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RINGKASAN

Aktivitas Ekstrak Etanol Daun Kenitu (Chrysophyllum cainito L.) terhadap
Jumlah Eritrosit Tikus Wistar yang Diinduksi Cyclophosphamide; Heri Puguh
Widodo, 142010101020; 2018: 77 halaman; Program Studi Pendidikan Dokter
Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Kanker payudara merupakan penyebab kematian utama wanita di berbagai
negara. Terdapat 1,7 juta kasus baru kanker payudara per tahun dan merupakan
kanker umum kedua dari semua jenis kanker karena dari semua jenis kanker.
Tingkat kejadian kanker payudara berkisar 19,4 per 100.000 orang di Afrika
Timur hingga 89,7 per 100.000 orang di Eropa Barat. Kemoterapi sebagai
pengobatan adjuvan atau neoadjuvan pada kanker payudara sangat efektif ketika
berbagai kombinasi obat digunakan. Salah satu obat kemo yang sering digunakan
yaitu cyclophosphamide. Namun, penggunaan cyclophosphamide dapat
memberikan berbagai efek toksik. Efek toksik yang paling umum dari
cyclophosphamide adalah supresi sumsum tulang dengan anemia sebagai salah
satu tandanya. Anemia dalam hal ini muncul sebagai akibat dari aktivitas
metabolit cyclophosphamide yakni akrolein dan mustard fosforamid. Akrolein
bertanggung jawab dalam penurunan kadar glutation seluler melalui konjugasi dan
memicu berbagai stres oksidatif dan inaktivasi protein penting yang diperlukan
dalam sintesis DNA, sedangkan mustard fosforamid berperan dalam alkilasi DNA
sel, dalam hal ini sel punca hemopoietik sehingga terjadi kematian sel.

Pemberian antioksidan dapat mencegah kematian sel punca hemopoietik
akibat induksi cyclophosphamide karena dapat meningkatkan jumlah sel induk
hematopoietik dan sel progenitor dengan mekanisme yang berbeda-beda. Salah
satu tanaman yang kaya akan kandungan antioksidan yakni daun tanaman
Chrysophyllum cainito L. atau lebih dikenal dengan kenitu. Daun kenitu diketahui
kaya dengan kandungan terpenoid yang selain berperan sebagai antioksidan juga

mampu memicu sekresi eritropoietin (EPO). Tujuan penelitian ini adalah untuk

viii
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mengetahui aktivitas pemberian ekstrak etanol daun kenitu terhadap jumlah
eritrosit tikus yang diinduksi cyclophosphamide secara in vivo.

Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental semu (quasi
experimental) dengan rancangan the randomized post test only control group
design. Randomisasi dilakukan dengan cara stratified random sampling dengan
sampel penelitian ini adalah tikus putih jantan galur wistar. Jumlah sampel
penelitian sebanyak 20 ekor yang dibagi menjadi lima kelompok. Kelompok
pertama merupakan kelompok normal, kelompok kedua merupakan kelompok
kontrol negatif yang diinduksi cyclophosphamide dengan dosis 50 mg/kgBB, dan
kelompok perlakuan 1 sampai 3 diberikan ekstrak daun kenitu dengan urutan
dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB, 400 mg/kgBB pada hari ke 8. Kemudian pada
hari ke 15 diberikan cyclophosphamide secara intraperitoneal dengan dosis 50
mg/kgBB sebanyak satu kali pemberian dan pada hari ke 19 dilakukan
pengambilan sampel darah beserta pemeriksaan jumlah eritrosit.

Data yang diambil berupa perhitungan jumlah eritrosit. Hasil rata-rata
jumlah eritrosit pada kelompok normal sebesar 7,068+1,792 x 10%/mm?® dan
kontrol negatif sebesar 4,955+1,047 x 10%mm?. Hasil rata-rata yang diperoleh
dari kelompok perlakuan dengan dosis 100 mg/kgBB sebesar 4,423+1,271 x
105/mm?, dosis 200 mg/kgBB sebesar 2,899+1,618 x 108/mm3, dan dosis 400
mg/kgBB sebesar 6,069+1,743 x 10¢/mm?.

Hasil rata-rata hitung eritrosit dianalisis dengan metode One Way Anova
dengan nilai signifikansi 0,015 (p<0,05). Namun apabila dibandingkan antara
kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol negatif tidak diperoleh perbedaan
yang signifikan. Hal ini dapat diakibatkan oleh dua faktor yakni tingkat ketelitian
yang kurang saat proses perhitungan, dan jumlah zat aktif yang berperan sebagai
prooksidan lebih banyak daripada yang bekerja sebagai antioksidan. Jadi,
kesimpulan yang diperoleh dalam penelitian ini yaitu tidak terdapat pengaruh
aktivitas ekstrak etanol daun kenitu (Chrysophyllum cainito L.) terhadap jumlah

eritrosit tikus wistar yang diinduksi cyclophosphamide.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker adalah salah satu penyakit paling penting di dunia dan rumit
karena menjadi multifaktorial dalam pandangan epidemiologi. Ada sekitar 14,9
juta kasus baru di dunia pada tahun 2012. Diperkirakan akan terjadi peningkatan
hingga mencapai 22 juta kasus baru dalam dua decade (Ferlay et al., 2015). Salah
satu kanker paling umum yakni kanker payudara dengan tingkat insiden yang
tinggi di semua negara (Clegg et al., 2009). Terdapat 1,7 juta kasus baru kanker
payudara per tahun dan merupakan kanker umum kedua dari semua jenis kanker
karena dari semua jenis kanker, kanker payudara menyumbang sebesar 25%
(Ferlay et al., 2015). Tingkat kejadian kanker payudara berkisar 19,4 per 100.000
orang di Afrika Timur hingga 89,7 per 100.000 orang di Eropa Barat (WHO,
2015).

Pada kebanyakan kasus kanker payudara, kemoterapi dapat digunakan
sebagai pengobatan adjuvan atau neoadjuvan yang sangat efektif ketika berbagai
kombinasi obat digunakan. Salah satu obat kemo yang sering digunakan yaitu
cyclophosphamide (American Cancer Society, 2017). Cyclophosphamide adalah
salah satu agen antikanker paling sukses yang pernah disintesis. Hingga hari ini
setelah 50 tahun penemuannya, cyclophosphamide masih banyak digunakan
sebagai agen kemoterapi. Cyclophosphamide merupakan molekul yang paling
efektif diantara 1.000 senyawa yang dipilih dan antibiotik yang diuji terhadap 33
tumor. Namun, penggunaan cyclophosphamide dapat memberikan berbagai efek
toksik. Efek toksik yang paling umum dari cyclophosphamide adalah supresi
sumsum tulang sehingga terjadi deplesi masif sel hemopoietik, salah satunya
ditandai dengan penurunan jumlah eritrosit yang berujung anemia (Emadi et al.,
2009). Oleh karena itu, instrumen penelitian yang digunakan ialah hitung eritrosit
sehingga deplesi masif sel hemopoietik dapat dibuktikan.

Anemia sebagai akibat penurunan jumlah eritrosit dapat memberikan
berbagai gejala diantaranya sesak napas saat beraktivitas maupun istirahat,

fatigue, dan tanda hiperdinamik (denyut nadi kuat, jantung berdebar, dan roaring
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in the ears). Pada anemia yang lebih berat, dapat timbul letargi, confusion, dan
komplikasi yang mengancam jiwa (gagal jantung, angina, aritmia dan/atau infark
miokard) (Oehadian, 2012). Anemia dalam hal ini muncul sebagai akibat dari
aktivitas metabolit cyclophosphamide yakni akrolein dan mustard fosforamid.
Akrolein bertanggung jawab dalam penurunan kadar glutation seluler melalui
konjugasi (de Jonge et al., 2005). Berkurangnya kadar glutation dapat memicu
berbagai stres oksidatif dan inaktivasi protein penting yang diperlukan dalam
sintesis DNA, transkripsi RNA, serta menjaga keutuhan membran sel (Wu et al.,
2004). Sedangkan mustard fosforamid berperan dalam alkilasi DNA sel,
khususnya sel punca hemopoietik. Hal ini diakibatkan oleh mustard fosforamid
yang dalam kondisi fisiologi mengalami eliminasi klorida untuk membentuk
kation tidak stabil yang disebut aziridium siklik. Karena muatannya yang tidak
stabil, kation ini mudah diserang oleh beberapa nukleofil seperti residu guanin
DNA sehingga terjadi DNA crosslinks dan memicu kematian sel (Emadi et al.,
2009; Grillari et al., 2007).

Menurut Suryavanshi et al. (2015), antioksidan mampu meningkatkan
jumlah sel induk hemopoietik dan sel progenitor dengan mekanisme yang
berbeda-beda. Salah satu tanaman yang kaya dengan kandungan antioksidan yakni
Chrysophyllum cainito L. atau yang biasa disebut kenitu oleh masyarakat
Indonesia. Bagian-bagian kenitu mengandung berbagai polifenol antioksidan
seperti daunnya mengandung alkaloid, flavonoid, fenol, dan sterol. Daunnya
diketahui sebagai sumber terpenoid (seperti asam ursolik, lupeol, beta-sisterol)
dan fenolat (asam galat) dengan komposisi sebesar 4,004 + 0,122%. Kandungan
terpenoid daun Chrysophyllum cainito L. lebih besar dibanding daun Psidium
guava L. dengan nilai 4,004+0,122% dan 1,000% (Shailajan dan Gurjar, 2016).

Hingga saat ini telah banyak dilakukan penelitian terhadap daun
Chrysophyllum cainito L. diantaranya digunakan sebagai terapi penyembuhan
luka (Shailajan dan Gurjar, 2016), sebagai antiinflamasi dan antihipersensitif
(Meira et al., 2014), sebagai terapi untuk mengurangi nyeri kronik (Meira et al.,
2016), serta pengukuran fungsi makrofag untuk mengetahui efek imunosupresi

(Arana-Argéez et al., 2017). Sejauh ini belum ada penelitian tentang efek
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pemberian ekstrak daun kenitu terhadap hitung eritrosit pada tikus wistar jantan
yang diinduksi cyclophosphamide. Fraksi terpenoid yang terdapat dalam daun
kenitu memiliki berbagai kegunaan yakni sebagai zat mieloproteksi dan memicu
sekresi eritropoietin. Oleh sebab itu, peneliti akan menguji aktivitas ekstrak daun

kenitu terhadap jumlah eritrosit tikus wistar yang diinduksi cyclophosphamide.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah yang diangkat
yakni apakah terdapat aktivitas ekstrak etanol daun kenitu terhadap jumlah

eritrosit tikus wistar yang diinduksi cyclophosphamide?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol
daun kenitu terhadap jumlah eritrosit tikus wistar yang diinduksi

cyclophosphamide.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain:

a. Bagi peneliti, penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan tentang
aktivitas ekstrak etanol daun kenitu (Chrysophyllum cainito L.) terhadap
jumlah eritrosit tikus wistar yang diinduksi cyclophosphamide.

b. Bagi institusi pendidikan, penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber
informasi mengenai aktivitas ekstrak etanol daun kenitu (Chrysophyllum
cainito L.) terhadap jumlah eritrosit tikus wistar yang diinduksi
cyclophosphamide sebagai landasan untuk penelitian selanjutnya terkait

efek daun kenitu.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Payudara

Kanker adalah salah satu penyakit paling penting di dunia dan rumit
karena menjadi multifaktorial dalam pandangan epidemiologi. Ada sekitar 14,9
juta kasus baru di dunia pada tahun 2012. Diperkirakan akan terjadi peningkatan
hingga mencapai 22 juta kasus baru dalam dua dekade (Ferlay et al., 2015). Salah
satu kanker paling umum yakni kanker payudara dengan tingkat insiden yang
tinggi di semua negara (Clegg et al., 2009). Terdapat 1,7 juta kasus baru kanker
payudara per tahun dan merupakan kanker umum kedua dari semua jenis kanker
karena dari semua jenis kanker, kanker payudara menyumbang sebesar 25%
(Ferlay et al., 2015). Tingkat kejadian kanker payudara berkisar 19,4 per 100.000
orang di Afrika Timur hingga 89,7 per 100.000 orang di Eropa Barat (WHO,
2015).

Masalah kanker payudara dinilai penting mengingat angka kejadiannya
yang meningkat tiap tahunnya. Kanker payudara merupakan penyebab kematian
utama wanita di berbagai negara (Fitzmaurice et al., 2015). Kanker payudara
dapat diakibatkan oleh gaya hidup yang tidak sehat (Chlebowski, 2013). Sebanyak
50% kasus terjadi di negara berkembang dengan angka kematian mencapai 38%.
Salah satu faktor risiko kanker payudara yakni lamanya masa kesuburan dalam
artian rentang menarche hingga menopause sangat lama, penggunaan hormon
untuk mencegah kehamilan dan tidak memiliki anak. Obesitas setelah menopause,
penggunaan terapi penggantian hormon, kurangnya aktivitas fisik, dan konsumsi
alkohol juga dilaporkan sebagai faktor risiko. Sebaliknya, wanita yang memiliki
anak dan memberikan ASI yang dihasilkan sendiri dapat bertindak sebagai usaha
pencegahan kanker payudara (Torre et al., 2015). Pada kebanyakan kasus kanker
payudara, kemo (terutama sebagai pengobatan adjuvan atau neoadjuvan) sangat
efektif ketika berbagai kombinasi obat digunakan. Salah satu obat kemo yang

sering digunakan yaitu cyclophosphamide (American Cancer Society, 2017).
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2.2 Cyclophosphamide (Cyc)
2.2.1 Definisi

Cyclophosphamide adalah salah satu obat antitumor golongan alkilator
yang paling luas digunakan untuk mengobati pasien dengan keganasan tingkat
lanjut atau berisiko tinggi. Obat ini dapat diberikan secara oral maupun parenteral
dengan rentang dosis yang lebar. Penentuan dosis, waktu, dan rute pemberian
didasarkan pada kelainan yang mendasarinya. Pengaturan dosis cyc untuk terapi
keganasan dapat bervariasi mulai dari 2-6 mg/kgBB (dosis rendah) sampai >6000
mg/m? luas permukaan tubuh (dosis tinggi). Cyclophosphamide umumnya
diberikan dalam pengobatan limfoma ganas, leukemia, neuroblastoma,
retinoblastoma dan karsinoma ovarium, payudara, endometrium serta paru-paru
(de Jonge et al., 2005).

Cyclophosphamide adalah salah satu agen antikanker paling sukses yang
pernah disintesis. Hingga hari ini setelah 50 tahun penemuannya,
cyclophosphamide masih banyak digunakan sebagai agen kemoterapi.
Cyclophosphamide merupakan molekul yang paling efektif diantara 1.000
senyawa yang dipilih dan antibiotik yang diuji terhadap 33 tumor. Meskipun obat
ini efektif sebagai terapi tunggal keganasan, namun dalam pelaksanaannya lebih
sering dikombinasi dengan agen kemoterapi yang lain seperti doxorubicin, dan
fluorouracil (Emadi et al., 2009).

Cyclophosphamide seringkali digunakan untuk terapi kanker payudara
derajat IlIA, 11B, dan IlIA. Pada kondisi seperti ini regimen kemoterapi yang
sering digunakan yakni TAC (Taxotere, Adriamycin, Cyclophosphamide), ACP
(Adriamycin, Cyclophosphamide, Paclitaxel), AC (Adriamycin,
Cyclophosphamide), dan TC (Taxotere, Cyclophosphamide) (Sparano, 2017).
Cyclophosphamide yang diberikan secara oral umumnya memiliki range dosis
100-200 mg/hari. Pada dosis ini, cyc berperan sebagai imunosupresan untuk
mencegah reaksi penolakan setelah cangkok organ selain untuk pengobatan
beberapa gangguan autoimun kronis seperti rheumatoid arthritis, penyakit
autoimun pada kulit, multiple sclerosis, vaskulitis sistemik, dan lupus

eritematosus sistemik (de Jonge et al., 2005).
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Cyclophosphamide yang diberikan secara per oral dapat diserap dengan
baik dan mencapai konsentrasi puncak setelah 1 jam pemberian dengan
bioavailabilitas 85-100%. Beberapa penelitian telah membandingkan di bawah
kurva konsentrasi-waktu (AVC) untuk cyc yang diberikan per oral (PO) dengan
intravena (IV) dan diketahui rasio AVCpo:AVCyv berkisar antara 0,87 sampai
0,96. Sekitar 20% cyc berikatan dengan protein tanpa bergantung pada perubahan
dosis sedangkan metabolitnya terikat lebih kuat tapi tidak lebih dari 67%. Obat ini
didistribusikan dengan volume distribusi (Vd) mendekati jumlah total air dalam
tubuh yakni 30-50 liter (Moore, 1991; de Jonge et al., 2005).

Dalam bentuk induknya, obat ini inaktif dan harus diaktifkan kembali
menjadi bentuk sitotoksik oleh enzim mikrosom (CYP-450) di hepar seperti
Gambar 2.1. Selain itu, berbagai isoenzim CYP juga terlibat dalam bioaktivasi
cyclophosphamide pada manusia, termasuk CYP2A6, 2B6, 3A4, 3A5, 2C9, 2C18,
dan 2C19, dengan 2B6 yang menunjukkan aktivitas 4-hidroksilase tertinggi.
Setelah melalui first pass metabolisme di hati cyc akan berikatan dengan sitokrom
P450 mengubah cyc menjadi 4-hydroxycyclophosphamide, yang berada dalam
keseimbangan dengan aldofosfamid. Metabolit-metabolit aktif ini dialirkan ke
jaringan tumor dan jaringan normal, dan terjadi penguraian enzimatik
aldofosfamid menjadi bentuk-bentuk sitotoksik-fosforamid mustard dan akrolein.
(de Jonge et al., 2005; Katzung et al., 2012).
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Gambar 2.1 Metabolisme cyclophosphamide (Sumber: Katzung et al., 2012)
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4-Hydroxycyclophosphamide mudah berdifusi ke dalam sel dan tidak
bersifat sitotoksik. Zat ini sangat tidak stabil dan mudah diuraikan menjadi
mustard fosforamid dan akrolein oleh B-akrolein. Konversi ini sebagian dapat
dikatalisis oleh albumin atau protein lainnya. Karena 4-hydroxycyclophosphamide
mudah berdifusi ke dalam sel, senyawa ini berperan sebagai molekul transportasi
yang mengantarkan mustard fosforamid ke dalam sel. Konsentrasi sistemik 4-
hydroxy-cyclophosphamide dapat mencerminkan keadaan pengaktifan cyc secara
intraselular (de Jonge et al., 2005).

Mustard fosforamid adalah agen alkilasi DNA bifungsional dan dianggap
sebagai metabolit utama yang bertanggung jawab untuk efek alkilasi
cyclophosphamide. Namun, mustard fosforamid yang bersirkulasi dalam darah
tidak berkontribusi terhadap sitotoksisitas karena sebagian besar terionisasi pada
pH fisiologis dan tidak dapat masuk ke sel. Dengan kata lain, hanya fraksi
mustard fosforamid yang terbentuk intraselular yang dianggap sitotoksik (de
Jonge et al., 2005). Mustard fosforamid dalam sel dapat mengikat DNA secara
kovalen dan protein melalui reaktivitas kelompok 2-chloroethyl yang terikat.
Dalam kondisi fisiologis, nitrogen mustard mengalami siklus intramolekuler
melalui eliminasi klorida untuk membentuk kation aziridinium siklik
(ethyleneiminium). Kation ini sangat tidak stabil dan mudah diserang pada salah
satu atom karbon oleh beberapa nukleofil, seperti residu DNA guanin. Reaksi ini
melepaskan nitrogen dari agen alkilasi dan membuatnya tersedia untuk bereaksi
dengan kedua rantai 2-kloroetil dan membentuk ikatan kovalen. Hal ini dapat
mengganggu replikasi DNA dengan membentuk intrastrand dan interstrand DNA
cross-links (Gambar 2.2) yang akhirnya mengakibatkan kerusakan DNA pada sel

normal terutama sel punca hematopoietik (Emadi et al., 2009).
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Gambar 2.2 Metabolisme Nitrogen Mustard (Sumber: Emadi et al., 2009)
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Akrolein, yang dibentuk dari degradasi 4-hydroxycyclophosphamide
adalah aldehid yang sangat reaktif dan dapat meningkatkan kerusakan sel akibat
cyc, dengan jalan menurunkan kadar glutathione seluler melalui konjugasi. Dalam
kondisi normal glutation dapat berfungsi sebagai detoksifikasi reaksi oksidatif,
sehingga mampu melindungi sel dengan cara membatasi transformasi 4-
hydroxycyclophosphamide menjadi metabolit aktif. Menurunnya jumlah glutation
selular memicu akrolein untuk meningkatkan toksisitas cyc. Akrolein bertanggung
jawab atas terjadinya sistitis hemoragik (de Jonge et al., 2005; Emadi et al., 2009;
Patra et al., 2012).

Cyclophosphamide dan metabolitnya diekskresikan melalui urin dalam
waktu 24 jam setelah dimulainya pengobatan. Metabolit utama yang ditemukan
dalam urin adalah karboksifosfamid. Namun, Chan et al. (1994) melaporkan
bahwa metabolit utama yang ditemukan dalam urin adalah mustard fosforamid.
Sebagian kecil zat dieliminasi melalui feses dan udara ekspirasi. Perbedaan
metabolit utama yang ditemukan dalam urin antar penelitian mungkin disebabkan
oleh reaksi ex-vivo yang terjadi selama pemrosesan sampel dalam beberapa
penelitian. Ketidakstabilan carboxyphosphamide dan mustard fosforamid dalam
urin dengan pH asam serta tidak diperhitungkan tingkat degradasi metabolit
selama pengambilan sampel, penyimpanan dan pre-treatment dapat menghasilkan

pengukuran yang tidak akurat (de Jonge et al., 2005).

2.2.2 Efek Samping

Cyclophosphamide dapat menyebabkan efek samping yang paling banyak
yaitu myelosuppression serta toksik pada organ yang lainnya (Wong et al., 2017).
Obat ini bersifat cell cycle phase-non-specific drugs yang berarti obat ini bekerja
pada semua fase proliferasi sel kecuali pada fase Go (fase istirahat).
Cyclophosphamide memiliki sifat dose dependent sehingga semakin besar dosis
maka semakin besar efek merusak sel dan semakin besar pula efek toksiknya
(Atalaya et al., 2014). Pemberian dosis rendah sampai menengah cenderung
menghasilkan lebih sedikit efek toksik akut. Namun, penggunaan jangka panjang

(>6 bulan) dapat menyebabkan toksisitas kronis yang berat misal mengakibatkan
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neutropenia, leukopenia, trombositopenia dan anemia. Pemulihan hematologi
yang cepat selalu terjadi dalam 2-3 minggu pada pasien dengan cadangan sumsum

tulang normal, terlepas dari pemakaiannya (Emadi et al., 2009).

2.3 Anemia Akibat Cyclophosphamide

Anemia terjadi ketika sel darah merah (SDM), kuantitas hemoglobin, dan
volume packed red blood cells (hematokrit) mengalami penurunan jumlah per 100
mL darah. Berdasarkan kriteria WHO yang telah direvisi atau kriteria National
Cancer Institute, seseorang dikatakan anemia jika kadar hemoglobin dibawah 14
g% pada pria dan dibawah 12 g% pada wanita. Karena jumlah efektif SDM
berkurang, maka pengiriman Oz ke jaringan menurun. Apabila hal ini tetap
berlanjut dapat mengakibatkan gejala-gejala hipovolemia dan hipoksemia,
termasuk kegelisahan, diaforesis (keringat dingin), takikardia, napas pendek, dan
berkembang cepat menjadi kolaps sirkulasi atau syok. Anemia dapat dikoreksi
dengan mengatasi penyakit yang mendasari atau memberikan perawatan suportif
melalui transfusi sel darah merah atau Packed Red Cells (PRC) atau pemberian
agen perangsang eritropoesis, dengan atau tanpa suplemen besi (Rodger Il et al.,
2012; Oehadian, 2012; Price dan Wilson, 2002).

Penyebab anemia pada penderita kanker sering multifaktorial dan sering
dikaitkan dengan penyakit atau gangguan seperti perdarahan, hemolisis, penyakit
herediter, insufisiensi ginjal, kekurangan nutrisi, anemia penyakit kronis, atau
kombinasi. Agen obat kemoterapi salah satunya cyclophosphamide menyebabkan
bone marrow suppression yang menginduksi terjadinya anemia melalui kerusakan
secara langsung pada sel hematopoietik, termasuk sintesis prekursor SDM di
sumsum tulang. Timbulnya anemia akibat cyc disebabkan oleh metabolit mustard
fosforamid yang mengeliminasi ion CIl™ sehingga terbentuk kation reaktif yang
bernama kation aziridium siklik (ethyleneiminium). Kation ini berusaha menjadi
stabil dengan cara mengikat DNA sehingga terjadi intrastrand dan interstrand
DNA cross-links yang mengakibatkan terganggunya replikasi DNA. Prevalensi

anemia akibat kemoterapi berkisar 10-40% dan berbeda dibanding jenis anemia
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lainnya. Dibandingkan dengan anemia defisiensi besi, anemia jenis ini cenderung
memiliki eritropoietin lebih rendah (Emadi et al., 2009; Rodger |11 et al., 2012).

Penilaian risiko pasien dengan anemia akibat kemoterapi diperlukan untuk
menentukan rencana intervensi awal (misalnya, jika memang perlu dilakukan
transfusi PRC segera untuk meningkatkan kadar Hb secara cepat). Kelebihan
utama transfusi dengan PRC adalah peningkatan kadar Hb dan hematokrit yang
cepat. Oleh karena itu, transfusi PRC merupakan satu-satunya opsi intervensi
untuk pasien myelosuppressive yang memerlukan koreksi segera terhadap anemia.
Transfusi 1 unit (300 mL) dari PRC diperkirakan menghasilkan peningkatan rata-
rata kadar Hb 1 g/dL atau hematokrit sebesar 3% pada orang dewasa ukuran
normal yang tidak mengalami kehilangan darah secara simultan. Namun, dibalik
keunggulannya PRC memiliki beragam resiko diantaranya reaksi post transfusi,
gagal jantung kongestif, kontaminasi bakteri dan infeksi virus, serta kelebihan zat
besi. Tujuan keseluruhan transfusi adalah untuk mengobati atau mencegah defisit
kapasitas pembawa oksigen dalam darah untuk memperbaiki pengiriman oksigen
ke jaringan tubuh. Transfusi jarang ditunjukkan bila kadar Hb lebih besar dari 10
g/dL (Rodger Il et al., 2012).

Produksi sel darah merah normalnya dikendalikan oleh eritropoietin,
sitokin yang diproduksi di ginjal. Erythopoiesis Stimulating Agent adalah
eritropoietin manusia rekombinan sintesis yang dapat merangsang eritropoiesis
pada pasien dengan kadar RBC rendah. Tidak seperti transfusi yang cepat
meningkatkan kadar Hb, ESA dapat memakan waktu berminggu-minggu untuk
memulai respons Hb, namun efektif untuk mempertahankan tingkat Hb dengan
pemberian berulang. Popularitas ESA mencapai puncaknya pada tahun 2003
sampai 2004, ketika penggunaannya pada pasien dengan kanker menyumbang
17% dari seluruh terapi anemia. Namun, paradigma ini bergeser secara dramatis
karena terbukti memberikan efek merugikan seperti tromboemboli, aplasia sel

darah merah, dan kejang (Rodger Ill et al., 2012).
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2.4 Eritrosit
2.4.1 Definisi

Eritrosit adalah sel datar berbentuk piringan yang mencekung di bagian
tengah di kedua sisi, seperti donat dengan bagian tengah menggepeng bukan
lubang (yaitu, eritrosit adalah piringan bikonkaf dengan garis tengah 8 pm,
ketebalan 2 um di tepi luar, dan ketebalan 1 pum di bagian tengah) (Gambar 2.3).
Fungsi utama eritrosit adalah pengangkutan hemoglobin guna mengangkut

oksigen dari paru-paru ke jaringan (Guyton dan Hall, 2007; Sherwood, 2007).

Gambar 2.3 Penampakan eritrosit dalam kamar hitung (Sumber:
https://mbbsstudystuff.com/haemocytometer-improved-neubauers-chamber/)

Hemoglobin ditemukan hanya di sel darah merah. Molekul hemoglobin
memiliki dua bagian: (1) bagian globin, suatu protein yang terbentuk dari empat
rantai polipeptida yang sangat berlipat-lipat; dan (2) empat gugus non protein
yang mengandung besi yang dikenal sebagai gugus heme, dengan masing-masing
terikat ke salah satu polipeptida diatas. Hemoglobin adalah suatu pigmen (yang
berwarna secara alami). Karena kandungan besinya maka hemoglobin tampak
kemerahan jika berikatan dengan O> dan keunguan jika mengalami deoksigenasi.
Selain mengangkut O., hemoglobin juga dapat berikatan dengan: (1) karbon
dioksida, hemoglobin membantu mengangkut gas ini dari sel jaringan kembali ke
paru; (2) bagian ion hidrogen asam (H*) dari asam karbonat terionisasi yang
dihasilkan di tingkat jaringan, hemoglobin menyangga asam ini sehingga tidak
terjadi perubahan pH darah; (3) CO, normalnya tidak terdapat dalam darah apabila

gas ini terhirup maka CO akan cenderung berikatan dengan Hb sehingga terjadi
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keracunan; (4) Nitrat Oksida, sebagai vasodilator yang menjamin darah kaya O
mengalir dengan lancar dan membantu menstabilkan tekanan darah (Sherwood,
2007).

2.4.2 Pembentukan Sel Darah

Sel darah memulai kehidupannya di dalam sumsum tulang dari suatu tipe
sel yang disebut sel stem hematopoietik pluripoten, yang merupakan asal dari
semua sel dalam darah sirkulasi. Sewaktu sel-sel darah ini diproduksi, ada
sebagian kecil dari sel-sel ini yang bertahan persis seperti sel-sel pluripoten
asalnya dan disimpan dalam sumsum tulang guna mempertahankan suplai sel-sel
darah tersebut, walaupun jumlahnya berkurang seiring dengan pertambahan usia.
Sebagian besar sel-sel yang direproduksi akan berdiferensiasi untuk membentuk
sel-sel tipe lain (Gambar 2.4). Sel yang berada pada tahap pertengahan sangat
mirip dengan sel stem pluripoten, walaupun sel-sel ini telah membentuk suatu
jalur khusus pembelahan sel dan disebut commited stem cells. Berbagai commited
stem cells, bila ditumbuhkan dalam biakan akan menghasilkan koloni tipe sel
darah yang spesifik. Suatu commited stem cells yang menghasilkan eritrosit
disebut unit pembentuk koloni eritrosit, dan singkatan CFU-E digunakan untuk
menandai jenis sel stem ini. Demikian pula, unit yang membentuk koloni

granulosit dan monosit ditandai dengan singkatan CFU-GM, begitu pula yang lain

(Guyton dan Hall, 2007).
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Gambar 2.4 Pluripotent Hematopoietic Stem Cells (Sumber: https://www.nap.edu/re-
ad/11269/chapter/4)
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2.4.3 Tahap Diferensiasi Sel Darah Merah

Sel pertama yang dapat dikenali sebagai bagian dari rangkaian sel darah
merah adalah proeritroblas (Gambar 2.5). Begitu proeritroblas ini terbentuk, maka
ia akan membelah beberapa kali sampai akhirnya membentuk banyak sel darah
merah yang matur. Sel-sel generasi pertama ini disebut basofil eritroblas sebab
dapat dipulas dengan zat warna basa. Sel yang terdapat pada tahap ini
mengumpulkan sedikit sekali hemoglobin. Pada generasi berikutnya, sel sudah
dipenuhi oleh hemoglobin sampai konsentrasi sekitar 34%, nukleus memadat
menjadi kecil, dan sisa akhirnya diabsorbsi atau didorong keluar dari sel. Pada
saat yang sama, retikulum endoplasma direabsorbsi. Sel pada tahap ini disebut
retikulosit karena masih mengandung sejumlah kecil materi basofilik, yaitu terdiri
dari sisa-sisa aparatus Golgi, mitokondria, dan sedikit organel sitoplasma lainnya.
Selama tahap retikulosit ini, sel-sel berjalan dari sumsum tulang masuk ke dalam
kapiler darah dengan cara diapedesis (terperas melalui pori-pori membran kapiler)
(Guyton dan Hall, 2007).

Pembentukan Eritrosit
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Gambar 2.5 Pembentukan dan karakteristik eritrosit dalam berbagai anemia (Sumber:
Sherwood, 2007)
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2.5 Hitung Eritrosit

Hitung eritrosit merupakan bagian dari pemeriksaan darah lengkap untuk
tujuan diagnostik dan prognostik. Salah satu tekniknya menggunakan
hemositometer yang terdiri dari kamar hitung Neubauer dan pipet eritrosit. Prinsip
metode ini berdasarkan kelarutan darah dengan larutan Hayem kemudian memulai
perhitungan eritrosit (Math et al., 2016).

Perhitungan eritrosit diawali dengan mengambil larutan Hayem sebanyak
2000 pL dan dimasukkan ke tabung reaksi. Membuang larutan Hayem dari dalam
tabung reaksi sebanyak 10 pL. Kamudian mengambil darah dari tabung EDTA
sebanyak 10 pL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah berisi larutan
Hayem diikuti homogenisasi. Homogenisasi larutan Hayem dengan darah
dilakukan dengan vortex selama 3-5 menit, pengenceran yang dihasilkan dengan
cara ini adalah 200 kali. Setelah itu mengisikan larutan Hayem-darah ke dalam
kamar hitung melalui celah antara kamar hitung dengan cover glass
(Gandasubrata, 1999).

Setelah preparat terbentuk, langkah selanjutnya yakni menghitung jumlah
eritrosit. Pertama mengatur fokus terlebih dahulu dengan memakai lensa obyektif
kecil (10x), kemudian lensa tersebut diganti dengan lensa objektif besar (40x)
sampai garis-garis bagi dalam bidang besar tengah nampak jelas. Kemudian
hitung semua eritrosit yang terdapat dalam kolom A, B, C, D, dan E secara
sistematis. Sel-sel yang menyinggung garis batas sebelah Kiri dan atas dihitung
sedangkan sel yang terletak dan menyinggung garis batas sebelah kanan dan
bawah tidak dihitung serta proses perhitungan dilakukan secara sistematis
(Gandasubrata, 1999; Kiswari, 2014).

2.6 Tanaman Kenitu (Chrysophyllum cainito L.)
2.6.1 Definisi

Berasal dari keluarga Sapotacea, star apple (Chrysophyllum cainito L.)
yang juga disebut caimito, pohon daun emas, sweetsop atau anon diyakini berasal
dari Kalimantan Tengah, dan Amerika meskipun ada pihak lain yang menganggap

berasal dari Hindia Barat. Tanaman ini tersebar secara merata baik di dataran
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rendah maupun sedang dari Meksiko Selatan hingga Argentina Utara dan Peru. Di
Amerika Serikat, tanaman ini hanya tumbuh baik di daerah bersuhu hangat
tepatnya di Florida Selatan. Star apple merupakan tanaman berdaun hijau yang
tumbuh mencapai 15 m dengan diameter batang pendek mencapai 60 cm seperti
terlihat dalam Gambar 2.6. Pohon ini memiliki tajuk yang padat, luas, dan kulit
kayu yang memancarkan getah warna putih. Tanaman ini dapat dikembangbiakan
dengan biji tapi juga bisa dilakukan cangkok. Daunnya berbentuk lonjong yang
berkilau di bagian atas dan dilapisi dengan rambut halus di bawahnya. Bunganya
tumbuh berkelompok dalam tangkai daun dengan warna berkisar hijau-kuning
sampai ungu dan putih. Buah tanaman ini seukuran buah apel, biasanya bulat,
kadang oval, berbentuk hati atau kerucut dengan kulit halus dan licin. Bentuk
bintang muncul di bagian penampangnya. Buah ini ditandai dengan dagingnya
yang lembut berwarna hijau kekuningan dan rasa yang manis beserta pulp warna
putih atau krem yang berkilau dengan benih biji di dalamnya (Yahia, 2011).

Di Indonesia, khususnya kabupaten Jember varietas buah kenitu ada tiga
macam Yaitu kenitu bulat besar, bulat kecil, ungu dan hijau lonjong (Hidayat et
al., 2007). Perbedaan dari ketiga varian tersebut yaitu pada penampakan fisiknya
sedangkan daun kenitu tidak memiliki perbedaan yang signifikan dari ke empat

varian buah kenitu tersebut.

Gambar 2.6 Penampakan Tanaman Kenitu (Sumber: http://www.stuart-
xchange.org/Caimito.html)
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2.6.2 Taksonomi
Klasifikasi kenitu secara sistematis sebagai berikut (USDA, 2017):
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Bangsa : Ebenales

Suku : Sapotaceae

Marga : Chrysophyllum

Jenis : Chrysophyllum cainito L.

2.6.3 Manfaat dan Kandungan Daun Kenitu

Daun kenitu telah diuji secara kimia dan dilaporkan mengandung alkaloid,
flavonoid, fenol, sterol, dan terpenoid dengan prosentase sesuai Tabel 2.1.
Diantara semua fraksi fitokimia yang dikandung daun Chrysophyllum cainito L.,
alkaloid kuartener dan fraksi N-oksida merupakan fraksi terbanyak, sedangkan
lemak dan parafin serta alkaloid memiliki jumlah paling sedikit. Daunnya juga
diketahui sebagai sumber terpenoid (seperti asam ursolik, lupeol, beta-sisterol)
dan fenolat (asam galat). Kandungan fenol, flavonoid, alkaloid, sterol dan
terpenoid dalam daun kenitu berguna untuk mengurangi kadar glukosa darah
dengan proses antioksidan pada dosis >20 g/kgBB dan akan menimbulkan efek
toksik pada dosis 30 g/kgBB. Selain itu, fraksi fenolik memiliki peran penting
sebagai antioksidan, anti inflamasi, agen hematopoiesis, hepatoprotektor yang
digunakan sebagai terapi pasien kanker. Kandungan terpenoid daun
Chrysophyllum cainito L. lebih besar dibanding daun Psidium guava L. dengan
nilai 4,004%0,122% dan 1,000% (Chen et al., 2016; Souri et al., 2008; Koffi et al.,
2009; Shailajan dan Gurjar, 2014).
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Tabel 2.1 Nilai fitokimia daun kenitu

Fraksi Fitokimia % Kandungan
Lemak dan paraffin 0,934+0,045
Terpenoid dan fenolik 4,004+0,122
Alkaloid 0,166+0,068
Alkaloid kuartener dan n-oksida 10,678+0,035
Serat 71,122+0,136

(Sumber: Shailajan dan Gurjar, 2014)

Untuk pertama kalinya ekstrak kasar, fraksi dan senyawa murni terpenoid
(34-Lup-20(29)-en-3-yl acetate atau lupeol acetate dan Lup-20(29)-en-34-O-
hexanoate) yang diperoleh dari daun Chrysophyllum cainito L. memiliki sifat
antihipersensitif disamping antiinflamasi pada tikus. Mekanisme dilalui
Chrysophyllum cainito L. hingga memberikan efek antihipersensitif masih belum
jelas, dan memerlukan penyelidikan lebih lanjut. Namun, hal ini bisa jadi
merupakan sesuatu yang baru untuk kepentingan tatalaksana inflamasi persisten
dan nyeri neuropatik pada manusia (Meira et al., 2014). Selain itu, berdasarkan
penelitian yang dilakukan Chen et al., (2016) didapatkan hasil bahwa terpenoid
dapat digunakan sebagai zat myeloprotective yang ditandai dengan terjadinya
peningkatan jumlah leukosit dan hemoglobin.

Pemberian secara topikal ekstrak etanol daun Chrysophyllum cainito L.
yang telah distandardisasi memfasilitasi berbagai tahap penyembuhan luka seperti
fibroplasia, sintesis kolagen, kontraksi luka, dan epitelisasi. Peningkatan
parameter biokimia (hidroksiprolin dan heksosamin) yang signifikan dari jaringan
granulasi dari model hewan eksisi luka menunjukkan hiperplasia seluler
(Shailajan dan Gurjar, 2016).

2.7 Radikal Bebas

Radikal bebas dapat didefinisikan sebagai molekul yang mengandung
elektron tak berpasangan dalam orbital atom. Kehadiran elektron tidak
berpasangan menghasilkan sifat umum tertentu yang dimiliki oleh sebagian besar
radikal yakni tidak stabil dan sangat reaktif. Mereka dapat menyumbangkan atau

menerima elektron dari molekul lain sehingga dapat berperan sebagai oksidan
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atau reduktan (Cheeseman dan Slater, 1993). Radikal bebas paling penting dan
sering menjadi penyebab dari berbagai penyakit diantaranya gugus hidroksil,
anion superoksida, hidrogen peroksida (H202), oksigen tunggal, hipoklorit, nitrit
oksida, dan peroksinitrit. Gugus tersebut merupakan spesies yang sangat reaktif
dan mampu memicu kerusakan membran sel serta nukleus melalui molekul-
molekul yang berhubungan seperti DNA, protein, karbohidrat, dan lipid (Young
dan Woodside, 2001). Radikal bebas menyerang makromolekul penting yang
dapat memicu kerusakan sel dan gangguan homeostasis. Target radikal bebas
yakni semua jenis molekul dalam tubuh, dengan lipid, asam nukleat, dan protein
sebagai target utama (Lobo et al., 2010).

Radikal bebas dan ROS dapat terbentuk dari metabolisme normal dalam
tubuh manusia maupun akibat paparan dari luar tubuh seperti sinar X, ozon, asap
rokok, polutan udara, dan bahan kimia industri (Bagchi dan Puri, 1998).
Pembentukan radikal bebas terjadi secara terus menerus didalam sel sebagai
konsekuensi dari reaksi enzimatik dan non enzimatik. Reaksi enzimatik yang
menyumbang pembentukan radikal bebas yakni zat-zat yang terlibat dalam proses
pernapasan, fagositosis, sintesis prostaglandin, dan sitokrom P450 (Liu et al.,
1999). Radikal bebas juga dapat terbentuk dalam reaksi non enzimatik oksigen
dengan senyawa organik yang dipicu oleh reaksi ionisasi. Berikut beberapa
sumber radikal bebas dari dalam tubuh diantaranya mitokondria, xantin oksidase,
peroksisom, inflamasi, fagositosis, olahraga, dan iskemia. Sedangkan asap rokok,
polusi lingkungan, radiasi, obat-obatan tertentu, pestisida, pelarut industri, dan
ozon termasuk sumber radikal bebas yang berasal dari luar tubuh (Lobo et al.,
2010).

2.7.1 Konsep Stres Oksidatif

Stres oksidatif merupakan istilah yang digunakan untuk menggambarkan
kondisi kerusakan oksidatif yang dihasilkan ketika terjadi krisis keseimbangan
antara radikal bebas dengan pertahanan antioksidan (Rock et al., 1996). Stres
oksidatif sering dihubungkan dengan kerusakan molekul lipid, protein, dan asam

nukleat (Mc Cord, 2000). Stres oksidatif jangka pendek dapat terjadi pada
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jaringan yang terluka oleh trauma, infeksi, luka bakar, hipoksia, racun, dan
olahraga yang berlebihan. Jaringan yang cedera ini menghasilkan enzim pemicu
radikal (misalnya xantin oksidase, lipogenase, siklooksigenase), aktivasi fagosit,
pelepasan besi bebas, ion tembaga, atau gangguan rantai transpor elektron pada
fosforilasi oksidatif yang memproduksi peningkatan ROS (Reactive Oxygen
Species). Inisiasi, promosi, dan perkembangan kanker, serta efek samping radiasi
dan kemoterapi telah dihubungkan dengan ketidakseimbangan antara ROS dan

sistem pertahanan antioksidan (Rao et al., 2006).

2.7.2 Kerusakan Oksidatif terhadap Protein dan DNA

Protein dapat diubah secara oksidatif melalui tiga cara diantaranya
perubahan asam amino spesifik, pembelahan peptida, dan pembentukan protein
silang akibat reaksi dengan produk peroksidasi lipid. Protein yang mengandung
asam amino seperti metionin, sistein, arginin, dan histidin sangat rentan terhadap
oksidasi (Freeman dan Crapo, 1982). Perubahan protein akibat radikal bebas
meningkatkan kerentanan terhadap proteolisis enzim. Kerusakan oksidatif pada
produk protein dapat mempengaruhi aktivitas enzim, reseptor, dan transpor
membran. Produk protein yang rusak secara oksidatif dapat mengandung
kelompok yang sangat reaktif yang dapat memicu kerusakan pada membran dan
banyak fungsi seluler. Radikal peroksil dianggap sebagai spesies radikal bebas
untuk oksidasi protein. ROS dapat merusak protein, memproduksi karbonil, dan
mengubah asam amino termasuk pembentukan metionin sulfoksida, dan protein
peroksida. Oksidasi protein mempengaruhi perubahan mekanisme transduksi
sinyal, aktivitas enzim, stabilitas panas, dan kerentanan proteolisis yang
menyebabkan penuaan (Lobo et al., 2010).

Berbagai eksperimen dengan jelas membuktikan bahwa DNA dan RNA
rentan terhadap kerusakan oksidatif. Telah dilaporkan bahwa pada proses penuaan
dan kanker melibatkan DNA sebagai target utama (Woo et al., 1998). Nukelotida
oksidatif seperti glikol, dTG, dan 8-hidroksi-2-deoksiguanosin ditemukan

meningkat selama kerusakan oksidatif pada DNA dibawah radiasi UV atau akibat
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radikal bebas. Oleh karena itu, salah satu penanda terjadinya stres oksidatif yakni
meningkatnya kadar 8-hidroksi-2-deoksiguanin (Hattori et al., 1997).

2.8 Antioksidan

Antioksidan dapat didefinisikan sebagai molekul yang menghambat reaksi
radikal bebas sehingga kerusakan sel dapat dicegah (Young dan Woodside, 2001).
Molekul ini memiliki beragam peran fisiologis dalam tubuh meskipun hanya
dalam jumlah kecil (Kumar, 2014). Peran fisiologis antioksidan adalah mencegah
kerusakan pada berbagai komponen seluler yang timbul sebagai konsekuensi dari
reaksi kimia yang melibatkan radikal bebas (Young dan Woodside, 2001).

Antioksidan dapat dibagi dalam berbagai kategori. Berdasarkan
aktivitasnya, molekul ini dapat dikategorikan sebagai antioksidan enzimatik dan
non-enzimatik.  Antioksidan enzimatik bekerja dengan memecah dan
menghilangkan radikal bebas. Antioksidan enzimatik bekerja dengan mengubah
produk oksidatif berbahaya menjadi hidrogen peroksida (H202) dan kemudian
menjadi air dengan bantuan kofaktor seperti tembaga, seng, mangan, dan besi.
Antioksidan yang termasuk kategori enzimatik diantaranya superoksida dismutase
(SOD), katalase (CAT), dan glutation peroksidase (GSHPx). Sedangkan
antioksidan non-enzimatik bekerja dengan mengganggu reaksi berantai radikal
bebas. Beberapa contoh dari antioksidan non-enzimatik adalah vitamin C, vitamin
E, polifenol tanaman, karotenoid, dan glutation (Shahidi dan Zhong, 2010).

Berdasarkan kelarutannya, antioksidan terbagi menjadi antioksidan larut
air dan larut lemak. Antioksidan larut air (misalnya vitamin C) hadir dalam cairan
seluler seperti sitosol atau matriks sitoplasma. Antioksidan yang larut dalam
lemak (misalnya vitamin E, karotenoid, dan asam lipoik) sebagian besar terletak
di membran sel (Nimse dan Pal, 2015).

Antioksidan juga bisa dibedakan menurut ukurannya, mulai dari yang
bermolekul kecil hingga besar. Antioksidan molekul kecil berperan dalam
menetralisir radikal bebas melalui proses pengangkutan dan membawa mereka
pergi keluar tubuh. Antioksidan yang termasuk dalam kategori ini yaitu vitamin

C, vitamin E, karotenoid, dan glutation (GSH). Sedangkan contoh dari antioksidan


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

21

molekul besar yakni albumin, SOD, CAT, dan GSHPx yang bertugas menyerap
radikal bebas serta mencegah invasi terhadap protein esensial (Nimse dan Pal,
2015).

Antioksidan dapat menetralisir efek radikal bebas dengan menerima atau
menyumbangkan elektron untuk menghilangkan kondisi tidak stabilnya muatan
radikal bebas. Molekul antioksidan dapat langsung bereaksi dengan radikal bebas
yang reaktif dan memusnahkannya atau mengubahnya menjadi bentuk tidak aktif
sehingga tidak berbahaya bagi tubuh. Radikal bebas dapat dinetralkan oleh
berbagai antioksidan dengan mekanisme yang berbeda. Misalnya, antioksidan
yang memiliki struktur cincin aromatik mampu membatasi jumlah elektron tidak
berpasangan (Gambar 2.7). Vitamin C (AscH") yang larut dalam air dan vitamin E
(TOH) yang larut dalam lemak akan langsung bereaksi guna menetralisir radikal
hidroksil, alkoksil, dan lipid peroksil (ROO) dengan mengubahnya masing-
maisng menjadi air (H20), alcohol, dan lipid hidroperoksida. Vitamin E sendiri
berubah menjadi radikal fenil dan vitamin C berubah menjadi radikal yang sangat
stabil (Asc’) karena strukturnya yang terdelokalisasi (Gambar 2.8. A dan B) (LU et
al., 2010).
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Gambar 2.7 Ringkasan jenis dan sumber radikal bebas (ROS); serta titik aksi antioksidan
(Sumber: LU et al., 2010).
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Vitamin C juga dapat menetralkan bentuk radikal dari antioksidan lain
seperti radikal glutation dan radikal vitamin E serta meregenerasi antioksidan ini
(Gambar 2.8. C). Vitamin C sendiri dapat diregenerasi dari bentuk radikalnya
(Asc’) dengan bantuan NADH atau NADPH-dependent reductase (Hossain dan
Asada, 1985). Berbagai antioksidan dapat langsung bereaksi dengan radikal bebas
untuk mengakhiri reaksi berantai sehingga kerusakan akibat radikal bebas dapat
dihentikan (DeFeudis et al., 2003).
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Gambar 2.8 Reaksi langsung vitamin E (TOH) dengan OH (A); vitamin C (AscH-)
dengan ROO (B); regenerasi vitamin E oleh vitamin C (C) (Sumber: L et al., 2010).

Fungsi lain yang penting dari antioksidan adalah mengatur enzim yang
berhubungan dengan ROS. Antioksidan dapat menurunkan radikal bebas tingkat
seluler dengan menghambat aktivitas atau ekspresi enzim pembentuk radikal
bebas seperti NAD(P)H oksidase dan xantin oksidase (XO) serta melalui
peningkatan aktivitas enzim antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD),
katalase (CAT), dan glutation peroksidase (GPX) (Panchatcharam et al., 2006;
Shih et al., 2007). Enzim antioksidan tersebut diproduksi dalam tubuh untuk
memberikan pertahanan penting dalam melawan radikal bebas. Sel-sel hewan

yang mengandung enzim SOD dapat mengubah dua superoksida (O%) menjadi
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H20> dan oksigen. Selain itu, enzim CAT dan GPX juga memiliki peran untuk
menghilangkan H20, sebelum reaksi Fenton membentuk OH™ (LU et al., 2010).

2.8.1 Terpenoid

Terpenoid adalah zat antioksidan yang terkandung dalam tanaman dan
terbentuk dari isoprena, oleh karena itu zat ini juga disebut isoprenoid. Terdapat
bermacam-macam terpenoid tergantung jumlah rantai karbon yang dimiliki.
Pembentukan terpenoid dalam tanaman melibatkan beberapa kompartemen
subseluler, dan memerlukan pengangkutan zat baik secara intra maupun
interseluler (Croteau et al., 2000). Terpenoid memiliki peran ekologis yang
penting karena bertindak sebagai agen alelopati (berperan dalam pertumbuhan,
daya hidup, perkembangan, dan reproduksi), mengusir atau merangsang interaksi
antara tanaman dengan tanaman maupun tanaman dengan patogen yakni hewan
herbivora (Harrewijn et al., 2001). Hingga saat ini belum diketahui secara pasti
apakah terpenoid memiliki peran antioksidan pada tubuh tanaman sendiri, namun
beberapa terpenoid atau prekursor bertindak sebagai sistem pengangkut molekul
agresif dalam bentuk gas seperti emisi isoprena yang mencegah kerusakan ozon
(Loreto et al., 2001). Disisi lain, terpenoid telah banyak digunakan dalam berbagai
pengobatan diantaranya untuk obat nyeri, flu, bronkitis, dan penyakit
gastrointestinal yang melibatkan ROS (Kohlert et al., 2000).

Terpenoid sebagai antioksidan mampu mengikat ROS secara langsung
dengan menyumbang atom hidrogen. Karena reaktivitas gugus hidroksilnya yang
tinggi, ROS dibuat tidak aktif dengan menetralkan muatannya (Korkina dan
Afanas’ev, 1997). Mekanisme lain yang mungkin dilakukan oleh terpenoid yakni
melalui interaksi antar berbagai enzim antioksidan (Nijveldt et al., 2001).
Terpenoid menginduksi electrophile responsive element (EpRE) seperti
NAD(P)H-quinone oxidoreductase dan glutathione S-transferase (GST) yang
merupakan enzim pertahanan utama terhadap stres oksidatif (Lee-Hilz et al.,
2006).

Selain bekerja sebagai antioksidan, terpenoid dapat merangsang produksi

eritropoietin (EPO). EPO merupakan hormon yang bertanggung jawab terhadap
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produksi eritrosit di sumsum tulang. Hormon ini secara umum disekresikan oleh
ginjal ketika kadar oksigen dalam darah turun, dan sekitar 10%-15% EPO juga
diproduksi oleh hepar. Terpenoid dapat mempengaruhi produksi EPO melalui dua
jalur yang berbeda yakni menstimulasi HIF-1R, dan mengurangi degradasi HIF-
1R-OH. Secara umum, regulasi HIF sebagian besar bergantung pada tingkat
MRNA HIF-1R. Kadar mRNA HIF-1R dapat diatur melalui tekanan retikulum
endoplasma selama hipoksia atau iskemia (Zheng et al., 2011). Kondisi ini
menghambat kerja Angiotensin Converting Enzyme (ACE) dan merangsang

sekresi EPO oleh kapiler peritubuler nefron (Vander et al., 1994).

2.9 Kerangka Konsep
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Gambar 2.9 Kerangka konsep penelitian

Cyclophosphamide merupakan obat kemoterapi yang dirubah menjadi
metabolit  aktif oleh enzim CYP450 di  hepar menjadi 4-
Hydroxycyclophosphamide. Zat ini sangat tidak stabil dan mudah diuraikan
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menjadi mustard fosforamid dan akrolein oleh B-akrolein. Mustard fosforamid
yang terbentuk salah satunya akan menuju sumsum tulang. Mustard fosforamid
kemudian mengalami eliminasi klorida untuk membentuk kation aziridinium
siklik (ethyleneiminium). Ethyleneiminium merupakan kation tidak stabil yang
akan mengalkilasi atau mengikat nukleus DNA sehingga terjadi cross linked dan
mengakibatkan kematian sel. Sedangkan akrolein memicu penurunan GSH yang
merupakan antioksidan alami dalam tubuh sehingga meningkatkan kerja kation
aziridium siklik. Kematian sel sumsum tulang mengakibatkan terjadinya supresi
sumsum tulang dengan salah satu gejalanya anemia. Antioksidan dalam ekstrak
daun kenitu dapat mencegah terjadinya ikatan dengan DNA melalui donasi
elektron sehingga supresi sumsum tulang yang bisa menimbulkan anemia dapat
dicegah. Selain itu, terpenoid dalam ekstrak daun kenitu mampu memicu EPO

sehingga anemia dapat dicegah.

2.10 Hipotesis
Hipotesis penelitian ini yaitu terdapat aktivitas ekstrak etanol daun kenitu
(Chrysophyllum cainito L.) terhadap jumlah eritrosit tikus wistar yang diinduksi

cyclophosphamide.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental semu (quasi

experimental).

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian the randomized post test only control group design.
Penilaian hanya dilakukan setelah mendapatkan perlakuan berupa pemberian
ekstrak daun kenitu tanpa didahului pengukuran hitung eritrosit sebelum
perlakuan. Hasil perlakuan dibandingkan antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan. Penelitian ini dilakukan dalam 1 bulan dengan masa adaptasi
selama 1 minggu. Secara sistematis rancangan penelitian dapat dilihat pada
Gambar 3.1.

KN DN
Kpl Dl
\
Po — R — S Kp2 D2

K- D- \

Po Populasi tikus jenis Wistar.

R Randomisasi

S Kelompok sampel

KN Kelompok kontrol normal yang diberikan normal saline dan DMSO 10% per

sonde
Kpl Kelompok perlakuan 1 yang diberikan ekstrak etanol daun kenitu per sonde

sebanyak 100 mg/kgBB/hari yang dilarutkan DMSO 10% selama 10 hari
diikuti satu kali pemberian cyclophosphamide intraperitoneal 50 mg/kgBB di
hari ke 15

Kp2 Kelompok perlakuan 2 yang diberikan ekstrak etanol daun kenitu per sonde
sebanyak 200 mg/kgBB/hari yang dilarutkan DMSO 10% selama 10 hari
diikuti satu kali pemberian cyclophosphamide intraperitoneal 50 mg/kgBB di
hari ke 15
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Kp3 Kelompok perlakuan 3 yang diberikan ekstrak etanol daun kenitu per sonde
sebanyak 400 mg/kgBB/hari yang dilarutkan DMSO 10% selama 10 hari
diikuti satu kali pemberian cyclophosphamide intraperitoneal 50 mg/kgBB di

hari ke 15

K- Kelompok kontrol negatif yang diberikan per sonde normal saline dan DMSO
10% diikuti induksi cyclophosphamide 50 mg/kgBB intraperitoneal 1 kali pada
hari ke 15

DN Hitung eritrosit KN

D1 Hitung eritrosit Kpl

D2 Hitung eritrosit Kp2

D3 Hitung eritrosit Kp3

D- Hitung eritrosit K-

Gambar 3.1 Sistematika rancangan penelitian

3.3 Sampel
3.3.1 Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu tikus wistar dengan
kriteria inklusi sebagai berikut:

a.  Tikus dengan jenis kelamin jantan

b.  Berat badan 150-200 gram

c.  Usia2-3 bulan

d.  Keadaan sehat (bergerak aktif, dan rambut tidak mudah rontok)
Sedangkan kriteria eksklusi meliputi:

a.  Tikus mengalami dehidrasi

b.  Menderita luka kulit

3.3.2 Besar Sampel Penelitian
Jumlah tikus yang digunakan sebagai sampel penelitian ditentukan dengan
rumus federer, yaitu r adalah jumlah sampel penelitian dan t adalah jumlah

kelompok perlakuan pada penelitian maka:

(r-1) (t-1) > 15
(r-1) (5-1) > 15
(r-1) 4 > 15
(r-1) > 15/4
(r-1) >3,75

r > 4,75
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r ~4
Berdasarkan perhitungan tersebut, dalam penelitian ini terdapat 5
kelompok perlakuan dengan 4 replikasi pada setiap perlakuan. Jadi peneliti

menggunakan 20 ekor tikus yang dibagi menjadi 5 kelompok.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di beberapa tempat di Universitas Jember,
yaitu Laboratorium Botani Fakultas Pertanian untuk determinasi tanaman,
Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi untuk ekstraksi, Laboratorium Biomedik
Dasar Fakultas Kedokteran Gigi untuk perawatan hewan coba, dan Laboratorium
Patologi Klinik Fakultas Kedokteran untuk pemeriksaan jumlah eritrosit.

Penelitian ini dilakukan selama satu bulan.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak daun kenitu

(Chrysophyllum cainito L.) pada tikus wistar.

3.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah eritrosit.

3.6 Definisi Operasional

Definisi operasional penelitian ini dijelaskan pada Tabel 3.1.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Tabel 3.1 Definisi operasional

29

No

Variabel

Definisi Operasional dan
Cara Pengukuran

Hasil Ukur

Skala Ukur

1.

Jumlah
Eritrosit

Ekstrak Etanol
Daun  Kenitu
(Chrysophyllu
m cainito L.)

Cyclophospha
mide

Jumlah eritrosit dihitung
melalui  kamar  hitung
Improved Neubauer
menggunakan darah vena
dengan  antikoagulansia.
Hitung  eritrosit  tikus
dilakukan dengan
pembesaran lensa obyektif
40x pada 5 bidang yang
masing-masing terdiri dari
16 bidang kecil.
Pengamatan dilakukan
menggunakan olympus
microscope binocular.

Ekstrak  kental  yang
diambil dari ekstraksi daun
kenitu  dengan  pelarut
etanol 70% dan diencerkan
menggunakan DMSO
10%.

Obat kanker yang mampu
mengakibatkan terjadinya
bone marrow suppression.
Diberikan pada kelompok
perlakuan masing-masing
50 mg/kgBB
intraperitoneal satu kali
pada hari ke 15. Satu vial
cyclophosphamide 1000
mg dicampur dengan 100
ml NaCl 0,9% sehingga 1
ml mengandung
cyclophosphamide 10 mg.
Cyclophosphamide  yang
digunakan bermerk
Endoxan yang diproduksi
oleh Baxter. Obat
diperoleh dengan resep
dokter.

Jumlah sel
eritrosit

Konsentrasi
ekstrak  etanol
daun kenitu
(Chrysophyllum
cainito L.) dalam
larutan.

Dosis pemberian
cyclophosphamid
e

Numerik

Numerik

Numerik



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

30

3.7 Alat dan Bahan

3.7.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi:

a.

Alat untuk pemeliharaan tikus berupa kandang tikus, tempat makan dan

minum, penutup kawat, label;

. Alat untuk pembuatan ekstrak daun kenitu timbangan, blender, ayakan,

toples kaca, kertas saring, rotatory evaporator, corong, erlenmenyer,

pengaduk;

. Alat untuk pemberian ekstrak daun kenitu spuit sonde, beaker glass,

pengaduk, handscoon;

. Alat untuk pemberian cyclophosphamide berupa spuit, beaker glass,

alat pengaduk, handscoon;

. Alat untuk pengambilan darah tikus berupa handscoon, spuit, alat

fiksasi;
Alat untuk mengukur hitung eritrosit berupa kamar hitung Improved

Neubauer, mikropipet, obyek glass, dan mikroskop.

3.7.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi:

a.
b.

Bahan untuk pemeliharaan tikus seperti makanan pelet dan air;
Bahan untuk ekstrak daun kenitu berupa daun kenitu dan etanol 70%
(Hidayat et al., 2007);

Bahan untuk induksi yaitu cyclophosphamide vial;

. Bahan untuk menyonde yaitu ekstrak daun kenitu, DMSO, aquades, dan

normal salin;
Bahan untuk mengukur hitung eritrosit adalah serum darah tikus
EDTA, dan larutan Hayem.
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3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Pemilihan Sampel Tikus Wistar

Jumlah dari hewan coba ada 20 ekor dan dibagi menjadi 5 kelompok
secara randomisasi serta tiap kelompok terdiri dari 4 ekor tikus. Pemilihan hewan
coba yang di gunakan pada penelitian ini harus sesuai dengan kriteria inklusi dan
kriteria eksklusi.

3.8.2 Persiapan Sampel Tikus Wistar

Tikus Wistar diadaptasikan terlebih dahulu terhadap lingkungan
laboratorium selama 7 hari. Lingkungan tempat tinggal tikus dikondisikan agar
tenang serta terhindar dari sinar matahari secara langsung. Proses adaptasi ini
bertujuan agar tikus tidak stres ketika mendapat lingkungan yang baru dan tingkah
laku yang tidak seperti biasanya serta pemberian makanan dan minuman yang
sesuai standart.

3.8.3 Pembagian Kelompok Perlakuan
Jumlah kelompok pada penelitian ini ada 5 kelompok dengan tikus pada
tiap kelompok berjumlah 4 ekor. Pembagian kelompok tikus ini dapat dilihat pada
Tabel 3.2.
Tabel 3.2 Pembagian kelompok perlakuan

Nama Kelompok Perlakuan yang diberikan
Kelompok KN Pemberian normal saline dan DMSO 10% 1 mL per sonde
Kelompok Kp1 Pemberian ekstrak daun kenitu per sonde dengan dosis 100 mg/kgBB/hari

yang dilarutkan dalam DMSO 10% diikuti induksi satu kali cyclophosphamide
50 mg/kgBB intraperitoneal

Kelompok Kp2 Pemberian ekstrak daun kenitu per sonde dengan dosis 200 mg/kgBB/hari
yang dilarutkan dalam DMSO 10% diikuti induksi satu kali cyclophosphamide
50 mg/kgBB intraperitoneal

Kelompok Kp3 Pemberian ekstrak daun kenitu per sonde dengan dosis 400 mg/kgBB/hari
yang dilarutkan dalam DMSO 10% diikuti induksi satu kali cyclophosphamide
50 mg/kgBB intraperitoneal

Kelompok K- Pemberian per sonde normal saline dan DMSO 10% 1 mL diikuti induksi satu

kali cyclophosphamide 50 mg/kgBB intraperitoneal
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3.8.4 Pembuatan Ekstrak Daun Kenitu

Daun kenitu dipisahkan dari tangkainya dan diiris secara melintang,
kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan tanpa terkena sinar matahari
secara langsung. Daun kenitu yang sudah kering dihaluskan dengan blender
hingga menjadi serbuk kemudian ditimbang. Serbuk daun kenitu dimaserasi
dengan menggunakan pelarut etanol 70% selama 72 jam. Kemudian, ekstrak
diletakkan pada tabung erlemenyer yang disaring terlebih dulu menggunakan
kertas saring. Tahap terakhir, ekstrak dipekatkan dengan rotatory evaporator pada
suhu 60 °C (Daud et al., 2011; Ningsih et al., 2016).

3.8.5 Penginduksian Cyclophosphamide
Dosis yang digunakan pada tikus wistar yaitu 50 mg/kgBB intraperitoneal
serta diberikan pada hari ke 15 yang diberikan hanya 1 kali (Dewi, 2014).

3.8.6 Pengambilan Sampel Darah

Sampel darah diambil melalui jantung sebanyak 3 mL untuk cadangan
ketika pemeriksaan hitung eritrosit terjadi kesalahan yang dilakukan pada hari ke
18. Pengambilan sampel darah dilakukan dari jantung guna efisiensi proses

terminasi hewan coba.

3.8.7 Pengukuran Hitung Eritrosit

Hitung eritrosit dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik Fakultas
Kedokteran Universitas Jember pada hari ke 18 dengan menggunakan kamar
hitung improved neubauer. Langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai
berikut. Diawali dengan mengambil larutan Hayem sebanyak 2000 pL dan
dimasukkan ke tabung reaksi. Membuang larutan Hayem dari dalam tabung reaksi
sebanyak 10 pL. Kamudian mengambil darah dari tabung EDTA sebanyak 10 pL
dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah berisi larutan Hayem diikuti
homogenisasi. Homogenisasi larutan Hayem dengan darah dilakukan dengan

vortex selama 3-5 menit, pengenceran yang dihasilkan dengan cara ini adalah 200
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kali. Setelah itu mengisikan larutan Hayem-darah ke dalam kamar hitung melalui
celah antara kamar hitung dengan cover glass (Gandasubrata, 1999).

Setelah preparat terbentuk, langkah selanjutnya yakni menghitung jumlah
eritrosit. Proses ini menggunakan metode double blinding dimana pemeriksa
pertama dan kedua tidak mengetahui secara pasti kelompok apa yang sedang
diperiksa. Pemeriksa pertama dan kedua sebelumnya telah mendapatkan arahan
oleh laboran terkait cara menghitung eritrosit. Berikut langkah melakukan hitung
eritrosit.

Pertama mengatur fokus terlebih dahulu dengan memakai lensa obyektif
kecil (10x), kemudian lensa tersebut diganti dengan lensa objektif besar (40x)
sampai garis-garis bagi dalam bidang besar tengah nampak jelas. Kemudian
hitung semua eritrosit yang terdapat dalam kolom A, B, C, D, dan E secara
sistematis (Gambar 3.2). Sel-sel yang menyinggung garis batas sebelah kiri dan
atas dihitung sedangkan sel yang terletak dan menyinggung garis batas sebelah
kanan dan bawah tidak dihitung serta proses perhitungan dilakukan secara
sistematis (Gandasubrata, 1999; Kiswari, 2014).

KAMAR HITUNG IMPROVED NEUBAUER

IO O |

. 1

ol

L1

Luas tiap bidang kecil; 0,05 mm x 0,05 mm, tinggi 0,1 mm,
hitung eritrosit dalam 5 X 16 bidang kecil = 80 bidang kecil

Gambar 3.2 Kamar hitung Improved Neubauer dan sistematika penghitungan (Sumber:
https://image.slidesharecdn.com/56742prakt-2170517065419/95/eritro-sit-7-
638.]pg?2ch=1495004112;https://4.bp.blogspot.com/RjCJI5Y q6Xig/VvzG Vf
eol/AAAAAAAAKEeE/SAIKD tmffcWJJO369iXrXXfmo8ZJuQ/s1600/Bilik
HitunglmprovedNeubauer.png)
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3.9 Analisis Data

Seluruh data dianalisis dengan komputer dan dibantu perangkat lunak
berupa program statistik SPSS. Uji statistik yang digunakan yaitu One Way Anova
karena bertujuan untuk mengetahui hubungan antara pemberian ekstrak daun
kenitu terhadap hitung eritrosit, sebelum dilakukan uji tersebut dilakukan uji
normalitas data dengan menggunakan uji Shapiro Wilk karena jumlah sampel
yang sedikit +30 dan uji lavene untuk uji homogenitas. Apabila data yang di
dapatkan terdistribusi normal, maka dilakukan uji One Way Anova. Apabila data

yang didapatkan terdistribusi tidak normal dilakukan tes Kruskall Wallis.

3.10 Uji Kelayakan Etik

Penelitian ini telah mendapat persetujuan etik dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Jember dengan nomor etik 1.142/H25.1.11/KE/2018 dan
disetujui pada tanggal 22 Januari 2018 (Lampiran 3.1).

3.11 Alur Penelitian
3.11.1 Skema Pembuatan Ekstrak Daun Kenitu

Daun Kenitu

|

Dicuci bersih

Dikeringkan dan tidak boleh terkena
sinar matahari langsung

Dihaluskan dengan blender
hingga menjadi serbuk

’
Serbuk dimaserasi dalam etanol 70%
selama 72 jam

Menyaring filtrat dengan
kertas saring

Dievaporasi pada suhu 60 °C sampai pelarut etanol 70%
menguap dan didapatkan ekstrak kental (Ningsih et al., 2016)

Gambar 3.3 Skema pembuatan ekstrak daun kenitu
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3.11.2 Skema Perlakuan Hewan Coba

Hari 1-7

Hari 8

Hari 15

Hari16

Randomisasi sampel

Adaptasi

35

o

For] [%02]

(%53 ]

Normal

Saline
dan

DMSO
10%

Pemberian Ekstrak Daun Kenitu Per Sonde

| |

|

100 200
mg/kgBB| |mg/kgBB

400
mg/kgBB

|

]

Normal Saline
dan DMSO
10%

Cyclophosphamide 50 mg/kgBB intraperitoneal

Pemberian Ekstrak Daun Kenitu Per Sonde

Normal Saline
dan DMSO
10%

Pengambilan sampe

1 darah

Hitung eritrosit

Analisis data

Gambar 3.4 Skema perlakuan hewan coba
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Tidak terdapat aktivitas ekstrak etanol daun kenitu terhadap jumlah

eritrosit tikus wistar yang diinduksi cyclophosphamide.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka diperlukan pretest pada
penelitian ini apabila dilakukan lagi dengan menambah komponen sel yang diuji,
penggunaan sampel yang disesuaikan dengan jumlah ideal, dan penggunaan

hematology analyzer khusus hewan.
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Lampiran-lampiran
Lampiran 3.1 Determinasi Tanaman Kenitu

[

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS PERTANIAN
Ji. Kalimantan No. 37 Kampus Bumi Tegalboto, Telp (0331) 334054, 339596 Jember 68121
Fax.: (0331) 338422, e-mail: admin.faperta@unej.ac.id

Nomor : 0001/UN25.1.3/PS.8/2018 02 Desember 2018
Lampiran : 2(dua) lembar
Hal : Hasil Identifikasi Tanaman

Yth. : Wakil DEKAN |
Fakultas Kedokteran
Universitas Jember

Menindaklanjuti surat saudara Nomor: 2550/UN25.1.11/LT/2017, tanggal 21 Desember 2017
tentang Permohonan ljin Penelitian untuk identifikasi tanaman, maka bersama ini kami
sampaian hasil identifikasi morfologis 1 (satu) set contoh tanaman yang terdiri dari organ
daun, ranting, buah dan biji (terlampir) dalam rangka penyusunan skripsi, atas nama:

Nama : Heri Puguh Widodo
N.LM. : 142010101020

Atas kepercayaannya disampaikan terimakasih.

Mo a

Tembusan:
1. Mahasiswa yang bersangkutan
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HASIL IDENTIFIKASI MORFOLOGIS CONTOH TUMBUHAN

MORFOLOGI DAUN

Bangun Daun

Memanjang (oblongus).

. Tepi Daun

Rata (integer).

. Pangkal Daun

Meruncing (acuminatus).

. _Ujung Daun

Runcing (acutus).

Menyirip (penninervis).

Permukaan Atas

Licin (laevis) berwarna hijau cerah.

Permukaan Bawah

Berbul halus dan berwarna coklat-keemasan.

. Bentuk Tangkai Daun

Bulat Telur.

Duduk Daun

Berseling dan memencar.

a
b

(3

d

e. Tulang Daun
E

g

h

i.

i

Jenis Daun

Tunggal (folium simplex).

MORFOLOGI BATANG (dari Foto)

a. Bentuk Batang Silindris.
b. Permukaan Batang Kasar berwarna coklat.
c. Arah Tumbuh Tegak ke atas.

d. Percabangan

Monopodial (batang pokok tampak jelas)

MORFOLOGI AKAR

Akar tanaman tidak disertakan sehingga tidak
teridentifikasi.

MORFOLOGI BUNGA

Bunga tanaman tidak disertakan sehingga tidak
teridentifikasi.

MORFOLOGI BUAH

Buah buni (bacca).

Bentuk buah bulat telur sunsang.

Kulit buah licin berwarna hijau.

Kulit buah agak liat dan banyak mengandung getah.

Daging buah berwarna putih dan lembut.

MORFOLOG! BuI

Biji berbentuk pipih agak bulat telur.

oo oo o

Biji keras dan berwarna agak keunguan.

MODIFIKASI ORGAN

a. Jenis Modifikasi

Tidak ada.

b. Lain-Lain

Tidak ada.
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Pemohon Identifikasi: Heri Puguh Widodo (NIM. 142010101020)

Kesimpulan:

Berdasar ciri morfologis yang ada, khususnya pada karakter organ ranting, daun, buah dan biji,
tumbuhan tersebut benar tumbuhan Kenitu (Chrysophyllum cainito L.) dari Famili Sapotaceae
atau dalam bahasa daerah disebut sawo hejo (sunda), sawo manila (Lampung).

Jember, 02 Januari 2018
Pelaksana Identifikasi
PLP Laboratorium Agronomi,

Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Tanaman yang di Indentifkasi

Susunan Daun pada Tangkai Permukaan bagian Bawah (kiri) dan Atas (kanan)

Gambar 1. DAUN TANAMAN

Gambar 2. BATANG Gambar 3. BUAH DAN BJI

Jember, 02 Januari 2018
Pelaksana Identifikasi
PLP Laboragorium Agronomi,

Muhammad Sugiono
NIP. 196712182001121001
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Lampiran 3.2 Etik Penelitian

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

—_— KOMISI ETIK PENELITIAN
J1. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@telkom.net

KETERANGAN PERSETUJUAN ETIK
ETHICAL AP PROVA

Nomor : 1.142 /H25.1.11/KE/201%

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahteraan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul :

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

EFEKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK ETANOL DAUN KENITU (Ckrysophyllum
cainito L) TERHADAP HITUNG ERITROSIT TIKUS WISTAR YANG DIINDUKSI

CYCLOPHOSPHAMIDE

Nama Peneliti Utama : Heri Puguh Widodo

Name of the principal investigator

NIM : 142010101020

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of institution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal.

Jember, 2& Desc jorwuart 2018
% f‘ 1 S
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

1. Pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnahan hewan coba mengacu
pada buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip
3R : Reduced, Reused, Redefined)

2. Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan ekstrak etanol daun kenitu agar
didapatkan kadar yang sesuai.

3. Mohon diperhatikan kontrol kualitas perhitungan eritrosit.

4. Mohon diperhatikan pembuangan limbah medis dan limbah B3 agar tidak mencemari
lingkungan.
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Lampiran 4.1 Tabel Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas

Tests of Normality

55

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Jumlah Eritrosit Normal .258 4 .884 4 .358

Negatif 271 4 .855 4 .243

ekstrak kenitu 100 mg .249 4 911 4 487

ekstrak kenitu 200 mg .245 4 .902 4 442

ekstrak kenitu 400 mg .334 4 .848 4 .218
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Eritrosit
Levene Statistic dfl df2 Sig.
315 4 15 .864
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Jumlah Eritrosit

Lampiran 4.2 Data Penelitian
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ANOVA
Jumlah Eritrosit
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4.053E13 4 1.013E13 4.375 .015
Within Groups 3.474E13 15 2.316E12
Total 7.528E13 19

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

LSD
95% Confidence Interval
Mean Difference
(I) Kelompok (J) Kelompok (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Normal Negatif 2.1125E6 1.0762E6 .068 -181308.047 4406308.047
ekstrak kenitu 100 mg 2.6450E6" 1.0762E6 .027 351191.953 4938808.047
ekstrak kenitu 200 mg 4.1688E6" 1.0762E6 .001 1874941.953 6462558.047
ekstrak kenitu 400 mg 998750.0000 1.0762E6 .368 -1.295E6 3292558.047
Negatif Normal -2.1125E6 1.0762E6 .068 -4.406E6 181308.047
ekstrak kenitu 100 mg 532500.0000 1.0762E6 .628 -1.761E6 2826308.047
ekstrak kenitu 200 mg 2.0562E6 1.0762E6 .075 -237558.047 4350058.047
ekstrak kenitu 400 mg -1.1138E6 1.0762E6 .317 -3.408E6 1180058.047
ekstrak kenitu 100 mg Normal -2.6450E6" 1.0762E6 .027 -4.939E6 -351191.953
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Negatif -532500.0000 1.0762E6 .628 -2.826E6 1761308.047
ekstrak kenitu 200 mg 1.5238E6 1.0762E6 177 -770058.047 3817558.047
ekstrak kenitu 400 mg -1.6462E6 1.0762E6 .147 -3.940E6 647558.047
ekstrak kenitu 200 mg Normal -4.1688E6" 1.0762E6 .001 -6.463E6 -1.875E6
Negatif -2.0562E6 1.0762E6 .075 -4.350E6 237558.047
ekstrak kenitu 100 mg -1.5238E6 1.0762E6 177 -3.818E6 770058.047
ekstrak kenitu 400 mg -3.1700E6" 1.0762E6 .010 -5.464E6 -876191.953
ekstrak kenitu 400 mg Normal -998750.0000 1.0762E6 .368 -3.293E6 1295058.047
Negatif 1.1138E6 1.0762E6 317 -1.180E6 3407558.047
ekstrak kenitu 100 mg 1.6462E6 1.0762E6 147 -647558.047 3940058.047
ekstrak kenitu 200 mg 3.1700E6" 1.0762E6 .010 876191.953 5463808.047

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 4.3 Tabel Dosis Ekstrak Daun Kenitu

Kelompok Nomor Berat badan  Dosis ekstrak Volume Normal
perlakuan (g) etanol daun Saline dan DMSO
kenitu 10% yang
disondekan (mL)

KN 1 1659 - 1mL

2 160 g - 1mL

3 158 g s 1mL

4 1799 - 1mL
K- 1 153 ¢ - 1mL

2 1619 - 1mL

3 154 g : 1mL

4 153 g - 1mL
Kpl 1 154 g 10.25 mg 1mL

2 151¢g 10.75 mg 1mL

3 157 g 9 mg 1mL

4 153 ¢ 11.9 mg 1mL
Kp2 1 156 g 22.2mg 1mL

2 145¢ 21 mg 1mL

3 148 g 19.8 mg 1mL

4 150 g 20.8 mg 1mL
Kp3 1 170 g 46 mg 1mL

2 210 g 38 mg 1mL

3 164 g 43 mg 1mL

4 160 g 40.2 mg 1mL



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Lampiran 4.4 Tabel Dosis Cyclophosphamide
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Dosis V(.).Iu'me _yang
Kelompok ~ NOMO! Berat -\ clophosphamide diinjeksikan
perlakuan  badan (g) 50 mg/kgBB dalam normal
saline (mL)
KN 1 165 g ; TmL
2 160 g - 1mL
3 158 g - 1mL
4 1799 - 1mL
B 1 153 ¢ 7,65 mg 1mL
2 1619 8,05 mg 1mL
3 1549 7,7 mg 1mL
4 153 ¢ 7,65 mg 1mL
Kpl 1 154 g 7.7 mg TmL
2 1519 7,55 mg 1mL
3 157 ¢ 7,85 mg 1mL
4 153 ¢ 7,65 mg 1mL
Kp2 1 156 g 7.8mg TmL
2 1459 7,25 mg 1mL
3 148 g 7,4 mg 1mL
4 1509 7.5mg 1mL
Kp3 1 170 g 8,5 mg TmL
2 2109 10,5 mg 1mL
3 164 g 8,2 mg 1mL
4 160 g 8 mg 1mL
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Lampiran 4.5 Tabel Jumlah Eritrosit

Jumlah Eritrosit

Kelompok Nomor Perlakuan Berat Badan (Q) (i)
KN 1 1659 7.030.000
2 160 g 6.050.000
3 158 g 5.590.000
4 1799 9.600.000
K- 1 153 g 4.150.000
2 1619 6.450.000
3 154 g 4.900.000
4 153 ¢ 4.320.000
Kpl 1 154 g 5.275.000
2 1519 2.740.000
3 1579 5.525.000
4 153 g 4.150.000
Kp2 1 156 g 5.085.000
2 145 ¢ 1.830.000
3 148 g 1.530.000
4 150 g 3.150.000
Kp3 1 170 ¢ 5.700.000
2 210 ¢ 8.600.000
3 164 g 5.330.000
4 160 g 4.645.000
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Lampiran 4.6 Jumlah Eritrosit Awal
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Jumlah Jumlah
Kelompok Nomor Berat Badan Eritrosit Eritrosit
Perlakuan (9) (/mm?3) (/mm?3)
Pengamat 1 Pengamat 2
KN 1 1659 7.100.000 6.960.000
2 160 g 6.090.000 6.010.000
3 158 g 5.500.000 5.680.000
4 179 ¢ 9.820.000 9.380.000
K- 1 153 ¢ 4.110.000 4.190.000
2 1619 6.520.000 6.380.000
3 154 ¢ 4.950.000 4.850.000
4 153 ¢ 4.380.000 4.260.000
Kpl 1 154 g 5.350.000 5.200.000
2 151¢g 2.780.000 2.700.000
3 157 g 5.400.000 5.650.000
4 153 ¢ 4.110.000 4.190.000
Kp2 1 156 g 5.170.000 5.000.000
2 145¢g 1.800.000 1.860.000
3 148 ¢ 1.560.000 1.500.000
4 150 g 3.130.000 3.170.000
Kp3 1 170 g 5.750.000 5.650.000
2 210 ¢ 8.610.000 8.590.000
3 164 g 5.110.000 5.550.000
4 160 g 4.640.000 4.650.000
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Lampiran 4.7 Dokumentasi

Ekstrak daun kenitu

Proses Adaptasi

Ekstrak daun kenitu
dilarutkan ke DMSO
10% dan normal saline

Pemberian
cyclophosphamide
intraperitoneal
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Pemberian ekstrak Sample Darah

daun kenitu personde

Perhitungan
jumlah eritrosit
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