EFEK EKSTRAK KULIT BATANG MANGROVE (Sonneratia
alba) TERHADAP PENURUNAN KADAR BUN DAN
KREATININ TIKUS WISTAR YANG DIINDUKSI CISPLATIN

SKRIPSI

Oleh

Nurul Haryani Firmaningtyas
NIM 132010101038

FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS JEMBER
2017


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

EFEK EKSTRAK KULIT BATANG MANGROVE (Sonneratia
alba) TERHADAP PENURUNAN KADAR BUN DAN
KREATININ TIKUS WISTAR YANG DIINDUKSI CISPLATIN

SKRIPSI

diajukan guna melengkapi tugas akhir dan memenuhi salah satu syarat untuk
menyelesaikan Program Studi IImu Kedokteran (S1) dan mencapai gelar Sarjana
Kedokteran

Oleh

Nurul Haryani Firmaningtyas
NIM 132010101038

FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS JEMBER
2017


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

PERSEMBAHAN

Skripsi ini saya persembahkan untuk:

1. lbu Eny Ishartutik dan Ayah Haryadi Wahyu Sudibyo yang senantiasa
memberikan doa, semangat, dan dukungan.

2. Guru-guruku sejak taman kanak-kanak hingga perguruan tinggi.

3. Almamater Fakultas Kedokteran Universitas Jember.


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

MOTO

Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu telah
selesai (dari suatu urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan) yang
lain.

(terjemahan Q.S. Al-Insyirah ayat 6-7)"

*) Departemen Agama Republik Indonesia. 1981. Al-Qur’an dan Terjemahannya.
Semarang: PT Kumudasmoro Grafindo.


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

PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:
Nama : Nurul Haryani Firmaningtyas
NIM : 132010101038
menyatakan dengan sesungguhnya bahwa skripsi yang berjudul “Efek Ekstrak
Kulit Batang Mangrove (Sonneratia alba) terhadap Penurunan Kadar BUN dan
Kreatinin Tikus Wistar yang Diinduksi Cisplatin” adalah benar-benar hasil karya
sendiri, kecuali dalam pengutipan substansi yang sudah disebutkan sumbernya,
dan belum pernah diajukan pada institusi manapun, serta bukan karya jiplakan.
Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isinya sesuai dengan sikap
ilmiah yang dijunjung tinggi.
Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya, tanpa adanya
tekanan dan paksaan dari pihak manapun serta bersedia mendapat sanksi

akademik jika ternyata di kemudian hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 19 Juni 2017

Yang menyatakan,

Nurul Haryani Firmaningtyas
NIM 132010101038


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

SKRIPSI

EFEK EKSTRAK KULIT BATANG MANGROVE (Sonneratia
alba) TERHADAP PENURUNAN KADAR BUN DAN
KREATININ TIKUS WISTAR YANG DIINDUKSI CISPLATIN

Oleh

Nurul Haryani Firmaningtyas
NIM 132010101038

Pembimbing

Dosen Pembimbing Utama : dr. Elly Nurus Sakinah, M. Si
Dosen Pembimbing Anggota : dr. Yuli Hermansyah, Sp. PD

Vi


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

PENGESAHAN

Skripsi berjudul “Efek Ekstrak Kulit Batang Mangrove (Sonneratia alba)
terhadap Penurunan Kadar BUN dan Kreatinin Tikus Wistar yang Diinduksi
Cisplatin” telah diuji dan disahkan pada

Hari, tanggal : Senin, 19 Juni 2017

Tempat : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Tim Penguji:
Ketua, Anggota I,
dr. Septa Surya Wahyudi, Sp. U dr. Cicih Komariah, Sp. M
NIP 19780922 200501 1 002 NIP 19740928 200501 2 001
Anggota I, Anggota I,
dr. Elly Nurus Sakinah, M. Si dr. Yuli Hermansyah, Sp. PD
NIP 19840916 200801 2 003 NIP 19660711 199601 1 001

Mengesahkan

Dekan,

dr. Enny Suswati, M. Kes
NIP 19700214 199903 2 001

vii


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

RINGKASAN

Efek Ekstrak Kulit Batang Mangrove (Sonneratia alba) terhadap Penurunan
Kadar BUN dan Kreatinin Tikus Wistar yang Diinduksi Cisplatin; Nurul
Haryani Firmaningtyas; 132010101038; 51 halaman; Jurusan Pendidikan Dokter
Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Cisplatin merupakan obat kemoterapi yang digunakan secara luas terutama
untuk membunuh sel tumor padat. Tantangan utama dalam kemoterapi cisplatin
adalah tingginya insidensi disfungsi ginjal. Cisplatin dapat menyebabkan gagal
ginjal akut, ditandai dengan penurunan Glomerular Filtration Rate (GFR) yang
menyebabkan retensi urea dan kreatinin dalam darah. Peningkatan Blood Urea
Nitrogen (BUN) dan kreatinin serum akibat cisplatin diperantarai oleh kerusakan
membran filtrasi glomerulus dan sel tubulus proksimal ginjal. Cisplatin
berkonjugasi dengan glutathione membentuk radikal bebas berupa tiol reaktif
yang dapat menyebabkan stres oksidatif sehingga memerlukan antioksidan untuk
menanggulanginya.

Salah satu sumber antioksidan terbesar terdapat dalam tanaman mangrove
(Sonneratia alba). Sonneratia alba merupakan jenis mangrove famili Lythraceae
dengan habitat di hutan yang berhadapan langsung dengan laut terbuka. Mangrove
(Sonneratia alba) mengandung senyawa polifenol yang terbukti dapat bertindak
sebagai antioksidan. Lupeol dan saponin dalam mangrove (Sonneratia alba) dapat
bertindak sebagai donor elektron dan menghambat peroksidasi lipid sehingga
dapat meningkatkan GFR. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui bahwa
ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan kadar BUN
dan kreatinin tikus wistar yang diinduksi cisplatin.

Penelitian ini merupakan penelitian true experimental dengan rancangan
post test only control group design. Sejumlah 25 ekor tikus wistar jantan dengan
berat badan 100-200 gram dan usia 2-3 bulan, dibagi ke dalam lima kelompok,
yaitu kelompok normal (Ky), kelompok kontrol negatif (K()), 3 kelompok

perlakuan berupa pemberian ekstrak metanol kulit batang mangrove (Sonneratia
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alba) per oral selama 10 hari dengan dosis 5 mg/kg BB (P1), 10 mg/kg BB (P2),
dan 20 mg/kg BB (P3). Perlakuan berupa Induksi cisplatin dosis tunggal 5 mg/kg
BB dilakukan secara intraperitoneal pada hari ke-10 pada semua kelompok,
kecuali K. Hasil menunjukkan bahwa rerata kadar BUN dan kreatinin paling
rendah adalah pada K¢y (BUN 70,3 mg/dl; kreatinin 0,56 mg/dl) yang diikuti oleh
P3 (BUN 359,2 mg/dl; kreatinin 3,14 mg/dl). Pada P2 didapatkan rerata lebih
tinggi daripada P3 (BUN 368,4 mg/dl; kreatinin 3,38 mg/dl). P1 memiliki rerata
BUN lebih tinggi daripada K, P2, dan P3 (389,86 mg/dl) dengan rerata kreatinin
paling tinggi di antara semua kelompok (3,8 mg/dl). Rerata BUN paling tinggi
ditunjukkan oleh K¢, (393,62 mg/dl) dengan rerata kreatinin lebih tinggi daripada
Kny, P2, dan P3 (3,58 mg/dl). Data dianalisis menggunakan uji Post Hoc untuk
BUN dan Mann-Whitney untuk kreatinin. Hasil menunjukkan tidak ada perbedaan
bermakna antara K dengan perlakuan (p>0,05). Berdasarkan hasil tersebut, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak metanol kulit batang mangrove (Sonneratia alba)
dosis 5, 10, dan 20 mg/kg BB belum dapat menurunkan kadar BUN dan kreatinin

serum tikus wistar yang diinduksi cisplatin.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cisplatin merupakan obat kemoterapi yang banyak digunakan di dunia
untuk membunuh sel tumor padat (Dasari dan Tchounwou, 2014). Pada tahun
1997-2002, sebanyak 76,1% pasien di Rumah Sakit Kanker Dharmais Jakarta
mendapatkan kemoterapi dengan kombinasi cisplatin (Oehadian, 2016). Pada
tahun 2010, sebanyak 22% pasien kanker di Rumah Sakit Umum Pusat Dr.
Sardjito Yogyakarta mendapatkan kemoterapi dengan cisplatin (Donowati et al.,
2013). Cisplatin diketahui memiliki efek toksik terutama terhadap sel ginjal.
Akumulasi cisplatin dalam tubulus proksimal 5 kali lebih banyak daripada dalam
serum yang menyebabkan disfungsi ginjal, ditandai dengan penurunan
Glomerular Filtration Rate (GFR) (Dasari dan Tchounwou, 2014). Cisplatin
menyebabkan penurunan fungsi ginjal derajat ringan-berat pada 42 dari total 53
pasien (Prasetyaningrum et al., 2013). Pemberian cisplatin selama 10 Kkali
kemoterapi menyebabkan penurunan fungsi ginjal sebesar 15% pada 306 pasien
(Noviyani et al., 2014). Penelitian pada hewan coba menunjukkan bahwa cisplatin
dosis tunggal 5 mg/kg BB menyebabkan peningkatan kadar Blood Urea Nitrogen
(BUN) dan kreatinin serum tikus sebanyak 5 kali (Rita et al., 2013). BUN dan
kreatinin digunakan sebagai indikator dalam tes fungsi ginjal karena diregulasi
langsung oleh filtrasi glomerulus (Yao et al., 2007; Miller et al., 2010).

Proses kerusakan sel ginjal akibat cisplatin terjadi akibat konjugasi
cisplatin dengan glutathione membentuk tiol reaktif yang merupakan radikal
bebas. Tiol reaktif menyebabkan penurunan produksi Vascular Endhotelial
Growth Factor (VEGF) sehingga fenestrasi sel endotel glomerulus terganggu
(Perazella dan Moeckel, 2010). Tiol reaktif juga menyebabkan penurunan aliran
darah plasma ginjal sehingga terjadi retensi urea dan kreatinin dalam darah
(Schrier, 2008). Tiol reaktif juga memicu kematian sel tubulus proksimal akibat
stres oksidatif sehingga memerlukan antioksidan untuk menanggulanginya (Pabla
dan Dong, 2008). Pemberian suplemen vitamin C dan E pada pasien kemoterapi

cisplatin dapat mempertahankan kadar antioksidan glutathione dan mencegah
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oksidasinya (Suhail, et al., 2010). Pada hewan coba, pemberian teh hijau
(Camellia sinensis), ekstrak metanol daun kesum (Polygonum minus Huds.), dan
saponin dari Panax notoginseng diketahui dapat menurunkan kadar BUN dan
kreatinin serum tikus yang diinduksi cisplatin (Khan et al., 2009; Rita et al., 2013;
Liu et al., 2014).

Salah satu sumber antioksidan terbesar terdapat pada tanaman mangrove,
yaitu jenis pohon penyusun hutan bakau dengan habitat di hutan yang berhadapan
langsung dengan laut terbuka. Penelitian terdahulu dengan metode ekstraksi
maserasi menunjukkan bahwa ekstrak daun mangrove api-api putih (Avicennia
marina L.) dapat menurunkan kadar BUN dan kreatinin, serta memperbaiki
degradasi dan dekstruksi tubulus proksimal pada gambaran histopatologi ginjal
tikus yang diinduksi Carbon tetrachloride (CCl,). Ekstrak buah mangrove pedada
(Sonneratia caseolaris) dapat menurunkan kadar Serum Glutamate Oxaloacetate
Transferase (SGOT) dan Serum Glutamate Pyruvate Transferase (SGPT) tikus
yang diinduksi parasetamol. Ekstrak metanol kulit batang mangrove (Sonneratia
alba) dapat menurunkan kadar glukosa mencit yang diinduksi aloksan dan
menghambat pertumbuhan bakteri terutama Proteus vulgaris (Morada et al., 2011;
Powar dan Gaikwad, 2013). Tanaman mangrove mengandung senyawa polifenol
berupa tanin, saponin, alkaloid, triterpenoid (lupeol), flavonoid, oleanolic acid,
p-sitosterol-$-D-glukopyranosid, dan luteolin yang dapat menghambat peroksidasi
lipid sehingga dapat mengurangi kerusakan jaringan dan memperbaiki fungsi
ginjal (Gawali dan Jadhav, 2011; Lestari dan Susanti, 2015; Mirazi et al., 2016).
Ekstrak metanol kulit batang mangrove (Sonneratia alba) memiliki kandungan
senyawa fenolik sebesar 10,58 pg/g dengan aktivitas antioksidan hingga 80,8%
(Suh et al., 2014).

Belum ada penelitian tentang kemampuan antioksidan mangrove
(Sonneratia alba) dalam melawan efek toksik dari cisplatin. Oleh karena itu,
penulis ingin meneliti kemampuan antioksidan mangrove (Sonneratia alba) dalam

perbaikan fungsi ginjal akibat kerusakan yang ditimbulkan oleh cisplatin.


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

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah penelitian ini adalah:
a. Apakah ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan
kadar BUN tikus wistar yang diinduksi cisplatin.
b. Apakah ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan
kadar kreatinin serum tikus wistar yang diinduksi cisplatin.

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bahwa:
a. Ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan kadar
BUN tikus wistar yang diinduksi cisplatin.
b. Ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan kadar

kreatinin serum tikus wistar yang diinduksi cisplatin.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Klinis

Memberikan informasi ilmiah dalam pengembangan teori di bidang
kesehatan tentang kemampuan aktivitas antioksidan ekstrak metanol kulit batang
mangrove (Sonneratia alba) dalam melawan efek toksik yang ditimbulkan oleh

obat kemoterapi cisplatin.

1.4.2 Manfaat Praktis

a. Dengan mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak metanol kulit batang
mangrove (Sonneratia alba), maka dapat dijadikan pertimbangan sebagai
sumber antioksidan alami.

b. Memaksimalkan pemanfaatan sumberdaya alam dalam ilmu kedokteran.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mangrove (Sonneratia alba)
2.1.1 Taksonomi Mangrove (Sonneratia alba)

Berikut ini adalah Klasifikasi ilmiah tanaman mangrove (Sonneratia alba)
(Kathiresan et al., 2010).

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Myrtales
Famili : Lythraceae
Genus : Sonneratiaceae
Spesies : Sonneratia alba
Species authority :Sm.

2.1.2 Morfologi Mangrove (Sonneratia alba)

Tanaman mangrove (Sonneratia alba) memiliki kulit batang yang
berwarna putih tua hingga coklat, sedangkan warna pohonnya selalu hijau. Kulit
batang mangrove (Sonneratia alba) memiliki celah longitudinal yang halus (lihat
Gambar 2.1). Mangrove (Sonneratia alba) tumbuh tersebar dan dapat mencapai
ketinggian hingga 15 meter (Safnowandi, 2015).

(@) Pohon Mangrove (b) Kulit Batang Mangrove

Gambar 2.1 Mangrove (Sonneratia alba) (Pierre, 2014)


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

Tanaman mangrove (Sonneratia alba) memiliki buah yang berbentuk
seperti bola dengan diameter 3,5-4,5 cm. Buah mangrove (Sonneratia alba)
memiliki ujung yang bertangkai, sedangkan bagian dasarnya terbungkus oleh
kelopak bunga. Buah mengandung banyak biji (150-200 biji) yang tidak akan
membuka ketika matang. Kelopak bunga berjumlah 6-8 buah, berwarna hijau di
bagian luar, sedangkan bagian dalamnya berwana kemerahan. Daun mahkota
mangrove (Sonneratia alba) berwarna putih dan mudah rontok (Safnowandi,
2015).

2.1.3 Inhibition Concentration (1Cso) Mangrove (Sonneratia alba)

Kualitas antioksidan dalam ekstrak ditentukan oleh nilai Inhibition
Concentration (ICsp), Yyaitu konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk
menangkap 50% dari radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). DPPH
distabilkan oleh delokalisasi elektron bebas secara menyeluruh dan larut dalam
pelarut polar seperti metanol dan etanol (Mishra et al., 2010). Semakin rendah
nilai 1Csy, maka semakin baik aktivitas antioksidannya (Gawron-gzella et al.,
2012). Ekstrak metanol kulit batang mangrove (Sonneratia alba) menunjukkan
nilai 1Csy yang rendah, yaitu sebesar 9,8 pg/ml. Nilai tersebut lebih rendah
daripada ekstrak etil asetat (1C50=10,23 pg/ml), kloroform (1C50=27,34 pg/ml), n-
heksan (ICs50=147 pg/ml), vitamin E (1C50=22,5 pg/ml). Ekstrak metanol kulit
batang mangrove (Sonneratia alba) menunjukkan aktivitas penangkapan radikal
bebas yang bergantung pada konsentrasi dan meningkat tajam pada konsentrasi 5-
20 pg/ml (Herawati et al., 2011).

2.1.4 Farmakodinamik Mangrove (Sonneratia alba)

Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa ekstrak mangrove (Sonneratia
alba) memiliki kemampuan sebagai agen kemopreventif, yaitu dengan
menginduksi enzim detoksifikasi fase Il quinone reductase. Quinone reductase
dapat mendeaktivasi radikal dan elektrofil dengan mereduksi quinone menjadi
hydroquinone yang merupakan senyawa fenol (Cuendet et al., 2006). Kulit batang

mangrove (Sonneratia alba) mengandung senyawa antioksidan berupa tanin,
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saponin, alkaloid, triterpenoid (lupeol) dan flavonoid, yang merupakan senyawa
polifenol sehingga dapat bertindak sebagai donor elektron. Kandungan
antioksidan dalam kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat dilihat pada
Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Antioksidan dalam kulit batang mangrove (Sonneratia alba)

Metabolit sekunder Jumlah senyawa
Tanin 1
Saponin 3
Alkaloid 2
Triterpenoid (Lupeol) 3
Flavonoid 3

Saponin merupakan senyawa polifenol dalam bentuk glikosida yang
memiliki struktur aglikon (lihat Gambar 2.2). Kulit batang mangrove (Sonneratia
alba) mengandung saponin sebanyak 20% (Gawali dan Jadhav, 2011). Saponin
memiliki potensi sebagai imunomodulator dengan menstimulasi produksi sitokin,
seperti interleukin dan interferon. Sitokin merupakan protein yang dikeluarkan
oleh sel sebagai respon terhadap antigen (Yildirim dan Kutlu, 2015). Komponen
polifenol (saponin) dapat bertindak sebagai donor elektron sehingga dapat
menstabilkan radikal bebas (tiol reaktif).
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Gambar 2.2 Struktur kimia saponin (Yildirim dan Kutlu, 2015)

Mekanisme kerja saponin adalah dengan menghambat peroksidasi lipid
yang dihasilkan oleh radikal bebas. Peroksidasi lipid merupakan proses kompleks
akibat reaksi asam lemak tak jenuh ganda (penyusun fosfolipid membran sel)
dengan senyawa oksigen reaktif membentuk hidrogen peroksida. Penelitian
terdahulu oleh Liu et al (2014) tentang perbaikan fungsi ginjal oleh Panax

notoginseng dengan metode isolasi saponin menunjukkan bahwa saponin dapat
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menurunkan kadar BUN, kreatinin serum, dan protein urin, serta memperbaiki
kerusakan tubulus pada gambaran histopatologi ginjal tikus yang diinduksi
cisplatin. Mekanisme kerja dari saponin Panax notoginseng adalah dengan
menghambat jalur apoptosis mitokondria.

Lupeol merupakan senyawa polifenol golongan triterpenoid (lihat Gambar
2.3). Kulit batang mangrove (Sonneratia alba) mengandung triterpenoid (lupeol)
sebanyak 20% (Gawali dan Jadhav, 2011). Penelitian terdahulu oleh Rezaei-
Golmisheh et al (2015) tentang efek hepatoprotektif dan antihiperkolesterolemia
ekstrak etanol Hawthron dengan metode isolasi senyawa lupeol dan quercetin
menunjukkan bahwa lupeol dapat meningkatkan konsentrasi dan aktivitas enzim
antioksidan seluler Superoxide Dismutase (SOD), glutathione, dan catalase pada
tikus yang diinduksi orlistat. Enzim tersebut berfungsi untuk mendetoksifikasi
radikal bebas hidrogen peroksida, hidroksil, dan superoksida. Mekanisme kerja
lupeol sama dengan saponin, yaitu dengan mencegah oksidasi dari glutathione dan

menghambat peroksidasi lipid.

Gambar 2.3 Struktur kimia lupeol (Harizon et al., 2014)

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa polifenol dan sering
terdapat dalam bentuk glikosida (lihat Gambar 2.4). Kulit batang mangrove
(Sonneratia alba) mengandung flavonoid sebanyak 20% (Gawali dan Jadhav,
2011).

Gambar 2.4 Struktur kimia flavonoid (Rita et al., 2013)
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Penelitian terdahulu oleh Rita et al (2013) tentang perbaikan fungsi ginjal
dengan metode ekstraksi maserasi menunjukkan bahwa fraksinasi ekstrak metanol
daun kesum (Polygonum minus Huds.) dapat menurunkan kadar BUN dan
kreatinin tikus yang diinduksi cisplatin. Mekanisme kerja flavonoid adalah dengan
meningkatkan GFR (Rita et al., 2013). Flavonoid juga dapat menghambat
peroksidasi lipid (Rezaei-Golmisheh et al., 2015).

2.1.5 Identifikasi Antioksidan dalam Mangrove (Sonneratia alba)

Uji Fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat pada mangrove (Sonneratia alba). Analisis total polifenol
dilakukan dengan metode Folin-Cioceltau. Identifikasi saponin dilakukan dengan
metode Forth, yaitu dengan melarutkan ekstrak pekat kulit batang mangrove
(Sonneratia alba) ke dalam 10 ml air panas. Larutan dikocok kuat-kuat selama 10
detik. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya busa yang dapat bertahan
tidak kurang dari 10 menit. Busa yang terbentuk juga tidak hilang dengan
penambahan HCI 2M. Timbulnya busa menunjukkan adanya glikosida yang
mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang terhidrolisis (Setyowati
et al, 2014).

Identifikasi terpenoid (lupeol) dilakukan dengan metode Lieberman-
Burchard, yaitu dengan melarutkan ekstrak pekat kulit batang mangrove
(Sonneratia alba) ke dalam 0,5 ml kloroform. Larutan ditambahkan dengan 0,5 ml
anhidrida asetat dan ditetesi dengan 2 ml H,SO, pekat melalui dinding tabung.
Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya cincin coklat pada batas larutan
saat ditambah H,SO,4. Warna hijau juga terlihat saat larutan diteteskan pada plat
tetes. Perubahan warna terjadi karena proses oksidasi senyawa terpenoid melalui
pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi (Setyowati et al, 2014).

Identifikasi flavonoid dilakukan dengan metode Wilstater, yaitu
melarutkan ekstrak pekat dalam metanol panas yang ditambahkan 0,1 mg serbuk
Mg dan 5 tetes Hcl pekat. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna
jingga. Magnesium dan asam klorida pada uji Wilstater bereaksi membentuk

gelembung, yang merupakan gas H,, sedangkan logam Mg dan Hcl pekat
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berfungsi mereduksi inti benzopiron yang terdapat pada struktur flavonoid
sehingga terbentuk perubahan warna menjadi merah atau jingga (Setyowati et al,
2014).

2.2 Cisplatin
2.2.1 Farmakodinamik Cisplatin

Obat sitotoksik termasuk cisplatin umumnya memiliki indeks terapi yang
sempit dengan toksisitas tinggi. Aktivitas cisplatin di dalam sel ditentukan oleh
reaksi hidrolisis yang terjadi akibat rendahnya konsentrasi ion klorida intraseluler
(di dalam sel 4 mm, sedangkan dalam plasma 103 mm) (Basu dan Khrisnamurthy,
2010). Di dalam sel, ligan ion klorida dari cisplatin diputus dan digantikan dengan
senyawa air atau hidroksil membentuk kompleks monohidrat. Cisplatin kemudian
menjadi reaktif dan terikat pada 2 sisi DNA. Cisplatin dapat menempel pada
semua DNA, tetapi cenderung pada posisi N7 adenin dan guanin karena lebih
nukleofilik. Ikatan ini akan menghambat replikasi dan perbaikan DNA sehingga
dapat menyebabkan kerusakan DNA pada sel kanker (Aminullah, 2011).

2.2.2 Farmakokinetik Cisplatin

Cisplatin didistribusikan ke dalam jaringan secara intravena dengan
konsentrasi tertinggi terdapat pada ginjal, hati, ovarium, uterus, dan paru.
Cisplatin memiliki waktu paruh awal dalam plasma (ti,) sekitar 20-30 menit.
Variasi ty; terminal berkisar antara 6-47 hari, tergantung ikatan cisplatin dengan
protein plasma. Di dalam darah, cisplatin berikatan dengan protein albumin dan
memiliki ikatan protein lebih dari 90% dalam rentang waktu 2-4 jam. Cisplatin
dimetabolisme secara nonenzimatik dan dieksresikan melalui filtrasi glomerulus.
Cisplatin diekskresikan secara bertahap melalui urin selama 5 hari, bahkan platina
masih dapat dideteksi dalam waktu 30 hari pasca pemberian cisplatin. Cisplatin
yang tidak terikat protein dieksresikan secara cepat melalui tubulus ginjal
(Fernando, 2009).
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2.2.3 GGA (Gagal Ginjal Akut) akibat Cisplatin

Penyerapan cisplatin dari kapiler peritubulus ke dalam sel tubulus
proksimal ginjal diperantarai oleh Copper transporter (Ctrl) dan Organic Cation
Transporter (OCT2) yang terletak pada membran basolateral tubulus proksimal
ginjal (Pabla dan Dong, 2010). Di dalam sel tubulus proksimal, cisplatin menjadi
sangat reaktif dan dapat berinteraksi dengan molekul yang mengandung tiol
termasuk glutathione. Bentuk konjugasi cisplatin dengan glutathione kemudian
dimetabolisme oleh enzim y-glutamyl transpeptidase dan cysteine-S-conjugate -
lyase menjadi tiol reaktif (lihat Gambar 2.5). Tiol reaktif merupakan bentuk khas
oksidan dari cisplatin dan molekul nefrotoksik yang poten. Enzim y-glutamyl
transpeptidase banyak terdapat pada permukaan sel, sedangkan enzim cysteine-S-

conjugate S-lyase merupakan enzim intraseluler (Yao et al., 2007).

Pt-GSH a;;’ Pt-cys-gly

Gly¥ 4 Py

cys oy ‘/Pt-cys
» Pt-cys
R cys Pt-GSH

Cys-gly Cysteine-§ -Conjugate

Glu—» Glu GSH-Trarsferais Betu-Lyase

“g GSH “" ", Reactive Thiol
Cisplatin | y,icto ' Cell Death
Cisplatin'x” - 4

Gambar 2.5 GGA akibat cisplatin

Penurunan glutathione dan antioksidan lain akibat cisplatin menyebabkan
perubahan pada status redoks seluler dan stres oksidatif di dalam sel (Marullo et
al., 2013). Cisplatin menyebabkan penurunan produksi Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), yaitu protein yang diproduksi oleh sel podosit (sel yang
mengelilingi glomerulus). Penurunan produksi VEGF oleh sel podosit
menyebabkan terjadinya gangguan fenestrasi sel endotel glomerulus normal
sehingga terjadi kerusakan pada membran filtrasi glomerulus (Perazella dan


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

11

Moeckel, 2010). Cisplatin juga menyebabkan kematian sel tubulus proksimal dan
kerusakan jaringan ginjal. Hal ini menyebabkan penurunan reabsorbsi sodium dan
air oleh tubulus proksimal sehingga terjadi peningkatan transportasi dan sodium
klorida di makula densa tubulus distal (Havasi dan Borkan, 2011). Peningkatan
konsentrasi sodium Kklorida di makula densa memicu aktivasi mekanisme
tubuloglomerular  feedback sehingga terjadi penurunan GFR  yang

mengindikasikan terjadinya gagal ginjal akut (Hamdi et al., 2010).

2.3 Ginjal
2.3.1 Anatomi dan Fisiologi Ginjal
a. Anatomi Ginjal

Ginjal terletak di dalam rongga retroperitoneal, ventral musculus psoas
dan quadratus lumborum (lihat Gambar 2.6). Parenkim ginjal terdiri atas korteks
dan medula, yang tersusun atas nefron dan duktus koligentes. Nefron terdiri atas
korpuskulum renalis yang terletak di korteks dan sistem tubular (Paulsen dan
Waschke, 2012).

Gambar 2.6 Struktur anatomi ginjal (Paulsen dan Waschke, 2012)
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b. Fisiologi Ginjal

Ginjal berfungsi untuk mempertahankan stabilitas volume, komposisi
elektrolit, dan osmolaritas (konsentrasi zat terlarut) cairan ekstraseluler. Tiga
proses dasar di ginjal adalah filtrasi glomerulus, reabsorpsi tubulus, dan sekresi
tubulus. Pada kondisi normal, 20% plasma yang masuk ke glomerulus tersaring
dengan filtrat terbentuk rata-rata 125 ml per menit (180 L per hari). Laju rata-rata
penyaringan darah yang terjadi di glomerulus disebut sebagai Laju Filtrasi
Glomerulus (Glomerular Filtration Rate, GFR) yang merupakan indikator penting
dalam menilai fungsi ginjal. Bahan yang bermanfaat bagi tubuh dikembalikan ke
plasma kapiler peritubulus. Dari 180 L filtrat, sebanyak 178,5 L direabsorpsi dan
1,5 L sisanya mengalir ke pelvis ginjal. Sekresi tubulus merupakan mekanisme
untuk mengeluarkan bahan dari plasma secara cepat dengan mengekstraksi
sejumlah tertentu bahan dari 80% plasma yang tidak terfiltrasi di kapiler
peritubulus dan memindahkannya ke bahan yang sudah ada di tubulus sebagai
hasil filtrasi (Sherwood, 2012).

Cairan yang difiltrasi dari glomerulus ke dalam kapsul bowman harus
melewati tiga lapisan yang membentuk dinding glomerulus, yaitu dinding kapiler
glomerulus, membran basal, dan lapisan dalam glomerulus. Dinding kapiler
glomerulus terdiri atas 1 lapis sel endotel gepeng yang memiliki banyak pori
(fenestrasi). Membran basal glomerulus merupakan lapisan gelatinosa aseluler
yang terbentuk dari kolagen dan glikoprotein. Kolagen berperan dalam
mempertahankan kekuatan struktural glomerulus, sedangkan glikoprotein
berperan untuk menghambat filtrasi protein plasma. Glikoprotein memiliki
muatan negatif sehingga dapat menolak albumin (protein terkecil yang dapat
melewati pori kapiler) dan protein plasma lain yang bermuatan negatif. Lapisan
dalam kapsula bowman terdiri atas sel podosit yang memiliki banyak foot process
memanjang yang saling menjalin dengan foot process sel podosit sekitarnya.
Celah sempit di antara foot process disebut sebagai celah filtrasi, yang
membentuk jalur tempat cairan meninggalkan glomerulus menuju ke lumen

kapsula bowman (Sherwood, 2012).
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2.3.2 Fisiologi BUN dan Kreatinin

Urea merupakan produk metabolisme dari protein. Asam amino
mengalami proses deaminasi menghasilkan amonia yang kemudian dikonversikan
menjadi urea oleh enzim di hati. Konsentrasi urea bergantung dari jumlah protein
yang dikonsumsi, kemampuan tubuh untuk mengkatabolisme protein, dan eksresi
urea oleh ginjal (Salazar, 2014). Ginjal meregulasi proses ekskresi urea dan air
untuk menjaga osmolalitas plasma (Sands et al., 2010). Sebanyak 30-50% urea
yang difiltrasi oleh glomerulus akan diekskresikan sehingga peningkatan kadar
BUN menjadi indikator penting dalam penurunan fungsi ginjal (Weiner et al.,
2015)

Kreatinin merupakan produk metabolisme dari kreatinin fosfat yang ada di
otot. Kreatinin disintesis di hati, pankreas, dan ginjal dari proses transaminasi
asam amino arginine, glycine, dan methionine. Hasil sintesis kreatinin kemudian
disirkulasikan ke seluruh tubuh dan sisanya dikonversikan kembali ke dalam
bentuk kreatinin fosfat melalui proses fosforilasi di dalam otot. Kreatinin tidak
dipengaruhi oleh asupan makanan dan lebih stabil sebagai indikator fungsi ginjal.

Kreatinin dapat diukur melalui plasma, serum, maupun urin (Salazar, 2014).

2.3.3 Peningkatan Kadar BUN dan Kreatinin Akibat Cisplatin

Cisplatin menyebabkan kematian sel tubulus proksimal dan kerusakan
jaringan ginjal sehingga terjadi penurunan reabsorbsi sodium dan air. Hal ini
menyebabkan peningkatan transportasi sodium klorida ke makula densa tubulus
distal yang memicu aktivasi mekanisme tubuloglomerular feedback. Peningkatan
resistensi vaskular pada arteriol aferen menyebabkan penurunan GFR dan aliran
darah plasma ginjal sehingga terjadi retensi urea dan kreatinin dalam darah. Hal
ini menyebabkan peningkatan kadar BUN dan kreatinin serum (Schrier, 2008;
Hamdi et al., 2010). Gangguan reabsorbsi tubulus proksimal dan distal serta
peningkatan resistensi vaskuler terjadi 48-72 jam setelah pemberian cisplatin dan
terbagi menjadi 2 fase. Fase awal terjadi dalam 24-48 jam pasca pemberian
cisplatin, yang ditandai dengan penurunan osmolalitas urin tetapi GFR tetap
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stabil. Fase kedua terjadi 72-96 jam setelah pemberian cisplatin dan
mengakibatkan penurunan GFR (Yao et al., 2007).

Penelitian pada hewan coba menunjukkan bahwa peningkatan kadar BUN
dan kreatinin akibat cisplatin bergantung pada dosis dan durasi pemberian.
Cisplatin dosis 0,3-1 mg/kg BB menyebabkan peningkatan 0,9-1,5 kali pada hari
kedua hingga kelima. Cisplatin dosis 3 mg/kg BB menyebabkan peningkatan 0,9-
1 kali pada hari kedua hingga ketiga, dan 3 kali pada hari kelima (Gautier et al.,
2010). Cisplatin dosis 5 mg/kg BB menyebabkan peningkatan 5 kali pada hari
keempat (Rita et al., 2013).
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2.4 Kerangka Konsep

Cisplatin Ekstrak kulit batang Sonneratia alba
I_ _________ w _________'i r-——_____———=—=—=—_—_—— J _______ h |
I Tiol reaktif (oksidan) ! i Lupeol dan saponin (antioksidan) i
T H """""""""""""""" [
S 2 Vo

Kerusakan tubulus
proksimal

Pe| VEGF sel podosit
kapsula bowman

} Pe| fenestrasi sel i i
i endotel dinding kapiler ! i
| i |

|

glomerulus
[N T e VNN WT 00 I sl e JESEWES. X
Ir________i __________ 1 . A \E ____________ |
! Kerusakan membran | I Pe] reabsorbsi sodium dan |
| filtrasi glomerulus | ! air |
e, _ B W A _BE__ T
Ir________jﬁ __________ 1 N \E ____________ |
! Pe? permeabilitas l I Pet transportasi sodium |
: glomerulus i I klorida ke makula densa i
[ EE—— A B W A Sy
r--------jE ------------ |
I Aktivasi Tubuloglomerular |
| feedback i
L3 W TEST A & |
[
T E/_ _________________ |
: Pe| GFR i
l""'"""T""i"""".'.' """" !
! Pe| aliran darah plasma ginjal !
L N ,
I Retensi urea dan kreatinin dalam darah I
__________________________________ |
W
Pe? BUN dan kreatinin
Keterangan:
] : diteliti > : berpengaruh
[ 1
R ' tidak diteliti 4' : dihambat
2.5 Hipotesis

Ekstrak kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dapat menurunkan kadar

BUN dan kreatinin serum tikus wistar yang diinduksi cisplatin.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian true experimental dengan rancangan

post-test only control group design.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah post-test only control group
design. Pengambilan data dilakukan setelah terminasi hewan coba, dengan
membandingkan data kelompok perlakuan dengan kelompok normal. Rancangan

penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

K H1
R K H2
S » P1 H3
P2 H4
P3 H5

Gambar 3.1 Rancangan penelitian

Keterangan:
R : Randomisasi
S : Sampel

Km  : Kelompok kontrol normal (Pelet + aquades + Aquades for injection)

Ko : Kelompok kontrol negatif (Pelet + aquades + Injeksi cisplatin dosis
5 mg/kg BB)

P1 : Kelompok perlakuan 1 (Pelet + aguades + Sonde ekstrak mangrove
dosis 5 mg/kg BB + Injeksi cisplatin dosis 5 mg/kg BB)

P2 : Kelompok perlakuan 2 (Pelet + aquades + Sonde ekstrak mangrove
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dosis 10 mg/kg BB + Injeksi cisplatin dosis 5 mg/kg BB)
P3 : Kelompok perlakuan 3 (Pelet + aquades + Sonde ekstrak mangrove

dosis 20 mg/kg BB + Injeksi cisplatin dosis 5 mg/kg BB)

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi Fakultas
Kedokteran Universitas Jember (adaptasi hewan coba), Laboratorium Botani
Biologi MIPA (ekstraksi kulit batang mangrove Sonneratia alba), dan
Laboratorium Piramida (analisis BUN dan kreatinin). Penelitian berlangsung pada
bulan Mei-Juni 2017.

3.4 Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi

Populasi pada penelitian ini adalah 25 ekor tikus wistar jantan (Rattus
novergicus) yang didapatkan dari Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran

Gigi Universitas Jember.

3.4.2 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah yang memenuhi kriteria inklusi.
a. Kriteria inklusi

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah tikus wistar jantan (Rattus
novergicus) usia 2-3 bulan dengan berat 100-200 gram, sehat, bergerak aktif, dan

tidak cacat.

b. Kriteria eksklusi
Kriteria ekslusi pada penelitian ini adalah tikus yang lemas, tidak mau

makan dan minum, dan yang mati selama proses adaptasi dan perlakuan.
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3.4.3 Besar Sampel Penelitian

Besar sampel penelitian dihitung menggunakan Rumus Federer, yaitu

(t-1) (r-1) >15 (t=perlakuan, r=jumlah ulangan, t=5) sehingga

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

r-1 >3,75

r >4,75

Hasil tersebut dibulatkan ke atas menjadi minimal 5 kali pengulangan.
Peneliti menambahkan sebanyak 20% sebagai antisipasi dari kematian tikus,

sehingga tikus wistar yang digunakan adalah 30 ekor.

3.5 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

a. Variabel Bebas : dosis pemberian ekstrak mangrove (Sonneratia
alba).

b. Variabel Terikat : nilai kadar BUN dan kreatinin serum tikus.

c. Variabel Terkendali : lama perlakuan, pemberian makan dan minum,

berat badan tikus, pemberian dosis cisplatin.

3.6 Definisi Operasional

a. Kulit batang mangrove (Sonneratia alba) pada penelitian ini didapatkan dari
Desa Wringinputih, Muncar, Banyuwangi dengan kriteria pohon sehat,
berbatang lurus, dan memiliki diameter >20cm. Semakin besar diameter
pohon mangrove, maka semakin besar rendemen tanin yang dihasilkan
sehingga kandungan antioksidan juga semakin besar (Hamidah, 2006). Zat
aktif diekstraksi menggunakan pelarut metanol 80% (Herawati et al., 2011).

b. Cisplatin pada penelitian ini didapatkan dari apotek Bima Jember dengan
sediaan vial 50mg/50ml generik yang diproduksi oleh Kalbe. Cisplatin
diinjeksikan secara intraperitoneal, yaitu dengan mendisinfeksi area injeksi
menggunakan alkohol 70%, kemudian tikus ditahan pada posisi head-down.
Injeksi dilakukan pada kuadran bawah kanan area abdomen dengan sudut
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kemiringan 30-40° untuk menghindari kerusakan pada kandung kemih dan
organ lain (Andrews, 2014).

BUN (blood urea nitrogen) pada penelitian ini didapatkan melalui
pemeriksaan laboratorium dengan alat microlab 300 yang diatur pada panjang
gelombang 340 nm.

Kreatinin serum pada penelitian ini didapatkan melalui pemeriksaan
laboratorium dengan alat microlab 300 yang diatur pada panjang gelombang
510 nm.

Pengambilan serum pada penelitian ini dilakukan melalui intrakardiak, yaitu
dengan menginjeksikan jarum 5 mm antara toraks bagian tengah dan dagu

dengan kedalaman 5-10 mm dan sudut kemiringan 25-30°. Sampel didapatkan

dari ventrikel Kiri.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
Alat

a.

blender
corong bucher
kertas saring

rotary evaporator
dysposable syringe

lemari pendingin

- beker glass vortex

- labu ukur mikropipet

- penyaring microlab 300

- spatula spuit 1cc dan spuit 3cc

- botol kaca kandang, tempat makan, dan
- aluminium foil tempat minum tikus

Bahan

- kulit  batang mangrove cisplatin sediaan 50mg/50mi

(Sonneratia alba) 3kg
metanol 80%

Na CMC 5¢g

aquades 1 L

pelet
reagen pemeriksaan BUN

reagen pemeriksaan kreatinin
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3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Randomisasi Sampel

Hewan coba tikus wistar jantan (Rattus novergicus) yang memenuhi
kriteria inklusi dipilih secara acak, kemudian dibagikan ke dalam 5 kandang yang
berbeda secara bergantian. Hewan coba diadaptasikan dalam kandang selama 7
hari, makanan dan minuman diganti setiap hari, kandang dibersihkan 3 hari sekali

untuk menghindari timbulnya penyakit.

3.8.2 Pembuatan Ekstrak Metanol Kulit Batang Mangrove (Sonneratia alba)

Determinasi kulit batang mangrove (Sonneratia alba) dilakukan di
Laboratorium Botani Biologi MIPA untuk memastikan sampel yang digunakan,
sampel dikeringkan selama 2 minggu, kemudian dipotong kecil-kecil ukuruan 2x1
cm, kemudian dihaluskan dengan blender. Sampel kering yang sudah halus
disaring kemudian dilarutkan dengan pelarut metanol 80% dengan perbandingan
1:10, dilakukan maserasi 3x24 jam. Kemudian hasil ekstraksi di evaporasi dengan
rotary evaporator suhu 70°C selama 1 jam. Hasil evaporasi dilencerkan dengan
larutan Na CMC 0,5% untuk mendapatkan ekstrak mangrove konsentrasi 5, 10,
dan 20 pg/ml.

3.8.3 Pemberian Ekstrak Metanol Kulit Batang Mangrove (Sonneratia alba)

Pemberian ekstrak dilakukan melalui sonde selama 10 hari setelah
adaptasi, diberikan dengan konsentrasi berbeda sesuai dengan kelompok
perlakuan. Na CMC 0,5% digunakan sebagai pelarut untuk mengencerkan
ekstrak.

3.8.4 Penginduksian Cisplatin

Tikus kelompok kontrol negatif dan perlakuan diinjeksi cisplatin secara
intraperitoneal dengan dosis 5 mg/kg BB pada hari ke 10, dilakukan 1 jam setelah
pemberian ekstrak mangrove. Injeksi cisplatin dilakukan pada hari ke-10 karena
terminasi dilakukan pada hari ke-14 (peningkatan BUN dan kreatinin memerlukan

waktu 72-96 jam pasca induksi cisplatin). Cisplatin diinjeksikan secara
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intraperitoneal, yaitu dengan mendisinfeksi area injeksi menggunakan alkohol
70%. Kemudian, tahan tikus pada posisi head-down. Injeksi dilakukan pada
kuadran bawah kanan area abdomen, dengan sudut kemiringan 30-40°, untuk

menghindari kerusakan pada kandung kemih dan organ lain (Andrews, 2014).

3.8.5 Terminasi Hewan Coba

Hewan coba dimasukkan ke dalam tabung yang berisi gas anastesi eter,
setelah dipastikan tikus sudah mati, maka posisikan tikus pada posisi ventral,
tusuk dengan pin pada 4 ekstremitas, yaitu pada musculus gastrocnemius dan
metacarpal untuk mengurangi kerusakan jaringan. Selanjutnya siram dengan
alkohol 70% untuk mengurangi kontaminasi pembedahan, insisi mulai dari regio
mentalis hingga pecten os pubis, kemudian buka cavitas abdomen, ambil darah
secara intracardiac menggunakan spuit 3cc. Jarum diinjeksikan 5mm antara toraks
bagian tengah dan dagu, kedalaman 5-10mm, dengan sudut kemiringan 25-30°.
Masukkan sampel darah ke dalam tabung tanpa EDTA (Al Kahfi et al., 2012).

3.8.6 Analisis Kadar BUN dan Kreatinin Serum Tikus

Sampel darah tikus yang digunakan untuk uji BUN dan kreatinin adalah
serum darah, yaitu bagian darah yang tidak mengandung fibrinogen dan faktor
pembekuan darah lainnya. Serum lebih baik daripada plasma karena jumlah
proteinnya lebih sedikit. Sampel darah tikus diambil secara intrakardiak,
kemudian didiamkan selama 30-45 menit (tidak boleh lebih dari 60 menit) dalam
tabung non-EDTA pada suhu ruang. Kemudian, sampel disentrifuge selama 15
menit dengan kecepatan 1000-2000 rpm (Proimmune, 2009). Bagian supernatan
digunakan untuk uji BUN dan kreatinin serum menggunakan alat microlab 300.
Prosedur analisis kadar BUN dan kreatinin mengikuti instruksi yang terdapat pada

alat microlab 300.

3.9 Analisis Data
Data yang diambil berupa data numerik dari hasil lab BUN dan kreatinin

serum tikus. Analisis yang dilakukan untuk data numerik adalah uji normalitas
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dan uji varian. Jika sebaran data normal dan varian data sama (p>0,05) maka
digunakan uji hipotesis One Way Anova. Namun, jika tidak sama (p<0,05) maka
digunakan uji Kruskal Wallis. Perbedaan tiap kelompok bermakna atau siginifikan
bila p<0,05.

3.10 Alur Penelitian

Randomisasi tikus

\\/4 \V/4 4 \\/4 \\Z
K Ko P1 P2 P3
N\ N2 N2 N2 N\
Adaptasi 7 hari
N\ )\ N\ N\ \Z
Sonde aquades 1 ml per oral Sonde ekstrak Sonneratia alba 1 ml per oral selama 10
selama 10 hari hari (dosis 5; 10; dan 20 mg/kg BB)
\Z \Z \Z \Z N
Aquades for Injeksi cisplatin dosis 5 mg/kg BB intraperitoneal pada hari ke 10, 1 jam
injeksi setelah pemberian ekstrak
i N v N\ i

Terminasi hari ke 14 dan pengambilan sampel darah intrakardiak

Gambar 3.2 Alur penelitian

3.11 Etik Penelitian
Perizinan penelitian true experimental yang menggunakan hewan coba
tikus ini diajukan kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Univesitas Jember

(Lampiran 3.1).

3.12 Data dan Sumber Data

Sumber data yang diperoleh dari penelitian ini merupakan data primer,
yaitu diperoleh langsung dari obyek penelitian. Data berasal dari hasil analisis dari
kadar BUN dan kreatinin serum tikus wistar yang diambil secara intracardiak pada

hari terakhir penelitian.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak metanol kulit batang mangrove
(Sonneratia alba) dosis 5, 10, dan 20 mg/kg BB belum mampu menurunkan kadar

BUN dan kreatinin tikus wistar yang diinduksi cisplastin.

5.2 Saran

Saran pada penelitian ini adalah:

a. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi struktur komponen antioksidan
pada mangrove (Sonneratia alba).

b. Perlu dilakukan penelitian yang sama dengan penambahan metode
fraksinasi untuk mendapatkan kemurnian zat yang lebih tinggi.

c. Perlu dilakukan uji hematokrit untuk menilai ada tidaknya dehidrasi pada
tikus.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Persetujuan Etik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER

KOMISI ETIK PENELITIAN
JI. Kalimantan 37 Kampus Bumi Tegal Boto Telp/Fax (0331) 337877 Jember 68121 — Email :
fk_unej@telkom.net

ETHICAL AP PROVA
Nomor : L.1¢) M25.1.1 /KE2017

Komisi Etik, Fakultas Kedokteran Universitas Jember dalam upaya melindungi hak asasi dan
kesejahtersan subyek penelitian kedokteran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudul

The Ethics Committee of the Faculty of Medicine, Jember University, With regards of the
protection of human rights and welfare in medical research, has carefully reviewed the proposal
entitled :

EFEK EKSTRAK KULIT BATANG MANGROVE (Sonneratic alba) TERHADAP
PENURUNAN KADAR BUN DAN KREATININ TIKUS WISTAR YANG DIINDUKSI

CISPLATIN

Nama Peneliti Utama : Nurul Haryani Firmaningtyas (NIM.132010101038)
Name of the principal investigator

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Jember

Name of instinution

Dan telah menyetujui protokol tersebut diatas.
And approved the above mentioned proposal,

J = Juni a0y
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Tanggapan Anggota Komisi Etik

(Diisi oleh Anggota Komisi Etik, berisi tanggapan sesuai dengan butir-butir isian diatas dan
telaah terhadap Protokol maupun dokumen kelengkapan lainnya)

Review Proposal

» Pemilihan, perswatan, perlakuan, pengorbanan dan pemusnshan hewan coba mengacu
pada buku pedoman etik penelitian kesehatan ( Penggunaan hewan coba dengan prinsip
3R : Reduced, Reused, Redefined)

» Mohon diperhatikan kontrol kualitas pembuatan ekstrak kulit batang mangrove

» Perlakuan injeksi intraperitoneal dilakukan oleh orang yang terampil (dilakukan secara
cepat dan tepat agat tidak melukai hewan coba)

> Mobon diperjelas pada proposal metode pemeriksaan BUN dan Kreatinin yang
akan dilakukan.

» Mohon diperhatikan pembuangan limbah biologis dan limbah B3 agar tidak mencemari
lingkungan.
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Lampiran 4.1 Hasil Identifikasi Mangrove (Sonneratia alba)
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Lampiran 4.2 Perhitungan Dosis

1. Ekstrak mangrove (Sonneratia alba) konsentrasi 5 pg/ml = 5x10° mg/ml.

. (m
Dosis (k_g) x BB(kg)

VAO(ml) =
Konsentrasi (%)

m VAO(ml)xKonsentrasi (=)
Dosis (_g) mt
BB(kg)

ol (mg) 1x5x1073x180
9585 kg 18x10-2

Dosis = 5mg/kg

*VAO = volume administrasi obat
*Berat badan tikus rata-rata pada penelitian ini adalah 180 gram

2. Ekstrak mangrove (Sonneratia alba) konsentrasi 10 pug/ml = 102 mg/ml.

. mg
m VAO(ml)xKonsentrasi (—)
Dosis (_g) = mt

kg BB(kg)
— (m_g) » 1x1072x180

kg 18x10-2
Dosis = 10mg/kg

3. Ekstrak mangrove (Sonneratia alba) konsentrasi 20 pg/ml = 2x107?

mg/ml.
mg\ VAO(ml)xKonsentrasi (%)
Dosis <—) =
kg BB (kg)
Dosi <mg) B 1x2x107%x180
285 \kg) = 18x102

Dosis = 20mg/kg
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4. Dosis cisplatin 5 mg/kg BB
Dosis disesuaikan dengan BB tikus masing-masing
Misal BB 200 gram, maka
Smg xmg
1000 gram 200 gram

_ 5mg x 200 gram
xmg ~ 1000 gram
x =1mg

Sediaan cisplatin 50 mg/50 ml sehingga untuk tikus dengan BB 200 gram

diinjeksikan 1 ml.

Misal BB 180 gram, maka
Smg xmg
1000 gram 180 gram

_ 5mg x 180 gram

xmg 1000 gram

X =09mg

Sediaan cisplatin 50 mg/50 ml sehingga untuk tikus dengan BB 180 gram
diinjeksikan 0,9 ml.
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Lampiran 4.3 Hasil Laboratorium BUN dan Kreatinin

— .
,t“‘::u £ MOCh. Send No. B4
ﬁ hid o2 S Son i o
. iramiaa ffn DINKES nomer : 445/05/436.32/2007
“ M Pgaosa dan lagancn yang i Unowken”
HASIL PENELITIAN
MAHASISWA FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS JEMBER
31 MEI 2016
No | Kodesampel | Creatinin | BUN SGOT SGPT
1 | Normal A 05 823 200 119
2 | NormalB 0.6 712 237 105
3 [ NormalC 0.6 64.4 178 142
4 | Normal D 0.6 73.6 162 103
5 | Normal E 0.5 603 184 117 |
6 Kontrol + A 4.2 352.0 271 103
7 Kontrol + B 3.6 506.3 200 135
8 | Kontrol+C 35 338.9 145 128
9 | Kontrol+ D 35 381.9 272 109
10 | Kontrol + E 31 389.0 172 125
11 | Perlakuan 1A 31 3486 165 150
12 | Perlakuan 18 4.4 349.6 262 131
13 | Perlakuan 1C 2.8 381.5 175 141
14 | Perlakuan 1D 41 381.3 272 118
15 | Perlakuan 1 E 4.6 488.3 138 a5
16 | Perlakuan 2 A 34 4254 148 - 138
17 | Perlakuan 2B 35 303.6 211 100
18 | Perlakuan 2 C 29 329.9 223 117
19 | Perlakuan 2 D 32 456.8 205 100
20 | Perlakuan 2 £ 3.9 326.3 159 121
21 | Perlakuan 3 A 21 233.0 218 110
22 | Periakuan38 26 '336.1 157 119
23 | Perlakuan3C 34 383.0 335 125
24 | Perlakuan3D 3.0 477.2 144 100
25 | Perlakuan3 E 4.6 366.7 168 142
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Lampiran 4.4 Analisis Statistik BUN

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Creatinin -~ Mormal 3BT 5 026 684 5 006
Kontrol Positif 280 5 2007 908 5 457
Perlakuan 1 246 ] 200 884 ] 27
Perlakuan 2 A73 ] 200 891 ] 884
Perlakuan 3 182 ] 2000 858 ] 91
BLIM Marmal 158 5 200 877 5 915
Kontrol Positif 328 i 084 ga2 g A20
Perlakuan 1 358 ] 035 768 g 044
Ferlakuan 2 314 5 120 854 5 207
Perlakuan 3 197 5 2007 972 5 BAY
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogaorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
tran_creat  Mormal 367 5 026 684 ] o0&
Kontrol Positif 262 5 200 823 5 548
Perlakuan 1 266 ] 2000 874 5 281
Perlakuan 2 169 ] .200 994 5 891
Perlakuan 3 148 A .200 G894 g Releg
fran_BUM  Mormal 158 5 200 981 5 840
Kontrol Positif 304 5 148 857 ] 217
Perlakuan 1 340 ] 060 K] 5 071
Perlakuan 2 305 ] 145 863 5 240
Perlakuan 3 239 5 2007 943 5 T

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances

tran_BLIN
Levene
Statistic df df2 Sig.
Ji8 4 20 80
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ANOVA
tran_BUM
Sum of
Squares df Mean Sguare F Sig.
Between Groups 21145 4 524 288.054 000
Within Groups A20 20 006
Tatal 2235 2
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
DependentVariable: tran_BLN
Tukey HSD
_Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

i Kelompok () Kelompok J) Stdl. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

Marmal Kontrol Positif -74579 04801 .0oo -.8024 - 5851
Perlakuan 1 74268 04501 .aon -.BBA3 -.59E0
Perlakuan 2 -71577 04301 .0oo -.8624 - 5691
Perlakuan 3 -698217 04801 000 -.8459 -.6526

Kontral Pasitit  Marmal 74579 04801 .0oo 599 8924
Perlakuan 1 00311 04801 1.000 -.1435 14498
Perlakuan 2 03002 04901 871 - 1166 ATET
Perlakuan 3 04658 04801 874 =10 1832

Perlakuan 1 MNarmal 74268 04801 .0an 5960 8893
Kontrol Positif -.00311 04801 1.000 -.1498 1435
Perlakuan 2 02680 04801 981 - 1197 AT36
Perlakuan 3 04346 04501 898 -1032 1801

Perlakuan 2 Maormal T1577 04801 0an Raliieh BG24
Kontrol Positif -.03002 04501 471 - 1767 1166
Perlakuan 1 -.02690 04301 881 - 1736 187
Perlakuan 3 01656 04801 847 -13Mm 1632

Perlakuan 3 Marmal 699217 04801 .0oo 5626 8459
Kaontral Positif -.04658 04801 874 -.1832 1001
Perlakuan 1 -.04346 04801 .8ag =18 1032
Perlakuan 2 -.01656 04801 997 - 1632 1301

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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Lampiran 4.5 Analisis Statistik Kreatinin

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Creatinin -~ Mormal 6T 5 026 684 ] 006
Kontrol Positif 280 5 200 908 5 457
Perlakuan 1 246 ] .200 884 g 327
Perlakuan 2 A73 ] .200 891 g B84
Perlakuan 3 a2 ] 2000 858 g 791
BLIM Barmal 158 5 .200 4877 5 14
Kontral Positif 328 ] 084 g2 g 20
Ferlakuan 1 358 A 035 768 g 044
Ferlakuan 2 314 5 120 854 ] 207
Perlakuan 3 197 5 200 972 5 BRY
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kaolmogorov-Smirnaoy® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
fran_creat  Mormal 367 ] 026 654 i 008
Kaontrol Positif 262 5 2000 823 5 548
Perlakuan 1 266 ] 200 874 i 281
Perlakuan 2 159 5 200" 994 5 991
Perlakuan 3 148 ] 2000 994 5 891
tran_BUM  Normal 158 5 200 981 5 940
Kontral Positif 304 ] 148 857 ] 217
Perlakuan 1 340 ] 060 793 ] 071
Perlakuan 2 308 ] 1445 863 5 .240
Perlakuan 3 239 ] 200 943 ] 629

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
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Kruskal-Wallis Test

Ranks
Kelompok M Mean Rank
Creatinin -~ Mormal i 3.00
Kontrol Positif g 17.30
Ferlakuan 1 i 17.60
Ferlakuan 2 g 1470
Ferlakuan 3 i 12.40
Total 25
Test Statistics™ "
Creatinin
Chi-Square 13.252
df 4
Asymp. Sig. 010
a. Kruskal Wallis
Test
h. Grouping
Variable:
Kelompolk
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin -~ Mormal 5 3.00 15.00
Kontral Positif 5 8.00 40.00
Total 10
Test Statistics™
Creatinin
Mann-Whitney L .00o
Wilcoxan W 15.000
Zz -2.660
Asymp. Sig. (2-tailed) .00a
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0og®

a. Grouping Variahle: Kelompok
h. Mot corrected for ties.
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Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Mormal 5 3.00 15.00
Perlakuan 1 5 8.00 40.00
Total 10
Test Statistics®
Creatinin
Mann-Whitney LI .0oo
Wilcoxon W 16.000
z -2.652
Asymp. Sig. (2-tailed) .0og
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig)] .oosb
a. Grouping Wariahle: Kelompaok
b. Mot corrected for ties.
Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin -~ Mormal ] 3.00 15.00
Ferlakuan 2 ] 8.00 40.00
Total 10
Test Statistics®
Creatinin
Mann-Whitney L .0o0
Wilcoxon W 16.000
i -2.652
Asymp. Sig. (2-tailed) .00
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ooa®

a. Grouping Variahle: Kelampok

b. Mot corrected for ties.
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Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Mormal 5 3.00 15.00
Ferlakuan 3 5 8.00 40.00
Total 10
Test Statistics®
Creatinin
Mann-Whitney LJ 0oo
Wilcoxon W 16.000
z -2.652
Asymp. Sig. (2-tailed) .0og
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .o0og®
a. Grouping Variable: Kelompolk
b. Mot corrected for ties.
Ranks
Kelompak M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Kontrol Positif ] 510 25.50
Perlakuan 1 ] 5.90 28.50
Total 10
Test Statistics™
Creatinin
Mann-Whitney L) 10.500
Wilcoxon W 25.500
z -.420
Asymp. Sig. (2-tailed) G674
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 690"

a. Grouping Variable: Kelompok

. Mot corrected for ties.
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Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Kontrol Positif 5 .40 32.00
Ferlakuan 2 ] 4,60 23.00
Total 10
Test Statistics®
Creatinin
Mann-Whitney L 2.000
Wilcoxon W 23.000
z -.852
Asymp. Sig. (2-tailed) A
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 421b
a. Grouping Variable: Kelompolk
b. Mot corrected for ties.
Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Kontrol Positif g G.80 34.00
FPerlakuan 3 5 4.20 21.00
Total 10
Test Statistics™
Creatinin
Mann-Whitney L) 6.000
Wilcoxon W 21.000
z -1.362
Asymp. Sig. (2-tailed) A73
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 2220

a. Grouping Wariahle: Kelompolk

k. Mot corrected for ties.
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Ranks
Kelompok M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin - Perlakuan 1 5 6.20 31.00
Perlakuan 2 5 4.80 24.00
Total 10
Test Statistics®
Zreatinin
Mann-Whitney LI 5,000
Wilcoxan W 24.000
z =73
Asymp. Sig. (2-tailed) 465
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 54a°
a. Grouping Variahle: Kelompolk
b. Mot corrected for ties.
Ranks
Kelompak M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin ~ Perlakuan 1 5 6.50 32.50
Ferlakuan 3 ] 4,50 22.50
Total 10
Test Statistics™
Creatinin
Mann-Whitney L) 7.500
Wilcoxon W 22.500
zZ -1.048
Asymp. Sig. (2-tailed) 245
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 310°

a. Grouping Yariable: Kelompolk

. Mot corrected for ties.
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Ranks
Kelompak M Mean Rank | Sum of Ranks
Creatinin -~ Perlakuan 2 5 6.30 31.50
Ferlakuan 3 5 470 2350
Total 10
Test Statistics®
Creatinin
Mann-Whitney L 2.500
Wilcoxon W 23.500
il -.838
Asymp. Sig. (2-tailed) 402
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 421°

a. Grouping Wariahle: Kelompaolk

k. Mot corrected for ties.
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