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Abstract

Backgound. iNOS enzyme was secreted by immunocompetent cells during pathogenesis of diseases
involving inflammation. The enzyme catalized a reaction resulting in nitric oxide radical (NO') in
large amount. The radical reacts with superoxide (02 (1 ) to yield peroxynitrite ( ONOO [ ) which
are highly reactive and toxic to the tissues. Kayumanis (C.burmanii) was considered rich with
compounds overcoming iNOS secretion. This is the initial study of kayumanis potency in reducing
INOS expression. Diabetes is one of many diseases with high level of serum iNOS and was choosen
for the study.

Purpose. To study kayumanis potency in reducing serum iNOS of a diabetic conditions.

Methode.5 groups of rats, each 5, four groups of which were intraperitoneally injected by aloxan at
dose of 150 mg/Kg BW to induce hyperglycemia. The another group recieved no treatment. Three
groups of diabetic rats were treated with C. Burmanii each day at dose of 0. 5 ml, 1 ml, and 2 ml
respectively for 14 days. The remained diabetic group was untreated. Serum iNOS were measured by
ELISA. iNOS data were statistically analyzed using ANOVA followed by LSD test (p < 0.05).

Results. C.burmanii dose of 1 ml reduced serum iNOS of diabetic rats (p < 0.05). The two other doses
of C.burmanii did not reduced the enzyme (p > 0.05).

Conclusion. C. Burmanii may have potention of reducing iNOS serum in diabetic condition.
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Pendahuluan radikal ini diproduksi berlebih dalam jaringan
Kejadian beberapa penyakit berhubungan karena keadaan  patologi, maka terdapat
dengan proses radang yang menyebabkan mekanisme  untuk  mengatasi  kelebihan
radikal superoksida (O, [ ) dan NO° tersebut, seperti superoxide dismutase (SOD)
meningkat dengan konsekuensi peroksinitrite akan menetralkan superoksida sedangkan NO
(ONOO [ ) yang terbentuk dari hasil reaksi akan berubah cepat menjadi nitrat (4). NO
dua radikal tersebut juga meningkat (1). synthase adalah enzim yang menghasilkan NO
Dampak  fisiologi dan patologi  dari dari subtrat utama asam amino L-arginine.
peroksinitrit ~ dapat dikenali dari berbagai Senyawa lain yang dibutuhkan adalah oksigen
penyakit seperti; kelainan neurodegeneratif, dan NADPH. Terdapat 3 isoform yaitu; NOS |
kardiovaskuler, infeksi, dan diabetes (2). (neuronalNOS- nNOS), NOS Il
Superoksida dan NO dalam jumlah yang (inducibleNOS-iNOS), dan  NOS 1l
seimbang dengan kebutuhan fisiologi berperan (endothelial NOS-eNOS). Sebutan-sebutan
dalam beberapa proses signaling (3). Jika dua tersebut merefleksikan jaringan dimana enzim
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tersebut utamanya diproduksi (eNOS dan
nNOS) atau kecenderungan untuk disintesa
sebagai respon terhadap sitokin  atau
endotoksin (iNOS). Enzim iNOS diekspresi
jika terdapat peningkatan sitokin dan
merupakan bagian dari mekanisme pertahanan
tubuh. Meskipun demikian NO dalam jumlah
berlebihan akan menyebabkan kerusakan sel
dan memicu proses radang. Sehubungan
dengan hal tersebut iNOS sering dihubungkan
dengan patogenesis berbagai penyakit yang
patofisiologinya melibatkan proses radang
seperti; stroke, gagal jantung kronis , miokard
infark, keganasan, dan kelainan neuro
degenerative  [5], termasuk juga diabetes
mellitus [6].

Enzim iNOS dilaporkan hampir selalu
berperan pada berbagai penyakit. Penelitian
pada hewan coba telah banyak dilakukan
untuk menemukan inhibitor selektif bagi iINOS
sebab inhibitor yang tidak selektif akan juga
menghambat 2 jenis NOS lain yang berfungsi
amat penting bagi fisiologi tubuh [7].
Sehubungan dengan hal tersebut, ini adalah
penelitian awal untuk mempelajari potensi
kulit batang kayumanis (Cinnamomum
burmanii) sebagai inhibitor selektif enzim
iNOS.Inhibitor nonspesifik iNOS (L-NMMA)
dan inhibitor spesifik (1400W
dihydrochloride) dikembangkan untuk terapi
Ca mammae [8].

L-N6-(1-iminoethyl)-lysine (L-NIL)
menghambat aktivitas iINOS epitel saluran
nafas manusia [9].

Metode dan bahan

Disain penelitian Post test only control group
design dan menggunakan hewan coba tikus
wistar jantan, berat 180 — 250 gram, usia 10 —
12 minggu. Terdapat 5 kelompok tikus Wistar
masing-masing beranggota 5 ekor. Hewan
coba didapat dari dan diadaptasi di
Laboratorium Biokimia Universitas Brawijaya
Malang. Adaptasi selama 14 hari dengan
diberi makanan standar dan minum ad libitum.
4 kelompok tikus dijadikan tikus diabetes, satu
kelompok tanpa perlakuan.
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Pembuatan ekstrak air dari kayumanis
Serbuk kayumanis diperoleh dari Balai
Materia Medika Malang. 10 g serbuk
kayumanis dicampur dengan 100 ml air,
dipanaskan dalam water bath selama 2 jam
pada suhu  60°C. Larutan  disaring
menggunakan kertas saring, ekstrak yang
diperolen diencerkan dengan air dengan
perbandingan 1:10 [10].

Membuat tikus hiperglikemia dan
Pengukuran gula darah

Empat kelompok tikusdipuasakan selama 16 -
18 jam dengan tetap minum ad
libitum.Setelah itu diinjeksi
intraperitonealdengan alloxan monohydrate
150 mg/kg BB (Sigma - aldrich) yang terlebih
dahulu dilarutkan dalam 0,6 ml normal saline
0,9%. Enam jam kemudian tikus diinjeksi
larutan glukosa 10% (0,5 ml) di bagian
peritoneum dan air minum diganti dengan
larutan glukosa 5% selama 24 jam. Prosedur
ini diperoleh melalui penelitian pendahuluan
(data tidak diperlihatkan). Tujuh puluh dua
jam setelah injeksi alloxan monohydrate, gula
darah ekor diukur dengan glukometer. Tikus
dinyatakan hiperglikemia jika gula darah >
200 mg/dl [11]. Pemeriksaan gula darah juga
dilakukan pada kelompok tikus sehat (tanpa
perlakuan).

Pemberian ekstrak kayumanis

Tiga kelompok dari 4 kelompok tikus diabetes
diberi ekstrak air kayu manis ( hari ke 5 pasca
injeksi aloxan monohydrate) dengan dosis
berbeda yaitu; 0, 5 ml, 1 ml, 2 ml setiap hari
selama 14 hari menggunakan sonde lambung.
Satu kelompok tikus diabetes tidak mendapat
perlakuan.

Pengambilan sampel darah untuk
pemeriksaan iNOS

Semua kelompok tikus dipuasakan selama 12
jam (boleh minum air ad libtum) sebelum
pengambilan darah, segera setelah puasa
selama waktu tersebuttikus dibius dengan
ketaminel00 mg/kg BB diinjeksikan ke intra
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peritoneum [12] ,untuk persiapan pengambilan
sampel darah.

Darah diambil dari jantung (5 ml) dengan spuit
yang telah diisi EDTA sejumlah 2 — 3 tetes.
Darah ditampung dalam tabung centrifuge dan
disentrifus dengan rpm 3000 selama 10 menit.
Serum dipisahkan untuk pemeriksaan iNOS.
Pemeriksaan  dilakukan dengan  metode
ELISA, warna yang dihasilkan pada setiap
sumur diperiksa menggunakan ELISA reader
pada X 450 m.

Hasil

Tabel 1. Rerata kadar iNOS serum dari tikus
non diabet, tikus diabet, dan tikus diabet yang
menerima ekstrak kayumanis.

NO. | Kelompok | Ulangan Rerata
(IU/ml) + SD

1 Tikus non 5 0, 8274 +
diabetes 0, 3266 °

2 Tikus 5 1,8122 +
diabetes 0,2011°

3 Tikus 5 1,6112
diabetes + 0,9989°"
kayu manis
0,5 ml

4 Tikus 5 1, 0693 +
diabetes + 0, 1954 °
kayu manis
1ml

5 Tikus 5 1, 3475+ 0,
diabetes + 4363
kayu manis
2 mi

Keterangan:

& Padalah notasi hasil Uji ANOVA dan Least Significant

Difference (LSD). Rerata yang bernotasi huruf sama
menyatakan rerata tersebut saling berbeda tidak bermakna (p >
0.05), sedangkan rerata yang bernotasi huruf berbeda

menyatakan rerata tersebut saling berbeda bermakna (p < 0.05).

Tabel 2. Rerata dan Hasil Uji Kruskall-Walis
kadar gula darah pasca injeksi aloxan

E-ISSN: 2580 927X

monohydrate
P1 Diabet (mg/L)

Ha | (Non | P2 P3 (Ekstrak | P4 P5

ri diabe | (Tanp | 0,5 ml) (Ekstr | (Ekstra
t) a ak 1 k 2 ml)
mg/L | ekstra ml)

k)

4 551,8 | 497,800+71, | 303,4 | 486,20
78,60 | 00+ | 450° 00 |0 +
0 + 96,38 167,8 | 123,88
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8,619 | 8° 34D 7P
a

18 | 1144 467,000 + | 454,0 | 276,20
00 + | 4314 | 66,764 00 +|0z
7,503 | 00 + 62,94 | 197,99
a 63,08 o 42D

1b
Keterangan:

% Dadalah notasi hasil Uji Kruskall-Walis. Rerata
yang bernotasi huruf sama menyatakan rerata
tersebut saling berbeda tidak bermakna (p > 0.05),
sedangkan rerata yang bernotasi huruf berbeda
menyatakan rerata tersebut saling berbeda
bermakna (p < 0.05).

Diskusi

Ini adalah penelitian awal untuk mempelajari
kemampuan kayu manis sebagai penghambat
ekspresi  iINOS. Kemampuan ini dipelajari
melalui model tikus diabetes karena alloxan
monohydrate. Model ini memicu ekspresi
iINOS dan peningkatan jumlah NO [1 [13 ],
keadaan ini juga terjadi baik pada diabetes tipe
1 maupun diabetes tipe 2 pada manusia [14, 15
]. Penelitian ini mempelajari kemampuan kayu
manis dalam menurunkan kadar iNOS serum
dan  kami menemukan dosis ekstrak
kayumanis 1 ml/Kg BB yang diberikan per
oral setiap hari selama 14 hari menurunkan
kadar iNOS serum tikus diabetes karena
alloxan monohydrate.

Patogenesis  diabetes  karena  alloxan
monohydrate melibatkan proses radang yang
memicu  ekspresi  iINOS vyang akan
menghasilkan NO [ dalam jumlah amat besar
[16]. Proses radang menghasilkan reactive
oxygen species (ROS) salah satu diantaranya
adalah superoksida [O2 [1 ] yang akan
bereaksi dengan NO | membentuk
peroksinitrite (ONOO [ ) [17 ].

Ekstrak air kayumanis mengandung senyawa
seperti cinnamic acid, cinnamyl alcohol,

eugenol, benzoyl benzoat [18], (E)
cinnamaldehyde, pholyphenol
proanthocyanidins, and (epi)catechin

berkhasiat antibakteri [ 19], semua senyawa
tersebut  bersifat  antioksidan [  20].
Menurunnya kadar iNOS serum dari tikus
diabetes pada penelitian ini diduga kuat karena
senyawa-senyawa aktif tersebut. Secara
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ringkas senyawa aktif dalam kayu manis
menghilangkan atau mengurangi  faktor
pemicu bagi sel —sel radang tertentu untuk
menghasilkan iNOS.

Senyawa methoxyhydroxy-chalcone polymer
(MHCP) suatu senyawa polifenol yang
terdapat di kayumanis dilaporkan memiliki
sifat insulin mimetic dan sebagian besar
peneliti menjelaskan kemampuan kayumanis
dalam mengatur glukosa darah berdasarkan
teori ini [21]. Penurunan kadar glukosa darah
mengurangi pembentukan radikal bebas yang
nantinya memicu pembentukan cytokine pro
inflammatory yang akan memicu ekspresi
INOS [22]. Penelitian kami memperlihatkan
kadar glukosa darah puasa tidak turun oleh
pemberian ekstrak kayumanis dengan dosis
yang digunakan (p>0,05).

Banyak penelitian melaporkan keterlibatan
radikal NO [] terhadap patogenesis berbagai
penyakit diantaranya adalah; rheumatoid
arthritis dan systemic lupus erythematosus
[23], diabetes mellitus [6], septic shock
[24],ulcerative colitive [25]. Radikal ini pada
kondisi patologis dihasilkan utamanya oleh
enzim iNOS [5]. Penelitian terdahulu
melaporkan pengaruh penghambatan iNOS
terhadap perkembangan penyakit.
Penghambat iNOS selektif (1400 W) serta
penghambat pan-NOS (L-NMMA dan L-
NAME) pada penelitian secara in vitro
dilaporkan menghambat pertumbuhan dan
inisiasi tumor, mengurangi metastase tumor
paru, dan meningkatkan self-renewal dari sel
[8].

Penghambat iINOS vyaitu BYK191023
dilaporkan berhasil secara in vitro dan in vivo
mengurangi hipertensi pada arteri paru dan
aliran darah visceral serta memperbaiki
gangguan pertukaran gas [26].

Penghambat NOS ada 2 macam penghambat
selektif dan penghambat non selektif.
Penghambat selektif hanya menghambat
iNOS yang diekspresi pada keadaan abnormal
sedangkan penghambat nonspesifik akan
mengganggu fungsi faal normal tubuh karena
akan menghambat pembentukan baik iNOS
maupun cNOS vyang diperlukan oleh fungsi
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faali tubuh [27]. Sehubungan dengan hasil
penelitian ini diperlukan penelaahan lebih
lanjut  mengenai kemampuan kayumanis
sebagai penghambat spesifik iINOS maupun
sebagai penghambat cNOS. Penelitian kami
memperlihatkan dosis 1 ml /Kg BB ekstrak
kayumanis menurunkan kadar iNOS serum
tikus diabetes sampai pada kadar yang tidak
berbeda (p>0,05) dengan kadar iNOS serum
tikus tanpa perlakuan. Dilaporkan Bei-F. L., et
al (2007) menggunakan penghambat iINOS
selektif amino guanidine untuk tikus yang
mengalami transplantasi pankreas, pemberian
tersebut menurunkan kadar iNOS jaringan
pankreas hewan coba sampai mendekati kadar
normal [28]. Sehubungan dengan hasil
penelitian tersebut diusulkan untuk
mempelajari  lebih  lanjut  mekanisme
kayumanis dalam menurunkan kadar iNOS
serum. Penjelasan sebelumnya mengenai
penurunan kadar iNOS serum berdasarkan
pada kenyataan bahwa kayumanis
mengandung  senyawa-senyawa berkhasiat
antioksidan dan secara teori senyawa tersebut
akan menyebabkan kadar iNOS serum tikus
diabetes turun. Perlu dipelajari apakah
penurunan itu juga karena  kayu manis
merupakan inhibitor selektif bagi iNOS atau
bahkan inhibitor untuk semua jenis NOS.
Dalam penelitian ini dosis ekstrak kayu manis
terkecil (0,5 ml/Kg BB) dan dosis terbesar (2
ml/Kg BB) tidak menurunkan kadar iNOS
serum tikus diabet. Senyawa antioksidan
golongan anthocyanidins,cinnamic acid, dan
phenol dalam jumlah kurang tidak
memperlihatkan dampak faali yang diharapkan
sedangkan dalam jumlah berlebihan akan
menjadi senyawa prooksidan [29 ]. Penelitian
kami menggunakan kulit kayu dari tanaman
kayumanis, bagian tanaman ini mengandung
senyawa coumarin, cinnamaldehyde, dan
styrene yang telah diketahui bersifat toksik
[30].

Kesimpulan

Ekstrak air kayu manis (C. burmanii) dosis
1ml/Kg BB menurunkan kadar iNOS serum
tikus  diabetes karena induksi aloxan
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monohydrate. Dosis kurang (0,5 ml/kg BB)
dan dosis lebih besar (2 ml/kg BB) tidak
menurunkan kadar iNOS.
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