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ABSTRAK

Tolak ukur kerusakan fungsi jantung terletak pada LDH, CPK, CK-MB serta histopatologi organ jantung.
Penelitian ini bertujuan mengetahui toksisitas subkronik 28 hari ekstrak metanolik daun benalu teh dan benalu
mangga (EMBTBM) terhadap fungsi jantung tikus wistar betina dengan metode eksperimental. Dalam
menganalisis data, diggunakan uji ANOVA dengan aplikasi Jamovi 1.0 1.0. Sebanyak 20 ekor tikus wistar betina
yang digunakan sebagai hewan uji. Kemudian dibedakan menjadi 4 perlakuan yaitu kontrol, perlakuan 1 dosis
250 mg/KgBB, perlakuan 2 dosis 500 mg/KgBB dan perlakuan 3 dosis 1000 mg/KgBB yang masing-masing
berisi 5 tikus. Dari hasil penelitian diperoleh bahwa EMBTBM positif mengandunng flavonoid berupa quersetin
dan rutin sehingga dapat menurunkan kadar LDH, CPK dan CK-MB pada tikus wistar betina, serta aman terhadap
histopatologi organ jantung tikus wistar betina. Dosis optimum pada tikus wistar betina terletak pada kelompok
perlakuan P1 yakni 250 mg/KgBB.

Kata kunci: Toksisitas, Ekstrak, Biokimia Klinis, Histopatologi, Fungsi Jantung.

ABSTRACT

Benchmark damage to heart function lies in LDH, CPK, CK-MB as well as histopathology of heart organs. This
study aims to determine the 28-day subchronic toxicity of methanolic extracts of tea parasites and mango parasites
(EMBTBM) on the heart function of female Wistar rats by experimental methods. In analyzing the data, the
ANOVA test was used with the Jamovi application 1.0 1.0. A total of 20 female Wistar rats were used as test
animals. Then divided into 4 treatments, namely control, treatment 1 dose 250 mg/KgBW, treatment 2 dose 500
mg/KgBW and treatment 3 dose 1000 mg/KgBW, each containing 5 mice. From the results of the study, it was
found that EMBTBM positively contained flavonoids in the form of quercetin and rutin to reduce LDH, CPK, and
CK-MB levels in female Wistar rats, and be safe against the histopathology of the heart organs of female Wistar
rats. The optimum dose for female Wistar rats was in the P1 treatment group, namely 250 mg/KgBW.
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Pendahuluan

Indonesia merupakan negara dengan tingkat keanekaragaman hayati tertinggi dengan total flora
yang dimiliki sekitar 30.000 spesies yang menyumbang 80% jenis flora di dunia [26]. Hal tersebut tidak
menutup kemungkinan jika terdapat tumbuhan parasit, dikatakan sebagai tumbuhan parasit apabila
hidupnya bergantung pada tumbuhan lainnya [32]. Seperti famili Loranthaceae yakni benalu teh dan
mangga yang menancapkan 40% akar terhadap inangnya, sehingga benalu teh dan mangga tergolong
sebagai hemiparasit [31][32]. Perlu diketahui bahwa segala tumbuhan dapat dihinggapi oleh benalu
yang menyebabkan terganggunya pertumbuhan inang bahkan berujung kematian [31].

Secara umum masyarakat beranggapan bahwa benalu adalah tumbuhan yang tidak memiliki
manfaat bahkan merugikan, padahal dalam Al-Qur’an Surah Al-Imron ayat 191 dijelaskan jika Allah
SWT tidak menciptakan segala sesuatu dengan sia-sia. Selaras dengan hasil penelitian terdahulu yang
membuktikan bahwa benalu teh memiliki senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid juga secara
invitro bisa mengurangi kontraktilitas pembuluh darah arteri ekor tikus terpisah dan secara invivo pada
tikus hipertensi benalu teh mampu memperbaiki disfungsi endotel, stress oksidatif, meningkatkan kadar
NO, menurunkan kadar MDA serta tekanan darah [2][3][4][5][6][7]. Disisi lain melalui uji toksisitas
sub-kronik 28 hari benalu teh terbukti aman pada tikus wistar betina [20][24][10].

Dalam membuat sediaan herbal yang aman untuk manusia perlu adanya kombinasi bahan
herbal dan beberapa tahapan uji seperti uji toksisitas 28 hari pada hewan coba agar mengahasilkan dosis
optimum [27] [13][18]. Oleh sebab itu diambillah benalu mangga sebagai kombinasi untuk dilakukan
uji toksisitas sub-kronik 28 hari terhadap fungsi jantung tikus wistar betina karena satu famili dengan
benalu teh serta memiliki kandungan senyawa yang sama [31][32][5].

Material dan Metode

Bahan dan Alat

Penelitian ini menggunakan benalu teh (Scurrula atropurpurea (Bl) Dans), benalu mangga
(Dendrophtoe petandra (L) Miq), metanol 90%, aquades, ekstrak metanolik kombinasi daun benalu teh
dan benalu mangga (EMBTBM), tikus wistar, susu pap (makanan hewan coba), air mineral refil
(minuman hewan coba), sekam, ketamine (bius), formalin dan larutan PBS sebagai bahannya.

Alat yang digunakan adalah labu ukur, corong, pipet, mortar, blender, saringan, batang
pengaduk, botol kaca, cawan petri, timbangan analitik, oven, botol 1 L, evaporator, alat sonde, kandang,
tempat makan dan minum tikus, latex, masker, spuit injeksi 2 ml, papan parafin blok, botol organ,
tabung centrifuge, lemari pendingin, miksroskop, camera, kertas label.

Metode

Penelitian ini dilakukan setelah memperoleh izin dari Komisi Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang dengan nomor: 369/EC/KEPK/06/2015. Metode yang
digunakan adalah eksperimen dengan desain penelitian rancangan acak lengkap kemudian
menggunakan analysis of variance one way melalui aplikasi Jamovi 1.0.1.0 dalam mengolah data.
Hewan coba yang digunakan adalah tikus wistar betina sebanyak 20 ekor, lalu dibagi menjadi empat
kelompok sesuai rumus frederer yaitu kontrol, perlakuan 1 (dosis 250 mg/kgBB), 2 (dosis 500
mg/kgBB) dan 3 (dosis 1000 mg/kgBB) yang masing-masing terdapat 5 ekor. Disusul dengan
mengamati biokimia klinis berupa LDH, CPK dan CK-MB serta histopatologi organ jantung tikus
wistar betina.

Cara Kerja

Simplisia: Dalam pembuatan simplisia dipilih daun benalu teh dan benalu mangga yang tidak
berjamur kemudian diidentifikasi di Balai Materia Medica Batu dan diujikan kandungan senyawanya
di Laboratorium Fitokimia BMM Batu. Setelah itu dilakukan pengeringan menggunakan oven dengan
suhu 70°C sampai benar-benar kering, lalu diblender hingga menjadi serbuk simplisia [6][7][8][9].
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Ekstraksi: Maserasi adalah cara yang digunakan dalam mengekstrak 100 gram serbuk simplisia daun
benalu teh dan benalu mangga, dengan menggunakan pelarut metanol 95% sebanyak 1000 ml selama 1
jam pengocokan dalam botol 1 L sampai homogen [13]. Tujuan dilakukannya pengocokan agar metanol
dapat mengikat senyawa aktif yang terkandung dalam daun benalu teh maupun benalu mangga [16].
Setelah itu dibiarkan agar terbentuk 2 lapisan yaitu natan dan supernatan dalam kurun waktu 1 hari atau
24 jam. Jika 2 lapisan tersebut terbentuk selanjutnya diambil lapisan atas yakni supernatan untuk
dilakukan proses pemisahan metanol menggunakan evaporator hingga terbentuk pasta
[191[171[61[71[8][9]. Perbandingan kombinasi daun BTBM adalah 3 untuk daun benalu teh dan 1 untuk
daun benalu mangga.

Dosis: Sesuai dengan peraturan BPOM, dalam menggunakan dosis dilakukan pembedaan dari setiap
kelompok perlakuan yakni rendah (250 mg/kgBB) untuk P1, sedang (500 mg/kgBB) untuk P2 dan
tinggi (1000 mg/kgBB) untuk P3 [13]. Pemberian dosis EMBTBM juga melihat berat badan setiap tikus
dengan rumus sebagai berikut:

a. Perhitungan dalam menentukan mg EMBTBM yang akan dilarutkan pada pelarut
Berat badan

(mg) = —Toog X Dosis

b. Perhitungan volume pelarut

Gram ekstrak

1 Pel P) = 1
Volume Pelarut (VP) Rata — rata gram p— Volume sonde

c. Perhitungan volume sonde untuk masing-masing tikus
volume sondenya adalah 1 mL/100 gram berat badan. Jika menggunakan minyak nabati
standartnya tidak melebihi 1 mL/100 gram berat badan, akan tetapi jika menggunakan pelarut
aquadest (air murni) bisa sampai 2 mL/100 gram berat badan.

Berat badan tikus
Volume (V) = 100 x1

Pemeliharaan Hewan Coba: Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus wistar
betina berusia 3 bulan dengan berat badan sekitar 100-200 gram sebanyak 20 ekor. Dari total
keseluruhan hewan coba dibagi menjadi 4 yaitu 5 ekor pada kelompok kontrol dan masing-masing 5
ekor pada kelompok P1, P2 serta P3. Tikus wistar betina diaklimatisasi terlebih dahulu agar bisa
beradaptasi dengan lingkungan Laboratorium Animal House Fakultas Kedokteran UNISMA selama 1
minggu. Perawatan hewan coba baik makan dan minum dilakukan sesuai standar laboratorium dengan
penimbangan berat badan dilakukan sekali seminggu sebagai acuan pemberian dosis.

Pemberian Sonde EMBTBM: EMBTBM diberikan melalui oral dengan cara disonde selama
28 hari yang setiap minggunya dilakukan 5 kali penyondean. Kegiatan ini dilakukan di
Laboratorium Animal House Fakultas Kedokteran UNISMA dengan acuan berat badan pada setiap
tikus sebagai takaran dosis [13].

Pembedahan dan Pengambilan Sampel Darah serta Organ: ketika sudah 28 hari paparan
toksik, tikus wistar betina dibedah untuk diambil sampel darah dan organ jantungnya di Laboratorium
Pusat UNISMA. Pembedahan dilakukan secara vertikal dari abdomen ke arah thorax sampai terbuka
keseluruhan bagian abdomen, alat yang digunakan sesuai kualifikasi laboratorium. Pengambilan sampel
darah dilakukan menggunakan spluit injection sebanyak 5 ml. Organ jantung diambil kemudian dicuci
menggunakan buffer KCL & PBS 25 Mm, lalu disimpan di botol organ yang berisi formalin.
Pemeriksaan Biokimia Klinis dan Histopatologi: Sampel darah dan organ jantung yang sudah
diambil kemudian dikirim ke Bromo Klinik Malang untuk uji biokimia klinis (LDH, CPK, dan CK-
MB) serta Laboratorium Histo PA Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya untuk pembuatan
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preparat. Hasil dari Lab Histo PA FK UB kemudian diamati di bawah mikroskop Laboratorium Halal
Center UNISMA perbesaran 4 X 10. Dalam pengamatan histopatologi organ jantung tikus wistar betina
dilakukan dengan perhitungan sel yang mengalami piknosis, karioreksis dan kariolisis.

Analisis Data: Pada penelitian ini digunakan aplikasi jamovi 1.0.1.0 untuk menganalisis data yang
diperoleh dari pengamatan biokimia Kklinis dan histopatologi. Perbedaan nilai rerata dianalisis melaui
uji one-way Analiysis of Variance lalu test Duncan untuk mengetahui perbedaan antara kelompok
kontrol dan perlakuan (P>0,05). Uji ini dilakukan karena bisa membandingkan 2 atau lebih kelompok
serta memiliki tingkat kepercayaan sebanyak 95%.

Hasil dan Diskusi

Hasil Penelitian

Pengamatan biokimia klinis berupa LDH, CPK dan CK-MB serta histopatologi organ jantung
adalah salah satu cara untuk mengetahui toksisitas sub-kronik 28 hari terhadap fungsi jantung tikus
wistar betina pada penelitian ini. Setelah dilakukan metode dan cara kerja sesuai prosedur, diperoleh
hasil penelitian sebagai berikut.
Pengujian Biokimia Klinis: Pada masing-masing kemompok pengujian biokimia klinis berupa
enzim LDH, CPK dan CK-MB tikus wistar betina dengan paparan EMBTBM selama 28 hari setelah
dianalisis terlihat perbedaan rerata serta standar deviasi seperti gambar di bawah.
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Gambar 5.1 Histogram Rerata Kadar LDH (Lactate Dihidrogenase)
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Gambar 5.2 Histogram Rerata Kadar CPK (Creatine Phosphokinase)
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Gambar 3 Histogram Rerata Kadar CK-MB (Creatine Kinase Myocardium Band)

Berdasarkan hasil uji ANOVA (P>0,05), ?) secara signifikan semua perlakuan P1, P2 dan P3
tidak berbeda nyata dengan K. K: Kontrol (Tidak diberi EMBTBM), P1: Perlakuan 1 (Diberi EMBTBM
dengan dosis 250 mg/KgBB), P2: Perlakuan 2 (Diberi EMBTBM dengan dosis 500 mg/KgBB), P3:
Perlakuan 3 (Diberi EMBTBM dengan dosis 1000 mg/KgBB).

Pengujian Histopatologi: Nampak nilai rata-rata dan standar deviasi histopatologi sel jantung yang
mengalami piknosis, karioreksis dan kariolisis dari setiap kelompok setelah pemberian secara oral 28
hari EMBTBM pada tikus wistar betina memiliki perbedaan sebagaimana gambar berikut.
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Berdasarkan hasil uji ANOVA (P>0,05), ?) secara signifikan semua perlakuan P1, P2 dan P3
tidak berbeda nyata dengan K. K: Kontrol (Tidak diberi EMBTBM), P1: Perlakuan 1 (Diberi EMBTBM
dengan dosis 250 mg/KgBB), P2: Perlakuan 2 (Diberi EMBTBM dengan dosis 500 mg/KgBB), P3:
Perlakuan 3 (Diberi EMBTBM dengan dosis 1000 mg/KgBB).

Pembahasan

Pengujian Biokimia Klinis: Biokimia klinis yang diujikan dari sampel darah tikus wistar betina
setelah pemberian EMBTBM selama 28 hari adalah enzim LDH, CPK, dan CK-MB. Dipilihnya enzim
tersebut karena merupakan tolak ukur kerusakan yang terjadi pada organ jantung.

Enzim LDH atau Lactat Dihidrogenase merupakan enzim yang keberadaanya dapat dijadikan
patokan terjadinya kerusakan sel jantung [11][21]. Pada penelitian uji toksisistas sub-kronik 28 hari
EMBTBM ini, setelah dianalisa menggunakan uji statistik Analysis of Variance dihasilkan histogram
(Gambar 1). Dari gambar tersebut terlihat jelas perbedaan disetiap kelompok kontrol dan perlakuan
dengan nilai rerata tertinggi dimenangkan oleh kelompok kontrol, sedangkan pada kelompok P2 dosis
500 mg/kgBB mendapatkan nilai rerata dan standar deviasi terendah dari seluruh kemlompok sebesar
2269,6 + 355,2. Uji statistik melihatkan bahwa nilai rerata pada masing-masing kelompok perlakuan
tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol, yang berarti bahwa EMBTBM tidak bersifat toksik
terhadap enzim LDH (P>0,05). Enzim LDH dapat menjadi radikal hidroksil yang mengakibatkan
kerusakan sel [33]. Apabila radikal bebas tidak bisa ditangani oleh antioksidan dalam tubuh, maka
berujung pada peningkatan Ca2*yang disusul dengan terjadinya peningkatan tekanan darah [15][22][5].
EMBTBM setelah pengujian di Lab Fitokimia BMM Batu terbukti memiliki kandungan flavonoid yang
berperan sebagai antioksidan eksogen untuk mendonorkan ion hidrogennya kepada oksidan agar stabil
[29][1]. Oleh sebab itu EMBTBM dapat menurunkan kadar LDH tikus wistar betina sesudah 28
pemapaparan.

Enzim Creatine Phosphokinase atau CPK dapat digunakan untuk penanda sel jaringan otot
yang rusak [14][28]. EMBTBM bisa merangsang otot polos dan NO pada endotel tersintesis melalui
proses vasodilatasi sehingga kontraksi otot gagal terjadi, dengan kata lain dapat menghambat kerja CPK
untuk mengaktifkan konraksi otot [34]. Hasil pengukuran CPK di Bromo Klinik Malang ditunjukkan
pada gambar 2 di atas. Terlihat nilai rerata kadar CPK pada kelompok perlakuan terjadi penurunan
diabanding kelompok kontrol, dengan nilai rerata dan standar deviasi terendah diperoleh kelompok P2
sebanyak 713,8 + 271,7 dosis 500 mg/kgBB. Nilai rerata yang diperoleh dari percobaan tersebut di uji
statistik sesuai prosedur metode dan cara kerja di atas. Setelah itu dihasilkan bahwa nilai signifikan
kelompok perlakuan tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol yaitu P>0,05, maka EMBTBM tidak
besifat toksik dan dapat menurunkan kadar CPK tikus wistar betina.

Enzim yang terfokus sebagai penanda kerusakan sel otot jantung adalah Creatine Kinase
Myocardium Band atau CK-MB dengan sitosol sebagai tempat mekanismenya [30]. Pada gambar 3 di
atas nampak nilai rerata dan standar deviasi pada msing-masing kelompok berbeda serta terjadi
penurunan secara continue pada kelompok perlakuan. Nilai rerata dan standar deviasi terkecil terjadi
pada kelompok P3 yakni 1434 + 430,3 yang berbeda jauh dengan kelompok kontrol yaitu 2762,4 +
862,2. Uji statistik menunjukkan bahwa nilai signifikan kelompok kontrol tidak berbeda nyata dengan
kelompok perlakuan atau P Value lebih dari 0,05. Maka pemberian EMBTBM dapat menurunkan serta
tidak bersifat toksik terhadap enzim CK-MB tikus wistar betina selama paparan 28 hari. CK-MB
merupakan isoenzim yang termasuk Creatine Kinase sehinggan mempunyai kinerja yang sama dalam
proses pembentukannya [23]. Konsentrasi CK-MB berbanding lurus dengan tingginya kerusakan sel
otot jantung.

Dosis yang optimum dalam uji toksisitas sub-kronik 28 hari EMBTBM terhadap biokimia klinis
tikus wistar betina ini adalah dosis 250 mg/kgBB. Karena apabila pada dosis rendah saja sudah
menghasilkan perubahan yang baik, maka tidak perlu dilakukan penambahan dosis lagi supaya
menghindari kepekatan. Semakin pekat takaran suatu dosis maka semakin tinggi pula tingkat
ketoksikannya [13].
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Pengujian Histopatologi: Tolak ukur kerusakan organ jantung dapat juga dilihat melalui
pengamatan histopatologinya. Organ jantung tikus wistar betina yang terkena paparan EMBTBM
selama 28 hari dilakukan pembuatan preparat di Labortorium Histo PA FK UB, kemudian diamati
perubahan sel yang terjadi dibawah mikroskop cahaya elektrik binokuler perbesaran 400X pada
Laboratorium Halal Center UNISMA. Setelah dilakukan pengamatan diperoleh hasil penelitian
sebagaimana gambar 4, 5 dan 6 di atas. Sel yang diamati dari histopatologi adalah sel yang mengalami
nekrosis seperti piknosis atau kromatin yang mengalami kondensasi dan penyusutan sel, karioreksis
yaitu perubahan inti sel dari menyusut menjadi fragmen serta hilangnya kromatin disebabkan oleh
degradasi sehingga DNA menghilang atau bisa disebut kariolisis [25]. Berikut gambar sel jantung yang
mengalami piknosis, karioreksis dan kariolisis.
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Gambar 7 Histopatologi Organ Jantung (Cor)

K: Kontrol (Tidak diberi EMBTBM), P1: Perlakuan 1 (Diberi EMBTBM dengan dosis 250
mg/KgBB), P2: Perlakuan 2 (Diberi EMBTBM dengan dosis 500 mg/KgBB), P3: Perlakuan 3 (Diberi
EMBTBM dengan dosis 1000 mg/KgBB).

Sel jantung tikus wistar betina setelah dilakukan percobaan yang mengalami piknosis terlihat
jelas pada histogram gambar 4 di atas. Pada masing-masing kelompok perlakuan memiliki nilai rerata
dan standar deviasi berbeda dengan nilai terkecil pada kelompok P1 dosis 250 mg/kgBB yaitu 48 +
9,82. Pada kelompok P1 mengalami penurunan dibanding kelompok kontrol dan terjadi penaikan nilai
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rerata pada dosis sedang serta tinggi. Ini membuktikan bahwa semakin tinggi takaran dosis maka
semakin pekat sedian herbal yang membuat kerusakan pada sel [13]. Senyawa flavonoid yang
terkandung di EMBTBM terbukti dapat menurunkan sel yang mengalami piknosis pada organ jantung
tikus wistar betina serta aman dengan dosis rendah yaitu 250 mg/kgBB. EMBTBM terbukti aman
terhadap sel jantung karena nilai rerata kelompok perlakuan tidak berbeda nyata dengan kelompok
kontrol (P>0,05).

Sel karioreksis organ jantung tikus wistar betina sesudah percobaan nampak terjadi penaikan
nilai rereta pada kelompok perlakuan daripada kelompok kontrol. Pada dosis 1000 mg/kgBB yang
merupakan dosis tertinggi mendapatkan nilai rerata dan standar deviasi tertinggi sebesar 95,11 + 42,05.
Walau terjadi penaikan nilai rerata pada kelompok perlakuan tetap dianggap aman karena nilai
signifikannya tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol yaitu P>0,05. Maka terbukti bahwa
EMBTBM aman terhadap sel jantung tikus wistar betina setelah 28 hari paparan. Sedangkan sel organ
jantung yang mengalami Kariolisis dapat dilihat melalui histogram gambar 6. Pada dosis 250 mg/kgBB
mengalami penurunan daripada kelompok kontrol, dengan kata lain EMBTBM dapat menurunkan sel
kariolisis organ jantung tikus wistar betina. Akan tetapi pada kelompok P2 dan P3 terjadi penaikan
dibanding P1. Maka takaran dosis EMBTBM yang tidak tepat dapat menambah jumlah sel kariolisis
pada jantung, karena nilai toksik berbanding lurus dengan tingginya konsentarsi dosis [13]. Agar dapat
mengetahui toksik atau tidaknya EMBTBM sehingga menyebabkan kariolisis, maka diujilah nilai rerata
menggunakan one-way Analysis of Variance dan Test Duncan. Kemudian diperoleh hasil bahwa nilai
signifikan kelompok perlakuan tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol atau P>0,05 yang berarti
EMBTBM aman terhadap sel jantung tikus wistar betina.

Pada pengamatan histopatologi ini didapatkan dosis EMBTBM yang efisien pada tikus wistar
betina pada kelompok P1 yaitu 250 mg/kgBB. Penetapan dosis optimum ini didasarkan pada peraturan
pemerintah yang mengatakan jika pada dosis rendah sudah menghasilkan perubahan yang baik, maka
dosis tersebut dapat dijadikan sebagai patokan dosis yang efisien. Karena semakin tinggi dosis semakin
tinggi pula kepekatannya sehingga bisa merusak sel [13].

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji toksisitas sub-kronik 28 hari EMBTBM terhadap
fungsi jantung tikus wistar betina, dapat ditarik kesimpulan bahwa EMBTBM tidak bersifat
toksik serta dapat menurunkan kadar biokimia klinis berupa LDH, CPK dan CK-MB. Pada
pengamatan histopatologi organ jantung terbukti aman untuk tikus wistar betina karena P>0,05
atau tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol. Sedangkan dosis optimum EMBTBM pada
tikus wistar betina terdapat pada kelompok perlakuan P1 yaitu 250 mg/kgBB.
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