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Abstract

Background: Anting-anting herb (Acalypha indica L.) has been traditionally known for its antidiabetic
properties. Its mechanism of action is presumed to involve the regeneration of damaged pancreatic $-cells;
however, its effect on the expression of GLUT-2, a key glucose transporter in insulin secretion, remains to be
further investigated. Objective: This study aimed to analyze the effect of ethanol extract of Anting-anting herb
on GLUT-2 protein expression in pancreatic [3-cells of Streptozotocin—Nicotinamide—induced diabetic rats.
Methods: This laboratory experimental study used 25 male rats (Rattus norvegicus), randomly assigned into
five groups: normal control, negative control (diabetes + 1% CMC), positive control (diabetes + glibenclamide
0.45 mg/kg BW), treatment 1 (diabetes + extract 100 mg/kg BW), and treatment 2 (diabetes + extract 200 mg/kg
BW). Diabetes was induced intraperitoneally with Streptozotocin (50 mg/kg BW) and Nicotinamide (110
mg/kg BW). The treatments were administered orally for 14 days. GLUT-2 expression in pancreatic tissue was
quantitatively analyzed using immunohistochemistry, and protein density was measured with Image]
software. Data were analyzed using one-way ANOVA. Results: Phytochemical analysis revealed that the
extract contained flavonoids, tannins, saponins, and steroids. The group treated with 200 mg/kg BW extract
showed a significant increase in GLUT-2 protein density (11,608,400 molecules/um?) compared with the
negative control group (5,074,533 molecules/um?) (p < 0.05). This value was even higher than that of the
positive control (glibenclamide), which showed a density of 10,626,864 molecules/um?. Conclusion:
Administration of ethanol extract of Anting-anting herb at a dose of 200 mg/kg BW significantly increased
GLUT-2 expression in pancreatic [3-cells of diabetic rats. This enhancement is strongly presumed to contribute
to the antidiabetic mechanism of Anting-anting herb.

Keywords: Acalypha indica L., GLUT-2, streptozotosin-nicotinamide-induced.

Abstrak

Latar Belakang: Herba anting-anting (Acalypha indica L.) dikenal dalam pengobatan tradisional memiliki
khasiat antidiabetes. Mekanisme kerjanya diduga melalui regenerasi sel (3 pankreas yang rusak, namun
pengaruhnya terhadap ekspresi GLUT-2, transporter glukosa penting dalam sekresi insulin, masih perlu
diteliti lebih lanjut. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh pemberian ekstrak etanol
herba anting-anting terhadap ekspresi protein GLUT-2 pada sel (3 pankreas tikus model diabetes yang
diinduksi Streptozotocin-Nikotinamid. Metode: Penelitian eksperimental laboratoris ini menggunakan 25
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tikus jantan (Rattus norvegicus) yang dibagi secara acak lengkap menjadi 5 kelompok: kontrol normal, kontrol
negatif (diabetes + CMC 1%), kontrol positif (diabetes + glibenklamid 0,45 mg/kgBB), perlakuan 1 (diabetes +
ekstrak 100 mg/kgBB), dan perlakuan 2 (diabetes + ekstrak 200 mg/kgBB). Diabetes diinduksi dengan
Streptozotocin (50 mg/kgBB) dan Nikotinamid (110 mg/kgBB) intraperitoneal. Terapi diberikan selama 14 hari
secara oral. Ekspresi GLUT-2 pada jaringan pankreas dianalisis secara kuantitatif menggunakan metode
imunohistokimia dan diukur densitas proteinnya dengan perangkat lunak Image]. Data dianalisis dengan uji
one-way ANOVA. Hasil: Hasil uji fitokimia menunjukkan ekstrak mengandung flavonoid, tanin, saponin,
dan steroid. Kelompok yang diberi ekstrak 200 mg/kgBB menunjukkan peningkatan densitas protein GLUT-
2 yang signifikan (11.608.400 molekul/um?) dibandingkan kelompok kontrol negatif (5.074.533 molekul/pm?)
(p <0,05). Nilai ini bahkan lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif (glibenklamid) yang memiliki
densitas 10.626.864 molekul/um?. Kesimpulan: Pemberian ekstrak etanol herba anting-anting dosis 200
mg/kgBB terbukti signifikan dalam meningkatkan ekspresi GLUT-2 pada sel f pankreas tikus diabetes.
Peningkatan ini diduga kuat berkontribusi pada mekanisme antidiabetes dari herba anting-anting.

Kata Kunci: Acalypha indica L., GLUT-2, induksi streptozotosin-nikotinamid
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Pendahuluan

Diabetes Melitus (DM) adalah suatu penyakit metabolik yang ditandai dengan peningkatan kadar gula
darah dan terjadi kelainan sekresi insulin, defek kerja dari insulin atau keduanya [1]. DM terbagi menjadi 2
yaitu DM tipe I dengan tanda kelainan respon autoimun yang terjadi pada sel 3 Langerhans yang
menyebabkan produksi dari hormon insulin berkurang. DM Tipe Il yang terjadi karena berkurangnya jumlah
reseptor dari insulin di permukaan sel sehingga terjadi gangguan sekresi insulin [2]. Pada DM Tipe I yang
menyebabkan berkurangnya produksi insulin sehingga tidak mampu mentransmisikan sinyal glucose
transporter ketempat yang aktif pada membrane plasma sel. Glucose transporter terdapat diseluruh tubuh,
salah satunya adalah glucose transporter 2 (GLUT 2) di pancreas yang berfungsi mengangkut glukosa dari
darah masuk ke dalam sel-sel pancreas dan diubah menjadi energi [3].

Dalam pengobatan tradisional herba anting-anting memiliki banyak manfaat dalam menyembuhkan
berbagai penyakit. Bagian yang digunakan adalah seluruh bagian tumbuhan sebagai obat, baik dalam bentuk
segar dan kering. Bagian daun sebagai analgesik-antipiretik, anthrax dan anti disentri, kusta dan antidiabetik
[4]. Ekstrak etanol herba anting-anting mengandung senyawa tannin, flavonoid, saponin, terpenoid, cardiac
glikosida dan steroid [5]. Zat-zat kimia yang terdapat pada herba anting-anting memiliki efek farmakologi
seperti antidiabetik, hipoglikemik dan antioksidan yang diduga dapat dimanfaatkan untuk menurunkan
kadar glukosa darah yang tinggi sehingga dapat digunakan dalam terapi DM [6].

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan bahwa ekstrak etanol herba anting-anting memiliki
aktivitas sebagai antidiabetik dan hipolipidemik pada tikus diabetes mellitus yang diinduksi Streptozotosin-
nikotinamid yang menunjukkan penurunan kadar glukosa darah dan lipid sehingga meningkatkan
regenerasi sel 3 pankreas yang rusak pada dosis 400 mg/kg BB [7]. Penelitian lain menunjukkan bahwa ekstrak
etanol herba anting-anting juga memiliki efek antidiabetes terhadap mencit putih jantan yang diinduksi
aloksan dengan variasi dosis 100 mg, 200 mg dan 400 mg/kgBB [8].

Penggunaan obat herba dalam masyarakat mulai berkembang karena efek samping yang hampir tidak
ada jika digunakan secara benar dan juga obat herbal diketahui menjadi alternatif pengobatan, terutama
penyakit diabetes. Didukung oleh ilmu pengetahuan aktivitas tersebut diperlukan untuk mengisolasi,
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mencirikan dan standarisasi konstituen aktif dari sumber herbal untuk kegiatan antidiabetes [7]. Efek
antidiabetik dari kandungan asam askorbat memiliki efek anti advanced glycation and products (AGEs) yang
menghambat pembentukkan AGEs sehingga mengurangi kerusakan vascular, serta pembentukkan
malondialdehyde (MDA) sedangkan antioksidan seperti kaempferol, tannin, asam askorbat serta flavonoid
akan mempengaruhi keadaan hiperglikemia dengan menghambat terjadinya stres oksidatif sehingga dapat
digunakan sebagai antidiabetik [9].

Berdasarkan hasil penelitian mengenai aktivitas diabetes mellitus dari herba anting-anting maka
peneliti tertarik untuk menguji ekstrak etanol herba anting-anting dalam beberapa variasi dosis terhadap
model tikus diabetes mellitus yang diinduksi dengan streptozotosin dengan mengamati peningkatan jumlah
GLUT 2 terutama pada bagian membran sel 3 pankreas.

Metode Penelitian

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan adalah alat penyari, rotary evaporator, alat-alat gelas, penangas air, corong
Buchner, cawan porselin, Mikroskop Olympus CX-21, Tokyo, Japan, mikroskop optilab, Indonesia; Slide
Warmer, USA, Oven dan incubator Memmert, Germany, MacBiophotonic Image J.
Bahan yang digunakan yaitu herba anting-anting, etanol 96%, Pelarut nbf 10%, reagen Dragendroff,
reagen anisaldehid asam sulfat, reagen Lieberman Burchard, larutan CMC 1%, glibenkamid sebagai kontrol
positif, reagen GOD-PAP (DiaSys), antibodi GLUT-2.

Identifikasi Tanaman
Identifikasi Herba Anting-Anting dilakukan di UPT Sumber Daya Hayati Sulawesi, Universitas
Tadulako.

Ekstraksi dan Uji Penapisan Fitokimia

Herba anting-anting (Acalypha indica) segar disortasi basah, dicuci, ditiriskan, dirajang, dikeringkan
kemudian di serbukan, diayak dan ditimbang. Serbuk simplisia dimaserasi dengan pelarut etanol 96% selama
3 x 24 jam. Filtrat di rotari, di pekatkan hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kemudian di timbang dan
ditentukian rendamen. Uji penapisan fitokimia berupa uji alkaloid, flavonoid, saponin dan tannin dilakukan
sesui dengan Farmakope Indonesia [10].

Perlakuan Hewan Uji

Induksi dilakukan dengan cara memberikan injeksi hewan coba dengan streptozotocin 50 mg/kgBB dan
Nikotinamida 110 mg/kgBB secara intraperitonial dan dilakukan selama 5 hari berturut-turut, selanjutnya
tikus diinkubasi selama 14 hari dengan tetap di beri pakan standar dan air minum. Setelah 14 hari kemudian
tikus diukur kadar glukosa darah dan berat badan. Kemudian tikus di bagi menjadi 5 kelompok untuk
diberikan terapi secara oral [10].

Euthanasia Tikus dan Pengambilan Organ Pancreas

Euthanasia tikus dilakukan dengan cara memberika eter yang dituangkan di kapas dan dimasukan
dalam wadah tertutup, hewan coba dimasukan kedalam wadah dan ditunggu hingga pingsan kemudian
dilakukan dislokasi pada bagian leher. Lalu dilakukan pembedahan. Organ pankreas diambil dengan
menggunakan pinset dan dipotong menggunakan gunting untuk memisahkan pankreas dari organ viseral,
kemudian dicuci dengan NaCl 0,9 % dan dimasukan ke dalam pot organ yang telah berisi PFA 4% untuk
selanjutnya dibuat preparat imunohistokimia.

Pembuatan Preparat GLUT-2 Pankreas

Pengerjaan imunohistokimia untuk melihat ekspresi GLUT 2 dilakukan di Laboratorium Anatomi dan
Histologi, Fakultas kedokteran Hewan, Univesitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Adapun prosedur
Imunohistochemistry (IHC), fotomikroskopi, dan kuantifikasi protein GLUT-2 dilakukan dengan 4 tahapan
yaitu (1) preparasi slide sampel jaringan sel 3 pankreas dan hati tikus, (2) melihat struktur anatomi sel yang
akan diamati; (3) optimasi pengenceran dilotiun dan operating time antibodi anti GLUT-2; (4)
Immunohistochemistry (IHC) terhadap sampel, fotomikroskopi dan kuantifikasi protein GLUT-2.
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Analisis Data

Analisis data kuantitatif meliputi perubahan morfologis jaringan, yaitu jumlah dan ukuran sel-sel
jaringan [3 pankreas dan hati pada tikus. Hasil imunohistokimia preparat jaringan [3 pankreas dengan
antibodi antiGLUT-2 menghasilkan warna yang densitasnya akan diukur untuk mengetahui banyaknya
protein GLUT-2 yang bereaksi dengan antibodi tersebut. Semakin banyaknya protein GLUT-2 yang bereaksi,
maka densitas warna yang dihasilkan semakin terang. Pemeriksaan ekspresi protein GLUT-2 dilakukan
dengan menghitung densitas protein GLUT-2 dalam sel 3 pankreas yang telah dilakukan pengecetan secara
imunohistokimia. Proses menentukan densitas protein GLUT-2 pada sel 3 pankreas dan hati tikus
menggunakan bantuan program MacBiophotonics Image J. Data semikuantitatif yang diperoleh selanjutnya
diuji secara statistik dengan menggunakan oneway ANOVA dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil dan Pembahasan

Identifikasi Tanaman

Identifikasi tanaman dilakukan dengan tujuan untuk meyakinkan ciri morfologis yang ada pada
tanaman yang diteliti dan mengetahui kebenaran tanaman yang diambil untuk menghindari terjadinya
kesalahan dalam pengumpulan bahan serta menghindari tercampurnya dengan bahan tanaman lain.
Identifikasi herba anting-anting dilakukan di UPT Sumber Daya Hayati Sulawesi, Universitas Tadulako.
Berdasarkan hasil identifikasi dapat dipastikan bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah
herba anting-anting (Acalypha indica L.).

Penapisan Fitokimia

Ekstrak Herba Anting-anting yang diperoleh kemudian di lakukan uji penapisan fitokimia. Hal ini
bertujuan untuk menganalisis secara kualitatif metabolit sekunder apa saja yang terkandung didalamnya.
Berdasarkan hasil yang diperoleh (Tabel 1) bahwa ekstrak etanol Herba Anting-Anting mengandung
Flavonoid, Steroid, Tanin dan Saponin. Ini sesuai dengan literatur yang menyebutkan bahwa tumbuhan
anting-anting menunjukkan adanya golongan senyawa glikosida, saponin, tannin, flavonoid, dan steroid.

Tabel 1. Hasil Uji Penapisan Fitokimia

Pengujian Hasil
Flavonoid +
Alkaloid -
Tanin +
Saponin +
Steroid +

Imunohistokimia Protein GLUT-2 pada Sel  Pankreas

Pemeriksaan Ekspresi GLUT-2 dilakukan dengan menghitung densitas warna coklat pada sel
pankreas tikus yang telah dilakukan pengecetan imunnohistokimia dengan menggunakan antibodi
antiGLUT-2. Hasil imunohistokimia Protein GLUT-2 pada sel [3 pancreas dapat diliahat pada Gambar 1.

(©) (@) (e)

Gambar 1. Ekspresi GLUT-2 pada sel 3 pankreas: (a) Ekspresi GLUT-2 sel 3 Pankreas Tikus Normal, (b)
Ekspresi GLUT-2 sel 3 Pankreas Tikus Kontrol Negatif, (c) Ekspresi GLUT-2 sel (3 Pankreas Tikus Kontrol
Positif, (d) Ekspresi GLUT-2 sel 3 Pankreas Tikus Ekstrak Herba Anting-Anting 100 mg/kgBB, (e) Ekspresi
GLUT-2 sel 3 Pankreas Tikus Ekstrak Herba Anting-Anting 200 mg/kgBB.
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Tabel 2. Hasil Densitas Ekspresi Protein GLUT-2 sel 3 Pankreas

Kelompok Densitas GLUT-2 molekul/pum?
Kontrol Normal 15.703.982
Kontrol Negatif 5.074.533
Kontrol Positif (Glibenkamid 0,45 mg/kgBB) 10.626.864
Ekstrak Herba Anting-Anting 100 mg/kgBB 5.105.070
Ekstrak Herba Anting-Anting 200 mg/kgBB 11.608.400

Hasil pengecatan glucose transporter 2 (GLUT-2) secara imunohistokimia pada sel 3 pankreas
ditunjukkan pada daerah membran dan sitoplasma dengan warna coklat. Adanya GLUT-2 ditunjukkan
dengan warna coklat pada sel 3 pankeas. dimana fungsi sel § pankreas untuk mensekresi insulin [11]. Herba
anting-anting memiliki aktivitas meningkatkan regenerasi sel 3 yang rusak [7].

Sekresi insulin oleh sel 3 tergantung oleh tiga faktor yaitu kadar glukosa darah. ATP-sensitive K
channels dan Voltage-sensitive Calcium Channels sel 3 pankreas. Pada keadaan kadar glukosa darah
meningkat akan ditangkap oleh sel 3 melalui GLUT-2 dan dibawa ke sel sehingga mengalami fosforilase
menjadi glukosa-6-fosfat dengan bantuan enzim penting yaitu glukokinase sehingga mengalami glikolisis
dan akhirnya akan menjadi asam piruvat. Terjadi Peningkatan ATP dan ion kalium meningkat menyebabkan
depolarisasi Ca2+. dengan meningkatnya kalsium intrasel akan terjadi translokasi granul insulin ke
membrane dan insulin akan dilepaskan ke dalam darah [12].

Berdasarkan table 2 diketahui densitas protein GLUT-2 sel 3 pankreas pada kelompok kontrol positif,
ekstrak etanol herba anting-anting 100 mg/kgBB dan 200 mg/kg BB lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol normal, namun pada dosis 200 mg/kg BB sedikit lebih baik jika dibandingkan dengan kontrol positif.
Hasil tersebut berdasarkan uji ANOVA menunjukkan hasil yang tidak disignifikan, karena kemungkinan
durasi pemberian terapi hanya 14 hari. Hasil persentase 100% pada kontrol normal menunjukkan densitas
warna protein GLUT-2 paling tinggi karena tidak diberikan induksi STZ-NA sehingga sel 3 pankreas tidak
mengalami kerusakan. Kontrol negatif dengan persentase sebesar 32,31% memiliki penurunan densitas
warna tetapi tidak megalami kerusakan total karena masih terdapat protein GLUT-2 pada sel 3 pankreas
sedangkan untuk kontrol positif dengan densitas warna 67,67% sebanding dengan dosis terapi ekstrak etanol
herba anting-anting yaitu 73,93%

Semakin banyak jumlah GLUT-2 maka semakin baik dalam meningkatkan jumlah glukosa masuk ke
dalam sel 3 pankreas. Ekspresi sel 3 pankreas yang imunoreaktif terhadap insulin sudah kembali meningkat.
akibat regenerasi sel § pankreas dengan waktu pemberian terapi 19 hari. Sel $ pankreas merupakan golongan
sel stabil yang mampu berproliferasi sepanjang hidupnya. sehingga sel [3 pankreas kembali mensistesis
insulin [13].

Ekspresi GLUT-2 memiliki kapasitas tinggi tetapi afinitas rendah terutama di sel [3 pankreas dan
merupakan pembawa sangat efisien untuk glukosa reseptor insulin sehingga dapat disimpulkan herba
anting-anting memiliki aktivitas dalam menurunkan kadar glukosa darah dan meningkatkan ekspresi GLUT-
2. Kandungan senyawa yang diketahui memiliki potensi sebagai antidiabetis yaitu alkaloid. saponin.
flavonoid. dan steroid. Dimana senyawa tersebut diketahui memiliki aktivitas dalam merangsang sekresi
insulin di sel 3 pankreas.

Streptozotosin merupakan senyawa diabetonik ketika masuk ke dalam sel 3 pankreas melalui GLUT-
2 dan meyebabkan alkilasi DNA. Alkilasi atau masuknya gugus metil dari STZ ke dalam molekul DNA ini
akan meyebabkan kerusakan fragmentasi DNA. di duga protein glikosilation sebagai faktor kerusakan yang
utama dan nicotinamid dapat melindungi efek merusak dari STZ dengan menekan penipisan glutathione.
mekanisme nikotinamid melindungi sel-sel terhadap apoptosis tidak melibatkan pengurangan oksidatif
stress [14].

GLUT-2 penting dalam regulasi dinamika glukosa dalam organ pusat metabolisme. Pada pankreas
GLUT-2 merupakan transport glukosa utama. Aktivitas anti-diabetes menurut penelitian Ekstrak etanol
Herba anting-anting menunjukkan antihiperglikemik signifikan dan aktivitas hipolipidemik yang diinduksi
STZ-NA tikus diabetes. Dosis 200 mg/kgBB menunjukkan penurunan yang signifikan pada profil glukosa
dan lipid sehingga meningkatkan regenerasi sel 3 pankreas yang rusak menunjukkan aktivitas antidiabetes
oleh mekanisme penyerapan glukosa [15].

Herba anting-anting memiliki kegunaan yang luas dalam obat-obatan tradisional dari berbagai negara
dan dilaporkan memiliki khasiat diuretic pencahar dan sifat antihelmintik. selain juga digunakan untuk
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bronkitis. asma. pneumonia. kudis dan penyakit kulit lainnya [16]. Penelitian sebelumnya menyebutkan
bahwa herba anting-anting mengandung senyawa acalyphamid, aurantiamida, succinimida, calypholacetat,
2-methyl anthraquinon, tri-o-methylelagic acid, glikosida, tannin, glikosida, kaempferol, mauritianin,
clitorin, nicotiflorin dan biorobin diketahui senyawa tersebut memiliki antioksidan dalam menghambat Nitrit
oxida sehingga memiliki aktivitas sebagai antidiabetes, sedangkan kandungan senyawa herba anting-anting
lainnya seperti glikosida cyanogenik, tannin dan saponin memiliki mekanisme kerja yaitu stimulasi sel 3
pankreas dan meningkatkan pelepasan insulin dimana sel $ masih bekerja cukup aktif [17][18].

Senyawa flavonoid juga memodulasi efek glukosa transporter dengan meningkatkan penyerapan
glukosa oleh sel, terutama melalui jalur protein kinase C dan PI3K, serta meningkatkan ekspresi GLUT-2 di
sel 3 pankreas [19]. Flavonoid dalam ekstrak diduga merangsang regenerasi sel 3 pankreas melalui inhibisi
stres oksidatif, sehingga meningkatkan sintesis GLUT-2. Hal ini sejalan dengan peningkatan densitas protein
GLUT-2 tertinggi pada dosis 200 mg/kgBB yaitu 11.608.400 bila dibadingkan dengan kontrol negatif 5.074.533.
Pada penelitian yang dilakukan menyatakan bahwa senyawa steroid terutama senyawa [3-sitosterol memiliki
kemapuan sebagai antioksidan dan merangsang sel 3 pankreas dalam mensekresi insulin sehingga memiliki
kemampuan dalam menurunkan kadar glukosa darah [20][21].

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol herba anting-anting (Acalypha
indica L.) berpengaruh signifikan terhadap peningkatan ekspresi GLUT-2 pada pankreas tikus diabetes yang
diinduksi Streptozotocin—Nikotinamid. Peningkatan ekspresi GLUT-2 yang bermakna secara statistik (p <
0,05) terlihat pada kelompok yang diberi dosis 200 mg/kgBB, bahkan menunjukkan hasil lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol positif (glibenklamid). Temuan ini mengindikasikan bahwa mekanisme
antidiabetes herba anting-anting tidak hanya melalui regenerasi sel 3 pankreas, tetapi juga melalui
peningkatan ekspresi transporter glukosa GLUT-2 yang berperan penting dalam sensing glukosa dan sekresi
insulin. Dengan demikian, herba anting-anting berpotensi untuk dikembangkan sebagai terapi adjuvan dalam
pengelolaan Diabetes Melitus tipe 2.
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