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ABSTRACT

SINGLE DOSAGE ACUTE TOXICITY TEST OF THE Syzygium
myrtifolium Walp ETHANOL EXTRACT ON LIVER
HISTOPATHOLOGICAL IMAGES OF WHITE
RATS (Rattus norvegicus) SPRAGUE-DAWLEY
STRAINE BASED ON OECD TEST
GUIDELINES. 423

Oleh
Nada Oktista Ruslani

Background: Indonesian people have known and used plants as traditional
medicines. Traditional medicines have many active substances with unknown
levels of toxicity, so further research is needed so that traditional medicines as
phytopharmaca can be used safely in the short or long term. Syzygium myrtifolium
leaves have been extensively studied as antibacterial, antiviral, antifungal and there
are also several studies showing that consumption of Syzygium myrtifolium leaves
can cause an increase in liver enzymes and changes in histopathological picture.
Even so, there is still no research on the level of safety in consuming Syzygium
myrtifolium Walp leaves particularly in the liver.

Method: This study aims to see the effect of giving Syzygium myrtifolium leaves
on the histopathological picture of the liver based on the OECD test guidelines
No0.423 Acute oral toxicity class methode. The test substance was administered
orally to a group of experimental animals at a fixed dose based on OECD No.423,
namely 5, 50, 300 and 2000 mg/kgBB once. Parameters observed were liver
histopathological features which were quantified using a scoring system.

Results: The mean scores of liver cell histopathological observations in the control
group, 2000 mg/kg, and 5,000 mg/kg, were 0.86, 2.2, and 2.66. Statistical test
results One Way ANOVA obtained p = 0.044 (p <0.005). TestAfter this LSD on
liver histopathology showed a significant difference (p<0.005) between the 5000
mg/kgBW group and the control group (p=0.019) and there was no significant
difference (p>0.005) between the 2000 mg/kgBW and 5000 mg/kgBW group
(p=0.056).

Conclusion: There is an effect on giving ethanol Syzygium myrtifolium Walp.
extract single dose on histopathological appearance of male rat liver cells (Rattus
norvegicus) based on Sprague-Dawley strainguideline uji OECD No0.423.

Keywords: Acute toxicity, Syzygium myrtifolium leaves, Guideline OECD,
Histopathological features of the liver



ABSTRAK

UJI TOKSISITAS AKUT DOSIS TUNGGAL EKSTRAK ETANOL DAUN
PUCUK MERAH (Syzygium myrtifolium Walp.) TERHADAP GAMBARAN
HISTOPATOLOGI HEPAR TIKUS PUTIH (Rattus norvegicus) GALUR
Sprague-Dawley MENGGUNAKAN GUIDELINE UJI OECD. 423

Oleh
Nada Oktista Ruslani

Latar belakang: Penduduk Indonesia sudah lama mengenal dan memakai
tumbuhan sebagai obat tradisonal. Obat-obatan tradisional memiliki banyak zat
aktif dengan tingkat toksisitas yang belum diketahui sehingga diperlukan penelitian
lebih lanjut agar obat tradisional sebagai fitofarmaka dapat digunakan dengan aman
dalam kurun waktu pendek maupun Panjang. Daun pucuk merah banyak diteliti
sebagai antibakteri, antivirus, antijamur dan juga terdapat beberapa penelitian yang
menunjukkan bahwa konsumsi daun pucuk merah dapat menyebabkan peningkatan
pada enzim hepar dan perubahan gambaran histopatologi. Meskipun demikian
masih belum ada penelitian mengenai tingkat keamanan dosis dalam
mengkonsumsi daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) khususnya pada
hepar.

Metode: Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh pemberian daun pucuk
merah terhadap gambaran histopatologi hepar berdasarkan kepada guideline uji
OECD No.423 Acute oral toxicity class methode. Zat uji diberikan per oral pada
sekelompok hewan uji coba dengan dosis yang sudah ditentukan (fixed dose)
berdasarkan OECD No.423 yaitu 5, 50, 300, dan 2000 mg/kgBB sebanyak satu kali.
Parameter yang diamati adalah gambaran histopatologi hepar yang dikuantifikasi
dengan sistem skoring.

Hasil: Hasil rata-rata skoring pengamatan histopatologi sel hepar pada kelompok
kontrol, 2000mg/kgBB, dan 5000mg/kgBB adalah 0,86, 2,2, dan 2,66. Hasil uji
statistik One Way ANOVA didapatkan nilai p=0,044 (p<0,005). Uji Post Hoc LSD
terhadap gambaran histopatologi hepar menunjukan hasil perbedaan yang
bermakna (p<0,005) antara kelompok dosis 5000mg/KgBB dengan kelompok
kontrol (p=0,019) dan perbedaan bermakna tidak dapat ditemukan (p>0,005) pada
kelompok 2000mg/kgBB dengan 5000 mg/kgBB (p=0,056).

Simpulan: Terdapat pengaruh pada pemberian ekstrak etanol daun pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) dosis tunggal terhadap gambaran histopatologi sel
hepar tikus jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague- Dawley berdasarkan
guideline uji OECD No.423.

Kata kunci: Toksisitas akut, Daun pucuk merah, Guideline OECD, Gambaran
histopatologi hepar.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penduduk Indonesia sudah lama mengenal dan memakai tumbuhan sebagai
obat tradisonal. Pengobatan tradisional lebih mudah diterima masyarakat
dikarenakan obat ini murah, mudah untuk didapatkan dan merupakan budaya
masyarakat. Sudah banyak penelitian mengenai komposisi kimia dan khasiat
obat tumbuhan tradisional. Namun, obat-obatan tradisional memiliki banyak
zat aktif dengan tingkat toksisitas yang belum diketahui sehingga diperlukan
penelitian lebih lanjut agar obat tradisional sebagai fitofarmaka dapat
digunakan dengan aman dalam kurun waktu pendek maupun panjang. Untuk
mengetahui dampak penggunaan dan keamanan obat fitofarmaka dalam tubuh
diperlukan uji toksisitas, seperti uji toksisitas akut, subkronis, dan kronis (Hasti
dkk, 2022).

Syzygium myrtifolium Walp. atau yang sering disebut dengan tanaman pucuk
merah merupakan tanaman hias sejenis tanaman perdu yang berasal dari Asia
Tenggara (Salsabila, 2020). Selain itu pucuk merah memiliki daun berwarna
hijau dengan ujung tunas daun yang baru tumbuh berwarna merah sehingga
membuat tampilannya unik (Putri dkk, 2020). Daun pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) tersebar di daerah tropis dan subtropis termasuk Afrika
Selatan, Amerika Selatan, Asia Tenggara dan Australia. Di daerah Asia
Syzygium myrtifolium tersebar pada Bangladesh, Filipina, Malaysia, Myanmar,
Thailand, Kalimantan, Jawa, dan Sumatera (Mudiana dan Ariyanti, 2021).

Indonesia berada pada urutan kedua setelah Brazil dengan Syzygium
myrtifolium Walp terbanyak, namun masih belum memanfatkaannya secara
maksimal dan hanya menjadikannya sebagai tanaman hias. Padahal kegunaanya

sebagai tanaman hias Syzygium myrtifolium Walp memiliki banyak kegunaan



dan manfaat bagi pengobatan. Selain sebagai pengobatan degeneratif seperti
diabetes, Syzygium myrtifolium Walp dapat juga digunakan sebagai
handsanitizer dikarenakan efek antibakteri yang dikandungnya (Putri dkk.,
2020; Sunarti, 2021). Pada penelitian Indriani dkk pada tahun 2020 menyatakan
bahwa gel ekstrak etanol Syzygium myrtifolium Walp memiliki efek
penyembuhan luka bakar yang efektif. Sudah banyak peneltian yang menguiji
keefektifan Syzygium myrtifolium Walp sebagai pengobatan dikarenakan
kemanfaatannya, namun di masyarakat masih belum mengetahui secara luas

mengenai potensinya sebagai obat tradisional (Indriani dkk., 2020).

Uji antimikroba Syzygium myrtifolium Walp. pada udang Artemia salina Leach
terhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli yang dilakukan oleh
Haryati pada tahun 2015, menyimpulkan bahwa terdapat efek antibakteri
tehadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Hal ini disebabkan
kandungan zat aktif yang dikandung seperti triterpenoid, alkaloid, steroid,
fenolik, saponin dan flavonoid yang terkandung pada tanaman pucuk merah
(Haryati, 2015). Selain memiliki efek antibakteri dan zat pewarna alami,
tanaman pucuk merah juga mengandung antioksidan, antitumor, dan sitotoksik
(Putri dkk, 2020).

Ekstrak Syzygium myrtifolium Walp. memiliki efek antidiare pada mencit putih
jantan dengan dosis efektif 7.72 mg/20 gBB (Moerfiah dkk, 2019). Sedangkan
penelitian Haryati dkk pada tahun 2015 menunjukkan aktivitas antibakteri
dengan daerah diameter hambat 8.20 mm terhadap Staphylococcus aureus dan
8.70 mm terhadap Escherichia coli (Haryati dkk, 2016).

Syzygium myrtifolium Walp. pada penelitian Hasti dkk pada tahun 2022
menyimpulkan bahwa terdapat efek toksik, dimana pada pemeriksaan
histopatologi sel hepatosit dan sinusoid hepar terjadi perubahan abnormal pada
dosis 900, 600 dan 300 mg/kgBB secara kualitatif. Sedangkan pemeriksaan
pada dosis 900 dan 600 mg/kgBB secara kuantitatif menunjukkan presentase

rusaknya vena sentralis yang meningkat (Hasti dkk, 2022).



Efek toksik terutama toksisitas akut, dapat diamati dengan pemeriksaan
histopatologi hepar. Hepar memainkan peran sentral dalam metabolisme semua
zat yang masuk. Hepar menjadikan struktur obat dari lipofilik hingga menjadi
hidrofilik, yang nantinya menyebabkan obat mudah diekskresikan dari dalam
tubuh melewati urin dan empedu. Zat yang keluar dalam empedu memberi
peluang terjadinya akumulasi zat asing di hepar yang akan menghasilkan efek
toksik pada hepar atau hepatotoksik (Nida dkk, 2022; Hasti dkk, 2022).

Dengan kandungan Syzygium myrtifolium Walp. yang banyak bermanfaat bagi
pengobatan sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai potensinya
sebagai pengobatan tradisonal. Dikarenakan daun pucuk merah sendiri sangat
mudah didapatkan karena tersebar secara luas di pulau Sumatera, Jawa,
Kalimantan dan juga efek samping yang lebih minimal dibandingkan dengan
pengobatan sistemik. (Indriani dkk., 2020).

Penelitian yang berkaitan dengan pengaruh ekstrak etanol pucuk merah sebagai
antibakteri, antivirus, antijamur dan penelitian tentang efek kemanfaatan serta
kekurangan dari ekstrak pucuk merah sudah banyak dilakukan. Akan tetapi,
penelitian toksisitas ekstrak Syzygium myrtifolium Walp. dalam dosis tinggi
terhadap gambaran histopatologi hepar masih sangat jarang dilakukan. Dengan
latar belakang tersebut, penulis tertarik untuk melakukan pengamatan lebih
lanjut mengenai uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak etanol daun pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap gambaran histopatologi hepar
tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley menggunakan
guideline uji OECD 423. Guideline uji OECD No. 423 yang telah disesuaikan
dengan Kriteria toksisitas berdasarkan pada Global Harminized System (GHS),

sehingga sudah diakui secara internasional.



1.2 Rumusan Masalah

Masalah pada penelitian yang dirumuskan berdasarkan latar belakang masalah
adalah “Apakah terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak
etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-

Dawley menggunakan guideline uji OECD. 423?”.

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui pengaruh dari uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak
etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap
gambaran histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
galur Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Untuk mengetahui pengaruh dari uji toksisitas akut dosis tunggal pada
ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
terhadap kerusakan gambaran sel hepatosit tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) galur Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD
423.

2. Untuk mengetahui pengaruh dari uji toksisitas akut dosis tunggal pada
ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
terhadap kerusakan gambaran sinusoid hepar tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley menggunakan guideline
uji OECD 423.



1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Secara Teoritis

Memperluas pengetahuan mengenai efek dosis tunggal ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-

Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.

1.4.2 Manfaat Praktis

a. Bagi Peneliti
Manfaat bagi peneliti sendiri adalah menjadi tambahan pengetahuan
serta pengalaman dalam melakukan penelitian kesehatan mengenai
uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak etanol daun pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap gambaran histopatologi
hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley

menggunakan guideline uji OECD 423.

b. Bagi Masyarakat
Penelitian diharapkan menjadi tolak ukur dan memberikan informasi
mengenai tingkat keamanan pemakaian ekstrak etanol daun pucuk

merah terhadap organ hepar.

c. Bagi Mahasiswa Kedokteran Universitas Lampung
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi mengenai
pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak etanol daun pucuk
merah  (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur

Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.
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2.1 Daun Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium Walp.)

2.1.1 Pengertian Daun Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium Walp.)

2.1.2

Pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) sangat populer sebagai
tanaman hias di Indonesia. Pucuk merah juga dikenal sebagai red lips,
tumbuh dengan mudah tanpa perawatan khusus. Selain fungsinya sebagai
tanaman hias, daun pucuk merah ternyata mengandung fenol, flavonoid,
dan asam korektif (Wahyu dkk, 2021). Pucuk merah mempunyai daun
warna dengan merah, hijau muda, kuning, dan hijau tua. Selain memiliki
variasi warna pada daun, pucuk merah ini juga memiliki jumlah daun dan

cabang yang banyak sehingga terkesan rimbun (Tsan dan Awang, 2021).

Selain nilai estetika, pucuk merah juga memberikan penyerapan
kandungan CO2 yang baik kebersihan udara sehingga sangat cocok
untuk penghijauan di sekitar lingkungan rumah dan perkotaan (Bernatha
dkk, 2017). Pucuk merah ini dikenal juga sebagai tanaman pagar yang
dapat mempercantik daerah perkotaan tropis dan juga taman rekreasi.
Dikarenakan pertumbuhan yang cepat juga ketahanan yang tinggi
terhadap lingkungan keras perkotaan, spesies tanaman ini dijadikan salah

satu pilihan utama tanaman perkotaan saat ini (Tsan dan Awang, 2021).

Karakteristik Daun Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium Walp.)

Menurut (Salsabila, 2020), taksonomi dari daun pucuk merah adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Class : Dicotyledonae



2.1.3

Ordo : Myrtales

Familia  : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Spesies : Syzygium myrtifolium Walp.

Gambar 2.1 Daun Pucuk Merah (Sumber:
https://images.app.goo.gl/2a75zifMSpCrpmEQ7).

Pucuk merah mempunyai tangkai yang relatif pendek. Sedangkan daun
pucuk merah memiliki bentuk lancet yang termasuk pada daun tunggal
dengan ukuran berkisar dua sentimeter dan juga panjang enam sentimeter
dengan pertumbuhan daun yang saling berhadapan pada puncak tanaman
ini (Lona, 2018).

Kandungan Daun Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium Walp.)

Secara garis besar genus pada Syzygium terkaandung senyawa metabolit
sekunder berupa flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid. Genus
Syzygium yang diteliti menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak etanol
30% dan 70% pada kelinci jantan yang dibebani dengan glukosa
memiliki efek antidiabetes, termasuk daun salam (Syzygium
polyanthum), dengan hasil yang signifikan.



Pada penelitian Novianti dkk pada tahun 2019 yang mengidentifikasi
senyawa sekunder dengan menggunakan ekstrak n-heksa Syzygium
myrtifolium Walp. Ditemukan pada pemeriksaan menggunakan
spektrofotomtri 3 senyawa yang paling mendominasi yaitu bis (2- etil
heksil) heksanadionat; bis (2- etil heksil) ftalat; dan 1- oktadekana.
Senyawa bis (2- etil heksil) heksanadionat dengan rumus molekul
C22H4204 dan berat molekul 370. Senyawa bis (2- etil heksil) ftalat
dengan rumus molekul C24H3304 dan berat molekul 390. Selain sifatnya
yang sitotoksik pada senyawa bis (2- etil heksil) ftalat ditemukan juga
aktivitas antiinflamsi dan juga antimikroba. Sedangkan pada senyawa 1-
oktadekana yang memiliki rumus molekul C18H36 dan berat molekul 52
(Novianti dkk, 2019).
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Gambar 2.2 Senyawa bis (2- etil heksil) ftalat (Sumber:
https://images.app.g00.gl/ZcIGXCzrdnXpC5XD3).
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Gambar 2.3 Senyawa bis (2- etil heksil) heksanadionat (Sumber: Novianti
dkk, 2019).

3‘|- ||r"JLII
g
R VAT VP S
VR
ma= 1% mr=13

LT ] K
me= Ml
m1=1H
CH;
. I_ :_\_L.J-‘ "
rh
ML .I\“r/"\ - H:l.
) ol -— j|_-c'\W
H; * {X) e H
Hy
m'r =81 mz=111

|!F|l' u ,"F".H:

+
H,.L—CH
HA—1H,

'z =35
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2.2 Hepar
2.2.1 Anatomi Hepar

Hepar merupakan salah satu organ viscera paling besar dengan berat 25%
dari berat badan dewasa dan dengan kisaran 1,2- 1,8 kg yang berwarna
kecoklatan dalam keadaan normal. Hepar memiliki konsistensi yang
lunak dengan pembungkus berupa kapsul jaringan fibrosa yang dan
diselimuti oleh peritoneum visceral pada permukaan luar. Hepar terletak
di kanan yang ada di bawah diafragma pada bagian paling atas rongga
abdomen. Hepar sebagian besar dilindungi oleh beberapa tulang rusuk.
(Azmi, 2016).

Hepar terletak sejajar dengan ruangan interkostal VV kanan pada linea
midclavikularis dextra, batas bawah kanan mengikuti arkus costarum
pada costa IX sampai costa VII dan batas bawah kiri mengikuti arcus
costarum costa VII-VII. Permukaan atas cembung sedangkan
permukaan bawah tidak rata dan menunjukkan lekukan yaitu fisura

transversus (Nofrian, 2016).

Hepar dibagi menjadi dua belahan utama, lobus kanan dan lobus kiri oleh
ligamentum falsiforme hepatis pada facies diafragmatika dan oleh fisura
atau fossa sagitalis sinistra pada facies visceralis. Pada permukaan viseral
dengan fossa dan portal sagital kanan dan Kiri, hepar dipisahkan dari
lobus kanan oleh dua lobus kecil, lobus quadratus yang teletak antara
vesica felea dan ligamentum fasiforme. Sedangkan lobus kaudatus
terletak antara vena cava inferior dan ligamentum vonusum
(Ayuningtyas, 2016). Kedua lobus ini dipisahkan oleh porta hepatis.
Lobus quadratus menerima suplai darah dari arteri hepatica sinistra dan
lobus kaudatus mendapat suplai dari arteri hepatica dextra dan sisnistra
(Nabila, 2017).
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Gambar 2.5 Anatomi Hepar (Sumber: Paulsen dan Waschke, 2019).

2.2.2 Fisiologi Hepar

Hepar memiliki beberapa fungsi, salah satunya sirkulasi vena porta yang
menyediakan 75% suplai ke asinus, hal ini memainkan peran penting
dalam fisiologi hepar, terutama dalam metabolisme karbohidrat, protein,
dan asam lemak (Guyton and Hall, 2016).

Hepar merupakan salah satu organ vital tubuh yang paling berat setelah
kulit dan juga merupakan salah satu kelenjar terbesar pada tubuh. Selain
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memiliki fungsi sebagai ekskresi, hepar juga menawarkan racun di dalam
tubuh. Hepar juga berfungsi menyimpan hampir 10% dari volume total
darah pada tubuh manusia dalam pembuluh darah yang ada pada hepar
(Ayuningtyas, 2016).

Hepar merupakan organ metabolik paling besar dan paling penting.
Hepar terbentuk dari sekumpulan besar sel dengan kecepatan
metabolisme yang tinggi dan bereaksi secara kimiawi dengan cara
mengolah serta menyintesis zat-zat yang akan diantar ke bagian tubuh
yang lain (Guyton dan Hall, 2016).

Terdapat beberapa peran hepar dalam fungsinya sebagai organ

metabolik, sebagai berikut:

a) Metabolisme Karbohidrat
Dalam memetabolisme karbohidrat, hepar menyimpan glikogen
dalam jumlah yang cukup besar sehingga memungkinkan hepar
menaikkan kadar konsentrasi glukosa darah jika terdapat penurunan
yang rendah pada konsentrasi gula darah. Dimana glikogen akan
mengambil kelebihan glukosa dalam darah dan kemudian
menyimpannya dan kemudian mengembalikannya saat darah
kekurangan glukosa. Selain itu hepar juga mengubah galaktosa dan
fruktosa menjadi glukosa, melakukan glukoneogenesis yang terjadi
ketika fiksasi glukosa darah berada di bawah kadar normal, dan
membentuk senyawa zat yang diperoleh dari hasil pencernaan
karbohidrat. (Guyton and Hall, 2016).

b) Metabolisme Lemak
Pada kemampuannya dalam memetabolisme lemak, hepar
melakukan oksidasi lemak tak jenuh untuk memasok energi bagi
kemampuan organ tubuh lainnya. Selain itu, hati mengintegrasikan
kolesterol, fosfolipid, dan sebagian besar lipoprotein yang akhirnya

mengatur lemak dari protein dan gula. Lemak murni dapat
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dimanfaatkan sebagai energi dengan memisahkan lemak menjadi
gliserol dan lemak tak jenuh. Untuk membentuk koenzim asetil,
pemecahan lemak tak jenuh dilakukan dengan beta-oksidasi menjadi
radikal asetil 2-karbon A (asetilko-A) dalam siklus asam sitrat yang
kemudian dioksidasi untuk menghasilkan lebih banyak energi.
(Ayuningtyas, 2016).

Pada hepar terjadi hampir seluruh sintesis lemak yang diambil dari
karbohidrat dan juga protein dalam tubuh. Di hepar lemak yang
sudah disintesis akan dikirim dalam lipoprotein untuk disimpan di

jaringan lemak (Guyton and Hall, 2016).

Metabolisme Protein

Menurut Guyton & Hall pada tahun 2016 kemampuan hepar dalam
menyelesaikan pencernaan protein adalah deaminasi asam amino,
yang sebagian besar dilakukan di hepar sebelum asam amino dapat
digunakan untuk energi atau diubah menjadi pati atau lemak. Hepar
juga memiliki kemampuan untuk menghilangkan bau garam dari
cairan tubuh dengan membentuk ureum. Jika tidak dilakukannya
pembentukan ureum, maka konsentrasi amonia plasma akan
mengalami peningkatan tajam yang secara cepat dapat menimbulkan
koma hepatik sampai kematian. Hepar juga berperan dalam
pembentukan protein plasma dan kemampuannya yang paling
penting adalah untuk membentuk berbagai asam amino dan
mengatur senyawa lain yang diperoleh dari asam amino. (Guyton
and Hall, 2016).

Metabolisme lainnya
Selain melakukan metabolisme pada karbohidrat, lemak dan juga

protein, hepar juga memiliki fungsi lainnya yaitu:
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1) Tempat menyimpan nutrisi. Dengan nutrisi yang paling banyak
disimpan adalah vitamin A dan banyak vitamin D dan vitamin
B12.

2) Menyimpan zat besi sebagai feritin, karena sebagian besar zat
besi dalam tubuh disimpan sebagai feritin kecuali zat besi dalam
hemoglobin darah.

3) Membentuk zat darah yang penting dalam proses pembekuan
darah. Zat-zat tersebut termasuk fibrinogen, protrombin, pedal
gas globulin, faktor V11 dan faktor koagulasi lainnya.

4) Detoksifikasi dan ekskresi obat-obatan, bahan kimia, dan bahan

lainnya.

2.2.3 Histologi Hepar

Sinusoid hati

Hepatosit Kanalikuli biliaris

¢ Sel retikuloedotelial
Vena sentral-$g2

Sinusoid hati
Kanalikuli

biliaris Hepatosit

Trias porta
Cabang duktus

g biliaris

Cabang vena

porta hepatik

Cabang arteri

hepatika

(a) Lobulus hati

(b) Hepatosit dan sinusoid

Gambar 2.6 Histologi Hepar (Sumber: Mescher, 2016)

Organ hepar terdiri dari dua lobus yang dilapisi kapsul tipis dan
mesethelium yang merupakan bagian dari peritoneum visceral. Lobulus
hepar adalah unit fungsional hepar yang tersusun atas ribuan struktur
poligonal (Mescher, 2016).



15

Setiap lobulus di perifer dan venula di sentral punya 3-6 area portal yang
dikenal sebagai vena sentral. Pada sudut lobulus terdapat zona porta yang
teridiri dari jaringan ikat dengan venula (bagian dari vena gerbang),
arteriol (bagian dari asinus hepatik) dan saluran epitel kuboid (bagian
dari saluran empedu). Konstruksi ketiga ini dikenal sebagai trias porta
(Figardina, 2020).

Terdapat vena sentral kecil pada tiap lobulus hepar sejumlah pembuluh
darah dan yang membatasi bagian perifer. Jaringan ikat akan
berkelompok dan membentuk salural portal pada pembuluh perifer.
Hepatosit merupakan sel epitel polygonal yang bercabang. Melalui
lempeng hapatosit, dua pembuluh darah tiap lobulus akan membentuk
sinusoid yang bermuara pada vena sentralis (Mescher, 2016). Sekitar
60% dari sel hepar berasal dari hepatosit (Nurhidayati, 2018).

Sinusoid terdiri dari lapisan sel endotel utuh. Sel-sel endotel dipisahkan
dari hepatosit di bawahnya oleh lamina basal tipis yang terputus-putus
dan celah perisinusoidal yang sangat sempit (celah Disse) (Mescher,

2016). Sinusoid hepar mempunyai lapisan endothelial seperti spons dan

juga diselubungi oleh selubung serat retikuler yang halus (Nurhidayati,

2018). Selain sel endotel ada dua sel penting berhubungan dengan

sinusoid, antara lain:

e Sel Kupffer (makrofag steleta), yang akan menghancurkan eritrosit
tua, menghancurkan bakteri yang memasuki darah portal dan sebagai
sel penyaji antigen yang juga sebagai bakteri atau debri dalam aliran
darah portal.

e Sel ito (penimbun lemak steleta) yang juga berperan dalam regulasi
imun (Mescher, 2016).

Pada permukaan melalui celah Disse masing-masing hepatosit akan
terhubung dengan dinding sinusoid dan terhubung juga pada permukaan
hepatosit lainnya. Pada dua hepatosit yang terhubung, dibentuklan celah
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tubular dibuat antara keduanya, yang dikenal sebagai canaliculus biliaris
(saluran empedu). Terdapat celah panjang dengan diameter 1-2 um pada
canaliculi bagian pertama dari sistem duktus biliaris. Saluran atau
canaliculi dari kedua hepatosit tersebut hanya dibatasi oleh membran
plasma, dengan beberapa mikrovili menonjol pada bagian dalam.
Membran sel yang berada di sekitar kanalikuli dihubungkan satu sama
lain oleh sambungan rapat. Di sepanjang lempeng lobulus hepar,
kanakuli biliaris akan beranastomosis secara kompleks dan akan berakhir
di daerah portal. Duktus biliaris tersusun atas sel-sel kuboid (kolangiosit)
dimana pada bagian duktus biliaris ini bermuara kanalikulus biliaris pada
area perifer portal. Setelah melintasi jarak pendek, ductulus melewati
hepatosit yang berbatasan dengan lobulus dan berakhir di celah portal
pada duktus biliaris. Duktus biliaris dilapisi dengan epitel kubus atau
silinder dan memiliki selubung fibrosa khusus. Saluran-saluran ini pada
akan akhirnya keluar dari hepar setelah berkembang secara betahap,

terhubung dengan saluran hepar kanan dan Kkiri (Mescher, 2016).

Derajat kerusakan hepar

Hepar selain berperan penting sebagai penghubung antara darah dengan
organ-organ lain, juga berperan mengatur homeostasis metabolik. Dalam
sistem metabolisme hepar berfungsi sebagai organ penyerapan nutrisi
yang dipasok oleh usus, melakukan detoksifikasi, dan mengeluarkan sisa
hasil metabolit serta xenobiotik ke dalam empedu. Sehingga jika terjadi
kerusakan dapat mempengaruhi gambaran sel hepar secara histopatologi.
Terdapat dua perubahan seluler yang dapat terjadi, yaitu perubahan
reversibel dan irreversibel. Perubahan reversibel merupakan perubahan
pada sel yang dapat kembali ke kondisi normal dengan cara
memberhentikan stimulus. Sedangkan perubahan irreversibel terjadi
dikarenakan mitokondria yang tidak berfungsi normal, sehingga ATP
yang dihasilkan menurun yang membuat terjadi gangguan pada

metabolisme membran. Kerusakan reversibel ditandai dengan adanya
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degenerasi hidropik, degenerasi parenkimatosa, apoptosis, dan nekrosis
(Amalia, 2021).

Gambaran pada degenerasi parenkim menyerupai sitoplasma bergranula
dan berukuran lebih besar dari sel normal dimana terdapat kegagalan
oksidasi yang mengganggu transpor protein hasil proksi oleh ribosom,
sehingga menyebabkan penimbunan air di dalam sel dan menyebabkan
sel membengkak. Degenerasi hidropik tampak menyerupai hepatosit
tetapi menjadi seperti vakuola yang mengandung air dalam
sitoplasmanya tanpa mengandung lemak atau glikogen. Selain itu
gangguan arus air yang masuk ke dalam sel terjadi karena gangguan
transport Na* yang membuat ion natrium meningkat di dalam sel dan
mengakibatkan pembengkakan pada sel. Kedua degenerasi ini
merupakan degenerasi reversibel, dimana degenerasi hidropik lebih
parah dibandingkan degenerasi parenkim. Apoptosis adalah kematian sel
yang berguna untuk mengatur keseimbangan populasi sel, dimana terjadi
pemadatan kromatin pada inti sel namun tidak terjadi kerusakan
membran. Nekrosis adalah rusaknya sel secara permanen atau bisa juga
disebut kematian pada sel. Pada nekrosis akan tampak inti sel yang

berkerut (piknotik) dan menghilang (kariolisis) (Amalia, 2021).

Gambar 2.7 Gambaran histologi Hepar Tikus Putih. Keterangan: A adalah
dosis 1, B adalah dosis 2, a= hepatosit normal, b= degenerasi hidropik, c=
degenerasi lemak, dan d= nekrosis (Amalia, 2021).
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2.3 Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) Terhadap Hepar

Hepar termasuk salah satu organ penting untuk metabolisme, detoksifikasi,
penyimpanan serta eliminasi zat asing dan metabolitnya. Hepar merupakan
organ yang sensitif juga pada metabolit toksik. Terdapat tiga fungsi utama pada
hepar yaitu sebagai penyimpanan, metabolisme, serta biosintesis. Zat asing
utama masuk ke tubuh melewati saluran pencernaan, mereka diserap dan
diangkut ke hepar melalui aliran darah. Karena itu, hepar adalah organ pertama
yang terpapar zat asing (Masykur dkk, 2022).

Etanol sebagian besar dimetabolisme pada hepar. Dalam jangka panjang
pemakaian etanol dalam dosis besar mampu merusak hepar. Kerusakan dapat
berupa degenerasi pada sel hepar, steatosis hingga nekrosis. Kerusakan hepar
yang disebabkan oleh etanol dikarenakan radikal bebas, rasio NAD: NADH
dan asetaldehid. Naiknya jumlah NADH akan menginduksi radikal bebas yang
menyebabkan kerusakan jaringan hepar karena stress oksidatif (Nabila, 2011).

Asetaldehid bersifat sangat reaktif dan secara kovalen dapat mengikat gugus
amino, fosfolipid dan nukleotida, untuk membentuk adduct. Konsekuensi dari
pembentukan adduct- asetildehid salah satunya adalah berkurangnya sintesis
protein dalam pembentukan partikel lipoprotein di hepar dan penurunan sekresi
protein yang bergantung pada tubulin. Trigliserida dan protein menumpuk di
hepar karena gangguan mekanisme sekresi. Deposit protein menyebabkan
kembalinya aliran air ke dalam sel hepar sehingga dapat terjadi perbesaran atau
pembengkakan hepar yang dapat mengawali terjadinya hipertensi portal dan
kerusakan struktural pada hepar (Nabila, 2011). Selain etanol, daun pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) memiliki kandungan triterpenoid,
alkaloid, steroid, fenolik, saponin dan flavonoid, sehinnga pada memiliki efek
antibakteri, antitumor, antioksidan, dan sitotoksik dimana efek tersebut

berperan sebagai hepatoprotektor (Putri dkk, 2020).
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Tingkat kejadian penyakit hepar masih terkategori tinggi di Indonesia dengan
angka endemis Hepatitis B pada urutan kedua di Asia Tenggara, dengan urutan
pertama yaitu Myanmar. Berdasarkan Riskesdas pada tahun 2013 ditemukan
bahwa 28 juta penduduk Indonesia terkena Hepatitis B dan C. Dari 28 juta
tersebut, 14 juta diantaranya menjadi penyakit kronis dengan 1,4 juta orang
terkena kanker hati. Tujuan pengobatan penyakit hepar adalah untuk
mengurangi kerusakan pada hepar dengan menghilangkan virus penyebab
kerusakan hepar atau dengan mencegahnya berkembang biak. Pada
penelitiannya tahun 2014, Merinda berpendapat bahwa tidak ada pengobatan
yang sempurna, hal ini disebabkan biaya pengobatan yang mahal dan efek yang
parah tidak dapat mencegah kekambuhan, sehingga para ahli mencoba
pengobatan alternatif seperti pengobatan herbal karena selain mudah untuk
mendapatkannya juga mudah untuk meramunya. Penggunaan bahan-bahan
herbal mulai dipertimbangkan atas dasar keasadaran akan bahayanya efek
samping dari obat-obatan sintetik yang cendrung lebih besar (Masykur dkk,
2022; Hyas dkk, 2017).

Uji Toksisitas
2.4.1 Definisi

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk menentukan pengaruh toksikan suatu
zat terhadap suatu kerangka organik untuk mendapatkan informasi
respons dosis yang khas terhadap kesiapan uji. Informasi yang diperoleh
dapat digunakan untuk memberikan data tentang tingkat risiko bahaya
dengan asumsi zat tersebut terpapar pada manusia, sehingga dapat
ditentukan dosis penggunaannya untuk keamanan pemakaiannya pada
manusia (BPOM, 2014).

Pengujian toksisitas pada hewan percobaan adalah model yang berguna
untuk menunjukkan adanya respons biokimia, fisiologis, dan patologis
pada manusia terhadap produk uji. Hasil uji toksisitas tidak dapat

sepenuhnya digunakan untuk menunjukkan keamanan suatu zat/sediaan
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pada manusia, tetapi dapat memberikan indikasi toksisitas relatif dan
membantu mengidentifikasi efek toksik jika terpapar pada manusia.
Faktor-faktor yang menentukan reliabilitas hasil uji toksisitas in vivo
adalah: pemilihan spesies hewan uji, strain dan jumlah hewan; cara
penanganan sediaan uji; pemilihan dosis uji; pengaruh sediaan uji; teknik
dan metode pengujian, termasuk cara hewan ditangani selama percobaan
(BPOM, 2014).

Uji Toksisitas Akut Oral

Tes toksisitas akut oral adalah tes yang secara oral diberikan dengan
dosis tunggal atau dalam dosis ulangan pada kurun waktu 24 jam untuk
mengetahui efek zat beracun yang muncul dalam waktu singkat (BPOM,
2014).

Tujuan dari uji toksisitas oral akut yaitu untuk mengidentifikasi toksisitas
intrinsik zat. informasi tentang risiko pajanan akut suatu zat, dapat
digunakan untuk menentukan tingkat dosis, merancang uji toksisitas
tambahan, memperoleh nilai LD50 zat/sediaan, serta menentukan
klasifikasi dan pelabelan bahan/sediaan (BPOM, 2014).

Prinsip uji toksisitas akut oral adalah bahwa produk uji pada tingkat dosis
yang berbeda diberikan kepada kelompok hewan uji yang berbeda dalam
dosis tunggal tiap kelompok, lalu diamati efek toksik dan kejadian
kematian. Setelah itu dilakukan otopsi pada hewan coba yang mati dan
hewan yang bertahan hidup hingga akhir untuk mengevaluasi tanda-
tanda toksisitas (BPOM, 2014).

Metode Uji OECD Guideline No. 423

OECD yang merupakan singkatan dari organization for economic
cooperation and development adalah suatu organisasi internasional yang
bergerak dibidang ekonomi dan pembangunan (Bene, 2015). OECD juga

mengelurkan guideline pengujian bahan kimia dalam mengidentifikasi
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keamanan suatu produk mencakup bahan kimia, pestisida, perawatan
lainnya yang menjadi standar dan diakui secara internasional dalam
menguji. Metode pengujian ini secara berkala direvisi oleh banyak ahli
dari anggota OECD yang berasal dari berbagai negara (Sasmito dkk,
2015).

Keuntungan dari metode ini adalah lebih sedikit hewan coba yang
digunakan sehingga lebih manusiawi karena dapat meminimalkan
penggunaan hewan untuk uji coba, dan juga lebih ekonomis dan waktu
perawatan. yang relatif cepat (Wulan dkk, 2021)

Terdapat 3 jenis metode uji toksisitas OECD dan Metode Uji OECD 423
untuk toksisitas oral akut merupakan salah satu metode yang digunakan
dalam penelitian ini. Prosedur ini bertahap menggunakan 3 hewan coba

yang berjenis kelamin sama, dengan rata-rata 2-4 tahap (Amika, 2020).

Selain menentukan dosis toksik pada senyawa, suatu senyawa dapat juga
ditentukan rentang nilai LD50 (Lethal Dose 50). Sedangkan LD50
sendiri bisa dipakai dalam mengklasifikasikan bahan ataupun senyawa
yang supertoksik hingga nontoksik (Anwari, 2022). Bersadarkan nilai
LDso untuk menentukan tingkat toksisitas akut dari sediaan uji coba

dibagi sesuai dengan Klasifikasi berikut:

Tabel 2.1 Kriteria Pengelompokan Toksisitas Akut Berdasarkan LD50 (Hodge
dan Sterner, 2005).

Tingkat Toksisitas LDso Oral (Pada Mencit) Klasifikasi
1 <5 mg/kg Super Toksik
2 5-50 mg Sangat Toksik
3 >50 — 500 mg Toksik
4 >500-2000 mg Toksik Sedang
5 >2000-5000 mg Toksik Ringan
6 >5000 mg Tidak Toksik

Kriteria klasifikasi toksisitas akut pada tabel 2.3 umumnya dipakai dalam
menentukan klasifikasi toksisitas akut untuk obat-obatan, obat

tradisional, suplemen makanan, dan bahan lain (umumnya diakui



22

aman/GRAS) seperti bahan pangan. Dalam OECD Test Guideline for
Chemical Substances (2001) penentuan dan pelabelan kategori toksisitas
akut bahan kimia seperti pestisida dievaluasi menurut standar bahaya
GHS (Globally Harmonized System of Classification for Chemical
Substances and Mixtures), seperti yang ditunjukkan pada Tabel 2.1
(BPOM, 2014).

Tabel 2.2 Kriteria Pengelompokan Sediaan Uji berdasarkan OECD (OECD,

2001).
Dosis Kematian Kategori
(mg/kgBB)
5 Kematian pada > 2 dari 5 ekor 1
5 Terdapat gejala toksisitas tanpa ada kematian
pada > 1 ekor 2
50 Kematian pada > 2 dari 5
50 Terdapat gejala toksisitas tanpa ada kematian
pada > 1 ekor 3
300 Kematian pada > 2 dari 5
300 Terdapat gejala tokisitas pada > 1 dan atau <1
mati 4
2000 Kematian pada > 2 dari 5
2000 Terdapat gejala toksisitas tanpa ada kematian 5
pada > 1 ekor.
Tidak ditemukan gejala toksisitas 5/

unclaassified

Terdapat dua uji pada metode OECD 423 yaitu limit test dan main test.
Dalam limit test, dosis awal ditentukan dengan satu hewan per dosis.
Dosis permulaan yang diberikan di bawah perkiraan nilai LDso, tetapi
menyebabkan gejala toksik pada hewan yang diuji. Pada main test, 3
hewan per kelompok dosis diberikan dosis secara bertahap. Selanjutnya
pemberian dosis kepada subjek berdasarkan terhadap respons fisiologis
subjek pada dosis awal. Dosis untuk pengujian selanjutnya akan
dikurangi dan begitupula sebaliknya jika sejumlah hewan uji yang mati
melebihi satu. Pada Pedoman OECD 423 dosis yang diberikan yaitu 5,
50, 300 dan 2000 mg/kgBB. Sedangkan hasil dari LDso berbentuk
rentang nilai dosis (Islamiah, 2016).
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Gambar 2.8 Rangkaian Prosedur Toksisitas Akut Berdasarkan OECD No.

423 (Sumber: OECD, 2001).

2.5 Tikus Putih Jantan (Rattus novegicus) galur Sprague- Dawley

Tikus putih (Rattus novergicus) memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom
Phylum
Divisio
Class

Ordo
Familia
Genus
Species
Galur/ strain

(Komang, 2014).

: Animalia

: Chordata

: Mammalia

: Rodentia

: Odontoceti

: Muridae

. Rattus

: Rattus norvegicus

: Sprague Dawley
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Gambar 2.9 Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague-Dawley (Sumber:
Akbar, 2010).

Tikus adalah hewan mamalia dengan peran penting dalam dalam kehidupan
manusia, baik yang menguntungkan maupun merugikan. Sifat-sifat yang
menguntungkan, terutama dalam hal penggunaannya sebagai hewan percobaan
di laboratorium. Sifat yang merugikan adalah dari segi letak parasit pada
produk pertanian, hama, serta penyebar dan vektor berbagai penyakit pada
manusia. Tikus sendiri merupakan hewan yang berperilaku baik, mudah
ditangani, dan sehat sehingga cocok untuk dijadikan sebagai hewan uji di
laboratorium. Selain itu tikus secara struktur sel, komponen biokimia dan
membran sel lipoprotein terbilang sangat mirip dengan manusia, sehingga pada

absorbs xenobitik dan metabolisme sangatlah mempengaruhi (Susanti, 2015).

Tikus Sprague-Dawley bisa mencapai usia maksimal 3,5 tahun dengan tikus
dewasa yang memiliki berat 250-300 gram pada betina dan 450-520 gram pada
jantan. Tikus jenis ini dibiakkan pertama kali oleh Robert Worthington
Dawledi pada tahun 1925 di University of Wisconsin dengan nama dagang
Sprague- Dawley (Rosidah dkk, 2020). Sedangkan terpilihnya tikus galur
Sprague- Dawley dibandingkan tikus galur Wistar pada penelitian karena tikus
galur Sprague- Dawley memiliki kemampuan metabolisme lebih sensitif dan

cepat jika dipakai untuk penelitian terkait metabolisme tubuh (Islamiah, 2016).
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Tabel 2.3 Data Biologis Tikus (Islamiah, 2016; Maula, 2014).

Indikator

Deskripsi

Berat Badan (Dewasa)

Lama Waktu Hidup
Umur Dewasa
Tekanan Darah

Denyut Jantung

Sel Darah Merah

Sel Darah Putih

Respirasi

Suhu (Rektal)

Konsumsi Makanan (Dewasa)
Konsumsi Minuman (Dewasa)
Volume Urin

pH Urin

SGOT

SGPT

Aktivitas

Jantan: 300-800 gram

Betina: 250-400 gram

2-3,5 tahun

40-60 hari

Sistolik: 75-120 mmHg

Diastolik: 60-90 mmHg

320-480 per menit

7,2-9,6 x 106/mm?3

5,0-13 x 103/mm?3

85-110 per menit

36-39° C (dengan rata-rata 37,5° C
15-30 gram/hari

25-45 ml/hari

5,5 ml/ 100 gram/ hari

7,5-8,5

45,7-80,8 1U/liter

17,5-30,2 1U/liter

Beraktifitas di malam hari (Nokturnal).

Pemberian ekstrak etanol daun pucuk merah akan toksik jika dikonsumsi

sekitar 15% dari jumlah total diet harian, dengan anggapan konsumsi harian

makanan yang diberikan sebesar 25 gram/hari dan minuman 35 ml/hari dengan

dosis pemberian ektrak etanol 900 mg/hari (Islamiah, 2016).



2.6 Kerangka Penelitian

2.6.1 Kerangka Teori

Ekstrak etanol pucuk

merah

v

Penggunaan dalam dos

is tinggi

v

Menyebabkan kerusakan hati

Kenaikan rasio
NAD: NADH

v

Menginduksi radikal
bebas

Kenaikan jumlah
Asetaldehid

v

Berikatan secara kovalen
dengan gugus amino

v

Pembentukan adduct- asetildehid

v

!’
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Berkurangnva sintesis protein dalam Penurunan sekresi protein vang
pembentukan partikel lipoprotein bergantung pada tubulin

v

Trigliserida dan protein menumpuk di hatt
karena gangguan mekanisme sekresi

v

Deposit protein menyebabkan refluks air
ke dalam sel hati

v

Pembengkakan hati

v

Hipertensi portal

\ 4

Stres oksidatif

]

v

Kerusakan sel hati

v

Perubahan histopatologi hati

[] =Ditetisi
[ ] =Tidak diteliti

Gambar 2.10 Kerangka teori

(Sumber: Amalia

, 2021; Anwari, 2021).



27

2.6.2 Kerangka Konsep

e i

Pemberian ektrak etanol i Perubahan gambaran histopatologi i
daun pucuk merah dosis —>} hati tikus putih (Ratius norvegicus) i
tunggal i galur Sprague-Dawley i

Gambar 2.11 Kerangka Konsep (Sumber: Amalia, 2021; Anwari, 2021).

2.7 Hipotesis

HO: Tidak terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium Walp.) terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-
Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.

H1: Terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak etanol daun
pucuk merah (Syzygium Muyrtifolium Walp.) terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-
Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Desain penelitian ini adalah post-test only control group design (Rosa, 2015)
dengan quasi experiment methode, yaitu metode penelitian yang dipakai untuk
menemukan efek suatu hal pada kondisi yang dikendalikan dengan yang lain
(Sugiyono, 2016; Rosa, 2015).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini bertempat di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
Untuk aklimatisasi, intervensi serta terminasi tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley akan diproses di animal house
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Pembuatan preparat
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Nadafri, sedangkan
pengamatan preparat dilakukan di Laboratorium Histologi dan Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak
etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) dilakukan di
laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan

IImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian akan dilakukan mulai dari bulan Agustus 2022 sampai dengan
bulan Desember 2022.
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3.3 Subjek Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian

Penelitian ini populasi yang dipakai merupakan tikus putih jantan (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley yang didapat dari Palembang
Tikus Center dengan usia berkisar 8-12 minggu dikarenakan maturitas
organ pada tikus putih dimulai pada minggu ke 5-10 minggu. Sedangkan
untuk berat yang digunakan yaitu 200-300 gram menyesuaikan dengan
berat tikus putih jantan dewasa yang berkisar 300-800 gram.

3.3.2 Sampel Penelitian

Pada penelitian ini, jumlah sampel telah diatur pada guideline uji OECD
No0.423 acute oral toxicity class method. Dimana sampel penelitian
terbagi atas 18 ekor tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-
Dawley yang akan dibagi pada 6 kelompok acak (random sampling),
terdiri dari 5 kelompok perlakuan dan 1 kelompok kontrol. Setiap
kelompok terdiri atas 3 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur

Sprague-Dawley.

3.3.3 Kiriteria Inklusi

Pada penelitian ini kriteria inklusi sampel sebagai berikut:

1) Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley.

2) Usia berkisar 8-12 minggu.

3) Berat badan berkisar 200-300 gram.

4) Sehat (aktif bergerak, tingkah laku normal, tidak kusam dan tidak

terdapat kerontokan rambut).

3.3.4 Kriteria Eksklusi

Pada penelitian ini kriteria inklusi sampel sebagai berikut:
1) Ditemukan kelainan anatomis dan perilaku pada tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley.

2) Terjadi penurunan 10% pada berat badan setelah fase adaptasi.
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Tabel 3.1 Kelompok Perlakuan (OECD, 2001).

No Kelompok

Perlakuan

1 Kelompok Kontrol (K)

2  Kelompok Perlakuan 1 (P1)

3 Kelompok Perlakuan 2 (P2)

4  Kelompok Perlakuan 3 (P3)

5  Kelompok Perlakuan 4 (P4)

6  Kelompok Perlakuan 5 (P5)*
*dilakukan apabila terdapat 0-
1 kematian pada P1

Kelompok tikus yang diberikan larutan Na-CMC
1% dengan volume 2,5 ml per oral.

Kelompok tikus yang diberikan ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium
Walp.) dengan dosis 2000 mg/kgBB dan volume
pemberian 2,5 ml per oral pada sekali pemberian.
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium
Walp.) dengan dosis 300 mg/kgBB dan volume
pemberian 2,5 ml per oral pada sekali pemberian.
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium
Walp.) dengan dosis 50 mg/kgBB dan volume
pemberian 2,5 ml per oral pada sekali pemberian.
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium
Walp.) dengan dosis 5 mg/kgBB dan volume
pemberian 2,5 ml per oral pada sekali pemberian.
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak etanol
daun pucuk merah (Syzygium Myrtifolium
Walp.) dengan dosis 5000 mg/kgBB dan volume
pemberian 2,5 ml per oral pada sekali pemberian.

3.4 Idetifikasi Variabel Penelitian

3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol daun

pucuk merah (Syzygium Myrtifolium Walp.).

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah gambaran histopatologi hepar

tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley.
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Tabel 3.2 Definisi Operasional

Variabel Definisi Alat Ukur Hasil Ukur Skala
Ekstrak etanol Zat dengan Tabung Berdasarkan OECD  Ordinal
daun pucuk merah  kandungan aktif ukur, Spuit pada tahun 2001:

(Syzygium berasal dari 3 cc dan P1=2000 mg/kgBB
Myrtifolium pucuk  merah neraca P2 =300 mg/kgBB
Walp.). yang diperoleh analitik. P3 =50 mg/kgBB
melalui P4 =5 mg/kgBB
ekstraksi dengan P5* = 5000 mg/kgB
metode maserasi
(Haryati  dkk, *dilakukan apabila
2016). terdapat 0-1
kematian pada P1
Gambaran
histopatologi
hepar
e Sel pada 5 Lapang pandang Mikroskop Derajat kerusakan Ordinal
lapang pandang  merupakan cahaya sel hepar:
setiap preparat bidang e (0 (Normal) =
bercahaya dan tidak ditemukan
berbentuk degenerasi  dan
lingkaran pada nekrosis.
preparat ketika e1 = ditemukan
dilihat melalui degenerasi dan
okuler. nekrosis 0-20%.
Pengamatan e 2 = ditemukan

dilakukan untuk
melihat derajat
kerusakan  sel
hepar pada 5
lapang pandang
yang dilakukan
pada setiap
preparat (Padoli,
2013).

degenerasi  dan
nekrosis 21-50%.
e 3 = ditemukan
degenerasi  dan
nekrosis 50-75%.
e 4 = ditemukan
degenerasi  dan
nekrosis >75%.
(Mordue, 2001).

3.6 Instrumen Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian

1) Alat yang dibutuhkan dalam perlakuan:

a. Kandang tikus dengan ukuran 39x42x15 cm?® dari bahan plastik

yang terbuat dari kawat dan juga kayu.

b. Tempat minum dan makan tikus

c. Sonde lambung
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2) Alat yang dibutuhkan dalam pembuatan preparat histologi:
a.

=

a o

J-

K.

o «Q —Hh o

o Q —Hh o

Gelas ukur 10 ml dan 100 ml
Labu ukur 100 ml dan 250 ml
Pipet tetes

Spatula

Jarum suntik

Gunting bedah

Lumpang

Alu

. Spuit5cc,3ccdanlcc
. Tabung Erlenmeyer

Neraca analitik

Meserator dan Rotary evaporator
Pengaduk

Handscoon

Masker

Minor set
Automatic tissue processor
Parrafin dispensser
Base mold
Waterbath
Mikroskop cahaya
Object glass

Cover glass

Tissue cassette
Kertas saring
Histoplast

Rotary microtome

m. Staining jar

n.

Staining jack
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3.6.2 Bahan Penelitian

Bahan yang dibutuhkan pada masa perlakuan:

S

e o

J-

K.

o Q —H~ o

Tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley
Daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
Makanan tikus

Sekam

Aquadest

Etanol 96%

H2SO4 pekat

Etil asetat

. HCL pekat

FeCl3 1%
CHCI3
CH3COOH glasial,

m. Na-CMC 1%

n.

Serbuk Mg

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Aklimatisasi Hewan Coba
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Aklimatisasi yang bertujuan untuk penyesuaian dengan lingkungan baru

oleh mencit dilakukan selama 7 hari di animal house Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung. Ketika pertama kali datang dilakukan

penimbangan terhadap hewan coba dan diberi tanda untuk menentukan

alokasi pada kelompok perlakuan. Setiap kelompok perlakuan terdapat 3

ekor mencit putih. Hewan coba kemudian ditempatkan dalam kandang

yang terbuat dari bahan plastik dan ditutup dengan kawat besi yang

dikelilingi kayu agar lebih kuat. Bagian bawah kandang diisi dengan
sekam setebal 0,5-1 cm (Hasanah, 2015).
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Hewan coba disimpan dan dirawat dalam keadaan suhu, kelembapan
serta cahaya yang baik. Hewan percobaan tiap harinya akan diberi pakan
tikus standar dan minum aquadest yang ditempatkan pada botol plastik
ad libitum. Selain itu, aktivitas motorik hewan coba juga dipantau setiap
hari. Sedangkan pergantian sekam 2 kali tiap harinya dilakukan untuk

menjaga kebersihn kendang (Agustina, 2017).

3.7.2 Proses Persiapan dan Ekstraksi Etanol Daun Pucuk Merah

Serbuk daun pucuk merah sebanvak 100 gram

Larutan Etanol 96%
¥

Ekstraks: dengan maserator

Y

Penyaringan (FVacuum Filtration)
[

y v

Filtrat Residu

¥
Penguapan pada
suhu 40-45°C
(Rotary Evaporator)

¥
Dihasilkan ekstrak
kental

Gambar 3.1 Tahapan Eksraksi Etanol Daun Pucuk Dengan Maserasi (Sumber:
Amalia, 2021).

Pada tahapan persiapan daun pucuk merah akan dicuci untuk
menghilangkan kotoran kemudian dikeringkan dan dibiarkan selama 5
hari sampai mengering. Dalam penelitian ini, 100 gram serbuk daun
pucuk merah ditempatkan dalam botol kaca tertutup dan dilakukan
maserasi atau perendaman pada larutan etanol 96%. Perendaman
dilakukan pada botol kaca kapasitas 2,5 L selama 24 jam pada maserator.
Kemudian penyaringkan untuk memisahkan filtrat dan residu pada
vacuum filtration dan terakhir penguapan dilakukan pada suhu 40-45°C

dengan rotary evaporator. Kemudian dihasilkan ekstrak berkonsentrasi
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kental (100%). Hasil ekstraksi bisa disimpan dalam lemari es dengan
temperatur 4°C (Hasti dkk, 2022; Maulidy dkk, 2021; Runanda, 2018).

3.7.3 Perhitungan Dosis Ekstrak Pucuk Merah

1) Larutan Na-CMC 1%
Sediaan dibuat sebanyak 25 ml, dengan perhitungan dan

penimbangan Na-CMC sebagai berikut:

1g9r
100 ml

Larutan Na-CMC sejumlah 0,25 gram dilarutkan dengan aquades

x 25 ml = 0,25 gram

hingga 25 ml.

2) Pembuatan kadar suspensi ekstrak etanol daun pucuk merah pada
dosis 2000 mg/kgBB dengan rerata berat mencit putih jantan= 300
gram, dihitung sebagai berikut:

a. Dosis ekstrak etanol daun pucuk merah= 2000 mg/kgBB

2000 mg
1000 grBB

x 250 grBB =500 mg

b. Kadar larutan sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah pada

dosis 2000 mg/kgBB pada pemberian oral 2,5 ml

2099 ~ 200 gram

2,5ml
c. Pembuatan larutan sediaan 25 ml, maka penimbangan ekstrak
etanol daun pucuk merah sebagai berikut:

200 mg
1ml

Sehingga ekstrak etanol daun pucuk merah sejumlah 5 gram

X 25 ml =5000 mg= 5 gram

disuspensikan pada Na-CMC 1% hingga 25 ml.

3) Pembuatan kadar suspensi sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah
pada dosis 300 mg/kgBB dengan rerata berat mencit putih jantan=
300 gram, dihitung sebagai berikut:

a. Dosis ekstrak etanol daun pucuk merah= 300 mg/kgBB

300 mg

———x 250 grBB =75 mg
1000 grBB
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b. Kadar larutan sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah pada

dosis 2000 mg/kgBB pada pemberian oral 2,5 ml:

75mg _
sl 30 mg/ml

c. Pembuatan larutan sediaan 25 ml, maka penimbangan ekstrak

etanol daun pucuk merah sebagai berikut:

30 mg

x 25 ml =750 mg= 0,75 gram

1ml

Sehingga ekstrak etanol daun pucuk merah sejumlah 0,75 gram

disuspensikan pada Na-CMC 1% hingga 25 ml.

4) Pembuatan kadar suspensi sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah
pada dosis 50 mg/kgBB dengan rerata berat mencit putih jantan= 300
gram, dihitung sebagai berikut:

a. Dosis ekstrak etanol daun pucuk merah= 50 mg/kgBB

50 mg
1000 grBB

x 250 grBB = 12,5 mg

b. Kadar larutan sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah pada

dosis 50 mg/kgBB pada pemberian oral 2,5 ml:

12,5
—2oMI _ g mg/ml
2,5ml

c. Pembuatan larutan sediaan 25 ml, maka penimbangan ekstrak

etanol daun pucuk merah sebagai berikut:

5mg
1ml

Sehingga ekstrak etanol daun pucuk merah sejumlah 0,125 gram

x 25 ml =125 mg= 0,125 gram

disuspensikan pada Na-CMC 1% hingga 25 ml.

5) Pembuatan kadar suspensi sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah
pada dosis 5 mg/kgBB dengan rerata berat mencit putih jantan= 300
gram, dihitung sebagai berikut:

a. Dosis ekstrak etanol daun pucuk merah=5 mg/kgBB

5mg
1000 grBB

x 250 grBB = 1,25 mg

b. Kadar larutan sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah pada
dosis 5 mg/kgBB pada pemberian oral 2,5 ml:
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1,25mg _
2,5ml

0,5 mg/ml

c. Pembuatan larutan sediaan 25 ml, maka penimbangan ekstrak

etanol daun pucuk merah sebagai berikut:
0,5mg

x 25 ml =12,5 mg=0,0125 gram

1ml

Sehingga ekstrak etanol daun pucuk merah sejumlah 0,0125 gram

disuspensikan pada Na-CMC 1% hingga 25 ml.

6) Pembuatan kadar suspensi sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah
pada dosis 5000 mg/kgBB dengan rerata berat mencit putih jantan=
300 gram, dihitung sebagai berikut:

a. Dosis ekstrak etanol daun pucuk merah= 5000 mg/kgBB

5000 mg
1000 grBB

x 250 grBB = 1250 mg
b. Kadar larutan sediaan ekstrak etanol daun pucuk merah pada

dosis 5 mg/kgBB pada pemberian oral 2,5 ml:

1250 mg _
2,5ml

500 mg/mi
c. Pembuatan larutan sediaan 25 ml, maka penimbangan ekstrak

etanol daun pucuk merah sebagai berikut:

2209 x 25 ml = 12500 mg= 12,5 gram

Sehingga ekstrak etanol daun pucuk merah sejumlah 12,5 gram

disuspensikan pada Na-CMC 1% hingga 25 ml.

Ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang
dibutuhkan setelah melakukan perhitungan pada penelitian kali ini

adalah sejumlah 18,3875 gram.

3.7.4 Intervensi Hewan Coba

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley sejumlah
18 ekor yang terbagi pada 1 kelompok kontrol yang diberikan larutan Na-
CMC 1% dan 5 kelompok dengan kelompok perlakuan 1 yang diberikan

ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) dengan
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dosis 2000 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral. Pada kelompok perlakuan
2, tikus putih diberikan ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) dengan dosis sebanyak 300 mg/kgBB sebanyak 2,5
ml per oral. Pada kelompok perlakuan 3, tikus putih diberikan ekstrak
etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) dengan dosis 50
mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral. Pada kelompok perlakuan 4, tikus
putih diberikan ekstrak etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) dengan dosis 5 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral sedangkan
pada kelompok perlakuan 5, tikus putih diberikan ekstrak etanol daun
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) dengan dosis 5000 mg/kgBB
sebanyak 2,5 ml per oral (OECD, 2001).

3.7.5 Terminasi Hewan Coba

Setelah memberikan perlakuan, mencit putih pada masing-masing
kelompok diberikan anastesi dengan injeksi ketamine untuk
meminimalisasi rasa sakit dan kecemasan terhadap spesimen. Proses
cervical dislocation, dengan menempatkan ujung ibu jari dan jari
telunjuk di kedua sisi leher tikus untuk menekan bagian belakang pangkal
tengkorak ke sumsum tulang belakang sementara tangan yang lain
meraih ekor dan secara cepat ditarik untuk memisahkan vertebra servikal
dari tengkorak dan pemisahan sumsum tulang belakang dari otak.
Tahapan akhir adalah dengan laparotomi dengan sayatan perut dibuat
untuk mengangkat hepar (American Veterinary Medical Association,
2020).

3.7.6 Proses Pembuatan Preparat

Pembuatan preparat histologi hepar dilakukan dengan tahapan berikut:
1) Fiksasi
Fikasasi sampel jaringan dilakuakan selama 3 jam dengan Buffer
Neutral Formalin (BNF) 10% dan dibilas dengan air mengalir 3-5
kali.



2)

3)

4)

5)

6)
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Pemotongan Spesimen (Trimming)

Pemotongan specimen dengan ketebalan 0,5 hingga 1 cm, yang

kemudian potongan akan ditempatkan pada tissue cassette untuk

diletakkan pada automatic tissue processor. Sedangkan untuk sisa

specimen disimpan pada BNF di botol yang tertutup rapat.

Dehidrasi

Perendaman sampel pada alcohol dilakukan pada durasi dan

konsentrasi bertingkat, sebagai berikut:

a. Selama 45 menit pada alkohol 70%

b. Selama 45 menit pada alkohol 80%

c. Selama 45 menit pada alkohol 96%

d. Selama 45 menit pada alkohol absolut

e. Selama 45 menit pada alkohol absolut

Clearing

Untuk menghilangkan paraffin alkohol menggunakan xylol | dan

xylol Il masing-masing tahapan clearing dilakukan selama 1 jam.

Infiltrasi

Perendaman jaringan pada larutan paraffin cair pada oven dengan

suhu 60°C selama 1 jam.

Embedding atau blocking

Dengan tahapan sebagai berikut:

a. Dengan memanaskan di atas api dan mengusapnya menggunakan
kapas sisa paraffin yang ada pada base mold dapat dibersihkan.

b. Paraffin kemudian ditempatkan pada cangkir berbahan logam
kemudian diletakkan di oven bersuhu 58°C.

c. Paraffin cair dimasukkan ke dalam base mold.

d. Pindahkan satu per satu dari tissue cassette ke dasar base mold,
sesuaikan jarak satu sama lain.

e. Base mold kemudian dimasukkan ke dalam air.

f. Paraffin yang berisikan potongan organ dibebaskan dari base mold
dengan cara didiamkan selama beberapa waktu pada suhu 4-6°C.
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g. Sesuai dengan letak jaringan yang ada parafin dipotong-potong
dengan menggunakan scalpel/pisau panas.
h. Siap dipotong menggunakan mikrotom.
7) Sectioning (Pemotongan Blok)

Tahapan ini dilakukan di ruangan yang dingin Sebelum dilakukan
pemotongan jairngan akan didinginkan di lemari es terlebih dahulu.
Tujuan dilakukan sectioning adalah agar didapatkan sediaan yang
tipis, rata, tidak terputus maupun terlipat menggunakan rotary
microtome dengan disposable knife. Pemotongan jaringan berkisar 4-
5 um yang kemudian selama beberapa detik pada waterbath dengan
temperatur 60°C dibiarkan hingga sempurna mengembang. Tahapan
akhir object glass yang berisi sampel jaringan disimpan pada
incubator dengan temperatur 37°C selama 24 jam, dan jaringan
dibiarkan hingga sempurna melekat (Survana dkk, 2019; Mulyono,
2013).

3.7.7 Pewarnaan Hematoxylin-Eosin

Sebelum prosedur pewarnaan, preparat histopatologi dideparafinisasi

untuk menghilangkan paraffin menggunakan larutan xylol | dan I

selama 5 menit kemudian dilanjutkan dengan etanol absolut selama 60

menit. Selanjutnya tahapan rehidrasi dilakukan mengggunakan alkohol

dengan cara sediaan direndam secara bertingkat mulai dari alkohol

absolut, alkohol 96% selama 2 menit dan alkohol 70% selama 2 menit.

Kemudian selama 10 menit sediaan dicuci pada air mengalir. Setelah

perwarnaan dengan Mayer’s Hemotoxylin sediaan akan dilanjutkan

dengan proses sebagai berikut:

1) Merendam preparat selama 8 menit pada larutan Mayer’s
Hemotoxylin.

2) Mencuci preparat selama 30 detik pada air mengalir.

3) Menyelupkan preparat selama 15-30 detik pada larutan lithium
karbonat.

4) Mencuci preparat selama 2 menit pada air mengalir.



41

5) Merendam preparat selama 2-3 menit pada larutan eosin.

6) Mencuci preparat selama 30 hingga 60 detik pada air mengalir

7) Kemudian preparat direndam selama 2 menit pada larutan alkohol
70% dan 96% dan mencuci preparat selama 10. Kemudian
penjernihan selama 1 menit menggunakan xylol | dan 2 menit pada
xylol I1.

8) Mounting dengan menetesi entelan pada object glass kemudian

ditutup menggunakan cover glass (Sutomo dkk, 2019).

3.7.8 Pengamatan Preparat di Bawah Mikroskop

Preparat diamati pada perbesaran 400x mikroskop cahaya dengan 5
lapang pandang di sekitar vena sentralis per preparat untuk diamati
kerusakan selnya. Setelah itu dilakukan penilaian pada struktur hepar.
Langkah berikutnya adalah dengan scoring rerata perubahan sel untuk

mengetahui derajat kerusakan.

Tabel 3.3 Skoring Evaluasi Hepar menurut Mordue pada tahun 2001 (Arsya

dkk, 2019).
Skor Perubahan Histopatologi
0 (Normal) Tidak ditemukan degenerasi dan nekrosis pada satu lapang

pandang yang diamati.

1 Ditemukan 1-20% degenerasi dan nekrosis pada satu lapang
pandang yang diamati.

2 Ditemukan 21-50% degenerasi dan nekrosis pada satu
lapang pandang yang diamati.

3 Ditemukan 51-75% degenerasi dan nekrosis pada satu
lapang pandang yang diamati.

4 Ditemukan >75% degenerasi dan nekrosis pada satu lapang

pandang yang diamati.
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3.8 Pengolahan Data

Proses pengolahan data adalah dengan melakukan tahap editing, coding, data

entry serta cleaning.

3.8.1 Editing

Merupakan kegiatan untuk memeriksa data skoring:

a.
b.
C.
d.

Lengkap semua data hasil skoring

Kejelasan hasil skoring

Relevansi jika hasil sesuai dengan rumus pada skoring.
Konsistensi jika antara hasil skoring didapatkan dari penghitungan

yang sama dengan rumus skoring yang sama.

3.8.2 Coding

Merupakan kegiatan untuk mempermudah proses entry data dimana data

yang berbentuk huruf akan dikonversi menjadi data dalam bentuk

bilangan atau angka.

3.8.3 Data Entry

Merupakan proses memasukkan data angka atau bilangan hasil dari

coding ke dalam Software computer. Dalam memproses data, terdapat

beberapa paket program yang dapat digunakan. Masing-masing memiliki

kelebihan dan kekurangan. Untuk entri data salah satu paket perangkat

lunak yang sudah populer adalah program SPSS for Window.

3.8.4 Cleaning

Cleaning (pembersihan data) merupakan pemeriksaan kembali kesalahan

pada data input. Kesalahan dapat terjadi saat memasuki komputer. Yang

nantinya akan dilakukan perbaikan.
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3.9 Analisis Data

Tahapan analisis data dimulai dengan uji normalitas dengan metode Shapiro
Wilk bertujuan untuk melihat persebaran data menggunakan software uji
statistik. Shapiro Wilk digunakan untuk menganalisis data jumlah sampel <50.
Selanjutnya tahapan analisis data dengan uji Levene’s test dalam menilai
homogenitas pada variasi data. Kemudian analisis parametrik dengan uji One
Way Anova dilakukan pada data yang terdistribusi normal dan homogen,
sedangkan uji Kruskal Wallis pada analisis non parametrik dilakukan jika data
tidak terdistribusi normal dan tidak homogen. Jika kemaknaan uji One Way
Anova dengan p<0,05, maka analisis post hoc LSD perlu dilakukan dalam

menilai perbedaan yang bermakna tiap kelompok.



3.10 Alur Penelitian

Mencit putih jantan usia 8-
12 minggu galur Sprague-
Dawley diterima

A J

Populasi random
galur Sprague-

Dawley

Y

Intervensi hewan uji

coba

v

Kelompok kontrol
hewan uji coba

¥

Pengkondisian selama 7 han

Pembazian secara random

Kelompok P1 (dosis
2000 mg'kgBB)

v

v

Ditemukan 0-1
hewan yang mati

Ditemukan 2-3
hewan yang mati

v

v

Kelompok P5 (dosis
5000 mg'kgBB)

Kelompok P2 (dosis
300 mg'kgBB)
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I
Ditemukan (-1 Ditemukan 2-3
"] hewan yang mati hewan yang mati

v

Kelompok P3 (dosis
50 mg'kgBB)
I
Ditemukan 0-1 Ditemukan 2-3
“| hewan vang mati hewan yang mati

v

Kelompok P4 (dosis 3
mg'kgBE)
I

| v

Ditemukan 0-1 Ditemukan 2-3
hewan yang mati hewan yang mati

v
Pengamatan dalam 14 hari pada hewan uji coba

v

Terminasi pada hewan uji coba dan pengambilan hati

v

Pembuatan ekstrak etanol dan preparat

v

Pengamatan Histopatolog: hati

v

Anlalisis data

Gambar 3.2 Alur Penelitian
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3.11 Ethical Clearance

Penelitian ini sudah disetujui oleh Komite Etik Penelitian Kesehatan (KEPK)
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor surat
4050/UN26.18/PP.05.02.00/2022. Pada penelitian ini diutamakan tiga prinsip
etik terhadap hewan uji coba yaitu 3R: replacement, reduction, refinement
hewan uji coba dan lima prinsip etika yaitu 5F: Freedom from hunger or thirst,
freedom from discomfort, freedom from pain injury or disease, freedom to

express (most) normal behavior, dan freedom from fear and distress.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Pada penelitian ini, disimpulkan bahwa terdapat pengaruh uji toksisitas akut
dosis tunggal ekstrak etanol daun pucuk (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap
gambaran histopatologi hepar tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-

Dawley menggunakan guideline uji OECD 423.

5.2 Saran

Beberapa saran pada penelitian ini, sebagai berikut:

1. Penelitian lebih lanjut (subakut dan kronis) dilakukan untuk mengetahui
jenis kelainan pada gambaran histolopatologi pada pemberian ekstrak
etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.).

2. Penelitian pada organ lain dilakukan untuk mengetahui pengaruh
pemberian etanol daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.).

3. Dilakukan penelitian dengan dosis ulangan (Repeated dose).

4. Dilakukan pemeriksaan kadar enzim setelah pemberian ekstrak etanol daun
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) khususnya enzim ALT dan
AST.
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