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ABSTRACT

THE EFFECT OF MORINGA OLEIFERA LEAF EXTRACT ON
CENTRAL CORNEAL THICKNESS IN MICE EXPOSED BY
ULTRAVIOLET-C RAYS

By

NUR AINA RAHMANIA

Background: Exposure of ultraviolet radiation in the eye can cause corneal
damage like thinnig of corneal thickness. Moringa oleifera leaf has antioxidants
that can protect the eye from UV radiation. This study aim to determine the effect
of moringa oleifera leaf extract on central corneal thickness in mice exposed by
ultraviolet radiation.

Method: This study used 25 mices strain ddy weight 30-35 gram divided into 5
groups. K(-) group is without treatment, K(+) group is exposed by ultraviolet-C
for 1 hour, P1, P2 and P3 groups are exposed by ultraviolet-C for 1 hour and
Moringa oleifera leaf extract is given consecutively with dose 10,4mg, 20,8 mg,
41,6mg/20g of mice weight.

Result: The result of corneal thickness (um) are K(-): 110,35+21,71, K(+):
78,3742,91, P1: 91,04+12,07, P2: 98,52+13,75 and P3: 102,72+22,66. The
Kruskal Wallis analysis mean rank showed K(-): 19,80, K(+): 3,80, P1: 11,60, P2:
15,20, P3: 14,60 and p value 0,009.

Conclusion: The effective dose of Moringa oleifera leaf extract in maintaining
the cornea of mice from damage caused by ultraviolet-C rays is 20,8mg/g of mice
weight. Increased dose of Moringa oleifera extract is not followed by increased
corneal thickness

Keywords: corneal thickness, Moringa oleifera leaf extract, ultraviolet-c.



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK DAUN KELOR TERHADAP
KETEBALAN KORNEA SENTRAL MENCIT YANG DIINDUKSI SINAR
ULTRAVIOLET-C

Oleh

NUR AINA RAHMANIA

Latar Belakang: Paparan radiasi ultraviolet-C pada mata dapat menimbulkan
kerusakan kornea berupa penipisan ketebalan kornea. Daun kelor memiliki
antioksidan yang dapat melindungi mata dari radiasi sinar UV. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kelor terhadap
ketebalan kornea sentral mencit yang diinduksi sinar UV-C.

Metode: Penelitian ini menggunakan 25 ekor mecit galur ddy dengan berat 30-35
gram yang dibagi kedalam lima kelompok. Kelompok kontrol negatif K(-) tanpa
perlakuan, kontrol positif K(+) dipapari sinar UV-C selama 1 jam, perlakuan P1,
P2, P3 diberi paparan sinar UV selama 1 jam dan ekstrak daun kelor dengan dosis
berturut-turut 10,4mg, 20,8mg dan 41,6mg/20g berat badan mencit.

Hasil Penelitian: Hasil rerata ketebalan lapisan kornea yaitu K(-): 110,35+21,71,
K(+): 78,37+2,91, P1: 91,04+12,07, P2: 98,52+13,75 dan P3: 102,72+22,66.
Analisis Kruskal Wallis mendapatkan hasil mean rank K(-): 19,80, K(+): 3,80, P1:
11,60, P2: 15,20, P3: 14,60 dan nilai p=0,009.

Kesimpulan: Dosis efektif ekstrak daun kelor dalam mempertahankan kornea
mencit dari kerusakan akibat paparan sinar ultraviolet-C adalah 20,8mg/20g berat
badan mencit. Peningkatan dosis ekstrak daun kelor tidak diikuti dengan kenaikan

ketebalan kornea mencit.

Kata kunci: ekstrak daun kelor, ketebalan kornea, sinar ultraviolet-c.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Indonesia adalah negara yang dilalui oleh garis khatulistiwa, memiliki iklim
tropis dengan kondisi udara dan tingkat kelembaban serta sinar matahari yang
cukup terik. Dilihat dari kondisi alam tersebut Indonesia beresiko terpapar
sinar ultraviolet (UV) yang cukup tinggi akibat memiliki musim panas yang
cukup panjang (Melilia 2016). Tingkat indeks radiasi ultraviolet di Indonesia
sudah mencapai 10,1 dimana berdasarkan standar World Health Organization
(WHO), indeks radiasi sinar ultraviolet yang ekstrem yaitu lebih dari 11.
Radiasi sinar UV bisa terus meningkat seiring dengan menipisnya ketebalan

lapisan ozon di atas Indonesia. (Restylane, 2013)

Sinar ultraviolet A atau UV-A (A 320-400 nm), sinar UV-B (A 280-320 nm)
dan sinar UV-C (A 100-280 nm) adalah sinar matahari yang sampai di
permukaan bumi dan mempunyai dampak (World Health Organization,
2009). Diantara ketiganya, UV-C memiliki efek yang terbesar bagi kesehatan.
Lapisan ozon lebih efisien menyerap sinar UV dengan panjang gelombang

yang pendek, maka dari itu radiasi ultraviolet dengan panjang gelombang



yang lebih panjang seperti UV-A (320-400 nm) memberikan 95% radiasi dari
jumlah total radiasi ultraviolet. Kurang lebih 5% radiasi ultraviolet diberikan
oleh UV-B (280-320 nm), sedangkan UV-C (220-280 nm) diserap didalam
atmosfer terutama di lapisan ozon (Walsh, 2016). Sumber radiasi ultraviolet
(UVR) buatan seperti lampu UV-C yang biasa digunakan sebagai lampu
germisidal untuk membunuh bakteri memiliki efek yang serius pada tubuh
manusia terutama pada kulit dan mata seperti fotokeratitis akut, degenerasi

kornea kronis dan pembentukan katarak. (Tan dan Bor, 2012)

Kornea dan lensa intraokular adalah jaringan yang sangat penting dalam
penyerapan radiasi sinar UV. Radiasi sinar UV dengan panjang gelombang
dibawah 300 nm seperti UV-B dan UV-C paling banyak diserap oleh kornea,
sedangkan lensa lebih menyerap UV-A yang memiliki panjang gelombang
dibawah 370 nm. (Walsh 2016) Protein lensa dapat mengalami stres oksidatif
kronik oleh paparan cahaya terutama UV-B dan oksigen. Sebagai akibatnya
protein lensa akan mengalami kerusakan, hal ini diperparah dengan
pertambahan usia. Kekeruhan lensa terjadi karena protein yang rusak

beragregasi dan berpresipitasi.

Antioksidan di lensa adalah vitamin C, karena bersifat larut dalam air maka
vitamin ini terdapat dalam kadar cukup tinggi di akuos humor. Beberapa
penelitian menunjukkan vitamin C mampu beraksi langsung dengan

superoksida, anion, hidrogen peroksida, hidrogen radikal dan radikal bebas



lainya, di samping itu vitamin C dapat meningkatkan dan mempertahankan
glutation dan vitamin E dalam status tereduksi agar dapat bekerja melindungi

lensa dari radikal bebas. (Wahyudi, Rinayati dan Erawati, 2013)

Daun kelor telah dilaporkan menjadi sumber yang kaya B-karoten, protein,
vitamin C, kalsium, kalium dan menjadi sumber makanan yang baik sebagai
antioksidan alami, karena adanya berbagai jenis senyawa antioksidan seperti
asam askorbat, flavonoid, fenolat dan karotenoid . Yayasan Mata
Internasional (berbasis di Maryldan, USA) mempromosikan kelor untuk
mencegah kebutaan pada anak (karena kekurangan gizi) di negara
berkembang, hal ini karena kelor kaya dengan kandungan vitamin yang dapat
menyelamatkan penglihatan anak-anak dari kebutaan akibat defisiensi

vitamin A. (Krisnadi, 2015)

World Health Organization (WHOQO), 2005 memperkirakan terdapat 45 juta
penderita kebutaan bilateral di dunia dan sepertiganya terdapat di Asia
Tenggara. Penyebab kebutaan utama di dunia adalah katarak (47,8%),
glaukoma (12,3%), uveitis (10,2%), age-related macular degeneration
(8,7%), kekeruhan kornea (5,1%), retinopati diabetik (4,8%), dan trakoma
(3,6%) sehingga katarak menjadi penyebab kebutaaan nomor satu di dunia.

(Tangguh, 2012)



Data nasional mengenai besaran masalah gangguan indera penglihatan telah
dikumpulkan melalui berbagai survei, salah satunya adalah Rapid Assessment
of Avoidable Blindness (RAAB). RAAB merupakan standar pengumpulan
data kebutaan dan gangguan penglihatan yang ditetapkan oleh WHO, melalui
Global Action Plan (GAP) 2014 — 2019. RAAB merupakan survei berbasis
populasi untuk penderita kebutaan, gangguan penglihatan dan layanan
perawatan mata pada orang-orang berusia 50 tahun ke atas, berdasarkan
survei didapatkan hasil sekitar 85% kebutaan terdapat pada usia 50 tahun dan

lebih. (Kementerian Kesehatan RI, 2014)

Data gangguan penglihatan di Provinsi Lampung menunjukan jumlah
prevalensi severe low vision sebesar (1,7%), kebutaan (0,6%), katarak
(1,29%). Angka tersebut menjadikan provinsi lampung sebagai provinsi
dengan prevalensi severe low vision tertinggi di Indonesia. (Badan Penelitian

dan Pengembangan Kesehatan Kementerian Kesehatan R1, 2013)

Pada penelitian sebelumnya mengenai pengaruh intensitas waktu paparan
sinar ultraviolet C terhadap ketebalan kornea mencit, menunjukkan adanya
perbandingan lurus antara peningkatan paparan sinar UV-C dengan kerusakan
kornea, sehingga dapat disimpulkan bahwa paparan sinar UV-C
mempengaruhi ketebalan kornea mencit jantan. Oleh karena itu, peneliti

merasa perlu dilakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak



daun kelor terhadap gambaran ketebalan kornea sentral mencit jantan yang

diinduksi sinar ultraviolet C.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang penelitian diatas, maka yang menjadi

pokok permasalahan dalam penelitian ini yaitu “Apakah terdapat pengaruh

pemberian ekstrak daun kelor terhadap ketebalan kornea sentral mencit jantan

yang diinduksi sinar ultraviolet C”.

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun kelor terhadap

ketebalan kornea sentral mencit (Mus musculus) yang diinduksi sinar

ultraviolet C.

1.3.2. Tujuan Khusus

1.

Mengetahui manfaat ekstrak daun kelor dalam mencegah
terjadinya kerusakan kornea mencit (Mus musculus) yang diberi
paparan sinar ultraviolet C.

Mengetahui pengaruh pemberian dosis bertingkat ekstrak daun
kelor terhadap ketebalan kornea sentral mencit (Mus musculus)

yang diberi paparan sinar ultraviolet C.



1.4. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat :

1.

Bagi peneliti/penulis, dapat menambah ilmu pengetahuan tentang
pengaruh ekstrak daun kelor terhadap ketebalan kornea mencit yang
diberi paparan sinar ultraviolet C.

Bagi institusi, dapat menambah bahan kepustakaan dalam lingkungan
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

Bagi masyarakat, dapat menambah pengetahuan dan meningkatkan

kewaspadaan  terhadap  bahaya  radiasi sinar  ultraviolet.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Sinar Ultraviolet
Radiasi ultraviolet (UVR) merupakan bagian dari spektrum elektromagnetik
yang mencapai permukaan bumi. Sinar UV memiliki panjang gelombang
yang lebih pendek daripada cahaya tampak, sehingga sinar UV tidak bisa

dilihat oleh mata manusia. (Epstein dan Wang, 2013)

Radiasi ultraviolet adalah radiasi elektromagnetik dengan panjang gelombang
100-400 pm. Cahaya tampak memiliki rentang panjang gelombang antara
400-700 pum dan cahaya inframerah memiliki rentang panjang gelombang
antara 700-1200 pum. Radiasi ultraviolet mengandung lebih banyak energi
daripada cahaya tampak atau inframerah, akibatnya UVR memiliki potensi
yang lebih besar untuk menimbulkan kerusakan biologis. Spektrum
ultraviolet dapat dibagi lagi menjadi 3 bagian gelombang yaitu: UV-A (315-
400 nm), UV-B (280-315 nm), dan UV-C (100-280 nm). Sinar UV dengan
panjang gelombang yang lebih pendek, membawa energi yang lebih tinggi,
sehingga memiliki potensi yang lebih besar untuk menimbulkan kerusakan

biologis. (Majdi et al., 2014)
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Radiasi ultraviolet dihasilkan dari permukaan yang bertemperatur tinggi,
seperti matahari. Sebagian besar radiasi ultraviolet yang bersumber dari sinar
matahari diserap oleh oksigen di atmosfer bumi, tepatnya pada lapisan ozon
di bagian stratosfer. (Encyclopaedia Britannica 2016) Radiasi matahari yang
mencapai permukaan bumi sekitar 95% merupakan sinar UV-A dan 5%
merupakan sinar UV-B. Akibat menipisnya lapisan ozon maka terjadi
peningkatan jumlah UVR yang mencapai permukaan bumi. (Majdi et al.,

2014)

Radiasi Elektromagnetik

Menurut Badan Tenaga Nuklir Nasional, radiasi adalah energi yang
dipancarkan dalam bentuk partikel atau gelombang. Energi radiasi dapat
mengeluarkan elektron dari atom. Elektron yang dikeluarkan itu dapat
mengikat atom netral lainnya dan membentuk ion negatif, sedangkan atom
yang ditinggalkan oleh elektron, menjadi bermuatan positif. Peristiwa
pembentukan ion negatif dan positif ini disebut ionisasi. (P, Sandidan W,

2009)

Tidak semua radiasi menimbulkan ionisasi, sehingga radiasi dapat
digolongkan menjadi dua yaitu: radiasi yang tidak dapat menimbulkan
ionisasi dan yang dapat menimbulkan ionisasi. Radiasi yang tidak dapat
menimbulkan pasangan ion yaitu radiasi yang punya panjang gelombang
lebih dari 100A apabila bertumbukan dengan medium. Diantaranya adalah

radiasi gelombang elektromagnetik seperti: sinar ultraviolet, sinar inframerah



dan gelombang infrasonik. Radiasi yang dapat menimbulkan pasangan ion
adalah radiasi yang mempunyai panjang gelombang lebih pendek dari 100A
apabila berinteraksi dengan medium. Radiasi tersebut diantaranya adalah
radiasi elektromagnetik sinar X, sinar gamma, dan semua jenis radiasi

pertikel. (P,Sandidan IW, 2009)

Hipotesis mengenai adanya radiasi elektromagnetik dikemukakan pertama
kali oleh fisikawan Inggris James Clark Maxwell pada tahun 1864. Hipotesis
Maxwell berbunyi: “Perubahan medan magnet dapat menimbulkan medan
listrik, sebaliknya perubahan medan listrik dapat menimbulkan medan
magnet”. Disebut sebagai radiasi elektromagnetik karena semula radiasi ini

tersusun atas medan listrik dan medan magnet. (Fessenden, 1990)

Setelah Maxwell meninggal dunia, hipotesa tentang radiasi elektromagnetik
ini dibuktikan kebenarannya dengan percobaan yang dilakukan oleh Heinrich
Rudolph Hertz. Hasil percobaan Hertz membuktikan adanya radiasi
elektromagnetik yang merambat dengan kecepatan yang sama dengan
kecepatan cahaya serta memiliki sifat-sifat yang sama dengan cahaya seperti

yang diramalkan oleh Maxwell sebelumnya. (Fessenden, 1990)

Radiasi elektromagnetik terdiri atas berbagai macam jenis. Kumpulan dari
berbagai jenis radiasi elektromagnetik ini  membentuk spektrum

elektromagnetik. Radiasi elektromagnetik dikelompokkan berdasarkan
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frekuensi atau panjang gelombangnya. Jika dibuat daftar radiasi
elektromagnetik dengan urutan dari frekuensi rendah (panjang gelombang
tinggi) ke frekuensi tinggi (panjang gelombang rendah), maka diperoleh
kelompok radiasi elektromagnetik sebagai berikut:

(1) Gelombang radio;

(2) Gelombang tv;

(3) Gelombang radar;

(4) Sinar inframerah;

(5) Cahaya tampak;

(6) Sinar ultraviolet;

(7) Sinar X dan

(8) Sinar gamma

(Fessenden, 1990)

Kornea

2.3.1. Anatomi Kornea
Kornea adalah jaringan transparan yang ukuran dan strukturnya
sebanding dengan kristal sebuah jam tangan kecil. Transparansi
kornea disebabkan oleh strukturnya yang seragam, avaskularitas dan
deturgensinya. Kornea dewasa rata—rata mempunyai tebal 550 pum di
pusatnya (terdapat variasi menurut ras); diameter horizontalnya sekitar

11,75 mm dan vertikalnya 10,6 mm.
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Sumber — sumber nutrisi untuk kornea adalah pembuluh — pembuluh
darah limbus, akuos humor dan air mata. Kornea superfisial juga
mendapatkan sebagian besar oksigen dari atmosfer. Saraf — saraf
sensorik kornea didapat dari cabang pertama (opthalmicus) nervus

kranialis V (trigeminus). (Eva dan Whitcher, 2015)

Anatomi Mata )

sklera

Bilik mata belakang kororid

Retina
Bilik mata depan

iris
pupil fovea

karnea

Diskus optikus >t)

/N .‘ N. optikus

V sentral

lensa
Ligamen suspensorium
Kanlis sklem
limbus

Otot siliar retina

Badan siliar i =
—[ Proc. siliar Ora serrata Kanal hyaloid

Gambar 1.Anatomi Mata
Sumber : Human Senses, 2016

2.3.2. Histologi Kornea

Kornea (Latin cornum = seperti tanduk) adalah selaput bening mata,
bagian selaput mata yang tembus cahaya, merupakan lapis jaringan
yang menutup bola mata sebelah depan dan terdiri atas 5 lapis:

1. Epitel

Tebalnya 550 um, terdiri atas 5 lapis sel epitel tidak bertanduk yang
saling tumpang tindih; satu lapis sel basal, sel poligonal dan sel

gepeng. Pada sel basal sering terjadi mitosis sel dan sel muda ini
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terdorong ke depan menjadi lapis sel sayap dan semakin maju ke
depan menjadi sel gepeng, sel basal berikatan erat dengan sel basal di
sampingnya dan sel poligonal di depannya melalui desmosom dan
makula okluden; ikatan ini merupakan barrier yang menghambat
pengaliran air, elektrolit dan glukosa. Sel basal menghasilkan
membran basal yang melekat erat kepadanya. Bila terjadi gangguan
akan mengakibatkan erosi rekuren. Epitel berasal dari ektoderm
permukaan.

2. Membran Bowman

Terletak di bawah membran basal epitel kornea yang merupakan
kolagen yang tersusun tidak teratur seperti stroma dan berasal dari
bagian depan stroma. Lapisan ini tidak mempunyai daya regenerasi.

3. Stroma

Menyusun 90% ketebalan kornea.

Terdiri atas lamel yang merupakan susunan kolagen yang sejajar satu
dengan lainnya, pada permukaan terlihat anyaman yang teratur
sedangkan di bagian perifer serat kolagen ini bercabang, terbentuknya
kembali serat kolagen memakan waktu lama yang kadang-kadang
sampai 15 bulan. Keratosit merupakan sel stroma kornea yang
merupakan fibroblast terletak di antara serat kolagen stroma. Diduga
keratosit membentuk bahan dasar dan serat kolagen dalam

perkembangan embrio atau sesudah trauma.
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4. Membran Descement

Merupakan membran aselular dan merupakan batas belakang stroma
kornea dihasilkan sel endotel dan merupakan membran basalnya.
Bersifat sangat elastik dan berkembang terus seumur hidup,
mempunyai ketebalan 40 um .

5. Endotel

Berasal dari mosotelium, berlapis satu, bentuk heksagonal, besar 20-
40 pum. Endotel-melekat pada membran descement melalui

hemidesmosom dan zonula okluden. (llyas dan Yulianti, 2015)

= 3 . AN S L epitel
;l &y WO SIS Eas p
5 / x = </ Membran bowman
" & ..v‘»‘IIT-.~,V’-lt-f""» \
Ug.5mm L
stroma
-~ Membran descement
& -’ —
_— - 5/
~

endotel

Gambar 2.Histologi Kornea
Sumber: Eva dan Whitcher, 2015

2.3.3. Fisiologi Kornea

Kornea berfungsi sebagai membran dan “jendela” yang dilalui oleh
berkas cahaya saat menuju retina. Sifat tembus cahaya kornea

disebabkan oleh strukturnya yang uniform, avaskular dan deturgesens.
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Deturgesens atau keadaan dehidrasi relatif jaringan kornea,
dipertahankan oleh “pompa” bikarbonat aktif pada endotel dan oleh
fungsi sawar epitel dan endotel. Endotel lebih berperan penting
daripada epitel dalam mekanisme dehidrasi dan kerusakan endotel
dapat mengakibatkan hal yang lebih serius dibandingkan kerusakan
epitel. Penguapan air dari film air mata prakornea menyebabkan film
air mata menjadi hipertonik; proses tersebut dan penguapan langsung
adalah faktor-faktor yang menarik air dari stroma kornea superfisial

untuk mempertahankan keadaan dehidrasi.

Penetrasi obat melalui kornea yang utuh terjadi secara bifasik.
Substansi larut-lemak dapat melalui epitel utuh dan substansi larut-air
dapat melalui stroma yang utuh. Jadi, agar dapat melalui kornea, obat

harus larut-lemak dan juga larut-air. (Eva dan Whitcher, 2015)

2.4. Pengaruh Sinar UV terhadap Kornea
Ultraviolet C memiliki panjang gelombang terendah sehingga dapat dengan
mudah diserap oleh sebagian besar bahan organik. Hal ini membuat sinar
UV-C digunakan untuk membasmi kuman (disinfektan). Penyerapan yang
kuat oleh molekul organik termasuk DNA dapat menyebabkan kerusakan
parah pada molekul dan proses reproduksi yang menyebabkan kematian

mikroba. (George, 2011)



15

Paparan radiasi sinar UV berkaitan dengan kerusakan photochemical pada
sistem selular. Radiasi UV dapat menimbulkan radikal bebas termasuk
oxygen derived species yang menyebabkan membran sel mengalami
peroksidasi lemak, selain itu juga telah diketahui bahwa sinar UV dapat
langsung merusak DNA, menurunkan fungsi mitokondria dan menginduksi

terjadinya apoptosis. (Youn et al., 2011)

Epitel dan endotel kornea sangat rentan terhadap radiasi sinar UV.
Peningkatan paparan sinar UV-B dapat menyebabkan kerusakan pada
mekanisme perlindungan antioksidan, hal ini mengakibatkan kerusakan pada
kornea dan bagian lain dari mata. (Walsh 2009) Kerusakan sel-sel endotel
menyebabkan edema kornea dan hilangnya sifat transparan, yang cenderung
bertahan lama karena terbatasnya potensi perbaikan fungsi endotel.
Kerusakan pada epitel biasanya hanya menyebabkan edema lokal sesaat pada
stroma kornea yang akan menghilang dengan regenerasi sel-sel epitel yang

cepat. (Eva dan Whitcher, 2015)

Pada mata, radiasi sinar UV diserap oleh struktur yang berbeda, tergantung
dengan panjang gelombang sinar UV. Struktur pertama yang menyerap sinar
UV adalah air mata. Kornea dan korteks lensa merupakan penyaring utama
sinar UV dan lebih menyerap sinar UV dengan panjang gelombang yang
pendek. (Majdi et al., 2014) Energi radiasi dengan panjang gelombang (<280

nm) UV-C dapat diserap seluruhnya oleh kornea. Energi radiasi dengan
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panjang gelombang (280-315 nm) UV-B sebagian besar diserap oleh kornea
dan dapat pula mencapai lensa, sedangkan energi UV-A (315-400 nm) secara
kuat diserap dalam lensa dan hanya sebagian kecil energi saja (<1%) yang

dapat mencapai retina (Alatas dan Lusiyanti, 2001).

UV-A yang tidak diserap oleh struktur mata akan ditransmisikan ke jaringan.
Jaringan mata yang terpapar oleh sinar matahari dapat mengalami reaksi
photochemical yang menghasilkan kerusakan akut dan kronik pada struktur
mata. (Majdi et al., 2014) Efek fototoksik akut radiasi UV pada mata adalah
keratokonjungtivitis (dikenal juga sebagai welder ‘s flash atau snow
blindness) yaitu reaksi peradangan akut pada kornea dan konjungtiva mata.
Peradangan ini diakibatkan oleh kerusakan fotokimia pada kornea
(fotokeratitis) dan konjungtiva (fotokonjungtiva), umumnya berlangsung
hanya 24 sampai 48 jam (Alatas dan Lusiyanti, 2001). Fotokeratitis, ditandai
oleh adanya apoptosis dan eksfoliasi dari epitel kornea, pembentukan ulkus
pungtata, inflamasi, edema dan rasa perih. Paparan kronik radiasi sinar UV
berkaitan dengan perkembangan dari katarak kortikal pada manusia.

(Newkirk et al., 2007)

Pengaruh Sinar UV terhadap Gambaran Mikroskopis Mata

Pada penelitian Pengaruh Intensitas Waktu Paparan Sinar UV-C terhadap
Ketebalan Kornea Mencit, menunjukan bahwa hasil rerata ketebalan lapisan
epitel kornea pada kelompok K (kontrol): 52,22+11,38, pada kelompok yang

diberi paparan sinar UV-C selama 30 menit adalah 33,06+8,94, pada
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kelompok yang diberi paparan sinar UV-C selama 1 jam adalah 32,04+9,33,
pada kelompok yang diberi paparan sinar UV-C selama 1 jam 30 menit
adalah 30,67+£3,42 dan pada kelompok yang diberi paparan sinar UV-C
selama 2 jam adalah 25,69+7,12. Dapat disimpulkan bahwa terjadi
peningkatan kerusakan kornea mencit jantan yang berbanding lurus dengan

lama paparan cahaya lampu UV-C. (Rini, 2014).

Pada penelitian sinar UV menginduksi kematian sel epitel kornea dengan
mengaktivasi saluran potassium, menunjukkan hasil bahwa radiasi sinar UV
menginduksi apoptosis sel epitel kornea melalui aktivasi saluran K* pada
membran sel. Hal ini merupakan peristiwa awal yang terjadi sebagai
tanggapan terhadap penyinaran UV. Penyinaran UV-C mengaktifkan aktivitas
saluran K yang kuat pada sel epitel kornea kelinci saat dihitung dengan
menggunakan cell-attached dan nystatin perforated patch clamps. (Wang et

al., 2003)

Keiichi et al., meneliti denaturasi retina pada mencit yang diberi paparan
radiasi UV-A jangka panjang. Pada penelitian tersebut, mata mencit dipapari
secara topikal dengan sinar UV-A sebanyak tiga kali dalam seminggu, selama
12 bulan dan dalam satu hari dipapari selama 1 jam, dibawah pengaruh
anastesi pentobarbital. Spesimen mata diperoleh setelah hari terakhir
pemaparan UV-A. Saat evaluasi makroskopik, tidak terlihat adanya

perubahan yang jelas pada permukaan mata mencit, namun pada pemeriksaan
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spesimen retina dengan pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (HE), terlihat
bahwa paparan kronik radiasi UV-A, mampu meningkatkan jumlah sel yang
mengalami degenerasi vakuolar dalam lapisan retinal pigment epithelium
(RPE), pada mencit yang dipapari dibandingkan dengan kelompok kontrol.

(Hiramoto et al., 2017)

Antioksidan Dalam Kornea

Askorbat (vitamin C) diketahui dapat mendorong penyembuhan dari
kerusakan jaringan kornea dengan bertindak sebagai kofaktor pada sintesis
kolagen di jaringan fibroblast kornea. Asam askorbat juga dipercaya sebagai
antioksidan terpenting di kornea. Asam askorbat merupakan pendonor
elektron kuat dengan reaktifitas yang sangat tinggi untuk radikal bebas
berspektrum luas, termasuk anion superoksida, radikal hidroksil dan peroksil.
Akumulasi askorbat kedalam kornea dan lensa terjadi dengan transpor aktif
melalui badan siliar-iris kedalam cairan akuos humor kemudian menuju

kornea dan lensa. (Marchitti et al., 2011)

Pada kornea sapi, konsentrasi askorbat tertinggi (=1,56mg/g jaringan)
ditemukan di dalam epitel kornea khususnya dibagian pusat yang menutupi
daerah papiler dan tingkat yang lebih rendah (=0,2mg/g) ditemukan pada
bagian stroma kornea dan endotel kornea. Askorbat dapat menyerap sinar
UV-B (290-320nm), sehingga dapat memberikan perlindungan struktur
bagian dalam pada mata, untuk melawan radiasi sinar UV yang bersifat

merusak. Peningkatan kadar asam askorbat 30 kali lipat pada akuos humor
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tikus, telah terbukti melindungi epitel lensa melawan radiasi sinar UV yang

menyebabkan kerusakan DNA. (Marchitti et al., 2011)

2.7. Kelor (Moringa oleifera)
2.7.1. Klasifikasi Tanaman Kelor
Kelor merupakan tanaman asli kaki bukit Himalaya Asia selatan, dari
timur laut Pakistan (33° N, 73° E), sebelah utara Bengala Barat di
India dan timur lautBangladesh di mana sering ditemukan pada
ketinggian 1.400 m dari permukaan laut, di atas tanah aluvial baru

atau dekat aliran sungai (Krisnadi 2015).

Klasifikasi tanaman kelor (Moringa oleifera Lamk) adalah sebagai

berikut :

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil)
Sub Kelas : Dilleniidae

Ordo . Capparales

Famili : Moringaceae

Genus : Moringa

Spesies : Moringa oleifera Lam
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Gambar 3.Daun Kelor
Sumber : Krisnadi, 2015

Kelor (Moringa oleifera) tumbuh dalam bentuk pohon, berumur
panjang (perenial) dengan tinggi 7 - 12 m. Batang berkayu (lignosus),
tegak, berwarna putih kotor, kulit tipis, permukaan kasar. Percabangan
simpodial, arah cabang tegak atau miring, cenderung tumbuh lurus
dan memanjang. Daun majemuk, berbentuk bulat telur, berwarna hijau
muda sampai hijau tua. Akar tunggang, berwarna putih. Perbanyakan
bisa secara generatif (biji) maupun vegetatif (stek batang). Tumbuh di
dataran rendah maupun dataran tinggi sampai di ketinggian + 1000 m

dpl (Krisnadi, 2015).

2.7.2. Kandungan Daun Kelor
Menurut hasil penelitian, daun kelor mengandung vitamin A, vitamin
C, Vitamin B, kalsium, kalium, besi, dan protein, dalam jumlah sangat
tinggi yang mudah dicerna dan diasimilasi oleh tubuh manusia. Tidak

hanya itu, Kelor pun diketahui mengandung lebih dari 40 antioksidan.
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Kelor dilaporkan mengandung 539 senyawa yang dikenal dalam
pengobatan tradisional Afrika dan India (Ayurvedic) serta telah
digunakan dalam pengobatan tradisional untuk mencegah lebih dari

300 penyakit (Krisnadi, 2015).

3 kali 4 kali 25 kali 7 kali 4 kali 2 kali
Potassium Vitamin A Zat Besi Vitamin C Calcium Protein
% Pisang Wortel Bayam Jeruk Susu yogurt
‘ b g«;g}\ p
15 kali 10 kali 25 kali 1/2 kali 17 kall 9 kali
Potassium  Vitamin A Zat Besi Vitamin C Calcium Protein
Pisang Wortel Bayam Jeruk Susu yogurt

Gambar 4. Perbandingan Nutrisi Daun Kelor Segar dan Serbuk, dengan
Beberapa Sumber Nutrisi Lainnya.
Sumber : Krisnadi, 2015

Dr Gary Bracey, seorang penulis, pengusaha, motivator, dan ahli
kesehatan di Afrika, mempublikasikan bahwa serbuk daun Kelor
mengandung :

1. Vitamin A, 10 kali lebih banyak dibanding Wortel

2. Vitamin B1, 4 kali lebih banyak dibanding daging babi.

3. Vitamin B2, 50 kali lebih banyak dibanding Sardines,

4. Vitamin B3, 50 kali lebih banyak dibanding Kacang,

5. Vitamin E, 4 kali lebih banyak dibanding Minyak Jagung,

6. Beta Carotene, 4 kali lebih banyak dibanding Wortel,

7. Zat Besi, 25 kali lebih banyak dibanding bayam,

8. Zinc, 6 kali lebih banyak dibanding almond,

9. Kalium, 15 kali lebih banyak dibanding pisang,

10. Kalsium, 17 kali dan 2 kali lebih banyak dibanding Susu,
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11. Protein, 9 kali lebih banyak dibanding Yogurt,

12. Asam Amino, 6 kali lebih banyak dibanding bawang putih,

13. Poly Phenol, 2 kali lebih banyak dibanding Red Wine,

14. Serat (Dietary Fiber), 5 kali lebih banyak dibanding sayuran pada
umumnya,

15. GABA (gamma-aminobutyric acid), 100 Kkali lebih banyak

dibanding beras merah,

Kelor mengandung 46 antioksidan kuat, senyawa yang melindungi
tubuh terhadap efek merusak dari radikal bebas (radiasi sinar
ultraviolet, rokok, polutan, dil) dengan menetralkannya sebelum dapat
menyebabkan kerusakan sel dan menjadi penyakit. Senyawa
Antioksidan yang terkandung dalam Kelor adalah Vitamin A, Vitamin
C, Vitamin E, Vitamin K, Vitamin B (Choline), Vitamin Bl
(Thiamin), Vitamin B2 (Riboflavin), Vitamin B3 (Niacin), Vitamin
B6, Alanine, Alpha-Carotene, Arginine, Beta-Carotene, Beta-
sitosterol,  Caffeoylquinic ~ Acid, = Campesterol,  Carotenoids,
Chlorophyll, Chromium, Delta-5-Avenasterol, Delta-7-Avenasterol,
Glutathione, Histidine, Indole Acetic Acid, Indoleacetonitrile,
Kaempferal, Leucine, Lutein, Methionine, Myristic-Acid, Palmitic-
Acid, Prolamine, Proline, Quercetin, Rutin, Selenium, Threonine,
Tryptophan, Xanthins, Xanthophyll, Zeatin, Zeaxanthin, Zinc

(Krisnadi, 2015).
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Penelitian pada manusia telah dilakukan oleh Kumari (2010) yang
mengobati 46 pasien diabetes tipe Il dengan 8 gram bubuk daun
Moringa oleifera dalam sebuah tablet per hari, selama 40 hari
pemberian. Pada akhir penelitian didapatkan glukosa darah puasa dan
glukosa darah postprandial berturut turut adalah 28% dan 26%, lebih
rendah pada subjek yang diobati. Selanjutnya kolesterol total,
trigliserid, low density lipoprotein (LDL)-kolesterol, dan very low
density lipoprotein berturut-turut adalah 14%, 14%, 29% dan 15%,
relatif lebih rendah dari pada kelompok kontrol (tidak diberi bubuk
daun kelor). Tidak ada efek samping yang dilaporkan dalam penelitian
yang menggunakan subjek manusia (Sidney J Stohs dan Hartman,

2015).

Pada penelitian yang melihat peranan anti-oksidan pada ekstrak
tepung daun kelor terhadap kadar MDA Hepar pada tikus yang
dipapari asap rokok akut selama 14 hari, menunjukkan bahwa rata-rata
kadar MDA Hepar memiliki nilai terendah pada kelompok paparan
asap rokok dengan pemberian dosis 400 mg/hari (Sumarno et al.,
2013). Pada penelitian lainnya, telah menunjukkan bahwa ekstrak dari
M. oleifera dapat memberikan efek radioprotektif pada mencit.
Ekstrak methanol daun kelor diberikan dalam dosis tunggal 150
mg/kg atau dibagi dalam 5 dosis yaitu 30 mg/kg yang diberikan

sepanjang hari. Seluruh tubuh mencit dipapari oleh radiasi sinar
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gamma, 1 jam setelah pemberian ekstrak daun kelor. (Sidney J Stohs

dan Hartman, 2015)

2.8. Mencit (Mus musculus)

Mencit (Mus musculus L.) termasuk familia Muridae dari kelompok mamalia

(hewan menyusui).

Para ahli

(ilmu hewan) sepakat untuk

menggolongkannya kedalam ordo rodensia (hewan yang mengerat), sub-ordo

myomorpha, famili muridae dan sub-famili murinae. Untuk lebih jelasnya,

dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Dunia
Filum
Sub-filum
Kelas
Sub-kelas
Ordo
Sub-ordo
Famili
Sub-famili
Genus

Spesies

(Depkes RI, 2008)

: Animalia

: chordata

: Vertebrata

: Mammalia

: Pheria

: Rodentia

: Myomorpha
: Muridae

: Murinae

: Mus

: musculus L.
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Gambar 5.Mus musculus L
Sumber: Thomas Goetz, 2014

Mencit merupakan hewan yang paling umum digunakan pada penelitian
laboratorium sebagai hewan percobaan, yaitu sekitar 40-80%. Mencit
memiliki banyak keunggulan sebagai hewan percobaan, yaitu siklus hidup
yang relatif pendek, jumlah anak per kelahiran banyak, variasi sifat-sifatnya

tinggi dan mudah dalam penanganannya. (Moriwaki, 1994)

Mus musculus memiliki berat 10-21 gram, hidung runcing, badan kecil 6-10
cm, ekor mencit tidak memiliki rambut dengan panjang sama atau lebih
panjang dari jumlah panjang kepala dan badan (7-11 cm), telinga tegak
dengan ukuran (15mm). Tikus dan mencit mencapai umur dewasa dengan
sangat cepat (42 hari). Masa kehamilannya sangat pendek (19-21 hari) dan
berulang-ulang dengan jumlah Kketurunan yang banyak dalam setiap

kehamilan. (Depkes RI1, 2008)

Sebagian besar penelitian telah dilakukan dengan menggunakan mencit

jantan, hal ini dikarenakan siklus estrus pada mencit betina bisa menciptakan
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variabilitas dengan jumlah yang sangat banyak (Roehr, 2007). Mencit jantan
tidak mengalami siklus estrus, sehingga sampel menjadi homogen, mudah

dikendalikan dan hasilnya diharapkan akan lebih akurat. (Frisca, 2012)

Kerangka Teori

Radiasi ultraviolet merupakan bagian dari spektrum elektromagnetik yang
mencapai permukaan bumi. Energi radiasi pada panjang gelombang <280 nm
(UV-C) dapat diserap seluruhnya oleh kornea. Energi radiasi UV-B (280-315
nm) sebagian besar diserap kornea dan dapat pula mencapai lensa, sedangkan
energi UV-A (315-400 nm) secara kuat diserap dalam lensa dan hanya
sebagian kecil energi saja (<1%) yang dapat mencapai retina. (Alatas dan

Lusiyanti, 2001)

Epitel dan endotel kornea (yang tidak memiliki kemampuan regenerasi)
sangat rentan terhadap radiasi sinar UV. Peningkatan paparan sinar UV-B
dapat menyebabkan kerusakan mekanisme perlindungan antioksidan, hal ini
mengakibatkan kerusakan pada kornea dan bagian lain dari mata.(Walsh,
2016) Pada penelitian Pengaruh Intensitas Waktu Paparan Sinar Ultraviolet C
Terhadap Ketebalan Kornea Mencit. Menunjukkan adanya peningkatan
kerusakan kornea mencit jantan yang berbanding lurus dengan lama waktu

paparan cahaya lampu UV-C. (Rini, 2014)
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Askorbat (vitamin C) diketahui dapat mendorong penyembuhan dari
kerusakan jaringan kornea dengan bertindak sebagai kofaktor untuk sintesis
kolagen di jaringan fibroblast kornea. Askorbat dapat menyerap sinar UV-B
(290-320 nm), sehingga dapat memberikan perlindungan struktur bagian
dalam pada mata, untuk melawan UVR yang merusak. Peningkatan kadar
asam askorbat 30 kali lipat pada akuos humor tikus, telah terbukti melindungi
epitel lensa melawan UVR yang menyebabkan kerusakan DNA. (Marchittiet

al., 2011)

Menurut hasil penelitian, daun kelor mengandung vitamin A, vitamin C,
Vitamin B, kalsium, kalium, besi dan protein, dalam jumlah sangat tinggi
yang mudah dicerna dan diasimilasi oleh tubuh manusia. Tidak hanya itu,

kelor juga diketahui mengandung lebih dari 40 antioksidan.

Penyerapan sinar UV oleh
kornea

Asam Askorbat dalam
L ekstrak daun kelor

Kerusakan mekanisme
perlindungan antioksidan

[ Kerusakan kornea mencit ]

Gambar 6. Kerangka Teori
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Mencit (Mus musculus) jantan galur DDY

\ 4
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4 Diberi N[ Diberi N\ Diberi O Diberi N\ Diberi )
aquadest aquadest ekstrak daun ekstrak daun ekstrak daun
kelor, dosis kelor, dosis kelor, dosis
10,4mg/20g 20,8mg/20g 41,6mg/20g
BBmencit BBmencit BBmencit
N U\ AN U\ U\ %

\ 4

Kontrol tidak
diberikan paparan

sinar UV-C

\4

\4

Diberikan paparan sinar UV-C selama 1 jam/hari

A 4

Dilakukan selama 14 hari percobaan

A 4

Gambaran ketebalan kornea sentral mencit

Gambar 7. Kerangka Konsep
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2.11. Hipotesis
HO : Tidak ada hubungan pemberian ekstrak daun kelor terhadap ketebalan
korena sentral mencit yang diinduksi oleh sinar UV-C.

H1 : Ada hubungan pemberian ekstrak daun kelor terhadap ketebalan kornea

sentral mencit yang diinduksi oleh sinar UV-C.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan metode Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dan dengan pendekatan Post Test Only Kontrol Group
Design. Menggunakan 25 ekor mencit jantan (Mus musculus L.) berumur 2 —

3 bulan yang dipilih secara random dan dibagi menjadi 5 kelompok.

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1. Tempat penelitian
Perlakuan hewan coba dalam penelitian ini di Pet House
Laboratorium Farmakologi  Fakultas Kedokteran  Universitas
Lampung. Pembuatan preparat kornea akan dilaksanakan di
Laboratorium  Histologi dan  Patologi  Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak daun kelor
dilaksanakan di Laboratorium Fakultas Pertanian Universitas

Lampung.
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3.2.2. Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan selama bulan November 2017 hingga

Januari 2018

3.3. Populasi dan Sampel
Populasi yang digunakan pada penelitian ini adalah mencit jantan (Mus
musculus L.) usia 2-3 bulan yang didapat dari Fakultas Peternakan Institut
Pertanian Bogor. jumlah sampel yang digunakan berdasarkan kriteria
sampel WHO vyaitu minimal 5 ekor. Pada penelitian ini digunakan sampel
sebanyak 25 ekor dengan masing-masing kelompok terdiri dari 5 mencit

(Mus musculus L).

Adapun mencit yang digunakan pada penelitian ini memenuhi kriteria inklusi
sebagai berikut :

e Sehat

Memiliki berat badan antara 30 gram — 35 gram

Jenis kelamin jantan

Berusia sekitar 2 — 3 bulan

Kriteria eksklusi pada penelitian ini diantaranya :

e Penampakan rambut kusam, rontok, botak dan aktivitas kurang/ tidak

aktif
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e Keluarnya eksudat yang tidak normal dari kornea, mulut, anus,
genital setelah masa adaptasi
e Terdapat penurunan berat badan >10% setelah masa adaptasi selama

di laboratorium.

Cara pengambilan sampel untuk penelitian eksperimental, dengan

menggunakan rumus Federer :

(t—1)(n - 1)215

Keterangan : t = Jumlah kelompok
n = Jumlah sampel per kelompok
Maka dalam lima perlakuan, jumlah ulangan untuk tiap perlakuan dapat
dihitung :
G-1(-1H=>15
4(h—1)>15
dn— 4>15

4n >19

Pada penelitian ini jJumlah sampel untuk tiap kelompok ditentukan sebanyak 5
ekor mencit, dan jumlah kelompok mencit ada 5 sehingga penelitian ini
membutuhkan 25 ekor mencit dari populasi yang ada. Untuk
mengantisipasi hilangnya unit eksperimen maka dilakukan koreksi dengan

1/(1-f) dimana f adalah proporsi unit eksperimen yang hilang atau
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mengundurkan diri atau drop out 10%, maka dari itu dibutuhkan 1 ekor
mencit tambahan untuk tiap kelompok. Keseluruhan mencit yang digunakan

pada penelitian ini adalah 30 ekor.

3.4.Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1. Alat
Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain
kandang kayu standar untuk mencit yang tutup logamnya telah
diganti dengan bahan plastik untuk  menghindari interferensi
gelombang radiasi. Kandang berbentuk kotak persegi panjang
berukuran 60 cm x 40 cm sebanyak 5 kandang. Lampu
ultraviolet C 15 watt dan isolatornya, alat ukur intensitas sinar UV
(luxmeter), gelas kimia, termometer, timbangan mencit, kotak
mencit, papan fiksasi, makanan mencit, botol minuman mencit,
alat bedah minor, kaca penutup (cover glass), stopwatch,

mikroskop cahaya, spuit, jarum oral, vacum rotary evaporator, oven.

3.4.2. Bahan
Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
kornea mata mencit jantan, ekstrak daun kelor, etanol 70%, Na
CMC, alumunium foil, xylol, parafin, akuades, alkohol 80%,
alkohol 95%, alkohol 96%, alkohol absolut, eosin, pewarna

Harris, larutan PBS (Phospat Buffer Saline) dengan pH 6,8.
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3.5. Identifikasi Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
Pada penelitian ini terdapat 2 variabel yakni variabel dependen (variabel
terikat) dan variabel independen (variabel bebas). Adapun variabel pada
penelitian ini adalah:
1. Variabel bebas adalah dosis ekstrak daun kelor.
2. Variabel terikat adalah ketebalan kornea sentral (Mus musculus L.) yang
diinduksi sinar UV-C.

Tabel 1. Definisi Operasional

Variabel Definisi Skala
Dosis Ekstrak Dosis efektif tengah ekstrak Kategorik
Daun Kelor etanol daun kelor adalah

20mg/20g BBmencit

o Kelompok I (kontrol negatif)
pemberian aquadest

o Kelompok Il (kontrol positif)
pemberian paparan sinar UV-C

o Kelompok Il (perlakuan coba) :
diberikan ekstrak daun kelor 10,4mg/20g BB
mencit + paparan sinar UV-C

o Kelompok IV (perlakuan coba) :
diberikan ekstrak daun kelor 20,8mg/20g BB
mencit + paparan sinar UV-C

o Kelompok V (perlakuan coba)
diberikan ekstrak daun kelor 41,6mg/20g BB
mencit + paparan sinar UV-C

Ketebalan ketebalan seluruh lapisan kornea bagian
Kornea sentral yang dilihat dengan perbesaran Numerik
Sentral 400X menggunakan mikroskop

3.6. Prosedur Penelitian
3.6.1. Persiapan Lampu Ultraviolet C dan Isolatornya
Lampu ultraviolet C yang digunakan memiliki daya listrik sebesar 15
watt, yang nantinya berfungsi untuk memapari mencit dengan luas
permukaan yang tetap. Pemaparan berlangsung selama: 1 jam.

Untuk mencegah interferensi dari sumber cahaya yang lain, maka
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digunakan isolator yang berbentuk persegi panjang berukuran 65

cm X 45cm x 35cm dan terbuat dari kayu dengan tebal 3 cm.

3.6.2. Hewan Percobaan Mencit (Mus musculus L.)

3.6.3.

Pada penelitian ini menggunakan mencit jantan (inbreed mice)
sebanyak 25 ekor dengan berat rata-rata 30 gram-35 gram dengan
usia 2 bulan-3 bulan (dewasa normal) yang diperoleh dari Fakultas
Peternakan Institut Pertanian Bogor. Diberi makan pelet komersial
mencit atau hewan pengerat (makanan asupan  sekitar
15¢/100gBB/hari; asupan air sekitar ~ 15ml/100gBB/hari) dan
ditempatkan dalam lingkungan terkendali (24 jam siklus gelap),
suhu kamar dibiarkan secara alamiah berkisar pada 27+3°C dan
kelembaban dibiarkan pada kisaran alamiah berkisar pada
kelembaban udara 60-85%. Pakan (pelet komersial) dan minum

(Air PAM) disuplai secara berlebih.

Pembuatan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera)

Daun kelor tua segar sebanyak 1 kg ditimbang, dibersihkan, dicuci,
dikeringkan kemudian dihaluskan dan diayak dengan mesh no. 20
sampai diperoleh serbuk kering. Sebanyak 4,54 kg serbuk simplisia
dimaserasi dengan etanol 70% selama 2 minggu, kemudian disaring.
Hasil proses tersebut berupa filtrat sebanyak 4L. Filtrat kemudian
dievaporasi dan didapatkan konsentrat sebanyak 500 ml. Konsentrat

dimaserasi kembali dengan larutan etanol 70%, maserasi dilakukan
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sebanyak empat kali. Maserat kemudian diuapkan dengan
menggunakan vacum rotary evaporator hingga didapatkan lapisan air
dan lapisan etil asetat sebanyak 2 liter. Lapisan etil asetat dievaporasi

hingga didapatkan konsetrat.

Penentuan Dosis Ekstrak Daun Kelor

Faktor konversi dosis dari manusia eropa dengan berat badan 70 kg
terhadap hewan uji (mencit) dengan berat 20 g adalah 0,0026
.(Birawati, 2012). Pada penelitian yang menggunakan subjek manusia,
daun kelor diberikan dalam bentuk bubuk dengan dosis 8 gram/hari,
tidak ada toksisitas yang dilaporkan (Sidney J. Stohs dan Hartman,

2015).

Dosis pada mencit yang dapat diberikan adalah:

8 x 1000 x0,0026 = 20,8 mg/20 g berat badan (BB) mencit.

Jadi dosis untuk 20 gram berat badan mencit adalah 20,8 mg. Dalam
penelitian ini kelompok kontrol negatif tidak diberikan ekstrak etanol
70% daun kelor. Dosis awal ekstrak etanol 70% daun kelor diambil
dari 0,5 (setengah) dosis normal mencit, sedangkan dosis kedua
diambil dari dosis normal mencit dan dosis ketiga diambil dari hasil

pengalian dua kali dosis pertama.
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Dalam penelitian ini digunakan dosis ekstrak daun kelor yang
bertingkat :

Kelompok kontrol : tidak diberi ekstrak etanol 70% daun kelor
Kelompok perlakuan 1 : tidak diberi ekstrak etanol 70% daun kelor
Kelompok perlakuan 2 : 1 x 20 mg = 10,4 mg/20 g BB mencit
Kelompok perlakuan 3 : 2 x 20 mg = 20,8 mg/20 g BB mencit

Kelompok perlakuan 4 : 4 x 20 mg = 41,6 mg/20 g BB mencit

3.6.5. Pengenceran ekstrak daun kelor
Penelitian ini menggunakan bahan pengencer ekstrak berupa Na
CMC. Na CMC adalah suspending agent yang digunakan untuk
mensuspensi bahan obat yang tidak larut dalam air. Larutan Na CMC
dibuat dengan cara menimbang 1 gram Na CMC yang ditambahkan
dengan sedikit akuades, selanjutnya dipanaskan dan ditambahkan

akuades hingga mencapai volume 100ml. (Salamah 2014)

3.6.6. Perlakuan pada hewan percobaan
1. Mencit sebanyak 25 ekor, dikelompokkan dalam 5 kelompok
2. Selama 1 minggu tiap-tiap kelompok mencit diadaptasi
sebelum diberi perlakuan
3. Mengukur berat badan mencit sebelum perlakuan
4. Melakukan perlakuan pada masing-masing kelopok :

a. Kelompok kontrol negatif : Diberikan aquades 5 ml setiap hari.
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b. Kelompok kontrol positif: diberikan pajanan oleh sinar lampu
UV- C dengan intensitas 1 jam per hari selama 14 hari,
kemudian diberikan aquades 5 ml setiap hari

c. Kelompok perlakuan 2 : diberikan ekstrak etanol daun kelor
dengan dosis 10,4 mg/20 g BB mencit, kemudian diberi
pajanan oleh sinar lampu UV- C dengan intensitas 1 jam per
hari selama 14 hari.

d. Kelompok perlakuan 3 : diberikan ekstrak etanol daun kelor
dengan dosis 20,8 mg/20 g BB mencit, kemudian diberi
pajanan oleh sinar lampu UV- C dengan intensitas 1 jam per
hari selama 14 hari.

e. Kelompok perlakuan 4 : diberikan ekstrak etanol daun kelor
dengan dosis 41,6 mg/20 g BB mencit, kemudian diberi
pajanan oleh sinar lampu UV- C dengan intensitas 1 jam per
hari selama 14 hari.

Ekstrak etanol daun kelor (Moringa oleifera L) diberikan
dengan cara oral menggunakan sonde lambung atau spuit yang
dimodifikasi.

. Setelah 14 hari, perlakuan dihentikan.

. Setelah diberhentikan, 5 mencit jantan dari tiap kelompok

dianastesi dengan Katamine-xylazine 75-100 mg/kg + 5-10 mg/kg

secara IP  kemudian mencit dieuthanasia  berdasarkan

Instutional ~ Animal Care dan Use Committee (IACUC)

menggunakan metode cervical dislocation dengan cara ibu jari
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dan jari telunjuk ditempatkan di kedua sisi leher di dasar
tengkorak atau batang ditekan di dasar tengkorak. Dengan
tangan lainnya, pada pangkal ekor atau kaki belakang dengan
cepat ditarik sehingga menyebabkan pemisahan antara tulang
leher dan tengkorak (AVMA, 2013).
Dilakukan  keratoplasty, kornea mencit diambil untuk
pembuatan  sediaan ~ mikroskopis.  Pembuatan  sediaan
mikroskopis dengan metode paraffin dan pewarnan
Hematoksilin Eosin.
Sampel kornea difiksasi dengan formalin 10%.
Setelah kornea mencit diambil, selanjutnya mencit dimusnahkan
dengan cara dikubur disekitar lokasi pet house Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung.
Metode pembuatan preparat
a. Fixation

1. Spesimen berupa potongan organ telah dipotong secara

represensitif kemudian segera difiksasi dengan formalin
10% selama 3 jam.

2. Dicuci dengan air mengalir sebanyak 3—5 kali.
b. Trimming

1. Dicuci dengan air mengalir sebanyak 3—5 kali

2. Potongan organ tersebut dimasukkan kedalam tissue

casette.
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c. Dehidrasi
1. Mengeringkan air dengan meletakkan tissue casette
pada Kertas tisu.
2. Dehidrasi dengan :
e Alkohol 70% selama 0,5 jam
e Alkohol 96% selama 0,5 jam
e Alkohol 96% selama 0,5 jam
¢ Alkohol 96% selama 0,5 jam
¢ Alkohol absolut selama 1 jam
¢ Alkohol absolut selama 1 jam
e Alkohol absolut selama 1 jam
e Alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam
d. Clearing
Untuk membersihkan sisa alkohol, dilakukan clearing
dengan xylol I dan Il masing— masing selama 1 jam.
e. Impregnansi
Impregnansi dilakukan dengan menggunakan parafin selama 1
jam dalam oven suhu 65°C.
f. Embedding
1. Sisa parafin yang ada pada pan dibersinkan dengan
memanaskan beberapa saat di atas api dan diusap

dengan kapas.
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2. Parafin cair disiapkan dengan memasukkan parafin ke
dalam cangkir logam dan dimasukkan dalam oven dengan
suhu di atas 58°C.

3. Parafin cair dituangkan ke dalam pan.

4. Dipindahkan satu per satu dari tissue casette ke dasar pan
dengan mengatur jarak yang satu dengan yang lainnya.

5. Pan dimasukkan ke dalam air.

6. Parafin yang berisi potongan organ dilepaskan dari pan
dengan dimasukkan ke dalam suhu 4—6°C beberapa saat.

7. Parafin dipotong sesuai dengan letak jaringan yang ada
dengan menggunakan skalpel/pisau hangat.

8. Lalu diletakkan pada balok kayu, diratakan pinggirnya dan
dibuat ujungnya sedikit meruncing.

. Cutting

1. Pemotongan dilakukan pada ruangan dingin.

2. Sebelum memotong, blok didinginkan terlebih dahulu di
lemari es.

3. Dilakukan pemotongan kasar, lalu dilanjutkan dengan
pemotongan halus dengan ketebalan 4-5 mikron.
Pemotongan dilakukan menggunakan rotary microtome
dengan disposable knife.

4. Dipilih  lembaran  potongan yang paling baik,
diapungkan pada air dan dihilangkan kerutannya dengan

cara menekan salah satu sisi lembaran jaringan tersebut
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dengan  ujung  jarum dan sisi yang lain ditarik
menggunakan kuas runcing.

5. Lembaran jaringan dipindahkan ke dalam water bath pada
suhu 60°C selama beberapa detik sampai mengembang
sempurna.

6. Dengan  gerakkan menyendok, lembaran jaringan
tersebut diambil dengan slide bersih dan ditempatkan di
tengah atau pada sepertiga atas atau bawah.

7. Slide yang berisi jaringan ditempatkan pada inkubator
(Suhu 37°C) selama 24 jam sampai jaringan melekat
sempurna.

. Straining (Pewarnaan)  dengan Prosedur  Pulasan

Hematoksilin— Eosin: Setelah jaringan melekat sempurna

pada slide, dipilih slide yang terbaik selanjutnya secara

berurutan memasukkan ke dalam zat kimia di bawah ini
dengan waktu sebagai berikut.

1. Dilakukan deparafinisasi dalam:
e Larutan xylol I selama 5 menit
o Larutan xylol Il selama 5 menit
e Etanol absolut selama 1 jam

2. Hydrasi dalam:
o Alkohol 96% selama 2 menit
e Alkohol 70% selama 2 menit

e Air selama 10 menit
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3. Pulasan inti dibuat dengan menggunakan:
e Haris hematoksilin selama 15 menit
e Air mengalir
e Eosin selama maksimal 1 menit
4. Lanjutkan dehidrasi dengan menggunakan
e Alkohol 70% selama 2 menit
e Alkohol 96% selama 2 menit
e Alkohol absolut 2 menit
5. Penjernihan:
e Xylol I selama 2 menit
e Xylol 1l selama 2 menit
i. Mounting dengan entelan lalu tutup dengan deck glass
Setelah pewarnaan selesai, slide ditempatkan di atas kertas tisu
pada tempat datar, ditetesi dengan bahan mounting yaitu
entelan dan ditutup dengan deck glass, cegah jangan
sampai terbentuk gelembung udara.
J. Membaca slide dengan mikroskop
Cara melakukan pengukuran ketebalan kornea vyaitu
dengan memfoto preparat yang dilengkapi suatu program

yang langsung menghubungkan mikroskop dengan komputer.

Metode pembuatan dan pembacaan preparat dilakukan oleh ahli

patologi anatomi dari Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
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3.7. Pengolahan dan Analisis Data
3.7.1. Pengolahan Data

Data yang telah diperoleh dari proses pengumpulan data akan diubah

kedalam  bentuk tabel-tabel, kemudian proses pengolahan data

menggunakan program komputer yang terdiri beberapa langkah :

1. Koding, untuk mengkonversikan (menerjemahkan) data yang
dikumpulkan selama penelitian kedalam simbol yang cocok untuk
keperluan analisis.

2. Data entry, memasukkan data kedalam komputer.

3. Verifikasi, memasukkan data pemeriksaan secara visual terhadap
data yang telah dimasukkan kedalam komputer.

4. Output komputer, hasil yang telah dianalisis oleh komputer

kemudian dicetak.

3.7.2. Analisis Statistika
Analisis statistika untuk mengolah data yang diperoleh akan
menggunakan program komputer dimana akan dilakukan analisa
bivariat. Analisa bivariat adalah analisis yang digunakan untuk
mengetahui hubungan antara variabel bebas dengan variabel terikat

dengan menggunakan uji statististik.

Hasil penelitian dianalisis apakah memiliki distribusi normal atau
tidak secara statistik dengan uji normalitas Shapiro-Wilk karena

sampel kurang dari 50. Kemudian dilakukan uji Levene’s untuk
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mengetahui apakah dua atau lebih kelompok data memiliki
varians yang sama atau tidak. Jika varians data berdistribusi
normal dan homogen dilanjutkan dengan metode uji parametrik,
digunakan uji One Way ANOVA. Bila tidak memenuhi syarat uji
parametrik, digunakan uji non parametrik Kruskal-Wallis. Hipotesis
dianggap bermakna bila p< 0,05. Jika pada uji ANOVA atau Kruskal-
Wallis menghasilkan p< 0,05 maka dilanjutkan dengan melakukan
analisis ~ Post-hoc untuk melihat perbedaan  antar kelompok

perlakuan.



3.8. Diagram Alur Penelitian

Pembuatan Proposal Penelitian ]

Tahap Persiapan ]7

Persiapan Ekstrak Persiapan Lampu Aklimatisasi
Daun Kelor Ultraviolet-C Dan Selama 7 Hari
Instalatornya
|
/ Pelaksanaan Penelitian \
Pemberian Pajanan Sinar UV-C «—

Dengan Intensitas 1 Jam dan
Pemberian Ekstrak Daun Kelor dengan
Dosis 10,4, 20,8, 41,6 mg/20g BB
mencit Selama 14 Hari.

N J

[ Pembedahan dan Pembuatan Preparat kornea }

\ 4

[ Pengamatan Preparat Kornea ]
[ Analisis Data ]
y
[ Penyusunan Laporan ]
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Gambar 8. Diagram Penelitian Hubungan Pemberian Ekstrak Daun Kelor terhadap
Ketebalan Kornea Mencit



47

3.9. Persetujuan Etik

Penelitian ini telah diajukan ke Komisi Etik Penelitian Kesehatan

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, dengan menerapkan prinsip

3R dalam protokol penelitian, yaitu:

1.

Replacement, adalah keperluan memanfaatkan hewan percobaan
sudah diperhitungkan secara seksama, baik dari pengalaman terdahulu
maupun literatur untuk menjawab pertanyaan penelitian dan tidak
dapat digantikan oleh makhluk hidup lain seperti sel atau biakan
jaringan.

Reduction, adalah pemanfaatan hewan dalam penelitian sesedikit

mungkin, tetapi tetap mendapatkan hasil yang optimal. Dalam penelitian

ini sampel dihitung berdasarkan rumus Frederer yaitu (n-1) (t-1) 15,

dengan n adalah jumlah hewan vyang diperlukan dan t adalah

jumlah kelompok perlakuan.

Refinement, adalah memperlakukan hewan percobaan secara manusiawi,

dengan prinsip dasar membebaskan hewan coba dalam beberapa kondisi.

a. Bebas dari rasa lapar dan haus, pada penelitian ini hewan coba
diberikan pakan standar dan minum secara ad libitum.

b. Bebas dari ketidak-nyamanan, pada penelitian hewan coba
ditempatkan di animal house dengan suhu terjaga 20-25°C,
kemudian hewan coba terbagi menjadi 3-4 ekor tiap kandang.
Animal house berada jauh dari gangguan bising dan aktivitas
manusia serta kandang dijaga kebersihannya sehingga, mengurangi

stress pada hewan coba.
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Bebas dari nyeri dan penyakit dengan menjalankan program
kesehatan, pencegahan, dan pemantauan, serta pengobatan
terhadap hewan percobaan jika diperlukan, pada penelitian
hewan coba diberikan  perlakuan dengan  menggunakan
nasogastric tube dilakukan dengan mengurangi rasa nyeri
sesedikit mungkin, dosis perlakuan diberikan berdasarkan
pengalaman terdahulu maupun literatur yang telah ada. Prosedur
pengambilan sampel pada akhir penelitian telah dijelaskan dengan
mempertimbangkan tindakan manusiawi dan anesthesia serta
euthanasia dengan metode yang manusiawi oleh orang yang terlatih
untuk meminimalisasi atau bahkan meniadakan penderitaan

hewan coba sesuai dengan IACUC. (Ridwan, 2013)



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1. Ekstrak daun kelor memiliki antioksidan yang mampu mencegah kornea
dari kerusakan akibat radikal bebas yang dihasilkan oleh sinar ultraviolet-
c

2. Dosis efektif ekstrak daun kelor dalam mempertahankan kornea mencit
dari kerusakan akibat paparan sinar ultraviolet-c adalah 20,8mg/ g berat
badan mencit.

3. Peningkatan dosis ekstrak daun kelor tidak diikuti dengan kenaikan

ketebalan kornea mencit.

5.2. Saran
1. Sebaiknya dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan jenis
paparan sinar ultraviolet yang lain.
2. Sebaiknya dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui manfaat
lain dari ekstrak daun kelor.
3. Sebaiknya lebih berhati-hati saat menggunakan lampu ultraviolet-c

karena dapat merusak kornea.
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