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Abstract

Discovery of black turmeric's anti-radical, anti-inflammatory properties and ability to inhibit
the growth of tumor cells. This study aimed to evaluate the cardioprotective effects and identity
the effect of black turmeric (Curcuma caesia Roxb) ethanol extract in preventing cardiac
damage in mice induced by doxorubicin. The experimental design employed is a pre-post test
control group design. The study used male Wistar rats weighing between 150-200 grams,
divided into 6 groups, with each group consisting of 4 rats. The first group, serving as the
normal group, was only provided with food and water. The second group received Na-CMC as
a negative control, while the third group was given Vitamin E as a positive control. The fourth,
fifth, and sixth groups were administered suspensions of black turmeric extract at doses of 100,
300, and 500 mg/kg BW, respectively. The rats were induced with doxorubicin at a dose of 5
mg/kg BW once a week for 3weeks. On the final day of treatment, the rats were fasted for 18
hours, anesthetized, and blood samples were taken for analysis. The rats were also secured on a
surgical board. Following induction, CKMB and LDH levels were measured again, and
histopathological observations were conducted. The results showed CKMB levels indicated
significant differences between groups with p<0,05 (0,025), while LDH levels did not show
significant differences with p-value>0,05 (0,225). Histopathological examination of the heart
revealed improvements in function and structure in the group IV.
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Abstrak

Penemuan kandungan kunyit hitam antiradikal, antiradang, serta kemampuan untuk
menghambat pertumbuhan sel tumor. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efek
kardioprotektif dan mengidentifikasi efek ekstrak etanol kunyit hitam (Curcuma caesia Roxb)
terhadap kerusakan jantung pada tikus yang dipicu oleh doksorubisin. Desain penelitian yang
digunakan adalah eksperimental yaitu metode pre-post test control group. Subjek penelitian
melibatkan tikus jantan jenis Wistar dengan berat antara 150-200 gram, terdiri 6 kelompok,
beranggotakan 4 ekor tikus. Kelompok pertama, sebagai kelompok normal, hanya diberi
makanan dan minuman tanpa perlakuan tambahan. Kelompok kedua menerima Na-CMC untuk
kontrol negatif, sedangkan kelompok ketiga diberikan vitamin E untuk kontrol positif.
Kelompok keempat, kelima, dan keenam masing-masing diberi suspensi ekstrak kunyit hitam
dengan dosis 100, 300 dan 500 mg/kg BB. Tikus-tikus tersebut diinduksi dengan doksorubisin
dosis 5 mg/kg BB sekali seminggu selama 3 minggu. Tikus dipuasakan selama 18 jam di hari
terakhir, dibius, pengambilan sampel darah untuk dianalisis. Tikus juga dipasang pada papan
bedah untuk proses pengamatan lebih lanjut. Setelah proses induksi, kadar CKMB dan LDH
diukur ulang, serta dilakukan pengamatan histopatologis. Hasil penelitian menunjukkan pada
kadar CKMB menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok dengan p-value<0,05
(0,025), sedangkan kadar LDH tidak menunjukkan perbedaan signifikan dengan p-value>0,05
(0,225). Pengamatan histopatologi jantung juga menunjukkan perbaikan struktur dan fungsi
pada kelompok IV.

Kata Kunci: kunyit hitam, jantung, doksorubisin
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PENDAHULUAN

Menurut Sudewo (2011), kanker adalah kematian di banyak negara. Kanker
yang terlihat sebagai benjolan. Namun, kanker yang tumbuh di dalam tubuh sering kali
baru terdeteksi ketika sudah berada pada tahap lanjut, sehingga menyulitkan
pengobatan. Doksorubisin, obat yang termasuk dalam kelompok antrasiklin, sering
digunakan untuk pengobatan beberapa jenis kanker (Marques et al., 2018).

Vasquez et al. (2019) menjelaskan bahwa adanya efek samping pada jaringan
sehat saat pemberian doksorubisin, khususnya jantung, serta menurunkan fungsi
kekebalan tubuh. Jantung memiliki metabolisme yang sangat aktif, namun kapasitas
antioksidannya lebih rendah dibandingkan organ lain, akibatnya membuat sangat rentan
terhadap kerusakan karena radikal bebas, termasuk kerusakan yang diakibatkan oleh
doksorubisin (Brunton et al., 2018).

Antioksidan terbagi menjadi dua kategori utama: alami dan sintetis. Meskipun
tubuh manusia mampu memproduksi antioksidan secara alami, paparan radikal bebas
yang berlebihan membutuhkan tambahan antioksidan dari luar, yang bisa diperoleh
melalui konsumsi buah-buahan atau tanaman tertentu.

kunyit hitam dikenal memiliki sumber antioksidan. Tanaman ini dari kawasan
Asia Selatan, namun kini tergolong langka karena tingginya permintaan dan praktik
eksploitasi yang tidak terkendali. Kunyit hitam mengandung berbagai senyawa bioaktif
seperti kurkuminoid, fenolik, flavonoid, minyak atsiri, alkaloid, protein, serta beberapa
jenis asam amino (Nuraeni et al., 2018). Secara tradisional, kunyit hitam bermanfaat
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mengobati luka, panas, muntah, masalah menstruasi, tumor, dan wasir (lweala et al.,
2020; Kumar et al., 2020). Penemuan kandungan kunyit hitam antiradikal, antiradang,
serta kemampuan untuk menghambat pertumbuhan sel tumor (lbrahim et al., 2023).

Di Indonesia, kunyit hitam masih kurang dikenal dan sulit ditemukan karena
merupakan varian relatif baru dalam keluarga Curcuma. Oleh karena itu, penelitian
yang meneliti potensikunyit hitam sebagai agen kardioprotektif disebabkan
doksorubisin menjadi sangat penting untuk dilakukan.

METODE

Penelitian ini berlangsung dari Agustus hingga November 2022 di berbagai
lokasi, termasuk Laboratorium Biofarmaka untuk proses ekstraksi, Laboratorium
Biofarmasetika di Fakultas Farmasi Universitas Hasanuddin Makassar untuk
pemeliharaan hewan uji tikus, Balai Besar Laboratorium Kesehatan Makassar untuk
analisis serum darah, serta Rumah Sakit Pendidikan Universitas Hasanuddin untuk
pemeriksaan histopatologi.

Seluruh bahan dan reagen yang dipakai dibeli dari distributor resmi, sementara
doksorubisin didapatkan dari apotek. Bahan kunyit hitam (Curcuma caesia Roxb)
dikumpulkan dari Dusun Kasambi, Desa Sulai, Kecamatan Ulumanda, Majene Sulawesi
Barat. Meskipun tidak dilakukan pengukuran flavonoid secara spesifik dalam penelitian
ini, literatur terdahulu telah mengidentifikasi bahwa kunyit hitam mengandung
flavonoid, senyawa antioksidan yang memiliki potensi untuk memberikan perlindungan
kardiovaskular.

Proses ekstraksi dimulai dengan menimbang 600 gram serbuk kering kunyit
hitam (Curcuma caesia Roxb) dan memasukkannya ke dalam bejana maserasi.
Kemudian, sedikit etanol 70% ditambahkan untuk melembabkan bahan, dan setelah
semua bagian terbasahi, etanol 70% kembali ditambahkan hingga simplisia terendam
seluruhnya. Bejana kemudian ditempatkan dalam alat sonikator selama 60 menit, lalu
didiamkan selama sehari di tempat yang terlindung dari cahaya. Setelah itu, bahan
disaring dan proses maserasi diulang tiga kali menggunakan pelarut yang sama. Ekstrak
yang dihasilkan diuapkan hingga tersisa ekstrak kental.

Protokol hewan

Sebelum perlakuan dimulai, tikus-tikus menjalani masa adaptasi lingkungan
selama tujuh hari, sesuai dengan panduan ARRIVE 2,0 tentang pelaporan penelitian
hewan, yang mencakup periode adaptasi selama 7 hari sebelum eksperimen dimulai.
Sebanyak 24 tikus jantan jenis Wistar dengan berat antara 150 hingga 200 gram
dikelompokkan menjadi enam, dengan setiap kelompok memliki empat ekor tikus.
Sebelum memulai perlakuan, diawali sampel darah diukur kadar awal CKMB maupun
LDH.

Kelompok pertama berfungsi sebagai kelompok normal yang hanya diberikan
pakan dan minuman tanpa perlakuan tambahan. Kelompok kedua menerima Na-CMC
sebagai kontrol negatif untuk memastikan bahwa perubahan yang terjadi diakibatkan
oleh induksi doksorubisin, bukan oleh pelarut (Djabir et al., 2017). Kelompok ketiga
berfungsi sebagai kontrol positif dengan pemberian Vitamin E. Kelompok keempat,
kelima, dan keenam masing-masing menerima suspensi ekstrak kunyit hitam dengan
dosis 100 mg/kg BB, 300 mg/kg BB, dan 500 mg/kg BB. Berdasarkan dosis pada
penelitian sebelumnya yaitu adanya potensi efek kardioprotektif ekstrak etanol kunyit
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hitam pada dosis tersebut (Devi et al., 2020).

Induksi doksorubisin terhadap tikus dengan dosis 5 mg/kg BB sakali setiap
minggu sekitar tiga minggu. Sebelum induksi, tikus diberi perlakuan dengan Na-CMC,
Vitamin E, serta ekstrak kunyit hitam dalam dosis 100 mg/kg BB, 300 mg/kg BB, dan
500 mg/kg BB sekitar 3 minggu. Tikus dipuasakan sekitar 18 jam, kemudian dibius
menggunakan ether teknis untuk pengambilan darah. Setelah pengambilan darah, tikus
ditambatkan pada papan bedah dengan keempat kakinya terikat untuk memudahkan
pengamatan. Kadar CKMB diukur kembali setelah induksi, dan pemeriksaan
histopatologi juga dilakukan untuk mengevaluasi hasil perlakuan.

Pengukuran CKMB dan LDH

Pada pemeriksaan CKMB dan LDH, masukkan 50 pl serum ke dalam cup
sampel dan tambahkan 500ul reagen. Letakkan sampel sesuai posisi yang ditentukan,
tutup penutup alat, tekan tombol run 2 detik untuk memulai pemeriksaan dan tunggu
hasil keluar.

Pengamatan histopatologi jantung tikus

Kemampuan Kkardioprotektif ekstrak kunyit hitam dianalisis berdasarkan
pemeriksaan histopatologi jantung tikus yang dinduksi doksorubisin secara
intraperitoneal dengan metode Mitchell. Secara kualitatif, diamati adanya perdarahan,
inflamasi dan nekrosis sel pada jantung.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sesudah diinduksi dengan doksorubisin seminggu sekali selama 21 hari, pada
kelompok normal tanpa perlakuan kadar CKMB meningkat tajam dari 361 U/L menjadi
880,25 U/L. Pada kelompok kontrol negatif, kadar CKMB menurun dari 585 U/L
setelah pemberian Na-CMC dan doksorubisin menjadi 409,5 U/L. Kadar CKMB
kelompok kontrol positif menurun dari 549,5 U/L setelah pemberian vitamin E dan
doksorubisin menjadi 257 U/L. Pada kelompok IV, kadar CKMB sebelum perlakuan
437,5 U/L, namun setelah perlakuan meningkat menjadi 598 U/L. Pada kelompok V,
kadar CKMB sebelum perlakuan 515,25 U/L; setelah perlakuan menurun sebesar 325
U/L, dan kelompok VI kadar CKMB sebelum perlakuan sebesar 417 U/L. Setelah
perlakuan menjadi 207,75 U/L. (Lihat Gambar 1)
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Gambar 1. Grafik pengukuran kadar CKMB
Hasil kadar LDH setelah diinduksi dengan doksorubisin seminggu sekali selama
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21 hari, pada kelompok normal tanpa perlakuan kadar LDH meningkat tajam dari 561,5
U/L menjadi 1547 U/L. Pada kelompok kontrol negatif, kadar LDH meningkat dari
643,25 U/L setelah pemberian Na-CMC dan doksorubisin menjadi 1219 U/L. Pada
kelompok kontrol positif, kadar LDH menurun dari 1103 U/L setelah pemberian
Vitamin dan doksorubisin menjadi 528,25 U/L; pada kelompok IV kadar LDH sebelum
perlakuan 660 U/L setelah perlakuan meningkat menjadi 913,75 U/L. Pada kelompok
V, kadar LDH sebelum perlakuan sebesar 750,25 U/L; setelah perlakuan menurun
menjadi 683,75 U/L. Sedangkan kelompok VI mengalami penurunan, kadar LDH
sebelum perlakuan 611 U/L setelah perlakuan 792,25 U/L. Data menunjukkan kenaikan
kadar CKMB dan LDH pada beberapa kelompok, termasuk kelompok yang diberi dosis
ekstrak kunyit hitam yang lebih tinggi (500 mg/kg BB). Peningkatan ini disebabkan
oleh kerusakan sel jantung akibat induksi radikal bebas dari doksorubisin. Meskipun ada
kenaikan, kelompok yang diberikan dosis 300 mg/kg BB menunjukkan penurunan
signifikan pada kadar CKMB dibandingkan kelompok lainnya, menunjukkan efek
kardioprotektif yang optimal pada dosis ini. Kenaikan yang terlihat pada dosis 500
mg/kg BB bisa disebabkan oleh dosis yang terlalu tinggi, yang tidak memberikan
perlindungan. (Lihat Gambar 2)
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Gambar 2. Grafik pengukuran kadar LDH

Pada hari ke-21, semua hewan coba diterminasi, dan diambil jantungnya untuk
uji histopatologi untuk melihat efek kardioprotektif ekstrak kunyit hitam (Curcuma
caesia Roxb).

Histopatologi

T ' T

2
1 i i:ﬁ Histopatologi
o} T T

T T T !
Normal Na.CMC Vitamin E Eks.|100 Eks.|]300 Eks. 500

Gambar 3. Grafik rata-rata skor histopatologi jantung tikus
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Gambar 4. Kelompok normal/sehat (Gambaran histopatologi jantung tikus tanpa
degenerasi/nekrosis)
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Gambar 7. Kelompok EEKH 100 mg/kg BB (Gambar histopatologi jantung tikus yang
mengalami degenerasi/nekrosis difus berat)

Gambar 8. Kelompok EEKH 300 mg/kg BB (Gambar histopatologis jantung tikus yang
mengalami degenerasi/nekrosis

Gambar 9. Kelompok EEKH 500 mg/kg BB (Gambaran histopatologi jantung tikus
dengan degenerasi/nekrosis multifokal)

Penerbit : Sarana lImu Indonesia (salnesia) p-1SSN: 2337-9847, e-ISSN: 2686-2883 202


http://u.lipi.go.id/1567240065

Jurnal llmiah Kesehatan (JIKA) Vol. 6, No. 2, Agustus 2024

Menurut referensi pada Djabir (2017) beserta Harahap dan Marpaung (2021),
nilai normal CKMB (55-179 U/L) dan LDH (250-450 U/L) telah dilampaui oleh semua
kelompok tikus, termasuk yang tidak diinduksi doksorubisin. Hal ini mungkin
disebabkan oleh stres adaptasi lingkungan, manipulasi sebelum eksperimen, atau
kondisi laboratorium yang memicu peningkatan kadar CKMB. Variasi biologis antar
tikus juga dapat memengaruhi hasil ini. Walaupun demikian, penelitian tetap berfokus
pada perubahan pasca-perlakuan. Kelompok yang diberikan dosis 300 mg/kg BB
menunjukkan penurunan signifikan pada CKMB, ditegaskan efek kardioprotektif
ekstrak kunyit hitam. Hasil yang diperoleh berbeda karena terdapat perbedaan metode
dan alat yang digunakan.

Adapun hasil pengukuran serum pada CKMB dan LDH yang diperoleh
kemudian dianalisis menggunakan aplikasi SPSS. Dari hasil normalitas dan
homogenitas telah dilakukan sebelum analisis ANOVA, dan syarat tersebut terpenuhi,
sehingga dapat dilakukan uji ANOVA. Pada nilai serum CKMB menunjukkan p<0,05
(0,025) yang berarti setiap perlakuan baik pemberiaan ekstrak maupun kontrol berbeda,
sedangkan pada nilai serum LDH menunjukkan p>0,05 (0,225), yang berarti tidak
berbeda nyata. Dari hasil uji lanjutan ( uji TUKEY) terlihat perbedaan yang signifikan
dinilai serum CKMB CKMB antara kelompok normal dan kelompok IlI, serta
kelompok V dan VI, dengan P< 0,05. Sementara itu, kelompok I1, kelompok IV dan
kelompok V tidak menunjukkan perbedaan signifikan dibandingkan dengan kelompok
I11, dengan nilai p>0,05.

Peningkatan yang terjadi dikadar CKMB dan LDH pada tikus disebabkan karena
doksorubisin  mampu merusak jantung akibat efek radikal bebas dan adanya
superoksida. Jantung merupakan jaringan utama yang menjadi efek kerusakan akibat
adanya radikal bebas dan ROS (Spesies oksigen reaktif) (Hassanpour dan Dorodi,
2022). Hal ini disebabkan rendahnya jumlah enzim/molekul yang mampu menangkap
radikal bebas (Singh et al., 2020). Enzim melepaskan sel jantung yang rusak termasuk
CKMB dan LDH. Konsentrasi plasma dari setiapenzim dan protein  berbeda
berdasarkan pada waktu cedera, tingkat kerusakan sel (Corwin, 2009).

Secara teori pemberian kunyit hitam dapat menurunkan kadar CKMB dan LDH
dalam darah karena memiliki kandungan sebagai antioksidan (Pradeep et al., 2021)
yaitu flavonoid. Penelitian tentang peran flavanoid memiliki efek sebagai aktivitas
kardioprotektif dan anti-poliperatif. Hasil dalam kelompok V untuk efek kardioprotektif
terbaik, sedangkan kelompok VI tidak terdapat hasil lebih sesuai, bahkan terjadi
peningkatan CKMB dan LDH pada dosis tertinggi (Harahap dan Marpaung, 2021).

Pada hasil pemeriksaan histopatologi jantung tikus, kelompok normal tidak
menunjukkan adanya kelainan. Sementara itu kelompok dua, pengamatan terhadap
inflamasi, perdarahan, dan nekrosis menunjukkan adanya kerusakan dengan rata-rata
25%. Pada kelompok kontrol positif serta kelompok 1V, V dan VI tingkat kerusakan
berada dalam rentang 25% hingga 50%. Adanya zat racun yang masuk bersamaan
dengan aliran darah ke jantung, sel dapat mengalami perubahan yang menyebabkan
kematian sel atau nekrosis. Zat kimia beracun adalah salah satu penyebab nekrosis pada
sel.

KESIMPULAN

Ekstrak kunyit hitam (Curcuma caesia Roxb) memiliki efek perlindungan
terhadap fungsi jantung berdasarkan pengukuran kadar CKMB dan LDH. Pada
kelompok 111 menunjukkan efek kardioprotektif yang baik.
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