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ABSTRACT

Introduction: Caesarweed (Urena lobata L.) is one of the tropical plants that have potential as a drug but the

toxicity of Caesar weed (Urena lobata L.) needs to be explored to know the safety limit, teratogenic test is one of

the test can do. The teratogenic test is part of a special toxicity test to determine the presence of organ

malform ations due to exposure of xenobiotic com pounds to the fetus. The aim of this research is to know the effect
of teratogenic decoction of Urena lobata L leaves (Urena lobata L) especially the curvature of the spine and the
body length of the embryo of zebra fish (Danio rerio).

M ethod: Laboratory experimental study with post test only control group design using zebrafish embryo (D anio
rerio) which exposed to a decoction of Urena lobata leaf (DUL) at5.25 hour post fertilization (hpf) - 72 hour post
M easurements of the curvature of spine and body in 5
M ATC dose (875 pg/ml), MATC dose (1750 pg/ml), and

fertilization (hpf). length. performed treatment groups;
control (Aquadest), therapeutic dose (500 pg/ml), %
Lethal Concentration 50 dose (2500 pg/m1l) group with repetition (n=3). The results were analyzed using One W ay
ANOVA followed by Pos Hoc Test LSD with significant value (p<0,05).

Result: The treatment dose of %
zebrafish by 4%, 10% and 30%

LC50

MATC,MATC and LC50 doses significantly decreased the embryonic length of

(p <0.05),, while DUL to spinal curvature at therapy dose, ¥ MATC, M ATC and

significantly increased spine curvature of zebrafish embryos by 4%, 6%, 10% and 40% , respectively,

compared with controls (p <0.05).
Conclusion: The administration of DUL doses of ¥ M ATC, M ATC and LC50 significantly decreased the length

of embryos of zebra fish. Administration of DUL therapeutic doses, ¥ M ATC, MATC and LC so0o significantly

decrease the curvature degree of the zebra embryonic spine.
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PENDAHULUAN Toksisitas tanaman pulutan (Urena lobata
Tanaman pulutan (Urena lobata L.) adalah salah perlu di ekplorasi untuk mengetahui
satu tanam an tropik yang memiliki potensi sebagai obat. keam anannya. Uji toksisitas secara garis besar

Berdasar data em piris tanam an pulutan digunakan untuk

pengobatan influenza, bengkak, keputihan dan
tonsilitis.” Pada uji praklinik tanaman pulutan diketahui
memiliki aktivitas anti bakteri terhadap Staphylococus
o S 2,19
aureus dan Eschericia coli.

lobata L.)

Tanam an pulutan (Urena

berdasarkan studi juga menunjukkan efek

hipoglikemi pada tikus diabetes melitus yang di induksi

L1
streptozotocin.

Penggunaan Tanaman pulutan (Urena lobata L.)

untuk keperluan terapi perlu dipastikan keamanannya.

Riset membuktikan pemberian ekstrak akar Urena

lobata L. dengan dosis 200m g/kgbb selama 24 minggu

pada kelinci menimbulkan obstruksi saluran empedu

pada minggu pertam a dan ketiga yang ditandai

peningkatan kadar serum gamma-glutamyl transferase

(GGT) dan Alkaline phosphatase (ALP) serta nekrosis

pada hepatosit.1 Penggunaan Urena lobata L. pada

mencit yang dipapar selama 18 hari menimbulkan

nekrosis sel tubulus kontortus proxim al ginjal.

Berdasarakan data tersebut penggunaan tanam an

pulutan (Urena lobata L.).3 tidak sepenuhnya aman

sehingga perlu dilakukan uji toksisitas lebih lanjut untuk

mengetahui keamanannya.
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menjadi dua macam, yaitu; uji toksisitas umum dan
khusus.4 U ji teratogenik adalah bagian dari uji
toksisistas khusus untuk mengetahui adannya
malformasi organ akibat paparan senyawa xenobiotik

pada janin.5 Pada masa kehamilan, janin mengalami

proses tumbuh kembang yang pesat dan proses tersebut

dapat terganggu oleh bahan xenobiotik seperti herbal
sehingga keamanannya perlu dievaluasi. Peningkatan
dosis dan lama paparan akan meningkatkan derajat
toksisitas yang dapat diketahui dengan melakukan

pengam atan terhadap struktur dan fungsi organ.6
salah satu

Salah

lkan zebra dapat digunakan sebagai

model coba wuntuk pengujian toksisitas. satu

kelebihan lkan zebra adalah ikan zebra sangat sensitif

terhadap racun dari polutan lingkungan dan memiliki

embrio yang transparan sehingga struktur organ mudah

diam ati. Hampir 82% sekuen DNA pada ikan zebra

memiliki hubungan dengan gen manusia sehingga

memungkinkan adanya hubungan dengan penyakit yang
terjadi pada m anusia.’ Potensi toksik suatu herbal dapat

mengganggu struktur dan fungsi organ khususnya pada

fase embrio. Tulang belakang (vertebrae) ikan zebra

merupakan bagian dari sistem saraf pusat selain dari

otak dan kerusakan pada organ ini akan menimbulkan



gangguan dalam pertumbuhan dan perkembangan ikan

zebra.

Pada pertumbuhan normal ikan zebra, tulang

belakang akan membentuk axis yang lurus dari kepala.

Kelengkungan pada tulang belakang menandakan

adanya kelainan struktur dan formasi tulang belakang

yang menghasilkan kondisi, skoliosis, kifosis, dan

lordosis. Berdasarkan latar belakang diatas peneliti

ingin melakukan pengujian efek

lobata L.)

teratogenik dekokta

daun pulutan (Urena dengan menentukan

penilaian terhadap kelengkungan tulang belakang dan

panjang badan pada embrio ikan zebra.

METODE PENELITIAN
Desain Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental

group

bertujuan

laboratorium dengan metode penelitian control

post test only secara in vivo. Penelitian ini

untuk mengetahui efek dekokta daun Pulutan (Urena

lobata L.) terhadap kelengkungan tulang belakang dan
panjang badan pada embrio ikan zebra (Danio rerio)
yang diam ati dengan metode non invasif

pada 72 hpf.

menggunakan

mikroskop stereo Penelitian akan

dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas

Kedokteran Universitas Islam M alang, pada bulan Juni
2017. Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari

Komisi E tik Penelitian K esehatan Universitas

Brawijaya (Etical Clearence) nomor 656-KEP-UB

tanggal 13 Desember 2016.

Pemeliharaan dan Pemijahan Embrio Ilkan Zebra

lkan zebra dipelihara dan diberi m akan

Tetramine setiap hari. Pada saat pemijahan

perbandingan ikan jantan dan betina sebesar 2:1

ditem patkan pada aquarium pemijahan suhu 27° C,

dengan setting 10 jam gelap dan 14 jam terang

menggunakan lampu otom atis dan di beri oksigenasi

dengan aerator, dibawah aquarium diletakkan spawning
kem bali

diam bil

trap untuk menghindari ikan zebra mem akan

embrionya. Embrio dari spawning trap

kemudian

dilakukan

menggunakan
dipindahkan ke

dispossible pipette,

cawan petri, pengam atan
dibawah mikroskop stereo untuk memilih embrio yang

hidup dan sehat.

Sampel Penelitian

Pada penelitian ini sampel ditentukan
berdasarkan FET (Fish Embryo Acute Tovicity) dari
OECD Guideline for The Testing of Chemical dengan
menggunakan 24-well plate. Setiap dosis terdiri 10
embrio dalam satu well plate diisi 1 embrio dan
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali, hal ini juga
dilakukan pada kelom pok control dengan total

keseluruhan em brio sebanyak 150 em brio.> Embrio ikan

zebra yang digunakan pada penelitian ini dari

terpadu FK UNISM A

didapat

biakan sendiri di Laboratorium

sedangkan, Ilkan dewasa yang digunakan untuk dipijah
berasal dari peternak lokal dengan rentan umur ikan 3-4
bulan di 1/RW 2,

Kabupaten

Dusun Bangkak RT D esa

Campur

Pelem,

Kecam atan D arat, Tulungagung,

Jawa Timur yang telah diidentifikasi dan disertifikasi
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Fakultas Peternakan Universitas

No: 01/

oleh Pertanian dan

M uham m adiyah M alang Analisa/

Lab.Perikanan/ FPP-UM M /1/2017.

Pem buatan Dekokta Urena lobata L. (DUL)

Simplisia daun pulutan (Urena lobata L.)
didapatkan dari Balai M ateria M edika, Batu, Jawa
Timur dan telah dideterminasi dengan

No0.074/296/102.7/2017.
ke dalam panci dekok berisi 400 m|l air (suhu 90°C)

2 gram simplisia dimasukkan
selama 30 menit dan diaduk setiap 10 menit. Setelah 30
menit, panci dekok diangkat, dibiarkan hingga dingin.
Lakukan penyaringan dengan kertas saring.
Embrio lkan zebra dibagi menjadi 5 kelom pok, yaitu KO
= kelompok kontrol (Aquadest), P1 = dosis terapi (DUL
500 pg/mi)*>, P2 = dosis % MATC (DUL 875 pg/ml),
P3 = dosis MATC (DUL 1750 pg/ml) dan P4 = dosis
LCso(DUL 2500 pg/ml1)."°
Pengam atan Kelengkungan Tulang Belakang dan
Panjang Badan
Embrio Ilkan zebra dibagi menjadi 5 kelom pok
KO =kelompok kontrol (Aquadest 1 ml), P1 =

Terapi (DUL 500 mg/L)“, P2 =Dosis % MATC (DUL

D osis

875 mg/L),P3 =DosisMATC (DUL 1750 mg/L) dan P4
=D osisLCso (DUL 2500 mg/L)“. Tiap kelompok berisi
10 embrio ikan zebra yang telah dipapar dekokta daun
pulutan sejak awal periode gastrulasi sam pai akhir m asa
penetasan (5,25 hpf -72 hpf). Embrio yang telah di papar
72 hpf di foto menggunakan mikroskop stereo dengan
perbesaran 4.5x yang telah terhubung dengan kom puter
dan dioperasikan menggunakan software Honestech vhs
to dvd 2.5 se,

mengunakan software Image J dengan satuan pixel yang

selanjutnya hasil foto dianalisa

kemudian dikonversi ke millimeter untuk panjang badan

dan satuan untuk

2

derajat kelengkungan tulang

belakang.1

Analisis Data
Kelengkungan tulang belakang dan panjang badan
norm alitas dan kemudian

One

dilakukan wuji homogenitas,

dianalisa menggunakan W ay Analysis of Varian
(ANOVA) dan dilanjutkan Post Hoc Test menggunakan
IBM -SPSS 25.0. Hasil berbeda

versi dinyatakan

signifikan bila p<0,05.

HASIL PENELITIAN

Efek Dekokta Daun Pulutan (Urena lobata) terhadap
Kelengkungan Tulang belakang Embrio Ikan Zebra

Efek dekokta daun pulutan terhadap kelengkungan
tulang belakang ikan zebra dapat dilihat pada Table 1

dan Gambar 1 dan 2.

Tabel 1.Rerata Kelengkungan Tulang Belakang Embrio lkan Zebra

(Daniorerio) setelah pemberian dosis.

a
1.570

1 Kelompok kontrol 10 177.865

+

2 Dosis terapi 500 10 ]_71_566012,972b

ng/ml



3 Dosis % MATC 875 10 1679340 + 2372D
ng/ml

4 Dosis MATC 1750 10 161_1400i 4_243‘:
pg/mi

5 Dosis LCs, 2500 10  108.883° % 10.043°
pg/mil

Keterangan :
a,b,c:Notasiyang berbeda menunjukkan perbedaan kelengkungan

tulang belakang yang signifikan (p<0,05)

Gambar 1. Kelengkungan tulang belakang embrio

ikan zebra perbesaran 4.5x pengolahan dengan

software Imagel . A= Kelompok kontrol, B= dosis
dosis ¥

terapi menunjukkan hasil signifikan, C=

M ATC menunjukkan hasil tidak signifikan, D=
dosis M ATC menunjukkan hasil signifikan, E=
dosis LCso menunjukkan hasil paling signifikan,

garis merah adalah kelengkungan tulang belakang

Gambar 2. Histogram Rerata Kelengkungan Tulang

Belakang Embrio lkan Zebra

Pem berian DUL dosis terapi, ¥ MATC, MATC dan
LCso menurunkan secara signifikan derajat
kelengkungan tulang belakang embrio ikan zebra
berturut-turut sekitar 4 %, 6%, 10% dan 40%
dibandingkan dengan kontrol (p<0,05). DUL dosis

terapi, ¥ MATC, MATC dan LCso berbeda signifikan
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menurunkan derajat kelengkungan tulang belakang

embrio ikan zebra(p<0,05) dibandingkan kontrol.

Efek Dekokta Daun Pulutan (Urena lobata) terhadap
Panjang Badan Embrio lkan Zebra (Danio rerio)

Efek dekokta daun pulutan terhadap Panjang

Badan dapat dilihat pada Table 2 dan Gambar 3 dan 4

Tabel 2. Rerata Panjang Badan Embrio lkan Zebra (D anio rerio)

setelah pemberian dosis.

1 Kelompok kontrol 10 3.990 10,041a

2 Dosisterapi 500 pg/ml | 10 3.955 + 0.044"

& Dosis % MATC 875 10 3.822 10,044h
pg/mi

4 D osis MATC 1750 10 3.582 10,073c
Hg/mil

5 Dosis LC5,2500 pg/ml 10 3.218 % 0,154“

Keterangan :
a,b,c:Notasiyang berbeda menunjukkan perbedaan panjang badan

yang signifikan (p<0,05)

Gambar 3. Panjang Badan embrio ikan zebra
perbesaran 4.5x pengolahan dengan softw are
ImageJ . A= Kelompok kontrol, B= dosis terapi
menunjukkan hasil tidak signifikan, C= dosis %
M ATC menunjukkan hasil signifikan, D= dosis
M ATC menunjukkan hasil signifikan, E= dosis
LCso menunjukkan hasil paling signifikan, garis

merah adalah panjang badan ikan zebra



kKontrol terapi moatc e s o

I I PCrIa |

set m oatc

Gambar 4. Histogram Rerata Panjang Badan Embrio
lkan Zebra

Pemberian DUL dosis ¥ MATC, MATC dan LCso
menurunkan secara signifikan panjang badan embrio
ikan zebra berturut-turut sekitar 4 %, 10% dan 20%

dibandingkan dengan kontrol (p<0,05) sedangkan dosis

terapi tidak menurunkan badan

(p>0,05). DUL pada dosis %

signifikan
MATC, MATC dan LCso

panjang

berbeda signifikan menurunkan panjang badan (p<0,05)

sedangkan dosis terapi tidak berbeda signifikan

menurunkan panjang badan embri ikan zebra (p>0,05)

dibandingkan kontrol.

PEMBAHASAN

Efek Dekokta Daun Pulutan (Urena lobata L.)
terhadap Kelengkungan Tulang belakang embrio
ikan zebra (Danio rerio)

Pem berian DUL dosis terapi, » MATC, MATC
dan LCso menurunkan derajat kelengkungan tulang
belakang embrio ikan zebra. Efek tersebut diduga

berhubungan dengan kom posisi dan dosis senyaw a aktif

pada daun pulutan salah satunya flavanoid. Flavanoid

adalah jenis antioksidan primer, yang melawan radikal

bebas dengan cara mendonorkan atom hidrogennya
sehingga menjadi senyawa yag lebih stabil. Namun
proses tersebut menghasilkan produk sampingan yang
bersifat reaktif, apabila produk sampingan tersebut
jumlahnya berlebih dalam tubuh akan bersifat pro
oksidan yang dapat menyerang sel normal dan dapat
mengganggu perkem bangan sel embrio terutam a

struktur sel tulang belakang.5 pro oksidan yang berlebih

dapat menginduksi pengeluaran sitokin atau mediator

inflam asi seperti IL-1, IL-6 dan TNF-a yang selanjutnya
osteoclast function dan bone

dapat mengaktifkan

resorbsion sehingga
yang
penurunan derajat kelengkungan
yang
yang
Alkaloid menghambat

dapat menyebabkan

berakibat

penurunan

densitas tulang kemudian pada

tulang belakang.s'17

Senyawa lain terdapat pada DUL adalah

Alkaloid senyawa memiliki efek antimitosis.

tubulin atau protein penyusun

mikrotubulus sehingga terjadi penghancuran

mikrotubulus dan gangguan enzim telomerase.
Telomerase sendiri merupakan enzim vyang berperan
pada pembelahan sel, apabila enzim ini terganggu
efeknya terhadap sel adalah sel akan mengalami

apoptosis. M ikrotubulus sendiri memiliki peran mitosis,

fagositosis dan transport makanan, jika mikrotubulus
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mengalami kerusakan maka proses tersebut akan
ternganggu sehingga akan menyebabkan pembentukan
vertebrae pada fase somitogenesis terganggu .Proses

tersebut menyebabkan tulang belakang ikan mengalami

kelengkungan yang abnorm all.21

Pada penelitian ini dosis terapi menunjukkan

efek yang tidak diharapkan pada tulang belakang yang

ditandai dengan penurunan derajat kelengkungannya.

Hal ini diduga pada fase embryogenesis tulang belakang

lebih peka terhadap senyawa xenobiotik karena m asih

defisiensi dari enzim pemetabolisme dan maturasi organ

belum sempurna sehingga menginduksi akumulasi obat

sehingga berujung peningkatan efek toksik. Proses

tersebut diduga karena zat aktif DUL merusak membran
sitoplasma dan menurunkan permeabilitas membran sel
sehingga transport ion Ca+ ke dalam sel dan ke luar sel
menjadi tidak terkontrol.26 Peningkatan ion Ca+ intrasel
mengaktifkan beberapa enzim

seperti Phospholipase,

Protease, Adenosin Triphosphatase, dan Endonuklease.

Enzim-enzim tersebut dapat menghambat sintesis ATP

dalam mitokondria dan mempengaruhi permeabilitas
membran mitokondria, sehingga akan mengoksidasi
DNA inti dan DNA mitokondria yang mengakibatkan
terjadinya pemutusan rantai DNA.27 Putusnya rantai
DNA inti dan DNA mitokondria sel tersebut
menimbulkan kerusakan dan mutasi DNA pada gen
Ektonukleotidase (entpd5) yang berperan dalam

mineralisasi tulang23

Namun sama tidak memberikan
yang merugikan
(Gambar 5.2).

embrogenesis

dosis yang

efek pada variabel panjang badan

Peneliti menduga karena pada fase

tepatnya pada fase somitogenesis, zat

aktif dul lebih reaktif terhadap seclerotome, dimana

seclerotome merupakan organ primordial sebagai

penyusun tulang belakang dan rangka badan mam alia’®

Efek Dekokta Daun Pulutan (Urena lobata L.)

terhadap Panjang Badan embrio ikan zebra (Danio
rerio)
Pem berian Dekokta Urena

MATC, MATC dan

lobata pada kelompok

dosis % LCso menunjukkan efek

yang signifikan dalam mengham bat pertum buhan

panjang badan embrio ikan zebra. Efek tersebut diduga

dikendalikan oleh senyaw a aktif dalam DUL

diantaranya flavonoid , saponin dan alkaloid.

kandungan zat aktif flavonoid yang masuk ke

dalam chorion mampu mengganggu proses
m etabolisme, sehingga nutrisi tidak terserap secara
sempurna ke dalam embrio. M etabolisme yang tidak
berjalan dengan sem estinya pada akhirnya akan

menyebabkan pertumbuhan embrio ikan zebra menjadi

tidak sem purna.16
Flavanoid juga dapat berikatan berikatan dengan
gen NDUFA 4 (NADH:Ubiguinone Oxidoreductase sub

unit 4) pada embrio ikan zebra sehingga mengaktivasi

NADH dehidrokinase. NADH dehidrokinase adalah

kom pleks pembentukan RO S dalam metabolisme

embrio ikan zebra.'’ Peningkatan ROS mennyebabkan

peroksidasi lipid, denaturasi protein dan mutasi

18,19

DNA. Hal ini dapat menyebabkan gangguan



perkem bangan embrio, embrio tidak dapat menyerap
nutrisi dari yolk sac sehingga nutrisi embrio tidak

terpenuhi yang berakibat pada pertumbuhannya

terganggu.

Pada penelitian ini, alkaloid diduga

menghambat sekresi GHRH sehingga GHIH tersekresi

lebih banyak. Kadar GHIH lebih tinggi akan

menghambat pelepasan GH sehingga pertumbuhan

embrio ikan zebra terhambat. Proses tersebut diduga

terjadi pada somitogenesis, somite akan diferensiasi

menjadi myotome dan sklerotome yang merupakan
kom ponen utama pembentukan otot dan skeletal“.
Kondisi ini sangat ditentukan oleh kadar growth

hormone yang disekresi oleh sel som atotrof. Pelepasan
GH dipengaruhi oleh kadar GHRH yang dilepaskan oleh
Secara berikatan

hipotalamus. fisiologis GH akan

dengan Growth Hormone Reseptor a (GHRa) dan

Growth Hormone Reseptor b (GHRb) yang banyak

terdapat pada sel somite’”. Proses ini yang kemudian

akan menghambat pertumbuhan embrio ikan zebra.®

terjadi penurunan panjang badan em brio ikan zebra.

KESIMPULAN

1. Pemberian dekokta daun pulutan (Urena lobata L.)
pada dosis 2 M ATC, M ATC dan LCso menurunkan
panjang badan embrio ikan zebra.

2. Pemberian dekokta daun pulutan (Urena lobata L.)
pada dosis terapi, » MATC, MATC, dan LCso
menurunkan derajat kelengkungan tulang belakang
embrio ikan zebra.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut efek zat aktif

DUL pada somitogenesis

SARAN

1. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mengetahui
efek teratogenik dekokta daun Urena lobata L. pada
hewan coba yang lebih tinggi tingkatannya dari ikan.

2. Perludilakukan uji teratogenik subkronik dan kronik
dekokta daun Urena lobata L. pengamatan pada

struktur organ embrio ikan zebra maupun embrio

tikus untuk menilai kerusakan sel-sel organ yang

lebih spesifik melalui pemeriksaan histologi.
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