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Gambaran Histopatologi Ginjaﬁikus Wistar (rattus norvegicus)
Yang Diinduksi Aloksan Dan Ekstrak Daun Kembang Bulan
(Tithonia Diversifolia)

Intan Fadillah

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gambaran histopatologi ginjal
pada tikus wistar (Rattus norvegicus) yanﬂinduksi oleh aloksan dan ekstrak daun
kembang bulan (Zithonia diversifolia). Hewan coba yang digunakan adalah 24
tikus dengan 4 perlakuan. Empat perlakuan tersebut adalah PO (kontrol), P1
(aloksan dan cme na 1 %), P2 (aloksan dan ekstrak daun 100mg/kgbb), P3 (aloksan
dan ekstrak daun kembang bulan 200mg/kgbb). Penelitian ini dilakukan selama 2
minggu, kemudian dilakukan nekropsi untuk diambil organ ginjal dan dilakukan
pembuatan histopatologi gggtuk mengamati kerusakan jaringan seperti sel radang,
degenerasi dan nekrosis. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji kruskal
wallis Kemudian dilanjutkan dengan uji mann whitney test. Data menunjukan
kerusakan paling besar adalah P1 yang diinduksi oleh aloksan dan cmc na 1%,
sedangkan lesi terendah adalah P3 yang diinduksi aloksan 100mg/kgbb dan ekstrak
daun kembang bulan dengan dosis 200mg/dl.

Kata kunci: degenerasi, sel radang, nekrosis, ekstrak daun bulan (Tithonia diversifolia)

aloksan.
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DESCRIPTION OF KIDNEY HISTOPATHOLOGY IN
WISTAR RATS (Rattus norvegicus) INDUCTED BY ALOXSAN
AND EXTRACT OF KEMBANG MONTH LEAF
(Tithonia diversifolia)

Intan Fadillah

ABSTRACT

this study aims to determine the histopathological picture of the kidneys in
wistar rats (rattus norvegicus) induced by alloxan and extracts of the moon flower
(tithonia diversifolia). the experimental animals used were 24 mice with 4
treatments. the four treatments are p0 (control), pl (alloxan and cmc na 1%), p2
(alloxan and 100mg / kgbb leaf extract), p3 (alloxan and 200mg ! kgbb month leaf
extract). this research was conducted for 2 weeks, then carried out necropsy for
kidney organ harvesting and histopathology was made tdqgfibserve tissue damage
such as inflammatory cells, degeneration and necrosis. the data obtained were
analyzed using the kruskal wallis test and then followed by the mann whitney test.
the data showed the greatest damage was pl induced by alloxan and cmc na 1%,
while the lowest lesion was p3 induced by alloxan 100mg / kgbb and extracts of
lunar leaves at a dose of 200mg / dl.

keywords: degeneration, inflammation cells, necrosis, alloxan leaf extract (tithonia
diversifolia).




1.  Latar Belakang

Jumlah penduduk indonesia pada tahun 2010 mencapai 237,6 juta dan
merupakan negara paling padat dengan peringkat keempat di dunia. Pada tahun
2012 indonesia termasuk negara terbesar ketujuh dengan jumlajh pasien diabetes (
7.6 juta), walapun memiliki prevalensi yang relatif rendah sebesar (4.8% itu sudah
termasuk diabetes tipe | dan 2 pada pasien yang berusia 20 — 79 tahun). Salah satu
penyakit sistemik diindonesia yang sangat memprihatinkan adalah Diabete Mellitus
(DM) hal tersebut dikarekan DM menyebabkan angka kematian yang cukup tinggi.
Akibat dari kelainan ekresi urin yaitu tingginya kadar gula darah atau
(hiperglikemia) merupakan penyakit metabolik diabetes mellitus (Theresia, dkk.,

2015)

Kejadian diabetes mellitus pada hewan peliharaan dilaporkan meningkat
setiap tahun. Prevalensi pada kucing adalah sekitar 7.4 per 1.000 (Lederer, et al.,
2009), sedangkan pada anjing sekitar 2 per 1.000 (Nelson, 2010). Dengan
menggunakan hewan percobaan untuk penelitian diabetes mellitus didasarakan
keadaan ogcnesis penyakit pada manusia. Dengan memanfaatkan hewan
percobaan yang dibuat secara patologis menderita diabetes mellitus yang
diakibatkan karena disfungsi atau kegagalan pada organ tubuh seperti ginjal dan
banyak ditemukan bermacam diagnosa, terapi, dan obat-obatan untuk penanganan
penyakit diabetes mellitus (Nugroho, 2006). Penurunan berat badan, polifalgia,

polidipsia, poliuria merupakan gejala khas diabetes mellitus. Sedangkan pruritus




vulva pada wanita, disfungsi ereksi pada pria, penglihatan kabur, gatal, luka yang
sulit sembuh, kesemutan, lemas, merupakan gejala yang tidak khas pada penyalit

diabetes mellitus (Putri, 2015).

Ginjal merupakan organ vital bagi manusia dan hewan yang berjumlah
sepasang dan terletrak retroperitoneal dalam rongga abdomen, berfungsi sebagai
pembuangan Non — Protein Nitrogen Compound (NPN), pengaturan keseimbangan
air, pengaturan keseimbangan elektrolit, pengaturan keseimbangan asam dan basa
(Verdiansah,2016). Apabila terjadi disfungsida endotel pembuluh darah, sel otot
polos pembuluh darah maupun pada sel mesangeal dimana dapat meningkatkan
tekanan glomerular keadaan tersebut merupakan perubahan dasar yang terjadi pada

ginjal. Peningkatan tekanan glomerular dapat menyebabkan berkurangnya area

filtrasi (Dercoli, 2019).

Terjadinya interaksi antara faktor metabolik dan hemodinamik merupakan
komplikasi diabetes mellitus pada ginjal. Faktor hemodinamik melakukan tekanan
sistemik dan intraglomerular kemudian mengaktivasi jalur hormon vasoaktit seperti
(RAS) atau Renimn Angitensin System dan endotelin. Kondisi hiperglikemik dan
produksi mediator humoral, sitokin dan bermacam-macam growth factor dapat
menhakibatkan struktur ginjal. Berbagai perubahan metabolik yang diinduksi oleh
hiperglikemikserta gangguan hemodinamik merupakan pengaruh dari
perkembangan dan progresfitas Penyakit Ginjal Diabetes (PGD). Pada kondisi
diabetes mellitus, semua jenis sel ginjal dapat mengalami kerusakan dan
mempengaruhi fungsi ginjal, keruskan sel — sel tersebut akan menimbulkan

nefropati diabetik, perubahan histologi perubahan nefropati diabetik tikus sangat




mirip dengan yang terjadi pada manusia. Fibrosis tubulu interstisial, hialinosis,
penambalan membrana basalis peningkatan ekspansi metrik mesangial (adanya
akumulasi amtrik ekstra selular, penimbunan laminin, fibronektin) yang digabung
dengan mikro aneurisma yang kemudiandapat menimmbulkan glomerulo sklerosis
noduler atau difusa adalah gambaran patologi ginjal pada penyakit diabetes mellitus
dimana secara histologi gambaran yang tampak seperti hal — hal tersebut (Dercoli,

2019).

Penggunaan obat diabetes mellitus dari bahan kimia secara terus menurus
akan mengakibatkan efek samping dan biaya yang mahal, dan biasanya masyarakat
akan lebih memilih obat-obatan untuk mengurangi glukosa darah dari bahan alami.
tumbuhan memiliki potensi obat untuk penyakit diabetes mellitus yaitu daun

kembang bulan (Tithonia diverisfolia) (Rinawati, dkk., 2019).

Daun kembang bulan dapat digunakan sebagai obat diabetes mellitus,
malaria dan penyakit infeksi lain (Zerconia., 2015). Kandungan daun kembang
bulan terdiri dari alkaloids, tanin, saponin, flavonoid dan polifenol dimana
digunakan sebagai efek anti diabetes juga memiliki kandungan kimia 12 senyawa
terpenoid (sesquiterpenee), 14 senyawa flavonoid (Anwar, 2016). Saponin adalah
glikosida yang mempunyai aglikon berbentuk steroid dan titerpenoid, dimana
senyawa ini memiliki kemampuan hemoloitik, antibakteril, antifungi, antivirus,
antisitotoksi, dan kemampuan dalam menurunkan koletros dalam darah
(Yanuartono, dkk., 2017). Senyawa yang memilikiifenol yang terdapat 15 atom

karbon tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6, dan memiliki kemampuan anti virus,

anti inflamasi, antidiabetes dan anti kanker merupakan senyawa flavonoid (Arifin,




dkk., 2018). Senyawa polifenol memiliki sifat antioksidan yang berfungsi

menrunkan akadar glukosa darah (Ridwan, dkk., 2012).

Berdasarkan uraian diatas perlu dilakukana penelitian
gambaranhistopatologi ginjal pada tikus wistar (Rattus norrvegicus) yang diinduksi

aloksan dan ekstrak daun kembang bulan (Titonia diversifolia)

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang dikemukan di atas, maka perumusan
masalah yang menjadi fokus dalam penelitian ini bagaimana gambaran
histopatologi (nekrosis, degenerasi dan sel radang) ginjal pada tikus wistar yang

diinduksi aloksan dan extrak daun kembang bulan?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Menganalisis gambaran histopatologi nekrosis ginjal pada tikus wistar yang
diinduksi aloksan dengan ekstrak daun kembang bulan.

2. Menganalisis gambaran histopatologi degenerasi ginjal pada tikus wistar
yang diinduksi aloksan dengan ekstrak daun kembang bulan

3.  Menganalisis gambaran histopatologi infiltrasi sel radang ginjal pada tikus
wistar yang diinduksi aloksan dengan ekstrak daun kembang bulan.

1.4 Manfaat Hasil Penelitian

1.  Manfaat bagi mahasiswa
Penelitian ini dapat menjadi referensi pembelajaran dan menambah wawasan

yang berhubungan dengan diabetes mellitus.

2.  Manfaat bagi dokter hewan




Penelitian ini dapat menjadi bahan pertimbangan dalam referensi pengobatan,
pembelajaran dan penelitian lebih lanjut yang berhubungan dengan diabetes

mellitus.

2 3]
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Manfaat bagi peneliti

Penelitian ini dapat menambah pengetahuan dan dapat mengaplikasikan ilmu

yang berkaitan dengan judul diatas.

4.  Manfaat bagi masyarakat
Penelitian ini dapat memberikan informasi dan meningkatkan pengetahuan
masyarakat tentang manfaat daun kembang bulan pada penyakit diabetes
mellitus.

1.5 Hipotesa

HO : induksi aloksan dan ekstrak daun kembang bulan (tithonia devsifolia) tidak

mempengaruhi gambaran histopatologi ginjal tikus wistar (rattus novegicus)

H1 : induksi aloksan dan ekstrak daun kembang bulan (iithonia diversifolia)
berpengaruh terhada’p gambara histo’ patologi ginjal tikus wistar (rattus novegicus)

berupa nekrosis, degenerasi, sel radang.

II. TINJAUN PUSTAKA




2.1 Diabetes Mellitus
2.1.1 Definisi

Penyakit akibat gangguan metabolisme sechingga rusakanya hiperglikemia
dan akibat gangguan resi insulin dan aksi insulin atau gabungan keduanya
merupakan penyakit diabetes mellitus (Kaur et al., 2017). Diabetes mellitus

memiliki nama lain kencing manis yang di tandai dengan hiperglikemia dimana

kadar gula darah meningkat secara terus-menerus (Nugroho, 2012)

212 Klasifikasi

Menurut American Diabetes Association (ADA) 2019, klasifikasi diabetes

mellitus dibagi menjadi empat yaitu,

a)  Diabetes Mellitus tipe I

Diabetes mellitus tipe I (T1DM) adalah defisiensi insulin dimana terjadi
serangan au-toimun dari sel-sel pankreas yang memproduksi insulin yang secara
progresif menyebabkan defisiensi insulin dan mengakibatkan hiperglikemia serta
berkurangnya populasi sel f. iabctcs mellitus tipe I (T1DM) terjadi pada pasien
yang baru lahir dikarenakan faktor gen dari orangtua yang memliki riwayat

penyakit diabetes mellitus tipe I (T1DM). Timbulnya penyakit diabetes mellitus

tipe I (TIDM) juga dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan. (B, dkk., 2019).

b) Diabetes Mellitus Tipe 2




Diabetes mellitus tipe 2 adalah sindrom metabolisme dikarenakan adanya
kerusakan dari fungsi sel —f pankreas yang menyebabkan insulin tidak dapat
diproduksi dengan baik oleh tubuh (Kerner and Briickel, 2014). Wanita menjadi
sasaran angka kejadian yang paling ggi pada kondisi diabetes mellitus tipe 2 ,

dikarekana peningkatan indeks masa tubuh yang lebih besar pada fisik wanita.

Resistensi insulin dan disfungsi sel f§ pankreas maerupakn keadaan ptofisiologis

diabetes ellitus tipe 2 (Fatimah, 2015)

c) Diabetes Tipe Lain

Diabetes ini terjadi kerena adanya defek kerja insulin atau defek fungsi sel -
B, penyebab lain diakibatkan penyakit pankreas eksokrinopati (seperti
pangkreatitis dan fibrosis kistik), endokrinopati, infeksi, imunologi, dan efek

samping induksi obat atau zat kimia, dan sindroma genetik yang berkaitan dengan

diabetes mellitus (Soelistijo, 2015)

d) Diabetes Mellitus Gestasional (DMG)

Diabetes ini dikarenakan gangguan karbohidrat yang terjadi saat
kebuntingan berlangsung dimana sebelum bunting tidak memiliki riwayat
diabetes mellitus. Keadaan diabetes ini biasanya pada usia kehamilan 24
mingggu, setelah melahirkan sebagian penderita akan kembali normal.
DMG berresiko tinggi karena memiliki peluang penambahan berat berlebih,
terjadi preklamsia, bedah sesar, eklampsia dan komplikasi kardiovaskuler

hingga terjadi kematian (Rahayu, 2016)

213 Patofisologis
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Metabolisme yang di tandai adanya hiperglikemia dan terjadi rusaknya
sekresi insulin merupakan gangguan diabetes mellitus . Orang yang memiliki
penyakit diabetes mellitus memiliki resiko yang lebih tinggi terserang penyakit
jantung, obesitas, arteri perifer, dan penyakit hati berlemak non alkohol. Mereka

juga berisiko lebih tinggi terhadap penyakit menular seperti TBC (WHO, 2015).

Terdapat tiga jalan yang dapat mempengaruhi defisiensi insulin, yaitu :

kerusakan reseptor insulin pada jaringan perifer, penurunan reseptor glukosa pada
kelenjar pankreas, dan rusaknya sel —p pankreas dikarekan pengaruh dari luar

seperti virus, zat kimia dan lain- lain (Fatimah, 2015)

orang yang obesitas akan menimbulkan penumpukan lemak dijaringan bawah
kulit yang mengakibatkan terjadinya resitensi insulin dan ngharnbat kerja
insulin dijaringan tubuh dan otot. Hal tersebut dapat mengakibatkan glukosa tidak
bisa diagkat kedalam sel dan jumlah glukosa dalam darah meningkat timbunan

lemak tersebut juga dapat memicu oksidasi lemak yang pada ahirnya menghambat
penggunaan glukosa dalam otot. Kadar glukosa darah sangat berkaitan dengan

penyakit dm (Amir, dkk., 2015)

2.14 Diagnosis

Diagnosis yang tepat sangat menentukan perkembangan penyakit diabetes
mellitus pada penderita. Diagnosis diabetes mellitus dapat diteggagkan
berdasarkan pemeriksaan gula darah pada pemeriksaan laboratorim. Untuk
pemeriksaan diagnosis diabetes mellitus metode yang sangat di anjurkan yaitu

Metode enzimatik. Metode enzimatik menggunakan bahan plasma atau serum
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darah vena. Alat diagnosis glukometer hanya dapat digunakan untuk pemantuan

hasil pengobatan dan tidak dianjurkan untuk diagnosis (Khasanti, dkk., 2019).

Kriteria diagnosis diabetes mellitus dapat ditegakan dengan tiga cara, yaitu

a. Terdapat gejala klasik (poliuria, polidipsia. poliphagia), dan

pemeriksaan glukosa plasma = 200 mg/dl.

b. Tes toleransi glukosa oral (TTGO) menggunakan 75 g glukosa oral.

c. Pemeriksaan glukosa darah pada saat puasa> 126 mg/dl

(o]
2.2 Aloksan

Aloksan merupakan suatu substrat yang secara struktural adalah derivat
pirimidin sederhana dan merupakan senyawa kimia yang biasanya digunakan
untuk menginduksi hewan agar terkena diabtes mellitus. Aloksan diberikan
secara intavena, intraperitonial dan subkutan pada hewan coba. Dengan
menginjeksikan 120 — 150 kg/BB dapat menyebabkan tikus hiperglikemia
(Yuriska, 2009). Mekanisme kerja aloksan melalui sel -f selektif, dan akan

bekerja pada pH netral 7.4, temperatur 37° dalam waktu 1,5 menit dan akan lebih

lama pada temperatur yang lebih rendah (Lenzen, 2008).

Aloksan memiliki dua efek patologis anatara lain efek selekstif yang bekerja

menghambat sekresi insulin. Efek patologis ini dapat menyebabkan insulin
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dependent aloksan diabetes karena kerjanya diinduksi oleh glukosa dengan

menghalangi sensor glukosa sel -p dan melibatkan keruskan sel -f pankreas

dimana akibat dari radikal hidroksil (Lenzen, 2008).

Aloksan menybabkan kerusakan dan kematian sel islet pangkreas dalam
hewan coba yang kemudia menyebabkan diabetes mellitus dan menghentikan
atau menurunkan sekresi insulin. Kerja sitotoksik aloksan diperantarai oleh
Reaktif Oksigen Spesie (ROS), diamana produk reduksi cmasukj siklus redoks
dan membentuk radikal superoksida, lalu radikal ini mengalami dismuatasi
menjadi H2O2 kemudia menjadi radikal hidroksil yang reaktif terbentuk melalui
reaksi feton. Kerja dari ROS simultan yaitun dengan meningkatkan kadar

kalsium sitosol yang menyebabkan rusaknya sel B pankreas (Winarsi, dkk.,

2013)

2.3 Ginjal
Gambar 2.3 Anatomi ginjal (Drake et al., 2010)

2.3.1 Definisi

Ginjal merupakan organ yang sangat penting untuk mebuang sisa
metabolisme dan senyawa ing yang masuk kedalam tubuh dan ginjal termasuk
organ eksresi utama yang sangat penting (Hidayat, 2018). Ginjal memiliki fungsi
antara lain untuk filtrasi glomerulus, reapsorbsi dan sekresi tubulus , pengencearan
dan pemekatan urin pengasaman urin memproduksi dan memetabolisme hormon,

mengatur dalam keseimbangan air dan elektrolit menghasilkan renin untuk

pengaturan tekanan darah dan mengatur keseimbangan asam dan basa. Ginjal
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memiliki fungsi sebagai salah satu organ endokrin dimana ginjal mensintesis renin,

eritopoyetin dan protaglandin (Verdiansah, 2016)

2.32 Anatomi

Ginjal terletak diruang belakang selaput perut tubuh (Retroperitonium)

sebelah atas dan ginjal kanan terletak lebih kebawah dibandingkan ginjal kiri, ginjal
memiliki bentuk erti kacang merah dengan panjang 10 -12 cm dan tebal 3,5 -5
cm dengan berat kurang lebih 150gram. Jaringan yang membungkus ginjal adalah
jaringan fibrosa yang tipis. Korteks renalis pada bagian luar yang bewarna coklat
gelap memiliki bagian yang disebut renal korpuskula, renal tersebut terdiri atas
kapsula bowman dan glomerulus. Bagian lain dari korteks renalis yaitu pada sistem
tubulus yang terdiri atas tubulus kotrutus proksimal dan distal, medula renalis pada

bagian dalam memiliki warna cokelat terang. Bagian medulanya memiliki bentuk

kerucut yang disebut dengan pelvis renalis (Verdiansah, 2016)

Nefron merupakan unit terkecil dari ginjal yang fungisnya untuk
pembentukan urin nefron sendri terdiri dari korpuskula atau disebut komponen
penyaring kemudia dilanjutkan oleh tubulus atau saluran. Korpuskula terdiri dari
kapiler glomeruli dan glomerulus yang dikeliling kapsula bowman. Setiap
glomerulus terdapat pembuluh aferen. Dinding kapiler dari glomerulus mempunyai
pori — pori untuk memfiltrat schingga darah dapat disraing melalui dinding
epitelium yang tipis dan berpori dari glomerulus dan kapsula bowman karena

adanya tekanan dari darah yang mendorong plasma darah. Hasil dari filtrat
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kemudian masuk kedalam tubulus ginjal, darah yang tersarig tersebut akan keluar

dari ginjal lewat arteri aferen (Wibawa, 2016)

Glomerulus memiliki struktur bentuk bola di ginjal, glomerulus manusia pada
umumnya ukurannya sama dengan tikus, tetapi pada tikus glomerulus
juxtamedullary memiliki bentuk lebih besar dari glomeluru korteks superficial. Sel
darah glomerulus menghasilkan ultrafiltrate dari plasma yang terdiri dari protein,

air dan elektrolit ( Mauriya et al, 2018).

Tubulus ginjal merupakan sambungan yang keluar dari kapsula bowman,
kotortus proksimal memiliki fungsi untuk mengurangi isi filtrat glomerulus 80 —
85% dengan cara direabsorpsi melalui sistem transport dan pompa natrium. Protein
seperti bikarbonat, asam amino, dan glukosa akan di reapsorbsi. Bagian berikutnya
adalah lengkung henle yang berfugsi untuk memekatkan urin atau mengencerkan
urin dan lengkung henle ini bermuara pada tubulus kontortus. Terdapat tiga bagian
lengkung henle tu bagian tebal, turun, atau pars esendens dan bagian tipisnya
disebut segmen tipis dan juga bagian tebal naik disebut pars asendens. Lengkung
henle berisnggungan dengan arteri eferen yang disebut dengan aparatus
juxtaglomrular dan mengandung sel juxtaglomerula dan macula densa. Tempat

terjadainya sintesis dan sekresi renin dimana cairan menjadi kental disepanjang

tubulus adalah sel juxtaglomerular. ( Wibawa, 2016).

24 Kembang Bulan
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Gambar 2.4 Daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) (BPS Kabupaten
Kerinci, 2011).

42
Klasifikasi Daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) (IT1S,2010) sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledoneae
Bangsa : Asterales
Suku : Asteraceae
Marga : Tithonia
Spesies : Tithonia diversifolia

Daun kembang bulan memiliki ciri — ciri antara lain yaitu : tinggi kurang
lebih 2 - 4 meter, batangnya tegak, bulat, berkayu, bewarna hijau dan merupakan
tumbuhan perdu. Daunnya tunggal, bertorch sampai setengah panjang tulang daun,
bergerigi, berseling, dengan ujunng dan pangkal runcing, daunnya bewarana hijau.
Diujung ranting terdapat bunga majemuk, berbentuk cawan, tangakiulat, kelopak
berbentuk tabung, berbulu halus, bewarna hijau. Mahkota berlekatan, berbentuk
pita, halus dan bewarna kuning. Benang sari bulat, kuning, dan putik melengkung.

Jika masih muda bewarna hijau setelah tuabewarna coklat. Akarnya berupa akar

tunggang bewarna putih kotor (Lestari, 2016).

Daun ini memiliki aktivitas anti inflamasi analgesik dan anti malaria, anti
bakteri dan anti hama (Setiyanggono, dkk. 2014). Daun ini mengandung senyawa
alkaloids, sesquiterpenen, flavonoid dan tanin (Mwanuata, 2014). Kandungan
etanol dari daun kembang bulan secara sinergis bekerja menurunkan kadar gula

darah sehingga memiliki aktifitas sebagai anti diabetes (Sasmita, dkk., 2017).
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Flavonoid adalah golongan senyawa yang besar dalam tanaman dan

merupakan golongan terbesar dari senyawa polifenol. Senyawa flavonoid tersusun
i 15 atom karbon dan sebgai inti dasarnya tersusun dalam konfigurasi Ce—Cs —
Cs (Perwata, 2016). Senyawa ini merupakan salah satu golongan senyawa fenolik
memiliki sifat anti oksidatif dan memiliki peran untuk mencegah kerusakan sel dari
radikal bebas reaktif. Flavonoid ini berfungsi pada tanaman sebagai senyawa
pemberi warna dan penghias dan peran dari flavonoid untuk anti oksidan dengan
mendonasikan atom hidrogennya atan melalui kemampuan melekat logam, dalam

dalam bentuk bebas yang disebut aglikon da dalam bentuk glikosida (Redha.,

2010).

Terpenoid adalah senyawa metabolik sekunder yang termasuk golongan
mefalonat dan deoksilulosa yang tersusun dari kerangka isoperon atau Cs.
Terpenoid pada tumbuhan digunakan sebagai atraktan atau penarik senyawa ini

digunkan sebagai anti diabetes dan anti kanker (Sifudin, 2014).

Saponin merupakan kelompok glikosida, trtepenoid atau steroid aglikon dan
merupakan metabolit sekunder yang berkhasiat sebagai anti diabetes karena bersifat
sebagai inhibitor enzim alfa glukosidase. Emzim ini berperan untuk mengubah
karbohidrat menjadi glukosa. Apabila enzinim ini kerjanya dihambat aka kadar

glukosa dalam darah menurun sehingga menimbulkan efek hipoglikomeik atau

kadar gula darah menurun (fiana, 2016)

a
2.5 Tikus putih (Rattus Norvegicus)
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Gambar 2.5 Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Akbar., 2010)

Pemilihan hewan model sangat penting karena menentukan arah
penelitian, salah satu hewan model yang digunakan dalam peneleitin yaitu tikus

albino. Tikus albino atau yang dikenal tikus putih (Rattus novegicus) rupakan
hewan yang digunakan sebagai hewan model (hewan coba) selama bertahun - tahun
karena tikus ini memiliki nctik yang unik, mudah berkembang biak, mudah
didapat dalam jumlah yang banyak, harga relatif murah, mempunyai respon yang
cepat dan memeiliki sistem biologis yang mirip dengan manusia (Adiyati, 2010).
ri morfologis dari tikus putih seperti kepala kecil, ekor lebih panjang dari badan,
pertumbuhan cepat, tempramennya baik, kemmpuan laktasi tinggi, tahan terhadap
perlakuan (Akbar, 2010). Tikus S.fltih memiliki kadar glukosa darah dimana kadar
glukosa darah tersebut tergantung pada jenis makanan yang dikonsumsi
(Punamasri, 2014). Jika puasa maka kadar glukosa dara 50 109 mg/dL (Wulandari,
2016), sedangkan kadar glukosa darah normalnya 95 — 125 mg/dL (Gulfraz et al.,
2017).

Klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai berikut (Shar&

villano, 2013).

Kingdom: Animalia, Filum: Chordata, Kelas: Mamalia, Ordo: Rodentia, Subordo:
Myomorpha, Famili : Muridae, Genus: Rattus, Spesies: Rattus norvegicus
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III. MATERI DAN MATEDO

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksankan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas airlangga, Laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Wijaya Kusuma Surabaya, Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, Laboratorium Hewan Coba Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga. Pelaksaan penelitin ini berlangsung pada bulan

april — juni 2020.

3.2 Bahan dan Materi

3.2.1 Alat Penelitian

Alat —alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi : kandang pemeliharaan
tikus, sarung tangan, tempat air minum, tempat makanan hewan,at — alat gelas
(pyrex), timbangan hewan uji, timbangan analytik, blander, waterbath, mikrotom,

gunting, kertas saring, pipet volumentri, spuit, masker, sonde, objek glass, jarum

suntik, cover glass, scalpel, blade, pensil, kaca, dan mikrospkop
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3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi : 24 organ ginjal tikus
putih (Rattus norvegicus) galur wistar dengan jenis kelamin jantan, aloksan, ekstrak
daun kembang bulan (Tithonia diversifolia), CMC Na 1%, alkohol, aquades, xylol,

parafin cair, haematoxyline, eosin, aquadest.

3.23 Hewan Percobaan

Hewan uji yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
galur wistar sebanyak 24 ekor dengan kisaran umur 2 — 3 bulan dan berat badan
150 — 200 gram. Sebelum digunakan untuk percobaan, 24 ekor tikus diadaptasikan
selama 7 hari, pada pemeriksaan klinis terlihat sehat dan tidak menunjukan gejala
sakit.
3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental. Penelitian ini menggunakan
bentuk Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan teknik pengambilan sampel
dilakukan secara random/ acak dengan 4 perlakuan.
3.3.2 Variabel Penelitian
Variabel bebas : Dosis ekstrak daun kembang bulan (Tithonia diversifolia)

Variabel tergantung : Gambaran histopatologi nekrosis, degenerasi dan infiltrasi sel

radang ginjal tikus yang diinduksi aloksan
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Variabel terkendali : Berat badan, usia dan jenis kelamin tikus putih (Rattus
norvegicus)
34  Prosedur Penelitian
34.1 Persiapan Hewan Coba Tikus

Hewan coba diadaptasikan dalam kandang selama tujuh hari untuk
menghindari sterss. Tempat makan dan minum setiap hari diisi ulang untuk

menghindari timbulnya penyakit. Tikus diberikan makan dan minum setiap hari

diisi ulang untuk menghindari timbulnya penyakit. Tikus erikan makan dan
minum setiap hari diisi ulang untuk menghindari timbulnya penyakit. Tikus
diberikan makan dan minum secara rutin dua kali sehari. rnlah pakan yang
diberikan 10% dari bobot badan tikus. Aquades diberikan secara ad libitum yang
dimasukkan dalam nipple yang diletakkan diatas kotak. Kotoran tikus dibersihkan
setiap hari sekali untuk menghindari kontaminasi. Setelah diadaptasikan selama
tujuh hari, masing — masing tikus dipisahkan berdasarkan kelompok perlakuan.
342 Pembuatan kstrak Daun Kembang Bulan (Tithonia diversifolia)

Daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) yang akan di ekstrak sebanyak
500 gram. embuatan ekstrak daun kembang bulan dilakukan di laboratorium
farmasi fakultas kedokteran hewan univeristas airlangga. Ekstraksi menggunakan
metode maserasi dengan larutan anol 96%. Daun dicuci dahulu, diangin -
anginkan selama satu malam, lalu ditimbang dan iris tipis — tipis, keringkan dalam
ruangan yang tidak terkena sinar matahari langsung, setelah kering kemudia

dihaluskan menjadi serbuk, selanjutnya dilartukan dengan etanol 96 % pada suhu

60° C, disaring dan difiltrasi yang diperoleh diuapkan dengan rotary evaporator
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sehingga diperoleh ekstrak kental, kemudian diukur dan diencerkan dengan CMC
Na 1%.
3.43 Penginduksian ekstrak pada tikus
Pemberian ekstrak daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) secara peroral
selama empat belas hari. Langkah pertama dimulai dengan pengambilan ekstrak
dengan sonde yang ujungnya terbuat dari karet. Untuk mengencerkan ekstrak daun
kembang bulan, dilarutkan dngan CMC Na 1%, untuk mengetahui dosis ekstrak
daun kembang bulan dengan cara mengkonversikan dosis manusia ke tikus, dosis
daun kembang bulan bagaj obat tradisional bagi masyarakat adalah 2 g. Dosis
konversi tikus 2000 mg x (70kg/50kg) x 0,018 = 25,7 mg/200 g BB/hari (Sasmita,
dkk.,2017).
344 Induksi Aloksan

Dosis aloksan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 100mg/kg BB,
diberikan da kelompok perlakuan P1, P2, P3. Berat tikus yang digunakan dalam
penelitian ini 150 g sampai 200 g. Contoh perhitungan dosis aloksan sebagai

berikut, jika berat tikus 200 g maka dosis perekor tikus sebesar 200 g = 0.2 kg,

maka 100 mg/kg BB X 0,2 kg = 20 mg (perekor tikus).

345 Prosedur Penelitian
Tikus yang berumur dua sampai tiga bulan dan berat badan 10 — 150 g sebanyak 24
ekor, dikelompokkan dalam 4 kelompok, yaitu:

Kelompok PO : Diberikan aquadest setiap hari secara ad libitum.
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Kelompok P1 : Diberikan injeksi aloksan secara intraperitoneal pada hari ke satu

sampai ke tujuh dengan dosis 100 mg/kg BB, suspensi CMC Na 1%.

Kelompok P2 : Diberikan injeksi aloksan secara intraperitoneal pada hari ke satu
sampai ketujuh dengan dosis 100 mg/kg BB, suspensiCMC Na 1% dan diberikan
ekstrak daun kembang secara per oral satu kali sehari pada hari ke delapan sampai
empat belas dengan dosis 100 mg/kg BB.

Kelompok P3 : Diberikan injeksi aloksan secara intraperitoneal pada hari ke satu

(o]

sampai tujuh dengan dosis 10 mg/kg BB, suspensi CMC Na 1% dan diberikan
ekstrak daun kembang bulan secara per oral satu kali sehari pada hari ke delapan

sampai empat belas dengan dosis200 mg/kg BB.

Besar sampel dihitung berdasarkan rumus anova yaitu :

DF = N-k=kn-k = k(n-1)

o ]

Dimana, N merupakan jumlah total sampel, K adalah jumlah kelompok dan n

jumlah sampel per kelompok. Didapatkan hasil dari rumus tersebut yaitu:

N= DF/k+1 ]

Dimana n adalah jumlah sampel tiap kelompok dan k merupakan jumlah kelompok
percobaan, sedangkan DF merupakan jumlah sampel minimum dan maximum tiap
kelompok dengan nilai minimum (10) dan maximum (20) (Arifin dan Zahiruddin,
2017). Penelitian ini menggunkan empat kelompok perlakuan sehingga perhitungan

menjadi :

Maximum n = DF/k + 1
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n=20/k + 1
n = 20/4+1
n==6
Jadi sampel yang digunakan tiap kelompok adalah 6
Secara total jumlah sampel yang dibutuhkan adalah :
Maximum N = Maximum n x k
N=6X4
N=24
Jadi sampel yang digunakan adalah 24 ekor tikus dari populasi yang ada.

3.5  Prosedur Eutanasi

Prosedur eutanasi pada penelitian ini digunakan metode eutanasi kimis.
Eutanasi kimia yaitu memmasukkan agen toksin kedalam tubuh dengan suntikan
auta inhalas. grosedur inhalasi hanya boleh dilakukan oleh operator yang telah
mendapat izin untuk menggunakan bahan kimia karena material yang akan
digunakan sangat berbahaya bagai manusia.

Pemelihian obat anastesi yang tepat akan menimbulkan effek samping
khususnya kerdiovaskuler, sistem respirasi, dan temperatur tubuh. Ketamin
merupakan jenis obat anastesi yang aman digunakan untuk semua jenis hewan efek
yang ditimbulkan dari ketamin takikardia, ketegangan otot meningkat, hipersaliva,

pada tempat penyuntikan terasa nyeri (Yudaniayanti, dkk., 2010)
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3.6  Prosedur Pembuatan Histopatologi
Pembuatan histopatologi menggunakan metode fiksasi, triming, dehidrasi,

clearing embeding, blocking dan pemotongan jaringan (Pratwi dan Manan, 2015).

Fiksasi

Proses fiksasi yaitu mempertahankan bentuk dan intergritas kimiawi sel
sesuai pada saat sebelum dinekropsi yang berfungsi untuk mencegah kerusakan
bentuk struktur dan hubungan antar sel akibat dari pembusukan dan perpindahan
dari tempat satu ke tempat yang lain dan memperkeras jaringan agar terhindar dari
traumatik. Bahan yang digunakan adalah formalin 10% dilakukan selama 24 jam.
Triming

Proses triming yaitu mengiris jaringan dengan ketebalan 1X1 cm
menggunakan scalpe agar menjadi lebih kecil agar mudah dimasukkan di tissue
cassete.
Dehidrasi

Dehidrasi bertujuan untuk mengelurkan cairan pada jaringan yang telah
difiksasi. roscs dehidrasi dilakukan dengan merendam jaringan selama 3 jam
dalam larutan variasi alkohol dimulai dari 70%, 80%, 90%, 96%, dan merendam

jaringan selama 1 jam dalam etanol absolut I, II, I1I. Penggunaan alkohol tersebut

bertujuan agar tidak ada perubahan yang mendadak pada sel jaringan, sedangkan
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penggunan etanol dikarenakan sifat etanol yang tidak menyebabkan pengerasan
jaringan
Penjernihan (Clearing)

Clearing bertujuan mengeluarkan alkohol dari jaringan dengan larutan

xylene. Proses penjernihan dilakukan dengan mencelupkan jaringan selama 40

menit dalam larutan xylen I, I1, 11

Infiltrasi parafin (Embedding)

Tujuan dari embedding yaitu menegeluarkan cairan dari jaringan dan
membuat jaringan tahan terhadap pemotongan. Bahan yang digunakan dalam
proses ini yaitu parafin dengan cara jaringan direndam dengan parafin I, II, III
selama 30 — menit dalam inkubator .

Pengeblokkan (Blocking)

Proses pengeblokkan dilakukan dengan menggunakan sedikit cairan parafin
ke dalam piring logam berbentuk L, lalu jaringan seceepatnya dimasukkan dengan
menggunakan pinset kemudian parafin dituangkan kembali hingga menutupi
cetakan tersebut. Tujuan pengeblokkan ini agar agar preparat dapat dipotong
dengan mikrotom.

Pemotongan (Sectioning)

Section adalah pemotongan blok preparat dengan menggunakan mikrotom

agar endapatkan potongan jaringan yang tipis dengan ketebalan 3 — 8 gm.

Pewarnaan (Stainning)
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Pewarnaan adalah teknik memberikan warna pada komponen selular dengan
tujuan membedakan anatar sel pada jarinagn (Waheed 2012). Pada penelitian ini
menggunakan pewarnaan Hematoksilin Eosin. Hematoksilin berasal dari ekstrak
pohon logwood (Haematoxylin camphianum). Eosin jenis pewarnaan gengan sifat
asam bermuatan negatif yang di gunakan untuk mewarnai sitoplasma.
Haematoksilin eosin memiliki fungsi dapat mewarnai dengan tingkat atau drajat
warna berbeda dngan menghasilkan kedalaman warna yang berbeda fungsi kedua

untuk pengenalan komponen jaringan tertentu dengan cara memulasnya secara

differensial. (Peckham, 2014)

3.6.1 Cara Skoring Histopatologi
Metode skoring perubahan histopatologi pada ginjal ditentukan menurut metode
(Klopfleisch, 2013) yang telah dimodifikasi. Adapun bentuk- bentuk lesi

histopatologi yang diamati adalah :

a) Degenerasi sel epitel tubular, dikategorikan dalam lima skala
0 (Nol) : tidak terjadi perubahan degeneratif
1 (satu) : jika jumlah sel degeneratif < 25% dari LP ( Lapang
pandang)
2 (Dua) : jika jumlah sel degeneratif antara 26 — 50 % dari LP
3 (Tiga) : Jika jumlah sel degeneratif antara 51 — 75 dari LP

4 (Empat) : Jika jumlah sel degeneratif > 76 dari LP




b)

d)
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Nekrosis sel epitel tubular, dikategorikan dalam lima skala

0 (Nol) : tidak terjadi perubahan nekrosis

2 (Dua) : jika jumlah sel nekrotik < 25% dari Lapang Pandang
(LP)

4 (empat) : Jika jumlah sel nekrotik antara 26 — 50 % dari LP

6 (enam) : jika jumlah sel nekrotik antara 51 —75 % dari LP

8 (delapan) : jika jumlah sel nekrotik = 76% drai LP

Nekrosis glomrular, dikategorikan dalam lima skala

0 (Nol) : jika tidak terjadi perubahan nekrosis pada sel
glomerular

3 (tiga) : jika nekrosis glomerular < dari seluruh glomerular

5 (lima) : jika nekrosis glomerular 26 — 50 % dari seluruh
glomerulus

7 (tujuh) : jika nekrosis glomerulus 51- 75 % dari seluruh
glomerulus

9 (sembilan) : jika nekrosis glomerulus > dari seluruh glomerulus
Intersisial infiltrasi sel radang, dikategorikan dalam ala

0 (nol) : jika tidak ditemukan sel radang pada ruang intersisial

1 (satu) : jika ditemukan sel radang pada < 25% ruang intersisial
2(dua) : jika ditemukan sel radang pada 26 — 50 % ruang
intersisial

3 (tiga) : jika ditemukan sel radang pada 51 — 75 % ruang

intersisial
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4 (empat) : jika ditemukan sel radang pada= 76 ruang intersisial

3.7  Kerangka Penelitian
24 Ekor Tikus Putih
(Rattus norvegicus)
¢ Skrining : Usia, Jenis
Kelamin dan Berat Badan
Pemberian Perlakuan
@
PO ol n=6 =
n==6 = Diinduksi aloksan .. =
o n=06 Diinduksi aloksan
Hanya diberi . . 100mg/KgBB secara
Diinduksi . ) 100 mg/KgBB
Aquadest i.p dan pemberian .

. aloksan 100 secara i.p dan
hari ke satu mg/KgBB ekstrak daun kstrak d
sampai hari £ kembang bulan ke sbra bauln

ke tujuh secara Lp 100mg/KgBB secara cmpang bu'an
200mg/kgBB
peroral

l

Euthanasia dan Nekropsi

Pengambilan Organ ginjal

Pembuatan Histopat

Hasil dan Analisis Data




7/

Gambar 3.1 Skema Prosedur Penelitian

Analisis Data
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Data tersebut akan dianalisis menggunakan metode non parametrik. Data

semi kualitatif dianalisis dengan menggunakan metode Kruskal Wallis

Test untuk menentukan perbedaan pada kelompok kontrol dan perlakuan.

16
Hipotesis dianggap bermakna apabila P<0,05. Kemudia dilanjutkan lagi

dengan metode Mann- Whitney Test, untuk menentukan perbedaan data

masing-masing kelompok perlakuan
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1Hasil Penelitian
4.1.1 Ekstrak daun kembang bulan (Tithonia diversifolia)

Berdasarkan hasil fitokimia ekstraksi daun kembang bulan (Tithonia

diversifolia) kandungan flavonoid, saponin, tanin,sequerterpen dilihat pada tabel

41

Tabel 4.1. Hasil analisis kandungan senyawa flavonoid, saponin, tanin dan
sesquerterpen.

Senyawa Kandungan %
Flavonoid 2.86%
Saponin 2,10%
Tanin 4.03%
Sesquerterpen 1,98%

4 .12 Karakteristik Tikus Uji

Karakteristik tikus uji meliputi data berat badan dan g:lar glukosa darah
sebelum dan sesudah diinduksi aloksan dan ektrak daun kembang bulan (Tithonia

diversifolia).

44
Tabel 4.2 Rerata kadar gula darah tikus wistar

Perlakuan Pengukuran Kadar Gula Darah

Praeksperimen | Pascaeksperimen | Pascaeksperimen

Aloksan(mg/dL) Ekstrak
tithonia(mg/dL)
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PO 92,3+731 111.17+17,37 85,67+20.47
P1 100+8,29 328,83+144.46 150,17+49 42
P2 104241742 240,5+159 42 87,178 82

P3 102,8+13,54 313,67+164,02 82,33+7,967

4.1.2 Pemeriksaan Histopatologi Ginjal

Pemeriksaan histopat ginjal dilakukan skoring derajat kerusakan pada
setiap sampel merupakan jumlah rata-rata dari semua jenis lesi yang terjadi. Seluruh
pemeriksaan ini menggunakan mikroskop cahaya, hasil pengamatan yang sudah

diolah secara statistik dengan program SPSS berikut ini.

Tabel 4.3 Rerata hasil skoring pemeriksaan histopatologi organ ginjal hewan coba
pada kelompok kontrol dan perlakuan.

Kelompok Sel radang Degenerasi Nekrosis
PO 1 0 0
P1 4 4 8
P2 3.6 3 6.6
P3 4 26 5,6

Keterangan : Rerata hasil skoring di peroleh dari tiap masing-masing kelompok 6
sampel.

Tabel 4.4 Persentase (%) hasil skoring pemeriksaan histopatologi kelompok
kontrol, P1, p2, p3.

Kelompok  Sel radang Degenerasi Nekrosis
PO 25% 0% 0%
P1 100% 100% 100%
P2 90% 75% 100%
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P3 100% 65% 100%

Data skoring diatas telah didapatkan, kemudian akan dibuat diagram batang
untuk tiap derajat keruskan agar mempermudah dalam menganalisi tiap perubahan

lesi yang tejadi.

Diagram Persentase Skoring

120%

100%
80%
60%
40%
20% l
0%
PO Pl P2 P3

M Sel Radang M Degenrasi M Nekrosis

Gambar 4.1 Diagram batang persentase (%) hasil skoring pemeriksaan
histopatologi ginjal kelompok kontrol, pl1, p2, p3.

413 Analisis Uji Statistik Hasil Pengamatan
1. Uji Kruskal Waliis.

Data yang didapat dari penelitian lalu dianalisis menggunakan Statistik
Program For Social Science (SPSS) moteda Kruskal Wallis berfungsi menentukan
perbedaan data pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Apabila nilai
signifikansi (Sig.) < 005, maka terdapat perbedaan yang signifikan antar

perlakuan. Apabila nilai Sig. > 0,05, maka tidak ada perbedaan antar perlakuan.
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Adapun hasil Kruskal Wallis untuk data pengamatan pada penelitian, sebagai

berikut :

Tabel 4.5 Uji Kruskal Wallis, sel radang

Perlakuan N Mean £Standar Deviasi F Sig.

PO 6 0.83 £0.408" 130,641 0,000

P1 6 4.00 = 0.000° 130,641 0,000

P2 6 3.67+0.516 130,641 0.000

P3 6 4.00 £ 0.000° 130,641 0,000

Total 24 3.13 +1.393
Test Statistics*®
Radang

Chi-Square 19.677
Df 3
Asymp. Sig. 0.000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping variabel : perlakuan

Keterangan :

Data pengujian yang dilakukan pada uji Kruskal Wallis untuk sel radang

nilai Sig. 0,000, karena (P<0,05) maka terdapat perbedaan yang signifikan antar

perlakuan. Kesimpulannya HO ditolak dan H1 diterima .

perbedaan yang signifikan dan dilanjutkan uji mann-withney. .

Untuk mengetahui




Tabel 4.6 Uji Krustal Wallis, Degenerasi

Perlakuan N Mean +Standar Deviasi
PO 6 0.00 =+ .000°
P1 6 4.00 x.000°
P2 6 300 =+ .894°
P3 6 267 + B16°
Total 24 242 +1.613
Test Statistics®®
Degenerasi
Chi-Square 18.277
Df 3
Asymp. Sig. 000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Perlakuan
Keterangan :
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pengujian pada degenerasi nilai Sig. 0,000 maka (P<0,05) maka dapat

dikatakan terdapatterda’ pat ~perbedaan signifikan antar perlakuan.. Kesimpulanya

HO ditolak HI diterima. Untuk mengetahui perbedaan yang lebih signifikan

dilanjutkan uji mann — whitney.

Tabel 4.7 Uji Krustal Wallis, Nekrosis
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Perlakuan N Mean +Standar Deviasi
PO 6 00 +.0000
P1 6 8.00+ .000b
P2 6 6.67 +1.633b¢
P3 6 5.67 +1.966°
Total 24 5.08 =+3.335
Test Statistics*”
Nekrosis
Chi-Square 17.543
Df 3
Asymp. Sig. 001
Keterangan :

Berdasarkan pengujian yang dilakukan pada uji untuk nekrosis nilai Sig. 0.001
maka (P<0,05) makater dapat perbedaan yang signifikan antar perlakuan.
Kesimpulanya HO ditolak H1 diterima. Untuk mengetahui perbedaan sangat

signifikan dilanjutkan uji mann withney.

414 Gambaran Histopatologi Ginjal
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Gambar 4.2 Gambaran histopatologi ginjal pada perlakuan PO,
menunjukan glomerulus normal (a) dan tubulus normal (b) .
(Heamatoxylin eosin: 10x).

Gambar 4.3 Gambaran histopatologi ginjal pada perlakuan P1,
menunjukan kerusakan yang akut pada glomerulus (a) dan tubulus
(b). (Heamatoxylin eosin: 10x).

Gambar 4.4 Gambaran histopatologi ginjal pada perlakuan P2,
menunjukan Sel Radang (panah putih).(Heamatoxylin eosin: 40x)

Gambar 4.5 Gambaran histopatologi ginjal pada perlakuan P1,
menunjukan Degenerasi (panah putih). (Heamatoxylin eosin: 40x)

Gambar 4.6 Gambaran histopatologi ginjal pada perlakuan P3,
menunjukan Nekrosis (panah putih) . (Heamatoxylin eosin: 40x)

4.2 Pembahasan
42.1 Daun Kembang Bulan

Data statistik menunjukan daun kembang bulan berpengaruh terhadap
gambaran histopatologi ginjal tikus wistar. Hal ini dikarenakan daun kembang
bulan memiliki senyawa tlavonoid, saponin, sesquerterpen, tanin yag memiliki efek
antidiabetes atau berperan sebagai antihiperglikemik (Sasmita, 2017). Hasil
fitokimia ekstrak daun kembang bulan menunjukan adanya flavonoid memiliki
besar senyawa 2.86%. Flavonoid dapat menghambat pembentukan Reactive oxygen

Species (ROS) menjadi senyawa stabil flavonoid juga dapat menurunkan jumlah
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glukosa darah dengan kemampuan sebagai zat antioksidan. Flovonoid yang berada
didalam tumbuhan dapat meperbaiki kerja reseptor insulin, dapat memberikan efek
yang baik pada keadaan diabetes mellitus (Eryuda, dkk., 2016). Hasil fitokimia
ekstrak daun kembang bulan menunjukan adanya sesquerterpen yang memiliki
besar senyawa 1,98%, dimana sesquerterpen merupakan senyawa yang pat
menghambat faktor inflamasi pada sel mesangeal ginjal manusia dalam kondisi
hiperglikemik (Sasmita, 2017).

Hasil fitokimia ekstrak daun kembang bulan menunjukan adanya saponin
yang memiliki besar senyawa 2,10%, saponin memiliki aktivitasanti kanker dan
hi’poli”pidinemik. Aktivitas hipolipidemik menurunkan kadar lipid dalam tubuh

sehingga insulin dapat berfungsi normal. Saponin bersifat inhibitor yaitu
penghambat enzim a-glukosidase yang bermanfaat sebagai anti diabetes.nzim o-
glukosidase adalah enzim yang berperan dalam mengubah karbohidrat menjadi
glukosa. Hasil fitokimia ekstrak daun kembang bulan menunjukan adanya tanin
yang memiliki besar senyawa 4,03%, tanin memiliki aktivitas hipoglikemik dengan
meningkatkan glikogenesis, kerja tanin menghambat glukosidase yang
bermanfaat untuk menunda adsorpsi gluksa setelah makan sehingga menghambat

hiperglikemia postprandial (Fiana, dkk., 2016).

422 Aloksan

Dari hasil penelitian, aloksan mampu merusak organ ginjal dengan dosis
100mg/kgBB selama 7 hari dengan nilai rata-rata kerusakan degenerasi, sel radang,
nckrosis sebesar 100% dari hasil ini sudah menunjukan aloksan membuat organ

ginjal mengalami kerusakan, selain kerusakan organ ginjal juga mengalami
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kenaikan gula darah yang paling tinggi dengan nilai rerata sebesar 328.,83+144.46.
Hal yang menyebabkan sel radang, degenerasi dan nekrosis pada PO, P1, P2, P3
adalah aloksan (Yuriska, 2009). Pemberian aloksan dapat meningkatkan kadar gula
darah (hiperglikemia), ketika aloksan masuk kedalam sel f pankreas akan
menghasilkan siklus redoks membentuk senyawa radikal hidroksil yang reaktif

dapat menimbulkan kerusakan sel f§ pankreas sehingga menyebabkan terganggunya

produksi insulin (Yuriska, 2009)

Selain kerusakan pankreas aloksan juga dapat merusak ginjal yang
menyebabkan nefropati diabetik (Sasmita, 2017). ajnan degeneratif vaskuler
mempunyai hubungan dengan gangguan metabolisme karbohidrat atau intoleransi
gula disebut juga dengan diabetes mellitus merupakan nefropati diabetik. Pada
kondisi nefropati diabetik adanya mikroalbuminuria yaitu ekresi albumin lebih dari

30mg/ hari jika tidak terkontrol kemudian berkembang menjadi proteinuria dan

6 |
berlanjut penurunan fungsi laju filtrasi glomerulus. Epitel penyusun jaringan ginjal
merupakan bagian ginjal yang cukup sensitif terhadap bahan yang bersifat toksik

dan masuk melalui aliran darah yang menimbulkan perubahan pada sel-sel epitel

ginjal (Yulinta, 2013).

423 Konsentrasi gla Darah

Pada tabel 4.2 pengukuran kadar gula darah mengalami peningkatan pada
pemberian aloksan dan CMC NA sebesar 328 83+144 46 dan mengalami
penurunan kadar gula darah pada perlakuan P3 yaitu 82,33+7.967. Hal ini dapat

terjadi karena Pl pemberian aloksan yaitu zat antidiabetogenik yang dapat
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meningkatkan kadar gula darah sehingga mengalami dianosa diabetes mellitu
dengan melibihi 135mg/dl (Yuriska,2009).

Pada pemberian CMC NA 1% sebagai pengobatan tidak mengalami
penurunan kadar gula darah dikarenaka CMC NA tidak dapat memberikan efek
glibenkalmid (Lidia, 2013). Pada pemberian ekstrak daun kembang bulan sis
100mg/kgbb dan 200mg/kgbb menunjukan kadar gula darah yang paling baik
dengan dosis 200mg/kgBB nilai rerata yaitu 82,33+7,967 hal ini ini dikarenakan

ekstrak daun kembang bulan memiliki senyawa flavonoid saponin, tanin,

sesquerterpen (Sasmita, 2017).

424 Penilain Hasil Histopatologi Ginjal Pada Semua Perlakuan Sel Radang,
Degenerasi, Nekrosi.

1. Sel radang
Dari data rerata ditemukan sel radang pada P1 sebesar 4 atau 100% sel radang
terendah pada P2 dengan nilai 3.6 atau lm%.kanisme penting yang diperlukan
untuk melawan diri dari berbagai bahaya yang menggangu keseimbangan juga
memperbaiki struktur serta fungsi jaringan yang ditimbulkan bahaya tersebut
merupakan pengertian dari sel radang (Haryanto, dkk. 2015). Penyebab utama sel
radang sangat bervariasi yaitu agen yang patogen, racun kimia, dan reaksi

kekebalan. Penyebab keradangan oleh agen kimia seperti racun menyebabkan

kerusakan jaringan fokal terutama saluran pencernaan dan ginjal (Solfaeni, 2019).
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Secara mikroskopik, jaringan sel radang ditandai dengan adanya sel radang
berwarna keunguan (Sugihartini, 2016).
2. Degenerasi

Dari data rerata ditemukan degenerasi pada Pl sebesar 4 atau 100%,
dgenerasi terendah pada P2 dengan nilai 2,6 atau 100%. Degenerasi sel tanda
dimulainya kerusakan sel akibat zat toksin dimana hilangnya struktur normal sel
sebelum kematian sel, gambaran mikroskopik degenerasi sel yaitu sel membesar
atau membengkak, sel lebih pucat, dan sitoplasma keruh (Solfaeni, 2019).
Degenerasi bersifat reversible dapat kembali normal jika paparan toksin dapat
dihentikan degenerasi yang terjadi ditubulus ginjal ditandainya dengan adanya
pembesaran ukuran sel — sel penyusun tubulus. penyebab degenrasi infeksi sel,
kekurangan oksigensk kekurangan nutrisi, , respon imun yang abnormal, faktor

tisik defect penuanaan (Solfaine, 2019).

Degenerasi hidropik banyak dijumpai pada setiap kelompok perlakuan.
Gambaran mikroskopik degenerasi hidropik ditandai dengan sitoplasama
menjadipucat, pada sel epitel tubulus terjadi penyempita lumen (Solfaeni, 2019)
Degenerasi hidropik merupakan jejas reversibel sebagai respons terhadap cedera
nonletal. Degenerasi hidropik terjadi akibat terkumpulnya butir-butir protein
didalam sitoplasma sel, sehingga sel mengalami pembengkakan dan sitoplasma
menjadi keruh. Degenerasi hidropik sering dijumpai pada sel epitel tubulus renalis

(Ernawati, dkk., 2018).

3. Nekrosis
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Dari data rerata ditemukan nekrosis pada P1 sebesar 8 atau 100% nekrosis
terendah pada P2 dengan nilai 6,6 atau 100%. Nekrosis atau kematian sel
merupakan tahapan terahir dari respon terhadap agen etiologi. kmsis terjadi
setelah suplai darah hilang dan setelah terpapar toksin (Rafita, dkk., 2015).
Tubulus poksimaladalah gian yang paling sering mengalami degenerasi karena
paparan zat nephrotoxic. Perubahan gambaran histopatologi yaitu adanya sel
tubulus ginjal yang ditandai dengan inti sel mengecil, tidak tampak nukleus,

kerusakan membrana yang diikuti mitokondria maka terjadilah proses reabsorpsi

(Legho, dkk., 2017).




(48]
V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesinnpulan
Menurut hasil peneltian serta pembahasan yang disampaikan dapat disimpulkan :

1. Pemberian induksi aloksan melalui intraperitonial 100mg/kgBB dan induksi
ekstrajk daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) melalui oral ngan
dosis bertingkat 100mg/kgBB dan 200mg/kgBB berpengaruh terhadap
menurunkan lesi histopatologi sel radang ginjal tikus wistar (Rattus
norvegicus).

2. Pemberian induksi aloksan melalui intraperitonial dosis 100mg/kgBB dan
Ekstrak daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) melalui oral ngan
dosis bertingkat 100mg/kgBB dan 200mg/kgBB berpengaruh terhadap
menurunkan lesi histopatologi degenerasi sel ginjal tikus wistar (Rattus
norvegicus).

3. Pemberian induksi aloksan melalui intraperitonial dosis 100mg/kgBB dan
Ekstrak daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) melalui oral ngan
dosis bertingkat 100mg/kgBB dan 200mg/kgBB berpengaruh terhadap

menurunkan lesi histopatologi nekrosis ginjal tikus wistar (Rattus

norvegicus).

5.2 Saran
57




Berdasarkan kesimpulan yang disampaikan penulis menyarankan:
. Melakukan penelitian lanjutan dengan meningkatkan dosis infusa ekstrak
kembang bulan(Tithonia diversifolia) untuk mendapatkan efek

hipoglikemik yang lebih baik terhadap gambaran histopatologi ginjal .
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