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RINGKASAN

Een Nuraenah

Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Pada Masa Pre Sampai Dengan
Post Hatching Terhadap Interleukin 6, Interleukin 10 dan Osifikasi Tulang Keras Pada
Stunting Larva Zebrafish (Danio rerio). Program Studi Magister Kebidanan Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Ketua Komisi Pembimbing : Prof. Dr. Dr. M. Muljohadi
Ali, Sp.FK; Anggota : Dr. Husnul Khotimah, S.Si., M.Kes.

Stunting merupakan masalah kesehatan masyarakat yang sulit ditangani
mempengaruhi sekitar sepertiga (32%) anak-anak di negara berkembang dan mendasari
14-17% kematian anak di dunia. Penyebab stunting multifaktor, salah satunya adalah
adanya paparan pestisida yaitu rotenon. Rotenon terbukti menginduksi stunting larva
zebrafish. Rotenon merupakan contoh pestisida yang dapat menyebabkan terjadinya
disfungsi mitokondria dengan menghambat komplek | mitokondria yang berdampak
peningkatan ROS, penurunan ATP, kerusakan sel dan jaringan serta apoptosis. Hal ini
meningkatkan produksi sitokin proinflamasi antara lain interleukin 6 (IL-6), penurunan
IGF-1, penurunan ekspresi OPG, peningkatan osteoklastogenesis dan RANKL, serta
penurunan osifikasi tulang. Pegagan (Centella asiatica) merupakan tanaman herbal telah
banyak diteliti mengandung bahan bioaktif sebagai antiinflamasi dan antioksidan yang
dapat menyeimbangkan peningkatan radikal bebas dan respon imun sitokin proinflamasi.

Tujuan penelitian ini adalah membuktikan pengaruh ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) yang diberikan pada masa pre sampai dengan post hatching dapat
menurunkan kadar IL-6, meningkatkan kadar IL-10 dan osifikasi tulang keras pada
stunting larva zebrafish akibat induksi rotenon.

Metode penelitian ini adalah eksperimen menggunakan model stunting larva
zebrafish yang diinduksi rotenon 12,5 ppb. Ekstrak pegagan memproteksi dengan
konsentrasi 5 pg/mL yang dibedakan lama pemberiannya yaitu 4, 5 dan 6 hari.
Pengamatan panjang badan larva zebrafish usia 3, 4, 5 dan 6 dpf menggunakan sofware
Image Raster. Pengukuran kadar IL-6 dan kadar IL-10 dilakukan pada usia 6 dpf dengan
ELISA serta osifikasi tulang keras dengan pewarnaan alizarin red  dihitung nilai
integrated density disemikuantifikasikan dengan menggunakan software Image J.

Hasil penelitian induksi rotenon 12,5 ppb dapat menyebabkan stunting dengan
panjang badan kelompok rotenon lebih pendek dari kontrol, namun secara statistik pada
usia 3 dpf tidak menunjukan perbedaan yang signifikan berbeda halnya pada usia 6 dpf
menunjukan perbedaan secara signifikan dengan selisih panjang badan 0,17 mm (>2
SD=0,16) pada kelompok rotenon dibanding kelompok kontrol, sehingga larva zebrafish
pada usia 6 dpf analog usia anak 2 tahun pada kelompok rotenon mengalami stunting.
Pemberian ekstrak atanol pegagan 5ug/mL 4, 5 dan 6 hari secara signifikan dapat
mencegah stunting dengan koreksi 99,6%. Perbedaan lamanya pemberian pegagan (4,5
dan 6 hari) secara signifikan mampu menurunkan kadar IL-6 tetapi paling optimal
diberikan selama 5 hari. Pemberian pegagan secara signifikan meningkatkan kadar IL-10
dan meningkatkan osifikasi tulang keras pada stunting larva zebrafish. Terdapat
signifikansi korelasi negatif yang sangat kuat antara lamanya pemberian ekstrak etanol
pegagan dengan kadar IL-6 dan berkorelasi positf kuat terhadap kadar IL-10, osifikasi
tulang keras dan panjang badan. Terdapat signifikansi korelasi negatif yang sangat kuat
antara panjang badan dengan kadar IL-6, dan berkorelasi positif kuat antara panjang
badan dengan kadar IL-10 dan osifikasi tulang keras. Terdapat korelasi negatif kuat
antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-6 dan tidak terdapat korelasi yang
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signifikan antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-10. Terdapat nilai korelasi negatif
kuat antara kadar IL-6 dengan kadar IL-10.

Kesimpulan dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol pegagan
5ug/mL 4, 5 dan 6 hari (pre sampai dengan post hacting) terbukti dapat menurunkan
kadar IL-6, meningkatkan kadar IL-10 dan osifikasi tulang keras pada stunting larva
zebrafish yang diinduksi rotenon.

SUMMARY

Een Nuraenah

Influence of Ethanol Extract Centella asiatica In Period Pre to Post Hatching Against
Interleukin 6, Interleukin 10 and Bone Ostification On Stunting Larvae Zebrafish (Danio
rerio). Master of Midwifery Program of Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya.
Chaiman of Supervisor Commission: Prof. Dr. Dr. M. Muljohadi Ali, Sp.FK; Members:
Dr. Husnul Khotimah, S.Si., M.Kes.

Stunting is a failure to achieve high potential based on the World Health
Organization's (WHO) growth standard is said to be stunting if the height by age of z-
score <-2SD. The cause of are multifactors stunting, one of which is the presence of
pesticide exposure that is rotenon. Rotenon proved to induce stunting of zebrafish larvae.
Rotenon is of pesticides that can cause mitochondrial dysfunction by inhibiting complex |
mitochondria that caused increased ROS, decreased ATP, cell and tissue damage and
apoptosis. This condition can increases the production of proinflammatory cytokines such
as interleukin 6 (IL-6), IGF-1 decline, decreased OPG expression, increased
osteoclastogenesis and RANKL, and decreased bone ossification. Gotu Kola (Centella
asiatica) is herb that have bioactive ingredients such as anti-inflammatory and
antioxidants that can balance the increase in free radicals and immune responses of
proinflammatory cytokines.

The aim of this research was to prove that the effect of ethanol extract of Centella
asiatica given during pre to post hatching decrease the level of IL-6, increase the level of
IL-10 and bone ossification in zebrafish larvae stunting due to by rotenon induction.

The method of this experiment was experiment using stunting model zebrafish
larvae rotenone induced 12,5 ppb. Pegagan extracts were given at 5 pg / mL
concentrations differentiated for the duration of 4, 5 and 6 days. Observation of zebrafish
larvae body length at 3, 4, 5 and 6 dpf using Image Raster software. Measurements of IL-
6 and IL-10 levels were performed at 6 dpf with ELISA and bone ossification with alizarin
red staining quantified by Image J Software of integrated density.

Show the results of the 12.5 ppb rotenon induced study may cause stunting with
a shorter rotenone group length of control, but statistically at age 3 dpf did not show
significant differences differently at age 6 dpf showed significant differences with a
difference in body length of 0.17 mm (> 2 SD = 0.16) in the rotenone group compared to
the control group, so the zebrafish larvae at age 6 dpf analogous to 2-year-old children in
the rotenone group had stunting. Provision of 5 yg / mL 5 pyg / mL atanol extract 4, 5 and
6 days significantly prevented stunting with 99.6%  correction. The difference in the
duration of pegagan administration (4.5 and 6 days) was significantly reduced in IL-6 but
was optimally administered for 5 days. And administration of Centella asiatica
significantly increased the levels of IL-10 and increased bone ossification in zebrafish
larval stunting. It proves that it is an anti-inflammatory and antioxidant ‘compound
containing  its  bioactive compounds (flavonoids, ~madecassoside, asiaticosside,
triterpenoids, saponins) capable of overcoming cellular and tissue damage from free
radical induction of rotenone, containing micronutrients (Zn, Phosphorus, Mg) required for
growth. There is a strongly strong negative correlation between the duration of ethanol
extract of Centella asiatica and IL-6 levels and positively correlated strongly with IL-10
levels, bone ossification and body length. There is a strongly strong negative correlation
between body length and IL-6 levels, and a strong positive correlation between body
length and IL-10 levels and hard bone ossification. There was a strong negative
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correlation between hard bone ossification and IL-6 levels and no significant correlation
between hard bone ossification and IL-10 levels. There is a strong negative correlation
value between IL-6 and IL-10 levels.

The conclusions in this study were the provision of 5 ug / mL 4, 5 and 6 days
astringent ethanol extracts (pre to post hacting) proven to decrease the levels of IL-6,
increase the levels of IL-10 and hard bone ossification in rotenon-induced zebrafish
larvae stunting.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Golden (2009) mendefinisikan stunting adalah gambaran kegagalan
mencapai potensi untuk tinggi, sedangkan berdasarkan standar pertumbuhan
World Health Organization (WHO) ditetapkan stunting bila tinggi badan menurut
umur nilai z-scorenya dibawah minus 2 standar deviasi (-2 SD) (Steyn & Temple,
2008).

Stunting merupakan masalah kesehatan masyarakat yang sulit ditangani
mempengaruhi sekitar sepertiga (32%) anak-anak di negara berkembang dan
memiliki dampak besar pada kesehatan anak serta pembangunan kesehatan.
Stunting mendasari 14-17% kematian anak di seluruh dunia (El-Maksoud et al.,
2017). Kejadian stunting di Asia Tenggara sebesar 25% (14 juta) pada tahun
2015 terbesar ke-3 di Asia setelah Asia Selatan dan Asia Tengah (WHO, 2017).
Sedangkan kejadian stunting di Indonesia terbesar ke-5 di dunia. Prevalensi
stunting meningkat di tahun 2013 yaitu 37,2% dari 35,6% tahun 2010 dan 36,8%
tahun 2007. Prevalensi stunting ini, se-Asia Tenggara Indonesia paling tinggi
kemudian diikuti Myanmar (35%), Vietnam (23%) dan Thailand (16%). Terdapat
3 provinsi tertinggi kejadian stunting di Indonesia yakni Provinsi Nusa Tenggara
Timur sebesar 51,7%, Sulawesi Barat sebesar 48% dan Nusa Tenggara Barat
sebesar 45,3% (Riskesdas, 2013)

Dalam upaya mengatasi stunting WHO mentargetkan penurunan anak
stunting sebesar 40% pada tahun 2025 yaitu 165 juta anak stunting tahun 2012
menjadi 100 juta pada tahun 2025. Sedangkan di Indonesia, Rencana

Pembangunan Jangka Menengah Nasional (RPJMN) kurun waktu 2015 — 2019
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yaitu menurunkan stunting pada balita sebesar 28% melalui program
peningkatan status gizi masyarakat (Kemenkes RI, 2016).

Risiko stunting terjadi pada anak usia 6-11 bulan 1,59 kali dan usia anak
12-23 bulan 2,18 kali dibanding anak usia 0-5 bulan. Periode 1000 Hari Pertama
Kehidupan (HPK) disebut sebagai "periode emas" / "periode kritis" yang
menentukan kualitas kehidupan (Hayati et al., 2012). Dampak jangka pendek
dari masalah gizi buruk pada periode kritis meliputi gangguan pertumbuhan fisik
serta metabolisme tubuh, perkembangan otak dan tingkat kecerdasan.
Sedangkan dampak jangka panjang yaitu berkurangnya perkembangan kognitif
dan prestasi belajar, sistem imun menurun, berisiko tinggi menderita diabetes,
obesitas, kanker, penyakit jantung dan pembuluh darah, stroke, keterbatasan diri
di usia tua, kinerja nonkompetitif yang berpengaruh terhadap menurunnya
produktivitas ekonomi (Kemenkes RI, 2016).

Fokus utama upaya perbaikan/intervensi gizi khusus (spesifik) mengatasi
balita stunting ditujukan pada kelompok ibu hamil, ibu meneteki, baduta (Balita
dua tahun) atau anak usia 0-23 bulan yang disebut dengan kelompok 1000
HPK, karena pada periode kritis atau 1000 HPK merupakan penanganan
stunting yang paling ~efektif. Upaya intervensi pemerintah untuk mencegah
stunting meliputi memberikan makanan tambahan kepada ibu hamil dengan
Kurang Energi Kronis (KEK), pemberian zat besi (Fe) sekurang-kurangnya 90
tablet selama kehamilan, pertolongan persalinan oleh bidan atau dokter, dan
penerapan Inisiasi Menyusui Dini (IMD), pelaksanaan ASI Ekslusif oleh ibu
menyusui, pemberian Makanan Pendamping ASI (MP ASI) sesuai waktunya
yaitu bayi dimulai usia 6 bulan, pemberian ASI pada bayi dilakukan berkelanjutan
sampai usia 2 tahun atau lebih, bayi dan balita mendapatkan kapsul Vitamin A 2x
setahun (Februari dan Agustus) serta immunisasi dasar lengkap (Kemenkes RI,

2016).
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Etiologi stunting bersifat kompleks dan multifaktoral, yang paling utama
yaitu faktor genetik dan lingkungan (Dewey & Huffman, 2009; Victora et al.,
2010). Paparan pestisida salah satu contoh dari etiologi faktor lingkungan yang
mempengaruhi kejadian Stunting (Paudel, 2012; Prendergast & Humprey, 2014).
Rotenon merupakan salah satu model jenis pestisida alami (Abdollahi et al.,
2004) mampu menginduksi stunting pada larva zebrafish (Primihastuti
et al., 2017) dengan menghambat kompleks | mitokondria sehingga berdampak
terjadinya stress oksidatif melalui peningkatan ROS (reactive oksigen spesies),
penurunan Adenosine Triphosphatase (ATP) dan kematian sel (Sherer, 2003).

Peningkatan ROS dan gangguan produksi ATP mengakibatkan
kerusakan jaringan dan meningkatkan produksi sitokin proinflammasi yaitu
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), interleukin 18 (IL-1B) dan interleukin 6 (IL-6)
(Luo et al., 2015). Menurunnya atau disfungsi Insulin Growth Factor-1 (IGF-1)
merupakan salah satu efek peningkatan sitokin IL-6, IGF-1 sebagai mediator
hormon pertumbuhan yang berperan dalam proliferasi dan diferensiasi osteoblas
pada proses remodeling tulang (Chen et al., 2004; Asahina et al., 2007). Proses
remodeling tulang tidak terlepas dari osteoklas dan osteoblas. Osteoklas
berperan dalam resorpsi tulang lama .sedangkan osteoblas berperan dalam
pembentukan formasi tulang baru (Sihombing et al., 2012). Sitokin yang
meningkatkan Kerja osteoklas adalah IL-6. Pada penelitian terdahulu telah
dibuktikan bahwa rotenon menyebabkan penurunan IGF-1 (Cory’ah et al., 2017),
penurunan osifikasi tulang serta peningkatan Receptor Activator Nuclear
Kappa-8 Ligan (RANKL) (Primihastuti et al., 2017) dan penurunan ekspresi
Osteoprotegrin (OPG) (Ariati et al., 2017).

Kondisi stunting karena adanya proses inflamasi menggambarkan bahwa
status gizi anak-anak stunting di Mesir terdapat gambaran penurunan kadar

serum Zn, Ca dan Mg serta adanya peningkatan kadar serum sitokin proinflamasi
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IL-6, TNF-a dan C-Reactive Protein (CRP) (El-Maksoud et al., 2017). Sedangkan
studi penelitian anak-anak stunting karena menderita penyakit - infeksi
menggambarkan sistem immunologi dari TNF-a dan IL-6 pada anak yang
terinfeksi sebagian besar lebih tinggi dibandingkan pada anak dengan status gizi
baik (Rytter et al., 2014)

Upaya preventif stunting dapat diketahui dari faktor penyebabnya antara
lain faktor malnutrisi dan faktor inflammasi. Pegagan selain mengandung zat gizi
mikro dan makro, mengandung pula zat bioaktif seperti triterpenoid dan flavonoid
yang mempunyai efek sebagai antioksidan dan antiinflammasi yang mampu
mencegah stress oksidatif serta membersihkan radikal bebas (Hanum et al.,
2015). Sebagai antiinflamasi, kandungan asiaticoside dan madecasic acid dalam
pegagan mampu menurunkan produksi TNF-a, IL-6, PGE2 dan ekspresi COX-2
dan terjadi peningkatan IL-10 (Li et al., 2009; Zhang et al., 2008). Berdasarkan
hasil penelitian Primihastuti et al (2017) menunjukan bahwa pemberian ekstrak
pegagan 2,5 pug/ml dan 5 pg/ml pada embrio zebrafish usia 2 hpf - 3 dpf (masa
intrauterin) terbukti dapat meningkatkan panjang badan dan meningkatkan
osifikasi tulang pada model stunting larva zebrafish yang dipapar rotenon 12,5
ppb, namun upaya preventif ini belum mampu mengoreksi sampai 100% kembali
seperti ukuran normal. Dengan demikian perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
upaya memperbaiki kondisi stunting sampai dengan usia postnatal (extrauterin).

Zebrafish dipilih sebagai model penelitian, karena zebrafish memiliki
keunggulan utama dapat memberikan informasi genetik yang mirip dengan
manusia sebesar 70%, sehingga hasil-hasil penemuan dari penelitian dengan
model zebrafish kemungkinan besar dapat diaplikasikan pada manusia
(Santoriello & Zon, 2012; Astuti, 2013). Adapun keuntungan lain seperti
memerlukan biaya yang terjangkau, perawatan mudah, tidak memerlukan tempat

yang luas, tingkat reproduksi tinggi, mudah dalam pengamatan karena kulit
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transparan, perkembangan embrio di luar uterus dan perkembangan zebrafish
sangat cepat tidak membutuhkan waktu yang lama (Richard, 2011; Astuti, 2013;
Yuniarto et al., 2017. Berdasarkan hal-hal tersebut peneliti merasa tertarik ingin
membuktikan bagaimanakah pengaruh lamanya pemberian ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) selama masa pre sampai dengan post hatching
terhadap proses inflamasi melalui IL- 6, IL-10 dan ekspresi osifikasi tulang keras

pada stunting larva zebrafish akibat induksi rotenon.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Rumusan Masalah Umum :

Secara umum rumusan masalah penelitian yaitu “Apakah ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) yang diberikan pada masa pre sampai dengan post
hatching dapat menyebabkan penurunan IL-6, peningkatan [L-10 dan
peningkatan ekspresi osifikasi tulang keras pada stunting larva zebrafish akibat
induksi rotenon?”

1.2.2 Rumusan Masalah Khusus

Adapun secara khusus perumusan masalah penelitian dijabarkan sebagai
berikut :

1. Apakah pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan post
hatching menurunkan kadar IL-6 pada stunting larva zebrafish akibat induksi
rotenon?

2. Apakah pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan post
hatching meningkatkan kadar IL-10 pada stunting larva zebrafish akibat
induksi rotenon?

3. Apakah pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan post
hatching meningkatkan osifikasi tulang keras pada stunting larva zebrafish

akibat induksi rotenon?



4. Apakah pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan post
hatching meningkatkan panjang badan pada stunting larva zebrafish akibat
induksi rotenon?

5. Apakah terdapat korelasi antara lamanya pemberian ekstrak etanol pegagan
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(Centella asiatica) konsentrasi 5,0 pg/mL yang diberikan selama masa pre
sampai dengan post hatching dengan kadar IL-6, kadar IL-10, ekspresi
osifikasi tulang keras dan peningkatan panjang badan?

6. Apakah terdapat korelasi antara peningkatan panjang badan dengan kadar
IL-6, kadar IL-10 dan ekspresi osifikasi tulang keras?

7. Apakah terdapat korelasi antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-6,
kadar IL-107?

8. Apakah terdapat korelasi antara kadar IL-6 dengan kadar [L-10?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan ingin - membuktikan ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) yang diberikan pada masa pre sampai dengan post hatching
dapat mempengaruhi- penurunan IL-6, peningkatan IL-10 dan peningkatan
ekspresi osifikasi tulang keras pada stunting larva zebrafish akibat induksi
rotenon.
1.3.2  Tujuan Khusus
1. Membuktikan pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan
post hatching menurunkan kadar IL-6 pada stunting larva zebrafish akibat
induksi rotenon.
2. Membuktikan pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan
post hatching meningkatkan kadar IL-10 pada stunting larva zebrafish akibat

induksi rotenon.




3. Membuktikan pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan
post hatching 'meningkatkan osifikasi tulang keras pada stunting larva
zebrafish akibat induksi rotenon.

4. Membuktikan pemberian ekstrak etanol pegagan selama pre sampai dengan
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post hatching meningkatkan panjang badan pada stunting larva zebrafish
akibat induksi rotenon.

5. Membuktikan adanya korelasi antara lamanya pemberian ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) konsentrasi 5,0 pg/mL yang diberikan selama
masa pre sampai dengan post hatching dengan kadar IL-6, kadar IL-10,
ekspresi osifikasi tulang keras dan peningkatan panjang badan.

6.  Membuktikan adanya korelasi antara peningkatan panjang badan dengan
kadar IL-6, kadar IL-10 dan ekspresi osifikasi tulang keras.

7. Membuktikan adanya korelasi antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-
6, kadar IL-10.

8. Membuktikan adanya korelasi antara kadar IL-6 dengan kadar IL-10.

14 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

1. Dapat digunakan untuk mengetahui pertumbuhan dan perkembangan model
zebrafish stunting sampai usia 6 dpf akibat induksi rotenon sebagai salah
satu contoh pestisida.

2. Dapat digunakan untuk menjelaskan pengaruh pemberian ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) dalam memperbaiki kondisi stunting melalui
penurunan kadar IL-6, peningkatan kadar IL-10 dan peningkatan osifikasi

tulang keras.




1.4.2 Manfaat Praktis
1. Memberikan acuan tentang pentingnya upaya preventif terhadap kejadian
stunting melalui pemenuhan nutrisi atau gizi yang baik mulai dari prahamil,

hamil dan pasca melahirkan.
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2. Memberikan gambaran pentingnya upaya preventif dengan meningkatkan
antioksidan tubuh terhadap paparan pestisida selama prahamil, hamil dan

pasca melahirkan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Stunting
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2.1.1 Pengertian Stunting

Balita dengan indeks panjang badan atau tinggi badan berdasarkan umur
(PB/U atau TB/U) dikatakan stunting jika dibawah standar normal. Sedangkan
balita dengan status gizi mengacu ke standar baku WHO dikategorikan stunting
apabila PB/U atau TB/U mempunyai nilai z-score <-2 SD (Standar Deviasi)
(Kemenkes RI, 2016).

Untuk mengetahui status gizi anak berdasarkan ketentuan PB/U, maka
langkah pertama yang dilakukan adalah mengukur panjang/tinggi badan
(PB/TB). Parameter panjang badan digunakan untuk mengukur pertumbuhan
fisik linier pada anak umur 0-24 bulan dengan posisi berbaring bagi anak yang
belum bisa berdiri, sedangkan parameter tinggi badan (TB) digunakan untuk
mengukur pertumbuhan linier pada anak umur > 2 tahun dengan posisi berdiri
bagi anak yang mampu berdiri sendiri tanpa bantuan (WHO, 2006). Adapun

tehnik pengukuran PB dan TB dapat dilakukan seperti gambar dibawah ini :

A B

AS

Gambar 2.1 Pengukuran panjang badan dan tinggi badan
Keterangan : (A) Cara pengukuran panjang badan bayi umur 0-24 bulan dengan posisi
berbaring dan kaki lurus
(B) Cara pengukuran tinggi badan anak usia >2 tahun dengan berdiri
(WHO, 2008; Rogol & Hayden, 2014)
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Langkah selanjutnya setelah mengukur PB atau TB maka interpretasikan
hasil pengukuran melalui grafik lenght for age WHO Child Growth Standart
dengan memperhatikan sebelumnya jenis kelamin anak (Perempuan atau Laki-

laki) untuk menyesuaikan Growth Chart yang akan digunakan.
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Gambar 2.2 Grafik standar pertumbuhan berdasarkan TB/U usia 0-2 tahun
Keterangan: (A) Gambar grafik pertumbuhan berdasarkan TB/U usia 0-2 tahun untuk
laki-laki
(B) Gambar grafik pertumbuhan berdasarkan TB/U usia 0-2 tahun untuk
perempuan (WHO,2006)
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Langkah-langkah cara menggunakan Growth Chart (Grafik

Pertumbuhan) menurut WHO untuk TB/U sebagai berikut :

1. Menentukan usia, PB atau TB pada anak usia di bawah 2 tahun.

1. Menentukan angka yang berada pada garis horizontal pada Growth Chart.
Garis horizontal pada Growth Chart WHO memberikan gambaran tentang
umur dan panjang/tinggi badan.

2. Menentukan titik temu (plotted point) dari angka pada garis horizontal
dihubungkan dengan angka pada garis vertikal . Plotted point menjadi
gambaran perkembangan anak berdasarkan chart (kurva) pertumbuhan
WHO (IDAI, 2013).

Tehnik interpretasi Growth Chart menurut WHO untuk TB/U sebagai
berikut :

1. Garis 0 pada Growth Chart WHO menggambarkan median atau mean.

2. Garis lain disebut garis z-score. Pada Growth Chart WHO garis z-score
diberi angka positif (1, 2, 3) atau negatif (-1, -2, -3). Sedangkan plotted point
berada jauh dari garis median menginterpretasikan gangguan pertumbuhan.

3. Plotted point berada antara garis z-score -2 dan -3 diartikan <-2.

4. Plotted point berada antara garis z-score 2 dan 3 diartikan >2.

5. Cara menginterpretasikan arti plotted point pada Growth Chart WHO bisa

mengacu pada tabel 2.1 dibawah ini (IDAI, 2013).
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Tabel 2.1 Tabel Pedoman Pertumbuhan Bayi Berdasarkan WHO
(WHO, 2006; IDAI, 2013)

Indikator pertumbuhan

Z-skor Panjang / tinggi Berat terhadap Berat terhadap IMT terhadap
terhadap umur umur panjang / tinggi umur
Di atas 3 Lihat catatan 1 Obesitas Obesitas
; Overweight Overweight
Liine2 Lihatcatatan2 |  (GiziLebih) | (Gizi Lebih)
Berisiko Gizi Berisiko Gizi
Di atasl Lebih Lebih
(Lihat catatan 3) | (Lihat catatan 3)
0 (median)
Di bawah -1
Di bawah -2 Pcrgwakan Pendek Gizi Kurang Kurus Kurus
(Lihat catatan 4)
Perawakan Sangat Gizi Buruk

Di bawah -3 Pclndck / Kerdil (Lihat catatan 5) Sangat Kurus Sangat Kurus
(Lihat catatan 4)

2.1.2 = Faktor-Faktor Penyebab Stunting

Stunting merupakan bentuk manifestasi dari malnutrisi berhubungan
dengan multifaktor yang kompleks sebagai penyebabnya. Bloem (2013)
menjabarkan tentang penyebab terjadinya malnutrisi berkaitan dengan berbagai
aspek antara lain tidak adekuatnya asupan gizi, kurangnya pengetahuan,
kurangnya perhatian dan fasilitas kesehatan bagi ibu dan anak, akses terhadap
pangan sehat sulit, sampai terhadap berbagai aspek-aspek yang mendasar
meliputi aspek sosial, ekonomi dan politik.

Stunting dan kesehatan lingkungan, beberapa penelitian telah
membuktikan bahwa kontribusi penyehatan lingkungan terhadap pengentasan
masalah stunting cukup besar, salah satunya penelitian tentang anak-anak di
Bangladesh yang terakses air minum bersih, jamban, serta fasilitas CTPS (Cuci
Tangan Pake Sabun) pertumbuhan tinggi badannya 50% bertambah lebih tinggi
dibanding anak yang tidak mendapat akses tersebut (Lin et al., 2013). Dalam

sebuah jurnal juga disebutkan bahwa hygiene dan sanitasi yang buruk
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menyebabkan gangguan inflamasi usus kecil yang mengurangi penyerapan zat
gizi dan meningkatkan permeabilitas usus yang disebut juga Environmental
Enteropathy (EE) dimana terjadi pengalihan energi, yang seharusnya digunakan
untuk pertumbuhan tetapi akhirnya digunakan untuk melawan infeksi dalam
tubuh (Zahraini, 2016)

Saat ini berdasarkan beberapa survey yang dilakukan, masalah
kesehatan lingkungan di Indonesia masih cukup tinggi. Masih sekitar 24%
masalah tempat Buang Air Besar (BAB) yang tidak sehat (BAB masih
menggunakan tempat terbuka) dan terdapat 14% tidak memiliki jangkauan
terhadap sumber air bersih (JMP, 2013), padahal ketika anak-anak tumbuh di
lingkungan dengan sanitasi yang buruk, maka risiko mereka terkena penyakit
menjadi lebih besar dan kemungkinan berulang juga tinggi, inilah yang
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan mereka (Zahraini, 2016)

Masalah stunting bukan hanya disebabkan kurangnya asupan makan
sesuai kebutuhan. Seperti halnya masalah kurang gizi lainnya, bahwa secara
langsung stunting memang disebabkan oleh kurangnya asupan gizi yang cukup
serta ancaman penyakit infeksi yang berulang dan kedua hal ini saling
mempengaruhi. Namun bila dilihat lebih dalam bahwa dua penyebab langsung ini
sangat dipengaruhi oleh bagaimana pola asuh ibu, ketersediaan pangan di

tingkat rumah tangga, hingga sanitasi lingkungan (Zahraini, 2016).
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PENYEBAB
Faktor Keluarga dan Makanan Pelengkap Yang Tidak ASI Infeksi
Keadaan Rumah Tangga Memadai
Faktor Ibu Lingkungan Rendahnya Praktek Yang Keadaan Air Praktek Yang Klinik dan
Rumah Kualitas Makanan Inadekuat dan Makanan Tidak Subklinik
adekuat
- Kekurangan - Minimnya - Rendahnya - Frekuensi - Air dan - Kerlambatan | - Infeksi
Nutrisi Selama stimulasi Kualitas - Makan tidak makanan yang IMD usus; diare,
Prakonsepsi, - Aktivitas pada Mikronutrisi teratur terkontaminasi | - Tidak ASI envirotment
Kehamilan anak - Rendahnya - Makan tidak | - Kebersihan Ekslusif enterophaty
- dan Menyusi - Perawatan keanekaragaman adekuat saat - Terlalu cepat , cacingan
- Tinggi badan yang buruk makanan dan setelah pengolahan penyapihan - Infeksi
pendek saat - Sanitasi dan sumber protein sembuh dari makanan pernafasan
hamil Ketersediaan hewani sakit - Penyimpanan - Malaria
- Infeksi air yang buruk | - Rendahnya kadar | - Konsistensi dan Persiapan - Menurunya
- Kehamilan - Keamanan nutrisi makanan makanan yang nafsu
Remaja makanan - Rendahnya rendah tidak aman makan saat
- IUGR dan - Ketidakcukupa asupan energi - Tidak infeksi
Prematur n makanan pada makanan merespon
- Terlalu dekat - Rendahnya makanan
jarak kelahiran pendidikaan
pengasuh
|
Ekonomi dan Politik Kesehatan dan Pendidikan Social dan Pertanian dan Air, sanitasi
pelayanan Budaya sistem pangan dan
kesehatan Lingkungan
- Kebijakan
perdagangan dan - Akses pelayanan Akses Aturan dan - Produksi - Infrastruktur
harga makanan kesehatan pendidikan keyakinan makanan dan air dan
- Regulasi - Kualitas berkualitas Jaringan pemrosesan sanitasi
pemasaran pelayanan Kualitas dukungan - Ketersediaan | - Kepadatan
- Stabilitas politik kesehatan pengajar social Mikronutrisi populasi
- Kemiskinan, - Infrastruktur Kualitas Pola asuh Pada - Perubahan
pendapatan dan - Ketersediaan kesehatan Status makanan iklim
kekayaan peralatan pelajar perempuan - Kualitas dan - Urbanisasi
- Layanan keuangan - Kebijakan Infrastruktur keamanan - Penyakit
- Pengangguran dan kesehatan dan dan makanan alami dan
mata pencaharian sistem pelayanan buatan
kesehatan manusia

Gambar 2.3 Kerangka konseptual pertumbuhan dan perkembangan stunting menurut WHO

dan Stewart et al. (2013)
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2.1.3 Patogenesis Stunting

Ada beberapa hal yang menjadi patogenesis terjadinya stunting yaitu :

Defisiensi zat gizi

a.

Defisiensi protein

Defisiensi energi seseorang menggambarkan indikasi defisiensi zat gizi
lain. Jika hal ini dibiarkan dalam waktu lama, maka berdampak
terjadinya penurunan berat badan. Berat badan yang menurun
mengakibatkan kondisi gizi kurang yang berefek terhadap terhambatnya
proses pertumbuhan linier (Almatsier, 2009). Defisiensi protein
mengakibatkan retardasi pertumbuhan dan maturasi tulang karena
protein merupakan zat gizi essensial pada pertumbuhan. Walaupun
asupan energi cukup, jika asupan protein kurang dapat menyebabkan
pertumbuhan balita terhambat (Oktarina & Sudiarti, 2013).

Defisiensi zinc

Pada kekurangan zinc, berdampak terhadap terhambatnya metabolisme
GH (Growth Hormone) dalam mensintesis dan mensekresi IGF-1.
Penurunan sekresi IGF-1 menyebabkan stunting. Kekurangan zat besi
dapat menyebabkan gangguan sistem immunitas (Adriani & Wirjatmadi,

2012).

Stress oksidatif

Berdasarkan status gizi pada anak-anak stunting mengalami peningkatan

stres oksidatif dan menurunnya sistem pertahanan antioksidan dibandingkan

dengan anak-anak yang sehat. Stres oksidatif, malnutrisi dan tingkat sosial

rendah mungkin memainkan peran penting dalam patogenesis stunting

(Aly et al., 2014). Biomarker stres oksidatif darah termasuk katalase (CAT),

superoksida dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), plasma glutathione
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(GSH), protein plasma total, total kapasitas anti oksidan (TAC), tembaga
(Cu), seng (Zn) dan vitamin C (Aly et al., 2014).

Infeksi berulang

Balita sering menderita sakit akan berefek terhadap pertumbuhannya
karena pada kondisi sakit dibarengi anoreksia (Malde et al., 2010), sehingga
asupan gizi digunakan lebih banyak untuk melawan infeksi bukan untuk
proses pertumbuhan.

Inflammasi

Mekanisme lain yang menyebabkan terjadinya stunting adalah inflammasi.
Penelitian  menunjukan - bahwa inflammasi dapat mempengaruhi
pertumbuhan janin, menyebabkan berat badan lahir rendah dan berdampak
stunting (Prendergast, 2014). Peningkatan IL-6 sebagai mediator inflammasi
kronis pada - perkembangan tulang post natal berpengaruh pada
perkembangan tulang. IL-6 telah terbukti menjadi mediator yang
bertanggungjawab untuk 'menghambat mineralisasi tulang sehingga

pertumbuhan tulang terhambat dan menjadi stunting (Prendergast, 2014).
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2.1.4 Dampak Stunting

K Masalah Umum dan Dampak Jangka
Pendek
(o) Kesehatan Perkembangan Ekonomi
e TMorbiditas o |Kognitif e 1 Pengeluaran
N * tMortalitas e |Motorik dan kesehatan
perkembangan [» 1Biaya
STUNTED bahasa pengobatan
GROWTH s
AND E
DEVELOPMENT

Kesehatan

Perkembangan

Ekonomi

e | Postur tubuh ¢ |Prestasi di e |Kapasitas
N ‘ dewasa Sekolah kerja

¢ tObesitas dan e |Kemampuan | e |Produktifit
S penyekit penyerta belajar as kerja

o | kesehatan
reproduksi

potensi tidak
tercapai

Gambar 2.4 Dampak jangka pendek dan jangka panjang dari stunting
(WHO, 2013)

2.1.5 Mekanisme Keterlambatan Pertumbuhan Linier

Pertumbuhan linier adalah suatu tahapan yang mencakup pertumbuhan
somatik, diferensiasi dan maturasi dari fungsi organ. Linier Growth dimulai dari
konsepsi dan berakhir ketika akhir usia remaja atau awal wusia 20-an.
Pertumbuhan terjadi karena hiperplasia & hipertropi sel (Coley et al., 2006). TB
atau PB merupakan indikator dari ukuran skeletal dan hal ini memiliki hubungan
antara komposisi dan kepadatan mineral tulang. Anak dikatakan tinggi
berdasarkan umurnya jika memiliki massa dan kerapatan tulang lebih besar dari
anak stunting (Zemel, 2013). Pertumbuhan tulang panjang terjadi di plate

pertumbuhan melalui siklus osifikasi endochondral (Gat-Yablonski et a., 2013)
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Mekanisme keterlambatan pertumbuhan linier kemungkinan disebabkan
terhambatnya awal fase chilhood yang dipengaruhi oleh growth hormone.
Regulasi zat gizi nutrisi dan sistem hormon berkontribusi pada kontrol
pertumbuhan anak. Mekanisme  stunting merupakan interaksi antara sistem
hormon (GH, insulin, Kortisol), growth factor (IGFs) dan binding protein serta
reseptor seluler di sel target, kekurangan zat gizi dan pelepasan sitokin selama
masa infeksi (Muslihah, 2012).

Mekanisme saat tubuh berhenti untuk tumbuh sebagai respon dari
defisiensi zat gizi melalui penurunan produksi pertumbuhan, penurunan regulasi
reseptor, berkurangnya dan gagalnya sintesis protein adalah sebagai tanda klinis
dari kekurangan protein, seng, Mg, Phosfor dan Kalium/potasium. Penurunan
pada tingkat seluler berefek pada sistem imun yang berakhir dengan prevalensi
penyakit infeksi meningkat. Hal ini menggarisbawahi pengamatan penelitian
bahwa gagal untuk tumbuh berkorelasi dengan berkurangnya respon imun

(Muslihah, 2016).

2.1.6 Hubungan Infeksi, Inflammasi Dengan Keterlambatan Pertumbuhan
Linier

Peradangan terbukti berkorelasi dengan kurang gizi, infeksi berdampak
undernutrition melalui kurangnya asupan zat gizi dan gangguan perubahan
metabolisme. Misal ketika sakit, appetite menyebabkan asupan makan
berkurang, absorpsi menurun, berkurangnya zat gizi. Penurunan asupan makan
diikuti appetite terjadi umumnya pada anak dengan malaria, gastroenteritis, ISPA
dan cacingan. Respon metabolik dari infeksi terjadi malabsorpsi dan pelepasan
sitokin merupakan bagian yang bertanggungjawab kegagalan dan terhambatnya
pertumbuhan anak. Infeksi berkontribusi terhadap pertumbuhan terhambat

melalui luka mukosa usus halus, hal ini menyebabkan malabsorpsi, terutama zat
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gizi mikro, dan meningkatkan permeability terhadap antigen dan bakteri
(Muslihah, 2016).

Respon inflammasi merupakan proses yang terbentuk sebagai
pertahanan terhadap adanya trauma atau invasi dari organisme atau zat asing.
Inflammasi ditandai dengan perubahan sistematik dan lokal dalam ekspresi dan
dapat menjadi sebagai aktivator atau inhibitor. Pengaruh inflammasi terhadap
pertumbuhan tulang terjadi dua kali. Pertama, efek inflammatori sistemik yang
mempunyai konsekuensi terhadap hormon, metabolisme mineral dan zat gizi
lainnya yang berpengaruh terhadap pertumbuhan tulang. Kedua, mediator sitokin
dari inflammasi yang menyebabkan perubahan lokal dalam regulasi sel untuk
mempengaruhi proses endochondral dalam growth plate, dan aktivitas modeling

dan remodeling yang berhubungan dengan pertumbuhan (Muslihah, 2016).

2.1.7 Upaya Menurunkan Stunting
Beberapa upaya program pemerintah untuk menurunkan stunting dalam
daur kehidupan seorang wanita yaitu :
1. Pemberian ASI Ekslusif
ASI Eksklusif dapat menekan risiko prevalensi stunting karena ASI memiliki
komposisi kekebalan dan kalsium pada ASI mempunyai bioavailabilitas
tinggi hal ini memudahkan penyerapan secara optimal terutama pada proses
pembentukan tulang (Almatsier, 2009).
2. Perubahan perilaku
Upaya-upaya yang dapat dilakukan untuk menurunkan pemicu stunting yaitu
dengan perubahan perilaku masyarakat berikut ini
a. Berhenti cara BAB di sembarang tempat
b. Kebiasaan cuci tangan dengan sabun

c. Pengelolaan air minum dan makanan rumah tangga
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d. Pengaturan dan pembuangan sampah rumah tangga yang aman
e.  Pembuangan limbah cair rumah tangga yang aman
Beberapa kampanye terhadap masyarakat yang berhubungan dengan
sanitasi yaitu pengenalan PHBS (Perilaku Hidup Bersih dan Sehat) seperti
kampanye penggunaan jamban sehat, kampanye penggunaan air bersih dan
kampanye CPTS (Cuci Tangan Pakai Sabun) pada air yang mengalir dan bersih

(Zahraini, 2016)

2.1.8 Intervensi Gizi Untuk Mengatasi Defisiensi Zat Gizi Makro dan Mikro
Pada Ibu dan Anak

Menurut Bhutta et al. (2013) 10 intervensi gizi menurut siklus kehidupan
dalam mengentaskan defisiensi gizi dan kekurangan zat gizi makro pada ibu dan
anak. Fokus sasaran berdasarkan siklus kehidupan wanita yaitu :

1. Nutrisi prahamil dan kesehatan remaja.

2. Pemberian suplemen makanan pada ibu.

3. Pemberian suplemen/fortifikasi zat gizi mikro.
4. ASI| & MP ASI.

5. Pemberian suplemen makanan pada anak.
6. Diversifikasi makanan.

7. - Stimulasi dan perilaku makan.

8. Treatment SAM (severe acute malnutrition).
9. Pencegahan dan tata laksana penyakit.

10. Intervensi gizi untuk emergensi atau kegawat-daruratan.

2.2 Interleukin 6 (IL-6)
Sitokin adalah suatu group glikoprotein kecil yang diproduksi sebagai

respons terhadap antigen dan diketahui sebagai mediator dalam regulasi sistem
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immunitas langsung dan adaptif. Sitokin bersifat pleotropik selain berperan dalam
sistem kekebalan tubuh, sitokin juga berperan dalam proses hematopoeisis dan
berinteraksi dengan growth factor. Mekanisme kerja sitokin dalam satu kaskade
dapat bersifat saling sinergis maupun antagonis. Secara umum, sitokin dibagi
menjadi tiga keluarga besar yaitu sitokin proinflammasi (IL-13, TNF-a, IL-6),
sitokin antiinflammasi (IL-4, 1L-10, IL-13) dan sitokin hematopoeitik (IL-3, IL-5)
(Tickell & Walson, 2016).

IL-6 adalah mediator inflammasi awal yang kritikal dan memainkan
peranan penting dalam respon imun secara keseluruhan. 1L-6 adalah mediator
kunci dari respon fase akut. IL-6 diasosiasikan dengan penyakit atherosklerosis
dan mediator kunci respon inflammasi pada iskemik otak. Iskemik otak
menginduksi pelepasan IL-6 ke aliran darah. IL-6 disebut juga sebagai stimulator
poten aksis HPA dibandingkan sitokin lainnya. IL-6 memiliki keunikan dalam
fungsinya yaitu dapat menyebabkan atau menghambat reaksi inflammasi (Tickell
& Walson, 2016).

IL-6 memiliki peranan utama dalam respon otak terhadap kerusakan
jaringan otak. Sebagai respon awal, neutrofii melakukan ekstravasasi ke
parenkim otak melibatkan proses perpindahan, aktivasi dan transmigrasi dari P
dan E—selectin yang diikuti kemudian oleh peningkatan kadar ICAM dan VCAM
dan meningkatkan migrasi leukosit menuju parenkim otak. TN-a dan IL-1R
menyebabkan neutrofil terdegranulasi dan terjadi kerusakan jaringan oleh matrix
metalloproteinase (MMP) dan TGF-R3, sedangkan IL-6 akan menghambat TNF-a
dan proses diapedesis neutrofil (Tickell & Walson, 2016).

Pada studi penelitian anak-anak yang menderita penyakit infeksi
menggambarkan sistem immunologi dari Tumor Necrosis Factor-a (TNF) dan
IL-6 pada anak yang terinfeksi sebagian besar lebih tinggi dibandingkan pada

anak dengan status gizi baik (Rytter et al., 2014)
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Sitokin yang meningkatkan kerja osteoklas ialah granulocyte-macrophage
colony-stimulating factors (GM-CSF), macrophage colony-stimulating factors (M-
CSF), TNF-q, interleukin-1 ~dan interleukin-6, sedangkan faktor lokal yang
meningkatkan kerja osteoblas ialah IL-4 dan transforming growth factor f3
(TGF-B) (Sihombing et al., 2012).

Pada masa anak-anak jika mengalami inflammasi kronis dan terjadi
kelebihan kadar IL-6 dapat menyebabkan kegagalan dalam pertumbuhan yang
mengarah ke kondisi stunting, kadar IL-6 yang tinggi berdampak negatif terhadap
expresi gen IGF-1 di hati dan meningkatkan degradasi insuline-like growth factor
binding protein-3 (IGFBP-3) (Gaspari et al., 2011; Sederquist et al., 2014).

Pada inflammasi kronis seperti arthritis juvenile idiophatic dan penyakit
cronh menggambarkan bahwa sitokin proinflammasi memediasi pertumbuhan
terhambat (stunting) melalui penurunan IGF-1 (De Benedetti et al., 1997; Walter,
et al.,, 2009). Disebutkan pula pada kondisi inflammasi kronis, sitokin
proinflammasi meregulasi dan melepaskan sitokin proinflammasi (TNF-a, IL-1B
dan IL-6) dalam kadar yang tinggi pada peredaran dan secara langsung
bertindak menekan plate pertumbuhan tulang rawan dan menginduksi apoptosis
sehingga menekan pertumbuhan tulang (Sederquist et al., 2014).

Hubungan inflamamsi kronis pada BBLR dan supresi IGF-1 dapat
menjelaskan penurunan pertumbuhan linier yang terjadi sejak lahir pada bayi di
Afrika dan Asia (Victora et al., 2010; Prendergast et al., 2014).

Pertumbuhan stunting merupakan komplikasi utama dari inflammasi
kronis dan infeksi berulang pada anak-anak. Penelitian dilakukan pada tikus
transgenik yang diinduksi murine sehingga mengalami gangguan pertumbuhan
fenotype, gangguan pertumbuhan pada tikus transgenik pada penelitian ini
menunjukkan ~bahwa IL-6 ~memediasi penurunan produksi IGF-1 pada

mekanisme utama inflammasi kronis yang mempengaruhi pertumbuhan
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terhambat. Dan berdasarkan uji statistik pertumbuhan terhambat, peningkatan
kadar IL-6 berhubungan dengan penurunan nilai kadar IGF-1 (De Benedetti
et al., 1997).

IL-6 telah dianggap bertindak secara'sistemik menekan pertumbuhan
dengan mengubah aksis GH/IGF-1, meskipun penelitian terbaru menunjukan
bahwa IL-6 juga memiliki efek langsung pada kondrosit plate pertumbuhan
(Nakajima et al., 2009; Fernandez-Vojvodich et al., 2013).

Efek lokal IL-6 pada retardasi pertumbuhan berhubungan dengan
penurunan kepadatan sel pada zona proliferasi, penurunan panjang dan area

zona hypertropi pada plate pertumbuhan (Macrae et al., 2006).

2.3 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 merupakan sitokin pengatur mediator immun dalam proses
inflammasi bersama interferon-y, limfotoxin, interleukin-2 (IL-2), migration
inhibitor factors, dan TNF-a (Soeroso, 2007).

IL-10 adalah sitokin terbanyak disekresi oleh monaosit, memiliki efek
pleiotrofik pada sistem imun dan dikenal karena kemampuannya untuk
mensuppresi aktivitas dan fungsi efektor sel T, monosit & makrofag. IL-10
adalah sitokin antiinflammasi utama dalam respon imun alamiah dan adaptif
berperan menghentikan respon inflamasi berlebihan melalui inaktifasi makrofag
dan sel T. Sitokin ini merupakan mediator inflammasi lokal dan sistemik dan
dapat diproduksi tubuh dalam jumlah besar sehingga mudah terdeteksi dalam
serum (Fridolina & Mefi, 2016).

Diantara group sitokin yang menstimulasi osteoklastogenesis yaitu IL-1,
IL-3, IL-6, Leukemia Inhibitory Factor, Oncostatin M Ciliary Neurotropic Factor
Tumor Necrosis Factor, Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor dan

Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF). Sedangkan IL-4, IL-10, IL-18
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dan interferon-gamma merupakan sitokin  penghambat osteoklastogenesis
(Manolagas, 2000).

Sitokin adalah mediator dari respon inflamasi tubuh terhadap infeksi,
diproduksi oleh limfosit T dan makrofag diaktifkan. Sel T merespon baik Th-1
(memproduksi - interferon y, TNF-a, IL-1 dan IL-2) maupun Th-2 (memproduksi
IL-4, IL-5, IL-10 dan IL-13). Respon Th-1 memberikan perlindungan terhadap
infeksi virus dan bakteri (immunitas seluler) dan respon Th-2 melindungi dari
alergi dan infeksi parasit (immunitas humoral). Sitokin proinflammasi
menginduksi produksi kaskade sitokin dari limfosit, yang selanjutnya memodulasi
fungsi limfosit. Sitokin juga mampu autoregulasi IL-10 dan IL-4, diproduksi dalam
menanggapi sitokin proinflammasi, menekan produksi sitokin proinflammasi
lainnya (Kaur et al., 2009).

Profil anak-anak kurang gizi, pada sistem kekebalan tubuh terhadap
respons Th2 yaitu kadar IL-4 dan IL-10 yang tinggi sedangkan kadar IL-2, IL-12
dan IFN-y rendah. Peningkatan kadar [L-6 dan TNF-a berhubungan dengan
infeksi dan observasi yang mendukung yaitu induksi fase akut (Basso et al.,
2009; Ritter et al., 2014). Anak-anak malnutrisi tampaknya memiliki sitokin
antiinflammasi yang tinggi dan kurang jelas pengaruh tingkat sitokin
proinflammasi dalam darah, berbeda dengan sebagian besar ekspresi sitokin
proinflamasi di usus anak kurang gizi (Opal & Depalo, 2000; Rytter et al., 2014).

Ada peningkatan produksi IL-10 pada anak-anak mengikuti rehabilitasi
makanan, secara signifikan pada anak-anak yang menerima dadih. Ini mungkin
untuk melawan efek merusak dari peningkatan sitokin proinflammasi TNF-q,
dan IFN-y (Kaur et al., 2009).

Rehabilitasi gizi dengan curd sekitar dua minggu pada anak dengan gizi

buruk, kadar sitokin antiinflamasi IL-10 meningkat (Kaur et al., 2009).
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2.4 Osifikasi Tulang

Osifikasi tulang adalah suatu proses pembentukan tulang yang meliputi
kejadian perubahan proses pengerasan tulang rawan menjadi tulang sejati.
Proses osifikasi terjadi pada masa perkembangan fetus (prenatal) dan setelah
individu -lahir (postnatal). Pada tulang panjang perkembangan terjadi sampai
individu mencapai dewasa (Djuwita et al, 2012).

Osifikasi tulang terdiri dari proses modeling dan remodeling terjadi
sepanjang kehidupan mulai dari janin usia 6-7 minggu sampai dengan usia
lanjut. Proses pembentukan dan penyerapan mencapai keseimbangan usia 30-
40 tahun, pada keadaan fisiologis keseimbangan pada wanita terganggu saat
memasuki usia menopause sedangkan pada laki-laki pada usia 60 tahun, proses
pembentukan tulang (osifikasi) terjadi selama masa pertumbuhan (Manolagas
et al., 2002). Pertumbuhan tulang menggambarkan perubahan struktur tulang
yakni pada saat pembentukan skeleton, pertumbuhan dan pematangan (Morvan,

2006).

2.4.1 Remodeling Tulang

Proses remodeling merupakan dua tahapan aktivitas seluler yang terjadi
secara siklik, yakni resorpsi tulang lama oleh osteoklas dan formasi tulang baru
oleh osteoblas. Pertama-tama, osteoklas akan menyelenggarakan resorpsi
melalui proses asidifikasi dan digesti proteolitik. Segera setelah osteoklas
meninggalkan daerah resorpsi, osteoblas menginvasi area tersebut dan memulai
proses formasi dengan cara mensekresi osteoid (matriks kolagen dan protein
lain) yang kemudian mengalami mineralisasi. Normalnya, kecepatan resorpsi dan
formasi tulang berlangsung dalam kecepatan yang sama sehingga massa tulang
tetap konstan. Selama kehidupan proses resorpsi dan formasi tulang terus

berlangsung. Pada awalnya pembentukan tulang lebih cepat dibanding dengan
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Gambar 2.5 Skema proses remodeling tulang.

Keterangan : = Dalam Siklus ini, aktifitas yang konstan dalam diferensiasi osteoblas dan
osteoklas dari sel-sel progenitornya merupakan tahap esensial dalam
menjaga keseimbangan antara resorpsi tulang lama dan formasi tulang
baru (Epstein, 1995)

2.4.2 Siklus Remodeling Tulang

Siklus remodeling tulang dimulai dengan perekrutan sel-sel prekursor
osteoklas. Sel-sel ini berdiferensiasi menjadi osteoklas ketika mereka menerima
sinyal dari osteoblas. Osteoklas yang matur kemudian mensintesis enzim
proteolitik yang mencerna matriks kolagen. Resopsi tulang ini adalah tahap
pertama dari siklus renovasi. Fase yang panjang ini diatur oleh apoptosis
osteoklas. Fase selanjutnya dari siklus remodeling preosteoblas ditarik dari stem
sel mesenkimal dalam sumsum tulang. Osteoblas matur mensintesis matriks
tulang, terutama kolagen tipe | dan mengatur mineralisasi tulang yang baru
terbentuk. Beberapa osteoblas matur mungkin terjebak dalam mineralisasi tulang

dan menjadi osteosit (Thomas, 2012).
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Gambar 2.6 Siklus remodeling tulang
Keterangan: Proses aktifitas remodeling tulang dimulai dengan aktifitas prekusor

hemopoetik menjadi osteoklas yang secara normal akan berinteraksi
dengan linning cell osteoblas. Dalam fase reversal osteoklas menghilang,
digantikan oleh sel monosit yang bekerja menempelkan bahan yang akan
menjadi ‘lapisan cement’ , kemudian pada fase formasi tulang oleh
pengaruh sinyal tertentu osteoblas menempel dipermukaan lubang
lacuna howsip dan mensintesis kolagen, protein non-kolagen dan
mensekresinya membentuk osteoid yang pada akhirnya termineralisasi
ekstrasel menjadi ‘tulang’ (Compston, 2001).
2.4.3 Pengaruh Hormon Estrogen Terhadap Osteoblast dan Osteoklas
Estrogen endogen yang banyak ditemukan dalam tubuh manusia adalah

estradiol-1713 (Ez), estron (El) dan estriol (E3). Ketiganya merupakan steroid

dengan 18 atom karbon yang terbentuk dari kolesterol. Sumber primer estradiol
ialah kelenjar gonad (sel teka dan sel granulosa ovarium pada perempuan dan
sel Leydig pada laki-laki), sedangkan estron dan estriol disintesis di hepar dari
estradiol. Selain itu, pembentukan senyawa estrogen dapat pula berlangsung di
otot, jaringan lemak, jaringan saraf dan trofoblas (Sihombing, 2012).

Adapun peran estrogen dalam remodeling tulang yaitu ;

1. Efek estrogen pada sel-sel tulang

Reseptor estrogen dapat ditemukan pada sel osteoklas maupun osteoblas.

BRAWIJAYA

Estrogen telah lama dikenal sebagai agen antiresorptif yang bekerja
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terutama dengan menekan aktivitas osteoklastik.  Namun studi-studi
terakhir membuktikan bahwa efek antiresorptif tersebut dapat pula diha-
silkan melalui kerjanya pada osteoblas yang secara tidak langsung
mempengaruhi aktivitas osteoklastik (Sihombing, 2012).

Efek estrogen pada aktivitas osteoklas

Menurut Oursler (2003) membuktikan bahwa estrogen bekerja dengan
menekan diferensiasi osteoklas. Pembentukan osteoklas memerlukan
interaksi antara RANK (receptor activator nuclear factor kappa B, NF-kB)
dan ligannya, RANKL. Interaksi antara RANK dan RANKL ini diregulasi
oleh produksi osteoprotegerin (OPG). Estrogen mengendalikan diferensiasi
osteoklas dengan cara menghambat interaksi antara RANK dan RANKL.
Estrogen pun dapat menghambat produksi IL-6, IL-1 dan atau TNF-q,
IL-11, IL-7 dan TGF- yang juga penting dalam diferensiasi osteoklas.
Lama hidup osteoklas juga menentukan jumlah sel osteoklas pada
permukaan resorpsi tulang. Estrogen dapat menginduksi apoptosis dan
kematian osteoklas sehingga dapat secara langsung menurunkan aktivitas
resorpsi (Sihombing, 2012).

Efek estrogen pada aktivitas osteoblas

Efek estrogen dalam menekan aktivitas osteoklastik dapat terjadi secara
tidak langsung melalui aksinya pada reseptor osteoblastik. Salah satu
sitokin yang diproduksi oleh osteoblas, TGF-3, ditekan produksinya oleh
estrogen. TGF- berperan dalam diferensiasi osteoklas serta kelang-
sungan hidupnya. Estrogen pun menstimulasi produksi OPG
(osteoprotegerin) oleh osteoblas. OPG merupakan reseptor TNF yang
penting dalam menghambat diferensiasi dan aktivitas osteoklas. Estrogen
juga mengendalikan -aktivitas osteoklastik - dengan menekan  produksi

interleukin-6 (IL-6) yang diproduksi osteoblas (Sihombing, 2012).
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2.5 Rotenon
2,51 Gambaran Umum

Rotenon merupakan senyawa yang dihasilkan dari ekstrak tanaman
seperti dari akar tuba, biji bengkoang dan tanaman lain. Tanaman tuba tersebar
di Asia. Di Malaysia ditemukan banyak spesies (albinoe) polenta dari genera
Derris, Lonchocarpus dan Tephrosia (Zubairi et al., 2016). Di Indonesia tanaman
ini ditemukan di Jawa. Tanaman tuba tumbuh terpencar-pencar di tempat yang
tidak begitu kering, di tepi hutan, di pinggir sungai atau dalam hutan belukar yang
masih liar (Setiawati et al.,, 2008). Tamanan tuba mempunyai nama yang
berbeda-beda di setiap daerah di Indonesia. Misalnya di Jawa dikenal dengan
nama besto, oyod ketungkul, oyod tungkul, tuba, tuba akar, tuba jenu dan di

daerah Sunda dikenal dengan nama tuwa, tuwa lalear, tuba leteng (Adharini,

Gambar 2.7 Derris elliptica (Zubairi et al., 2016)

Tanaman berkayu dan tanaman pemanjat ini tumbuh di daerah dataran
rendah dan tidak berkembang di ketinggian. Diperlukan setidaknya 75% kadar air
tanah dengan suhu sekitar kira-kira 25 sampai 30°C untuk menghasilkan hasil
rotenon yang tinggi (Zubairi et al., 2016). Tanaman tuba yang dimanfaatkan

adalah bagian akar, karena mengandung senyawa rotenon (C23H2206)
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0,3-12% merupakan senyawa aktif untuk membunuh hama tanaman dan ikan liar
(Starr et al., 2003; Duraiapah, 2005). Adapun Taksonomi dari akar tuba adalah

sebagai berikut :

Filum : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Rosales

Filum . Caesalpiniaceae

Genus : Derris

Spesies : Derris elliptica Benth (Budiyanto et al., 2011)

Rotenon yang dihasilkan pada tanaman tuba akan mudah rusak jika
terkena udara, sinar matahari, kondisi basa dan toksisitas senyawa akan hilang
dalam 5 sampai 6 hari sinar matahari musim semi atau 2 sampai 3 hari sinar
matahari musim panas sehingga aman digunakan oleh petani (Hien et al., 2003;

Attawadee et al., 2006).

» Daun

> Batang

»> Akar

Gambar 2.8 Akar tuba (Derris eliptica)

Tanaman tuba memiliki karakter morfologi yang sama namun terdapat
keragaman dalam hasil analisa DNA. Punahnya tanaman tuba disebabkan oleh
eksploitasi yang berlebihan, alih fungsi lahan, kebijakan pemerintah dan sulitnya
tanaman menghasilkan biji (Wicaksono et al., 2015).

Racun tanaman tuba pada masa lalu dikenal sebagai derris dan sekarang
diketahui sebagai rotenon. Bahan aktif ini ditemukan pada akar tuba dengan

kadar antara 2v2-3%, paling banyak terkandung dalam kulit akar. Racun tuba

diekstrak dengan menumbuk akar yang segar atau yang telah dikeringkan, dan
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merendamnya dengan air hingga satu malam atau ada pula yang merebusnya
selama beberapa jam. Ekstrak ini kemudian diencerkan, dicampurkan dengan
larutan sabun untuk menstabilkannya, serta disemprotkan untuk menanggulangi
serangan hama (Budiyanto et al., 2011).

Rumus senyawa dari rotenon seperti disajikan pada gambar 2.9 sebagai

berikut ini :

I

H,CO™

:

OCH,
Gambar 2.9 Rumus bangun rotenon (Adharini, 2008)

Senyawa aktif lainnya yang terkandung dalam akar tuba adalah dequelin
(0,15-2,9%), eliptone (0,35-4,6%) dan toxicarol (0-4,4%) (Amborese & Haag,

1985; Maini & Rejesus, 1993). Rotenon bersifat sebagai racun perut (Amborese

& Haag, 1985).

2.5.2 Struktur Fisik dan Kimia Rotenon

Rotenon memiliki struktur fisik dan kimia sebagai berikut :

Nama Umum : Rotenon
Rumus Empiris 1 Cy3H2,04
Nama Kimia (2R, 6aS, 12aS) 1,2,6,6a,12,12ahexahydro-

isopropenyl-8-9-dimethoxychromeno[3,4-b]
furo[2,3-h]chrome-6-one

Berat Molekul : 394.423 g/mol
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Kelarutan

Titik Leleh
Titik Didih
Tekanan
Penguapan
Jenis Pestisida
Stabilitas

Gambaran Bentuk

Tahun Teregistrasi

Tergolong senyawa fenolik

: Larut terbatas dalam air : 2 mg/L @ 20°C,

15 mg/L @ 100°C.
Larut dalam pelarut organic lain yaitu :
e Etanol 2g/L@ 20°C;
e Carbontetrachloride 6 g/L @ 20°C
e Amyl acetate 16 g/L @ 20°C
e Xylene 34 g/L @ 20°C
e Acetone 66 g/L @ 20°C
e Benzene 80 g/L@ 20°C
e Chlorobenzene 135 g/L @ 20°C
e Ethylene dichloride 330 g/L @ 20°C

e Chloroform 472 g/L @ 20°C

TL65%6
1220 °C

:<1mPa@ 20 °C

: Botanical
: Sensitif terhadap cahaya dan air

Berbentuk Kristal berwarna kecoklatan dan

berbentuk serbuk berwarna coklat sampai coklat

keputihan

: Berdasarkan USEPA tahun 1947
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2.5.3 Toksisitas Rotenon

Rotenon adalah sitotoksin spektrum yang luas, karena menghambat
rantai transpor elektron di mitokondria. Ini adalah penghambat enzim
pernapasan, yang bekerja antara NAD + (koenzim yang terlibat dalam oksidasi
dan pengurangan jalur metabolisme) dan koenzim Q (enzim pernafasan yang
bertanggung jawab untuk membawa elektron ke dalam beberapa rantai transpor
elektron), yang mengakibatkan kegagalan fungsi pernapasan. Rotenon
menghambat oksidasi NADH ke NAD, menghalangi oksidasi oleh NAD dari
substrat seperti glutamat, a-ketoglutarat, dan piruvat. Rotenon menghambat
rantai pernafasan mitokondria antara nukleotida diphosphopyridine dan flavine.
Blokade ini diatasi oleh Vitamin K3 (menadione sodium bisulphate), yang
ternyata mengaktifkan bypass dari situs sensitif rotenon. Rotenon adalah
penghambat kuat dari transport elektron mitokondria. Pengaturan sintesis asam
lemak dalam mitokondria oleh rotenon dapat diubah setelah pemberian kronis,
yang mengakibatkan perubahan lemak di hati ( Zubairi et al., 2016).

Rotenon bersifat sebagai racun perut (Amborese & Haag, 1985). Rotenon
yang masuk ke dalam tubuh akan membuat organisme sulit bernapas karena
kesulitan mendapat oksigen. Senyawa rotenon dapat memasuki insang ‘ikan
secara langsung dan kerja rotenon adalah menghambat proses oksidasi ganda
NADH2, sehingga ikan tidak dapat melakukan respirasi. Cara menghilangkan
efek dari rotenon adalah dengan menggunakan potasium permanganat klorin,
methylen blue, aktif karbon atau air yang diaerasi dengan kuat (Hinson, 2000).
Senyawa dari tanaman tuba yang bersifat racun ini tidak boleh dialirkan ke

sungai karena dapat membuat ekosistem perairan mati (Olufayo, 2009).
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2.5.4 Mekanisme Kerja Rotenon Pada Osifikasi Tulang

Pestisida tergolong sebagai endocrine disrupting chemicals (EDCs) yaitu
bahan kimia yang dapat mengganggu sintesis, sekresi, transport, metabolisme,
pengikatan dan eliminasi hormon-hormon dalam tubuh (Utami et al., 2013).
Rotenon merupakan salah satu jenis pestisida yang memiliki mekanisme kerja
mengganggu komplek | mitokondria (Li et al., 2003).

Sel memiliki lapisan dinding sel yang bersifat bilayers. Rotenon dapat
masuk ke dalam sel melalui difusi pasif hal ini dikarenakan rotenon memiliki
molekul yang kecil dan bersifat non polar. Setelah masuk dalam sel melalui
difusi, rotenon masuk ke dalam mitokondria. Mitokondria terbagi menjadi 2
bagian yaitu bagian luar dan bagian dalam, bagian luar terdiri dari membran
halus, sedangkan bagian dalam berupa bagian berkelok-kelok ' (krista).
Mitokondria adalah organel sel yang berfungsi sebagai pengatur dalam aktivitas
metabolisme sel, respirasi sel dan penghasil energi sel dalam bentuk adenosine
triposhpat (ATP) (Kuhlbrandt, 2015).

Proses pembentukan ATP dalam sel meliputi 4 tahap yaitu glikolisis,
dekarboksilasi oksidatif, siklus krebs dan transport elektron. ATP terbanyak
dihasilkan pada tahap transport elektron(Bai et al., 2005).

Rotenon masuk dalam mitokondria memiliki mekanisme kerja
menghambat respiratory chain komplek | mitokondria penghasil ATP
(Radad et al., 2006). Respiratory chain komplek | merupakan bagian dari proses
transport elektron atau disebut juga dengan fosforilisasi oksidatif. Transport
elektron terjadi di inner membran dengan mengubah NADH dan FADH2 menjadi
32 ATP, 6H,0. Transport elektron memiliki 5 komplek enzim yaitu Komplek |
NADH dehidrogenase, NADH dehidrogenase mengkatalisis perpindahan 2
elektron dari NADH ke koenzim Q. Komplek 1l Suksinat dehidrogenase, Suksinat

dehidrogenase akan menerima elektron dari suksinat dan mengkatalisis reduksi
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Q menjadi QH, Komplek Il terdiri dari dua tahap. Komplek Il memindahkan
elektron ke suatu elektron carier sitokrom ¢ untuk selanjutnya dibawa ke komplek
IV. Komplek IV sitokrom oksidase, sitokrom oksidase akan mengambil elektron
dari sitokrom kemudian mentransfer elektron tersebut ke O,. Komplek V ATP
Sintase, pada komplek V ini akan dihasilkan ATP saat proton masuk dari ruang
intermembran ke matrik (Horton et al., 1996). Kompleks | mitokondria memegang
peranan penting dalam produksi ATP di mitokondria, kegagalan aktivitas pada
kelompok 1 ini menyebabkan penurunan produksi ATP oleh sel (Brooks et al.,
2004). Komplek | mitokondria awal titik masuk elektron dari NADH ke dalam
respiratory chain, apabila terjadi hambatan pada aktivitas protein kompleks |
mitokondria akan berdampak pada kompleks protein berikutnya, terjadinya
penghambatan kompleks | mitokondria dapat menstimulasi produksi reactive
oxigen spesies (ROS) (Turrens, 1997). ROS merupakan molekul reaktif yang
mengandung molekul oksigen dan radikal bebas yang dapat menyebabkan
stress oksidatif dan menyebabkan kerusakan molekul DNA, protein dan lipid
(Bai et al., 2005).

ROS pada mitokondria yang terpapar rotenon dihasilkan akibat hambatan
pada kompleks | mitokondria memproduksi O2 yang pada akhirnya membentuk
H,0, Tingginya produksi ROS pada mitokondria dapat berakibat terganggunya
aktivitas mitokondria dan dapat menyebabkan kematian sel (apoptosis)
(Murphy, 2009).

Rotenon dapat meningkatkan ekspresi Hsp 60 dan Bax yang dapat
mengarah pada apoptosis sel (Wijayanti et al., 2016). Rotenon menyebabkan
apoptosis dengan cara menghambat komplek | mitokondria, rotenon
menstimulasi  apoptosis melalui jalur intraseluler p38 JNK MAPK phatway,
aktivasi jalur instriksik - ini- menginduksi  protein Bcl 2 ke mitokondria dan

membentuk tulang yang menyebabkan lepasnya cytochrom c ke sitosol dan
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memicu caspase 9 mengaktifkan caspase 3 (Hu et al., 2008). Stress oksidatif
dapat menghambat pertumbuhan tulang dengan cara menghambat diferensiasi
osteoblast melalui extracelluler  signal-regulated kinase (ERK) dan ERK-
dependent NF-kf3 signal pathway (Bai et al., 2005). Penelitian yang dilakukan
oleh- Wolney et al (2009) menyatakan bahwa anak-anak dengan keadaan
mitokondria terganggu memiliki tubuh yang lebih pendek. Berdasarkan penelitian
Ariati et al (2017) menyatakan bahwa rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb
dapat menurunkan ekspresi OPG (osteoprotegrin) dan dapat meningkatkan
ekspresi RANKL (Receptor Activator Nuclear Kappa-f3 Ligan) pada stunting larva
zebrafish (Danio rerio). OPG dan RANKL merupakan penanda pertumbuhan
tulang untuk menilai proses osteoblastogenesis. Osteoprotegrin merupakan
suatu reseptor umpan terlarut untuk RANKL/osteoclast faktor diferensiasi, yang
dapat menghambat diferensiasi dan fungsi osteoklast (Undagawa et al., 2000).
OPG akan berikatan dengan RANKL untuk mencegah interaksi RANK-RANKL
pada progenitor osteoklast. Apabila OPG berikatan dengan RANKL maka dapat
menghambat osteoklastogenesis, menurunkan masa hidup osteoklas, dan
menginduksi apoptosis osteoklas, sebaliknya jika RANK-RANKL berinteraksi
maka memicu diferensiasi, aktivitas dan lama hidup dari osteoklas (Schoppet,
2002). Berdasarkan penelitian Sihombing (2012) menyatakan bahwa jika terjadi
peningkatan aktivitas osteoklas (osteoklastogenesis) maka produksi interleukin 6
(IL-6) juga meningkat, ini menandakan bahwa adanya proses inflammasi yang

meningkat pada proses pembentukan tulang (osifikasi tulang).
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Gambar 2.10  Ketergantungan terhadap osteoblast dalam diferensiasi
osteoklas

Keterangan : Pembentukan osteoklas matur mutlak memerlukan interaksi dengan
prekursor osteoblas melalui interaksi RANK dengan ligannya/RANKL
(Teitelbaum et al., 2003).

2.6 Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan (Centella asiatica) atau Centella asiatica L. (Gotu Kola) Urban
merupakan herbal yang dapat ditemukan di daerah tropis wilayah Asia Tenggara
seperti Indonesia, Malaysia, Sri Langka, India dan China terdapat juga di Afrika
Selatan dan Madagaskar (Orhan, 2012). Keajaiban dari kandungan Centella
asiatica atau pegagan telah terkenal sejak 2000 tahun yang lalu (Gohil, 2010). Di
India dan Afrika pegagan telah digunakan untuk mengobati berbagai penyakit
lepra, di Perancis pegagan sudah ditetapkan sebagai obat farmakopi, di India
penduduk telah lama menggunakan serbuk Centella asiatica untuk di seduh
dengan air panas dengan tujuan meningkatkan daya ingatan (Winarto, 2003), di
Bangladesh masyarakat meminum jus daun Centella asiatica setiap pagi hari
pada saat perut masih kosong dengan tujuan mengobati Jaundice (Rahmatullah

et al., 2011). Sejak zaman dahulu, pegagan telah digunakan untuk obat
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tradisional. - Akhir-akhir ini, pemanfaatannya di bidang farmakologi sangat

berkembang pesat (Damaiyani & Metusula, 2011).

2.6.1 Klasifikasi Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan berdasarkan Jahan et al (2012) diklasifikasikan sebagai

berikut :
Kingdom : Eukaryota
Subkingdom : Embryophyta
Deuvisi : Spermatophyta
Subdevisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledoneae
Subkelas : Rosidae
Superorder : Aralianae
Order . Araliales (Umbelliflorae)
Family : Aplaceae or Umbelliferae
Subfamily : Hydrocotyle
Genus : Centella
Spesies . Centella asiatica

Di Indonesia pegagan memiliki beberapa nama lain berdasarkan
daerahnya di Sumatera (Aceh) dikenal dengan nama daun kaki kuda, daun
pegagan, rumput kaki kuda, (Melayu) kaki kuda, (Minangkabau) Pegago,
pugago, Jawa (Sunda) cowet gopeng, antanan gede, antanan benar, Bali gagan-
gagan, ganggagan, kerok batok, panegowang, panigowang, rending, palduh,
penggaga, keke lere (sawo), Maluku : sarowati (Halmahera), kolotidi manora
(Ternate), Sulawesi : pagaga, wisu-wisu (Makasar), cipubalawo (Bugis), hisu-hisu
(Salayar) : Papua : Dogauke, gogauke, sandanan (BPOM, 2010). Di negara lain
Centella asiatica juga memiliki berbagai nama diantaranya Gotu Kola (Amerika),
Coctyliole asiatiqgue (Inggris), ban dai uyeh (Cina), Brahmi (India), takip kohol

(Thailand).
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2.6.2 Morfologi Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan merupakan tanaman herba tahunan memiliki batang berupa
stolon dengan panjang 10-80 cm, menjalar diatas tanah. Tanaman ini memiliki
daun tunggal yang terdiri atas dua sampai sepuluh daun berwarna hijau,
berbentuk kipas atau ginjal, bagian muka serta punggung licin, bagian tepi
bergerigi, kadangkala berambut, tulang berpusat di pangkal kemudian menyebar
ke ujung dan memiliki diameter satu hingga tujuh cm (Winarto, 2003).

Tangkai daun berbentuk seperti pelepah, agak panjang berukuran 5-15
cm, tangkai bunga pegagan sangat pendek, keluar dari ketiak daun, tersusun
seperti paying berwarna putih sampai merah muda. Jumlah tangkai bunga antara
1-5. Bentuk bunga bundar lonjong, cekung dan runcing ke ujung dengan ukuran
sangat kecil berbentuk bunga majemuk. Kelopak bunga tidak bercuping serta
tajuk bunga berbentuk bulat telur, terdiri dari 3-5 bunga (Winarto, 2003).

Buah pegagan berukuran kecil, panjang 2-2,5 mm, lebar 7 mm, berbentuk
lonjong atau pipih, menggantung, baunya wangi, berdinding agak tebal, kulit
keras dan berwarna kuning. Akarnya rimpang dengan banyak stolon,
berkelompok dan lama kelamaan meluas hingga menutupi tanah, merayap dan
berbuku-buku. Akar keluar dari buku-buku dan tumbuh masuk ke dalam tanah.

Akar berwarna kemerah-merahan (Winarto, 2003).

2.6.3 Habitat Pegagan (Centella asiatica)

Pegagan merupakan tanaman herba yang tumbuh dan hidup subur pada
daerah tropis serta sub tropis, tumbuh pula di ketinggian 1-2.500 meter dari
permukaan laut, di Asia tumbuh berlimpah pada tempat yang luas dan terbuka.
Di Indonesia pegagan bisa tumbuh di tempat terbuka, cenderung lembab contoh
selokan, pesawahan, pinggir jalan, savana serta pada tembok bagian pinggir

serta bebatuan dan tepi sungai (Chandrika, 2015).
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2.6.4 Kandungan Pegagan (Centella asiatica)

Centella asiatica memiliki berbagai kandungan diantaranya :
Kandungan Kimia
Kandungan kimia utama dalam Centella asiatica adalah triterpen saponin.
Triterpenoid menjadi biomarker utama terhadap kualitas dari Centella
asiatica dimana kualitas triterpenoid itu sendiri dipengaruhi oleh lokasi dan
kondisi lingkungan tumbuhnya tanaman tersebut (James & Durbey, 2009).
Adapun 4 zat aktif utama triterpen dalam Centella asiatica yaitu :

Tabel 2.2 Kandungan Triterpenoid Centella asiatica

Konsentrasi triterpenoid dalam

Jenis Triepghold ekstrak Centella asiatica (mg/ml)

Madecassoside 3.10+ 4.58
Asiaticoside 1.97 £ 2.65
Madecassic acid 0.55 + 2.29
Asiatic acid 0.55 +0.89

(Hasyim et al, 2011)

Kandungan Nutrisi (zat gizi)

Centella asiatica mengandung air dalam jumlah yang tinggi, disamping itu
mengandung zat gizi makro dan mikro, protein serta vitamin, seperti caroten,
tiamin dan asam askorbat. Berikut ini komposisi zat gizi yang dimiliki Centela

asitica yaitu :
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Tabel 2.3 Kandungan Zat Gizi (Nutrisi) Centella asiatica

--
'
<3
_D . . . ]
— Komposisi Nilai
——
- Moisture 84,6%
(=]
- — Protein 2,4%
 * ]
o Fiber (per 100g) 5.43¢g
g (Insoluble dietary)
e Soluble dietary 0.49¢
Mineral (mg/100g)
Kalsium 174
Phospor 32
Kalium 345
Natrium 107.8
Magnesium 87
Fe (Besi) 74,3
Zinc (Seng) 32,51
Cuprum 0.24
Crom 0.046
Ascorbic 11
Thiamine 0.04
Carotene 25.93
3 Carotene 3.90

(Hasyim et al., 2011; Joshi & Chaturvedi, 2013)

3. Kandungan Flavonoid

castilliferor castillicetin dan myricetin.

2.6.5 Manfaat Pegagan (Centella asiatica)

<
=
2

2003). Manfaat Centella asiatica antara lain :

Centella asiatica mengandung flavonoid sebagai berikut :
a. 3-glucosylquecetin, 3-glucosylkaemferol, dan 7- glucosylkaemferol
b. Dua flavonoid baru bernama castilliferol 1 dan castilliferol 2

c. Turunan flavonoid sperti quercetin, kaemferl, patuletin, katenin, palutelin,

Centella asiatica karena kaya akan kandungan kimia dan nutrisi, maka ia

mempunyai beberapa faedah menguntungkan bagi kesehatan tubuh (Winarto,
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Antioksidan

Radikal bebas diketahui dapat terjadi akibat adanya proses oksidasi pada
senyawa oksigen yang berada pada kondisi stabil kemudian berubah
menjadi senyawa tidak stabil, senyawa oksigen yang tidak stabil ini akan
merusak jaringan untuk memperoleh energi agar dapat kembali mencapai
keadaan stabil. Pemicu radikal bebas salah satunya paparan toksik, untuk
melindungi sel dari kerusakan oksidatif oleh oksidan, yang dihasilkan selama
metabolisme oksigen, sistem antioksidan digunakan oleh organisme aerobic
(Pittela et al., 2009). Centella asiatica memiliki kandungan triterpene yang
tinggi yang dapat memberikan efek antioksidan dan penyembuhan luka
(Rahman et al., 2013). Kandungan antioksidan yang tinggi pada Centella
asiatica berdasarkan studi in vitro dapat bekerja pada tiga jalur yaitu aktivitas
free radikal superoksida (86,4%), menghambat peroksida asam linoleat
(98,2%) dan akitivitas scavenging radikal (92,7%) (Vimala et al., 2003).
Berdasarkan Hashim et al (2011) aktivitas antioksidan pada Centella asiatica
sebesar 84% lebih tinggi dibanding biji anggur yaitu (83%) sedangkan
Vitamin C (88%). Selain kandungan triterpene kandungan yang dapat
berperan sebagai antioksidan adalah kandungan flavonoid, flavonoid mampu
memainkan peran dalam tubuh sebagai antioksidan penting (Chandrika
et al., 2015).

Anti Inflammasi

Ekstrak Centella asiatica bermanfaat sebagai anti inflammasi. Kandungan
Centella asiatica yang mampu memiliki efek anti inflammasi adalah flavonoid
dan triterpene (Chippada, 2011). Pemberian ekstrak Centella asiatica pada
tikus atritis dengan dosis (3, 10 dan 30 mg/kg). Arthitis dievaluasi dengan
pembengkakan belakang kaki, indeks - polyarthritis, ~dan pemeriksaan

histologi. Hasil penelitian didapatkan ekstrak Centella asiatica mengurangi
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proliferasi sel limpa, menurunkan tingkat plasma TNF-a dan IL-6, serta
mengurangi enzim PGE2 dan ekspresi COX-2 sehingga menghambat
mediator proinflammasi (Li et al., 2009).

Neuroprotectif

Pemberian esktrak daun segar dari Centella asiatica pada tikus dewasa
dengan dosis 2,4 dan 6 ml/kg selama 2, 4 dan 6 minggu kemudian hapusan
otak diamati di bawah mikroskop, menunjukan bahwa ekstrak yang diberikan
pada dosis 6 ml/kg selama 6 minggu menyebabkan peningkatan struktur
percabangan dendritik dalam neuron (Dhanasekaran et al., 2009).
Antimikrobial

Penelitian yang dilakukan untuk mempelajari aktivitas antimikroba dari
petroleom eter, etanol dan ekstrak tanaman pegagan dengan metode difusi.
Penelitian dilakukan dengan membandingkan ekstrak Centella asiatica
dosis 62,5, 125, 250, 500 dan 1000 mg/ml terhadap beberapa strain yang
dipilih diukur dan dibandingkan dengan antibiotik standar ciprofloxacin
(10pg/ml). Penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak etanol Centella asiatica
memiliki aktivitas antimikroba yang lebih tinggi dari petroleum eter dan
ekstrak air (Jagtap et al., 2009).

Kardioprotektif

Penelitian pada tikus infark miokard yang dievaluasi secara menyeluruh
mengenai kardioprotektif terhadap iskemia-reperfusi. Kegiatan kardioprotektif
dipelajari dengan mengukur ukuran infark dan memperkirakan tingkat
peroksida lipid dalam serum dan jaringan hati, serta elektrokardiogram I
digunakan untuk memantau percobaan. Pemberian dosis 100-1000 mg
ekstrak alkohol dari Hydrocotyle asiatica L yang tergantung pengurangan
persen ventrikel kiri-nekrosis (PLVN) serta tingkat lipid peroksida pada tikus

per oral selama 7 hari dibandingkan dengan kontrol hewan, didapatkan
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bahwa ekstrak hydrocotyle asiatica L memiliki aktivitas kardioprotektif dalam
membatasi iskemia-reperfusi yang disebabkan cedera miokard (Pragada
et al., 2004).

6. Manfaat lain dari centella asiatica adalah sebagai anti diabetes, anticemas,
anti protozoa, penyakit vaskuler dan dapat menurunkan retardasi mental
(Jamil et al., 2007), berdasarkan Jamer et al (2009) Centella asiatica
memiliki manfaat lain diantaranya Anti-ageing kosmetik, pemberian terapi
setelah laser, anti selulit, perawatan kulit, stretch marks, anti jerawat, anti

alergi, mencegah kulit kemerahan dan teriritasi.

2.6.6  Hubungan Manfaat Pegagan (Centella Asiatica) dengan Stunting
Berdasarkan penelitian Primihastuti et al (2017) pemberian eksrak etanol
Centella asiatica konsentrasi 2,5 pg/ml dan 5 pg/ml dapat meningkatkan panjang
badan pada model stunting larva zebrafish yang diinduksi rotenon 12,5 ppb,
meskipun belum dapat mengoreksi/mengembalikan 100% pada ukuran panjang
badan normal. Pada penelitian ini juga ditemukan bahwa pemberian ekstrak
etanol pegagan konsentrasi 5 pg/ml dapat meningkatkan osifikasi tulang (proses
pembentukan tulang) dan menurunkan. ekspresi RANKL pada model stunting
larva zebrafish. Sedangkan menurut Ariati et al (2017) pemberian ekstrak etanol
Centella asiatica dengan konsentrasi 1,25, 2,5 dan 5 pg/ml pada model stunting
larva zebrafish dapat meningkatkan ekspresi OPG dan penurunan ekspresi
RANKL. RANKL dan OPG merupakan biomarker terjadinya osifikasi tulang yang
sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan tulang, sedangkan pertumbuhan

tulang dapat menentukan pertumbuhan linier berikutnya.
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2.6.7 Dosis dan Toksisitas

Dosis standar pegagan (Centella asiatica) untuk orang deawasa berbeda-
beda tergantung pada tujuan penggunaan. Namun beberapa penelitian telah
menggunakan ekstrak standar yaitu pada dosis 90-120 mg per hari. Ekstrak
standar harus mengandung 40% asiaticoside, 29-30% asam asiatic, 29-30%
asam madecassic dan 1-2% madecassoside (UMCC, 2015).

Sulastri (2009) melaporkan uji toksisitas akut terhadap pegagan, studi
penelitiannya pegagan hingga dosis 2000 mg/kgBB tidak menimbulkan toksis,
karena tidak ada kematian pada hewan coba dan tidak terdapat toksikan secara
klinik yang bermakna di seluruh kelompok hewan coba yang diamati, efek
samping jarang terjadi, tetapi dimungkinkan dapat terjadi alergi kulit dan sensasi
terbakar pada penggunaan eksternal, sakit kepala/pusing, sakit perut, mual dan
mengantuk. Namun hal ini cenderung terjadi pada penggunaan Centella asiatica

dosis tinggi (UMCC, 2015).

2.7 Zebrafish (Denio rerio)

Zebrafish merupakan ikan air tawar yang berasal dari pedalaman sungai
di India mulai dari cekungan Gangga dan Brahmaputra sungai Bangladesh,
India, dan Nepal. Zebrafish juga terdistribusi di daerah Asia Tenggara bahkan
dapat ditemukan di-Amerika (Mayden, 2007; Spence, 2008). Zebrafish memiliki

taksonomi sebagai berikut :
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Tabel 2.4 Klasifikasi Zebrafish

Tingkatan Nama

Kingdom Animal

Filum Chordota

Kelas Actynoptergii
Ordo Cypriniformes
Famili Cyprinidae
Subfamili Rasborine

Genus Brachydanio
Spesies Brachydanio rerio

Sumber : Richard, 2011

Zebrafish mempunyai hama lain yaitu Denio rerio, leopard denio, Bony
Fish, brachyodanio rerio dan zebra denio (Richard, 2011). lkan ini merupakan
ikan yang lebih bertahan hidup dengan berkoloni. Ikan zebrafish memiliki siklus
hidup 14 jam gelap dan 10 jam terang (Whitmore et al., 2000). Rentang hidup
zebrafish berkisar antara 2-3 tahun, bahkan sampai dengan 5 tahun bila dalam
perawatan dan pemelihraaan. Zebrafish dikatakan usia dewasa bila memiliki
umur lebih dari 90 dpf, rata-rata panjang ikan dewasa 2-3 cm, pada usia 2-3
tahun panjang dapat mencapai 4-5 cm.

lkan dewasa memiliki garis-garis hitam dan putih horizontal pada
tubuhnya mulai dari sirip hingga ekor (caudal fin) yang tampak seperti zebra,
warna lain yang dapat muncul adalah garis biru hitam dan perak kuning.
Terdapat perbedaan warna pada jenis ikan jantan dan betina, ikan jantan
memiliki warna lebih terang dari pada betina pada daerah sirip samping dan ekor
(Slancev et al., 2005). Perbedaan lain yang dapat ditemukan antara jantan dan
betina adalah bentuk tubuh dan aktivitas, bentuk tubuh ikan betina lebih gemuk
di daerah perut dibanding ikan jantan (Schilling, 2002; Snekser et al., 2010),

pada aktivitas ikan jantan lebih agresif dari pada ikan betina (Pyron, 2003).
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Gambar 2.11 Perbedaan zebrafish jantan dan betina
Keterangan : Pada gambar A adalah zebrafish jantan, sedangkan gambar B adalah
zebrafish betina (Avdesh et al., 2012).

2.7.1 Perkembangan Zebrafish

Zebrafish merupakan jenis ikan yang berkembang biak dengan bertelur,
ikan betina mampu bertelur 2-3 hari sebanyak 200 telur per minggu. Ikan ini
memiliki siklus gelap terang vyaitu 10:14 (Sharif, 2014). Cahaya merupakan
isyarat kawin, ikan betina akan bertelur sesaat 30 menit setelah lampu
dinyalakan (jika di laboratorium) atau matahari terbit (jika dalam lingkungan alam)
dan akan dibuahi oleh ikan jantan. Proses pembuahan telur ikan terjadi diluar
tubuh, sehingga terjadinya fertilisasi tergantung dari ikan jantan (Richard , 2011).

Segera setelah telur dilepas oleh ikan betina akan terjadi fertilisasi,
namun jika tidak dibuahi pertumbuhan telur terhenti dan akan mati. Fertilisasi
merupakan awal dari perkembangan zebrafish yang akan menghasilkan zigot.
Terdapat tujuh tahap perkembangan embrio zebrafish, Danio (brachydanio) mulai
dari embryogenesis sampai dengan zigot melalui proses : pembelahan
(cleavage), blastula, gastrula, segmentasi, pharyngula, dan hatching periods.
Tiga hari pertama (72 jam) merupakan tahap utama dalam perkembangan

embrio dari awal setelah terjadinya fertilisasi (Kimmel et al., 1995).
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Gambar 2.12 Perbedaan telur zebrafish yang fertil dan yang tidak fertil
Keterangan : Gambar bagian A adalah telur zebrafish yang fertil, bagian B adalah telur
yang tidak fertil (Avdesh et al., 2012).

Post embryonic development dapat didefinisikan sebagai periode setelah
embryogenesis termasuk pertumbuhan dari bentuk dan morfogenesis selama
perkembangan menuju dewasa. Post embryonic development diawali dari larva
(seekor individu) yaitu fase diantara embrio dan juvenille yaitu usia ~ 4 minggu
post fertilisasi sampai 6-12 minggu post fertilisasi, merupakan periode menuju
dewasa namun belum terjadi maturitas seksual, terdapat pencapaian bentuk dan
telah kehilangan larva fin fold. Periode dewasa (Adult) didefinisikan sebagai
individu yang dapat memproduksi gamet dan viabel serta menunjukan

karakteristik seksual sekunder saat perkawinan (Parichy et al., 2009).
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Gambar 2.13  Siklus hidup zebrafish

Keterangan : Siklus hidup ikan zebra. Perkembangan zebrafish yang cepat dengan
embrio yang dibuahi berubah menjadi 1000 sel dalam waktu 4 jam
postfertilization (hpf) dan organ-organ yang terlihat pada kira-kira 1
hari postfertilization (dpf). Hatching terjadi pada 2-3 dpf dan ikan zebra
dewasa dalam waktu 2-3 bulan (Syed, 2015).

Tahap perkembangan embrio secara fisiologis berdasarkan Kimmel
(1995) dan Mendieta-Serrano et al (2013) yang meneliti proliferasi embrio
zebrafish melalui fluoresence dijelaskan pada berikut ini :

Tabel 2.5 Tahapan Awal Perkembangan Zebrafish

Periode Tahap Mulai Keterangan
ke-
Zygote 1 sel 0 jam Telur yang baru dibuahi akan
(0-0.75 jam) menyelesaikan siklus zygote yang
pertama
Cleavage/ 2 sel 0.75jam  pembelahan sel partial
Pembuahan
(0.75-2.25jam) 4 sel 1.00 jam  Tersusun blastomer 2x2
8 sel 1.25 jam  Tersusun blastomer 2x4
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16 sel 1.50 jam  Tersusun blastomer 4x4
-
— 32 sel 1.75jam  Tersusun blastomer 4 x 8
—
:5 64 sel 2.00 jam  Tersusun 3 tingkatan reguler
— blastomer
L= ]
g Blastula 128 sel 2.25jam  Terdapat penipisan kedua yolk
e (2.25-5.25 jam) 256 sel 2.50 jam  sincitia layer dan blastoderm yang
512 sel 2.75 jam melewati yolk sel (epiboly),
1k sel 3.00 jam - berubahnya blastokist menjadi
High 3.33jam  blastoderm
Oblong 3.66 jam
Sphere 4.00 jam
Dome 4.33 jam

30%-epiboly 4.66 jam

Gastrula 50% epiboly 5.25 jam Epiboly terbentuknya sempurna,
(5.25-10.33 jam) Germ ring 5.66 jam  terbentuk tail bud, primary germ cell
Shield 6.00 jam  dan embrionik axis

74%-epiboly 8.00 jam
90% epiboly 9.00 jam

Bud 10.00 jam
Segmentasi 1-4 somites 10.33 jam  Awal somite furrow
(10.33-24 jam)
5-9 somites 11.66 jam  Terbentuknya neural,
teridentifikasinya opic primordium.
10-13 somit 14 jam Awal terbentuknya ginjal

14-19 somit 16 jam EL (Embryo length) : 0,9 mm, otic
placode (telinga), brain neuromeres

20-25 somit 19 jam Panjang embrio: 1,4 mm, lens, otic
vesicle, hindbraid neuromeres
(merupakan awal dari
organogenesis)

26+ somit 22 jam
Panjang embrio: 1,6 mm, Terbentuk
pulau darah, otoliths, batas otak
tengah-otak belakang
(awal pembentukan dan diferensiasi
sel darah merah, ekor mulai terlihat,
terjadi pemanjangan ekor di bagian
anterior dan terbentuk kurva di
ventral)

Pharingula Prim-5 24 jam Panjang embrio : 1,9 mm. Tahap

(24-48 jam) pylotypic embrio, sumbu tubuh muali
lurus, dari lengkung awal yolksack,
sirkulasi mulai terbetuk,

Prim-15 30 jam Panjang embrio : 2,5 mm, Terbentuk
refleks awal sentuhan; pigmentasi
pada retina
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Prim-25

High-pec

36 jam

42 jam

Panjang embrio : 2,7 mm; motilitas
awal; pigmentasi ekor.

Panjang embrio: 2,9 mm; terbentuk
dasar sirip dada

Menetas/hacthing Long-pec
(48-72 jam)

Pec-tin

48 jam

60 jam

Panjang Embrio = 3,1 mm,

Kuncup sirip dada memanjang.
Bentuk sistem organ telah sempurna,
perkembangan kartilago pada kepala
dan sirip pectoral

EL = 3,3 mm, sirip dada berbentuk
helaian.

persiapan terjadinya hacthing yang
akan terjadi secara asinkronisasi

Post Embrionic
development
Larva
(4-29 hari) Protruding-
mouth

4 hari

5 hari

6 hari

7-13 hari

14-20 hari

21-29 hari

72 jam

96 jam

120 jam

144 jam

168 jam

14 hari

21 hari

Panjang badan 3,5 mm

Embrio keluar dari korion, mampu
berenang, adanya tunas filament
insang.

Panjang badan 3,7 mm. mampu
bergerak menjauh bila disentuh,
kandung kemih mengembang

Panjang badan 3,9 mm, Memiliki 6
gigi, aktif makan

Panjang badan 4,2 mm

Panjang badan
4,5 mm, memiliki gigi 8, tumbuh
tulang rawan di belakang

Panjang badan
6,2 mm, memiliki gigi 10 gigi, saraf
dan neuron sempurna.

Panjang badan 7,8 mm.
Pembentukan tulang faringeal dorsal
dan tunas sirip anal

Juvenile 30-44 hari
(30-89 hari)

45-89 hari

30 hari

45 hari

Pangjang Badan 10 mm.
Memiliki sirip dewasa dan muncul
pigmentasi.

Panjang badan 14 mm. Memiliki gigi
12 buah
Terbentuknya garis-garis pada tubuh

Adult (Dewasa)
(90 hari-2 tahun)

90 hari

Terjadi kematangan sel (siap kawin)
Mulai terdapat kematian

(Kimmel & Ballard Scilling, 1995)
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Gambar 2.14  Larva zebrafish dan zebrafish dewasa

Keterangan Pada gambar bagian A adalah larva zebrafish usia 3-5 dpf beserta
organ dan panjang badan. Pada gambar bagian B adalah zebrafish
dewasa beserta organ dan panjang badan (Santoriello et al., 2012).

Usia zebrafish dapat dianalogikan dengan usia manusia berdasarkan
penelitian Sorribes et al (2013) yang menyatakan bahwa dari ontogeny siklus
bangun tidur menunjukan bahwa usia 6-10 hari usia zebrafish analog dengan
usia anak-anak 2-8 tahun pada manusia, usia 4-6 minggu pada zebrafish analog
dengan usia praremaja dan remaja 11-16 tahun pada manusia, usia dewasa
awal 4-6 bulan pada zebrafish analog dengan usia 23-43 tahun pada manusia,
usia 12 bulan pada zebrafish analog dengan usia dewasa tua pada manusia 50
tahun ke atas (49-74 tahun).

Zebrafish merupakan hewan omnivora, pada habitat normal zebrafish
memakan zooplankton, serangga, fitoplankton, lumut dan spora telur
invertebrata, sisik ikan, arakhnida, detritus, pasir dan lumpur. lkan yang
dipelihara di Laboratorium Farmako FKUB Malang makanannya Tetramin.
Zebrafish -mampu 'makan sendiri sejak usia 5 hari post fertilisasi, hal ini
dikarenakan cadangan makanan dalam yolksac telah berkurang (Reed et al.,

2010).
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2.7.2 Faktor Lingkungan Yang Mempengaruhi Perkembangan Zebrafish
Ada beberapa faktor lingkungan' yang mempengaruhi perkembangan
hidup zebrafish yaitu :

1. Kebersihan
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Kebersihan aquarium merupakan hal penting dalam proses perkembangan
zebrafish. Kebersihan yang harus dijaga diantaranya adalah kebersihan air,
kebersihan spon penyaring. Aquarium dikuras setidaknya seminggu sekali,
spon penyaring juga diganti minimal 3 hari sekali. Sebelum ikan dimasukan
dalam aquarium, air terlebih dahulu diberikan anti chlorin (fish all) selama 30
menit.

2. Temperatur
Suhu yang digunakan untuk pemeliharaan zebrafish yang baik yaitu berkisar
26-28°C, suhu yang tinggi dapat mengakibatkan kandungan oksigen pada
air berkurang.

3. pH
Kadar pH untuk pemeliharaan zebrafish adalah 6,8-7,5. Apabila pH terlalu
asam (2-3,5) dapat menyebabkan ikan hipoksia yang disebabkan
pengeluaran lendir yang banyak dari pH yang tinggi sehingga mengganggu
insang untuk bernafas. Kadar pH 4,0-4,5 menyebabkan asidosis pada ikan,
menyebabkan pengentalan darah akibat pengaruh ion Na dan Cl (Avdesh et
al., 2012).

4. Pencahayaan
Ikan zebrafish sangat peka terhadap cahaya. Ikan ini memiliki siklus gelap
terang dengan perbandingan 10 jam gelap : 14 jam terang, penentuan awal

mulainya siklus gelap terang sesuai dengan keinginan peneliti. Siklus gelap
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terang diatur dengan cara menghidupkan dan mematikan lampu aquarium

UN

yang telah diatur secara otomatis. Seketika cahaya dihidupkan ikan dewasa
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betina merespon untuk bertelur dan ikan jantan membuahi (Nusslein et al.,
2002; Avdesh et al., 2012).

Stressor

Zebrafish merupakan ikan yang mudah stress, sehingga untuk pemeliharaan
zebrafish diperlukan tempat yang tenang dan tidak bising suara, ikan ini tipe

ikan yang suka bergerombol.

6. Jauhkan dari bahan yang bersifat toksin.

2.7.3 Zebrafish Sebagai Model Penelitian

Ada beberapa keunggulan yang dimiliki oleh zebrafish sehingga banyak

diminati peneliti sebagai model penelitian biomedis, yaitu :

1.

Keuntungan utama dari zebrafish dalam penelitian biomedis adalah tingkat
kemiripannya dengan manusia. Informasi genetik zebrafish menunjukkan
bahwa 70% gen manusia terdapat pada zebrafish, yang berarti bahwa hasil-
hasil penemuan dari studi zebrafish kemungkinan besar dapat diaplikasikan
pada manusia (Santoriello & Zon, 2012; Astuti, 2013). Sebesar 80% gen
analisa dari Expessed sequence Tags (ESTs) memperlihatkan dua atau
lebih gen saling berhubungan antara zebrafish dengan manusia serta 56%
gen memiliki segmen yang homolog (Barbazuk et al., 2000). Pemahaman
terhadap genom zebrafish dan genom manusia sangat membantu dalam
mengidentifikasi mutasi yang terjadi dan membantu memudahkan dalam
mengidentifikasi gen-gen yang terlibat dalam menyebabkan suatu penyakit
yang terjadi pada manusia. Persamaan lainnya antara zebrafish dan
manusia yaitu pada sistem saluran pencernaan, jaringan adiposa viseral,

dan sistem otot rangka (Yuniarto et al., 2017).
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2. Tingkat reproduksi/pembiakan zebrafish sangat tinggi, dari sepasang
zebrafish bisa menghasilkan £ 200 embrio setiap minggu (Richard, 2011;
Astuti, 2013).

3. Memudahkan pengamatan oleh peneliti karena :
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a. Perkembangan embrio terjadi di luar uterus (rahim), ini mempermudah
peneliti untuk manipulasi atau mengamati (Astuti, 2013).

b. Kulit zebrafish transparan, sehingga memudahkan pengamatan proses
perkembangan organ secara langsung dibawah mikroskop (Astuti, 2013)

c. Bentuk zebrafish kecil (Astuti, 2013).

d. Perkembangan zebrafish (embrio-larva-adult) terjadi sangat cepat
sehingga pengamatan tidak memakan waktu lama. Dalam 24 jam,
organ-organ penting sudah mulai terbentuk, jantung sudah berkontraksi
dan sirkulasi darah sudah berjalan (Astuti, 2013).

4. Zebrafish dewasa usia 3-4 bulan, sehingga mencapai kematangan seksual
lebih cepat dan dapat segera mulai berreproduksi.

5. Pemeliharaan tidak membutuhkan ruang yang besar karena ukuran
zebrafish dewasa sekitar 2-3 cm sehingga biaya lebih murah dalam
pemeliharaan dibanding tikus.

6. Secara logistik menjadikan zebrafish sebagai organisme yang ideal untuk
penelitian yang membutuhkan jumlah sampel yang besar seperti dalam
studi screening.

Ada beberapa aplikasi zebrafish yang telah dilakukan oleh beberapa
peneliti sebagai model eksperimental atau model penelitian diantaranya yaitu
sebagai model obesitas, diabetes melitus, gangguan ginjal, gangguan jantung,
gangguan pencernaan, gangguan sistem saraf pusat, gangguan sistem
immunitas, dislipidemia, perlemakan hati, kanker, penyakit genetika, hemofilia,

dan osteoporosis (Santoriello & Zon, 2012; Yuniarto et al., 2017).
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Penelitian dengan model zebrafish pada tumbuh kembang telah dilakukan
oleh Macdonald et al (2016). Pada penelitian ini model zebrafish diinduksi
dengan paparan methimazole (MMI) dengan hasil penelitiannya menggambarkan
bahwa methimazole mampu menghambat/menggangu pertumbuhan zebrafish
yang ditandai dengan pemendekan panjang badan pada 24 hpf sebesar + 0,25
mm. Penelitian lain dilakukan oleh Ariati et al (2017), pada penelitian ini
zebrafish diinduksi rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb pada 2 hpf-72 hpf
sebagai hasilnya yaitu konsentrasi rotenon 12,5 ppb mampu menurunkan
panjang badan pada model stunting larva zebrafish dengan derajat kepercayaan
98%, hal ini sedikit berbeda dengan penelitian sebelumnya oleh Ridlayanti &
Wijayanti (2016) dalam penelitiannya model stunting larva zebrafish diinduksi
rotenon 10 ppb mampu menurunkan panjang badan dengan derajat kepercayaan

93%.

P bud i i

Gambar 2.15  Ciri-ciri zebrafish

Keterangan : Ciri-ciri - zebrafish post embrionik yang digunakan untuk melihat
perkembangan. Salah satu Indikatornya adalah SL, Standart Lenght:
(Parichy et al., 2009).
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Faktor Internal Faktor Eksternal

BAB 3
KERANGKA TEORI DAN KONSEPTUAL PENELITIAN
3.1. Kerangka Teori
Pertumbuhan
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3.2

Kerangka Konsep

Faktor Lingkungan

v

Centella asiatica

Rntennn

Trlterpen9|d Komplek | Mitokondria
Flavonoid
\ 4 v
Antioksidan »|  Kerusakan
Anti Inflammasi -( T ROS |ATP Jaringan
v v
Stress Oksidatif Inflamasi
Pro Inflammasi Anti Inflammasi
Growth Hormon IL-6 1 4{ IL-10 |
\ 4
IGF-1 Osteoklas 1
> Osteoblas <
v
Osifikasi
Tulang |
Stunting < Panjang
Badan |

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

Keterangan :

: Variabel yang diteliti
: Variabel yang tidak diteliti
: Menstimulasi / Menginduksi

: Menghambat
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Salah satu faktor eksternal yang mempengaruhi pertumbuhan anak
adalah lingkungan. Rotenon merupakan salah satu pestisida nabati yang berasal
dari faktor lingkungan di sekitar kita yang dapat ikut berperan mempengaruhi
pertumbuhan. Jika rotenon masuk ke tubuh seseorang, maka rotenon akan
bekerja menghambat respiratory chain komplek | mitokondria dengan adanya
peningkatan ROS. Peningkatan ROS yang berlebihan ditandai dengan adanya
stress oksidatif yang menyebabkan kerusakan sel dan jaringan di seluruh tubuh
karena sel mengalami hipoksia, disfungsi mitokondria menyebabkan produksi
ATP berkurang dan terjadi apoptosis. Kerusakan jaringan mengaktivasi respon
immune terutama sitokin. proinflamasi seperti IL-6. Peningkatan sitokin 1L-6
berpengaruh terhadap kinerja osteoklas dan growth hormon seperti IGF-1.
Overekspresi IL-6 akan menghambat osteoblastogenesis dan gangguan kinerja
IGF-1 pada proses pertumbuhan tulang (osifikasi tulang). Terhambatnya
pertumbuhan tulang dapat menyebabkan stunting.

Berdasarkan beberapa penelitian pegagan (Centella asiatica) dikenal
memiliki kandungan flavonoid dan triterpene (asiaticoside, madecasic acid) yang
berfungsi sebagai antioksidan dan antiinflammasi. Penemuan lain pegagan
sebagai antiinflamasi - mampu meningkatkan sitokin antiinfamasi IL-10 dan
menekan sitokin proinflamasi IL-6. Dengan demikian pemberian pegagan dapat

menangkal ROS dan dapat menghambat mediator sitokin proinflammasi.

3.3 Hipotesis Penelitian

Hipotesis utama pada penelitian ini adalah “Pengaruh ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) yang diberikan pada masa pre sampai dengan post
hatching dapat menurunkan IL-6, meningkatkan IL-10 dan meningkatkan osifikasi

tulang keras pada stunting larva zebrafish akibat induksi rotenon “.
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Sedangkan sub hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) selama pre sampai
dengan post hatching menurunkan kadar IL-6 pada stunting larva zebrafish
akibat induksi rotenon
Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) selama pre sampai
dengan post hatching meningkatkan kadar IL-10 pada stunting larva
zebrafish akibat induksi rotenon
Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) selama pre sampai
dengan post hatching meningkatkan  osifikasi tulang keras pada stunting
larva zebrafish akibat induksi rotenon
Pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) selama pre sampai
dengan post hatching meningkatkan panjang badan pada stunting larva
zebrafish akibat induksi rotenon
Adanya korelasi antara lamanya pemberian ekstrak etanol pegagan
(Centella asiatica) konsentrasi 5,0 pg/mL yang diberikan selama masa pre
sampai dengan post hacthing dengan kadar IL-6, kadar IL-10, ekspresi
osifikasi tulang keras dan peningkatan panjang badan
Adanya korelasi antara peningkatan panjang badan dengan kadar IL-6,
kadar IL-10 dan ekspresi osifikasi tulang keras
Adanya korelasi antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-6 dan kadar
IL-10

Adanya korelasi antara kadar IL-6 dengan kadar IL-10
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BAB 4

METODE PENELITIAN

Beberapa strategi yang dilakukan dalam kegiatan penelitian ini meliputi
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strategi pembuatan model stunting larva zebrafish dengan pemberian paparan
rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb, pemberian preventif stunting dengan
pegagan (Centella asiatica) konsentrasi 5 pg/mL dan kegiatan perawatan
(pemelinaraan) serta observasi pertumbuhan dan perkembangan zebrafish
sampai usia 9 dpf. Kriteria utama dikatakan stunting yaitu terjadinya
pemendekan panjang badan <-2 Standar Deviasi dibanding dengan kontrol
(De Onis & Blossner, 2003). Kriteria tambahan adalah tidak ada kelainan
kongenital saat lahir (Syed, 2015; Picasso, 2016). Analogi usia larva zebrafish

6 dan 9 dpf setara usia anak 2 dan 8 tahun (Sorribes et al., 2013).

4.1 Jenis dan Desain Penelitian

Adapun rancangan pada penelitian ini menggunakan eksperimental murni
(true eksperiment) dengan desain penelitian post-test control group design.
Penelitian ini menggunakan hewan model embrio zebrafish (Danio rerio) yang
diamati pertumbuhannya sampai usia zebrafish 6 dpf, embrio  zebrafish
dikelompokan secara random menjadi 5 kelompok yaitu sebagai berikut :
1. Kelompok Kontrol.
2. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf - 3dpf).
3. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf - 3dpf) +

Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 4 hari (2 hpf — 4 dpf).

4. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf - 3dpf) +
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Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 5 hari (2 hpf — 5 dpf).

UN
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5. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf - 3dpf) +

Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 6 hari (2 hpf —6 dpf).

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi Penelitian

Populasi pada penelitian ini yaitu embrio zebrafish ( Danio rerio) usia 0-2
hpf. Embrio zebrafish didapatkan dari hasil fertilisasi jenis wild type antara induk
jantan dan betina dengan perbandingan jumlah induk jantan dan betina adalah
2 . 1 dan berusia 4 bulan (dewasa). Hewan coba ini dibiakkan dan dipelihara di
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya (FKUB)
Malang yang telah diuji dan tersertifikasi di Laboratorium Hidrologi Fakultas limu
Perikanan (Khotimah et al., 2015). Ciri zebrafish strip horizontal warna biru tua

kehitaman dan dasar warna perak.

4.2.2 Sampel Penelitian

Jumlah sampel pada penelitian ini adalah 20 embrio zebrafish (Danio
rerio) per kelompok yang kemudian dilakukan triplikate jadi totalnya 300 embrio
berdasarkan beberapa penelitian dengan menggunakan embrio ikan zebrafish
antara 20-30 embrio zebrafish untuk penelitiannya (Luccit et al., 2008; Hallare
et al., 2016). Adapun kelima kelompok tersebut adalah :
1. Kelompok kontrol negatif adalah sampel yang tidak mendapat intervensi

paparan rotenon dan pegagan, simbol (K) atau Kontrol Negatif.

2. Kelompok kontrol positif rotenon adalah sampel yang hanya diberikan

paparan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari 2 hpf — 3 dpf, simbol

(R).
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Kelompok perlakuan rotenon + pegagan 1 adalah sampel yang diintervensi
paparan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf - 3 dpf) dan
konsentrasi pegagan 5 pg/ml selama 4 hari (2 hpf — 4 dpf), simbol (P1).

4. Kelompok perlakuan rotenon + pegagan 2 adalah sampel yang diintervensi
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paparan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf — 3 dpf) dan

konsentrasi pegagan 5 pg/ml selama 5 hari (2 hpf — 5 dpf), simbol (P2).

ot

Kelompok perlakuan rotenon + pegagan 3 adalah sampel yang diintervensi
paparan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf — 3 dpf) dan

konsentrasi pegagan 5 pg/ml selama 6 hari (2hpf — 6 dpf), simbol (P3).

4.3 Kriteria Inklusi dan Ekslusi
Embrio zebrafish pada penelitian diambil jika memenuhi kriteria inklusi
dan ekslusi :
1. Kiriteria inklusi
Embrio zebrafish adalah embrio yang memiliki yolk sack berwarna
transparan bening, embrio tidak terdeteksi adanya jamur (serabut putih),
tidak cacat dan hacthing pada usia 3 dpf.
2. Kiriteria ekslusi
Embrio zebrafish yang berwarna putih (tanda bahwa embrio zebrafish mati
dan hacthing pada hari ke-2 dan ke-4.
3. Kriteria droupout adalah embrio dan zebrafish mati sebelum penelitian

selesai.

4.4  Tempat dan Waktu Penelitian

Waktu penelitian dilaksanakan pada bulan November 2017 - Februari 2018

IVERSITA

yang bertempat di :

BRAWIJAYA
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1. Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

Malang untuk pemeliharaan ikan zebrafish dewasa (induk), embrio zebrafish

mulai 0 hpf sampai dengan 6 dpf, pengukuran dan pengamatan panjang

badan, pembuatan ekstrak pegagan (Centella asiatica) dan pemeriksaan

osifikasi tulang keras.

2. Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang

untuk pemeriksaan kadar IL-6 dan IL-10.

4.5 Variabel Penelitian

1. Variabel Independent (bebas)

2. Variabel Dependent

(Tergantung)

3. Variabel Kendali

4.6 Definisi Operasional

Konsentrasi Ekstrak Pegagan
(Centella asiatica).

Panjang = Badan, Rasio ' Panjang
Kepala dan panjang badan, Kadar
IL-6, kadar IL-10 dan osifikasi tulang
keras.

Konsentrasi Rotenon, Embrionik
Medium (EM), Suhu inkubator 28°C
+ 1 °C, pakan Larva Tetramin dan

siklus gelap terang.

Definisi operasional penelitian adalah sebagai berikut :

Tabel 4.1 Definisi Operasional

Kriteria Stunting Kriteria berdasarkan modifikasi dari WHO

(2010) dengan ketentuan PB/U <-2 SD, tidak

terdapat = kelainan kongenital dan - proporsi
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tubuh normal dengan Confidence Coefficient
95% dan menetap hingga hari ke-6 (Sorribes

et. al., 2013; Prendergas & Humphrey, 2014).

Embrio Zebrafish

(Danio rerio)

Jenis embrio zebrafish yang digunakan yaitu
embrio yang berwarna transparan - (tidak
berwarna putih), tidak berjamur (berserabut
putih), dan berbentuk bulat dan terdapat
pembelahan (fertile). Embrio didapatkan dari
hasil fertilisasi induk jantan dan betina
zebrafish induk wildtype telah diidentifikasi di
Laboratorium Kelautan FPIK-UB ~ dan

tersertifikasi Laboratorium Farmakologi.

Rotenon

Jenis insektisida nabati yang diperoleh dari
sigma (R8875) dengan kemurnian > 95% dan

konsentrasi yang digunakan12,5 ppb.

Ekstrak Pegagan

(Centella asiatica)

Ekstrak Pegagan (Centella asiatica) diperoleh
dari Materia Medica Batu — Malang Jawa
Timur yang telah tersertifikasi. Ekstraksi
pegagan menggunakan metode maserasi
(etanol) 96% dengan dosis 5 pg/mL (Khotimah

et al., 2015).

Osifikasi tulang keras

Pembentukan tulang keras larva zebrafish usia
6 dpf yang diamati melalui pengecatan whole
mount dengan  menggunakan  metode
pewarnaan Alizarin Red dilihat dengan

menggunakan mikroskop stereo (Olympus
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SZ61), pembesaran 400x , visualisasi densitas
warna merah dengan Integritas Density pada

software Image J dengan satuan pixel.

Panjang Badan Larva

Zebrafish

pengukuran panjang badan dilakukan dengan
mengukur Standard Lenght (SL) yang diukur
mulai dari moncong mulut (shout) sampai
dengan pangkal sirip ekor (caudal fin) biasa
disingkat snout-fin (Spence et al., 2008) dalam
satuan mm (milimeter) pada hari ke-3, 4, 5 dan
ke-6 dpf. Larva zebrafish diamati dengan
mikrosop stereo (Olimpus SZ61), difoto
menggunakan OptiLab versi 2.0  dengan
pembesaran 4,5 pada telur dan 2,5 pada
embrio dengan cara memindahkan larva
zebrafish dari well plate pada objek glass,
kurangi airnya sampai larva zebrafish terlihat
jelas, posisi ikan diam dan lurus kemudian
diukur ~dengan menggunakan skala pada
software Immage Raster yang sebelumnya

telah dikalibrasi.

Rasio panjang kepala
dan panjang badan

larva zebrafish

Rasio panjang kepala dan panjang badan larva
zebrafish diamati dengan mengukur panjang
kepala dari mulut (snout) ke overculum dan
panjang badan larva dari opeculum ke ekor
(caudal fin) dalam satuan milimeter kemudian

dibandingkan untuk melihat proporsi panjang
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badan,  pengukuran dilakukan  dengan
menggunakan Image Raster dan software

Optilab pada 3, 4, 5 dan 6 dpf.

Kadar IL-6 Kadar protein dari larva zebrafish usia 6 dpf
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yang diamati dengan metode ELISA Kit Merk
Bioassay Technology Laboratory Cat No.

EOO026F.

Kadar IL-10 Kadar protein dari larva zebrafish usia 6 dpf
yang diamati dengan metode ELISA Kit Merk
Bioassay Technology Laboratory Cat No.

EOO096F.

4.7  Alat dan Bahan
4.7.1 Alat dan Bahan Pemeliharaan Zebrafish
Alat dan bahan yang digunakan untuk memelihara zebrafish dan

memperoleh telur dalam penelitian ini antara lain

1. Alat : aquarium 60 Liter, alat ukur konduktifitas, pH meter, penyaring air,
jaring dan tempat penangkaran telur ikan, pompa air, well plate isi 6
sumuran, inkubator suhu 28°C + 1°C, alat gerus (homogenizer), pipet plastik,
kamera digital, laptop (terdapat Software Optilab dan Image Raster),
mikroskop dan Zebrafsish (Danio rerio) induk.

2. Bahan : embrionik medium (EM), pakan Tetramin dan Fish All untuk

menetralkan air.
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4.7.2 Alat dan Bahan Pembuatan Embrionik Medium (EM)
Alat dan bahan yang digunakan untuk membuat embrionik medium (EM)
yaitu :
1. Alat : tabung reaksi 500 ml, sendok pengaduk, timbangan digital (Mettler
Toledo).
2. Bahan : kertas saring, CaCl 0,08 gram, KCI 0,06 gram, NaCl 2 gram, MgSO4

0,815 gram dan aquadest 200 ml.

4.7.3 Alat dan Bahan Pembuatan Rotenon

Alat dan bahan yang diperlukan untuk membuat larutan rotenon dengan
konsentrasi 12,5 ppb yang digunakan untuk menginduksi stunting pada larva
zebrafish yaitu rotenon dalam bentuk serbuk diperoleh dari sigma (R8875)
dengan kemurnian 95% dilarutkan dalam DMSO (Dimethyl sulfoxide 1%) sebagai
stok dengan konsentrasi (2x10° pg/L) (Khotimah et al., 2015) yaitu :
1. Alat: tabung reaksi 15 ml, yellow tip, white tip, blue tip dan mikropipet.
2. Bahan : handscoon disposable, embrionik medium yang sudah diencerkan

1:0.

4.7.4 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Pegagan
Alat dan bahan yang digunakan untuk pembuatan ekstrak pegagan yaitu
sebagai berikut :
1. Alat:
Rotary evaporator untuk menguapkan pelarut etanol dan mengentalkan
ekstrak, gelas ukur, corong buncher, pipet tetes, erlenmeyer, gunting, spatel
dan pinset, desikator, oven, blender, pompa air, selang pompa air, water
bath, pompa vacum, botol hasil ekstraksi, mortir dan stamfer, vial, plat tetes,

dan timbangan analitik.

68



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

2. Bahan:
Kertas saring, label, benang pengikat, aluminium foil, plat tetes, dan

timbangan analitik.

4.7.5  Alat dan Bahan Pengukuran Osifikasi Tulang
Pengamatan untuk melihat osifikasi tulang dengan pewarnaan alizarin
red (Art.6279 Alizarinrot S).
1. Alat: mikroskop dengan software Image J.
2. Bahan: Alkohol 96%, Aquadest, Alizarin red 0,01 gram, Gliserol 87%, KOH

4%, H202 3%.

4.7.6 Alat dan Bahan Pengukuran Kadar IL-6 dan IL-10
Pengamatan untuk melihat kadar IL-6 dan IL-10 dengan metode ELISA

merk Bioassay Technology Laboratory Cat. No.EOO26Fi untuk Pemeriksaan
ELISA IL-6 dan Cat no E0096F1 untuk IL-10 yaitu :
1. Alat:

Incubator 37°C + 0,5°C, kertas absorbansi, Pipet disposible, tabung bersih,

air suling Microplate reader dengan panjang gelombang 450+10 nm.
2. Bahan:

a. Standar Solution 160 ng/L.

b. Pro-coated ELISA Plate.

c. Standar Diluent 3 ml.

d. Streptavidin-HRP 6 ml.

e. Stop Solution 6 ml.

f. Substrate Solution A 6 ml.

g. Substrate Solution B 6 ml.

h. Wash Buffer Concentrate 20 ml.
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i. Biotin-Conjugate Anti Fish IL-6 Antibody dan IL-10 Antibody 1ml.
j- User Instruction.
k. Plate Sealer.

l.  Zipper bag.
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4.8 Prosedur Penelitian

4.8.1 Pemeliharaan Zebrafish (Danio rerio)

Beberapa hal yang harus terpenuhi dan diperhatikan dalam pemeliharaan
induk zebrafish adalah sebagai berikut :

1. Zebrafish sebagai induk zebrafish dengan perbandingan jumlah induk jantan
dan betina adalah 2 : 1 dipelihara pada akuarium berukuran panjang 59,5cm,
lebar 30 cm dan tinggi 35,5 cm dengan kapasitas air 60 L air tawar dengan
konduktivitas 400-1500 pS, dengan suhu sesuai suhu ruangan 28 °C + 1°C,
pH 6,8-7,5 dengan sirkulasi yang terpantau stabil (semi static) serta diberi
penyaring air.

2. Sebelum zebrafish dipelihara dalam akuarium, air akuarium yang akan
dipakai dinetralkan terlebih dahulu dengan menggunakan anti chlorin (fish
all) dan didiamkan selama 30 menit hingga 1 jam.

3. Kebersihan dan pemeliharaan kesehatan zebrafish harus dijaga dengan baik
untuk menghasilkan indukan yang sehat sehingga dapat bereproduksi
dengan optimal dan banyak menghasilkan telur fertil. Adapun tehniknya
dengan cara pengurasan aquarium 1 minggu sekali, penggantian busa
penyaringan tiap 2-3 hari sekali (sponing), pencucian busa penyaring
dilakukan 2 hari sekali, pemberian makan tetramin 2-3 kali/hari, pemasangan
airator agar kebutuhan oksigen tercukupi, kaca akuarium sekelilingnya
ditutup dengan kertas karton untuk menghindari stress lingkungan seperti

bising suara (Khotimah et al., 2015).

70




-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

4.8.2  Persiapan Fertilisasi dan Perawatan Embrio Zebrafish

Adapun standar penggunaan Zebrafish untuk model penelitian yaitu

oksigen terlarut (>60%), fertilitas (>70%), survival embrio (>80%) (Lammer et al.,

2009). Langkah-langkah pembiakan (breeding) yaitu :

1.

10.

11.

Peralatan pemasangan trap dibersihkan dengan menggunakan air mengalir
tanpa sabun dan dikeringkan sebelum dipasang.

Sebelum tempat penangkaran telur dipasang, zebrafish diberi makan £ 1 jam
sebelum dimulainya siklus gelap — terang.

Pasang tempat penangkaran telur untuk menangkap embrio hasil fertilisasi.
Ciptakan lingkungan akuarium dengan memasang pohon-pohon hias untuk
kondisi kawin (bercinta).

Pengaturan siklus gelap-terang, siklus ini dapat disesuaikan berdasarkan
keinginan peneliti.

Aquarium ditutup dengan kardus hingga tertutup rapat dan diusahakan tidak
ada cahaya yang masuk.

Tempat penangkaran telur (trap) diangkat setelah 30 menit lampu dinyalakan
untuk memberikan kesempatan perkawinan

Setelah waktu tunggu 30 menit selesai, trap diangkat dibuang dulu air dan
dipastikan telur tidak ikut terbuang. Telur dipindah ke plate yang bersih,
lakukan pembilasan telur dengan air filtrasi hingga bersih.

Penentuan kriteria inklusi dan ekslusi dilakukan setelah diperiksa dan dilihat
dibawah mikroskop.

Tindakan pengangkatan trap dan pemilihan telur tidak boleh melebihi waktu
2 hpf agar telur tidak mudah berjamur dan kualitasnya baik.

Embrio yang sudah sesuai dengan kriteria inklusi dipindahkan ke well plate 6
sumuran yang telah diisi embrionik medium dan diisi embrio setiap well 20

embrio.
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12. Masukan ke dalam inkubator dengan suhu 28°C (Avdesh et al., 2012).
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Gambar 4.1 Pemilihan telur yang fertil dan tidak fertil
Keterangan : Setelah trap diangkat, telur dibersihkan dan diamati dibawah

mikroskop untuk melihat telur yang fertil dan tidak fertil kemudian yang
fertil dimasukan ke dalam well yang telah diisi EM (Lammer et al.,
2009).

4.8.3 Pembuatan Larutan Embrionik Medium

Prosedur pembuatan 200 ml embrionik medium 10 x mengacu pada

Avdesh et al., (2012) yaitu :

1.

Semua bahan yang dibutuhkan CacCl 0,08 gr, Kcl 0,06 gr, NaCl 2 gr, MgSO4
0,815 gr (Cord Spring Harb Protoc) ditimbang dengan timbangan digital.
Bahan-bahan tersebut dilarutkan dalam 200 ml aquadest dalam tabung
reaksi.

Diaduk sampai semua bahan terlarut.

Masukan ke botol stok sebagai stok EM, ditutup rapat dan disimpan di lemari
es suhu 2-8 °C, stok EM hanya bisa dipergunakan selama 1 minggu setelah
pembuatan, oleh karena itu setiap pembuatan EM diberikan label tanggal
dan jam pembuatan EM. Pada saat EM mau dipakai sebagai media
zebrafish, maka EM ditambahkan air filtrasi dengan perbandingan EM dan
air filtrasi yaitu 1 : 9. Penggunaan EM sebelumnya harus dibiarkan dulu

dengan suhu ruang. Apabila ada sisa dari pencampuran tadi harus dibuang
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tidak boleh dipakai lagi untuk besok atau dicampurkan (Haffer et al., 1996;

CSh Protocols 2011).

4.8.4 Pembuatan Larutan Rotenon Sebagai Bahan Paparan

Rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb yang digunakan untuk

menginduksi stunting pada larva zebrafish dibuat dengan cara sebagai berikut :

1.

Rotenon dalam bentuk serbuk diperoleh dari sigma (R8875) dengan
kemurnian 95% dilarutkan dalam DMSO (Dimethyl sulfoxide 1%) sebagai
stok dengan konsentrasi (2x10° pg/L) (Khotimah et al., 2015).

Cara membuat larutan rotenon 12,5 ppb dengan menggunakan rumus

pengenceran :

V1.M1=V2.M2

Keterangan :

V1 = Volume rotenon yang diperlukan
V2 = Volume total yang diinginkan

M1 = Konsentrasi stok

M2 = Konsentrasi akhir yang diinginkan.

Dengan rumus diatas untuk mendapatkan konsentrasi 12,5 ppb

ViM1L = V2.M2
V1.2x10° = 15mlx 12,5

Vi = 187,5/2 x 10°

{Awljaya 0,09375 pg/L=93,75 pg/mL

Setelah didapatkan volume rotenon yang diperlukan yaitu 93,75 pg/mL,

maka sediaan tersebut diambil dengan menggunakan mikropipet dari stok
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rotenon 2 x 10 ® ug/L dan ditambahkan dengan air filtrasi sampai dengan 15

mL dengan konsentrasi rotenon adalah 12,5 ppb.

4.8.5 Pembuatan Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)

Prosedur pembuatan ekstrak pegagan dengan menggunakan pelarut

etanol adalah sebagai berikut :

1.

Pegagan (Centella asiatica) dicuci dengan air bersih, dipotong kecil-kecil
kemudian dikeringkan dibawah sinar matahari atau dimasukan ke dalam
oven dengan suhu 40 — 60 °C. Berat kering ditimbang didapatkan simplisia
pegagan 100 gram.

Simplisia pegagan yang telah kering diblender atau ditumbuk sampai halus,
kemudian diayak dengan menggunakan saringan (B4o)

Serbuk yang telah dihaluskan, dimasukan kedalam gelas Erlenmeyer ukuran
* 1 liter, direndam dalam 900 ml etanol 98%, dikocok sampai tercampur (+30
menit) diamkan semalaman sampai mengendap.

Diambil lapisan atas campuran etanol (pelarut) dengan zat aktif yang sudah
tercampur (kertas saring), perendaman dilakukan sebanyak 3 kali.

Proses evaporasi dimulai dengan. memasukan hasil rendaman Centella
asiatica dalam labu evaporasi 1 L, pasang labu evaporasi pada evaporator.
Water bath diisi-air sampai penuh, pasang semua rangkaian alat termasuk
evaporator, pemanasan water bath diatur sampai 70°C (sesuai dengan titik
didih pelarut).

Semua rangkaian alat dipasang dan disambungkan dengan aliran listrik,
biarkan larutan etanol memisah dengan zat aktif yang sudah ada pada labu
penampungan (£ 1,5 sampai 2 jam untuk satu labu) + 900 ml.

Didapatkan hasil ekstraksi sebanyak 10 gram ekstrak kental (kira-kira 1/5

dari bahan kering)
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H 2. Konsentrasi 5 pg/ml dengan rumus :

9. Dimasukan hasil ekstraksi ke dalam botol plastik atau kaca dan ditimbang
sebelum disimpan dalam freezer (Selvi et al., 2012).

Khotimah et al. (2015) telah melakukan pengukuran kadar asiticosida dari
pegagan yang diperoleh di Materia Madica Batu malang Jawa Timur dengan
menggunakan LCMS  (Liquid Chromatography-Mass Spestrometry) (Thermo
Scientific, Accela) yang menunjukan adanya aktivitas asiaticosida sebagai salah

satu zat aktif dari Centella asiatica.

4.8.6 Pembuatan Larutan Pegagan (Centella asiatica)

Dalam penelitian ini, peneliti menggunakan ekstrak pegagan (Centella
asiatica) dengan konsentrasi 5 pug/ml. Adapun untuk mendapatkan konsentrasi
tersebut kita ambil dari stok ekstrak pegagan (Centella asiatica) dengan langkah-
langkah sebagai berikut :

1. Mengambil 10 mg ekstrak centella asiatica dari stok yang ada kemudian
diencerkan dengan aquabides 10 ml, sehingga didapatkan konsentrasi
1mg/ml dengan perhitungan sebagai berikut :
= 10 mg/10ml aquabides

=1 mg/ml = 1000pg/mi

V1.M1 =V2.M2

Keterangan :

V1  =Volume yang ditambahkan
N1  =Konsentrasi awal/stok

V2  =Volume akhir

N2 = Konsentrasi akhir
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Dengan rumus diatas maka konsentrasi 5 pug/ml dari pegagan (Centella
asiatica) yaitu :

V1.1000pg/ml =15 ml x 5 pg/ml

Vi =15 ml x5 pg/mi
1000 pg/mi
V1 = 0,075 ml =75 pl

4.8.7 Pemberian Larutan Rotenon dan Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)
Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya bahwa konsentrasi untuk
rotenon yang dapat menyebabkan. stunting didapatkan konsentrasi 12,5 ppb
(Primihastuti et al., 2017). Sedangkan berdasarkan hasil penelitian sebelumnya
juga bahwa ekstrak pegagan (Centella asiatica) dengan konsentrasi 5 pg/ml
secara bermakna dapat menambah panjang badan stunting larva zebrafish yang
diinduksi rotenon 12,5 ppb (Yuningsing et al., 2017). Pencampuran kedua larutan
dilakukan secara konsisten dalam waktu yang berbeda dalam lamanya
pemberian paparan/perlakuan. Adapun waktu pemberian paparannya sebagai
berikut :
1. Kontrol Positif (diberikan rotenon saja)
Dengan menggunakan mikropipet, stok rotenon (2 x 10%) tersebut diambil
sebanyak 93,73 pg/mL ditambahkan air filtrasi sampai dengan 15 ml
dimasukan dalam tabung valcon dan dibagikan kepada masing-masing
perlakuan rotenon sebanyak 5 ml/well (5 ml/sumuran) yang diberikan mulai
2 hpf — 3 dpf (selama 3 hari yaitu 2 hpf, 24 hpf dan 48 hpf) dimana zebrafish
masih dalam periode embrio. Paparan ini diasumsikan masih di dalam
kandungan (intrauterin). Pada 72 hpf (3 dpf) embrio dibilas dengan embrionik

medium sebanyak 3 kali untuk memastikan medium paparan tidak ada dan
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menjadi fisiologis. Larva yang hatching dipindahkan dari well plate isi 6
sumuran ke dalam well plate isi 24 sumuran dan sisanya sebagai stok.
2. Rotenon dan pegagan konsentrasi I, Il, dan 11l (P1, P2 dan P3)

Pengenceran ekstrak Centella asiatica (pegagan) dan rotenon dilakukan
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dengan rumus Vvi.n;=V,.n, - Adapun konsentrasi dan paparannya sebagai
berikut :
a. P1 merupakan larutan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari

(2 hpf — 3 dpf) + pegagan 5 pg/mL diberikan mulai 2 hpf - 4 dpf.

b. P2 merupakan larutan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari

(2 hpf — 3 dpf) + pegagan 5 ug/mL diberikan mulai 2 hpf - 5 dpf.

c. P3 merupakan larutan rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari

(2 hpf — 3 dpf) + pegagan 5 pg/mL diberikan mulai 2 hpf - 6 dpf.

Untuk paparan P1, P2 dan P3 berlanjut sampai dengan 4 dpf, 5 dpf dan 6
dpf paparan ini diasumsikan bahwa larva sudah berada diluar extrauterin (Post
natal sampai dengan umur 2 tahun). Setelah selesai pemaparan dibilas dengan
embrionik medium sebanyak 3 kali juga untuk memastikan medium paparan tidak
ada dan menijadi fisiologis.

Larva zebrafish masih mendapatkan nutrisi dari yolk sack sampai usia 5
dpf sedangkan pada usia 6 dpf sudah membutuhkan nutrisi dari luar dan untuk

mencegah kematian larva dapat diberikan Tetramin (Vargesson, 2007).

4.8.8 Pengukuran Panjang Badan (PB) dan Panjang Kepala Larva
Zebrafish

Larva zebrafish usia 3 dpf, 4 dpf, 5 dpf dan 6 dpf dipindahkan ke well
plate isi 24 sumuran, kemudian diukur panjang badannya dengan cara diamati di

bawah mikroskop stereo (Olympus SZ61), difoto menggunakan Optilab versi 2.0
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sebelumnya telah dikalibrasi. Standard Lenght (SL) yang diukur mulai dari ujung

hidung (tip of the snout) sampai dengan pangkal sirip ekor (caudal fin) biasa

disingkat snout-fin (Spence et al., 2008) dalam satuan mm (milimeter).

4.8.9 Pengukuran dan Pengamatan Osifikasi Tulang Keras Larva Zebrafish

Larva zebrafish Setelah usia 6 dpf dieuthanasia dan diperiksa secara

keseluruhan atau whole mount untuk mengetahui osifikasi tulang dengan

menggunakan pewarnaan alizarin red. Pada pengamatan osifikasi tulang keras

dengan pewarnaan alizarin red (Art. 6279 Alizarinrot S.). Adapun prosedur

pewarnaan alizarin red dengan modifikasi Jonathan Knight (2009) yaitu :

1.

Fiksasi larva zebrafish dengan menggunakan alkohol/Methanol 96% selama
12 jam

Rendam larva dalam aquadest selama semalam.

Kemudian larva direndam dalam KOH 1 % dengan Hidrogen peroksida 3 %
(sekitar 5 ml 3% H202 dalam larutan KOH 1% 100 ml) selama 15 menit.
Pigmen hitam harus berubah menjadi warna coklat sampai coklat muda.
Jangan terlalu banyak melakukan langkah ini karena beberapa jaringan,
terutama mata bisa meledak atau hancur.

Bilas larva dengan aquadest selama 10 menit.

Selanjutnya larva direndam dalam larutan pewarna alizarin red 1 mg/ml
selama 3 hari.

Dicuci dalam aquadest sebanyak 5 kali pembilasan.

Larva hasil pewarnaan alizarin red diamati dibawah mikroskop dan diukur
densitas warnanya dengan integrated density menggunakan software
image J.

Larva dapat disimpan pada glycerol 87% (bertahan hingga 6 bulan)

78



4.8.10 Pengukuran Kadar IL-6 dan IL-10
Pada usia 6 dpf larva zebrafish dikumpulkan dan diperiksa konsentrasi
IL-6 dan IL-10 dengan menggunakan ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory

Cat. No EO026Fi untuk IL-6 dan Cat. No EO0096Fi untuk IL-10. Adapun
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prosedurnya yaitu ;

1. Siapkan semua reagen, standard solution dan sampel sesuai ketentuan
dalam prosedur ELISA Kit Fish Interleukin 6. Semua reagen sebelum
dipakai, disiapkan pada suhu ruangan. Pemeriksaan ELISA dilakukan pada
suhu ruangan.

2. Menentukan jumlah strip yang diperlukan untuk pemeriksaan. Masukkan
strip ke dalam frame yang akan digunakan.

3. Menambahkan 50ul standar dengan well standard.

4. Menambahkan 40ul sampel ke well sampel (sumur sampel) dan kemudian
menambahkan  10ul antibodi anti-IL-6 ke well sampel, kemudian
menambahkan 50pl streptavidin-HRP ke well sampel dan well standar (Well
control/blanko well). Campur well. Menutupi plate dengan sealer. Inkubasi
selama 60 menit pada suhu 37 ° C.

5. Hilangkan sealer dan cuci plate 5 kali dengan wash buffer. Rendam well
dengan 0,35 ml wash buffer selama 30 detik sampai 1 menit untuk setiap
mencuci.

6. Menambahkan 50ul substrate solution A ke tiap well dan kemudian
menambahkan 50ul substrate solution B ke tiap well. Inkubasi 10 menit
pada suhu 37 °C, plate ditutup dengan sealer baru dan kondisi ruangan
gelap.

7. Menambahkan 50ul Stop Solution ke tiap well, warna biru akan berubah

menjadi kuning.
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8.

Menentukan optical density (nilai OD) masing-masing well dengan
menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 450 nm dalam

waktu 30 menit setelah menambahkan stop solution.

4.9 Pengumpulan Data dan Analisis Data

4.9.1 Pengumpulan Data

Beberapa data yang diperoleh, dikumpul dan diolah saat penelitian

mencakup data sebagai berikut :

1.

Data Panjang Badan, meliputi rerata panjang badan zebrafish usia 3, 4, 5
dan 6 dpf pada setiap kelompok
Data Rasio Panjang Kepala (PK) berbanding Panjang Badan (PB) larva
zebrafish pada setiap kelompok

Data Kadar IL-6, Kadar IL-10 dan ekspresi osifikasi tulang keras.

49.2 Analisis Data

Setelah data terkumpul langkah. selanjutnya yaitu analisis data penelitian.

Adapun analisis data tersebut meliputi :

1.

Tes normalitas dan homogenitas data pada setiap parameter penelitian
dengan Shapiro-Wilk atau Kolmogorov-Smirnov untuk normalitas data dan
Levene’s test untuk homogenitas data.

Untuk uji beda setiap parameter menggunakan One Way Anova jika data
berdistribusi normal dan homogen yang dilanjut Pos hoc test LSD, uji
Kruskal Wallis jika data tidak memenuhi syarat normalitas atau homogenitas
data.

Untuk mengetahui kuat tidaknya korelasi antar parameter penelitian
dilakukan uji statistik pearson correlation jika data berdistribusi normal dan

jika tidak berdistribusi normal uji Spearman correlation. Dan interpretasi dari
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korelasi antar parameter mengacu pada Dahlan (2009) yaitu berkorelasi
sangat lemah jika nilai koefisien korelasi 0,0 sampai dengan < 0,2, lemah
0,2 sampai dengan < 0,4, sedang 0,4 sampai dengan < 0,6, Kuat 0,6 sampai

dengan < 0,8 dan sangat kuat jika 0,8 sampai dengan < 1.
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4.10 Alur Perlakuan

Fertilisasi zebrafish jantan dan betina (2 : 1) dengan siklus gelap terang (10 : 14)

v

Seleksi embrio zebrafish yang sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi

v
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Randomisasi embrio pada 0-2 hof untuk dibaai 5 kelombok

v

Tiap kelompok terdapat 60 embrio yang dibagi menjadi 3 well/plate; dengan @ well
= 20 embrio

y

Pemberian paparan Rotenon dan pegagan mulai pada 2 hpf sampai dengan batas

lamanya masing-masing paparan kelompok

v

v

A 4

!

v

Kontrol Kontrol Rotenon Rotenon Rotenon
Negatif Positif 12,5 ppb 3 12,5 ppb 3 12,5 ppb 3
(EM) (Rotenon hari dan hari dan hari dan
12,5 ppb) Pegagan Pegagan Pegagan

dari 2 hpf dengan dengan dengan
— 3 dpf konsentrasi konsentrasi konsentrasi
(3 hari) 5 pg/ml 5 5
dari 2 hpf - pg/ml dari 2 pg/ml dari 2
4 dpf hpf — 5 dpf hpf — 6 dpf
(P1) (P2) (P3)
| | I | I
v
Hatching pada 72 hpf
v

Pembilasan dan mengganti dengan embrionik medium bagi kelompok yang sudah
selesai dilakukan paparan

v

Pengukuran PB dan PK dengan mikroskop dan Immage Raster mulai usia 3 dpf -
6 dpf dilakukan setiap hari

v

Usia 6 dpf dieuthanasia 40 menit

v

Pengamatan osifikasi tulang keras menggunakan metode pewarnaan Alizarin Red,
Kadar IL-6 dan Kadar IL-10 dengan metode ELISA

b

Analisis data dan penarikan kesimpulan
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

Penelitian ' dilakukan untuk ~membuktikan = pengaruh ekstrak etanol
pegagan (Centella asiatica) yang diberikan pada masa pre sampai dengan post
hatching dapat menurunkan interleukin 6, meningkatkan interleukin 10 dan
meningkatkan osifikasi tulang keras pada stunting larva zebrafish akibat induksi
rotenon konsentrasi 12,5 ppb. Rentang waktu pelaksanaan penelitian antara
November 2017 - Februari 2018. Kegiatan tersebut meliputi persiapan
pemasangan trap, persiapan bahan paparan, perawatan ikan zebrafish induk,
persiapan pewarnaan Alizarin Red dan persiapan pemeriksaan ELISA seperti
telah diuraikan pada BAB 4 metode penelitian. Adapun lokasi penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi dan Biomedik FKUB Malang. Adapun
penjabaran hasil penelitian yaitu :

5.1 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap

Kadar IL-6 Larva Zebrafish Usia 6 dpf

Pada penelitian ini, kadar IL-6 larva zebrafish usia 6 dpf diukur dengan
pemeriksaan ELISA (Enzyme Linked  Immune-sorbent Assay). Berdasarkan
gambar 5.1 Rerata kadar IL-6 pada kelompok rotenon lebih tinggi dari kelompok
kontrol, sedangkan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 yaitu kelompok
dengan pemberian pegagan konsentrasi 5ug/mL selama 4, 5 dan 6 hari
menunjukan penurunan rerata kadar IL-6 dibanding kelompok rotenon, meskipun
tampak pada kelompok P3 mulai ada peningkatan kembali rerata kadar IL-6
dengan nilai rerata lebih tinggi dari kelompok kontrol.

Ada tidaknya perbedaan yang bermakna dari induksi rotenon 2,5 ppb dan

pengaruh pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/ml terhadap kadar
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IL-6 larva zebrafish di usia 6 dpf dapat diketahui melalui uji statistik one way

anova dan hasil analisis seperti tampak pada gambar 5.1:

18,00 -
16,00 - 14,7?12,22
14,00 - L
12,00 - d
10,00 - 8,58+1,48

I 6,98+2,04

8,00 | 5,89+1,21 I
6.00 A : c 4,21+1,81 I

4,00 - ab e
2,00 - e
0,00

Kadar IL-6 (ng/L)

Kontrol Rotenon 12,5 Pegagan5 Pegagan5 Pegagan5
ppb pg/mL 4 hari pg/mL 5 hari pg/mL 6 hari
(P1) (P2) (P3)
Kelompok perlakuan

Gambar 5.1 Perbandingan rerata kadar IL-6 larva zebrafish usia 6 dpf

Keterangan : Pemberian ekstrak etanol pegagan 5 pg/mL selama 4, 5 dan 6 hari
secara signifikan menurunkan kadar IL-6 larva zebrafish usia 6 dpf yang
diinduksi rotenon 12,5 ppb

Berdasarkan gambar 5.1 menunjukan terdapat perbedaan rerata kadar
IL-6 secara signifikan antara' kelompok rotenon terhadap kelompok kontrol
dengan nilai p-value=0,000 (p<0,05), begitu juga jika dibandingkan kelompok
rotenon terhadap kelompok perlakuan (P1, P2 dan P3) terdapat perbedaan
secara signifikan dengan nilai p-value=0,000, 0,000 dan 0,000 (p<0,05). Untuk
kelompok P1 terdapat perbedaan secara signifikan terhadap kelompok kontrol,
kelompok rotenon dan kelompok P2 dengan nilai p-value=0,027, 0,000 dan 0,001
(p<0,05), sedangkan terhadap kelompok P3 tidak terdapat perbedaan secara
signifikan dengan nilai p-value=0,171 (p>0,05). Kelompok P2 tidak memiliki
perbedaan secara signifikan terhadap kontrol dengan nilai p-value=0,53 (p>0,05)
dan terdapat perbedaan secara signifikan terhadap rotenon, P1 dan P3 dengan

nilai p-value=0,000, 0,001 dan 0,024 (p<0,05).
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5.2 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap
Kadar IL-10 Larva Zebrafish Usia 6 dpf

Kadar IL-10 larva zebrafish usia 6 dpf pada penelitian ini juga
menggunakan pemeriksaan ELISA. Berdasarkan hasil pemeriksaan ELISA rerata
kadar 1L-10 seperti gambar 5.2, rerata kelompok rotenon tampak lebih rendah
dari kelompok kontrol, sedangkan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3
(kelompok dengan pemberian pegagan konsentrasi 5ug/mL selama 4, 5 dan 6
hari) menunjukan rerata kadar IL-10 tampak lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok rotenon dan lebih rendah jika dibandingkan dengan kelompok kontrol

Untuk melihat ada tidaknya perbedaan yang bermakna kadar IL-10 antar
kelompok maka dilakukan uji statistik one way anova dengan hasil seperti

tampak pada gambar dibawah ini :

3,000 ~

2,44+0,66 2,34+0,38  2,31%0,31

2500 -
1,97+0,24

2,000 1 1,51+0,61

1,500 -

1,000 -

0,500 -

0,000 . . . . .

Kontrol Rotenon 12,5 Pegagan 5 Pegagan 5 Pegagan 5
ppb pg/mL 4 hari  pg/mL 5 hari  pg/mL 6 hari
(P1) (P2) (P3)

Kadar IL-10 (ng/L)

Kelompok Perlakuan

Gambar 5.2  Perbandingan rerata kadar IL-10 larva zebrafish usia 6 dpf.

Keterangan :  Pemberian ekstrak etanol pegagan 5 pg/mL selama 4, 5 dan 6 hari
meningkatkan kadar IL-10 larva zebrafish usia 6 dpf yang diinduksi
rotenon 12,5 ppb tidak signifikan terhadap P1 dan signifikan terhadap
P2 dan P3

Hasil uji statistik one way anova serta pos hoc test LSD seperti pada

gambar 5.2 menunjukan bahwa terdapat perbedaan secara signifikan rerata
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kadar 1L-10 pada kelompok rotenon jika dibandingkan dengan kelompok kontrol
dengan nilai p=0,005 (p<0,05). Sedangkan kelompok perlakuan, P1 tidak
signifikan terhadap kelompok rotenon dengan nilai p=0,134 (p>0,05)., P2 dan P3

terdapat perbedaan yang signifikan terhadap kelompok rotenon dengan nilai

-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

p=0,011 dan 0,014 (p<0,05). Akan tetapi jika dibandingkan kelompok P1, P2 dan
P3 terhadap kelompok kontrol tidak terdapat perbedaan yang signifikan dengan

nilai p=0,130, 0,747 dan 0,659 (p>0,05).

5.3 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap
Osifikasi Tulang Keras Larva Zebrafish Usia 6 dpf

Untuk mengetahui ekspresi osifikasi tulang keras dari larva zebrafish usia
6 dpf yang diinduksi rotenon 12,5 dan pemberian pegagan konsentrasi 5 pg/mL
selama 4, 5 dan 6 hari pada penelitian ini menggunakan pewarnaan (staining)
alizarin-red. Penilaian ekspresi osifikasi tulang keras melalui staining alizarin red
adalah warna merah terang sampai warna merah gelap pada bagian yang
terwarnai, bagian yang dilakukan staining ini dapat dilihat pada mikroskop stereo
CX21 LED Olympus dengan pembesaran 40x dan bagian yang terstaining
sebagai ekspresi osifikasi tulang keras tampak pada bagian kepala dan
punggung (tulang belakang). Hasil staining alizarin red pada masing-masing

kelompok disajikan pada gambar 5.3
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Gambar 5.3 Osifikasi tulang keras larva zebrafish 6 dpf
Keterangan : A. Kelompok Kontrol
B. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf)
C. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 4 hari
(2 hpf — 4 dpf)
D. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 5 hari
(2 hpf = 5 dpf)
E. Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 6 hari
(2 hpf — 6 dpf)

Untuk menilai hasil staining menggunakan aplikasi Image J dengan
mengukur nilai integrated density yang dikuantifikasikan dalam satuan pixel..
Adapun rerata nilai staining dan hasil pewarnaan (staining) Alizarin Red pada
larva zebrafish usia 6 dpf dapat terlihat pada gambar 5.4 bahwa rerata ekspresi
osifikasi tulang keras pada kelompok rotenon memiliki rerata ekspresi lebih
rendah dibandingkan kontrol, sedangkan kelompok perlakuan P1, P2 dan P3
memiliki rerata ekspresi lebih tinggi dibandingkan kelompok rotenon. Rerata P1
dan P3 jika dibandingkan dengan kelompok kontrol memiliki rerata lebih rendah,

sedangkan P2 memiliki rerata lebih tinggi daripada kelompok kontrol.
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Kelompok Perlakuan
Gambar 5.4 Perbedaan integrated density osifikasi tulang keras usia 6
dpf larva zebrafish
Keterangan : Nilai Integrated Density Osifikasi tulang keras tertinggi pada

kelompok P2 yaitu kelompok pemberian pegagan (Centella asiatica)
konsentrasi 5ug/ml yang diberikan selama 5 hari serta nilainya
melebihi kelompok kontrol, sedangkan nilai terendah pada kelompok
rotenon. Huruf yang berbeda menunjukan perbedaan signifikan

Berdasarkan hasil analisis statistik one way anova dan pos hoc test LSD
seperti pada gambar 5.4 menunjukan bahwa terdapat perbedaan secara
signifikan antara ekspresi osifikasi tulang keras kelompok rotenon jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol dengan nilai p=0,006 (p <0,05), begitu
juga terdapat perbedaan secara signifikan antara kelompok rotenon jika
dibandingkan dengan kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 dengan nilai p= 0,031,
0,004 dan 0,007 (p<0,05). Sedangkan Kelompok P1, P2 dan P3 tidak terdapat
perbedaan secara signifikan jika dibandingkan dengan kelompok kontrol dengan

nilai p= 0,440, 0,868 dan 0,904 (p>0,05).
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5.4 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap
Panjang Badan Larva Zebrafish Usia 3, 4, 5 dan 6 dpf

Pengukuran panjang badan larva zebrafish pada kelompok yang diinduksi
rotenon 12,5 ppb dan kelompok yang mendapat perbedaan perlakuan lamanya
pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/ml pada usia 3, 4, 5 dan 6
dpf diukur dengan menggunakan aplikasi software Image Raster serta hasil
pengukuran panjang badan dinyatakan dalam satuan milimeter (mm). Adapun
uraian hasil tampak di tabel 5.1 berikut :

Tabel 5.1 Perbedaan Rerata Panjang Badan Larva Zebrafish usia 3, 4, 5 dan

6 dpf
3 dpf 4 dpf 5 dpf 6 dpf
Kelompok Mean ~SD  Mean  SD Mean SD Mean SD
(mm) (mm) (mm) (mm)
K 34 0,08 3,64 0,06 3.68 0.08 3.76 0.07
R 3,36 0,08 3,51 0,08 3.58 0.09 3.59 0.09
P1 3.4 0,06 3,61 0,06 3.69 0.05 3.73 0.06
P2 3,39 0,07 3,61 0,07 3.71 0.07 3.76 0.07
P3 3,39 0,06 3,6 0,05 3.71 0.06 3.74 0.08

Keterangan K Kelompok Kontrol

R Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf)

P1 Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 4 hari
(2 hpf — 4 dpf)

P2 Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi 5 pg/mL) yang dipapar selama 5 hari
(2 hpf — 5 dpf)

P3 Kelompok Rotenon 12,5 ppb yang dipapar selama 3 hari (2 hpf -
3dpf) + Pegagan (konsentrasi-5 pg/mL) yang dipapar selama 6 hari
(2 hpf — 6 dpf)

Berdasarkan tabel 5.1 rerata panjang badan larva zebrafish usia 3, 4, 5
dan 6 dpf tampak kelompok rotenon memiliki rerata panjang badan lebih pendek
dari kelompok kontrol, sedangkan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 yaitu
kelompok dengan perbedaan pemberian ekstrak etanol pegagan 4, 5 dan 6 hari
tampak memiliki rerata panjang badan lebih tinggi dari kelompok rotenon.

Kelompok P1 dan P3 memiliki pola pertumbuhan yang sama mulai usia 4 dpf
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memiliki rerata lebih rendah dari kelompok kontrol di usia 4 dan 6 dpf dan lebih

tinggi di usia 5 dpf, sedangkan kelompok P2 memiliki pola pertumbuhan dengan

rerata lebih rendah dari kelompok kontrol di usia 4 dpf, lebih tibggi di usia 5 dpf

dan sama di usia 6 dpf. Dengan demikian tampak di usia 5 dpf semua kelompok

mengalami peningkatan panjang badan lebih tinggi dibanding kontrol, sedangkan

di usia 6 dpf kelompok P1 dan P3 terdapat penurunan panjang badan tetapi

rerata masih lebih tinggi daripada kelompok rotenon.

Untuk mengetahui perbedaan rerata pertumbuhan larva zebrafish usia 3

dpf sampai dengan 6 dpf tampak terlihat pada gambar 5.5 :

3,8

3,7

3,6

3,5

3,4

Length (mm)

3,3

3,2

31

a

¢— Kontrol

=i—Rotenon 12,5 ppb

Pegagan 5 ug 4 hari (P1

=>¢=Pegagan 5 ug 5 hari (P2

Pegagan 5 pg 6 hari (P3

3 dpf

4 dpf 5 dpf

Dpf (Days post fertilization)

6 dpf

)
)
)

Gambar 5.5 Perbedaan rerata panjang badan larva zebrafish hari ke-3, 4, 5
dan 6 dpf
Terdapat kesamaan rerata panjang badan pada semua kelompok di usia
3 dpf, sedangkan hari ke-6 adanya perbedaan rerata panjang badan
antar kelompok, terlihat kelompok rotenon (garis merah) pertumbuhan
panjang badan berada paling bawah diantara kelompok yang lainnya,
kelompok kontrol berada paling atas sedangkan kelompok perlakuan
yang diberi pegagan (P1l, P2 dan P3) tampak meningkat hampir
mencapai ukuran panjang badan kelompok kontrol

Keterangan :

Untuk mengetahui bagaimana perbandingan pertumbuhan larva zebrafish

usia 3 dpf yang dianalogikan dengan usia bayi baru lahir dan usia 6 dpf yang
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dianalogikan dengan usia anak 2 tahun terhadap pengaruh induksi rotenon
konsentrasi 12,5 ppb dan pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5
pug/mL yang diberikan selama 4, 5 dan 6 hari terlihat jelas di bawah ini :

Tabel 5.2 Perbandingan Pertumbuhan Panjang Badan Larva Zebrafish Usia
3 dpf dan 6 dpf

-
o
3

-2
|
—
e
o

—
L ]
L=
=
an
.

Usia 3 .dpf 6 dpf

Kelompok K R P1 P2 P3 K R P1 P2 P3

Gambar %

Perbesaran i

2,5x ]

|

.

i
M‘E‘r?]%';B 340 336 340 339 - 339 376 359 373 376 374
SD 0,08 0,08 0,06 0,07 0,06 0,07 0,09 0,06 0,07 0,08
Rasio 1:5 15 15 1:5 1:5 15 15 1:5 15 1:5

Keterangan : Perbandingan rerata, standar deviasi dan rasio usia larva zebrafish 3

dpf dan 6 dpf yang diinduksi rotenon dan pemberian ekstrak pegagan

Berdasarkan tabel 5.2 menunjukan perbandingan rerata panjang badan
dari masing-masing kelompok pada usia 3 dpf dan 6 dpf, rerata panjang badan 3
dpf tampak memiliki nilai rata-rata satu sama lain hampir sama, sedangkan pada
usia 6 dpf tampak memiliki nilai rata-rata berbeda terutama kelompok rotenon
lebih pendek daripada kelompok kontrol dan kelompok P1, P2 dan PS3,
sedangkan rasio panjang badan dan panjang kepala pada semua kelompok
samal:5.

Seperti tampak pada tabel 5.2 terdapat selisih rerata panjang badan larva
zebrafish usia 6 dpf antara kelompok rotenon (3,59 mm) dengan kelompok
kontrol (3,76 mm) yaitu sebesar 0,17 mm, dan nilai 2 SD pada kelompok kontrol

usia 3 dpf sebesar 0,16 dan usia 6 dpf sebesar 0,14, sehingga kelompok rotenon

A
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rerata panjang badannya <-2 SD (-0,17) jika dibandingkan terhadap kelompok
kontrol usia 3 dpf dan 6 dpf, dengan demikian kelompok rotenon di usia 6 dpf
terjadi stunting.

Berbeda halnya pada kelompok P1, P2 dan P3 yang merupakan
kelompok yang diinduksi rotenon konsentrasi 12,5 ppb selama 3 hari dan
ditambah dengan pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5 pg/mL
selama 4, 5 dan 6 hari tampak terjadi peningkatan rerata panjang badan di usia 6
dpf jika dibandingkan dengan kelompok rotenon serta memiliki selisih yang tidak
berbeda jauh dengan kelompok kontrol yaitu P1 memiliki selisih sebesar 0,03
mm, P2 sebesar 0,00 mm dan P3 sebesar 0,04 mm yang berarti rerata panjang
badan kelompok P1, P2 dan P3 lebih dari 2 SD sehingga tidak terjadi stunting.
Dengan demikian pemberian pegagan terbukti dapat mencegah pertumbuhan
terhambat pada larva zebrafish.

Untuk mengetahui signifikansi perbedaan rerata panjang badan dari
masing-masing kelompok maka dilakukan uji statistik one way anova pada usia 3

dpf dan 6 dpf seperti tampak pada gambar 5.6.

3,9 - b
3,8
3,7
3,6
3,5
34
3,3
3,2
31

m 3 dpf

Panjang badan (mm)

B 6 dpf

Kontrol Rotenon Pegagan 5 Pegagan 5 Pegagan 5
12,5 ppb pg/mL 4 pg/mL 5 pg/mL 6
hari hari hari

Kelompok perlakuan

Gambar 5.6 Perbandingan rerata panjang badan larva zebrafish usia 3 dpf
dan 6 dpf
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Berdasarkan hasil uji statistik one way anova rerata panjang badan larva
zebrafish ‘usia 3 dpf tidak ada perbedaan yang signifikan antara kelompok
rotenon dengan kelompok lainnya (p>0,05) baik terhadap kontrol maupun

kelompok perlakuan, sedangkan rerata panjang badan larva zebrafish usia 6 dpf
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menunjukan adanya perbedaan yang signifikan —antara kelompok rotenon
terhadap kelompok kontrol dengan nilai p=0,000 (p<0,05) serta kelompok
rotenon terhadap kelompok perlakuan P1, P2 dan P3 dengan nilai p=0,000

(p<0,05).

5.5 Korelasi Antar Variabel Penelitian
Untuk mengetahui korelasi antar variabel penelitian maka dilakukan

analisis statistik pearson correlation seperti pada tabel berikut ini :

KORELASI ANTAR VARIABEL

-0,853

0,641
Pegagan
0,802

0,655

0,572

Osifikasi
Tulang Keras

PANJANG
BADAN

v

4

IL-10
0,618

Gambar 5.7 Korelasi antar variabel penelitian
Berdasarkan gambar 5.7 terdapat signifikansi korelasi negatif yang

sangat kuat antara lamanya pemberian ekstrak etanol pegagan dengan kadar
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IL-6. Korelasi negatif tersebut menunjukan semakin lamanya pemberian ekstrak
etanol pegagan akan diikuti dengan penurunan kadar IL-6. Terdapatnya
signifikansi  korelasi posifit kuat antara lamanya pemberian ekstrak etanol
pegagan dengan kadar IL-10. Korelasi positif mempunyai makna semakin
lamanya pemberian ekstrak etanol pegagan semakin dapat meningkatkan kadar
IL-10. Terdapat signifikansi korelasi posifit kuat diantara lamanya pemberian
pegagan dan osifikasi tulang keras, hal ini berarti semakin lama pemberian
ekstrak etanol pegagan maka akan diikuti adanya peningkatan osifikasi tulang
keras. Adanya signifikansi korelasi posifit yang sangat kuat antara lamanya
pemberian pegagan dan panjang badan. Korelasi positif menunjukan semakin
lama pemberian ekstrak etanol pegagan maka akan diikuti adanya peningkatan
panjang badan.

Berdasarkan gambar 5.7 terdapat korelasi negatif yang sangat kuat
antara kadar IL-6 dengan panjang badan yang menunjukan bahwa penurunan
kadar IL-6 diikuti peningkatan panjang badan. Terdapat korelasi positif kuat
antara kadar IL-10 dengan panjang badan yang berarti bahwa peningkatan kadar
IL-10 diikuti peningkatan panjang badan. Dan terdapat korelasi positif kuat antara
osifikasi tulang keras dengan panjang badan yang berarti bahwa peningkatan
osifikasi tulang keras diikuti peningkatan panjang badan

Berdasarkan hasil penelitian seperti pada gambar 5.7 terdapat korelasi
negatif kuat antara kadar IL-6 dengan osifikasi tulang keras yang menunjukan
bahwa penurunan kadar IL-6 diikuti peningkatan osifikasi tulang keras. tidak
terdapat korelasi antara kadar IL-10 dengan osifikasi tulang keras..

Hasil penelitian seperti pada gambar 5.7 terdapat korelasi negatif kuat
antara kadar IL-6 dan kadar IL-10 yang berarti bahwa penurunan kadar IL-6 akan

diikuti dengan peningkatan kadar IL-10.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini model stunting menggunakan larva zebrafish yang
diinduksi rotenon konsentrasi 12,5 ppb sesuai dengan studi penelitian
sebelumnya konsentrasi tersebut terbukti menyebabkan stunting dengan derajat
kepercayaan 98% (Primaditya et al., 2017), dengan kriteria stunting telah
terpenuhi yaitu panjang badan berdasarkan umur mempunyai batas nilai z-score
<-25D (WHO, 2010), tidak ada kelainan kongenital saat lahir dan semua
kelompok perlakuan memiliki nilai rasio yang sama dengan kelompok kontrol
pada hasil pengukuran rasio panjang badan dan kepala (De Onis et al., 2012;
Syed, 2015; Picasso, 2016). Adapun pengukuran parameter penelitian dilakukan
pada usia 3 dpf dan 6 dpf hal ini merujuk pada analogi usia larva zebrafish
dengan manusia yaitu usia 3 dpf analog dengan bayi baru lahir dan 6 dpf analog
dengan anak usia 2 tahun (Sorribes et al., 2013). Untuk mengetahui pengaruh
ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica) pada kondisi stunting dengan
parameter yang mau diteliti, paparan ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica)
dilakukan dengan membedakan lamanya perlakuan (4 hari, 5 hari dan 6 hari)
pada setiap kelompok dengan konsentrasi yang sama yaitu 5 ug/ml karena
konsentrasi ini pada studi penelitian sebelumnya memberikan efek terbaik pada

stunting (Wardani et al., 2017).

6.1. Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap Kadar
IL-6 Larva Zebrafish Pada Usia 6 dpf

Berdasarkan hasil penelitian bahwa induksi rotenon 12,5 ppb secara
signifikan meningkatkan kadar IL-6 pada stunting larva zebrafish yang diinduksi

rotenon. Diketahui bahwa pada anak-anak dengan kondisi stunting terdapat
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peningkatan kadar IL-6 (El-Maksoud et al., 2017), peningkatan kadar IL-6 yang
berlebihan 'menyebabkan pertumbuhan terhambat (De Benedetti et al., 2006).
Inflammasi kronis berkontribusi terhadap stunting (Kosek et al., 2017), IL-6 dan
IL-10 merupakan bagian dari marker inflammasi kronis yang berhubungan
dengan stunting (Naylor et al., 2016; Kosek et al., 2017; Harper et al., 2018).
Pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi 5ug/mL selama 4, 5 dan 6
hari secara signifikan menurunkan kadar IL-6 pada semua kelompok larva
zebrafish usia 6 dpf. Penurunan rerata kadar IL-6 kelompok P1 secara signifikan
berbeda dengan kelompok rotenon dan kontrol, namun rerata kadar IL-6 pada
kelompok P1 masih lebih tinggi dibanding kelompok kontrol yang berarti
penurunan rerata kadar IL-6 pada kelompok P1 belum mencapai batas normal.
Sedangkan penurunan rerata kadar IL-6 pada kelompok P2 secara signifikan
berbeda dengan rotenon dan P1 tetapi tidak signifikan terhadap kelompok kontrol
yang berarti pada kelompok P2 penurunan rerata kadar IL-6 sudah secara
optimal telah mencapai batas normal sesuai dengan rerata kadar IL-6 pada
kelompok kontrol. Untuk P3 penurunan rerata kadar IL-6 secara signifikan
berbeda dengan rotenon dan P2, tetapi tidak signifikan terhadap kontrol dan P1,
yang berarti rerata kadar IL-6 masih dalam batas normal meskipun sudah mulai
adanya peningkatan. Dengan demikian pada penelitian ini pemberian pegagan
konsentrasi 5 pg/mL selama 4, 5 dan 6 hari secara signifikan mampu
menghambat inflammasi dengan menurunkan kadar IL-6. Dan perlakuan yang
paling optimal untuk menurunkan kadar IL-6 sampai batas normal adalah
perlakuan P2 yaitu pemberian pegagan konsentrasi 5 pg/mL selama 5 hari,
karena pada perlakuan P1 meskipun terdapat penurunan kadar IL-6 tetapi masih
terjadi proses inflammasi, berbeda halnya dengan P3 kadar IL-6 tidak berbeda
dengan kontrol yang berarti rerata masih dalam batas normal akan tetapi sudah

mulai ada peningkatan.
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Pemberian ekstrak etanol pegagan 4 dan 5 hari dapat menurunkan kadar
IL-6. Hal ini membuktikan bahwa pegagan memiliki kemampuan sebagai
antiinflammasi. Hasil ini sesuai dengan penelitian oleh Wan et al. (2012) meneliti
bahwa pegagan (Centella asiatica) mengandung Triterpenoid jenis Asiaticoside
yang dapat menghambat mediator proinflammasi IL-6. Pegagan mengandung
juga Triterpenoid jenis Madecassic acid yang berperan sebagai antiinflammasi
(Li et al., 2007) yang efektif menghambat induksi Lipopolysaccharide (LPS) pada
ekspresi kadar protein iINOS dan COX-2 dan transkripsi iNOS, COX-2, TNF a
dan IL-6 melalui hambatan degradasi dan fosforilasi IkB-a yang merupakan
subunit dari NFkB pada makrofag RAW 264.1 (Won et al., 2010).

Pegagan mengandung mikronutrien Zinc, sesuai dengan penelitian
Lindenmayer et al. (2014) menemukan bahwa defisiensi zinc cenderung
memperburuk peradangan sistemik yang telah ditunjukkan untuk memediasi
stunting. Zn memiliki sifat antiinflammasi dengan menghambat aktivasi transkripsi
NF-kB sebagai faktor transkripsi yang bertanggung jawab atas generasi sitokin
inflammasi (EI-Maksoud et al.,, 2017). Pegagan mengandung Zn untuk
memperbaiki kondisi stunting karena suplementasi Zn diperlukan sebagai zat
untuk meningkatkan IGF-1 dan IGFBP-3 dalam proses percepatan pertumbuhan
pada masa anak-anak (Hakimi et al., 2006; Hamza et al., 2012; El-Maksoud

etal., 2017).

6.2 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap Kadar
IL-10 Larva Zebrafish Pada Usia 6 dpf

Pada penelitian ini ditemukan bahwa pemberian pegagan 5 pg/ml pada
stunting larva zebrafish akibat induksi rotenon dapat meningkatkan kadar IL-10,
dengan bertambah waktu paparan pegagan 5 pg/ml semakin meningkat kadar

dari IL-10, hal ini membuktikan bahwa IL-10 sebagai antiinflammasi pada
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stunting larva zebrafish. Rotenon 12,5 ppb dapat meningkatkan ROS (Reactive
Oxigen Species) yang dapat memicu terjadinya stress oksidatif dan
menyebabkan kerusakan jaringan. Hal ini sebagai molekul sinyal transduksi
untuk berbagai jalur baik itu terhadap growth factor, sitokin maupun hormon
(Sandana et al., 2017). Pemberian rotenon 12,5 ppb menginisiasi sitokin seperti
IL-6 sebagai sitokin proinflammasi mengalami peningkatan setelah larva
zebrafish diinduksi rotenon 12,5 ppb selama 3 hari. Dengan pemberian pegagan
5 pg/mL mengaktivasi IL-10 dan menekan peningkatan kadar IL-6.

Pegagan mengandung asiatikosida, madekosida, triterpenoid dan
saponin berperan penting melindungi kerusakan sel dan jaringan dengan
mensintesis kolagen, serat kolagen berperan pada proses perbaikan luka akibat
kerusakan jaringan (Winarto dan Surbakti, 2003; Selfitri dan Anggraeni, 2008;
Sutardi, 2016).

Pemberian ekstrak pegagan 4, 5 dan 6 hari secara signifikan dapat
menigkatkan kadar IL-10 pada stunting larva zebrafish yang diinduksi rotenon.
Hasil ini sesuai dengan penelitian Wan et al. (2012) menemukan Asiaticoside
dari Pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan kadar IL-10, hal ini
membuktikan pegagan dapat  berfungsi sebagai antiinflammasi. Dengan
demikian pada penelitian ini membuktikan bahwa pegagan berfungsi sebagai
antiinflamasi ditandai adanya peningkatan kadar 1L-10 pada stunting larva

zebrafish.

6.3 Pengaruh Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica) Terhadap
Osifikasi Tulang Keras Larva Zebrafish Pada Usia 6 dpf

Hasil penelitian menunjukan bahwa secara signifikan pemberian pegagan
5ug/mL selama 4, 5 dan 6 hari mampu meningkatkan osifikasi tulang keras pada

stunting larva zebrafish yang - diinduksi rotenon. Stunting merupakan suatu
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kondisi kegagalan dalam mencapai sebuah potensi genetik untuk menjadi tinggi
(Golden, 2009). Tinggi badan atau panjang badan merupakan indikator
pertumbuhan  anak terutama berhubungan dengan ukuran kerangka
tulang/skeletal. Ukuran skeletal berkorelasi dengan komposisi dan density
mineral tulang (Zemel, 2013).

Skeletal Growth merupakan komponen pertumbuhan somatik ditandai
dengan ukuran atau dimensi tulang yang meningkat, serta kekuatan tulang
ditentukan oleh perubahan genetik, nutrisi, komposisi tubuh, maturasi seksual
dan aktifitas fisik (Leonardo, 2002). Pertumbuhan tulang panjang terjadi pada
growth plate bagian ujung tulang panjang oleh peristiwa endochondral
ossification melalui proses pembentukan tulang dan perbaikan tulang (Leonardo,
2002).

Rotenon 12,5 ppb telah terbukti menyebabkan stunting dengan
menurunkan IGF-1 (Cory’ah et al., 2017) dan penurunan ekspresi osifikasi tulang
(Primihastuti et al., 2017). Rotenon dapat menyebabkan peningkatan apoptosis
dan peningkatan ROS (Hock et al., 2001; Alikhani et al., 2005). Apoptosis bone
lining cells yang tinggi berpengaruh terhadap proses pembentukan tulang baru
(Hock et al., 2001). Penyebab utama osteoklastogenesis adalah produksi ROS
yang meningkat seperti terbentuknya radikal bebas, ion oksigen serta
peroksidase (Kim et al., 2010; Jules et al., 2012). Stress oksidatif menginisiasi
respon immun IL-6 menghambat kondrogenesis awal sel ATDC5 yang
merupakan sel line sebagai model yang sangat baik untuk mempelajari ossifikasi
endokondral pada plate pertumbuhan (Nakajima et al., 2009). IL-6 menghambat
diferensiasi stem sel plate pertumbuhan ke proliferasi kondrosit, diferensiasi
hipertropi kondrosit, dan mineralisasi matrik tulang pada proses pertumbuhan
tulang (Nakajima et al., 2009). Pada kondisi inflammasi kronis, kadar IL-6

meningkat dalam darah, secara langsung bertindak menekan plate pertumbuhan
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tulang rawan dan menginduksi apoptosis sehingga menekan pertumbuhan tulang
(Sederquist et al., 2014). Kadar IL-6 meningkat mengakibatkan penurunan aksis
GH/IGF-1 (De Benedetti et al, 1997; Najakima et al., 2009; Walter et al., 2009).
GH/IGF-1 merupakan hormon yang berperan penting dalam pertumbuhan tulang
(Wit & Camacho-Hubner, 2011; Sederquist et al., 2014). IL-6 berperan
mengaktivasi  osteoklastogenesis, sehingga jika terjadi  peningkatan
osteoklastogenesis maka akan menekan osteoblastogenesis yang berdampak
pada pertumbuhan tulang (Waugquier et al., 2009).

Pegagan mengandung asiaticosside dan madecassoside mempunyai
potensi sebagai antiinflammasi yang baik dalam menekan aktivitas COX-1 serta
COX-2 (Nurlaily et al., 2012) ini dibuktikan pada studi penelitian terhadap tikus
arthritis yang diinduksi kolagen mendapat pengobatan dengan asiaticoside
dilaporkan dapat menghambat peradangan dengan mengurangi ekspresi COX2
dan sitokin inflamasi (Li et al., 2007).

Pegagan mengandung flavonoid (Winarto dan Surbakti, 2003), flavonoid
menghambat diferensiasi osteoklast, inhibit RANKL-induced nuclear factor dan
aktivasi Activator Protein 1 (AP-1), inhibit osteoklastogenik, dan meningkatkan
OPG (Pelletier et al., 2015; Sandana et al., 2017). Kandungan Fosfor dalam
pegagan menurut Sutardi (2016) meningkatkan ekspresi RANK dan RANKL yang
memicu peningkatan osteoklas sehingga terjadi resorpsi tulang (Tjandranegara,
2017).

Dengan demikian pada penelitian ini pegagan secara signifikan mampu
meningkatkan osifikasi tulang keras karena pegagan banyak mengandung
berbagai zat nutrisi yang dibutuhkan pada proses osifikasi tulang keras dan
berfungsi sebagai antiinflamasi mampu memperbaiki kerusakan jaringan akibat

peningkatan radikal bebas.
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6.4 Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica)
Terhadap Panjang Badan Larva Zebrafish Usia 3 dan 6 dpf

Hasil penelitian menunjukan rerata panjang badan larva zebrafish usia 3
dpf dan 6 dpf kelompok rotenon memiliki rerata lebih pendek dibanding kelompok
kontrol.. Secara statistik pada usia 3 dpf tidak menunjukan perbedaan yang
signifikan dengan nilai p=0,247 (p>0,05) berbeda halnya pada usia 6 dpf
menunjukan perbedaan secara signifikan dengan nilai p=0,000 (p<0,05) . Hal ini
menunjukan bahwa induksi rotenon dengan konsentrasi 12,5 ppb dapat
menurunkan panjang badan larva zebrafish usia 6 dpf. Dan berdasarkan
penelitian ditemukan terdapat selisih panjang badan >2 SD pada kelompok
rotenon dibanding kelompok ‘kontrol, sehingga larva zebrafish pada usia 6 dpf
pada kelompok rotenon mengalami stunting. Dengan demikian pada penelitian
ini rotenon 12,5 ppb terbukti dapat menginduksi stunting larva zebrafish di usia 6
dpf, studi ini sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa rotenon konsentrasi 10
ppb dan 12,5 ppb dapat menyebabkan model stunting pada usia 6 dpf dan 9 dpf
dengan derajat kepercayaan 93% dan 98% (Ridlayanti et al., 2016; Primaditya,
et al., 2017). Pada penelitian tersebut dibuktikan bahwa rotenon dapat
menurunkan panjang badan larva zebrafish (Ridlayanti et al., 2016; Ariati et al.,
2017) dan faktor-faktor yang berhubungan dengan pertumbuhan terhambat atau
stunting yaitu rotenon mampu menurunkan ekspresi BDNF (Ridlayanti et al.,
2016), menurunkan ekspresi Hsp60 dan meningkatkan ekspresi Bax (Wijayanti
et al., 2016), meningkatkan ekspresi RANKL dan menurunkan ekspresi OPG
(Ariati et al., 2017), menurunkan ekspresi osteocalsin dan GLUT-1 (Yuningsih
et al., 2017), menurunkan ekspresi GLUT 4 dan osteocalsin (Primaditya et al.,
2017), menurunkan ekspresi osifikasi tulang, meningkatkan ekspresi RANKL,

dan meningkatkan ekspresi osteoklastogenesis (Primihastuti et al., 2017),
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menurunkan ekspresi VEGF dan ekspresi VEGFR-2 (Wardani et al., 2017) dan
menurunkan IGF-1 (Cory’ah et al., 2017).

Pada usia 6 dpf larva zebrafish mengalami stunting dan usia 6 dpf analog
dengan usia 2 tahun, hasil penelitian sejalan dengan Badham & Sweet (2010)
yang berpendapat tentang stunting menggambarkan keadaan kegagalan
seorang anak mencapai pertumbuhan linier disebabkan malnutrisi kronis, terjadi
sejak masa intrauterin  sampai usia 2 tahun. Kondisi stunting sebagai indikator
malnutrisi salah satunya dengan mengukur panjang badan (PB) atau tinggi
badan (TB) berdasarkan umur (WHO, 2010). Kondisi stunting berbeda dengan
kretinisme. Stunting adalah pertumbuhan terhambat dengan kondisi tinggi badan
berdasarkan umur <-2 SD (WHO, 2013) sedangkan kretinisme memiliki
karakteristik tinggi badan kurang normal serta postur tubuh tidak proporsional
(Syed, 2015). Berdasarkan hal ini, maka pengukuran rasio panjang badan dan
panjang kepala dijadikan parameter pada penelitian ini. Pada tabel 5.2
menginformasikan bahwa rasio antara panjang kepala dengan panjang badan
kelompok kontrol dan kelompok rotenon memiliki proporsi yang sama sejak usia
3 dpf sampai usia 6 dpf yaitu 5 : 1 sehingga dapat disimpulkan bahwa
berdasarkan rasio tersebut pertumbuhan larva zebrafish normal tidak mengalami
kretinisme atau kecacatan.

Rotenon sebagai pestisida, insektisida dan piscisida memiliki efek toksik
lebih tampak pada ikan (Ott, 2006). Rotenon menyebabkan disfungsi
mitokondria yang berdampak gangguan replikasi, migrasi dan oksigensisasi sel,
sehingga terjadi peningkatan ROS, ROS kandidat utama yang menyebabkan
apoptosis (Singer & Ramsay, 1994; Alikhani et al., 2005). Kematian sel
(apoptosis) yang meningkat dapat mengganggu pertumbuhan tulang,

kematangan organ serta tumbuh kembang embrio akibat dari gangguan
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transportasi elektron dan oksigenisasi sel sebagai efek toksik dari rotenon (Uauy,
2013).

Cautheal et al. (2002) menyatakan hanya 3% seorang anak memiliki
peluang untuk bisa tumbuh mencapai kondisi normal. Hal ini jika dilakukan
intervensi ketika anak berusia kurang dari 2 tahun, karena pada usia ini mereka
lebih responsif, akan tetapi lain halnya jika dilakukan lebih dari 2 tahun
kesempatan reversibel tidak tercapai.

Berdasarkan penelitian ini pemberian ekstrak etanol pegagan konsentrasi
5 pg/mL mampu mencegah pertumbuhan terhambat pada larva zebrafish akibat
induksi rotenon 12,5 ppb sehingga tidak mengalami stunting dengan koreksi rata-
rata sebesar 99,6% dengan uraian pencapaian panjang badan normal usia 6 dpf
yatu pada kelompok P1 sebanyak 10 larva (33,3%), P2 19 larva (63,3%) dan P3
9 larva (30%). Hasil temuan ini sejalan dengan studi penelitian sebelumnya yang
menemukan bahwa perbedaan dosis pegagan konsentrasi 2,5 dan 5 pg/mL
mampu meningkatkan panjang badan dan meningkatkan ekspresi BDNF
(Ridlayanti et al., 2016), meningkatkan ekspresi Hsp60 dan menurunkan ekspresi
Bax (Wijayanti et al., 2016), menurunkan ekspresi RANKL dan meningkatkan
ekspresi OPG (Ariati et al., 2017), meningkatkan ekspresi osteocalsin dan
GLUT-1 (Yuningsih et al., 2017), meningkatkan  ekspresi GLUT 4 dan
osteocalsin (Primaditya et al., 2017), meningkatkan ekspresi osifikasi tulang,
menurunkan ekspresi RANKL, dan menurunkan ekspresi osteoklastogenesis
(Primihastuti et al., 2017), meningkatkan ekspresi VEGF dan ekspresi VEGFR-2
(Wardani et al., 2017) dan meningkatkan IGF-1 (Cory’ah et al., 2017).

Peningkatan panjang badan dengan pemberian pegagan pada larva
zebrafish  yang diinduksi rotenon, dikarenakan pegagan mengandung
asiaticoside yang berfungsi sebagai antiinflammasi dan antioksidan. Penelitian

Luo et al. (2015) menggunakan model tikus yang mengalami cedera tulang
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belakang (spinal cord injury rat model) mengatakan bahwa asiaticoside mampu
menghambat kerusakan jaringan dengan cara menghambat produksi sitokin
proinflammasi yang ditandai adanya penurunan NF¢B unit p65, TNF-a, IL-1p dan
IL-6 serta menghambat aktivitas radikal bebas yang ditandai dengan adanya
penurunan MDA dan iINOS serta peningkatan GSH dan GSH-PX.

Pegagan sebagai antioksidan telah dibuktikan juga pada penelitian
terhadap tikus yang mengalami hipoksia dengan pemberian Centella asiatica
150mg/kgBB ditambah Acalypha indica 200mg/kgBB mampu melindungi hati
pascahipoksia dengan peningkatan aktivitas antioksidan endogen dengan nilai
GSH/GSSG dan aktivitas SOD dan mampu menurunkan kadar MDA (Frethernety
et al., 2015)

Berdasarkan beberapa penelitian diatas mendukung hasil penelitian ini
bahwa pegagan mampu sebagai antiinflammasi dan antioksidan dengan terbukti
meningkatkan panjang badan dengan menghambat aktivitas sitokin
proinflammasi dan radikal bebas.

6.5 Korelasi Antara Lamanya Pemberian Ekstrak Etanol Pegagan

(Centella asiatica) Terhadap Kadar IL-6, kadar IL-10, Osifikasi Tulang

Keras dan Panjang Badan

Terdapat korelasi negatif yang sangat kuat dan signifikan antara lamanya
pemberian ekstrak etanol pegagan dengan kadar IL-6 dengan nilai koefisien
korelasi sebesar -0,838 dan p=0,000., dan berkorelasi positf yang kuat terhadap
kadar IL-10 dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0,655 dan p=0,001 yang
berarti semakin lamanya pemberian ekstrak etanol pegagan akan diikuti dengan
penurunan kadar IL-6 dan diikuti adanya peningkatan kadar IL-10.

Pegagan mengandung madecassic acid berfungsi sebagai antiinflamasi
(Li et al., 2007) efektif menghambat ekspresi kadar protein iNOS dan COX-2 dan

transkripsi INOS, COX-2, TNF a, dan IL-6 dengan penghambatan degradasi dan
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fosforilasi IkB-a yang merupakan subunit dari NFkB pada makrofag RAW 264.7.
pada tikus yang diinduksi lipopolysaccharide (LPS) (Won et al., 2010). Penelitian
lain pegagan mengandung asiatikosida dapat menekan peningkatan sitokin
proinflammasi IL-6 dan mengaktivasi peningkatan = sitokin IL-10 sebagai
antinfammasi  (Wan et al.,, 2013), IL-6 mempunyai pengaruh - terhadap
pertumbuhan dengan mengubah aksis IGF-1 (De Benedetti et al.,, 2001,
Lieskovska et al., 2002).

Peningkatan kadar IL-10 pada pemberian pegagan merupakan suatu
mekanisme mempertahankan haemostasis imun sebagai sitokin antiinflammasi
akibat adanya peningkatan sitokin proinflammasi IL-6 dari induksi rotenon
(Kim et al., 2001).

Berdasarkan hasil penelitian terdapat korelasi positif yang kuat dan
signifikan antara lamanya pemberian pegagan dengan osifikasi tulang keras
dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0,641 dan p=0,001 dan berkorelasi positif
yang sangat kuat dengan panjang badan dengan nilai koefisien korelasi sebesar
0,802 dan p=0,000, hal ini berarti semakin lama pemberian ekstrak etanol
pegagan maka akan diikuti adanya peningkatan osifikasi tulang keras dan
peningkatan panjang badan

Pertumbuhan pada masa bayi, anak-anak dan remaja sangat bergantung
pada zat gizi, didukung oleh growth hormon dan diatur oleh sex steroid (Karlberg,
1989; Muslihah, 2016). Beberapa zat gizi menjadi penentu pertumbuhan dan
perkembangan tulang rangka, antara lain cukup energi, asam amino dan
beberapa mineral pembentuk tulang (Kalsium, Phospor, Magnesium dan Zinc)
serta beberapa ion lainnya (Cuprum/Cu, Mangan/Mn, carbonate dan citrate)
serta vitamin C, D dan K (Prentice et al., 2006).

Pada penelitian ini pegagan mampu meningkatkan osifikasi tulang keras

dan meningkatkan panjang badan larva zebrafish yang diinduksi rotenon, hal ini
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diyakini beberapa zat gizi yang terkandung pada pegagan banyak dibutuhkan
pada proses pembentukan tulang seperti phospor (Santa dan Bambang, 1992;
Sutardi, 2016) sangat dibutuhkan pada proses resorpsi tulang pada proses
remodeling tulang (Tjandranegara, 2017), mengadung suplemenentasi Zn yang
diperlukan untuk meningkatkan IGF-1 dan IGFBP-3 dalam proses percepatan
pertumbuhan masa anak-anak (Hakimi et al., 2006; Hamza et al., 2012; EI-
Maksoud et al.,, 2017) dan suplementasi Zinc memberikan pengaruh terhadap
pertambahan tinggi badan (Brown et al., 2002), pegagan juga mengandung
kalsium yang sangat tinggi yang dibutuhkan pada proses pembentukan tulang

(Chandrika, 2015).

6.6 Korelasi Antara Kadar IL-6, Kadar IL-10 dan Osifikasi Tulang Keras
Terhadap Panjang Badan Stunting Larva Zebrafish Usia 6 dpf

Pada penelitian ini terdapat korelasi negatif yang sangat kuat antara
kadar IL-6 dengan panjang badan dengan nilai koefisien korelasi sebesar -0,853
dan p=0,000. Korelasi negatif yang sangat kuat menunjukan bahwa penurunan
kadar IL-6 diikuti peningkatan panjang badan. Terdapat korelasi positif kuat
antara kadar IL-10 dan osifikasi tulang keras terhadap panjang badan dengan
nilai koefisien korelasi sebesar 0,618 dan p=0,002 pada IL-10 serta 0,572 dan
p=0,004 pada osifikasi tulang keras, hal ini menunjukan bahwa peningkatan
kadar IL-10 dan peningkatan osifikasi tulang keras akan diikuti pula dengan
peningkatan panjang badan.

Hasil ini sesuai dengan De benedetti et al. (2001) yang mengatakan
bahwa IL-6 dianggap mempengaruhi pertumbuhan melalui mekanisme sistemik
yang mengubah aksis Growth Hormon/IGF-1 dan overekspresi kronis IL-6 dapat
menyebabkan retardasi pertumbuhan. Berdasarkan studi penelitian berikutnya

De Benedetti et al. (2006) menemukan pada masa prapubertas IL-6 yang
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overekspresi menyebabkan osteopenia, dengan akselerasi resorpsi tulang,
reduksi pembentukan tulang dan rusaknya osifikasi (defek osifikasi). Peningkatan
resorpsi tulang karena peningkatan osteoklastogenesis dapat mengurangi
aktivitas osteoblas dalam menginduksi mekanisme efek proliferasi prekursor dan
fungsi osteoblas.

Penelitian lain mengatakan bahwa peningkatan [L-6 mengaktivasi
osteoklastogenesis sehingga menghambat osteoblastogenesis yang berdampak

pada pertumbuhan tulang terhambat (Wauquier et al., 2009).

6.7 Korelasi Antara Kadar IL-6 dan Kadar IL-10 Terhadap Osifikasi
Tulang Keras Stunting Larva Zebrafish Usia 6 dpf

Pada penelitian ditemukan terdapat korelasi negatif kuat antara kadar
IL-6 dengan osifikasi tulang keras dengan nilai koefisien korelasi sebesar -0,659
dan p=0,001 yang berarti bahwa penurunan kadar IL-6 akan diikuti peningkatan
osifikasi tulang keras. Dan tidak terdapat korelasi antara kadar IL-10 dengan
osifikasi tulang keras. Hal ini sesuai pada penelitian terhadap tikus transgenik
bahwa aktivitas osteoblast dipengaruhi oleh sitokin IL-6, penurunan kadar IL-6
dapat meningkatkan kerja osteoblast, meningkatkan proliferasi prekursor
osteoblas dan meningkatnya ekspresi gen protein matriks tulang (De Benedetti
et al., 2006).

Dan pada penelitian ini juga menemukan bahwa tidak terdapat korelasi
yang signifikan antara osifikasi tulang keras dengan kadar IL-10. Hal ini diduga
ada peran sitokin antiinflamasi lain yang ikut terlibat dalam proses remodeling
tulang seperti IL-4 atau TGF-3, sitokin-sitokin ini  yang berperan meningkatkan
kerja osteoblast dalam pembentukan tulang baru atau faktor lain yang
berhubungan tidak langsung terhadap osifikasi tulang keras (Sihombing et al.,

2012)
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6.8 Korelasi kadar IL-6 dan Kadar IL-10

Berdasarkan hasil penelitian terdapat nilai korelasi negatif kuat diantara
kadar IL-6 dengan kadar IL-10 dengan nilai koefisien korelasi sebesar -0,609 dan
p=0,002 yang berarti bahwa penurunan kadar IL-6 akan diikuti dengan
peningkatan kadar IL-10. Peningkatan kadar IL-10 sebagai sitokin antiimflamasi
merupakan suatu mekanisme mempertahankan haemostasis yang berdasarkan
atas fungsi fisiologisnya, IL-6 sebagai sitokin proinflammasi dan IL-10 sebagai
antimflammasi, untuk mempertahankan haemostasis imun diperlukan adanya
keseimbangan antara efek dari kedua sitokin karena ketidakseimbangan antara
proinflammasi dan antiimflammasi berhubungan dengan ' berkurangnya

kelangsungan hidup (Kim et al., 2001).

6.9 Implikasi Hasil Penelitian pada Kebidanan

Stunting merupakan masalah global dan terbanyak prevalensinya di
negara-negara berkembang termasuk Indonesia. Stunting dapat dijadikan
sebagai faktor resiko meningkatnya morbiditas dan mortalitas dari penyakit
infeksi. Pertumbuhan yang sehat sejak konsepsi hingga usia 2 tahun pertama
kehidupan merupakan sebagai dasar dari pembentukan dan cukupnya fungsi
organ, kuatnya sistem imun, kesehatan fisik, dan perkembangan syaraf dan
kognitif (Piwoz et al., 2012).

WHO mempunyai target ingin menurunkan kejadian stunting sebesar
40% pada tahun 2025 yaitu dari 165 juta anak stunting pada tahun 2012
menurun menjadi 100 juta anak pada tahun 2025. Penelitian ini digunakan untuk
mengetahui patomekanisme stunting pada level molekuler yang mendukung
studi epidemiologi tentang stunting dan untuk mengetahui bagaimana
memanfaatkan peluang yang dapat dilakukan untuk mencegah stunting sehingga

prevalensi stunting berkurang
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Window of opportunity atau jendela peluang untuk mengurangi kejadian
stunting yaitu pada 1000 HPK yang dimulai saat pembuahan hingga umur 2
tahun (Victoria et al., 2010). Asupan nutrisi pada ibu sebelum pembuahan sangat
menentukan status gizi generasi yang akan dilahirkannya (Bhutta et al., 2013;
Prentice et al, 2013). Penelitian ini digunakan untuk mengetahui patomekanisme
stunting pada level molekuler yang mendukung studi epidemiologi tentang
stunting dan untuk mengetahui bagaimana peluang untuk mencegah stunting
sehingga prevalensi stunting berkurang

Bidan sebagai ujung tombak pelayanan terdekat terhadap seorang wanita
sepanjang siklus kehidupannya mulai masa pranikah, hamil, ‘menyusui dan
melahirkan. Sebagai bidan mempunyai tugas dan kewenangan dalam
memberikan asuhan kebidanan antara lain meliputi ANC, INC dan PNC, namun
seyogyanya asuhan kebidanan yang diberikan haruslah pelayanan yang
berkualitas, karena dengan pelayanan berkualitas akan memudahkan untuk
dapat mendeteksi sedini mungkin faktor-faktor apa saja yang berhubungan dan
mempunyai resiko terjadinya stunting, sehingga jika terdeteksi sedini mungkin

maka dapat bertindak secara cepat dan tepat untuk segera mengatasinya.

6.10 Keterbatasan Penelitian

Adapun keterbatasan dalam penelitian ini adalah keterbatan jumlah
sampel yang diharapkan lebih banyak sehingga dapat meningkatkan hasil
penelitian yang lebih baik. Kurangnya ketelitian dan ketelatenan dari peneliti

karena keterbatasan pengetahuan dalam merawat ikan zebrafish.
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7.1

BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1.

Pemberian ekstrak etanol pegagan pada masa pre sampai dengan
post hatching terbukti menurunkan kadar IL-6 pada stunting larva
zebrafish.

Pemberian ekstrak etanol pegagan pada masa pre sampai dengan
post hatching terbukti meningkatkan kadar IL-10 pada stunting larva
zebrafish

Pemberian ekstrak etanol pegagan pada masa pre sampai dengan
post hatching terbukti meningkatkan osifikasi tulang keras pada
stunting larva zebrafish.

Pemberian ekstrak etanol pegagan pada masa pre sampai dengan
post hatching terbukti meningkatkan panjang badan stunting larva
zebrafish.

Adanya korelasi negatif sangat kuat antara lamanya pemberian
pegagan dengan kadar IL-6, korelasi positif kuat dengan kadar IL-10
dan osifikasi tulang keras dan berkorelasi positif sangat kuat dengan
panjang badan stunting larva zebrafish.

Adanya korelasi negatif sangat kuat antara panjang badan dengan
kadar IL-6, berkorelasi positif kuat dengan kadar IL-10 dan osifikasi
tulang keras.

Adanya korelasi negatif kuat antara osifikasi tulang keras dengan
kadar IL-6 dan tidak adanya korelasi antara osifikasi tulang keras
dengan kadar IL-10.

Adanya korelasi negatif kuat antara kadar IL-6 dan kadar IL-10.
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Berdasarkan hasil penelitian ini pegagan (Centella asiatica) dengan
kandungan zat aktif serta nutrisinya memiliki keistimewaan sebagai antiinflamasi,
antioksidan dan zat nutrisi yang dibutuhkan untuk mengatasi gangguan
pertumbuhan embrio dan larva zebrafish yang mengalami stunting karena
adanya inflamasi (peradangan), stress oksidatif (radikal bebas) dan defisiensi
zat gizi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan oleh karena itu layak untuk
dibudidayakan dan dimanfaatkan sebagai tanaman herbal. Zebrafish sebagai
model stunting pada penelitian ini yang memiliki kemiripan genetik 70% dengan
manusia memberikan acuan bahwa hasil penelitian dapat diaplikasikan terhadap
manusia. Sehingga intervensi pencegahan stunting lebih efektif pada 1000 HPK

(Pranatal dan Postnatal).

7.2 Saran

1. Perlu penelitian lebih lanjut tentang efektivitas pemberian pegagan
apabila diberikan dalam jangka waktu yang lebih lama terhadap
pencegahan stunting seperti pemberian pegagan diberikan sampai
usia remaja dan dewasa

2. Perlu penelitian lebih lanjut tentang penyebab stunting pada tingkat
DNA sehubungan stunting salah satu penyebabnya adalah bersifat
genetik.

3. Perlu penelitian lebih lanjut terhadap isolasi zat aktif pegagan yang
paling berperan terhadap pencegahan stunting.

4. Perlu penelitian lebih lanjut bagaimana fertility generasi stunting

berikutnya
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Lampiran 4 : Hasil Analisis Statistik SPSS

1.

HASIL ANALISIS UJI NORMALITAS IL-6, IL-10, OSIFIKASI TULANG DAN

PANJANG BADAN 6 DPF

Normalitas dan Homogenitas Data

a.

b.

IL-6

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for IL6 .169 25 .064 .954 .300
a. Lilliefors Significance Correction
Levene's Test of Equality of Error Variances?®
Dependent Variable: IL6
F dfl df2 Sig.
.625 4 20 .650
Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.
a. Design: Intercept + Kelompok
IL-10
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for IL10 .091 25 200" .981 25 .903

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Levene's Test of Equality of Error Variances?®

Dependent Variable:

IL10

F

df1 df2 Sig.

2.761

4 20 .056

Tests the null hypothesis that the error variance of

the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept

+ Kelompok
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c. Osifikasi Tulang Keras

P o )
= Tests of N li
ests of Normality
:'5 Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
e
== Statistic df Sig. Statistic df Sig.
L= «
= Residual for OTK .097 25 .200 973 25 713
L
S

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Levene's Test of Equality of Error Variances?®
Dependent Variable: OTK

F dfl df2 Sig.

2.704 4 20 .060

Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Kelompok

d. Panjang Badan 3 dpf

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for PB3dpf .080 150 .021 .988 150 .201

a. Lilliefors Significance Correction

Levene's Test of Equality of Error Variances?®

Dependent Variable: PB3dpf

F df1 df2 Sig.

.633 4 145 .640

Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Kelompok
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e. Panjang Badan 6 dpf

Tests of Normality

.ub

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

*

.200

Residual for PB .103 25 .961 25 426

*. This is a lower bound of the true significance.
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a. Lilliefors Significance Correction

Levene's Test of Equality of Error Variances?®

Dependent Variable: Panjang Badan 6 dpf

F df1 di2 Sig.

.804

404 4 20

Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Kelompok

2. Uji Beda

a. IL-6

ANOVA
IL6

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups
Within Groups

Total

330.921
63.984

394.905

4
20
24

82.730
3.199

25.859 .000

Multiple Comparisons

Dependent Variable: IL6

LSD
6)) Mean 95% Confidence Interval

(1) Kelompok Kelompok | Difference (I-J) | Std. Error | Sig. | Lower Bound | Upper Bound

Kontrol Rotenon -8.892400 | 1.131233 .000 -11.25211 -6.53269
P1 -2.691200° | 1.131233 .027 -5.05091 -.33149
P2 1.682200| 1.131233 .153 -.67751 4.04191
P3 -1.085000 | 1.131233 .349 -3.44471 1.27471

Rotenon Kontrol 8.892400 | 1.131233 .000 6.53269 11.25211
P1 6.201200 | 1.131233 .000 3.84149 8.56091
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P2 10.574600 | 1.131233 .000 8.21489 12.93431
P3 7.807400 | 1.131233 .000 5.44769 10.16711
P1 Kontrol 2.691200 | 1.131233 .027 .33149 5.05091
Rotenon -6.201200" | 1.131233 .000 -8.56091 -3.84149
P2 4.373400" | 1.131233 .001 2.01369 6.73311
P3 1.606200| 1.131233 171 -.75351 3.96591
P2 Kontrol -1.682200| 1.131233 .153 -4.04191 .67751
Rotenon -10.574600 | 1.131233 .000 -12.93431 -8.21489
P1 -4.373400" | 1.131233 .001 -6.73311 -2.01369
P3 -2.767200 | 1.131233 .024 -5.12691 -.40749
P3 Kontrol 1.085000| 1.131233 .349 -1.27471 3.44471
Rotenon -7.807400 | 1.131233 .000 -10.16711 -5.44769
P1 -1.606200| 1.131233 171 -3.96591 .75351
P2 2.767200 | 1.131233 .024 40749 5.12691
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
b. IL-10
ANOVA
IL10
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.927 4 732 3.319 .031
Within Groups 4.410 20 221
Total 7.338 24

Dependent Variable: 1L10
LSD

Multiple Comparisons

) Mean 95% Confidence Interval

(I) Kelompok  Kelompok | Difference (I-J) | Std. Error | Sig. | Lower Bound | Upper Bound

Kontrol Rotenon .933600° .296996 .005 .31408 1.55312
P1 469200 | .296996 .130 -.15032 1.08872
P2 .097200 .296996 747 -.52232 71672
P3 .133200| .296996 .659 -.48632 75272

Rotenon Kontrol -.933600° .296996 .005 -1.55312 -.31408
P1 -.464400 .296996 134 -1.08392 15512
P2 -.836400° .296996 .011 -1.45592 -.21688
P3 -.800400° .296996 .014 -1.41992 -.18088
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P1 Kontrol -.469200 .296996 .130 -1.08872 .15032
Rotenon 464400 .296996 134 -.15512 1.08392
P2 -.372000 .296996 .225 -.99152 .24752
P3 -.336000 .296996 271 -.95552 .28352
P2 Kontrol -.097200 .296996 747 -. 71672 52232
Rotenon .836400" .296996 .011 .21688 1.45592
P1 .372000 .296996 .225 -.24752 99152
P3 .036000 .296996 .905 -.58352 .65552
P3 Kontrol -.133200 .296996 .659 -.75272 48632
Rotenon .800400° .296996 .014 .18088 1.41992
P1 .336000 .296996 271 -.28352 .95552
P2 -.036000 .296996 .905 -.65552 .58352
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
c. Osifikasi Tulang Keras
ANOVA
Osifikasi Tulang Keras
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1180716346928 29517908673224
9868.000 ‘ 67.000| ~°' 02t
Within Groups 1605598712297 20 80279935614876
5356.000 7.800
Total 2786315059226 ”
5224.000
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Osifikasi Tulang Keras
LSD
) J) 95% Confidence Interval
Kelompok Kelompok | Mean Difference (1-J) Std. Error Sig. | Lower Bound | Upper Bound
Kontrol Rotenon 55672061.800° 17919814.242 ( .006 | 18291984.31| 93052139.29
P1 14129710.600 17919814.242 | .440 | -23250366.89 | 51509788.09
P2 -3018491.800 17919814.242 | .868 | -40398569.29 | 34361585.69
P3 2191689.000 17919814.242 | .904 | -35188388.49 | 39571766.49
Rotenon  Kontrol -55672061.800" 17919814.242 | .006 | -93052139.29 | -18291984.31
P1 -41542351.200° 17919814.242 | .031| -78922428.69| -4162273.71
P2 -58690553.600° 17919814.242 | .004 | -96070631.09 | -21310476.11
P3 -53480372.800° 17919814.242 | .007 | -90860450.29 | -16100295.31
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:."é P1 Kontrol -14129710.600 17919814.242 | .440] -51509788.09 | 23250366.89
= Rotenon 41542351.200 17919814.242 | .031| 4162273.71| 78922428.69
::___ P2 -17148202.400 17919814.242 | .350 | -54528279.89 | 20231875.09
:‘5 P3 -11938021.600 17919814.242 | .513 | -49318099.09 | 25442055.89
E P2 Kontrol 3018491.800 17919814.242 | .868| -34361585.69 | 40398569.29
g Rotenon 58690553.600° 17919814.242 | .004| 21310476.11| 96070631.09
3 P1 17148202.400 17919814.242 | .350| -20231875.09 | 54528279.89
P3 5210180.800 17919814.242 | .774| -32169896.69 | 42590258.29
P3 Kontrol -2191689.000 17919814.242 | .904 | -39571766.49 | 35188388.49
Rotenon 53480372.800° 17919814.242 | .007 | 16100295.31| 90860450.29
P1 11938021.600 17919814.242 | .513 | -25442055.89 | 49318099.09
P2 -5210180.800 17919814.242 | .774 | -42590258.29 | 32169896.69
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
d. Panjang Badan 3 dpf
ANOVA
PB3dpf
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .026 4 .006 1.370 .247
Within Groups .680 145 .005
Total .706 149
Multiple Comparisons
Dependent Variable: PB3dpf
LSD
Mean 95% Confidence Interval
(1) Kelompok (J) Kelompok Difference (I-J) | Std. Error | Sig. | Lower Bound | Upper Bound
Kontrol Rotenon .03500" .01769| .050 .0000 .0700
P1 -.00033 .01769| .985 -.0353 .0346
P2 .00500 .01769| .778 -.0300 .0400
P3 .00900 .01769| .612 -.0260 .0440
Rotenon Kontrol -.03500° .01769| .050 -.0700 .0000
P1 -.03533" .01769| .048 -.0703 -.0004
P2 -.03000 .01769| .092 -.0650 .0050
P3 -.02600 .01769| .144 -.0610 .0090
P1 Kontrol .00033 .01769| .985 -.0346 .0353
Rotenon .03533" .01769| .048 .0004 .0703
P2 .00533 .01769| .763 -.0296 .0403
P3 .00933 .01769| .599 -.0256 .0443
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:."é P2 Kontrol -.00500 .01769| .778 -.0400 .0300
= Rotenon .03000 .01769| .092 -.0050 .0650
—

s P1 -.00533 .01769| .763 -.0403 .0296
:‘5 P3 .00400 .01769| .821 -.0310 .0390
e
= P3 Kontrol -.00900 .01769| .612 -.0440 .0260
g Rotenon .02600 .01769| .144 -.0090 .0610
(-5
e P1 -.00933 .01769| .599 -.0443 .0256

P2 -.00400 .01769| .821 -.0390 .0310
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
e. Panjang Badan 6 dpf
ANOVA
Panjang Badan 6 dpf
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .107 4 027 12.215 .000
Within Groups .044 20 .002
Total 151 24

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Panjang Badan 6 dpf

LSD
Mean 95% Confidence Interval

(1) Kelompok (J) Kelompok Difference (I-J) | Std. Error | Sig. | Lower Bound | Upper Bound
Kontrol Rotenon .17800° .02960 | .000 1163 .2397
P1 .03400 .02960 | .264 -.0277 .0957
P2 .00600 .02960 | .841 -.0557 .0677
P3 .03200 .02960 | .292 -.0297 .0937
Rotenon Kontrol -.17800° .02960 | .000 -.2397 -.1163
P1 -.14400 .02960 | .000 -.2057 -.0823
P2 -.17200° .02960 | .000 -.2337 -.1103
P3 -.14600° .02960| .000 -.2077 -.0843
P1 Kontrol -.03400 .02960| .264 -.0957 .0277
Rotenon .14400° .02960 | .000 .0823 .2057
P2 -.02800 .02960 | .355 -.0897 .0337
P3 -.00200 .02960 | .947 -.0637 .0597
P2 Kontrol -.00600 .02960| .841 -.0677 .0557
Rotenon 17200 .02960| .000 .1103 .2337
P1 .02800 .02960| .355 -.0337 .0897
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P3 .02600 .02960 | .390 -.0357 .0877
P3 Kontrol -.03200 .02960 | .292 -.0937 .0297
Rotenon 14600 .02960 | .000 .0843 .2077
P1 .00200 .02960 | .947 -.0597 .0637
P2 -.02600 .02960 | .390 -.0877 .0357

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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HASIL ANALISIS KORELASI INTERLEUKIN 6, INTERLEUKIN 10, OSIFIKASI
TULANG KERAS DENGAN LAMANYA PEMBERIAN PEGAGAN DAN
PANJANG BADAN

1. Korelasi Pegagan dengan Interleukin 6

Correlations

Pegagan (Centella asiatica) Interleukin 6
Pegagan Pearson Correlation 1 -.8387
(Centella
asiatica) Sig. (1-tailed) ,000
N 20 20
Interleukin 6 Pearson Correlation -.838" 1
Sig. (1-tailed) ,000
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).

2. Korelasi Pegagan dengan Interleukin 10

Correlations

Pegagan (Centella asiatica)

Interleukin 10

Pegagan Pearson Correlation -
(Centella 1 655
asiatica) Sig. (1-tailed) 001
N 20 20
Interleukin 10 Pearson Correlation **
.655 1
Sig. (1-tailed) ,001
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
3. Korelasi Pegagan dengan Osifikasi Tulang Keras
Correlations
Pegagan (Centella Osifikasi
asiatica) Tulang keras
Pegagan (Centella  Pearson Correlation 1 641"
AvAysH Sig. (1-tailed) 001
N 20 20
Osifikasi Tulang Pearson Correlation 641" 1
k
e Sig. (1-tailed) 001
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
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4. Korelasi Pegagan dengan Panjang Badan

Correlations

Pegagan
(Centella asiatica)

Panjang Badan

Pegagan Pearson Correlation -
(Centella 1 802
asiatica) Sig. (1-tailed) 000
N 20 20
Panjang Badan Pearson Correlation -
.802 1
Sig. (1-tailed) ,000
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
5. Korelasi Interleukin 6 dengan Panjang Badan
Correlations
Interleukin 6 Panjang Badan
Interleukin 6 Pearson Correlation 1 -.853
Sig. (1-tailed) ,000
N 20 20
Panjang Badan  Pearson Correlation -.853" 1
Sig. (1-tailed) ,000
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
6. Korelasi Interleukin 10 dengan Panjang badan
Correlations
Interleukin 10 Panjang Badan
Interleukin 10 Pearson Correlation 1 618"
Sig. (1-tailed) ,002
N 20 20
Panjang Badan  Pearson Correlation 618" T
Sig. (1-tailed) .002
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
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7. Korelasi Osifikasi Tulang Keras dengan Panjang badan

Correlations

Panjang
Osifikasi Tulang keras Badan
Osifikasi Tulang Keras ~ Pearson Correlation 1 572"
Sig. (1-tailed) ,004
N 20 20
Panjang Badan Pearson Correlation 5727 1
Sig. (1-tailed) ,004
N 20 20
**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
8. Kaorelasi Interleukin 6 dengan Osifikasi Tulang Keras
Correlations
OsifikasiTulang keras Interleukin 6
Osifikasi Tulang Pearson Correlation 1 -.659
Keras . .
Sig. (1-tailed) ,001
N 20 20
Interleukin 6 Pearson Correlation -.659" 1
Sig. (1-tailed) ,001
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).

9. Korelasi Interleukin 10 dengan Osifikasi Tulang Keras

Correlations

Osifikasi Tulang keras Interleukin 10

Osifikasi Tulang Pearson Correlation 1 ,313

Keras Sig. (1-tailed) 090

N 20 20

Interleukin 10 Pearson Correlation ,313 1
Sig. (1-tailed) ,090

N 20 20
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10. Korelasi Interleukin 6 dengan Interleukin 10

Correlations

Interleukin 6 Interleukin 10 E
Interleukin Pearson Correlation 1 -.609
6 Sig. (1-tailed) ,002
N 20 20
Interleukin Pearson Correlation -609” 1
40 Sig. (1-tailed) ,002
N 20 20

**_Correlation is significant at the 0.01 level (1-tailed).
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Lampiran 5: Cara menggunakan aplikasi Image Raster

CARA MENGUKUR PANJANG BADAN ZEBRAFISH DENGAN
MENGGUNAKAN SOFTWARE IMAGE RASTER

1. Membuka Laman Aplikasi Image Raster, klik unit pilih mm (milimeter)
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o
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T
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)
o
=
s

o TrageRaser To & & Trage Racer T o ]
Pt Ve

et vw
FEDC PLOL i wwlm= FEDC OO P me .m.@
k L3
v v

gt

L L

»
k.

B 2/ .]0 @ € @ «[=]al

2. Buka gambar pada hasil foto zebrafish yang akan diukur panjang dengan klik menu
file pilih open image dan pilih foto hingga muncul objek gambar yang akan diukur

=T

] (nag s g i g 7
Sl (B

Bl e[ .J0 @ € O «[u]a] EBEC @ T 0@ ¢ «la]

3. Setelah objek gambar yang akan diukur muncul, klik profile pilih pembesaran yang
digunakan saat mengambil foto objek

—To s

@[]0 @ € Q «[=]& W
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Klik measure pada sisi kiri laman dan ukur panjang badan sesuai prosedur (panjang
badan : snout to fin)

& imoge = = | a == e |
e ot vew i tat viw
FEDC OO0 O rotcfozs | m= FEDC DO OO rosloman v m=
< P—— -
&l : i
Vi v i) [ @ovrem
core (“;, .
e o o © ©
e cotrate o] 0 o
L_ L Text
- -
LA LA
pid pct
: &
s =

Boe e oo <E al Eoe oo e orelElal

Ukur juga panjang kepala untuk mengetahui rasio, klik save image untuk menyimpan
hasil pengukuran

& =
Fe tae view
FEDC OO OO rawimas Jowm= cu-0
s T 5
V2K 199 dot 201201807 4 Mipg z
Sime | Dliecerge
i Ctine ]
DReneitan 2foto 8 dpl/K-V2 K- 233 dpf 250120180535 Hipg BT
tan 2t GKI-V2KL) 119 ot 250120180531 Hipg _— B
eonement e
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Lampiran 6 : Cara Menggunakan Aplikasi Image J

CARA MENGUKUR EKSPRESI OSIFIKASI TULANG KERAS PADA LARVA
ZEBRAFISH DENGAN MENGGUNAKAN SOFWARE IMAGE J

1. Buka Laman Image J

£ Imagel L]l ® e

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Bolc|o|~< Ysw|g]e |~ | |»

Developer Menu

2. Buka gambar pada hasil foto Alizarin Red zebrafish yang akan diukur
integrated densitynya dengan klik file open hingga muncul objek gambar
yang diukur

& Image) el e ==

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

New > A | | e s e I 2
. or arrows (right click to switch)

Open Next Ctrl+Shift+O
Open Samples >
Open Recent >

Import

Close Ctri+W
Close All Ctri+Shift+W
Save Ctri+S
Save As >
Revert Ctri+R
Page Setup...

Print___ Ctri+P
Quit

_é Imagel
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B oz <]z |Alx || oyfsw|s]|s ]|~ »
' ¢ 3.P2S5b3 mImJPG (12.5%)

4592x3448 pixels; RGB; 60MB
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3. Tekan menu Edit kemudian pilih invert sampai dengan gambar berubah
menjadi biru

o - - (E= = >

Image Process Analyze Plugins Window Help
curz || Ala] ol ssw] s o |2] | |»
Ctri+X
Ctri+C
Copy to System
Paste Ctri+V
Paste Control._.

T T

Clear

Clear Outside

Fill Ctrl+F
Draw Ctrl+D

Invert Ctri+Shift+l

Selection >

Options >

e g ==
4592x3448 pixels; RGB; 60MB
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4. Batasi daerah yang akan diukur densitas warnanya. Pilih  model
pembatasan pada tool box

4 Imagel [slra =]

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
oS o] <<k |Ala o] oys«<|4]|&|~| | |~ ]}

¢ 3.P255b3 mImJPG (12.5%) e ==
4592x3448 pixels; RGB; 60MB

5. Setelah gambar dibatasi, klik menu Analize, kemudian pilih menu
Measurement

T iroge)
File Edit Image Process [liicl=al Plugins Window Help

o Ofie] | | < || IS/ | o 7| | |~

Analyze Particles.___ I

== - =Ty

4592x3448 pixels; RGB; 60MB Summarize
Distribution__.
Label

Clear Results

Set Measurements.___

Set Scale__.

Calibrate___

Histogram Citri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot___

Gels

Tools
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6. Setelah klik menu measurement maka akan muncul laman Result

T N e L

ﬂ Results @
File Edit Font Results

|Label |Area Mean |StdDev |Min ]Max |IntDen |RawlntDen | =
1 3. P2 S5b 3 mim.JPG 1721880 201 28 113 249 346560229 346560229 L4

< | i ]
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7. Simpan Hasil dengan klik menu file

¢ Results =5 [Eo8 (=
Edit Font Results
Save As. . Cir+S |Area |Mean |Stheu |Min |Max |IntDen |RawlntDen | s
1721880 200 28 M3 243 346560229 346560229
Rename. ..
Duplicate...
4| 1] | »
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Lampiran 7 : Dokumentasi Kegiatan Penelitian

KEGIATAN PENELITIAN
DILABORATORIUM FARMAKOLOGI DAN BIOMEDIK

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA MALANG
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1. Ruangan Laboratorium Farmakologi Dan Laboratorium Biomedik

Laboratorium Farmakologi

BRAWIJAYA
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2. Bahan-bahan Paparan Larutan Embrionik, Pegagan dan Rotenon

Menyiapkan Embrionik Medium (EM)

Bahan-Bahan EM Menimbang bahan-bahan EM

F
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Menyiapkan Pegagan

Ekstrak Pegagan

Pasta Ekstrak Pegagan

N |

Menimbang pegagan

Bahan-bahan paparan sudah
siap dipakai

Pemeliharaan lkan Zebrafish Induk (Dewasa)

Makanan lkan

Pengaturan Siklus Gelap Terang

Alat Pengukur pH Air Akuarium
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Termometer akuarium Heater (Penghangat air akuarium)

repository.ub.ac.id

Menguras Akuarium Akuarium

lkan Zebra Dewasa

4. Peneluran dan Identifikasi memilih Telur

Pasang Trap Pasang bunga-bunga

<C
2
=
=a

s
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Menutup Akuarium Mengangkat telur
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Identifikasi telur yang fertil Identifikasi telur fertil
dibawah mikroskop

Plate
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Semua embrio sudah Hacting

Menyimpan embrio dan
Larva di inkubator

Inkubator dalam keadaan
tertutup

Kegiatan Pemeriksaan Elisa

Collectin

g Sampel

Larva sebelum euthanasia

Euthanasia dengan es:air

Larva dikeringkan
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Larva+buffer 10 menit diatas es Larva digerus
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Hasil gerusan diambil dengan Pengumpulan Sampel hasil
mikropipet dimasukan ke gerusan
evendof

Sampel sebelum dicentrifuge Dicentrifuge
disimpan diatas es

Pengambilan supernatan

-
-z

BRAWIJAYA
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Pemeriksaan ELISA

Elisa Kit IL-6 Elisa Kit IL-10

Membuat pola sampel Menyiapkan sampel

Menyiapkan reagen dan larutan Menyiapkan well microplate
standar

I m Jn I
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Elisa Reader

Print out hasil elisa

Pewarnaan/Staining Alizarin Red

Menimbang serbuk alizarin red
untuk stok

Serbuk alizarin red

Menyiapkan larutan alizarin Red
dari stok

Pewarnaan (Staining) alizarin
Red

Foto zebrafish hasil staining
alizarin red

Hasil Staining disimpan pada
larutan gliserol 87% dalam
evendop
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Lampiran 8: Prosedur Pewarnaan Alizarin Red

Prosedur Pewarnaan Alizarin-red

“ Fiksasi larva ikan zebrafish dengan menggunakan alkohol/Methanol 96% selama 12 jam

. —

|‘ Rendam dalam aquadest semalam

Kemudian larva direndam dalam KOH 1% dengan Hirogen Peroksida 3% (sekitar 5 ml 3%
H202 dalam larutan KOH 1 % 100 ml) selama 15 menit

[

‘ Pigmen hitam harus berubah menjadi warna coklat sampai coklat muda

-

|‘ Bilas Larva dengan aquadest selama 10 menit

|‘ Selanjutnya larva direndam dalam larutan pewarna alizarin red 0,01 gram selama 3 hari

‘ Dicuci dalam aquadest sebanyak 5 kali pembilasan

Larva hasil pewarnaan alizarin red diamati dibawah mikroskop dan diukur densitas

warnanya dengan integrated density menggunakan software image J

— e

|‘ Larva dapat disimpan pada glycerol 87% (bertahan hingga 6 bulan)

157



L]

.aC.|

.ub

.

repository

<
2
2

Lampiran 9 : Ekstraksi Pegagan

EKSTRAKSI PEGAGAN (Centella Asiatica)

Proses
Pengeringan

Bahan alam (sampel basah) dicuci bersih

Fu

Dipotong kecil-kecil

Dimasukan oven suhu 40°C s.d 60°C atau

dikeringkan denﬂanas matahari

Proses Ekstraksi

Bahan kering

Il

Dihaluskan dengan blender

@

Ditimbang sebanyak 100 gram

f

Direndam pelarut 900 ml (1 liter)

:

Dikocok 30 menit dan direndam 1 malam
sampai mengendap

a

| Dilakukan 3 kali

Diambil lapisan atas yang merupakan
campuran pelarut dan zat aktif

L1

Proses Evaporasi

Dimasukan ke dalam labu evaporasi 1 L

L

Labu evaporasi dipasang pada evaporator

Water Bath diisi sampai penuh

Suhu water bath diatur sampai dengan

90°C atau sesuai deﬁ titik didih pelarut

Semua rangkaian alat dEasang dan disambung
dengan aliran listrik

Pelarut dibiarkan terpisah dengan zat aktif

Aliran pelarut dibiarkan sampai berhenti menetes
pada labu penampung (£1,5-2 jam) = 900 ml

Didapatkan hasil ekstraksll Eira-kira 1/5 dan Bahan
alam kering

Hasil ekstraksi ditimbang !erlebih dahulu sebelum
dimasukan ke botol kaca/plastik

Disimpan di frezer
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Lampiran 10 : Prosedur Pemeriksaan ELISA Interleukin 6 dan Interleukin 10

.ub

Prosedur Pemeriksaan ELISA
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Siapkan semua reagen, standard solution dan sampel sesuai ketentuan dalam
prosedur ELISA Kit Fish Interleukin 6 dan Interleukin 10

e

Menentukan jumlah strip yang diperlukan untuk pemeriksaan dan masukkan
strip ke dalam frame yang akan digunakan.

—r

Menambahkan 50ul standar ke well standard

Menambahkan 40ul sampel ke well sampel (sumur sampel) dan kemudian
menambahkan 10ul antibodi anti-IL-6 /antibodi anti-I1L-10 ke well sampel,
kemudian menambahkan 50ul streptavidin-HRP ke well sampel dan well

standar (Well control/blanko well). Campur well. Menutupi plate dengan sealer.
Inkubasi selama 60 menit pada suhu 37 ° C.

——

Hilangkan sealer dan cuci plate 5 kali dengan wash buffer. Rendam well dengan
0,35 ml wash buffer selama 30 detik sampai 1 menit untuk setiap mencuci.

—

Menambahkan 50yl substrate solution A ke tiap well dan kemudian
menambahkan 50ul substrate solution B ke tiap well. Inkubasi plate ditutup
dengan sealer baru selama 10 menit pada suhu 37 ° C dalam kondisi gelap.

.,

Menambahkan 50ul Stop Solution ke tiap well, warna biru akan berubah
menjadi kuning.

Menentukan optical density (nilai OD) masing-masing well dengan

menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 450 nm dalam
waktil 30 menit setelah menamhahkan ston soliition.

—

Menghitung konsentrasi Interleukin 6/Interleukin 10
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Lampiran 11 : Surat Keterangan Accepted Jurnal

JURUSAN GIZI POLITEKNIK KESEHATAN KEMENKES ACEH
/-\ ¢ e j i ]’ (, ) i Kampus Jurusan Gizi Poltekkes Kemenkes Aceh, Aceh Besar, 23352
A% AN f ] Telp/Fax. 0651 46126 / 0651 46121
ACEH NUTRITION JOURNAL  http://ejournal.poltekkesaceh.ac.id/index.php/an_e-mail: jurnal6121@gmail.com

Banda Aceh, 5 Juli 2018

Yth. Penulis Naskah:

Husnul Khotimah

Evi Zahara
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Tri Yuliani

Darwitri

I Wayan Arsana Wiyaza
Nurlaili Ramli
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Mohammad Muljohadi Ali
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Bersama dengan surat pemberitahuan ini, kami menginformasikan bahwa artikel ilmiah
berjudul “EKSTRAK ETHANOL Centella asiatica MENINGKATKAN
PERTUMBUHAN PANJANG BADAN, OSIFIKASI TULANG HOMEOSTASIS
SITOKIN INFLAMASI PADA LARVA ZEBRAFISH (Danio rerio) MODEL
STUNTING USIA 9 DAY POST FERTILIZATION” dapat dimuat dalam Jurnal AcTion:
Aceh Nutrition Journal, P-ISSN: 2527-3310, E-ISSN: 2548-5741 untuk Vol. 3 No. 2,
Nopember 2018.

Terima kasih atas ketersediaan penulis untuk bekerja sama dengan Jurnal AcTion: Aceh
Nutrition Journal. Semoga kolaborasi ini dapat berkonstribusi bagi perkembangan ilmu
pengetahuan dibidang gizi dan kesehatan.
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Thank you for submifting the manuscript., "Amtinflammatory effect of
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Lampiran 14 : Surat Perijinan Penelitian di Laboratorium Farmakologi

Hal  :Permohonan melakukan Kepada Yth.
Penelitian Kepala Laboratorium
Farmakologi Fak. Kedokteran
Lamp :1 Bendel Proposal Penelitian & ETIK Univ. Brawijaya Malang
Dengan hormat,

Yang bertandatangan dibawah ini :

Nama : Een Nuraenah

NIM/NIP : 166070400111002

PS (81,52,53/Umum) : Magister Kebidanan

Alamat asal : Perumahan Purigading Blok H7 No.17 Kelurahan
Jatimelati Kecamatan Pondok Melati Kota Bekasi
Provinsi Jawa Barat

Telpon : 089507176220

Alamat kost : J1. Bendungan Bening No.49 Malang

Judul Penelitian : Pengaruh Ekstrak Centella asiatica pada Model Zebrafish

(Danio rerio) Stunting yang Diinduksi Rotenon terhadap
Fertilitas Melalui Ekspresi LH

(Proposal terlampir)
Pembimbing : Prof. Dr.dr. Mohammad Muldjohadi Al
Keperluan : 1.[J Uji Ekstrak ~ 2.[] Pemeriksaan MDA/SOD

3. Pemeliharaan & Pelakuan Hewan Coba

e

Kedokteran Universitas Brawijaya terhitung mulai tanggal : 12 Jum 2017 s/d 31 Agustus
2018

Kami akan mematuhi segala peraturan dan tata tertib yang berlaku di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

Demikian, atas perhatiannya kami ucapkan terima kasih.

Malang, 12 Juni 2017

wepald Lab.) akologi Pembimbing, Pemohon,
FK-Univgrsitag f drawijaya
( Een Nura¢nah)

IDr dri’ mi Ka}sum MKes  (Prof. Dr.dr. Mohammad Muldjohadi Ali
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Lampiran 15 : Data Hasil Penelitian

1.

Panjang badan

REKAPITULASI DATA HASILPENELITIAN

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
3 dpf (day post fertilization) atau | 4 dpf (day post fertilization) atau | 5 dpf (day post fertilization) atau | 6 dpf (day post fertilization) atau
Nomor . o . .
Sampel 3 hari 4 hari 5 hari 6 hari
P9 [ R [Pr|P2[P3| kK | R |P1|P2|P3| kK | R |PL|P2|P3| K | R | P1]| P2 ]| P3
Satuan panjang badan mm (milimeter)

1 3.35 | 3.20 | 3.32|3.40|338| 3.62 | 347 | 350|350 (361 | 3.76 | 3.64 [ 3.73|3.65|3.66| 3.88 | 3.67 | 3.80 | 3.84 | 3.86
2 3.34 | 333 | 3.29|3.34|3.25| 3.67 | 3.44 | 353|349 |3.62| 3.78 | 3.65 | 3.67 | 3.66|3.74 | 3.75 | 3.69 | 3.72 | 3.70 | 4.00
3 3.32 | 3.36 | 3.35|3.27|3.33 | 3.69 | 3.51 |3.60|3.67 | 3.62 | 3.72 | 3.57 | 3.65|3.80|3.70| 3.79 | 3.54 | 3.79 | 3.87 | 3.71
4 3.18 | 3.36 | 3.33(3.33|334| 365 | 354 | 350|363 (344 | 369 | 355 |3.76|3.79|3.72| 390 | 3.63 | 3.78 | 3.85 | 3.75
5 3.37 | 3.33 (3.43|3.38(3.24| 361 | 357 |353]370|350|3.73| 369|361 |380]|3.68|3.78| 3.60 | 3.68 | 3.81 | 3.72
6 342 | 3.24 | 3.31|3.25|3.26 | 3.64 | 3.53 | 3.68 |3.61 359|377 | 369 |3.67|3.68|3.66| 3.88 | 3.73 | 3.74 | 3.75 | 3.76
7 344 | 3.22 | 3.40|3.24 331 | 3.66 | 349 | 356|350 |350| 3.76 | 3.67 | 3.76 | 3.78 | 3.70 | 3.83 | 3.68 | 3.76 | 3.78 | 3.72
8 3.31 | 3.26 | 3.33|3.39|3.41| 3.62 | 3.59 | 355|357 |352)| 368 | 3.67 | 3.74|3.60|3.89| 3.88 | 3.62 | 3.85 | 3.79 | 3.84
9 3.38 | 3.34 | 338|339 (341|361 | 343 |3.56 (352|362 3.72 | 3.51 |3.76 |3.56|3.83| 3.86 | 3.65 | 3.87 | 3.89 | 3.80
10 3.36 | 3.36 (334|341 |3.44| 369 | 3,57 |355|349|357 | 3.65| 358 |3.78(3.73|3.60| 3.79 | 3.69 | 3.80 | 3.78 | 3.76
11 3.50 | 3.45 |3.49 (343 (3.47 | 3.74 | 3.47 | 3.62 | 3.69 | 3.66 | 3.67 | 3.60 |3.72|3.84|3.71| 3.74 | 3.53 | 3.66 | 3.67 | 3.70
12 3.34 | 340 |3.49 346 (339|363 | 333 |369|357|361|366| 339 |363|3.78|3.71|3.63 | 3.64 | 3.74| 3.80| 3.68
13 3.38 | 332 (344338347 | 364 | 353 | 362|368 |3.65| 356 | 358 [3.71|3.65|3.75| 3.70 | 3.57 | 3.65 | 3.67 | 3.74
14 346 | 3.34 | 340|350 |3.44 | 3.75 | 3.46 | 3.62 | 368 |3.65| 3.70 | 3.52 [ 366 |3.70| 3.7 | 3.70 | 3.66 | 3.68 | 3.68 | 3.68
15 3.30 | 3.38 | 3.43 |3.45|3.42| 355 | 357 |359 367|359 3.74| 3.60 |3.63|3.67|3.72| 3.70 | 3.54 | 3.69 | 3.72 | 3.72
16 3.46 | 3.38 [3.33 (343 |3.42| 358 | 3.63 |3.69 359|365 3.61| 357 |3.66|3.78|3.67 | 3.78 | 3.61 | 3.66 | 3.76 | 3.87
17 3.35 | 337 338|348 |3.45| 3.63 | 3.50 |3.64 350|362 361 | 365 | 3.7 |3.82]|3.73|3.78 | 3.59 | 3.77 | 3.78 | 3.72
18 3.38 | 3.29 | 3.44 |3.45|3.46 | 3.58 | 3.60 | 3.65 | 3.64 | 3.58 | 347 | 3.66 |3.72|3.73|3.65| 3.73 | 356 | 3.74 | 3.72 | 3.73
19 3.46 | 335 | 3.40|3.38 337|355 | 360 |3.62|358|356|367| 357 |364|3.77|3.66| 3.80 | 3.57 | 3.66| 3.77 | 3.69
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20 340 | 3.48 | 3.35|3.42|337| 363 | 3.56 | 3.61|3.65|3.60| 363 | 3.66 |3.71|3.68|3.76 | 3.67 | 3.65 | 3.67 | 3.70 | 3.63
21 335 | 3.53 | 343 (336|339 | 374 | 3.63 |3.67|3.72|3.60 | 3.56 | 3.50 | 3.66 | 3.63 | 3.64 | 3.73 | 3.66 | 3.7 | 3.67 | 3.75
22 348 | 3.26 | 3.44|3.48 |3.40| 3.70 | 3.44 |3.71 | 3.62 | 3.58 | 3.64 | 3.64 |3.73 |3.77 |3.70 | 3.71 | 3.62 | 3.72 | 3.76 | 3.76
23 341 | 3.45 | 347 |3.44|3.40 | 3.51 | 3.43 | 3.70| 3.64 | 3.64 | 3,61 | 3.62 |3.74|3.71|3.65| 3.72 | 3.5 |3.73 | 3.81 | 3.74
24 349 | 344 | 345|334 |339| 3.72 | 3.50 | 3.65|3.58 | 3.59 | 3.85 | 3.44 | 3.72 |3.71 | 3.64 | 3.75 | 3.6 | 3.75| 3.68 | 3.71
25 339 | 3.39 | 344 | 335|338 | 3.63 | 3.58 | 3.56 | 3.50 | 3.68 | 3.75 | 3.63 | 3.55|3.64 |3.71 | 3.68 | 3.39 | 3.78 | 3.79 | 3.67
26 339 | 3.36 | 343 | 341|340 3.63 | 3.55 | 3.68 | 3.62 | 3.68 | 3.80 | 3.37 | 3.66 | 3.72 | 3.66 | 3.70 | 3.35 | 3.72 | 3.62 | 3.81
27 3,53 | 3.36 | 3.31 338|340 | 3.71 | 3.32 | 3.61|3.60|3.58 | 353 | 3.34 | 3.7 | 371|367 | 372 | 348 | 3.8 | 3.79 | 3.62
28 341 | 3.43 | 347 (336|342 | 3.75 | 3.56 | 3.66 | 3.63 | 3.64 | 3.66 | 3.67 | 3.71 | 3.63 |3.72 | 3.68 | 3.38 | 3.74 | 3.78 | 3.72
29 342 | 340 |3.47|3.47|3.40 | 3.61 | 3.59 |3.62|3.62 |3.60| 3.70 | 3.63 | 3.68 | 3.65 | 3.78 | 3.69 | 3.62 | 3.66 | 3.82 | 3.65
30 355 | 349 (339|340 (344|354 | 342 |3.64|3.73 |3.61| 368 | 359 |3.68|362|3.75| 3.81 | 3.66 | 3.68 | 3.83 | 3.62
Mean | 3.40 | 3.36 | 3.40 | 3.39 | 3.39 | 3.64 | 3.51 | 3.61 | 3.61 | 3.60 | 3.68 | 3.58 | 3.69 | 3.71 | 3.71 | 3.76 | 3.59 | 3.73 | 3.76 | 3.74
SD 0.08 | 0.08 | 0.06 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | 0.08 | 0.06 | 0.07 | 0.05| 0.08 | 0.09 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.07 | 0.09 | 0.06 | 0.07 | 0.08
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Mean (rata-rata) Panjang Badan

Nomor Kelompok
Sampel Kontrol | Rotenon | P 1 (Perlakuan1) | P2 (Perlakuan2) | P 3 (Perlakuan 3)
1 3.88 3.67 3.80 3.84 3.86
2 3.75 3.69 3.72 3.70 4.00
3 3.79 3.54 3.79 3.87 3.71
4 3.90 3.63 3.78 3.85 3.75
5 3.78 3.60 3.68 3.81 3.72
6 3.88 3.73 3.74 3.75 3.76
Mean 1 3.83 3.64 3.75 3.80 3.80
7 3.83 3.68 3.76 3.78 3.72
8 3.88 3.62 3.85 3.79 3.84
9 3.86 3.65 3.87 3.89 3.80
10 3.79 3.69 3.80 3.78 3.76
11 3.74 3.53 3.66 3.67 3.70
12 3.63 3.64 3.74 3.80 3.68
Mean 2 3.79 3.64 3.78 3.79 3.75
13 3.70 3.57 3.65 3.67 3.74
14 3.70 3.66 3.68 3.68 3.68
15 3.70 3.54 3.69 3.72 3.72
16 3.78 3.61 3.66 3.76 3.87
17 3.78 3.59 3.77 3.78 3.72
18 3.73 3.56 3.74 3.72 3.73
Mean 3 3.73 3.59 3.70 3.72 3.74
19 3.80 3.57 3.66 3.77 3.69
20 3.67 3.65 3.67 3.70 3.63
21 3.73 3.66 3.70 3.67 3.75
22 3.71 3.62 3.72 3.76 3.76
23 3.72 3.50 3.73 3.81 3.74
24 3.75 3.60 3.75 3.68 3.71
Mean 4 3.73 3.60 3.71 3.73 3.71
25 3.68 3.39 3.78 3.79 3.67
26 3.70 3.35 3.72 3.62 3.81
27 3.72 3.48 3.80 3.79 3.62
28 3.68 3.38 3.74 3.78 3.72
29 3.69 3.62 3.66 3.82 3.65
30 3.81 3.66 3.68 3.83 3.62
Mean 5 3.71 3.48 3.73 3.77 3.68
Nomor Kelompok
Sampel Kontrol | Rotenon | P 1 (Perlakuan1) | P2 (Perlakuan2) | P 3 (Perlakuan 3)
Mean 1 3.83 3.64 3.75 3.80 3.8
Mean 2 3.79 3.64 3.78 3.79 3.75
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Mean 3 3.73 3.59 3.70 3.72 3.74
Mean 4 3.78 3.62 3.74 3.77 3.76
Mean 5 3.71 3.48 3.73 3.77 3.68
2. Kadar IL-6
KADAR INTERLEUKIN 6 (IL-6) ng/L (nanogram/Liter)
Nomor
Sampel Kelompok
Kontrol | Rotenon P1 P2 P3
1 4.691 11.751 7.119 2.783 6.678
2 4.691 15.509 8.530 3.673 5.442
3 7.119 13.562 10.074 2.783 4.691
4 7.119 15.509 7.119 4.691 9.544
5 5.840 17.591 10.074 7.119 8.530
Mean 5.892 14.784 8.583 4.210 6.977
SD 1.214 2.215 1.478 1.807 2.041
3. Kadar IL-10
N KADAR INTERLEUKIN 10 (IL-10) ng/L (nanogram/Liter)
Sampel Kelompok
Kontrol | Rotenon P1 P2 P3
1 1.430 1.821 1.554 2.111 1.963
2 2.111 2.426 2.111 2.265 2.265
3 2.945 1.199 2.111 2.945 2.426
4 2.945 1.092 1.963 1.963 2.765
5 2.765 0.990 2.111 2.426 2.111
Mean 2.439 1.505 1.970 2.342 2.306
SD 0.660 0.608 0.241 0.379 0.309
4. Osifikasi Tulang Keras
EKSPRESI OSIFIKASI TULANG KERAS (Pixel)
Nomor
Corangl Kelompok
Kontrol Rotenon P1 P2 P3
1 271354473 | 270276029 | 268520124 277376312 331740133
2 295754004 | 214542288 | 274939962 326153561 278121342
3 344081957 | 280793745 | 304795851 311122630 302101439
4 323665675 | 288829212 | 318573694 354262460 297035155
5 300391682 | 202446208 | 297769607 281425287 315291277
Mean 307049558 | 251377496 | 292919848 310068050 304857869
SD 27809845 | 39925571 20864457 32024051 20094444
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RIWAYAT HIDUP

Een Nuraenah, lahir di Majalengka, 19

Juli 1978 anak pertama dari tiga bersaudara
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putri dari Bapak H. Muadan Nurdin dan lbu
Hj. Kusrinah. Lulus SD Negeri Burujul Wetan IV
Jatiwangi tahun 1990, lulus SMP Negeri 1
Jatiwangi tahun 1993, dan lulus SPK (Sekolah

Perawat Kesehatan) di SPK Pemda Subang

tahun 1997. \ A
Tahun 1997 melanjutkan pendidikan Diploma | Kebidanan yaitu Program
Pendidikan Bidan-A (PPB-A) di SPK Depkes karawang yang sekarang berubah
menjadi Poltekes Bandung, lulus tahun 1998. Mulai tahun 1998 bekerja sebagai
Bidan PTT (Bidan Desa) di Puskesmas Jatitujuh dan Puskesmas Dawuan di
Kabupaten Majalengka sampai dengan tahun 2001. Pada tahun 2001 melanjutkan
pendidikan Program Diploma Ill Kebidanan di AKBID Depkes Karawang (Poltekes
Bandung), lulus tahun 2004, dan melanjutkan pendidikan Program Diploma IV
Bidan di Universitas Padjadjaran (UNPAD) Bandung di Kota Bandung, lulus tahun
2005 dan bekerja sebagai dosen di STIKes YPIB Majalengka. Pada tahun 2006
mulai bekerja sebagai Bidan Pelaksana Ruang Bersalin (VK) di RSUD Cideres
Kabupaten Majalengka, dan bekerja sebagai dosen program studi D Il Kebidanan
di STIKes YPIB Majalengka serta AKBID Respati Sumedang. Pada tahun 2012
mulai bekerja sebagai Instruktur Laboratorium di Poltekkes Kemenkes Jakarta |l

sampai dengan sekarang. Pada tahun 2016 mengambil pendidikan program studi

AS

Magister Kebidanan di Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

IVERSIT

UN

# BRAWIJAYA
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