Buku ini dipersembahkan untuk



Hak cipta dilindungi Undang-undang No. 28 Tahun 2014
Dilarang mengutip atau memperbanyak sebagian
atau seluruh isi buku ini tanpa seizin tertulis dari penerbit



UJI KEAMANAN SEDIAAN
MENGANDUNG EKSTRAK PEG:
KELOR, DAN JINTAN HITAM TER
DAYA HIDUP, HEMOGRAN DAN FU

Dr. dr. Akrom, M.Kes.
Dr.dr. Titiek Hidayati, M.Kes.
Dr.Apt. Arif Budi Setianto, M.Si.




UJI KEAMANAN SEDIAAN MENGANDUNG
EKSTRAK PEGAGAN, KELOR DAN JINTAN HITAM
TERHADAP DAYA HIDUP, HEMOGRAM DAN FUNGSI HATI

Kegiatan ini dibiayai oleh kementerian Pendidikan kebudayaan riset
dan teknologi serta BRIN nomor kontra003/SK.PJT/LPPM/VII/2021k

Penulis : Dr. dr. Akrom, M.Kes.
Dr.dr. Titiek Hidayati, M.Kes.
Dr.Apt. Arif Budi Setianto, M.Si.
Penata Letak  : Tim Azkiya
Desain Sampul : Tim Azkiya

Penerbit:

Perum Bukit Golf, Arcadia Housing

Blok E 5 No 21 dan F6 No 10 Leuwinanggung,
Gunung Putri, Bogor, 16963

E-mail : nennyrcho2@yahoo.com
www.noorhanilaksmi.wordpress.com

Cetakan:
I. Jakarta, 2021

Katalog dalam terbitan (KDT)
Dr. dr. Akrom, M.Kes. dkk/Uji Keamanan Sediaan Mengandung
Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap Daya Hidup,
Hemogram Dan Fungsi Hati
- Cet. 1. - Jakarta: November 2021
iv + 90 hlm.; ilus.; 23 cm.
Bibliografi: 62
ISBN : 978-623-5733-17-3

iv Uji Keamanan Sediaan Mengandung
Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati




NASKAH AKADEMIK HASIL UJI KETOKSIKAN
AKUT DAN SUB KRONIK SEDIAAN
MENGANDUNG EKSTRAK PEGAGAN, EKSTRAK
KELOR DAN MINYAK JINTEN HITAM

Oleh :

Dr. dr. Akrom, M.Kes. (NIDN:0506076701)
Dr.dr. Titiek Hidayati, M.Kes. (NIDN: 0508096802)
Dr.Apt. Arif Budi setianto, M.Si.
KERJASAMA UAD DAN UMY
YOGYAKARTA
2021

Dr. dr. Akrom, M.Kes.
Dr.dr. Titiek Hidayati, M.Kes.
Dr.Apt. Arif Budi Setianto, M.Si.



KATA PENGANTAR

Assalamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh

Alhamdulillahirabbil’aalamiin, dengan rahmat Allah Swt Yang
Maha Pengasih dan Maha Penyayang, puji syukur penuli panjatkan
kehadirat Allah SWT yang telah memberikan dan menganugerahkan
kasih saying, rezeki, dan kesehatan serta atas berkah, ridha, dan
hidayah-Nya, sehingga penulis dapat menyelesaikan buku yang
berjudul “UJI KEAMANAN SEDIAAN MENGANDUNG
EKSTRAK PEGAGAN, KELOR DAN JINTAN HITAM
TERHADAP DAYA HIDUP, HEMOGRAM DAN FUNGSI HATT .
Shalawat serta salam penulis panjatkan untuk Nabi Muhammad
SAW yang mengantarkan umatnya dari zaman kebodohan menuju
ke zaman yang terang benderang seperti sekarang ini, serta yang
telah menjadi tauladan untuk umat Islam menjalankan perintah-Nya
dan menjauhi larangan-Nya.

Penulisan buku ini merupakan bentuk tanggung jawab atas
keluaran penelitian PTUPT dengan pembiayaan dari Kementerian
Pendidikan, Kebudayaan, dan Riset Teknologi RI dengan no.
NOMOR: 003/SK.PJT/LPPM/VII/2021. Tim penulis menyadari
bahwa dalam penyusunan buku ini masih ada kekurangan dan
kesalahan, maka dari itu, penulis dengan penuh kerendahan hati
mengharapkan kritik dan saran dari berbagai pihak untuk dijadikan
bahan masukan dan evaluasi untuk perbaikan dan kesempurnaan
penulisan buku ditahap berikutnya.

Buku ini dapat terselesaikan karena adanya kerja keras, tanggung
jawab untuk menyelesaikan tugas dan tanggung jawab ini dan tidak

terlepas dari doa, bimbingan dan dukungan dari berbagai pihak, serta
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kritik dan saran yang membantu terselesaikannya penulisan buku ini.

Oleh karena itu, pada kesempatan ini penulis ingin mengucapkan

terima kasih kepada semua fihak yang telah memberikan bantuan

pendanaan, fasilitas, Kerjasama dan dukungan doa sehingga
penelitian dan penyusunan buku ini dapat diselesaikan. Ucapan
terima kasih yang sebesar-besarnya terutama diberikan kepada:

1. Kementerian Pendidikan, Kebudayaan, dan Riset Teknologi
RI dan BRIN yang telah memberikan pembiayaan penelitian
kami yang berjudul “CORSAVE OHT SUPLEMEN
KARDIOPROTEKTOR UNTUK PASIEN DIABETES
MELLITUS DAN HIPERTENSI DI PUSKESMAS”

2. Pimpinan UAD dan Pimpinan LPPM UAD yang telah
memberikan berbagai fasilitas, dan sarana prasarana sehingga
tugas penelitian ini dapat Kami laksanakan.

3. Semua anggauta TIM, Pimpinan dan staf Laboran di UPHP
UGM, para mahasiswa dan laboran di laboratorium Biologi
farmasi UAD dan UMY serta laboratorium Teknologi Farmasi
Fakultas farmasi UAD yang telah bersedia bekerjasama dan

mendukung program penelitian ini.

Akhirulkalam, saya berharap semoga Allah Swt berkenan
membalas segala kebaikan semua pihak yang telah mendukung dan
membantu Tim dalam menyelesaikan buku ini. Semoga buku ini
membawa manfaat bagi perkembangan ilmu pengetahuan, Aamiiin.

Wassalamu’alaikum Warahmatullah Wabarakatuh.

Yogyakarta, Agustus 2021

Penulis
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BAB 1

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Secara empiris madu, minyak jinten hitam, pegagan dan kelor

minyak asiri yang mudah menguap, dengan kandungan utama
timokuinon, telah dibuktikan sebagai antiinflamasi, imunomodulator,
antioksidan, serta hepatoprotektor. Herba pegagan secara empiris
telah dimanfaatkan sebagai tanaman obat dengan berbagai
aktifitas biologis antara lain sebagai antioksidaan, antipenuaan,
imunostimulansia dan neuroprotektor. Kelor adalah salah satu
tanaman dengan daun memiliki kandungan nutrisi lengkap,
baik mikro maupun makronutrient. Secara laboratorik Pegagan
maupun Kelor telah terbukti bersifat antioksidatif, kardioprotektif,
hipolipidemik, hipoglikemik, nefroprotektif dan imunomodulator.
Madu merupakan pemanis alami secara empiris sudah digunakan
sebagai minuman kesehatan peningkat kekebalan. Selama int MBJH
banyak dimanfaatkan dengan mengemas MBJH dalam kapsul
dan langsung dikonsumsi. Salah satu kelemahan MBJH apabila
dikonsumsi langsung adalah rasanya kurang disukai dan setelah

mengkonsumsi sering menimbulkan sendawa dengan bau khas
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minyak atsiri yang kurang disukai. Sebagaimana MBJH, madu juga
banyak dimanfaatkan secara luas dengan diminum secara langsung.
Madu banyak dimanfaatkan untuk membantu pemberian obat pada
anak-anak. Beberapa kelemahan di atas merupakan sumber kesulitan
bagi produsen untuk memasarkan produk MBJH, herba pegagan
dan kelor secara luas dan mengurangi minat masyarakat untuk
mengonsumsi obat herbal tersebut, sehingga perlu inovasi agar
menjadi sediaan dengan kemasan yang lebih menarik, tahan lama
dan lebih diminati dari segi rasa.

Kandungan aktif MBJH, asam lemak tak jenuh maupun
timokuinon terbukti dapat bertindak sebagai antioksidan. Zat
aktif MBJH terbukti meningkatkan produksi enzim antioksidan
endogen (GST) dan meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag.
Pemberian MBJH sebelum induksi bensopiren dapat meningkatkan
aktivitas respon imun dari makrofag, meningkatkan produksi enzim
antioksidan endogen dan tentunya dapat menurunkan stres oksidatif
sehingga menghambat pembentukan metabolit aktif bensopiren dan
mempercepat eskresi metabolit aktif bensopiren sehingga metabolit
aktif bensopiren yang menekan eritropoesis sumsum tulang dan
aktivitas proliferasi limfosit berkurang. Berdasarkan latar belakang
tsb maka hipotesis penelitian adalah Pemberian praperlakuan
selama empat belas hari dosis 0,01 s.d. 0,2 ml/kgbb MBJH aman
dan efektif sebagai kemopreventif antikarsinogenesis ca paru,
meningkatkan ekspresi gen P53, menurunkan ekspresi Bel2 dan
kaspase 3, menurunkan kadar malondealdehid, meningkatkan kadar
glutation s transferase, meningkatkan ekspresi Nrf2, meningkatkan
ekspresi AhR, meningkatkan ekspresi TLR-4, meningkatkan aktifitas
fagositosis makrofag dan sekresi IFN-y, meningkatkan ekspresi
CDA4Th, meningkatkan ekspresi CD3 dan meningkatkan ekspresi
Foxp3 pada tikus SD yang diinduksi bensopiren. MBJH dibuktikan
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meningkatkan aktifitas p53, meningkatkan sekresi NO dan atifitas
iINOS/NOS dari endotel. Penelitian sebelumnya telah berhasil men-
dapatkan MBJH sebagai antihematotoksik (Hidayati, 2012) dan imu-
nomodulator. Pemberian MBJH dosis 0,1 s.d. 0,25 ml/kgBB bersifat
antihematotoksik pada tikus SD yang diinduksi DMBA (Hidayati,
2013). Pemberian MBJH 14 hari sebelum induksi DMBA dapat men-
cegah penurunan jumlah sel CD4Th maupun CD4CD25Treg (Mousa
et.al, 2004; el-Aziz et.al., 2005).

Uji toksisitas adalah uji untuk mendeteksi efek toksik dari
suatu zat yang menimbulkan pengaruh padas sistem biologis dan
untuk memperoleh data dosis aman dan mengetahui respon dari
sediaan yang diujikan. Data yang diperoleh dapat digunakan untuk
memberi informasi mengenai derajat bahaya sediaan uji apabila
digunakan pada manusia, sehingga dapat ditentukan dosis amannya.
Uji toksisitas menggunakan hewan uji sebagai objek dengan tujuan
untuk mengetahui reaksi biokimia, fisiologik dan patologik pada
manusia terhadap suatu sediaan uji. Hasil uji toksisitas tidak dapat
digunakan secara mutlak untuk membuktikan keamanan suatu bahan/
sediaan pada manusia, namun dapat memberikan petunjuk adanya
toksisitas relatif dan membantu identifikasi efek toksik bila terjadi
pemaparan pada manusia. Faktor-faktor yang menentukan hasil uji
toksisitas secara in vivo dapat dipercaya adalah: pemilihan spesies
hewan uji, galur dan jumlah hewan; cara pemberian sediaan uji;
pemilihan dosis uji; efek samping sediaan uji; teknik dan prosedur
pengujian termasuk cara penanganan hewan selama percobaan
(BPOM, 2014). Prinsip uji toksisitas merupakan pengujian terhadap
komponen bioaktif yang dapat memberikan efek toksik apabila
diberikan dengan dosis tinggi dan apabila diberikan dengan dosis
rendah serta tidak toksik maka akan menjadi obat. Zat atau senyawa

asing yang ada di lingkungan dapat terserap kedalam tubuh secara
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difusi dan langsung akan mempengaruhi keseimbangan tubuh. Uji
toksisitas digunakan dengan tujuan mengetahui pengaruh racun yang
dihasilkan oleh dosis tunggal dari suatu campuran zat kimia pada
hewan coba sebagai uji pra skrining senyawa bioaktif (Fadli, 2015).

Uji toksisitas subkronik merupakan suatu suatu pengujian
untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemberian dosis
berulang yang diberikan secara oral pada hewan uji (OECD, 2008).
Uji toksisitas subkronik pada sediaan X ini dilakukan secara oral.
Uji toksisitas subkronik oral adalah suatu uji untuk mendeteksi
efek toksik yang muncul setelah pemberian sediaan uji dengan
dosis berulang yang diberikan secara oral pada hewan uji selama
sebagian umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur
hewan. Prinsip dari uji toksisitas subkronis oral adalah sediaan uji
dalam beberapa tingkat dosis diberikan setiap hari pada beberapa
kelompok hewan uji dengan satu dosis per kelompok selama 28 hari
atau 90 hari, bila diperlukan ditambahkan kelompok satelit untuk
melihat adanya efek tertunda atau efek yang bersifat reversibel.
Selama waktu pemberian sediaan uji, hewan harus diamati setiap
hari untuk menentukan adanya toksisitas (BPOM, 2014). Tujuan
uji toksisitas subkronis oral adalah untuk memperoleh informasi
adanya efek toksik zat yang tidak terdeteksi pada uji toksisitas
akut; informasi kemungkinan adanya efek toksik setelah pemaparan
sediaan uji secara berulang dalam jangka waktu tertentu; informasi
dosis yang tidak menimbulkan efek toksik dan mempelajari adanya
efek kumulatif dan efek reversibilitas zat tersebut (BPOM, 2014).
Hasil uji ketoksikan subkronik akan memberikan informasi yang
bermanfaat tentang efek utama senyawa uji dan organ sasaran yang
dipengaruhinya. Selain itu, untik memperoleh informasi tentang
perkembangan efek toksik yang lambat berkaitan dengan dosis yang

tidak teramati pada uji ketoksikan akut. Tak hanya itu, uji toksisitas
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subkronik juga untuk mengetahui kekerabatan antar kadar senyawa
pada darah dan jaringan terhadap perkembangan luka toksik dan
keterbalikan efek toksik. (Donatus, 2001). Namun demikian sampai
saat ini sediaan MMPK belum diuji tingkat keamanan akut dan sub
kronik. Penilitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat keamanan
sediaam MMPK terhadap hemogram dan fungsi hati pada pemberian
hingga 28 hari pada tikus SD.

B. Rumusan Masalah Penelitian
Rincian rumusan permasalahan dalam penelitian ini adalah

sebagai berikut:

1. Bagaimana tingkat keamanan sediaansirup MMPK pada uji
ketoksikan akut?

2. Bagaimana tingkat keamanan sediaan sirup MMPK pada uji
ketoksikan sub kronik?

3. Berapakah rentang dosis aman berdasarkan hasil ketoksikan
akut dan sub kronik sediaan sirup MMPK?

C. Tujuan Penelitian
Rincian tujuan khusus dalam penelitian tahun ke-2 ini adalah

sebagai berikut:

1. Mengetahui tingkat keamanan sediaan sirup MMKP hasil uji
ketoksikan akut

2. Mengetahui tingkat keamanan sediaan sirup MMPK hasil uji
ketoksikan sub kronik pada tikus SD

3. Mengetahui kisaran dosis aman sediaan sirup MMPK pada

hewan uji tikus SD
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BAB II

METODE PENELITIAN

A. Uji ketoksikan akut dan sub kronik sediaan Uji
2.1.1. Uji Ketoksikan akut sediaan IS-MMPK

Tingkat kemanan diuji dengan metode uji ketoksikan akut untuk
menentukan LD50 dan dilanjutkan dengan uji ketoksikan sub kronik
selama 28 hari untuk mengetahui dosis aman. Uji ketoksikan akut
dan subkronik ini menggunakan dosis terendah 5 ml/hari utk orang
dewasa, dimana dosis tersebut setara dengan 0.09 ml/kgbb pada tikus,
kemudian diikuti dengan 0.45 ml/kgbb (25 ml/hari orang dewasa)
dan 2.25 ml/kgbb (125 ml/hari orang dewasa). Uji ketoksikan akut
dan sub kronik dilakukan pada tikus SD.

2.1.2. Alat, bahan dan tempat penelitian
2.1.2.1. Hewan Percobaan dan Pembagian kelompok

Sesuai dengan anjuran dari badan POM RI, hewan percobaan
yang digunakan adalah tikus putih galur Sprague dawley jantan
berumur 8 — 12 minggu dengan berat rata-rata antara 120-150 g
yang diperoleh dari Unit Pengadaan Hewan Percobaan (UPHP).
Jumlah hewan coba yang digunakan sebanyak 50 ekor terbagi
dalam 5 kelompok, masing-masing kelompok sebanyak 10 ekor,
masing-masing kelompok terdiri dari lima ekor tikus jantan dan

lima ekor tikus betina. Kelompok satu sebagai kontrol normal,
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kelompok dua sampai empat sebagai kelompok perlakuan dengan
tiga variasi dosis pemberian. Kelompok lima sebagai kelompok
control recovery. Kelompok perlakuan dosis tertinggi yaitu 2.25 ml/
kgbb sebagai kelompok pengujian ketoksikan akut. Sebelumnya
hewan diaklimatisasi pada ruang dan kandang percobaan serta
dikelompokkan berdasarkan perlakuan yang akan diberikan. Pakan

dan minum diberikan secara ad libitum.

2.1.2.2. Bahan Uji

Bahan uji adalah sediaan sirup MMPK. Sediaan sirup MMPK
ekstrak kelor dengan komposisi tertentu. Dosis anjuran untuk
penggunaan pada orang dewasa adalah S5ml-10ml/hari. Dosis anjuran
penggunaan sirup MMPK didasarkan pada kandungan minyak biji
jinten hitam pada sirup tersebut yaitu 30% dari sirup (1.5 ml/5 ml).

2.1.2.3. Peralatan dan Bahan

Peralatan untuk uji ketoksikan akut serta peralatan analisis
untuk pengujian hematologi, kimia darah, patologi dan biomolekuler.
Alat yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah perangkat alat
pengukur berat (timbangan hewan, timbangan digital Agis (skala
0-2.000 gram) dengan ketelitian 0,01 gram), peralatan adaptasi
hewan coba (kandang tikus, tempat minum tikus, feeding tube FR-
5), peralatan pemberian sirup MMPK secara oral (suntik oral 5 mL
dengan jarum ukuran 18 gauge, botol untuk menyimpan dosis),
mikro pipet/pipet Eppendorf, pipet, peralatan pengambilan cairan
peritoneal (peralatan bedah minor, erlenmeyer 500 mL, spuit injeksi
I mL,3mL, 5 mL, dan 10 mL), cover glass dan object glass, minyak
imersi, sentrifugator 2.500 rpm), LCD notebook, dan peralatan

dokumentasi, yaitu kamera digital.
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2.1.3. Tahapan Penelitian Uji Ketoksikan akut

2.1.3.1. Pembagian hewan uji dalam kelompok dan Prosedur

Pemberian sediaan Uji

Hewan uji dipilih sesuai dengan kriteria inklusi yang telah

ditetapkan berdasarkan kesesuaian umur, jenis kelamin, berat badan,

sehat dan galur.setelah dikarantina selama satu minggu kemudian

hewan uji disiapkan untuk percobaan. Sebanyak 50 tikus SD jantan

dan betina, berumur 8 minggu dengan berat badan antara 120-150

gram dibagi menjadi 5 kelompok secara acak, masing -masing

kelompok terdiri dari 10 ekor (5 jantan dan 5 betina).

Tabel 1 menunjukkan pembagian kelompok hewan uji ke dalam

empat kelompok pada uji ketoksikan akut.

N Minggu ke
Kelompok 1 2

Kelompok normal 5 X X .
5 ml/hari BB dewasa (0.09ml/ 5 VX Vv X.
kgbb)

25 ml/hari BB dewasa (0.45 ml/ 5 VX VX '
kgbb

125 ml/hari BB dewasa (2.25 ml/ 5 VX VX .
kgbb)

Keterangan

V: pemberian sediaan MMPK 3 variasi dosis dan pengamatan

kondisi klinis, dan kejadian kematian atau morbiditas hewan

uji.
Pengamatan kondisi klinis hewan uji

Pengambialn sampel darah

N® >

pengorbanan hewan uji
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Penentuan nilai LD50 ini dengan memakai metode yang
dianjurkan oleh Badan POM RI dimana bahan uji diberikan dalam tiga
peringkat dosis, satu kelompok control normal. Sebelum diberikan
perlakuan, setiap kelompok perlakuan (kelompok 2-4,) yang terdiri
atas 5 ekor tikus putih strain SD dipuasakan (tidak diberikan makan)
terlebih dahulu selama 3—4 jam dengan tetap diberikan minum (ad
libitum). Setelah dipuasakan hewan uji ditimbang dan kemudian
masing —masing hewan uji diberikan sirup MMPK sesuai dosis secara
oral. Volume administrasi obat (VAO) dihitung sesuai dengan bobot
tikus putih strain SD, volume dosis tunggal yang diberikan kepada
tikus putih strain. SD tidak lebih dari 2 mL/220 mg. satu kelompok
lainnya digunakan sebagai control normal. Untuk tikus putih strain
SD kontrol normal mendapatkan minum standar. Ketika sampel uji
telah diberikan, tikus putih strain SD tidak diberikan makan (tetap
diberikan minum) selama 1-2 jam, dan kemudian tikus putih strain
SD diberikan makan kembali secara ad libitum. Tikus putih strain
SD diamati setiap 30 menit selama 4 jam pertama untuk pengamatan
gejala ketoksikan dan kindisi klinis hewan uji dan selanjutnya diikuti
sampai 24 jam. Pada pengamatan hari kedua sampai ke-14 meliputi
pengamatan kondisi umum, tampilan, kondisi klinis, berat badan dan
gejala ketoksikan berdasarkan system organ.

Pada hari ke-14 hewan uji yang masih bertahan hidup diambil
sampel darah serta dikorbankan untuk pengambilan sampel organ.
Sampel darah yang diperoleh dibagi tiga yaitu 1/3 bagian untuk
pemeriksaan darah rutin dan kimia darah (5 ml), 1/3 bagian untuk
pemeriksaan flowcytometry (5 ml) dan 1/3 bagian untuk pemeriksaan
biomolekuler lainnya (5 ml).

Daftar organ yang diisolasi dari hewan uji meliputi hepar, ginjal,
lambung, usus, pancreas, jantung, paru, limpa, sumsum tulang,

testis dan otak. Organ hasil isolasi dibagi menjadi tiga bagian, 1/3
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bagian dimasukkan dalam pot berformalin untuk kemudian dibuat
sediaan histopatologi dan pemeriksaan histopatologi, 2/3 yang lain
dimasukkan dalam potio tanpa formalin, namun potio dengan pelarut
trizol untuk kemudian dilakukan isolasi DNA/RNA utk pemeriksaan
selanjutnya. Bagan alir uji ketoksikan akut adalah ditunjukkan pada
Gambar 1.

‘ 20 ekor tikus SD 8-12 minggu jantan (bb=120 gram) ‘

h

Adaptasi 7 hari, diperiksa Kesehatan masing2, dilanjutkan Pembagian
acak menjadi 4 kelompok, masing-masing kelompok 5 ekor tikus SD

N —

Control 90 mg/kgbb 450 mg/kgbb 2200 mg/kgbb
Normal (n=5) MMPK(n=5) MMPK(n=5) MMPK (n=5)

Hewan uji meninggal: perhitungan LD50 ‘

——

Hewan uji bertahan hidup diikuti pengamatan kondisi klinis dan penimbangan
BB 2x/minggu sampai 14 hari, kemudian pada hari ke-14 dikorban, diambil
sampel darah dan diisolasi organ hepar, ginjal, limpa, jantung, paru, lambung,
usus,sumsum tulang,testis,pankreas dan otak. Organ dibagi 3:1/3 utk uji histopati
(dalam formalin) & 2/3 bagian tanpa formalin untuk pemeriksaan biomol

—

Pemberian bahan uji:

Sebelum diberikan bahan uji setiap hewan uji dipuasakan makan 3-4 jam, kemudian
ditimbang baru kemudian diberi sediaan uji sesuai dosis dengan volume pemberian
sesuai dosis: Dosis 1:0.09 ml/kgbb MMPK; Dosis 2:0.45 ml/kgbb MMPK; Dosis 3:
2.2 ml/kgbb MMPK;kontrol normal: makan minum standar.

Setelah pemberian bahan uji kemudian dilanjutkan puasa makan selama 2 jam
(boleh minum) paska pemberian sediaan setelah itu baru diperbolehkan makan.

1/3 bagian Organ dalam formalin 2/3 bagian Organ non formalin (trizol)

——

Pengamatan hewan uji paska pemberian bahan uji:

Dilakukan pengamatan kondisi hewan uji tiap 30 menit selama 4 jam, dicatat
kondisi hewan uji, diamati gejala &tanda ketoksikan yang terjadi, hewan uji
meninggal dan dengan gejala toksik berat dikorbankan sebelum hewan uji

meninggal dan dicatat sebagai meninggal dilanjutkan pengamatan kondisi klinis
sampai 24 jam dan dicatat kejadian2 .

Gambar 1. Bagan alir proses pengujian ketoksikan akut oral sediaan MMPK
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2.1.3.2. Pengamatan hasil uji ketoksikan akut dan Penetapan
LD50

Hewan uji diamati tampilan, kondisi klinis, aktifitas dan ketahanan
hidup selama 24 jam. Kesehatan hewan uji ditetapkan oleh laboran
yang sudah berpengalaman. Tanda-tanda toksisitas yang diamati
meliputi, kulit dan bulu, mata, letargi (kelesuan), konvulsi (kejang),
tremor (gemetar), diare, dan kematian. Hewan uji yang mengalami
gejala ketoksikan selama periode pengamatan uji ketoksikan akut
maka segera dikorbankan dan dihitung sebagai mengalami kematian.
Kematian hewan uji masing-masimng kelompok dosis dicatat dan
kemudian dipakai sebagai dasar perhitungan LD50. Data jumlah
hewan coba yang mati dianalisis dengan analisis probit untuk
menentukan nilai LD50 yang selanjutnya dipakai untuk mengevaluasi
potensi toksisitas akut MMPK mengikuti kriteria OECD (POM RI,
2014).

2.1.3.3. Pemeriksaan hematologi, kimia darah dan histopatologi

Pada hari ke-14 dilakukan pengambilan sampel darah untuk
pemantauan kondisi laboratorium hewan uji. Sampel darah yang
diperoleh segera dibagi menjadi 3 bagian, satu untuk analisis
hematologi (disimpan dalam tabung EDTA), satu untuk analisis

koagulasi (dalam tabung sitrat) dan satu untuk biokimia serum.

1. Parameter biokimia darah dan fisiologi organ vital

Semua analisis sampel darah, dengan hasil yang dilaporkan
sebagai mean = SD, dilakukan di Unit Laboratorium, Rumah Sakit
Srinagarind, Fakultas Kedokteran, Universitas Khon Kaen, Thailand.
Penganalisis Hematologi Otomatis Sysmex Xs-80011000i (Sysmex

Corporation, Kobe, Jepang) menyediakan parameter hematologi.
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Sebuah Cobas 8000 Chemistry Autoanalyzer (Roche Diagnostics
International Ltd., Skotlandia) digunakan untuk menentukan
parameter biokimia serum, di antaranya adalah kadar glukosa,
aktivitas enzim fungsi hati dan profil lipid.

Darah untuk pemeriksaan biokimiawi darah, didiamkan selama
15 menit, kemudian dipusingkan dengan sentrifuge kecepatan 4000
rpm selama 10 menit dan diambil supernatannya (serum). Serum
yang diperoleh digunakan untuk penetapan kadar SGPT, SGOT,
ureum dan kreatinin. Monoreagen (Reagen Mix) untuk pemeriksaan
biokimiawi darah disiapkan dengan mencampurkan 4 bagian reagen1
dan 1 bagian reagen 2 (Zaher et al., 2008).

Prinsip Kerja pemeriksaan enzim hepar SGPT dan SGOT
adalah Alanin aminotransferase mengkatalis transfer grup amino
dari L-alanine ke 2-oxoglutarate menyebabkan pembentukan piruvat
dan glutamat. Kemudian piruvat ini mengalami reduksi bersama
dengan oksidasi NADH menjadi NAD dalam proses katalisis oleh
enzim Lactate dehidrogenase (LDH). Oksidasi NADH menyebabkan
penurunan absorbansi pada 340 nm dan kecepatan perubahan
absorbansi secara langsung berbanding lurus dengan aktivitas ALT.
Prinsip Kerjanya adalah Aspartate aminotransferase mengkatalis
transfer grup amino dari L-aspartat ke 2-oksoglutarat menyebabkan
pembentukan oksaloasetat dan glutamat. Kemudian oksaloasetat ini
mengalami reduksi bersama dengan oksidasi NADH menjadi NAD
dalam proses katalisis oleh enzim Malate dehidrogenase (MDH).
Oksidasi NADH menyebabkan penurunan absorbansi pada 340 nm
dan kecepatan perubahan absorbansi secara langsung berbanding
lurus dengan aktivitas AST. Laktat dehidrogenase yang terdapat
di dalam reagen berfungsi untuk mencegah gangguan dari piruvat
endogen yang secara normal terdapat dalam sampel serum pada
konsentrasi rendah (Zaher et al., 2008; Akrom et al., 2007).
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Pengukuran kadar kreatinin dan ureum serum dilakukan di LPPT
unit 1 Universitas Gajah Mada dengan menggunakan cara Jaffe untuk
kreatinin dan metode Enzimatis UV Test ”Urease-GLDH” untuk
kadar ureum. Sampel yang digunakan berupa serum tikus putih
jantan galur SD diambil darahnya melalui sinus orbitalis sebanyak
+ 1,5 ml. Darah ditampung ke dalam Eppendorf, didiamkan selama
15 menit, kemudian dipusingkan dengan kecepatan 4000 rpm selama
10 menit dan diambil supernatannya (serum) (Tasminatun, 2005;

Singletary et al., 2003).

2. Pengumpulan sampel dan studi histopatologi

Pada hari ke-14 setelah pengambilan darah dilanjutkan dengan
pengorbanan hewan uji. Hewan uji dibius menggunakan isoflurane
inhalasi dan di-eutanasia dengan tusukan jantung. Organ dalam
termasuk hati, paru-paru, ginjal, jantung, limpa, pankreas, lambung,
usus dan testis dikumpulkan dan masing-masing dibagi tiga bagian.
Satu bagian untuk pemeriksaan histopatologi dan untuk hal tsb segera
difiksasi dalam formalin buffer 10%. Dua bagian lainnya disimpan
pada potio tanpa formalin untuk pemeriksaan PCR.

Untuk pemeriksaan histopatologijaringan diproses menggunakan
Automatic Tissue Processor (Hestion, Inggris) dan disematkan
dengan parafin menggunakan prosesor jaringan (Bio-Optica, Italia).
Jaringan yang tertanam parafin dipotong menggunakan mikrotom
Microm HM 315 (Thermo Fisher Scientific, USA) dan diwarnai
dengan hematoxylin dan eosin (H&E). Slide diamati di bawah
mikroskop cahaya. Kemudian dilakukan pemeriksaan patologi dan

imunohistopatologi oleh ahli patologi.
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2.1.4. Analisis data

Analisis hasil penelitian secara statistik digunakan Shapiro-
Wilk untuk mengetahui normalitas distribusi data. Apabila data
terdistribusi normal dan variansi terdistribusi homogen maka
dukanjutkan uji dengan ANOVA (One Analysis of Variance). Hasil
data yang memiliki sinifikasi kurang dari 0,05 pada uji ANOVA
dilanjutkan uji Post-Hoc LSD. Data yang tidak berdistribusi normal
diuji dengan statistik non parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjut
dengan uji Mann-Whitney. Pengujian secara statistik menggunakan
SPSS 16.0 (Statistic Product and Service Solution).

B. Uji Ketoksikan Sub kronik sediaan MMPK
2.2.1.Desain uji dan pembagian kelompok

Desain uji  ketoksikan subrkonik menggunakan desain
eksperimental laboratorium in vivo pada tikus SD dengan tiga
peringkat dosis. Pengujian ketoksikan subkronik menggunakan
pedoman dari BPOM RI (2014) dan panduan dari OECD no 407
(2008) pengujian dosis berulang per oral selama 28 hari.

2.2.2.Bahan, alat dan hewan uji

Bahan uji adalah sediaan sirup MMPK. Bahan kimia yang
digunakan meliputi Heparin (Inviclot®), CMC (foodgrade),
NaH2P0O4.H20 (Merck), K2HPO4 (Merck), formaldehid (Merck),
reagen kit untuk analisis biokimia darah ASAT, ALAT, Gama-GT,
Urea, Kreatinin, Bilirubin total (Diasys®), dan vacutainer EDTA 3
mL (Vaculab®).Alat yang digunakan meliputi ruangan dan kendang,
alat penimbang BB, alat pemeriksaan kondisi klinis dan gejala
ketoksikan, alat gelas, alat anastesi, alat bedah dan perlengkapan

pemeriksaan darah, kimia darah dan histopatologis. Alat penelitian
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meliputi kandang individual hewan tikus (Rital®), timbangan hewan
(Kern®), spektrofotometer UV-Vis (Thermo®), mikrosentrifus
(mikro22 Hettich zentrifuge®), dan mikropipet (Ependrof), serta
perlengkapan berupa tabung plastik sekali pakai 1,5 mL (Axigen).
Hewan uji yang digunakan adalah tikus SD berumur 8-12 minggu
(BB=120 gr), sejumlah 50 ekor dengan proporsi jenis kelamin
sebanding jantan dan betina yaitu 50% masing-masing (1:1).
Hewan uji sebelum digunakan dilakukan adaptasi selama tujuah
hari. Sebelum dilakukan pengujiam seluruh hewan uji dilakukan

pemeriksaan Kesehatan.

2.2.3. Pembagian kelompok dan Pemberian sediaan uji

Hewan uji secara acak dibagi dalam 5 kelompok (per kelompok
10 ekor, seimbang jenis kelaminnya), yaitu kelompok normal, tiga
kelompok perlakuan dan kelompok satelit (BPOM RI, 2014). Pada
uji toksisitas subkronis oral ini sediaan uji diberikan dalam tiga
peringkat dosis selama 28 hari dan ditambahkan kelompok satelit
untuk melihat adanya efek tertunda atau efek yang bersifat
reversibel. Tiga dosis pemberian bahan uji adalah 90mg/kgbb, 450
mg/kgbb dan 2200 mg/kgbb sirup MMPK. Kelompok control normal
mendapatkan makan minum standar. Kelompok satelit mendapatkan
2200 mg/kgbb sirup MMPK.
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Tabel 2 menunjukkan pembagian kelompok hewan uji ke dalam

lima kelompok uji subkronik.
1 2(14) 3 [a@8) |5 [7@42

Minggu/
Kelompok
Kelompok normal | X X O|X 0| xz

5 ml/hari BB VX VX‘ VX VX. XZ
dewasa (0.09ml/
kgbb)

25 ml/hari BB VX VX . VX | VX . XZ
dewasa (0.45 ml/
kgbb

125 ml/hari BB VX VX ' VX | VX . XZ
dewasa (2.25 ml/
kgbb)

Satelit (reversibili- |V X | VX . VX | VX . X X .
tas dosis 125 ml/

hari bb dewasa
(=2.25 ml/kg bb)

Keterangan
v : pemberian sediaan MMPK 3 variasi dosis dan pengamatan
. kondisi klinis, dan kejadian kematian atau morbiditas
hewan uji.
X : Pengamatan kondisi klinis hewan uji

: Pengambialn sampel darah

V4 : pengorbanan hewan uji

Dua kelompok lainnya digunakan sebagai kontrol normal dan
kontrol satelit. Hewan diberi dosis dengan zat uji setiap hari 7 hari
setiap minggu selama 28 hari. Ketika zat uji diberikan dengan
gavage, ini harus dilakukan dalam dosis tunggal pada hewan dengan
menggunakan selang lambung atau kanula intubasi yang sesuai.
Volume maksimum cairan yang dapat diberikan pada satu waktu

tergantung pada ukuran hewan uji. Volume tidak boleh melebihi 1
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ml/100 g berat badan kecuali dalam kasus larutan berair (sirup) di
mana 2 ml/100 g berat badan dapat digunakan. Bagan alir prosedur
pengujian subkronik sediaan MMPK disajikan pada Gambar 2.
Pengambilan sampel darah dilakukan pada hari ke-14 dan hari ke-28
untuk semua kelompok. Sampel darah dibagi 3 bagian masing-masing
5 ml. Pengambilan organ dilakukan pada hari ke-28 untuk empat
kelompok selain kelompok satelit. Organ yang diisolasi kemudian
dibagi menjadi tiga bagian, 1/3 dimasukkan dalam formalin dan
dua bagian yang lain tanpa formalin (trizol). Organ dalam yang
diambil sebagaimana pada uji ketoksikan akut meliputi hepar, ginjal,
lambung, usus, jantung, paru,,limpa, pancreas, sumsum tulang, testis

dan otak.

2.2.4.Pengamatan gejala klinis, morbiditas dan kematian
selama pengujian

Selama waktu pemberian sediaan uji, hewan uji diamati
setiap hari untuk menentukan adanya toksisitas. Hewan yang
mati selama periode pemberian sediaan uji, bila belum melewati
periode rigor mortis (kaku) segera dinekropsi, dan organ serta
jaringan diamati secara makropatologi dan histopatologi. Pada akhir
periode pemberian sediaan uji, semua hewan yang masih hidup
dinekropsi selanjutnya dilakukan pengamatan secara makropatologi
pada setiap organ dan jaringan. Selain itu juga dilakukan
pemeriksaan hematologi, biokimia klinis dan histopatologi.

Hewan uji yang masih bertahan hidup dilanjutkan pemberian
sediaan MMPK sampai hari ke-28. Pengamatan kondisi klinis
hewan uji diikuti sampai hari ke-28. Pengamatan kondisi klinis
yang diamati meliputi: kondisi klinis umum (perubahan pada kulit,
bulu, mata, sekresi, ekskresi, cara jalan, tingkah laku aneh), terkait

gangguan fungsi syaraf (kejang), gangguan gastrointestinal (diare)
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dan gangguan hematologi (perdarahan spontan). Pengamatan
terhadap perubahan berat badan hewan uji dilakukan 2x/minggu.
Kecuali kelompok satelit, pada hari ke-28 semua hewan uji
dikorbankan, diambil sampel darah dan jaringan untuk dilakukan
pemeriksaan hematologi, kimia darah dan histopatologi. Kelompok
satelit pengamatan kondisi klinis dilanjutkan hingga 14 hari pasca
perlakuan, kemudian pada hari ke-14 pasca perlakuan dilakukan

pengorbanan dan diambil sampel darah dan organ serta jaringan.

‘ 50 ekor tikus SD 8-12 minggu jantan & betina (bb=120 gram) ‘

.

Adaptasi 7 hari, diperiksa Kesehatan masing2, dilanjutkan
Pembagian acak menjadi 4 kelompok, masing-masing kelompok 5 ekor tikus SD

. |

Control 90 mg/kgbb | | 450 mg/kgbb || 2200 mg/kgbb | Satelit 2200 mg/
Normal (n=10) || MMPK(n=10) | | MMPK(n=10) || MMPK (n=10) kgbb (n=10)
——

Semua kelompok pada hari ke-14 dan 28 diambil sampel darah. Kecuali kelompok satelit
pada hari ke-28 semua hewan uji dikorbankan dan diisolasi organ hepar, ginjal, limpa,
jantung, paru, lambung, usus,sumsum tulang,testis,pankreas dan otak. Organ dibagi 3:1/3
utk uji histopati (dalam formalin) & 2/3 bagian tanpa formalin untuk pemeriksaan biomol.
Kelompok satelit dipertahankan, dipelihara tanpa pemberiaan sediaan hingga hari ke-42.
Pada hari ke-42 kelompok satelit diambil sampel darah dan dikorbankan untuk isolasi
organnya sebagaimana kelompok lainnya.

R

Pemberian bahan uji:
Sebelum diberikan bahan uji setiap hewan uji dipuasakan makan 3-4 jam, kemudian dit-
imbang baru kemudian diberi sediaan uji sesuai dosis dengan volume pemberian sesuai
dosis: Dosis 1:0.09 ml/kgbb MMPK; Dosis 2:0.45 ml/kgbb MMPK; Dosis 3: 2.2 ml/kgbb
MMPK;kontrol normal: makan minum standar. Setelah pemberian bahan uji kemudian dilan-
jutkan puasa makan selama 2 jam (boleh minum) paska pemberian sediaan setelah itu baru
diperbolehkan makan.

1/3 bagian Organ dalam formalin 2/3 bagian Organ non formalin (trizol)

——

Pengamatan hewan uji paska pemberian bahan uiji:

Dilakukan pengamatan kondisi hewan uji tiap hari selama 28 hari, dicatat kondisi hewan
uji, diamati gejala &tanda ketoksikan yang terjadi dan BB, BB diukur 2x/minggu, hewan uji
meninggal dan dengan gejala toksik berat dikorbankan sebelum hewan uji meninggal dan

dicatat sebagai meninggal. Pada hari ke-14 dilakukan pengambilan sampel darah kemudian
dilanjutkan pengamatan kondisi klinis sampai 28 hari dan dicatat kejadian2.

Pada hari ke-28 hewan uji kelompok satelit dipertahankan dan diamati
kondisi klinis tanpa pemberiaan sediaan selamal4 hari

Gambar 2. Bagan alir proses pengujian ketoksikan subkronik oral sediaan MMPK
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2.2.1. Pengamatan kondisi umum

Pemeriksaan manifestasi klinik utama dilakukan terhadap berat
badan, ketahanan hidup serta tanda-tanda toksisitas (kulit dan bulu,
mata, letargi (kelesuan), konvulsi (kejang), tremor (gemetar), diare,
dan kematian. Penimbangan berat badan tikus dilakukan di LPPT
UGM Yogyakarta dengan menggunakan penimbang berat badan
yang sesuai. Skala ukur yang digunakan adalah skala rasio. Hewan
uji juga diamati manifestasi klinis dan kemampuan bertahan hidup.
Kemampuan bertahan hidup dinyatakan dalam persentase kehidupan
hewan uji (Meiyanto et al., 2007; Akrom et al., 2008).

2.2.2. Pengumpulan sampel darah dan pemeriksaan profile

hemogram

Pada hari ke-14 dan ke-28 dilakukan pengambilan sampel darah
pada semua kelompok. Sampel darah yang diperoleh segera dibagi
menjadi 3 bagian, satu untuk analisis hematologi (disimpan dalam
tabung EDTA), satu untuk analisis koagulasi (dalam tabung sitrat)
dan satu untuk biokimia serum. Pada kelompok satelit dilakukan
pengambilan sampel darah ke-3 yaitu pada hari ke-42.

2.2.2. Parameter biokimia darah dan fisiologi organ vital

Semua analisis sampel darah, dengan hasil yang dilaporkan
sebagai mean = SD, dilakukan di Unit Laboratorium, Rumah Sakit
Srinagarind, Fakultas Kedokteran, Universitas Khon Kaen, Thailand.
Penganalisis Hematologi Otomatis Sysmex Xs-800i1000i (Sysmex
Corporation, Kobe, Jepang) menyediakan parameter hematologi.
Sebuah Cobas 8000 Chemistry Autoanalyzer (Roche Diagnostics
International Ltd., Skotlandia) digunakan untuk menentukan
parameter biokimia serum, di antaranya adalah kadar glukosa,

aktivitas enzim fungsi hati dan profil lipid.
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Darah untuk pemeriksaan biokimiawi darah, didiamkan selama
15 menit, kemudian dipusingkan dengan sentrifuge kecepatan 4000
rpm selama 10 menit dan diambil supernatannya (serum). Serum
yang diperoleh digunakan untuk penetapan kadar SGPT, SGOT,
ureum dan kreatinin. Monoreagen (Reagen Mix) untuk pemeriksaan
biokimiawi darah disiapkan dengan mencampurkan 4 bagian reagen1
dan 1 bagian reagen 2 (Zaher et al., 2008).

Prinsip Kerja pemeriksaan enzim hepar SGPT dan SGOT
adalah Alanin aminotransferase mengkatalis transfer grup amino
dari L-alanine ke 2-oxoglutarate menyebabkan pembentukan piruvat
dan glutamat. Kemudian piruvat ini mengalami reduksi bersama
dengan oksidasi NADH menjadi NAD dalam proses katalisis oleh
enzim Lactate dehidrogenase (LDH). Oksidasi NADH menyebabkan
penurunan absorbansi pada 340 nm dan kecepatan perubahan
absorbansi secara langsung berbanding lurus dengan aktivitas ALT.
Prinsip Kerjanya adalah Aspartate aminotransferase mengkatalis
transfer grup amino dari L-aspartat ke 2-oksoglutarat menyebabkan
pembentukan oksaloasetat dan glutamat. Kemudian oksaloasetat ini
mengalami reduksi bersama dengan oksidasi NADH menjadi NAD
dalam proses katalisis oleh enzim Malate dehidrogenase (MDH).
Oksidasi NADH menyebabkan penurunan absorbansi pada 340 nm
dan kecepatan perubahan absorbansi secara langsung berbanding
lurus dengan aktivitas AST. Laktat dehidrogenase yang terdapat
di dalam reagen berfungsi untuk mencegah gangguan dari piruvat
endogen yang secara normal terdapat dalam sampel serum pada
konsentrasi rendah (Zaher et al., 2008; Akrom et al., 2007).

Pengukuran kadar kreatinin dan ureum serum dilakukan di LPPT
unit 1 Universitas Gajah Mada dengan menggunakan cara Jaffe untuk

kreatinin dan metode Enzimatis UV Test “Urease-GLDH” untuk

24 Uji Keamanan Sediaan Mengandung
Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati



kadar ureum. Sampel yang digunakan berupa serum tikus putih
jantan galur SD diambil darahnya melalui sinus orbitalis sebanyak
+ 1,5 ml. Darah ditampung ke dalam Eppendorf, didiamkan selama
15 menit, kemudian dipusingkan dengan kecepatan 4000 rpm selama
10 menit dan diambil supernatannya (serum) (Tasminatun, 2005;

Singletary et al., 2003).

2.2.2. Pengumpulan sampel dan studi histopatologi

Semua kelompok kecuali kelompok satelit, pada hari ke-28
setelah pengambilan darah dilanjutkan dengan pengorbanan hewan
uji. Hewan uji dibius menggunakan isoflurane inhalasi dan di-
eutanasia dengan tusukan jantung. Organ dalam termasuk hati, paru-
paru, ginjal, jantung, limpa, pankreas, lambung, usus dan ovarium
atau testis dikumpulkan dan masing-masing dibagi tiga bagian. Satu
bagian untuk pemeriksaan histopatologi dan untuk hal tsb segera
difiksasi dalam formalin buffer 10%. Dua bagian lainnya disimpan
pada potio tanpa formalin untuk pemeriksaan PCR. Kelompok
satelit dipertahankan hidup dan dipelihara dengan makan minum
standar hingga hari ke-42. Pada hari ke-42 kelompok satelit diambil
sampel darah dan kemudian dikorbankan untuk diisolasi organnya
sebagaimana kelompok lainnya.

Pemeriksaan histopatologi jaringan diproses menggunakan
Automatic Tissue Processor (Hestion, Inggris) dan disematkan
dengan parafin menggunakan prosesor jaringan (Bio-Optica, Italia).
Jaringan yang tertanam parafin dipotong menggunakan mikrotom
Microm HM 315 (Thermo Fisher Scientific, USA) dan diwarnai
dengan hematoxylin dan eosin (H&E). Slide diamati di bawah
mikroskop cahaya. Kemudian dilakukan pemeriksaan patologi dan

imunohistopatologi oleh ahli patologi.
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2.3.Analisis data

Analisis hasil penelitian secara statistik digunakan Shapiro-
Wilk untuk mengetahui normalitas distribusi data. Apabila data
terdistribusi normal dan variansi terdistribusi homogen maka
dukanjutkan uji dengan ANOVA (One Analysis of Variance). Hasil
data yang memiliki sinifikasi kurang dari 0,05 pada uji ANOVA
dilanjutkan uji Post-Hoc LSD. Data yang tidak berdistribusi normal
diuji dengan statistik non parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjut
dengan uji Mann-Whitney. Pengujian secara statistik menggunakan
SPSS 16.0 (Statistic Product and Service Solution).
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BAB III

HASIL UJI KETOKSIKAN AKUT
DAN PEMBAHASAN

A. Keadaan Hewan Uji

Hewan uji yang dipilih pada penelitian ini adalah tikus jantan
galur Sprague Dawley sebanyak 30 ekor, berumur 6-8 minggu
dengan berat badan sekitar 200-300 gram. Hewan uji yang digunakan
harus dalam kondisi sehat yang bertujuan untuk memastikan efek
yang muncul adalah karena pengaruh pemberian sediaan uji. Untuk
mengetahui apakah hewan uji yang digunakan dalam kondisi sehat,
maka perlu dilihat dari kondisi umun dan kemampuan hidup hewa
uji. Pengamatan terhadap kondisi umum hewan uji meliputi rata-rata
berat badan, tampilan bulu, kelincahan, dan jumlah kematiaan hewan
uji. Pada penelitian ini dilakukan penimbangan berat badan hewan
uji setiap dua kali seminggu selama penelitian berlangsung setelah
aklimatisasi (adaptasi) dilakukan. Data perubahan berat badan hewan
uji seringkali digunakan untuk mengevaluasi kondisi kesehatan
hewan uji secara umum dan untuk mengetahui kemungkinaan adanya
efek toksik akibat pemberian sedian uji.

Pengamatan secara kualitatif umtuk mengetahui gejala toksik
klinis meliputi kondisi fisik, bulu dan kulit, pupil mata, perubahan,
kelesuan, dan bentuk feses (Utami et al., 2018). Setelah dilakukan
pemberian sediaan X selama 28 hari tikus tidak mengalami gejala

toksik secara kualitatif. Selain itu, berat badan tikus juga penting
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untuk diamati untuk mengetahui gejala toksisitas. Penurunan berat
badan pada tikus bisa dianggap sebagai gejala toksisitas (Eryanti,
2013). Penurunan berat badan dapat yang disebabkan senyawa
toksik dalam sediaan uji dapat mengganggu kerja enzim pencernaan
sehingga menurunkan nafsu makan yang akan berdampak pada
kondisi penurunan berat badan tikus (Christianty et al., 2017). Data
hasil penimbangan berat badan selama pengujian menunjukkan
bahwa pemberian sediaan X pada semua dosis uji tidak menyebabkan
penurunan berat badan secara berarti (berfluktuasi), namun secara
umum rata-rata berat badan hewan uji mengalami peningkatan. Data

rata-rata berat badan hewan uji dapat dilihat pada table 3.1.

Tabel I1I.1. Rata-rata berat Badan Tikus berdasarkan hari pengukuran

Hari |1 4 7 10 13

ke-

Kelompok kontrol normal

1 2232 265,6 |280,2 285,7 299,9

2 218,5 257 266,6 273,8 284,6

3 227,3 2734 286,4 2942 304

4 2234 245,6 251,8 270,2 280,8

5 2243 248.8 261 270,3 282,6

X 2233 258,1 269,2 278,5 290,4

Dosis 1 (0,018 mL/200gBB)

1 267,1 274 286 291,9 297,3

2 257 273,3 280,5 2817,5 299,8

3 261,5 277,6  |283,5 286,7 2974

4 257,4 272 279,7 284,2 295,8

5 251,1 266,8 277,8 288,1 301,3

)_C 258,8 272,77 281,5 287,7 298,3
28 Uji Keamanan Sediaan Mengandung

Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati



Dosis 2 (0,09 mL/200gBB)

1 254.5 2619 2754 287,8 291,8
2 261,8 250,1 2594 270,9 278,4
3 262,1 257,71 1266,7 276,1 287,2
4 256,3 2449 12549 263,5 271,6
5 247 260 269,6 2824 292.9
X 256,3 2549 12652 276,1 284.4
Dosis 3 (0,45 mL/200gBB)

1 238,3 271,7 12794 289,2 292,8
2 2323 265,5 |275 285,6 291,8
3 237 264,8 |274,3 281,7 290,1
4 230,4 279,8  1290,7 300,2 313,4
5 238,44 272,1 12859 2978 307,9
o 2353 270,8 |281,2 290,9 299,2
Dosis 4 (2,25 mL/200gBB)

1 189,7 1994 212 219,7 227

2 192,9 207 214.,5 219,5 230,2
3 198,2 210,8 |219,5 2274 237,5
4 218,4 2348 |243,1 2542 263,9
5 2123 274,1 2213 220,3 226,5
X 202,3 2252 [222,1 2282 237,0

Dari hasil penimbangan berat badan diketahui berat badan hewan
uji termasuk dalam kondisi normal berdasarkan berat badan per
umur hewan uji. Penimbangan berat badan tikus dilakukan dua kali
seminggu dan sebelum diberikan perlakuan untuk mengetahui berat
pra kondisi sebelum perlakuan. Berat badan tikus selama penelitian
baik kontrol dan kelompok perlakuan selama 28 hari cenderung
mengalami kenaikan berat badan walaupun saat penimbangan ada

beberapa kelompok perlakuan yang mengalami penurunan berat
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badan namun penurunan tidak terjadi secara signifikan. Tidak
adanya penurunan berat badan secara signifikan disebabkan kondisi
lingkungan tikus, sudah beradaptasi, pakan, dan minuman. Selain itu,
pemberian sediaan X yang mengandung asam lemak dari jintan hitam

(Yusuf, 2014) juga bisa dapat menyebabkan kenaikan berat badan.

B. Kematian hewan uji

Pada pengamatan 24 jam pertama didapatkan kenyataan bahwa
hewan uji tidak terdapat perubahan fisik pada penampilan baik bulu
maupun kulit, gerakannya lincah dan nafsu makan tetap baik. Hal
tersebut menunjukkan bahwa hewan uji dalam kondisi sehat selama
diakukan perlakuan dan tidak mengalami stress. Dari empat kelompok
hewan uji tidak ditemukan adanya hewan uji yang menunjukkan
adanya kelainan apalagi kematian. Berdasarkan data tersebut maka
LD50 sediaan MMPK tidak daapat diidentifikasi. Berdasarkan hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa sediaan MMPK termasuk sediaan
dengan tingkat ketoksikan sangat rendah-tidak toksik.

Hasil pengamatan kondisi umum hewan uji dan kemampuan
hidup disajikan pada Tabel III.2.

Tabel 1.2. Jumlah kematian hewan uji

Kelompok Dosis sediaan X | Jumlah Kondisi klinis
(mL/200gBB) hewan uji
yang
mati
Kontrol Normal - 0 Tidak ada kelainan

Kontrol uji dosis 1 0,018
Kontrol uji dosis 2 0,09
Kontrol uji dosis 3 | 0,45
Kontrol uji dosis 4 2,25

tidak ada kelaianan

tidak ada kelaianan

tidak ada kelaianan

Slo|o|O

tidak ada kelaianan
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Berdasarkan tabel I11.2. dapat dilihat bahwa pemberian sediaan
X selama 28 hari tidak menyebabkan kematian terhadap hewan uji.
Berdasarkan hasil pengujian ini dapat disimpulkan sediaan MMPK
termasuk sediaan dengan tingkat ketoksikan sangat ringan/tidak
toksik.

C. Kesimpulan Hasil Ketoksikan akut

Data hasil penelitian menunjukkan bahwa sediaan MMPK tidak
menimbulkan kematian maupun perubahan penampilan hewan uji.
Sediaan MMPK memiliki ketoksikan tingkat sangat rendah atau
tidak toksik.
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BAB 1V

HASIL UJI KETOKSIKAN
SUBKRONIK

A. Keadaan Hewan Uji

Hewan uji yang telah dilakukan pemberian sediaan X selama
28 hari dalam kondisi sehat secara fisik dan tidak ada jumlah ti-
kus yang mati pada setiap kelompok perlakuan. Pengamatan seca-
ra kualitatif umtuk mengetahui gejala toksik klinis meliputi kondisi
fisik, bulu dan kulit, pupil mata, perubahan, kelesuan, dan bentuk
feses (Utami et al., 2018). Setelah dilakukan pemberian sediaan X
selama 28 hari tikus tidak mengalami gejala toksik secara kualita-
tif. Selain itu, berat badan tikus juga penting untuk diamati untuk
mengetahui gejala toksisitas. Penurunan berat badan pada tikus bisa
dianggap sebagai gejala toksisitas (Eryanti, 2013). Penurunan berat
badan dapat yang disebabkan senyawa toksik dalam sediaan uji dapat
mengganggu kerja enzim pencernaan sehingga menurunkan nafsu
makan yang akan berdampak pada kondisi penurunan berat badan
tikus (Christianty et al., 2017).

Penimbangan berat badan tikus dilakukan dua kali seminggu
dan sebelum diberikan perlakuan untuk mengetahui berat pra kon-
disi sebelum perlakuan. Berat badan tikus selama penelitian baik
kontrol dan kelompok perlakuan selama 28 hari cenderung mengala-
mi kenaikan berat badan walaupun saat penimbangan ada beberapa
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kelompok perlakuan yang mengalami penurunan berat badan namun
penurunan tidak terjadi secara signifikan. Tidak adanya penurunan
berat badan secara signifikan disebabkan kondisi lingkungan tikus,
sudah beradaptasi, pakan, dan minuman. Selain itu, pemberian se-
diaan X yang mengandung asam lemak dari jintan hitam (Yusuf,
2014) juga bisa dapat menyebabkan kenaikan berat badan. Menurut
Ali et al. (2015) asam lemak dapat meningkatkan berat badan tikus
dengan adanya penambahan cadangan lemak di dalam tubuh yang
berpengaruh terhadap berat badan. Adapun berat badan tikus selama
28 hari dapat dilihat pada Gambar 9.

Berat Badan Tikus

300k - -
i M
== onirol

200
200 —— 0515 0,018 ml

= Dasis 0,08 ml

BB Tikus (gram)

0515 (1,45 ml
w0515 2,25 mL

a0 =515 4.5 ml

Hari ke-

Gambar IV.1 Berat badan tikus selama 28 hari

B. Pengaruh pemberian MMPK terhadap Hemogram
B.1.Pengaruh pemberian MMPK terhadap Eritrosit dan
hematokrit
Penelitian tentang pengaruh pemberian sediaan X selama 28
hari ini menggunakan beberapa parameter. Parameter pada penelitian
ini adalah adalah jumlah eritrosit dan nilai hematokrit tikus jantan

galur Sprague dawley. Sampel darah tikus dianalisis secara statistik
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dengan menggunakan SPSS 22.0 untuk menentukan perbedaan antar
kelompok setelah diberi perlakuan sediaan X dengan 5 tingkatan
variasi dosis selama 28 hari. Data rata-rata jumlah eritrosit dan nilai
hematokrit pada kelompok kontrol dan perlakuan yang diberi sediaan

X diuraikan dalam bentuk tabel sebagai berikut:

Tabel IV.1. Rata-Rata Jumlah Eritrosit dan Nilai Hematokrit tikus SD

setelah pemberian sediaan MMPK selama 28 hari

Kelompok Dosis sediaan X Jumlah Er- Nilai Hema-
(mL/200gBB) itrosit (10'%/L) | tokrit (%)
Mean £ SD Mean + SD
Kontrol - 7.40 +£0.39 44.76 = 1.69
Dosis 1 0,018 mL/200gBB | 7.68 +0.30* | 46.72 = 1.26°
Dosis 2 0,09 mL/200gBB | 7.40+0.21* | 45.00+0.97*
Dosis 3 0,45 mL/200gBB | 7.42+0.33* |4546+1.13*
Dosis 4 2,25 mL/200gBB | 7.18 £0.13* | 43.62 + 1.46°
Referensi* 6.39 -8.01 42-29
Keterangan: |a= | tidak berbeda signifikan (p>0,05) terhadap kelom-
pok kontrol
b= | berbeda signifikan (p<0,05) terhadap kelompok
kontrol
*= | (He et al. 2017)but reference intervals have not

been well established for these analytes. Reference
intervals as presently defined for these analytes in
Sprague-Dawley rats have not used internation-

ally recommended statistical method nor stratified
by sex. Thus, we aimed to establish sex-specific
reference intervals for hematologic and biochemi-
cal parameters in Sprague-Dawley rats according to
Clinical and Laboratory Standards Institute C28-A3
and American Society for Veterinary Clinical Pathol-
ogy guideline. Methods Hematology and biochem-
istry blood samples were collected from 500 healthy
Sprague-Dawley rats (250 males and 250 females
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Tabel IVIV.1. tersebut menyajikan hasil pemeriksaan rata-rata
jumlah eritrosit dan nilai hematokrit dari hewan uji tikus jantan
Sprague Dawley yang diberi perlakuan sediaan X yang mengandung
membuktikan bahwarata-rata jumlah eritrosit perlakuan tidak berbeda
signifikan dengan jumlah eritrosit pada kelompok kontrol (p>0,05).
Nilai hematokrit pada dosis 0,018 mL/200gBB (46.72 + 1.26) lebih
tinggi dari nilai hematokrit pada kelompok kontrol (44.76 + 1.69)
(p<0,05). Sedangkan nilai hematokrit pada kelompok perlakuan
dosis lainnya dengan nilai hematokrit pada kelompok kontrol tidak
terdapat perbedaan yang signifikan (p>0,05). Pemberian sediaan
X mampu meningkatkan jumlah eritrosit dan nilai hematokrit,
ditunjukkan dengan jumlah eritrosit dan nilai hematokrit perlakuan
yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol, kecuali
pada kelompok dosis 2,25 mL/200gBB dengan jumlah eritrosit (7.18
x 10'%/L) dan nilai hematokrit (43.62 %) lebih rendah dibandingkan
kelompok kontrol. Jumlah eritrosit dan nilai hematokrit pada dosis
0,018 mL/200gBB; 0,09 mL/200gBB ; 0,45 mL/200gBB ; dan 4,5
mL/200gBB lebih tinggi dari jumlah eritrosit dan nilai hematokrit
pada kelompok kontrol.

Berdasarkan diagram tersebut didapatkan bahwa rata-rata
eritrosit tertinggi didapatkan dari kelompok tikus dosis 0,018
mL/200gBB tikus dan paling rendah dari kelompok tikus dosis 2,25
mL/200gBB. Dari diagram didapatkan bahwa rata-rata hematokrit
tertinggi didapatkan dari kelompok tikus dosis 0,018 mL/200gBB
tikus dan paling rendah dari kelompok tikus dosis 2,25 mL/200gBB.
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Tabel IV.2. Hasil Uji Normalitas Jumlah Eritrosit dan Nilai Hematokrit

Tests of Normality

Shapiro-Wilk

Kelompok Jumlah Eritrosit Nilai Hematokrit
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Kontrol .920 5 .530 .924 5 .555

Dosis 0,018 .858 5 220 .898 5 402

mL/200gBB

Dosis 0,09 910 5 468 .902 5 420

mL/200gBB

Dosis 0,45 .853 5 203 .876 5 291

mL/200gBB

Dosis 2,25 902 5 421 .846 5 181

mL/200gBB

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

a. Lilliefors Significance Correction

Pada TabelIV.2. hasil penelitian uji toksisitas subkronik sediaan
temulawak (Curcuma xanthorrizha Roxb.) pada jumlah eritrosit dan
nilai hematokrit tikus jantan dari masing-masing kelompok memiliki
distribusi data yang normal bedasarkan uji normalitas Saphiro Wilk
(p > 0,05).

Tabel 1V.3. Uji Homogenitas Jumlah Eritrosit dan Nilai Hematokrit

Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Eritrosit Nilai Hematokrit
Levene dfl df2 | Sig. [Levene dfl df2 Sig.
Statistic Statistic
.849 5 24 1.529 | .496 5 24 776

Perhitungan statistik uji homogenitas didapat Tets of Homogenity
of Variance pada jumlah eritrosit = 0,529 (p > 0,05) dan nilai
hemaotokrit = 0,776 (p > 0,05). Hal ini menunjukkan bahwa jumlah

36 Uji Keamanan Sediaan Mengandung
Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati



eritrosit dan nilai hematokrit memiliki data dengan variasi yang sama
atau homogen.

Uji One Way ANOVA dilakukan untuk mengetahui apakah data
tersebut terdapat perbedaan bermakna pada setiap kelompok atau
dan ekstrak temulawak pada tikus jantan Sprague Dawley tidak
terdapat perbedaan bermakna terhadap jumlah eritrosit, dengan
nilai signifikansi 0,183 (p>0,05). Sedangkan pada nilai hematokrit
diperoleh nilai signifikansi 0,022 (p<0,05). Hal tersebut menyatakan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada nilai hematokrit.
Maka, dilakukan uji dengan analisis Post Hoc LSD untuk mengetahui

letak perbedaan masing-masing antar kelompok tersebut.

Tabel IV.4. Uji Post Hoc LSD Nilai Hematokrit

Kontrol | Dosis (mL/200gBB)

Dosis Dosis | Dosis Dosis 2,25

0,018 0,09 0,45
Kontrol - 0.023* 10.768 ]0.393 0.169
Dosis 0,018 0.023* |- 0.043* [0.130 0.001*
(mL/200gBB)
Dosis 0,09 0.768 ]0.043 - 0.573 0.099
(mL/200gBB)
Dosis 0,45 0.393 ]0.130 0.573 |- 0.031*
(mL/200gBB)
Dosis 2,25 0.169 10.001* |[0.009*% |0.031* -
(mL/200gBB)

Keterangan: * = berbeda signifikan (p<0,05) terdapat perbedaan

bermakna.

Berdasarkan TabellV.4, diketahui hasil perbandingan pada
masing-masing antar kelompok. Terdapat perbedaan bermakna
antar kelompok. Namun tidak menunjukkan adanya efek toksisitas

subkronik pada setiap kelompok. Hal tersebut diketahui berdasarkan
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Tabel IVIV.4. rata-rata nilai hematokrit pada kelompok perlakuan
masih dalam rentang normal berdasarkan referensi.

Dari hasil penelitian ini diketahui bahwa tidak terdapat adanya
kondisi anemia yang ditandai dengan turunnya jumlah eritrosit dan
nilai hematokrit. Selain itu, tidak menunjukkan adanya polisitemia
sebagai petunjuk peningkatan jumlah ertirosit dan nilai hematokrit.
Hasil penelitian ini mengindikasikan pemberian sediaan X yang
aman dan tidak menyebabkan efek toksisitas subkronik pada tikus
jantan Sprague Dawley.

Jumlah eritrosit rata-rata pada tikus jantan Sprague Dawley
pada penelitian ini masih berada pada kisaran normal, dengan nilai
eritrosit terendah 7,18 x 10'?/L dan tertinggi adalah 7,68 x 10'%/L.
Demikian halnya dengan nilai hematokrit rata-rata pada penelitian
ini dengan nilai hematokrit terendah adalah 43,62% dan tertinggi
adalah 46,72%. Menurut (He et al., 2017)but reference intervals have
not been well established for these analytes. Reference intervals as
presently defined for these analytes in Sprague-Dawley rats have not
used internationally recommended statistical method nor stratified
by sex. Thus, we aimed to establish sex-specific reference intervals
for hematologic and biochemical parameters in Sprague-Dawley rats
according to Clinical and Laboratory Standards Institute C28-A3
and American Society for Veterinary Clinical Pathology guideline.
Methods Hematology and biochemistry blood samples were collected
from 500 healthy Sprague-Dawley rats (250 males and 250 females
total jumlah eritrosit tikus jantan Sprague dawley 6.39 —8.01 x 10'*/L
dan nilai hematokrit 42-49%.

Sediaan uji yang digunakan memberikan pengaruh pada jumlah
eritrosit. Penurunan dan peningkatan jumlah eritrosit tidak sebanding

dengan peningkatan dosis sediaan X. Jumlah eritrosit berfluktuasi
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pada kisaran normal. Sehingga pemberian sediaan X tidak berefek
negatif bagi eritrosit. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan, kandang, metode pemberian pakan, dan pemeliharaan,
serta iklim dan suhu selama proses perawatan tikus (Fatimah et
al., 2019). Selain itu, penurunan jumlah eritrosit dapat disebabkan
beberapa faktor seperti faktor volume darah, dan suhu lingkungan.
Jumlah eritrosit total dapat meningkat pada suhu lingkungan rendah,
sebaliknya eritrosit total dapat mengalami penurunan ketika suhu
lingkungan tinggi (Wientarsih, Derthi Widhyari, and Aryanti, 2013).

Berdasarkan hasil penelitian ini, pemberian sediaan mengandung
efek toksisitas subkronik pada jumlah eritrosit darah tikus jantan
meskipun terjadi penurunan dan peningkatan jumlah eritrosit
dibandingkan dengan kelompok kontrol normal dan masih dalam
rentang normal. serta berdasarkan hasil analisis statistik tidak terdapat
perbedaan yang signifikan.

Jumlah eritrosit yang rendah dapat diakibatkan oleh pendarahan,
kerusakan eritrosit, atau kurangnya produksi eritrosit karena
kekurangan asam folat. (Fatimah ef al., 2019). Peningkatan jumlah
eritrosit berkaitan dengan peningkatan kadar glutation pada sel
darah merah. Salah satu komponen senyawa sulfur yang berfungsi
meningkatkan level glutation sel darah merah (Pujiastuti, Lestari,
and Gofur, 2017). Selain itu, faktor seperti regenerasi sel darah
merah adalah pendarahan, penekanan eritropoiesis dan turunnya
massa tubuh dan konsumsi pakan. Penurunan nafsu makan dapat
mempengaruhi sistem hematopoiesis (pembentukan sel darah) dan
menunjukkan penurunan jumlah sel darah putih, trombosit dan
retikulosit (Christianty, Sidharta, and Fitria, 2017).

Eritrosit dibentuk dalam sumsum tulang. Bila jumlah sel darah

merah berkurang, hormon eritropoietin yang diproduksi oleh ginjal,
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akan mendorong pembentukan sel darah merah. Karena sel darah
merah tidak mengandung inti sel (nucleus), maka sel tersebut tidak
dapat mensintesis enzim untuk kelangsungan hidup. Kehidupan sel
darah merah hanya sepanjang masih terdapatmnya enzim yang masih
berfungi (untuk membawa O2 dan CO2), dan biasanya hanya sekitar
4 bulan. Kecepatan penghancuran sel darah merah akan meningkat
bila tubuh kekurangan vitamin C, vitamin E ata vitamin B12 (yang
membantu pembentukan sel darah merah). Kehidupan eritrosit
hanya berlangsung sekitar 120 hari, maka 1/120 sel eritrosit harus
diganti setiap hari, yang memerlukan sekitar 20 mg zat besi (Fe) per
hari (Munawaroh, 2009).

Kandungan Fe pada jintan hitam menjadi salah satu komponen
yang dapat membantu peningkatan produksi testosterone yang secara
tidak langsung meningkatkan produksi sel darah merah (Adam et
al., 2014). Selain itu, terdapat kandungan kurkumin dari ekstrak
temulawak yang membantu pencegahan oksidasi hemoglobin dan
lisisnya eritrosit, disebabkan adanya struktur fenolik (Fahrurozi et
al.,, 2014).

Protein merupakan salah satu unsur dalam pembentukan eritrosit
darah. Enzim protease dalam tubuh merupakan enzim ekstraseluler
yang befungsi menghidrolisis protein menjadi asam amino yang
dibutuhkan tubuh. Kurangnya prekursor seperti zat besi dan asam
amino yang membantu pembentukan eritrosit akan menyebabkan
penurunan jumlah eritrosit. Keadaan ini dapat disebabkan oleh
gangguan penyerapan atau nilai gizi yang berkurang pada pakan atau
sediaan uji yang diberikan sehingga akan mempengaruhi organ yang
berperan dalam produksi sel darah (Maulidina et al., 2016).

Efek dari gagalnya proses eritropoiesis (pembentukan sel darah
merah) mengakibatkan bentuk makrosit tidak teratur dan memiliki

membran yang sangat tipis, besar, bentuknya oval berbeda dengan
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bentuk normal yaitu lempeng cekung. Hal ini berpengaruh pada
pengangkutan oksigen ke jaringan tubuh, bentuk makrosit yang
tidak sempurna akan mudah lisis yang mengakibatkan masa hidup
eritorosit bertambah pendek. (Maulidina et al., 2016).

Adanya peningkatan nilai hematokrit secara bermakna pada
dosis 0,018 dibandingkan dengan kontrol menunjukan adanya
dugaan bahwa dengan pemberian sediaan X dosis 0,018 mL/200gBB
justru tidak menyebabkan timbulnya efek toksik. Hal tersebut
didukung dengan fakta bahwa vitamin seperti vitamin C, vitamin E
pembentukan sel darah merah (Gilani et al., 2004) dan terdapat
kandungan kurkumin dari temulawak yang berperan sebagai
antioksidan karena kemampuannya meniadakan radikal bebas dan
radikal peroksida sehingga efektif dalam menghambat oksidasi lipid
(Masti et al., 2020)

Nilai hematokrit yang menurun merupakan indikator dari anemi,
leukemia, sirosis, kehilangan darah dan hipertiroidisme (Fatimah
et al., 2019). Menurunnya nilai hematokrit menandakan jumlah sel
darah merah dalam tubuh menurun dikarenakan jumlah sel darah
putih dalam darah sedang diproduksi banyak untuk membersihkan
benda asing yang masuk ke dalam tubuh (Hidayat, Harpeni, and
Wardiyanto, 2014).

Nilai hematokrit terjadi penurunan pada dosis 2,25 mL/200gBB.
Meskipun terdapat perbedaan nilai hematokrit yang signifikan,
tetapi semua kelompok perlakuan menunjukkan nilai rata-rata dalam
rentang referensi. Penurunan dan kenaikan nilai hematokrit dari
semua perlakuan masih dalam batas normal. Berdasarkan hal tersebut,
pemberian sediaan tersebut dianggap tidak dapat menyebabkan efek

toksik pada nilai hematokrit tikus jantan galur Sprague Dawley.
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Apabila terjadi penyimpangan dari nilai hematokrit berpengaruh
penting terhadap kemampuan darah untuk membawa oksigen (O,).
Nilai hematokrit secara umum juga menjadi indikator penentuan
kemampuan darah dalam mengangkut oksigen (O2) yang biasa
dikenal dengan istilah Oxygen Carrying Capacity. Nilai hematokrit
dalam tikus dapat mengalami penurunan dan peningkatan yang
disebabkan oleh kondisi tubuh tikus itu sendiri atau yang biasa
disebut homeostatis (Allo, 2018).

Nilai hematokrit tergantung pada jumlah eritrosit, ukuran eritrosit
serta volume darah. Peningkatan nilai hematokrit mengindikasikan
adanya dehidrasi, pendarahan atau edema akibat dari adanya
pengeluaran cairan dari pembuluh darah. Sedangkan penurunan nilai
hematokrit dapat dijumpai pada kondisi anemia akibat kekurangan
sel darah merah (Wientarsih et al, 2013). Turunnya presentase
hematokrit dapat dikaitkan dengan turunnya jumlah eritrosit pada
hari yang sama. Serta dapat juga disebabkan karena kehilangan darah
akibat pengambilan darah secara berulang (Christianty et al., 2017).
Selain itu, nilai hematokrit akan menurun saat terjadinya hemodelusi,
karena penurunan kadar seluler darah atau peningkatan plasma darah,
seperti pada anemia (Hidayat, Yaswir, and Murni, 2017).

Nilai hematokrit biasanya dianggap sama manfaatnya dengan
hitungan eritrosit total. Secara normal, jumlah eritrosit berkorelasi
positifdengannilai hematokrit. Besarnyanilai hematokrit, dipengaruhi
oleh bangsa dan jenis ternak, umur dan fase produksi, jenis kelamin
ternak, penyakit, serta iklim setempat. Naik turunnya nilai hematokrit
tergantung pada volume sel-sel darah yang dibandingkan dengan
volume darah keseluruhan (Rosita, Mushawwir, and Latipudin,
2015). Berdasarkan hasil ini tampak bahwa nilai hematokrit dengan
jumlah eritrosit memiliki keterkaitan.Semakin besar jumlah eritrosit,

maka semakin besar pula nilai hematokrit dalam darah. Begitupun
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sebaliknya, penurunan nilai hematokrit dapat disebabkan oleh
kerusakan eritrosit, penurunan produksi eritrosit atau dapat juga
dipengaruhi oleh jumlah dan ukuran eritrosit. Nilai hematokrit
tergantung pada jumlah eritrosit, karena eritrosit merupakan massa
sel terbesar dalam darah (Rosita et al., 2015). Jumlah eritrosit
dan nilai hematokrit berjalan sejajar satu sama lain apabila terjadi
perubahan (Allo, 2018).

Eritropoiesis (pembentukan sel darah merah) membutuhkan
prekursos untuk mensintesis sel baru. Prekursor yang dibutuhkan
antara lain zat besi, vitamin, asam amino dan stimulasi hormon. Dalam
kondisi stres yang masih dapat ditolerir, maka biosintesis eritrosit
(eritropoesis) tidak akan terganggu. Ini disebabkan karena darah
sebagai komponen cairan tubuh sangat penting bagi kelangsungan
aktivitas biologik (biokimiawi), sehingga aktivitas homoiostasis
darah dijaga ketat (Rosita et al., 2015).

B.2.Pengaruh pemberian sediaan MMPK terhadap Jumlah

Leukosit

Leukosit atau sel darah putih memiliki peran yang sangat penting
di dalam tubuh dalam pertahanan terhadap antigen dan infeksi
masuknya benda asing (Purnomo et al., 2015). Adanya peningkatan
jumlah leukosit megindikasikan bahwa tubuh mengalami infeksi.
Meningkatnya jumlah leukosit atau leukosisitas pada penelitian ini
bisa dijadikan indikator dalam melihat pengaruh pemberian sediaan
X dalam menimbulkan efek toksik. Hasil penelitian jumlah leukosit
dilakukan menggunakan Hematology Analyzer di Laboratorium
Patologi Klinik, FKKMK UGM. Untuk mengetahui jumlah leukosit
sampel darah yang digunakan berjenis plasma. Pengambilan darah
pada tikus diambil melalui sinus orbitaslis. Pengambilan darah

melalui sinus orbitalis karena mudah (Millati ef al., 2019). Selain
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mudah recovery luka cepat yaitu sekitar 2-3 hari. Pengambilan
darah melalui pipa kapiler dengan sudut miring 45°. Pada proses
pengambilan darah ditambahkan EDTA (Ethylen diamin tetra acetat)
sebagai antikoagulan. EDTA bekerja dengan cara mengikat ion
kalsium dan mengubahnya menjadi non ion sehingga menghambat
koagulasi. Penghambatan kalsium penting karena jika kalsium
hilang maka proses koagulasi bergenti (Subiyono et al., 2016). Hasil
perhitungan jumlah leukosit menggunakan HA disajikan pada Tabel
IVs.

Tabel IV.5. Jumlah leukosit tikus SD jantan dengan diberi sediaan
MMPK selama 28 hari

Kelompok Jumlah (n) Rata-rata Jumlah
Leukosit (10%/uL) + SD
Normal 5 6,18 +1,20499
Dosis 1 (0,018 mL/200 gBB) |5 5,64 £1,48672
Dosis 2 (0,09 mL/200 gBB) | 5 5,98 + 1,20706
Dosis 3 (0,45 mL/200 gBB) 5 7,02 +0,93113
Dosis 4 (2,25 mL/200 gBB) 5 6,16 £ 1,06911
Jumlah Leukosit
g 7,02 678
7 6,18 = 5,98 6,16
6
L 5
=4
(=]
3
2
1
0
Normal Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4 Dosis 5
Dosis perlakuan (mL/200 gBB)
LaLLIUAL 1 Y.L, ULALR JULLLALL IUURUDLL
44 Uji Keamanan Sediaan Mengandung

Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati



Berdasarkan hasil jumlah leukosit yang diperoleh dapat diketa-
hui bahwa jumlah leukosit kelompok kontrol 6,18 + 1,20499, Jumlah
leukosit terendah pada kelompok 2 (0,018 mL/200 gBB) dengan
nilai 5,64 + 1,48672 dan hasil tertinggi pada kelompok 4 (0,45
mL/200 gBB) dengan nilai 7,02 + 0,93113. Menurut Kartika et al.
(2014) pada breeding tikus lokal jumlah leukosit normal tikus jantan
SD 5,74 — 11,48 dalam 10%/uL. Dari hasil jumlah leukosit walaupun
beberapa kelompok mengalami kenaikan ataupun penurunan jumlah
leukosit namun jumlah leukosit perlakuan kelompok masih sesuai
literatur (normal). Selain itu, hasil jumlah leukosit pada perlakuan
dosis masih memenuhi range nilai pada kelompok kontrol, yaitu 4,96
— 7,38 dalam 10°/pL. Peningkatan jumlah leukosit bisa dikarenakan
kandungan flavonoid pada sediaan X yaitu pada madu dan jintan
hitam yang berperan sebagai immunodulator untuk memerangi
bakteri yang berperan selama proses inflamasi yang terjadi (Yudina
et al, 2019). Selain itu, kandungan zat aktif pada temulawak yaitu
kurkumin dapat meningkatkan leukosit karena berfungsi sebagai
antiinflamasi, antimikroba, antibakteri, dan antioksidan (Septianto et
al., 2015).

Data hasil yang sudah didapatkan selanjutnya dianalisis meng-
gunakan SPSS 16.0 untuk dilakukan uji normalitas menggunakan
Shapiro-Wilk. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui data ber-
distribusi normal atau tidak. Hal ini karena uji normalitas menjadi
syarat dalam analisis data statistik parametrik. Selain itu, uji norma-
litas juga menjadi syarat dalam uji ANOVA. Penggunaan uji norma-
litas dengan Shapiro-Wilk karena jumlah sampel yang digunakan di-
bawah 50 (Sativa et al., 2020). Apabila signifikasi normalitas > 0,05
maka data berdistribusi normal. Hasil uji normalitas pada analisis
data jumlah leukosit berdistribusi normal dengan hasil nilai terlampir

pada Lampiran 8.
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Data yang telah berdistribusi normal dilakukan uji homogeni-
tas untuk mengetahui sama atau tidaknya variansi-variansi dari dua
distribusi data atau lebih dan sebagai syarat yang harus dipenuhi un-
tuk uji ANOVA. Pengujian homegenitas dengan Levene fest dika-
takan homogen apabila memiliki nilai signifikasi > 0,5. Dari hasil
analisis diketahu bahwa data jumlah leukosit homogen karena nilai
signifikasi 0,866 > 0,5. Berdasarkan hasil signifikasi uji normalitas
dan homogenitas yang diperoleh maka dilakukan uji ANOVA. Hasil
uji ANOVA dapat dilihat pada Lampiran 8. Uji ANOVA dilakukan
untuk uji hipotesis guna mengetahui ada atau tidaknya hubungan
(pengaruh) antara hasil jumlah leukosit dengan dosis sediaan X yang
diberikan secara statistik. Uji ANOVA dikatakan memiliki pengaruh
(diterima) apabila nilai signifikasi > 0,05 dan ditolak apabila signi-
fikasi < 0,05. Hasil uji ANOVA dengan nilai signifikasi 0,411 (Lam-
piran 8) dapat diketahui bahwa tidak ada hubungan antara jumlah

leukosit dengan pemberian variasi dosis sediaan X.

B.3.Pengaruh pemberian sediaan MMPK terhadap

Diferensial Leukosit

Diferensial Leukosit Menggunakan Hematology Analyzer

Diferensial leukosit ialah gambaran kondisi dari kompenen darah
yang dapat digunakan untuk mendeteksi status fisiologis hewan uji.
Pengamatan diferensial leukosit dilakukan guna menghitung dan
mengetahui presentase tiap jenis leukosit yang ada di dalam darah
(Agustiana et al., 2020). Alat yang digunakan untuk menghitung
jenis leukosit dalam darah adalah hematology analyzer SYSMEX
KX-21. Sampel darah sebelum diukur dengan hematology analyzer
ditambahkan EDTA untuk mencegah koagulan. EDTA digunakan
dalam beberapa macam pemeriksaan hematologi seperti penetapan

kadar hemoglobin, hitung jumlah Iekosit, eritrosit, trombosit,
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retikulosit, hematokrit, dan penetapan laju endap darah. Pemeriksaan
dengan penambahan EDTA sebaiknya dilakukan segera, namun
dapat disimpan juga di dalam lemari es (4°C) selama 24 jam
dengan hasil uji tanpa ada penyimpangan bermakna, kecuali untuk
jumlah trombosit dan nilai hematokrit (Gandasoebrata, 2001). Hasil
pengukuran diferensial leukosit dapat dilihat pada Tabel IV.6.

Tabel I'V.6. Hasil diferensial leukosit dengan hematology analyzer

Kelompok N | Rata-rata Jenis Leukosit (%) + SD
Limfosit Neutrofil MXD
Normal 73,78 £4,19786 | 23,92 £ 4,12638 | 2,30 + 0,33912
Dosis 1 (0,018 70,00 £4,37778 | 27,32 £ 3,73323 | 2,68 = 0,69785
mL/200 gBB)
Dosis 2 (0,09 |5 |[63,26+8,53979 | 33,78 + 8,49894 | 2,96 + 0,96073
mL/200 gBB)
Dosis 3 (0,45 5 176,30 +3,48066 | 21,86 +3,17931 | 1,84 £ 0,30496
mL/200 gBB)
Dosis 4 (2,25 5 174,00 +1,64317 | 24,10+ 1,77059 | 1,90 £ 0,56569
mL/200 gBB)
Diferensial Leukosit
9() =
%0 73,78 5 76,3 74 73.3
70 .\\6% - —
6O
50
40 33,78
. 27,32 . T
30 212//“\\21_86 24.1 24 82
20 = = —
10 23 2,68 2,96 1 84 19 1.88
1]
normal Dosis 0.018  Dosis 0.09 Dosis 0.45 Dosis 2.25 Dosis 4.5
ml200grBB ml/200grBE  ml/200grBB ml/200grBB - ml/200grBB
==L imfosit =—@==Neutrofil MXD

Gambar IV.3. Grafik rata-rata persentase diferensial leukosit
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Berdasarkan hasil tabel dan grafik diatas dapat diketahui
bahwa dengan penggunaan hematology analyzer SYSMEX KX-21
diferensial yang terdeteksi adalah limfosit, neutrophil, dan MXD.
Nilai limfosit dan neutrofil tikus jantan galur Sprague Dawley menurut
He et al. (2017) untuk jumlah limfosit adalah 65,74-88,14 % dan
neutrofil 4,54-25,64 %. Dari hasil penelitian dapat diketahui bahwa
rerata persentase limfosit pada perlakuan dosis masih sesuai literatur.
Namun, pada rerata persentase neutrofil pada dosis 2 mengalami
peningkatan dan rerata tidak sesuai literatur dan lebih dari range
rerata kelompok kontrol. Hasil persentase limfosit dan neutrofil dari
kelompok perlakuan dosis terjadi penurunan dan peningkatan dari
perlakuan kelompok kontrol. Hal ini menandakan bahwa telah terjadi
mekanisme pertahanan imunologi pada tikus yang disebabkan oleh
kondisi stress karena adanya pergerakan dan penangkapan hewan uji
pada waktu pemberian sediaan setiap hari dan waktu pengambilan
sampel darah (Lestariningrum et al., 2012). MXD sendiri merupakan
gabungan leukosit lain, yakni basophil, eosinophil, dan monosit.
MXD pada kelompok kontrol memiliki persentase 1,96-2,64 %. Pada
dosis 2 MXD yang diperoleh lebih dari persentase kelompok kontrol,
sedangkan pada dosis 3 dan 5 nilai persentase MXD mengalami
penurunan dari kelompok normal.

Analisis data untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh perbedaan
perlakuan dari dosis yang diberikan dilakukan uji ANOVA. Sebelum
dilakukan uji ANOVA terlebih dahulu dilakukan uji normalitas dan
homogenitas. Pada uji normalitas Shapiro-Wilk diperolah signifikasi
semua kelompok perlakuan baik limfosit, neutrofil, dan MXD
sebesar > 0,05 yang menandakan data berdistribusi normal. Nilai
homogenitas dari uji Levene fest pada limfosit, neutrofil, dan MXD

diperoleh signifikasi > 0,05 yang menandakan data sudah homogen.
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Uji ANOVA bisa dilakukan karena data sudah berdistribusi normal
dan homogen. Hasil uji homogenitas, normalitas, dan ANOVA dapat
dilihat pada Lampiran 9. Dari hasil uji ANOVA perlu dilakukan uji
lanjut LSD karena nilai signifikasi < 0,05.

Tabel I'V.7. Hasil uji LSD diferensial leukosit

Jenis Iz:ll?/kzl&n Kontrol Dosis | Dosis Dosis Dosis
Leukosit oBB) 0,018 0,09 0,45 2,25
Limfosit | Kontrol 0 0,282 | 0,005* 0,470 0,949
Dosis 0,018 0,282 |0 0,062 0,079 0,256
Dosis 0,09 [ 0,005* |0,062 [0 0,001* 0,005*
Dosis 0,45 0,470 [0,079 [ 0,001* 0 0,510
Dosis 2,25 0,949 [0,256 | 0,005* 0,510 0
Neutrofil | Kontrol 0 0,308 | 0,006* 0,534 0,957
Dosis 0,018 0,308 |0 0,060 0,108 0,334
Dosis 0,09 [ 0,006* | 0,060 [0 0,001* 0,007*
Dosis 0,45 [0,534 |0,108 [ 0,001 0 0,499
Dosis 2,25 0,957 (0,334 |0,007* 0,499 0
MXD Kontrol 0 0,371 10,126 0,281 0,347
Dosis 0,018 [ 0,371 0 0,508 0,055 0,073
Dosis 0,09 [0,126 |0,508 [0 0,013* 0,018*
Dosis 0,45 [ 0,281 0,055 | 0,013* 0 0,887
Dosis 2,25 (0,347 [0,073 [ 0,018* 0,887 0

Keterangan (*): berbeda signifikan

Uji lanjut (Post-hoc) LSD (Least significant different) atau BNT
(Beda Nyata Terkecil) digunakan untuk mengetahui apakah setiap
perlakuan yang dilakukan memiliki perbedaan yang bermakna
atau tidak bermakna (Suwertayasa et al., 2013). Uji LSD dihitung
berdasarkan rata-rata kelompok perlakuan. Hasil uji LSD dapat

diketahui memiliki perbedaan bermakna apabila nilai signifikasi

Dr. dr. Akrom, M.Kes. 49
Dr.dr. Titiek Hidayati, M.Kes.
Dr.Apt. Arif Budi Setianto, M.Si.



kurang dari 0,05 dan tidak memiliki perbedaan bermakna apabila
signifikasi lebih dari 0,05. Berdasarkan uji LSD antara kelompok
kontrol dan perlakuan dapat diketahui bahwa pada limfosit dosis
0,09 mL/200 gBB memiliki perbedaan yang bermakna terhadap
kelompok kontrol dan semua kelompok perlakuan, sehingga dapat
dikatakan mempunyai toksisitas terhadap persentase limfosit. Pada
uji LSD untuk neutrofil dosis 0,09 mL/200 gBB memiliki perbedaan
yang bermakna terhadap semua kelompok perlakuan kecuali pada
dosis 0,018 mL/200 gBB dan dapat dikatakan mempunyai toksisitas
terhadap persentase neutrofil. Sedangkan, pada uji LSD untuk
MXD dosis 0,09 mL/200 gBB memiliki perbedaan yang bermakna
terhadap perlakuan dosis 0,45 mL/200 gBB, 2,25 mL/200 gBB, dan
4,5 mL/200 gBB, namun tidak menunjukkan perbedaan terhadap
kelompok kontrol. Hal ini menandakan dosis 0,09 mL/200 gBB tidak
mempunyai kemampuan toksisitas terhadap persentase MXD.

Peningkatan dan penurunan persentase neutrofil dikarenakan
neutrofil berfungsi sebagai agen pertahanan seluler pertama dalam
proses peradangan dan pelukaan untuk membunuh mikroorganisme.
Selain itu, peningkatan dan penurunan neutrofil berhubungan
dengan peningkatan dan penurunan jumlah limfosit, apabila jumlah
neutrofil meningkat maka jumlah limfosit menurun dan begitu juga
sebaliknya. Penurunan limfosit diduga akibat adanya infeksi virus
atau efek dari pemberian obat-obatan seperti sediaan X yang terdiri
dari madu, jintan hitam, dan temulawak maupun karena gangguan
dari lingkungan sekitar (Lestariningrum et al., 2012).

Persentase jenis leukosit pada dosis tertinggi yaitu 4,5 mL/200
gBB memiliki nilai persentase yang lebih rendah jika dibandingkan
perlakuan dosis 0,018 mL/200 gBB. Hal ini bisa dikarenakan tubuh
hewan uji sudah memiliki kekebalan terhadap sediaan X. Selain

itu, juga bisa dikarenakan sediaan X yang diberikan dengan durasi
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2 kali pada dosis tertinggi guna menghindari kematian tikus karena
volume pemberian seidaan yang melebihi kapasitas lambung tikus
memungkinkan terjadinya absorbs sediaan X pada pemberian durasi
pertama yang menyebabkan volume sediaan yang terabsorpsi pada
tubuh tidak sepenuhnya 4,5 mL/200 gBB. Penurunan neutrofil juga
bisa dikarenakan penurunan daya hidup neutrofil dewasa dalam
sirkulasi. Penurunan produk neutrofil dipengaruhi penurunan daya
hidup neutrofil dalam sirkulasi sel, penurunan produk neutrofil
dalam sumsum tulang, dan tidak efektifnya produk neutrofil pada
saat kondisi infeksi akut, septikemia, toksemia, radiasi maupun
meredanya suatu infeksi. Sedangkan, penurunan jumlah limfosit
dari kondisi normal dikarenakan adanya respon terhadap pemberian
sediaan X. Penurunan jumlah limfosit terjadi pada respon terhadap
infeksi virus dan pada pemberian obat-obatan imunosupresif
namun penurunan limfosit bersifat sementara karena sifat limfosit
memiliki kemampuan merespon sistem kekebalan dengan cepat

(Lestariningrum et al., 2012).

Diferensial Leukosit Secara Manual

Perhitungan diferensial leukosit secara manual ini merupakan
tahapan lanjut dari hasil uji diferensial leukosit dengan hematology
analyzer SYSMEX KX-21. Hal ini dilakukan untuk mengetahui
persentase jenis leukosit pada MXD yang merupakan gabungan
dari basofil, monosit, dan eosinofil yang tidak terdeteksi dengan
hematology analyzer. Perhitungan jenis leukosit dengan mikrosop
ini menggunakan apusan darah tepi dan pewarnaan dengan Giemsa.
Pewarnaan pada pada preparat apusan darah tepi dilakukan untuk
memudahkan dalam melihat berbagai jenis sel dan mengetahui

morfologi dari sel-sel tersebut. Penggunaan Giemsa untuk
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pewarnaan dikarenakan sangat baik untuk mengidentifikasi berbagai
sel granulosit dan sel darah lainnya, menghasilkan gambaran inti
yang jelas, dan tahan lama dalam iklim tropis (Ardina dan Rosalinda,

2018). Hasil diferensial leukosit dengan apusan darah tepi dapat

dilihat pada Gambar 12 dan Tabel 7.

(a)

Gambar [V.4. Penampakan monosit (a) dan eosinofil (b) dengan mikroskop

Tabel IV.8. Hasil diferensial leukosit monosit dan eosinofil

Kelompok N | Rata-rata Jenis Leukosit (%) £ SD
Monosit Eosinofil
Normal 3 12,00=+1,00000 1,00 £ 1,00000
Dosis 1 (0,018 mL/200 gBB) [3 |[1,33+1,15470 [ 2,00+ 0,00000
Dosis 2 (0,09 mL/200 gBB) |3 2,33 +0,57735 1,00 = 0,00000
Dosis 3 (0,45 mL/200 gBB) |3 |1,33+£0,57735 1,33 +0,88192
Dosis 4 (2,25 mL/200 gBB) |3 | 1,00+ 0,00000 0,33 +0,33333
Dosis 5 (4,50 mL/200 gBB) 3 0,67 +0,57735 1,00 £0,57735
52 Uji Keamanan Sediaan Mengandung

Ekstrak Pegagan, Kelor Dan Jintan Hitam Terhadap
Daya Hidup, Hemogram Dan Fungsi Hati




Diferensial Leukosit
2,33

Normal Dosis 0.018 Dosis 0.09 Dosis 0,45 Dosis 2.25 Dosis 4.5
ml/200grBB ml/200grBB ml/200grBB ml/200grBB - ml200grBB

o - 0sinofi]l === Nonosit

Gambar IV.5 Grafik persentase rata-rata eosinofil dan monosit

Hasil uji dengan mikroskop dapat diketahui persentase monosit
dan eosinofil. Basofil tidak terlihat hasilnya dengan mikroskop dikare-
nakan untuk melihat jelas morfologi basofil lebih baik menggunakan
pewarnaan Wright (Ardina dan Rosalinda, 2018). Selain itu, basophil
tidak tampak pada pengamatan dikarenakan persentase basofil yang
sangat sedikit dalam darah (Akrom dan Ermawati, 2009) yang mana
ini menunjukkan bahwa sediaan X tidak mampu meningkatkan
jumlah basofil dalam darah. Persentase monosit dan eosinofil tikus
jantan SD menurut He ef al. (2017) adalah 2,84-12,84% (monosit)
dan 0,44-5,44% (eosinofil). Dari hasil pengamatan dapat diketahui
bahwa rerata persentase monosit dan eosinofil masih sesuai rujukan.

Hasil uji analisis data dengan SPSS menunjukkan bahwa
hasil persentase leukosit dan monosit tidak dapat diuji dengan
menggunakan ANOVA karena nilai normalitas Shapiro-Wilk
yang diperoleh untuk eosinofil 0,020 dan monosit 0,028. Hal ini
menandakan data tidak berdistribusi normal karena nilai signifikasi
untuk normalitas kurang dari 0,05. Hasil uji homogenitas dengan

Levene test diperoleh signifikasi eosinofil 0,65 dan monosit 0,77.
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Uji ANOVA tetap tidak bisa dilanjutkan walaupun data homogen
dikarenakan data tidak berdistribusi normal dan harus menggunakan
uji statistik non parametrik.

Uji statistik non parametrik sering disebut uji distribution free
yang berarti bahwa uji ini tidak perlu mengikuti suatu distribusi
tertentu (Doane dan Seward, 2011). Pada uji non parametrik dilakukan
uji Kruskal-Wallis yang bertujuan untuk mengetahui untuk menguji
apakah ada perbedaan yang signifikan antara kelompok variabel
independen dengan variabel dependennya (Jamco dan Balami, 2020)
yang mana uji ini kelompok independen adalah kelompok perlakuan
dan kelompok dependennya persentase eosinofil dan monosit. Hasil
dari uji Kruskal-Wallis diperoleh nilai signifikasi untuk eosinofil
0,305 dan monosit 0,143 yang menandakan bahwa tidak terdapat
perbedaan yang bermakna karena nilai signifikasi lebih dari 0,05.
Selanjutnya, dilakukan uji Mann-Whitney untuk mengetahui ada
atau tidaknya rerata antara dua kelompok perlakuan. Hasil uji Mann-
Whitney dapat dilihat pada Tabel 8.

Tabel IV.9. Hasil uji Mann-Whitney monosit dan eosinofil

Jenis Perlakuan Kontrol | Dosis Dosis Dosis | Dosis Dosis
Leukosit | (mL/200 gBB) 0,018 0,09 0,45 2,25 45
Monosit | Kontrol 0 0,487 0,637 0,346 | 0,121 0,105
Dosis 0,018 0,487 0 0,197 0,814 | 0,480 0,361
Dosis 0,09 0,637 0,197 0 0,099 ]0,034* | 0,043*
Dosis 0,45 0,346 0,814 0,099 0 0,317 0,197
Dosis 2,25 0,121 0,480 0,034* 10,317 |0 0,317
Dosis 4,5 0,105 0,361 0,043* 10,197 0,317 0
Eosinofil | Kontrol 0 0,121 1,000 0,822 10,346 1,000
Dosis 0,018 0,121 0 0,025* 10,487 |0,034* | 0,121
Dosis 0,09 1,000 0,025% 0 1,000 | 0,114 1,000
Dosis 0,45 0,822 0,487 1,000 0 0,346 0,822
Dosis 2,25 0,346 0,034* 0,114 0,346 |0 0,346
Dosis 4,5 1,000 0,121 1,000 0,822 10,346 0

Keterangan (*): berbeda signifikan
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Hasil uji Mann-Whitney pada difrensial leukosit dengan mi-
kroskop untuk monosit dan eosinofil guna melihat perbedaan yang
bermakna antar kelompok perlakuan dengan melihat nilai signifikasi
antara kelompok kontrol dan perlakuan dosis. Hasil uji Mann-Whit-
ney dikatakan berbeda signifikan atau memiliki perbedaan bermakna
apabila < 0,05 dan dikatakan tidak memiliki perbedaan bermakna
jika > 0,05. Hasil signifikasi pada monosit antara kelompok kontrol
dengan perlakuan dosis tidak memiliki perbedaan bermakna dan be-
gitu juga pada eosinofil. Hal ini menandakan sediaan X tidak mem-
punya kemampuan toksisitas terhadap persentase monosit dan eo-
sinofil. Hal ini juga sesusai pada uji LSD untuk MXD yang mana
tidak mempunyai kemampuan toksisitas.

Eosinofil menjadi salah satu bagian dari sel darah putih yang
berperan dalam sistem pertahanan dengan merespon infeksi maupun
alergi, sehingga eosinofil akan meningkat jumlahnya dan langsung
melakukan migrasi ketika terdapat ransangan atau infeksi. Adanya
peningkatan jumlah persentase eosinofil tetapi masih masuk dalam
batas normal hal ini menunjukkan bahwa perlakuan dosis sediaan X
tidak menimbulkan respon alergi pada tikus (Septianto ef al., 2015).
Sel eosinofil dihasilkan oleh sumsum tulang dan setelah matang akan
memasuki darah dan ikut dalam sirkulasi darah (Jatmiko, 2015).
Flavonoid pada sediaan X dapat menghambat aktivasi [L-5 sehingga
jumlah eosinofil akan berkurang (Trisia dan Imun, 2017). IL-5
merangsang perkembangan dan aktivasi eosinofil. IL-5 memberikan
sinyal penting untuk ekspansi dan pergerakan dari sumsum tulang
setelah terpapar baik alergen maupun infeksi (Darmadi et al., 2015).

Sel monosit memiliki fungsi sebagai agen makrofag yang
memfagosit benda asing yang masuk ke dalam tubuh. Adanya
inflamasi kronis atau proses peradangan akan merangsang terjadinya

monositosis atau peningkatan jumlah monosit (Agustiana et al.,
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2020). Sediaan X tidak menimbulkan efek toksisitas pada sel monosit
karena sel monosit memiliki kemampuan fagositosis yang tahan
lama sebagai respon terhadap kekebalan tubuh dan memberikan
kontribusi langsung pada perbaikan jaringan yang rusak. Terjadinya
penurunan monosit ini diduga karena tidak terjadi peningkatan
aktifitas fagositosis terhadap benda asing dalam perbaikan jaringan
yang rusak karena kondisi hewan percobaan yang tergolong dalam
kondisi normal (Lestariningrum et al., 2012). Aktivitas antioksidan
flavonoid pada sediaan X menjaga keutuhan membran sel monosit,
sehingga monosit tetap viabel (hidup, tumbuh serta bertahan hidup)
dan dapat mencegah terjadinya kematian sel. Saat proses fagositosis,
monosit akan menghasilkan radikal bebas yang akan bereaksi
dengan membran sel bakteri dan melisiskan sel bakteri. Akan tetapi,
radikal bebas ini tidak hanya merusak sel bakteri, sel monosit juga
lisis. Flavonoid dari sediaan X mampu melindungi membran lipid
sel monosit terhadap reaksi yang merusak (Supriyana et al., 2019).
Hal ini menandakan sediaan X tidak memiliki toksisitas terhadap

persentase monosit.

C. Pengaruh pemberian MMPK terhadap Fungsi Hati
Analisis kadar SGOT diperlukan untuk mengetahui kerusakan
sel hepatosit, seperti adanya nekrosis hati. Kelemahan menggunakan
metode SGOT adalah tidak spesifik terhadap kerusakan hati. Hal ini
disebabkan karena SGOT juga diekspresikan di dalam sel darah merah
dan jaringan lainnya (otot) secara signifikan. Sama seperti SGOT,
SGPT dilepaskan dari hepatosit yang mengalami kerusakan atau
perubahan permeabilitas memberan sel ke dalam darah. Kadar SGPT
adalah parameter yang paling sering digunakan untuk menentukan
adanya hepatotoksisitas dan dianggap sebagai gold standard

karena sensitivitas dan spesifisitas yang cukup baik. Hasil analisis
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deskriptif menunjukkan rata-rata kadar SGPT serum darah tikus
Sparague Dawley cenderung menurun seiring dengan peningkatan
dosis sedian X terhadap kelompok normal. Rata-rata kadar SGPT
untuk kelompok normal (52,660 + 9,20 U/L), kelompok dosis 0,018
mL/200gBB (52,560 + 9,21 U/L), kelompok dosis 0,09 mL/200gBB
(53,920 £ 9,67 U/L), kelompok dosis 0,45 mL/200gBB (45,260 +
4,69 U/L), kelompok dosis 2,25 mL/200gBB (48,340 + 3,35 U/L),
dan kelompok dosis 4,50 mL/200gBB (35,680 + 3,74 U/L). Hasil uji
One-Way ANOVA didapatkan nilai signifikansi 0,004 (p<0,05) yang
berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar kelompok.

Rata-rata kadar SGOT dan SGPT pada tikus Sparague Dawley
setelah pemberian sediaan X selama 28 hari dapat dilihat pada tabel
Iv.10

Tabel II. 10. Rata-rata kadar SGOT dan SGPT tikus (U/L) tikus SD
yang diberi sediaan MMPK

Kelompok Dosis sediaan | Rata-rata kadar | Rata-rata kadar
minyak biji SGOT (U/L) SGPT (U/L)
jintan hitam [ Nean + SD Mean + SD
(mL/200gBB)

Kontrol Normal - 268,520+ 36,98 | 52,660 + 9,20

Perlakuan dosis 1 | 0,018 271,060 + 49,442 [ 52,560 + 9,21

f Perlakuan dosis 2 | 0,09 237,960 + 18,58 [ 53,920 £ 9,67°

Perlakuan dosis 3 | 0,45 215,400 &+ 32,39 [ 45,260 + 4,69°

Perlakuan dosis 4 | 2,25 216,980 + 15,36° [ 48,340 + 3,35°

Keterangan: a= tidak berbeda signifikan (p>0,05) terhadap kelompok
kontrol normal

b= berbeda signifikan (p<0,05) terhadap kelompok kontrol
normal

Berdasarkan tabel IV.10, menunjukkan adanya perbedaan
signifikan rata-rata kadar SGOT serum tikus Sparague Dawley antar

kelompok perlakuan. Kadar SGOT tertinggi pada kelompok dosis
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0,018 mL/200gBB sebesar 271,060 + 49,44 U/L, sedangkan kadar
SGOT terendah pada kelompok dosis 4,50 mL/200gBB sebesar
167,920 + 27,63 U/L, dan kadar SGOT kelompok kontrol normal
sebesar 268,520+ 36,98 U/L. Dapat dinyatakan bahwa rata-rata kadar
SGOT kelompok normal dengan kelompok dosis 0,018 mL/200gBB
dan kelompok dosis 0,09 mL/200gBB tidak memiliki perbedaan
secara signifikan dengan nilai signifikansi 0,902 dan 0,149 (p>0.05).
Sedangkan untuk kelompok dosis 0,45 mL/200gBB, kelompok dosis
2,25 mL/200gBB, dan kelompok dosis 4,50 mL/200gBB memiliki
perbedaan secara signifikan dengan kelompok normal, dilihat dari
nilai signifikansi sebesar 0,015, 0,018, dan 0,000 (p<0,05), hal ini
menunjukan bawha terjadi penurunan kadar SGOT secara signifikan
dibandinkan kelompok normal. Menurut hasil penelitian Panjaitan
dkk (2007) hewan uji kelompok kontrol memiliki kadar enzim SGOT
sebesar 330.87 U/L. Petterino dan Storino (2006) menyatakan, rata-
rata kadar enzim SGOT pada tikus Sprague Dawley dalam kondisi
normal (tanpa perlakuan) memiliki nilai maksimum 201.89 U/L dan
nilai minimum 56.1 U/L. Oleh karena itu penurunan kadar SGOT
dianggap tidak berpengaruh toksik, hanya berbeda secara statistik
karena rata-rata kadar SGOT masih masuk kedalam range normal.
Berdasarkan tabel IV.10, menunjukkan adanya perbedaan
signifikan rata-rata kadar SGPT serum tikus Sparague Dawley
antar kelompok perlakuan. Kadar SGPT tertinggi pada kelompok
kontrol sebesar 52,660 + 9,20 U/L, sedangkan kadar SGPT terendah
pada kelompok dosis 4,50 mL/200gBB sebesar 35,680 + 3,74 U/L.
Dapat dinyatakan bahwa rata-rata kadar SGPT kelompok normal
dengan kelompok dosis 0,018 mL/200gBB, kelompok dosis 0,09
mL/200gBB, kelompok dosis 0,45 mL/200gBB, dan kelompok dosis
2,25 mL/200gBB tidak memiliki perbedaan secara signifikan dengan
nilai signifikansi 0,983, 0,784, 0,117, dan 0,352 (p>0.05). Sedangkan
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untuk kelompok dosis 4,50 mL/200gBB memiliki perbedaan secara
signifikan dengan kelompok normal, dilihat dari nilai signifikansi
sebesar 0,001 (p<0,05). Petterino dan Storino (2006) menyatakan,
rata-rata kadar enzim SGPT pada tikus Sprague dawley dalam
kondisi normal (tanpa perlakuan) memiliki nilai maksimum 218.1
U/l dan nilai minimum 34.9 U/l. Kadar SGPT normal pada tikus
sebesar 21-52 U/L (Sujono dkk, 2012). Sehingga dapat disimpulkan
bahwa terjadi penurunan kadar SGPT pada dosis 4,50 mL/200gBB
namun masih masuk kedalam range normal, secara keseluruhan rata-
rata kadar SGOT antar kelompok tidak memiliki perbedaan secara
signifikan.

Berdasarkan hasil analisis kadar rata-rata SGOT dan SGPT
pada serum darah tikus tersebut, hampir tidak ada perbedaan
secara signifikan antar kelompok, namun terjadi penurunan kadar
pada beberapa kelompok dosis yang bermakna terhadap kelompok
hitam dapat menurunkan kadar SGOT dan SGPT pada serum
darah tikus. Penurunan kadar SGOT dan SGPT pada serum darah
tikus berhubungan dengan efek hepatoprotektor yang dimiliki
oleh thymoquinone sebagai zat aktif yang terkandung dalam jintan
hitam. Sejalan dengan penelitian yang dilakukan Akrom dkk (2015)
menyebutkan bawha thymoquinone memiliki efek hepatoprotektor
dilihat dari penurunan kadar SGOT dan SGPT pada tikus yang
diinduksi aloksan. Thymoquinone telah dilaporkan dapat mencegah
kerusakan hati pada tikus melalui mekanismenya sebagai antioksidan
dan antiinflamasi (Hiwarima dan Susianti, 2019). Selain itu
Temulawak juga diketahui mempunyai efek sebagai hepatoprotektor
(Candra, 2013). Menurut penelitian yang dilakukan Candra (2013)
menyatakan bahwa pemberian temulawak 7 hari berturut-turut

mampu menurunkan nilai SGOT dan SGPT ayam yang diinduksi
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parasetamol. Sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Sirait
dkk (2014) menjelaskan bahwa terdapat pengaruh pemberian
rimpang temulawak dalam mencegah kerusakan hepar tikus jantan
dewasa galur Sprague Dawley yang diinduksi aspirin. Pemberian
rimpang temulawak dengan dosis 2,6 g/kgBB dan 5,2 g/kgBB
memiliki efek hepatoprotektif terhadap hepar tikus yang diinduksi
aspirin dibandingkan dengan kelompok yang hanya diberi rimpang
temulawak dosis 1,3 g/kgBB. Efek kurkumin sebagai antioksidan
yang mampu menangkap ion superoksida dan memutus rantai antar
ion superoksida (O2 -) sehingga mencegah kerusakan sel hepar.
Curcumin juga mampu meningkatkan gluthation S-transferase (GST)
dan mampu menghambat beberapa faktor proinflamasi , ekspresi gen
dan replikasi virus hepatitis B melalui downregulation dari PGC-
la, sehingga dapat disimpulkan bahwa curcumin dapat dijadikan
alternatif hepatoprotektor pada pasien hepatitis kronis (Marinda,
2014). Selain jintan hitam dan temulawak, madu juga diketahui
memiliki efek sebagai hepatoprotektor. Penelitian yang dilakukan
Avesina dan Ramadhian (2015) menyatakan bahwa Madu memiliki
efek hepatoprotektor terhadap zat toksik, terlihat pada penurunan
kadar enzim SGOT dan SGPT yang merupakan penanda kerusakan
sel hati atau inflamasi, Efek proteksi madu karena terdapat senyawa
biologi aktif seperti vitamin, flavonoid, dan antioksidan yang bekerja
bersama melawan radikal bebas.

Dalam penelitian ini tidak dijumpai adanya kenaikan kadar
SGOT maupun kadar SGPT secara signifikan yang terjadi pada
semua kelompok dosis, namun pada beberapa dosis terdapat
penurunan kadar SGOT dan SGPT terhadap kontrol normal.
Penurunan tersebut bermakna secara statistik namun tidak bermakna
secara klinis dikarenakan kadar SGOT dan SGPT masih masuk ke

dalam range normal teoritis. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
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pemberian sediaan X selama 28 hari tidak menyebabkan efek toksik
terhadap fungsi hati yang dilihat dari kadar SGOT dan SGPT serum
darah tikus yang tidak memiliki perbedaan secara signifikan antar
kelompok dosis. Terdapat beberapa kelompok dosis yang dapat
menurunkan kadar SGOT dan SGPT yang signifikan, namun masih

dalam batas normal.

D. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh

kesimpulan:

1. Pemberian sediaan MMPK selama 28 hari tidak berpengaruh
terhadap jumlah eritrosit, hematokrit dan leukosit tikus jantan
galur Sprague Dawley.

2. Pemberian sediaan MMPK selama 28 hari tidak berpengaruh
terhadap persentase limfosit, eosinofil, dan monosit tikus jantan
galur Sprague Dawley. Namun, berpengaruh terhadap persentase
neutrofil pada perlakuan dosis 0,09 mL/200 gBB.

3. Pemberian sediaan MMPK selama 28 hari tidak berpengaruh
terhadap fungsi hati.
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