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BAB |. PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Diabetes Mellitus (DM) adalah gangguan metabolisme kronis yang ditandai
dengan hiperglikemia yang disebabkan oleh defisiensi sekresi insulin, kerja insulin,
atau keduanya (ADA, 2019). Mayoritas kasus DM adalah DM tipe 2, sekitar 90-
95% kasus DM (WHO, 2019). Prevalensi global DM berkisar 536,6 juta pada tahun
2021 atau 10,5% penduduk berusia 20-79 tahun dan diperkirakan akan meningkat
hingga 783 juta pada tahun 2045 atau 12,2% populasi dunia. Indonesia menempati
urutan kelima jumlah penderita DM terbanyak setelah China, India, Pakistan, dan
Amerika, dengan prevalensi DM berkisar 19,5 juta pada tahun 2021 dan
diperkirakan jumlahnya akan meningkat hingga 28,6 juta pada tahun 2045 (Sun et
al., 2022). Mortalitas DM sangat tinggi, diperkirakan mencapai 6,7 juta kematian
di seluruh dunia pada tahun 2021. Pengeluaran kesehatan untuk diabetes mengalami
peningkatan yang cukup besar dari USD 232 miliar pada tahun 2007 menjadi USD
966 miliar pada tahun 2021, dan diperkirakan akan mencapai satu triliun USD pada
tahun 2030 (IDF, 2021).

Hiperglikemia kronis akibat DM menyebabkan berbagai komplikasi,
diantaranya komplikasi makrovaskular, seperti penyakit jantung koroner, stroke
dan penyakit pembuluh darah perifer, serta komplikasi mikrovaskular, seperti
penyakit ginjal stadium akhir, retinopati dan neuropati (Harding et al., 2019). DM
juga dikaitkan dengan berbagai spektrum kelainan hepar, mulai dari nonalcoholic
fatty liver disease (NAFLD), nonalcoholic steatohepatitis (NASH), sirosis hepatis,
karsinoma hepatoseluler, dan gagal hati akut (Ahmadieh & Azar, 2014). Pasien
dengan DM memiliki prevalensi penyakit hepar yang tinggi. Studi kohort prospektif
menunjukkan lebih dari 80% pasien dengan sirosis hepatis menderita DM (Garcia-
compeén et al., 2012). Prevalensi pasien DM yang berkembang menjadi NAFLD
sekitar 55,5% dan NASH sekitar 37,3% (Younossi et al., 2019).

Mekanisme yang mendasari komplikasi DM di hepar adalah stres oksidatif.
Sebagai jaringan yang sensitif insulin, hepar merupakan salah satu organ yang
rentan mengalami stres oksidatif yang diinduksi hiperglikemia (Mohamed et al.,

2016). Hiperglikemia menyebabkan aktivasi jalur alternatif untuk metabolisme



glukosa vyaitu jalur poliol, heksosamin, aktivasi protein kinase C, glikasi, dan
autooksidasi gliseraldehid yang menginduksi produksi ROS (Roman-Pintos et al.,
2016). Peningkatan ROS menyebabkan oksidasi makromolekul dan kerusakan
jaringan hepar (Leung & Nieto, 2013). Peroksidasi lipid pada membran sel
menghasilkan produk berupa Malondialdehyde (MDA) yang merupakan penanda
stres oksidatif (Tiwari et al., 2013). Stres oksidatif juga memicu disfungsi sistem
antioksidan yang menyebabkan penurunan aktivitas faktor transkripsi enzim
antioksidan nuclear factor-erythroid-2 related factor-2 (Nrf2), sehingga
menyebabkan kadar Superoksida Dismutase (SOD) menurun (Gonzalez et al.,
2020). SOD merupakan lini pertama pertahanan terhadap ROS dengan
mengkatalisasi perubahan radikal superoksida menjadi oksigen atau hidrogen
peroksida (Younus, 2018).

Modulasi kapasitas antioksidan dengan menggunakan tanaman herbal dapat
menjadi alternatif upaya pencegahan komplikasi DM. Pemanfaatan tanaman herbal
sebagai obat ini merupakan bukti syukur kepada Allah SWT. yang telah
menumbuhkan tanaman dengan beragam jenis dan manfaat. Sebagaimana firman
Allah SWT.:

[7:e i ] 2 S 235 08 G L G 28 T M T3 & sl

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Q.S.
Asy-Syu’ara (62):7).

Salah satu tanaman herbal yang berpotensi dikembangkan sebagai
antioksidan adalah Dandang Gendis (Clinacanthus nutans). Clinacanthus nutans
banyak dikenal dan digunakan di Asia Tenggara seperti Malaysia, Thailand dan
Indonesia sebagai herbal tradisional untuk tujuan pengobatan yang beragam (Alam
et al., 2016). Kandungan fitokimia utama dari C, nutans diantaranya adalah
golongan flavonoid, triterpenoid, steroids phytosterol, dan glikosida (Khoo et al.,
2018). Beberapa publikasi menunjukkan bahwa Clinacanthus nutans memiliki
aktivitas farmakologis diantaranya antioksidan, analgetik, antiinflamasi,
antidiabetes, antihiperlipidemia, antikanker, antivirus, antimikroba, antivenom,
antifungi, imunomodulator, dan neuroprotektif (Kamarudin et al., 2017, Yeo et al.,
2018).



Efek antidiabetik tanaman ini telah dibuktikan dari beberapa penelitian
sebelumnya dimana ekstrak daun C. nutans dapat menurunkan kadar glukosa darah
puasa pada tikus yang diinduksi diabetes (Umar Imam et al., 2019, Dewinta et al.,
2020). Belum dijumpai penelitian yang membuktikan manfaatnya untuk
memperbaiki kerusakan hepar yang diakibatkan oleh diabetes mellitus. Oleh karena
itu penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh ekstrak daun
Clinacanthus nutans dalam memperbaiki kerusakan hepar pada tikus diabetes yang
diinduksi streptozotosin, dimana kerusakan hepar yang diamati adalah stres
oksidatif dan gambaran morfologi sel hepar.

1.2 RUMUSAN MASALAH
Adapun rumusan masalah penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Apakah ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat menurunkan
kadar MDA hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin?
2. Apakah ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat meningkatkan
kadar SOD hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin?
3. Apakah ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat memperbaiki

morfologi hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin ?

1.3 TUJUAN PENELITIAN
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk membuktikan bahwa ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans
dapat menurunkan kadar MDA hepar pada tikus DM yang diinduksi
streptozotosin.

2. Untuk membuktikan bahwa ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans
dapat meningkatkan kadar SOD hepar pada tikus DM yang diinduksi
streptozotosin.

3. Untuk membuktikan bahwa ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans
dapat memperbaiki morfologi hepar pada tikus DM vyang diinduksi
streptozotosin.



1.4 MANFAAT PENELITIAN

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat diantaranya dapat
menambah khasanah keilmuan mengenai pengaruh pemberian Clinacanthus nutans
terhadap perbaikan kerusakan hepar pada tikus diabetes, menjadi bahan referensi
untuk pembelajaran dan penelitian lanjutan yang terkait, serta untuk
mengembangkan potensinya sebagai obat herbal yang bermanfaat dalam

memperbaiki komplikasi diabetes mellitus.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus
2.1.1 Definisi dan Klasifikasi

Diabetes melitus (DM) merupakan sekumpulan gangguan metabolik yang
ditandai oleh hiperglikemia sebagai akibat dari defek pada sekresi insulin, kerja
insulin atau keduanya dan disertai gangguan metabolisme lemak, protein dan
karbohidrat, (WHO, 2019). Berdasarkan etiologinya, DM diklasifikasikan menjadi
4 jenis, yaitu 1) DM tipe 1, disebabkan oleh karena penghancuran sel 3 autoimun,
yang menyebabkan defisiensi insulin absolut; 2) DM tipe 2, disebabkan oleh karena
hilangnya sekresi insulin sel p yang adekuat secara progresif akibat resistensi
insulin; 3) DM tipe spesifik karena penyebab lain, misalnya sindrom diabetes
monogenik (diabetes neonatal dan diabetes onset maturitas pada usia muda),
penyakit pankreas eksokrin (cystic fibrosis dan pankreatitis), dan diabetes yang
diinduksi obat atau kimia (penggunaan glukokortikoid, pengobatan HIV/AIDS,
atau setelah transplantasi organ); 4) DM gestasional, yaitu DM yang didiagnosis
pada trimester kedua atau ketiga kehamilan yang tidak jelas diabetes sebelum
kehamilan (ADA, 2021).

2.1.2 Etiopatogenesis

Insiden DM tipe 1 pada masa kanak-kanak telah meningkat, dan usia saat
diagnosis telah menurun karena perubahan lingkungan. Defek yang diturunkan
pada toleransi imun sentral dan perifer memungkinkan timbulnya respons autoimun
terhadap pulau pancreas yang diinisiasi oleh dua jalur utama yaitu autoantibodi
insulin dan autoantibodi asam glutamat dekarboksilase. Faktor lingkungan yang
mengubah sistem kekebalan, seperti komposisi mikrobiota, infeksi mikroba dan
nutrisi, mempengaruhi perkembangan dan jalannya respons autoimun (llonen et al.,
2019). Autoimun menyebabkan kerusakan sel  pankreas sehingga terjadi defisiensi
sekresi insulin. Selain pada sel B pankreas, fungsi sel pankreas yang lain juga
menjadi abnormal, misalnya pada sel a terjadi sekresi glukagon yang berlebihan
pada pasien DMT1. Kadar glukagon yang berlebihan memperburuk defek

metabolik karena defisiensi insulin. Defisiensi insulin menyebabkan peningkatan



kadar asam lemak bebas dalam plasma, yang menurunkan metabolisme glukosa di
jaringan perifer seperti otot rangka sehingga mengganggu pemanfaatan glukosa
(Banday et al., 2020).

Insiden DM tipe 2 sangat bervariasi tergantung pada etnis dan wilayah
geografis. Bangsa Jepang, Hispanik, dan penduduk asli Amerika memiliki risiko
tertinggi DM tipe 2. Riwayat keluarga berperan penting pada risiko perkembangan
DM, beberapa studi menghubungkan genome dengan sifat poligenik kompleks
yang meningkatkan risiko DM tipe 2 melalui efek pada sekresi insulin dan
penurunan aksi insulin. Risiko intolerasi glukosa meningkat seiring dengan
bertambahnya usia (Galicia-Garcia et al., 2020). Obesitas juga merupakan faktor
utama yang berperan pada perkembangan DM tipe 2 karena dapat menginduksi
resistensi insulin (Y. Parmar, 2018).

Kondisi nutrisi yang berlebih seperti obesitas akan memicu timbulnya
hiperglikemia dan hiperlipidemia. Hiperglikemia dan hiperlipidemia akan
menimbulkan peradangan, stres metabolik/oksidatif, stres inflamasi, stres amiloid,
dan stres Retikulum Endoplasma (RE) yang menyebabkan terjadinya disfungsi sel
B pankreas yang mengakibatkan sekresi insulin berkurang. Penurunan sekresi
insulin akan meningkatkan progresifitas hiperlipidemia dan mempengaruhi
kerusakan reseptor dan post-receptor sehingga terjadi resistensi insulin. Resistensi
insulin menyebabkan peningkatan produksi glukosa di hati dan penurunan
pengambilan glukosa oleh organ sensitif insulin ekstra-pankreas seperti otot, hati,
dan jaringan adiposa. Penurunan sekresi insulin dan perkembangan resistensi

insulin secara sistemik menyebabkan DM tipe 2 (Ozougwu, 2013).

2.1.3 Manifestasi Klinis dan Diagnosis

Manifestasi klinis muncul pada DM tidak khas, diantaranya keluhan klasik
DM vyaitu polidipsia, poliuria, polifagia dan penurunan berat badan yang tidak
diketahui penyebabnya dan keluhan lain yaitu badan lemas, mata kabur, kesemutan,
gatal, disfungsi ereksi pada pria, dan pruritus vulva pada wanita. Diagnosis DM
ditegakkan berdasarkan pemeriksaan kadar glukosa darah dengan kriteria 1)
Pemeriksaan glukosa plasma puasa > 126 mg/dL; atau 2) Pemeriksaan glukosa

plasma > 200 mg/dL 2 jam setelah Tes Toleransi Glukosa Oral (TTGO) dengan



beban glukosa 75 gram; atau 3) pemeriksaan glukosa plasma sewaktu > 200 mg/dL

dengan keluhan klasik; atau 4) Pemeriksaan HbAlc > 6,5% (PERKENI, 2021).

2.1.4 Komplikasi

Komplikasi akut DM dapat berupa hipoglikemia dan kegawatdaruratan
hiperglikemi. Hipoglikemia yaitu kadar glukosa darah yang rendah (<70 mg/dL)
yang biasa terjadi pada pasien penerima sulfoniurea atau insulin. Kegawatdaruratan
hiperglikemia dapat berupa Diabetik Ketoasidosis (DKA), Hyperosmolar
Hyperglycaemix State (HHS) dan asidosis laktat. Sebagian besar komplikasi akut
ini dapat dicegah, akan tetapi kondisi ini masih menjadi penyebab morbiditas dan
mortalitas yang tinggi pada penderita diabetes dan berkontribusi signifikan terhadap
tingginya morbiditas dan mortalitas diabetes (Harding et al., 2019).

Komplikasi kronis DM umum terjadi, meliputi komplikasi mikrovaskular
yaitu penyakit kardiovaskular yang diderita sekitar 27% pasien DM, dan komplikasi
mikrovaskuler diantaranya retinopati, nefropati, neuropati, disfungsi ereksi, dan
penyakit kaki diabetes yang diderita oleh hamper 50% pasien DM. DM juga dapat
meningkatkan risiko gangguan pada sistem muskuloskeletal, hati dan pencernaan,
serta gangguan fungsi kognitif dan kesehatan mental, dan dapat meningkatkan
insiden beberapa kanker, misalnya kanker hati, pankreas, dan endometrium.
Beberapa komorbiditas utama berhubungan dengan DM, seperti penyakit hati
berlemak non-alkohol (non-alcoholic fatty liver disease/ NAFLD), apnea tidur
obstruktif (obstructive sleep apnoea/ OSA) dan depresi (Zheng et al., 2018).

2.2 Komplikasi Hepar pada Diabetes Mellitus
2.2.1 Stres Oksidatif pada Diabetes Melitus

Stres oksidatif terbentuk ketika terjadi ketidakseimbangan antara produksi
Reactive Oxygen Species (ROS) dan kapasitas antioksidan, yang menyebabkan
fungsi seluler terganggu. ROS adalah produk sampingan dari respirasi seluler yang
terdiri dari spesies kimia tidak stabil yang mengandung oksigen, termasuk
superoksida dan radikal hidroksil. ROS berperan dalam pensinyalan dan

homeostasis sel, tetapi ketika terjadi disregulasi dapat menyebabkan kerusakan



pada makromolekul seluler yang menyebabkan peroksidasi lipid, protein dan asam
nukleat (Elsayed Azab et al., 2019).

Peningkatan stres oksidatif berperan penting dalam etiologi DM dan
komplikasinya. Pada DM, hiperglikemia persisten merangsang produksi ROS dari
berbagai sumber dan menyebabkan pertahanan antioksidan melemah. SOD
mengkatalisasi konversi O2- (radikal anion superoksida) menjadi H202. Dalam
kondisi hiperglikemik, sel endotel menghasilkan peningkatan kadar O2-.
Overproduksi O2- dapat menghambat gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase yang
merupakan enzim penting dari jalur glikolitik. Hal ini menyebabkan akumulasi
glukosa dan metabolit perantara lainnya dari jalur ini dan bergeser ke jalur alternatif
lain dari metabolisme glukosa bersama dengan peningkatan produksi produk akhir
glikasi lanjut (Younus, 2018).

Jalur pembentukan ROS pada kondisi hiperglikemia digambarkan pada
Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Pembentukan ROS pada Hiperglikemia
(Yan, 2014)

1. Jalur Poliol
Pada kondisi hiperglikemia, persentase glukosa yang dimetabolisme melalui

jalur poliol meningkat empat hingga lima kali lipat. Pada jalur poliol, Aldosa



Reduktase (AR) mereduksi glukosa menjadi sorbitol dengan merubah NADPH
menjadi NADP+ seperti pada Gambar 2.6. Kemudian sorbitol melalui sorbitol
dehidrogenase dioksidasi menjadi fruktosa dengan merubah NAD+ menjadi
NADH. Aktivasi jalur poliol menurunkan NADPH yang penting terhadap
pembentukkan glutathion, sementara peningkatan NADH memicu pembentukkan
Gliserol-3-fosfat yang memicu jalur Protein Kinase C (PKC). Fruktosa yang
meningkat yang dihasilkan pada jalur poliol juga dapat memeicu peningkatan
Advance Glycation End Product (AGE) (Katakami, 2017).
2. Jalur Heksosamin
Jalur heksosamin terlibat dalam glikolisis fruktosa-6-P. Jumlah fruktosa-6-P
yang meningkat dalam kondisi hiperglikemia akan diubah oleh enzim Glutamin-
Fruktosa 6-P Amidotransferase (GFAT) menjadi glukosamin 6-fosfat, yang
kemudian diubah menjadi UDP-N-Acetyl glucosamine (UDP-GIcNAc) melalui
aktivitas UDP-N-Acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase. Akumulasi
UDP-GIcNAc memicu hiperaktivitas O-glukosamin-N-Acetyl transferase, yang
dikaitkan dengan peran toksik dan pro-oksidatif jalur heksosamin pada diabetes
(Ighodaro & Akinloye, 2018).
3. Jalur Aktivasi Protein Kinase C
Jumlah gliseraldehida-3-fosfat pada kondisi hiperglimia akan meningkat
karena terjadi penghambatan gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase (GAPDH).
Fruktosa 1:6-bifosfat dapat terurai untuk membentuk dihidroksiaseton fosfat dan
gliseraldehida 3-fosfat (Yan, 2014). Baik fruktosa 1:6-bifosfat dan gliseraldehida
3-fosfat akan menyebabkan peningkatan metilglioksal yang mampu meningkatkan
Diasilgliserol (DAG), dan selanjutnya peningkatan Protein Kinase C (PKC). PKC
mampu meningkatkan ROS intraseluler dan telah dikaitkan dengan disfungsi
miokard yang menyebabkan kardiomiopati dan gagal jantung (Shah & Brownlee,
2016).
4. Jalur Produk Akhir Glikasi Lanjutan
Akumulasi gliseraldehida-3-fosfat menyebabkan pembentukkan
metilglioksal yang memicu defosforilasi nonenzimatik yang menghasilkan
metilglioksal yang mampu bereaksi dengan gugus amino protein intraseluler dan
ekstraseluler untuk membentuk Advancedd Glication End Produts (AGE) (Lazo-



de-la-Vega-Monroy & Fernndez-Mej, 2013). AGE dapat berikatan dengan
beberapa reseptor AGE (AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3, dan RAGE) atau
berinteraksi secara abnormal dengan komponen matriks ekstraseluler yang
menyebabkan pembentukan ROS, yang juga dapat mengaktifkan PKC dengan
memicu sintesis Diaselgliserol (DAG) (Ighodaro & Akinloye, 2018).
5. Jalur Autooksidasi Gliseraldehida

Akumulasi gliseraldehida 3-fosfat dapat mengalami autoksidasi yang dapat
menimbulkan radikal enediol. Radikal ini mereduksi molekul oksigen untuk
menghasilkan radikal superoksida dan menjadi teroksidasi menjadi ketoaldehida

yang berperan dalam pembentukan ROS (Ali Khan et al., 2012).

2.2.2 Malondialdehid

Lipid merupakan salah satu target utama ROS. Radikal peroksil dapat
menghilangkan hidrogen dari lipid dan menghasilkan hidrogen peroksida yang
meningkatkan radikal bebas (Tiwari et al., 2013). MDA adalah produk akhir yang
dihasilkan oleh dekomposisi asam arakidonat dan PUFAs (polyunsaturated fatty
acids) melalui proses enzimatik atau nonenzimatik. Proses enzimatik pembentukan
MDA vyaitu melalui biosintesis TXA2 dan HHT (12-1-hydroxy-5,8,10-
heptadecatrienoic acid), sedangkan proses nonenzimatik yaitu melalui peroksidasi
lipid. MDA yang terbentuk akan dimetabolisme dan bereaksi dengan DNA, protein
seluler, dan jaringan kemudian menghasilkan produk tambahan yang menyebabkan
kerusakan biomolekuler (Ayala et al., 2014).

Stres oksidatif pada DM menyebabkan gangguan pada struktur lipid dan
menghasilkan radikal peroksil dan hidroperoksida lipid yang merusak membran sel
(Jacobo et al., 2017). Fosfolipid bilayer yang merupakan golongan PUFA sebagai
basis komponen membran sel sangat rentan terhadap serangan ROS karena adanya
ikatan rangkap antara rantai karbonnya (Al-Rasheed et al., 2017). Peroksidasi lipid
dapat mengganggu susunan membran lipid bilayer, menginaktivasi reseptor
transmembran dan kerja dari enzim yang terikat dengan membran yang berujung
pada meningkatkan permeabilitas seluler dan apoptosis (Birben et al., 2012).

Proses pembentukan peroksida lipid dijelaskan pada Gambar 2.2. Fase

inisiasi, dimulai ketika ROS merusak fosfolipid membran sel dan membebaskan



polyunsaturated fatty acids (PUFA) (Al Hroob et al., 2019). Setelah bergabung
dengan radikal hidroksil (OH"), air (H20) dilepaskan bersama dengan radikal lipid.
Tahap propagasi ditandai dengan reaksi radikal lipid yang tidak stabil dengan
oksigen (O2) dan menghasilkan radikal peroksil (Singh, 2014). Untuk menjadi
stabil, molekul-molekul ini memiliki kecenderungan untuk bereaksi lebih lanjut
dengan atom hidrogen dari lipid dalam membran sel, sehingga memicu reaksi
berantai yang terus merusak membran fosfolipid bilayer. Produk akhir yang stabil
terbentuk ketika terjadi fase terminasi dan menghasilkan produk akhir seperti 4-
hidroksinonenal (4HNE), malondialdehid (MDA), dan akrolein (ACR) (Evans et
al., 2021). MDA telah digunakan secara luas sebagai biomarker kerusakan lipid
yang dimediasi oleh stres oksidatif. Kadar MDA dapat diukur dengan metode
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substance) menggunakan spektrofotometer
(Ore & Akinloye, 2019).
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Gambar 2.2 Mekanisme Pembentukan Peroksida Lipid
(Lorente etal., 2013).
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2.2.3 Superoksida Dismutase

Antioksidan adalah mekanisme pertahanan tubuh untuk menetralkan radikal
bebas di dalam tubuh sebelum terjadi kerusakan sel (Gupta, 2015). Pertahanan
antioksidan terjadi melalui beberapa mekanisme diantaranya adalah: 1) Memblokir
produksi radikal bebas, 2) mengais radikal bebas, 3) mengubah radikal bebas toksik
menjadi zat yang kurang toksik, 4) Menghambat produksi metabolit toksik
sekunder dan mediator inflamasi, 5) memblokir propagasi rantai oksidan sekunder,
6) memperbaiki molekul yang rusak, 7) inisiasi dan peningkatan sistem pertahanan
antioksidan endogen (Elsayed Azab et al., 2019).

Sistem antioksidan dalam tubuh manusia terdiri dari antioksidan non-
enzimatik dan enzimatik. Antioksidan non enzimatik diantaranya Glutathion,
Alpha-lipoic acid, Coenzyme Q, Ferritin, asam urat dan bilirubin. Sedangkan enzim
antioksidan yang diproduksi tubuh diantaranya adalah sebagai berikut:

1. Superoksida dismutase (SOD) berfungsi mengkatalisis dismutasi dua
molekul anion superoksida (HAI2) diubah membentuk hidrogen peroksida
(H2HAI2) dan molekul oksigen (02), akibatnya membuat anion superoksida
yang berbahaya menjadi kurang berbahaya bagi tubuh (Ighodaro & Akinloye,
2018). Superoksida dismutase mengubah radikal peroksida (O2-) yang
bersumber dari faktor lingkungan dan respirasi seluler menjadi hidrogen
peroksida (H202), yang masih reaktif.

2. Katalase (CAT) melakukan katalisis peroksida dengan menggunakan satu
elektron donor yaitu molekul H202 dan satu akseptor seperti molekul H202
sehingga terdapat dua molekul H202. Pada eritrosit dan jaringan lain dua
molekul H202 membentuk 2 H20 dan O2.

3. Glutation peroksidase (GPx) juga sebagai katalisis peroksida H202 dan lipid
hidroperoksida dengan menggunakan glutation tereduksi (GSH) untuk
menjaga lipid membran dan hemoglobin dari serangan oksidasi H202,
sehingga tidak terjadi hemolisis akibat peroksida. H202 yang tidak
membentuk H20 dapat diubah menjadi radikal hidroksil reaktif (OH).
Radikal hidroksil bersifat berbahaya dan reaktif jika bereaksi dengan logam
karena dapat mengakibatkan kerusakan sel akibat peroksidasi lipid, DNA dan

protein yang bersifat reaktif dan berbahaya (Aguilar et al., 2016).



Superoxide dismutase (SOD), merupakan pertahanan lini pertama untuk
melawan ROS. Superoksida dismutase adalah metalloenzyme yang membutuhkan
kofaktor logam untuk aktivitasnya. lon logam yang biasanya berikatan dengan SOD
adalah tembaga (Cu), mangan (Mn), besi (Fe) dan seng (Zn). Fungsi SOD adalah
menjaga sel tubuh dari dampak radikal oksigen yang tinggi, radikal bebas dan
senyawa-senyawa berbahaya yang menyebabkan kematian sel serta menjaga
kesehatan sel (Ighodaro & Akinloye, 2018). Superoksida adalah senyawa
berbahaya dan berperan penting terhadap patogenesis diabetes melitus. Antioksidan
terbanyak didalam tubuh adalah SOD. Superoksida dismutase mampu mengubah
superoksida menjadi senyawa yang tidak berbahaya atau kurang toksik dengan
memecah molekul oksigen yang memiliki potensi bahaya jika berada di dalam sel
sehingga mengurangi efek toksik senyawa tesebut (Tiwari et al., 2013).

Antioksidan kuat yang berada di dalam organ hepar salah satunya adalah
SOD vyang berfungsi melindungi sel-sel hati dari kerusakan oksidatif dan
menetralisir radikal bebas. Pada keadaan hiperglikemia, produksi ROS meningkat
yang mengakibatkan penurunan aktivitas Nrf2, sehingga menginduksi antioksidan
endogen seperti SOD. Kombinasi peningkatan pelepasan ROS dan penurunan
aktivasi SOD menyebabkan kerusakan hati yang diinduksi stres oksidatif
(Mohamed et al., 2016). SOD dapat diklasifikasikan menjadi 3 jenis, yaitu 1) SOD
1 (Cu/Zn-SOD), berada di sitoplasma intraseluler dan mengandung tembaga dan
seng, bekerja untuk mengubah superoksida menjadi hidrogen peroksida. Ketika
terjadi kenaikan ROS maka SOD 1 memberikan persinyalan oksidatif, SOD 1
dengan cepat berpindah ke dalam nukleus untuk menjaga kestabilan genom; 2)
SOD 2 (Mn-SOD), berada di mitokondria dan mengandung mangan, bekerja
dengan menangkap dan mengubah radikal bebas menjadi zat yang kurang reaktif di
dalam sel; 3) SOD 3 (EC-SOD), berada di ekstraseluler dan mengandung tembaga
dan seng, bekerja di permukaan sel dan berguna menjaga sel dari efek stres
oksidatif. Superoksida dismutase tiga merupakan enzim antioksidan yang berperan
sebagai pertahanan antioksidan utama terhadap penyakit pembuluh darah,
kardiovaskular, penyakit neurologis, penyakit paru-paru, aterosklerosis, diabetes,

hipertensi, dan kondisi inflamasi (Fakhruddin et al., 2017).
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2.2.5 Kerusakan Morfologi Hepar pada Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus menyebabkan akumulasi berlebihan dari sel-sel lemak di
hepar yang mengakibatkan perlemakan hati (NAFLD). Sekitar 2-3% pasien
NAFLD mengalami peradangan, nekrosis dan fibrosis hepar, yang merupakan
gejala steatohepatitis non-alkoholik (NASH) (Romagnoli et al., 2010). Hepar yang
rusak dapat berkembang menjadi sirosis, yang kemudian dapat memicu karsinoma
hepatoseluler dan pada akhirnya dapat menjadi gagal hati (Cohen et al., 2011).
Prevalensi NAFLD pada pasien DM tipe 2 lebih dari 2 kali lebih tinggi
dibandingkan populasi umum, yaitu sekitar 55,5%. Sedangkan prevalensi NASH
pada pasien dengan DM tipe 2 adalah 37,3%. Dari jumlah tersebut yang melakukan
biopsi hepar diketahui 17% diantaranya mengalami perkembangan menjadi fibrosis
(Younossi et al., 2019).

Hepar berperan penting dalam mengatur kadar glukosa. Resistensi insulin di
hati akan menyebabkan hiperglikemia dan gangguan metabolisme glukosa. Bahkan
pada kondisi hiperglikemik yang parah, hepar tidak mendeteksi ketersediaan
glukosa sehingga memproduksi glukosa lebih banyak melalui modulasi beberapa
enzim seperti glukosa-6-fosfat dehidrogenase, fruktosa-1,6-difosfat, heksokinase
dan glukokinase (Crawford, 2009). Produksi glukosa berlebihan di hepar dapat
meningkatkan oksidasi asam lemak dan sintesis trigliserida. Defisiensi insulin
meningkatkan hormon-sensitif lipase (HSL) di jaringan adiposa yang menyebabkan
peningkatan lipolisis dan sirkulasi asam lemak bebas yang akan terakumulasi di
hepar (Al-Hussaini et al., 2012). Akumulasi lipid di hepar akan menyebabkan
resistensi insulin dan peningkatan sitokin pro-inflamasi, seperti leptin dan TNF-a,
yang berkontribusi pada terjadinya stres oksidatif (Regnell & Lernmark, 2011).

Hiperglikemia memicu glikasi protein dan autoksidasi glukosa yang
menghasilkan radikal bebas (ROS). Produksi ROS yang berlebih menyebabkan
oksidasi lipid, protein dan karbohidrat, serta menginduksi apoptosis pada hepatosit
dan pelepasan sitokin inflamasi yang menyebabkan kerusakan jaringan hepar
(Leung & Nieto, 2013). Pada kondisi hiperglikemik terjadi penurunan aktivitas
enzim antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT) dan
glutation (GSH) (Abolfathi et al., 2012).



Diabetes Melitus menyebabkan kelainan hepar antara lain kerusakan
hepatosit, steatosis, dan fibrosis. Pertama diawali dengan kerusakan hepatosit,
Mekanisme resistensi insulin dapat meningkatkan stres oksidatif dan mengaktivasi
sinyal inflamatorik kemudian mekanisme tersebut dapat mengarah kepada
kerusakan hepar. Kedua dilanjutkan dengan pembentukan gambaran steatosis,
gambaran steatosis yang disertai dengan degenerasi balon dan inflamasi lobus dapat
menentukan keadaan non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Ketiga yaitu fibrosis,
fibrosis sebagai respon multi-selulerdapat muncul akibat adanya kerusakan hepar
dengan kematian sel hepar. Kerusakan hepar akut dapat dipicu oleh inflamatorik
dan kaskade fibrogenik dengan aktivasi selstelata hepatik (HSC) yang merupakan
sumber utama pembentukan matriks ekstraseluler (ECM) yang kaya akan kolagen.
Tujuan pembentukan ini untuk mempertahankan arsitektur dan fungsi organ hepar
setelah mengalami kerusakan yang serius. Jika dalam penyembuhan luka pada
organ hepar berkepanjangan akibat pemicu kerusakan tidak dapat dihilangkan,
maka inflamasi akan menjadi kronik dan pembentukan fibrosis tidak hanya
mempengaruhi sel hepar saja tetapi juga akan berdampak pada arsitektur vaskuler
(Ramadan et al., 2022).

Hati merupakan organ penting dalam mengatur kadar glukosa dalam keadaan
fisiologis dan patologis seperti DM. Pada DM tipe 2, resistensi insulin di hati akan
menyebabkan hiperglikemia dan distorsi lebih lanjut dari glukosa metabolisme.
Hati juga mengatur homeostasis glukosa dengan memodulasi ekspresi berbagai
jenis gen yang mengkode protein sekretori. Berbagai jenis hepatokin melalui jalur
yang berbeda mengaktifkan mekanisme umpan balik positif atau negatif untuk
mengontrol proses metabolisme. Resistensi insulin menyebabkan adiposit perifer
mengalami lipolisis. Asam lemak bebas kemudian dilepaskan ke aliran darah dan
akhirnya menumpuk di hati. Pada saat yang sama, adipositokin melepaskan faktor
nekrosis tumor-o dan leptin, memperburuk kerusakan hepatosit dengan
meningkatkan stres oksidatif di mitokondria. Aksi gabungan stres oksidatif
mitokondria, hiperinsulinemia dan hiperglikemia menghasilkan radikal bebas yang
pada gilirannya menginduksi peradangan dan nekrosis seluler. Peradangan jaringan
merangsang sel-sel stellata hati untuk memproduksi kolagen, yang menyebabkan

fibrosis, sirosis dan, akhirnya, karsinoma hepatoseluler. Sebuah peningkatan stres
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oksidatif mitokondria juga akan menyebabkan kerusakan mutasi DNA dan memicu
serangkaian efek merusak pada rantai pernapasan mitokondria dengan
memproduksi spesies oksigen reaktif (ROS). Lingkaran setan ini akan meningkat
secara eksponensial ke tingkat yang tidak sesuai, yang akan dilawan oleh umpan
balik fisiologis normal dan dengan demikian menyebabkan kerusakan hati.
Hiperinsulinemia dapat menurunkan regulasi adiponektin, yang mengarah ke
lipogenesis hati dan selanjutnya menurunkan oksidasi asam lemak bebas. Dengan
demikian, hiperinsulinemia dapat bertindak sebagai kontributor utama
perkembangan kerusakan hati (Mohamed et al., 2016).

Nekrosis pada hepatosit ditandai dengan nukleus mengkerut, nukleus pecah
menjadi beberapa fragmen, lisis nukleus, dan membrane sel sehingga batas tidak
jelas. Derajat kerusakan hepatosit dinilai dengan grading. Pengamatan preparat
dievaluasi menggunakan mikroskop optik dengan perbesaran 400 kali dan
menggunakan 5 lapang pandang. Skoring dilakukan pada masing masing lapang
pandang (Andreas et al., 2015).

Perubahan histopatologi yang menonjol pada hepar pasien dengan DM
meliputi akumulasi lemak di vesikel menggantikan sitoplasma hati, yang dikenal
sebagai steatosis mikrovesikular. Selanjutnya apabila kelebihan lipid merusak
nukleus, maka akan berkembang menjadi steatosis makrovesikular. Selain nukleus
terglikogenasi, ciri-ciri lain yang menonjol dari steatosis meliputi limfositik ringan,
neutrofilik dan infiltrat inflamasi lainnya. Steatohepatitis dan NASH dikenali
dengan adanya steatosis hepatoseluler, peradangan lobular dan berbagai tingkat
fibrosis periseluler, perisinusoidal dan periportal, termasuk sirosis. Gambaran
lainnya meliputi pembengkakan hepatosit, berbagai tingkat nekrosis hepatosit dan
adanya badan Mallory. Perubahan degeneratif ditandai dengan vakuolasi hepatosit
di area sentrizonal sel dan perbedaan ukuran ruang nukleus dan sinusoidal yang
melebar (Guven et al., 2006).

Sirosis menunjukkan gambaran histologis utama yaitu pembentukan nodul
makro dan mikro, jembatan septum fibrosa dan gangguan arsitektur hepar.
Retikulum endoplasma kasar berkurang secara signifikan pada DM. Selain itu,

terjadi peningkatan volume mitokondria dengan kepadatan krista mitokondria yang



sangat berkurang, inti piknotik dengan membran inti yang rusak dan perluasan area

perinuklear (Lucchesi et al., 2015).

2.3 Clinacanthus nutans
2.3.1 Taksonomi

Taksonomi dan Klasifikasi Clinacanthus nutans adalah sebagai berikut:
Kingdom: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Asteridae
Order: Lamiales
Family: Acanthaceae
Genus: Clinacanthus
Species: nutans—Lindau
Scientific name: Clinacanthus nutans Lindau (L. T.-H. Tan et al., 2020).

Tanaman ini memiliki sejumlah sinonim yang mencakup Clinacanthus
burmannii Nees., Clinacanthus burmannii var. robinsonii Benoist dan Justicia
nutans Burm. f. (Aslam et al., 2015). Tanaman ini juga dikenal di beberapa negara
dengan nama umum diantaranya belalai gajah atau sabah snake grass di Malaysia,
phaya yo atau phaya plongtong di Thailand, Alligator flower atau e zui hua di Cina,
yudunsou (Jepang), youduncho (Korea), manh cong atau xwong khi (Vietnam). Di
Indonesia dikenal dengan nama ki tajam (Sunda), dandang gendis (Jawa), gendis
(Jawa Tengah) (Aslam et al., 2015, Kosali et al., 2016).

2.3.2 Morfologi dan Distribusi Geografis

Clinacanthus nutans berasal dari wilayah tropis Asia Tenggara, Yyaitu
Malaysia, Thailand, Indonesia, Vietnam dan juga dapat ditemukan di wilayah
selatan Cina, seperti Guangdong, Guangxi, Hainan dan Yunnan (Arullappan et al.,
2014). Clinacanthus nutans merupakan tanaman perdu berukuran kecil dengan
tingginya bisa mencapai sekitar 1-3 m dan bercabang. Batangnya berbentuk
silinder, sedangkan tangkai daunnya ganda dengan panjang sekitar 3-20 mm

(Gunasekaran, 2014, Fong et al., 2014). Daun tanaman ini berwarna hijau pucat,

17



berbentuk lonjong sempit dengan pucuk tajam, panjang daun 2-12 cm dan lebar
0,5-1,5 cm. Terdapat 6-7 pasang garis yang tampak menonjol pada permukaan daun
dan ditutupi oleh bulu halus. Tanaman ini merupakan angiospermae dengan bunga
yang muncul di bagian atas dari cabang berwarna merah dengan garis kuning di
bagian bawah dan dasar hijau (Kamarudin et al., 2017, Tan et al., 2020).
Clinacanthus nutans biasanya dibudidayakan dengan stek batang, akan tetapi dapat

ditemukan liar di hutan tropis (Gunasekaran, 2014).

Gambar 2.3. Morfologi Clinacanthus nutans
Keterangan: (a) bunga, (b) daun
Sumber: Kamarudin et al. (2017)

2.3.3 Penggunaan Tradisional Clinacanthus nutans

Clinacanthus nutans adalah tanaman herbal yang banyak dimanfaatkan di
Asia Tenggara untuk berbagai tujuan pengobatan. Secara tradisional digunakan
dalam beberapa cara untuk pengobatan infeksi herpes, kanker, diabetes,
peradangan, dan berbagai masalah kulit (Alam et al., 2016). Nama rumput ular
sabah diyakini berasal dari aplikasinya sebagai antivenom ular berbisa di kalangan
praktisi tradisional (Kamarudin et al., 2017). Daun C. nutans dapat dikonsumsi
sebagai sayuran mentah atau dicampur dengan jus seperti apel, tebu, atau teh hijau.
Daun kering tanaman ini bisa direndam dalam air panas dan disajikan sebagai teh.
Saat ini banyak produk C. nutans yang beredar di pasaran dalam bentuk teh herbal,
kapsul, tablet dan ekstrak tanaman (Shim et al., 2013).

2.3.4 Kandungan Fitokimia Clinacanthus nutans

Bagian tanaman, metode pengeringan dan metode ekstraksi menghasilkan
kisaran senyawa antioksidan yang bervariasi dan menunjukkan aktivitas
antioksidan yang berbeda. Ekstrak C. nutans dengan pelarut etanol 70%
menunjukkan kadar phenolik total bagian daun (3.19-7.29 mg GAE/g dw) lebih



baik dari pada batang (1.04-2.24 mg GAE/g dw). Metode ekstraksi dengan sonikasi
dan metode pengeringan dengan oven dan udara menunjukkan kadar phenolik total
dan aktivitas antioksidan yang lebih baik dibandingkan dengan metode perendaman
dan pengeringan beku (Khoo et al., 2015).

Uji fitokimia menunjukkan bahwa C. nutans mengandung berbagai macam
senyawa bioaktif terutama daun dan batangnya. Kandungan metabolit sekunder
pada C. nutans berhubungan dengan umur tanaman karena mempengaruhi
kandungan fenolik dan flavonoid, dimana konsentrasi metabolit sekunder paling
tinggi didapatkan pada umur tanaman 6 bulan (Ghasemzadeh et al., 2014). Teknik
ekstraksi juga berpengaruh signifikan terhadap jenis komponen kimia yang akan
diekstraksi dari tanaman. Ekstraksi soklet karbon dioksida subkritis lebih selektif
untuk menghasilkan senyawa kimia dari fenolik dan terpenoid, sehingga
meningkatkan potensi antioksidan (Alam et al., 2017).

Clinacanthus nutans memiliki kandungan flavonoid C-glikosida yang
diisolasi dari ekstrak etanol dan methanol yaitu vitexin, isovitexin, schaftoside,
isomollupentin ~ 7-O-b-glucopyranoside, orientin dan isoorientin, yang
menunjukkan efek sebagai antioksidan, antiinflamasi, antivirus, antidiabet dan
hepatoprotektif (Chelyn et al., 2014). Clinacanthus nutans memiliki kandungan
fitosterol meliputi stigmasterol, lupeol, dan beta-sitosterol yang diketahui memiliki
efek menurunkan kolesterol dan kandungan terpenoid yaitu betulin, yang memiliki
efek anti tumor, anti HIV, antibakteri, antiinflamasi dan antimalarial (Teoh et al.,
2017)(Sami et al.,, 2006). Komponen lain yang diisolasi ekstrak metanol
Clinacanthus nutans yaitu 5 glukosida yang mengandung sulfur yaitu clinacoside
A, B, C, cycloclinacoside Al, A2 (Teshima et al., 1998) serta 2 gliserolipid yaitu
trigalactosyl dan digalactosyl diglycerides (Janwitayanuchit et al., 2003).

Kandungan lipid yang teriri dari 9 serebrosida dan monoasilmonogalaktosil
gliserol diisolasi dari fraksi etil asetat dari ekstrak etanol C. nutans
(Tuntiwachwuttikul et al. 2004). Terdapat delapan senyawa yang berhubungan
dengan klorofil a dan klorofil b yang diisolasi dari ekstrak kloroform daun
Cinacanthus nutans yaitu 132- hidroksi-(132-S)-klorofil b, 132-hidroksi-(132-R)-
klorofil b, 132-hidroksi-(132-S)-phaeophytin b, 132-hydroxy-(132-R)-phaeophytin
b, 132-hydroxy-(132-S)-phaeophytin a, 132-hydroxy-(132-R)-phaeophytin a,
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purpurin 18 phytyl ester dan phaeophorbide-a (Sakdarat et al., 2009). Selain itu
juga diisolasi dari ekstrak etanol C. nutans sebanyak 4 komponen yang
mengandung sulfur yaitu clinamides A, B, C dan 2-cis-entadamide (Tu et al. 2014),
serta komponen lain yaitu gendarucin A, gendarucin A isomer, 3,3-di-O-
methylellagic acid, ascorbic acid dan 2 isomer oxoprolinate (Khoo et al., 2015).
Analisis GCMS dari fraksi dichloromethane ekstrak methanol Clinacanthus nutans
didapatkan komponen yaitu palmitic acid dan linolenyl alcohol yang memiliki
aktivitas antiproliferatif (Ismail et al., 2020). Ekstrak etanol daun C. nutans juga
memiliki kandungan kompleks polisakarida-peptida CNP 1-2 (Huang et al., 2016).

2.3.5 Aktivitas Farmakologi Clinacanthus nutans
1. Aktivitas antivirus dan antibakteri

Clinacanthus nutans diketahui memiliki aktivitas antivirus terhadap HSV-1
dan HSV-2, dimana ekstak n-metana menunjukkan penghambatan paling kuat
terhadap HSV-1 dengan IC50 37,39 ug/mL, sedangkan ekstrak metanol
menunjukkan penghambatan paling kuat terhadap HSV-2 dengan 1C50 pada 65.13
pug/mL (Kunsorn et al., 2013). Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etil
asetat C. nutans terbukti efektif dalam menghambat pembentukan plak HSV-1
dengan IC50 7,6 ug/mL (Thongchai et al., 2008, Sakdarat et al., 2009). Fraksi etanol
ekstrak daun C. nutans dapat menghambat HSV-2 secara signifikan pada dosis 200
pg/mL. Efek ini terjadi melalui mekanisme inaktivasi protein permukaan struktural
virus yang penting untuk perlekatan virus HSV oleh senyawa aktif dalam ekstrak
(Vachirayonstien et al. 2010). Uji Klinis terhadap 60 pasien yang terinfeksi herpes
zoster dengan krim ekstrak C. nutans menunjukkan perbaikan dalam waktu 7-14
hari (Sangkitporn et al. 1995).

Clinacanthus nutans dapat digunakan untuk pencegahan infeksi human
papilloma virus (HPV). Penelitian menunjukkan bahwa ekstrak C. nutans dapat
menghambat infeksi awal HPV dengan mengikat langsung reseptor sel inang atau
partikel HPVV16 dan menghambat internalisasi HPV oleh sel inang (Sookmai et al.,
2011). Senyawa klorofil yang diisolasi dari daun C. nutans terbukti memiliki
aktivitas anti-dengue dengan menghambat replikasi virus dengue sero-tipe 2
(DENV-2) selama pasca-inkubasi pada sel A549 dengan IC50 25 pg/mL (Sakdarat



etal., 2010). Penelitian lain pada sel Huh-7 menunjukkan bahwa ekstrak etanol 80%
C. nutans memiliki aktivitas anti virus dengue terhadap strain DENV-216681
dengan IC50 31,04 ug / mL (Tu et al., 2014).

Ekstrak etil asetat C. nutans terbukti dapat menghambat pertumbuhan
Bacillus cereus dan C. albicans dengan konsentrasi hambat minimum sebesar 1,39
mg/mL. Ekstrak tersebut lebih efektif dalam menghambat bakteri gram positif
dibandingkan dengan bakteri gram negatif (E. coli dan Salmonella typhimurium)
karena senyawa fenolik dalam ekstrak mampu menembus melalui lapisan
peptidoglikan bakteri gram positif lebih mudah dibandingkan lipopolisakarida dari
bakteri gram negatif (Arullappan et al., 2014). Sedangkan ekstrak metanol C.
nutans diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan
E. coli dengan konsentrasi hambat minimum sebesar 12,5 mg / mL (Yang et al.,
2013).

2. Aktivitas Antivenom

Secara tradisional C. nutans telah digunakan untuk mengobati gigitan
serangga dan ular, akan tetapi penelitian menunjukkan tidak ada aktivitas
antivenom terhadap neurotoksin Naja naja siamensis (Cherdchu et al., 1977).
Penelitian tentang potensi penghambatan ekstrak C. nutans terhadap pengikatan
antibodi anti-ular kobra ke bisa ular kobra menunjukkan aktivitas rendah yaitu 35%
(Daduang et al., 2005). Demikian juga, ekstrak C. nutans terhadap bisa anti-Apis
mellifera (lebah) menunjukkan aktivitas yang rendah (Uawonggul et al., 2011).
Sedangkan aktivitas antivenom yang lebih efektif didapatkan dari ekstrak air daun
C. nutans terhadap bisa Heterometrus laoticus (kalajengking) dengan efisiensi
46,51% pada konsentrasi 0,706 mg/mL (Uawonggul et al., 2006).

3. Antiinflamasi dan Imunomodulator

Clinacanthus nutans telah digunakan secara tradisional untuk mengurangi
inflamasi dan beberapa hasil penelitian mendukung efek ini. Pemberian ekstrak C.
nutans secara oral dengan dosis 50, 100 dan 200 mg/kg dapat menghambat
pembentukan edema akibat inflamasi yang diinduksi oleh karagenan dan pemberian

secara topikal dengan dosis 3, 6, 9 mg/20 pL efektif dalam menghambat
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pembentukan edema setelah diinduksi oleh etil fenilpropiolat, dimana
mekanismenya melibatkan respon neutrophil (Wanikiat et al., 2008). Ekstrak polar
C. nutans juga menunjukkan aktivitas anti-inflamasi dengan menghambat TLR-4
dan produksi sitokin proinflamasi IL-1p, TNF-a, IFN-y sebagai respons terhadap
stimulasi lipopolisakarida pada sel makrofag RAW264.7 (Mai et al., 2016).

4. Aktivitas antikanker

Penelitian aktivitas antikanker C. nutans paling banyak dilakukan. Penelitian
in vitro menunjukkan ekstrak C. nutans memiliki aktivitas antiproliferatif pada
berbagai kultur sel kanker, seperti usus besar, hepatoseluler, neuroblastoma, paru-
paru, eritoleukemia, servik dan limfoma Burkitt (Yong et al., 2013). Ekstrak
metanol C. nutans menunjukkan aktivitas antikanker terhadap sel HepG2 dengan
IC50 13 pg/mL (Quah et al., 2017). Penelitian invivo menunjukkan efek
penghambatan ekstrak etanol C. nutans terhadap pertumbuhan hepatoma pada tikus
model xenograf, secara intragastrik pada 10 mg/kg menyebabkan penurunan ukuran
dan berat tumor secara signifikan melalui mekanisme induksi apoptosis pada sel
tumor (Huang et al. 2016). Ekstrak C. nutans menunjukkan efek antikanker melalui
berbagai mekanisme, diantaranya menginduksi apoptosis dan autofagi (Wang et al.
2019), menahan siklus sel (Lu et al.2018), anti-migrasi dan anti-angiogenesis (Ng
et al.2017).

5. Aktivitas antioksidan

Aktivitas antioksidan C. nutans telah banyak diteliti dimana daun memiliki
potensi antioksidan yang lebih tinggi dari pada batang (Kong et al., 2016). Uji
DPPH menunjukkan aktivitas pembersihan radikal bebas pada ekstrak etanol
dengan IC50 sebesar 110,44+6,59 ug/mL dan ekstrak methanol sebesar 63.07 = 0.11
(M A Alam et al., 2017). C. nutans juga memiliki aktivitas pereduksi besi,
penghambatan pada produksi radikal bebas yang diinduksi oleh phorbol myristate
acetate pada sel makrofag (30, 100 dan 300 pg/mL) serta penghambatan pada
hemolisis yang diinduksi oleh inisiator radikal peroksil (IC50 359,38 + 14,02
pg/mL) (Pannangpetch et al., 2007). Penelitian lain menunjukkan aktivitas
antioksidan terhadap DPPH, radikal galvinoksil, nitrit oksida, dan hidrogen



peroksida dengan kapasitas antioksidan 7852,63 + 4499 ug (Yong et al., 2013).
Ekstrak C. nutans juga menunjukkan efek perlindungan pada integritas DNA
plasmid E. coli dari radikal anion superoksida yang dihasilkan dari foto

dekomposisi riboflavin yang meningkatkan pembelahan DNA (Yuann et al., 2012).

6. Aktivitas Neuroprotektif

Penelitian menunjukkan bahwa ekstrak C. nutans menunjukkan efek
neuroprotektif terhadap cedera akibat kekurangan oksigen dengan menekan
ekspresi fosfolipase A2 yang bertanggung jawab untuk sintesis mediator inflamasi
(C. S. Tan et al., 2016). Penelitian lain menunjukkan bahwa infus C. nutans
intracerebroventricular dapat menghambat iskemik otak pada model tikus oklusi
arteri serebral tengah (Wu et al., 2018). Ekstrak air C. nutans dengan dosis 500
mg/kg terbukti memberikan efek protektif terhadap inflamasi saraf yang diinduksi
oleh LPS pada tikus, melalui mekanisme modulasi beberapa jalur metabolik,
termasuk regulasi metabolisme asam amino, siklus TCA dan glikolisis/

glikoneogenesis (Azam et al., 2019).

7. Aktivitas Analgetik

Clinacanthus nutans memiliki aktivitas analgesik yang potensial. Penelitian
Abdul Rahim et al. (2016), menunjukkan bahwa ekstrak metanol C. nutans dengan
EC50 227,7 mg/ kg memiliki aktivitas antinoseptif sentral yang diinduksi oleh
formalin melalui modulasi jalur opioid/ nitrik oksida (NO) dan Cyclic Guanosine
Monophosphate (cGMP). Selain itu, efek analgesik yang diinduksi oleh uji hot plate
menunjukkan bahwa ekstrak metanol 500 mg/kg efektif dalam mengurangi respon
nyeri dengan interval 60-210 menit sedangkan ekstrak etanol dan butanol tidak
menunjukkan efek analgesik hingga 5g/kg. Penelitian lain menunjukkan bahwa
ekstrak petroleum C. nutans memiliki aktivitas antinosiseptif perifer dan sentral,
dengan menghambat reseptor opioid L, 8, kK dan modulasi jalur yang dimediasi NO

(Zakaria et al., 2019).

8. Aktivitas Antidiabetik
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Penelitian in vitro menunjukkan aktivitas antidiabetik C. nutans melalui
penghambatan terhadap a-glukosidase dan a-amilase. a-glukosidase adalah enzim
yang menghidrolisis karbohidrat menjadi glukosa di usus halus, sedangkan a-
amilase adalah enzim yang menghidrolisis ikatan a-1,4-glukan pada pati,
maltodekstrin dan maltooligosakarida menjadi gula sederhana (dekstrin,
maltotriosa, maltosa dan glukosa) (Tundis et al., 2010). Meskipun enzim ini tidak
secara langsung terlibat dalam etiologi diabetes, penghambatan a-glukosidase dan
a-amilase dapat secara signifikan mengurangi kadar glukosa post-prandial dan oleh
karena itu dapat menjadi strategi penting dalam pengelolaan gangguan
metabolisme, termasuk diabetes mellitus tipe 2 (Riyaphan et al., 2018).

Lee etal. (2014) menunjukkan bahwa ekstrak metanol C. nutans menghambat
aktivitas a-glukosidase (daun 13,57% dan batang 17,67%) pada konsentrasi 5
mg/mL. Wong et al. (2014) menunjukkan bahwa ekstrak air C. nutans pada dosis
yang lebih tinggi (50 mg/mL) menyebabkan penghambatan aktivitas a-glukosidase
yang tinggi (88,2%, IC50: 30 mg/mL). Khoo et al. (2015) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol C. nutans menghambat aktivitas a-glukosidase hingga 41% pada
konsentrasi 5 mg/mL. Alam et al. (2017) melaporkan aktivitas penghambatan o-
glukosidase ekstrak metanol C. nutans menunjukkan bahwa fraksi butanol memiliki
aktivitas penghambatan a-glukosidase yang jauh lebih tinggi (72,16%, 1C50: 37,47
g/mL), yang mendekati standar Quersetin sebagai kontrol positif (IC50: 38,54
g/mL). Murugesu et al. (2019) menunjukkan bahwa ekstrak metanol C. nutans
dengan fraksi n-hexan dan etil asetat menunjukkan penghambatan aktivitas a-
glukosidase (IC50 3,07 g/ml). Abdullah & Kasim (2017) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol dan air C. nutans menghambat aktivitas o-amilase (64,25%).
Berdasarkan penelitian ini, ekstrak metanol daun C. nutans merupakan jenis ekstrak
yang menunjukkan aktivitas penghambatan a-glukosidase terbaik, dimana fraksi
butanol menunjukkan efek penghambatan yang lebih besar. Selain itu, terdapat
korelasi yang signifikan antara penghambatan a-glukosidase dengan aktivitas
antioksidan dan kandungan flavonoid total dari ekstrak (M. A. Alam, Zaidul,
Ghafoor, Sahena, et al., 2017).

Dalam penelitian eksperimental dengan model in vivo, efek C. nutans diamati

dalam berbagai dosis dari 15 mg/kg sampai 500 mg/kg dengan periode perlakuan



yang berbeda antara 9 sampai 28 hari. Efek antidiabetik telah ditunjukkan dari daun
C. nutans yang diekstraksi dengan pelarut aqueos, metanol dan etanol. Efek
penurunan glukosa C. nutans telah dilaporkan secara signifikan dalam beberapa
penelitian, diantaranya pemberian ekstrak air daun C. nutans 150 mg/kg selama 9
hari pada mencit yang diinduksi aloksan 50 mg/kg (Nurulita et al., 2012),
pemberian ekstrak etanol daun C. nutans 15 mg/kg selama 14 hari pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak dan fruktosa (Retnaningsih et al., 2019), dan pemberian
ekstrak etanol daun C. nutans 75 mg /kg selama 14 hari pada tikus yang diinduksi
STZ 50 mg/kg (Dewinta et al., 2020).

Pengaruh C. nutans dalam meningkatkan kadar insulin serum secara
signifikan telah dilaporkan dalam penelitian Umar Imam et al., (2019) pada
pemberian ekstrak air daun C. nutans 200 mg/kg selama 28 hari pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak dan streptozotocin. Penelitian lain oleh Sarega et al.
(2016) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak air dan metanol daun C. nutans
dosis 500 dan 250 mg/kg selama 7 minggu pada tikus yang diinduksi diet tinggi
lemak dan kolesterol dapat meningkatkan kadar insulin serum. Tidak ada data yang
menunjukkan bahwa peningkatan sekresi insulin disebabkan oleh perbaikan
disfungsi sel B pankreas. Penelitian tentang resistensi insulin menggunakan model
homeostatik telah menunjukkan bahwa ekstrak air dan metanol daun C. nutan dapat
meningkatkan sensitivitas insulin yang ditandai dengan penurunan biomarker
resistensi insulin retinol binding protein 4 (RBP4) melalui upregulation dari gen
yang mengkode insulin receptor substrate (IRS), phosphatidylinositol-3-phosphate
(P13K), reseptor adiponektin dan leptin (Sarega, Imam, Esa, et al., 2016).

Aktivitas antidiabetik C. nutans dihubungkan dengan sifat antioksidan yang
dimiliki telah dilaporkan dalam 2 penelitian in vivo. Sarega et al., (2016)
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan C. nutans dikaitkan dengan kemampuan
untuk memodulasi ekspresi berbagai gen antioksidan termasuk superoksida
dismutase, katalase, glutathion reduktase, dan glutathion peroksidase. Umar Imam
et al., (2019) menunjukkan bahwa ekstrak C. nutans dengan dosis 200 mg/kg
selama 4 minggu secara signifikan dapat menurunkan penanda stres oksidatif dan
meningkatkan kadar antioksidan total pada tikus model DM tipe 2. Berdasarkan

data tersebut, tampak bahwa aktivitas antioksidan C. nutans terjadi karena
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kemampuannya dalam menangkap radikal bebas dan memodulasi ekspresi berbagai
enzim antioksidan.

C. nutans memiliki efek dalam memperbaiki obesitas dan dislipidemia yang
berkontribusi terhadap gangguan homeostasis glukosa pada diabetes. Sarega et al.
(2016) melaporkan bahwa setelah 7 minggu pemberian C. nutans pada tikus yang
diberi diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol, menunjukkan perbaikan profil lipid,
meliputi penurunan kadar kolesterol total, TG, LDL-C, VLDL-C dan peningkatan
kadar HDL-C. Abdulwahid Kurdi et al. (2019) menunjukkan bahwa diet tinggi
lemak yang diterapi dengan C. nutans (1500 mg/kg) menyebabkan penurunan berat
badan dan lemak visceral yang relatif signifikan.

Efek menguntungkan dari C. nutans pada pencegahan komplikasi neuropati
dan nefropati diabetik akibat akumulasi sorbitol telah dievaluasi oleh Umar Imam
et al., (2019). Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak air C. nutans dapat
menurunkan kandungan sorbitol di ginjal dan saraf secara signifikan. Diabetes juga
dikaitkan dengan komplikasi perkembangan aterosklerosis dan penyakit
kardiovaskular. Potensi C. nutans dalam memperbaiki komplikasi disfungsi endotel
juga telah dilaporkan dalam penelitian Azemi et al. (2020), dimana pemberian C.
nutans dapat meningkatkan vasodilatasi endotel dan menurunkan kontraksi endotel

melalui peningkatan ekspresi protein eNOS.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini adalah eksperimental murni dengan desain randomized post test
only control group. Penelitian dilaksanakan pada bulan Mei-September 2022 di
Laboratorium Fitokimia Program Studi Farmasi FKIK UIN Maulana Malik Ibrahim
Malang, Laboratorium Hewan Coba Program Studi Pendidikan Dokter FKIK UIN
Maulana Malik Ibrahim Malang, Laboratorium Genetika Program Studi Biologi
FST UIN Maulana Malik Ibrahim Malang, Laboratorium Farmakologi FK
Universitas Brawijaya Malang dan Laboratorium Patologi Anatomi RSUD dr.
Sutomo Surabaya.

Sampel penelitian ini adalah tikus Rattus norvegicus strain Wistar dengan
kriteria inklusi jantan, umur 3 bulan, berat badan + 200 gram, sehat dan aktif,
terdiagnosis DM dengan kadar GDP >200 mg/dl. Hewan coba dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan, yaitu:

a. kontrol 1 (K1) adalah tikus normal

b. kontrol 2 (K2) adalah tikus DM yang diinduksi STZ

c. perlakuan 1 (P1) adalah tikus DM yang diinduksi STZ dan diberikan ekstrak
C. nutans dosis 100 mg/kgBB

d. perlakuan 2 (P2) adalah tikus DM yang diinduksi STZ dan diberikan ekstrak
C. nutans dosis 200 mg/kgBB

e. perlakuan 3 (P3) adalah tikus DM yang diinduksi STZ dan diberikan ekstrak

C. nutans dosis 400 mg/kgBB.

Perkiraan besar sampel dihitung dengan menggunakan rumus Lemeshow
(1997) dan didapatkan 6 ekor per kelompok perlakuan. Untuk mengantisipasi resiko
kematian, maka sampel ditambah dengan faktor koreksi 20% sehingga menjadi 7,2

dan dibulatkan menjadi 8 ekor per kelompok perlakuan.

3.2 Variabel Penelitian
a. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak Clinacanthus nutans.
b. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar MDA, SOD,

morfologi hepar.
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3.3 Definisi operasional

No Variabel Definisi Operasional Alat ukur | Satuan | Skala
1 | Ekstrak daun Clinacanthus nutans | Timbangan | mg Rasio
daun yang di ekstraksi dengan analitik
Clinacanthu | pelarut etanol 70%
S nutans menggunakan metode
UAE, diberikan pada dosis
100, 200 dan 400 mg/kgBB
per sonde selama 4 minggu.
2 |STZ Agen penginduksi DM, Timbangan | mg Rasio
diberikan dosis 45 analitik
mg/kgBB dengan injeksi
intraperitoneal.
3 | Kadar MDA | Lipid peroksidase penanda | Spektrofoto | mg/dl Rasio
stress oksidatif yang diukur | meter
dari jaringan hepar
4 | Kadar SOD | Enzim antioksidan diukur Spektrofoto | U/ml Rasio
dari jaringan hepar meter
5 | Morfologi Morfologi hepar diamati Mikroskop | % sel Rasio
hepar secara mikroskopis dari (perbesaran
preparat histopatologi 400x)

dengan pengecatan HE

3.4 Alat dan Bahan Penelitian

a. Ekstraksi: simplisia daun Clinacanthus nutans, etanol 70%, aquabidest,

neraca analitik, gelas beker, gelas ukur, gelas arloji, spatula, sendok tanduk,

gelas erlenmeyer, pipet tetes, batang pengaduk, corong gelas, wadah maserat,

cawan porselen, kertas saring, alumunium foil, Ultrasonic bath, dan rotary

evaporator.

. Pemeliharaan dan perlakuan hewan coba: tikus Wistar jantan, pakan standar,

sekam, air minum, Streptozotosin, bufer natrium sitrat, Kandang tikus berupa

box plastik berukuran 49 cm x 37 cm x 15 cm sebanyak 12 buah, penutup

kandang dari kawat berbentuk jaring, tempat makanan, botol air minum,

sarung tangan karet, masker, timbangan, spuit 1 cc, sonde.

. Pengujian sampel: kit spektrofotometri MDA dan SOD, spektrofotometer.
. Preparat histopatologi: Bufer formalin 10%, Xylol 2 liter, Alkohol, Parafin

cair, Entelan, Tissue cassette, Beaker glass, Mikrotom, Poly-L-Lysine slides,




Deckglass, Humidity chamber vertikal dan horisontal, Mikro pipet,
Mikrotube, Mikroskop, kamera, komputer.
3.5 Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data
3.5.1 Ekstraksi Daun Clinacanthus nutans
Ekstraksi Daun Clinacanthus nutans dilakukan dengan metode Ultrasonic-
assisted extraction sebagai berikut:
a. Serbuk daun Clinacanthus nutans didapatkan dari Materia Medika, Batu
b. 20 g serbuk simplisia dimasukkan ke dalam gelas beker dan ditambahkan 200
ml etanol 70% (1:10), lalu disonikasi selama 60 menit pada 25°C dalam
ultrasonicator water bath dan hasilnya disaring dengan kertas whatman.
c. filtrat yang terkumpul dimasukkan dalam rotary evaporator dengan suhu
50°c dan kecepatan putaran 70 rpm.
d. ekstrak dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C.

e. ekstrak yang diperoleh ditimbang dan dihitung nilai rendemen.

3.5.2 Perlakuan Hewan Coba

Sebelum perlakuan, tikus dilakukan aklimatisasi selama 7 hari untuk
menyesuaikan dengan suhu, kelembaban, dan lingkungan barunya. Tikus
ditempatkan dalam kandang yang berisi 4 ekor tikus/ kandang. Kandang
ditempatkan di lingkungan laboratorium dengan suhu ruang * 28°C, dan 12 jam
siklus gelap terang. Seluruh tikus diberikan pakan dan minum standar sekali sehari
pada siang hari sekitar jam 12.00 sebanyak 40 gr/hari/ekor secara ad libitum. Untuk
menghindari infeksi, kandang dibersihkan dan sekam diganti setiap hari.

Induksi dilakukan dengan injeksi STZ intraperitoneal dosis tunggal 45
mg/kgBB setelah dipuasakan semalam. STZ dilarutkan sebelum digunakan dalam
bufer natrium sitrat (0,1 M dan pH 4,5). Tikus pada kelompok kontrol diberikan
bufer natrium sitrat dengan volume yang sesuai. Pemeriksaan kadar glukosa darah
acak dilakukan pada hari ke-7 setelah injeksi STZ dan tikus didiagnosis DM apabila
kadar glukosa darah lebih dari 200 mg/dl (Tabatabaie & Yazdanparast, 2017).
Ekstrak C. nutans diberikan dengan dosis 100 mg/kgBB (pada kelompok P1) dan
200 mg/kgBB (pada kelompok P2), 400 mg/kgBB (pada kelompok P3) setiap hari

selama 4 minggu dengan cara disonde intragastrik (Umar Imam et al., 2019).
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Tikus dipuasakan selama 12 jam sebelum pembedahan. Tikus dikorbankan
dengan anestesi Ketamin Xylasin 1:1. Setelah tidak sadar, tikus diletakkan diatas
alas papan bedah dengan posisi perut menghadap ke atas lalu difiksasi
menggunakan jarum injeksi pada keempat telapak kakinya. Selanjutnya dilakukan
insisi pada dinding perut dengan pinset dan gunting, lalu rongga peritoneum dibuka
secara hati-hati. Organ hepar diambil dengan memotong jaringan sekitar, kemudian
organ ditimbang dan dibersihkan dengan menggunakan larutan NaCl 0,9%.
Sebanyak 0,4 gram jaringan hepar dibuat homogenat dalam 3,6 ml Phospate Buffer
Saline (PBS) dan disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 10 menit dengan suhu 4°C
dan supernatan digunakan untuk pengukuran kadar MDA dan SOD dengan metode
spektrofotometri. Sebagian jaringan hepar yang lain difiksasi dalam Normal Buffer

Formalin (NBF) 10% untuk pembuatan preparat histopatologi.

3.5.3 Pembuatan Preparat Histopatologi
Langkah-langkah dalam proses pembuatan preparat histopatologi yaitu :

a. Fiksasi
Fiksasi dilakukan untuk mengawetkan dan mengeraskan jaringan. Jaringan
hepar difiksasi dengan formalin buffer 4% selama 18-24 jam.

b. Dehidrasi
Dehidrasi merupakan proses pengeluaran air dari dalam jaringan yang telah
difiksasi. Jaringan dimasukan dalam aquades selama 1 jam kemudian didehidrasi
dengan alkohol bertingkat 30%, 50%, 70%, 80%, 90% sampai alkohol absolut.

c. Penjernihan (Clearing)
Penjernihan (Clearing) merupakan proses pengeluaran alkohol dari jaringan dan
menggantinya dengan suatu larutan yang berikatan dengan paraffin. Jaringan
yang dimasukan kelarutan alkohol xylol selama 1 jam, larutan xylol murni
selama 2 x 2 jam, paraffin 2 x 2 jam.

d. Embedding
Embedding merupakan proses untuk mengeluarkan cairan clearing agent dari
jaringan dan diganti dengan paraffin. Jaringan hepar dicelupkan kedalam
paraffin cair yang telah dituangkan ke dalam wadah hingga parafin memadat.

e. Pemotongan (Sectioning) dan penempelan pada Gelas Objek



Jaringan dipotong dengan blog paraffin dengan mikrotom setebal 4 mikron,
secara cross section/ melintang. Irisan diletakan pada polu-1-lysin slide.
Potongan terpilih dikeringkan dan diletakan di atas hot plate 38-40 C sampai
kering. Selanjutnya preparat disimpan dalam inkubator pada suhu 38- 40 C lalu
siap diwarnai dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE).
f. Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)
Pewarnaan HE ini terdiri dari zat warna yaitu hematoxylin dan eosin. Preparat
dimasukan dalam larutan xylol 1 dan 2 selama 5 menit, Kemudian dimasukan
dalam etanol bertingkat yang dimulai dari etanol absolut 95%, 90%, 80%,
dan70% selama 5 menit. Jaringan kemudian direndam dalam aquades 5 menit.
Preparat selanjutnya diwarnai dengan pewarna hematoksisilin selama 10 menit
kemudian dicuci dengan air mengalir selama 10 menit dan dibilas aquades
selama 5 menit. Setelah itu, preparat diwarnai dengan pewarna eosin selama 5
menit dan dicuci kembali dengan air mengalir 10 menit dann dibilas aquades
selama 5 menit. Setelah preparat diwarnasi, preparat dimasukan pada alkohol
dari 80%, 90%, dan 95% hingga alkohol absolut. Selanjutnya preparat
dimasukan dalam larutan xylol 1-3 selama 3 menit dan dikering anginkan.
Terakhir, dilakukan perekatan menggunakan entelah serta ditutup menggunakan
coverglass.
g. Pengamatan

Pengamatan kerusakan morfologi hepatosit tikus model DM dilakukan dengan
melihat gambaran hidrofilik, degenerasi lemak, dan nekrosis pada hepatosit.
Degenerasi hidrofilik disebabkan oleh karna meningkatnya permeabilitas
plasma sehingga air masuk kedalam sel Degenerasi lemak merupakan
manifestasi kerusakan hati yang lebih lanjut seperti adanya vakuolisasi sehingga
sel hepatosit tampak edema dengan sitoplasma pucat dan mendesak nukleus ke

tepi sel.

3.5.4 Pengukuran Kadar SOD
Pengukuran kadar SOD dilakukan dengan metode spektrofotometri
menggunakan SOD Assay kit. Adapun prosedurnya sebagai berikut:

a. Tabung sampel: Tabung sampel dimasukkan 1 ml reagen 1 dan 100 ul sampel
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b. Tabung kontrol: Tabung control dimasukkan 1 ml reagen 1 dan 100 pl
aquabides

c. Pada langkah pertama ditambahkan 0,1 ml reagen 2; 0,1 ml reagen 3; 0,1 ml
reagen 4.

d. Larutan dicampurkan menggunakan vortex mixer dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 40 menit.

e. Tabung pada langkah tiga ditambahkan 2 ml agen chromogenic.

f. Larutan diaduk rata dan didiamkan pada suhu ruangan selama 10 menit.

g. Mengatur ke angka nol dengan aquabides kemudian mengukur nilai OD
setiap tabung pada gelombang 550 nm, sebelumnya larutan dipindahkan ke
dalam kuvet quartz 1 cm.

Setelah mendapatkan nilai OD pada spektrofotometer, maka dimasukkan
rumus untuk mendapatkan nilai TSOD activity, sebagai berikut:
T-SOD Activity (U/mgprot) = i+50% x (V1:V2) x f = Cpr
Keterangan:

i ; inhibition ratio, i = OD control - OD sample x 100%
OD control
V1 : volume total larutan reaksi (mL)

V2 : volume sampel yang ditambahkan (mL)
F : faktor pengenceran sampel sebelum pengujian

Cpr : konsentrasi protein dalam sampel (mgprot/mL)

3.5.5 Pengukuran Kadar MDA
Pengukuran kadar MDA dilakukan dengan metode Thiobarbituric Acid
Reactive Substance (TBARS). Adapun prosedurnya sebagai berikut:
a. TBA dicampurkan dengan asam asetat glasial 50%.
b. Supernatan dicampur dengan TCA dan TBA-asam asetat glasial.
c. Dilakukan proses inkubasi menggunakan waterbath pada suhu 95°C selama
45 menit lalu didiamkan hingga suhunya menurun.
d. Disentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 15 menit.
e. Dimasukkan ke dalam kuffet untuk diukur absorbansinya menggunakan

Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm.



f. Dibuat kurva standar dan konsentrasi MDA dihitung berdasarkan rumus yang

didapat dikali dengan faktor pengenceran.

3.6 Analisis Statistik

Data disajikan dalam bentuk tabel rerata dan standar deviasi serta grafik.
Analisis statistik dilakukan dengan SPSS 26.0 for windows. Uji normalitas
menggunakan Saphiro Wilk, sedangkan uji homogenitas menggunakan Levene.
Apabila syarat parametrik terpenuhi, maka analisis komparatif menggunakan uji
one way ANOVA dan perbedaan pada masing-masing kelompok perlakuan
dianalisis lebih lanjut dengan Post Hoc Test. Apabila syarat parametrik tidak
terpenuhi, maka analisis komparatif menggunakan uji Kruskal-Wallis dan
perbedaan pada masing-masing kelompok perlakuan dianalisis lebih lanjut dengan
Mann Whitney. Perbedaan signifikan dinyatakan pada derajat kepercayaan 95%
(p<0,05) dan a=0,05.
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4.1 Karakteristik Hewan Coba
4.1.1 Berat Badan

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penurunan berat badan merupakan tanda umum diabetes mellitus (Hanchang

et al., 2019). Penimbangan berat badan tikus dilakukan sebelum induksi DM (hari

-7), pada saat terdiagnosis DM (hari 0), dan setiap minggu perlakuan (hari 7, 14,
21, dan 28). Data berat badan tikus dapat dilihat pada Tabel 4.1 dan Gambar 4.1.
Dalam penelitian ini, tikus model diabetes mellitus menunjukkan penurunan berat

badan dibandingkan dengan tikus normal. Pemberian terapi ekstrak daun C. nutans

selama 4 minggu pada tikus model diabetes mellitus menunjukkan perubahan yang

signifikan pada peningkatan berat badan apabila dibandingkan dengan tikus model

diabetes mellitus yang tidak mendapat terapi.
Tabel 4. 1 Berat Badan Tikus Selama Penelitian

Hari ke- Berat Badan (g)
K1 K2 P1 P2 P3
-7 188.33+4.97 18560+3.45 194.00+6.72 189.67 +5.20 191.83 +4.49
0 190.83+4.58  180.60 £3.14  185.00 + 7.64 186.00 £ 5.48 188.67 + 4.32
7 19550 £5.75  175.00+3.43  181.50 +6.57 179.17 £5.85 183.17 £ 4.54
14 198.00 +4.60 167.33+3.50* 178.33+572" 174.83+4.31" 181.33 £5.72"
21 202.33+6.41 16217 £4.17% 17467 +4.84" 172.33+7.17" 178.50 + 5.86"
28 206.33+5.92 155,67 +3.83* 168.17 +4.45° 170.67 +6.41" 175.67 + 6.09"
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Gambar 4. 1 Berat Badan Tikus Selama Penelitian
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Data disajikan dalam mean + SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).
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Uji normalitas rata-rata berat badan sebelum induksi DM memiliki distribusi
normal dengan nilai p>0,05 (p= 0,972) dan uji homonegitas termasuk kategori
homogen dengan nilai p>0,05 (p= 0,454), sehingga dapat diuji dengan statistik
parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa dari kelima kelompok
perlakuan tersebut tidak memiliki perbedaan yang signifikan dengan nilai p>0,05
(p = 0,100). Uji normalitas rata-rata berat badan saat diagnosis DM memiliki
distribusi normal dengan nilai p>0,05 (p=0.817) dan uji homonegitas rata-rata berat
badan awal termasuk kategori homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,122), sehingga
dapat diuji dengan statistik parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui
bahwa dari kelima kelompok perlakuan tersebut tidak memiliki perbedaan yang
signifikan dengan nilai p>0,05 (p =0, 902).

Uji normalitas rata-rata berat badan hari ke-7 memiliki distribusi normal
dengan nilai p>0,05 (p=0.105) dan uji homonegitas rata-rata berat badan awal
termasuk kategori homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,140), sehingga dapat diuji
dengan statistik parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa dari
keempat kelompok perlakuan tersebut memiliki perbedaan yang signifikan dengan
nilai p<0,05 (p = 0,002). Uji normalitas rata-rata berat badan hari ke-14 memiliki
distribusi normal dengan nilai p>0,05 (p=0. 155) dan uji homonegitas rata-rata berat
badan awal termasuk kategori homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,201), sehingga
dapat diuji dengan statistik parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui
bahwa dari keempat kelompok perlakuan tersebut tidak memiliki perbedaan yang
signifikan dengan nilai p<0,05 (p = 0,001).

Uji normalitas rata-rata berat badan hari ke-21 memiliki distribusi normal
dengan nilai p>0,05 (p=0.105) dan uji homonegitas rata-rata berat badan awal
termasuk kategori homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,07), sehingga dapat diuji
dengan statistik parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa dari
keempat kelompok perlakuan tersebut memiliki perbedaan yang signifikan dengan
nilai p<0,05 (p = 0,000). Uji normalitas rata-rata berat badan hari ke-28 memiliki
distribusi normal dengan nilai p>0,05 (p=0. 155) dan uji homonegitas rata-rata berat
badan awal termasuk kategori homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,10), sehingga
dapat diuji dengan statistik parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui
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bahwa dari keempat kelompok perlakuan tersebut tidak memiliki perbedaan yang

signifikan dengan nilai p<0,05 (p = 0,001).

4.1.2 Kadar Glukosa Darah Puasa

Kadar Glukosa Darah Puasa (GDP) diukur sebelum induksi DM, pada saat
terdiagnosis DM, dan di akhir perlakuan. Data kadar GDP dapat dilihat pada Tabel
4.2 dan Gambar 4.2.

Tabel 4. 2 Kadar Glukosa Darah Puasa Selama Penelitian

Kelompok Kadar Glukosa Darah Puasa (mg/dl) Laju
Perlakuan Hari ke- Hipoglikemik
-3 0 14 28

K1 93.83 +3.43 95.50 + 2.35 94.67 + 3.08 94.50 = 3.02

K2 94.17 +2.23 346.50 + 26.76"  396.67 +15.02  479.50 + 23.43

P1 85.17 £2.99 310.83+16.15* 249.00 +26.26° 203.00 + 15.43" 35%
P2 87.67 £5.61 311.00+11.12* 21817 +17.24" 191.67 +4.76" 38%
P3 86.17 £2.93  308.17 £ 9.02* 200.67 + 7.00" 187.33 +5.85" 39%

Data disajikan dalam mean £ SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).
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Gambar 4. 2 Kadar Glukosa Darah Puasa Tikus Selama Penelitian

Dari tabel 4.2 dan gambar 4.2 dapat dilihat bahwa GDP sebelum diinduksi
DM berada pada kadar <200 mg/dl yang berarti bahwa semua tikus memiliki kadar
glukosa darah normal. Kadar GDP setelah diinduksi DM mengalami peningkatan

dibandingkan sebelum induksi DM dan berada pada kadar >200 mg/dl yang berarti



bahwa semua tikus telah terdiagnosis DM. Kadar glukosa darah puasa pada akhir
penelitian tikus kontrol DM (K2) tetap tinggi yaitu 479.50 £ 23.43 mg/dl dan tikus
kontrol normal (K1) tetap normal yaitu 94.50 £ 3.02 mg/dl. Pemberian terapi
dengan ekstrak C. nutans pada tikus model diabetes mellitus mengalami penurunan
kadar GDP baik pada pertengahan terapi maupun akhir terapi apabila dibandingkan
dengan tikus kontrol DM yang tidak mendapat terapi. Penurunan kadar GDP pada
kelompok yang mendapat terapi ekstrak dosis 100 mg/kgBB (P1) sebesar 35%,
pada kelompok yang mendapat terapi ekstrak dosis 200 mg/kgBB (P2) sebesar 38%
dan pada kelompok yang mendapat terapi ekstrak dosis 400 mg/kgBB (P3) sebesar
39%.

Uji normalitas terhadap kadar GDP di akhir penelitian menunjukkan nilai
p<0.05 (p=0.037) yang berarti bahwa data tidak terdistribusi normal, sehingga
asumsi statistik parametrik tidak terpenuhi dan data diuji dengan statistik non
parametrik. Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan pada kadar glukosa darah puasa setelah pemberian ekstrak C. nutans
dengan nilai p<0.05 (p=0.001). Uji lanjut dengan Mann Whitney U menunjukkan
bahwa perbedaan tersebut terdapat pada kelompok K dengan kelompok P1 dengan
nilai p<0.05 (p=0.000), kelompok K dengan kelompok P2 dengan nilai p<0.05
(p=0.000), dan kelompok K dengan kelompok P3 dengan nilai p<0.05 (p=0.001).

4.1.3 Berat Organ Hepar
Berat organ hepar ditimbang setelah pembedahan. Data berat organ hepar

dapat dilihat pada Tabel 4.3 dan Gambar 4.3.

Tabel 4. 3 Berat Hepar di Akhir Penelitian

Kelompok Perlakuan Berat hepar (g)
K1 748 £1.16
K2 4.10 + 0.35
P1 492 +1.29
P2 5.31+1.07
P3 6.23 +0.92"

Data disajikan dalam mean + SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).
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Gambar 4. 3 Berat Hepar di Akhir Penelitian

Dari tabel 4.3 dan gambar 4.3 dapat dilihat bahwa berat organ hepar di akhir
penelitian pada tikus DM rendah, sedangkan tikus yang mendapat terapi ekstrak C.
nutans mengalami peningkatan berat organ hepar yaitu pada P1 sebesar 20%, P2
sebesar 29,5%, dan P3 sebesar 52%.

Uji normalitas terhadap berat organ hepar di akhir penelitian menunjukkan
nilai p>0.05 (p=0. 370) dan uji homonegitas berat organ hepar termasuk kategori
homogen dengan nilai p>0,05 (p=0, 100), sehingga dapat diuji dengan statistik
parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa kelompok kontrol
berbeda signifikan dibandingkan kelompok P1, P2 dan P3 dengan nilai p<0,05 (p =
0,002). Uji lanjut dengan Post hoc menunjukkan bahwa perbedaan tersebut terdapat
pada kelompok K1 dengan kelompok K2 dengan nilai p<0.05 (p=0.030) dan
kelompok K2 dengan kelompok P3 dengan nilai p<0.05 (p=0.020).

4.2 Efek Ekstrak C. nutans pada Kadar SOD Hepar Tikus Model DM
Kadar SOD Hepar diukur dengan metode spektrofotometri. Data kadar SOD
Hepar dapat dilihat pada Tabel 4.4 dan Gambar 4.4.



Tabel 4. 4 Kadar SOD Hepar
Kelompok Perlakuan  Kadar SOD Hepar (U/mgprot)

K1 1,410.11 + 26.94
K2 429.87 + 97.01%
P1 629.82 + 235.76
P2 733.35 + 221.96"
P3 970.36 + 195.68"

Data disajikan dalam mean £ SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).
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Gambar 4. 4 Kadar SOD Hepar

Kadar SOD hepar (U/mgprot)

Dari tabel 4.4 dan gambar 4.4 dapat dilihat bahwa kadar SOD hepar di akhir
penelitian pada tikus DM rendah, sedangkan tikus yang mendapat terapi ekstrak C.
nutans mengalami peningkatan kadar SOD hepar yaitu pada kelompok P1 sebesar
47%, pada kelompok P2 sebesar 71%, dan pada kelompok P3 sebesar 126%.

Uji normalitas terhadap berat organ hepar di akhir penelitian menunjukkan
nilai p>0.05 (p=0.200) dan uji homonegitas berat organ hepar termasuk kategori
homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,327), sehingga dapat diuji dengan statistik
parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antar kelompok kontrol dan perlakuan dengan nilai p<0,05 (p = 0,001).
Uji lanjut dengan Post hoc menunjukkan bahwa perbedaan tersebut terdapat pada
kelompok K1 dengan K2 dengan nilai p<0.05 (p=0,000), kelompok K2 dengan
kelompok P2 dengan nilai p<0.05 (p= 0,014) dan kelompok K2 dengan kelompok
P3 dengan nilai p<0.05 (p=0,000), sedangkan antara kelompok K2 dengan
kelompok P1 tidak berbeda signifikan dengan nilai p>0.05 (p= 0,091).
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4.3 Efek Ekstrak C. nutans pada Kadar MDA Hepar Tikus Model DM
Kadar MDA Hepar diukur dengan metode spektrofotometri . Data Kadar
MDA Hepar dapat dilihat pada Tabel 4.5 dan Gambar 4.5.

Tabel 4. 5 Kadar MDA Hepar
Kelompok Perlakuan Kadar MDA Hepar

(nmol/mg)
K1 3.25+1.05
K2 8.69 + 2.29*
P1 7.52+1.87
P2 5.25+1.42"
P3 4.67 +0.80"

Data disajikan dalam mean £ SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).

T
K1 K2 P1 P P3

Gambar 4. 5 Kadar MDA Hepar

Kadar MDA hepar (nmol/mg)
-
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Dari tabel 4.5 dan gambar 4.5 dapat dilihat bahwa kadar MDA hepar di akhir
penelitian pada tikus DM tinggi, sedangkan tikus yang mendapat terapi ekstrak C.
nutans mengalami penurunan kadar MDA hepar yaitu pada kelompok P1 sebesar
13%, kelompok P2 sebesar 40%, dan kelompok P3 sebesar 46% dibandingkan
dengan kontrol normal.

Uji normalitas terhadap kadar MDA hepar di akhir penelitian menunjukkan
nilai p>0.05 (p=0. 957) dan uji homonegitas berat organ hepar termasuk kategori
homogen dengan nilai p>0,05 (p=0,276), sehingga dapat diuji dengan statistik
parametrik. Dengan uji One way ANOVA diketahui bahwa kelompok kontrol
berbeda dibandingkan kelompok P1, P2 dan P3 dengan nilai p<0,05 (p = 0,031).

Uji lanjut dengan Post hoc menunjukkan bahwa perbedaan tersebut terdapat pada



kelompok K1 dengan K2 dengan nilai p<0.05 (p=0.010), kelompok K2 dengan
kelompok P2 dengan nilai p<0.05 (p=0.020), dan kelompok K2 dengan kelompok

P3 dengan nilai p<0.05 (p=0.000), sedangkan K2 dengan P1 tidak berbeda
signifikan.

4.4 Efek Ekstrak C. nutans pada Morfologi Hepar Tikus Model DM

Morfologi hepar diamati dengan pemeriksaan histopatologi menggunakan
pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE). Pengamatan dilakukan dengan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 400x pada 5 lapang pandang yang berbeda. Hasil
pengamatan disajikan pada Tabel 4.6 dan Gambar 4.6.

Tabel 4. 6 Persentase Kerusakan Morfologi Hepar
Kelompok Perlakuan  Persentase Kerusakan

Hepar (%)
K1 11.50+1.01
K2 73.67 +6.92%
P1 59.58 + 3.29"
P2 47.00 £ 2.76"
P3 36.92 +2.27"

Data disajikan dalam mean + SD (n=6).
* P<0.05 berbeda signifikan dengan K2 (Kontrol DM).
# P<0.05 berbeda signifikan dengan K1 (Kontrol Normal).
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Gambar 4. 6 Persentase Kerusakan Morfologi Hepar

Persentase kerusakan hepar (%a)
== 828323835
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Gambar 4. 7 Gambaran Mikroskopis Hepar (pengecatan HE, perbesaran 400x)

Dari tabel 4.6 dan gambar 4.6 dapat dilihat bahwa morfologi hepar pada
tikus DM mengalami perubahan patologis diantaranya batas sel tidak jelas dan inti
piknotik (panah merah) dan sinusoid melebar (panah kuning). Sedangkan tikus
yang mendapat terapi ekstrak C. nutans mengalami perbaikan morfologi hepar yang
bermakna, sebagaimana ditunjukkan pada gambar 4.7.

Uji normalitas terhadap persentase kerusakan hepar menunjukkan nilai
p<0.05 (p=0. 009) dan uji homonegitas termasuk kategori homogen dengan nilai
p>0,05 (p=0,076), sehingga asumsi parametrik tidak terpenuhi dan data diuji
dengan statistic non parametrik. Dengan uji Kruskal Wallis diketahui bahwa
kelompok kontrol berbeda dibandingkan kelompok P1, P2 dan P3 dengan nilai



p<0,05 (p = 0,000). Uji lanjut dengan Mann Whitney menunjukkan bahwa
perbedaan tersebut terdapat pada kelompok K1 dengan kelompok K2 dengan nilai
p<0.05 (p=0.000), K2 dengan kelompok P1 dengan nilai p<0.05 (p=0.000),
kelompok K2 dengan kelompok P2 dengan nilai p<0.05 (p=0.000), dan kelompok
K2 dengan kelompok P3 dengan nilai p<0.05 (p=0.000).

4.5 Pembahasan

Tikus yang diinduksi diabetes mellitus menggunakan Streptozotocin,
menunjukkan peningkatan kadar glukosa darah dan penurunan berat badan karena
penurunan jumlah sel B pankreas penghasil insulin (Bayramoglu et al., 2014).
Temuan dalam penelitian ini mirip dengan karakteristik diabetes mellitus ini.
Streptozotocin menginduksi penghancuran sel B pankreas dan menyebabkan
penurunan sintesis dan sekresi insulin serta menyebabkan hiperglikemia (Galicia-
Garcia et al., 2020). Berkurangnya sekresi insulin juga menyebabkan penurunan
berat badan karena kurangnya pemanfaatan karbohidrat sebagai sumber energi,
sehingga meningkatkan pemecahan protein dan lemak melalui proses
glikogenolisis, lipolisis dan proteolisis yang pada akhirnya menyebabkan hilangnya
lemak dan jaringan otot (Eleazu et al., 2013).

Dalam penelitian ini, pemberian ekstrak C. nutans secara signifikan dapat
menurunkan kerusakan oksidatif hepar yang disebabkan oleh diabetes. Dalam
penelitian ini, sesuai dengan penelitian sebelumnya, kami menunjukkan bahwa STZ
secara signifikan mampu meningkatkan konsentrasi glukosa darah, yang
mengkonfirmasi keakuratan penelitian ini dalam induksi diabetes. Diabetes yang
diinduksi STZ juga dikaitkan dengan perubahan signifikan pada disfungsi hati dan
penanda stres oksidatif. Pembentukan radikal bebas dan penurunan kapasitas
antioksidan adalah mekanisme utama untuk komplikasi diabetes (Giacco &
Brownlee, 2010). Hepar merupakan salah satu organ yang terpengaruh oleh stres
oksidatif akibat DM. Stres oksidatif yang diinduksi hiperglikemia dan gangguan
pada metabolisme karbohidrat, protein dan lipid adalah penyebab paling penting
dari kerusakan hepar pada pasien diabetes (Mohamed et al., 2016).

Berdasarkan hasil penelitian ini, tikus diabetes yang diinduksi STZ dan

diberikan ekstrak C. nutans secara signifikan dapat menurunkan kadar glukosa
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darah dibandingkan dengan kontrol tikus diabetes. Efek penurunan glukosa C.
nutans ini juga telah dilaporkan secara signifikan dalam beberapa penelitian
sebelumnya, diantaranya pemberian ekstrak air daun C. nutans 150 mg/kg selama
9 hari pada mencit yang diinduksi aloksan 50 mg/kg (Nurulita et al., 2012),
pemberian ekstrak etanol daun C. nutans 15 mg/kg selama 14 hari pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak dan fruktosa (Retnaningsih et al., 2019), dan pemberian
ekstrak etanol daun C. nutans 75 mg /kg selama 14 hari pada tikus yang diinduksi
STZ 50 mg/kg (Dewinta et al., 2020).

Berdasarkan penelitian terdahulu, kemungkinan mekanisme yang terlibat
dalam aktivitas antidiabetik C. nutans diantaranya: 1) C. nutans menurunkan
penyerapan karbohidrat dari usus halus dan mencegah kenaikan kadar glukosa
darah postprandial, 2) C. nutans meningkatkan sekresi insulin dari sel 8 pankreas,
3) C. nutans menurunkan hiperglikemia puasa kemungkinan akibat penurunan
produksi glukosa endogen di hati, 4) C. nutans menurunkan resistensi insulin di
jaringan perifer kemungkinan terkait dengan penurunan obesitas, perbaikan profil
lipid, penurunan stres oksidatif dan peningkatan enzim antioksidan, 5) C. nutans
mencegah komplikasi diabetes di organ akibat akumulasi sorbitol dan memperbaiki
disfungsi endotel (Sarega et al., 2016; Sarega, Imam, Esa, etal., 2016; Abdullah &
Kasim, 2017; Umar Imam et al., 2019; Abdulwahid Kurdi et al., 2019; Azemi et
al. 2020).

Stres oksidatif meningkat pada Diabetes Mellitus sebagai akibat dari
peningkatan tingkat produksi radikal bebas dan berkurangnya kemampuan
antioksidan sel, yang semuanya dapat menyebabkan stres oksidatif dan kerusakan
jaringan pada pasien diabetes (Chang & Chuang, 2010). Aktivitas antioksidan baik
eksogen maupun endogen, memberikan kontribusi penting dalam pertahanan
terhadap radikal bebas (Chtourou et al., 2010). Streptozotocin (STZ) menyebabkan
sitotoksisitas sel beta pankreas secara selektif dan telah banyak digunakan untuk
menginduksi diabetes mellitus pada hewan, dan juga mengganggu mekanisme
oksidatif metabolik seluler. Model hewan diabetes menunjukkan stres oksidatif
yang tinggi karena hiperglikemia kronis yang mengakibatkan penurunan sistem
pertahanan antioksidan dan memicu pembentukan radikal bebas (Maritim et al.,
2003).



Pada hewan model diabetes yang diinduksi STZ, terbukti meningkatkan
marker stres oksidatif seperti MDA dan menurunkan aktivitas enzim antioksidan
endogen seperti SOD. Stres oksidatif menyebabkan peroksidasi lipid menyebabkan
kerusakan langsung pada hepatosit dengan mengganggu membran, protein, dan
DNA (Chang & Chuang, 2010). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada tikus
model diabetes yang diinduksi STZ menunjukkan kadar MDA yang tinggi yaitu
8.69 + 2.29 dan kadar SOD yang rendah yaitu 429.87 + 97.01 U/mgprot. Pemberian
terapi dengan ekstrak C. nutans dapat menurunkan kadar MDA hepar (p<0,05) dan
meningkatkan kadar SOD hepar (p<0,05) secara signifikan. Efek ini dihubungkan
dengan perbaikan stress oksidatif oleh ekstrak C. nutans. Hasil penelitian ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya oleh (Sarega et al., 2016), dimana pemberian ekstrak
air dan metanol dosis 250 mg/kgBB pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak dan
kolesterol dapat menurunkan kadar MDA dan SOD serum secara signifikan.

Hati merupakan organ penting untuk penyimpanan, detoksifikasi, dan
metabolisme sehingga sangat rentan terhadap kerusakan oksidatif . Hati merupakan
organ penting yang fungsi utamanya adalah memelihara dan mengontrol glukosa
darah dengan glikogenesis dan glikogenolisis. Kerusakan hepatosit dan produk
peroksidasi lipid menginduksi respon inflamasi. Mekanisme kerusakan hati karena
stres oksidatif melibatkan sekresi sitokin, terutama TNF-o, interleukin IL-1, dan
IFN-c (Sugano et al., 2006). Dalam penelitian ini, pemeriksaan histopatologi hepar
pada tikus DM menunjukkan perubahan degeneratif seperti adanya banyak
hepatosit mengerut berwarna gelap dan inti gelap kecil (apoptosis). Pemberian
ekstrak C. nutans pada berbagai dosis dapat memperbaiki morfologi struktural
normal jaringan hepar pada tikus diabetes STZ, sehingga menunjukkan peran

protektif terhadap kerusakan hati.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Adapun kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat menurunkan kadar MDA
hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin.

b. Ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat meningkatkan kadar
SOD hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin.

c. Ekstrak etanol 70% daun Clinacanthus nutans dapat memperbaiki morfologi
hepar pada tikus DM yang diinduksi streptozotosin.

5.2 Saran
Mengingat masih banyaknya kekurangan dalam penelitian ini, peneliti
menyarankan untuk melakukan penelitian lanjutan untuk:
a. Mengamati penanda kerusakan hepar akibat diabetes mellitus yang lebih
spesifik diantaranya apoptosis dengan pewarnaan imunohistokimia.
b. Mengamati ekspresi beberapa protein yang terlibat dalam jalur kerusakan

hepar akibat diabetes mellitus.
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