PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL 95% KULIT BATANG
BAKAU MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP HISTOPATOLOGI
PARU PADA TIKUS PUTIH JANTAN (Rattus norvegicus)
GALUR Sprague dawley YANG TERPAPAR ASAP ROKOK

(SKRIPSI)

Oleh

Vonisya Mutia

FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2018



PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL 95% KULIT BATANG
BAKAU MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP HISTOPATOLOGI
PARU PADA TIKUS PUTIH JANTAN (Rattus norvegicus)
GALUR Sprague dawley YANG TERPAPAR ASAP ROKOK

Oleh
Vonisya Mutia

Skripsi
Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA KEDOKTERAN
Pada
Program Studi Pendidikan Dokter
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung

PROGRAM STUDI PENDIDIKAN DOKTER
FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2018



ABSTRACT

THE EFFECT OF ETHANOL 95% EXTRACT OF RHIZOPHORA APICULATA BARK
ON THE HISTOPATOLOGY OF MALE RATS (RATTUS NOVERGICUS)
STRAIN SPRAGUE DAWLEY LUNGS EXPOSED TO CIGARETTE SMOKE

By

VONISYA MUTIA

Background: Smoking increased the number of death every year. Cigarette contains over
4000 chemicals and many of them are harmful to the human body. Free radicals that
contained in cigarette smoke can lead into oxidative stress. Oxidative stress is a state of
antioxidant imbalance in the body that can cause damage to the tissues. Antioxidants
neutralize free radicals by donating one of their own electrons. Rhizophora apiculata
contains antioxidants that can prevent lung from damages.

Methods: This study used 30 rats divided into 3 groups in 30 days. Control group not
exposed by cigarette smoke and mangrove bark extract (K ), firs treatment group given
mangrove bark extract with 56,55 mg/kgBB dose and exposed by 2 cigarette smoke each
day (P1), Second treatment group exposed to cigarette smoke. Pulmonary histopathology
was assessed using a microscope with a magnification of 400x. Data in this studies were
analyzed using Kruskall-Wallis test.

Result: The results showed that there was an effect on pulmonary histopathology given
exposure to cigarette smoke (p = 0,000), p <0.05. The mean values in the experimental
group were in groups K, KP1, KP2 were 0 (0-1), 2 (1-3) and 3 (2-3).

Conclusion: The ethanol 95% extract of Rhizophora apiculata bark has an effect on the
histopathology of rats lungs exposed to cigarette smoke.

Keywords: Antioxidant, Cigarrete, Free radical, Rhizophora apiculata.



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL 95% KULIT BATANG BAKAU
MINY AK (Rhizophora apiculata) TERHADAP HISTOPATOLOGI PARU PADA
TIKUS PUTIH JANTAN (Rattus norvegicus) GALUR Sprague dawley
YANG TERPAPAR ASAP ROKOK

Oleh

VONISYA MUTIA

Latar belakang: Setiap tahun nya terjadi peningkatan jumlah angka kematian yang
disebabkan oleh rokok. Didalam rokok terkandung 4000 senyawa berbahaya bagi tubuh.
Radikal bebas yang terkandung dalam asap rokok tersebut menyebabkan stres oksidatif
jaringan. Antioksidan berfungsi mencegah pembentukan radikal bebas dengan
mendonorkan satu elektron nya. Rhizophora apiculata memiliki kandungan antioksidan
yang dapat mencegah terjadinya kerusakan jaringan paru.

Metode: Peneclitian ini menggunakan 30 ekor tikus yang terbagi dalam 3 kelompok
selama 30 hari, yaitu kelompok kontrol yang tidak diberikan paparan asap rokok dan
ekstrak kulit batang bakau (K), kelompok perlakuan 1 yang diberikan ekstrak kulit batang
bakau minyak dengan dosis 56,55 mg/kgBB serta diberikan paparan asap rokok 2 batang
perhari (P1), kelompok perlakuan 2 yang hanya diberikan paparan asap rokok.
Histopatologi paru dinilai menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x. Data
dianalisis menggunakan uji Kruskall-Wallis.

Hasil penelitian: Hasil menunjukan terdapat pengaruh terhadap histopatologi paru yang
diberikan paparan asap rokok (p=0,000) yaitu p<0,05. Nilai tengah pada kelompok
percobaan yaitu pada kelompok K, KP1, KP2 adalah 0 (0-1), 2 (1-3) dan 3 (2-3).
Simpulan: Pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) berpengaruh terhadap histopatologi paru tikus yang dipaparkan asap rokok.

Kata kunci : Antioksidan, Radikal bebas,Rrhizophora apiculata, Rokok.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kebiasaan merokok merupakan gaya hidup yang menjadi faktor risiko yang
dapat menyebabkan berbagai penyakit, yaitu penyakit saluran pernafasan,
penyakit jantung koroner dan penyakit reproduksi pada pria maupun wanita
(Kemenkes, 2013) Merokok sudah menjadi hal yang biasa dilakukan setiap
hari nya oleh penduduk di dunia terutama di Negara berkembang dengan
jumlah penduduk sebanyak 1,3 milyar, sekitar 80% mayoritas penduduknya
adalah perokok. Menurut hasil data WHO, Indonesia menjadi salah satu
Negara berkembang yang dikategorikan sebagai negara ketiga di dunia
dengan jumlah perokok aktif terbanyak sejumlah 61,4 juta perokok dan terus
mengalami peningkatan setiap tahun nya (WHO, 2011). Sehingga, merokok
menjadi masalah kesehatan yang diperhatikan di Indonesia, dikarenakan
setiap tahun nya terjadi sebanyak 6 juta kematian yang disebabkan oleh
merokok (Kemenkes RI, 2013; WHO, 2012). Didalam rokok terkandung
4000 jenis senyawa kimia yang memiliki sifat berbahaya, toksik, dan
tergolong karsinogenik. Beberapa kandungan senyawa kimia yang terdapat
dalam rokok yaitu nikotin, tar, dan karbon monoksida (Sari, 2014; Rizqi,

2016).



Asap rokok merupakan salah satu radikal bebas yang sangat tinggi yang
berada dilingkungan (Prabaningtyas, 2010). Radikal bebas merupakan suatu
molekul atau atom yang tidak memiliki elektron berpasangan, sifatnya tidak
stabil dan molekul ini dapat mengikat molekul lain untuk berpasangan
elektronnya sehingga menyebabkan kerusakan jaringan (Valavanidis et al.,

2013; Winarsi, 2007).

Radikal bebas yang berasal dari asap rokok tersebut menyebabkan kerusakan
pada paru-paru. Kerusakan pada paru-paru tersebut disebabkan karena stress
oksidatif jaringan dan sel paru yang ditimbulkan dari asap rokok yang dapat
menyebabkan perubahan bahkan kerusakan pada struktur secara histologi
paru, kerusakan fungsi paru dan kematian sel pada paru-paru. Stress Oksidatif
ini disebabkan oleh ROS (reactive oxygen species) dalam konsentrasi tinggi
yang di akibat paparan asap rokok sehingga menyebabkan kondisi terjadinya
inaktifitasi antiprotease, kerusakan epitel saluran napas, hipersekresi mukus,
peningkatan influks neutrofil ke jaringan paru, dan peningkatan infiltrasi
mediator inflamasi (TNF-o, IL-8, macrophage inflamatory protein-la
(M1P1-a), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), sel limfosit T, sel
sitotoksik CD8+ beserta IL-4 dan IL-3) yang kemudian juga dapat
memperparah keadaan sel dan jaringan tubuh yang telah mengalami
kerusakan (Daijo et al., 2016; Oktarlina, 2017). Aktifitas dari radikal bebas

tersebut dapat dihambat dengan suatu antioksidan (Dorothy, 2010).

Antioksidan adalah suatu molekul yang memiliki manfaat bagi kesehatan

karena dapat menghambat dan mencegah terjadinya proses pembentukan zat



radikal bebas baru (Poljsak et al., 2014). Antioksidan bekerja dengan cara
mendonorkan satu elektron atau satu atom hidrogen nya ke zat radikal bebas
sehingga mencegah proses terjadinya oksidasi terhadap molekul lain dan
mengubah radikal bebas menjadi molekul yang kurang reaktif dan
menghambat terjadinya apoptosis pada sel dan jaringan tubuh. Antioksidan
juga memiliki banyak manfaat dan fungsinya dalam memperbaiki sel-sel
tubuh yang mengalami kerusakan dan apoptosis sel (Muchtadi, 2013;
Sukohar, 2015). Antioksidan ini dapat ditemukan dalam buah-buahan,
tanaman atau tumbuhan, dan sayuran (Sukohar, 2015; Winarsi, 2007).
Antioksidan dalam tumbuhan tersebut salah satunya terdapat pada tanaman
bakau minyak (Rhizophora apiculata) pada bagian kulit batang nya sebagai
tanaman yang memiliki antioksidan yang tinggi agar dapat digunakan sebagai
tanaman obat yang masih belum banyak dipakai dan diketahui untuk
dimanfaatkan sebagai obat herbal oleh masyarakat secara terus-menerus
(Abdullah, 2011; Rahim et al., 2008). Obat herbal adalah bahan atau ramuan
yang berasal dari tumbuhan yang secara turun-temurun digunakan untuk
pengobatan dengan berdasarkan pengalaman dan bahan baku nya terstandar
serta melalui pembuktian uji secara ilmiah maupun klinis yang kemudian
dapat diterapkan sesuai dengan aturan yang berlaku di masyarakat (Kemenkes

RI, 2016)

Tanaman bakau minyak (Rhizophora apiculata) merupakan jenis tanaman
bakau yang terdapat dalam jumlah yang banyak di Indonesia. Indonesia
memiliki hutan bakau dengan luas hutan mencapai 4,5 juta hektar atau

sejumlah 25% dari jumlah total luas hutan bakau yang ada di seluruh dunia



dan banyaknya 45 jenis spesies tanaman bakau diantaranya terdiri atas R.
Stylosa, R. Apiculata, dan R. Muncronata (Duke et al., 2010; Wiarta R,
2017). Tanaman Rhizopora apiculata ini memiliki ciri-ciri berwarna
kemerahan pada daun nya. Beberapa kandungan antioksidan yang terdapat
dalam tanaman bakau minyak ini adalah alkaloid, flavonoid, polyfenol,
saponin, dan tanin dengan menggunakan uji fitokimia (Darlian et al., 2011;
Hadi et al., 2016; Huda et al., 2013). Penelitian sebelumnya juga
membuktikan bahwa, Rhizophora apiculata dengan dosis 120mg/KgBB yang
diberikan pada tikus putih jantan galur wistar memiliki antioksidan yang
tinggi dengan DPPH 100% dapat mencegah terjadinya stress oksidatif
(Vijayavel et al., 2006). Dengan kandungan antioksidan tersebut, Rhizophora
apiculata ini dapat dimanfaatkan untuk digunakan dalam memperbaiki
jaringan dan sel yang mengalami stress oksidatif dan kerusakan pada paru,
serta tanaman ini mampu menghambat terjadinya pembentukan radikal bebas

yang disebabkan oleh paparan asap rokok (Abdullah, 2011).

Oleh karena itu, setelah mempertimbangkan terhadap penelitian-penelitian
sebelumnya akhirnya peneliti tertarik untuk melakukan penelitian pada
pengaruh pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak
(Rhizophora apiculata) terhadap histopatologi paru pada tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang terpapar asap rokok. Dengan
adanya penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan dan informasi
terhadap kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) untuk dapat

dimanfaatkan dengan potensi antioksidan yang tinggi di dalamnya.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian diatas, membuat peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian dan didapatkan rumusan masalah yaitu apakah terdapat pengaruh
pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) terhadap histopatologi paru pada tikus putih jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley yang terpapar asap rokok.

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) terhadap histopatologi paru pada tikus putih jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley yang terpapar asap rokok.

1.4 Manfaat Penulis

1. Bagi [lmu Pengetahuan
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi, menambah
wawasan ilmiah dan ilmu pengetahuan terhadap pengaruh dan potensi
antioksidan yang terdapat dalam tanaman bakau minyak (Rhizopora

apiculata).

2. Bagi Peneliti
Penelitian ini untuk dapat meningkatkan ilmu pengetahuan serta
pengalaman peneliti untuk dapat terus mengembangkan kemampuan

penelitian.



3. Bagi Masyarakat/Institusi
Memberikan informasi terkait manfaat dari tanaman herbal salah satunya
ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizopora apiculata)
memiliki efek protektif sebagai antioksidan terhadap kerusakan paru-paru

yang terpapar asap rokok.

4. Bagi Pemerintah
Mendukung upaya pemerintah dalam program memanfaatkan dan
meningkatkan sumber daya alam di Provinsi Lampung dengan tanaman

obat salah satunya kulit batang bakau minyak (Rhizopora apiculata).

5. Bagi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung

Penelitian ini dilakukan agar dapat bermanfaat dan ikut serta dalam
membantu menunjang visi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
sebagai Fakultas Kedokteran sepuluh terbaik di Indonesia pada tahun 2025

dalam bidang agromedicine.
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2.1 Rokok

Saat ini rokok menjadi masalah kesehatan di negara Indonesia, dikarenakan
sudah terjadinya 6 juta kematian yang terus meningkat disetiap tahunnya
yang disebabkan oleh rokok. Menurut Kementerian Kesehatan RI pada tahun
2013 diperkirakan angka kematian tersebut akan terus meningkat sampai pada
tahun 2030 angka kematian perokok di dunia dapat mencapai 10 juta jiwa dan
70% terdapat di negara berkembang (Kemenkes RI, 2013). Menurut data
WHO, Indonesia dikategorikan sebagai negara berkembang ketiga di dunia
yang memiliki sejumlah 61,4 juta perokok aktif setelah China dan India yang
terus mengalami peningkatan di setiap tahunnya sehingga, Indonesia juga
dikatakan sebagai penyumbang perokok tertinggi di dunia (WHO, 2012).
Berdasarkan data Global Adult Tobacco Survey (GATS) pada tahun 2011
prevalensi perokok di indonesia yaitu sejumlah 67% laki laki, dan 2,7%

perempuan (Kemenkes RI, 2013).

Rokok merupakan hasil olahan dari tembakau yang didalam nya terkandung
4000 jenis senyawa kimia berbahaya yang bersifat karsinogenik dan toksik
bagi kesehatan tubuh (Rizqi, 2016; Nururrahmah, 2014). Rokok juga menjadi

faktor risiko terhadap penyakit berbahaya, seperti pada penyakit paru



obstruktif kronis (PPOK), penyakit kardiovaskuler, dan penyakit lainnya
(Prabaningtyas, 2010; Sudoyo, 2016). Rokok memiliki tiga komponen utama
senyawa kimia yang terkandung didalamnya, yaitu berupa nikotin, tar, dan

gas karbon monoksida (Rizqi, 2016; Batubara et al., 2013).

1. Nikotin adalah suatu zat aditif yang menjadi komponen terbesar dalam
rokok yang bersifat alkaloid toksik. Bersifat alkali atau basa kuat dengan
pH 8,0 dan berbentuk non ion sehingga dapat mempengaruhi membran sel

saraf (Kareem et al., 2015; Sari, 2014).

2. Tar merupakan campuran dari beberapa senyawa hidrokarbon dan bersifat
karsinogen. Tar memiliki beberapa tipe radikal bebas yaitu diantaranya
terdapat semiquinon dan PAH (Polyciclic aromatic hydrocarbons). Tar
juga bersifat sangat lengket sehingga dengan mudah akan menempel pada
paru, membungkus silia pada epitel paru, serta menyebabkan rusaknya
mukosa rongga mulut, perubahan warna gigi, gusi, dan mengurangi

kepekaan rasa pengecap dimulut (Kareem et al., 2015; Sari, 2014).

3. Karbon monoksida merupakan senyawa berupa gas, dan biasanya dipakai
dalam pembuatan senyawa organik maupun anorganik. Gas karbon
monoksida ini tidak menyebabkan keracunan, melainkan berefek pada
berkurangnya kemampuan hemoglobin dalam mengangkut oksigen untuk
disalurkan ke sirkulasi dan seluruh jaringan tubuh, sehingga dapat
mengakibatkan kematian sel yang dikarenakan seluruh jaringan tubuh
terpapar senyawa kimia yang terkandung dalam rokok (Kareem et al.,

2015; Sari, 2014)
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Gambar 1. Rokok Dan Komponen Senyawa Di Dalamnya
(Rizqi, 2016; Sari, 2014)

Perokok dibedakan menjadi dua tipe, yaitu perokok aktif dan perokok pasif.
Perokok aktif adalah seseorang yang merokok dan langsung menghirup asap
rokok dari proses pembakaran tembakau, sedangkan perokok pasif adalah
seseorang yang menghirup asap rokok dari hasil pembakaran tembakau oleh
perokok. Perokok pasif memiliki risiko berbahaya lebih tinggi dibandingkan
dengan perokok aktif jika terjadi paparan asap rokok secara terus menurus.
WHO membagi tipe perokok menjadi tiga, yaitu:

1. Perokok ringan, merokok 1-10 batang perhari

2. Perokok sedang, merokok 11-20 batang perhari

3. Perokok berat, merokok lebih dari 20 batang perhari (WHO, 2011).

Asap rokok memiliki radikal bebas yang tinggi dan berbahaya bagi tubuh
(Safitri et al., 2010; Daijo et al., 2016). Radikal bebas adalah suatu senyawa
yang memiliki satu elektron yang tidak berpasangan dan dapat mengikat
elektron dari senyawa lain dengan mengoksidasi molekul disekitarnya seperti

lipid, protein, dan DNA. Memiliki sifat sangat reaktif, tidak stabil. dan
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apabila terakumulasi dalam jumlah banyak di tubuh dapat meyebabkan stress
oksidatif (Winarsi, 2007). Stress oksidatif merupakan suatu proses kerusakan
dikarenakan ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan. Pada
keadaan tersebut, cenderung lebih meningkat pada oksidan dan ketersediaan
antioksidan yang kurang memadai (Daijo et al., 2016; Droge, 2002) Stress
oksidatif disebabkan oleh ROS (Reactive oxygen species). Setiap asap rokok
dalam satu kali hirupan dapat mengandung 10'" molekul ROS (Reactive
oxygen species). Jika ROS berada dalam konsentrasi yang tinggi dan terjadi
peningkatan terus menerus yang disebabkan oleh paparan asap rokok dapat
berakibat terjadinya stress oksidatif pada paru-paru. Sehingga dapat

menyebabkan kerusakan pada paru (Rahal et al., 2014; Kumar ef al., 2013).

2.1.1 Pengaruh Paparan Asap Rokok terhadap Paru

Paparan asap rokok akan mengaktivasi makrofag alveolar dan respon sel
epitel saluran pernafasan berupa peningkatan jumlah kemokin seperti TNF a,
IL-8, macrophage inflamatory protein-lo. (M1P1-a) dan monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) untuk membentuk faktor kemotaktik
yang selanjutnya akan terjadinya infiltrasi sel neutrofil pada paru yang
menimbulkan kerusakan pada struktur paru. Makrofag dan neutrofil yang
telah teraktivasi akan melepaskan protease dan superoxide anion (O3)
bersama dengan mettaloproteinase (MMPs) dan neutrofil elastase yang dapat
menyebabkan terjadinya inaktivasi antiprotease, kerusakan epitel saluran
napas, hipersekresi mukus, fibrosis, peningkatan influks neutrofil dan

mediator inflamasi ke jaringan paru. Infiltasi sel inflamasi tersebut juga dapat
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memperpanjang terjadinya inflamasi paru sehingga menjadi kronis dan
progresif. Sel mediator inflamasi lainnya berupa peningkatan jumlah limfosit
T yang di dominasi oleh CD8+ dapat ditemukan pada jaringan paru dan
kelenjar limfe paratrakeal. Sel sitotoksik CD8+ beserta IL-4 dan IL-3
menyebabkan hipersekresi mukus dan juga destruksi parenkim paru dengan
melepaskan perforin (Daijo et al., 2016; Kareem et al., 2015; Kumar et al.,

2013; Price & Wilson, 2012).

Makrofag alveolar merupakan pertahanan terkahir dan terpenting untuk
melawan invasi benda asing kedalam paru. Partikel debu atau
mikroorganisme akan diangkut oleh makrofag dan akan dibuang oleh
muccociliary clearance. Makrofag tersebut jika terstimulasi dapat
menginaktivasi al-AT sebagai proteinase inhibitor dalam paru. Kemudian,
neutrofil elastase juga dapat merusak struktur protein paru dan menyebabkan
destruksi septum alveolar. Jejas pada jaringan juga terjadi dikarenakan
peningkatan adhesi perlekatan fagosit ke dalam jaringan dan dapat
meningkatkan terjadinya stress oksidatif yang lebih besar (Kumar et al.,

2013; Price & Wilson, 2012).

Muccociliary clearance sebagai mekanisme pertahanan paru akan rusak
akibat paparan asap rokok terus—menerus. Muccociliary clearance terdiri dari
lapisan mukus, refleks batuk, makrofag alveolar, dan penurunan gerakan silia.
Lapisan mukus mengandung barier pertahanan yaitu immunoglobulin (IgA),

PMN, interferon, dan antibodi spesifik (Kumar et al., 2013).
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Kebiasaan merokok dapat menyebabkan terdapatnya tahanan jalan nafas
(airways resistance) yang disebabkan oleh asap rokok sehingga mudah terjadi
kebocoran pada pembuluh darah paru, peningkatan permeabilitias endotel
kapiler pembuluh darah paru dan menyebabkan protein plasma keluar
bersamaan dengan cairan yang dapat tertimbun di jaringan lalu menimbulkan
edema dan atrofi (Stockley et al., 2009; Kumar et al., 2013; Price et al.,
2012). Keadaan lain nya yang terjadi pada paru-paru yang juga dapat
diakibatkan oleh paparan asap rokok secara terus-menerus yaitu terjadi
inflamasi, atrofi, hiperplasia. Kondisi tersebut dapat disebabkan karena
aktivasi dari Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) epitel saluran
pernafasan, metaplasia sel goblet, metaplasia sel squamosa, hipersekresi
mukus yang menimbulkan sumbatan lendir pada bronkiolus sehingga
mengakibatkan penyempitan saluran pernafasan dan apoptosis sel paru.
Keadaan ini juga diperpanjang akibat oleh peningkatan ROS (Reactive
oxygen species) dan RNS (Reactive nitrogen species) yang terkandung dalam
asap rokok yang menimbulkan kerusakan sel dan jaringan paru oleh stres

oksidatif (Kareem et al., 2015; Kumar ef al., 2013).

Gambar 2. Radikal Bebas Terhadap Kerusakan Sel
(Kumar et al., 2013).
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Paru-paru merupakan organ yang elastis, berpori dan berbentuk seperti

kerucut yang terletak di dalam rongga dada. Sistem pernafasan terbagi

menjadi bagian konduksi dan bagian repirasi. Sistem konduksi terdiri

atas rongga hidung, nasofaring, laring, trakea, bronkus, bronkiolus, dan

bronkiolus terminalis. Sedangkan pada bagian respirasi terdiri atas

bronkiolus respiratorius, duktus alveolus, saccus alveolus, dan alveolus.

Paru dilindungi oleh membran pleura dengan struktur histologi berupa

lapisan jaringan ikat tipis, fibroblas, dan serat elastin (Eroschenko,

2013; Junqueira et al., 2007).
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Gambar 4. Histologi i’aru (Junqueifa et all., 2007).

. Bronkiolus

Bronkiolus merupakan saluran pernafasan dengan struktur histologi
yang mengandung lempeng tulang rawan hialin, adventitia, kelenjar,
lamina propria dikelilingi otot polos. Lapisan terluarnya terdiri atas
jaringan ikat. Epitel pada bronkiolus adalah epitel kolumnar slindris
bersilia dengan sel goblet dan lamina propia yang tipis. Pada
bronkiolus terminalis memperlihatkan gambaran histologi yang
berombak dengan epitel silindris bersilia dan juga memiliki sel
goblet. Setiap Bronkiolus terminalis akan bercabang menjadi dua
atau lebih bronkiolus respiratorius yang merupakan tempat
terjadinya pertukaran gas pada dengan terdapat adanya saccus
alveolus. Bronkiolus respiratorius memiliki sel epitel kuboid bersilia
dengan sel clara. Tetapi pada bagian tepi alveolus, epitel bronkiolus
akan menyatu dengan sel alveolus tipe I (sel alveolus gepeng)

(Eroschenko, 2013; Junqueira et al., 2007).
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Jaringan ikat

-:Gar..nbar 5. I-{istologi_Bronkiolus
(Junqueira et al., 2007).

b. Duktus alveolaris
Bagian terminal dari setiap bronkiolus respiratoris akan bercabang
menjadi beberapa duktus alveolus. Duktus alveolus dilapisi oleh sel
alveolus gepeng dan di dalam lamina propia nya dikelilingi oleh

anyaman sel otot polos (Eroschenko, 2013; Junqueira et al., 2007).

Gambar 6. Histologi Alveolus (Junqueira et al., 2007). Keterangan: Anak
panah menunjukkan duktus alveolus.
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c. Alveolus
Alveolus dilapisi oleh sel alveolus tipe I (sel pneumosit tipe I) dan
sel alveolus tipe II (sel pneumosit tipe II). Sel-sel alveolus ini
mengandung badan lamela yang menghasilkan materi yang
menyebar pada permukaan atas dan melapisi alveolus. Sel alveolus
tipe I atau sel alveolus gepeng merupakan sel yang sangat tipis yang
melapisi permukaan alveolus. Sel tipe I menempati hampir 97% dari
permukaan alveolus dan 3% ditempati oleh sel tipe II. Sel tipe II
tersebar di antara sel alveolus tipe 1. Pada gambaran histologi sel tipe
II menunjukan ciri sitoplasma yang khas yaitu bervesikel atau
berbusa. Alveoli dipisahkan oleh septum interalveolus. Septum
interalveolus terdiri dari sel alveolus selapis gepeng, jaringan ikat
tipis, fibroblas dan kapiler. Selain itu alveolus juga mengandung
makrofag alveolaris atau sel dust. Surfaktan paru memiliki fungsi
penting yang utama pada paru, yaitu mengurangi tegangan pada
permukaan sel alveolus dan jika tidak terdapat surfaktan dapat

menyebabkan alveolus menjadi kolaps (Eroschenko, 2013; Junqueira

etal.,2007).
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Gambar 7. Histologi Alveolus (Junqueira et al., 2007).
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2.3 Tanaman bakau minyak (Rhizophora apiculata)

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Bakau Minyak

Rhizopora apiculata merupakan jenis tanaman bakau yang memiliki
potensi besar untuk dimanfaatkan sebagai obat herbal (Rahim et al.,
2008). Tanaman ini tersebar luas dan terbanyak berada di Indonesia
dengan kandungan 100000-200000 senyawa aktif didalamnya
(Purwaningsih, 2013). Terdapat tiga jenis tanaman bakau yang sering
dijumpai di Indonesia, yaitu Rhizophora apiculata, Rhizophora
mucronata, dan Rhizophora stylosa. Buah dari tanaman ini biasanya
dijadikan sebagai bahan makanan oleh masyarakat (Khasanah et al.,

2012).

Tanaman Rhizopora apiculata ini  termasuk dalam famili
Rhizophoraceae, genus Rhizophora, dan spesies Rhizopora apiculata.
Biasanya tanaman ini dikenal dengan nama bakau minyak (Duke, 2010;

Purnobasuki, 2005).

b
-

Gambar 8. Tanaman Bakau Minyak (Hadi et al., 2016)..
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Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Rhizophorales

Suku : Rhizoporaceae

Marga : Rhizophora

Jenis : Rhizophora apiculata (Duke et al. 2010)

Tanaman ini dapat tumbuh dengan tinggi yang mencapai 30 meter
disertai perakaran yang khas. Bentuk buahnya bulat, berwarna cokelat,
dan kulit kayunya berwarna abu-abu tua (Purnobasuki, 2005). Bakau
minyak ini dapat dimanfaatkan dalam bidang kesehatan, dikarenakan

mengandung antioksidan yang tinggi (Nurzakiah, 2013).

2.3.2 Kandungan Zat Aktif Dalam Kulit Batang Bakau Minyak Sebagai
Antioksidan
Rhizophora apiculatamengandung senyawa aktif yang dapat berpotensi
sebagai antioksidan yang tinggi. Senyawa bioaktif yang terkandung
didalam tanaman bakau minyak terdapat pada bagian buah, daun,
batang maupun akar. Peranan antioksidan dalam tumbuhan sangat
banyak bermanfaat sebagai antifungi, antivirus, antibakteri, antitumor,
antidiare, antiinflamasi, dan antikanker (Cendikia, 2015; Darlian et al.,
2011; Felipe et al., 2011; Harwoko, 2010; Mustofa et al., 2014,
Soetamo, 1997; Santoso et al., 2015; Wulandari, 2014). Penelitian

sebelumnya, terkait Rhizophora sebagai antioksidan yang dapat
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menghambat radikal bebas sehingga mencegah terjadinya stress
oksidatif yaitu dengan menggunakan ekstrak kulit batang bakau minyak
melalui hasil uji ekstrak bakau (Rhizopora apiculata) dengan metode
penangkapan radikal bebas DPPH dan ABTS merupakan bagian yang
paling berpotensial sebagai antioksidan (Abdullah, 2011; Rahim et al.,

2008; Vijayavel et al., 20006).
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Gambar 9. Metode Penangkapan Radikal Bebas 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) Terhadap Ekstrak Kulit Batang Bakau(Vijayavel et al., 2006).

Tabel 1. Nilai ICso Senyawa Antioksidan
Pada Ekstrak Bakau Minyak(Rhizophora apiculata) (Abdullah, 2011).

Ekstrak Antiokisdan
DPPH pgmL™" ABTS pgmL™"

N-heksana batang =¥ ¥
Etil asetat batang 26.93 71.92
Metanol batang 30 77.12
N-heksana kulit - ¥
batang
Etil asetat kulit 137.11 30.89
batang
Metanol kulit 3.31 18.47
batang
N-heksana akar ¥ -*
Etil asetat akar 82.84 68.61
Metanol akar 53.12 55.54
Asam kojat —* -*

Asam askorbat 9.79 10.93
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Kandungan antioksidan yang terdapat dalam Rhizophora apiculata
yaitu berupa senyawa antioksidan golongan tanin, saponin, terpenoid,
flavonoid, dan alkaloid (Abdullah, 2011; Rahim et al., 2008; Yusro,
2010). Tanin yang terkandung dalam tanaman bakau minyak
merupakan senyawa aktif yang berpotensi paling tnggi sebagai
antioksidan. Tanin merupakan senyawa golongan polifenol, dan dibagi
atas dua kelompok yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis.
Tanin terhidrolisis adalah tanin yang memiliki struktur poliester yang
dengan mudah dapat terhidrolisis oleh enzim, asam klorida atau asam
sulfat yang akan menghasilkan asam polifenolat. Tanin terkondensasi
adalah tanin yang sering disebut proantosianidin dan pada pemanasan
dengan asam klorida akan menghasilkan phloroglucinol (Hagerman,

2002; Sujarnoko 2012; Yusro, 2010).

OH
OH
HO o
m OH
OH
(¥
Gallocaiechin {yiekds delphinadin pigmenix) Ellzgic acid
Tanin terkendensas: Tonin terhidrolisiz
(cateckin dan galiccatechin) {gaite dan ellogie arta)

Gambar 10. Struktur Tanin Terhidrolisis Dan Tanin Terkondensasi
(Dennis, 2005).

Pada bagian kulit batang bakau minyak mengandung kadar tanin yang
cukup tinggi. Tanin dapat dijumpai hampir pada semua jenis tumbuhan
dengan kadar yang berbeda-beda. Tanin memiliki gugus fenol dan

bersifat koloid. Tanin memiliki sifat mudah larut dalam air. Kelarutan
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yang dimiliki oleh tanin akan bertambah besar jika menggunakan
pelarut organik seperti metanol, etanol, aseton, dan pelarut organik
lainnya. Tanin mudah terurai pada suhu 98,8° C. Tanin juga dapat
dihidrolisis oleh asam, basa dan enzim. Ikatan kimia yang terjadi pada
tanin adalah ikatan hidrogen, ikatan ionik, dan ikatan kovalen

(Hagerman, 2002; Huda et al., 2013; Sujarnoko 2012; Yusro, 2010).

2.4 Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

2.4.1 Klasifikasi dan Jenis Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

Tikus putih banyak digunakan sebagai hewan percobaan pada
penelitian. Tikus putih (Rattus norvegicus) awal mulanya berasal dari
wilayah Cina kemudian menyebar ke wilayah Eropa bagian barat. Tikus
putih ini juga menybar ke wilayah Asia Tenggara dan berkembang biak
di Indonesia, Malaysia, Singapura, Filipina, dan Laos. Tikus putih
terbagi menjadi beberapa galur dengan kekhususan untuk dapat
digunakan pada penelitian sebagai hewan percobaan yaitu Sprague
dawley, Wistar, Long evans dan Holdzman (Fawcett A, 2012; Depkes

RI, 2001).
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Gambar 11. Tikus Putih (Rattus Norvegicus) (Fakultas Kedokteran
Hewan UGM, 2006).

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia
Subordo : Odontoceti
Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies . Rattus norvegicus

(Fakutas Kedokteran Hewan UGM, 2006).

2.4.2 Biologi Tikus Putih

Tikus putih memiliki masa hidup lebih lama daripada mencit (Fakultas
Kedokteran Hewan UGM, 2006). Tikus putih (Rattus norvegicus)
sering digunakan sebagai hewan percobaan pada penelitian karena tikus
juga dapat menderita suatu penyakit baik secara alamiah maupun
menggunakan induksi suatu zat atau bahan yang menyebabkan penyakit

(Fawcett A, 2012; Depkes RI, 2001).
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Tikus putih memiliki beberapa sifat yang menguntungkan, karna tikus
putih dapat dengan cepat berkembang biak, memiliki metabolisme yang
sama dengan manusia yaitu dengan kesamaan karakteristik anatomis,
fisiologis, kelengkapan organ-organ, kebutuhan nutrisi, metabolisme
biokimia, sistem reproduksi, eksresi dan peredaran darah yang sama
dengan manusia. Memiliki pertumbuhan yang cepat, dan mudah
dipelihara dalam jumlah banyak. Serta memiliki tingkat ketenangan
yang baik sehingga memberikan kemudahan dan tahan dalam perlakuan
pada penelitian, serta ukurannya lebih besar daripada mencit sehingga
pada penelitian yang memerlukan pengukuran darah tidak
mengkhawatirkan hal-hal yang mengganggu selama proses penelitian
seperti tidak cukup darah untuk pemeriksaan (Fawcett A, 2012; Depkes

RI, 2001).



2.5 Kerangka Teori

Penyebab dan

faktor risiko

berbagai penyakit :

e PPOK

e Penyakit saluran
pernafasan
lainnya

¢ Penyakit
kardiovaskuler,

A 4

A

Antioksidan

Paparan asap rokok

\ 4

1 ROS (Reactive
oxygen species)

A 4

Ketidakseimbangan
ROS dalam tubuh

Flavonoid _
Y
Tanin Stress oksidatif
fenol
A\ 4
Saponin Perubahan struktur
— histologi paru
kuersetin

apiculata)

Ekstrak kulit batang bakau
minyak (Rhizopora

Keterangan :

T : Peningkatan
V4 : Menghambat

Gambar 12. Kerangka Teori
(Kumarer al., 2013; Price et al., 2012; Vijayavelet al., 2006 ).
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2.6 Kerangka Konsep

VARIABEL INDEPENDENT:

Ekstrak kulit batang bakau
(Rhizophora apiculata)

VARIABEL
DEPENDENT:

A

Perubahan gambaran Paparan asap rokok

histopatologi paru

Gambar 13. Kerangka Konsep.

2.7 Hipotesis

Terdapat pengaruh ekstrak etanol 95% kulit batang bakau (Rhizophora
apiculata) terhadap histopatologi paru tikus putih jantan galur Sprague

dawley yang terpapar asap rokok.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorium dengan menggunakan
desain penelitian adalah post test only control group design. Pengambilan
data hanya dilakukan pada saat akhir penelitian setelah sampel diberi
perlakuan dengan memandingkan hasil pada kelompok kontrol, dengan

kelompok perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 2.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

3.2.1 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan September 2017 sampai bulan

Oktober 2017.

3.2.2 Tempat Penelitian
Pemeliharaan hewan coba dilakukan di Animal House Fakultas
Kedokteran Unila. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung dan ekstraksi dilakukan di Fakultas MIPA

Universitas Lampung.
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3.3 Populasi dan Sampel

1. Populasi

Populasi penelitian ini adalah tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley berumur 8-10 minggu dan memiliki berat badan 200-250
gram. Hewan diperoleh dari Institut IPB Bogor. Penelitian ini
menggunakan tikus karna tikus memiliki metabolisme yang sama dengan
manusia secara fisiologis, kelengkapan organ-organ, kebutuhan nutrisi,
dan metabolisme biokimia. Memiliki pertumbuhan yang cepat serta
memiliki tingkat ketenangan yang baik sehingga memberikan kemudahan
dan tahan dalam perlakuan selama penelitian (Fakultas Kedokteran Hewan

UGM, 2006).

2. Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berjumlah 30 ekor tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley. Sampel terbagi ke dalam
tiga kelompok ditentukan dengan menggunakan perhitungan rumus
Federer. Rumus penentuan besar sampel untuk uji eksperimental

rancangan acak lengkap (RAL) adalah:

(t-1) (n-1) = 15

Nilai t merupakan jumlah kelompok percobaan dan nilai n merupakan
jumlah sampel tiap kelompok. Pada penelitian ini akan menggunakan tiga

kelompok perlakuan dengan perhitungan sampel yaitu:



28

(t-1)(n-1) = 15
(3-1)(n-1) = 15
2(n-1) = 15

2n =17

Kemudian, koreksi pada subjek penelitian dilakukan sebagai antisipasi
terjadi nya drop out eksperimen dengan menggunakan rumus yaitu:

n
1—f

Keterangan :

N = besar sampel koreksi

n = besar sampel awal

f = perkiraan proporsi drop out sebesar 10%

Berdasarkan rumus diatas, maka akan diperoleh perhitungan besar sampel

sebanyak :

(o]

Jadi, sampel yang digunakan dalam penelitian ini pada tiap kelompok

berjumlah 9 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley (n
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>6) dengan 10% drop out sehingga menjadi 10 ekor tikus putih pada tiap
kelompoknya dan jumlah keseluruhan hewan coba yang digunakan pada
penelitian ini sebanyak 30 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawleyterbagi menjadi tiga kelompok perlakuan. Kelompok

perlakuan tersebut, yaitu:

Tabel 2. Kelompok Perlakuan.
No Kelompok Perlakuan

1 Kelompok kontrol (K) 10 ekor tikus kontrol normal
yang hanya diberikan pakan
standar dan minum.

2 Kelompok perlakuan 1 (KP1) 10 ekor tikus yang diberikan
paparan  asap  rokok  dan
pemberian ekstrak kulit batang
bakau minyak dengan dosis 56,55
mg/KgBB.

3 Kelompok perlakuan 2 (KP2) 10 ekor tikus kontrol positif yang
diberikan paparan asap rokok.

3.4 Kriteria Penelitian

[EEN

. Kriteria Inklusi

a. Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley.

b. Sehat (tidak tampak sakit, rambut tidak rontok dan tidak tampak
kusam, gerak dan aktifitas aktif).

c. Memiliki berat badan 200-250 gram.

d. Berumur sekitar 8-10 minggu.

e. Tidak memiliki kelainan anatomis bawaan atau didapat.

2. Kriteria Eksklusi

a. Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah masa adaptasi.
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b. Sakit (penampakan rambut kusam, rambut rontok atau botak, aktivitas dan
gerakan kurang atau tidak aktif, serta keluarnya eksudat yang tidak normal
dari mata, mulut, anus serta genital).

c. Tikus mati selama masa penelitian dan pemberian perlakuan.

3.5 Alat dan Bahan

3.5.1 Alat
Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
1. Neraca
2. Kotak plastik pengumpul asap rokok
3. Sonde tikus
4. Spuit oral 1 cc dan spuit 10 cc
5. Alat bedah minor
6. Object glass dan cover glass
7. Tissue cassete
8. Gelas ukur dan pengaduk
9. Alat tulis
10. Mikrotom
11. Waterbath
12.Platening table
13.Autotechnicome processor
14.Staining jar
15.Kertas saring

16.Mesin penggiling
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17.Rotatory evaporator
18.Histoplast

19.Paraffin

20.Slicer preparat

21.Mikroskop cahaya

22.Kamera digital

23.Kandang tikus

24.Tempat makan dan minum tikus
25.Penangas air

26.Gelas ukur dan pengaduk

27.Kapas alkohol, handscoon dan masker

Bahan

Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah

1. Ekstrak kulit batang bakau minyak (Rhizopora apiculata) dengan
dosis 56,55 mg/KgBB.

2. Rokok dan korek api

3. Tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley

4. Pakan standar dan minum tikus putih jantan (Rattus novergicus)
galur (Sprague dawley)

5. Sekam kandang tikus

6. Aquades

7. Reagen.

8. Etanol 95% untuk ekstraksi

9. kulit batang bakau minyak
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10.Larutan formalin 10 % untuk fiksasi

11. Alkohol dan kapas

12.Ether

13.Xylol

14.Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (HE)

3.6 Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional

3.6.1 Identifikasi Variabel

3.6.1.1 Variabel Independent

Variabel independent atau variabel bebas pada penelitian ini
adalah ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak
(Rhizopora apiculata) dan paparan asap rokok pada tikus putih

jantan (Rattus Norvegicus) galur Sprague dawley.

3.6.1.2 Variabel Dependent

Variabel dependent atau variabel terikat pada penelitian adalah
Gambaran histopatologi paru pada yang diberikan ekstrak etanol
95% kulit batang bakau minyak (Rhizopora apiculata)dan
paparan asap rokok pada tikus putih jantan (Rattus Norvegicus)

galur Sprague dawley.

3.6.2 Definisi Operasional

Berikut merupakan tabel definisi operasional penelitian bertujuan untuk

memberikan  penjelasan secara mudah dan tepat dengan
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memperlihatkan variabel-variabel yang termasuk didalam penelitian ini.
Sehingga diberikan konsep definisi operasional sesuai dengan

penelitian yang dilakukan yaitu sebagai berikut:

Tabel 3. Definisi Operasional.
No Variabel Definisi Jenis
Variabel
1  Ekstrak kulit Pada penelitian ini menggunakan Numerik
batang bakau Pemberian ekstrak kulit batang
(Rhizophora  bakau  (Rhizophora  apiculata).

apiculata). Diberikan dengan dosis
56,55mg/kgBB.
2  Histopatologi Gambaran histopatologi paru tikus Kategorik
paru dilihat  dengan menggunakan

mikroskop cahaya, dan dilakukan
dengan perbesaran 400x pada 5
lapang pandang berdasarkan
diamati terdapat atau tidak
berupa perdarahan dan infiltrasi
sel radang.

3.7 Prosedur Penelitian dan Alur Penelitian

3.7.1 Alur Penelitian

Penelitian ini merupakan uji eksperimental murni dalam bidang ilmu
Biokimia, dan Histopatologi klinik. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit batang bakau minyak
(Rhizopora apiculata) terhadap gambaran histopatologi paru tikus putih
jantan galur sprague dawley yang terpapar asap rokok. Tikus dipelihara
dan dilakukan adaptasi di animal house Fakultas Kedokteran
Universitas lampung selama 1 minggu. Setiap kelompok percobaan
dipelihara pada waktu dan tempat yang sama dengan kondisi yang

sesuai. Tikus dipilih secara acak dan dibagi menjadi 3 kelompok yang
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terdiri dari 10 ekor tikus tiap kelompoknya. Sehingga, pada penelitian
ini menggunakan tikus sejumlah 30 ekor. Tiga kelompok tersebut
terdiri dari kelompok kontrol normal yang diberikan pakan standar dan
minum (K1), kelompok perlakuan yang kedua dengan pemberian pakan
standar, minum, paparan asap rokok selama 1 jam sebanyak 2 batang
rokok perhari selama 30 hari dan pemberian ekstrak kulit batang bakau
minyak dengan dosis 56,55 mg (KP1) dan kelompok perlakuan 2
dengan pemberian pakan standar, minum dan paparan asap rokok
selama 1 jam sebanyak 2 batang rokok perhari selama 30 hari (KP2)

(Rachmad et al., 2015; Vijayavel et al., 2006).

Ekstrak kulit batang bakau di buat dengan pelarut etanol 95% yang
dilakukan di Fakultas MIPA Universitas Lampung. Kulit batang bakau
minyak diperoleh dari kota Lampung Timur. Pemberian paparan asap
rokok terhadap tikus putih jantan galur Sprague dawley menggunakan
rokok filter batangan dilakukan 1 jam sebanyak 2 batang perhari selama
30 hari dengan dilakukan pemberian paparan asap rokok 1 jam setelah
pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak. Asap rokok
dikumpulkan didalam smoking chamber yang terdapat tikus di dalam
nya. Setelah 30 hari perlakuan terhadap hewan coba, 10 ekor tikus pada
tiap kelompok masing-masing akan dilakukan anastesi terlebih dahulu
dengan menggunakan ether untuk membebaskan dari rasa nyeri, stress

dan kecemasan pada hewan coba.
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Kemudian setelah tikus dipastikan mati, dilakukan pembedahan toraks
untuk mengambil organ paru sebagai sediaan mikroskopis. Pembuatan
sediaan preparat mikroskopis dilakukan dengan metode parrafin dan
pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE). Pembuatan sediaan preparat
histopatologi paru dengan metode fixation, trimming, dehidrasi,
clearing, impregnasi, embedding, cutting, staining, mounting, dan slide
yang dilakukan pembacaan dengan mikroskop cahaya perbesaran 400x.
Pada pembuatan preparat ini dilakukan di Laboratorium Patologi

Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

3.7.2 Prosedur Penelitian

3.7.2.1 Adaptasi Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus
putih jantan (Rattus norvegicus) galursparague Dawley berumur
8-10 minggu dan memiliki berat badan 200-250 gram. Tikus
putih jantan akan dibagi secara acak menjadi 3 kelompok yang
masing masing tiap kelompoknya ditempatkan dalam 1 kandang
, Setiap kelompok percobaan berisi 10 ekor tikus. Suhu dan
kelembapan dalam ruangan dibiarkan secara kisaran alamiah.
Makanan hewan percobaan diberikan berupa pakan standar dan
minuman diberikan secukupnya dalam wadah terpisah dan
diganti setiap hari. Setiap tikus diberi perlakuan setiap hari

selama 30 hari. Sebelum diberi perlakuan, tikus diadaptasikan
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selama selama satu minggu dipelihara di Animal House Fakultas

Kedokteran Unila.

3.7.2.2 Pembuatan Ekstrak Kulit Batang Bakau Minyak

Penelitian ini menggunakan kulit batang bakau minyak yang
akan di ekstrak dengan pelarut etanol 95%. Ekstraksi adalah
suatu proses pemisahan satu atau lebih substansi dari
campurannya dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Kulit
batang bakau dicuci dan dikeringkan dengan penganginan alami.
Kemudian, 600 gram kulit batang bakau yang telah dipotong-
potong akan dibuat dalam bentuk serbuk simplisia menggunakan
mesin penggiling dan setelah itu diayak dengan ayakan mesh 40
tanpa menyebabkan kerusakan Serbuk simplisia kulit batang
bakau minyak (Rhizophora apiculata) kemudian dicampur
dengan pelarut etanol 95% sebanyak 1,5 L dan direndam selama
18 jam lalu disaring dengan kapas dan kain kasa, lalu disaring
ulang dengan kertas saring. Ampas yang dihasilkan dan didapat
akan dimaserasi sampai hasil filtrasi maserasi tersari dengan
sempurna. Filtrat yang diperoleh akan dipekatkan dengan
evaporator pada suhu 50°C. Ekstrak kulit batang bakau minyak
diambil 1 ml dan dibiarkan selama 24 jam dalam suhu ruangan
normal hingga mengering. Hasil ekstrak kulit batang bakau yang
sudah kering kemudian ditimbang dengan didapatkan berat jenis

dan volume nya. Kemudian dilakukan pengenceran dan
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didapatkan dosis yang akan digunakan pada penelitian.
Sehingga, dosis ekstrak kulit batang bakau minyak yang
digunakan pada penelitian ini adalah 56,55 mg/kgBB (Mustofa

et al., 2013; Istiqgomah 2013; Vijayavel et al., 2006).

3.7.2.3 Pemaparan Asap Rokok

Pemaparan asap rokok terhadap hewan coba dilakukan setiap
hari selama 30 hari. Hewan coba akan diberikan paparan asap
rokok filter sebanyak 2 batang rokok dan dilakukan selama 1
jam. Kelompok percobaan yang diberikan paparan asap rokok
hanya pada dua kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan 1
(KP1) yang diberikan paparan asap rokok dan 1 jam sebelumnya
telah dilakukan pemberian ekstrak kulit batang bakau
(Rhizophora apiculata) dan kelompok perlakuan 11 (KP2) yang
hanya diberikan paparan asap rokok. Pemaparan asap rokok
dilakukan dengan smoking chamber, mengumpulkan sampel
hewan coba dalam kotak plastik yang didalamnya terdapat dua
lubang. Lubang pertama berfungsi sebagai tempat memasukan
ujung rokok yang dibakar sehingga akan terisi asap rokok dalam
kotak plastik dan lubang kedua untuk sirkulasi atau ventilasi
pertukaran dan pengeluaran asap rokok yang dpaparkan. Asap
rokok dimasukan dengan menggunakan spuit 20cc dan

dihubungkan dengan selang karet yang dimasukan ke dalam



38

lubang pertama untuk pemaparan asap rokok (Rahmaniya, 2009;

Rachmad et al., 2015).

=0 . O

Gambar 14. Pemaparan Asap Rokok (Rachmad ef al., 2015).

3.7.2.4 Terminasi Hewan Coba

Setelah 30 hari perlakuan hewan coba, maka tiap ekor tikus pada
masing-masing kelompok akan dilakukan teminasi hewan coba
dengan diberikan ether. Kemudian setelah tikus dipastikan mati,
dilakukan pembedahan toraks pada tikus untuk mengambil

organ paru sebagai sediaan mikroskopis (Rachmad et al., 2015).

3.7.2.5 Prosedur Pembuatan Preparat dan Pewarnaan
Hematoxylin-Eosin

Metode pembuatan preparat histopatologi pada organ paru
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.

a. Fixation
Spesimen berupa paru tikus yang akan dibuat sebagai

preparat histopatologi terlebih dahulu difiksasi menggunakan
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formalin 10% selama 3 jam hingga mengeras. Kemudian paru

tersebut dicuci dengan air mengalir sebanyak 3-5 Kali.

. Trimming
Sampel organ paru yang telah difiksasi kemudian di trimming
hingga ukuran + 3 — 5 mm. Potongan organ paru tersebut lalu

dimasukkan ke dalam tissue cassette.

. Dehidrasi

Proses dehidrasi dilakukan dengan mengeringkan air dari
jaringan sehingga dapat mencegah terjadinya pengerutan
pada sampel yaitu dengan meletakkan fissue cassete pada
kertas tisu. Lalu, dehidrasi dilakukan dengan larutan alkohol
70% selama 0,5 jam, alkohol 96% selama 0,5 jam, alkohol
absolut selama 1 jam. Dan alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam.

. Clearing

Clearing dilakukan untuk membersihkan sisa alkohol dengan

xylol 1 dan 11, masing—masing selama 1 jam.

. Impregnasi

Impregnasi dilakukan dengan menggunakan paraffin selama
1 jam dalam oven suhu 65°C sehingga jaringan lebih mudah
dipotong dengan pisau mikrotom. Parrafin yang digunakan

adalah parrafin histoplast.
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f. Embedding
Sisa parafin yang ada pada pan dibersihkan dengan
memanaskan beberapa saat di atas api dan diusap dengan
kapas. Parafin cair disiapkan dengan memasukkan parafin ke
dalam cangkir logam dan dimasukkan dalam oven dengan
suhu diatas 58°C. Parafin cair dituangkan ke dalam pan.
Dipindahkan satu persatu dari tissue cassette ke dasar pan
dengan mengatur jarak yang satu dengan yang lainnya.
Kemudian pan dimasukkan ke dalam air. Parafin yang berisi
potongan paru dilepaskan dari pan dengan dimasukkan ke
dalam suhu 4-6°C beberapa saat. Parafin dipotong sesuai
dengan letak jaringan yang ada dengan menggunakan skalpel
atau pisau hangat. Kemudian diletakkan pada balok kayu,
diratakan bagian pinggirnya, dan dibuat ujungnya sedikit
meruncing. Lalu, memblok parafin dan siap dipotong dengan
mikrotom.
9. Cutting

Proses pemotongan dilakukan pada ruangan dingin dengan
pemotongan kasar dan dilanjutkan dengan pemotongan halus
jaringan meggunakan mikrotom pada ketebala 4-5 pm.
Sebelum memotong, blok didinginkan terlebih dahulu di
lemari es. Pemotongan dilakukan menggunakan rotary
microtome dengan disposable knife. Dipilih lembaran

potongan yang paling baik, diapungkan pada air, dan
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dihilangkan kerutannya dengan cara menekan salah satu sisi
lembaran jaringan tersebut dengan ujung jarum dan sisi yan
lain ditarik menggunakan kuas runcing. Lembaran jaringan
dipindahkan ke dalam water bath suhu 60°C selama beberapa
detik sampai mengembang sempurna. Dengan gerakan
menyendok, lembaran jaringan tersebut diambil dengan s/ide
bersih kemudian ditempatkan di tengah atau pada sepertiga
atas atau bawah. Slide yang telah berisi jaringan selanjutnya
ditempatkan pada inkubator dengan suhu 37° C selama 24

jam sampai jaringan melekat dengan sempurna.

. Staining atau pewarnaan Hematoksilin—Eosin. Setelah
jaringan melekat sempurna pada slide, dipilih slide yang
terbaik, dan selanjutnya secara berurutan memasukkan ke
dalam zat kimia dibawah ini dengan waktu sebagai berikut :
1) Dilakukan deparafinisasi dalam:

a. Larutan xylo/ | selama 5 menit

b. Larutan xylol Il selama 5 menit.

C. Ethanol absolut selama 1 jam.

2) Hidrasi dalam:

a. Alkohol 96% selama 2 menit

b. Alkohol 70% selama 2 menit,

c. Air selama 10 menit.

3) Pulasan inti dibuat dengan menggunakan:

a. Harris Hematoksilin selama 15 menit
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b. Dibilas menggunakan air mengalir

c. Diwarnai dengan eosin selama maksimal 1 menit.
4) Selanjutnya, didehidrasi dengan menggunakan:
a. Alkohol 70% selama 2 menit

b. Alkohol 96% selama 2 menit,

c. Alkohol absolut selama 2 menit.

5) Penjernihan dengan:
a. Xylol | selama 2 menit.

b. Xylol Il selama 2 menit.

I. Mounting, setelah pewarnaan selesai kemudian slide
ditempatkan di atas kertas tisu pada tempat datar, ditetesi
dengan bahan mounting yaitu perekat permount dan ditutup

dengan cover glass. Slide dibaca dengan mikroskop.

. Slide diperiksa di bawah mikroskop cahaya dengan

perbesaran 400x menggunakan mikroskop cahaya.

3.7.2.6 Penilaian Histopatologi Paru Gambaran

Gambaran histopatologi paru tikus dilihat dengan menggunakan
mikroskop cahaya, dan dilakukan dengan perbesaran 400x pada
5 lapang pandang berdasarkan diamati terdapat atau tidak
berupa infiltrasi sel radang dan perdarahan (Chan et al., 2017,

Kubiak et al., 2010).
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Gambar 15.Histo|ogi Paru Dengan Infiltrasi Sel Radang.
(Chan et al., 2017; Kubiak et al., 2010).

Tipe kerusakan : Infiltasi sel radang

Tidak terdapat sel radang atau terdapat < 10 sel = 0
Terdapat <25 sel radang = 1

Terdapat >25 sel radang = 2

Terdapat > 50 sel radang = 3

Gambar 16. Histologi Paru Dengan Perdarahan Pada Alveolus
(Kubiak et al., 2010).

Tipe kerusakan : Perdarahan pada rongga alveolus
Tidak ada perdarahan =0

Terdapat perdarahan padal kuadran =1

Terdapat perdarahan pada 2-3 kuadran = 2

Terdapat perdarahan pada semua kuadran = 3



Tabel 4. Skor Penilaian Derajat Kerusakan Histologi Paru
(Chan et al. 2017; Kubiak et al., 2010).

No

Skor Derajat Kerusakan

Tingkat Kerusakan

1

Skor 0

Skor 1

Skor 2

Skor 3

Tidak terjadi  kerusakan (Tidak
terdapatnya infiltrasi sel radang atau
<10 infiltrasi sel radang dan
perdarahan).

Kerusakan ringan (Terdapat <25
infiltrasi sel radang dan perdarahan
pada 1 kuadran).

Kerusakan Sedang (Terdapat >25
infiltrasi sel radang dan perdarahan
pada 2-3 kuadran).

Kerusakan berat (Terdapat >50
infiltrasi sel radang dan perdarahan
pada semua kuadran).
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Adaptasi tikus dilakukan selama 1 minggu

Tikus dipilih secara acak dan dibagi menjadi 3 kelompok
dengan berjumlah 7 ekor tikus tiap kelompoknya.

as

il B ":r"w}

A

g

Y

i v, B
i g

sebanyak 2 batang
rokok serta pemberian
ekstrak kulit batang
bakau minyak dengan
dosis  56,55mg/KgBB
perhari selama 30 hari.

K1 KP1 KP2

A 4 A 4 A 4
Tikus  diberi Tikus diberikan pakan Tikus diberikan pakan
pakan standar standar, minum dan standar, minum dan
dan  minum diberikan  perlakuan diberikan  perlakuan
selama 30 dengan paparan asap dengan paparan asap
hari. rokok selama 1 jam rokok selama 1 jam

sebanyak 2 batang
rokok perhari selama
30 hari.

4

Tikus di terminasi dan dilakukan pembedahan toraks
untuk mengambil organ paru tikus .

\ 4

Sampel diperiksa di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung dan pengamatan preparat histopatologi dengan
menggunakan Mikroskop .

A 4

Analisis Data

Gambar 17. Diagram Alur Penelitian.



46

3.9 Analisis Data Statistik

Analisis data hasil penelitian ini dilakukan dengan jenis analisis bivariat.
Analisis hasil penelitian diawali dengan melakukan uji normalitas dengan
menggunakan uji Shapiro-Wilk karena jumlah sampel <50 dan dilakukan
untuk melihat sampel terdistribusi normal. Setelah itu, jika data terdistribusi
normal maka dilanjutkan dengan uji parametrik yaitu uji One-Way ANOVA.
Jika data tidak terdistribusi dengan normal maka dilakukan uji non parametrik
yaitu uji Kruskal-Wallis. Hipotesis dianggap bermakna apabila didapatkan
hasil p<0,05. Jika pada uji One Way ANOVA menghasilkan p<0,05 maka
dilanjutkan dengan analisis data Post Hoc Test untuk mengetahui dan
menilai perbedaan yang terdapat antara setiap kelompok perlakuan pada

penelitian (Dahlan, 2014).

3.10 Etika Penelitian

Ethical clearance penelitian ini akan didapatkan darikKomisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor surat
persetujuan etik yaitu 434/UN26.8/DL/2017 (lampiran 5). Pada penelitian
ini menerapkan prinsip 3R dalam protokol penelitian dan prinsip 5F

(Freedom) yaitu:

1. Replacement
Replacement adalah mempergunakan dan memanfaatkan hewan percobaan

sudah dipertimbangkan dengan tepat dari pengalaman terdahulu maupun
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literatur untuk mendapatkan data dan hasil penelitian dan tidak dapat

digantikan oleh makhluk hidup lain seperti sel atau biakan jaringan.

2. Reduction

Reduction diartikan sebagai pemanfaatan hewan dalam penelitian dapat
dilakukan dengan penggunaan hewan cobadalam jumlah sesedikit mungkin,
dengan tetap mendapatkan hasil optimal seperti yang diharapkan pada
penelitian. Jumlah sampel hewan coba pada penelitian ini menggunakan
rumus Frederer yaitu t(n-1) =15, dengan nilai t adalahjumlah kelompok

perlakuan dan nilai n adalah jumlah hewan yang diperlukan.

3. Refinement

Refinement adalah memperlakukan hewan percobaan secara manusiawi
yaitu dengan cara memelihara hewan dengan baik dan tidak menyakiti
hewan percobaan, serta meminimalisasikan perlakuan yang akan

menyakitkan hewan coba sampai akhir penelitian.

Lima dasar prinsip refinement yaitu:

a. Freedom from hunger and thirst (bebas dari rasa lapar dan rasa haus).

b. Freedom from discomfort (bebas dari rasa tidak nyaman).

C. Freedom from pain, injury and diseases (bebas dari rasa sakit, terluka dan
penyakit-penyakit).

d. Freedom from fear and distress (bebas dari rasa takut dan stres).

e. Freedom to express natural behavior (bebas untuk mengekspresikan

tingkah-laku alamiah) (Sajuthi, 2012; Ridwan, 2013).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Pemberian ekstrak etanol 95% kulit batang bakau minyak (Rhizophora
apiculata) mampu mencegah kerusakan histopatologi paru tikus putih (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley yang disebabkan paparan asap rokok.

5.2 Saran

1. Peneliti lain disarankan untuk meneliti lebih lanjut pengaruh pemberian
ekstrak kulit batang bakau minyak (Rhizophora apiculata) dengan

parameter inflamasi (TNF-a) dan stres oksidatif lainnya (SOD dan MDA).

2. Peneliti lain disarankan dapat meneliti untuk menguji lebih lanjut dosis

toksisitas dari ekstrak kulit batang minyak (Rhizophora apiculata).
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