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PENGARUH EKSTRAK DAUN KASTURI TERHADAP KADAR LIMFOSIT
MENCIT JANTAN (Mus musculus) YANG DIPAPAR SINAR-X RADIOGRAFI
PERIAPIKAL
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PENDAHULUAN

Pemeriksaan radiografi dalam dunia
kedokteran  gigi merupakan salah  satu
pemeriksan penunjang yang dapat membantu
dokter gigi dalam menegakkan diagnosa,
rencana perawatan, dan mengevaluasi hasil
perawatan.! Radiografi periapikal adalah teknik
radiografi  intraoral yang paling sering
digunakan di kedokteran gigi untuk melihat
gambaran gigi mulai dari mahkota, akar hingga
jaringan di sekitarnya. Penggunaan sinar-X
yang berulang dalam radiografi periapikal
memiliki efek tertentu bagi tubuh. Besarnya
efek yang terjadi tergantung dari seberapa besar
dosis paparan radiasi, lama paparan, dan jenis
sel  yang terpapar. Menurut IAEA dan
BAPETEN, dosis radiasi yang umum digunakan
untuk pemeriksaan gigi intraoral dan panoramic
masing-masing sebesar 7 mGy dan 5 mGy.**

Radiasi sinar-X dapat menyebabkan
kerusakan baik secara langsung maupun tidak
langsung. Kerusakan secara langsung terjadi
ketika radiasi ionisasi berkontak langsung
dengan DNA atau RNA sel, sedangkan
kerusakan tidak langsung terjadi ketika radiasi
ionisasi berkontak dengan molekul air dan
membentuk radikal bebas. Radikal bebas
bersifat tidak stabil dan merusak DNA sel
sehingga mengganggu sistem hematopoetik.
Salah satu sel yang sensitif terhadap radiasi
pengion seperti sinar-X adalah sel limfosit.*”
Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Wasilah dan Rochim (2012) menunjukkan
bahwa pemberian dosis tunggal paparan radiasi
dapat menyebabkan penurunan kadar lLimfosit
dan besar penurunan kadar limfosit bergantung
pada besarnya dosis yang diterima. Sebagian
kerusakan sel dapat diperbaiki oleh jaringan
tubuh meskipun masih memungkinkan adanya
kerusakan sel yang terakumulasi. Kerusakan
limfosit akibat radikal bebas dapat dihambat
oleh antioksidan alami seperti daun kasturi.®

Kasturi (Mangifera casturi) merupakan
tanaman khas Kalimantan Selatan yang
memiliki banyak manfaat” Daun kasturi
mengandung bahan bioaktif, seperti alkaloid,
flavonoid, tanin, terpenoid, fenol, dan saponin
yang dapat berperan secbagai antioksidan,
antibakteri, antiinflamasi, dan
imunostimulator8?4®  Penelitian Bakti  dkk
(2017) telah membuktikan bahwa ekstrak etanol
daun kasturi menunjukkan aktivitas antioksidan
yang sangat kuat dengan nilai ICsy sebesar
34558 ppm. Ekstrak daun kasturi dapat
berpotensi sebagai antioksidan yang dapat
digunakan sebelum pemeriksaan radiografi guna
meminimalisir efek kerusakan yang ditimbulkan
oleh paparan sinar-x. Berdasarkan hal tersebut

perlu dilakukan penelitian untuk mengukur dan
menganalisis kadar limfosit yang diberi ekstrak
daun kasturi dan dipapar radiografi periapikal
sebanyak 1, 7, dan 10 kali paparan. !

METODE PENELITIAN

Penelitian i merupakan penelitian true
experimental design dengan rancangan postest
only with control group design yang telah
dinyatakan laik etik oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Universitas Lambung Mangkurat No.
030/KEPKG-FKGULM/EC/11/2021. Uiji
determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium
Dasar FMIPA ULM Banjarbaru. Pembuatan
ekstrak daun kasturi dilakukan di Laboratorium
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas
Lambung Mangkurat. Proses adaptasi mencit,
pemberian ekstrak dan pemeriksaan sampel
darah mencit dilakukan di Balai Veteriner
Banjarbaru. Penyinaran radiografi periapikal
dilakukan di RSGM Gusti Hasan Aman
Banjarmasin.

Ekstraksi Daun Kasturi

Daun kasturi diekstraksi menggunakan
metode maserasi. Daun kasturi yang sudah
dipotong, dikeringkan dan diblender direndam
menggunakan pelarut etanol 96% aduk hingga
homogen, setelah itu didiamkan selama 3x24
jam dengan sesekali diaduk dan diganti
pelarutnya. Filtrat dan substratnya dipisahkan
dengan cara menyaring filtrat dengan kertas
saring. Larutan dievaporasi dengan suhu 40°C
sampai kental atau sampai kadar air minimal.
Pengenceran ckstrak  kental daun  kasturi
dilakukan hingga diperoleh ekstrak daun kasturi
konsentrasi 10%.

Pengelompokkan dan Adaptasi Mencit

Mencit yang digunakan memiliki kriteria
berat badan 20-25 gram, berumur 3-4 bulan,
sehat dan aktif. Mencit dibagi kedalam 5
kelompok secara acak (random) dengan masing-
masing kelompok berisi 4 ekor mencit.
Kelompok P1 adalah kelompok yang diberi
ekstrak daun kasturi dan dipapar sinar-X
radiografi periapikal sebanyak 1 kali. Kelompok
P2 adalah kelompok yang diberi ekstrak daun
kasturi dan dipapar sinar-X radiografi periapikal
sebanyak 7 kali. Kelompok P3 adalah kelompok
yang diberi ekstrak daun kasturi dan dipapar
sinar-X radiografi periapikal sebanyak 10 kali.
Kelompok P4 (kontrol positif) adalah kelompok
yang hanya diberi ekstrak daun kasturi.
Kelompok P5 (kontrol negatif) adalah
kelompok yang hanya dipapar sinar-X
radiografi periapikal.




]gg:‘]’a’k“l;";ll‘ N Mean + SD
P1 4 3,400 +0,556
P2 4 5,725 £ 1,831
P3 4 7,825 £2,931
P4 (Kontrol positif) 4 9,750 £ 2,080
P5 (Kontrol 4 5375 +4.429

negatif) ] )

Mencit diadaptasi selama 7 hari, diberi
makan dengan pakan standar Comfeed, dan
diberi minum aquades secara ad libitum.
Kadang mencit terbuat dari plastik yang ditutup
dengan anyaman kawat.

Pemberian Ekstrak Daun Kasturi

Ekstrak daun kasturi dengan konsentrasi
109% kemudian diberikan pada mencit dengan
berat sebanyak 0,2 mlfekor/hari secara oral.
Pemberian ekstrak dilakukan menggunakan
sonde lambung dan dilakukan selama 7 hari.

Penyinaran Sinar-X Radiografi Periapikal

Mencit diletakkan di kandang berukuran
11 emx 6 cm x 10 cm dan difiksasi dengan cara
membatasi pergerakan mencit menggunakan
styrofoam yang dimasukkan ke dalam kandang.
Dosimeter diletakkan di bawah kandang untuk
mengukur dosis yang diterima oleh mencit.
Penyinaran radiografi menggunakan dental
radiography unit merek ASAHI. Satu kali
paparan radiasi menghasilkan dosis 1 mGy.
Penyinaran  radiografi  dilakukan  dengan
beberapa kali paparan yaitu 1, 7, dan 10 kali
pengulangan. Antar masing-masing paparan
diberi jeda waktu 5 menit.

Pengambilan Sampel Darah dan Perhitungan
Limfosit

Pengambilan sampel darah mencit
dilakukan 24 jam setelah radiasi. Mencit di
anastesi secara inhalasi menggunakan dietil eter
Pengambilan sampel darah dilakukan dengan
menyuntikan syringe ke bagian jantung mencit,
darah diambil sebanyak + 1 ml. Sampel darah
diletakan pada tabung kecil berisi antikoagulan
EDTA  (Ethylenediaminetetraacetic  acid).
Perhitungan kadar limfosit dilakukan secara
otomatis  menggunakan alat  hemarology
analyzer.

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan dosis yang
diterima dan rata-rata kadar limfosit tiap
kelompok mencit yang terdapat pada tabel
berikut:

Tabel 1. Rata-rata (Mean) dan Standar Deviasi
kadar limfosit mencit jantan yang
diberi ekstrak daun kasturi dan
dipapar sinar-X radiografi periapikal.

(sel x 10°/uL)
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Gambar 1. Rata-rata Kadar Limfosit Mencit
Jantan

Tabel 1 menunjukkan kadar limfosit
tertinggi terdapat pada kelompok P4 yang hanya
diberi ekstrak daun kasturi, sedangkan kadar
limfosit yang terendah terdapat pada kelompok
P1 yang diberi ekstrak daun kasturi dan dipapar
radiasi sinar-X 1 kali.

Data yang terlihat pada gambar |
menunjukkan adanya peningkatan rata-rata
kadar limfosit yang semakin meningkat dengan
bertambahnya jumlah dan dosis paparan radiasi
yang terdapat pada kelompok P1, P2, dan P3.
Data dilakukan uji normalitas menggunakan
'Jphim-wi!k yang menunjukkan hasil bahwa
data  terdistribusi  normal (p>0,05). Uj
homogenitas data dilakukan menggunakan
Levene’s Test yang menunjukkan varians data
tidak homogen (p<005). Berdasarkan hasil
kedua uji tersebut data dilanjutkan
menggunakan uji non parametrik  Kruskal-
Wallis. Hasil uji Kruskal-Wallis dari kadar
limfosit mencit jantan menunjukkan nilai sig.
0,075 (p>0,05) yang berarti tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antar kelompok
perlakuan.

PEMBAHASAN

Radiasi pada jaringan terdiri atas 3 fase,
yaitu fase fisika, fase kimia, dan fase biologi.
Fase fisika diawali dengan adanya kontak antara
paparan radiasi dan jaringan. Kontak yang
terjadi berupa ionisasi dan eksitasi yang dapat
menyebabkan  kerusakan  langsung  jika
mengenai DNA dan tidak langsung jika
membentuk radikal bebas. Paparan radiasi dapat
mengganggu  sistem  hematopoetik  karena
menyebabkan kerusakan pada DNA  sel-sel




darah. Adanya kerusakan sel hematopoetik
menyebakan terjadinya depresi jumlah sel
darah.'*"® Hal ini dapat terlihat pada kelompok
P5 yang hanya dipapar 1 kali dengan dosis
tunggal 1 mGy tanpa diberikan ekstrak daun
kasturi sebelumnya. Kelompok P35 dengan
jumlah Limfosit sebesar 5375 x 10%uL dinilai
mengalami  penurunan  jika  dibandingkan
dengan kelompok P2, P3, dan P4 meskipun
masih dalam jumlah normal limfosit mencit.

Penurunan limfosit dapat terlihat pada
kelompok P1 (1 kali paparan radiasi) dengan
jumlah limfosit sebesar 3400 x 10°/uL dan P2
(7 kali paparan radiasi) sebesar 5,725 x 10%/uL.
Kedua kelompok ini mengalami penurunan
jumlah limfosit. Rendahnya jumlah paparan
yang  diterima  kedua  kelompok ini
menyebabkan radikal bebas yang diterima lebih
rendah jika dibandingkan dengan kelompok P3
sehingga peran antioksidan daun kasturi pada
kedua kelompok ini diasumsikan kurang
berpengaruh. Meskipun demikian kerusakan
secara langsung yang mengakibatkan kematian
sel masih dapat terjadi sehingga menyebabkan
jumlah limfosit mengalami penurunan meskipun
masih dalam jumlah normal limfosit. Kerusakan
secara  langsung akibat paparan radiasi
menyerang  molekul  DNA  dan  dapat
menyebabkan  kerusakan  yang  bersifat
irreversible. Molekul DNA merupakan sub sel
yang memiliki kepekaan tinggi terhadap radiasi
schingga  mudah  mengalami  kerusakan.
Kerusakan DNA diantaranya dapat berupa
terputusnya satu untai DNA yang disebut single
strand break (S5B) atau putusnya kedua untai
DNA dengan posisi berhadapan yang disebut
double strand breaks (DSB).12

Peningkatan rata-rata limfosit terlihat
pada kelompok P3 yang diberi ekstrak daun
kasturi kemudian dipapar radiasi sinar-X
sebanyak 10 kali paparan yaitu sebesar 7,825 x
10°/uL. Kelompok P3 memiliki jumlah limfosit
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan
kelompok P2 yang diberi ekstrak kemudian
dipapar radiasi sinar-X sebanyak 7 kali dan
kelompok Pl yang diberi ekstrak kemudian
dipapar radiasi sinar-X sebanyak 1 kali.
Limfosit merupakan bagian dari sistem imun
spesifik yang memiliki respon lebih lambat
daripada sistem imun nonspesifik. Respon imun
spesifik  dapat terjadi dalam hitungan hari
tergantung pajanan, berbeda dengan respon
imun nonspesifik yang dapat terjadi dalam
hitungan menit atau jam.'* Peningkatan limfosit
dapat terjadi ketika terdapat infeksi akibat
mikroorganisme intraseluler, virus atau penyakit
kronis yang bersifat tahunan. Adanya penurunan
jumlah limfosit dapat menyebabkan imunitas

tubuh seseorang menurun. Penurunan imunitas
menyebabkan seseorang menjadi rentan apabila
ada infeksi.'>16

Ionisasi akibat paparan radiasi dapat
terjadi baik secara langsung maupun tidak
langsung dengan membentuk radikal bebas.
Interaksi paparan radiasi dan molekul air
menyebabkan terpecahnya molekul air sehingga
membentuk hasil akhir berupa radikal bebas H*,
OH¥*, dan H;O, atau disebut juga Reactive
Oxygen Species (ROS). Molekul tubuh yang
menjadi target radikal bebas diantaranya yaitu
DNA, lipid (lemak), dan protein. Rantai reaksi
radikal bebas terdiri atas 3 tahap yaitu tahap
inisiasi, propagasi, dan terminasi. Pada tahap
inisiasi, radikal bebas menyerang asam lemak
tak jenuh (PUFA) yang menjadi komponen
penyusun membran plasma sel limfosit
menyebabkan  terbentuknya radikal  lipid.
Radikal lipid bereaksi dengan oksigen
membentuk radikal peroksil yang kemudian
bereaksi dengan lipid yang lain dan menarik
molekul hidrogen membentuk lipid
hidroperoksid. Tahap berikutnya adalah tahap
propagasi yaitu terjadinya pemanjangan rantai
radikal. Selanjutnya pada tahap terminasi,
radikal bebas dapat terus menerus bereaksi
dengan  radikal lainnya  atau  dengan
antioksidan.'” Tingginya jumlah ROS dapat
menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan
antara radikal bebas dan antioksidan dalam
tubuh atau disebut stres oksidatif yang dapat
merusak sel limfosit sehingga proliferasi sel
limfosit menjadi terhambat '8

Banyaknya paparan radiasi sinar-X
seperti yang terjadi pada kelompok P3 dengan
10 kali paparan menyebabkan banyak radikal
bebas terbentuk sehingga antioksidan yang
terkandung dalam daun kasturi diperkirakan
aktif bekerja. Senyawa aktif daun kasturi dapat
berperan  sebagai  imunostimulator  dan
antioksidan.  Senyawa aktif daun kasturi
konsentrasi 10% sebagai imunostimulator dapat
meningkatkan  jumlah limfosit, sedangkan
sebagai antioksidan dapat menghambat radikal
bebas sehingga mencegah penurunan jumlah
limfosit. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
Bakti dkk (2017) yang menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun kasturi termasuk ke dalam
golongan antioksidan yang sangat kuat dengan
nilai ICsp sebesar 34,558 ppm. Bakti 2017. Pada
daun kasturi terdapat dua senyawa utama yang
berperan sebagai antioksidan, yaitu fenol
sebesar 18,44% dan flavonoid sebesar 9.27%.°
Komponen fenolik dapat melindungi limfosit
dari kerusakan akibat stres oksidatif dengan cara
mengikat radikal bebas, mereduksi, dan
meredam terbentuknya oksigen tunggal serta




sebagai  pendonor elektron.’*®  Flavonoid
sebagai  antioksidan  berperan  mencegah
kerusakan sel dan komponen selular oleh
radikal bebas dengan cara mengubah radikal
bebas ke bentuk yang lebih stabil dengan
memberikan atom hidrogennya pada radikal
lipid saat tahap terminasi dalam sehingga
membentuk senyawa yang bersifat
nonradikal.'*2"

Kelompok P4  atau  kontrol positif
memiliki jumlah limfosit tertinggi dibanding
kelompok lainnya yaitu sebesar 9,750 x 10°/uL.
Kelompok P4 atau kontrol positif merupakan
kelompok mencit yang hanya diberi ekstrak
daun kasturi konsentrasi 10%. Tingginya jumlah
limfosit pada kelompok P4 dihubungkan dengan
adanya kandungan senyawa aktif pada daun
kasturi seperti flavonoid, fenol, alkaloid,
terpenoid, dan  saponin®'"  Berdasarkan
penelitian Rahim dkk (2017), ekstrak daun
kasturi konsentrasi 10% dapat bersifat sebagai
imunostimulator. Senyawa aktif dalam ekstrak
daun kasturi berperan sebagai antiinflamasi,
antioksidan, dan imunomodulator. Senyawa
flavonoid dapat meningkatkan produksi IL-2
sehingga mengakibatkan terjadinya peningkatan
proliferasi dan aktivasi limfosit.>! Dapat
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak daun
kasturi sebelum dipapar sinar-X radiografi
periapikal memiliki pengaruh yang berbeda-
beda terhadap kadar limfosit mencit jantan
tergantung pada jumlah paparan dan besar dosis
yang diterima.
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