Fakultas Kedokteran Universitas Lampung

Efek Perlindungan Madu Terhadap Kerusakan Lambung Tikus yang Diberi Etanol

Mubhartono', Fiana DN !, Kurrahman GN*
'Bagian Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
*Mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Lampung

Abstrak

Madu digunakan sejak dahulu sebagai obat pada berbagai penyakit, termasuk penyakit
lambung. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek madu terhadap perbaikan
kerusakan mukosa lambung tikus yang diinduksi etanol. Penelitian merupakan penelitian
eksperimental laboratorik ini menggunakan rancangan acak terkontrol menggunakan 25
tikus jantan dewasa galur Sprague Dawley, berat 200-250 gr, dibagi secara acak menjadi
5 kelompok yang masing-masing terdiri dari 5 tikus; kelompok 1 (K1), diberikan
akuades; Kelompok 2 (K2), diberikan etanol (0,01 ml/grBB) secara oral selama 14 hari.
Kelompok 3 (K3), 4 (K4), dan 5 (K5) masing-masing diberikan etanol (0,01 ml/grBB)
dan madu (0,0018 ml/grBB, 0,0054 ml/grBB, dan 0,016 ml/grBB) secara oral selama 14
hari. Pada K3, K4, dan K5, etanol diberikan 1,5 jam setelah pemberian madu. Setelah 14
hari, sampel lambung diambil untuk pemeriksaan histopatologi. Hasilnya menunjukkan
etanol menimbulkan kerusakan mukosa lambung dibandingkan kelompok kontrol. K4
dan K5 menunjukkan penurunan signifikan kerusakan akut mukosa lambung
dibandingkan kelompok etanol (p<0,001). K5 tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik dibandingkan kelompok kontrol (p>0,050). Simpulan, madu
memiliki efek terhadap perlindungan kerusakan lambung tikus yang diberi etanol.
[Medula Unila.2013;1(2):52-62]
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Abstract

Honey used as medicine in various disorders, including stomach lesions, since long time
ago. The aim of this study was to investigate the effect of honey on the improvement of
ethanol-induced acute gastric mucosal damage in rats. This experimental laboratory study
used randomized controlled design. Twenty five male adult Sprague Dawley rats,
weighing 200-250 gram, were randomly divided into 5 groups of five rats. Group 1
(control): Sterile water was given. Group 2: Ethanol (0,01 ml/g b.wt) was given orally for
14 days. Group 3, 4, and 5: Ethanol (0,01 ml/g b.wt) and honey (0,0018 ml/g b.wt, 0,0054
ml/g b.wt, and 0,016 ml/g b.wt) were given orally for 14 days. In group 3, 4, and 5,
ethanol was given at 1,5 hours after honey administration. After 14 days, gastric samples
were taken for histopathological examination. The results show that ethanol induced
acute gastric mucosal damage compared to control group. Group 4 and 5 show
significantly decreased acute gastric mucosal damage compared to ethanol group (p
<0,001). Group 5 doesn’t show a statistically significant difference on acute gastric
mucosal damage score compared to control group (p >0,050). It could be concluded that
honey has effect on improvement of ethanol-induced stomach injury in rats. [Medula
Unila.2013;1(2):52-62]
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Pendahuluan

Madu adalah cairan kental manis yang dihasilkan oleh lebah madu (Apis
mellifera) menggunakan nektar bunga. Madu mengandung 70-80% gula, terutama
dari fruktosa dan glukosa. Bangsa Mesir Kuno, Assyria, Cina, Romawi dan
Yunani telah mengunakan madu sebagai obat tradisional untuk penyembuhan
luka, penyakit kulit dan berbagai penyakit lainnya (Lutz et al., 2007).

Madu juga memiliki efek terapi terhadap infeksi dan gangguan pada saluran
cerna (Bukhari et al., 2006). Madu dapat meningkatkan pH lambung karena
mengandung mineral seperti Mg, K, Na, dan Ca yang bersifat basa dan berfungsi
sebagai buffer (Suranto, 2004), selain itu madu mempunyai aktivitas antioksidan
karena kandungan flavonoidnya yang tinggi sehingga dapat mengikat radikal
bebas (Mabrouk et al., 2004). Aktifitas antioksidan pada madu juga mampu
mengatasi gangguan inflamasi, termasuk inflamasi di mukosa lambung
(Jaganathan & Masitosh, 2009).

Kerusakan mukosa lambung dapat disebabkan oleh etanol. Etanol atau yang
dikenal sebagai alkohol di masyarakat menjadi masalah sosial (Brunton et al.,
2008). Jumlah total kematian akibat konsumsi etanol di dunia diperkirakan sekitar
2,25 juta pada tahun 2004 (WHO, 2011). Etanol dapat meningkatkan produksi
Reactive Oxygen Species dan menurunkan kadar antioksidan selular (Fernandez-
Checa and Kaplowitz, 2005; Haet al., 2010), sehingga dapat merusak sawar
mukosa lambung. Etanol cepat berpenetrasi ke dalam mukosa lambung dengan
cara melepaskan radikal bebas dan meningkatkan permeabilitas mukosa sehingga
memungkinkan difusi balik HCI (Suleymanet al., 2001).

Madu dapat digunakan untuk pencegahan dan pengobatan gangguan gastro-
intestinal seperti sebagai tukak lambung dan gastritis (Bukhari et al.., 2006;
Bogdanov et al.,, 2008). Pada penelitian eksperimental tikus yang diinduksi
indometasin dan alkohol, madu dapat memperbaiki mukosa lambung akibat efek
stimulasi pada sensoriksaraf di perut yang merespon capsaicin (Bogdanov et al.,

2008)dan madu sebagai antioksidan (Mabrouk et al., 2004; Bogdanov et al.,
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2008).Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek madu terhadap
perbaikan kerusakan mukosa lambung tikus yang diinduksi etanol
Metode

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi dan Histologi
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dan dilaksanakan tahun
2012.Penelitian ini menggunakan metode rancangan acak terkontrol dengan
menggunakan 25 ekor tikus putih (Rattus norvegicus)jantan dewasa galur Sprague
Dawleyberumur 3-4 bulanyang dipilih secara random yang dibagi menjadi 5
kelompok, dengan pengulangan sebanyak 5 kali, akan digunakan sebagai subjek
penelitian; sesuai dengan rumus Frederer t(n-1)>15.Kelompok 1 (K1) diberi air ad
libitum. Kelompok 2 (K2) diberikan etanol 50% 0,01 ml/grBB. Kelompok 3
(K3) diberikan etanol 50% 0,01 ml/grBB ditambah larutan madu 50% dosis
0,0018 ml/grBB, kelompok 4 (K4) dengan dosis larutan madu 50% sebanyak
0,0054 ml/grBB, dan kelompok 5 (K5) dengan dosis larutan madu 50% sebanyak
0,016 ml/grBB, dimana larutan madu dan etanol 50% tersebut akan diberikan
sebanyak 1 kali/hari. Masing-masing diberikan secara per oral selama 14 hari.
Setelah 14 hari, perlakuan diberhentikan. Lima tikus jantan dari tiap kelompok
kemudian dinarkosis dengan kloroform.Lalu dilakukan laparotomi, diambil
lambung tikus. Sampel lambung ini lalu difiksasi dengan formalin 10%.
Selanjutnya, sampel diproses histopatologi untuk pembuatan sediaan mikroskopis
jaringan lambung.

Metode teknik pembuatan preparat histopatologi: (1)organ yang telah
dipotong secara representatif dan telah difiksasi formalin 10% 3 jam; (2)Bilas
dengan air mengalir 3—5 kali; (3)Dehidrasi dengan:alkohol 70% selama 0,5 jam,
alkohol 96% selama 0,5 jam, alkohol 96% selama 0,5 jam, alkohol 96% selama
0,5 jam, alkohol absolut selama 1 jam, alkohol absolut selama 1 jam, alkohol
absolut selama 1 jam, alkohol xylol 1:1 selama 0,5 jam; (4)Clearing:xyloll selama
1 jam, xylo/Il selama 1 jam; (5). Impregnansi dengan parafin selama 1 jam dalam
oven suhu 65°C; (6). Pembuatan blok parafin:sebelum dilakukan pemotongan
blok parafin didinginkan dalam lemari es. Pemotongan menggunakan rotary
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microtome dengan menggunakan disposable knife.Pita parafindimekarkan pada
water bath dengan suhu 60°c. Selanjutnya dilakukan pewarnaan hematoksilin
eosin (HE).

Prosedur pulasan HE: (1) Dilakukan deparafinisasi dalam: larutan xylol 1
selama 5 menit, larutan xylolll selama 5 menit, etanol absolut selama 1 jam
(2)Hydrasi dalam:alkohol 96% selama 2 menit, alkohol 70% selama 2 menit, air
selama 10 menit (3) Pulasan inti dengan: haris hematoksilin selama 15 menit, air
mengalir, eosin selama maksimal 1 menit, (4)Dehidrasi: alkohol 70% selama 2
menit, alkohol 96% selama 2 menit, alkohol absolut 2 menit,
(5)Penjernihan:xyloll selama 2 menit, xylolll selama 2 menit; (6). Mounting
dengan entelan dan tutup dengan deck glass.

Hasil penelitian dianalisis: (1) Uji normalitas Shapiro-Wilk untuk menilai
distribusi normal, karena jumlah sampel <50. (2) Uji Levene untuk mengetahui
apakah dua atau lebih kelompok data memiliki varians yang sama (p>0,05) atau
tidak; (3) Jika varians data berdistribusi normal dan homogen, akan dilanjutkan
dengan metode uji parametrik one way ANOVA; (4) Bila tidak memenuhi syarat
uji parametrik, akan digunakan uji nonparametrik Kruskal-Wallis. Hipotesis akan
dianggap bermakna bila p<0,05. Jika pada uji one way ANOVA atau Kruskal-
Wallis menghasilkan nilai p<0,05 maka akan dilanjutkan dengan melakukan

analisis post hoc LSD untuk melihat perbedaan antar kelompok perlakuan.

Hasil

Hasil pengamatan mikroskopis kelompok perlakuan terlihat pada gambar 1.
Perhitungan skor gambaran kerusakan akut mukosa lambung tikus diperoleh rata-
rata pada K1 adalah 8%, K2 adalah 92%, K3 adalah 90%, K4 adalah 56%, dan
K35 adalah 20%.
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Gambar 1. Mikroskopis (A) K1 mempunyai kerusakan minimal 8% (B) K2 mempunyai
kerusakan 92%; (C) K3 mempenyui kerusakan 90%; (D) K4 mempunyai
kerusakan 56%; (E) K5 mempunyai kerusakan 20%

Dari data hasil pengamatan gambaran kerusakan mukosa lambung tikus

untuk masing-masing kelompok, didapat rata-rata skor yang tersaji dalam tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata skor gambaran kerusakan akut mukosa lambung.

Kelompok Perlakuan Rata-rata skor gambaran histopatologi (X+SD)
K1 848,37
K2 9248,37
K3 90+7,07
K4 56£15,17
K5 20£7,07

Persentase rata-rata skor gambaran kerusakan akut mukosa lambung
selanjutnya diuji normalitasnya dengan uji Saphiro-Wilk. Hasil analisis Shapiro-

Wilk dari data di atas tersaji dalamtabel 2.

Tabel 2. Analisis Shapiro-Wilk gambaran kerusakan akut mukosa.

KELOMPOK UJI p- VALUE
K1 0,881
K2 0,881
K3 0,883
K4 0,803
K5 0,883

Dari tabel di atas didapatkan distribusi data normal (p>0,05). Kemudian
dilakukan uji Levene untuk mengetahui apakah dua atau lebih kelompok data
memiliki varians yang sama (p>0,05) atau tidak. Hasil uji Levene didapat nilai
P=0,068 yang artinya dua atau lebih kelompok data mempunyai varian yang

sama. Karena distribusi data normal serta varians dua atau lebih kelompok sama,
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akan dilanjutkan dengan metode uji parametrik one way ANOVA. Hasil uji
parametrik one way ANOVA diperoleh nilai p=0,000 (p<0,05), yang artinya
terdapat perbedaan bermakna pada paling tidak 2 kelompok perlakuan. Analisis
data dilanjutkan menggunakan analisis post hoc LSD untuk melihat perbedaan

antar kelompok perlakuan.Hasil analisis post hoc LSD tersaji dalam tabel 3.

Tabel 3. Hasil uji statistik perbandingan antar kelompok (analisis post hoc)

KELOMPOK UJI p - VALUE
K1 K2 0,000*
K3 0,000*
K4 0,000*
K5 0,064
K2 K3 0,748
K4 0,000*
K5 0,000*
K3 K4 0,000*
K5 0,000*
K4 K5 0,000*
Keterangan:

* = p < 0,001(perbedaan sangat signifikan); ** = p < 0,050 (perbedaan signifikan).

Dari analisis post hoc didapatkan hasil bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antara K1 dengan K2 (p<0,001), K1 dengan K3 (p<0,001), K1 dengan
K4 (p<0,001). Terdapat juga perbedaan yang signifikan antara K2 dengan K4
(p<0,001), K2 dengan K5 (p<0,001). Perbedaan yang signifikan juga terlihat pada
hubungan antara K3 dengan K4 (p<0,001), K3 dengan K5 (p<0,001), serta K4
dengan K5 (p<0,001). Sementara itu, hubungan antar kelompok yang tidak
menunjukkan perbedaan dapat dilihat dari hubungan antara K1 dengan K5

(p>0,050), dan K2 dengan K3 (p>0,748).

Pembahasan
Dari hasil pengamatan, K1 atau kelompok kontrol normal memiliki

persentase rata-rata skor kerusakan mukosa sebesar 8%. Hal ini menunjukkan
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persentase kerusakan mukosa lambung K1 adalah yang paling rendah, dan
memiliki perbedaan secara statistik dengan kelompok lain, kecuali dengan KS5.

Aquadest bukan merupakan oksidan sehingga hasil pengamatan dominan
menunjukkan tidak adanya perubahan patologis pada mukosa lambung tikus.
Namun, beberapa hasil pengamatan menunjukkan inflamasi akut yang ditandai
dengan edema mukosa dan infiltrat peradangan neutrofil. Hal ini bisa disebabkan
kondisi awal lambung tikus yang memang sudah rusak dan stres. Stres terutama
ditimbulkan oleh perangsangan hipotalamus yang akan menyebabkan pencetusan
simpatis secara besar-besaran dengan salah satu efeknya adalah konstriksi
pembuluh darah abdominal yang menyebabkan iskemia sel mukosa. skemia
merupakan salah satu penyebab gastritis akut (Robbinet al.,2007).

Kelompok 2 atau kelompok kontrol patologis memiliki skor kerusakan akut
mukosa lambung yang paling besar, yaitu 92% karena kelompok ini hanya diberi
etanol. Pada pemeriksaan mikroskopis terlihat gambaran mulai dari edema,
sebukan sel radang, sampai erosi sel mukosa lambung. Menurut Price and Wilson
(2006),etanol dapat merusak mukosa lambung dan mengubah permeabilitas sawar
epitel sehingga memungkinkan difusi balik asam klorida yang mengakibatkan
kerusakan jaringan. Etanol menginduksi stres oksidatif intrasel dan menyebabkan
transisi permeabilitas mitokondria dan depolarisasi mitokondria yang
menyebabkan kematian sel di sel mukosa lambung.

Kerusakan ini akan memicu aktivasi fagositosis yang hasil sampingannya
akan melepaskan radikal bebas yang berasal dari oksigen, termasukO,, H,O,,
HOCI, dan NO. Radikal bebas sangat reaktif karena radikal bebas mencoba untuk
berpasangan dengan atom atau molekul lain, atau bahkan elektron tunggal, untuk
menciptakan senyawa yang stabil (Repetto and Llesuy, 2002). Hasil pada K2 ini
sejalan dengan penelitian Khazei and Hussein (2006) yang memberikan etanol 50
% (v/v) secara oral pada hari ke-2 dengan dosis 10 ml/kgBB sebagai penginduksi
kerusakan mukosa lambung setelah 1,5 jam pemberian ekstrak Vulgaria vulgaris.

Kelompok 3 memperlihatkan hasil berupa tidak terdapat perbedaan yang
signifikan dengan K2 dari uji statistik. Pada pemeriksaan mikroskopis juga masih
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memperlihatkan gambaran erosi pada mukosa lambung tikus perlakuan dengan
dosis ini. Hal ini disebabkan dosis madu yang diberikan kepada K3 merupakan
dosis terendah sehingga belum terlihat efek gastroprotektifnya. Kerusakan pada
lambung terjadi apabila terdapat gangguan keseimbangan antara faktor defensif
dan faktor agresif. Madu yang berperan sebagai faktor defensif pada K3 ini masih
belum dapat melawan efek agresif etanol. Hasil ini sejalan dengan penelitian Ali
and Al-Swayeh (2003) yang memberikan madu kepada tikus yang diinduksi
kerusakan lambungnya dengan etanol 0.5 ml/100 gr per oral. Dalam penelitian
tersebut, efek protektif madu dalam melindungi lambung bergantung pada dosis.

Kelompok 4 menunjukkan perbedaan kerusakan akut mukosa lambung yang
signifikan dibandingkan dengan K3. Kelompok 4 juga menunjukkan penurunan
persentase kerusakan yang lebih besar dibandingkan K3, yaitu dari 90% menjadi
sebesar 56%. Hal ini menunjukkan madu pada K4 sudah efektif melindungi
lambung. Hal ini sejalan dengan penelitian Kamelet al. (2002) yang menunjukkan
madu isotonik menghasilkan pengurangan 70% dari luas lesi yang disebabkan
oleh etanol.

Kelompok 5 menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan dengan K1. Hal
ini menunjukkan gambaran histopatologi lambung pada K5 hampir sama dengan
K1 yang merupakan kelompok kontrol normal. Hal ini disebabkan K5 diberikan
dosis madu paling tinggi, yaitu 0,016 ml/grBB. Hal ini sejalan dengan penelitian
Mubarok-Ali (2003) dimana pemberian oral madu 30 menit sebelum amonium
hidroksida 1% dosis 1 ml secara intragastrik dapat mengurangi keparahan lesi
mukosa lambung.

Efek gastro protektif madu ini disebabkan oleh tingginya kandungan
antioksidan madu, yaitu flavonoid, vitamin E, asam askorbat, dan katalase.
Katalase merupakan salah satu contoh antioksidan enzimatik. Katalase
mengkatalisis reduksi H,O, yang merupakan radikal bebas, seperti pada reaksi
berikut:

H,0, + H,O, — 2H,0 + O,
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Selain antioksidan enzimatik, madu juga mengandung beberapa antioksidan
nonenzimatik. Antioksidan nonenzimatik adalah molekul biologis yang dapat
bertindak sebagai antioksidan dengan menghambat radikal bebas secara langsung
atau tidak langsung. Contoh antioksidan nonenzimatik dalam madu
adalah:flavonoid, vitamin.E, vitamin C, dan beta karoten(La Casa et al., 2000).

Flavonoid yang mengandung substitusi OH multipel memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat dalam melawan radikal peroksil. Aktivitas
antioksidan flavonoid adalah efisien dalam menjebak anion superoksida (O,"),
radikal hidroksil (OH), peroksil (ROO’), dan alkohoksil (RO’). Selain itu,
flavonoid juga menstabilisasi membran dan mempengaruhi beberapa proses
metabolisme intermediet dan menginhibisi peroksidasi lipid. Beberapa flavonoid
juga meningkatkan kandungan prostaglandin mukosa dan mukus di mukosa
lambung, menunjukkan efek sitoprotektif. Beberapa mekanisme antioksidan
flavonoid selain menangkap radikal bebas adalah mengikat ion logam transisi,
inhibisi enzim oksidan/produksi radikal bebas oleh sel, dan regenerasi a-tokoferol
dari radikal a-tokoferoksil. Flavonoid mendorong pembentukan mukosa lambung,
mengurangi sekresi asam mukosa, inhibisi produksi pepsinogen, dan menurunkan
lesi ulserogenik (La Casa et al., 2000). Simpulan, madu dapat memberikan efek

proteksi pada lambung tikus yang diinduksi dengan etanol.
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