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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK ETANOL RIMPANG PACING
(Costus speciosus) DALAM MENURUNKAN KADAR GLUKOSA DARAH
DAN KOLESTEROL MENCIT JANTAN (Mus musculus)

YANG DIINDUKSI ALOKSAN

Oleh

Ana Triana Maiyah

Pada tahun 2015, jumlah penderita Diabetes mellitus (DM) Indonesia menduduki
peringkat ketujuh di dunia. Saat ini, pengobatan DM memiliki efek samping yang
tidak diinginkan yang menyebabkan terjadinya peningkatan penggunaan obat
antidiabetes baru berupa tanaman obat. Di India, Costus speciosus digunakan
sebagai tanaman antidiabetes. Kemampuan C.speciosus sebagai obat diabetes
disebabkan oleh kandungan diosgenin yang terdapat di dalamnya. Di Indonesia
tanaman C. speciosus dikenal sebagai pacing. Penelitian ini dilakukan dengan
tujuan untuk mengetahui efek ekstrak etanol rimpang pacing terhadap kadar
glukosa darah dan kolesterol mencit jantan yang diinduksi aloksan dan dampak
yang ditimbulkannya terhadap kerusakan hati dan pankreas mencit. Disain yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
menggunakan 6 kelompok perlakuan, masing-masing terdiri dari 5 ulangan,
Kelompok | adalah kelompok kontrol tidak diberi perlakuan apapun. Kelompok 11
adalah kelompok kontrol diabetes yaitu hewan yang diberi induksan aloksan.
Kelompok 111, 1V, dan V adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan
aloksan dan kemudian diberi ekstrak etanol rimpang pacing dengan dosis10
mg/100 gram BB/hari, 20 mg/100 gram BB/hari dan 30 mg/100 gram BB/hari.
Kelompok VI adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan aloksan
dan kemudian diberi larutan metformin dengan dosis 19,5 mg/100 gram BB/hari.
Metformin adalah obat anti diabetes oral untuk penderita DM tipe 2 yang
direkomendasikan dokter. Data dianalisis dengan One Way Anova, Uji Fisher
pada a 5%, dan Uji Kruskal Wallis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
diosgenin dari ekstrak etanol rimpang pacing mampu menurunkan kadar glukosa
dan kolesterol darah secara signifikan serta mampu memperbaiki jaringan hati dan
memberikan efek protektif terhadap organ pankreas mencit bahkan pada dosis 10
mg/gram BB/hari.

Kata Kunci: Pacing (C. speciosus), diosgenin, glukosa darah, mencit (Mus
musculus)



ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF ETHANOL EXTRACT RHIZOMES PACING
(Costus speciosus) IN LOWERING BLOOD GLUCOSE LEVELS AND
CHOLESTEROL MALE MICE (Mus musculus)
INDUCED BY ALLOXAN

By

Ana Triana Maiyah

Diabetes is increasing at an alarming rate in Indonesia as there are approximately
10 million diabetic patients in Indonesia and rank 7" in the world. Recently,
antidiabetic agents of plant origin such as Costus speciosus have gained attention
of scientist due to unwanted side effects with other pharmacologic antidiabetic
drugs. C.speciosus is indigenous plant in Indonesia, commonly known as
“pacing” and has shown antidiabetic properties. Keeping this in view, the present
study was designed to study the ameliorative effects of C. speciosus on blood
glucose, cholesterol, pancrease and liver in alloxan induced diabetic mice.
Experimental mice were divided into six groups with five replicates and identified
as follows: normal or control negative (group I), diabetic untreated or control
positive (group 1), diabetic treated with ethanolic extract of C.speciosus (group
I11,1V,V) and diabetic treated with reference drug metformin (group VI). Mice in
all groups were intoxicated with alloxan to induce diabetes except group | which
acted as negative control. Mice in the group I, IV and V were treated with
ethanolic extract of C. speciosus at a dose rate of 10,20 and 30 mg/100g bw/day
respectively while mice in group VI were treated with metformin at a dose rate of
19.5mg/100g bw/day. Mice treated with ethanolic extract of C. speciosus showed
significant lower level (P<0.05) of blood glucose and cholesterol and also
significantly reduced (P<0.05) macroscopic and microscopic pathological lesions
in pancrease and liver. The result of this study highlight that ethanolic extract of
C. speciosus could ameliorate negative effects of diabetes on the histologic
structure of pancrease, liver, even in small doses than 10 mg/100 bw/days

Keywords: Pacing (C. Speciosus), blood glucose, mice (Mus musculus)
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Data Kementerian Kesehatan RI pada tahun 2013 menunjukkan bahwa proporsi
penyebab kematian di Indonesia pada orang-orang yang berusia kurang dari 70
tahun yaitu akibat penyakit kardiovaskular yang menjadi penyebab terbesar
(39%), diikuti oleh kanker (27%), penyakit pernafasan kronis, pencernaan kronis
dan penyakit tidak menular lainnya (30%) dan diabetes (4%). Data kematian pada
penderita diabetes mellitus di Indonesia sebesar 74,3 % berasal dari pasien
diabetes mellitus yang tidak bergantung pada insulin (DMT2) dan 25,7 %
selebihnya merupakan penderita diabetes mellitus yang bergantung pada insulin
(DMT1) (Kementerian Kesehatan R1, 2013). Kematian pada penderita diabetes
tertinggi disebabkan oleh hiperglikemia, yang diikuti dengan hipertensi,
hiperkolesterol, penyakit jantung dan stroke, yang semuanya merupakan akibat

dari naiknya kadar gula darah (IDF, 2015).

Pada tahun 2013, Indonesia memiliki sekitar 8,5 juta penderita diabetes yang
merupakan ke-4 jumlah terbanyak di Asia dan nomor-7 di dunia. Tahun 2015
penderita diabetes Indonesia telah mencapai 10 juta walaupun masih menduduki
peringkat ke-4 terbanyak di Asia dengan rentang usia penderita diabetes sekitar

20-79 tahun (IDF, 2015).



Hiperglikemia pada penderita diabetes diakibatkan oleh pengaturan homeostasis
glukosa yang tidak berjalan sempurna. Hiperglikemia ini jarang berdiri sendiri,
hampir selalu didampingi oleh beberapa kelainan lain seperti hipertensi,
dislipidemia, obesitas, hiperkolesterol, penyakit jantung dan stroke, retinopathy
penyebab kebutaan, nefropathy penyebab utama gagal ginjal dan ulserasi yang
menyebabkan kaki terpaksa diamputasi. Fenomena ini secara klinis dikenal
sebagai sindroma resistensi insulin yang menjadi pusat perhatian secara global
karena diabetes berperan dalam terbentuknya berbagai penyakit degeneratif ini

(IDF, 2015).

Saat ini, pengobatan diabetes diutamakan untuk mengurangi hiperglikemia.
Namun, karena efek samping yang tidak diinginkan menjadikannya sebagai
hambatan utama sehingga menyebabkan adanya peningkatan akan permintaan
untuk agen antidiabetes baru. Eksplorasi untuk menemukan antidiabetes baru
yang diharapkan tidak memiliki efek samping dilakukan salah satunya dengan
eksplorasi tanaman obat. Tanaman obat dianggap merupakan sumber yang belum

banyak dijelajahi sebagai obat antidiabetes yang ampuh (Ghosh et al, 2014).

Bhogaonkar et al (2012) mengatakan bahwa masih banyak tanaman yang tidak
diketahui dan kurang dikenal namun digunakan masyarakat dalam praktek
pengobatan misalnya yang dilakukan oleh beberapa suku di India, salah satunya
adalah Costus speciosus yang disebutkan dalam literatur Ayurvedic (Iimu
pengobatan tradisional India) sebagai tanaman antidiabetes. Kemampuan
C.speciosus sebagai obat diabetes disebabkan oleh kandungan diosgenin yang

terdapat di dalamnya. Pawar (2014) mengatakan diosgenin berhasil diisolasi dari



rimpang C. speciosus sebesar 3,37%. Revathy et al (2014) menyebutkan jika C.
speciosus merupakan sumber diosgenin yang digunakan dalam banyak obat-

obatan manusia.

Mc Anuff et al (2005) mengatakan diosgenin yang terkandung di dalam Bitter
Yam (Dioscorea polygonoides) secara signifikan menurunkan glukosa plasma
pada tikus diabetes yang diinduksi streptozotocin dibandingkan dengan kontrol
tikus diabet. Basch et al (2007) mengatakan bahwa diosgenin yang terkandung
dalam fenugreek (Trigonella foenum-graecum) memiliki peran penting dalam
pengendalian penyakit metabolik seperti diabetes mellitus dan obesitas. Uemura et
al (2010) mengatakan diosgenin yang terkandung dalam fenugreek ( (Trigonella
foenum-graecum) dapat menurunkan ukuran sel adiposit pada tikus obesitas
diabetes mellitus dan menunjukkan diferensiasi peningkatan sel adiposit yang
mengarah pada menurun-nya akumulasi adiposit lipid. Ghosh et al (2014)
mengatakan bahwa diosgenin yang berasal tanaman fenugreek (Trigonella foenum
graecum, Leguminosea), memiliki properties antidiabetes. Suplementasi
diosgenin menghasilkan efek hipoglikemik yang bekerja dengan meningkatkan
pemanfaatan glukosa perifer, mengkoreksi gangguan glikolisis hati dan
membatasi pembentukan glukoneogenik yang bekerja mirip dengan hormon

insulin.

Di Indonesia tanaman C. speciosus dikenal sebagai pacing yang ditanam
penduduk sebagai tanaman hias atau tumbuh liar ditempat tempat lembab dengan
sedikit naungan. Tanaman ini dikenal berkhasiat sebagai obat luar yaitu luka

gigitan ular atau gigitan serangga, obat demam, disentri, dan radang selaput lendir



mata serta sebagai antifertilitas (Wijayakusuma et al, 2014). Diosgenin pada C.
speciosus yang terdapat di Indonesia berhasil diisolasi oleh Wunas et al pada
tahun 1983 dan diperoleh diosgenin dalam rimpangnya sebesar 3,03%. Tujuan
isolasi diogenin pada saat itu adalah untuk memperoleh diosgenin sebagai
antifertilitas namun khasiat diosgenin pada pacing sebagai antidiabetes dan

antikolesterol belum banyak diketahui masyarakat Indonesia.

Penderita diabetes saat ini banyak yang menggunakan metformin untuk
menurunkan glukosa darahnya. Metformin hidrochloride adalah obat
antihiperglikemia oral yang digunakan untuk mengobati DMT2. Metformin dapat
membantu mengontrol jumlah glukosa darah dan meningkatkan respons tubuh
terhadap insulin. Metformin tersedia dalam obat generik yang diresepkan dokter

pertama kali pada pasien yang didiagnosa menderita DMT2 (HJL, 2016).

B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui efek ekstrak etanol rimpang pacing (C. speciosus)
terhadap glukosa darah dan kolesterol pada mencit jantan (Mus musculus)
yang diinduksi aloksan.

2. Untuk mengetahui dampak yang ditimbulkan dari pemberian ekstrak etanol

rimpang pacing terhadap kerusakan sel hati dan pankreas mencit.



C. Kerangka Pemikiran

Diabetes melitus tipe 2 disebabkan oleh terjadinya resistensi insulin perifer dan
akibat berkurangnya sekresi insulin. Resistensi insulin merupakan ciri yang
ditunjukkan dengan menurunnya sensitivitas metabolisme insulin. Terjadinya
DMT?2 disebabkan oleh kegagalan jaringan target insulin seperti otot dan jaringan
adiposa untuk merespon insulin yang akhirnya mengarah kepada disfungsi sel
pankreas dan hiperglikemia. Mekanisme penyebab terjadinya resistensi ini, diduga
karena adanya obesitas sentral sebagai faktor predisposisi dalam kaitannya dengan
sekret sel adiposa yang dapat merusak toleransi glukosa. Obesitas sentral
menyebabkan meningkatnya metabolisme yang kemudian menyebabkan sel
normal pankreas merespon dengan meningkatkan kerja sel . Stimulasi terus-
menerus dari sel B pankreas untuk meningkatkan gluco/lipotoksisitas menyebab-
kan akumulasi protein secara berlipat pada retikulum endoplasma (RE) sehingga
menyebabkan RE mengalami stress, sel-sel dalam hati dan pankreas mengalami

kerusakan bahkan kematian, dan akhirnya menyebabkan disfungsi sel B pankreas.

Diosgenin adalah sapogenin steroid yang merupakan hidrolisat dari dioscin yang
dapat ditemukan dari berbagai tumbuhan. Diosgenin yang ditemukan dari
tumbuhan Trigonella foenum-graecum diduga mampu menyebabkan homeostasis
glukosa dan mempengaruhi kontrol sistemik glukosa dengan kemampuannya
memanfaatkan glukosa seluler berlebih melalui kegiatan peningkatan kerja enzim
lipogenik glikolitik dalam ginjal. Diosgenin dari T. foenum-graecum mampu
melindungi sel B pankreas dari kematian dan kerusakan, menurunkan o amilase

dan maltase, yang menyebabkan penurunan tingkat glukosa darah. Perubahan



enzim yang dilakukan oleh diosgenin berpotensi menghambat metabolisme lipid
dan penyerapannya sehingga dapat meningkatkan kepekaan pankreas terhadap
insulin, dengan demikian mampu meningkatkan sekresi insulin pankreas.
Diosgenin yang ditemukan dari Dioscorea polygenoides menunjukkan sifat
hipoglikemik dalam percobaan sehingga bermanfaat dalam pengobatan DMT2.
Diosgenin dari Dioscorea bulbifera mampu menghambat aktivitas a amilase dan

a glukosidase dalam pengobatan DMT?2.

Pacing mengandung diosgenin terutama dalam rimpangnya. Penelitian di India
menunjukkan jika diosgenin yang ditemukan pada pacing memiliki aktivitas
antihiperglikemia dan antikolesterol. Dalam jurnal penelitian India, dikatakan jika
pacing dapat digunakan dalam pengobatan DMT2. Tanaman pacing juga banyak
terdapat di Indonesia dan juga memiliki kandungan diosgenin di dalamnya.
Dengan demikian pacing dari Indonesia juga dapat menurunkan kadar gula darah

dan kolesterol dan diharapkan dapat digunakan dalam pengobatan DMT2

D. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian adalah:

1. Pemberian ekstrak etanol rimpang pacing dapat menurunkan kadar glukosa
dan kolesterol darah mencit yang telah diinduksi aloksan.

2. Diosgenin yang terkandung dalam ekstrak etanol rimpang pacing efektif

dalam memperbaiki kerusakan sel hati dan pankreas.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Diabetes Melitus

Diabetes melitus adalah penyakit kronis yang terjadi ketika tubuh tidak dapat
memproduksi cukup insulin atau tidak dapat menggunakan secara efektif. Insulin
bertindak sebagai kunci yang memungkinkan sel-sel tubuh mengambil glukosa
dan menggunakannya sebagai energi. Hormon insulin diproduksi di pankreas
yang memungkinkan glukosa dari makanan untuk memasuki sel-sel tubuh di
mana ia diubah menjadi energi yang dibutuhkan oleh otot dan jaringan agar

berfungsi (IDF, 2013).

Seseorang dengan diabetes tidak dapat menyerap glukosa benar, dan glukosa tetap
beredar didarah (kondisi yang dikenal sebagai hiperglikemia) akibatnya jaringan-
jaringan tubuh rusak dari waktu ke waktu. Kerusakan ini dapat menyebabkan
jaringan dan berbagai organ menjadi nonaktif sehingga menyebabkan komplikasi
kesehatan yang mengancam jiwa. Diabetes dapat memprovokasi kerusakan pada
mata, ginjal, kaki dan hati, yang jika tidak diobati akan mengakibatkan kematian
dini. Hal ini berkaitan dengan adanya peningkatan glukosa di dalam darah pasien

(IDF, 2013).

Sebagai hasil dari sejumlah besar penelitian ilmiah dalam memahami terjadinya

DM, terdapat tiga bentuk utama dari penyakit ini yang telah diidentifikasi; tipe 1,



tipe 2, dan Gestational Diabetes Mellitus (GDM). Setiap individu akan
mengalami peningkatan kadar glukosa darah, yang merupakan ciri dari penyakit
diabetes. Namun, etiologi untuk setiap klasifikasi diabetes secara fisiologis

berbeda (De Silvieira, 2011).

Perbedaan antara individu normal dengan penderita tipe 1 dan 2 diabetes dalam

merespon insulin dan pengaturan gula darah dapat dilihat dari skema dibawah ini.

CELLS

Normal situation

BLOOO

CELLS

7t

Type 2 diabetes

gestational diabetes

Fore e
B DD

BLOOC

Gambar 1. Skema respon pankreas terhadap insulin dalam tubuh normal dan
penderita diabetes (Sumber: IDF, 2013)

1. Diabetes melitus tipe 1

Diabetes melitus tipe 1, diabetes anak-anak (bahasa Inggris: childhood-onset
diabetes, juvenile diabetes, insulin-dependent diabetes mellitus) adalah diabetes
yang terjadi karena berkurangnya rasio insulin dalam sirkulasi darah akibat
hilangnya sel B penghasil insulin pada pankreas. Kondisi ini sebagian besar

merupakan konsekuensi dari penghancuran sel-sel 3 pankreas oleh limfosit T atau


http://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Inggris
http://id.wikipedia.org/wiki/Pankreas

sel T individu itu sendiri. Serangan autoimun ini secara sistematis akan
menghancurkan sel-sel B pankreas, akibatnya pankreas tidak dapat menghasilkan
insulin secara normal untuk penyerapan glukosa ke jaringan dari aliran darah.
Penyebab lain berkurangnya produksi insulin adalah mutasi pada genom

mitokondria dalam sel B pankreas (De Silvieira, 2011).

Penderita DMT1 hanya dapat bertahan hidup dari suntikan insulin sepanjang
hidupnya. DMT1 dapat diderita oleh anak-anak maupun orang dewasa. Sampai
saat ini DMT1 tidak dapat dicegah dan tidak dapat disesmbuhkan, bahkan dengan
diet dan olahraga. Kebanyakan penderita DMT1 memiliki kesehatan dan berat
badan yang baik saat sebelum penyakit ini mulai dideritanya. Selain itu,
sensitivitas maupun respons tubuh terhadap insulin umumnya normal pada

penderita diabetes tipe ini, terutama pada tahap awal (De Silvieira, 2011).

Data mortalitas penderita diabetes di Indonesia pada tahun 2009 menunjukkan
jika terdapat penderita DMTL1 di Indonesia sebanyak 25,7 % dari seluruh kasus
diabetes yang terjadi pada tahun tersebut (Kementrian Kesehatan RI1, 2012). Pada
tingkat dunia, orang dewasa penderita DMT1 terdapat sekitar 5% dari seluruh

kasus diabetes yang didiagnosa terjadi (IDF, 2013).

2. Diabetes melitus tipe 2

Diabetes melitus tipe 2 (bahasa Inggris: adult-onset diabetes, obesity-related
diabetes, non-insulin-dependent diabetes mellitus) adalah diabetes yang
disebabkanoleh ketidakpekaan terhadap insulin atau sekresi insulin relatif rendah
yang bukan merupakan hasil dari kerusakan pada pankreas. DMT2 merupakan

kasus paling umum dari penderita DMT2 pada populasi manusia dan juga dikenal
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sebagai onset dewasa, karena ketidakpekaan insulin ini cenderung berkembang

lambat di sepanjang hidup penderitanya (IDF, 2013).

Diabetes melitus tipe 2 disebabkan oleh terjadinya resistensi insulin perifer dan
berkurangnya sekresi insulin. Resistensi insulin merupakan ciri telah menurunnya
sensitivitas metabolisme insulin akibat terhambatnya produksi glukosa hati atau
pembuangan glukosa tergantung insulin. Terjadinya DMT2 disebabkan oleh
kegagalan jaringan target insulin seperti otot dan jaringan adiposa untuk merespon
insulin yang akhirnya mengarah kepada disfungsi sel § pankreas dan

hiperglikemia.

DMT?2 biasanya terjadi pada orang dewasa, tetapi dapat terjadi juga pada anak-
anak dan remaja. Pada penderita DMT2, tubuh mampu memproduksi insulin
tetapi tidak cukup baik atau tubuh tidak mampu untuk merespon insulin (juga
dikenal sebagai resistensi insulin), yang kemudian akan mengarah kepada
terjadinya penumpukan glukosa dalam darah. Banyak orang dengan DMT2 di
tubuhnya tidak menyadari kehadiran penyakit mereka untuk jangka waktu yang
lama karena munculnya gejala membutuhkan waktu bertahun-tahun untuk dapat
dideteksi hingga terjadinya kerusakan tubuh oleh kelebihan glukosa darah.
Mereka sering baru bisa didiagnosis hanya bila komplikasi diabetes telah

berkembang.

Meskipun penyebab pasti terjadinya DMT2 masih belum diketahui, ada beberapa
penting faktor yang menimbulkan risiko terjadinya DMT2 yaitu, obesitas, pola

makan yang buruk, aktivitas fisik, usia tua, riwayat keluarga diabetes, etnis dan
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kadar glukosa darah tinggi selama kehamilan yang dapat mempengaruhi anak

yang belum lahir (IDF, 2013).

Berbeda dengan orang-orang dengan DMT1 mayoritas dari mereka dengan DMT?2
biasanya tidak memerlukan dosis harian insulin untuk bertahan hidup. Penderita
DMT2 mampu mengelola kondisi mereka melalui diet sehat dan meningkatkan
aktivitas fisik atau obat oral. Namun, jika mereka tidak dapat mengatur kadar
glukosa darah mereka, maka mungkin insulin akan diresepkan dalam pengobatan.
Jumlah penderita DMT2 berkembang pesat di seluruh dunia. Kenaikan ini terkait
dengan pembangunan ekonomi, pertumbuhan populasi, peningkatan urbanisasi,
perubahan pola makan, berkurangnya aktivitas fisik, dan perubahan gaya hidup

lainnya (IDF, 2013).

DMT?2 juga dapat disebabkan oleh dislipidemia, lipodistrofi, dan sindrom
resistensi insulin. Pada tahap awal kelainan yang muncul adalah berkurangnya
sensitifitas terhadap insulin, yang ditandai dengan meningkatnya kadar insulin di
dalam darah. Hiperglikemia dapat diatasi dengan obat antidiabetes yang dapat
meningkatkan sensitifitas terhadap insulin atau mengurangi produksi glukosa dari
hepar, namun semakin parah penyakit, sekresi insulin pun semakin berkurang, dan
terapi dengan insulin kadang dibutuhkan. Mekanisme penyebab terjadinya
resistensi ini, diduga karena adanya obesitas sentral sebagai faktor predisposisi
terjadinya resistensi terhadap insulin, dalam kaitan dengan pengeluaran dari sel
adipokines yang dapat merusak toleransi glukosa. Obesitas menjadi faktor

penyebab sekitar 90% dari pasien diabetes dunia yang didiagnosis sebagai
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penderita DMT2, selain faktor sejarah adanya penderita diabates dalam keluarga

(De Silvieira, 2011).

3. Gestational Diabetes Mellitus (GDM)

Wanita yang memiliki resistensi insulin dengan glukosa darah tinggi selama
kehamilan dikatakan memiliki gestasional diabetes melitus (GDM). Kondisi ini
muncul karena adanya tindakan insulin yang diblokir, mungkin oleh hormon yang
dihasilkan oleh plasenta. GDM berisiko untuk bayi, namun tidak separah bagi
mereka yang memiliki ibu penderita DMT1 atau DMT2 sebelum kehamilan.
Meskipun demikian, diabetes kehamilan yang tidak terkendali dapat memiliki

konsekuensi serius bagi ibu dan bayinya (IDF, 2013).

4. Komplikasi Diabetes Mellitus

Pada ketiga jenis diabates, jika insulin tidak menyampaikan sinyal dengan baik,
maka glukosa tidak dapat disimpan sebagai glikogen dalam hati dan jaringan otot.
Hal ini menyebabkan ketidakmampuan untuk sel, seperti otot, untuk mengangkut
glukosa melintasi membran plasma dan ke dalam sitoplasma. Jika transportasi ini
tidak bisa terjadi, sel harus resor untuk memetabolisme asam lemak untuk
memproduksi ATP sehingga mengakibatkan peningkatan produksi keton secara
abnormal. Sistem kemih tidak dapat menyaring/menyerap air dan glukosa dengan
benar sehingga menyebabkan gejala glikosuria dan poliuria. Glikosuria
mengakibatkan kelebihan glukosa dalam urin dan poliuria menyebabkan
meningkatnya produksi urine. Akibatnya komplikasi jantung dan peredaran darah
dapat timbul, serta neurologis maupun gangguan penglihatan dan pendengaran.

Disfungsi molekul terlihat pada DMT1 dan DMT2 yang dapat diperiksa masing-
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masing dari perspektif utama yaitu adanya indikasi penurunan produksi insulin

dan ketidakpekaan reseptor terhadap insulin (De Silvieira, 2011).

5. Kriteria Diagnosis Diabetes Mellitus

Pada manusia kadar glukosa darah penderita diabates berada pada level yang
melebihi batas normal yaitu >126 mg/dL untuk kadar glukosa darah puasa dan >

200 mg/dL untuk kadar glukosa darah sewaktu (IDF, 2015).

Adapun kriteria diabates menurut Kementerian Kesehatan tahun 2013 adalah
apabila: nilai Glukosa Darah Sewaktu (GDS) >200 mg/dL, nilai Glukosa Darah
Puasa (DGP) >126 mg/dL. Toleransi Glukosa Darah Terganggu (TGT) 140-199
mg/dL, Glukosa Darah Puasa Terganggu (GDPT) 100-125 mg/dL, di atas 200
mg/dL didiagnosa menderita diabates dan di atas 300 mg/dL mengarah ke

ketoasidosis.

B. Pacing (Costus speciosus)

1. Klasifikasi Tumbuhan

Devisi : Spermatophyta

Subdevisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae
Bangsa : Zingiberales
Suku : Zingiberaceae

Marga : Costus

Jenis : Costus speciosus Gambar 2. Pacing (Costus speciosus)
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Sinonim
Costus sericeous Bl., Costus laureiri Horan, Amomum arboreum Lour, Amomum

hirsutum Lamk., Banksia speciosa Koenig.

Nama Daerah

Tepung tawar, Galoba utan (Melayu), Tabar-tabar, Totar (Batak), Sitawar
(Minangkabau), Tabar-tabar, Tawar-tawar, Kalacim, Kalacing (Bangka), Pacing,
Pacing tawar (Sunda), Poncangpancing, Pacing tawa (Jawa), Bunto binto
(Madura), Palai batang, Lingkuas intalun (Minahasa), Galoba utan (Manado),
Tampung tawara, Tapung tawara (Makasar), Tepu tawa (Bugis), Tehe tepu, Tubu-
tubu (Ambon), Uga-uga (Ternate), Muri-muri, Tebe pusa (Seram), Zhang liu tou

(Cina) (Wijayakusuma et al, 2014).

Di wilayah India, pacing dikenal dengan nama Keukand, Keu Kust (Hindi),
Pakarmula (Gujrati), Penva, Pushkarmula (Marathi), Kustha (Sansekerta) dan
Kostam (Tamil) (Verma et al, 2012). Costus speciosus dikenal sebagai Kemuka
dalam bahasa Sansekerta, Pushpamoola di Kannada dan Kashmeeramu di

Telugu, India (Bhogaonkar et al, 2012).

2. Deskripsi Tumbuhan

Wijayakusuma et al (2014) menjelaskan jika tumbuhan Costus speciosus berupa
herba tahunan, tegak, tingginya dapat mencapai 0,5 sampai 4 meter. Batangnya
banyak mengandung air, mudah dipatahkan, dari luar kasar dan dari dalam licin
dan mengkilat. Batang tertutup oleh pelepah daun, berwarna hijau keunguan.
Daunnya merupakan daun tunggal, berwarna hijau, berbentuk lonjong sampai

lanset memanjang, tersusun secara spiral melingkari batang. Ujung daun
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meruncing, tepi rata, pangkal daun tumpul, panjang 11-28 cm dan lebarnya 8-11
cm. Permukaan daun bagian bawah berbulu lembut, sedangkan permukaan atas
beralur. Tangkai daun pendek. Perbungaan berbentuk bulir besar yang terletak
pada ujung batang. Bunganya berwarna putih atau kuning. Daun pelindung bulat
telurdengan ujung runcing. Mahkota berbentuk tabung, panjang lebih kurang 1
cm dan diameter sekitar 5 mm. Benang sari sepanjang 6 cm, ujungnya runcing,
berwarna hijau. Putik tersembul di atas kepala sari, warnanya putih. Buahnya
buah kotak berbentuk bulat telur, berwarna merah. Biji keras, kecil, diameter lebih
kurang 2 mm, berwarna hitam. Akar serabut berwarna putih atau kuning kotor.
Rimpang mengandung pati. Tumbuh liar di tempat yang lembab dengan sedikit
naungan atau tumbuh liar di bawah tumbuh-tumbuhan yang tinggi seperti di hutan
primer, hutan sekunder dan hutan jati pada dataran rendah sampai ketinggian 1050

meter di atas permukaan laut. Banyak ditemukan dipulau Jawa.

Bhogaonkar et al (2012) mengatakan jika ada lebih dari 100 spesies dari Costus.
Spesies yang berbeda dari Costus bervariasi dalam hal warna bunga. Beberapa
varietas dengan bunga dan bracts terlihat seperti kerucut kompak, sementara yang
lain berbentuk seperti nanas atau crepe yang lembut keluar dari kerucut hijau.
Beberapa daun muda terdapat di permukaan abaksial, sementara pada bagian lain

tampak halus dan keunguan.

Sekitar tujuh spesies dari genus Costus Linn yang diiketahui terdapat di India
antara lain adalah C.barbatus, C.chartaceus, C. cuspidatus, C. giganteus, C. osae.
C. igneus, C. spectabilis. Habitat C. speciosus tumbuh ditempat yang subur,
kaya organik, lembab, dan teduh. Iklim tropis dengan kelembaban tinggi dan

suhu minimum 13°C yang terbaik untuk budidaya. Crepe jahe tumbuh dari akar
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berdaging tebal yang disebut "rimpang”. Sebuah rimpang tunggal akan
menghasilkan tunas baru dan meningkat menjadi rumpun selebar 3 kaki pada
tahun kedua di bawah kondisi yang ideal. Costus bereproduksi vegetatif dengan
rimpang, pembagian batang, dan stek batang. Costus juga dapat berkembangbiak

melalui biji (Bhogaonkar et al, 2012).

3. Kandungan Kimia Rimpang Pacing (Costus speciosus)

Pemeriksaan kandungan kimia rimpang sembilan jenis Costus yaitu Costus
speciosus Bogor, C. speciosus Jawa, C. speciosus Australia, C. malortieanus, C.
rumphianus, C. villisissinus, C. discolor, C. speciosus New Guinea, C. afer umur
tiga tahun delapan bulan yang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Industri

Bogor menunjukkan adanya diosgenin (Wunas et al, 1983).

Rimpang C. speciosus adalah sumber utama diosgenin sebesar 3,37% (Pawar,
2014). Rimpang C. speciosus juga mengandung tigogenin, saponin, keton
alifatik hidroksil, triterpen, pati lendir, oxa-asam, asam lemak, asam absisik, dan
kortikosteroid (Rajesh et al, 2012). Saraf et al (2009) berhasil mengekstrak
rimpang C. speciosus dan menemukan kehadiran beberapa alkaloid, flavanoid,

cardiac glycosides, saponins, sterols dan tannin selain senyawa utama diosgenin.

Adapun struktur senyawa diosgenin adalah sebagai berikut:

Diosgenin

Gambar 3. Struktur Molekul Diosgenin (Sumber: Patel et al, 2012)
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4. Kegunaan Rimpang Costus speciosus

Di Indonesia seluruh bagian tumbuhan digunakan sebagai obat luar untuk luka
akibat digigit ular atau digigit serangga dan digunakan juga sebagai obat disentri.
Daun digunakan sebagai obat radang selaput lendir mata. Daun yang masih muda
juga digunakan untuk menyuburkan rambut. Batang digunakan sebagai obat

demam (Wijayakusuma et al, 2014).

Rimpang C. speciosus memiliki sifat antifertilitas, anticholinestrase,
antiinflamasi, antipiretik dan kegiatan antihelminthic. Minyak essential dari
rimpang menunjukkan aktivitas antimikroba. Saponin steroid dan sapogenins dari

rimpang C. speciosus menunjukkan aktivitas antijamur (Rani et al, 2012).

Dalam Ayurveda (Ilmu pengobatan tradisional di India), rimpang pahit dari C.
speciosus digunakan sebagai obat cacing, ekspektoran, tonik dan berguna dalam
mengurangi rasa terbakar, sembelit, kusta, asma, bronkitis, anemia dan penyakit
kulit lainnya. Rimpang C. speciosus memiliki sifat hepatoprotektor. Pasta
rimpang digunakan untuk mengobati bisul dan juga untuk membuat hormon
seksual dan kontrasepsi. Daun digunakan untuk kudis dan penyakit perut. Batang
yang digiling menjadi pasta dan digunakan untuk mengobati lecet. Rimpang juga
digunakan untuk mengobati gigitan ular, zat diuretik, dan bersifat antiseptik dan
juga digunakan untuk membuat vata dan kapha dan untuk menghaluskan kulit.

(Rani et al, 2012).
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C. Diosgenin dan Pengaruhnya terhadap Diabetes

Ada beberapa laporan yang menunjukkan bahwa sumber diosgenin seperti biji
kacang-kacangan dan umbi-umbian berkontribusi sebagai antidiabetes dalam
model eksperimental (Raju et al, 2001, Basch et al, 2003, McAnnuf et al, 2008,
Rajesh et al, 2009, Uemura et al, 2010, Hamden et al, 2012, dan Revathy et al,
2014). Diosgenin adalah hidrolisat dari dioscin ditemukan di rimpang ubi
(Discorea sp.) dan beberapa tumbuhan lain dalam bentuk glucoside. Sapogenin
steroid ini ditemukan di berbagai tanaman seperti Dioscorea nipponoca
Makino,Smilax china Linn, Smilax bockii Warb, Solanum incanum, Solanum
xantho-carpum, Costus speciosus dan Trigonella foenum graecum. Diosgenin
merupakan fitokimia biologis aktif yang bertanggung jawab untuk berbagai jenis
tindakan fungsional seperti prekursor untuk sintesis steroid dan kontrasepsi.
Selain itu diosgenin juga digunakan dalam bentuk obat-obatan untuk pengobatan
penyakit seperti leukemia, hiperkolesterolemia, sindrom klimakterik dan kanker

(Patel et al, 2012).

Raju et al (2001) dalam penelitiannya menjelaskan jika diosgenin yang terdapat
dalam Trigonella foenum-graecum menyebabkan homeostasis glukosa pada tikus
yang diinduksi aloksan. Adanya kontrol sistemik glukosa yang baik tersebut
merupakan pengaruh dari diosgenin yang mampu memanfaatkan glukosa seluler
secara berlebih melalui kegiatan peningkatan kerja enzim lipogenik glikolitik
dalam ginjal hewan percobaan. Diosgenin yang terdapat dalam Trigonella

foenum-graecum berpotensi mengerahkan efek terapeutik melalui modulasi
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sekresi insulin dan mampu menginduksi hiperinsulinemia dalam mengendalikan

DM pada hewan percobaan.

Mc Anuff et al (2005) menjelaskan terdapat pengaruh diosgenin yang diperoleh
dari Dioscorea polygenoides pada disakaridase usus dan beberapa enzim pada
ginjal tikus DM yang diselidiki selama 3 minggu, menunjukkan jika suplementasi
diosgenin secara signifikan menurun aktivitas laktase dan maltase dan juga
menurunkan aktivitas transaminase secara signifikan dibandingkan dengan
kelompok kontrol normal. Diosgenin menunjukkan sifat hipoglikemik, yang
bermanfaat dalam pengobatan DM dengan mengurangi aktifitasenzim
disakaridase usus. Pengaruh diosgenin terhadap glukosa darah puasa pada enzim
amilase dan ATP-ase dari usus pada tikus DM yang diinduksi streptozotocin telah
dipelajari dan diperoleh hasil yaitu terjadinya peningkatan yang signifikan dalam
aktivitas o amilase di wilayah proksimal mukosa usus halus tikus DM yang

diobati dengan diosgenin.

Rajesh et al (2009) dalam penelitiannya menggunakan Costus speciosus dengan
dosis 200 mg/kg berat badan, mengatakan jika ekstrak C. speciosus dalam
aquades dan ekstrak C. speciosus dalam metanol secara signifikan menurunkan
kadar gula darah dari 387 mg/ml menjadi 120 mg/ml dan dari 303 mg/ml menjadi

161 mg/ml dalam waktu 240 menit pada tikus yang diinduksi Streptozotocin.

Hamden et al (2012) dalam penelitiannya menggunakan Trigonella sebagai terapi
penyembuhan pada tikus DM memperlihatkan temuan jika pemberian Trigonella
membantu melindungi sel B pankreas dari kematian dan kerusakan, selain itu

pemberian suplemen Trigonella secara signifikan menurunkan o amilase dan
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maltase pada dosis masing-masing 36% dan 52%, yang menyebabkan penurunan
tingkat glukosa darah sebesar 46%. Pemberian Trigonella pada tikus DM
menyebabkan perubahan enzim yang berpotensi menghambat metabolisme lipid

dan penyerapannya. Kandungan utama dari Trigonella adalah diosgenin.

Revathy et al (2014) dalam penelitiannya menggunakan ekstrak etanol C.
speciosus dengan dosis 200 mg/kg berat badan pada tikus albino yang diinduksi
aloksan selama 14 hari secara oral, menyebabkan terjadinya penurunan kadar gula
darah dibandingkan dengan kontrol DM. Kadar gula darah pada kontrol DM
sebesar 262,3 £ 17,7 mg/ml sedangkan pada tikus yang diberikan ekstrak etanol
C. speciosus sebesar 109 + 7,3 mg/ml setara dengan pemberian glibenclamide 2,5

mg/kg berat badan yaitu sebesar 101 £ 6,2 mg/ml.

D. Mencit (Mus musculus)

Mencit atau Mus musculus adalah tikus rumah yang biasa dipelihara, bersifat
penakut, fotofobik, cendrung berkumpul dengan sesamanya, mempunyai
kecendrungan untuk bersembunyi, lebih aktif pada malam hari, cukup sensitif
terhadap pengaruh senyawa asing dan memiliki suhu tubuh normal 37,4 °C.
Kesamaan anatomi dan proses metabolisme senyawa uji antara mencit dengan
manusia, memungkinkan digunakannya mencit sebagai hewan uji di laboratorium.
Publikasi data biologis mencit sudah banyak diketahui dan dapat dijadikan

sebagai acuan penelitian (Kusumawati, 2004).



21

Sistem taksonomi mencit sebagai berikut:
Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Sub filum  : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Myomorpha

Familia : Muridae Gambar 4. Mencit (Mus musculus)
Sub familia : Murinae
Genus : Mus

Species : Mus musculus

Berbeda dengan hewan lainnya, mencit tidak memiliki kelenjar keringat. Jantung
terdiri dari empat ruang dengan dinding atrium yang tipis dan dinding ventrikel
yang lebih tebal. Peningkatan temperatur tubuh tidak mempengaruhi tekanan
darah. Sedangkan frekuensi jantung, cardiac output berkaitan dengan ukuran
tubuhnya. Hewan ini memiliki karakter yang lebih aktif pada malam hari daripada

siang hari. Adapun data biologis mencit adalah sebagai berikut:



Tabel 1. Data Biologis Mencit di Laboratorium

Berat badan jantan (gram) 20-40
Berat badan betina (gram) 18-35
Lama hidup (tahun) 1-3
Temperatur tubuh (°C) 36,5
Kebutuhan air Ad libitum
Kebutuhan makanan (g/hari) 4-5
Pubertas (hari) 28-49
Lama kebuntingan ((hari) 17-21
Tekanan darah

Systolik (mmHg) 133-160
Diastolik(mmHg) 102-110
Frekuensi respirasi (per menit) 163
Tidal volume 0,18 (0,09-0,38)
Systolik (mmHg) 133-160
Diastolik(mmHg) 102-110
Hematologi

Eritrosit (RBC) ( x 10/mm?) 6,86-11,7
Hemoglobin (g/dl) 10,7-11,5
MCV (i) 47,0-52,0
MCH (upg) 11,7-12,7
MCHC (%) 22,3-31,2
Hematokrit (PVC) (%) 33,1-49,9
Leukosit (WBC) (x 10¢/mmg) 12,1-15,9
Neutrofil (x 10¥mm?) 1,87-2,46
Eosinofil (x 10¥mm?) 0,29-0,41
Basofil (x 103/mm?) 0,06-0,10
Limfosit (x 10%mm3) 8,70-12,4
Monosit (x 103¥mmg) 0,30-0,55
Glukosa (mg/dl) 62,8-176
BUN (mg/dl) 13,9-28,3
Kreatinine (mg/dl) 0,30-1,00
Bilirubin (mg/dl) 0,10-0,90
Kolesterol (mg/dl) 26,0-82,4
Total protein (g/dl) 4,00-8,62
Albumin (g/dl) 2,52-4,84
SGOT (1U/1) 23,2-48,4

(Sumber: Kusumawati, 2004)
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E. Hati

Hati berperan dalam proses detoksifikasi bahan sisa metabolisme zat makanan,
obat dan zat toksik yang masuk ke dalam tubuh. Organ hati sangat mudah
terserang oleh efek toksik dari obat-obatan dan bahan kimia karena menerima
suplai darah sekitar 7 % dari vena porta . Vena porta membawa darah yang
mengandung zat makanan yang diabsorbsi dari usus dan organ tertentu menuju
hati sehingga sering dan mudah kontak dengan zat kimia dalam jumlah besar dan
hati merupakan jalur sekresi dan ekskresi untuk kebanyakan obat (Silverthorn,

2014).

Sekitar 70% area permukaan setiap sel hati berhadapan dengan sinusoid yang
berfungsi memaksimalkan pertukaran antara darah dan sel. Sel Hati disebut juga
hepatosit. Hepatosit hati tersusun mengisi unit heksagonal iraguler yang disebut
lobulus. Sinusoid merupakan pembuluh darah yang bercabang disekitar sel sel
hati. Di sepanjang tepi tiap lobulus berhubungan dengan vena porta hepatika dan

arteri hepatika (Silverthorn, 2014).

Sel hati atau hepatosit berbentuk poligonal dengan inti bulat atau sedikit lonjong
dan memiliki kromatin yang padat. Sel hati berinti ganda banyak ditemukan. Ciri
yang tampak pada jaringan hati adalah adanya vena sentralis yang terletak
ditengah tengah lobulus. Pada sebelah luar vena sentralis terdapat deretan
hepatosit yang tersusun mirip jari-jari mengarah ke jaringan interlobular, dan
diantara hepatosit tampak sinusoid hati yang bermuara ke vena sentral

(Wonodirekso, 2013).
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Gambar 5. Jaringan Hati Normal. (1) sinusoid, (2) sel kupffer (makrofag),
(Sumber: Kuehnel, 2003)

F. Pankreas

Pankreas memainkan peran kunci dalam metabolisme karbohidrat, protein dan
lipid. Pankreas tersusun atas bagian eksokrin dan endokrin. Bagian eksokrin
pankreas memiliki pars terminalis berupa asinus. Di dalam asinus sering dijumpai
sel sentroasiner yang membatasi lumen asinus. Sel ini merupakan awal dinding
duktus interkalaris, yaitu saluran keluar kelenjar yang terkecil. Pada bagian
endokrin disebut juga pulau-pulau Langerhans yang terdiri atas kelompok sel
yang pada pewarnaan HE terpulas lebih pucat daripada sel asinus di sekitarnya.
Sel pulau Langerhans itu juga lebih kecil daripada sel asinus. Pada umumnya,
bentuknya kelihatan bulat dan dindingnya tidak mudah dilihat. Diantara sel-sel itu
terdapat pembuluh kapiler darah. Kelompok sel ini pun tidak mempunyai

jaringan ikat yang jelas. (Wonodirekso, 2013).

Fungsi endokrin pankreas berada dalam pulau Langerhans, kelompok sel

mikroskopis kecil dalam jaringan eksokrin dan merupakan 1-3% dari massa total



pankreas. Pulau Langerhans pankreas terdiri empat jenis utama dari sel:
penghasil insulin yaitu sel g, mensekresi glukagon yaitu sel o, mensekresi
somatostatin yaitu sel D, serta mensekresi polipeptida pankreas yaitu sel F.
Dengan pulasan HE sulit untuk membedakan sel-sel a, £, D maupun sel F yang

ada di dalam pulau-pulau Langerhans (Geneser, 1992).

acels O Glucagon

Bcells @ Insulin

Dcelis (C) Somatostatin i
Fcells @) Pancreatic polypeptide

B
Gambar 6. A. Jaringan Pankreas Normal (Sumber: Wonodirekso, 2013) dan B.
Sel-sel pulau Langerhans Pankreas (Sumber: Cunningham, 1992)

G. Metformin Hidrochloride Tablet

Metformin hidrochloride adalah obat antihiperglikemik oral yang digunakan
dalam pengelolaan diabetes tipe 2 yang dapat meningkatkan toleransi glukosa
pada pasien diabetes. Metformin dapat menurunkan produksi glukosa hati,
mengurangi penyerapan glukosa usus, dan meningkatkan sensitivitas insulin
dengan meningkatkan penyerapan dan pemanfaatan glukosa perifer. Metformin
tidak menyebabkan hipoglikemia pada pasien dengan diabetes tipe 2 dan tidak
menyebabkan hiperinsulinemia. Dengan terapi metformin, sekresi insulin tetap

tidak berubah. Metformin tersedia dalam obat generik yang diresepkan dokter

25



26

pertama kali pada pasien yang didiagnosa menderita DM tipe 2 (HJL, 2016).

Struktur metformin seperti pada gambar 7.

H-
/N-{s:-NH“tC- NH * HCI
HaC LH NH

Gambar 7. Struktur Metformin Hidrochloride (Sumber: HIL, 2016)

H. Aloksan Monohidrat

Salah satu metode yang paling ampuh untuk menginduksi diabetes mellitus secara
eksperimental dengan induksi kimia yaitu dengan menggunakan aloksan. Rohilla
dan Shahjad (2012) menjelaskan bahwa aloksan (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine;
2,4,5,6-pyrimidinetetrone) adalah pirimidin oksigen derivatif yang hadir sebagai
larutan aloksan hidrat. Aloksan telah digunakan untuk menginduksi eksperimen
diabetes karena menyebabkan kehancuran selektif dari sel B pankreas yang
memproduksi insulin. Aloksan menginduksi respon glukosa darah multifase saat
disuntikkan kepada hewan percobaan, yang disertai dengan perubahan konsentrasi
insulin plasma dan diikuti perubahan ultrastruktur sel B secara berurutan hingga
akhirnya menyebabkan kematian sel nekrotik. Karena induksi aloksan
menghasilkan kerusakan sel B dan dengan demikian mengarah ke DM tipe | bukan
tipe 1l. Namun dengan pemilihan dosis yang tepat, aloksan dapat digunakan
sebagai induksan diabetes pada kedua tipe (Etuk, 2010). Selanjutnya Etuk (2010)
dalam penelitiannya menjelaskan agar tidak menghasilkan kerusakan mutlak pada

sel B pankreas, tetapi cukup untuk membuat kekurangan insulin pada hewan



percobaan maka dosis eksperimental aloksan yang dapat digunakan adalah 65
mg/kg pada tikus jika induksi secara intravena, tapi ketika dilakukan secara
intraperitoneal atau subkutan maka dosis efektif yang digunakan harus lebih

tinggi. Struktur metformin seperti pada gambar 8.

O

Gambar 8. Struktur alloxan monohidrat (Sumber: Rohilla dan Shahjad, 2012)
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I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Pembuatan ekstrak etanol rimpang pacing dan identifikasi diosgenin dilaksanakan
di Laboratorium Kimia Organik Universitas Lampung pada bulan Oktober 2015.
Tahap perlakuan dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler dan pengambilan
organ dilakukan di Laboratorium Zoologi Universitas Lampung pada bulan
November 2015. Pembuatan dan pengamatan histopatologi dilaksanakan di
Laboratorium Biologi Molekuler Universitas Lampung dan Balai Penyidikan dan

Pengujian Veteriner (BPPV) Lampung Regional 111 pada bulan Desember 2015.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat Penelitian

Alat-alat penelitian yang diperlukan antara lain: untuk perlakuan berupa 30 buah
kandang hewan dan tempat minum mencit, 2 buah gavage/sonde mencit untuk
memberikan ekstrak etanol rimpang Pacing dan larutan metformin ke mencit
secara oral, alat uji glukosa dan kolesterol darah Nesco® multicheck berikut strip
uji glukosa darah sebanyak 120 buah dan 90 buah strip uji kolesterol darah, 1
buah thermometer dan hygrometer untuk mengetahui suhu dan kelembaban ruang

kandang, spidol marker untuk menandakan ulangan, timbangan digital untuk
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mengukur berat badan mencit dan berat organ mencit, serta 1 buah jarum untuk
mengambil darah mencit. Adapun proses pembuatan ekstrak etanol rimpang
Pacing dibutuhkan:beaker glass 500 ml, gelas ukur 500 ml, pisau, staining jar,
penggiling/blender,oven, batang pengaduk, sarung tangan, tissue, lap, peralatan
refluks, rotary evaporator, peralatan partisi, peralatan penyaringan, dan
timbangan. Untuk membuat histopatologi diperlukan: peralatan bedah dan
perlengkapannya, mikrotom dan perlengkapannya, sarung tangan, mikroskop dan
kamera, objek dan cover glass, tissue cassette, pisau scalpel, oven, mangkuk

stainles steel, pembakar bunsen, dan tabung film 60 buah.

2. Bahan-bahan Penelitian

Bahan-bahan penelitian yang diperlukan antara lain: sebagai sampel penelitian
menggunakan 30 ekor mencit jantan (Mus musculus) yang berasal dari Balai
Penyidikan dan Pengujian Veteriner (BPPV) Lampung yang berusia £ 4 bulan
dengan berat awal 30 - 40 gram. Adapun ekstrak etanol yang diujikan berasal dari
rimpang pacing diperoleh dari daerah Kalianda, Lampung Selatan yang telah
berusia lebih dari 4 tahun. Sebagai pembanding digunakan tablet metformin yang
dibeli di Apotek Enggal Bandar Lampung. Induksan diabetes menggunakan
bubuk alloxan monohidrat (Sigma-Aldrich) yang diperoleh dari P.T. Sawittoku

Chemical Laboratories Makasar.

Bahan yang digunakan untuk perawatan mencit adalah: pakan mencit berupa
pellet yang berasal dari pellet unggas dan diberikan secara adlibitum, air minum,
dan serbuk kayu alas kandang mencit. Bahan yang diperlukan untuk pembuatan

ekstrak etanol rimpang Pacing adalah: pelarut etanol 85%, benzen, aquades,
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larutan etanol 50%, pelarut benzen-metanol dan asam sulfat pekat untuk uji
kualitas diosgenin yang terkandung dalam larutan pacing. Untuk proses dehidrasi
saat pembuatan histopatologi jaringan bahan yang diperlukan antara lain: etanol
70%, etanol 80%, etanol 90 %, etanol absolute, xylol, dan parafin cair. Sedangkan
untuk pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE) bahan yang diperlukan antara lain:
xylol, ethanol absolute, etanol 90%, etanol 80%, air keran, larutan hematoksilin,

larutan scott, larutan eosin dan cairan perekat.

C. Metode Penelitian

Disain yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap

(RAL) dengan mengunakan 6 kelompok perlakuan, masing-masing kelompok

perlakuan terdiri dari 5 ulangan, dengan perlakuan sebagai berikut:

a. Kelompok I adalah kelompok kontrol netral yang tidak diberi perlakuan
apapun

b. Kelompok Il adalah kelompok kontrol negatif yaitu hewan yang diberi
induksan aloksan tetapi tidak diberi perlakuan ekstrak etanol rimpang pacing,
sebagai kontrol diabetes

c. Kelompok Il adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan
aloksan dan kemudian diberi ekstrak etanol rimpang pacing dengan dosis10
mg/100 gram BB/hari

d. Kelompok IV adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan
aloksan dan kemudian diberi ekstrak etanol rimpang pacing dengan dosis 20

mg/100 gram BB/hari
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e. Kelompok V adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan aloksan
dan kemudian diberi ekstrak etanol rimpang pacing dengan dosis 30 mg/100
gram BB/hari

f.  Kelompok VI adalah kelompok perlakuan hewan yang diberi induksan
aloksan dan kemudian diberi larutan metformin dengan dosis 19,5 mg/100
gram BB/hari. Larutan metformin dibuat dari tablet metformin yang
dilarutkan kedalam air. Metformin adalah anti diabetes oral dan merupakan
obat pilihan pertama yang tersedia dalam kategori obat generik untuk

penderita DM tipe 2 yang direkomendasikan dokter.

D. Pelaksanaan Penelitian

1. Ekstraksi Diosgenin dari Ekstrak Etanol Rimpang Pacing

Rimpang Pacing diambil dari tanaman yang telah berusia diatas 4 tahun,
kemudian di cuci, dipotong-potong, dikeringkan, kemudian digiling hingga
menjadi bubuk. Bubuk Pacing ditimbang sebanyak 200 gram pada setiap kali
proses dalam refluks. Ekstraksi rimpang kering dilakukan dengan metode refluks
dengan pelarut etanol 85% selama 45 menit dengan ditambahkan batu didih
kedalamnya hingga mencapai suhu 70° C. Setelah dingin disaring. Cara ekstraksi
ini dilakukan tiga kali berturut-turut untuk setiap 200 gram bubuk Pacing. Semua
ekstrak kemudian dikumpulkan dan dievaporasi dengan menggunakan rotary
evaporator. Ekstrak etanol yang etanol dikocok dengan benzen untuk
menghilangkan lemak kemudian dipartisi selama satu malam dan kemudian
diambil ekstrak etanolnya, dipisahkan dari larutan benzen. Ekstrak etanol ini

kemudian diencerkan dengan aquades, ditambahkan larutan asam klorida etanol
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sampai diperoleh larutan 4N. Larutan asam ini direfluks selama 4 jam untuk
menghidrolisa saponin menjadi sapogenin. Hasil hidrolisa ini kemudian dipartisi
selama 2-3 jam kemudian didinginkan dan disaring. Endapan sapogenin yang
diperoleh kemudian dicuci dengan larutan etanol 50%, direfluks dengan campuran
pelarut benzen-metanol (3:1). Ekstrak yang diperoleh kemudian dipartisi selama
2-3 jam kemudian didinginkan dan disaring, kemudian dievaporasi dalam rotary
evaporator (Wunas et al, 1983). Ekstrak etanol yang diperoleh akan menghasilkan
endapan, endapan tersebut yang diambil dan akan digunakan dalam perlakuan

penelitian.

Uji kualitatif diosgenin dalam endapan yang digunakan untuk perlakuan
dilakukan dengan cara uji warna menggunakan asam sulfat pekat yang akan
memberikan warna jingga jika positif mengandung diosgenin (Rahman, 2013).

Alur pembuatan ekstrak etanol pacing sebagai berikut:



CRimpang pacing dicuci,
diiris, dan di jemur
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diencerkan dengan air,
ditambah HCI pekat
hingga konsentrasi 4 N

\ Pembuatan Larutan
Asam

etanol 80% selama 45
r Refluks

menit

eLarutan asam
direfluks selama 4
jam hingga
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Gambar 9. Alur Ekstraksi Diosgenin dari Ekstrak Etanol Rimpang Pacing
(Costus speciosus).
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2. Hewan Uji

Hewan yang digunakan adalah mencit jantan (Mus musculus) dengan berat sekitar
30-40 gram umur 3-4 bulan. Sebelum tahap perlakuan seluruh hewan diaklima-
tisasi selama satu minggu. 30 ekor mencit jantan tersebut ditempatkan kedalam
masing-masing kandang berukuran 28 cm x 30 cm x 13 cm dan ditutupi kawat
pada bagian atasnya dan dipelihara dalam laboratorium. Keadaan hewan selama
aklimatisasi dan perlakuan dikontrol pada suhu lingkungan yang tetap. Makanan
dan minuman mencit diberikan secara ad libitum (sampai kenyang atau
secukupnya). Adapun bahan dasar pakan mencit yang digunakan yaitu comfeed

BR 11 yang ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Bahan Dasar Pakan Mencit.

No Bahan Dasar

Jagung

Bekatul

Bungkil kedelai
Tepung daging
Garam

Vitamin Mineral

OO IWIN|F-

3. Induksi Aloksan

Pada penelitian ini dilaksanakan penginduksian aloksan untuk menciptakan
keadaan hiperglikemik pada mencit. Aloksan merupakan suatu substrat yang
secara struktural adalah derivat pirimidin sederhana, yang berfungsi merusak sel 8
pankreas sehingga menurunkan produksi insulin. Aloksan mampu menginduksi
pengeluaran ion kalsium dari mitokondria yang mengakibatkan proses oksidasi sel
terganggu. Keluarnya ion kalsium dari mitokhondria ini mengakibatkan gangguan

homeostasis yang merupakan awal dari matinya sel (Rohilla dan Shahjad, 2012)
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Aloksan yang didapat dalam bentuk serbuk 10 gram yang kemudian dilarutkan
dengan aquades sebanyak 1 liter. Dalam perlakuan ini hewan uji disuntikkan
aloksan sebanyak 0,65 ml/100 gram BB yang diinjeksikan secara intravena pada

ekor mencit (Etuk, 2010).

Pembuatan mencit menjadi kondisi DM dimulai dengan mempuasakan mencit
selama 18 jam, selanjutnya mencit diukur kadar glukosa darah dan berat
badannya. Dua jam berikutnya setelah luka mengering, mencit disuntik aloksan,
kemudian diberi makan dan dibiarkan dikandang. Pemberian aloksan dilakukan
sebanyak 1 kali dan untuk melihat pengaruhnya dilakukan optimasi larutan selama
48 jam (Etuk, 2010). Kriteria terjadinya DM pada mencit apabila diperoleh kadar
glukosa darah > 200 mg/dL (Etuk, 2010). Jika didapati mencit tidak mengalami

hiperglikemia maka dilakukan injeksi ulang.

4. Dosis Pemberian Diosgenin dari Ekstrak Etanol Rimpang Pacing

Diosgenin yang diperoleh dari ekstraksi etanol rimpang Pacing yang diperoleh
dalam bentuk endapan untuk menggunakannya dilarutkan ke dalam oil terlebih
dahulu. Pemberian diosgenin dari ekstrak etanol rimpang Pacing diberikan
menggunakan gavage/sonde mencit secara oral. Dosis utama adalah 20 mg/100
gram BB/ hari yang diperoleh berdasarkan penelitian Revathy et al (2014) jika
pemberian ekstrak Pacing pada tikus albino dengan dosis 200 mg/kg BB/hari
selama 14 hari dapat menurunkan kolesterol dan berdasarkan penelitian Rajesh et
al (2009) jika pemberian ekstrak pacing pada tikus albino Wistar dengan dosis
200 mg/kg BB/hari selama 14 hari dapat menurunkan kadar gula darah.

Sedangkan dosis 10 mg/100 gram BB/hari dan 20 mg/100 gram BB/hari adalah
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untuk membandingkan hasil yang diperoleh dengan dosis utama. Perbandingan
pemberian metformin dilakukan untuk uji efektivitas ekstrak etanol rimpang
pacing dalam mengendalikan diabetes tipe 2, dengan dosis metformin sebesar 19,5
mg/100 gram BB/hari berdasarkan penelitian Tibrani (2009). Metformin adalah
obat diabetes tipe dua yang direkomendasikan dokter saat pasien pertamakali
teridentifikasi menderita diabetes dengan ciri penderita awal adalah gemuk. Obat

ini tersedia dalam bentuk obat generik.

5. Kadar Glukosa Darah dan Kolesterol Total

Pengukuran kadar glukosa darah dilakukan sebanyak 4 kali pada tiap-tiap perlaku-
an. Awal pengukuran bertujuan untuk mengetahui kadar glukosa awal sebelum
induksi DM dengan aloksan, untuk kemudian disebutkan sebagai hari ke 1.
Pengukuran kedua dilakukan setelah 2 hari setelah injeksi aloksan untuk
mengetahui keberhasilan terjadinya induksi DM pada tiap sampel yang untuk
kemudian disebut sebagai hari ke 4. Pengukuran ketiga dilakukan setelah
perlakuan selama 7 hari yaitu setelah sebelumnya dipuasakan semalam untuk
mengetahui perubahan kadar glukosa darah dari perlakuan yang diberikan, untuk
kemudian disebutkan sebagai hari ke 7. Pengukuran keempat dilakukan setelah
perlakuan selama 14 hari setelah sebelumnya dipuasakan semalam untuk
mengetahui keberhasilan dari perlakuan yang diberikan, untuk kemudian disebut
sebagai hari ke 14. Adapun pengukuran kolesterol dilakukan sebanyak 3 kali
yaitu pada hari ke 4, ke 7 dan ke 14. Kolesterol darah diperiksa pada hari ke 14
bersamaan dengan pemeriksaan glukosa darah. Pengambilan darah dilakukan dari
pembuluh vena ekor. Darah yang diambil kemudian diuji kadar glukosa darah dan

kolesterolnya menggunakan Nesco® multicheck.
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6. Berat Badan Mencit

Pengukuran berat badan mencit dilakukan dengan menimbang mencit
menggunakan timbangan digital sebanyak 4 kali, yaitu pertama kali sebelum
diinduksi aloksan untuk mengukur dosis aloksan yang akan diinjeksikan.
Penimbangan kedua setelah 48 jam diinjeksi aloksan untuk mengetahui pengaruh
induksi aloksan terhadap berat badan mencit, dan penimbangan ketiga dan
keempat dilakukan pada hari ke 7 dan hari ke 14 perlakuan, sebelum dilakukan
anestesi eter. Seluruh berat badan yang diperoleh adalah berat badan setelah

sebelumnya dipuasakan selama 18 jam.

7. Preparat Histopatologi

Pankreas dan hati dari masing-masing hewan percobaan diambil, di bawah
anestesi eter. Seluruh organ tersebut kemudian ditempatkan dalam larutan
formalin 10%, dan segera diproses dengan teknik parafin dan pewarnaan dengan
teknik staining. Infiltrasi zat warna menggunakan Haematoxilin Eosin (HE), dan
setelah parafin dikeluarkan, preparat dikeringkan, ditetesi dengan entelan dan

ditutup dengan cover glass kemudian diamati di bawah mikroskop.

Pengamatan preparat histologi hati dan pankreas dilakukan dengan menggunakan
mikroskop merk Nikon Eclipse 200 dengan pembesaran lensa objektif 10x, 40x
dan okuler 10x. Pengamatan histopatologi hati dan dilakukan pada lima lapangan
pandang yang berbeda dari tiap preparat kemudian penilaian berupa skoring
berdasarkan perubahan seluler yang terjadi pada sel hati dan pankreas mencit
untuk setiap lapangan pandang. Perubahan seluler yang diamati seperti pada Tabel

3.
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Tabel 3. Skor Penilaian Derajat Kerusakan Histopatologi.

Tingkat perubahan Keterangan Skor
Normal Tidak ada kerusakan 0
Derajat | Ringan (mild) Memiliki kriteria kerusakan sel 1

pankreas/hati mencapai 1-10%
Derajat 1l Sedang (moderate) Memiliki kerusakan sel
pankreas/hati mencapai 10-30%
Derajat 111 Berat (severe) Memiliki kriteria kerusakan sel 3
pankreas/hati > 30%

Sumber: Neuschewander-Tetri et al (2003), Hubscher (2006) dan Geenen et al
(2010)

2

E. Analisis Data

Data hasil pengukuran kadar glukosa darah, kolesterol darah, dan berat badan
mencit dianalisis dengan One Way Anova yang kemudian di lanjutkan dengan Uji
Fishers pada taraf nyata 5% dengan menggunakan minitab16. Sedangkan analisis

histopatologi hati dan pankreas dilanjutkan dengan Kruskal-Wallis.
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» Pembiakan mencit sehingga diperoleh mencit jantan sebanyak 30
ekor untuk usia 3-4 bulan

» Pemesanan aloksan sebagai induksan DM type 2
« Persiapan kandang mencit, pakan, botol minum dan lain-lainnya

Persiapan
penelitian

» Rimpang pacing (Costus speciosus) diambil dari tanaman yang telah
berusia minimal 4 tahun, kemudian dicuci bersih dan dikeringkan.
Setelah kering, diproses menjadi bubuk kemudian diekstraksi
menurut Wunas et al tahun 1983

Pem®atan
Maserat
Rimpang
Pacing

« Menginduksi mencit perlakuan dengan aloksan dan menunggu
hasilnya selama 48 jam jika didapati mencit tidak mengalami

L hiperglikemia maka dilakukan injeksi ulang

Perlakuan

« Mencit dari kelompok perlakuan diterapi dengan ekstrak pekat
rimpang pacing dengan dosis bertingkat, yaitu 10 mg/100 gram BB,
20 mg/100 gram BB dan 30 mg/100 gram BB, dan diterapi dengan

Perlakuan larutan metformin dosis 19,5 mg/100 gram BB/hari selama 14 hari

« Aklimatisasi hewan percobaan selama 7 hari ]

» Pada hari ke 15 seluruh mencit diambil darah, organ pankreas, dan )
hati setelah dipuasakan semalam dibawah anestesi eter

+ Darah yang diambil di ukur kadar glukosa, dan kadar kolesterol
totalnya

HECEMEEREY « Organ yang diambil dibuat preparat histopatologinya dengan teknik

parafin dan pewarnaan dengan Hematoksilin dan Eosin )

+Data yang diperoleh dilakukan analisis uji statistik dengan One Way Anova A

yang dilanjutkan Uji Fishers pada taraf nyata 5% dilanjutkan dengan
Kruskal wallis

Hasil dan «Pembahasan didasari oleh data yang diperoleh baik dari angka-angka
2EleElERE | maupun dari gambaran histopatologi organ yang diamati y

Gambar 10. Alur Penelitian.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil simpulan

sebagai berikut:

1. Diosgenin dari ekstrak etanol rimpang pacing mampu menurunkan kadar
glukosa darah dan kolesterol mencit.

2. Diosgenin dari ekstrak etanol rimpang pacing mampu melindungi jaringan
hati mencit.

3. Diosgenin dari ekstrak etanol rimpang pacing memiliki efek protektif

terhadap sel-sel pulau Langerhans.

B. SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang efektivitas kerja diosgenin dari
ekstrak etanol rimpang pacing dengan mengukur kadar SOD, katalase,
glultathione peroxidase (GPx) dan glutathione dari organ hati serta aktivitas

PPARYy dari pankreas
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