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ABSTRAK

Latar belakang. Stroke iskemik menyebabkan hipoksia jaringan otak dan neuron otak akan rusak.
Kemampuan bertahan dan plastisitas yang dimiliki neuron diaktifkan melalui ERK1/2 pathway. Ekstrak
kulit dan biji anggur (Vitis vinifera) menginduksi pengeluaran neurotrophic factor yang berkontribusi
dalam mekanisme ERK1/2 pathway.

Tujuan. Membuktikan bahwa ekstrak kulit dan biji anggur mampu meregenerasi sel saraf pusat baik
dinilai dari segi anatomis maupun fungsi fisiologis.

Metode. Desain eksperimental murni dengan sampel penelitian adalah hewan model 20 tikus strain
Wistar jantan usia 8-10 minggu yang diinduksi stroke dengan cara oklusi arteri karotis interna dan
eksterna.

Hasil. Perbaikan tersebut dilihat dari empat parameter yaitu skor cylinder test, skor ladder rung walking
test, luas infark volume dan jumlah neuron yang rusak.

Simpulan. Hasilnya dosis 50mg/kgBB efektif dalam memperbaiki hasil dari keempat parameter.

Kata kunci: Anggur, ERK1/2 pathway, regenerasi neuron, resveratrol, stroke
ABSTRACT

Background. Ischemic stroke can cause hypoxia in brain tissue and damage the neuron. The defense
ability and plasticity is activated by ERK1/2 pathway. Grape peel and seed extract (Vitis vinifera can induce
release neurotrophic factor that contribute in ERK1/2 pathway mechanism.

Objective. To prove that grape peel and seed extract can regenerate neuron in anatomical and functional
view.

Methods. This research use true experimental design with sample in this research is 20 male 8-10 weeks
old wistar strain rats which are induced stroke by internal and external carotid artery occlusion method.
Results. The repairment is monitored from four parameters, namely cylinder test score, ladder rung
walking test score, extensive infarct volume, and number of damaged neuron.

Conclusion. The result is 50mg/KgBW is effective in repairing neuron. It is seen from the result of
improvement in four parameters explained above.
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PENDAHULUAN

Stroke merupakan penyakit yang dicirikan dengan
hilangnya sirkulasi darah ke otak secara mendadak
dan menyebabkan penurunan fungsi neurologis,’
di mana 87% disebabkan karena stroke iskemik
atau sumbatan.’ Prevalensi stroke di dunia adalah
30.7 juta.’® Di Indonesia, stroke merupakan
penyebab utama kematian, yaitu sebanyak 15.4%
dari seluruh kematian.* Dari 15 juta pasien stroke
setiap tahunnya, 5 juta di antaranya akan
meninggal dan 5 juta di antaranya akan hidup
dengan kecacatan permanen.® Stroke iskemik
terjadi bila pembuluh darah yang memberikan
suplai darah ke otak tersumbat, sehingga sel-sel di
area tersebut tidak mendapatkan nutrisi.® Proses
ini akan menyebabkan kecacatan dan penurunan
fungsi yang permanen.’

Stroke iskemik akan menyebabkan hipoksia dan sel
saraf atau neuron otak akan mengalami kerusakan.
Namun demikian, neuron otak memiliki plastisitas,
yang berpotensi untuk melakukan adaptasi pada
perubahan dan mengkompensasi hilangnya fungsi
pada bagian lain otak untuk membuat fungsi otak
kembali normal.” Plastisitas diaktifkan melalui jalur
ERK 1/2. Jalur ERK 1/2 berlimpah di sistem saraf
pusat dan dapat diaktifkan selama proses iskemik
otak oleh faktor-faktor pertumbuhan, sebagai
contohnya NGF (Nerve Growth Factor) dan BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor).®®

Terapi untuk stroke yang digunakan saat ini adalah
antiplatelet, antikoagulan, dan trombolitik.Namun,
obat-obatan ini tidak dapat meregenerasi neuron
otak yang telah rusak'®. Jika kerusakan neuron
otak dapat diregenerasi, hasilnya akan lebih baik,
dan dengan demikian akan memberikan
kesempatan yang lebih besar untuk memperbaiki
anatomi dan fungsi dari neuron otak.

Resveratrol merupakan komponen polifenol herbal
yang dapat ditemukan pada anggur dan kacang.
Ekstrak resveratrol dapat menurunkan insiden
gangguan neurologis yang terkait usia, termasuk
stroke.' Resveratrol dapat memperbaiki kematian
sel neuron otak akibat stroke.'” Resveratrol juga
dapat mebinduksi pelepasan GDNF (Glial Cell Line-
Derived Neurotrophic Factor) dan BDNF, yang
memiliki peran dalam perkembangan dan
kemampuan neuron otak untuk hidup.™

Kandungan resveratrol yang paling banyak
ditemukan adalah pada anggur (Vitis vinifera),
terutama pada kulit dan bijinya.Kandungan
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resveratrol pada ekstrak kulit dan biji anggur
adalah 3.854 mg/ml dan 3.923 mg/ml."
Resveratrol dapat menembus sawar darah otak
yang bersifat selektif permeabel.”> Tanaman
anggur sendiri dapat tumbuh dengan baik pada
segala cuaca dan relative mudah ditemukan di
Indonesia.

Karena peran anggur vyang mengandung
resveratrol dapat memperbaiki anatomi dan fungsi
neuron otak, penelitian diperlukan untuk

membuktikan fungsi kulit dan biji anggur dalam
meningkatkan regenerasi neuron otak pada hewan
coba yang diinduksi stroke. Sebagai kesimpulan,
terdapat alternatif baru terapi regenatif neuron
otak menggunakan ekstrak kulit dan biji anggur di
masa depan.

METODE PENELITIAN

Sampel. Sampel menggunakan 30 tikus dengan
strain Wistar, berumur 8-10 minggu, dan berat
100-150  gram. Penelitian  dilakukan di
Laboratorium Farmakologi, Universitas Brawijaya,
Malang dan akan dilakukan selama 2 bulan.
Penelitian ini telah disetujui oleh komite etik dari
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya,
Malang.

Induksi Stroke. Induksi stroke akan dilakukan
dengan mengoklusi arteri karotis eksterna dan
interna. Prosedur induksi stroke akan dilakukan
dalam 5 tahap. Tahap pertama ialah, tikus difiksasi
dalam posisi supine, kemudian dilakukan anestesi
dengan ketamin 40 mg/kgBB, rambut bagian leher
dicukur dan disterilisasi dengan alkohol 70% dan
dilakukan antiseptik. Kemudian, dilakukan insisi
pada leher 2-3 cm. kemudian, mencari arteri
karotis interna dan eksterna yang berlokasi di
trakea. Kemudian dilakukan ligasi arteri karotis
eksterna dan interna selama 45 menit dengan
menggunakan benang prolene 6.0. Kemudian, skar
insisi dijahit dengan benang catgut, dan dilakukan
antiseptik, dan ditutup dengan kasa steril dan tikus
diberikan dextrose 10% .

ELISA MMP-9. Dilakukan pengambilan darah
jantung tikus dan serum darah dari hasil
sentrifugasi darah. Serum darah kemudian
dianalisis dengan Mouse Total MMP-9 Quantikine
ELISA kit (R&D systems, United States of America).
MMP-9 akan menentukan tikus ini mengalami
stroke atau tidak. Dari hasil pengukuran MMP-9,
semakin tinggi konsentrasi MMP-9, semakin tinggi
kemungkinan tikus ini mengalami stroke.
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Ladder Rung Walking Test. Pada test ini, tikus
akan berjalan melalui besi-besi berbentuk cilinder
yang diatur secara reguler dengan jarak yang
bervariasi sepanjang 1 meter. Tikus berjalan di

atasnya, dengan kaki kanan dan kaki kiri
bergantian, kemudian akan diobservasi
pergerakkan kakinya. Tikus yang tergelincir

menandakan bahwa penurunan fungsi motorik
pada tikus™.

Cylinder Test. Pada test ini, tikus akan ditempatkan
pada tempat berbentuk silinder yang transparant
dengan tinggi 50 cm dan diameter 12 cm.
Kemudian pergerakan kaki kanan, pergerakan kaki
kiri, dan kedua kaki diobservasi dan dicatat®.

Volume Infark. Volume infark merupakan volume
area otak yang mengalami kerusakan oleh karena
stroke.Area infark ditandai dengan area yang lebih
pucat daripada daerah sekitarnya. Volume infark
dihitung dengan rumus:
(L14L21+L41+L61)*200um. L merupakan daerah
dengan area infark dan angka di belakang L
merupakan nomer potongan slide, sebagai contoh
L21 berarti area permukaan infark potongan slide
ke 21. L dihitung dengan menggunakan CellSens®
Digital Imaging Software. Irisan pertama dimulai
dari kiasma optikus, dan jarak di antara potongan
slide ialah 10 um.

Jumlah Neuron yang Rusak. Jumlah neuron yang
rusak dikarakteristik dengan adanya nuklei
piknotik, vakuolisasi, sitoplasma sitotoksik, dan
kolegenasi matriks. Kemudian dihitung jumlah
neuron yang rusak dari setiap potongan slide
dengan menggunakan Imagell software. Jumlah
dari neuron yang rusak dihitung per lapangan
pandang dengan pembesaran 400x. Jumlah dari
neuron yang rusak dalam 10 lapang pandang
dijumlahkan dan hasilnya dirata-rata pada setiap
kelompok.

Analisis Statistik. Hasilnya dianalisis dengan
mengguankan SPSS 17.Perbedaan antar kelompok
dikonfirmasi dengan ANOVA. Semua data
ditampilkan sebagai rata-rata dan p<0.05 berarti
secar statistik signifikan.

HASIL PENELITIAN
Fungsi motorik: Ladder Rung Walking Test

Perbedaan Skor Ladder Rung Walking

Test Sebelum dan Setelah Stroke
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Gambar 1. Perbedaan skor ladder rung walking test
sebelum dan setelah stroke.

Gambar 1 diatas menunjukkan rata-rata
perbedaan nilai dari masing-masing kelompok dan
hasilnya adalah, kelompok kontrol positif tidak
menunjukkan perbaikan dalam fungsi motorik.
Pada kelompok dosis pertama (50mg/kgBB) dari
kulit anggur dan biji ekstrak perbedaan skor adalah
0,12.Pada kelompok dosis kedua (100mg / kgBB)
perbedaan skor adalah 0,06, yang berarti bahwa
ada peningkatan fungsi motorik pada kelompok
ini. Dalam kelompok ketiga dosis (200mg/kgBB),
dengan perbedaan skor 0,038, menunjukkan
adanya perbaikan tetapi tidak sebesar kelompok
dosis pertama (50mg/kgBB) dan dosis kedua
(100mg/kgBB), p = 0,001 (p <0,05).

Fungsi motorik: Cylinder Test

Perbedaan Skor Cylinder Test Sebelum
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Gambar 2. Perbedaan skor cylinder test sebelum dan
setelah stroke.

Gambar 2 diatas menunjukkan rata-rata
perbedaan nilai dari masing-masing kelompok dan
hasilnya adalah kelompok kontrol positif,

kelompok dosis pertama (50mg / kgBB), kelompok
dosis kedua (100mg / kgBB), dan kelompok dosis
ketiga (200mg / kgBB), menunjukkan perbaikan
fungsi motorik dengan perbedaan skor yang
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berurutan 0,12; 0,06; 0,12; dan 0,09. p = 0.319 (p>
0,05).

Penilaian anatomi: Jumlah Neuron yang Rusak
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Gambar 3. Hasil potongan otak dan diagram hasil
neuron otak yang rusak.

Gambar 3A (1) menunjukkan morfologi neuron
otak yang normal. Gambar 3A (2) menunjukkan
neuron otak yang rusak. Gambar 3A (3,4,5)
menunjukkan peningkatan morfologi neuron otak
setelah pemberian ekstrak. Hal ini berarti ekstrak
kulit dan biji anggur dapat meningkatkan morfologi
neuron otak yang infark mendekati normal.
Gambar 3B menunjukkan bahwa pada kelompok
kontrol negatif tidak ada neuron yang rusak sama
sekali. Pada kelompok kontrol positif ada 193
neuron yang rusak. Pada kelompok dosis pertama
(50mg / kgBB) ada 111 neuron rusak.Pada
kelompok dosis kedua (100mg / kgBB) ada 90
neuron yang rusak.Pada kelompok dosis ketiga
(200mg / kgBB) ada 47 neuron yang rusak.p =
0,000 (p <0,05).

Penilaian Anatomi: Volume Infark
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Gambar 4. Hasil potongan otak dan diagram hasil
volume infark otak
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Gambar 4A (1) menunjukkan irisan otak normal
ditandai dengan tidak ada daerah yang pucat,
semua daerah berwarna merah.Gambar 4A (2)
menunjukkan daerah pucat yang luas ditandai
dengan garis batas bewarna merah.Gambar 4A (3,
4, 5) menunjukkan daerah pucat lebih kecil dari (2)
yang ditandai dengan garis batas bewarna merah.
Hal ini menunjukkan bahwa ekstak kulit dan biji
anggur dapat membantu mengurangi volume
infark. Gambar 4B menunjukkan bahwa pada
kelompok kontrol negatif tidak ada daerah infark
sama sekali. Pada kelompok kontrol positif volume
infark adalah 48998112.950um®. Pada kelompok
dosis pertama (50mg/kgBB) volume infark adalah
14334585.175um’. Pada kelompok dosis kedua
(100mg/kgBB) volume infark adalah
13047749.250um3. Pada kelompok dosis ketiga
(200mg/kgBB) volume infark adalah
8782341.925um’ p = 0,027 (p <0,05).

Analisis keempat parameter setelah pemberian
ekstrak kulit dan biji anggur, berkorelasi satu sama
lain dengan hasil sebagai berikut: 1) Semakin tinggi
skor ladder rung walking test, maka jumlah neuron
yang rusak juga lebih banyak, dengan korelasi =
0,629 dan p = 0,009 (p <0,05); 2) Semakin tinggi
skor ladder rung walking test, maka volume infark
lebih luas, dengan korelasi = 0,505 dan p = 0,046 (p
<0,05); 3). Semakin luas volume infark maka
jumlah neuron yang rusak lebih banyak, dengan
korelasi = 0,589 dan p = 0,016 (p <0,05).

Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan
dengan metode yang berbeda dalam menginduksi
stroke dalam hewan coba. Metode induksi stroke
diharapkan dapat memberikan lokasi otak yang
lebih spesifik sehingga dapat memberikan hasil
pengobatan pasca stroke yang lebih baik pula.
Penelitian ini juga dapat ditindaklanjuti pada
penelitian tentang efek samping dari ekstrak biji
dan kulit anggur terhadap hewan coba. Hal ini
akan dapat berujung pada penelitian yang lebih
lanjut jika diterapkan pada manusia yang terkena
stroke.

SIMPULAN

Fungsi Motoris. Pada tes ladder rung walking
ditemukan bahwa ada perbedaan yang signifikan
pada kelompok dosis 50 mg/KgBB dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif. Penilaian
Anatomis. Berdasarkan volume infark otak pada
hewan coba, ketiga dosis ekstrak kulit dan biji
anggur memiliki tingkat efektifitas yang sama
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dalam menurunkan volume infark. Berdasarkan
jumlah neuron vyang rusak, perbedaan yang
signifikan ditemukan dari ketiga dosis jika
dibandingkan dengan kontrol positif jadi
pemberian ketiga dosis ekstrak dapat menurunkan
jumlah neuron yang rusak jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif.
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