pada manusia. Tikus putih (Rattus novergicus) termasuk ke
dalam hewan mamalia yang memiliki ekor panjang. Ciri-ciri galur ini yaitu memiliki
ekor panjang dengan kepala lebih sempit. Telinga tikus tebal dan pendek dengan
rambut halus, mata bewarna merah dan berekor panjang. Bobot badan tikus jantan
umur 12 minggu mencapai 240 gram sedangkan tikus betina mencapai 200 gram
(Sirois, 2005).

Hewan model hiperglukosa adalah hewan laboratorium yang dalam hal

tertentu secara natural maupun artificial memiliki respon, serta mempunyai
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pathogenesis ataupun patofisologis yang sebagian atau seluruhnya mirip dengan
hiperglukosa pada manusia dan hewan ( Widyastuti, 2000). Penggunaan hewan model
dalam penelitian ini dapat menggunakan Rattus norvergicus strain Wistar .(David,
2000).

Pembuatan hewan model Hiperglukosa dengan menggunakan campuran
glukosa 10% dan fruktosa 15% dari jumlah pakan perhari yang akan dicampurkan
pada pakan yang akan diberikan selama 14 hari berturut-turut. Penelitian terhadap
hewan coba dan jangka pendek pada manusia menunjukkan bahwa asupan tinggi
glukosa dan fruktosa berkontribusi terhadap resistensi insulin dan hiperinsulinemia
(Sijani, 2012).

Diperkirakan pada pnelitian ini tikus (Rattus novergicus) akan mengalami
kondisi hiperglukosa karena diet hiperglukosa. Gula darahnya diperkirakan akan

berada diatas 100ml/dL sesuai dengan kadar gula darah hiperglukosa.

2.10 Anatomi Hepar

Hepar atau hati adalah organ terbesar yang terletak di sebelah kanan atas
rongga abdomen. Pada kondisi hidup hati berwarna merah tua karena kaya akan
persediaan darah (Sloane, 2004). Beratnya 1200-1800 gram, dengan permukaan atas
terletak bersentuhan dibawah diafragma, permukaan bawah terletak bersentuhan
diatas organ-organ abdomen. Batas atas hepar sejajar dengan ruang interkosta V
kanan dan batas bawah menyerong ke atas dari iga IX kanan ke iga VIII Kiri.
Permukaan posterior hati berbentuk cekung dan terdapat celah transversal sepanjang

5 cm dari sistem porta hepatis (Amirudin, 2009).
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Gambar 2.3 Anatomi Hepar Sumber : Netter, 2006

Hepar terbagi menjadi lobus Kiri dan lobus kanan yang dipisahkan oleh
ligamentum falciforme, diinferior oleh fissura yang dinamakan dengan ligamentum
teres dan diposterior oleh fissura yang dinamakan ligamentum venosum (Hadi, 2002).
Lobus kanan hepar enam kali lebih besar dari lobus kiri dan mempunyai 3 bagian
utama yaitu : lobus kanan atas, lobus caudatus dan lobus quadrates. Menurut Sloane
(2004), diantara kedua lobus terdapat porta hepatis, jalur masuk dan keluar pembuluh
darah, saraf dan duktus. Hepar dikelilingi oleh kapsula fibrosa yang dinamakan
kapsul glisson dan dibungkus peritoneum pada sebagian besar keseluruhan
permukaannnya (Hadi, 2002). Hepar disuplai oleh dua pembuluh darah yaitu : vena
porta hepatika yang berasal dari lambung dan usus yang kaya akan nutrien seperti
asam amino, monosakarida, vitamin yang larut dalam air dan mineral dan arteri

hepatika, cabang dari arteri koliaka yang kaya akan oksigen. Pembuluh darah tersebut
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masuk hati melalui porta hepatis yang kemudian dalam porta tersebut vena porta dan
arteri hepatika bercabang menjadi dua yakni ke lobus kiri dan ke lobus kanan (Hadi,
2002). Darah dari cabang-cabang arteri hepatika dan vena porta mengalir dari perifer
lobulus ke dalam ruang kapiler yang melebar yang disebut sinusoid. Sinusoid ini
terdapat diantara barisan sel-sel hepar ke vena sentral. Vena sentral dari semua
lobulus hati menyatu untuk membentuk vena hepatika (Sherwood, 2001). Selain
cabang-cabang vena porta dan arteri hepatika yang mengelilingi bagian perifer
lobulus hati, juga terdapat saluran empedu yang membentuk kapiler empedu yang
dinamakan kanalikuli empedu yang berjalan diantara lembaran sel hati (Amirudin,

2009).

Plexus (saraf) hepaticus mengandung serabut dari ganglia simpatis T7-T10,
yang bersinaps dalam plexuscoeliacus, nervus vagus dexter dan sinister serta

phrenicus dexter (Sherlock, 1995).

Fungsi Hepar Hati adalah organ metabolik terbesar dan terpenting di tubuh.
Organ ini penting bagi sistem pencernaan untuk sekresi empedu. Hati menghasilkan
empedu sekitar satu liter per hari, yang diekskresi melalui duktus hepatikus kanan dan
kiri yang kemudian bergabung membentuk duktus hepatikus komunis. Selain sekresi
empedu, hati juga melakukan berbagai fungsi lain, mencakup hal-hal berikut :
Pengolahan metabolik kategori nutrien utama (karbohidrat, lemak, protein) setelah
penyerapan mereka dari saluran cerna. Petoksifikasi atau degradasi zat-zat sisa dan
hormon serta obat dan senyawa asing lainnya, sintesis berbagai protein plasma
mencakup protein-protein yang penting untuk pembekuan darah serta untuk

mengangkut hormon tiroid, steroid dan kolesterol dalam darah. Penyimpanan
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glikogen, lemak, besi, tembaga dan banyak vitamin. Pengaktifan vitamin D, yang
dilaksanakan oleh hati bersama dengan ginjal. Pengeluaran bakteri dan sel darah
merah yang usang. Ekskresi kolesterol dan bilirubin, yang merupakan produk

penguraian yang berasal dari pemecahan sel darah merah yang sudah usang.

Hati merupakan komponen sentral sistem imun. Tiap-tiap sel hati atau
hepatosit mampu melaksanakan berbagai tugas metabolik diatas, kecuali aktivitas
fagositik yang dilaksanakan oleh makrofag residen atau yang lebih dikenal sebagai
sel Kupffer (Sherwood, 2001). Sel Kupffer, yang meliputi 15% dari massa hati serta
80% dari total populasi fagosit tubuh, merupakan sel yang sangat penting dalam
menanggulangi antigen yang berasal dari luar tubuh dan mempresentasikan antigen

tersebut kepada limfosit (Amiruddin, 2009).
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Pemberian sejumlah pakan tambahan glukosa dan fruktosa pada pakan hewan
coba merangsang produksi hepatik trigliserida dengan mempromosikan reesterifikasi
dari sirkulasi asam lemak non-esterifikasi (NEFA) dengan merangsang sintesis de novo
lipogenesis (DNL). Peningkatan pengiriman trigliserida atau asam lemak non-
esterifikasi (NEFA) mengganggu pemanfaatan glukosa sehingga merusak aksi insulin
dan menyebabkan tingginya kadar glukosa darah yang disebut dengan hiperglukosa
(Florensia et al., 2011).

Keadaan hiperglukosa yang memicu masuknya kalsium secara berlebihan juga
mengakibatkan peningkatan kecepatan aktivitas metabolisme mitokondria, sehingga
kebutuhan asupan kalsium dan oksigen akan semakin meningkat. Hal ini menyebabkan
gangguan terhadap rantai respirasi sehingga jumlah elektron tunggal (Radikal bebas)
yang merembes keluar dari rantai respirasi lalu bereaksi dengan molekul oksigen turut
meningkat dan selanjutnya memicu peningkatan reaksi reduksi dan produksi Reactive
Oxygen Species (ROS) di mitokondria sehingga menyebabkan keadaan stress oksidatif
(Liu, et al., 2002; Chen, et al., 2003; Turrens, 2003). Radikal bebas dapat merusak sel
dengan cara merusak membran sel tersebut. Kerusakan pada membran sel ini dapat
terjadi dengan cara: (a) radikal bebas berikatan secara kovalen dengan enzim dan/atau
reseptor yang berada di membran sel, sehingga merubah aktivitas komponen-komponen
yang terdapat pada membran sel tersebut; (b) radikal bebas berikatan secara kovalen
dengan komponen membran sel, sehingga merubah struktur membran dan
mengakibatkan perubahan fungsi membran dan/atau mengubah karakter membrane
menjadi seperti antigen; (c) radikal bebas mengganggu sistem transport membrane sel

melalui ikatan kovalen, mengoksidasi kelompok thiol, atau dengan merubah asam
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lemak polyunsaturated; (d) radikal bebas menginisiasi peroksidasi lipid secara langsung
terhadap asam lemak polyunsaturated dinding sel. Radikal bebas akan menyebabkan
terjadinya peroksidasi lipid membran sel. Peroksidaperoksida lipid akan terbentuk
dalam rantai yang makin panjang dan dapat merusak organisasi membran sel (Sikka et
al., 1995). Peroksidasi ini akan mempengaruhi fluiditas membran, cross-linking
membran, serta struktur dan fungsi membran (Slater, 1984; Powers and Jackson, 2008).

MDA merupakan salah satu produk final dari peroksidasi lipid. Senyawa ini
terbentuk akibat degradasi radikal bebas hidroksil (OH*) terhadap Poly Unsaturated
Fatty Acid (PUFA) yang nantinya ditransformasi menjadi radikal yang sangat reaktif.
Proses terbentuknya MDA dapat dijelaskan sebagai berikut, radikal bebas oksigen
(02*) diproduksi melalui proses enzimatik dan non enzimatik. Sel-sel tubuh yang dapat
membentuk radikal bebas oksigen dan H202 adalah sel polimorfonuklir, monosit dan
makrofag.

Radikal bebas yang terbentuk akan bereaksi dengan SOD dan ion Cu +2
menjadi H202. Hidrogen peroksida (H202) ini banyak diproduksi di mitokondria dan
mikrosom dan yang penting H202 ini dapat menembus membran sel. Sebagai sistem
pertahanan tubuh, H202 oleh katalase dapat diubah menjadi H20 dan O2*. Hidrogen
peroksida ini merupakan oksidan yang kuat oleh karena dapat bereaksi dengan berbagai
senyawa. Selain itu H202 oleh enzim glutation peroksidase diubah menjadi H20. Pada
stress oksidatif terbentuk radikal bebas oksigen dan H202 yang berlebih, sehingga
sistem proteksi tubuh seperti enzim katalase dan glutation peroksidase tidak dapat lagi
menetralkan semua radikal bebas oksigen yang terbentuk. Selanjutnya jika H202

bereaksi dengan dengan Fe+2 dan Cu+2 maka terbentuklah radikal bebas hidroksil
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melalui reaksi Fenton dan Haber-Weiss. Radikal hidroksil adalah spesies yang sangat
reaktif. Membran sel terdiri dari banyak komponen penting yaitu fosfolipid, glikolipid,
(keduanya mengandung asam lemak tak jenuh) dan kolesterol. Asam lemak tak jenuh
ini sangat peka terhadap radikal hidroksil.

Kemampuan radikal hidroksil ini akan membentuk reaksi rantai dengan satu
atom hidrogen dari membram sel dan terbentuk peroksidasi lipid. Kelanjutan dari reaksi
ini adalah terputusnya rantai asam lemah menjadi senyawa aldehid yang memiliki daya
perusak yang tinggi terhadap sel-sel tubuh antara lain malondialdehid, 4-hidroksinenal,
etana dan pentana.30 Demikian pula dengan DNA dan protein juga mengalami

kerusakan yang seringkali cukup hebat.

Selanjutnya, F2-Isoprostan yang merupakan suatu metabolit hasil peroksidasi
asam arakhidonat oleh radikal bebas, melalui mekanisme yang dikatalisir langsung oleh

radikal bebas (free radical-calatyzed mechanism) (Meagher dan FitzGerald, 2004).

Kandungan kombinasi kayu manis Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) dan
bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L) dalam penelitian ini adalah polifenol Methyl
Hydroxyl Chalcone Polymer (MHCP) dan senyawa ellagitanin, MHCP yang
mempunyai efek tiruan sebagai insulin dapat mencegah terjadinya resistensi insulin.
Sehingga mampu mencegah peningkatan asam lemak bebas yang dapat menyebabkan
penumpukan trigliserida sedangkan senyawa ellagitanin memiliki sifat yang mirip
dengan hormon insulin (insulin-like compound). Secara in vitro, senyawa tersebut
mampu meningkatkan aktifitas transport glukosa ke sel dalam sel adipose juga
polifenol sebagai antioksidan juga dapat menurunkan kadar enzim xanthine oksidase

yang berlebihan sehingga menghambat kerusakan sel beta pankreas dan sintesis serta
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sekresi insulin akan meningkat (Nugroho, 2006). Kombinasi kayu manis
(Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L)
sebagai anti-inflamasi dan antioksidan dapat menurunkan kadar MDA dan F2-
Isoprostan. Pemberian ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii
(NESS) BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L) pada tikus diet hiperglukosa
akan menurunkan distribusi MDA dan F2-isoprostan dengan cara menurunkan

peroksidase lipid sehingga produksi MDA dan F2-Isoprostan menjadi menurun.

3.2 Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian pada penelitian Hiperglukosa dengan pemberian ekstrak
kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur
(Lagerstroemia Speciose L) ini adalah :

1. Pemberian ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS)
BI1) dan bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L) dapat menurunkan distribusi
Malondialdehide (MDA) jaringan hepar tikus (Rattus norvergicus) diet
Hiperglukosa.

2. Pemberian ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnammomum Burmnanii (NESS)
BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia Speciose L) dapat menurunkan distribusi

F2-isoprostan jaringan hepar tikus (Rattus norvergicus) diet Hiperglukosa.
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BAB IV METODE PENELITIAN

4.1  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan April 2016 sampai dengan Mei 2016 di
Laboratorium Farmakologi FK-UB, Laboratorium Patologi Anatomi FK-UB,

Laboratorium Biokimia Universitas Brawijaya.

4.2  Alat dan Bahan
4.2.1 Alat Penelitian

Peralatan yang dipergunakan dalam penelitian ini, antara lain bak
pemeliharaan hewan coba, seperangkat alat gelas (cawan petri, labu takar (10 ml, 100
ml, 500 ml, 1000 ml), gelas obek, spatula, pipet tetes, bekker glass (50 ml, 250 ml,
500 ml, 1000 ml), gloves, tabung erlenmeyer, corong gelas, mortar, mikropipet,
stirrer, yellow tips, blue tips, cawan petri, tabung reaksi, glukotest strip,
spektofotometer, seperangkat alat sentrifuse, rak tabung reaksi, inkubator, waterbath,
refrigerator, oven, vortex, thermometer, kertas hisap, seperangkat alat bedah, sonde,
neraca digital, spuit, mikroskop cahaya, tissue.

4.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam percobaan ini adalah hewan coba berupa tikus
(Rattus norvegicus) jantan strain Wistar (umur 8-12 minggu), berat badan sekitar 150-
200 gram) diperoleh dari Peternakan Tikus Milik Bapak Purnomo Sumbersekar- Dau,
yang mendapat pakan standart AIN-93M dan campuran glukosa 10% dan fruktosa

15%, ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur, cover glass, object glass,
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alkohol 70%, alkohol 90%, alkohol 95%, alkohol absolut, akuades, pewarna histologi

Hematoxylen-Eosin (HE), Paraformaldehyde Acid 4%, Xylol 1,2,3, antibody primer

(Rat anti MDA dan Rat anti F2-isoprostanes), antibody sekunder berlabel biotin (Goat

Anti Rat biotin labeled), Strep avidin- Horseradish Peroxidase (SA-HRP) dan

entellan.

4.3

Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan sebagai berikut :

1.

2.

3.

Rancangan penelitian dan persiapan hewan coba.

Persiapan hewan model tikus (Rattus norvegicus) dengan diet Hiperglukosa.
Pembuatan dan penentuan dosis ekstrak kombinasi Bunga Bungur
(Lagerstroemia speciosa L) dan Kayu Manis (Cinnamomum burmanii (NESS)
Bl) serta preparasi pemberian ekstrak kombinasi Bunga Bungur
(Lagerstroemia speciosa L) dan Kayu Manis (Cinnamomum burmanii (NESS)
BI)

Terapi Ekstrak Kombinasi Bunga Bungur (Lagerstroemia speciosa L) dan
Kayu Manis (Cinnamomum burmanii (NESS) BI) pada hewan coba.

Isolasi organ hepar.

Pembuatan Preparat Histologi hepar.

Pengamatan expresi MDA dan F2-lsoprostan pada hepar dengan metode
Imunohistokimia.

Analisis data distribusi Malondialdehide (MDA) dan F2-Isoprostan dengan

teknik immunoratio.
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4.4  Prosedur Kerja
4.4.1 Rancangan Penelitian dan Persiapan Hewan Coba

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL). Sampel penelitian menggunakan tikus jantan strain wistar berumur 8-12
minggu dengan berat 150-200 gram. Tikus yang digunakan diadaptasi di laboratorium
farmakologi universitas brawijaya selama 12 hari dengan pemberian makanan berupa
ransum basal pada semua tikus. Komposisi ransum basal disusun berdasarkan standar
Association of Analytical Communities (AOAC) (2005) vyaitu mengandung
karbohidrat, protein 10%, lemak 3%, mineral, vitamin, dan air 12%. Tikus
ditempatkan dalam kandang yang berukuran 17.5 x 23.75 x 17.5 cm, dengan jumlah
sesuai dengan jumlah tikus yang digunakan. Kandang terbuat dari bak plastik dan
ditutupi dengan penutup berbahan kawat. Kandang tikus berlokasi pada tempat yang
bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap industri serta polutan lainnya. Lantai
kandang mudah dibersihkan, suhu optimum ruangan untuk tikus adalah 22-24°C dan
kelembaban udara 50-60% dengan ventilasi yang cukup.

Persiapan hewan coba dimulai dengan diaklimatisasi hewan coba selama 12
hari di laboratorium. Pemberian pakan selama masa adaptasi berupa pakan standar
sesuai kebutuhan yaitu 20 gram/ekor/hari (10% dari berat badan) dan air minum
diberikan secara ad libitum. Hewan coba sebanyak 20 ekor dibagi dalam 4 kelompok
perlakuan secara acak dimana setiap kelompok hewan coba terdiri dari masing-
masing 5 ekor hewan coba. Pemberian diet tinggi glukosa dan fruktosa diberikan
selama 14 hari dengan perhitungan glukosa sebanyak 10% dan fruktosa sebanyak

15% dari jumlah pakan tikus per ekor per hari.
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Tikus dibagi menjadi 3 kelompok: (1) kelompok sehat (kontrol negatif), tidak
dilakukan perlakuan prabedah apapun, (2) kelompok tikus dibuat sakit dengan
menambahkan fruktosa dan glukosa pada makanan (kontrol positif) dimana pada
kelompok 2 tikus dibuat sakit tanpa dilakukan terapi, (3) kelompok tikus terapi, tikus
sehat dibuat sakit dengan menambahkan fruktosa dan glukosa pada makanan, setelah
mengalami hiperglukosa diberikan terapi kombinasi ekstrak bunga bungur dan kayu
manis secara oral (sonde). Perkiraan besar sampel dihitung berdasarkan rumus

(Kusriningrum,2010) :

t(n-1) > 15

5(n-1) > 15 Keterangan :
t = jumlah kelompok perlakuan
5n -5 > 15
n = jumlah ulangan yang diperlukan
5n > 20 J Jan yang éip
n >4

Berdasarkan perhitungan diatas maka untuk tiga kelompok hewan coba
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit enam kali dalam setiap kelompok sehingga
dibutuhkan 20 ekor hewan coba. Hewan coba dibagi menjadi lima kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif yang diberikan diet standart (A), kelompok kontrol positif
yang diberikan diet tinggi glukosa dan fruktosa (B), kelompok dosis ekstrak 4,5
mg/kg BB (C), kelompok dosis ekstrak 9 mg/kg BB (D), kelompok dosis ekstrak 18

mg/kg BB (E). (Tabel 4.1)
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Tabel 4.1 Rancangan Kelompok Penelitian

Kelompok Distribusi MDA dan F2-isoprostan

1 2 3 4

Kelompok kontrol negatif (A)

Kelompok kontrol positif (B)

Kelompok terapi 4,5 mg/kg BB (C)

Kelompok terapi 9 mg/kg BB (D)

Kelompok terapi 18 mg/kg BB (E)

Adapun variabel yag diamati dalam penelitian ini adalah :

Variabel bebas : Glukosa dan fruktosa dan ekstrak kombinasi kayu manis dan
bunga bungur.

Variabel tergantung : Distribusi MDA dan F2-Isoprostan

Variabel kendali : Berat badan, umur dan jenis kelamin tikus

4.4.2 Persiapan hewan model tikus (Rattus norvegicus) diet Hiperglukosa
Pemberian pakan berupa fruktosa 15% dan glukosa 10% dicampurkan
kedalam 20 gram pakan tikus (ransum). Menurut (Florensia et al., 2011) formulasi
pakan yang dicampur dengan fruktosa 15% dan glukosa 10% dapat meningkatkan
kadar gula darah dan menyebabkan kondisi hiperglukosa pada tikus (Rattus

norvegicus).
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4.4.3 Preparasi pemberian dan pembuatan serta penentuan dosis ekstrak
kombinasi Bunga Bungur (Lagerstroemia speciosa L) dan Kayu Manis

(Cinnamomum burmanii (NESS) BI)

Preparasi berupa pengecekan kadar glukosa darah dan pengenceran ektrak.
pengecekan kadar glukosa darah dilakukan dengan menggunakan alat tes glukosa
digital (glukometer digital). Untuk glukotest awal, disiapkan stick glukometer dan
glukometer digital (one touch lifescan) sesuai petunjuk penggunaan. Darah dari ekor
diteteskan pada stick glukometer dan ditunggu hasil yang tertera pada layar
glukometer digital. Proses pengecekan kadar glukosa dilakukan setiap Kkali
pemeriksaan glukosa, yaitu sebelum pemberian diet pakan, setelah pemberian diet
pakan, dan setelah hewan diterapi. Preparasi selanjutnya yaitu pengenceran ekstrak
yaitu dengan mengambil ekstrak sebanyak 0,303 mg, kemudian untuk melarutkan
ekstrak ditambahkan dengan aquades sebanyak 10 ml, lalu ekstrak digoyangkan
dengan vortex sampai larut, setelah itu ekstrak dipisah berdasarkan dosisnya dan di

simpan dalam suhu ruang.

Pemberian terapi ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii
(NESS) BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia speciosa L) secara peroral melalui
sonde lambung dengan dosis yaitu 4,5 mg/kg BB , dosis sedang 9 mg/kg BB, dan
dosis tertinggi 18 mg/kg BB yang diberikan selama 14 hari setelah dilakukan diet
tinggi glukosa. Selama pemberian terapi dilakukan pengukuran kadar glukosa darah

puasa pada semua kelompok perlakuan.
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Ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii (NESS) BI) dan
bunga bungur (Lagerstroemia speciosa L) yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan ekstrak jadi yang diproduksi oleh PT. Dexa Medica lab dalam bentuk
serbuk yang diberikan dengan cara dilarutkan dengan aquadesh sampai 1ml.
Pemberian terapi ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii (NESS) BI)
dan bunga bungur (Lagerstroemia speciosa L) yaitu secara peroral melalui sonde
lambung dengan dosis yaitu 4,5 mg/kg BB , dosis sedang 9 mg/kg BB, dan dosis
tertinggi 18 mg/kg BB yang diberikan selama 14 hari setelah dilakukan diet tinggi
glukosa. Selama pemberian terapi dilakukan pengukuran kadar glukosa darah puasa

pada semua kelompok perlakuan.

4.4.4 Terapi Ekstrak Kombinasi Bunga Bungur (Lagerstroemia speciosa L) dan

Kayu Manis (Cinnamomum burmanii (NESS) BI) pada hewan coba

Tikus kelompok C, D, dan E diberi pakan diet tinggi glukosa selama 14 hari,
kemudian diterapi dengan ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii
(NESS) BI) dan bunga bungur (Lagerstoemia speciosa) selama 14 hari. Terapi
ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii (NESS) BI) dan bunga
bungur (Lagerstoemia speciosa L) diberikan dengan cara per oral yaitu dengan
dicampurkan ke dalam pakan. Dosis ekstrak pada kelompok C sebanyak
4,5mg/kgBB, sedangkan kelompok D dan E diterapi dengan dosis 9mg/kgBB dan
18mg/kg BB. Terapi dilakukan selama 14 hari. Dosis terapi yang diberikan

disesuaikan dengan rata-rata berat badan kelompok tikus (Rattus norvegicus).
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4.4.5 lsolasi Organ Hepar

Isolasi hepar dilakukan pada kelompok kontrol positif, kontrol negatif, dan
kelompok terapi pada minggu ke-4 setelah pemberian ekstrak kombinasi kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan bunga bungur (Lagestoemia speciosa). Langkah awal
yang dilakukan adalah melakukan dislokasi hewan coba dengan cara memberi
tekanan pada medula spinalis diantara formaen magnum dan os.atlas atau antara
os.cervicalis 3,4,5, dislokasi yang dilakukan tanpa menghentikan aliran darah ke otak.
Kemudian tikus diletakkan diatas nampan bedah dan diletakkan pada posisi
dorsal/dorsoventral lalu dilakukan pembedahan dan bagian hepar diisolasi. Diambil
organ hepar yang terletak pada bagian dorsal dari rongga abdominal. Organ hepar
dibilas dengan NaCl-fisiologis 0,9% dingin untuk mengilangkan darah, kemudian

disimpan dalam larutan Paraformaldehyde Acid 4%.
4.4.6 Pembuatan Preparat Histologi hepar

Tahapan pembuatan preparat histologi hepar terdiri dari fiksasi, dehidrasi dan
infiltrasi, penjernihan (clearing), infiltrasi paraffin, embedding, sectioning,
penempelan di gelas objek (Nathan et al., 2015). Proses fiksasi mula-mula organ
hepar direndam dalam larutan fiksatif yang berupa formalin atau PFA 4% selama 1-7
hari. Kemudian dimasukkan aquades selama 1 jam lalu dilakukan perendaman organ
menggunakan alkohol bertingkat 70% selama 5 menit, dilanjutkan dengan 80%
selama 5 menit, selanjutnya direndam dalam alcohol 90% selama 5 menit, dan
kemudian perendaman dilakukan sebanyak 3 kali pada etanol absolute selama 20
menit. Perlakuan selanjutnya yaitu memindahkan organ hepar pada xylol 1 dan 2

masing-masing 20 menit. Selanjutnya organ hepar dicelupkan dalam paraffin cair
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yang telah dituang dalam wadah. Kemudian paraffin akan memadat dan hepar berada
dalam blok paraffin.

Proses selanjutnya yaitu pemotongan jaringan yang diawali dengan mengatur
ketebalan irisan diatan 10pum untuk mempercepat pencapaian bidang potongan
jaringan. Hepar dipotong dengan ukuran 5 um. Irisan diambil dengan kuas dan
dimasukkan pada air dengan suhu ruang untuk membuka lipatan yang mungkin
terjadi pada preparat. Hasil irisan dipindahkan dengan menggunakan kuas ke dalam
air hangat pada suhu 38-40°C untuk meluruskan kerutan halus yang ada. Irisan yang
sempurna, diambil gelas objek dan dikeringkan, kemudian diletakkan pada hot plate
38-40°C sampai kering, selanjutnya preparat disimpan dalam inkubator pada suhu 38-

40°C selama 24 jam (Muntiha, 2001).

4.4.7 Pengamatan distribusi MDA (malondialdehide) dan F2-lIsoprostan

dengan metode immunohistokimia

Langkah-langkah dalam metode pewarnaan imunohistokimia diawali dengan
langkah awal yaitu preparat direndam kedalam xylol I, xylol 11 alcohol bertingkat
(100%, 90%, 80%, 70%), aquades selama 1 x 5 menit kemudian preparat dicuci
dengan PBS Ph 7.4 selama 3 x 5 menit selanjutnya ditetesi 3% H202 selama 20
menit. Dicuci kembali dengan PBS Ph 7.4 selama 5 menit selama 3 kali dan diblok
dengan FBS 5% selam 30 menit dalam suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS Ph
7.4 selama 5 menit 3 kali selanjutnya diinkubasi dengan atibodi primer (Rat Anti
MDA dan Rat Anti F2-isoprostan) selama 24 jam dengan suhu 4°C dan dilakukan

pencucian kembali dengan PBS Ph 7.4 selama 5 menit 3 kali. Berikutnya diinkubasi
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sebagai antibodi sekunder berlebel biotin selama 1 jam dengan suhu ruang. Dicuci
kembali dengan PBS Ph 7.4 selama 5 menit 3 Kkali.

Preparat ditetesi dengan SA-HRP (Strep Avidin Horse Radish Peroxidase)
selama 40 menit dengan suhu ruang. Kemudian dicuci kembali dengan PBS ph 7.4
selam 5 menit 3 kali. Ditetesi dengan chromogen DAB (Diamono Benzidine) selama
10 menit dengan suhu ruang. Dicuci kembali dengan PBS ph 7.4 selam 5 menit 3 kali.
Selanjutnya counterstaining menggunakan Hematoxylen selama 5 menit. Dicuci
mounting, entellan, dan ditutup dengan coverglass. Hasil diamati dengan mikroskop

(Ramos-Vara, 2005).

4.4.8 Analisis data distribusi MDA (malondialdehide) dan F2-Isoprostan dengan

teknik immunoratio

Preparat jaringan hepar hasil pewarnaan immunohistokimia diamati
menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX.21 perbesaran (1000x) sebanyak 5
lapang pandang setiap kelompok untuk melihat jumlah distribusi MDA dan F2-
Isoprostan yang kemudian dianalisa menggunakan program immunoratio. Prinsip
pembacaan presentase distribusi MDA dan F2-lsoprostan menggunakan program
immunoratio yaitu dengan cara mendeteksi adanya pewarnaan DAB (Diamano
Benzidine) yang ditandai dengan warna coklat. Presentase didapatkan dari luasan
jaringan yang terwarnai coklat terhadap keseluruhan jaringan pada gambar, sementara
pewarnaan hemotoxylen berfungsi untuk membedakan area yang tidak terpapar

distribusi yang ditandai dengan warna biru pada jaringan (Nathan et al., 2015).

Analisis data yang digunakan pada penelitian ini menggunakan analisis

kuantitatif untuk distribusi MDA serta F2-isoprostan yang dianalisa dengan SPSS
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16.0 Edition for Windows dengan analiss ragam ANOVA, dan dilanjutkan dengan uji
Beda Nyata Jujur (BNJ) a = 5% untuk melihat perlakuan yang memberikan hasil

signifikan.
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BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Ekstrak Kombinasi Kayu Manis (Cinnamomum
burmanii (Ness) Bl) dan bunga bungur (Lagerstroemia speciose L) terhadap
Peningkatan Distribusi Malondialdehyde (MDA) Jaringan Hepar Tikus
(Rattus norvegicus) dengan Diet Hiperglukosa.

Analisis distribusi Malondialdehyde (MDA) (Tabel 5.1) pada penelitian ini
dilakukan dengan melakukan rataan lima lapang pandang persentase distribusi
Malondialdehyde (MDA) pada jaringan hepar perbesaran 400x yang diproses
melalui aplikasi Immunoratio pada setiap tikus pada semua ulangan tiap
perlakuan, kemudian dilakukan analisis statistika menggunakan One Way ANOVA
dengan aplikasi SPSS for Windows 16 dan dilanjutkan denga uji Beda Nyata Jujur
(BNJ) dengan taraf kepercayaan a=5% (Lampiran8-9).

Hasil distribusi Malondialdehyde (MDA) (Tabel 5.1) menunjukan adanya
warna coklat pada jaringan hepar tikus (Rattus norvegicus) dengan diet tinggi
glukosa. Penggunaan antibodi Rat anti MDA dan Rat anti F2-lsoprostanes
menggunakan metode imunohistokimia (IHK). Warna coklat yang dihasilkan
merupakan reaksi antara enzim Strep Avidin conjugated Horseradish Peroxidase
(SAHRP) vyang berikatan dengan antibodi sekunder dengan kromagen

Diaminobenzidine (DAB) (Immunostar, 2010).

Hasil pengamatan distribusi Malondialdehyde (MDA) pada preparat

jaringan hepar tikus dari lima kelompok perlakuan seperti pada Gambar 5.1.
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Gambar 5.1 Distribusi Malondialdehyde (MDA) pada Gambaran
Immunohistokimia Jaringan Hepar Tikus (Rattus norvegicus) Perbesaran 400x.

Keterangan Gambar 5.1: (A) Tikus kontrol negatif, (B) tikus kontrol positif, (C) tikus
terapi kombinasi ekstrak kayu manis dan bunga bungur dosis 4,5 mg/kgBB (P1), (D)
terapi kombinasi ekstrak kayu manis dan bunga bungur dosis 9 mg/kgBB (P2), (E) terapi
ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur dosis 18 mg/kgBB (P3). Tanda panah
(& ) menunjukkan distribusi Malondialdehyde (MDA). Skala menunjukkan 1 garis
adalah 30 pm.
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Tabel 5.1 Distribusi Malondialdehyde (MDA) pada Jaringan Hepar Tikus (Rattus
norvegicus) yang diberi Diet Hiperglukosa dan Terapi Kombinasi Ekstrak kayu
manis (Cinnammomum burmnanii (NESS) BI) dan bunga bungur
(Langestromia speciose L)

Distribusi
Malondialdehyde (MDA) (%)
Rata-Rata Distribusi Peningkatan Penurunan
Kelompok .
Malondialdehyde (MDA) Terhadap Terhadap
Kontrol Negatif Kontrol Positif
(%) (%)
Kontrol Negatif 0.78 £ 0.40¢ - -
Kontrol Positif 12.08 + 0.62¢ 1526,2 % -
Terapi 4,5
ma/kgBB 10.58 + 0.38°¢ - 16,5%
Terapi 9 mg/kgBB 5.63 + 0.35” - 55,6%
Terapi 18
mg/kgBB 1.60 £ 0.31¢ > 87,3%

Keterangan: notasi a,b,c,d menunjukan bahwa ada perbedaan signifikan tiap kelompok
(p<0,05)

Distribusi Malondialdehyde (MDA) pada jaringan hepar kontrol positif
lebih  banyak bila  dibandingkan  dengan  kelompok ~ yang lain.
Malondialdehyde (MDA) merupakan senyawa yang dapat menggambarkan
aktivitas radikal bebas di dalam sel sehingga dijadikan sebagai salah satu petunjuk
terjadinya stres oksidatif akibat radikal bebas, mediator Malondialdehyde (MDA)
merupakan suatu produk akhir peroksidasi lemak yang digunakan sebagai
biomarker biologis peroksidasi lemak serta dapat menggambarkan derajat stres
oksidatif (Asni dkk, 2009). Adanya distribusi Malondialdehyde (MDA) pada
kelompok  kontrol negatif karena Malondialdehyde (MDA) secara normal

terdapat pada jaringan hepar.

Produksi MDA pada setiap perlakuan disajikan pada tabel 5.1. Rumus

perhitungan persentase peningkatan dan penurunan produksi MDA dapat dilihat
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pada Lampiran 8. Hasil pengamatan distribusi Malondialdehyde (MDA) secara
statistik menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna (p<0,05) antar perlakuan.

Secara statistik diperoleh hasil bahwa pada kelompok perlakuan kontrol
negative atau dalam keadaan normal (tanpa perlakuan) menunjukkan terdapat
produksi MDA, namun peningkatan yang terjadi lebih sedikit dibandingkan
dengan peningkatan akibat hiperglukosa. Dalam keadaan sehat maupun sakit,
MDA tetap diproduksi. Pada perlakukan K-jika dibandingkan dengan kontrol
positif (K- berbeda nyata terhadap K+) yaitu terdapat peningkatan jumlah
distribusi MDA sebesar 1526,2 %,.

Pada perlakuan P(1) dengan dosis ekstrak 4,5 mg/Kg BB memiliki
perbedaan yang signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif (<0,05) yang
ditandai dengan penurunan distribusi MDA sebesar 16,5% (K- berbeda nyata
dengan P1). Sedangkan pada perlakuan P2 dan P3 yaitu dengan dosis 9 dan 18
mg/kg BB tampak signifikan dibandingkan dengan kontrol negatif dengan
penurunan distribusi MDA sebesar 55,6% dan 87,3% (K- tidak berbeda nyata
dengan P1 dan P2).

Pada perbandingan antara kelompok kontrol negatif (K-) dengan
perlakuan, terlihat bahwa penurunan distribusi MDA ditunjukkan pada kelompok
perlakuan pemberian ekstrak dosis 18 mg/kg BB (P3). Hal ini ditunjukkan dari
nilai rata-rata kelompok perlakuan P3 lebih mendekati K- dibandingkan dengan
perlakuan kontrol yang lain. Sehingga dapat ditunjukkan bahwa pemberian
ekstrak dosis 18 mg/kg BB (P3) mampu menurunkan distribusi MDA hingga

mendekati normal (K-). Hal ini menunjukkan ekstrak mampu berperan sebagai
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antioksidan yang berfungsi untuk menyeimbangkan sel yang mengalami radikal
bebas sehingga menjadi stabil dan ROS dihasilkan lebih sedikit. Sedangkan pada
kelompok pemberian ekstrak dengan dosis 4,5 mg/Kg BB berbeda signifikan
dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini mebuktikan bahwa pemberian ekstrak
dengan dosis 4,5 mg/Kg BB (P1) belum mampu menurunkan distribusi MDA

mendekati kondisi normal.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa dosis terapi 18 mg/kgBB adalah
dosis paling efektif yang didukung adanya hasil analisis statistik dapat
menurunkan distribusi. Malondialdehyde (MDA) dengan cara meningkatkan
peroksidase lipid sehingga produksi MDA dapat menurun pada jaringan hepar
tikus dengan diet tinggi glukosa hingga mendekati nominal persentase distribusi

Malondialdehyde (MDA) jaringan hepar tikus kontrol negatif.
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5.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Kombinasi Kayu Manis (Cinnamomum
burmanii (Ness) Bl) dan bunga bungur (Lagerstroemia speciose L) terhadap
Peningkatan Distribusi F2-lsoprostan Jaringan Hepar Tikus (Rattus
norvegicus) dengan Diet Hiperglukosa.

Gambar 5.2 Distribusi F2-1soprostan pada Gambaran Immunohistokimia
Jaringan Hepar Tikus (Rattus norvegicus) Perbersaran 400x.

Keterangan Gambar 5.2: (A) tikus kontrol negatif, (B) tikus kontrol positif, (C) tikus
terapi ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur dosis 4,5 mg/kgBB, (D) tikus
terapi ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur dosis 9 mg/kgBB, (E) tikus terapi

'’
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ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur dosis 18 mg/kgBB. Tanda panah ( )

menunjukkan distribusi F2-I1soprostan.Skala menunjukkan 1 garis adalah 30 pm.

Tabel 5.2 Distribusi F2-Isoprostan pada Jaringan Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang
diberi Diet Tinggi Glukosa dan Terapi Kombinasi Ektrak kayu manis
(Cinnamomum burmanii (Ness) Bl) dan bunga bungur (Lagerstroemia

speciose L)
Rata-Rata Distribusi F2-1soprostan (%)
Kelompok Distribusi F2- Peningkatan Penurunan
Isoprostan Terhadap Kontrol  Terhadap Kontrol
Negatif (%0) Positif (%)
Kontrol Negatif 0.84 + 0.15° - N
Kontrol Positif 12.67°% 0.32¢ 1404,4% i
Terapi 4,5 mg/kgBB 10,92 + 0.42¢ ; 13.7%
Terapi 9 mg/kgBB 581 + 0.2 . 54.1%
Terapi 18 mg/kgBB 147 40,40 - 89.9%

Keterangan: notasi a,b,c,d menunjukan bahwa ada perbedaan signifikan tiap kelompok
(p<0,05)

Analisis distribusi F2-1soprostan (Tabel 5.2) pada penelitian ini dilakukan
dengan melakukan rataan lima lapang pandang persentase distribusi F2-1soprostan
pada jaringan hepar tikus perbersaran 400x yang diproses melalui aplikasi
Immunoratio pada setiap tikus pada semua ulangan tiap perlakuan, kemudian
dilakukan analisis statistika menggunakan One Way ANOVA dengan aplikasi
SPSS for Windows 16 dan dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan
taraf kepercayaan o = 5% (Lampiran 10-11).

Hasil distribusi F2-Isoprostan (Gambar 5.2) ditandai dengan adanya
warna coklat pada jaringan. Timbul warna coklat di akibatkan oleh adanya ikatan
antigen dan antibodi berlebel biotin sehingga dengan penambahan substrat

kromogen akan menimbulkan warna kecoklatan. Pemberian antibodi sekunder
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diikuti dengan penambahan Strep Avidin conjugated Horseradish Peroxidase
(SA-HRP) dan substratnya berupa Diaminobenzidine (DAB). Diaminobenzidine
(DAB) merupakan substrat dari peroksidase yang dapat menghasilkan warna
kecoklatan, sehingga akan terbentuk warna yang lebih jelas pada jaringan tersebut
(Ramos, 2005).

Produksi F2-lsoprostan pada setiap perlakuan disajikan pada tabel 5.2.
Rumus perhitungan persentase peningkatan dan penurunan produksi F2-
Isoprostan dapat dilihat pada Lampiran 10. Hasil analisis statistik (Tabel 5.2)
menunjukkan bahwa terapi ekstrak kombinasi kayu manis dan bunga bungur
secara signifikan (p<0,05) menurunkan distribusi F2-lsoprostan. F2-lsoprostan
merupakan marker stres oksidatif atau lipid peroksidasi in-vivo yang tergolong
baru, paling baik, sangat stabil, dan secara signifikan lebih akurat daripada marker
lainnya (Liu dkk, 1999; Patrignani dan Tacconelli, 2005; Dalle-Donne dkk, 2006).
F2-1soprostan telah ditemukan hampir di seluruh cairan biologis, namun darah
(plasma ataupun serum) dan urin merupakan sampel penelitian yang paling umum
digunakan karena paling mudah didapatkan, paling tidak invasif, dan memberikan
hasil yang sama akurat dan presisi dari indeks stres oksidatif (Dalle-Donne dkk,
2006). Isomer 8-isoprostan dari F2-Isoprostan, merupakan isomer F2-Isoprostan
yang paling banyak dihasilkan dan paling sering diteliti (Dalle-Donne,2006).
Penelitian menunjukkan bahwa distribusi total F2-Isoprostan (distribusi F2-
Isoprostan bebas dan yang terikat dengan fosfolipid) diperkirakan dapat
menggambarkan keadaan stres oksidatif yang sebenarnya (Barden dkk, 2001).

Gambar 5.2A merupakan gambaran immunohistokimia (IHK) hepar kontrol
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negatif, terdapat sedikit distribusi F2-lsoprostan yang pada kontrol negatif.
Adanya distribusi F2-lsoprostan pada kelompok kontrol negatif karena F2-
Isoprostan secara normal terdapat pada jaringan hepar.

Secara statistik diperoleh hasil bahwa pada kelompok perlakuan kontrol
negative atau dalam keadaan normal (tanpa perlakuan) menunjukkan terdapat
produksi F2-lsoprostan, namun peningkatan yang terjadi lebih sedikit
dibandingkan dengan peningkatan akibat hiperglukosa. Dalam keadaan sehat
maupun sakit, F2-lsoprostan tetap diproduksi. Pada perlakukan K- jika
dibandingkan dengan kontrol positif (K- berbeda nyata terhadap K+) vyaitu
terdapat peningkatan jumlah distribusi F2-lsoprostan sebesar 1404,4%,

Pada perlakuan P(1) dengan dosis ekstrak 4,5 mg/Kg BB memiliki
perbedaan yang signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif (<0,05) yang
ditandai dengan penurunan distribusi F2-Isoprostan sebesar 13,7% (K- berbeda
nyata dengan P1). Sedangkan pada perlakuan P2 dan P3 yaitu dengan dosis 9 dan
18 mg/kg BB tampak signifikan dibandingkan dengan kontrol negatif dengan
penurunan distribusi F2-lsoprostan sebesar 54,1% dan 89,9% (K- tidak berbeda
nyata dengan P1 dan P2).

Pada perbandingan antara kelompok kontrol negatif (K-) dengan
perlakuan, terlihat bahwa penurunan distribusi F2-lsoprostan ditunjukkan pada
kelompok perlakuan pemberian ekstrak dosis 18 mg/kg BB (P3). Hal ini
ditunjukkan dari nilai rata-rata kelompok perlakuan P3 lebih mendekati K-
dibandingkan dengan perlakuan kontrol yang lain. Sehingga dapat ditunjukkan

bahwa pemberian ekstrak dosis 18 mg/kg BB (P3) mampu menurunkan distribusi
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F2-1soprostan soprostan hingga mendekati normal (K-). Hal ini menunjukkan
ekstrak mampu berperan sebagai antioksidan yang berfungsi untuk
menyeimbangkan sel yang mengalami radikal bebas sehingga menjadi stabil dan
ROS dihasilkan lebih sedikit. Sedangkan pada kelompok pemberian ekstrak
dengan dosis 4,5 mg/Kg BB berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif.
Hal ini mebuktikan bahwa pemberian ekstrak dengan dosis 4,5 mg/Kg BB (P1)

belum mampu menurunkan distribusi F2-1soprostan mendekati kondisi normal.

Kondisi hiperglukosa dapat disertai dengan peningkatan trigliserida
melalui jalur liponeogenesis yaitu pembentukan asam lemak dari bahan non lemak
seperti glukosa. Peningkatan ftrigiserida mengakibatkan penumpukan dan
menghalangi jalan masuk glukosa sehingga pemanfaatan glukosa di sel menjadi
terganggu, kemudian hal tersebut menyebabkan aksi insulin mengalami kerusakan
dimana penurunan transport glukosa terganggu yang mengakibatkan distribusi
gula darah tinggi. Berdasarkan penelitian Khan (2003) kayu manis memiliki
kandungan senyawa yaitu Methyl Hydroxyl Chalcone Polymer (MHCP) yang
mampu mencegah dan meringankan gejala penyakit diabetes. Cara kerjan Methyl
Hydroxyl Chalcone Polymer (MHCP) vyaitu dengan mencegah peningkatan
trigliserida, sehingga meminimalkan penumpukan trigliserida di sel, yang

nantinya mampu menekan peningkatan distribusi gula darah di sel tersebut.

Sedangkan bunga bungur memiliki kandungan ellagitanin yang mampu
meningkatkan aktifitas transport glukosa ke dalam sel adipose. Sehingga
penumpukan yang terjadi di sel akibat peningkatan trigliserida dapat ditekan

dengan kelancaran transport glukose ke dalam sel adipose. Ellagitanin pada bunga
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bungur juga bertindak sebagai antioksidan yang mampu melindungi sel dan
menangkal radikal bebas. Methyl Hydroxyl Chalcone Polymer (MHCP) dan
ellagitanin memiliki kemampuan untuk menurunkan distribusi MDA dan F2-
isoprostan dengan cara menurunkan stress oksidatif karena bertindak sebagai
antiinflamasi dan antioksidan  sehingga produksi MDA dan F2-lsoprostan
menjadi menurun.

Penelitian ini menurunkan rata-rata distribusi MDA dan F2-Isoprostan
yang akan terbentuk. MDA dan F2-lsoprostan yang sudah ada akan turun juga
karena adanya metabolisme tubuh. MDA akan diubah menjadi Asetil Co-A yang
kemudian masuk ke siklus Krebs yang diubah menjadi ATP dan CO2.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terapi ekstrak kombinasi kayu manis
(Cinnamomum burmanii (Ness) BI) dan bunga bungur (Lagerstroemia speciose L)
dosis 18 mg/kgBB paling efektif dalam menurunkan distribusi F2-Isoprostan pada
jaringan hepar tikus dengan diet tinggi glukosa hingga mendekati nominal
persentase distribusi F2-lsoprostan jaringan hepar tikus kontrol negatif bila

dibandingan dengan dosis 4,5 mg/kgBB dan 9 mg/kgBB.
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BAB VI PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil suatu kesimpulan bahwa:

1. Pemberian terapi ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii (Ness) Bl) dan
bunga bungur (Lagerstroemia speciose L) mampu menurunkan distribusi
Malondialdehyde (MDA) pada jaringan hepar tikus (Rattus norvegicus) dengan diet

hiperglukosa dengan dosis terapi efektif yaitu 18 mg/kgBB.

2. Pemberian terapi ekstrak kombinasi kayu manis (Cinnamomum burmanii (Ness) BI) dan
bunga bungur (Lagerstroemia speciose L) mampu menurunkan distribusi F2-1soprostan
pada jaringan hepar tikus (Rattus norvegicus) dengan diet hiperglukosa dengan dosis

terapi efektif yaitu 18 mg/kgBB.
6.2 Saran

Uji klinis sebaiknya dilakukan pada penelitian selanjutnya melalui terapi ekstrak kombinasi
kayu manis (Cinnamomum burmanii (Ness) Bl) dan bunga bungur (Lagerstroemia speciose L)

pada diet hiperglukosa sebagai data pendukung penelitian.
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