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9. Anggaran Penelitian
No | Rincian Volume Harga Satuan | Total
1 Pembelian Hewan Uji | 20 Rp. 20.000 Rp. 400.000
2 Ekstraksi Tanaman 1 Rp. 300.000 Rp. 300.000
3 | Pengujian Kadar | 20 Rp. 50.000 Rp. 1.000.000
Asam Salisilat
4 Transportasi dan | 2 Rp. 100.000 Rp. 200.000
Akomodasi
5 Publikasi 1 Rp. 300.000 Rp. 300.000
6 | Bahan Habis Pakai 1 Paket Rp. 300.000 Rp. 300.000
7 Pembuatan Laporan 2 Rp. 25.000 Rp. 50.000
Total Rp. 2.550.000

10. Halaman pengesahan
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6. Isi Penelitian

a. Abstrak
Kanker menjadi penyakit paling mematikan nomor dua di dunia, pencegahan
kanker menjadi salah satu cara yang dapat dilakukan dengan mengkonsumsi buah
atau sayur yang banyak mengandung antikoksidan, antikanker atau asam salisilat.
Sirsak menjadi salah satu tanaman yang mengandung senyawa antikoksidan dan
antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian ekstrak
daun sirsak terhadap kadar asam salisilat pada tikus yang diinduksi karsinogenik
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DMBA. Penelitan menggunakan 20 tikus yang dibagi menjadi 4 kelompok,
kontrol negatif, kontrol positif (induksi DMBA), P1 (induksi DMBA + ekstrak
daun sirsak 20 mg/kgBB) dan P2 (induksi DMBA + ekstrak daun sirsak 40
mg/kgBB). Hasil penelitian menunjukkan tikus kelompok kontrol positif
memiliki kadar asam salisilat yang paling tinggi, tikus P1 dan P2 memiliki kadar
asam salisilat paling rendah. Dapat disimpulkan pemberian ekstrak daun sirsak
diduga mampu menekan efek karsinogenik DMBA terhadap tikus yang ditandai
dengan penurunan kadar asam salisilat

. Key word
Asam salisilat, ekstrak daun sirsak, DMBA, karsinogenik

. Latar Belakang

Kanker adalah penyebab utama kematian kedua di dunia setelah penyakit
kardiovaskular (GBD, 2015). Efek fatal dari kanker dapat ditanggulangi dengan
pemberian pengobatan yang tepat. Namun, peningkatan tingkat kelangsungan
hidup kanker karena penggunaan obat presisi atau imunoterapi terutama terjadi
di negara-negara berpenghasilan tinggi, sedangkan di negara-negara
berpenghasilan rendah pencegahan kanker, pendidikan, dan akses ke tes skrining
kanker serta pengobatan kanker tidak memadai ( Horton and Gauvreau, 2015;
Lowy and Collins, 2016). Potensi teknik pencegahan kanker, termasuk vaksinasi
dan program berhenti merokok, untuk mengurangi kejadian dan angka kematian
kanker belum cukup terealisasi, dan upaya-upaya tersebut khususnya tertinggal
di populasi yang kurang beruntung secara sosial ekonomi (Vineis and Wild,
2014). Hal ini menyebabkan hasil kanker yang lebih buruk dan tingkat kejadian
kanker yang lebih tinggi di negara-negara berpenghasilan rendah tertentu.
Kemajuan lebih lanjut dari pengendalian kanker membutuhkan alokasi sumber
daya yang tepat untuk pencegahan kanker, diagnosis dini, dan perawatan kuratif
dan paliatif.

Mengkonusmsi buah-buahan dan sayuran menjadi salah satu cara yang
dapat dilakukan untuk menjaga kesehatan tubuh dan menurunkan kemungkinan
terkena kanker. Konsumsi buah dan sayur berdasarkan penelitian diketahui
mampu menunrunkan resiko kanker (Aune et al. 2011). Tanaman diketahui

memiliki banyak kandungan yang dapat digunakan sebagai antiaoksidan dan
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antikanker, salah satunya adalah asam salisilat. Asam salisilat merupakan
senyawa yang secara alami banyak disintesis oleh tumbuhan seperti tumbuhan
buah, sayur, herba hingga tumbuhan penghasil rempah (Spadafranca et al. 2007;
Wood et al. 2011 Malakar et al. 2017). Asam salisilat pada dasarnya merupakan
hormon tanaman yang berfungsi untuk melawan patogen dan cekaman
lingkungan. Selain berguna bagi tanaman, asam salisilat diketahui memiliki
banyak fungsi bagi kesehatan manusia seperti anti-inflamasi, antikanker,
pelindung saraf, efek antidiabetes, dan sebagainya.

Pada pengujian efek antikanker tumbuhan, peneliti umumnya
menggunakan hewan uji yang diinduksi karsinogenik untuk memicu kanker pada
hewan uji, DMBA menjadi salah satu yang paling banyak digunakan dalam
proses induksi kanker pada hewan uji. Hidrokarbon Aromatik Polisiklik (PAH)
adalah karsinogen kuat. Di antaranya, dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)
terkenal karena kemampuannya menginduksi karsinoma mammae pada tikus

Sprague-Dawley (SD) betina (Kerdelhu¢, 2016).

d. Metode

1. Desain Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian yang menggunakan metode
eksperimental dengan pola rancangan Post Test Only Control Grup Design
.Pengambilan data dilakukan hanya pada saat akhir penelitian setelah
dilakukannya perlakuan dengan membandingkan hasil pada kelompok
kontrol negatif dengan kontrol positif.
2. Pemeliharan Hewan Uji
Tikus ditempatkan dalam kandang plastik dengan tutup terbuat dari
kawat ram dan dialasi sekam, pakan berupa pelet dan air minum diberikan ad
libitum. Lingkungan kandang dibuat agar tidak lembab, ventilasi yang cukup
serta, penyinaran yang cukup dimana lamanya terang 14 jam dan gelap 10
jam. Sebelum melakukan percobaan tikus diadaptasi dalam kandang selama
7 hari untuk menyeragamkan cara hidup dan makannya. Kesehatan tikus

dipantau setiap hari dan berat tikus ditimbang setiap minggu.
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3. Ekstraksi Daun Sirsak

Pembuatan ekstrak daun sirsak menggunakan bahan berupa daun
sirsak yang telah dikeringkan sebanyak 500 gram. Kemudian daun sirsak di
giling dan ayak dengan ayakan yang sesuai. Setelah itu, daun sirsak di rendam
dalam etanol 70%. Setiap hari rendaman diaduk-aduk dan disaring sampai
didapat maserat jernih. Maserat dikentalkan dengan rotary evaporator sampai
diperoleh ekstrak daun sirsak yang kering.
. Penginduksian DMBA dan Ekstrak Daun Sirsak

Mula-mula tikus ditimbang untuk mengetahui volume larutan DMBA
yang akan diberikan. Bahan yang akan digunakan adalah serbuk DMBA yang
dilarutkan dengan mengunakan minyak jagung. Induksi menggunakan sonde
oral, dengan jadwal pemberian seminggu dua kali dengan dosis 20 mg/kgBB
dengan pelarut minyak jagung. Setiap tikus pada kelompok II, III, IV dengan
berat sekitar 200 gram mendapatkan kurang lebih 1 ml 34 larutan dengan
konsentrasi 4mg/ml. Bahan yang akan digunakan untuk larutan ekstrak daun
sirsak adalah ekstrak daun sirsak yang dilarutkan dalam aquades. Ekstrak
daun sirsak diberikan dengan dosis 20mg/kgBB pada kelompok III dan
40mg/kgBB pada kelompok IV, dengan menggunakan sonde lambung. Setiap
tikus dengan berat = 200g mendapatkan 1ml larutan ekstrak daun sirsak
dengan konsentrasi 4mg/ml untuk kelompok III dan konsentrasi 8mg/ml
untuk kelompok IV. Selama penginduksian senyawa DMBA, tikus setiap hari
diinduksi ekstrak daun sirsak. Penginduksian DMBA dan ekstrak daun sirsak
dilakukan 4 minggu. Sonde untuk tikus control dibedakan dengan tikus
perlakuan untuk mencegah adanya kontaminasi. Berat badan tikus ditimbang
sebelum,selama dan setelah intervensi. Terminasi tikus dilakukan setelah
perlakuan terakhir. Tikus diterminasi dengan anastesi terlebih dahulu
menggunakan ketamine-xylazine dosis 75-100mg/kg + 5-10mg/kgBB secara
IP, kemudian di euthanasia dengan metode cervical dislocation. Setelah itu
jaringan hati diambil melalui 35 pembedahan. Pembuatan Homogenat Hati

Tikus
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5. Pemeriksaan Kadar Asam Salisilat

25ul homogenate hati + 125ul. akuades dan 250ul. TCA 10%
Divorteks sampai merata Sentrifuse ,5000 rpm selama 10 menit Supernatan
dibuang Endapan tersisa + 250uL TCA 5 % Divorteks sampai merata
Sentrifuse ,5000rpm selama 10 menit Supernatan Dibuang Endapan hidrolisat
ditambah H2SO4 0,1 N sebanyak 125pL Tutup + Kocok Letakkan
dipenangas 800C selama sejam Sentrifuse Sebentar dan ambil Hidrolisat
12,5uL hidrolisat + 12,5uL natrium Periodat Divorteks+ diamkan 20 menit
pada suhu Kamar Tambahkan 125puL natrium arsenit 10 % divorteks
Ditambahkan 375uL larutan TBA 0,6% dalam NA2SO4 0,5M Tabung tutup
dan dikocok lalu letakkan di penangas air mendidih selama 20 menit dan Lalu
di letakkan di penangas Es 0oC selama 5 menit 37 Ditambahkan 540uL
larutan Sikloheksanon (Sigma). Sentrifuse selama 3 menit, 5000rpm. Fasa
sikloheksanon yang terbentuk pada bagian atas larutan diperiksa dengan

spektrofotometer pada panjang gelombang 549 nm.

. Analisis Data

Analisis statistik dilakukan dengan bantuan program statistik. Hasil
penelitian akan dianalisis apakah memiliki distribusi normal atau tidak secara
statistik dengan uji normalitas Shapiro-Wilk karena jumlah sampel kurang
dari 50, Setelah itu dilanjutkan Uji homogenitas / levene. Jika varians data
berdistribusi normal dan homogen, dilanjutkan dengan metode uji parametric
one way ANOVA. Namun, apabila distribusi data tidak normal dan varians
data tidak homogen, akan diuji dengan uji Kruskal-Wallis. Jika pada uji one
way ANOVA menghasilkan nilai p<0,05 (hipotesis dianggap bermakna)
maka akan dilanjutkan dengan melakukan analisis post-hoc LSD untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok yang lebih terinci. Sedangkan Alat
untuk melakukan analisis post-hoc untuk uji Kruskal-Wallis adalah dengan

uji Mann—Whitney

7. Hasil
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Data yang diperoleh pada penelitian ini dilakukan uji normalitas
terlebih dahulu untuk melihat apakah data terdistribusi secara normal, uji
normalitas dilakukan dengan Shapiro Wilk, hasil uji normalitas menunjukkan
semua data terdistribusi normal yang diketahui dari nilai uji yang semuanya
lebih besar dari 0,05. Data selanjutnya diuji homogenitasnya menggunakan
levene test pada taraf signifikansi 0,05, hasil uji levene menunjukkan data
homogen dengan nilai levene test lebih besar dibanding 0,05. Data terakhir
diuji menggunakan anova dan uji BNT untuk mengetahui perlakuan yang
memberikan efek signifikan terhadap kadar asam salisilat pada tikus.

Tabel 1. Kadar asam salisilat pada tikus hasil induksi DMBA dan ekstrak

daun sirsak

. . Kadar Asam sialat Rerata
Kelompok  Shapiro Wilk  Levene Test

+s.d.(ug/mg)

1 0,49 0,042+0,016*

2 0,967 0,070+0,016°
0,974

P1 0,054 0,032+0,016*

P2 0,314 0,034+0,017°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda signifikan
berdasarkan uji LSD 0,05. Kelompok 1: kontrol negatif, 2: kontrol positif, P1:

Kadar asam salisilat pada tiap perlakuan bervariasi, analisis statistik
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada taraf signifikansi 0,05,
hal ini menunjukkan bahwa perlakuan yang diberikan terhadap hewan uji
coba mempengaruhi kadar asam salisilat secara signifikan. Kadar asam
asalisilat pada perlakuan kontrol tanpa pemberian DMBA memiliki kadar
asam salisilat 0,042, sedangkan hewan yang diberi DMBA memiliki kadar
asam salisilat tertinggi yaitu 0,070, untuk perlakuan yang diberikan ekstrak
tanaman sirsak pada semua konsentrasi menghasilkan asam salisilat yang
lebih rendah dibandingkan perlkauan kontrol tanpa BMBA dan kontrol
dengan DMBA.

8. Pembahasan
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Kadar tertinggi asam salisilat pada perlakuan kontrol positif dengan
DMBA disebabkan karena DMBA bisa menyebabkan peningkatan ekspresi
enzim sialiltransferase, yaitu enzim yang diperlukan untuk biosintesis
sialokonjugat pada berbagai jaringan tumor. Peningkatan enzim ini akan
menyebabkan peningkatan jumlah asam sialat pada glikoprotein yang
terdapat pada membran sel (Susantiningsih,2014). Pada perlakuan kontrol
negatif kadar asam salisilat lebih rendah karena tidak ada DMBA yang
memicu peningkatan kadar asam salisilat. Sedangkan pada perlakuan P1 dan
P2 kadar asam salisilat lebih rendah dibandingkan perlakuan kontrol positif
dan kontrol negatif meskipun pada perlakuan tersebut di induksi oleh DMBA
yang bersifat karsinogenik adalah karena efek pemberian ekstrak daun sirsak.

Daun sirsak memiliki memiliki banyak senyawa fitokimia yang
memiliki banyak fungsi bagi kesehatan. Senyawa yang terkandung di dalam
ekstrak sirsak seperti asetogenin, alkaloid dan fenol (Patil et al. 2023). Ekstrak
daun sirsak juga diketahui memiliki fungsi sebagai antikanker dan
antioksidan (Hasmila et al. 2019; Solanki et al. 2020; Patil et al. 2023).
DMBA dikenal sebagai salah satu senyawa yang bersifat karsinogenik yang
mampu menginduksi kanker, senyawa ini telah banyak digunakan dalam
berbagai penelitian menggunakan hewan uji dan efek karsinogeniknya telah
tercatat dengan baik (Batcioglu et al. 2012; Lin et al. 2012; Kerdelhué et al.
2016; Al-Asady et al. 2020). Pemberian ekstrak daun sirsak yang memiliki
kandungan senyawa antikanker diduga mampu menetralkan efek
karsinogenik dari DMBA sehingga menyebabkan kadar asam salisilat pada
perlakuan P1 dan P2 lebih rendah dibanding perlkauan kontrol positif. Selain
itu ekstrak daun sirsak juga memiliki sifat antioksidan, menurut Balderrama-
Carmona et al. (2020) sirsak memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.
Senyawa antioksidant mungkin juga berperan dalam mengatasi efak
karsinogenik, menurut Lou et al. (2022) antioksidan memiliki potensi dalam
terapi kanker. Didier et al (2023) juga menyatakan bahwa penggunaan

antioksidan dapat menjadi strategi dalam menurunkan kejadian kanker. Selain
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10.

itu masih ada kandungan fenolik di dalam ekstrak daun sirsak, beberapa
penelitian menunjukkan potensi dari senyawa fenolik dalam pengobatan
berbagai penyakit seperti diabetes, jantung hingg kanker (Ls and Nja 2016;
Srinivasulu et al. 2018).

Kesimpulan
Pemberian ekstrak daun sirsak terbukti memberikan efek yang

signifikan terhadap kadar asam salisilat pada organ hati tikus. Kadar asam
salisilat pada hati tikus yang diinduksi DMBA lebih tinggi dibandingkan
kadar asam salisilat pada hati tikus yang diinduksi DMBA dan ekstrak daun
sirsak.
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