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Studi In Vivo dan In Silico Pengaruh Ekstrak Benalu Mangga dan
Kombinasi Ekstrak Benalu Teh dan Benalu Mangga terhadap Kadar
Superoxide Dismutase dan Malondialdehyde Serum Tikus Hipertensi
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Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Hipertensi adalah gangguan sistem peredaran darah yang menyebabkan kenaikan
tekanan darah diatas nilai normal. Salah satu penyebab hipertensi adalah stress
oksidasi yaitu meningkatnya radikal bebas yang ditandai dengan MDA dan
mengurangi antioksidan endogen seperti SOD. Benalu teh dan benalu mangga
memiliki senyawa aktif utama flavonoid yang berpotensi sebagai antihipertensi,
dan antioksidan, sehingga dapat mengurangi terbentuknya radikal bebas. Tujuan
dari penelitian ini untuk mengetahui pengaruh ekstrak benalu mangga (EBM) dan
kombinasi ekstrak benalu teh dan benalu mangga (EBTBM) terhadap kadar SOD
dan MDA serum pada tikus hipertensi, dan untuk mengetahui potensi dalam
mengaktifkan Nrf2 dan menghambat enzim COX 2. Penelitian ini menggunakan
RAL dengan 8 perlakuan. Perlakuan yang digunakan yaitu K- (tikus normal), K+
(tikus hipertensi), P1 (EBM 50 mg/kgBB), P2 (EBM 100 mg/kgBB), P3 (EBM
200 mg/kgBB), P4 (EBTBM 50 mg/kgBB), P5 (EBTBM 100 mg/kgBB), dan P6
(EBTBM 200 mg/kgBB). Hewan coba adalah tikus putih galur wistar berumur 6-8
minggu. Data dianalisis menggunakan One Way Anova dan DMRT. Hasil
penelitian menunjukkan perlakuan EBTBM 50 mg/kgBB memiliki hasil paling
baik dalam meningkatkan kadar SOD serum dan menurunkan kadar MDA serum.
Hasil in silico senyawa morin berpotensi sangat baik dalam mengaktifkan Nrf2
karena nilai binding affinity -10.4, memiliki interaksi dengan Nrf2 melalui ikatan
hidrogen yang sama dengan yang terjadi pada native ligand dan Nrf2, yaitu
Val465. Senyawa luteolin berpotensi sangat baik dalam menghambat COX 2,
karena memiliki nilai binding affinity -9.4, memiliki interaksi dengan COX 2
melalui ikatan hidrogen yang sama dengan yang terjadi pada native ligand dan
COX 2, yaitu Cys32 dan Gly121.

Kata kunci: Benalu mangga, Benalu teh, COX 2, Flavonoid, Hipertensi, In silico,
MDA, Nrf2, SOD.



In Vivo and In Silico Studies Effect of Mango Mistletoe Extract and
Combination of Tea and Mango Mistletoe Extract on Superoxide Dismutase
and Malondialdehyde Serum Levels of Hypertensive Rats

Siti Qurrotul Aini, Bayyinatul Muchtaromah, Nour Athiroh Abdoes Sjakoer

ABSTRACT

Departement of Magister Biology, Faculty of Science and Technology, Islamic
State Univetsity of Maulana Malik Ibrahim Malang

Hypertension is a circulatory system disorder that causes an increase in blood
pressure above normal values. One of the causes of hypertension is oxidative
stress, namely increased free radicals characterized by MDA and reduced
endogenous antioxidants such as SOD. The tea parasite and mango parasite have
the main active compound flavonoids which have the potential as
antihypertensives and antioxidants, so they can reduce the formation of free
radicals. The purpose of this study was to determine the effect of mango parasite
extract (EBM) and a combination of tea parasite extract and mango parasite
(ETBBM) on serum SOD and MDA levels in hypertensive rats and to determine
their potential to activate Nrf2 and inhibit COX 2 enzymes. This study used RAL
with 8 treatments. The treatments used were K- (normal rats), K+ (hypertensive
rats), P1 (EBM 50 mg/kgBW), P2 (EBM 100 mg/kgBW), P3 (EBM 200 mg/
kgBW), P4 (EBTBM 50 mg/kgBW), P5 (EBTBM 100 mg/kgBW), and P6
(EBTBM 200 mg/kgBW). The experimental animals were white Wistar rats aged
6-8 weeks. Data were analyzed using One Way Anova and DMRT. The results
showed that the 50 mg/kgBB EBTBM treatment had the best results in increasing
serum SOD levels and decreasing serum MDA levels. The in silico results of the
morin compound has the potential to be very good at activating Nrf2 because the
binding affinity value is -10.4, it has interactions with Nrf2 through the same
hydrogen bonding as that which occurs with the native ligand and Nrf2, namely
Val465. The luteolin compound has the potential to be very good at inhibiting
COX 2 because it has a binding affinity value of -9.4, and has interactions with
COX 2 through the same hydrogen bonding that occurs with native ligands and
COX 2, namely Cys32 and Gly121.

Keywords: Mango parasite, tea parasite, COX 2, Flavonoids, Hypertension, In
silico, MDA, Nrf2, SOD.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hipertensi merupakan salah satu jenis penyakit kardiovaskular yang
ditandai dengan terjadinya peningkatan tekanan darah. Seseorang dikatakan
hipertensi apabila selama dua kali pengukuran secara berturut-turut menunjukkan
tekanan darah sistolik berkisar antara 140-159 mmHg dan tekanan darah diastolik
berkisar antara 90-99 mmHg (Fitri, 2015). Tekanan darah sistolik adalah tekanan
darah pada saat jantung memompa darah ke seluruh tubuh (fase ejeksi),
sedangkan tekanan darah diastolik adalah tekanan darah pada saat jantung
istirahat (dalam hal ini ventrikel diisi oleh sejumlah darah dari atrium) (Kadir,
2018).

Penyakit hipertensi penting untuk ditangani melihat data dari WHO sekitar
972 juta orang atau 26,4% di seluruh dunia, orang yang mengidap hipertensi.
Kemungkinan angka ini akan meningkat menjadi 29,2% di tahun 2025. Dari 972
juta pengidap hipertensi, 333 juta berada di negara maju dan 639 sisanya berada
di negara berkembang, termasuk Indonesia (Jiang et al., 2016).

Berdasarkan data Departemen Kesehatan Indonesia, prevalensi hipertensi
di Indonesia mencapai 31,7% dan populasi pada usia 18 tahun ke atas 5,6%.
Sekitar 60% penderita hipertensi berakhir pada stroke, sedangkan sisanya
mengakibatkan penyakit jantung, gagal ginjal, dan kebutaan (Yonata & Pratama,
2016).

Penyakit hipertensi seringkali tidak menimbulkan gejala atau disebut

sebagai The Silent Disease atau penyakit tersembunyi. Jika hal ini tidak cepat



ditangani maka akan menimbulkan terjadinya komplikasi seperti stroke, gagal
ginjal, gagal jantung, hingga kebutaan (Sundari, 2015). Diantara penyebab
terjadinya penyakit hipertensi adalah stress oksidatif. Stress oksidatif sendiri
merupakan proses yang terjadi di dalam sel terdapat peningkatan jumlah Reactive
Oxygen Species (ROS) dan respon antioksidan yang rendah terhadap agresi sel
serta memainkan peran penting terhadap perkembangan suatu penyakit (Hatai &
Banerjee, 2019).

Stress oksidatif menunjukkan keterlibatannya dalam penyakit hipertensi
yaitu dari berbagai sistem organ dan hormon pengatur melalui peningkatan ROS
dengan ditandai terjadinya disfungsi endotel yang menyebabkan menurunnya
kadar NO (Nitric Oxide). Hilangnya aktivasi NO sintase menyebabkan
vasokonstriksi (Tanase et al., 2022). NO merupakan vasodilator yang berfungsi
sebagai regulator aliran dan tekanan darah, mencegah agregasi dan adhesi platelet
(Tain & Hsu, 2022). Stress oksidatif yang tidak terkontrol juga dapat
menimbulkan terjadinya kerusakan pada sel, jaringan, dan organ. Selain itu,
stress oksidatif juga dapat menimbulkan kerusakan langsung pada lipid dan akan
mudah teroksidasi (peroksidasi lipid) (Ayala et al., 2014).

Peroksidasi lipid dapat digambarkan sebagai proses ROS menyerang lipid
yang mengandung ikatan rangkap karbon-karbon terutama asam lemak tak jenuh
ganda atau PUFA (Polyunsaturated Fatty Acids) membentuk hidroperoksida.
Peroksidasi lipid secara enzimatik diperantarai oleh enzim, salah satunya seperti
siklooksigenase (COX). Peroksidasi lipid menghasilkan berbagai macam produk

salah satunya malondialdehyde (MDA) (Ayala et al., 2014). Kadar konsentrasi



pada MDA digunakan sebagai indikator kerusakan oksidatif pada keberadaan
radikal bebas dalam tubuh (Dianti dkk., 2017).

Senyawa antioksidan yang berasal dari dalam tubuh yaitu seperti
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), dan glutathione peroxidase (GPx).
Namun, yang menjadi pertahanan tubuh pertama dalam mengatasi stres oksidatif
adalah SOD, sehingga keberadaan SOD sangat penting di dalam tubuh untuk
mencegah atau mengurangi adanya stress oksidatif dan menunjukkan manfaat
untuk pencegahan hipertensi (Dianti dkk., 2017).

Pengobatan penyakit hipertensi pada umumnya membutuhkan waktu yang
panjang. Oleh karena itu, diperlukan alternatif lain dalam menangani penyakit
hipertensi dengan menyeimbangkan antioksidan tubuh yaitu mengkonsumsi
antioksidan dari makanan (antiksidan eksogen), sehingga hal ini akan mengurangi
stress oksidatif (Widiasari, 2018). WHO merekomendasikan untuk menggunakan
obat tradisional karena dinilai lebih aman daripada penggunaan obat modern atau
obat sintetis (Widiasari, 2018).

Beberapa obat tradisional yang menjadi sumber antioksidan eksogen
contohnya yaitu seperti benalu teh (Scurrula atropurpurea (Bl.) Dans) dan benalu
mangga (Dendrophthoe pentandra). Tumbuhan ini merupakan tumbuhan yang
bersifat parasit, tetapi dalam berbagai penelitian yang telah dilakukan kedua
benalu tersebut memiliki potensi sebagai tumbuhan obat (Suroyya et al., 2021).
Tumbuhan obat merupakan jenis tumbuhan yang diketahui mempunyai khasiat
dalam membantu memelihara kesehatan (Ziraluo, 2020).

Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam Al-Qur’an Surat Al-Imran

(3): ayat 191.
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Artinya: ialah “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk
atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan
langit dan bumi (seraya berkata), "Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan
semua ini sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.” (QS
Al-Imran (3): 191).

Diantara makna surat Al-Imran ayat 191 terdapat kata Sda 134 Cfls & G35
(seraya berkata): “Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia) yakni Engkau tidak menciptakan ini dengan sia-sia atau main-main akan
tetapi Engkau menciptakannya sebagai bukti atas hikmah dan kekuasaan-Mu, dan
untuk Engkau jadikan bumi sebagai tempat menguji hamba-hamba-Mu agar
terlihat siapa diantara mereka yang mentaati-Mu dan siapa yang bermaksiat
kepada-Mu. &iail (Maha Suci Engkau) yakni Engkau Maha Suci dari apa yang
tidak layak untuk-Mu. (Zubdatut Tafsir)

Dari arti ayat tersebut telah jelas bahwa apa yang Allah ciptakan di muka
bumi ini semuanya memiliki manfaat dan fungsi masing-masing baik yang
dianggap tidak berguna, berbahaya, dan parasit (pengganggu) contohnya seperti
tumbuhan benalu teh dan benalu mangga yang memiliki berbagai manfaat untuk
kesehatan, penyembuh berbagai macam penyakit, dan optimalisasi fungsi organ
tubuh.

Benalu teh dan benalu mangga merupakan jenis benalu yang termasuk
dalam suku Loranthaceae. Pada benalu mangga berdasarkan analisis fitokimia
terdapat berbagai macam kandungan yakni flavonoid, kuersetin, tanin, glikosida,
saponin, serta inulin. Pada benalu teh juga terdapat senyawa golongan flavonoid,
fenol, rutin, tanin, dan meso-inositol (Nurfaat, 2016).

Senyawa flavonoid merupakan suatu senyawa yang menjadi marker aktif
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atau paling utama sebagai antioksidan dari famili Loranthaceae. Senyawa
flavonoid memiliki turunan seperti Kkuersetin, kaempferol, rutin, myricetin,
luteolin, morin (Nurfaat, 2016; Sembiring dkk., 2016).

Beberapa penelitian terakhir telah terfokus pada efek kardiovaskular
protektif khususnya efek antihipertensi telah diteliti secara luas. Penelitian yang
dilakukan oleh Athiroh (2000 dan 2009) secara in vitro telah terbukti bahwa
senyawa flavonoid pada benalu teh memiliki kemampuan untuk menurunkan
kontraktilitas pembuluh darah arteri ekor tikus melalui kultur sel. Sedangkan
secara in vivo telah terbukti bahwa pemberian ekstrak metanol benalu teh dengan
dosis 50, 100, dan 200mg/kgBB dapat meningkatnya kadar NO pada tikus
hipertensi. Hal ini, dapat disimpulkan bahwa pemberian benalu teh dapat
memodulasi kadar NO pada tikus hipertensi (Athiroh et al., 2014).

Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Athiroh & Wahyuningsih (2017)
mengungkapkan bahwa penelitian uji toksisitas terhadap stres oksidatif pada
benalu teh menunjukkan bahwa aktivitas SOD mengalami peningkatan sekaligus
menurunkan kadar MDA yang merupakan penanda stress oksidatif setelah
pemberian ekstrak benalu teh dengan dosis 1000, 2000, dan 4000 mg/kgBB pada
tikus, sehingga dalam hal ini benalu teh mampu mengurangi stres oksidatif. Hal
tersebut selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Lestari dkk., (2020)
menunjukkan bahwa pemberian kombinasi ekstrak metanolik benalu teh dan
benalu mangga pada tikus betina tidak menimbulkan sifat toksik pada profil lipid.

Kombinasi daun benalu teh dan daun benalu mangga berpotensi sebagai
obat-obatan untuk menyembuhkan berbagai penyakit seperti antikanker dan

antihipertensi. Masing-masing benalu terdapat senyawa aktif salah satunya



flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan dapat menurunkan
cholestrol total, trigliserida, LDL dan meningkatkan kadar HDL. Antioksidan
dapat membantu memecah terjadinya proses oksidasi lemak yang apabila terjadi
oksidasi lemak, maka kolesterol menjadi mudah melewati dinding arteri dan
menyumbatnya. Antioksidan dapat mencegah kerusakan sel-sel atau jaringan
pembuluh darah. Pada saat bersamaan, antioksidan akan meningkatkan kolesterol
baik HDL, yang mencegah penyakit jantung dan pembuluh darah (Lestari dkk.,
2020).

Senyawa flavonoid diketahui dapat meningkatkan potensi antioksidan
endogen salah satunya seperti SOD melalui jalur Nrf2-ARE. Nrf2 memainkan
peran penting dan utama dalam mengatur respon antioksidan adaptif seluler dan
sebagai pertahanan sel dalam mengatasi stress oksidatif dan berpotensi sebagai
ACE Inhibitor. ACE dapat diketahui memegang peran penting dalam
pembentukan angiotensin 1l yang merupakan salah satu penyebab hipertensi
(Sjakoer et al., 2021).

SOD yang diaktifkan dapat menangkap radikal bebas dengan mendonorkan
elektron sehingga menghasilkan produk yang lebih stabil serta menghambat reaksi
berantai radikal bebas dan dapat menurunkan aktivitas peroksidasi lipid
(menurunkan kadar MDA) (Saxena et al., 2013; Plaza et al., 2014).

Pengujian benalu teh serta benalu mangga dilakukan secara in vivo dan in
silico. Penelitian secara in vivo dalam penelitian ini menggunakan hewan coba
seperti tikus. Hal ini dikarenakan sistem faal pada tikus memiliki kemiripan
dengan manusia, tersedia dalam jumlah banyak, harga ekonomis. Tikus yang

sering digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) galur wistar. Pemilihan



hewan coba berupa tikus wistar berjenis kelamin jantan dilakukan atas
pertimbangan yaitu dikarenakan pada penelitian ini terfokus untuk menjadikan
hewan uji mencapai kondisi hipertensi (Nugroho dkk., 2018).

Menurur Liu dan Ely (2011) mengemukakan bahwa jenis kelamin jantan
mempunyai daya tahan tubuh yang lebih kuat, memiliki sistem hormonal yang
lebih stabil, dan memiliki tekanan darah yang lebih tinggi serta lebih mudah
mengalami peningkatan tekanan darah daripada betina.

Upaya untuk memahami patogenesis dan untuk mempelajari pengobatan
serta pencegahan penyakit hipertensi, maka perlu mengembangkan model hewan
kondisi hipertensi. Salah satu cara model hewan hipertensi dengan pemberian
Deoxycorticosterone acetate (DOCA)-garam (Sjakoer & Permatasari, 2011).

DOCA-garam akan menyebabkan retensi natrium dan air dalam tubuh
sampai terjadi diuresis dan peningkatan tekanan pada ginjal. Apabila ginjal
mengalami gangguan maka, ginjal akan mensekskresikan renin yang bekerja pada
protein angiotensinogen untuk melepaskan angiotensin I menjadi angiotensin 11
oleh ACE di endotel paru. Angiotensin Il bekerja di ginjal dengan meningkatkan
retensi Na+ dan H>O juga merangsang peningkatan Anti Diuretik Hormon (ADH)
sehingga urin yang diproduksi berkurang, akibatnya volume cairan intravaskular
menjadi semakin meningkat (Sjakoer & Permatasari, 2011). DOCA-garam lebih
tepat dijadikan model hipertensi hewan coba karena lebih cepat meningkatkan
tekanan darah yaitu jarang terjadi kerusakan organ yang fatal, pada DOCA-garam
kadar renin rendah (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Pengembangan obat dari bahan alam diharapkan menjadi salah satu solusi

dalam pemilihan terapi antihipertensi, bahan alam sendiri lebih sedikit



menimbulkan efek samping bagi penderitanya. Pemberian kombinasi ekstrak
benalu teh dan ekstrak benalu mangga menggunakan perbandingan 3:1, hal ini
dikarenakan berdasarkan uji skrining pada kedua benalu tersebut didapatkan
senyawa aktif flavonoid kuersetin yang lebih tinggi pada mangga dibandingkan
dengan benalu teh, dan perbandingan 3:1 terbukti memberikan efek yang paling
baik dalam menurunkan tekanan darah pada tikus (Athiroh dkk., 2021).

Tujuan dalam mengkombinasikan kedua benalu tersebut dengan harapan
kedua benalu dapat bersinergis sehingga menghasilkan efek antioksidan yang
lebih maksimal, hal ini dapat menangkal ataupun mengurangi jumlah radikal
bebas di dalam tubuh dan meningkatkan kadar SOD dan penurunan kadar MDA.

Metode in silico merupakan suatu pendekatan yang dilakukan dengan
bantuan komputer untuk memprediksi kandungan senyawa kimia bahan aktif pada
tumbuhan tertentu berpotensi sebagai antihipertensi (Setiawan & Istyastono,
2015). Metode in silico memiliki kelebihan yaitu lebih murah, mendapatkan hasil
yang lebih cepat, meminimalisir waktu dan tenaga (Li et al., 2017).

Beberapa metode in silico yang digunakan untuk pengembangan kandidat
obat baru adalah uji PASS prediction, analisis sifat mirip obat (drug likeness),
prediksi ADMET, dan molecular docking (Nusantoro, 2020). Uji PASS prediction
bertujuan untuk memprediksi aktivitas biologis dari benalu teh dan benalu
mangga sebagai antioksidan dan kardioprotektif, evaluasi sifat mirip obat secara
umum dilakukan berdasarkan aturan Lipinski (rule of five) untuk melihat obat
tersebut dapat digunakan secara oral atau tidak. Aturan Lipinski merupakan aturan
yang dibuat untuk menentukan molekul atau senyawa yang dilihat dari sifat

permeabilitas dan absorpsinya (Maftucha dkk., 2022).



Prediksi ADMET dapat memberikan informasi mengenai karakteristik
farmakokinetik dan farmakodinamik dari sebuah molekul obat dengan
memperlihatkan berbagai profil absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi, dan
tokisisitas (Nusantoro, 2020). Metode molecular docking dapat memberikan
pemodelan struktur dan memprediksi suatu aktivitas dalam tubuh, selain itu juga
dapat memberikan gambaran peristiwa interaksi suatu molekul ligan dengan
protein yang menjadi target aksinya pada uji secara in vivo (Pratama dkk., 2016).

Penemuan atau pengembangan obat baru pada saat ini lebih mudah
dilakukan oleh para peneliti, hal ini karena adanya kemajuan teknologi komputer.
Allah SWT memberikan akal pada manusia untuk selalu berpikir dan memahami
pengetahuan baru. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam Al-qur’an

surah Al-Ankabut ayat 43:

Osalall V) Leling La 5= bl gyt AV &l

Artinya: “Dan perumpamaan-perumpamaan ini Kami buat untuk manusia; dan
tiada yang memahaminya kecuali orang-orang yang berilmu”.

Makna dari ayat tersebut menurut Tafsir al-Jalalain adalah (Dan
perumapamaan-perumpamaan ini) yang ada dalam al-qur’an (Kami buatkan)
Kami jadikan (untuk manusia; dan tiada yang memahaminya) yang mengerti akan
perumpamaan-perumpamaan ini kecuali orang-orang yang berilmu yakni, orang-
orang yang berpikir. Ilmu pengetahuan dan teknologi dalam islam dipandang
sebagai kebutuhan manusia, atribut keimanannya serta sebagai bagian pelaksaan
kewajiban manusia sebagai makhluk yang berakal (Muslimin, 2014).

Kemajuan dari ilmu pengetahuan dan teknologi pada saat ini dapat
dijadikan peluang dalam pengembangan perancangan obat, karena untuk

mengetahui aktivitas dari suatu tanaman membutuhkan waktu yang cukup lama,
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biaya mahal, dan membutuhkan energi besar, maka dalam pengembangan atau
penemuan obat baru dari tanaman ini dapat dilakukan dengan cara komputasi atau
disebut dengan in silico (Siswodihardjo et al., 2017). Tetapi, penggunaan studi in
silico bersamaan dengan studi lain yaitu in vitro maupun in vivo dapat lebih
memperkuat atau mempertegas hasil penelitian (Sliwoski et al., 2014).

Proses docking dilakukan dengan menggunakan senyawa turunan flavonoid
seperti quercetin, kaempferol, rutin, morin, luteolin, dan myricetin sebagali
ligandnya dan Nrf2 (The nuclear factor erythroid 2-related factor 2) serta
siklooksigenase 2 (COX 2) merupakan protein atau resptornya. Hasil proses
docking ini bertujuan untuk melihat seberapa besar potensi senyawa turunan
flavonoid pada benalu teh dan benalu mangga dalam mengatifkan Nrf2 yang
merupakan pengatur respon transkripsi gen antioksidan dan memainkan peran
penting dalam pencegahan beberapa penyakit, termasuk hipertensi (Ferron et al.,
2019), dan menghambat pembentukan MDA melalui jalur peroksidasi enzimatis,
enzim yang diamati sebagai reseptor adalah enzim siklooksigenase 2 (COX 2).
Enzim COX 2 dipilih untuk diamati secara in silico pada penelitian ini karena
enzim tersebut mendorong dihasilkannya MDA pada proses peroksidasi enzimatis
dengan cara mengkatalis reaksi oksigen dengan berbagai jenis asam lemak tak
jenuh menghasilkan biomolekul aktif yang dinamakan endoperoksida (PGG,
PGH). Endoperoksida yang dihasilkan ini selanjutnya akan diubah secara
enzimatis hingga terbentuk produk akhir yaitu MDA (Ayala et al., 2014).

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini diantaranya:
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1. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak benalu mangga (EBM) dan
kombinasi ekstrak benalu teh dan benalu mangga (EBTBM) terhadap
kadar SOD dan MDA serum pada tikus hipertensi?

2. Apakah senyawa aktif benalu teh dan benalu mangga berpotensi dalam
mengaktifkan Nrf2 dan menghambat enzim COX 2 secara in silico?

1.3 Tujuan
Tujuan dalam penelitian ini, yaitu:

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak benalu mangga (EBM)
dan kombinasi ekstrak benalu teh dan benalu mangga (EBTBM) terhadap
kadar SOD dan MDA serum pada tikus hipertensi.

2. Untuk mengetahui senyawa aktif benalu teh dan benalu mangga yang
berpotensi mengaktifkan Nrf2 dan menghambat enzim COX 2 secara in
silico.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini memberikan manfaat diantaranya:

1. Menjadi bahan informasi pemanfaatan benalu teh dan benalu mangga
secara luas khususnya untuk pengembangan pencarian kandidat obat
antihipertensi.

2. Menjadi sumber informasi mengenai potensi ekstrak benalu teh dan
ekstrak benalu mangga terhadap kadar SOD dan MDA serum tikus
hipertensi.

3. Menjadi bahan informasi untuk pembaca terkait potensi dan manfaat
ekstrak benalu teh dan ekstrak benalu mangga sebagai bahan baku obat

herbal.
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1.5 Hipotesis
Hipotesis untuk penelitian ini adalah:

1. Pemberian ekstrak benalu mangga (EBM) dan kombinasi ekstrak benalu
teh dan benalu mangga (EBTBM) dapat mempengaruhi kadar SOD dan
MDA serum tikus hipertensi.

2. Senyawa dari benalu teh dan benalu mangga berpotensi dalam
mengaktifkan Nrf2 untuk mengatur gen antioksidan dalam meningkatkan
kadar SOD dan berpotensi menghambat enzim COX 2 dalam menurunkan
kadar MDA secara in silico.

1.6 Batasan Masalah
Penelitian ini memiliki btasan masalah diantaranya:

1. Benalu teh (Scurrula atropurpurea (Bl). Dans) dan benalu mangga
(Dendrophthoe pentandra L. miqg) dengan perbandingan 3:1, 3 untuk
benalu mangga dan 1 untuk benalu teh. Benalu teh dan benalu mangga
tersebut diperoleh dari pasar kepanjen Kota Malang, Jawa Timur.

2. Pembuatan tikus model hipertensi menggunakan DOCA dengan dosis
15mg/kgBB. Dosis DOCA yang diberikan pada tikus disesuaikan dengan
berat badan, sedangkan pemberian garam selain diminumkan juga
diberikan dengan cara disonde sebanyak 2 cc pertikus.

3. Pendekatan bioinformatika yaitu melalui uji PASS prediction, analisis
drug likeness, prediksi ADMET, dan proses molecular docking dengan
menggunakan senyawa aktif (ligand) yaitu kuersetin, kaempferol, rutin,

myricetin, luteolin, morin. Protein yang digunakan yaitu Nrf2 dan COX 2.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Benalu Mangga (Dendrophthoe pentandra)
2.1.1 Deskripsi dan Morfologi

Benalu mangga (Dendrophthoe pentandra) merupakan salah satu jenis
benalu yang termasuk dalam suku Loranthaceae. Benalu mangga bersifat
hemiparasit atau setengah parasit, karena benalu memiliki zat klorofil untuk
proses asimilasi dan hanya untuk memperoleh makanan dari inangnya dengan
membentuk akar penghisap yang dapat menyerap makanan dari pohon inangnya
(Lekal & Watuguly, 2017).

Morfologi dari benalu mangga ini yaitu struktur tegak, bercabang banyak,
memiliki tinggi 0,5-1,5 m. Daun berhadapan, bentuk bervariasi dari jorong langset
sampai sedikit bundar, panjang daun sekitar 6-13 cm dengan lebar 3-8 cm, ujung
pada daun tumpul-meruncing, daun memiliki pertulangan menyirip, panjang
tangkai daun 5-20 mm. Bunganya bertandan dengan 6-12 bunga, panjang sumbu
perbungaan sekitar 10-35 mm, 1 braktea pada bagian pangkal, mahkota bunga
dibagian bawah saling berpautan, menggembung, panjang 13-26 mm, biseksual,
mahkota bunga 5 merus, bagian ujungnya menggada, mula-mula berwarna hijau
kemudian berubah menjadi hijau kekuningan sampai kuning-oranye atau merah

oranye (Haryanta dan Susilo, 2020).
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Gambar 2. 1 Morfologi Dendrophthoe pentandra L. miq (Haryanta dan Susilo,
2020).

A: Tanaman benalu mangga, B: Bunga benalu mangga, C: Batang benalu
mangga, D: Daun benalu mangga.

2.1.2 Klasifikasi Benalu Mangga
Menurut Permatasari & Umarudin (2019) klasifikasi tanaman benalu

mangga adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida

Ordo : Santalales

Familia : Loranthaceae

Genus : Dendrophthoe

Species : Dendrophthoe pentandra L. miq

2.1.3 Efektifitas Farmakologis Benalu Mangga

Benalu mangga merupakan tumbuhan yang sudah dikenal sejak lama dan
dimanfaatkan sebagai obat tradisional untuk menyembuhkan berbagai macam
penyakit termasuk kanker (Kurniasih dkk., 2015), antiradang, pereda sakit
(analgesik), antivirus, (Nurfaat, 2016), antiplasmodium (Faigoh dkk., 2013)
antikanker kolon (Wicaksono and Permana, 2013), diabetes, hipertensi, batuk,

maag, infeksi kulit, diuretik, dan cacar (Artanti dkk., 2012).
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Telah diketahui bahwa kandungan kimia yang terdapat dalam benalu
mangga adalah flavonoid, tanin, asam amino, karbohidrat, alkaloid, triterpenoid,
dan saponin (Fitrilia et al., 2015). Penelitian lain menyebutkan bahwa di dalam
ekstrak methanol 90% daun benalu mangga yang dianalisis menggunakan LC-MS
mengandung senyawa golongan glikosida flavonol, yakni kuersetin yang aktif
sebagai antioksidan. Selain itu, terdapat turunan flavonoid lainnya seperti

kaempferol, myricetin, rutin, morin, dan luteolin (Zainuddin & ain, 2015).
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Gambar 2. 2 Struktur kimia kuersetin, kaempferol, myricetin, morin, luteolin,
dan rutin (Widyasari dkk., 2019; Horizon dkk., 2015; Noer dkk., 2019).

Pada benalu mangga telah diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan
yang dapat melawan dan menetralkan radikal bebas, sehingga oksidasi pada sel
dapat terhambat dan mengurangi resiko kerusakan sel. Kuersetin merupakan
senyawa flavonoid utama yang terdapat pada benalu (Permatasari & Umarudin,
2019).

Kadar kuersetin pada benalu mangga sebesar 39,8mg/g, sedangkan benalu

teh hanya 9,6 mg/g (Endharti et al., 2018). Kuersetin dapat mengikat radikal
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bebas, sehingga dapat mencegah atau mengurangi dampak dari radikal bebas itu
sendiri (Endharti et al., 2018).

Menurut Abeng dkk (2021) mengatakan bahwa senyawa flavonoid yaitu
kuersetin memiliki efek vasodilator, antiplatelet dan menurunkan hipertensi.
Flavonoid dapat melebarkan pembuluh darah dan mengurangi tekanan pada
dinding-dinding arteriol, sehingga tekanan darah dapat diturunkan ke level awal.

Senyawa aktif selain flavonoid kuersetin, pada benalu mangga juga
terdapat senyawa aktif seperti rutin yang memiliki peran penting sebagai
neuroprotektif, kardioprotektif, dan antikarsinogenik (Elinda dkk., 2019). Rutin
juga memiliki aktivitas antioksidan sehingga memainkan peran utama dalam
mengurangi stres oksidatif yang terkait dengan hipertensi (Ganga et al., 2019).
Menurut Suryasaputra dkk., (2019) rutin, myricetin, dan luteolin berpotensi
sebagai inhibitor siklooksigenase yang berperan penting dalam terbentuknya
MDA yang merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid.

2.2 Benalu Teh (Scurrula atropurpurea (Bl.). Dans)
2.2.1 Deskripsi dan Morfologi

Benalu teh (Scurrula atropurpurea (Bl.). Dans) merupakan tumbuhan
semiparasit yang hidup pada cabang tanaman teh yang termasuk dalam suku
Loranthaceae. Benalu sudah banyak digunakan untuk mencegah dan mengobati
berbagai macam penyakit medis (Hikmah dkk., 2017).

Morfologi benalu teh menurut Departemen Kesehatan RI (2006) benalu
teh adalah tanaman yang bersifat parasit obligat dengan mempunyai batang yang
manggantung, silindris, berkayu, memiliki bintik-bintik dan warnanya coklat.

Morfologi daun dari benalu teh ini yaitu tunggal, bentuknya lonjong, berhadapan,

16



ujungnya berbentuk runcing, mempunyai pangkal yang bentuknya membulat, rata,
panjang daun 5-9 cm, lebar daun + 2-4 cm, warna permukaan atas daun hijau,
sedangkan warna permukaan bawah daun coklat. Bunga dari benalu teh bersifat

majemuk, bunga terdiri 4-6, bunga berbentuk payung.

Gambar 2. 3 Morfologi benalu teh (Scurrula atropurpurea (BI). Dans.)
(Hutabarat dkk., 2020).
A: Tumbuhan benalu teh, B: batang benalu teh, C: bunga benalu teh.
2.2.2 Klasifikasi Benalu Teh

Klasifikasi tanaman benalu teh menurut Departemen Kesehatan R1 (2006)

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Santalales

Famili : Loranthaceae

Genus : Scurrula

Spesies : Scurrula artopurpurea (BL.) Dans.

2.2.3 Efektifitas Farmakologis Benalu Teh

Menurut Ohashi et al., (2003) benalu teh pada umumnya mengandung
flavonoid (terdiri dari quercetin, chalcone, dan turunan flavon), terpen (misalnya
beta-amyrin, betulinic acid, oleanic acid, beta-sitosterol, stigmasterol, ursolic

acid, lupeol, dan kombinasi ester), amine (misalnya; acetylcholine, choline,
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histamine, GABA dan tyramine), serta viscotoxins A2, A3 benalu teh juga
mengandung komponen fenolic termasuk caffeic dan myristic acid, lectins, fatty
acids, sugars, tannins.

Pemakaian bahan herbal alami untuk menangani penyakit dipercaya dapat
membantu memberikan efek kesembuhan dengan memanfaatkan metabolit
sekunder yang dihasilkan seperti, flavonoid (Endharti et al., 2018). Flavonoid
seperti kuersetin, kaempferol, rutin, myricetin, dan luteolin yang dimiliki oleh
benalu teh memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, antivirus, antiradang,
antialergi dan antikanker, antihipertensi (Dahlia dkk., 2016).

Menurut Murphy et al., (2003) kandungan flavonoid dalam benalu teh
berperan sebagai antioksidan alami yang dapat menghambat oksidasi sel dengan
mereduksi serta menangkap oksigen aktif dan radikal superoksid. Flavonoid
dalam hal ini kuersetin berpotensi sebagai antihipertensi dengan cara menghambat
Angiotensin Converting Enzyme (ACE). ACE inhibitor menyebabkan pembuluh
darah melebar, sehingga darah lebih banyak mengalir ke jantung dan
mengakibatkan penurunan tekanan darah (Putri, 2020).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Athiroh & Wahyuningsih
(2017) mengatakan bahwa pemberian ekstrak metanol benalu teh berpengaruh
terhadap perbaikan stres oksidatif melalui peningkatan kadar SOD dan
menurunkan konsentrasi kadar MDA serum pada tikus hipertensi (Athiroh &
Wahyuningsih, 2017). Hal ini dapat terjadi karena flavonoid pada benalu teh
dalam hal ini quercetin mampu bekerja langsung pada otot polos pembuluh arteri
dengan menstimulir atau mengaktivasi Endothelium Derived Relaxing Factor

(EDRF) sehingga menyebabkan vasodilatasi.

18



2.3 Hipertensi
2.3.1 Definisi Hipertensi

Tekanan darah tinggi (hipertensi) adalah gangguan sistem peredaran darah
yang menyebabkan kenaikan tekanan darah diatas nilai normal (Anam, 2016).
Seseorang dikatakan terkena hipertensi apabila tekanan darah sistolik >140mmHg
dan tekanan darah diastoltik >90mmHg dengan 2 kali pengukuran dalam waktu
yang berbeda. Waktu yang paling baik saat melakukan tekanan darah adalah saat
istirahat dan dalam keadaan duduk atau berbaring (Anam, 2016).
2.3.2 Klasifikasi Hipertensi

Menurut The Joint National Committee on Prevention (JNC) hipertensi
adalah suatu sindrom atau kumpulan gejala kardiovaskuler yang progresif, sebagai
akibat dari kondisi lain yang kompleks dan saling berhubungan. Untuk
mengetahui seseorang itu menderita penyakit hipertensi atau tidak, haruslah ada
suatu standar nilai ukur dari tekanan darah. Klasifikasi hipertensi terbagi menjadi
beberapa kelompok yaitu: kelompok normal, prahipertensi, hipertensi derajat 1
dan derajat 2 (Sylvestris, 2014). Adapun Klasifikasi hipertensi menurut JNC VII
(2003) dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2. 1 Klasifikasi hipertensi

Kategori Sistolik Diastolik
Normal <120 <80
Prehipertensi 120 - 139 80 -89
Hipertensi stadium 1 140 — 159 90-99
Hipertensi stadium 2 > 160 > 100
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2.3.3 Faktor-Faktor Penyebab Hipertensi

Hipertensi dapat dikelompokkan menjadi 2 jenis yaitu:
1) Hipertensi Primer

Hipertensi primer artinya hipertensi yang belum diketahui penyebabnya
dengan jelas. Berbagai faktor diduga turut berperan sebagai penyebab hipertensi
primer, seperti bertambahnya usia, stres psikologis, pola konsumsi yang tidak
sehat seperti mengkonsumsi garam yang berlebih, kegemukan, kurang gerak
badan, dan heriditas (keturunan). Sekitar 90% pasien hipertensi termasuk dalam
kategori ini (Anggara & Prayitno, 2013).
2) Hipertensi Sekunder

Penyebab hipertensi sekunder yang telah di ketahui umumnya berupa
penyakit atau kerusakan organ yang berhubungan dengan cairan tubuh, misalnya
ginjal yang tidak berfungsi dan terganggunya keseimbangan hormon yang
merupakan faktor pengatur tekanan darah (Susilo dan Wulandari, 2011).
2.3.4 Peran Stress Oksidatif dalam Patogenesis Hipertensi

Beberapa organ seperti jantung, ginjal, otak, dan pembuluh darah
merupakan organ utama yang terlibat dalam pengaturan tekanan darah. Pada
sistem kardiovaskular tekanan darah dapat ditentukan oleh curah jantung dan
resistensi pembuluh darah. Sel endotel merupakan konstituen penting pembuluh
darah yang memainkan peran dan kunci dalam homeostasis kardiovaskular.
Peningkatan tekanan darah bisa diakibatkan oleh adanya stres oksidatif yang
meningkatkan aktivitas NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate)
oksidase. NADPH oksidase meningkatkan produksi ROS yang dapat bereaksi

dengan NO sehingga terjadilah penurunan bioavailabilitas NO yang berakibat
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pada gangguan vasodilatasi. Gangguan vasodilatasi juga dapat disebabkan oleh
induksi berlebih pada Angiotensin Il karena akumulasi radikal bebas.

Disfungsi endotel ditandai dengan berkurangnya vasodilatasi, pengaturan
protrombotik, dan keadaan proinflamasi, yang bersama-sama terlibat dalam
patofisiologi hipertensi. Stress oksidatif tidak hanya mengganggu keseimbangan
antara vasodilator dan vasokonstriktor tetapi juga pada akhirnya menyebabkan
disfungsi pembuluh darah, kelainan pembuluh darah, aterosklerosis, dan kekakuan
arteri (Tain & Hsu, 2022).

Pada sistem ginjal beberapa bukti jelas menunjukkan bahwa stres oksidatif
ginjal merupakan faktor kunci dalam perkembangan hipertensi. Peningkatan ROS
di ginjal telah ditemukan pada berbagai model hipertensi, seperti tikus hipertensi
SHR, tikus hipertensi garam-DOCA, tikus sensitif garam Dahl. Ginjal
mengendalikan tekanan darah, jika tekanan darah meningkat, ginjal akan
menambah pengeluaran garam dan air, dan akan menyebabkan berkurangnya
volume darah dan mengembalikan tekanan darah ke normal. Jika tekanan darah
menurun, ginjal akan mengurangi pembuangan garam dan air, sehingga volume
darah bertambah dan tekanan darah kembali normal. Ginjal juga bisa
meningkatkan tekanan darah dengan menghasilkan enzim yang disebut renin,
yang memicu pembentukan hormon angiotensin, yang selanjutnya akan memicu
pelepasan hormon aldosteron (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Pada system saraf pusat bila tekanan darah terlalu tinggi, reseptor khusus
yang disebut baroreseptor akan diaktifkan. Baroreseptor mengirimkan sinyal ke
medula oblongata di batang otak. Dari media dikirimkan sinyal melalui susunan

saraf otonom yang menyebabkan (a) pelambatan jantung, (b) pengurangan
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kekuatan kontraksi jantung, (3) dilatasi arteriol, dan (d) dilatasi vena besar.
Kesemuanya bekerja bersama untuk menurunkan tekanan arteri ke arah normal.
Efek sebaliknya terjadi bila tekanan terlalu rendah baroreseptor menghilangkan
rangsangannya (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Sistem saraf simpatis merupakan bagian dari sistem saraf otonom, untuk
sementara waktu akan meningkatkan tekanan darah selama respon reaksi fisik
tubuh terhadap ancaman dari luar. Disamping itu juga meningkatkan kecepatan
dan kekuatan denyut jantung, juga mempersempit sebagian besar arteri, tetapi
memperlebar arteri di daerah tertentu (misalnya otot rangka, yang memerlukan
pasokan darah yang lebih banyak). Ada kalanya mengurangi pembuangan air dan
garam oleh ginjal, sehingga akan meningkatkan volume darah dalam tubuh
(Sjakoer & Permatasari, 2011).

Beberapa hormon memainkan peranan penting dalam pengaturan tekanan,
tetapi yang terpenting adalah sistem hormon renin angiotensin dari ginjal. Sistem
renin angiotensin aldosteron (RAAS) adalah sistem hormon yang mengatur
tekanan darah dan keseimbangan cairan dan elektrolit, serta resistensi pembuluh
darah sistemik (Tain & Hsu, 2022).

Apabila ginjal mengalami gangguan maka, ginjal akan mensekskresikan
renin yang bekerja pada protein angiotensinogen untuk melepaskan angiotensin |
menjadi angiotensin Il oleh ACE di endotel paru. Angiotensin Il merupakan
vasokontriktor kuat pembuluh darah dan dapat merangsang sekskresi hormon
aldosteron dari korteks adrenal. Aldosteron menyebabkan tubulus ginjal

meningkatkan reabsorpsi natrium sekaligus menyebabkan ekskresi kalium. Hal ini
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meningkatkan volume cairan ekstraseluler dalam tubuh, yang juga meningkatkan
tekanan darah (Tain & Hsu, 2022).

Stres oksidatif adalah suatu kondisi di mana ROS mendominasi sistem
antioksidan, sehingga menyebabkan cedera seluler dalam bentuk kerusakan DNA,
lipid, dan protein. Selama perkembangan, stres oksidatif memicu pemrograman
perkembangan organ utama yang terlibat dalam pengaturan tekanan darah (yaitu,
jantung, ginjal, otak, dan pembuluh darah) dan hormon pengatur, yang
menyebabkan hipertensi di kemudian hari (Tain & Hsu, 2022).

Early-Life Environmental Insults

Oxidative enzymes o
NADPH oxidase, xanthine oxidase... L-arginine ADMA

{{

Lipid peroxidation, DNA damage, Yasoconstiction )) vael‘tenSion

protein modification, and
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Gambar 2. 4 Lingkungan berpengaruh terhadap kejadian hipertensi (Tain & Hsu,
2022).

2.3.5 Peran DOCA-garam dalam Patogenesis Hipertensi

Berdasarkan etiologi hipertensi yaitu terdiri dari primer dan sekunder.
DOCA-garam menjadi salah satu model hipertensi sekunder karena pengaruh
endokrin (hormon). Deoxycorticosterone merupakan hormon steroid yang
dihasilkan oleh  kelenjar adrenal yang memiliki aktivitas sebagai
mineralokortikoid dan bertindak sebagai prekursor aldosteron atau hormon yang

berperan dalam menjaga konsentrasi natrium dan kalium normal dalam darah dan
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berperan dalam mengendalikan volume darah serta tekanan darah.
Mineralokortikoid yang berlebih mengakibatkan terjadinya hipertensi (Sjakoer &

Permatasari, 2011).

| Animal Models of Hypertension |
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Gambar 2. 5 Model Tikus Hipertensi (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Deoxycorticosterone adalah hormon steroid yang dihasilkan oleh kelenjar
adrenal. Jalur utama untuk produksi aldosteron yaitu pada zona glomerulosa
adrenal. Pemberian suntikan deoxycorticosterone tidak menyebabkan ekskresi
kalium bila asupan natrium rendah (Don and Lo, 2007).

Deoxycorticosterone secara kualitatif mempunyai kemiripan dengan
aldosteron, serta merupakan hormon steroid yang berperan penting pada ginjal.
Untuk mengatur volume cairan ekstraseluler, aldosteron akan mengurangi
ekskresi NaCl (garam) dengan cara mereabsorpsinya dari tubulus ginjal. Naiknya
konsentrasi NaCl akan diencerkan kembali dengan cara meningkatkan volume
cairan ekstraseluler yang pada gilirannya akan meningkatkan volume dan tekanan
darah (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Aldosteron diketahui berpengaruh dalam pengaturan tekanan darah
melalui Renin Angiotencin Aldosterone System (RAAS) yang memainkan peran
penting dalam mengontrol tekanan darah. Renin adalah enzim yang diproduksi

oleh sel spesifik pada ginjal, yang akan berinteraksi dengan aldosteron dan
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senyawa lainnya yang membantu pengaturan regulasi natrium dan potassium
dalam darah serta jumlah cairan dalam tubuh dan juga tekanan darah (Noviyanti,
2015).

Apabila terjadi gangguan pada ginjal, maka ginjal akan banyak
mensekskresikan sejumlah besar renin, selanjutnya oleh hormon renin (diproduksi
oleh ginjal) angiotensinogen akan diubah menjadi angiotensin I, oleh Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) angiotensin | diubah menjadi angiotensin II.
Angiostensi Il inilah yang memiliki peran penting dalam meningkatkan tekanan
darah melalui dua aksi utama (Noviyanti, 2015).

Secara fisik, garam adalah benda padatan berwarna putih berbentuk kristal
yang merupakan kumpulan senyawa dengan bagian terbesar Natrium Chlorida
(>80%) serta senyawa lainnya seperti Magnesium Chlorida, Magnesium Sulfat,
Calsium Chlorida, dan lain-lain. Garam mempunyai sifat atau karakteristik
higroskopis yang berarti mudah menyerap air, bulk density (tingkat kepadatan)
sebesar 0,8 - 0,9 dan titik lebur pada tingkat suhu 801°C (Hasni dkk., 2021).

Pemberian DOCA yang disertai dengan NaCl 2% akan memberikan garam
tambahan yang akan memfasilitasi proses retensi natrium dalam tubuh.
Deoxycorticosterone tersebut akan berefek terjadinya retensi natrium pada ginjal
dan peningkatan penyerapan natrium di saluran cerna. Peningkatan kadar natrium
yang diretensi maka selanjutnya secara tidak langsung akan meningkatkan retensi
air agar tidak terjadi keadaan hipertonik intravaskuler. Peningkatan retensi
natrium dan air akan meningkatkan jumlah ECF (Extra Cellular Fluid) terutama
Intravascular Fluid, akibatnya tekanan hidrostatik di dalam pembuluh darah akan

meningkat, dampaknya adalah peningkatan tekanan darah. Peningkatan ECF akan

25



menyebabkan jantung memompa darah lebih banyak dalam sekali kuncupnya,
dampaknya adalah semakin meningkatnya tekanan darah dan peningkatan beban
jantung dalam memompa darah ke seluruh tubuh.

Penelitian yang dilakukan oleh Xu et al., (2017) di cina dengan
memperoleh hasil bahwa asupan garam dapat mengakibatkan penyakit hipertensi
karena kandungan natriumnya. Asupan natrium yang berlebihan dapat
menyebabkan pelepasan hormon natriuretik yang berlebihan. Ketika terlalu
banyak air keluar dari tubuh, volume darah dan tekanan darah akan turun. Sel
ginjal akan mengeluarkan reninase, dan renin mengaktifkan protein yang disebut
angiotensinogen di dalam darah dalam bentuk aktif angiotensin. Angiotensin
mengkonstriksi diameter pembuluh darah, sehingga meningkatkan tekanan darah.

Hal tersebut juga didukung oleh Sjakoer & Permatasari (2011) bahwa
garam memiliki hubungan yang sebanding dengan timbulnya hipertensi. Semakin
banyak jumlah garam dalam tubuh, maka akan terjadi peningkatan volume
plasma, curah jantung, dan tekanan darah. Disamping itu, konsumsi garam dalam
jumlah yang tinggi dapat mengecilkan diameter arteri, sehingga mengakibatkan
jantung akan memompa darah lebih banyak dalam sekali kuncupnya, dampaknya
adalah semakin meningkatnya tekanan darah dan peningkatan beban jantung
dalam memompa darah ke seluruh tubuh dan ke paru-paru. Oleh karena itu,
pembatasan konsumsi makanan dan minuman sesuai dengan porsi Yyang
dianjurkan harus dilakukan untuk mengurangi faktor resiko hipertensi. Anjuran
tersebut secara implisit terkandung dalam firman Allah pada QS: Al-A’raf [7]: 31
yang berbunyi:

YA oyl End AR T3 28 V5 150005 155 aazn (08 e 200, 51,04 2z

26



Artinya: “Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap
(memasuki) mesjid, makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan.
Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan. (QS: Al
A’raf[7]: 31)".

Diantara makna Surat Al-A’raf ayat 31 terdapat kalimat « ¥3 155313 15&5
|8 & yang dapat diartikan, makan dan minumlah dan janganlah berlebih-
lebihan. Tafsir kalimat tersebut dianjurkan untuk memakan makanan yang
dihalalkan, enak, memberikan manfaat dan mengandung gizi yang baik, serta
jangan berlebihan dalam makan dan minum atau dalam hal apapun, karena
sesungguhnya Allah SWT tidak menyukai serta tidak memberikan rahmat bagi
orang-orang yang selalu berlebihan (Shihab, 2002). Seperti halnya dengan
mengkonsumsi garam dapat mengakibatkan penyakit hipertensi karena kandungan
natriumnya. Akibat hal tersebut penyakit ini biasanya tidak terdiagnosis selama
beberapa tahun dan menjadi penyakit kronis hingga muncul komplikasi dari
penyakit tersebut (WHO, 2016).

Hal-hal yang mendukung pemaparan DOCA-garam yaitu model tikus
hipertensi DOCA-garam (hipertensi sekunder) mudah untuk dilakukan karena
tidak melalui rekayasa genetik (hipertensi primer), lebih cepat meningkatkan
tekanan darah yaitu setelah 1 bulan pemaparan atau pada minggu ke 8 terjadi
kenaikan tekanan darah, jarang terjadi kerusakan organ yang fatal, pada DOCA-
garam kadar renin rendah Sjakoer & Permatasari (2011).

Sebelum DOCA diberikan pada hewan uji, serbuk DOCA terlebih dahulu
dilarutkan menggunakan minyak jagung. Menurut Murray et al (2006)

mengatakan bahwa penggunaan minyak jagung dalam melarutkan DOCA karena

DOCA merupakan hormon steroid yang larut dalam lemak, sehingga perlu
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pengangkut, waktu paruh (half-life) lebih lama, dapat masuk ke dalam sel dan
reseptor berada di dalam sel target.

DOCA yang diberikan kepada hewan coba dilakukan secara subkutan dan
dilakukan sebanyak 2 kali dalam seminggu selama 28 hari. Hal ini merujuk pada
penelitian yang dilakukan oleh Nisa, dkk (2013), yaitu pemberian DOCA
10mg/KgBB dilakukan 2 kali dalam seminggu dan perlakuan tersebut dilakukan
selama 6 minggu. Namun, dalam penelitian kali ini akan dilakukan peningkatan
dosis DOCA yaitu menjadi 15 mg/KgBB diinjeksikan sebanyak 2 kali dalam
seminggu, sehingga hanya memerlukan waktu selama 4 minggu. Dosis DOCA
yang diberikan pada tikus disesuaikan dengan berat badan, sehingga dosis DOCA
yang diberikan pada setiap tikus berbeda-beda. DOCA diberikan pada perlakuan
selain kontrol negatif (K-). Pemberian DOCA-garam ini bertujuan agar hewan
coba mengalami tekanan darah tinggi atau hipertensi.

2.4 Radikal Bebas
Radikal bebas adalah suatu atom atau molekul yang tidak stabil dan
sangat reaktif karena memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan
pada orbital terluarnya. Untuk mencapai kestabilannya, radikal bebas akan
bereaksi dengan molekul yang bersifat reaktif di sekitarnya untuk memperoleh
pasangan elektron, sehingga disebut juga sebagai Reactive Oxygen Species (ROS).
Mekanismenya dapat dengan donasi, meski umumnya dengan “mencuri” dari sel
tubuh lain (Ardhie, 2011).
Radikal bebas terbagi menjadi dua macam berdasarkan sumbernya yaitu
eksogen (luar tubuh) dan endogen (dalam tubuh). Radikal bebas eksogen misalnya

karena faktor lingkungan seperti radiasi, sinar UV, polusi, asap rokok, makanan,
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minuman, ozon, dan pestisida. Sedangkan radikal bebas endogen misalnya
terbentuk dengan adanya reaksi enzimatik fisiologis pada metabolisme sel
(Tanase et al., 2022).

Ketidakseimbangan antara oksidan dan antioksidan, yaitu jika produksi
Reactive Oxygen Species (ROS) melebihi kapasitas antioksidan disebut dengan
stress oksidatif. Stress oksidatif di dalam tubuh akan menimbulkan kerusakan
oksidatif yang dimulai dari tingkat sel, jaringan, hingga organ organ tubuh yang
nantinya akan menyebabkan berbagai macam penyakit Selain itu, stress oksidatif
juga dapat menimbulkan kerusakan langsung pada lipid dan akan mudah
teroksidasi (peroksidasi lipid) (Ayala et al., 2014).

2.5 Peroksidasi Lipid

Peroksidasi lipid dapat digambarkan sebagai proses ROS menyerang lipid
yang mengandung ikatan rangkap karbon-karbon terutama asam lemak tak jenuh
ganda atau PUFA (Polyunsaturated Fatty Acids) membentuk hidroperoksida.
Peroksidasi lipid dapat secara enzimatik diperantarai oleh enzim oleh enzim
seperti, siklooksigenase, lipoksigenase, dan sitokrom P450. Sedangkan
peroksidasi lipid secara non-enzimatik diperantarai oleh reaksi berantai radikal
bebas. Peroksidasi lipid menghasilkan produk utama yaitu lipid heroperoksida
(LOOH) dan produk sekunder yaitu MDA, propanal, heksanal, dan 4-
hidroksinonenal (Ayala et al., 2014).

Proses keseluruhan peroksidasi lipid terdiri dari tiga langkah, vyaitu
inisiasi, propagasi, dan terminasi. Langkah pertama dalam inisiasi peroksidasi
lipid, prooxidants seperti hidroksil radikal abstrak allylic hydrogen membentuk

karbon-centered lipid radical (L®). Radikal lipid (L®) dengan cepat bereaksi
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dengan oksigen membentuk radikal peroksida lipid (LOO®) vyang
mengabstraksikan hidrogen dari molekul lipid lain dan menghasilkan L*® baru
(meneruskan reaksi berantai) dan lipid hidroperoksida (LOOH) pada fase
propagasi. Dalam reaksi terminasi, antioksidan menyumbangkan atom hidrogen
ke spesies LOO dan membentuk radikal yang bereaksi dengan LOO lain
membentuk produk nonradikal. Setelah peroksidasi lipid dimulai, propagasi reaksi
berantai akan terjadi sampai produk terminasi diproduksi (Gambar 2.6) (Ayala et

al., 2014).
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Gambar 2. 6 Proses peroksidasi lipid (Ayala et al., 2014).

2.6 Malondialdehyde (MDA)

MDA adalah produk akhir yang dihasilkan oleh dekomposisi dari asam
arakidonat dan PUFA (Poliunsaturated Fatty Acid) yang lebih besar, melalui
proses enzimatik dan non-enzimatik. Proses enzimatik MDA dihasilkan melalui
sintesis tromboksan A2, sedangkan pada proses non-enzimatik MDA dapat
dihasilkan melalui peroksidasi lipid (Ayala et al., 2014).

Prosesnya terbentuknya MDA diawali dari asam arakhidonat atau asam

lemak tak jenuh berukuran besar menghasilkan prostaglandin G2 akibat dikatalis
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oleh enzim siklooksigenase, selanjutnya terbentuk prostaglandin H2 akibat
prostasiklin peroxidase dan akan membentuk TXA2 dan 12-l-hydroxy-5,8,10-
heptadecatrienoic acid (HHT), serta produk sampingannya adalah
malondialdehid. Sedangkan pembentukan MDA non enzimatis karena adanya
peroksidasi lipid dan biclyclic endoperoksida (jalur merah) (Ayala et al., 2014).
Satu MDA yang terbentuk dapat dimetabolisme secara enzimatik (jalur
hijau). Enzim yang merupakan kunci dalam pembentukan dan metabolisme MDA:
siklooksigenase (1), prostasiklin hidroperoksida (2), tromboksan sintase (3),
aldehida dehydrogenase (4), dekarboksilase (5), asetil KoA sintase (6), dan siklus

asam trikarboksilat (7) (Gambar 2.7) (Ayala et al., 2014).
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Gambar 2. 7 Proses pembentukan malondialdehyde (MDA) (Ayala et al., 2014).

Hingga saat ini MDA adalah penanda stres oksidatif yang merupakan hasil
peroksidasi lipid in vivo yang paling stabil. MDA telah digunakan secara luas
sebagai penanda Kklinis peroksidasi lipid dan menjelaskan peningkatan stres

oksidatif pada sejumlah penyakit. MDA ditemukan di hampir semua cairan
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biologis, namun yang paling umum digunakan sebagai sampel penelitian adalah
darah dan urin karena paling mudah didapatkan, paling tidak invasif dan
memberikan hasil yang sama akurat dari indeks stress oksidatif (Situmorang &
Zulham, 2020).

Pengukuran pada kadar MDA dapat dilakukan dengan menggunakan
metode Thiobarbituric Acid-reactive Substance (TBARS). Prinsip dasar pada
pengukuran dengan menggunakan metode TBARS adalah pengukuran kadar
MDA yang paling sederhana dan sering digunakan dalam penelitian. Reaksi pada
satu molekul MDA dan dua molekul TBA akan menghasilkan sebuah produk
akhir yang stabil berupa MDA-TBA adduct. Reaksi tersebut akan berada pada pH
antara 2-3 dan menghasilkan warna pink-kromogen yang dapat dipantau secara
spektrofotometrik dengan panjang gelombang (L) antara 532-535 nm. Proses
pengukuran dengan reaksi TBA dengan menggunakan metode kolorimetri dan
spektrofotometer merupakan pengukuran untuk menghasilkan kadar MDA yang
paling sering dilakukan dalam penelitian. Kadar MDA dapat diamati baik di

plasma, jaringan dan juga urin (Singh et al., 2014).
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Gambar 2. 8 Struktur kimia pengukuran kadar malondialdehyde (MDA) dengan
uji TBA (Situmorang & Zulham, 2020).

2.7 Enzim Siklooksigenase (COX)
Enzim siklooksigenase (COX) adalah enzim yang berperan dalam proses

inflamasi dan diekspresikan oleh platelet. Selain itu, enzim siklooksigenase
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mendorong dihasilkannya MDA pada proses peroksidasi enzimatis dengan cara
mengkatalis reaksi oksigen dengan berbagai jenis asam lemak tak jenuh
menghasilkan biomolekul aktif yang dinamakan endoperoksida (PGG, PGH2).
Endoperoksida yang dihasilkan ini selanjutnya akan diubah secara enzimatis
hingga terbentuk produk akhir yaitu MDA (Ayala et al., 2014).

Enzim ini memiliki dua bentuk (isoform) yaitu siklooksigenase-1 (COX-
1) dan siklooksigenase-2 (COX 2). COX-1 dan COX 2 memiliki distribusi
jaringan dan fungsi regulasi yang berbeda. COX-1 merupakan enzim konstitutif
yang mengkatalisis pembentukan prostanoid regulatoris pada berbagai jaringan,
terutama pada selaput lendir traktus gastrointestinal, ginjal, platelet dan epitel
pembuluh darah. Bertolak belakang dengan COX-1, COX 2 tidak konstitutif tetapi
dapat diinduksi, antara lain bila ada stimuli radang, mitogenesis atau onkogenesis.
Kedua isoform COX hampir identik dalam struktur, tetapi memiliki perbedaan
penting dalam substrat dan selektif inhibitor dan lokasi-lokasi intraseluler. Setelah
stimulasi tersebut kemudian terbentuk prostanoid yang merupakan mediator nyeri
dan radang (Chen et al., 2021).

Penemuan ini mengarah kepada hipotesis, bahwa COX-1 mengkatalisis
pembentukan prostaglandin “baik” yang bertanggung jawab menjalankan fungsi-
fungsi regulasi fisiologis atau berperan untuk memelihara fungsi homeostasis
tubuh, sedangkan COX 2 mengkatalisis pembentukan prostaglandin jahat yang
menyebabkan reaksi inflamasi dan berperan penting pada penyakit kardiovaskular
termasuk hipertensi (Khan et al., 2019).

Hubungan COX 2 pada penyakit kardiovaskular salah satunya yaitu

hipertensi karena COX 2 memegang peranan penting dalam pembentukan renin di
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ginjal, karena COX 2 yang akan mengubah asam arakidonat (AA) menjadi
prostaglandin (PGE) di sel macula densa ginjal. Prostaglandin yang dibentuk di
sel macula akan berinteraksi dengan reseptor PGE di sel juxtaglomerular sehingga
menyebabkan cAMP meningkat dan renin akan dalam aktifasi sistem renin
angiotensin aldosteron, sehingga tekanan darah akan mengalami peningkatan
(Weng et al., 2013).

Jika ekspresi COX 2 di hambat, maka prostaglandin tidak terbentuk
sehingga tidak ada yang mengaktifkan cAMP di sel juxtaglomerular. Jika CAMP
tidak teraktivasi, maka proses selanjutnya tidak akan berjalan, dengan kata lain
tidak akan ada renin yang dibentuk, sehingga sistem renin angiotensin-aldosteron
tidak teraktivasi sehingga tekanan darah tidak akan mengalami peningkatan
(Weng et al., 2013).

2.8 Antioksidan

Antioksidan sangat diperlukan oleh tubuh tubuh dan sangat bermanfaat
bagi kesehatan yaitu untuk melindungi tubuh dari kerusakan yang disebabkan oleh
adanya radikal bebas (Islam et al., 2016). Antioksidan di dalam tubuh berfungsi
sebagai pendonor elektron untuk radikal bebas, sehingga menjadi elektron bebas
dalam radikal bebas menjadi berpasangan dan menghentikan kerusakan dalam
tubuh (Rao & Moller, 2011).

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi antioksidan eksogen
yaitu yang didapat dari luar tubuh/makanan seperti: buah-buahan, rempah-
rempah, dedaunan, biji-bijian, dan sayur-sayuran (Rahmi, 2017). Pada umumnya
aktivitas antioksidan disebabkan karena tumbuhan tersebut mengandung senyawa

metabolit sekunder atau senyawa aktif, sedangkan antioksidan endogen yaitu
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seperti: Superoksida Dismutase (SOD), katalase (Cat), dan glutathione peroxidase

(Gpx) (Werdhasari, 2014).

Menurut Wahjuni (2015) menyatakan bahwa berdasarkan kinerjanya,

antioksidan dibagi ke dalam tiga golongan yaitu:

1)

2)

3)

Antioksidan primer, merupakan antioksidan enzimatis atau juga bisa disebut
dengan antioksidan yang berbentuk enzim. Antioksidan tersebut adalah SOD,
CAT, dan GPx yang memiliki fungsi utama sebagai penetralan ROS dan
mampu menghambat pembentukan radikal bebas yaitu dengan cara memutus
reaksi berantai (polimerisasi), kemudian berubah menjadi produk yang lebih
stabil. SOD akan menetralkan radikal bebas oksigen atau superoksid menjadi
H20>, sedangkan H»O- dinetralkan oleh enzim katalase dengan cara diuraikan
menjadi air dan oksigen. Fungsi dari GPx seperti halnya katalase yaitu
menguraikan H20. menjadi air (H20) dan oksigen (O>).

Antioksidan sekunder, merupakan antioksidan non-enzimatis berupa
komponen nutrisi dari buah-buahan dan sayuran memiliki fungsi dalam
mencegah pembentukan radikal bebas dan menangkal radikal bebas (free
radical scavenger), sehingga kerusakan sel terjadi tidak terlalu parah.
Antioksidan tersier, meliputi enzim metionin sulfasida reduktase protease,
tranferase, DNA repair enzymes dan lipase yang memiliki fungsi dalam
memperbaiki kerusakan pada jaringan tubuh yang disebabkan radikal bebas
Proses metilasi merupakan suatu proses dalam memperbaiki kerusakan
terhadap DNA, mekanismenya yaitu terbentuknya suatu sadenosylmetionin

yang berasal dari asam amino metionin yang bereaksi dengan ATP.
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2.9 Nrf2 (The nuclear factor erythroid 2—related factor 2) Sebagai Aktivasi
Transkripsi Gen Antioksidan

Nrf2 memainkan peran penting dan utama dalam mengatur respon
antioksidan adaptif seluler dan sebagai pertahanan sel dalam mengatasi stress
oksidatif. Nrf2 tidak memiliki fungsi antioksidan tetapi memberikan efek
antioksidan dengan mengaktifkan transkripsi gen antioksidan (Tanase et al.,
2022). Nrf2 juga berperan penting dalam mencegah terjadinya perkembangan
kardiovaskular dengan mengurangi atau menghambat stress oksidatif, disfungsi
mitokondria, dan peradangan (Donia & Khamis, 2021).

Pada sel yang mengalami stres oksidatif juga akan muncul respon berupa
mekanisme pertahanan yang dimediasi terutama oleh faktor transkripsi nrf2. Pada
keadaan basal, nrf2 dihambat oleh regulator negatif Keapl (Kelch ECH
associating protein 1) sehingga Nrf2 akan terdegradasi. Ketika sel mengalami
stres oksidatif, terjadi perubahan ikatan antara Nrf2 dan Keapl sehingga Nrf2
terlepas dan terakumulasi di dalam sitoplasma. Senyawa flavonoid juga memiliki
peran penting untuk mengaktifkan aktivitas Nrf2 yang terakumulasi di dalam
sitoplasma akan mudah mengalami translokasi ke dalam nukleus untuk
menjalankan perannya sebagai faktor transkripsi pada ekspresi gen yang
bergantung ARE (antioxidant responsive element) dan akan mengekspresikan
sejumlah gen antioksidan seperti HO-1, CAT, GPx, GST, SOD, GS, NQO1, dan

GCL (Ferron et al., 2019).
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Gambar 2. 9 Peran Nrf2 terhadap stress oksidatif (Ferron et al., 2019).

2.10 Kajian Superoxide dismutase (SOD)

Superoxide dismutase (SOD) merupakan antioksidan endogen lini pertama
yang utama dan yang paling kuat dalam melakukan detoksifikasi ROS atau
berperan dalam melindungi dan mendegradasi sel dari paparan radikal bebas
(Dianti dkk., 2017). Aktivitas SOD tertinggi ditemukan di hati, kelenjar adrenalin,
ginjal, darah, limfa, pankreas, otak, paru-paru, lambung, usus, ovarium, dan timus
(Murray et al., 2009).

Mekanisme pertahanan yang diperankan oleh antioksidan endogen yaitu
enzim SOD akan mengubah radikal superoksida (O?) yang dihasilkan dari
respirasi serta yang berasal dari lingkungan, menjadi hidrogen peroksida (H202),
yang masih bersifat reaktif. SOD terdapat di dalam sitosol dan mitokondria.
Peroksida dikatalisis oleh enzim katalase dan GPx (Werdhasari, 2014).

Katalase mampu menggunakan sartu molekul H2O, sebagai substrat
elektron donor dan satu molekul H20> menjadi substrat elektron akseptor,

sehingga 2 molekul H.O> menjadi H20 dan O.. Di dalam eritrosit dan jaringan
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lain, enzim GPx mengkatalisis destruksi H>O. dan lipid hidroperoksida dengan
menggunakan glutation tereduksi (GSH), melindungi lipid membran dan
hemoglobin dari serangan oksidasi oleh H>O», sehingga mencegah terjadinya
hemolisis yang disebabkan oleh serangan peroksida. GSH akan dioksidasi
menjadi GS-SG (Werdhasari, 2014).

Agar GSH terus tersedia untuk membantu kerja enzim GPx, maka GS-SG
ini harus direduksi lagi menjadi GSH. Fungsi ini diperankan oleh enzim glutation
reduktase (GRed) (Werdhasari, 2014). H.O> yang tidak dikonversi menjadi H>O,
dapat membentuk radikal hidroksil reaktif (OH") apabila bereaksi dengan ion
logam transisi (Fe2+/Cu+). OH" bersifat lebih reakif dan berbahaya karena dapat
menyebabkan kerusakan sel melalui peroksidasi lipid, protein dan DNA. Pada
tubuh sendiri tidak mempunyai enzim yang dapat mengubah OH® menjadi
molekul yang aman bagi sel. Tubuh manusia dapat menetralisir radikal bebas bila
jumlahnya tidak berlebihan, dengan mekanisme pertahanan antioksidan endogen.
Bila antioksidan endogen tidak mencukupi, tubuh membutuhkan antioksidan dari

luar (Werdhasari, 2014).
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Gambar 2. 10 Mekanisme antioksidan endogen sebagai pertahanan tubuh
(Werdhasari, 2014).
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2.11 Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok polifenol dan diklasifikasikan
berdasarkan struktur kimia serta biosintesisnya (Seleem et al., 2017). Struktur
dasar flavonoid terdiri dari dua gugus aromatik yang digabungkan oleh jembatan
karbon (C6-C3-C6). Flavonoid diklasifikasikan sebagai flavon, flavanone,
flavonol, katekin, flavanol, kalkon dan antosianin (Panche et al., 2016). Penelitian
ini menggunakan senyawa yang merupakan kelompok dari flavon dan flavonol
turunan dari flavonoid. Pembagian kelompok flavonoid didasarkan pada
perbedaan struktur terutama pada substitusi karbon pada gugus aromatik sentral
dengan beragamnya aktivitas farmakologi yang ditimbulkan (Wang et al., 2018).

Penelitian terkait aktivitas farmakologi dari flavonoid yaitu erat kaitannya
dengan antihipertensi. Flavonoid mempengaruhi kerja dari ACE yang akan
menghambat perubahan angiotensin | menjadi angiotensin 1l sehingga
menghambat pengeluaran aldosteron. Aldosteron akan mempengaruhi ginjal
untuk menahan natrium dan air, apabila pengeluaran aldosteron dihambat maka
lebih banyak air dikeluarkan dari tubuh dan tekanan darah akan turun. Selain itu,
flavonoid erta kaitannya dengan antioksidan karena memiliki kemampuan untuk
mengurangi, menghambat, maupun mencegah radikal bebas (Oktaviana et al.,
2021).

Menurut (Sangeetha et al., 2016) gugus hidroksil diyakini yang paling
berperan dalam proses pemecahan radikal bebas karena dapat melakukan proses
donor hidrogen. Hal ini juga didukung oleh penelitian lain yang menyatakan
bahwa gugus hidroksi pada flavonoid memiliki reaktivitas yang tinggi sebagai

donor hidrogen akan menstabilkan radikal bebas. Kapasitas flavonoid sebagai
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antioksidan secara in vitro telah dibuktikan dengan banyak studi penunjang
bertahun-tahun  kebelakang dan dianggap potensial untuk dilakukan
pengembangan pada industri obat maupun makanan. Pada (gambar 2.10)
menunjukan proses pemecahan ROS yang melibatkan gugus hidroksi pada cincin
aromatik B yang mendonorkan hidrogen dan elektron kepada gugus radikal

hidroksil, peroksil dan peroksinitrat menjadi tidak berbahaya (Panche et al.,
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Gambar 2. 11 Proses pemecahan ROS (R”) oleh flavonoid (Kumar and
Pandey, 2013).

2.12  Tinjauan Tikus Putih (Rattus norvegicus)

Allah SWT menciptakan berbagai jenis makhluk hidup baik manusia,
tumbuhan ataupun hewan. Makhluk hidup yang diciptakannya memiliki bentuk,
ukuran, sifat, dan ciri fisiologi yang berbeda-beda. Perbedaan-perbedaan tersebut
menjadikan makhluk hidup dapat dikelompokkan berdasarkan ciri mendasarnya.
Sebagaimana Allah SWT menjelaskan dalam QS: An-Nur [24]: 45 sebagai
berikut:

€0 Dl el IS e Al ) (o (8% A addes (BB
Artinya:” Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka

sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian
berjalan dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat
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kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha
Kuasa atas segala sesuatu. (QS: An-Nur [24]: 45)”.

Allah SWT menciptakan berbagai jenis hewan seperti dalam Surat An-Nur
ayat 45. Menurut Ibnu Katsir (2003), Allah SWT mengungkapkan kebesarannya
dalam menciptakan makhluknya yang memiliki berbagai macam bentuk, yang la
ciptakan dari air. Diantara makna Surat An-Nur ayat 45 terdapat kata * (» aéies
;éj s A5 yang artinya “sedangkan sebagian (yang lain) berjalan dengan
empat kaki”, menurut tafsir Ibnu Katsir (2003), ayat tersebut menjelaskan hewan
ternak dan hewan lain yang memiliki empat kaki. Kemudian disebutkan dalam
ayat selanjutya yang bermakna apa yang la kehendaki pasti ada, sedangkan apa
yang tidak la kehendaki pasti tidak ada. Pada makna tersebut dijelaskan kelompok
hewan yang memiliki empat kaki sebagai alat geraknya, sebagaimana tikus putih
galur wistar yang termasuk dalam kelompok hewan berkaki empat.

Hewan coba sangat diperlukan dalam penelitian in vivo khususnya dalam
bidang biomedik terutama untuk kajian imunologi, onkologi, fisiologi, patologi,
toksikologi, farmakologi, dan neurosains (lkechukwu et al., 2012). Serangkaian
percobaan menggunakan hewan model harus dilakukan terlebih dahulu sebelum
diaplikasikan kepada manusia atau primata lainnya. Anggota Rodentia salah
satunya seperti tikus (Rattus norvegicus) sering dijadikan hewan model karena
memiliki sistem faal atau kelengkapan organ, metabolisme biokimianya, sistem
reproduksinya, kebutuhan nutrisi, pernafasan, ekskresi dan peredaran darahnya
menyerupai manusia (Nugroho dkk., 2018).

Kriteria dalam menentukan tikus putih untuk hewan percobaan antara lain:
kontrol kesehatan, kontrol pakan, umur, bobot badan, jenis kelamin, silsilah

genetik, recording perkawinan, jenis (strain). Menurut BPOM RI (2014)
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menyatakan bahwa tikus putih yang digunakan dalam melakukan penelitian
adalah berat badannya minimal 120gram dan rentang umurnya 6-8 minggu.

Tikus putih jenis kelamin betina tidak dianjurkan dalam penelitian. Hal ini
dikarenakan kondisi hormonal pada tikus tersebut sangat berfluktuasi pada usia
yang beranjak dewasa, dengan itu tikus akan memberikan respon yang sangat
berbeda dan dapat berpengaruh pada hasil percobaan yang dilakukan dalam
penelitian (Bredo and Odo, 2011).

2.12.1 Klasifikasi
Menurut Suckow et al (2006) klasifikasi tikus putih galur wistar adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Sub-famili ~ : Murinae

Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

"s . 5
..l §

Gambar 2. 12 Tikus galur wistar (Rattus norvegicus) (Fauziyah, 2016).
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2.13 Pendekatan Bioinformatika

Pendekatan yang dilakukan dengan bantuan komputer untuk
menggambarkan eksperimen dan untuk mengetahui interaksi antara suatu
senyawa dengan molekul target dalam mendesain atau menemukan obat disebut
juga dengan metode in silico (Setiawan & Istyastono, 2015).

Metode in silico memiliki kelebihan yaitu lebih murah dan mendapatkan
hasil yang lebih cepat dan dapat dikembangkan dalam berbagai bidang ilmu yang
berkenaan dengan penggunaan senyawa kimia seperti biomedik khususnya
farmasi dalam upaya menemukan obat baru (Li et al., 2017). Uji in silico
mempunyai beberapa kegunaan antara lain memprediksi, memberi hipotesis,
memberi penemuan baru atau kemajuan baru dalam pengobatan dan terapi
(Hardjono, 2013).

Beberapa metode in silico yang digunakan untuk pengembangan kandidat
obat baru adalah analisis sifat mirip obat (drug likeness), prediksi ADME, dan
molecular docking (Nusantoro, 2020).

Penggunaan studi in silico bersamaan dengan studi lain akan dapat lebih
memperkuat hasil penelitian. Studi in silico dapat menjadi metode penapisan
senyawa yang tidak diperlukan dalam tahapan in vitro maupun in vivo. Hal ini
akan lebih mengurangi terjadinya bias antara hasil in silico dengan metode lain
yang bersifat prediksi (Sliwoski et al., 2014).

2.13.1 Uji PASS (Prediksi Bioaktivitas Senyawa Aktif)

Uji PASS dilakukan untuk mengetahui potensi aktivitas antioksidan

sekaligus sebagai kardioprotektif (antihipertensi) dari senyawa bioaktif tanaman

benalu teh dan benalu mangga. Hasil uji PASS menunjukkan nilai Pa (Potential
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Activity) dan Pi (Potential Inhibitory), kemudian dilakukan analisis (Sjakoer et al.,
2021).

Nilai Pa > 0,7 menunjukkan senyawa memiliki potensi yang tinggi untuk
menjadi senyawa bioaktif di uji eksperimen in vitro dan atau in vivo dan sekaligus
memiliki tingkat kemiripan yang tinggi dengan senyawa obat dengan bioaktivitas
yang sama. Nilai 0,5 < Pa < 0,7 menunjukkan bahwa senyawa memiliki potensi
yang tinggi untuk menjadi senyawa bioaktif di uji eksperimen in vitro dan atau in
vivo dan sekaligus berpotensi dalam pengembangan senyawa obat yang baru
dengan bioaktivitas sama. Dan nilai Pa<0,5 menunjukkan bahwa senyawa
memiliki potensi yang rendah untuk menjadi senyawa bioaktif di uji eksperimen
in vitro dan atau in vivo dan sekaligus memiliki potensi yang rendah untuk
dikembangkan menjadi senyawa obat. Pada penelitian ini dilakukan skrining
senyawa yang memiliki nilai Pa<0,5 (Sjakoer et al., 2021).

2.13.2 Analisis (Drug likeness) Berdasarkan Aturan Lipinski

Analisis drug likeness digunakan untuk melihat suatu obat dapat
digunakan secara oral menggunakan aturan lipinski. Aturan Lipinski merupakan
aturan yang dibuat untuk memudahkan dalam menentukan suatu molekul atau
senyawa dengan mengidentifikasi obat dengan melihat sifat permeabilitas dan
absorpsinya (Maftucha dkk., 2022).

Senyawa Obat diharapkan mampu mencapai target agar senyawa aktif
yang terdapat dalam obat dapat berinteraksi dengan baik dalam tubuh. Dalam
aturannya dikatakan bahwa obat yang memenuhi kelima aturan dapat mencapai

target bila diberikan secara oral. Akan tetapi, apabila ada obat yang tidak
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memenuhi salah satu aturan tersebut sebaiknya pemberian dengan melalui injeksi
karena diduga akan membahayakan tubuh manusia (Maftucha dkk., 2022).

Syarat yang harus dipenuhi oleh suatu ligan berdasarkan aturan Lipinski
yaitu: (a) berat molekul <500 Da, (b) nilai LogP <5, (c) ikatan hidrogen akseptor
<10, (d) ikatan hidrogen donor <5 (Maftucha dkk., 2022).

2.13.3 Prediksi ADMET

Prediksi ADMET merupakan uji bioinformatika pengembangan obat baru
terkait dengan farmakokinetik dan farmakodinamik molekul obat. Prediksi
ADMET memperlihatkan berbagai profil absorpsi, distribusi, metabolisme,
ekskresi, dan toksisitas yang meliputi absorpsi pada usus manusia (Human
Intenstial Absorption, HIA), Water Solubility (Log S), VDss, distribusi sawar
darah otak (Blood Brain Barrier, BBB), CYP2D6 substrate, Total Clearance,
Renal OCT2 Substrate, AMES Toxicity, LD50 (Daina et al., 2017).

2.13.4 Molecular Docking

Molecular docking merupakan suatu pembelajaran komputasi yang
digunakan untuk mencari pola interaksi yang paling tepat dan melibatkan antara
dua molekul, yaitu reseptor dan ligan atau obat (Setiawan & Irawan, 2017).

Tujuan dari docking adalah untuk mencapai konformasi protein dan ligan
yang optimal. Docking membantu dalam mempelajari obat atau ligan yang
berinteraksi dengan reseptor atau protein dengan mengidentifikasi situs aktif yang
cocok pada protein, mendapatkan geometri terbaik dari kompleks ligan-reseptor
(Setiawan & Irawan, 2017).

Terdapat tiga ikatan reseptor-ligan yang terbentuk dalam molecular

docking yaitu:
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1.

Ikatan hidrogen merupakan suatu interaksi elektrostatik antara gugus donor
yang bersifat asam lemah dengan atom dari suatu reseptor yang membentuk
pasangan elektron bebas. lkatan hidrogen ini terbentuk diantara sesame
molekul internal (dalam polipeptida) atau antara molekul internal dengan air.
Ikatan ini merupakan ikatan utama yang menjaga kestabilan protein (Setiawan
& Irawan, 2017).
Ikatan hidrofobik disebabkan karena adanya suatu gaya sehingga senyawa non
polar mengatur dirinya sedemikian rupa untuk meminimalkan kontak dengan
air atau senyawa amphipatik, membentuk struktur seperti misel di dalam air.
Protein yang membentuk misel sebagian besar rantai sampingnya yang
bersifat non polar akan menjauhi kontak dengan air, maka adanya interaksi
hidrofobik dapat mendukung kestabilan suatu protein (Setiawan & Irawan,
2017).
Ikatan pada elektrostatik yaitu ikatan ion dan ikatan van der Waals. Ikatan ion
merupakan ikatan yang terjadi ketika dua gugus protein yang memiliki muatan
berlawanan (pasangan ion) saling berinteraksi. Ikatan ion merupakan ikatan
yang kuat tetapi dalam menstabilkan struktur suatu protein tidak terlalu
berperan banyak. Hal ini disebabkan karena pasangan ion yang tersembunyi
(unsolvated) tidak banyak ditemukan pada protein dan pasangan ion di
bangian luar (Setiawan & Irawan, 2017).

Ikatan van der Waals merupakan ikatan yang terjadi karena adanya
interaksi elektrostatik diantara dipol-dipol. Ikatan ini khas untuk molekul yang
bersifat nonpolar dan bertanggung jawab pada berbagai macam interaksi

antom-atom yang berdekatan. Interaksi yang penting dalam pengikatan protein
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diantaranya adalah interaksi dipol permanen, antara gugus karboksil, dan
gugus anida. Walaupun ikatan van der Waals lemah, namun terjadi dalam
jumlah besar sehingga memiliki peran yang penting untuk menentukan
stabilitas protein (Setiawan & Irawan, 2017).

2.13.5 Aplikasi Penunjang

1. Protein Data Bank (PDB) merupakan suatu basis data struktur tiga dimensi
seperti protein, DNA, dan molekul biologis kompleks lainnya yang telah
dipublikasi dan ditentukan secara eksperimen dengan kristalografi sinar-
X, spektroskopi NMR atau yang terbaru melalui mikroskopi elektron
kriogenik, kemudian diunggah oleh para ahli biologi dan biokimiawan dari
seluruh dunia. Sumber utama untuk data struktur protein terdapat pada PDB

yang tersedia dalam situs web http://www.pdb.org/. Situs ini dibuat oleh

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB), dan dapat
dinyatakan sebagai arsip data struktural tunggal di dunia.

2. PubChem adalah tempat penyimpanan informasi tentang molekul kimia dan
aktivitasnya tentang penelitian biologi yang terdiri dari tiga bagian yaitu:
substansi, ikatan, dan bioassay (Hahnke et al., 2018). Layanan standardisasi
struktur ~ PubChem dapat diakses sebagai sumber daya publik

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/standardize) (H&hnke et al., 2018).

3. PyRx-Autodock Vina merupakan salah satu metode yang terdapat di program
PyRx yang memiliki peran dalam melakukan molecular docking dan virtual
screening senyawa. Autodock Vina digunakan untuk memprediksi konformasi
ikatan maupun afinitas senyawa ligan dengan targetnya dalam hal ini reseptor

(Muchtaridi et al., 2018). Autodock Vina memiliki keunggulan yaitu dapat
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melakukan docking secara cepat dan otomatis untuk menghemat waktu
penambatan senyawa terhadap target (Saputri dkk., 2016).

BIOVIA Discovery Studio adalah sebuah perangkat lunak komputer yang bisa
digunakan dalam permodelan kimia, penentuan afinitas suatu molekul,
skrining pharmacophore, dan prediksi rasional design antibodi. Penelitian ini
menggunakan perangkat discovery studio untuk menghilangkan molekul air
dan ligan asli dan kemudian protein disimpan dalam format PDB serta melihat
interaksi ligan uji dengan reseptor target secara 2D dan 3D (Dassault
Systemes, 2016).

. SwissADME suatu aplikasi online yang dikenal sebagai physicochemical
descriptor yang sering digunakan untuk melihat aktivitas dari suatu senyawa
berdasarkan  strukturnya. SwissADME memiliki  keunggulan  untuk
memprediksi  aktivitasnya berdasarkan sifat fisikokimia dan dapat
memprediksi sifat dari senyawa yang ditinjau dari aspek farmakokinetik

maupun farmakodinamiknya (Daina et al., 2017).
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2.14 Kerangka Konseptual

DOCA |«— Garam
RAAS 1 Hormon natriuretik 1

Aldosterone 7

Volume darah 7

l

Hipertensi

l

Stress Oksidasi

___________

: Parameter yang diamati (in silico)

: Parameter yang diamati (in vivo) benalu mangga.
. . ) o Kuersetin
: Parameter yang tidak diamati o Kaempferol
: Sebelum diberi ekstrak * Rutin
e Morin
: Sesudah diberi ekstrak e Luteolin
: Meningkat e Myricetin
: Menurun

Benalu teh dan

Gambar 2. 13 Bagan Kerangka Konsep Penelitian
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2.15 Uraian Kerangka Konseptual

DOCA merupakan perkusor hormon mineralokortikoid korteks adrenal
yang memiliki efek analog dengan hormon mineralokortikoid aldosteron.
Pemberian DOCA yang disertai dengan garam akan memberikan garam tambahan
yang akan memfasilitasi proses retensi elektrolit natrium dan air dalam tubuh
sampail terjadi diuresis dan peningkatan tekanan pada ginjal. Selain itu, pemberian
DOCA akan meningkatkan aldosterone di dalam plasma, selanjutnya aldosterone
akan mengaktivasi enzim NADP(H) oksidase sehingga memicu terjadinya stress
oksidatif (Sjakoer & Permatasari, 2011).

Pada kondisi stress oksidatif, maka akan menyebabkan terjadinya tekanan
darah tinggi dan menurunnya pertahanan antioksidan endogen (SOD), serta
peningkatan peroksidasi lipid, sehingga dapat meningkat pula produk akhir dari
preroksidasi lipid (MDA). (Sjakoer & Permatasari, 2011). MDA digunakan
sebagai penanda stress oksidatif, jadi apabila terjadi peningkatan stress oksidatif,
maka kadar MDA di dalam tubuh juga akan mengalami peningkatan (Situmorang
& Zulham, 2020).

Tumbuhan benalu teh dan benalu mangga digunakan dalam penelitian ini
karena memiliki banyak manfaat dalam menyembuhkan berbagai macam penyakit
termasuk sebagai antioksidan, antihipertensi, dan diuretik (Artanti dkk., 2012;
Nurfaat, 2016). Berdasarkan analisis fitokimianya, ekstrak daun benalu teh dan
benalu mangga memiliki senyawa flavonoid, tanin, asam amino, karbohidrat,
alkaloid, triterpenoid, dan saponin (Fitrilia et al., 2015). Tetapi senyawa utama

dalam famili loranthaceae adalah golongan flavonoid seperti Kkuersetin,
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kaempferol, rutin, myricetin, luteolin, laurifoline (Nurfaat, 2016; Zainuddin & ain,
2015; Ohashi et al., 2003).

Senyawa morin dapat meningkatkan ekspresi Nrf2 sehingga memberikan
efek antioksidan dengan mengaktifkan transkripsi gen antioksidan endogen seperti
(SOD) (Donia & Khamis, 2021). Senyawa luteolin dapat menurunkan aktivitas
enzim COX 2, sehingga hal ini dapat mengurangi terbentuknya MDA (Hasan et
al., 2014).

Hal ini dapat terjadi karena senyawa yang ada pada kedua benalu tersebut
diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan biologis yang dapat
mendonorkan ion hidrogen pada radikal bebas sehingga molekulnya menjadi lebih
stabil dan dapat meningkatkan aktivitas nrf2 yang berperan penting dan utama
dalam mengatur respon antioksidan adaptif seluler dan sebagai pertahanan sel
dalam mengatasi stress oksidatif (Demando dkk., 2019).

Penggunaan tanaman herbal juga dapat dianalisis potensinya melalui
pendekatan bioinformatika (in silico) untuk mengembangkan kandidat obat oral
baru. Pendekatan tersebut dilakukan melalui analisis kemiripan obat, prediksi
ADME, dan molecular docking (Daina et al., 2017). Evaluasi sifat mirip obat
secara umum dilakukan berdasarkan aturan Lipinski (rule of five) untuk melihat
suatu obat dapat digunakan secara oral atau tidak. Penggunaan studi in vivo
bersamaan dengan studi in silico akan dapat lebih memperkuat hasil penelitian
(Maftucha dkk., 2022).

Prediksi ADME dapat memberikan informasi mengenai karakteristik
farmakokinetik dan farmakodinamik dari sebuah molekul obat dan

memperlihatkan berbagai profil absorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi.
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(Nusantoro & Fadlan, 2020). Molecular docking membantu mempelajari interaksi
antara senyawa obat dengan protein melalui pengidentifikasian situs aktif yang
cocok pada protein dan menjadi dasar untuk penemuan obat secara simulasi
komputasi (Setiawan & lrawan, 2017). Penggunaan studi in silico bersamaan
dengan studi lain seperti in vivo dapat lebih memperkuat atau mempertegas hasil
penelitian (Sliwoski et al., 2014).

Hasil yang diharapkan dari proses docking ini adalah informasi tentang
seberapa besar potensi senyawa yang terdapat pada benalu teh serta benalu
mangga dalam mengatifkan nrf2 (The nuclear factor erythroid 2—related factor 2)
untuk mengatur gen antioksidan (Ferron et al., 2019).

Proses docking ini juga melihat seberapa besar potensi senyawa yang
terdapat pada benalu teh serta benalu mangga dalam menghambat pembentukan
MDA melalui jalur peroksidasi enzimatis, enzim yang diamati sebagai reseptor
adalah enzim siklooksigenase. Enzim siklooksigenase dipilih untuk diamati secara
in silico pada penelitian ini karena enzim siklooksigenase mendorong

dihasilkannya MDA (Ayala et al., 2014).
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BAB I11
METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian Uji In Vivo
Uji in vivo dilakukan secara eksperimental dengan desain penelitian
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pada delapan perlakuan dan lima ulangan.
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus) galur wistar
berjenis kelamin jantan yang bertujuan untuk mengetahui efektivitas pemberian
ekstrak benalu mangga (EBM) dengan pemberian kombinasi ekstrak benalu teh
dan benalu mangga (EBTBM) terhadap peningkatan kadar SOD serum dan
penurunan MDA serum pada tikus hipertensi yang dipapar DOCA-garam.
3.2 Variabel Penelitian Uji In Vivo
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:
a. Variabel bebas
- Uji in vivo: dosis ekstrak benalu mangga dan kombinasi ekstrak benalu
teh dan benalu mangga.
b. Variabel terikat
- Uji in vivo: kadar superoxide dismutase (SOD) serum dan kadar
malondialdehyde (MDA) serum.
c. Variabel kontrol
- Uji in vivo: tikus putih (Rattus norvegicus) galur wistar jenis kelamin
jantan berumur kurang lebih sekitar 6-8 minggu (+ 2 bulan). Berat badan
berkisar antara 100-200 gram yang diaklimatisasi selama tujuh hari dan
diberi minum serta diberi makan dengan susu pap. Teknik pemberian

ekstrak benalu mangga dan kombinasi benalu teh dan benalu mangga
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dilakukan secara oral. Teknik penginduksian DOCA secara sub kutan,
sedangkan pemberian NaCl secara oral dan diminumkan.
3.3 Sampel Penelitian

Hewan coba dalam penelitian ini menggunakan tikus putih galur wistar
dengan jenis kelamin jantan yang berumur kurang lebih sekitar 6-8 minggu ( 2
bulan) yang dalam keadaan sehat serta berat badan berkisar antara 100-200gram.
Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan dari Laboratorium
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Brawijaya Malang.

Pengelompokan hewan coba tikus didasarkan pada rumus Federer. Subyek
penelitian dibagi menjadi 8 perlakuan dan 5 ulangan, jadi total secara keseluruhan
sampel tikus yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 40 sampel.

3.4 Waktu dan Tempat Penelitian

Dalam melakukan penelitian ini dilaksanakan pada januari-mei 2022.
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Fakultas Sains dan
Teknologi UIN Maliki Malang, pemeliharan tikus di Laboratorium Ekologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Islam Malang,
pengujian variabel penelitian dilaksanakan di Laboratorium Faal, Histopatologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Uji kadar air pada
benalu teh dan benalu mangga dilaksanakan di Balai Materia Medika Batu
Malang.

3.5 Alat dan Bahan
a. Uji InVivo
Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu berupa kandang hewan uji

berukuran 40x30 cm dengan penutup berupa anyaman kawat, timbangan digital,
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botol minum, tempat makan, sekam, tissue, masker, handscone, buras, spidol
warna, alat sonde, botol, kertas saring (Whatmann), corong, gelas ukur,
erlenmenyer (IWAKI), blender (Miyako), oven (Heraeus), batang pengaduk,
kulkas, beaker glass (IWAKI), botol aqua, galon air, pipet tetes, alumunium foil,
vortex (BioRad), spuit onemed, papan bedah, alat sectio, tabung eppendorf
(Falcon), tempat sampah, jarum untuk fiksasi tikus, kertas label, vaplet, sentrifus
(Heraeus Labofuge 200), pengait jaringan, alat pengukur tekanan darah non
invasif (CODA®).Prosedur Penelitian Uji In Vivo
3.5.1 Pembuatan Simplisia

Sampel daun benalu teh dan benalu mangga yang akan digunakan dalam
penelitian ini didapatkan di Kecamatan Kepanjen, Kabupaten Malang. Daun yang
dipilih yaitu daun yang bagus atau tidak busuk serta tidak berjamur. Kemudian
daun yang telah diseleksi selanjutnya di oven pada suhu 50-60°C selama + 3 jam
sampai daun benalu benar-benar kering, lalu disortir kembali untuk dibuang
tangkainya. Proses selanjutnya yaitu dilakukan penghancuran atau pemblenderan
pada daun benalu teh dan benalu mangga agar menjadi bubuk halus (simplisia).
Kemudian benalu yang sudah diblender dilakukan pengayakan dan penimbangan
(Athiroh & Sulistyowati, 2015).
3.5.2 Proses Ekstraksi

Daun benalu teh dan benalu mangga ini dilakukan proses ekstraksi
menggunakan metode maserasi. Awal dari proses ekstraksi ini yaitu setelah
terbentuknya simplisia dari kedua benalu kemudian ditimbang sebanyak 100
gram. Lalu, dimasukkan ke dalam botol plastik yang berukuran 1,5L yang berisi

larutan metanol 90% sebanyak 1L dan simplisia, kemudian dilakukan pengocokan
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(shake) selama 60 menit atau satu jam agar larutan tersebut homogen. Setelah
dikocok kemudian didiamkan dan diendapkan selama 24 jam, harapannya agar zat
aktif yang terkandung di dalam daun benalu teh dan benalu mengga tersebut dapat
ditarik oleh pelarut metanol. Proses ini dilakukan sebanyak tiga kali dan setiap
akan dilakukan pengocokan pelarut diganti (remaserasi).

Setelah 3 kali pengulangan maka hasilnya akan terbentuk dua lapisan, pada
lapisan atas disebut dengan supernatant dan lapisan bawah disebut dengan natant.
Pada bagian supernatant merupakan kandungan zat aktif dari benalu teh dan
benalu mangga, supernatant inilah yang akan digunakan dan di lanjutkan pada
tahap selanjutnya yaitu tahapan esktraksi dengan menggunakan rotary evaporator
dengan suhu 50°C. Hasil ekstrak kental ditempatkan pada Erlenmeyar 250 ml dan
disimpan di lemari pendingin (Muchtaromah et al., 2021).

3.5.3 Persiapan Hewan Coba

Penelitian ini dilaksanakan setelah mendapatkan persetujuan dari Komisi
Etika Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (Ethical
Clearence) dengan nomor: 006/LE.001/1V/03/2020. Hewan uji tikus putih galur
wistar (Rattus norvegicus) jenis kelamin jantan ini dilakukan aklimatisasi di
Laboratorium Ekologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Islam Malang selama 7 hari yang diberi makan dan minum.

Kemudian setelah dilakukan aklimatisasi, hewan coba ditimbang berat
badannya untuk dijadikan sebagai berat badan pra-kondisi. Menurut BPOM
(2014) monitoring berat badan pada hewan uji dilakukan seminggu setelah proses
aklimatisasi sebelum diberikan sediaan uji.

3.5.4 Pembagian Kelompok Sampel
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Pembagian kelompok sampel untuk terapi ekstrak daun benalu mangga
a) K-: tikus sehat tanpa diberi DOCA-garam, EBM dan EBTBM.
b) K+: tikus diberi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM.
c) P1:tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 50 mg/kgBB.
d) P2:tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 100 mg/kgBB.
e) P3:tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
f) P4: tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 50 mg/kgBB.
g) P5: tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 100

mg/kgBB.
h) P6: tikus diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 200

mg/kgBB.
3.5.5 Pembuatan Tikus Model Hipertensi dengan DOCA-Garam

Sebelum hewan coba diberi DOCA-garam dilakukan tensi terlebih dahulu
untuk mengetahui tensi awal dari hewan uji sebelum pemberian perlakuan untuk
membuat hewan uji hipertensi yang nantinya akan digunakan sebagai
perbandingan tensi hewan uji sebelum dan sesudah perlakuan. Setelah dilakukan
tensi, selanjutnya yaitu pemberian minum garam atau NaCl. Pemberian minum
diberikan pada perlakuan selain kontrol negatif (K-), NaCl selain diminumkan
juga diberikan dengan cara disonde sebanyak 4cc pertikus selama 28 hari.
Selain diberikan NaCl, hewan coba juga diberikan DOCA yang dilakukan

secara sub kutan dan dilakukan sebanyak 2 kali dalam seminggu selama 28 hari.
Serbuk DOCA terlebih dahulu dilarutkan menggunakan minyak jagung dan

dihomogenkan dengan vortex mixer untuk memudahkan pelarutan dengan cepat.

57



Dosis DOCA yang diberikan pada tikus disesuaikan dengan berat badan,
sehingga dosis DOCA yang diberikan pada setiap tikus berbeda-beda. DOCA
diberikan pada perlakuan selain kontrol negatif (K-). Pemberian DOCA-garam ini
bertujuan agar hewan coba mengalami tekanan darah tinggi atau hipertensi.

Untuk mengetahui takaran dosis yang diberikan kepada tikus untuk
membuat hipertensi, dapat dilakukan perhitungan sebagai berikut:

a) Perhitungan Dosis DOCA

Berat badan tikus
1000

Ulangan n = X 15mg

. 185 _
Jadi, Ulangan 1 = To00 % 15mg =2,78 mg

(kebutuhan DOCA tiap ekor tikus dengan berat badan 185 gr selama sehari).
¥ = jumlah hasil perhitungan dosis DOCA pada semua ulangan, kemudian
dihitung rata-ratanya.
Kemudian DOCA yang telah dihitung rata-ratanya dilarutkan dengan
minyak jagung (injeksi secara sub cutan volume 0.5 cc), dengan perhitungan

minyak jagung sebagai berikut:

(Beratbadanlikus
1000

Rata—rata perhitungan dosis DOCA

Xlsmg) X 0.5 cc

Ulangan ke — n =

% = jumlah hasil total perhitungan dosis minyak wijen pada semua ulangan.
b) Pembuatan NaCl

= Perhitungan pembuatan NaCl untuk Air Minum

[ 200 mg /50 cc / tikus / hari ]

Sehingga, cara penghitungannya sebagai berikut, jika untuk 24 ekor maka:
200 mg x 40 ekor = 8.000 mg --------------- 50 cc x 40 ekor = 2.000 cc/hari

Karena perlakuan diberikan selama 28 hari maka:
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8.000 mg x 28 hari = 224.000 mg ------------ 2.000 cc x 28 hari = 56.000 cc

Jadi, pemberian NaCl untuk air minum pada tikus dalam 28 hari membutuhkan:
Berat zat terlarut (NaCl) : 224.000 mg NaCl

Volume pelarut (akuades)  :56.000 cc air

= Perhitungan pembuatan NaCl untuk Penyondean

Penyondean dilakukan 2x sehari yaitu pagi dan sore, karena penyondean
memerlukan 2 cc/sonde maka dibutuhkan 4 cc/hari

Sehingga, perhitungan untuk 24 ekor tikus sebagai berikut:

[ 800 mg / 4cc / tikus / hari ]
Berat zat terlarut (NaCl) : 800 mg NaCl x 40 ekor = 32.000 mg
Volume pelarut (Aquades) : 4cc x 40 ekor =160 cc

3.5.6 Prosedur Pemberian Terapi

Tikus yang telah diberi perlakuan induksi DOCA-garam selama 14 hari,
kemudian diberikan terapi EBM dan kombinasi EBTBM serta diberi DOCA-
garam bersamaan dengan terapi tersebut dengan cara disonde melalui oral
sebanyak 5x dalam seminggu selama 14 hari dengan menggunakan alat sonde
khusus untuk tikus yang sesuai dengan dosis dan volume yang telah dihitung.

Pemberian EBM dan kombinasi EBTBM diberikan kepada tikus sebanyak
50 mg/KgBB, 100 mg/KgBB, dan 200 mg/KgBB. Kombinasi ekstrak benalu teh
dan benalu mangga dengan perbandingan 3:1, 3 untuk benalu mangga dan 1 untuk
benalu teh.
3.5.7 Pengukuran Tekanan Darah Pada Tikus

Pengukuran tekanan darah pada hewan coba menggunakan metode tail-cuff

auto-pickup tanpa anestesi yang dilakukan di Laboratorium FAAL Universitas
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Brawijaya Malang. Pengukuran tekanan darah awal pada hewan coba dilakukan
sebelum perlakuan (pra-perlakuan), pengukuran kedua dilakukan setelah
pemberian DOCA-Garam selama 14 hari, kemudian pengukuran ketiga dilakukan
setelah pemberian ekstrak benalu mangga (EBM) serta kombinasi ekstrak benalu
teh dan benalu mangga (EBTBM) + DOCA-garam selama 14 hari.

Alat yang digunakan dalam mengukur tensi darah pada hewan coba yaitu
pengukur darah non invasif CODA® dengan manset ekor yang disebut cuff
terdapat Volume Pressure Recorder (VPR) cuff dan occlusion cuff. Animal
holders merupakan tempat khusus untuk restrain tikus. Sebelum diukur tensi
darah pada tikus, hal yang harus dilakukan terlebih dahulu yakni tikus diletakan di
animal holder dan tikus sebelumnya dihangatkan dengan menggunakan warming
pad sampai suhu tubuh tikus kembali ke suhu yang optimal.

Manset ekor yang dipasang diekor tikus kemudian akan mengembang dan
menekan ekor yang dialiri oleh darah yang akan mendeteksi denyut pada ekor
tikus tersebut. Denyut yang terdeteksi pada ekor tikus merupakan tekanan darah
sistolik dan diastolik yang terdapat pada hewan tikus. Pengukuran tekanan darah
pada hewan uji coba tikus dilakukan sebanyak lima belas kali ulangan dan
kemudian diambil hasil nilai rata-ratanya pada pengukuran tekanan darah tersebut
(Nugroho, dkk. 2018).

3.5.8 Pembedahan

Proses pembedahan dilakukan untuk mengambil organ jantung yang
kemudian diambil sel darahnya (Phlebotomy) dari vena sebagai sampel parameter
yang akan diukur dan diuji lebih lanjut. Proses pertama yang dilakukan sebelum

pembedahan ini adalah dengan menginjeksi tikus menggunakan ketamine 10%,
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setelah itu menunggu hingga tikus tidak sadarkan diri, lalu dilakukan pembedahan
dengan alat sectio dan alat bedah lainnya. Organ jantung diambil kemudian sel
darah pada jantung diambil dengan spuite (Phlebotomy) kemudian diletakkan
dalam tube vacutainer. Setiap tube vacutainer diberi label sesuai nama tikus
kelompok perlakuan. Setelah itu dilakukan analisis kadar SOD serum dan MDA
serum (Athiroh & Wahyuningsih, 2017).

3.5.9 Pengukuran Superoxide Dismutase (SOD)

Pengukuran kadar SOD menggunakan campuran Xantine 100 pl + Xantine
Oksigen (XO) 100 ul + NBT 100 pl + PBS 1600 pl + sampel serum 100 pl.
kemudian dilakukan proses inkubasi selama 30 menit pada suhu 30°C. Kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 3500 rpm selama 10 menit. Hasil dari proses
sentrifugasi diambil supernatantnya kemudian diukur secara spektrofotometri UV
(1700 Pharma Sec) dan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu) pada panjang
gelombang A maksimum (580) nm (Sjakoer and Sulistyowati, 2013; Mustofa dkk.,
2013; Athiroh dkk., 2014).

3.5.10 Pengukuran Malondialdehyde (MDA)

Konsentrasi kadar MDA dilakukan mengikuti teknik asam tiobarbiturat
dengan cara serum diambil sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan TCA 40%.
Selanjutnya ditambahkan 200 ul HCI 1N, 0,5 mL akuades dan 100 ml Nathio 1%.
Larutan dipanaskan pada suhu 100-C selama 25 menit. Kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm. Absorbansi dibaca dengan menggunakan
spektrofotometer (UV 1700 Pharma Sec) dan UV Vis (Shimadzu) pada panjang

gelombang 532 nm (Athiroh & Wahyuningsih, 2017).
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3.5.11 Analisis Data

Hasil data yang didapat berupa rata-rata persentase dari penghitungan tensi,
kadar SOD dan MDA serum yang kemudian masing-masing diuji normalitas
menggunakan uji Kolmogorov-smirnov. Bilangan sig. lebih dari 0,05
menunjukkan data berasal dari populasi yang berdistribusi normal. Apabila data
tidak berdistribusi normal maka dilakukan transformasi (Sukestiyarno &
Agoestanto, 2017), namun apabila data diketahui berdistribusi normal dilanjutkan
dengan uji homogenitas dengan Lavene test. Jika nilai sig. yang didapatkan lebih
dari 0,05 maka semua kelompok data memiliki varians yang homogen (Payadnya
& Jayantika, 2018).

Data yang normal dan homogen kemudian diuji dengan analisis
parametrik menggunakan uji one way analysis of variance (ANOVA) dengan
taraf signifikansi 5%. Analisis ANOVA digunakan untuk uji hipotesis dengan
menguji perbedaan rerata antar kelompok. Jika nilai sig. yang didapatkan kurang
dari 0,05 maka dinyatakan HO ditolak, sebaliknya jika nilai sig. lebih dari 0,05
maka dinyatakan HO diterima (Payadnya & Jayantika, 2018). Jika data percobaan
diketahui signifikan (HO ditolak) maka pengujian dilanjutkan dengan uji DMRT
(Duncan's Multiple Range Test) dengan taraf signifikansi 5% untuk melihat
kelompok mana yang berbeda secara signifikan. Analisis data pada penelitian ini
dilakukan menggunakan program spss 25.

3.6 Rancangan Penelitian Uji In Silico
Uji in silico pada penelitian ini termasuk dalam jenis penelitian pre-

experimental design dengan berbasis komputer.
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3.7 Variabel Penelitian Uji In Silico
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:
a. Variabel bebas
- Uji in silico: ligan yang digunakan yaitu senyawa aktif pada daun benalu
teh (Scurrula artopurpurea (BL.) Dans) dan daun benalu mangga
(Dendrophthoe pentandra L. miq) yaitu kuersetin, kaempferol, rutin,
myricetin, luteolin, morin.
b. Variabel terikat
- Uji in silico: analisis druglikness, nilai uji lipinksi rule of live (prediksi
ADME), SWISS ADME, dan hasil molecular docking senyawa aktif pada
daun benalu teh (Scurrula artopurpurea (BL.) Dans) dan daun benalu
mangga (Dendrophthoe pentandra L. miqg).
c. Variabel kontrol
- Uji in silico: analisis druglikness, nilai uji lipinksi rule of live (prediksi
ADME), SWISS ADME, dan | molecular docking.
3.8 Prosedur Penelitian Uji In Silico
3.8.1 Uji PASS (Prediksi Bioaktivitas Senyawa Aktif)
Tahap awal melalui SMILES untuk mencari senyawa aktif dari benalu teh

dan benalu mangga di laman https://pubchem.ncbi.nml.nih.gov. Selanjutnya ligan

SMILES dimasukkan dalam PASS Online dan dilakukan prediksi aktivitas (Get

Prediction) pada laman http://www.pharmaexpert.ru/passonline/.

3.8.2 Analisis Drug likeness Menggunakan SwissADME
Senyawa uji dari benalu teh dan benalu mangga yang didapatkana dari hasil

LCMS penelitian sebelumnya. Senyawa target dari kedua benalu tersebut
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diprediksi memiliki aktivitas biologis menggunakan website PASSOnline

http://www.way2drug.com/passonline/. Kemudian dilakukan analisis probabilitas

senyawa target sebagai kandidat obat melalui website SwisSADME

http://www.swissadme.ch/ untuk  mendapatkan  pengetahuan  mendalam

berdasarkan hukum Lipinski dan farmakokinetik termasuk penyerapan, distribusi,
metabolisme, dan ekskresi dari senyawa target yang diamati. Kemudian diseleksi
senyawa yang memenuhi hukum Lipinski (Nusantoro & Fadlan, 2020).
3.8.3 Prediksi ADMET

Senyawa uji dari benalu teh dan benalu mangga seperti kuersetin,
kaempferol, rutin, myricetin, luteolin, dan morin dipelajari lebih lanjut untuk
mengetahui profil penyerapan, distribusi, metabolisme, ekskresi, toksisitas
(ADMET) dengan perangkat pkCSM online tool

https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/. Analisis yang dilakukan dengan memasukkan

struktur dalam format SMILES dan menghasilkan data deskriptor.
3.8.4 Preparasi Ligan dan Protein Target
Preparasi protein target berupa struktur 3 dimensi seperti Nrf2 (PDB: 1X2R)

dan enzim COX 2 (PDB: 3LN1) diperoleh dari website http://www.rcsb.org/ dan

senyawa uji dari benalu teh dan benalu mangga seperti kuersetin, kaempferol,
rutin, myricetin, luteolin, dan morin dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak Biovia Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298. Protein target
dihilangkan molekul air (H20) dan ligand alaminya dan disimpan dalam format

pdb.
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3.8.5 Validasi Metode Molecular Docking

Validasi dilakukan dengan redocking yaitu mendockingkan kembali native
ligand dengan protein target berupa Nrf2 (PDB: 1X2R) dan enzim COX 2 (PDB:
3LN1) yang sebelumnya sudah dihilangkan native ligandnya dengan aplikasi
PyRx dan Biovia Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298. Parameter validasi
metode molecular docking adalah nilai RMSD dari hasil docking.
3.8.6 Penambatan Ligan pada Protein Target

Senyawa uji yang akan digunakan ditambatkan pada protein target
menggunakan Software PyRx. Hasil yang diperoleh dari proses penambatan
senyawa uji pada protein target ini adalah nilai energi ikatan (AG) yang
menunjukkan kekuatan ikatan antara ligand dengan protein target. Semakin kecil
nilai energi ikatan, maka ikatan yang terbentuk semakin kuat dan stabil.
Visualisasi hasil penambatan molekul dilakukan dengan menggunakan software
Biovia Discovery Studio Visualizer untuk menentukan ikatan hidrogen dan residu
asam amino.
3.8.7 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan berdasarkan data hasil uji sifat
fisikokimia dan molecular docking terhadap senyawa yang berpotensi sebagai
bahan obat. Pada uji sifat fisikokimia, parameter uji berdasarkan terpenuhinya
Hukum Lipinski yang meliputi berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi
oktanol/air (LogP), jumlah ikatan antar atom yang berotasi (Torsion), Hydrogen
Bond Accptors (HBA), Hydrogen Bond Donor (HBD) (Syahputra dkk., 2014).
Analisis data yang dilakukan berdasarkan nilai RMSD, nilai afinitas,

ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, dan interaksi residu
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asam amino. Semua pengujian dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Analisis
dijabarkan secara deskriptif untuk mengetahui perbedaan nilai afinitas dan

interaksi residu asam amino antar senyawa uji (Candra & Made, 2021).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ekstrak Benalu Mangga (EBM) dan Kombinasi Ekstrak
Benalu Teh dan Benalu Mangga (EBTBM) terhadap Kadar SOD Serum

Ekstrak benalu mangga (EBM) dan kombinasi ekstrak benalu teh dan
benalu mangga (EBTBM) yang diberikan kepada tikus hipertensi selama 14 hari
bertujuan untuk melihat pengaruh EBM dan kombinasi EBTBM terhadap kadar
SOD serum pada tikus hipertensi. Hasil pengamatan persentase SOD serum ketika
diuji normalitas dengan Kolmogorov-smirnov dengan nilai yaitu p=0.349
(p>0.05), hal tersebut menunjukkan bahwa data berdistribusi normal. Selanjutnya
dilakukan uji homogenitas dengan Lavene test dengan nilai yaitu p=0.150
(p>0.05), hal tersebut menunjukkan bahwa data homogen yang artinya asumsi uji
homogenitas pada data tersebut terpenuhi, sehingga memenuhi asumsi dasar untuk
syarat pengujian One Way Anova. Berdasarkan hasil uji One Way Anova data
rerata persentase jumlah kadar SOD serum memiliki nilai p=0.000 (p<0.05),
sehingga hipotesis nol (Ho) ditolak dan hipotesis satu (H1) diterima (Lampiran 1).
Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian EMBM dan EBTBM berpengaruh
terhadap kadar SOD serum. Untuk mengetahui perbedaan diantara perlakuan
maka dilakukan uji lanjut dengan menggunakan uji Duncan. Hasil uji lanjut
Duncan dapat dilihat melalui tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Rerata persentase kadar SOD serum

No. Perlakuan N Rerata =+ SD
1 K- 5 15.0 + 0.58 ¢
2 K+ 5 13.7+0.62°2
3 P1 5 15.2 + 0.28 ¢
4 P2 5 15.3 +0.21 b
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5 P3 5 14.9 +0.29°
6 P4 5 16.5+0.30°
7 P5 5 15.5 +0.50
8 P6 5 16.0 +0.32%
Keterangan:
K- : tanpa diberi DOCA-garam, EBM dan EBTBM.

K+  :diberi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM.

P1 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P2 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P3 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 200 mg/kgBB.

P4 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P5 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P6 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
Berdasarkan hasil uji ANOVA (p<0,05), secara signifikan semua perlakuan
seperti P1, P2, P3, P4, P5, dan P6 berbeda nyata dengan kontrol.

Berdasarkan hasil analisis kadar superoxide dismutase (SOD)
menggunakan SPSS menunjukkan bahwa pemberian EBM dan EBTBM dengan
dosis yang berbeda mampu meningkatkan kadar SOD serum pada tikus hipertensi.
Berdasarkan tabel di atas, rerata kadar SOD pada kelompok kontrol positif (K+)
yaitu kelompok tikus hipertensi dengan jumlah rerata kadar SOD 13.7 = 0.62 u/ml
berbeda secara signifikan dengan semua kelompok perlakuan (K-, P1, P2, P3, P4,
P5, dan P6) dengan rerata jumlah SOD terkecil dibandingkan dengan kelompok
dan perlakuan yang lain. Perlakuan 4 dengan rerata jumlah SOD 16.5 £ 0.30 u/ml
terlihat tidak berbeda signifikan dengan P6, namun berbeda secara signifikan
dengan kelompok dan semua perlakuan yang lain (K-, K+, P1, P2, P3, dan P5)

yang memiliki rerata jumlah SOD tertinggi dibanding perlakuan lainnya.
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Gambar 4. 1 Rerata persentase kadar SOD serum dan notasi DMRT

Keterangan:

K- : tanpa diberi DOCA-garam, EBM dan EBTBM.

K+ : diberi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM.

P1 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P2 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P3 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 200 mg/kgBB.

P4 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P5 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P6 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
Rerata kadar SOD serum menunjukkan sistem pertahanan tubuh terhadap

radikal bebas yang ada di dalam tubuh. SOD serum dipilih karena menurut Dianti

dkk., (2017) mengungkapkan bahwa SOD merupakan antioksidan endogen yang

menjadi pertahanan tubuh pertama dalam mengatasi stres oksidatif, sehingga

keberadaan SOD sangat penting di dalam tubuh untuk mencegah atau mengurangi

adanya stress oksidatif dan menunjukkan manfaat untuk pencegahan hipertensi.
Rerata SOD serum pada kontrol positif (K+) yaitu tikus yang diinduksi

DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM memiliki nilai rerata terendah jika

dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya. Hal ini dapat dikatakan bahwa

DOCA-garam mampu meningkatkan tekanan darah yang dapat menurunkan
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aktivitas atau kadar SOD serum. Hal tersebut sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Pestana et al., (2020) mengungkapkan pemberian DOCA-garam
terbukti memperburuk hipertensi dan meningkatkan stress oksidatif dengan
peningkatan ekspresi atau aktivitas turunan dari ROS seperti anion superoksida
(O2). Apabila jumlah radikal bebas yang terus meningkat akan meningkatkan
pula pemakaian enzim antioksidan intraseluler SOD, sehingga aktivitas dan
kandungan antioksidan intraseluler menurun, hal ini akan meningkatkan kadar
MDA (Sjakoer & Sulistyowati, 2013; Athiroh & Wahyuningsih 2017; Aini dkk.,
2021; Suroyya et al., 2021; Lestari dkk., 2023).

Pemberian EBM dengan dosis 50, 100, dan 200 mg/kgBB dan pemberian
EBTBM dengan dosis 50, 100, dan 200 mg/kgBB sebagai antioksidan eksogen
yang dapat meningkatkan rerata persentase kadar SOD serum pada tikus
hipertensi. Peningkatan SOD serum pada tikus hipertensi ini dikaitkan dengan
kandungan senyawa yang terdapat pada EBM dan kombinasi dari EBTBM.

Menurut Fitrilia et al., (2015) telah diketahui bahwa kandungan kimia yang
terdapat dalam benalu mangga adalah flavonoid, tanin, asam amino, karbohidrat,
alkaloid, triterpenoid, dan saponin, sedangkan pada ekstrak benalu teh terdapat 16
senyawa bioaktif yang terdiri dari dua santin, dua monoterpen glikosida dari
glikosida flavonol, enam senyawa asam lemak, empat flavon dan satu glikosida
lignan yang berfungsi sebagai antioksidan (Suroyya et al., 2021).

Hal ini sesuai dengan penelitian Athiroh & Wahyuningsih (2017)
mengatakan bahwa pemberian ekstrak metanol benalu teh dosis 1000, 2000, dan
4000 mg/kgBB tidak menimbulkan sifat toksik dan berpengaruh terhadap

perbaikan stres oksidatif melalui peningkatan kadar SOD dan penurunan kadar
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MDA serum. Selain itu, kombinasi benalu teh (Scurrula atropurpurea) (BIl.)
Dans. dan benalu mangga (Dendrophthoe pentandra) terbukti aman dan tidak
menimbulkan sifat toksik terhadap organ ginjal, dan profil lipid tikus wistar betina
serta memiliki aktivitas antihipertensi (Anjani dkk., 2021; Lestari dkk., 2020).

Menurut Athiroh dan Wahyuningsih (2017) senyawa kuersetin yang
merupakan turunan dari flavonoid yang terdapat pada benalu mangga memiliki
aktivitas sebagai antioksidan, hal ini dikarenakan pada senyawa kuersetin dapat
menyumbangkan atau melepaskan ion hidrogen pada radikal bebas peroksi agar
lebih stabil dan mampu mencegah terjadinya oksidasi pada fase propagasi maupun
inisiasi. Hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Abeng dkk (2021)
mengatakan bahwa senyawa flavonoid memiliki efek vasodilator, antiplatelet dan
menurunkan hipertensi. Flavonoid dapat melebarkan pembuluh darah dan
mengurangi tekanan pada dinding-dinding arteriol, sehingga tekanan darah dapat
diturunkan ke level awal.

Pemberian perlakuan yang terbaik dalam meningkatkan SOD serum pada
tikus hipertensi yaitu pada perlakuan 4 (pemberian EBTBM dosis 50 mg/kgBB).
Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang mengatakan bahwa pemberian
ekstrak metanolik benalu teh dan benalu mangga dosis 50 mg/kgBB dapat
menurunkan jumlah nekrosis pada sel otak pada tikus hipertensi. Hal ini dapat
terjadi karena benalu teh dan benalu mangga sama-sama memiliki kandungan
antioksidan yang tinggi sehingga hal ini dapat mengurangi stress oksidasi dengan
cara mengurai beberapa jenis ROS seperti anion superoksida (O2) menjadi

hidrogen peroksida (H202) (Oktaviana et al., 2021).
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Kandungan senyawa yang terdapat pada benalu mangga dan benalu teh
tersebut menjadikan benalu mangga dan benalu teh berpotensi untuk
dimanfaatkan sebagai tumbuhan herbal dalam mengatasi radikal bebas dan
penyakit seperti hipertensi. Hal tersebut menjadi karunia yang Allah berikan
untuk menjamin bahwa setiap penyakit yang datang, Allah SWT pasti
menyediakan pula penawarnya, seperti yang diriwayatkan oleh Rasulullah SAW

yang tertuang dalam hadist Imam Bukhari sebagai berikut:
das A 05T Y e d 05

Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit, melainkan akan
menurunkan pula obat untuk penyakit tersebut” (HR Al-Bukhari no. 5354).

Secara bahasa kata #&& artinya obat atau penawar. Menurut Al-Qayyim
(2010) Allah SWT menciptakan obat untuk menyembuhkan segala jenis penyakit,
sehingga manusia sebagai makhluk yang berakal diperintahkan untuk terus
menggali informasi berbagai macam bahan yang memiliki potensi dalam
penyembuhan, sekaligus Allah SWT memerintahkan untuk melakukan
pengobatan ketika sakit sebagai bentuk rasa tawakal. Dalam hal ini, maka untuk
meningkatkan antioksidan endogen seperti SOD dapat dilakukan dengan usaha
mengkonsumsi tumbuhan herbal, yang kaya akan senyawa-senyawa yang dapat
meningkatkan antioksidan endogen dan mengurangi jumlah radikal bebas yang
ada di dalam tubuh, seperti tumbuhan benalu teh dan benalu mangga.

4.2 Pengaruh Ekstrak Benalu Mangga (EBM) dan Kombinasi Ekstrak
Benalu Teh dan Benalu Mangga (EBTBM) terhadap Kadar MDA Serum

Ekstrak benalu mangga (EBM) dan kombinasi ekstrak benalu teh dan
benalu mangga (EBTBM) yang diberikan kepada tikus hipertensi selama 14 hari

yang bertujuan untuk melihat pengarun EBM dan kombinasi EBTBM terhadap
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kadar MDA serum pada tikus hipertensi. Pengukuran kadar MDA serum pada
penelitian ini dilakukan untuk menunjukkan adanya peningkatan radikal bebas di
dalam tubuh (Spirlandeli et al., 2014). Menurut Pratama & Busman (2020)
berbagai penyakit salah satunya seperti hipertensi disebabkan oleh adanya radikal
bebas yang tinggi. Radikal bebas ini sangat berbahaya karena dapat menyebabkan
kerusakan dalam sel dan meningkatkan jumlah peroksida lipid yakni MDA. MDA
merupakan suatu radikal bebas yang dihasilkan dari metabolit peroksida lipid dan
sering digunakan sebagai biomarker biologis untuk mengetahui adanya stress
oksidatif. Stress oksidatif kondisi inilah yang menyebabkan terjadinya disfungsi
endotol pada hipertensi (Shofia dkk., 2013).

Hasil pengamatan persentase MDA serum ketika diuji normalitas dengan
Kolmogorov-smirnov dengan nilai yaitu p=0.456 (p>0.05), hal tersebut
menunjukkan bahwa data berdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji
homogenitas dengan Lavene test yang memiliki nilai yaitu p=0.170 (p>0.05), hal
tersebut menunjukkan bahwa data homogen yang artinya asumsi uji homogenitas
pada data tersebut terpenuhi, sehingga memenuhi asumsi dasar untuk syarat
pengujian One Way Anova. Berdasarkan hasil uji One Way Anova data rerata
persentase jumlah kadar SOD serum memiliki nilai p=0.000 (p<0.05), sehingga
hipotesa nol (Ho) ditolak dan hipotesa satu (H:) diterima (Lampiran 1). Hal
tersebut menunjukkan bahwa pemberian EBM dan EBTBM mempengaruhi kadar
MDA serum. Untuk mengetahui perbedaan diantara perlakuan maka dilakukan uji
lanjut dengan menggunakan uji Duncan. Hasil uji lanjut Duncan dapat dilihat

pada tabel 4.2

73



Tabel 4. 2 Rerata persentase kadar MDA serum.

No Perlakuan N Rerata = SD
1 K- 5 578 +16.13¢
2 K+ 5 804 +80.98 ¢
3 P1 5 498 +28.11"
4 P2 5 458 +43.35°
5 P3 5 486 + 33.27 "¢
6 P4 5 360 +23.612
7 P5 5 375+37.712
8 P6 5 533 +44.78
Keterangan:
K- : tanpa diberi DOCA-garam, EBM dan EBTBM.

K+  :diberi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM.

P1 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P2 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P3 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 200 mg/kgBB.

P4 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P5 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 100 mg/kgBB.

P6 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
Berdasarkan hasil uji ANOVA (p<0,05), secara signifikan semua perlakuan
seperti P1, P2, P3, P4, P5, dan P6 berbeda nyata dengan kontrol.

Rerata persentase kadar MDA serum yang tertinggi (Tabel 4.2) diantara
semua kelompok perlakuan terdapat pada kelompok K+ yaitu kelompok tikus
yang diinduksi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM dengan rerata
jumlah MDA serum 804.7+£80.98 u/ml berbeda secara signifikan dengan semua
kelompok perlakuan K-, P1, P2, P3, P4, P5, dan P6. Rerata persentase kadar
MDA serum yang terendah diantara semua perlakuan terdapat pada perlakuan 4
(pemberian EBTBM dosis 50 mg/kgBB) dengan rerata jumlah MDA serum
360.9£23.61 u/ml menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan kelompok
perlakuan K-, K+, P1, P2, P3, dan P6, namun tidak berbeda signifikan dengan P5.

Hasil pada K+ menurut uji DMRT merupakan rerata persentase kadar

MDA serum yang tertinggi diantara semua perlakuan. Hal tersebut menunjukkan
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bahwa terjadi peningkatan kadar MDA serum pada saat keadaan hipertensi akibat
diinduksi DOCA-garam secara terus menerus selama 28 hari, sehingga hal ini
menyebabkan hewan coba mengalami stress oksidatif yang meningkatkan jumlah
radikal bebas yang di tandai dengan kadar MDA yang semakin tinggi di dalam
tubuh. Hal tersebut sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Athiroh dan
Permatasari (2011) yang mengungkapkan bahwa penginduksian DOCA-garam
akan meningkatkan aldosterone, aldosterone mengaktivasi NAD(P)H oksidase
sehingga menyebabkan stress oksidatif. Kondisi demikian akan meningkatkan
pembentukan radikal bebas seperti anion superoksida (O2) yang dapat merusak
berbagai sel, jaringan dan organ di dalam tubuh serta dapat menimbulkan
kerusakan langsung pada lipid yang akan mudah teroksidasi (peroksidasi lipid)
yang nantinya akan menghasilkan produk utama salah satunya yaitu MDA (Ayala
etal., 2014).

Menurut Pestana et al., (2020) mengungkapkan DOCA dapat menstimulasi
terjadinya proses fisiologis sesuai dengan fungsi hormon aldesteron yaitu retensi
elektrolit natrium dan air. Mekanisme pemberian DOCA yang akan di serap oleh
tubuh yaitu DOCA yang dilarutkan dengan minyak jagung diinduksikan secara
subkutan pada tikus akan diserap perlahan-lahan masuk ke sirkulasi darah
sistemik. Selanjutnya DOCA bekerja sebagai mineralokortikoid dan bertindak
sebagai prekusor aldosteron. Hormon aldosteron yang telah terstimulasi akan
mengakibatkan retensi elektrolit natrium dan air. Model eksperimental dari
hipertensi yang bergantung pada mineralokortikoid seperti DOCA-garam
menunjukkan terjadinya stress oksidatif yang dibuktikan dengan peningkatan

aktivitas NADPH oksidase (NOX), peningkatan produksi ROS vaskular, dan
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peningkatan TBARS yang merupakan pendeteksi produk sampingan dari
peroksidasi lipid seperti MDA.

Menurut Hutapea et al., (2014) mengungkapkan bahwa senyawa yang
terbukti memperburuk hipertensi adalah turunan dari ROS yaitu seperti anion
superoksida (O2), hydrogen peroksida (H203), dan radikal hidroksil (OH") dapat
menginaktifkan NO melalui proses reaksi yang cepat dan membentuk
peroksinitrit. Disamping itu pula peningkatan anion superoksida akan
menurunkan BH4, dan ketersidaan NO akan menurun sehingga akan

mengakibatkan terjadinya disfungsi endotel.
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Gambar 4. 2 Rerata persentase kadar MDA serum
Keterangan:
K- : tanpa diberi DOCA-garam, EBM dan EBTBM.

K+  :diberi DOCA-garam tanpa diberi EBM dan EBTBM.

P1 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 50 mg/kgBB.

P2 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 100 mg/kgBB.
P3 : diberi DOCA-garam dan diberi EBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
P4 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 50 mg/kgBB.
P5 : diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 100 mg/kgBB.
P6 . diberi DOCA-garam dan diberi EBTBM dengan dosis 200 mg/kgBB.
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Notasi DMRT rerata persentase kadar MDA serum pada tabel 4.2
memperlihatkan bahwa P1, P2, P3, P4, P5, dan P6 menunjukkan terjadi
penurunan kadar MDA serum jika dibandingkan K+ yang merupakan kelompok
tikus hipertensi. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian EBM dan EBTBM
dengan dosis yang berbeda dapat menurunkan rerata persentase kadar MDA
serum. Penurunan kadar MDA serum ini dikaitkan dengan kandungan senyawa
yang terdapat pada benalu mangga maupun benalu teh.

Menurut Nurfaat (2016) yang mengatakan bahwa benalu mangga terdapat
berbagai macam kandungan yakni flavonoid, kuersetin, tanin, glikosida, saponin,
serta inulin (Nurfaat, 2016; Sembiring dkk., 2016). Pada benalu teh terdapat
senyawa-senyawa metabolit sekunder yaitu flavanoid, saponin, tannin, alkaloid,
glikosida, dan inulin berpotensi sebagai antioksidan dan antihipertensi (Roikhana
dkk., 2022).

Aksi antoksidan pada benalu mangga dan benalu teh yaitu senyawa aktif
pada kedua benalu tersebut bekerja dengan menangkap radikal bebas hidrogen
peroksida (H202) dan menurunkan ion ferri yang dapat membentuk radikal
hidroksil (OH") dengan reaksi feton. Dengan adanya antioksidan seperti SOD,
katalase, dan glutation peroxidase, radikal hidroksil (OH") akan diubah menjadi
air (H20) sehingga antioksidan dapat menurunkan ROS pada keadaan hipertensi
yang ditandai dengan penurunan proses peroksidasi lipid (Roikhana dkk., 2022).

Hasil penurunan rerata persentase kadar MDA serum yang paling baik
yaitu ditunjukkan pada perlakuan 4 (pemberian EBTBM dosis 50 mg/kgBB). Hal
ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Nabila dkk., (2022) yang

mengungkapkan bahwa pemberian kombinasi ekstrak benalu teh dan benalu
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mangga pada dosis 50 mg/kgBB dapat menurunkan kadar MDA paru pada tikus
hipertensi. Penelitian tersebut memberikan bukti bahwa pengobatan dengan
menggunakan benalu mangga dan benalu teh mendukung dalam menangkal
ataupun mengurangi radikal bebas dan menghambat proses peroksidasi lipid yang
ada di dalam tubuh, sehingga hal tersebut juga dapat menghambat pula
terbentuknya MDA. Selain itu, penelitian tersebut juga dapat menjadi relevansi
terapeutik dalam menghentikan perkembangan hipertensi.

Benalu mangga dan benalu teh merupakan tanaman yang bersifat parasit
atau penggagu, tetapi di sisi lain benalu mangga memiliki potensi sebagai
tumbuhan obat yang dapat menyebuhkan berbagai macam penyakit seperti
hipertensi dan memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Hal ini sesuai dengan
firman Allah SWT dalam Al-Qur’an Surat Al-Imran (3): ayat 191.

DU e U Sla S 1 GllA G G

Artinya: "Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia;
Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.” (QS Al-Imran (3): 191).

Diantara makna surat Al-Imran ayat 191 terdapat kata SUa: e Cdld L 5
(seraya berkata): “Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia) yakni Engkau tidak menciptakan ini dengan sia-sia atau main-main akan
tetapi Engkau menciptakannya sebagai bukti atas hikmah dan kekuasaan-Mu, dan
untuk Engkau jadikan bumi sebagai tempat menguji hamba-hamba-Mu agar
terlihat siapa diantara mereka yang mentaati-Mu dan siapa yang bermaksiat
kepada-Mu. &iais (Maha Suci Engkau) yakni Engkau Maha Suci dari apa yang
tidak layak untuk-Mu. (Zubdatut Tafsir).

Dari arti ayat tersebut telah jelas bahwa apa yang Allah ciptakan di muka

bumi ini semuanya memiliki manfaat dan fungsi masing-masing baik yang
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dianggap tidak berguna, berbahaya, dan parasit (pengganggu) contohnya seperti
benalu mangga yang memiliki berbagai manfaat untuk kesehatan, penyembuh
berbagai macam penyakit, dan optimalisasi fungsi organ tubuh.

4.3 Uji In Silico Senyawa Aktif Benalu Teh dan Benalu Mangga

4.3.1 Uji PASS (Prediksi Bioaktivitas Senyawa Aktif)

Analisis senyawa bioaktif dari benalu teh dan benalu mangga diprediksi
aktivitasnya sebagai antioksidan sekaligus sebagai kardioprotektif (antihipertensi)
berdasarkan struktur kimianya secara in silico menggunakan sofware PASS
Online. Berdasarkan uji PASS senyawa bioaktif turunan dari flavonoid pada
benalu teh dan benalu mangga dapat dilihat pada (Tabel 4.3).

Tabel 4. 3 Prediksi bioaktivitas senyawa aktif benalu teh dan benalu mangga
melalui sofware PASS Online

Sifat Prediksi

Senyawa Utama Bioaktivitas Utama Pa* Pi
NADPH oxidase inhibitor 0.928 0.002
Antioxidant 0.872 0.003
Quercetin Vasodilator 0.472 0.025
(CID_5280343) | Free Radical Scavenger 0.811 0.003
Lipid peroxidase inhibitor 0.788 0.004
Cardioprotectant 0.833 0.003
NADPH oxidase inhibitor 0.889 0.002
Antioxidant 0.856 0.003
Kaempferol Vasodilator 0.502 0.021
(CID_5280863) | Free Radical Scavenger 0.771 0.003
Lipid peroxidase inhibitor 0.783 0.004
Cardioprotectant 0.814 0.003
) NADPH oxidase inhibitor 0.850 0.002
(CID_R:;:OSOS) Antiox-idant 0.923 0.003
Vasodilator 0.740 0.006
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Free Radical Scavenger 0.988 0.001

Lipid peroxidase inhibitor 0.987 0.001

Cardioprotectant 0.988 0.001

NADPH oxidase inhibitor 0.858 0.002

Antioxidant 0.775 0.004

Luteolin Vasodilator 0.495 0.022
(CID_5280445) | Free Radical Scavenger 0.775 0.003
Lipid peroxidase inhibitor 0.740 0.004

Cardioprotectant 0.756 0.004

NADPH oxidase inhibitor 0.890 0.002

Antioxidant 0.850 0.003

Morin Vasodilator 0.508 0.021
(CID_5281670) | Free Radical Scavenger 0.759 0.003
Lipid peroxidase inhibitor 0.783 0.004

Cardioprotectant 0.814 0.003

NADPH oxidase inhibitor 0.939 0.001

Antioxidant 0.924 0.003

Myricetin Vasodilator 0.562 0.016
(CID_5281672) | Free Radical Scavenger 0.832 0.002
Lipid peroxidase inhibitor 0.836 0.003

Cardioprotectant 0.886 0.003

Keterangan: Pa* (Potential Activity), Pi (Potential Inactive). Hasil prediksi

PASS diinterpretasikan sebagai berikut:

(i) Hanya aktivitas dengan Pa>Pi yang dianggap mungkin untuk senyawa
tertentu.

(i)  Jika Pa>0,7 ada kemungkinan besar untuk menemukan aktivitas yang
tinggi secara eksperimental.

(iii)  Jika Pa>0,5 tetapi kurang dari 0,7 peluang untuk menemukan aktivitas
rendah secara eksperimental, tetapi senyawanya mungkin berbeda dengan
agen farmasi yang diketahui.

(iv)  Jika Pa<0,5 peluang untuk menemukan aktivitas secara eksperimental
rendah, namun peluang untuk menemukan entitas kimia baru tinggi.

Hasil prediksi PASS ditunjukkan dengan nilai Pa (Probable activity) dan
Pi (Probable inactivity). Nilai Pa merupakan estimasi kemungkinan suatu
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senyawa untuk aktif melakukan aktivitas biologis (antiulcerative) dalam
eksperimen laboratorium, sedangkan nilai Pi merupakan kebalikannya. Apabila
suatu senyawa memiliki Pa lebih besar daripada Pi (Pa>Pi), maka dapat
diperkirakan bahwa senyawa tersebut berpotensi memiliki aktivitas biologis yang
diharapkan. Semakin besar nilai Pa maka semakin besar kemungkinan yang
dimiliki senyawa tersebut sebagai penghambat NADPH oksidase, antioksidan,
vasodilator, pemusnah radikal bebas, penghambat peroksidasi lipid, dan
kardioprotektif dalam eksperimen labotarorium (Fakih et al., 2022).

Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa kuersetin
kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin memiliki aktivitas penghambat
NADPH oksidase yang tinggi dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki
tingkat kemiripan yang tinggi dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama
karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selaras dengan penelitian
yang dilakukan oleh Lestari dkk., (2023) mengungkapkan bahwa secara in vivo
senyawa flavonoid ini memiliki aktivitas sebagai penghambat NADPH oksidase,
sehingga hal ini dapat mencegah reaksi redoks yang dapat menghasilkan radikal
bebas. NADPH oksidase jika tidak dihambat akan menghasilkan radikal
superoksida (O2). Superoksida akan diubah menjadi hidrogen peroksida (H20>).
Hidrogen ini dalam tahap propagasi akan diubah menjadi radikal hidroksil (OH").
Radikal hidroksil inilah yang menyebabkan terjadinya peroksidasi lemak pada
membran sel sehingga sel mengalami kerusakan (Tain & Hsu, 2022).

Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa kuersetin
kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin memiliki aktivitas antioksidan

yang tinggi dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki tingkat kemiripan
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yang tinggi dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama karena memiliki
nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selaras dengan penelitian yang dilakukan
oleh Kamal (2013) mengatakan antioksidan berperan penting dalam melindungi
dan mendegradasi sel dari paparan radikal bebas yaitu stress oksidatif dan ROS.
Setiap peningkatan stress oksidatif akan menghasilkan peningkatan yang nyata
dalam perkembangan penyakit kardiovaskular dan komplikasinya seperti
hipertensi Adanya aktivitas antioksidan biologis akan dapat mendonorkan
elektron pada radikal bebas sehingga molekulnya menjadi lebih stabil dan dapat
meningkatkan aktivitas nrf2 yang berperan penting dan utama dalam mengatur
respon antioksidan adaptif seluler dan sebagai pertahanan sel dalam mengatasi
stress oksidatif (Demando dkk., 2019).

Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa aktivitas sebagai
vasodilator pada senyawa kuersetin dan luteolin cenderung memiliki nilai rendah
yaitu nilai Pa kurang dari 0,5 (Pa<0,5) menunjukkan bahwa senyawa memiliki
aktivitas biologis yang rendah dalam uji skala in silico dan laboratorium, namun
peluang untuk menemukan entitas kimia baru tinggi. Sedangkan, senyawa
kaempferol, morin, dan myricetin memiliki aktivitas sebagai vasodilator lebih
tinggi dari senyawa kuersetin dan luteolin yaitu Nilai Pa lebih dari 0,5 tetapi
kurang dari 0,7 (0,5<Pa<0,7) menunjukkan bahwa senyawa memiliki aktivitas
biologis yang sedang dalam skala in silico dan laboratorium serta memiliki
potensi untuk pengembangan senyawa obat yang baru dengan bioaktivitas yang
bersangkutan. Pada senyawa rutin memiliki aktivitas vasodilator yang tinggi
dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki tingkat kemiripan yang tinggi

dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama karena memiliki nilai Pa lebih
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dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selarasa dengan penelitian yang dilakukan oleh Sjakoer
dan Permatasari (2012) mengungkapkan bahwa secara in vivo mekanisme kerja
dari flavonoid sebagai vasodilator karena peran otot polos dan endotel pembuluh
darah. Organ target pada pengobatan hipertensi yaitu pada pembuluh darah
(sistem vaskular). Flavonoid benalu teh dalam hal ini quercetin mampu bekerja
langsung pada otot polos pembuluh arteri dengan menstimulir atau mengaktivasi
Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) sehingga menyebabkan
vasodilatasi.

Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa kuersetin
kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin memiliki aktivitas free radical
scavenger yang tinggi dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki tingkat
kemiripan yang tinggi dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama karena
memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selaras dengan penelitian yang
dilakukan oleh Kamilatussaniah dkk., (2015) mengungkapkan bahwa senyawa
flavonoid pada benalu teh dan benalu mangga berperan dalam menangkap dan
menangkal radikal bebas (scavenger). Mekanisme flavonoid sebagai antioksidan
terjadi secara langsung maupun tidak langsung. Mekanisme flavonoid sebagai
antioksidan secara langsung terjadi dengan mendonorkan ion hidrogen sehingga
dapat menetralisir efek toksik dari radikal bebas, sedangkan mekanisme secara
tidak langsung yaitu dengan meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen
melalui beberapa mekanisme salah satunya melalui aktivasi nuclear factor
erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) yang merupakan gen yang berperan dalam

sintesis enzim antioksidan endogen seperti gen SOD.
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Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa Kkuersetin
kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin memiliki aktivitas menghambat
peroksidasi lipid yang tinggi dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki
tingkat kemiripan yang tinggi dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama
karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selaras dengan penelitian
lainnya yang mengatakan senyawa flavonoid pada benalu teh dan benalu mangga
memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang dapat mencegah atau menghilangkan
radikal bebas terutama dalam sel tubuh dengan mendonorkan elektron sehingga
menghasilkan produk yang lebih stabil serta menghambat reaksi berantai radikal
bebas dan dapat menurunkan aktivitas peroksidasi lipid (menurunkan kadar
MDA) (Saxena et al., 2013; Plaza et al., 2014). Selain itu, menurut Suryasaputra
dkk., (2019) rutin, myricetin, dan luteolin berpotensi sebagai inhibitor
siklooksigenase yang berperan penting dalam terbentuknya MDA yang
merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid.

Berdasarkan prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa kuersetin
kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin memiliki aktivitas sebagai
kardioprotektif yang tinggi dalam skala in silico dan laboratorium dan memiliki
tingkat kemiripan yang tinggi dengan senyawa obat pada bioaktivitas yang sama
karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Hal ini selaras dengan penelitian
yang dilakukan oleh Khaki et al., (2011) mengungkapkan bahwa turunan senyawa
flavonoid dapat memodulasi tekanan darah dengan mengembalikan fungsi
endotel, secara langsung dapat mempengaruhi kadar NO, atau secara tidak

langsung melalui jalur lain. Hubungan antara hipertensi dan disfungsi endotel
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berkontribusi terhadap perkembangan aterosklerosis dan komplikasi kesehatan
lainnya dari penyakit kardiovaskular.

Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut memiliki
kemiripan dengan struktur senyawa yang selama ini telah teruji secara
eksperimental dapat menghambat NADPH oksidase, antioksidan, penangkal
radikal bebas, menghambat peroksidasi lipid, dan kardioprotektif. Senyawa-
senyawa tersebut memiliki nilai Pa yang sangat tinggi yaitu Pa lebih dari 0,7
(Pa>0,7) yang artinya senyawa-senyawa tersebut memiliki kemungkinan yang
cukup kuat dalam menghambat NADPH oksidase, antioksidan, pemusnah radikal
bebas, menghambat peroksidasi lipid, dan kardioprotektif, dan ada yang memiliki
kemungkinan rendah sebagai vasodilator. Akan tetapi, hal ini bukan berarti bahwa
senyawa tersebut secara pasti memiliki aktivitas biologis yang rendah sebagai
vasodilator atau sebagai pelebaran pembuluh darah. Oleh karena itu, perlu
dilakukan molecular docking untuk mengkonfirmasi hasil dari PASS (Fakih et al.,
2021).

4.3.2 Uji Drug likeness Menggunakan SwissADME

Evaluasi sifat mirip obat secara umum dilakukan berdasarkan aturan
Lipinski (rule of five). Suatu senyawa dikatakan memiliki potensi untuk
dikembangkan menjadi suatu kandidat obat per oral jika memenuhi Kriteria
Lipinski. Kriteria Lipinski menentukan kemampuan asbsorbsi dan permeabilitas
suatu senyawa. Kriteria Lipinski antara lain berat molekul (<500 Da), log P (<5),
donor ikatan hidrogen (<5), akseptor ikatan hidrogen (<10) (Lipinski et al., 2012).
Hasil Analisa kandungan senyawa kimia dalam daun benalu teh dan benalu

mangga tertera pada (Tabel 4.4).
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Tabel 4. 4 Prediksi bioaktivitas senyawa aktif benalu teh dan benalu mangga
menggunakan prediktor swissADME

Aturan Lima Lipinski

Senyawa CID
Parameter Nilai
T o Berat Molekul (<500 Da) 302.24 g/mol
O = 5280343 | -09 P (=) 1.23
W Donor ikatan hidrogen (<5) 5
Quercetin . . -
(C1sH1007) Akseptor ikatan hidrogen (<10) | 7
o o 1) Berat Molekul (<500 Da) 286.24 g/mol
(] 158
ox Log P (55) :
o o 5280863
Donor ikatan hidrogen (<5) 4
Kaempferol
(C15H100%) Akseptor ikatan hidrogen (<10) 6
e ¢ Berat Molekul (<500 Da) 610.52 g/mol
I o ‘Ofl?H
e LogP (5) 129
o707 | 5280805
“wd L Donor ikatan hidrogen (<5) 10
Rutin Akseptor ikatan hidrogen (<10) 16
Berat Molekul (<500 Da) 286.24 g/mol
5280445 | Log P (=5) 1.73
) Donor ikatan hidrogen (<5) 4
Luteolin _ _
(C15H100%) Akseptor ikatan hidrogen (<10) | 6
e O o Berat Molekul (<500 Da) 302.24 g/mol
(1] Log P (<5 1.20
LI ™ 5281670 s ( ) .
] Donor ikatan hidrogen (<5) 5
Morin ) )
(C15H1007) Akseptor ikatan hidrogen (<10) | 7
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OH

O OH Berat Molekul (<500 Da) 318.24 g/mol
0 OH

HO
(] Log P (<5) 0.79
N 5281672 ‘ '
o Donor ikatan hidrogen (<5) 6
Myricetin
(C15H100s) Akseptor ikatan hidrogen (<10) | 8

Hasil penilaian hukum Lipinski menunjukkan bahwa senyawa seperti
kuersetin, kaempferol, luteolin, morin dan myricetin memiliki berat molekul
kurang dari 500 (<500) g/mol atau Dalton. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-
senyawa tersebut dapat diabsopsi dengan baik dan memiliki permeabilitas yang
tinggi pada saluran intestinal, sedangkan pada senyawa rutin memiliki nilai berat
molekul lebih dari 500 (>500) g/mol atau Dalton. Hal ini menunjukkan bahwa
pada senyawa rutin memiliki absorpsi dan permeabilitas yang rendah pada saluran
intestinal, jadi semakin besar berta molekul pada suatu senyawa maka semakin
sulit untuk diabsorpsi dan permeabilitasnya rendah.

Nilai log P mempengaruhi kemampuan suatu senyawa dalam menembus
membrane plasma, proses distribusi dan afinitas terhadap protein plasma sehingga
nilai Log P dapat mempengaruhi biovailabilitas suatu senyawa obat. Penyebab
paling sering dari rendahnya bioavailabilitas obat rute per oral adalah
permeabilitas yang rendah. Nilai Log P yang optimal untuk suatu kandidat obat
adalah log P<5 (Lipinski et al., 2012; Czyrski, 2019). Nilai log P yang memenuhi
kriteria hukum Lipinski yaitu kuersetin, kaempferol, luteolin, morin, dan
myricetin yaitu nilai log P<5. Sedangkan pada senyawa rutin memiliki nilai log P
yang terlalu negative yaitu log P -1.29. Nilai Log P yang lebih besar yaitu lebih

dari 5 (>5) akan menyebabkan senyawa obat akan cenderung memiliki tingkat
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toksisitas yang tinggi karena akan tertahan lebih lama pada lipid bilayer dan
terdistribusi lebih luas di dalam tubuh sehingga selektifitas ikatan terhadap enzim
target menjadi berkurang. Nilai Log P yang terlalu negatif juga baik karena jika
molekul tersebut tidak dapat melewati membran lipid bilayer (Kilo dkk., 2019).

Nilai donor ikatan hidrogen dan nilai akseptor ikatan hidrogen yang
memenuhi hukum Lipinski yaitu pada senyawa kuersetin, kaempferol, luteolin,
dan morin. Jumlah donor dan akseptor ikatan hidrogen mendeskripsikan semakin
tinggi kapasitas ikatan hidrogen, maka semakin tinggi energi yang dibutuhkan
agar proses absorpsi dapat terjadi. Secara umum aturan Lipinski menggambarkan
solubilitas senyawa tertentu untuk menembus membran sel oleh difusi pasif. Nilai
Donor ikatan hidrogen (<5) Akseptor ikatan hidrogen (<10) yang optimal untuk
suatu kandidat obat (Lipinski et al., 2012; Syahputra dkk., 2011).
4.3.3 Prediksi ADMET

Prediksi ADMET atau farmakokinetika suatu senyawa obat dapat
dilakukan menggunakan perangkat lunak yakni web pkCSM yang merupakan
perangkat lunak yang digunakan untuk memprediksi sifat fisikokimia, absorpsi,
distribusi, metabolisme, eksresi serta toksisitas suatu Senyawa dengan
memasukkan kode SMILES (Nusantoro & Fadlan, 2020). Hasil prediksi absobsi,
distribusi, metabolisme, eksresi, dan toksisitas pada senyawa uji yang terkandung
dalam daun benalu teh dan benalu mangga ditunjukkan pada tabel 4.5.

Tabel 4. 5 Prediksi farmakokinetika pada senyawa uji

ADMET Quercetin | Kaempferol | Rutin | Luteolin | Morin Myricetin

Absorpsi

65.93
Absorpsi pada Usus

Manusia (HIA) 77.207 74.29 23.446 81.13 75.408
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Water solubility -2.925 -3.04 -2.892 -3.094 -2.978 -2.915
Dustribusi
VDss 1.559 1.274 1.663 1.153 1.229 1.317
BBB permeability -1.098 -0.939 -1.899 -0.907 -1.18 -1.493
Metabolisme
CYP2D6 substrate No No No No No No
CYP2D6 inhibitor No No No No No No
Ekskresi
Total Clearance 0.407 0.477 -0.369 0.495 0.486 0.422
Rgﬁiﬁ;gz No No No No No No
Toksisitas
AMES Toxicity No No No No No No
LD50 (mol/kg) 2.471 2.449 2.491 2.455 2.413 2.497

Hasil dari prediksi pkCSM menunjukkan bahwa senyawa yang memiliki
nilai profil absorpsi pada saluran intestinal yang baik adalah luteolin (81.13%).
Sedangkan quercetin (77.207%), kaempferol (74.29%), morin (75.408%), dan
myricetin (65.93%) yang memiliki profil absorpsi intestinal yang cukup baik.
Senyawa rutin memiliki nilai profil absorpsi pada saluran intestinal yang sangat
rendah yaitu (23.446%). Absorpsi pada intenstinal dikatakan baik jika memiliki
nilai prosentase >80% dan dikatakan kurang baik jika prosentasenya <30%. Jadi,
Human Intestinal Absorption (HIA) merujuk ke usus untuk penyerapan obat dari
larutan yang diberikan secara oral untuk dapat menimbulkan efek farmakologis
yang diinginkan, maka obat harus dapat diabsorpsi dengan baik (Pires et al.,
2015). Usus merupakan tempat yang paling utama untuk proses penyerapan obat

yang pemberiannya secara oral, apabila zat yang diserap melebihi 30%, maka zat
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tersebut memiliki nilai absorpsi yang baik, sehingga senyawa tersebut sedikit
diserap di usus dan optimal bekerja pada lumen usus.

Kelarutan dalam air (logS) mencerminkan kelarutan molekul dalam air
pada 25°C. Obat yang larut dalam lemak kurang baik diabsorpsi dibandingkan
obat yang larut dalam air, terutama jika obat tersebut bersifat enteral. Senyawa
dengan nilai water solubility <-6 menunjukkan kelarutan yang rendah. Hasil dari
prediksi pkCSM menunjukkan bahwa semua senyawa uji memiliki nilai water
solubility <-6, hal ini menunjukkan bahwa pada semua senyawa uji memiliki
kelarutan yang rendah (Abdullah dkk., 2021).

Parameter distribusi yang dianalisa adalah volume distribusi (VVDss) dan
kemampuan permabilitas darah ke otak (BBB). VDss adalah volume yang
diperlukan oleh dosis obat untuk dapat didistribusikan secara homogen dan
seimbang pada plasma darah. Berdasarkan prediksi pkCSM, VDss dikatakan
rendah jika memiliki nilai <-0,15 Log L/kg dan dikatakan tinggi jika nilaivVDss >
0,45 Log L/kg (Pires et al., 2015).

Hasil dari prediksi pkCSM menunjukkan bahwa semua senyawa memiliki
VDss tinggi yaitu pada senyawa quercetin, kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan
myricetin. Semakin tinggi VDss, semakin banyak obat yang didistribusikan di
jaringan daripada di plasma, sehingga obat dapat dilarutkan dalam volume besar
dan volume distribusi juga akan besar. Semakin rendah VDss, semakin banyak
obat yang didistribusikan di plasma daripada jaringan. Sebagian besar obat dalam
plasma akan berada dalam keseimbangan antara keadaan tidak terikat atau terikat
pada protein serum. Efikasi obat pemberi dapat dipengaruhi oleh sejauh mana

obat itu mengikat protein dalam darah, karena semakin banyak obat yang terikat,
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semakin kurang efisien yang dapat dilaluinya membran sel atau membran difusi
(Abdullah dkk., 2021).

Kemampuan obat untuk menembus sawar darah otak (Blood Brain
Barrier) merupakan parameter penting yang perlu dipertimbangkan untuk
membantu mengurangi efek samping dan toksisitas atau untuk meningkatkan
khasiat obat yang aktivitas farmakologisnya ada di dalam otak. Otak manusia
dilindungi dari senyawa eksogen melalui sawar darah otak. Permeabilitas otak-
darah diukur secara in vivo pada model hewan sebagai logBB, yaitu rasio
logaritmik konsentrasi pada otak terhadap plasma (Pires, 2018). Senyawa
dikatakan mampu menembus sawar darah otak dengan baik bila mempunyai nilai
Log BB>0.3, dan tidak dapat terdistribusi dengan baik bila log BB<-1
(Krihariyani dkk., 2020). Dari tabel 4.5 dapat dilihat bahwa nilai log BB senyawa
hasil dari prediksi pkCSM vyaitu senyawa kaempferol (-0.939), dan luteolin (-
0.907) yang berarti lebih besar dari -1, sehingga dapat diprediksi bahwa kedua
senyawa tersebut mampu menembus sawar darah otak, sedangkan senyawa
quercetin (-1.098), rutin (-1.899), morin (-1.18), dan myricetin (-1.493) yang
berarti lebih kecil dari -1, sehingga senyawa-senyawa tersebut tidak dapat
terdistribusi dengan baik.

Hasil prediksi metabolisme, semua senyawa tidak mengaktifkan maupun
menginhibisi enzim CYP2D6. Fungsi enzim tersebut dapat mendetoksifikasi
senyawa yang ada pada hati. Senyawa tersebut mampu mengaktifkan dan
menghambat enzim tersebut yang memiliki kemampuan dalam menghambat
kinerja dari sitokrom P450. Berdasarkan hasil penelitian didapatkan senyawa

quercetin, kaempferol, rutin, luteolin, morin, dan myricetin tidak mengalami
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metabolisme pada hati sehingga tidak memiliki sifat hepatotoksik. Bila senyawa
dikelompokkan pada senyawa hepatotoksik jika senyawa tersebut mempengaruhi
kerja fisiologis atau patologis pada hati yang menyebabkan terganggunya fungsi
hati (Abdullah dkk., 2021).

Langkah selanjutnya yaitu memprediksi senyawa yang di diserap oleh
hepatik, biliar dan ginjal yang diukur dengan ekskresi total (CLtot) yang
merupakan bagian dari prediski nilai ekskresi total clearance (Pires et al., 2015).
Suatu ekskresi senyawa dikatakan baik, apabila berat molekulnya kecil dan
hidrofilik. Bila berat molekul tinggi yang memilki sifat hidrophopik maka
senyawa yang diekskresikan semakin kecil dapat berpotensi menyebabkan
toksisitas (Krihariyani dkk., 2020). Berdasarkan pada tabel 4.5 dapat dilihat
bahwa kedua senyawa aktif seperti quercetin (0.407), kaempferol (0.477), rutin (-
0.369), luteolin (0.495), morin (0.486), dan myricetin (0.422). Berdasarkan nilai
tersebut dapat diprediski bahwa senyawa rutin memiliki nilai terendah dalam
tingkat ekskresi senyawa, sedangkan senyawa lainnya seperti quercetin,
kaempferol, luteolin, morin, dan myricetin memiliki nilai ekskresi cepat, sehingga
senyawa tersebut tidak menyebabkan keracunan pada tubuh.

Organic cation transporter 2 (OCT2) adalah transporter pada ginjal yang
berperan penting dalam perpindahan dan clearance obat-obatan dan senyawa
endogen di ginjal. Substrat OCT2 juga memiliki potensi interaksi yang merugikan
jika diberikan bersama inhibitor OCT2. Penilaian calon potensial untuk
ditransport oleh OCT2 memberikan informasi yang berguna mengenai tidak
hanya clearance tetapi potensi kontraindikasi. Dari tabel 4.5 dapat dilihat bahwa

semua senyawa tidak mempengaruhi substrate OCT2, sehingga dapat diprediksi
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senyawa turunan tersebut bukan merupakan substrate OCT2 (Abdullah dkk.,
2021).

Menentukan toksisitas senyawa dapat dilakukan dengan uji Ames Toxicity.
Uji Ames Toxicity merupakan metode yang digunakan secara umum untuk menilai
potensi mutagenik senyawa dengan menggunakan bakteri. Hasil uji positif
menunjukkan bahwa senyawa tersebut bersifat mutagenik dan dapat bertindak
sebagai karsinogen yaitu zat yang menyebabkan kanker (Hebert et al., 2015). Dari
tabel 4.5 dapat dilihat bahwa semua senyawa uji tidak menimbulkan efek
mutagenik atau tidak menyebabkan kanker.

Tolak ukur yang digunakan untuk penentuan toksisitas adalah Lethal dose
(LDso) mol/kg. LDsg merupakan pemberian suatu bahan atau senyawa yang dapat
menimbulkan kematian 50% pada kelompok hewan coba (Kesuma dkk., 2018).

Tabel 4. 6 Tingkat kelas toksisitas berdasarkan Globally Harmonized System
(GHS)

Tingkatan Kategori Nilai LDso
Kelas 1 Fatal jika tertelan < 5mg/kg
Kelas 2 Fatal jika tertelan (5 <LDso <50 mg/kg)
Kelas 3 Toksik jika tertelan (50 <LDso <300 mg/kg)
Kelas 4 Berbahaya jika tertelan (300 <L.Dso <2000
mg/kg)
Kelas 5 Kemungkinan bisa berbahaya jika (2000 <LDsp <5000
tertelan mg/kg)
Kelas 6 Tidak beracun (LDso>5000 mg/kg)

Berdasarkan hasil dari tabel 4.6 dapat dilihat bahwa semua senyawa uji
memiliki nilai LDso yaitu quercetin (2.471), kaempferol (2.449), rutin (2.491),
luteolin (2.455), morin (2.413), dan myricetin (2.497). hal ini menunjukkan
bahwa semua senyawa uji termasuk dalam kategori tingkat toksisitas yang relatif

rendah karena tergolong kelas 5 (2000 <LDsg <5000 mg/kg) (El-Din et al., 2016).
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Menurut penelitian lain mengatakan pemberian benalu teh dengan dosis
1000, 2000, dan 4000 mg/kgBB tidak menimbulkan toksik pada tikus hipertensi
dan dapat memperbaiki stress oksidatif, sehingga terjadi peningkatan kadar SOD
serum dan penurunan kadar MDA serum (Athiroh & Wahyuningsih, 2017). Hal
ini diperkuat dengan penelitian yang dilakukan oleh Lestari dkk., (2020)
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak metanolik benalu teh dan benalu mangga
aman pada tikus betina dan tidak menimbulkan sifat yang toksik pada profil lipid.
4.3.4 Molecular Docking

Proses Docking dilakukan dengan menggunakan aplikasi PyRx dan
pengamatan interaksi kimia antara senyawa uji dan protein target Nrf2 dengan
menggunakan software Biovia Discovery Studio Visualizer. Hasil visualisasi
interaksi kimia antara senyawa uji dan protein target Nrf2 dapat dilihat pada tabel
4.7

Tabel 4. 7 Visualisasi 2D interaksi ikatan asam amino pada senyawa uji terhadap
reseptor nrf2

Binding
Ligan Interaksi Affinity
kkal/mol
Ligan
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Hasil docking yang bagus diantaranya dapat dianalisis dengan melihat
nilai nilai RMSD dan binding affinity atau energi bebas ikatan (AG). Nilai RMSD
adalah jarak penyimpangan dari posisi ikatan native ligand dengan protein setelah
didockingkan terhadap posisi ikatan native ligand yang sebenarnya. Nilai RMSD
ini dapat disebut pula dengan jarak ikatan (Mangat et al., 2022). Nilai RMSD
yang diperoleh pada penelitian ini adalah <3A yang berarti bahwa metode
molecular docking yang digunakan telah tervalidasi. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Rastini dkk., (2019) yang mengatakan bahwa
RMSD yang dapat diterima atau dapat dinyatakan valid adalah <3,0 A.

Selain nilai RMSD terdapat nilai binding affinity yang merupakan ukuran
kemampuan obat untuk berikatan dengan reseptor, nilai terendah (nilainya

semakin negatif) menunjukkan tingkat kestabilan ikatan ligand dan reseptor yang
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baik, sehingga ligan lebih mudah berikatan dengan reseptornya (Abdillah, Iimah
and Mahardhika, 2017). Perbedaan energi ikatan diantara ligan dikarenakan
terdapat perbedaan pengikatan ligan terhadap asam amino pada protein reseptor,
sehingga konformasi tersebut dapat mempengaruhi stabilitas keadaan geometri
molekul (Arwansyah dkk., 2014).

Hasil docking menunjukkan bahwa ligan alami dan semua senyawa yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu seperti quercetin, kaempferol, rutin, luteolin,
morin, dan myricetin memiliki nilai binding affinity berturut-turut -8.0, -9.7, -9.8,
-9.2, -9.5, -10.4, dan -9.7 kkal/mol. Suatu ikatan dapat dikatakan kuat atau mudah
berikatan dengan reseptornya apabila nilai binding affinity <-7,3 kkal/mol
sehingga hal ini dapat disimpulkan bahwa ligan alami memiliki ikatan yang kuat
untuk berikatan dengan sisi aktif Nrf2, tetapi semua senyawa uji memiliki ikatan
yang lebih kuat dari ligan alami dan berpotensi untuk berikatan dengan sisi aktif
nrf2 yang bertindak sebagai aktivator gen antioksidan yang lebih baik sehingga
memiliki potensi yang baik atau kuat dalam menstimulasi kerja enzim nrf2. Hal
ini selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Sjakoer et al., (2021) yaitu
senyawa flavonoid pada benalu teh dan benalu mangga diketahui dapat
meningkatkan potensi antioksidan endogen salah satunya seperti SOD melalui
jalur Nrf2-ARE. Nrf2 memainkan peran penting dan utama dalam mengatur
respon antioksidan adaptif seluler dan sebagai pertahanan sel dalam mengatasi
stress oksidatif dan berpotensi sebagai ACE Inhibitor. ACE dapat diketahui
memegang peran penting dalam pembentukan angiotensin Il yang merupakan
salah satu penyebab hipertensi. Antioksidan endogen seperti SOD yang diaktifkan

dapat menangkap radikal bebas dengan mendonorkan elektron sehingga
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menghasilkan produk yang lebih stabil serta menghambat reaksi berantai radikal
bebas dan dapat menurunkan aktivitas peroksidasi lipid (menurunkan kadar
MDA) (Saxena et al., 2013; Plaza et al., 2014).

Hasil dari visualisasi penambatan molekul dari 6 senyawa metabolit
sekunder dalam ekstrak benalu teh dan benalu mangga ditunjukkan pada Tabel 4.7
Terdapat beberapa interaksi kimia yang terjadi antara senyawa uji dan protein
target antara lain yaitu seperti ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi
elektrostatik dan interaksi lainnya. Ikatan hidrogen dapat berupa ikatan hidrogen
konvensional, ikatan karbon hidrogen, dan ikatan pi-donor. Interaksi hidrofobik
dapat berupa pi-sigma, pi-alkil, alkil, pi-pi T-shaped, dan pi-pi stacked. Interaksi
elektrostatik dapat berupa jembatan garam, pi-kation, dan pi-anion, sedangkan
interaksi lainnya yaitu interaksi halogen dan pi-lone pair. Selain ikatan hidrogen,
interaksi hidrofobik dan interkasi elektrostatik juga memiliki peran dalam
mempengaruhi stabilitas ligan terhadap reseptor. Interaksi hidrofobik merupakan
interaksi yang bersifat menghindari lingkungan air dan cenderung berkelompok di
sebelah dalam struktur globular dari protein (Damayanti et al., 2021).

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
native ligand dengan reseptor nrf2 dapat dilihat pada tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekuler senyawa native ligand dengan reseptor nrf2 memiliki
ikatan van der waals, karbon hidrogen bond, alkyl, dan Pi-alkyl. Ikatan van der
waals terbentuk pada asam amino residu Val604, Gly558, Val512, Gly603,
Alab556, Leu365, 1le416, Gly417, Gly464, Gly367, Gly419, Val369, Val608,
Ala607, Cysb13, 1le559, dan Val606. lkatan hidrogen konvensional terbentuk

pada asam amino residu Val418, Thr560, dan Val561. Ikatan karbon hidrogen
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terbentuk pada asam amino residu Leub557 dan Val420. Ikatan alkyl terbentuk
pada asam amino residu Cys368. lkatan Pi-alkyl terbentuk pada asam amino
residu Val514, Val467 dan Ala366.

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
quercetin dengan reseptor nrf2 dapat dilihat pada tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekular senyawa quercetin dengan reseptor nrf2 memiliki ikatan
van der waals, ikatan hidrogen konvensional, ikatan karbon hidrogen, dan pi-alkil.
Ikatan van der waals terbentuk pada asam residu Cys513, 11559, Gly511, Val463,
Gly462, Gly509, Gly364, Gly603, Leu557, Gly605, dan Ala607. Ikatan hidrogen
konvensional terbentuk pada asam amino residu Gly367, Arg4l5, Val465,
Ala510, Val512, dan Val606. Ikatan karbon hidrogen terbentuk pada asam amino
residu Gly464. lkatan pi-alkil terbentuk pada asam amino residu Ala366 dan
Ala556.

Senyawa quercetin berinteraksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan Nrf2, yaitu Val465. Selain
itu, senyawa quercetin memiliki kemiripan interaksi residu asam amino dengan
native ligan pada asam amino residu Cys513, 11e559, Gly603, Leu557, Ala607,
Gly367, Val606, Gly464, dan Ala556. Hal tersebut menandakan bahwa tempat
sisi aktif native ligand dan senyawa quercetin berikatan dengan Nrf2 juga sudah
sama dan terdapat kemiripan residu asam amino yang terbentuk menunjukkan
bahwa ikatan senyawa quercetin hampir sekuat ligan alami.

Senyawa quercetin berpotensi sebagai aktivator pada reseptor Nrf2 karena
memiliki afinitas dengan reseptor Nrf2 tersebut dengan nilai ikatan sebesar -

9.7kkal/mol serta berinteraksi melalui ikatan hidrogen residu asam amino Val465.
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Prediksi ini sesuai dengan Perdhana dkk., (2019) bahwa senyawa quercetin
termasuk turunan dari golongan senyawa flavonoid yang banyak ditemukan
diberbagai jenis tanaman. Beberapa efek farmakologis dari quercetin yaitu sebagai
antioksidan, antihipertensi dan mampu meningkatkan ekspresi protein Nuclear
factor related erythroid factor 2 (Nrf2) di dalam nukleus pada tikus yang
mengalami Penyakit Ginjal Kronik (PGK). Ketika sel mengalami stres oksidatif,
terjadi perubahan ikatan antara Nrf2 dan Keapl sehingga Nrf2 terlepas dan
terakumulasi di dalam sitoplasma. Nrf2 yang terakumulasi di dalam sitoplasma
akan mudah mengalami translokasi ke dalam nukleus untuk menjalankan
perannya sebagai faktor transkripsi pada ekspresi gen yang bergantung ARE
(antioxidan responsive element) dan akan mengekspresikan sejumlah gen
antioksidan seperti HO-1, CAT, GPx, GST, SOD, GS, NQO1, dan GCL.
Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
kaempferol dengan reseptor Nrf2 dapat dilihat pada Tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekular senyawa kaempferol dengan reseptor nrf2 memiliki ikatan
van der waals, ikatan hidrogen konvensional, ikatan karbon hidrogen, unfavorable
donor-donor, dan pi-alkil. Ikatan van der waals terbentuk pada asam residu 11559,
Val512, Gly511, Val463, Gly509, Leu557, Gly603, Gly364, Gly462, lle416,
Leu365, Gly605, dan Val418. Ikatan hidrogen konvensional terbentuk pada asam
amino residu Gly367, Ala510, Val465, dan Val606. lkatan karbon hidrogen
terbentuk pada asam amino residu Gly464. Ikatan pi-alkil terbentuk pada asam
amino residu Ala366 dan Ala556. Ikatan unfavorable donor-donor terbentuk pada

asam amino residu Arg415.
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Senyawa kaempferol berinteraksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen
yang sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan Nrf2, yaitu Val465.
Interaksi asam amino yang sama pada senyawa gquercetin dengan native ligan
ditunjukkan pada asam amino residu Gly367, 11e559, Val512, Val418, dan
Ala366, Ala556, Gly464, Val606, Leu365, 1le416, Gly603, dan Leu557. Hal
tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native ligand dan senyawa
kaempferol berikatan dengan Nrf2 juga sudah sama dan terdapat kemiripan residu
asam amino yang terbentuk menunjukkan bahwa ikatan senyawa kaempferol
hampir sekuat ligan alami.

Hal ini selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Hussain et al.,
(2022) bahwa senyawa kaempferol adalah flavonoid alami, yang telah diteliti
secara luas dalam pengobatan kanker, penyakit kardiovaskular, obesitas, liver, dan
gangguan saraf. Selain itu, senyawa kaempferol dapat menormalkan kadar lipid
dan pembuluh darah. Pada kasus disfungsi jantung dan fibrosis yang diinduksi
oleh angiotensin Il berkurang secara signifikan dengan pemberian kaempferol
melalui regulasi Nrf2.

Nrf2 adalah faktor transkripsi yang terlibat dalam memediasi
karsinogenesis dan penyakit lainnya, memainkan peran penting dalam mengatur
stres oksidatif. Aktivasi Nrf2 menghasilkan ekspresi protein dan enzim
sitoprotektif, yang memberikan perlindungan seluler terhadap ROS. Senyawa
kaempferol baru-baru ini dieksplorasi untuk antikanker dan kemanjuran terapi
penyakit lainnya dan menargetkan modulasi Nrf2 sebagai pendekatan terapeutik

yang potensial (Yang et al., 2017).
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Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
rutin dengan reseptor Nrf2 dapat dilihat pada Tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekular senyawa rutin dengan reseptor nrf2 memiliki ikatan van
der waals, ikatan hidrogen konvensional, ikatan karbon hidrogen, dan pi-alkil.
Ikatan van der waals terbentuk pada asam residu Val420, Val608, 11e559, Asn469,
Val467, Val606, Val465, Gly367, Gly419, Val418, Cys368. lkatan hidrogen
konvensional terbentuk pada asam amino residu Val369, Val561, His561, Val512.
Ikatan karbon hidrogen terbentuk pada asam amino residu Ala466, dan Thr560.
Ikatan pi-alkil terbentuk pada asam amino residu Val514, Leu468, Cys513.

Senyawa rutin berinteraksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan Nrf2, yaitu Val561 dan
Thr560. Interaksi asam amino yang sama pada senyawa rutin dengan native ligan
ditunjukkan pada asam amino residu Val420, Val608, Val606, Val465, Gly419,
Gly367, 11e559, Val512, Cys513, Val418, Cys368, Val514, Val467, Val369. Hal
tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native ligand dan senyawa rutin
berikatan dengan Nrf2 juga sudah sama dan banyaknya kemiripan residu asam
amino yang terbentuk menunjukkan bahwa ikatan senyawa rutin hampir sekuat
ligan alami.

Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Zhiwei (2022)
bahwa Rutin merupakan senyawa turunan flavonoid yang dapat ditemukan di
berbagai macam tanaman. Senyawa rutin memiliki banyak efek farmakologis,
termasuk pengaturan antioksidan, antiinflamasi, antibakteri, antihipertensi,
antidiabetes, dan kekebalan tubuh. Efek imunomodulator dan antioksidan pada

senyawa rutin diungkapkan oleh model tikus yang diinduksi siklofosfamid (CTX).
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Hasilnya menunjukkan bahwa pemberian senyawa rutin pada tikus yang diinduksi
CTX terjadi peningkatan ekspresi Nrf2 dibandingkan dengan kelompok kontrol
yang diinduksi CTX tanpa diberi senyawa rutin terjadi penurunan tingkat ekspresi
gen Nrf2,

Penelitian lain juga membuktikan bahwa berdasarkan sifat antioksidannya,
rutin dapat mengurangi stres oksidatif di hampir semua studi in vitro dan in vivo.
Hal ini dibuktikan dengan senyawa rutin dapat mengurangi produksi ROS,
NADPH oxidase (NOX), produk oksidatif seperti zat reaktif asam thiobarbituric
(TBARS) dan malondialdehyde (MDA), serta peningkatan antioksidan seperti
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) dan katalase (Cat)
dalam berbagai model penyakit kardiovaskular (Siti et al., 2020).

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
morin dengan reseptor Nrf2 dapat dilihat pada Tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekular senyawa morin dengan reseptor nrf2 memiliki ikatan van
der waals, ikatan hidrogen konvensional, ikatan karbon hidrogen, dan pi-alkil.
Ikatan van der waals terbentuk pada asam residu Gly603, Gly364, l1le416, Gly605,
Val418, Val512, 11e559, Gly511, Val463, Gly509, Gly462. lkatan hidrogen
konvensional terbentuk pada asam amino residu Gly367, Arg4l5, Val465,
Leu365, Ala510, Val606. lkatan karbon hidrogen terbentuk pada asam amino
residu Gly464. Ikatan pi-alkil terbentuk pada asam amino residu Ala366, Ala556.

Senyawa morin berinteraksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan Nrf2, yaitu Val465. Interaksi
asam amino yang sama pada senyawa morin dengan native ligan ditunjukkan pada

asam amino residu 11e559, Val512, Gly367, Val418, 1le416, Leu365, Gly464,
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Ala556, dan Ala366. Hal tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native
ligand dan senyawa morin berikatan dengan Nrf2 juga sudah sama dan terdapat
kemiripan residu asam amino yang terbentuk menunjukkan bahwa ikatan senyawa
morin hampir sekuat ligan alami.

Flavonoid dapat ditemukan di berbagai buah-buahan, sayuran, dan
komponen lainnya. Flavonoid memainkan peran penting dalam mencegah
berbagai jenis penyakit. Morin (3, 5, 7, 2', 4'-pentahidroksiflavon) adalah sejenis
flavonoid yang memiliki warna pigmen kekuningan. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa pemberian morin secara oral pada tikus yang diinduksi
DOCA-garam mengakibatkan penurunan tekanan darah sistolik dan diastolik yang
sangat signifikan. Hal ini dapat terjadi karena disebabkan oleh kemampuan
antioksidan dari senyawa morin ini (Prahalathan et al., 2012).

Hal ini diperkuat oleh penelitian lain yang mengungkapkan bahwa
senyawa pada morin telah terbukti memiliki sifat biologis, termasuk antioksidan,
antiinflamasi, anti-apoptosis, antihipertensi, dan antikanker (Sang et al., 2017)
serta dapat mengurangi stress oksidasi dan fibrosis hati melalui ekspresi Nrf2
(Kizil et al., 2022). Morin juga dapat melindungi berbagai sel pada manusia,
seperti sebagai myoblasts, hepatosit, eritrosit, dan melindungi terhadap kerusakan
oksidatif (Lee et al., 2017).

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
myricetin dengan reseptor Nrf2 dapat dilihat pada Tabel 4.7 Hasil visualisasi
penambatan molekular senyawa myricetin dengan reseptor nrf2 memiliki ikatan
van der waals, ikatan hidrogen konvensional, ikatan karbon hidrogen, dan

unfavorable acceptor-acceptor. Ikatan van der waals terbentuk pada asam residu

105



Gly603, Leu557, Gly605, Ala607, Thr560, Gly367, Gly419, Ala466, Val465,
Ala366, Gly417, Gly464, Val463, Gly509, Gly462, Arg4l5, Gly364, Leu365,
Ile416. lkatan hidrogen konvensional terbentuk pada asam amino residu lle559,
Val606, Ala510, Val418. lkatan karbon hidrogen terbentuk pada asam amino
residu Gly558. lkatan unfavorable acceptor-acceptor terbentuk pada asam amino
residu Val604.

Senyawa myricetin berinteraksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan Nrf2, yaitu Val418. Interaksi
asam amino yang sama pada senyawa myricetin dengan native ligan ditunjukkan
pada asam amino residu Ile559, Val512, Leu365, Gly464, Gly367, Thr560,
Ala607, dan Ala366. Hal tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native
ligand dan senyawa myricetin berikatan dengan Nrf2 juga sudah sama dan
terdapat kemiripan residu asam amino yang terbentuk menunjukkan bahwa ikatan
senyawa myricetin hampir sekuat ligan alami.

Myricetin adalah komponen nutrisi penting yang memberikan
perlindungan imunologis dan bermanfaat untuk menjaga kesehatan. Senyawa
myricetin terdapat pada buah-buahan, sayur-sayuran, teh, dan anggur. Peneliti
yang berbeda mengeksplorasi potensi terapeutik seperti antikanker, antidiabetes,
antiobesitas, perlindungan kardiovaskular, perlindungan osteoporosis, anti-
inflamasi, dan hepatoprotektor (Imran et al., 2021).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Borde et al., (2011) mengungkapkan
bahwa pemberian myricetin dengan dosis 100 mg/kgBB dan 300 mg/kgBB selama
4 minggu dapat memperbaiki hipertensi dan stres oksidatif yang diinduksi oleh

DOCA-garam pada tikus. Treatment menggunakan myricetin juga dapat
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mengurangi tekanan darah sistolik, perubahan reaktivitas vaskular dan
memperbaiki detak jantung pada tikus yang diinduksi oleh DOCA-garam. Selain
itu, pemberian myricetin dapat mengurangi kadar zat reaktif asam tiobarbiturat
dan meningkatkan kadar SOD, Cat, dan GPx dalam jaringan jantung diamati pada
hewan yang diinduksi dengan DOCA-garam. Dengan demikian, myricetin
menunjukkan sifat antihipertensi dan antioksidan dalam tikus model hipertensi
DOCA-garam. Studi lain menemukan bahwa myricetin dapat mengurangi stres
oksidatif dan apoptosis melalui jalur pensinyalan Nrf2 yang memiliki peran
penting sebagai protektif untuk ensefalopati hipoksik iskemik (Chen et al., 2023).

Jadi, hasil docking pada senyawa quercetin, kaempferol, rutin, dan morin
berpotensi sebagai aktivator Nrf2 karena memiliki ikatan hidrogen yang sama dan
memiliki interaksi asam amino yang sama dengan native ligan. Selain itu, pada
senyawa luteolin dan myricetin tidak memiliki ikatan hidrogen yang sama, akan
tetapi memiliki interaksi asam amino yang sama dengan native ligan. Senyawa
luteolin memiliki interaksi asam amino yang sama dengan native ligan pada asam
amino residu 11e559, Leu365, Gly603, Leu557, Gly367, Val606, Gly464, Ala366,
dan Ala556, sedangkan senyawa myricetin memiliki interaksi asam amino yang
sama dengan native ligan pada asam amino residu Leu557, Ala607, Thr560,
Gly367, Gly419, Val465, Ala366, Gly417, Gly464, Leu365, lle416, 1le559,
Val606, Val418, Gly558, Ala366, Ala556, dan Val604.

Berdasarkan Tabel 4.7 senyawa morin diprediksi memiliki potensi yang
terbaik dari senyawa lainnya dalam mengaktivasi protein Nrf2, namun
kemampuan dalam mengaktivasi protein Nrf2 masih lebih tinggi ligan alami. Hal

ini dikarenakan pada senyawa morin hanya memiliki satu ikatan hidrogen dengan
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sisi aktif Nrf2, memiliki binding affinity yang rendah yaitu -10.4, tidak memiliki
ikatan unfavourable, dan profil farmakokinetik yang baik. Ikatan hidrogen
memiliki pengaruh besar terhadap kestabilan interaksi antara molekul, sehingga
semakin banyak jumlah ikatan hidrogen yang terjadi, maka semakin stabil ikatan
antara ligan dan reseptor tersebut karena stabilitas struktur suatu protein
dipengaruhi oleh ikatan hidrogen (Astuty & Komari, 2022).

Suatu interaksi apabila terdapat ikatan yang bersifat unfavourable, seperti
ikatan unfavourable bump dan unfavourable donor-donor akan dapat
mempengaruhi kestabilan aktivitas obat maupun ligan yang terikat. Terbentuknya
ikatan yang bersifat unfavourable pada kompleks protein ligan dapat mengurangi
kestabilan kompleks tersebut karena tipe ikatan ini menunjukkan gaya tolak yang
terjadi antara 2 molekul dan atom (Dhorajiwala et al., 2019).

Menurut penelitian Sjakoer et al., (2021) bahwa benalu teh dan benalu
mangga memiliki senyawa aktif berupa senyawa flavonoid seperti
quercitrin/quercetin 3-rhamnoside, kaempferol, quercetin, isoquercitrin/quercetin
3-glucoside, flavonol 3-OD-glucoside/flavonol glycoside, dan casticin yang
memiliki aktivitas sebagai penangkal radikal bebas, antiinflamasi, kardioprotektif,
dan sebagai antioksidan.

Hal tersebut selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Husna dkk.,
(2022) mengatakan bahwa senyawa flavonoid telah dipelajari secara in vitro
memiliki aktivitas antioksidan terbesar bahkan lebih kuat dari vitamin C dan E,
hal ini dikarena pada flavonoid terdapat gugus hidroksil (—OH). Aktivitas
antioksidan yang terkandung dalam senyawa ini dapat mencegah kerusakan pada

komponen seluler yang timbul sebagai akibat dari reaksi kimia yang melibatkan
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radikal bebas. Radikal bebas bersifat sangat reaktif karena terdapat elektron yang
tidak berpasangan pada atom atau molekulnya. Radikal bebas dalam jumlah yang
tidak terkendali dapat terjadi kerusakan jaringan normal, peroksidasi lipid dalam
membran sel, disfungsi sel endotel pada pembuluh darah, dan peningkatan
produksi prostaglandin serta peningkatan stres oksidatif.

Manfaat flavonoid sebagai antioksidan semakin diperkuat oleh Wang et
al., (2020) mengatakan bahwa flavonoid mampu meningkatkan potensi
antioksidan endogen salah satunya seperti SOD, Cat, dan GPx melalui jalur Nrf2,
sehingga hydrogen peroxide (H202) dan hydroxyl radical (OH") tidak terbentuk.

Selain itu, aktivasi Nrf2 merupakah hal penting dalam pengaturan tekanan
darah. Hal ini dikarenakan Nrf2 dapat menginduksi ekspresi Heme oxygenase 1
(HO-1), yang memiliki efek penurunan tekanan darah dan mempengaruhi fungsi
endotel ketika diregulasi pada tikus hipertensi spontan (Howden, 2013). HO-1
yang diaktifkan oleh Nrf2 juga terlibat dalam produksi karbon monoksida (CO)
yang memiliki efek vasodilatasi, menghambat produksi endothelin yang
merupakan suatu vasokonstriktor kuat pada tonus pembuluh darah. Selain itu,
sejumlah penelitian telah menunjukkan penurunan tekanan darah sebagai respons
terhadap peningkatan aktivitas jalur H20O/CO pada tikus hipertensi spontan. Hal
ini menunjukkan menunjukkan bahwa Nrf2 berperan penting dalam pengaturan
tekanan darah selain perannya dalam pertahanan antioksidan (Fasipe et al., 2021).

Pengamatan interaksi kimia antara senyawa uji dan protein target COX 2
dengan menggunakan software Biovia Discovery Studio Visualizer. Hasil analisa
interaksi kimia antara senyawa uji dan protein target COX 2 dapat dilihat pada

tabel 4.8
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Tabel 4. 8 Visualisasi 2D interaksi ikatan asam amino pada senyawa uji terhadap

reseptor COX 2.
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Parameter yang dapat digunakan untuk menganalisa hasil docking
diantaranya yaitu RMSD dan binding affinity atau energi bebas ikatan (AG).
Metode docking dikatakan valid jika memiliki nilai RMSD < 3A. Semakin kecil
nilai RMSD menunjukkan bahwa penyimpangan kesalahan dalam melakukan
docking kecil. Untuk energi bebas ikatan berguna untuk menggambarkan
bagaimana pengikatan ligan uji terhadap reseptor. Jika semakin rendah nilai

energi bebas ikatannya, maka ikatan ligan dengan reseptor akan semakin stabil,
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sehingga ikatan yang terbentuk dan aktivitas penghambatannya maksimal
(Mangat et al., 2022).

Hasil docking menunjukkan bahwa ligan alami dan semua senyawa yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu seperti quercetin, kaempferol, rutin, luteolin,
morin, dan myricetin memiliki nilai binding affinity berturut-turut -10.0, -8.5, -
8.2,-9.9, -9.4, -9.2, dan -8.6 kkal/mol. Suatu ikatan dapat dikatakan kuat apabila
nilai binding affinity <-7,3 kkal/mol sehingga hal ini dapat disimpulkan bahwa
ligan alami memiliki ikatan yang kuat atau ligan mudah berikatan dengan dengan
sisi aktif COX 2, tetapi semua senyawa uji memiliki ikatan yang lebih kuat dan
berpotensi untuk berikatan dengan sisi aktif COX 2 yang dapat dapat
mengkatalisis pembentukan prostaglandin jahat yang menyebabkan pembentukan
MDA dan reaksi inflamasi serta berperan penting pada penyakit kardiovaskular
termasuk hipertensi, sehingga potensinya dapat dikatakan baik atau kuat dalam
menghambat kerja protein COX 2 (Khan et al., 2019).

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa
native ligand dengan reseptor COX 2 dapat dilihat pada tabel 4. Hasil visualisasi
penambatan molekuler senyawa native ligand dengan reseptor COX 2 memiliki
ikatan hidrogen konvensional, halogen (fluorine), pi-cation, alkyl, dan pi-alkyl.
Ikatan hidrogen konvensional terbentuk pada asam amino residu Cys31 dan
Gly121. Ikatan halogen (fluorine) terbentuk pada asam amino residu Glu451, dan
Lys454. lkatan alkyl terbentuk pada asam amino residu Lys454. Pi-alkyl
terbentuk pada asam amino residu Leul38, Pro139, dan Tyr116.

Kompleks ikatan serta residu asam amino pada interaksi antara senyawa

quercetin dengan reseptor COX 2 dapat dilihat pada Tabel 4.8 Senyawa quercetin
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berinteraksi dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen yang sama dengan yang
terjadi pada native ligand dengan COX 2, yaitu Cys32. Interaksi asam amino yang
sama pada senyawa quercetin dengan native ligan ditunjukkan pada asam amino
residu Pro139. Hal tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native ligand dan
senyawa quercetin berikatan dengan COX 2 terdapat kemiripan residu asam
amino yang terbentuk hampir sekuat ligan alami.

Senyawa rutin berinteraksi dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan COX 2, yaitu Cys32.
Interaksi asam amino yang sama pada senyawa rutin dengan native ligan
ditunjukkan pada asam amino residu Pro139. Hal tersebut menandakan bahwa
tempat sisi aktif native ligand dan senyawa rutin berikatan dengan COX 2
terdapat kemiripan residu asam amino yang terbentuk hampir sekuat ligan alami.

Senyawa morin berinteraksi dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen yang
sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan COX 2, yaitu Gly121.
Interaksi asam amino yang sama pada senyawa morin dengan native ligan
ditunjukkan pada asam amino residu Pro139, Cys32, Leul38, dan Tyrl16. Hal
tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native ligand dan senyawa morin
berikatan dengan COX 2 terdapat kemiripan residu asam amino yang terbentuk
hampir sekuat ligan alami.

Senyawa luteolin berinteraksi dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen
yang sama dengan yang terjadi pada native ligand dengan COX 2, yaitu Gly121,
dan Cys32. Interaksi asam amino yang sama pada senyawa luteolin dengan native
ligan ditunjukkan pada asam amino residu Pro139, Leul38, dan Tyrl16. Hal

tersebut menandakan bahwa tempat sisi aktif native ligand dan senyawa morin
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berikatan dengan COX 2 terdapat kemiripan residu asam amino yang terbentuk
hampir sekuat ligan alami.

Senyawa selain quercetin, luteolin, morin, dan rutin yaitu seperti senyawa
kaempferol dan myricetin tidak memiliki ikatan hidrogen yang sama dan tidak
memiliki interaksi asam amino yang sama dengan native ligan. Senyawa luteolin
merupakan senyawa uji yang memiliki potensi besar sebagai inhibitor COX 2
karena memiliki nilai energi bebas rendah, yaitu -9.4 dan memiliki interaksi
dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen yang sama dengan yang terjadi pada
native ligand dengan COX 2, yaitu Cys32 dan Gly121 serta profil farmakokinetik
yang baik.

Hal ini sesuai dengan peneliti lainnya yang mengatakan bahwa senyawa
flavonoid seperti rutin, luteolin, morin, dan quercetin memiliki aktivitas sebagai
antikanker kolorektal karena mampu menghambat protein COX 2 serta
menginduksi Caspase-3 (Putri dkk., 2019; Suryasaputra dkk., 2019). Penurunan
aktivitas COX 2 menurunkan pula kadar MDA (Oktarina dkk., 2021) karena COX
2 berperan penting dalam terbentuknya MDA pada proses peroksidasi enzimatis
dengan cara mengkatalis reaksi oksigen dengan berbagai jenis asam lemak tak
jenuh menghasilkan biomolekul aktif yang dinamakan endoperoksida (PGG,
PGH2). Endoperoksida yang dihasilkan ini selanjutnya akan diubah secara
enzimatis hingga terbentuk produk akhir berupa MDA yang dijadikan sebagai
biomarker peningkatan stres oksidatif. Semakin tinggi kadar MDA serum di
dalam tubuh maka peningkatan stres oksidatif juga semakin tinggi (Ayala et al.,

2014).
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Baru-baru ini penghambatan COX 2 dapat mempengaruhi terjadinya
penyakit kardiovaskular. Hal ini ditunjukkan oleh penelitian yang dilakukan oleh
Khan et al., (2019) mengatakan bahwa dengan penghambatan COX-1 dikaitkan
dengan penurunan tekanan darah pada hipertensi yang diinduksi oleh angiotensin
I, sedangkan penghambatan COX 2 ditunjukkan dapat memiliki efek pressor.
Efek ini tampaknya bergantung pada status natrium, dosis, dan lama pemakaian,
karena penghambatan COX 2 selektif seperti Rofecoxib (2mg/kg/hari)
meningkatkan tekanan darah pada tikus SHRSP dan WKY pada diet garam
normal dan tinggi, tetapi tidak pada diet garam rendah. Peneliti lainnya juga
mengatakan bahwa penghambatan atau penekanan aktivitas COX 2 dapat
meningkatkan relaksasi yang diinduksi asetilkolin dalam arteri pada tikus
hipertensi yang dipapar DOCA- garam (Wenceslau & Rossoni, 2014).

Hal ini juga didukung oleh peneliti lainnya yang mengatakan bahwa obat
antiinflamasi nonsteroid (NSAID) yang dapat mengurangi produksi prostaglandin
dengan menghambat COX 2 seperti diclofenac, meloxicam, dan celecoxib secara
signifikan dapat meningkatkan kadar SOD dan menurunkan kadar MDA jika
dibandingkan dengan kelompok pasien dengan penyakit osteoarthritis, dan tidak

berbeda signifikan dengan kelompok kontrol (Dixit et al., 2020).
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BAB V
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini yaitu:

1. Terdapat pengaruh yang signifikan pada pemberian EBM dan kombinasi
EBTBM terhadap kadar SOD dan MDA serum pada tikus hipertensi,
treatment terbaik ditunjukkan pada pemberian EBTBM dosis 50mg/kgBB.

2. Pendekatan in silico didapatkan hasil:

- Analisis molecular docking terhadap protein Nrf2 didapatkan senyawa
morin berpotensi sangat baik karena memiliki nilai binding affinity -10,4,
memiliki interaksi dengan Nrf2 melalui ikatan hidrogen yang sama dengan
yang terjadi pada native ligand dan Nrf2, yaitu Val465, tidak memiliki
ikatan unfavourable serta profil farmakokinetik yang baik.

- Analisis molecular docking terhadap protein COX 2 didapatkan senyawa
luteolin berpotensi sangat baik karena memiliki nilai binding affinity -9.4,
memiliki interaksi dengan COX 2 melalui ikatan hidrogen yang sama
dengan yang terjadi pada native ligand dan COX 2, yaitu Cys32 dan
Gly121, tidak memiliki ikatan unfavourable serta profil farmakokinetik
yang baik.

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pemberian treatment
pada tikus hipertensi dengan menggunakan single compound (morin) dari

ekstrak benalu teh dan benalu mangga dalam meningkatkan kadar SOD.
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2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pemberian treatment
pada tikus hipertensi dengan menggunakan single compound (luteolin)
dari ekstrak benalu teh dan benalu mangga dalam menurunkan kadar
MDA.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada senyawa metabolit sekunder
lainnya selain turunan flavonoid dari ekstrak benalu teh dan benalu

mangga sebagai antihipertensi pada uji in silico.
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Lampiran 1. Analisis SPSS

LAMPIRAN

1. ANALISIS SPSS PADA SOD DAN MDA SERUM

Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

SOD Serum MDA Serum
N 40 40
Normal Parameters2 Mean 15.2695 511.9728
Std. Deviation .86711 137.46976
Most Extreme Differences Absolute .147 .149
Positive .067 .149
Negative -.147 -.097
Kolmogorov-Smirnov Z .933 .941
Asymp. Sig. (2-tailed) .349 .339
a. Test distribution is Normal.
Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
SOD Serum 1.676 7 32 .150
MDA Serum 1.589 7 32 174
Uji One Way Anova
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
SOD Serum Between Groups 23.864 7 3.409 19.984 .000
Within Groups 5.459 32 A71
Total 29.324 39
MDA Serum Between Groups 678697.381 7 96956.769 53.198 .000
Within Groups 58322.087 32 1822.565
Total 737019.468 39
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Uji DMRT pada SOD serum

SOD Serum
Duncan
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan 1 2 3 4 5

K+ (Hipertensi) 5 13.6900

P3 (BM 200) 5 14.9340

K- (Normal) 5 15.0440 15.0440

P1 (BM 50) 5 15.1560 15.1560

P2 (BM 100) 5 15.2880 15.2880

P5 (BTBM 100) 5 15.5340 15.5340

P6 (BTBM 200) 5 16.0440 16.0440
P4 (BTBM 50) 5 16.4660
Sig. 1.000 .226 .095 .060 116
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Uji DMRT pada SOD serum

MDA Serum
Duncan
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan 1 2 3 4 5

P4 (BTBM 50) 5| 360.8900

P5 (BTBM 100) 5| 375.1120

P2 (BM 100) 5 458.4440

P3 (BM 200) 5 486.8900| 486.8900

P1 (BM 50) 5 498.4460 | 498.4460

P6 (BTBM 200) 5 533.1120| 533.1120

K- (Normal) 5 578.2220

K+ (Hipertensi) 5 804.6660
Sig. .602 171 115 .105 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 2. Berat badan (BB) tikus pada minggu ke 1-3

Kelompok Kode BB Tikus BB Tikus BB Tikus
tikus Minggu ke-1 Minggu ke-2 Minggu ke-3
T.1 112 185 209
T.2 98 137 145
K- T.3 123 170 179
T.4 119 140 142
T5 132 175 183
T.1 134 185 207
T.2 131 224 249
K+ T3 115 164 174
T4 124 180 202
T5 128 196 230
T.1 107 170 198
T.2 113 143 151
P1 T.3 130 174 193
T.A4 120 192 213
T5 115 160 181
T.1 125 168 165
T.2 125 184 201
P2 T.3 124 159 168
T.4 122 156 160
T.5 130 165 184
T.1 127 176 181
T.2 119 170 179
P3 T.3 127 160 178
T.4 125 179 195
T.5 125 168 185
T.1 119 130 181
P4 T.2 120 166 178
T.3 109 166 177
T.4 104 139 201
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T.5

109

170

211

P5

T.1

128

155

187

T.2

92

154

178

T.3

103

154

175

T.4

105

136

154

T.5

120

180

198

P6

T.1

113

142

153

T.2

95

177

213

T.3

110

134

135

T.4

116

129

155

T.5

105

160

188

Lampiran 3. Berat (gram) pakan tikus per hari (pagi dan sore)

Perlakuan

Kode Tikus

Berat (gram) Pakan Tikus

Pagi

Sore

T.1

7

7

T.2

T.3

T.4

T.5

~N |~~~

N~~~

K+

T.1

T.2

T.3

T.4

T.5

~N |~~~

SVl ENE ENE ENN EN

P1

T.1

T.2

T.3

T.4

T.5

N~~~

SV ENE ENJ ENE EN

P2

T.1

\'

~

T.2
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T.3

T.4

T.5

\'

~N|~l~

T.1

T.2

P3

T.3

T.4

T.5

~N |~~~

Sl ENY ENE ENE EN

T.1

T.2

P4

T.3

T.4

T.5

N~~~

Sl ENJ ENE ENJ EN

T.1

T.2

P5

T.3

T.4

T.5

~N |~~~

SVl ENH ENE ENE EN

T.1

T.2

P6

T.3

T.4

T.5

~N |~~~

Sl ENJ ENE ENE EN

Lampiran 4. Kebutuhan air minum (ml) tikus per hari (pagi dan sore)

Air Minum (ml) Tikus

Perlakuan Kode Tikus
Pagi Sore
T.1 25 25
T.2 25 25
K- T.3 25 25
T.4 25 25
T5 25 25
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T.1 25 25
T.2 25 25
K+ T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
T.1 25 25
T.2 25 25
P1 T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
T.1 25 25
T.2 25 25
P2 T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
T.1 25 25
T.2 25 25
P3 T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
T.1 25 25
T.2 25 25
P4 T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
T.1 25 25
T.2 25 25
P5 T.3 25 25
T.4 25 25
T.5 25 25
P6 T.1 25 25
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T.2 25 25

T.3 25 25

T.4 25 25

T5 25 25
Lampiran 5. Perhitungan dosis DOCA
a) Perhitungan Dosis DOCA

Ulangan n= Berat badan tikus % 15 mg
1000
Ulangan ke —n = Berat badan tikus % 15 mg
1000
Y = jumlah total hasil perhitungan dosis DOCA pada semua
ulangan, kemudian dihitung reratanya. Kemudian dilarutkan
dalam minyak jagung (injeksi secara sub-cutan volume 0.5 cc)
dengan perhitungan volume minyak jagung sebagai berikut :
b) Perhitungan Volume Minyak Jagung
Berat badan tikus
Ulangan 1 = ( 1000 15 mg) x 0.5 cc
& Rata — rata perhitungan dosis DOCA ™~
Berat badan tikus
( 1000 X 15mg)
Ulangan ke — n = x 0.5 cc

Rata — rata perhitungan dosis DOCA

¥ = jumlah hasil total perhitungan dosis minyak jagung pada semua ulangan.

Contoh : Perhitungan pada tikus kelompok Kontrol + ) dengan berat badan tikus

(gram) : 185 gram, 224 gram, 164 gram, 180 gram, 196 gram untuk 1x injeksi:

185

1. 22415 =278
1000

2. 22415 =336
1000

3, 22 x15 =246
1000

4, 28215 =27
1000

5. =22 x15 =294
1000
Jumlah =14,24
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Rerata =285

Perhitungan Volume Pelarut Minyak Jagung untuk 1x injeksi:

1, vp:—f X 0,5 = 0,49
2, VP_——6 0,5=0,59
3. WP=22405=043

4. VP:4—XQ5=OA7

2,46

5. VP=-—x0,5=0,52

Jumlah =25cc

Lampiran 6. Perhitungan NaCl untuk minum dan sonde

a) Perhitungan pembuatan NaCl untuk Air Minum

[ 200 mg /50 cc / tikus / hari ]

Sehingga, cara penghitungannya sebagai berikut, jika untuk 40 ekor maka:

200 mg x 40 ekor = 8.000 mg --------------- 50 cc x 40 ekor = 2.000 cc/hari
Karena perlakuan diberikan selama 28 hari maka:

8.000 mg x 28 hari = 224.000 mg ------------ 2.000 cc x 28 hari = 56.000 cc

Jadi, pemberian NaCl untuk air minum pada tikus dalam 28 hari membutuhkan:
Berat zat terlarut (NaCl) : 224.000 mg NacCl

Volume pelarut (akuades)  : 56.000 cc air

b) Perhitungan pembuatan NaCl untuk Penyondean

Penyondean dilakukan 2x sehari yaitu pagi dan sore, karena penyondean
memerlukan 2 cc/sonde maka dibutuhkan 4 cc/hari.

Sehingga, perhitungan untuk 24 ekor tikus sebagai berikut:

[ 800 mg / 4cc / tikus / hari ]

Berat zat terlarut (NaCl) : 800 mg NaCl x 40 ekor =32.000 mg
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Volume pelarut (Aquades) : 4cc x 40 ekor =160 cc

Lampiran 7. Perhitungan dosis ekstrak benalu mangga (EBM)

a) Perhitungan untuk menentukan mg ekstrak yang akan dilarutkan dalam

pelarut:

meo = Berat Badan Tikus
&= 1000

b) Perhitungan volume pelarut:

X dosis

gr ekstrak

c) Volume Pelarut (VP) = x volume sode (2 ml)

rata—rata gr ekstrak

Contoh : Perhitungan mg ekstrak pada tikus kelompok PI1 (Perlakuan 1) dosis 50
mg/KgBB untuk 1x penyondean dengan berat badan tikus (gram) : 198 gram, 151

gram, 193 gram, 213 gram, dan 181 gram maka:
198

1. 28 x50 =99
1000

2. 2Ly =755
1000

3. 22 x50 =965
1000

4. 22 x50 = 10,65
1000

5 8L x50 = 9,05
1000
Jumlah = 46,8
Rerata =9,36

Perhitungan VVolume Pelarut (Aquades)

1. VP=2x2 =212

9,36

2. VP=22x2 =161
9,36

3. VP=22x2 =206
9,36

4. VP =225y 92-228
9,36

5 VP =22x2 =103
9,36

Jumlah =10

137



Lampiran 8. Perhitungan dosis kombinasi ekstrak benalu teh dan benalu mangga

(EBTBM)

Contoh : Perhitungan mg ekstrak pada tikus kelompok PI (Perlakuan 1) dosis 50

mg/KgBB untuk 1x penyondean dengan berat badan tikus (gram) : 181 gram, 178

gram, 177 gram, 201 gram, dan 211 gram maka:

181

1. — x50
1000

2. =28 x50
1000

3. 2 x50
1000

4. ﬂx50
1000

5. ﬁxSO
1000
Jumlah
Rerata

=9,05

8,9
=8,85
=10,05

=10,55

=474
= 9,48

Untuk mendapatkan perbandingan 1:3 maka:

47 4 X i =11,85

47 4 X % = 35,55

Perhitungan VVolume Pelarut (Aquades)

9,05

1. VP =22x2 =190
9,48

2. VP =22 x2 =188
9,48

3. VP =282x2 =187
9,48

4. VP =22%2y92-212
9,48

5. VP =222y 2=-223
9,48

Jumlah =10

Lampiran 9. Tabel rerata tensi tikus

—->BM

->BT

Perlakuan Sebelum DOCA-garam DO.I?r ':;t?ﬁ;?]rtn *
Sistolik | Diastolik | Sistolik | Diastolik | Sistolik | Diastolik
K- 128 89 132 96 108 70
K+ 123 97 151 122 163 121
Pl 125 95 151 83 113 79
P2 130 103 162 97 138 108
P3 117 90 142 98 100 74
P4 98 65 145 117 102 79
P5 116 77 150 113 112 70
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P6 127 88 141 90 128 101
Lampiran 10. Tabel SOD serum
Perlakuan Kode Tikus SOD u/ml

T1 14.87

T2 14.2

K- T3 15.64
T4 14.98

T5 15.53

Rerata 15.0
Tl 14.53

T2 13.98

K+ T3 13.09
T4 13.76

T5 13.09

Rerata 13.7
T1 15.64

T2 15.09

P1 T3 14.98
T4 15.09

T5 14.98

Rerata 15.2
Tl 15.31

T2 15.2

P2 T3 15.09
T4 15.2

T5 15.64

Rerata 15.3
T1 14.64

12 15.42

P3 T3 14.87
T4 14.87

T5 14.87

Rerata 14.9
T1 16.98

P4 T2 16.2
T3 16.42
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T4 16.42
T5 16.31
Rerata 16.5
T1 15.42
T2 14.87
P5 T3 16.09
T4 15.31
T5 15.98
Rerata 155
T1 15.98
T2 16.31
P6 T3 15.53
T4 16.09
T5 16.31
Rerata 16.0
Lampiran 11. Tabel MDA serum
Perlakuan Kode Tikus MDA u/ml
T1 586
T2 574.67
K- T3 552.44
T4 582.44
T5 594.67
Rerata 578
T1 738
T2 800.22
K+ T3 780.22
T4 761.33
T5 943.56
Rerata 805
T1 515.78
T2 486.89
P1 T3 464.67
T4 488
T5 536.89
Rerata 498
T1 518
P2
T2 432.44
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T3 426.89
T4 423.56
T5 491.33

Rerata 458
T1 506.89
T2 455.78
P3 T3 461.33
T4 475.78
T5 534.67

Rerata 487
T1 380.22
T2 380.22
P4 T3 336.89
T4 333.56
T5 373.56

Rerata 361
T1 440.22
T2 365.78
P5 T3 343.56
T4 369.11
T5 356.89

Rerata 375
T1 475.78
T2 503.56
P6 T3 539.11
T4 556.89
T5 590.22

Rerata 533
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian

No Gambar Keterangan

TOKD “)CPJ‘:}%

S%%Eﬂimﬁ Membeli daun benalu teh dan
1. M daun benalu mangga di toko jamu

sumber sehat kepanjen
2. Menimbang daun benalu teh
3. Menimbang daun benalu mangga
Proses pengeringan daun benalu

4. teh dan daun benalu mangga

menggunakan Oven
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Pembuatan simplisia bubuk daun
benalu teh dan daun benalu
mangga menggunakan blender

Mengukur volume metanol untuk
proses maserasi

Hasil proses evaporasi di maserasi
di Balai Materia Medica Kota Batu

Sampel benalu teh dan benalu
mangga yang sudah menjadi pasta
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Proses evaporasi di balai materia

9 medica batu

Pemeliharaan tikus di laboratorium
10. mikrobiologi FMIPA Universitas

Islam Malang
Proses penimbangan berat badan
11. .
tikus

12. Mengganti sekam tikus
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Proses penimbangan makanan

13 tikus

14. Menyiapkan minum tikus

15. Proses penimbangan NaCl bubuk
16. Melarutkan NaCl bubuk dengan

larutan aquades
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17. Proses penyondean pada tikus
18 Proses pgngukuran minyak jagung
untuk dilarutkan dengan DOCA
19. Proses penimbangan DOCA
20 Proses melarutkan DOCA dengan

minyak jagung
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DOCA yang sudah dilarutkan

21. . .
dengan minyak jagung
99 Pembiusan pada tikus sebelum
' dibedah
23 Proses pembedahan tikus wistar
' jantan
24 Proses pengambilan serum darah

pada organ cor
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Serum darah yang diambil

25. dimasukkan ke dalam tabung darah
Vaculab EDTA 5 ml

26. Proses pelabelan

27. Tim PTUPT
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