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RINGKASAN

Ekstrak Metanol Biji Asam Jawa (Tamarindus indica) Mencegah Kerusakan
Histopatologi Ginjal Tikus yang Diinduksi Aluminium Klorida (AICls);
Anang Dwi Atmoko; 162010101077; 2020; 94 halaman; Fakultas Kedokteran

Universitas Jember.

Aluminium ditemukan pertama kali oleh Hans Christian Oersted pada
tahun 1825 dan merupakan logam paling melimpah nomor tiga di alam.
Keberhasilan memisahkan aluminium dari bijinya membuat aluminium menjadi
logam paling banyak dimanfaatkan, akan tetapi aluminium memberi dampak
buruk bagi tubuh manusia oleh karena memiliki sifat bioakumulatif dalam
jaringan mamalia seperti tulang, otak, hati, dan ginjal. Tubuh manusia dapat
terpapar aluminium melalui makanan, minuman, obat, dan debu di udara.
Aluminium masuk dalam tubuh manusia sekitar 1-20 mg per hari melalui
makanan. Komite ahli Organisasi Pangan dan Pertanian milik Persatuan Bangsa-
Bangsa (2011) menetapkan batas aman konsumsi aluminium sebesar 7 mg/kg
berat badan perminggu. Gabungan Komite ahli FAO dan WHO menetapkan besar
asupan aluminium yang masih dapat ditoleransi adalah 1 mg/kg per minggu.
Ginjal rentan mengalami kerusakan oleh paparan zat berbahaya yang masuk
melewatinya. Aluminium dalam darah dapat terakumulasi pada sel tubulus ginjal
dan dapat menyebabkan kerusakan pada sel tubulus (degenerasi dan nekrosis sel
tubulus) melalui mekanisme stres oksidatif. Biji asam jawa (Tamarindus indica)
memiliki kadungan senyawa polifenol yang berfungsi sebagai agen antioksidan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah ekstrak metanol biji asam jawa
(Tamarindus indica) dapat mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang
diinduksi aluminium klorida (AICI3) dinilai dari parameter degenerasi dan
nekrosis sel.

Jenis penelitian yang digunakan adalah true experimental dengan
rancangan penelitian posttest only control group design. Hewan coba yang
digunakan adalah tikus wistar jantan sejumlah 30 ekor terbagi dalam 5 kelompok,
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yaitu 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Kelompok kontrol diberi
larutan campuran aquabides-saline 1 mL per oral. Kelompok kontrol negatif
diberi larutan aluminium dosis 300 mg/kgBB per oral. Kelompok perlakuan diberi
larutan aluminium dosis 300 mg/kgBB per oral dan larutan ekstrak dengan dosis
25, 50, 100 mg/kgBB per oral. Perlakuan diberikan dalam waktu 10 minggu. Data
penelitian didapatkan melalui pengamatan histopatologi ginjal tikus menggunakan
metode scoring, dengan fokus pengamatan berupa gambaran degenerasi sel
tubulus dan nekrosis sel tubulus.

Hasil pengamatan menunjukkan seluruh kelompok penelitian mengalami
degenerasi tubulus di seluruh lapang pandang, sedangkan untuk parameter
nekrosis didapatkan skor yang bervariasi antarkelompok. Analisis data
menggunakan uji Kruskal Wallis mendapatkan nilai p=1 (p>0,05) untuk
parameter degenerasi tubulus dan nilai p=0,001 (p<0,05) untuk parameter
nekrosis sel tubulus. Uji Post Hoc menggunakan Mann Whitney terhadap
parameter nekrosis sel tubulus didapatkan nilai p bervariasi. Analisis Post Hoc
antara kelompok K dengan kelompok K(-), kelompok K(-) dengan kelompok P2,
kelompok K(-) dengan kelompok P3, kelompok P1 dengan kelompok P3
menunjukkan nilai p<0,05. Hal ini menunjukkan bahwa induksi berhasil pada
kelompok perlakuan P2 dan P3 yang ditunjukkan oleh berkurangnya gambaran
nekrosis sel tubulus pada kelompok tersebut.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan
berdasarkan parameter nekrosis sel pemberian ekstrak metanol biji asam jawa
(Tamarindus indica) mencegah kerusakan histopatologi ginjal, sedangkan
berdasarkan parameter degenerasi sel pemberian ekstrak metanol biji asam jawa
(Tamarindus indica) tidak mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang

diinduksi aluminium klorida (AICI5).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Aluminium ditemukan pertama kali oleh Hans Christian Oersted pada
tahun 1825 dan diakui secara pasti pada tahun 1827 oleh F. Wohler. Aluminium
merupakan logam paling melimpah nomor tiga di alam, sekitar 8% dari
permukaan bumi mengandung aluminium (Dolara, 2014). Campuran aluminium
dengan tembaga, magnesium, silikon, dan unsur lainnya dapat membentuk sifat-
sifat yang menguntungkan. Keberhasilan memisahkan aluminium dari bijinya
membuat aluminium menjadi logam yang paling banyak dimanfaatkan.

Pemanfaatan aluminium yang beragam membuat sumber paparan
aluminium pada manusia juga beragam. Tubuh manusia dapat terpapar oleh
aluminium melalui makanan, minuman, obat, dan debu di udara (Vignal et al.,
2016). Paparan aluminium yang berlebihan dapat menimbulkan efek tidak baik
terhadap tubuh. Data dari Sistem Pengumpulan Data Nasional Badan Pusat
Pengendalian Racun Amerika pada tahun 2010-2017 menunjukkan sebanyak 277
kasus keracunan aluminium ringan, 53 kasus keracunan aluminium sedang, 8
kasus keracunan aluminium berat, 2 kasus kematian akibat aluminium, serta 140
kasus keracunan aluminium fosfida ringan, 56 kasus keracunan aluminium fosfida
sedang, 7 kasus keracunan aluminium fosfida berat, 16 kasus kematian akibat
aluminium fosfida, sedangkan kasus di Indonesia belum terdata dengan baik.
Contoh penggunaan aluminium yang dapat membahayakan adalah penambahan
aluminium ke dalam air minum untuk tujuan pemurnian (Dera, 2016; Vignal et
al., 2016). Aluminium diakumulasikan dalam jaringan mamalia seperti tulang,
otak, hati, dan ginjal oleh karena aluminium bersifat bioakumulatif (Kahtani et al.,
2014).

Ginjal merupakan salah satu organ yang berisiko tinggi terdampak oleh
paparan aluminium dalam tubuh manusia. Ginjal merupakan organ dengan
vaskularisasi majemuk yang berfungsi untuk mengatur komposisi cairan tubuh
dalam kondisi stabil dan membuang sampah melalui proses ekskresi (Samawy,

2012). Ginjal rentan mengalami kerusakan oleh paparan zat berbahaya yang
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masuk melewatinya. Aluminium dalam darah dapat terakumulasi pada sel-sel
tubulus ginjal. Akumulasi aluminium di ginjal memicu degenerasi sel tubulus
ginjal dan bersifat nefrotoksik (Dera, 2016; Kahtani et al., 2014). Mekanisme
nefrotoksik aluminium dipicu melalui stres oksidatif yang menyebabkan
kerusakan pada lipid seluler, protein, dan DNA (Dera, 2016).

Stres oksidatif terjadi akibat ketidakseimbangan antara jumlah molekul
antioksidan dan radikal bebas dalam tubuh. Antioksidan terbagi dalam dua jenis
berdasarkan asalnya, yaitu antioksidan endogen dan antioksidan eksogen.
Antioksidan eksogen diperlukan untuk melawan senyawa radikal bebas yang
berjumlah besar di dalam tubuh (Khaira, 2010).

Salah satu bahan alam yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
antioksidan adalah biji asam jawa (Tamarindus indica). Ekstrak metanol biji
Tamarindus indica memiliki kandungan senyawa polifenol dan potensi
antioksidan lebih tinggi dibanding ekstrak metanol bagian lain dari tanaman
Tamarindus indica (Razali et al., 2015). Biji Tamarindus indica memiliki
kandungan senyawa polifenol lebih tinggi dibanding biji tanaman lain (Chunglok
et al., 2014). Penelitian oleh Razali et al., (2015) menjelaskan bahwa senyawa
polifenol dalam ekstrak metanol biji Tamarindus indica mampu melindungi sel
HepG2 hepar manusia terhadap peroksidasi lipid melalui mekanisme sebagai agen
pereduksi; penangkap radikal bebas; dan meningkatkan aktivitas enzim
antioksidan. Ekstrak metanol biji Tamarindus indica mengandung senyawa
procyanidin B2, myricetin dan caffeic acid yang memiliki potensi anti-inflamasi
dan antioksidan (Narwanto, 2018).

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti tertarik untuk mengetahui
lebih lanjut efek pemberian ekstrak metanol biji Tamarindus indica dalam
mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang diinduksi aluminium klorida
dinilai dari parameter degenerasi dan nekrosis sel tubulus. Metanol sebagai
pelarut mampu menghasilkan rendemen (jumlah hasil ekstraksi) lebih tinggi
dibanding pelarut jenis lain. Kuantitas senyawa polifenol golongan flavonoid
sebagai antioksidan hasil dari ekstraksi metanol lebih tinggi dibanding pelarut
jenis lain (Suryani et al., 2015)
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1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian ekstrak metanol biji Tamarindus indica dapat
mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang diinduksi dengan aluminium
klorida dinilai dari parameter degenerasi dan nekrosis sel tubulus?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian adalah untuk mengetahui apakah ekstrak
metanol biji Tamarindus indica dapat mencegah kerusakan histopatologi ginjal
tikus yang diinduksi aluminium klorida dinilai dari parameter degenerasi dan

nekrosis sel tubulus.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Untuk mengetahui apakah aluminium dosis 300 mg/kgBB menyebabkan
kerusakan sel tubulus ginjal

b. Untuk mengetahui apakah ekstrak metanol biji Tamarindus indica dosis 25
mg/kgBB mencegah kerusakan sel tubulus ginjal

c. Untuk mengetahui apakah ekstrak metanol biji Tamarindus indica dosis 50
mg/kgBB mencegah kerusakan sel tubulus ginjal

d. Untuk mengetahui apakah ekstrak metanol biji Tamarindus indica dosis 100

mg/kgBB mencegah kerusakan sel tubulus ginjal

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini meliputi:

a. Menambah wawasan dan pengetahuan penulis mengenai ekstrak metanol biji
Tamarindus indica dalam mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang
diinduksi aluminium klorida.

b. Memberi informasi tentang bahaya paparan aluminium terhadap tubuh,
sehingga masyarakat dapat lebih berhati-hati dalam mengaplikasikan dan

menggunakan aluminium.
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Menguatkan dan mendukung tujuan Fakultas Kedokteran Universitas Jember
sebagai pusat agromedis di Asia Tenggara tahun 2025.

. Penelitian ini dapat dijadikan sebagai salah satu bahan evaluasi dan tambahan
informasi sehingga diharapkan dapat dikembangkan oleh pemerintah.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ginjal
2.1.1 Anatomi Ginjal Tikus

Ginjal tikus berbentuk seperti kacang berwarna coklat kemerahan dan
dilapisi oleh kapsul jaringan ikat tipis yang kuat (Ucla, 2019). Ginjal tikus terletak
di retroperitoneal dengan letak ginjal kanan lebih tinggi dari pada ginjal kiri (lihat
Gambar 2.1). Ginjal kanan memiliki rata-rata berat sekitar 1,1 g sedangkan ginjal
kiri memiliki rata-rata berat sekitar 0,96 g. Ukuran rata-rata panjang; lebar; dan
tebal ginjal kanan secara berurutan 1,28 cm; 0,88 cm; dan 0,81 cm. Ukuran rata-
rata panjang; lebar; dan tebal ginjal kiri secara berurutan 1,23 cm; 0,85 cm; dan
0,79 cm (Samawy, 2012).

) ) »,,-,-.,J (

Scrotum P N\)»
{

Gambar 2.1 Anatomi ginjal tikus (Sumber: Ucla, 2019)

2.1.2 Histologi Ginjal Tikus

Secara histologi ginjal tikus terdiri dari dua bagian, yaitu korteks di bagian
luar yang berwarna gelap kecoklatan dan medula di bagian dalam. Unit dasar di
dalam ginjal tikus adalah nefron. Masing-masing nefron dapat dibagi menjadi
bagian berbeda dalam korteks maupun medula. Bagian-bagian nefron meliputi
glomerulus, kapsula bowman, tubulus kontortus proksimal, lengkung henle, serta

tubulus kontortus distal. Glomerulus, kapsula bowman, tubulus kontortus
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proksimal, dan tubulus kontortus distal merupakan bagian korteks lihat pada
Gambar 2.2 (Samawy, 2012).

Glomerulus dan kapsula bowman membentuk struktur bernama
korpuskulum renalis yang memiliki bentuk bulat dan irregular. Kapsula bowman
terdiri dari dua lapisan yaitu lapisan parietal yang memiliki epitel selapis pipih
dan lapisan viseral yang mengelilingi kapiler di glomerulus. Tubulus kontortus
proksimal berepitel selapis kuboid eosinofilik dengan brush border dan berlumen
sempit berhubungan langsung dengan lapisan parietal kapsula bowman pada
kutub urinarius korpuskulum renalis. Tubulus kontortus distal memiliki epitel
selapis kuboid berinti bulat besar tanpa brush border. Perbedaan antara sel tubulus
kontortus proksimal dan distal adalah sel epitel tubulus kontortus distal berwarna

lebih pucat dan tidak memiliki brush border (Samawy, 2012)

Gambar 2.2 Korteks ginjal tikus terdiri dari (A) glomerulus, (B) lapisan
viseral, (C) lapisan parietal, (D) tubulus kontortus distal, (E)
tubulus kontortus proksimal (Sumber: Laboratorium Histologi
Fakultas Kedokteran Universitas Jember)

Bagian medula ginjal terdiri dari tubulus kolektivus serta lengkung henle
tebal-tipis (lihat Gambar 2.3). Lengkung henle merupakan struktur yang
berbentuk U terdiri dari henle tebal descending yang memiliki sel menyerupai
tubulus kontortus proksimal, henle tebal ascending yang memiliki sel menyerupai
tubulus kontortus distal, serta henle tipis descending-ascending bersel epitel

selapis pipih. Tubulus kolektivus bukan merupakan bagian dari nefron. Tubulus
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kolektivus berepitel kuboid, memiliki inti bulat dan sitoplasma basofilik
(Samawy, 2012).

Gambar 2.3 Medula ginjal tikus terdiri dari (A) tubulus kolektivus (B)
lengkung henle tipis (C) lengkung henle tebal (Sumber:
Samawy, 2012)

2.2 Aluminium
2.2.1 Definisi Aluminium

Aluminium ditemukan pertama kali oleh Hans Christian Oersted pada
tahun 1825 dan diakui secara pasti pada tahun 1827 oleh F. Wohler. Aluminium
ditemukan di berbagai tempat, dan merupakan elemen dasar terbanyak nomer tiga
di kerak bumi (Keith et al., 2008). Secara alamiah aluminium dilepaskan ke alam
melalui aktivitas vulkanik dan proses pelapukan batu. Aktivitas pertambangan

oleh manusia turut membantu pelepasan aluminium ke alam (Aguilar et al., 2008).

2.2.2 Paparan Aluminium pada Manusia

Paparan utama aluminium pada tubuh manusia melalui makanan,
minuman, obat, dan debu di udara (Vignal et al., 2016). Kandungan aluminium
dalam makanan sangat beragam, dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti tanah
tempat tanaman pangan tumbuh hingga proses produksi makanan tersebut.
Komposisi tanah yang mengandung aluminium memiliki pengaruh signifikan
terhadap kandungan aluminium dalam tanaman pangan. Hujan asam menurunkan
derajat keasaman tanah, sebagai konsekuensi kelarutan aluminium bertambah dan

akan meningkatkan kandungan aluminium dalam air, tanaman serta hewan yang
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memakan tanaman dan meminum air tersebut (Vignal et al., 2016). Pemanfaatan
aluminium yang beragam membuat sumber paparan aluminium pada manusia juga
beragam, sehingga memperbesar kemungkinan paparan aluminium pada manusia.

Aluminium masuk ke dalam tubuh manusia sekitar 1-20 mg per hari
melalui makanan (Exley, 2013). Survei yang dilakukan oleh Departemen
Pertanian Amerika Serikat (1987-1988) didapatkan estimasi asupan harian
aluminium sebesar 0,10 mg Al/kg/hari untuk bayi usia 6-11 bulan; 0,30-0,35 mg
Al/kg/hari untuk anak usia 2-6 tahun; 0,11 mg Al/kg/hari untuk anak usia 10
tahun; 0,15-0,18 mg Al/kg/hari untuk anak usia 14-16 tahun; 0,10-0,12 mg
Al/kg/hari untuk orang dewasa (Keith et al., 2008). Kandungan aluminium dalam
dosis harian antasida dan bufer analgesik diperkirakan antara 840-5000 mg dan
130-370 mg per hari (Aguilar et al., 2008). Konsentrasi aluminium terlarut dalam
air yang tidak diolah dengan derajat keasaman mendekati 7 berkisar antara 1-50
pg per liter, akan tetapi terjadi peningkatan hingga 1000 pg per liter dalam air

dengan derajat keasaman rendah atau asam (Vignal et al., 2016).

2.2.3 Batas Aman Aluminium pada Manusia

Komite ahli Organisasi Pangan dan Pertanian milik Persatuan Bangsa-
Bangsa (2011) telah menetapkan batas aman konsumsi aluminium sebesar 7
mg/kg berat badan per minggu (Dolara, 2014). Gabungan Komite ahli FAO dan
WHO menetapkan besar asupan aluminium yang masih dapat ditoleransi adalah 1
mg/kg per minggu (Aguilar et al., 2008). Di Amerika Serikat, tingkat risiko
minimal asupan aluminium sejumlah 2 mg/kg per hari dengan paparan melalui
oral telah diumumkan (Keith et al., 2008).

2.2.4 Aluminium yang Berbahaya

Aluminium dapat masuk ke dalam tubuh manusia melalui rute oral
maupun inhalasi (Keith et al., 2008). Penggunaan peralatan yang berbahan dasar
aluminium, seperti peralatan dapur, tidak secara langsung dapat membahayakan
manusia hanya dengan melalui kontak kulit. Hal ini dikarenakan terdapatnya

lapisan pelindung di permukaan peralatan dapur. Kelarutan lapisan pelindung
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akan meningkat dalam kondisi asam. Proses pelarutan aluminium bergantung
pada suhu, derajat keasaman, dan keberadaan zat pengompleks. Keberadaan zat
pengompleks, seperti asam organik dalam makanan, akan memperbesar proses
pelarutan aluminium (Juhaiman, 2010). Aluminium dalam bentuk serbuk atau
debu halus juga dapat membahayakan apabila terhirup oleh manusia. Efek pada
saluran pernapasan berkaitan dengan inhalasi partikel debu halus aluminium.
Fibrosis paru merupakan efek pernapasan yang sering dilaporkan pada pekerja
akibat terpapar debu halus aluminium. Kelainan pada kulit akibat paparan atau
kontak dengan aluminium melalui penggunaan kosmetik belum dilaporkan,

kecuali pada orang dengan hipersensitivitas (Keith et al., 2008).

2.2.5 Patogenesis Kerusakan oleh Aluminium

Aluminium dapat diserap secara oral maupun inhalasi, akan tetapi tidak
dapat melalui penyerapan kulit. Aluminium masuk ke dalam saluran pencernaan
melalui makanan, minuman, maupun obat-obatan. Bioavailabilitas aluminium
tergantung pada bentuk ketika aluminium diserap dan adanya zat pengompleks
seperti asam sitrat yang dapat meningkatkan penyerapan, maupun zat yang
menghambat penyerapan seperti fosfat, silikon, polifenol. Di dalam lambung,
aluminium berbentuk monomolekuler heksahidrat Al(H,0)¢** atau disingkat ion
AI** yang merupakan aluminium bebas. Kondisi lambung yang memiliki derajat
keasaman asam (derajat keasaman=1-3) akan melarutkan sebagian besar
aluminium. Setelah masuk ke dalam usus, aluminium akan berikatan dengan ion
hidroksida membentuk aluminium hidroksida (Al(OH)3). Hal ini dikarenakan
terjadi peningkatan derajat keasaman dan pada derajat keasaman yang mendekati
normal, aluminium hidroksida diendapkan untuk selanjutnya diekskresikan
melalui feses (Aguilar et al., 2008). Penyerapan aluminium terbesar terjadi pada
duodenum proksimal sekitar 0,1-0,6% (Exley, 2013). Setelah proses penyerapan,
aluminium akan dimetabolisme dalam hepar.

Reaksi metabolisme aluminium di hepar terdiri dari dua fase. Fase pertama
adalah reaksi hidroksilasi dikatalisis oleh kelas enzim yang disebut mono-

oksigenase atau sitokrom P450 dengan hasil berupa aluminium reaktif. Fase
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kedua adalah reaksi konjugasi antara aluminium reaktif dengan glutation yang
dibantu oleh enzim glutation s transferase (GST) dengan hasil berupa metabolit
nontoksik. Sebagai metal binding protein, glutation ikut terlibat dalam respon
seluler, transportasi, dan ekskresi dari logam. Tujuan dari proses metabolisme
adalah untuk meningkatkan polaritas atau kelarutan aluminium di dalam air,
sehingga proses ekskresi dari dalam tubuh dapat meningkat. Pada kondisi GSH
yang tidak mencukupi, aluminium tidak dimetabolisme difase kedua sehingga
tetap berada dalam bentuk reaktif (Murray et al., 2014).

Plasma protein, dalam hal ini transferin, memiliki peranan penting dalam
proses distribusi aluminium di dalam darah. Jumlah aluminium yang berikatan
dengan transferin bergantung pada konsentrasi aluminium, afinitas aluminium
terhadap binding site, dan konsentrasi plasma protein (Baynes dan Hodgson,
2004). Aluminium akan berkompetisi dengan besi untuk bisa berikatan dengan
transferin pada binding site. Sifat transferin yang nonselektif memungkinkan
aluminium berikatan dengan transferin. Aluminium akan didistribusikan oleh
transferin ke berbagai organ seperti ginjal, hepar, tulang, dan otak (Kahtani et al.,
2014).

Aluminium yang telah diabsorbsi melalui sistem pencernaan akan
diekskresikan oleh ginjal melalui urin. Di ginjal, aluminium akan disaring melalui
jutaan nefron. Nefron memiliki fungsi mengonsentrasikan sampah metabolik
sehingga terjadi peningkatan paparan di dalam tubulus. Proses penyaringan ini
menyebabkan akumulasi aluminium di tubulus proksimal (Leblanc, 2014).
Kompleks transferin-aluminium (Tf-Al) berikatan dengan transferrin receptor
(TfR1) yang terdapat di permukaan sel. Kompleks TfR1-Tf-Al mengalami proses
endositosis dan vesikel endositik berfusi membentuk endosom tahap awal yang
akan berkembang menjadi endosom tahap akhir. Bagian dalam endosom tahap
akhir akan mengalami penurunan derajat keasamanan, yang menyebabkan
pelepasan ikatan aluminium dengan kompleks TfR1-Tf, sehingga aluminium
berubah menjadi reaktif kembali (Murray et al., 2014).

Akumulasi aluminium reaktif akan menyerang ikatan sulfida molekul

penting protein enzim, sehingga aktivitas enzim antioksidan seperti superoksida
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dismutase (SOD), katalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) akan mengalami
penurunan (Dera, 2016; Endrinaldi, 2010). Penurunan aktivitas SOD
menyebabkan gangguan dismutase superoksida, yang berakibat terjadinya
peningkatan jumlah superperoksida (O,). Penurunan aktivitas CAT akan
menyebabkan akumulasi H,O, akibat tidak diubahnya H,O, menjadi H,O dan O,.
Enzim GPx memiliki fungsi membentuk glutation teroksidasi (GSSG) dari reaksi
pengubahan H,O, dan OH menjadi GSSG dan 2H,O (Kumar et al., 2015).
Peningkatan pembentukan radikal bebas menyebabkan terjadinya stres oksidatif
melalui peroksidasi lipid (Newairy et al., 2009; Dera, 2016).

Aluminium dapat menyebabkan degenerasi pada sel tubulus oleh karena
pembentukan ROS yang menimbulkan stres oksidatif melalui mekanisme
peroksidasi lipid yang merusak membran sel. Peroksidasi lipid yang terjadi pada
membran sel menyebabkan hilangnya fluiditas membran, perubahan potensial
membran, peningkatan permeabilitas membran, dan perubahan fungsi reseptor
(Dera, 2016). Kerusakan yang terjadi di sel tubulus dapat teramati sebagai
gambaran berupa nekrosis, degenerasi sel, terbentuknya tubular cast, dilatasi sel

tubulus, dan akumulasi debris dalam lumen (Kocoglu et al., 2009).

2.3 Radikal Bebas dan Stres Oksidatif

Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki satu atau lebih elektron
tidak berpasangan pada orbit terluarnya sehingga relatif tidak stabil. Molekul yang
bersifat reaktif akan mengambil elektron dari molekul lain untuk dijadikan
pasangan elektronnya sehingga dapat mencapai kestabilan (Ardhie, 2011).
Aktivitas radikal bebas akan berakibat destruktif pada molekul sel yang
elektronnya diambil. Pengambilan elektron akan menimbulkan reaksi
berkelanjutan yang berdampak pada jumlah radikal bebas yang semakin banyak.
Radikal bebas merusak molekul makro pembentuk sel seperti protein, karbohidrat
(polisakarida), lemak dan deoxyribonucleic acid (DNA) (Khaira, 2010).

Radikal bebas berasal dari sistem biologis tubuh maupun lingkungan,
dapat dilihat pada Tabel 2.1 (Ardhie, 2011). Aktivitas respirasi di mitokondria dan
reaksi inflamasi akan menghasilkan oksidan. Proses metabolisme dalam tubuh
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selain menghasilkan energi juga menghasilkan radikal bebas (Astuti, 2008). 3-5%
dari 30 mol konsumsi oksigen harian orang dewasa diubah menjadi oksigen
singlet, H,0,, O, perhidroil, dan OH™ (Murray et al., 2014).

Tabel 2.1 Sumber radikal bebas

Sumber Eksogen Sumber Endogen
Polutan lingkungan Respon normal dari rantai peristiwa
Asap rokok biokimia dalam tubuh  (mitokondria,
Obat-obatan membran plasma, retikulum endoplasma,
Radiasi ionisasi peroksisom)
Sinar ultraviolet

Pestisida

(Sumber: Astuti, 2008; Ayala et al., 2014)

Stres oksidatif terjadi akibat ketidakseimbangan antara radikal bebas dan
antioksidan. Ketidakseimbangan ini timbul oleh karena kurangnya antioksidan
dan berlebihnya produksi radikal bebas. Berlebihnya jumlah radikal bebas
membuat kontrol protektif oleh antioksidan tidak bekerja dengan efektif, sehingga
terjadi kerusakan oksidatif. Kondisi ini akan berdampak berupa kerusakan
oksidatif dari tingkat sel hingga organ tubuh, sehingga menyebabkan percepatan
penuaan dan munculnya penyakit (Ardhie, 2011).

2.4 Antioksidan
2.4.1 Definisi dan Fungsi

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat atau menunda
oksidasi dari molekul lain. Antioksidan dapat melindungi tubuh manusia dari efek
radikal bebas dan reactive oxygen species (Gulcin et al., 2010). Antioksidan
berperan sebagai penangkap radikal bebas, dengan memberikan elektron ke
radikal bebas sehingga dapat menstabilkan radikal bebas (Razali et al., 2015).
Antioksidan dapat digolongkan ke dalam antioksidan endogen maupun eksogen
(Astuti, 2008).

Antioksidan endogen dalam sistem biologis tubuh berupa antioksidan
enzim seperti superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT), glutathione
peroksidase (GPx) (Ardhie, 2011). Ketika terjadi proses stres oksidatif oleh
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karena jumlah ROS yang berlebihan, antioksidan endogen tidak mampu
menghambat proses oksidasi oleh ROS. Dalam hal ini dibutuhkan bantuan
antioksidan eksogen yang diperoleh dari asupan makanan dan minuman yang
dikonsumsi setiap hari (Astuti, 2008).

2.4.2 Asam Jawa (Tamarindus indica)

Asam Jawa, tanaman yang memiliki nama latin Tamarindus indica,
merupakan tanaman dengan tinggi yang dapat mencapai 20-30 m; tebal batang
hingga 1,5-2 m dan keliling hingga 8 m (Bhadoriya et al., 2011). Kulit batang
berwarna abu-kecoklatan, kasar dan pecah-pecah. Tamarindus indica memiliki
akar tunggang. Daun tanaman memiliki panjang 7-12 cm, bersifat majemuk
dengan total 8-18 anak daun (lihat Gambar 2.5). Bunga tanaman Tamarindus
indica kecil berwarna kuning, dengan jumlah mahkota 5 dalam 1 tangkai
sepanjang 3-5 cm. Polong buah Tamarindus indica memiki panjang 5-10 cm
dengan lebar 2 cm, melengkung atau lurus dengan ujung membulat, berwarna
abu-abu muda atau coklat dan sedikit bersisik. Daging buah Tamarindus indica
tebal dan berwarna kecoklatan. Dalam 1 polong buah Tamarindus indica terdapat
1-12 biji yang keras, mengkilat, dan berwarna merah kecoklatan. Tanaman ini
banyak tumbuh di daerah tropis termasuk Indonesia (EI-Siddig et al., 2006).
Tamarindus indica dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan makanan,
bahan peralatan rumah tangga, hingga bahan pembuatan obat. Bagian dari
tanaman Tamarindus indica yang dapat dimanfaatkan meliputi daun, kulit, batang,
daging buah, dan biji. Taksonomi Tamarindus indica berdasarkan surat

keterangan identifikasi tumbuhan seperti tertera dalam Lampiran K:

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnolipsida

Sub Classis : Rosidae
Ordo : Fabales

Familia . Caesalpiniaceae
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Genus : Tamarindus

Species : Tamarindus indica L.

Gambar 2.4 Daun dan buah asam jawa (Sumber: Bhadoriya et al., 2011)

2.4.3 Biji Asam Jawa (Tamarindus indica)

Biji Tamarindus indica memiliki fungsi sebagai agen antioksidan, agen
antiinflamasi, dan agen antirematik. Ekstrak biji Tamarindus indica
direkomendasikan sebagai agen untuk terapi gigitan ular, diare kronis, diabetes,
disentri, penyakit mata, ulser, antivirus, agen antiinflamasi, dan agen antirematik
(Hemshekhar et al., 2011). Penelitian oleh Sundaram et al., 2014 menunjukkan
pemberian ekstrak biji Tamarindus indica mampu mengurangi perkembangan
ROS endogen, meningkatkan kadar GSH, menurunkan terjadinya peroksidasi
lipid, meningkatkan aktivitas enzim antioksidan (SOD, CAT, GST, GPx, GRdXx)
pada hati tikus yang diinduksi artritis. Biji Tamarindus indica memiliki
kandungan senyawa polifenol lebih tinggi dibanding biji tanaman lainnya
(Chunglok et al., 2014). Polifenol dapat diklasifikasikan ke dalam beberapa grup
yang berbeda tergantung banyaknya cincin fenol yang dikandung. Empat
golongan utama polifenol meliputi asam fenolik, flavonoid, stilben, dan lignin
(Pandey dan Rizvi, 2009). Ekstrak metanol biji Tamarindus indica memiliki
kandungan senyawa polifenol dan potensi aktivitas antioksidan lebih tinggi

dibanding ekstrak metanol bagian lain dari tanaman Tamarindus indica.
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Kandungan senyawa polifenol dalam biji Tamarindus indica antara lain
procyanidin B2, myricetin, dan caffeic acid (Razali et al., 2015; Narwanto, 2018).
Procyanidin dan myricetin termasuk ke dalam antioksidan golongan flavonoid
yang tersusun atas 2 cincin aromatik dan diikat oleh 3 atom karbon, sedangkan
caffeic acid termasuk antioksidan golongan asam fenolik (Pandey dan Rizvi,
2009). Urutan potensi antioksidan senyawa polifenol biji Tamarindus indica dari
yang paling tinggi adalah myricetin, kemudian procyanidin B2, dan yang terakhir

caffeic acid (Narwanto, 2018).

2.4.4 Mekanisme Nefroprotektif Biji Asam Jawa (Tamarindus indica)

Ekstrak metanol biji Tamarindus indica memiliki kandungan procyanidin
B2, myricetin, dan caffeic acid yang memiliki potensi sebagai antioksidan dan
antiinflamasi (Narwanto, 2018). Caffeic acid mampu menginduksi aktivitas
enzim antioksidan seperti SOD, CAT, dan GPx; mampu menghambat
pembentukan ROS; serta berfungsi sebagai antioksidan poten (Son dan Lewis,
2002; Yang et al., 2013). SOD berperan dalam proses dismutase O,  sehingga
tidak terjadi peningkatan jumlah O, sebagai ROS. CAT berperan dalam
mengatalisis pengubahan H,O, menjadi H,O dan O,. GPx memiliki fungsi
membentuk GSSG dari pengubahan H,O, dan OH™ menjadi GSSG dan 2H,0,
sehingga tidak terjadi peningkatan jumlah H,O, dan OH" sebagai ROS (Kumar et
al., 2015). Procyanidin B2 memiliki potensi untuk menghambat pembentukan
spesies reaktif seperti radikal hidroksil dari H,O, dan ion Fe?* (Sakano et al.,
2005). Myricetin memiliki potensi dalam menangkap radikal bebas, mengurangi
oksigen molekuler, dan mengurangi ROS (Chobot, 2011). Penghambatan dalam
pembentukan radikal bebas akan menghambat terjadinya stres oksidatif, sehingga
kerusakan ginjal tidak akan terjadi (Newairy et al., 2009).
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2.5 Kerangka Konsep

Metabolisme
oleh sitokrom
P450
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dosis toksik

Metabolit
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l | : diteliti
. :fidak diteliti
—>  :selanjutnya
|7 : menghambat
‘ - meliputi

Aluminium masuk ke dalam tubuh selanjutnya akan dimetabolisme dalam

hepar melalui dua fase. Fase pertama dimetabolisme oleh sitokrom P450 dengan
hasil berupa aluminium reaktif. Fase kedua dimetabolisme melalui konjugasi
dengan glutation, dengan bantuan enzim gluthation s-transferase menghasilkan
metabolit nontoksik. Aluminium yang masuk dalam dosis toksik, membuat
sebagian bentuk reaktif tidak dikonjugasikan oleh glutation. Bentuk reaktif
aluminium akan berikatan dengan transferin untuk diedarkan ke seluruh tubuh.
Aluminium diekskresikan melalui urin, sehingga sel tubulus proksimal akan
terpapar dan aluminium terakumulasi di sel tubulus proksimal. Aluminium akan
melepaskan ikatan dengan transferin di dalam sel tubulus, sehingga aluminium
berubah menjadi bentuk reaktif. Akumulasi aluminium reaktif akan menyerang
ikatan sulfida protein enzim antioksidan, sehingga terjadi penurunan aktivitas
enzim antioksidan. Penurunan aktivitas enzim antioksidan akan berdampak
terhadap peningkatan ROS, yang dapat memicu terjadinya stres oksidatif. Stres
oksidatif yang terjadi melalui mekanisme peroksidasi lipid dapat menimbulkan
kerusakan sel tubulus dan penurunan fungsi ginjal. Pemberian crude extract biji
Tamarindus indica dapat menginduksi aktivitas enzim antioksidan, menghambat
pembentukan ROS, menangkap radikal bebas sehingga tidak terjadi kerusakan

struktur sel dan tidak mempengaruhi fungsi ginjal.

2.6 Hipotesis Penelitian
Hipotesis penelitian ini adalah pemberian ekstrak metanol biji Tamarindus
indica mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang diinduksi oleh

aluminium klorida (AICI3) dinilai dari parameter degenerasi dan nekrosis sel.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian yang dilakukan termasuk kedalam penelitian eksperimental, yaitu

true experimental.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah posttest only control group
design. Secara skematis rancangan penelitian ditunjukkan pada Gambar 3.1.

K HK
K
> K() >| HK()
Re —>| R
P1 HP1
P P2 HP2
P3 HP3

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian

Keterangan:

Re : Replikan

R Randomisasi

K . Kelompok kontrol

P Kelompok perlakuan

K Kelompok kontrol, tikus diberi larutan campuran aquabides dan saline

(NaCl 0,9%) 1 mL selama 10 minggu
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K(-) : Kelompok kontrol negatif, tikus diberi larutan AICls dosis 300
mg/kgBB selama 10 minggu
P1 . Kelompok perlakuan 1, tikus diberi larutan AICls dosis 300 mg/kgBB

dan larutan ekstrak biji Tamarindus indica dosis 25 mg/kgBB selama

10 minggu

P2 : Kelompok perlakuan 2, tikus diberi larutan AICIs dosis 300 mg/kgBB
dan larutan ekstrak biji Tamarindus indica dosis 50 mg/kgBB selama
10 minggu

P3 . Kelompok perlakuan 3, tikus diberi larutan AICIs dosis 300 mg/kgBB

dan larutan ekstrak biji Tamarindus indica dosis 100 mg/kgBB selama
10 minggu

HK : Hasil kelompok kontrol

HP  : Hasil kelompok perlakuan

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di beberapa tempat. Pemeliharaan dan
perawatan tikus dilaksanakan di Laboratorium Rumah Tikus Fakultas Kedokteran
Universitas Jember. Pembuatan larutan ekstrak biji Tamarindus indica, larutan
AlCls, dan larutan campuran aquabides-saline (NaCl 0,9%) dilaksanakan di
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Pembuatan
sediaan histopatologi dilaksanakan di RSD dr. Soebandi, Jember. Proses scoring
gambaran histopatologi dilaksanakan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember. Waktu penelitian dimulai pada bulan Desember
2018-Februari 2019 dilanjutkan bulan Februari—Maret 2020.

3.4 Unit Replikasi

Unit replikasi dalam penelitian ini adalah tikus Rattus norvegicus strain
wistar jantan yang berusia 2-3 bulan dengan berat badan + 200 gram, sehat
(bergerak dengan aktif) (Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan
Nomer 7, 2014).
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3.4.1 Replikasi

Dalam penelitian ini terdapat 5 kelompok penelitian. Perkiraan jumlah
replikasi dalam penelitian mengacu pada rumus Federer.

(r-1)(t-1) >15

(r-1)(5-1) >15

(r-1)4 >15

4r—4 >15

4r >15+4

4r =19

r > 4,75 - dibulatkan 5
Keterangan:
t : jumlah kelompok
r - replikasi

Berdasarkan perhitungan dengan menggunakan rumus Federer, didapatkan
besar replikasi untuk masing-masing kelompok >4,75 dan diambil pembulatan 5.
Koreksi perlu dilakukan dengan tujuan mengantisipasi hilangnya sampel, dengan
besar koreksi sebesar 10% dari total sampel masing-masing kelompok. Jumlah
kelompok dalam penelitian ini sebanyak 5 kelompok, oleh karena itu besar sampel

total yang dibutuhkan sebesar 30 ekor tikus.

3.4.2 Teknik Pengambilan Sampel

Dalam penelitian ini teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah
simple random sampling, yaitu setiap anggota populasi yang telah memenubhi
kriteria yang ditetapkan memiliki kesempatan yang sama untuk dipilih sebagai

sampel penelitian.
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3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini berupa larutan AICls dan larutan

ekstrak biji Tamarindus indica yang diberikan dalam dosis bertingkat secara oral.

3.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini berupa gambaran histopatologi ginjal
tikus yang diamati secara mikroskopik. Kerusakan yang timbul dalam gambaran
histopatologi akan dilakukan proses scoring dan dibandingkan skor

antarkelompok.

3.6 Definisi Operasional
Definisi operasional dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 3.1
Tabel 3.1 Definisi operasional

Variabel Definisi Operasional Hasil Ukur Skala
Pengukuran
Larutan AICI; Aluminium yang Dosis yang Rasio
digunakan dalam diberikan yaitu
penelitian berupa 300 mg/kgBB

serbuk AICls. Serbuk
aluminium dilarutkan
menggunakan larutan
aquabides dengan
konsentrasi 50 mg
aluminium dalam 1 mL

aquabides, dan

diberikan secara oral

pada sampel.
Larutan ekstrak Ekstrak biji Dosis yang Rasio
biji Tamarindus Tamarindus indica diberikan:
indica diperoleh dengan 1. 25 mg/kBB

merendam serbuk biji 2. 50
Tamarindus indica mg/kgBB
dalam larutan metanol 3. 100
selama 72 jam, lalu mg/kgBB
disaring dan

dievaporasi dalam

water  bath  untuk

mendapatkan  residu

ekstrak. Ekstrak biji

Tamarindus indica
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Lanjutan tabel 3.1 halaman sebelumnya

Gambaran
histopatologi
ginjal tikus

dilarutkan dalam
larutan saline (NaCl
0,9%) dan diberikan
secara  oral pada
sampel.

Gambaran
histopatologi ginjal
adalah gambaran
patologis struktur
ginjal  yang dapat
diamati dengan
menggunakan
mikroskop.  Struktur
ginjal  tikus  akan
diamati menggunakan
mikroskop perbesaran
400x, dilakukan proses
scoring kerusakan di 5
lapang pandang dan
dibandingkan
antarkelompok.
Scoring kerusakan
ginjal mengacu kepada
skor menurut Kocoglu
et al., (2009) yang
dapat dilihat pada
Tabel 3.2.

Skor

Ordinal

Tabel 3.2 Scoring histopatologi

22

Skor

Kriteria kerusakan

0 Tidak terjadi kerusakan sel tubulus ginjal (degenerasi tubulus, nekrosis,

tubular casts, dilatasi tubulus, dan akumulasi sel-sel debris dalam lumen)
Bila ditemukan kerusakan 0-10%
Bila ditemukan kerusakan 11-25%
Bila ditemukan kerusakan 26-45%
Bila ditemukan kerusakan 46-75%
Bila ditemukan kerusakan 76-100%

g~ wWwN -

(Sumber: Kocoglu et al., 2009)

Alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa:

a. Pemeliharaan sampel: kandang, tempat makan, dan tempat minum.

3.7 Instrumen Penelitian
3.7.1 Alat
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b. Pembuatan larutan AICls: neraca ohaus, labu erlenmeyer, sendok, pengaduk,
pipet, lemari asam, sarung tangan, dan masker.

c. Pemberian larutan AlCls: sarung tangan, masker, spuit, dan sonde.

d. Pembuatan larutan ekstrak biji Tamarindus indica: neraca ohaus, beaker glass,
magnetic stirrer, stirrer, gelas ukur, sendok, sarung tangan, dan masker.

e. Pemberian larutan ekstrak biji Tamarindus indica: sarung tangan, masker,
spuit, dan sonde.

f.  Pembuatan larutan kontrol: beaker glass, spuit, sarung tangan, dan masker.
Pemberian larutan kontrol: sarung tangan, masker, spuit, dan sonde.

h. Terminasi dan pengambilan ginjal: sarung tangan, masker, minor set, papan
parafin dan toples kecil.

i. Pemeriksaan histopatologi: mikroskop dan kamera.

3.7.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini berupa:

a. Pemeliharaan sampel: pakan tikus, air minum, dan serbuk kayu.

b. Pembuatan larutan AlCls: serbuk AICIs dan aquabides.

c. Pembuatan larutan ekstrak biji Tamarindus indica: ekstrak biji asam jawa dan
larutan saline (NaCl 0,9%).

d. Pembuatan larutan kontrol: aquabides dan larutan saline (NaCl 0,9%).

e. Terminasi dan pengambilan ginjal: eter, buffer normal formalin 10%, NaCl
0,9%.

f. Pembuatan preparat histopatologi: buffer normal formalin (BNF) 10%,

alkohol, xylol, parafin, hematoxylin, eosin.
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3.8 Alur Penelitian

30 ekor tikus
wistar jantan

v

Adaptasi (7 hari)

24

Perlakuan
K K(-) P1 P2 P3
lartital larutan larutan
campuran = ! larutan larutan -
saline 1 mL 0% °00 dosis 300 dosis 300 dosis 300
selama 10 mg/kgBB mg/kgBB
minggu selama 10 mg/kgBB dan mg/kgBB dan larutan
ihagu larutan dan larutan ekstrak
ekstrak dosis ekstrak dosis dosis 100
25 mg/kgBB 50 mg/kgBB ma/kaBB
selama 10 selama 10 gkg
] . selama 10
minggu minggu minggu
Terminasi

¥

Pembuatan preparat

v

Pengamatan preparat histopatologi ginjal

v

Analisis data
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3.9 Prosedur Penelitian
3.9.1 Pemilihan Sampel

Sampel dipilih berdasarkan kriteria yang telah ditetapkan oleh peneliti.
Setelah didapatkan sejumlah 30 ekor, sampel akan mengalami proses randomisasi
untuk dibagi ke dalam 5 kelompok yang masing-masing kelompok terdiri atas 6
ekor.

3.9.2 Ekstraksi Biji Tamarindus indica

Ekstraksi biji Tamarindus indica dengan menggunakan teknik maserasi,
yaitu biji Tamarindus indica kering dihaluskan untuk dibuat serbuk biji. Serbuk
biji Tamarindus indica sebanyak 100 g direndam dalam larutan metanol (500 mL)
selama 72 jam pada suhu ruangan dan dilakukan pengadukan secara periodik.
Setelah itu larutan disaring dan dievaporasi dalam water bath untuk mendapatkan
residu ekstrak (Bandawane et al., 2013).

3.9.3 Persiapan Sampel

Sebelum diberikan perlakuan, tikus diadaptasi untuk menyesuaikan
dengan kondisi lingkungan kandang. Proses adaptasi berlangsung selama 7 hari
(Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan Nomer 7, 2014). Selama
proses adaptasi, tikus diberikan pakan dan minum secara ad libitum (Kahtani et
al., 2010). Kandang dibersihkan dan serbuk kayu diganti setiap 1 minggu sekali.
Setelah proses adaptasi selesai, berat badan tikus ditimbang untuk menentukan
dosis pemberian larutan aluminium dan ekstrak biji Tamarindus indica pada
minggu pertama. Proses penimbangan berat badan dilakukan setiap minggu
dengan tujuan penyesuaian dosis pemberian larutan aluminium dan larutan
ekstrak. Evaluasi kondisi kesehatan tikus dilakukan setiap hari sebelum proses

pemberian larutan.
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3.9.4 Pembuatan Larutan
a. Larutan Aluminium

Larutan aluminium didapatkan dengan mencampurkan serbuk AICls
dengan aquabides, hingga didapatkan konsentrasi 50 mg AICIls dalam tiap 1 mL
aquabides (Baydar et al., 2003). Akan tetapi terjadi sedikit perbedaan konsentrasi
aluminium akibat terdapatnya penambahan volume total campuran oleh volume
serbuk AICIl;. Pemilihan aquabides sebagai pelarut dikarenakan aquabides
merupakan pelarut yang paling baik dibanding cairan yang lain, aquabides dapat
melarutkan berbagai macam jenis partikel halus yang bermuatan racun (Khotimah
et al.,, 2017). Pembuatan stock larutan aluminium dilakukan setiap 1 minggu
sekali. Penimbangan berat badan tikus bertujuan untuk menghitung jumlah total
serbuk aluminium yang dibutuhkan selama 1 minggu perlakuan. Serbuk AIlCls
ditimbang sesuai dengan jumlah total serbuk yang dibutuhkan selama 1 minggu.
Serbuk dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer, ditambahkan dengan aquabides
sesuai kebutuhan melalui dinding labu Erlenmeyer, diaduk sampai homogen dan
rangkaian proses dilakukan di lemari asam. Larutan aluminium yang tersisa
disimpan dalam labu Erlenmeyer, ditutup dengan menggunakan aluminium foil,

dan diletakkan di tempat yang terhindar dari cahaya matahari.

b. Larutan Ekstrak Biji Tamarindus indica

Pembuatan larutan ekstrak biji Tamarindus indica dilakukan setiap hari.
Ekstrak biji Tamarindus indica ditimbang sesuai dengan perhitungan jumlah dosis
yang dibutuhkan. Ekstrak dicampurkan dengan larutan saline (NaCl 0,9%) hingga
konsentrasi 50 mg ekstrak dalam 1 mL saline (Gilani et al., 2006). Campuran

dihomogenkan dengan menggunakan magnetic stirrer.

c. Larutan Campuran Aquabides-Saline (NaCl 0,9%)

Larutan campuran aquabides-saline dibuat dengan mencampurkan
aquabides 3 mL dengan larutan saline 3 mL. Aquabides dan larutan saline diambil
dengan menggunakan spuit dari dalam wadah. Penggunaan aquabides dan larutan

saline oleh karena kedua bahan tersebut digunakan sebagai pelarut dalam
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pembuatan larutan aluminium dan larutan ekstrak biji Tamarindus indica sebagai
larutan uji (Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan Nomer 7,
2014). Pemberian larutan campuran aquabides-saline bertujuan untuk

menyamakan perlakuan dengan kelompok lain.

3.9.5 Perlakuan
Pemberian larutan aluminium, larutan ekstrak, dan larutan campuran

aquabides-saline (NaCl 0,9%) dilakukan secara oral setiap hari selama 10 minggu.

Larutan aluminium diberikan terlebih dahulu sebelum larutan ekstrak diberikan,

dengan jarak pemberian selama 1 jam. Pengambilan dan pemberian larutan

dilakukan dengan menggunakan sonde sesuai dosis yang sudah ditetapkan. Tikus

dipegang dengan menggunakan tangan yang tidak dominan, leher tikus difiksasi

dengan menggunakan jari telunjuk dan jari tengah (Peraturan Kepala Badan

Pengawas Obat dan Makanan Nomer 7, 2014). Sonde dimasukkan secara perlahan

melalui sudut mulut, sampai ke esofagus belakang tikus.

Kelompok K : tikus diberikan larutan campuran aquabides dan saline
(NaCl 0,9%) sebanyak 1 mL setiap hari.

Kelompok K(-) : tikus diberikan larutan aluminium dengan dosis 300
mg/kgBB.

Kelompok P1  : tikus diberikan larutan aluminium dengan dosis 300
mg/kgBB dan larutan ekstrak dengan dosis 25 mg/kgBB.

Kelompok P2 : tikus diberikan larutan aluminium dengan dosis 300
mg/kgBB dan larutan ekstrak dengan dosis 50 mg/kgBB.

Kelompok P3  : tikus diberikan larutan aluminium dengan dosis 300

mg/kgBB dan larutan ekstrak dengan dosis 100 mg/kgBB.

3.9.6 Terminasi dan Pengambilan Ginjal

Pada saat perlakuan memenuhi waktu yang telah ditetapkan yaitu 10
minggu, tikus diterminasi. Proses awal terminasi, tikus dimasukkan ke dalam
toples berisi eter. Setelah tikus hilang kesadaran dan memasuki stage 3 anestesi

(ditandai dengan pernapasan abdominal yang teratur, pupil mata meiosis, refleks
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mata terhadap cahaya menghilang, dan tidak ada gerakan serta semua otot
relaksasi), dislokasi servikal dilakukan pada leher tikus. Anestesi dilakukan agar
tikus tidak mengalami kesakitan saat dilakukan teknik mengorbankan hewan
coba, termasuk metode dislokasi servikal (Peraturan Kepala Badan Pengawas
Obat dan Makanan Nomer 7, 2014; Siregar, 2018). Diseminasi abdominal
dilakukan untuk mengambil ginjal tikus. Semua perlakuan dilakukan secara hati-
hati untuk menjaga agar ginjal tidak mengalami kerusakan.

Wadah berisi larutan buffer normal formalin 10% dipersiapkan dengan
volume larutan buffer normal formalin 10% minimal 5 kali volume total ginjal.
Ginjal dicuci dengan menggunakan NaCl 0,9% sebelum dimasukkan ke dalam
wadah. Ginjal yang sudah diambil dimasukkan ke dalam wadah yang sudah

dipersiapkan, dan setiap wadah diberi label sesuai dengan kelompok perlakuan.

3.9.7 Pembuatan Preparat Histopatologi (Sumber: Nasar et al., 2008)

a. Penanganan organ setelah pengambilan

1) Wadah disiapkan sebagai tempat penyimpanan organ, dengan ukuran yang
lebih besar dari ukuran organ.

2) Wadah penyimpanan organ diisi buffer normal formalin 10% dengan minimal
volume adalah 5x ukuran volume organ.

3) Organ dimasukkan ke dalam wadah (kurang dari 30 menit) setelah organ
diambil.

4) Setiap wadah organ diberikan label sebagai identitas agar tidak tertukar antara
satu kelompok dengan kelompok lainnya.

b. Tahap pembuatan preparat

1) Fiksasi

2) Dehidrasi

3) Clearing

4) Impregnasi

5) Pembuatan blok parafin

6) Pemotongan

7) Pewarnaan Hematoxilin Eosin
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3.9.8 Pengamatan Preparat Histopatologi
Preparat histopatologi diamati dengan perbesaran 400x menggunakan
metode blinding (Burkhardt et al., 2011). Pengamatan dengan metode blinding

dilakukan oleh seorang seorang ahli patologi anatomi.

3.10 Uji Kelayakan Etik

Penelitian ini menggunakan tikus Rattus norvegicus jantan galur wistar
sebagai hewan uji penelitian. Uji kelayakan etik dilakukan oleh Komisi Etik
Fakultas Kedokteran Universitas Jember sebelum dimulainya penelitian. Uji
kelayakan etik bertujuan untuk menjaga keamanan peneliti dan hewan coba serta

melindungi hewan coba.

3.11 Analisis Data

Data yang didapatkan berupa skor kerusakan histopatologi ginjal yang
merupakan data ordinal, sehingga analisis data menggunakan uji Kruskal Wallis.
Analisis data dengan uji Kruskal Wallis yang mendapatkan p<0,05, uji dilanjutkan
dengan uji Post Hoc Mann Whitney dengan tujuan untuk menentukan kelompok
mana yang berbeda. Nilai p<0,05 berarti perbedaan antarkelompok dapat dinilai

bermakna dan signifikan.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan parameter nekrosis sel ekstrak metanol biji Tamarindus
indica mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang diinduksi aluminium
klorida, sedangkan berdasarkan parameter degenerasi sel ekstrak metanol biji
Tamarindus indica tidak mencegah kerusakan histopatologi ginjal tikus yang

diinduksi aluminium klorida.

5.2 Saran
Penelitian ini memiliki beberapa kelemahan, oleh karena itu terdapat
beberapa saran:
a. Penggunaan metanol teknis sebagai pelarut dalam proses ekstraksi diganti
dengan metanol proanalisis yang lebih aman
b. Perlu dilakukan penelitian dengan penambahan dosis ekstrak yang lebih besar
c. Perlu dilakukan penilaian fungsi ginjal sebelum tikus diterminasi, untuk
memastikan bahwa kerusakan histopatologi disebabkan oleh aluminium
d. Perlu dilakukan penelitian untuk mengevaluasi agen pengkelasi yang dapat

membantu ekskresi aluminium yang terakumulasi
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Lampiran D. Protokol Pembuatan Preparat

PROSEDUR PEMBUATAN PREPARAT HISTOPATOLOGI

I. Penanganan Jaringan

1.

Wadah disiapkan dengan ukuran sesuai jaringan yang akan disimpan. Jaringan
tidak dipaksakan masuk ke wadah berukuran lebih kecil dari jaringan, sehingga

terjadi penekukan yang dapat merusak bentuk jaringan.

. Wadah diisi buffer normal formalin (BNF) 10% dengan volume minimal 5x

jaringan.

. Jaringan dimasukkan sesegera mungkin ke wadah berisi formalin (kurang dari

30 menit).

. Jaringan yang berukuran besar diberikan irisan sejajar berjarak sekitar 0,5-1

cm supaya seluruh bagian jaringan terpapar formalin.

. Wadah diberi label identitas dan jenis jaringan yang diambil supaya tidak

tertukar.

. Tahap Pembuatan Preparat

. Fiksasi

Fiksasi menggunakan larutan buffer normal formalin (BNF) 10% dengan

komposisi sebagai berikut:

a. Larutan formaldehida 40% 100 cc
b. Akuades 900 cc
c. Sodium dihidrogen fosfat monohidrat 14,090
d. Disodium hidrogen fosfat anhidrat 16,50

Cara fiksasi yang benar ialah sebagai berikut:

a. Fiksatif berupa larutan buffer normal formalin (BNF) 10%.

b. Volume fiksatif minimal 5x volume spesimen.

c. Jaringan besar dibuat sayatan sejajar dengan pisau tajam berjarak 0,5-1

cm supaya fiksatif merata pada seluruh bagian jaringan luar dan dalam.
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d. Jaringan yang siap diproses adalah yang sudah terfiksasi dengan
sempurna, yaitu sudah keras konsistensinya dan tidak berwarna kemerahan
lagi (putih atau coklat).

e. Jaringan difiksasi selama 6-36 jam.

2. Dehidrasi
Dehidrasi berfungsi untuk menarik air dari jaringan dengan dehidran
alkohol bertahap, sehingga air tergantikan oleh alkohol. Tahapan dehidrasi
sebagai berikut:

a. Alkohol 70% : Y2 jam
b. Alkohol 95% : Y2 jam
c. Alkohol 100% 2 Y% jam
d. Alkohol 100% :1jam
e. Alkohol 100% :1jam
f. Alkohol 100% :1jam
g. Alkohol 100%/xylol : % jam
3. Clearing

Setelah proses dehidrasi, kemudian dilanjutkan proses clearing dengan
xylol untuk menarik alkohol keluar dan memungkinkan parafin masuk ke
dalam jaringan. Tahapan clearing sebagai berikut:

a. Xylol: 1 jam
b. Xylol : 2 jam
4. Impregnasi

Jaringan direndam dalam parafin cair, sehingga seluruh ruang jaringan
yang semula berisi xylol diganti oleh parafin bertitik lebur paling tinggi 60°C.
Tahapan impregnasi sebagai berikut:

a. Parafin: 2% jam

b. Parafin : 4 jam

Inkubasi jaringan dilakukan di dalam inkubator/oven dengan suhu 55°-57°C
(jam 18.00-06.00).
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. Pembuatan Blok Parafin (Embedded Block)

Dalam pembuatan blok parafin, perlu diperhatikan orientasi jaringan
dengan benar sehingga diperoleh potongan/sediaan yang representatif.
Jaringan ditanam di parafin dan disimpan pada suhu 20°-25°C. Jangan lupa
memeriksa apakah nomor pada blok parafin masih jelas sebelum dipotong.
Sebelum dilakukan pemotongan, blok parafin didinginkan pada lempeng

pendingin/es batu/lemari es.

. Pemotongan

Pemotongan menggunakan mikrotom dilakukan dengan pisau yang
tajam/disposable.
. Deparafinisasi

Pita parafin dimekarkan dengan cara beragam, antara lain menggunakan
penangas air atau ditempelkan langsung pada kaca benda yang telah dibasahi
air kemudian diletakkan pada lempeng penghangat dengan suhu 60°C.
Rehidrasi

Rehidrasi diperlukan karena pewarnaan yang digunakan adalah berbasis

air.

. Pewarnaan

Hematoxylin = diferensiasi air kran = eosin - dehidrasi = clearing >

mounting.

Sumber: Nasar, I. M., S. Endarjo, D. R. Handjari, A. N. Kurniawan, A. Mudigdo,
B. M. Dewayani, E. S. R. Hardjolukito, N. D. Lubis, N. Yazid, R. Bandaso, dan T.
Soemarno. 2008. Pedoman Penanganan Bahan Pemeriksaan untuk Histopatologi.

Perhimpunan Dokter Spesialis Patologi Indonesia (IAPI).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

52

PROSEDUR PEWARNAAN HEMATOKSILIN DAN EOSIN (HE)

Pengertian : Suatu teknik pewarnaan menggunakan hematoksilin dan eosin
untuk mewarnai jaringan.

Prinsip . Inti yang bersifat asam akan menarik zat/ larutan yang bersifat
basa sehingga akan berwarna biru. Sitoplasma bersifat basa
akan menarik zat /larutan yang bersifat asam sehingga
berwarna merah.

Prosedur

|. Tata Laksana

Persiapan:

Alat dan bahan yang diperlukan dipersiapkan

o 2

Jaringan dikeluarkan dari blok parafin

o

Jaringan dipotong dengan alat mikrotom dengan ketebalan antara 4-6 um

o

1 slice potongan jaringan diambil, dimasukkan ke dalam waterbath (30°—

40°C), untuk menghilangkan kerutan pada potongan dan mencairkan

parafin

e. Potongan jaringan ditempelkan dengan hati-hati pada object glass

f. Albumin diteteskan 1-2 tetes di atas potongan jaringan, lalu rapikan
potongan (menghilangkan kerutan) dengan menggunakan pinset secara
hati-hati, jangan sampai sobek

g. Setelah itu, object glass yang telah ditempeli jaringan dipanaskan dengan
oven pada suhu 30°-40°C
Pewarnaan:

a. Proses deparafinisasi dalam xylol

b. Hidrasi dalam larutan alkohol dengan gradasi yang menurun dari 100%-
95%-90%-80%-70%

c. Inkubasi dalam larutan hematoksilin selama 15 menit

d. Bilas dengan air mengalir dalam waktu yang singkat

e. Celup dalam campuran asam-alkohol secara cepat 3-10 celup cek

diferensiasi warna di bawah mikroskop
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f. Bilas dengan air mengalir secara singkat

g. Celup sebanyak 3-5 kali dalam larutan lithium karbonat hingga potongan
bewarna biru cerah

h. Cuci dengan air mengalir selama 10-20 menit. Bila pencucian tidak
maksimal jaringan sulit terwarna oleh eosin

i. Inkubasi dalam eosin selama 15 detik hingga 2 menit

j. Dehidrasi dalam alkohol dengan konsentrasi yang meningkat secara
perlahan, masing-masing selama 2 menit

K. Inkubasi dalam xylol 2x2 menit

I.  Tutup dengan kaca penutup

I1. Alat dan Bahan

Alat:

a. Rak pengecatan

b. Pipet pastour

c. Tisu

d. Object glass

e. Cover glass

f.  Oven/incubator
Bahan:

a. Xylol

b. Alkohol

c. Hematoksilin

d. HCI0,5%

e. Lithium karbonat 0,5%

f. Eosin

g. Akuades

I11. Faktor Penyulit
Bahan untuk pengecatan jelek/kadaluwarsa
IV. Tenaga
Petugas patologi anatomi dan teknisi patologi anatomi
Sumber: Jusuf, A. A. 2009. Histoteknik dasar. Jakarta: Universitas Indonesia.
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Lampiran E. Protokol Pembacaan Preparat

PROSEDUR PEMBACAAN PREPARAT HISTOPATOLOGI

Pengertian : Pembacaan preparat histopatologi untuk menilai dan
membandingkan sel yang normal dengan sel yang mengalami
kerusakan akibat perlakuan yang diberikan.

Tujuan . Sebagai acuan penerapan langkah-langkah untuk melakukan
pembacaan preparat histopatologi

Prosedur

|. Tata Laksana

Pembacaan preparat histopatologi dilakukan secara blinding yaitu
pembaca preparat tidak mengetahui kelompok perlakuan preparat yang dibaca.
Pengamatan blinding dilakukan oleh satu orang ahli patologi anatomi.

Prosedur:

1. Preparat dibaca dibawah mikroskop cahaya

2. Preparat dibaca dengan perbesaran 400x. Pembacaan dilakukan dalam lima
lapang pandang yang dipilih dengan metode zig-zag

3. Lapang pandang yang sudah terbaca difoto menggunakan kamera

4. Peneliti mengacak foto preparat sehingga tidak urut dalam satu kelompok
perlakuan dan diberi nama berdasarkan urutan angka

5. Menjelaskan kepada pengamat jenis kerusakan yang diamati dan bagaimana
cara menilai derajat kerusakan

6. Pengamat menilai foto sesuai dengan penilaian yang telah diberikan

I1. Alat dan Bahan

Alat:

a. Mikroskop cahaya
b. Kamera
c. Laptop

Bahan: Preparat histopatologi
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I11. Tenaga
a. Mahasiswa fakultas kedokteran
b. Dosen (dokter) pengampu matakuliah patologi anatomi

c. Dokter spesialis patologi anatomi

Sumber: Burkhardt, J. E., K. Pandher, P. F. Solter, S. P. Troth, R. W. Boyce, T. S.
Zabka, dan D. Ennulat. 2011. Recommendations for the evaluation of pathology
data in nonclinical safety biomarker qualification studies. Toxicologic Pathology.
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itian
iran F. Data Penelitia
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2. Skor Nekrosis Sel
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Lampiran G. Dokumentasi Penelitian
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No. Kegiatan Dokumentasi
1. | Proses Ekstraksi |
2. | Pembuatan Larutan

Aluminium

Pembuatan Larutan Ekstrak
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Penyondean

59

Penggantian Sekam

Pemberian Pakan dan Minum
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Terminasi

Pengamatan Preparat
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Lampiran H. Tabel Dosis Aluminium dan Ekstrak

61

K1 K2 K3 K4 K5
Minggu | BB (g) 200 196 218 207 198
1 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 191 195 204 192 179
2 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 196 189 212 199 189
3 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 200 196 218 207 198
4 Vol (mL) 1 1 ! 1 1
Minggu | BB (g) 194 196 204 205 195
5 Vol (mL) 1 i 1 1 1
Minggu | BB (g) 218 238 212 206 198
6 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 210 232 205 214 202
7 Vol (mL) 1 1 1 1 i
Minggu | BB (g) 217 240 215 196 21N
8 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 210 216 208 204 208
9 Vol (mL) 1 1 1 1 1
Minggu | BB (g) 216 212 217 199 216
10 Vol (mL) 1 1 1 1 1

K(-)1 K(-) 2 K(-)3 K(-) 4 K(-) 5

Minggu | BB (g) 167 240 192 199 188
1 Vol (mL) 1 1,4 i 1 14
Minggu | BB (g) 175 255 191 208 184
y. Vol (mL) 1 1,5 1,1 1,2 L
Minggu | BB (g) 178 267 199 198 174
3 Vol (mL) 1,1 1,6 1,2 1,1 1
Minggu | BB (g) 188 257 203 190 186
4 Vol (mL) 1,1 iS5 122 1,1 1,1
Minggu | BB (g) 194 257 207 107 184
5 Vol (mL) 1.2 1,5 .2 1,2 1,1
Minggu | BB (g) 201 271 209 192 185
6 Vol (mL) 1.2 1,6 1,3 1,2 1,1
Minggu | BB (g) 203 274 194 208 140
7 Vol (mL) 1.2 1,6 1,2 1,2 0,8
Minggu | BB (g) 213 282 217 214 159
8 Vol (mL) 1,3 1,7 1,3 1,3 1
Minggu | BB (g) 218 285 204 198 155
9 Vol (mL) 1.3 1,7 1,2 1,2 0,9
Minggu | BB (g) 213 272 212 220 158
10 Vol (mL) 1.3 1,6 1,3 1,3 0,9
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P11 P12 P13 P14 P15

Minggu | BB (g) 216 202 208 225 198
1 Vol AICl; 1,4 1,2 1,2 1,4 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 207 199 196 220 209
2 Vol AICl; 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 193 178 204 245 192
3 Vol AICl3 12 1,1 1,2 1,5 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 212 208 200 257 206
4 Vol AICl3 1,2 1L 1,2 1.5 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 202 194 212 261 198
5 Vol AICl; 1,2 fim? 1,3 a6 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 A)

Minggu | BB (g) 195 199 199 277 205
6 Vol AICl3 1,2 1,2 1,2 i/ 1,2
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 219 207 220 280 180
7 Vol AICl3 1,3 142 1,3 1,7 1,3
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 235 204 200 278 211
8 Vol AICl3 14 1,2 1,2 1,7 1,3
Vol ekstrak a1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 228 212 208 284 217
9 Vol AICl; 1,3 1,3 1,2 1,7 1,3
Vol ekstrak 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Minggu | BB (g) 234 AN 223 280 226
10 Vol AICl; de 1,3 1,3 1,7 1,4
Vol ekstrak 0,1 (N0 0,1 0,1 0,1
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P21 P22 P23 P24 P25

Minggu | BB (g) 195 193 211 183 182
1 Vol AICl; 1,2 1,2 1,3 1 1,3
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 188 170 205 195 201
2 Vol AICl; 1,1 1 1,2 1,2 1,2
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 172 168 224 194 211
3 Vol AICl3 e 1 1,3 1,2 1,3
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 178 175 218 206 207
4 Vol AICl3 1 1 1,3 152 1,2
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 157 195 230 205 207
5 Vol AICl; 0,9 fim? 1,4 b2 1,2
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 185 196 222 205 203
6 Vol AICl; 1,1 1,2 1,3 ir? 1,2
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 183 201 222 205 215
7 Vol AICl3 11 142 1,3 1,2 1,3
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 171 208 254 217 221
8 Vol AICl3 1 1,2 1,5 1,3 1,3
Vol ekstrak 82 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 186 207 222 219 218
9 Vol AICl; 1,1 1,2 1,3 1,3 1,3
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Minggu | BB (g) 197 186 213 219 216
10 Vol AICl; 162 1,1 1,3 1,3 1,3
Vol ekstrak 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
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P31 P32 P33 P34 P35

Minggu | BB (g) 208 196 188 199 209

1 Vol AICl; 1,4 1,2 1,1 1,2 1,4

Vol ekstrak 0,5 0,4 0,4 0,4 0,5

Minggu | BB (g) 196 200 191 202 205

2 Vol AICl; 1,2 1,2 1,1 1,2 1,2

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Minggu | BB (g) 202 203 191 189 200

3 Vol AICl3 12 1,2 il 1 1,2

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Minggu | BB (g) 199 217 188 200 217

4 Vol AICl3 1,2 L5 1,1 152 1,3

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Minggu | BB (g) 202 179 200 203 209

5 Vol AICl; 1,2 il 1,2 b2 1,3

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Minggu | BB (g) 213 178 206 218 216

6 Vol AICl3 1,3 1,1 1,2 1,3 1,3

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Minggu | BB (g) 230 188 205 234 227

7 Vol AICl3 14 Tl 1,2 1,4 1,4

Vol ekstrak 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5

Minggu | BB (g) 242 198 203 241 233

8 Vol AICl3 1,5 1,2 1,2 1,4 1,4

Vol ekstrak f:5 0,4 0,4 0,5 0,5

Minggu | BB (g) 249 232 211 241 241

9 Vol AICl3 1,5 1,4 1,3 1,4 1,4

Vol ekstrak 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5

Minggu | BB (g) 244 228 199 241 241

10 Vol AICl; a5 1,4 1,2 1,4 1,4

Vol ekstrak 0,5 ) 0,4 0,5 0,5
Keterangan:

Vol : satuan mL
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Lampiran I. Analisis Data Kruskal Wallis dan Post Hoc Mann Whitney

Analisis Kruskal Wallis parameter degenerasi sel tubulus:

Ranks
Kelompok N Mean Rank
Skor Kontrol 1 5 13.00
Kontrol 2 5 13.00
Perlakuan 1 5 13.00
Perlakuan 2 5 13.00
Perlakuan 3 5 13.00
Total 25
Test Statistics®”
Skor
Kruskal-Wallis H .000
df 4
Asymp. Sig. 1.000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok
Analisis Kruskal Wallis parameter nekrosis sel tubulus:
Ranks
Kelompok N Mean Rank
Skor  Kontrol 1 5 6.40
Kontrol 2 5 20.60
Perlakuan 1 5 19.40
Perlakuan 2 5 12.20
Perlakuan 3 5 6.40
Total 25

Test Statistics®®

Skor
Kruskal-Wallis H 18.695
df 4
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok
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Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K dengan K(-) :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 1 5 3.00 15.00
Kontrol 2 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics?

Skor
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.694
Asymp. Sig. (2-tailed) .007
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K dengan P1 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 1 5 3.00 15.00
Perlakuan 1 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics?®

Skor
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.694
Asymp. Sig. (2-tailed) .007
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K dengan P2 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 1 5 3.90 19.50
Perlakuan 2 5 7.10 35.50
Total 10

Test Statistics?

Skor
Mann-Whitney U 4.500
Wilcoxon W 19.500
Z -1.897
Asymp. Sig. (2-tailed) .058
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .095"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K dengan P3 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 1 5 5.50 27.50
Perlakuan 3 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics?®

Skor
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K(-) dengan P1 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 2 5 6.00 30.00
Perlakuan 1 5 5.00 25.00
Total 10
Test Statistics®
Skor
Mann-Whitney U 10.000
Wilcoxon W 25.000
Z -.600
Asymp. Sig. (2-tailed) .549
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 690"
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K(-) dengan P2 :
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 2 5 7.60 38.00
Perlakuan 2 5 3.40 17.00
Total 10
Test Statistics®
Skor
Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 17.000
Z -2.324
Asymp. Sig. (2-tailed) .020
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .032°

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok K(-) dengan P3:

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Kontrol 2 5 8.00 40.00
Perlakuan 3 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics?

Skor
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.694
Asymp. Sig. (2-tailed) .007
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok P1 dengan P2 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Perlakuan 1 5 7.40 37.00
Perlakuan 2 5 3.60 18.00
Total 10

Test Statistics?®

Skor
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 18.000
Z -2.154
Asymp. Sig. (2-tailed) .031
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .056"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok P1 dengan P3 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Perlakuan 1 5 8.00 40.00
Perlakuan 3 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics?

Skor
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.694
Asymp. Sig. (2-tailed) .007
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

Uji Post Hoc Mann Whitney Kelompok P2 dengan P3 :

Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Skor Perlakuan 2 5 7.10 35.50
Perlakuan 3 5 3.90 19.50
Total 10

Test Statistics?®

Skor
Mann-Whitney U 4.500
Wilcoxon W 19.500
Z -1.897
Asymp. Sig. (2-tailed) .058
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .095"

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.
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Lampiran K. Keterangan Identifikasi Tumbuhan
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Lampiran L. Foto Preparat Sampel Penelitian

Kelompok Kontrol (diberikan larutan
campuran agquabides-saline 1 mL)
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Kelompok Kontrol Negatif (diberikan
larutan AICI3; dosis 300 mg/kgBB)

Kelompok Perlakuan 1 (diberikan
larutan AICI; dosis 300 mg/kgBB dan
larutan ekstrak dosis 25 mg/kgBB)
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Kelompok Perlakuan 2 (diberikan
larutan AICI3 dosis 300 mg/kgBB dan
larutan ekstrak dosis 50 mg/kgBB)
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Kelompok Perlakuan 3 (diberikan
larutan AICI3 dosis 300 mg/kgBB dan
larutan ekstrak 100 mg/kgBB)
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