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ABSTRAK

GAMBARAN HISTOLOGI DUKTUS LAKTIFERI DAN
VASKULARISASI KELENJAR MAMMAE MENCIT BETINA
(Mus musculus L.) YANG DIINDUKSI 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene
(DMBA) SETELAH PEMBERIAN EKSTRAK DAUN BUNGUR
(Lagerstroemia speciosa L.)

Oleh

DINDA SHAFA TIARANNISA

7,12-dimethyl-benz(o)anthracene (DMBA) merupakan senyawa golongan
hidrokarbon aromatik polisiklik (HAP) yang terdapat pada asap rokok, polutan air
dan makanan asap yang berpotensi memicu karsinogenesis pada kelenjar
mammae. Ekstrak dari daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) diduga memiliki
aktivitas antioksidan dan antikanker. Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji
efek dari ekstrak daun bungur terhadap gambaran histologi duktus laktiferi dan
vaskularisasi pada kelenjar mammae mencit betina yang diinduksi DMBA.
Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3
kelompok perlakuan yang terdiri dari kontrol, kontrol negatif (diinduksi DMBA
0,45 mg/BB) dan perlakuan (diberikan ekstrak daun bungur 500 mg/KgBB/hari
selama 14 hari setelah induksi DMBA 0,45 mg/BB). Induksi senyawa DMBA
dilakukan secara intraperitoneal selama 10 hari sebanyak 5 kali. Parameter yang
diamati adalah histologi dari kelenjar mammae mencit betina yang meliputi
lapisan sel epitel kuboid disekitar duktus laktiferi dan pembuluh darah
(vaskularisasi). Data penelitian dianalisis dengan metode statistik ANOVA dan
dilanjutkan dengan uji Duncan. Didapatkan perbedaan yang bermakna pada rerata
jumlah lapisan epitel kuboid dengan nilai p = 0,002 (p < 0,05) dan rerata jumlah
pembuluh darah dengan nilai p = 0,000 (p < 0,05). Pemberian ekstrak daun
bungur dapat mengurangi lapisan sel epitel kuboid duktus laktiferi dan
memperbaiki jaringan ikat disekitarnya, serta dapat mengurangi jumlah pembuluh
darah yang terbentuk pada kelenjar mammae mencit betina.

Kata kunci : 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene (DMBA), Bungur (Lagerstroemia
speciosa L.), kelenjar mammae, duktus laktiferi, vaskularisasi
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MOTIO

Allah with Us

“Jangan engkau bersedih, sesungguhnya Allah bersama kita.”

(At-Taubah : 40)

“Cukuplah Allah menjadi pelindung dan cukuplah Allah menjadi penolong
(bagimu).”
(An-Nisa’ : 45)

“... boleh jadi kamu tidak menyenangi sesuatu, padahal itu baik bagimu, dan boleh
jadi kamu menyukai sesuatu, padahal itu tidak baik bagimu. Allah mengetahui,
sedang kamu tidak mengetahui.”

(Al-Baqarah : 216)

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan, sesungguhnya bersama
kesulitan ada kemudahan.”

(Al-Insyirah : 5-6)
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l. PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang dan Masalah

Kanker termasuk ke dalam salah satu penyakit mematikan yang merenggut
banyak nyawa penduduk dunia. Kanker disebabkan karena adanya perubahan
struktur DNA atau terjadinya mutasi gen yang mengakibatkan perubahan sel
menjadi abnormal dan tidak terkendali, sehingga jaringan tubuh normal
menjadi rusak. Sel kanker tidak akan mati, melainkan akan memperbanyak
diri hingga jumlah yang tidak bisa dikendalikan lagi dan dapat muncul pada
bagian tubuh mana saja. Salah satu jenis kanker yang mendominasi di
Indonesia adalah kanker payudara yang berkontribusi sebesar 30% dan paling

sering menyerang kaum wanita (Depkes RI, 2013).

Kanker disebabkan oleh faktor endogen berupa produk-produk gen, hormon,
serta enzim tertentu, dan faktor eksogen berupa radiasi, virus dan senyawa
kimia karsinogen (Hahn, 2003). Salah satu penyebab terjadinya kanker adalah
karena adanya paparan zat radikal bebas dari senyawa kimia yang berpotensi
sebagai karsinogen seperti 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene (DMBA), yaitu
senyawa golongan hidrokarbon aromatik polisiklik (HAP) yang terdapat pada

asap rokok, polutan air dan makanan yang diasap.

Dalam jumlah tertentu, radikal bebas memang diperlukan oleh tubuh untuk

membantu proses-proses fisiologis dengan transfer elektron. Namun radikal
bebas juga dapat menyebabkan stres oksidatif, yaitu keadaan dimana jumlah
radikal bebas di dalam tubuh melebihi kapasitas untuk menetralkannya

sehingga terjadi ketidakseimbangan yang kemudian mengakibatkan gangguan
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pertumbuhan sel normal. Pertumbuhan sel yang semula normal menjadi
abnormal ini diakibatkan karena adanya hiperplasia sel yang cepat dan tidak
terkendali. Selain hiperplasia sel, proses penting pada perkembangan kanker
adalah proses vaskularisasi yaitu dimana terjadi pembentukan pembuluh darah
baru sebagai jalur penyebaran kanker. Menurut Park (2002), untuk mencegah
terjadinya pertumbuhan sel kanker, dibutuhkan antioksidan baik dari sumber
alami maupun sintetik untuk membantu proses pengendalian radikal bebas

dalam tubuh.

Indonesia dikenal memiliki banyak keanekaragaman hayati, salah satunya
adalah tanaman. Menurut pemaparan dari The Indonesian Country Study of
Biodiversity, spesies tanaman yang teridentifikasi di Indonesia berkisar antara
25.000 sampai 30.000 spesies. Telah dilakukan identifikasi oleh Zuhud dkk.
(2003) terdapat 1.845 spesies tanaman yang berpotensi sebagai tanaman obat.
Sementara itu, BPOM mencatat terdapat 283 tanaman yang secara resmi telah

diregistrasi sebagai obat herbal dalam penggunaan medis.

Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) tersebar di wilayah Asia Tenggara
meliputi Indonesia, Malaysia, Thailand, Filipina, dan Vietnam. Bungur telah
banyak dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional untuk menurunkan kadar
glukosa darah, antihipertensi, antiinflamasi, diuretik dan sebagai antioksidan
(Riyanti dkk., 2019). Setiap tanaman memiliki senyawa metabolit sekunder
yang tersebar di seluruh bagian tanaman dengan kadar yang berbeda-beda.
Berdasarkan pendekatan kemotaksonomi menurut Ansar dkk. (2017), tanaman
Lythrum salicaria termasuk kedalam suku yang sama dengan Lagerstroemia
speciosa L. yaitu Lythraceae yang mengandung senyawa metabolit sekunder
golongan flavonoid, sehingga diduga bahwa daun bungur juga memiliki
senyawa flavonoid. Panche dkk. (2016) menyatakan bahwa flavonoid
memiliki kontribusi penting dalam bidang kesehatan dan telah dilaporkan
bahwa flavonoid memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, antivirus,

antiinflamasi, antialergi, dan antikanker dengan cara menghambat mekanisme
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pembelahan serta mengaktifkan jalur apoptosis untuk mencegah proliferasi sel
yang abnormal.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Pebriana dkk. (2008)
mengenai pengaruh ekstrak metanolik daun kenikir terhadap pemacuan
apoptosis sel kanker payudara pada sel T47D menunjukan bahwa senyawa
flavonoid yang terkandung dalam Cosmos caudatus Kunth. dapat memacu
apoptosis sel melalui berbagai macam kemungkinan mekanisme. Penelitian
terdahulu menunjukkan senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun
tanaman sambung nyawa (Gynura procumbens) efektif sebagai terapi kanker
melalui mekanisme penghambatan angiogenesis yang diujikan pada kanker
paru mencit dan payudara pada tikus yang diinduksi DMBA (Sugiyanto dkk.,
1993; Meiyanto dkk., 2007).

Oleh karena itu, berdasarkan penelitian-penelitian sebelumnya terkait model
mencit betina yang diinduksi senyawa karsinogen mendorong penulis untuk
melakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak daun bungur
terhadap gambaran histologi lapisan epitel kuboid duktus laktiferi dan
vaskularisasi kelenjar mammae mencit betina oleh karsinogenik DMBA,

mengingat penelitian ini masih sangat jarang di Indonesia.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini berdasarkan latar belakang dan masalah adalah

sebagai berikut :

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun bungur
(Lagerstroemia speciosa L.) terhadap gambaran histologi lapisan epitel
kuboid duktus laktiferi kelenjar mammae mencit betina yang diinduksi
karsinogenik DMBA,
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2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun bungur
(Lagerstroemia speciosa L.) terhadap gambaran histologi vaskularisasi

pada kelenjar mammae mencit betina yang diinduksi karsinogenik DMBA.

1.3.Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi
mengenai efektivitas pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia speciosa
L.) untuk penghambatan aktivitas karsinogenik DMBA sebagai senyawa

karsinogen pada mencit betina.

1.4 Kerangka Pemikiran

Kanker merupakan salah satu penyakit mematikan yang memiliki banyak
jenisnya, salah satunya adalah kanker payudara. Kanker payudara menjadi
penyakit yang mendominasi di Indonesia dikalangan kaum wanita. Kanker
dapat disebabkan akibat adanya jumlah radikal bebas yang melebihi kapasitas
sehingga menyebabkan stres oksidatif dan pada akhirnya dapat merangsang
pertumbuhan sel kanker. Radikal bebas merupakan suatu atom yang memiliki
satu atau lebih elektron tidak berpasangan atau bebas pada orbit terluarnya,
elektron-elektron yang tidak berpasangan tersebut bersifat tidak stabil
sehingga dapat dengan mudah berpasangan dengan molekul lain dan
menimbulkan reaksi yang tidak diinginkan. Stres oksidatif pemicu kanker

dapat diperlambat dan dihambat menggunakan antioksidan dan antikanker.

Salah satu senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan adalah senyawa
flavonoid yang merupakan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
tanaman. Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) dipercaya mengandung
senyawa flavonoid tersebut sehingga berpotensi sebagai tanaman obat yang

memiliki aktivitas antioksidan. Molekul antioksidan akan bekerja dengan cara
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mengambil elektron tidak berpasangan dari radikal bebas sehingga radikal
bebas tidak mengakibatkan terjadinya kerusakan sel, oleh karena itu dengan
adanya kandungan antioksidan maka radikal bebas akan terkendali, dan

proliferasi sel terhambat akibat adanya pemacuan apoptosis.

1.5.Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini berdasarkan latar belakang dan

masalah adalah sebagai berikut :

1. Pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) pada mencit
betina (Mus musculus L.) yang diinduksi DMBA dapat mempengaruhi
gambaran histologi lapisan epitel kuboid duktus laktiferi pada kelenjar
mammae,

2. Pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) pada mencit
betina (Mus musculus L.) yang diinduksi DMBA dapat mempengaruhi

gambaran histologi vaskularisasi pada kelenjar mammae.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Mencit (Mus musculus L.)

2.1.1. Biologi Mencit

Mencit merupakan hewan yang sering digunakan sebagai hewan uji di

laboratorium dengan persentase penggunaannya berkisar 40%. Mencit

memiliki siklus hidup yang relatif pendek, jumlah anakan setiap kelahiran

banyak, mudah ditangani, karakteristik serta reproduksinya mirip hewan

mamalia lain, dan dapat hidup mencapai umur 1-3 tahun. Mencit sering

digunakan sebagai objek penelitian klinis karena memiliki kemiripan

struktur anatomi dan fisiologi seperti manusia, serta merupakan kelompok

mamalia yang telah diketahui karakter genetiknya dan mempunyai

kemiripan genetik dengan manusia.

Adapun taksonomi dari mencit adalah sebagai berikut (Nugroho, 2018).

Kingdom
Phylum
Classis
Ordo
Familia
Genus

Species

: Animalia
: Chordata
: Mamalia
: Rodentia
: Muridae
: Mus

: Mus musculus L.
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2.1.2. Morfologi dan Anatomi Mencit

Morfologi dari mencit adalah memiliki bulu pendek halus berwarna putih,
ekor berwarna kemerahan yang ukurannya lebih panjang dari badan dan
kepala, bentuk hidung kerucut terpotong, badan berbentuk silindris agak
membesar ke belakang, dan bermata merah (Gambar 1). Anatomi mencit
terdiri atas anatomi internal dan eksternal (Gambar 2 dan Gambar 3).

(Nugroho, 2018).

o
Gambar 1. Morfologi mencit (Bowler, 2010)
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Gambar 2. Anatomi eksternal mencit (Jajali dkk., 2017)
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Gambar 3. Anatomi internal mencit (Brock, 2022)

2.2.Kanker Payudara (Carcinoma mammae)
2.2.1. Anatomi Payudara

Payudara merupakan organ tubuh yang terletak di antara kulit dan dinding
dada. Pertumbuhan payudara bergantung pada hormon estrogen, yaitu
hormon yang berfungsi utama untuk meningkatkan pertumbuhan dan
perkembangan sistem reproduksi, payudara dan karakteristik seksual
sekunder wanita. Estrogen dapat memicu perkembangan jaringan stroma,
pertumbuhan sistem duktus dan simpanan lemak pada payudara. Pada
wanita dewasa, payudara merupakan organ yang berfungsi sebagai
penghasil air susu yang terdiri dari berbagai jaringan dan kelenjar.
Jaringan-jaringan pada payudara terdiri atas kelenjar air susu, jaringan
lemak, jaringan otot, jaringan pembuluh darah, dan jaringan kelenjar getah

bening. Kelenjar susu secara umum terbagi atas dua bagian, yaitu duktus
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yang merupakan saluran kelenjar dan lobulus yang merupakan badan

kelenjar (Soemitro, 2012).

Payudara manusia terdiri atas 15-25 lobus jenis tubulo alveolar kompleks,
berfungsi menyekresi air susu yang kemudian akan diberikan pada
neonatus sebagai nutrisi atau yang disebut dengan menyusui (laktasi).
Lobus satu dengan yang lainnya dipisahkan oleh jaringan ikat padat (dense
connective tissue) dan jaringan adiposa yang merupakan suatu kelenjar
dengan duktus laktiferi ekskretorisnya tersendiri. Duktus memiliki panjang
sekitar 2-4,5 cm yang berkumpul di papilla mammae dengan 15-25 muara
secara terpisah dengan masing-masing diameter sebesar 0,5 mm (Mescher,
2010).

Berdasarkan taksonomi, mencit dimasukkan kedalam kelas mamalia yang
merujuk pada ciri utama adanya kelenjar mammae atau kelenjar air susu
pada mencit betina yang dapat diberikan kepada keturunannya sebagai

nutrisi (Gambar 4).
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Gambar 4. Rumus puting susu mencit betina (Tamam, 2016)

Menurut Wahyuningsih dan Yuni (2017) payudara terdiri dari tiga bagian

utama, yaitu sebagai berikut.
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1. Korpus (badan) merupakan bagian yang membesar, terdiri atas
alveolus sebagai unit terkecil yang memproduksi susu. Sel Aciner,
jaringan lemak, sel plasma, sel otot polos, dan pembuluh darah
merupakan bagian dari alveolus. Kumpulan dari alveolus disebut
lobulus sedangkan kumpulan dari lobulus disebut lobus, biasanya
terdiri atas 15-20 lobus pada tiap payudara. Saluran ASI berawal dari
alveolus kedalam saluran kecil disebut duktulus yang kemudian
saluran-saluran ini bergabung membentuk saluran yang lebih besar
disebut dengan duktus laktiferus.

2. Areola, yaitu bagian yang berwarna kehitaman di bagian tengah
payudara. Pada bagian bawah areola terdapat saluran yang melebar
disebut sinus laktiferus.

3. Papilla (puting), yaitu bagian yang menonjol pada puncak payudara.

2.2.2. Fisiologi Payudara

Wahyuningsih dan Yuni (2017) menyatakan bahwa hormon
mempengaruhi perubahan-perubahan yang terjadi pada payudara wanita.
Perubahan tersebut terdiri dari tiga jenis, diantaranya yaitu perubahan
pertama yang dimulai dari masa hidup anak melalui masa pubertas hingga
menopause, yang dimana saat beranjak pubertas hormon estrogen dan
progesteron menyebabkan berkembangnya duktus dan timbulnya sinus.
Perubahan kedua terjadi sesuai dengan siklus menstruasi, yaitu dimana
beberapa hari sebelum menstruasi payudara akan mengalami pembesaran
maksimal, tegang dan nyeri. Perubahan ketiga terjadi pada masa hamil dan
menyusuli, yaitu payudara akan mengalami pembesaran akibat proliferasi
epitel duktus lobul dan duktus alveolus sehingga tumbuh duktus baru.
Pada masa ini terjadi laktasi yang dipicu oleh adanya sekresi hormon
prolaktin, dimana alveolus menghasilkan ASI dan disalurkan ke sinus

kemudian dikeluarkan melalui duktus ke puting susu (Pearce, 2007).
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2.2.3. Histologi Payudara

Jungueira dan Carneiro (2007) menyatakan bahwa struktur histologi
kelenjar mammae bervariasi yang dipengaruhi oleh jenis kelamin, usia dan
status fisiologis. Gambar perbandingan antara histologi payudara manusia
dengan histologi payudara mencit dapat dilihat pada Gambar 5 dan
Gambar 6. Histologi payudara normal pada manusia ditandai dengan
banyak jaringan ikat dengan sedikit unsur kelenjar dan alveoli belum

terbentuk sehingga yang tampak hanya duktus-duktus.

10

11

Gambar 5. Histologi payudara normal pada manusia
(Junqgueira dan Carneiro, 2003; Eroschenko, 2003)
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Gambar 6. Histologi payudara normal pada mencit
(Malita, 2016)

Histologi payudara normal pada mencit ditandai dengan adanya duktus
yang ditandai dengan huruf (a) pada gambar, (b) lobulus, (c) tubulus, (d)
jaringan lemak, dan (e) jaringan ikat. Dari Gambar 5 dan Gambar 6 dapat
diketahui bahwa histologi dari payudara manusia dan mencit memiliki
kemiripan, diantaranya terdapat duktus, lobulus, tubulus, jaringan-jaringan
ikat, dan sel-sel lemak.

Definisi Kanker Payudara

Sel kanker dapat tumbuh dari bagian sel mana saja dan bersifat ganas.
Kanker merupakan penyakit yang tidak menular, namun apabila sel kanker
atau sel tidak normal terus-menurus tumbuh hingga tidak terkendali akan
menyebabkan kerusakan jaringan yang berada di sekitarnya serta dapat
menjalar ke jaringan-jaringan lain yang jauh dari tempat awal tumbuhnya,
kemampuan ini disebut sebagai metastasis dengan mekanisme sel kanker
tersebut melepaskan diri dari tumor utama kemudian masuk ke dalam
pembuluh darah serta ikut bersirkulasi di dalamnya dan pada akhirnya
tumbuh di jaringan normal lain yang jauh dari tempat asal tumor utama
(Depkes RI, 2009).
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Kanker payudara merupakan penyakit neoplasma ganas yang berasal dari
bagian organ produktif (parenchyma) yang dapat menyerang kedua
payudara atau salah satu payudara. Kanker dapat tumbuh di dalam kelenjar
susu, saluran susu, jaringan lemak, atau jaringan ikat pada payudara yang
disebabkan karena adanya kerusakan pada materi genetik sel.
Pertumbuhan sel kanker ini dapat lebih cepat apabila bersentuhan atau
terpapar bahan kimia yang memicu stres oksidatif sehingga menyebabkan

sel menjadi lebih ganas (Rozi, 2012).

Dalam dunia kedokteran, berdasarkan kemampuan metastasisnya kanker
payudara terdiri dari dua kategori yaitu kanker payudara invasif dan
kanker payudara non-invasif, namun pada sebagian besar kanker payudara

yang ditemukan bersifat invasif (American Cancer Society [ACS], 2015).

Karsinogenesis

Karsinogenesis merupakan sel-sel normal yang mengalami perubahan
menjadi malignant neoplasma (kanker), biasanya disebabkan karena
adanya paparan dari zat karsinogen secara berkali-kali dan adiktif pada
dosis tertentu. Proses karsinogenesis termasuk kompleks dan bertingkat
yang dimulai dengan terbentuknya populasi sel abnormal, kemudian
meningkat pada tahap selanjutnya menjadi mutasi dan perubahan pola
ekspresi gen (Simanjutak, 2012).

Proses karsinogenesis dikelompokkan menjadi tiga tahap (Faried, 2015;

Oberley, 2001 dalam Simanjutak, 2012) yaitu sebagai berikut.

1. Tahap inisiasi, adanya perubahan DNA yang ireversibel yaitu reaksi
antara zat karsinogen dengan DNA. Pada stadium ini terjadi proliferasi
abnormal dari satu sel karena adanya perubahan genetik.

2. Tahap promosi, adanya aktivitas gen akibat proses kerja xenobiotik
yang mencakup seluruh jaringan. Pada stadium ini ditandai dengan

perubahan ekspresi gen dari sel yang terinisiasi.
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3. Tahap progresi, terjadinya perubahan dari pre-maglinant menjadi
maglinant dan disertai dengan pertumbuhan yang cepat, invasi,

metastasis, dan peningkatan ketidakstabilan genetik.

2.3.Epitel Kuboid Duktus Laktiferi

Kelenjar mammae terdiri atas sinus laktiferus dan beberapa cabang sinus,
yakni duktus laktiferus. Saat dewasa, duktus laktiferus akan melebar dan
membentuk sinus laktiferus di dekat papilla mammae. Bagian-bagian ini
terlapisi oleh beberapa lapisan epitel. Pada sinus laktiferus, bagian muara
luarnya dilapisi oleh epitel selapis gepeng yang kemudian berubah menjadi
epitel berlapis silindris atau berlapis kuboid. Sedangkan pada duktus laktiferus
dan duktus terminal, dikelilingi oleh epitel selapis kuboid dan dibungkus sel

mioepitel yang berhimpitan (Junqueira dan Carneiro, 2007).

Secara histologi, dalam kondisi normal sel epitel yang melapisi duktus
laktiferus tersusun atas satu lapis sel yang rapi dan tampak sel epitel selapis
kubus atau kuboid dengan jumlah dan ukuran yang normal (sekitar 1-2 lapis),
serta adanya jaringan ikat yang normal. Namun dalam kondisi abnormal, sel
epitel kuboid yang melapisi duktus laktiferus tersusun atas tiga atau lebih
lapisan sel dan disertai dengan adanya gambaran kromatin inti yang kasar
sehingga dinding duktus tampak lebih tebal, serta adanya sel-sel
polymorphonuclear (PMN) yang tersebar disekitar jaringan ikat. Hal ini
menandai terjadinya hiperplasia (penebalan) sel-sel epitel kuboid yang
menunjukkan tanda-tanda awal pertumbuhan dan perkembangan ke arah
tumor ganas (Sander dkk., 2008; Nansi dkk., 2015). Perbandingan gambaran
histologi sel epitel kuboid yang mengelilingi duktus laktiferi kelenjar

mammae dalam kondisi normal dan abnormal dapat dilihat dalam Gambar 7.
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Gambar 7. Perbandingan gambaran histologi sel epitel kuboid yang
mengelilingi duktus laktiferi kelenjar mammae dalam kondisi normal dan
abnormal (Nansi dkk., 2015)

Keterangan :

A = Histologi kelenjar mammae mencit dalam kondisi normal

B = Histologi kelenjar mammae mencit dalam kondisi abnormal (terinduksi
benzo(a)pyrene)

Gambar 7 menunjukkan perbandingan gambaran histologi sel epitel kuboid
yang mengelilingi duktus laktiferi kelenjar mammae dalam kondisi normal

dan abnormal (ditandai dengan tanda panah).

Berdasarkan hasil penelitian Nansi dkk. (2015) mengenai gambaran
histopatologik payudara mencit yang diinduksi benzo(a)pyrene, gambar 7
bagian A merupakan gambaran mikroskopik mammae mencit normal (kontrol
negatif) dengan perbesaran 100x, tampak terlihat duktus laktferi yang
dikelilingi sel epitel kuboid normal tersusun atas 1-2 lapis (tanda panah

kuning). Sedangkan bagian B merupakan gambaran mikroskopik mammae
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mencit abnormal terinduksi benzo(a)pyrene (kontrol positif) dengan
perbesaran 100x, tampak terlihat lapisan sel epitel kuboid tebal (>4 lapis) yang
mengelilingi duktus laktiferi (tanda panah kuning). Hal ini menunjukkan
adanya gambaran mikroskopik yang abnormal, yaitu ditemukannya tanda-
tanda awal pertumbuhan dan perkembangan ke arah tumor ganas berupa

hiperplasia sel-sel epitel kuboid yang melapisi dinding duktus laktiferi.

2.4.Vaskularisasi Kelenjar Mammae

Pertumbuhan kanker dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah satunya adalah
angiogenesis. Angiogenesis merupakan proses dari pembentukan pembuluh
darah baru dari pembuluh darah yang telah ada secara abnormal dalam
pembentukan tumor. Terbentuknya pembuluh darah-pembuluh darah baru
dalam sistem vaskularisasi memiliki peran sebagai penyedia nutrisi, oksigen
dan jalur yang mendukung penyebaran tumor melalui sistem sirkulasi.
Angiogenesis dibutuhkan oleh sel kanker agar dapat tumbuh hingga diameter
diatas 1-2 mm (Hasibuan, 2019).

Menurut Siemann (2011), pembuluh darah pada tumor berbeda dengan
pembuluh darah pada jaringan normal. Pada tumor, lapisan pembuluh darah
tidak hanya tersusun atas sel-sel endotel, namun terdapat juga sel tumor yang
membentuk lapisan pembuluh darah tersebut dan struktur serta fungsi
pembuluh darahnya tidak teratur baik bentuk maupun aliran darahnya.
Pembuluh darah tampak berkelok-kelok dan berdistalasi dengan diameter
yang sangat bervariasi. Hal ini diperlukan oleh pembuluh darah tumor untuk
terjadinya metastasis, yaitu penyebaran sel kanker dari satu jaringan ke
jaringan lainnya. Perbandingan pembuluh darah pada jaringan normal dengan

pembuluh darah pada tumor dapat dilihat dalam Gambar 8.
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WIS B

Gambar 8. Perbandingan pembuluh darah pada jaringan normal dan
pembuluh darah pada tikus yang terinfeksi tumor (Hasibuan, 2019)

Keterangan :

A = Gambaran pembuluh darah pada jaringan normal tikus

B = Gambaran pembuluh darah pada tikus model kanker payudara yang
diinduksi senyawa karsinogen benzo(o)pyrene

Gambar 8 menunjukkan perbandingan jumlah dan ukuran pembuluh darah
pada jaringan normal dan pembuluh darah yang terbentuk pada jaringan tumor
(ditandai dengan tanda panah dan lingkaran hitam). Bagian A merupakan
gambaran pembuluh darah pada jaringan normal tikus; bagian B merupakan
gambaran pembuluh darah pada tikus model kanker payudara yang diinduksi

senyawa karsinogen benzo(a)pyrene.

Berdasarkan hasil penelitian Hasibuan (2019), gambar 8 bagian A merupakan
gambaran histologi kelenjar mammae tikus tanpa induksi benzo(a)pyrene
(kontrol negatif) dengan perbesaran 100x, sedangkan bagian B merupakan
gambaran histologi kelenjar mammae tikus yang diinduksi benzo(a)pyrene
dan tanpa pengobatan (kontrol positif) dengan perbesaran 100x. Berdasarkan
pengamatannya, gambar bagian B (kontrol positif) menunjukkan bahwa
jumlah pembuluh darah lebih banyak dan ukurannya lebih besar dibandingkan

gambar bagian A (kontrol negatif). Hal ini menunjukkan pada kelenjar
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mammae tikus yang diinduksi benzo(a)pyrene terjadi angiogenesis atau
vaskularisasi, sedangkan pada kelenjar mammae tikus tanpa diinduksi

benzo(a)pyrene tidak terjadi.

2.5.Ekstrak Daun Bungur (Lagerstroemia speciosa L.)

2.5.1. Biologi Bungur

Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) termasuk kedalam salah satu tanaman
obat yang tumbuh di Indonesia. Bungur berhabitus pohon yang sistem
perakarannya tunggang, batang simpodial dengan arah tumbuh keatas,
daun memanjang berseling, bunga majemuk berwarna ungu yang tersusun
dalam malai sepanjang 10-15 cm, dan buah sejati berbentuk bulat dengan
panjang 1,8-2,5 cm dan berdiameter 1,5-2 cm. Pohon bungur memiliki
tinggi berkisar 10-30 m, batang berbentuk bulat berwarna coklat muda,
berdaun tunggal dan bertangkai pendek, helaian daun berbentuk oval
memanjang dengan panjang berkisar 9-28 cm dan lebar 4-12 cm berwarna
hijau tua (Gambar 9 dan 10) (Liu, 2001; Suradji, 2017; dalam Rahmah
dkk., 2021).

Cronquist (1981) memasukkan bungur kedalam taksonomi berikut.

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida
Ordo : Myrtales
Familia : Lythraceae
Genus . Lagerstroemia

Species . Lagerstroemia speciosa L.
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Gambar 9. Pohon Bungur (Lagerstroemia speciosa L.)
(Dokumentasi pribadi)

§oNg
i A

Gambar 10. Daun Bungur (Lagerstroemia speciosa L.)
(Dokumentasi pribadi)

2.5.2. Kandungan Fitokimia Bungur

Bungur merupakan salah satu tanaman yang dapat menghasilkan senyawa
metabolit sekunder, yaitu senyawa organik yang disintesis oleh tanaman
tersebut yang dapat dikembangkan dalam penemuan sebagai sumber
senyawa obat. Metabolit sekunder pada tanaman dapat digolongkan atas
alkaloid, terpenoid, steroid, fenolik, flavonoid, dan saponin (Saifudin,

2014). Kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder berpotensi
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sebagai antioksidan, antikanker, antiinflamasi, antimikroba, antidiabetes,
dan antitripanosoma (Gunawan dkk., 2016).

Kandugan fitokimia bungur (Lagerstroemia speciosa L.) menurut Roni
dkk. (2018) adalah sebagai berikut (Tabel 1).

Tabel 1. Kandungan fitokimia bungur (Lagerstroemia speciosa L.)
(Roni dkk., 2018)

. S Etil
Metabolit Simplisia  n-heksan Asetat Etanol
Alkaloid - - - -
Flavonoid + + + +
Fenol + - - +
Tanin + - - +
Kuinon + - - +
Saponin + - - +
Steroid/Triterpenoid + + + +
Keterangan :
(+)  =Mengandung senyawa yang diuji
) = Tidak mengandung senyawa yang diuji

Salah satu seyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antioksidan
adalah flavonoid dengan mekanisme mencegah pembentukan radikal
bebas yang baru terbentuk dengan memutus reaksi berantai dan mengubah
radikal bebas tersebut menjadi produk yang lebih stabil (Pourmorad dkk.,
2006).

2.6.7,12-dimethyl-benz(a)anthracene (DMBA)

Secara luas, hewan percobaan yang diinduksi senyawa kimia untuk
menghasilkan kanker dapat digunakan sebagai model karsinogenesis payudara
pada manusia. Salah satu senyawa karsinogen yang poten dalam menginduksi
lesi kanker payudara pada hewan percobaan adalah 7,12-dimethyl-
benz(a)anthracene (DMBA). DMBA merupakan senyawa golongan
hidrokarbon aromatik polisiklik (HAP) yang terdapat pada asap rokok, polutan
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air dan makanan yang diasap (Gambar 10). Induksi DMBA memberikan efek
yang toksik hingga dapat mengakibatkan stres oksidatif dan sebagai produksi
metabolit karsinogen. HAP akan bermetabolisme menjadi senyawa karsinogen
aktif diantaranya membentuk radikal bebas yang mengikat DNA dan
membentuk DNA adduct atau DNA yang telah termutasi pada tahapan
karsinogenesis (Melendez dkk., 2000; Costa dkk., 2002; Kim dkk., 2010).

CHsj

CHa

Gambar 11. Struktur 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene (DMBA)
(Sigma-Aldrich, 2007)

Senyawa DMBA digunakan sebagai model untuk kanker payudara pada tikus
karena model karsinogenesisnya mirip dengan kelainan payudara pada
manusia. DMBA dapat mengakibatkan kelenjar payudara tikus menunjukkan
kerentanan yang tinggi untuk mengembangkan neoplasma, sebagian besar
neoplasma yang terbentuk menyerupai penyakit pada manusia khususnya
adenokarsinoma payudara. Inisiasi karsinogenesisnya terjadi terutama pada
duktal-lobular terminal unit dan kedua lesi molekuler yang dihasilkan mirip

dengan manusia (Wuyung, 2016).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1.Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2022 sampai Februari 2023.
Adapun lokasi penelitian antara lain di Laboratorium Botani, Laboratorium
Zoologi dan Unit Pengelolaan Hewan Percobaan, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2.Alat dan Bahan

Adapaun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain bak plastik
berukuran 20 x 30 cm yang dilengkapi tutup kawat, botol minum dan wadah
berisi pakan, kulkas, neraca digital, mikroskop, beaker glass, gelas ukur,
spatula, set alat ekstraksi (oven, corong Buchner, kertas saring, cawan petri,
dan rotary evaporator), nampan, spuit Syringe 1 cc untuk pemberian senyawa
DMBA, sonde lambung untuk pemberian ekstrak daun, dan kamera untuk

dokumentasi.

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mencit
betina (Mus musculus L.), daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.), minyak
jagung, pakan mencit komersial, air minum, etanol 96%, aquades, CMC, dan
senyawa 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene (DMBA).



3.3.Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan tipe Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan
menggunakan 3 kelompok perlakuan dengan total 24 ekor mencit betina.
Kelompok yang digunakan yaitu kontrol (tanpa induksi DMBA dan
pemberian ekstrak daun bungur), kontrol negatif (induksi DMBA), serta
kelompok perlakuan yang dilakukan adalah induksi DMBA dan pemberian
ekstrak daun bungur (Tabel 2).

Tabel 2. Rancangan penelitian pengaruh pemberian ekstrak daun bungur
terhadap mencit model kanker payudara
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Jumlah

Kelompok }
P mencit

Keterangan

Kelompok yang diberi pakan dan minum tanpa
Kontrol 8 diberikan senyawa DMBA maupun bahan uji
ekstrak hingga akhir penelitian

Kelompok yang diinduksi senyawa DMBA dan

Kon'FroI 8 tidak diberikan bahan uji ekstrak hingga akhir
negatif (-) .
penelitian
Kelompok yang diinduksi senyawa DMBA dan
P g dilanjutkan dengan pemberian ekstrak daun
(perlakuan) Lagerstroemia speciosa L. dengan dosis 500

mg/KgBB/hari selama 14 hari

3.4.Prosedur Penelitian

3.4.1. Aklimatisasi dan Pemeliharaan Mencit
Hewan uji yakni mencit betina berumur 3-4 bulan sebanyak 24 ekor
dengan berat sekitar 25-35 gram yang terbagi ke dalam 3 kelompok
perlakuan. Hewan uji diaklimatisasi selama 14 hari dalam kondisi
laboratorium untuk penyesuaian lingkungan dan membatasi pengaruh
lingkungan dalam percobaan. Hewan uji dipelihara dalam bak kandang
berbahan plastik dengan penutup kawat dilengkapi dengan wadah pakan

dan wadah air minum.
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3.4.2. Pembuatan Larutan Karsinogen DMBA dalam Minyak Jagung

Senyawa karsinogen DMBA yang diinjeksikan pada mencit betina
dilarutkan terlebih dahulu ke dalam minyak jagung, hal ini dilakukan
karena DMBA memiliki sifat yang tidak larut dalam air. Induksi senyawa
DMBA dilakukan dengan menyuntikkan larutan DMBA menggunakan
spuit Syringe secara intraperitoneal. Dosis DMBA yang digunakan yaitu
0,45 mg/ekor/hari dalam 0,1 ml minyak jagung. Semua kelompok
perlakuan kecuali kelompok kontrol diinduksi dengan DMBA setiap 48
jam sekali selama 10 kali (Syafuadi, 2017).

Dosis DMBA yang diinduksi secara intraperitoneal ke kelenjar mammae
mencit betina dikonversi melalui tabel konversi acuan berdasarkan luas
permukaan tubuh dari Food Drug Administration (FDA). Berikut ini

merupakan bentuk tabel konversi FDA.

Tabel 3. Konversi Food Drug Administration (FDA) berdasarkan luas
permukaan tubuh

To Convert Animal Dose in

To Convert Animal mg/kg to HEDa in mg/m,
Spesies Dose in mg/kg to Either:
Dose in mg/m2, Devide Multiply
Multiply by km Animal Dose  Animal Dose
By By
Human 37 - -
Child (20 kg)b 25 - -
Mouse 3 12.3 0.08
Hamster 5 74 0.13
Rat 6 6.2 0.16
Ferret 7 5.3 0.19
Guinca pig 8 4.6 0.22
Rabbit 12 3.1 0.32
Dog 20 1.8 0.54
Primates
Monkey 12 3.1 0.32
Marmoset 6 6.2 0.16
Squirrel monkey 7 53 0.19
Baboon 20 18 0.54
Micro-pig 27 14 0.73

Mini-pig 35 11 0.95
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Konversi dari dosis tikus ke manusia =7,5mg/kg x 0,16 mg/kg
= 1,2 mg/kg BB manusia
Konversi dari dosis manusia ke mencit = LZme/kg
0,08 mg/kg

= 15 mg/kg BB mencit
= 0,015 mg/g BB mencit

Jadi, dosis DMBA yang digunakan pada penelitian ini adalah 0,015 mg/g

BB mencit

Untuk mendapatkan konsentrasi, DMBA dilarutkan terlebih dahulu
menggunakan minyak jagung. VVolume pelarut minyak jagung yang
digunakan sebagai pelarut DMBA adalah 0,1 ml/mencit. Adapun rumus
untuk menentukan volume pemberian dosis adalah sebagai berikut
(Singletary dkk., 1998; Kubatka dkk., 2000 yang dimodifikasi).

Volume DMBA yang diinjeksikan

_ BB (g9) 20
1000 ~ kadar DMBA (%)

Volume (ml)

Pembuatan Ekstrak Daun Bungur

Daun bungur dibersihkan serta dicuci bersih menggunakan air mengalir
dan ditiriskan, daun bungur kemudian dijemur dengan panas matahari
tidak langsung selama tujuh hari. Setelah kering, daun dimasukan ke
dalam oven pada suhu 60°C selama =7 jam. Kemudian daun digiling dan
diayak hingga diperoleh serbuk daun. Ekstraksi serbuk dengan cara
maserasi menggunakan pelarut etanol 96% selama 3x24 jam hingga
diperoleh maserat. Filtrat dari maserat yang diperoleh dikumpulkan
kemudian diendapkan, diuapkan selama +12 jam hingga diperoleh ekstrak
cair dengan pengurangan tekanan menggunakan rotary evaporator.
Ekstrak yang telah didapatkan dilarutkan terlebih dahulu dalam CMC 1%.
Ekstrak daun bungur dibuat sebagai larutan untuk kelompok perlakuan



3.4.4.

46

dengan dosis 500 mg/KgBB/hari selama 14 hari (Mochtar, 2016). Adapun
rumus untuk menentukan volume maksimal pemberian secara peroral
kepada hewan uji adalah sebagai berikut (Singletary dkk., 1998; Kubatka
dkk., 2000 yang dimodifikasi).

Volume ekstrak yang diberikan

- BB (g) dosis

Volume (ml) 1000 kadar ekstrak (%)

Perlakuan pada Hewan Uji

Hewan uji diadaptasikan terlebih dahulu selama 14 hari agar mencit dapat
terbiasa dengan kondisi. Kemudian perlakuan yang diberikan terhadap
hewan uji terdiri atas kontrol, kontrol negatif dengan pemberian DMBA
serta perlakuan dengan pemberian DMBA dan ekstrak daun bungur,
seperti yang tertera dalam Tabel 2. Kemudian semua hewan uji dikirim ke
Balai Veteriner Lampung untuk pembuatan sediaan histologi kelenjar

mammae untuk pengamatan selanjutnya.

3.5.Parameter Penelitian

Parameter yang digunakan dalam penelitian ini adalah pengamatan

histologis kelenjar mammae mencit, yaitu sebagai berikut.

a. Lapisan epitel kuboid duktus laktiferi
Pengamatan epitel kuboid dilakukan dengan membandingkan jumlah
lapisan epitel kuboid yang mengelilingi duktus laktiferi antara jaringan
normal dan jaringan abnormal. Menurut Kim dkk., (2010), duktus
laktiferi pada kelenjar mammae normal dilapisi 1-2 lapisan epitel
kuboid dengan bentuk dan ukuran yang normal. Pengamatan dilakukan

dengan menggunakan mikroskop pada perbesaran 400x.
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b. Vaskularisasi pada kelenjar mammae
Pengamatan vaskularisasi dilakukan mengamati pembuluh darah yang
terbentuk pada sediaan mikroskopis payudara mencit. Kelenjar
mammae yang mengalami kerusakan ditandai dengan banyaknya
jumlah pembuluh darah baru. Pengamatan dilakukan dengan
menggunakan mikroskop pada perbesaran 400x dan dilakukan

sebanyak lima lapang pandang.

3.6.Analisis Data

Pada penelitian ini parameter yang digunakan adalah pengamatan secara
histologi yaitu lapisan epitel kuboid duktus laktiferi dan vaskularisasi pada
kelenjar mammae. Untuk melihat perubahan histologi pada kelenjar mammae
digunakan pewarnaan hematoxylin dan eosin. Pembacaann sediaan histologi
kelenjar mammae mencit betina dilakukan di Laboratorium Histologi dan

Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung.

Data yang diperoleh dari pengamatan histologi kemudian dianalisis
menggunakan program software SPSS versi 25. Data yang telah didapatkan
akan dianalisis secara statistik dengan menggunakan uji normalitas dan
homogenitas, setelah itu analisis data dilanjutkan dengan metode statistik
ANOVA (Analyze of Variance), perbedaan dinyatakan signifikan apabila
p<0,05. Kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan. Pengamatan dilakukan
dengan membandingkan gambar antara kelompok kontrol, kelompok kontrol

negatif dan kelompok perlakuan.



3.7.Diagram Alir Penelitian

24 ekor mencit betina dengan berat 25-35 gram

v

Aklimatisasi selama 14 hari dengan diberi pakan dan air minum

v v

* v *
Kontrol Perlakuan
Kontrol .
(cr)]r;é;) negatif (K-) P
(n=8) (n=8)

v

Diberi pakan standar
dan air minum hingga
akhir penelitian

Induksi senyawa 7,12-dimethyl-
benz(a)anthracene (DMBA) dengan
dosis 0,45 mg/BB/hari sebanyak 5 kali
secara intraperitoneal

v

Pemberian ekstrak daun Lagerstroemia
speciosa L. 500 mg/KgBB/hari selama 14

hari

v

mammae

Penimbangan berat badan hewan, pembedahan, pengambilan organ,
pembuatan dan pengamatan preparat histopatologi meliputi; lapisan
epitel kuboid duktus laktiferi dan vaskularisasi pada kelenjar

v

Analisis data

Gambar 12. Diagram alir penelitian
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1.Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh kesimpulan

sebagai berikut :

1. Pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) pada mencit
(Mus musculus L.) betina yang diinduksi 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene
(DMBA) dapat mempengaruhi gambaran histologi duktus laktiferi pada
kelenjar mammae dengan adanya pengurangan jumlah lapisan epitel
kuboid disekitar duktus laktiferi dan perbaikan jaringan ikat.

2. Pemberian ekstrak daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) pada mencit
(Mus musculus L.) betina yang diinduksi 7,12-dimethyl-benz(a)anthracene
(DMBA) dapat mempengaruhi gambaran histologi vaskularisasi kelenjar
mammae dengan adanya pengurangan jumlah pembuluh darah pada

kelenjar mammae.

5.2.Saran
Saran yang dapat diberikan setelah melakukan penelitian ini adalah sebagai
berikut :
1. Perlu dilakukan perpanjangan waktu induksi 7,12-dimethyl-
benz(a)anthracene (DMBA) untuk memperoleh keadaan sel yang telah
berubah menjadi sel kanker agar dapat diketahui efek pemberian bahan uji

pada sel kanker.
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2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang mekanisme senyawa-
senyawa yang terkandung dalam ekstrak daun bungur (Lagerstroemia
speciosa L.) yang sekiranya berpengaruh besar terhadap perbaikan

jaringan sel kelenjar mammae pada mencit (Mus musculus L.) betina.
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