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ABSTRACT

ANTIDIABETES ACTIVITY TEST AND KIDNEY
HISTOPATHOLOGICAL FEATURES ADMINISTRATION OF GUAVA
LEAF ETHANOL EXTRACT (Psidium guajava L.) AND GREEN BELT
LEAVES (Piper betle L.) IN ALLOXAN-INDUCED WISTAR STRAIN
RATS

By
Asyfa Nadya Darazat

Background: Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by
abnormalities in insulin secretion and insulin action. Green betel leaves (Piper betle
L.) and guava leaves (Psidium guajava L.) is one of the herbal plants that is believed
to be able to reduce blood sugar levels and repair kidney damage because it contains
secondary metabolite compounds.

Method: This type of research is experimental with a design in the form of post test
control group design. The samples used were male Wistar rats which were divided
into 6 groups, namely healthy, positive control, negative control, combined extract
doses of 200 mg/kgBW, 400 mg/kgBW, and 600 mg/kgBW. The decrease in blood
sugar levels can be seen from the difference in decrease on day 1 to day 14, while
the histopathological picture of the kidneys is tested using an analysis test. Kruskal
Wallis followed by testing Mann-Whitney.

Results: There was a decrease in blood sugar levels after administering a
combination of ethanol extract of green betel leaves and guava leaves at doses of
200 mg/kg BW and 600 mg/kg BW with respective decreases of 319.7 mg/dL and
39.4 mg/dL. The results of the histopathological test showed that there was an effect
of giving a combination of extracts on the histopathological picture of the kidneys
of Wistar rats induced by alloxan with p-value <0,05.

Conclusion: This research proves that there is an effect of giving a combination of
ethanol extract of green betel leaves and guava leaves on reducing blood sugar
levels and the histopathological picture of the kidneys of Wistar rats induced by
alloxan.

Key words: Alloxan, Kidney, Diabetes, Piper betle L., Psidium guajava L.



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIDIABETES DAN GAMBARAN HISTOPATOLOGI
GINJAL PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL DAUN JAMBU BIJI (Psidium
guajava L.) DAN DAUN SIRIH HIJAU (Piper betle L..) PADA TIKUS
GALUR WISTAR YANG DIINDUKSI ALOKSAN

Oleh
Asyfa Nadya Darazat

Latar Belakang: Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik yang ditandai
dengan kelainan pada sekresi insulin, kerja insulin. Daun sirih hijau (Piper betle L.)
dan daun jambu biji (Psidium guajava L.) menjadi salah satu tanaman herbal yang
dipercaya mampu menurunkan kadar gula darah dan memperbaiki kerusakan ginjal
karena mengandung senyawa metabolit sekunder.

Metode: Jenis penelitian ini adalah eksperimental dengan rancangan berupa post
test control group design. Sampel yang digunakan adalah tikus jantan galur wistar
yang dibagi kedalam 6 kelompok yaitu sehat, kontrol positif, kontrol negatif,
kombinasi ekstrak dosis 200 mg/kgBB, 400 mg/kgBB, dan 600 mg/kgBB.
Penurunan kadar gula darah dilihat dari selisih penurunan pada hari ke-1 hingga
hari ke-14, sedangkan gambaran histopatologi ginjal diuji menggunakan uji analisis
Kruskal Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.

Hasil: Terdapat penurunan kadar gula darah setelah pemberian kombinasi ekstrak
etanol daun sirih hijau dan daun jambu biji pada dosis 200 mg/kgBB dan 600
mg/kgBB dengan masing-masing penurunan sebesar 319,7 mg/dL dan 39,4 mg/dL.
Hasil uji gambaran histopatologi menunjukkan bahwa ada pengaruh pemberian
kombinasi ekstrak terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus galur wistar yang
diinduksi aloksan dengan p-value <0,05.

Kesimpulan: Penelitian ini membuktikan bahwa adanya pengaruh pemberian
kombinasi ekstrak etanol daun sirih hijau dan daun jambu biji terhadap penurunan
kadar gula darah dan gambaran histopatologi ginjal tikus galur wistar yang
diinduksi aloksan.

Kata kunci: Aloksan, Diabetes, Ginjal, Piper betle L., Psidium guajava L.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolik primer yang ditandai
dengan peningkatan kadar glukosa darah (hiperglikemia) akibat adanya
kelainan pada sekresi insulin, kerja insulin, atau keduanya (Lartey et al., 2021).
Berdasarkan penyebabnya, penyakit ini dikelompokkan menjadi DM tipe 1,
DM tipe 2, dan DM gestasional. Diabetes melitus tipe 1 dapat diakibatkan oleh
adanya kerusakan sel pankreas yang menyebabkan defisiensi insulin absolut,
sedangkan diabetes tipe 2 dapat diakibatkan karena berkurangnya produksi
insulin oleh tubuh, resistensi insulin, dan obesitas (Ansari et al., 2022).
Diabetes gestasional pada umumnya dialami wanita hamil pada trimester kedua
atau trimester ketiga akibat adanya resistensi insulin dan kerusakan sel 3

pankreas selama proses kehamilan (Alejandro et al., 2020).

Diabetes melitus saat ini telah banyak berdampak pada kesehatan, kualitas
hidup, dan harapan hidup pasien. International Diabetes Federation (IDF)
melaporkan bahwa pada tahun 2021, diperkirakan jumlah kasus diabetes
mencapai 537 juta orang dan jumlah ini diprediksi akan terus meningkat
menjadi 643 juta orang pada tahun 2030 dan 783 juta orang pada tahun 2045.
Selain itu, jumlah kematian pada orang dewasa akibat diabetes pada tahun 2021
mencapai 6,7 juta jiwa (Kim et al., 2022). Berdasarkan data yang diperoleh,
prevalensi diabetes tertinggi dialami oleh negara dengan pendapatan tinggi
sekitar 10,4%, negara berpendapatan sedang sekitar 9,5% dan negara
berpendapatan rendah 4,0% (Saeedi et al., 2019). Sehubungan dengan data

tersebut, International Diabetes Federation (IDF) juga melaporkan bahwa



Indonesia pada tahun 2021 telah menempati negara dengan prevalensi
penderita diabetes dewasa (20-79 tahun) tertinggi kelima di dunia setelah Cina,
India, Pakistan dan Amerika Serikat dengan jumlah penderita di Indonesia

mencapai 19,5 juta orang.

Angka kejadian diabetes yang dilaporkan oleh Kementrian Kesehatan
Republik Indonesia dari hasil Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2013
menyebutkan bahwa prevalensi penderita diabetes melitus usia diatas 15 tahun
tercatat sebesar 6,5 % dan meningkat sebesar 8,5% pada tahun 2018. Angka
tersebut juga mencatat jumlah kasus diabetes tertinggi berada di Provinsi DKI
Jakarta dengan kasus sebesar 3,4% dan terendah di Provinsi Nusa Tenggara
Timur sebesar 0,9% (Astutisari et al., 2022). Banyaknya kasus diabetes yang
terjadi saat ini mendorong munculnya berbagai pengobatan baik farmakologis
maupun non-farmakologis. Pengobatan farmakologis umumnya menggunakan
terapi insulin atau obat hipoglikemik oral (Zeng et al., 2020). Pengobatan non
farmakologis dilakukan sebagai bentuk pencegahan dengan melakukan
aktivitas fisik seperti aerobik, berenang, yoga, dan gerakan yang dilakukan
terus menerus serta menjaga pola hidup sehat. Aktivitas fisik yang dilakukan
ini dapat mengurangi prevalensi diabetes melitus tipe 2 dan tipe 1 masing—

masing sebesar 39 -70 % dan 50 % (Alfaifi, 2023).

Pengobatan farmakologis dengan obat hipoglikemik oral di era modern ini
secara umum dipilih sebagai pengobatan diabetes melitus tipe 2 (Sefah et al.,
2020). Golongan obat konvensional utama untuk pengobatan hiperglikemia
meliputi sulfonilurea, biguanida, dan Inhibitor a-glukosidase (Phadi et al.,
2020). Terlepas dari efisiensinya, obat konvensional dinilai memiliki beberapa
kelemahan seperti menimbulkan respon terapeutik yang merugikan, harga yang
mahal, dan sulit diakses bagi orang awam (Padhi et al., 2020; Zeng et al.,
2020). Sehubungan dengan hal di atas, obat herbal menjadi salah satu alternatif
pilihan pengobatan diabetes yang kini telah menjadi tren. Pengobatan

tradisional ini menawarkan beberapa keunggulan diantaranya harga yang



terjangkau serta memiliki efek samping yang lebih sedikit atau bahkan tanpa

efek samping (Tafesse et al., 2017).

Tren pengobatan dengan herbal terus meningkat dalam beberapa tahun
terakhir, dimana terdapat sekitar 75% penduduk di dunia menggunakan obat
herbal sebagai alternatif pengobatan (Ansari et al., 2022). Daun sirih
merupakan salah satu tanaman herbal yang banyak digunakan dalam
pengobatan tradisional. Daun ini mengandung senyawa aktif seperti alkaloid,
flavonoid, steroid, saponin, tanin, minyak essensial dan eugenol yang memiliki
berbagai manfaat (Aara et al., 2020). Senyawa eugenol yang terkandung di
dalam daun sirith dipercaya memiliki aktivitas antidiabetes dengan
mempengaruhi mempengaruhi aktivitas enzim metabolisme karbohidrat
seperti alfa—amilase dan alfa-glukosidase (Carvalho ef al., 2021). Aktivitas
antidiabetes dalam daun sirih sudah dibuktikan oleh penelitian yang dilakukan
Santhakumari et al, (2006) menunjukkan bahwa terjadi penurunan glukosa
darah yang signifikan masing-masing sebesar 205,00 = 10,80 mg/dL menjadi
151,30 £+ 6,53 mg/dL dan 204.0 + 20.7 mg/ dL menjadi 174.6 + 10.6 mg/dL
pada tikus yang diinduksi streptozotocin selama 30 hari secara oral pada dosis

75 mg/kgBB dan 150 mg/kgBB.

Sejalan dengan penggunaan daun sirih hijau dalam pengobatan tradisional
suatu penyakit, daun jambu biji (Psidium guajava L.) juga menjadi tanaman
yang digunakan untuk pengobatan tradisional. Kandungan senyawa aktif
quercetin dalam daun jambu dinilai menjadi senyawa yang berperan sebagai
antihiperglikemik terhadap diabetes melitus tipe 2 (Dhanya, 2022). Pernyataan
daun jambu yang dinilai memiliki aktivitas antidiabetes juga didukung oleh
penelitian Tandi et al., 2021 yang menyebutkan bahwa pemberian ekstrak
etanol daun jambu biji pada hewan uji tikus yang diinduksi streptozotocin
dengan dosis 250 mg/kgBB secara efektif berpengaruh terhadap penurunan
kadar glukosa darah dengan rata-rata penurunan sebesar 119 mg/dL. Potensi
aktivitas antidiabetes daun jambu ini juga sesuai dengan penelitian yang

dilakukan Sofyanita ef al, (2023) yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak



etanol daun jambu biji pada mencit yang diinduksi aloksan hasilnya
menunjukkan rata-rata ukuran tubulus proksimal pada kelompok intervensi
(PI) yaitu 16.2 £ 4 pm, P2 16.53 um lebih kecil dibandingkan ukuran tubulus
proksimal pada kelompok K- yaitu 16,85 pm. Sedangkan ukuran glomerulus
juga mengalami penyusutan pada kelompok P1 sebesar 53,53 um, P2 53,28
um, dan P3 2,20 um dibandingkan ukuran glomerulus kelompok K- sebesar

55,03 um meskipun penurunan ini tidak terlalu signifikan.

Berdasarkan informasi yang telah disebutkan diatas, tanaman daun sirih hijau
dan daun jambu biji berpotensi menjadi alternatif pengobatan diabetes. Namun,
hingga saat ini penelitian yang membahas mengenai pengaruh kombinasi dari
kedua ekstrak tanaman tersebut masih sangat terbatas. Oleh karena itu,
penelitian ini akan membahas lebih lanjut bagaimana pengaruh pemberian
kombinasi ekstrak etanol daun sirih hijau dan daun jambu biji terhadap
aktivitas antidiabetes dan gambaran histopatologi glomerulus dan tubulus

proksimal ginjal tikus wistar.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap penurunan kadar gula darah tikus galur wistar yang diinduksi
aloksan?

2. Apakah terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
(Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.) terhadap
gambaran histopatologi organ ginjal tikus galur wistar yang diinduksi

aloksan?



1.3 Tujuan Penelitian

Berikut merupakan tujuan umum dan tujuan khusus dalam penelitian ini:

1.3.1 Tujuan Umum

1. Mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap penurunan kadar gula darah tikus galur wistar yang diinduksi
aloksan.

2. Mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
(Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap gambaran histopatologi organ ginjal tikus galur wistar yang

diinduksi aloksan.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap penurunan kadar gula darah tikus galur wistar pada dosis 200
mg/kgBB, 400 mg/kgBB, dan 600 mg/kgBB.

2. Mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap histopatologi glomerulus dan tubulus proksimal ginjal tikus

galur wistar yang diinduksi aloksan.

1.4 Manfaat Penelitian

Berikut merupakan manfaat penelitian yang ingin dicapai:

1.4.1 Manfaat bagi Peneliti

I.Mampu menambah pengetahuan peneliti mengenai pengaruh
kombinasi ekstrak daun sirih hijau (Piper betle L.) dan daun jambu
biji putih (Psidium guajava L.) terhadap aktivitas antidiabetes pada

tikus galur wistar yang diinduksi aloksan.



2. Memberikan informasi dan pengetahuan terkait pengaruh kombinasi
ekstrak daun sirth hijau dan daun jambu biji putih terhadap
histopatologi glomerulus dan tubulus proksimal ginjal tikus galur

wistar yang diinduksi aloksan.

1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan mampu menambah wawasan masyarakat
mengenai manfaat daun sirih hijau dan daun jambu biji putih sebagai

antidiabetes.

1.4.3 Manfaat bagi Ilmu Pengetahuan

Hasil Penelitian dapat memberikan informasi ilmiah terkait manfaat daun
sirih hijau dan daun jambu biji putih sebagai antidiabetes serta gambaran
histopatologi glomerulus dan tubulus proksimal ginjal tikus galur wistar

yang diinduksi aloksan.

1.5 Batasan Masalah

Dalam penelitian ini, penulis memberikan batasan masalah dengan
memfokuskan kepada:

1. Penelitian ini menggunakan kombinasi ekstrak etanol daun sirih hijau dan
daun jambu biji putih dengan dosis 200 mg/kgBB, 400 mg/ kgBB, 600 mg/
kgBB yang diberikan secara oral dengan sonde selama 14 hari.

2. Variabel yang diamati dalam penelitian ini berupa aktivitas antidiabetes
yang ditandai dengan penurunan kadar gula darah dan gambaran
histopatologi glomerulus dan tubulus proksimal ginjal tikus galur wistar

dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE).



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Sirih Hijau (Piper betle L.)

2.1.1 Klasifikasi

Gambar 1. Piper betle L. (Madhumita et al., 2020)

Berikut adalah klasifikasi tanaman daun sirih hijau (Piper betle L.)

berdasarkan taksonominya menurut (Biswas et al., 2022)

Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Family
Genus

Spesies

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Piperales

: Piperaceae

: Piper

: Piper betle L.



2.1.2 Morfologi

Tanaman daun sirih dapat mencapai ketinggian 3 hingga 10 m sesuai
dengan tempat menjalar yang tersedia. Batang daun sirih saat muda
berwarna hijau muda dan terdapat ruas yang umumnya memiliki panjang
12 cm dan diameter 1,2 cm. Daun sirih dicirikan berbentuk hati, berujung
runcing, bertangkai dengan panjang 2-5 mm, permukaan daun
mengkilap, berwarna hijau hingga kekuningan, lebar 7-8,5 cm, panjang
9-11 cm. Bunga daun sirih berkelamin tunggal yang terdiri dari sepasang
benang sari dan putik. Bunga jantan berbentuk silinder menjuntai dengan
panjang 10 cm dan diameter 2 cm. Bunga betina juga berbentuk silinder
dengan panjang 2,5 sampai 4 cm dan diameter 0,5 cm (Biswas et al.,

2022)

2.1.3 Kandungan dan Manfaat Daun Sirih Hijau

Sirih hijau (Piper betle L.) merupakan tanaman obat dari keluarga
piperaceae. Daun tanaman ini sudah sejak lama digunakan oleh
masyarakat seperti sebagai penyegar mulut setelah makan,
memperlancar pencernaan dan mengobati disentri. Ekstrak daun sirih
sendiri memiliki aktivitas anti mikroba, anti oksidan dan sitotoksik,
antidiabetes, = agregasi  antiplatelet,  kardiotonik,  antikanker,
antimutagenik, antiulser, depresan pernapasan, dan sifat anthelmintik
(Yogeswari et al., 2020). Analisis fitokimia Piper betle L. menunjukkan
bahwa ekstrak daun sirih mengandung senyawa alkaloid, tanin,
glikosida, gula pereduksi, saponin, fenolik, flavonoid, asam amino,
steroid. Salah satu senyawa aktif dalam daun sirih hijau yaitu fenolik
seperti eugenol diduga berperan penting sebagai antidiabetes, antitumor,
dan antioksidan (Nayaka et al., 2021). Senyawa eugenol dapat
memperbaiki kadar gula darah, profil lipid, berat badan, dan menurunkan
kerusakan ginjal. Eugenol secara signifikan meningkatkan translokasi

GLUT4 (Glucose Transporter 4) fosforilasi adenosin monofosfat kinase



(AMPK) pada otot rangka, sehingga pengambilan glukosa meningkat
(Carvalho et al., 2021).

Adapun menurut penelitian aktivitas antidiabetes Piper betle L. oleh
Santhakumari et al., (2006) menunjukkan bahwa terjadi penurunan
glukosa darah yang signifikan masing-masing sebesar 205,00 + 10,80
mg/dL menjadi 151,30 + 6,53 mg/dL dan 204.0 + 20.7 mg/ dL menjadi
174.6 £ 10.6 mg/dL pada tikus yang diinduksi streptozotocin selama 30
hari secara oral pada dosis 75 mg/kgBB dan 150 mg/kgBB.

H,CO p

HO

Gambar 2. Struktur Eugenol (Nisar et al., 2021)

2.1.4 Uji Toksisitas

Toksisitas akut merupakan efek yang tidak diinginkan dan terjadi segera
setelah pemberian berulang suatu zat selama 24 jam (Chinedu et al.,
2013). Penelitian uji toksisitas akut yang dilakukan selama 14 hari pada
ekstrak etanol daun sirih hijau (Piper betle L.) didapat informasi bahwa
dosis tunggal 2000 mg/kgBB yang diberikan secara oral pada lima tikus
albino tidak menimbulkan adanya kematian dan perubahan perilaku, hal

ini menandakan LDsg lebih dari 2000 mg/kgBB (Nayak ef al., 2021).
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2.2 Daun Jambu Biji Putih (Psidium guajava L.)

2.2.1 Klasifikasi

Gambar 3. Psidium guajava L. (Kumar et al., 2021)

Berikut merupakan klasifikasi tanaman daun jambu biji putih
berdasarkan taksonominya menurut (Angulo-Lopez et al., 2021):

Kingdom : Plantae

Divisi : Traqueofita
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Myrtales
Family : Myrtaceae
Genus : Psidium

Spesies : P guajava L.

2.2.2 Morfologi

Jambu biji merupakan tanaman famili Myrtaceae memiliki sekitar 150
spesies. Pohon jambu biji dapat tumbuh hingga 10 m tergantung kondisi
iklim dan varietasnya. Tanaman ini memiliki batang pendek, bengkok,
dan kulit kayu seperti sisik berwarna coklat. Pohon jambu dapat
berbunga dan berbuah sepanjang tahun terutama pada wilayah yang
beriklim sedang dan tropis. Bunga jambu adalah jenis hemafrodit dengan
panjang 1,5 hingga 2 cm dan lebar 3 cm. Buah jambu berwarna putih,

kuning hingga orange dengan daging buah yang padat dan memiliki biji
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yang banyak pada bagian tengah. Buah jambu berbentuk bulat dan
memiliki berat 25 hingga 500 gram. Daun jambu biji berbentuk lonjong
dan elips, tangkai daun berwarna hijau muda hingga hijau tua dengan

Panjang 3 — 16 cm (Angulo-Lopez et al., 2021).

2.2.3 Kandungan dan Manfaat Daun Jambu Biji Putih

Jambu biji putih (Psidium guajava L.) secara tradisional banyak
digunakan sebagai obat herbal untuk mengobati penyakit. Ekstrak daun
jambu biji putih mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, terpenoid, karotenoid dan fenolik (Chu et al., 2022). Jambu
biji putih memiliki khasiat sebagai anti diabetes karena membantu
meningkatkan metabolisme glukosa dan sensitivitas insulin melalui
modulasi pensinyalan insulin di otot atau modulasi enzim metabolisme
karbohidrat di hati. Selain itu, manfaat lain jambu biji putih yaitu sebagai
antioksidan, hepatoprotektif, anti-alergi, antimikroba, antigenotoksik dan
anti-kanker (Tella et al., 2022). Zat aktif yang berperan sebagai
antidiabetes yaitu quercetin yang merupakan golongan flavonoid.
Quercetin bekerja dengan mengaktifkan adenosin monofosfat kinase
(AMPK) pada otot rangka yang akhirnya merangsang reseptor Akt dan
Glucose Transporter 4 (GLUT4) di membran sel. Glukosa akan masuk
ke dalam sel dengan difusi melalui Glucose Transporter 4 (GLUT4) dan
dimetabolisme sehingga kadar glukosa dapat diatur (Dhanya, 2022).
Senyawa guercetin telah terbukti menurunkan kadar glukosa darah, kadar
glukosa hati, kadar enzim, menurunkan kadar kolestrol, serta mencegah

kerusakan oksidatif dan sel f pankreas (Ansari ef al., 2022).

Penelitian yang dilakukan terkait pemanfaatan daun jambu (Psidium
guajava L.) menginformasikan bahwa pemberian ekstrak etanol daun
jambu biji dengan dosis 250 mg/kgBB secara efektif berpengaruh
terhadap penurunan kadar glukosa darah dengan penurunan rata — rata
119 mg/dL pada hewan uji tikus yang diinduksi streptozotocin (Tandi et

al., 2021). Penelitian lain menyebutkan bahwa rata-rata ukuran
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glomerulus pada kelompok P1, P2, dan P3 (53,53 pum, 53,28 pum, 2,20
um) dan tubulus proksimal pada kelompok PI, P2, dan P3 (16,2 =4 um,
16,53 um, P3 16,89 pum lebih kecil dari kelompok (K-) masing-masing
16,85 um dan 55,03 um pada mencit yang diinduksi aloksan. Namun,
pengaruh yang diberikan tidak terlalu signifikan (Sofyanita et al., 2023).

Gambar 4. Struktur Quercetin (Cheng et al., 2009)

2.2.4 Uji Toksisitas

Toksisitas akut merupakan efek yang tidak diinginkan dan terjadi segera
setelah pemberian berulang suatu zat selama 24 jam (Chinedu et al.,
2013). Uji toksisitas akut ekstrak daun Psidium guajava L. selama 14
hari pada dua fase pemberian dosis menginformasikan bahwa dosis fase
I yaitu 10 mg, 100 mg, dan 1000 mg tidak menimbulkan kematian. Dosis
pada fase II yaitu 2000 mg, 2750 mg, 3750 mg, dan 5000 mg relatif aman
dan tidak menunjukkan kematian. Nilai LD50 yang didapat dari
pengujian tersebut > 5000 mg/kgBB (Ocheje ef al., 2019).

2.3 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi merupakan proses awal untuk memisahkan antara bahan alami yang
diinginkan menggunakan pelarut yang sesuai (Zhang et al., 2018). Metode
ekstraksi umumnya dibagi menjadi dua yaitu metode konvensional dan
modern. Metode konvensional terdiri atas maserasi, perkolasi, sokhletasi, dan
digesti. Ekstraksi modern sendiri meliputi ultrasound-assisted extraction,

microwave-assisted extraction, dan sub- and supercritical fluid extraction
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(Bitwell et al., 2023). Efisiensi ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor
seperti sifat pelarut, ukuran partikel bahan yang diekstraksi, waktu, suhu, dan
pH. Pemilihan pelarut untuk proses ekstraksi sangat penting. Berdasarkan
hukum /ike dissolve like pelarut dengan nilai polaritas yang mendekati polaritas
zat terlarut cenderung akan bekerja lebih baik begitu pula sebaliknya (Hidayat
etal., 2021)

Maserasi merupakan metode ekstraksi konvensional yang dilakukan dengan
merendam sampel yang telah dihaluskan menggunakan pelarut yang sesuai ke
dalam wadah tertutup. Selama proses maserasi berlangsung dilakukan
pengadukan yang konstan pada suhu kamar (Alara et al., 2021). Proses
pemisahan antara sampel dengan pelarut pada metode maserasi dapat
menggunakan penyaringan dan dekantasi. Metode maserasi dapat digunakan
untuk ekstraksi pada bahan yang bersifat termolabil. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Cuji¢ et al., (2016) metode maserasi efektif untuk menarik
senyawa fenolik pada tanaman chokeberry (4ronia melanocarpa). Metode
maserasi sendiri memiliki kekurangan yaitu memakan waktu yang lama dan

membutuh pelarut yang cukup banyak (Cacique et al., 2020).

2.4 Ginjal
2.4.1 Anatomi Ginjal

Ginjal merupakan organ vital yang berfungsi untuk filtrasi, reabsorbsi,
ekskresi sisa metabolisme tubuh, mengatur elektrolit, dan mengatur
tekanan darah (Maurya et al,, 2018). Organ ginjal terletak di dinding
posterior abdomen dengan ginjal bagian kanan terletak lebih rendah
dibandingkan ginjal bagian kiri. Perbedaan tersebut dikarenakan posisi
organ hati diatasnya. Pada orang dewasa ginjal memiliki panjang 12 cm
dan lebar 6 cm (Mahadevan, 2019). Berat ginjal pada pria dewasa yaitu
125 g hingga 170 g sedangkan pada wanita dewasa berkisar 115 g hingga
155 g (Pallabi, 2018). Ginjal berwarna coklat kemerahan dan terbungkus

dalam kapsul berserat halus. Pada bagian luar kapsul ginjal terdapat
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lapisan lemak yang mengelilingi seluruh bagian ginjal. Lapisan lemak ini

disebut lemak perinefrik. Arteri ginjal pada merupakan cabang yang

berasal dari aorta abdominalis dibawah arteri mesenterika superior

(Boron & Boulpaep, 2005; Morya et al., 2018).
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Gambar 5. Anatomi Ginjal (Waugh et al., 2018)

2.4.2 Fisiologi Ginjal

Berikut merupakan fisiologi ginjal menurut Waugh et al., 2018:

1.

Membantu pembentukan urin, mempertahankan air, serta menjaga
elektrolit dan keseimbangan asam basa

Mengekskresikan produk sisa metabolisme

Produksi dan ekskresi eritropoietin yaitu hormon yang merangsang
pembentukan sel darah merah

Produksi dan sekresi renin, suatu enzim yang penting dalam

mengendalikan tekanan darah.

Pembentukan urin melalui ginjal terdapat tiga proses yaitu, filtrasi,

reabsorpsi, dan sekresi (Morya et al., 2018).

1.

Filtrasi

Proses filtrasi terjadi melalui dinding semipermeabel glomerulus dan
kapsula glomerulus. Cairan yang disaring yaitu aliran darah yang
masuk kedalam kapsul glomerulus dan kemudian disebut dengan

filtrat. Filtrasi terjadi karena adanya perbedaan tekanan darah di
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glomerulus dan tekanan filtrasi di kapsula glomerulus. Volume
filtrasi yang terbentuk dari kedua ginjal disebut dengan laju filtrasi
glomerulus (GFR), dimana GFR pada orang dewasa 125 ml/min.
Filtrat yang dihasilkan dari kedua ginjal yaitu 180 liter dan sekitar 1-

1,5 liter dikeluarkan sebagai urin.

2. Reabsorpsi
Sebagian besar reabsorbsi filtrat terjadi di tubulus proksimal. Zat
yang diserap kembali dalam proses ini yaitu air, elektrolit, dan nutrisi
organik seperti glukosa dan asam amino. Kemudian, hanya sekitar
15% hingga 20 % saja filtrat yang mencapai tubulus distal yang
kemudian masuk kedalam saluran pengumpul. Fungsi utama saluran
pengumpul adalah untuk menyerap kembali air sebanyak yang

dibutuhkan tubuh.

3. Sekresi
Sekresi merupakan proses dikeluarkannya beberapa zat seperti ion
hidrogen, kreatinin, dan obat — obatan dari darah melalui jaringan
kapiler peritubular kedalam saluran pengumpul. Produk akhir dari

proses ini adalah urin.

2.4.3 Histologi Ginjal

Nefron merupakan unit fungsional terkecil ginjal, dimana setiap ginjal
mengandung 1,2 juta nefron (Theodorou et al., 2021). Nefron terdiri dari
sel ginjal yaitu kapsula bowman dan glomerulus, sedangkan pada tubulus
ginjal terdiri dari tubulus kontortus proksimal, lengkung henle, tubulus
kontorktus distal, dan tubulus pengumpul. Sel tubulus kontortus
proksimal memiliki inti, sitoplasma asidofilik, dan mitokondria. Sel
puncak TKP memiliki mikrovili yang panjang membentuk brush border
yang menonjol di lumen untuk membantu proses reabsorpsi (Mescher et

al., 2021).
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Tubulus kontortus proksimal yang memanjang membentuk tubulus yang
lebih pendek yaitu lengkung henle. Lengkung henle memiliki struktur
berbentuk “U” dengan bagian menurun yang tipis dan bagian descending
dan ascending yang tipis. Lengkung henle hanya terdiri dari skuamosa
dengan sedikit organel. Selanjutnya, bagian ascending nefron yang
masuk ke dalam korteks membentuk makula densa dan berliku menjadi
tubulus kontortus distal. Proses reabsorpsi pada tubulus kontortus distal
lebih sedikit dibandingkan pada tubulus kontortus proksimal. Tubulus
kontortus distal juga mempunyai mitokondria yang sedikit dan sel kuboid
yang lebih kecil serta tidak memiliki brush border. Bagian terakhir nefron
yaitu, tubulus pengumpul yang membawa filtrat kedalam sistem
pengumpul dimana dilakukan reabsorpsi kembali air sebanyak yang
dibutuhkan tubuh. Tubulus kolektivus memanjang dari nefron dan
bergabung di cortical medullary rays membentuk saluran pengumpul
dengan diameter 40 um. Sebagian besar tubulus pengumpul berwarna
pucat dengan sedikit organel, sedikit mikrovili, dan batas sel yang

berbeda (Mescher et al., 2021).

e (ﬁgg
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Gambar 6. Histologi ginjal sehat. Gambar (a) menunjukkan tubulus kontortus
proksimal (P), ruang kemih (U), glomerulus (G), tubulus kontruktus distal (D).
Gambar (b) menunjukkan renal korpuskula (RC), lengkung henle (T), thick
ascending limbs (A), tubulus pengumpul (CD) (Mescher., 2021)
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2.4.4 Histopatologi Ginjal

Nefropati diabetik merupakan kerusakan pada ginjal yang diakibatkan
oleh diabetes melitus. Nefropati ini menyebabkan perubahan pada
struktur dan fungsi ginjal yang ditandai dengan glomerulosklerosis
nodular, tubulointerstitial, albuminuria, degenerasi hidropik, dan gagal

ginjal akut (Alipin et al., 2017; Avinda., 2018).

Hipertrofi glomerulus merupakan awal perkembangan kerusakan sel
glomerulus yang ditandai dengan peningkatan rata-rata ukuran sel
glomerulus akibat pelebaran matriks mesangial dan penebalan membran
glomerulus. Hipertrofi glomerulus juga dikaitkan dengan peningkatan
aliran plasma dan tekanan hidrostatik kapiler glomerulus karena
peningkatan GFR (Glomerulo Filtration Rate) (Nindia Carabelly et al.,
2021). Selain hipertrofi glomerulus, Pelebaran ruang bowman juga
menjadi indikator kerusakan pada ginjal tikus diabetes. Pelebaran ruang
bowman disebabkan oleh perluasan kapsul bowman saat glukosa masuk
kedalam ginjal (Alipin et al., 2017). Pernyataan ini sesuai dengan
penelitian Kotyk et al (2015) yang melaporkan bahwa terdapat perluasan

ruang bowman pada tikus dengan pemberian fruktosa.

Sehubungan dengan hal diatas kerusakan kerusakan akut lainnya terjadi
pada tubulus proksimal ginjal. Kerusakan di tubulus proksimal umumnya
ditunjukkan dengan perubahan sel epitel tubulus proksimal (tertutupnya
lumen karena pembengkakan sitoplasma), kriolosis (kromatin terlarut

dalam sel nukleus), dan piknosis (penyusutan sel nukleus) (Alipin et al.,

2017).
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Gambar 7. Histopatologi Ginjal Diabetes (a) Ginjal tikus normal (b)
hipertrofi glomerulus; (c) Tubulus rusak dan melebar (panah 1), degenerasi
dan nekrosis sel epitel tubulus (panah 2); (d) Pelebaran ruang bowman (Annis
etal.,2021; Azad et al., 2018; Susilorini, 2013)

2.5 Diabetes Melitus

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit tidak menular yang disebabkan
karena adanya peningkatan kadar glukosa darah (hiperglikemia) (Jayachandran
et al., 2018). Hiperglikemia kronis akibat diabetes dapat menyebabkan
kerusakan jangka panjang, disfungsi, dan kegagalan organ terutama mata,
ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh darah (Indrahadi et al., 2021). Gejala
diabetes yang umumnya terlihat yaitu poliuria, rasa haus, gangguan

penglihatan, dan penurunan berat badan (mobasseri et al., 2020).

Berdasarkan penyebabnya American Diabetes Association mengklasifikasikan
diabetes menjadi tiga macam yaitu, diabetes melitus tipe 1, diabetes tipe 2, dan
diabetes gestasional. Diabetes tipe 1 merupakan penyakit yang ditandai dengan
rusaknya sel f pankreas yang dimediasi oleh sel T sehingga menyebabkan
defisiensi sintesis dan sekresi insulin (Akil et al., 2021). Penderita diabetes
melitus tipe 1 membutuhkan suntikan insulin setiap harinya untuk menjaga
kadar glukosa darah tetap berada dalam rentang yang sesuai dan umumnya tipe
ini terjadi pada anak-anak dan remaja dengan persentase sekitar 80-90 %

(Ansari., et al 2022).
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Diabetes melitus tipe 2 merupakan jenis diabetes yang paling umum terjadi
dengan faktor penyebab utama yaitu gangguan sekresi insulin oleh sel
pankreas dan ketidakmampuan jaringan yang sensitif terhadap insulin untuk
merespon insulin (Galicia-garcia et al., 2020). Mayoritas penderita DM tipe 2
adalah orang dewasa dengan persentase lebih dari 90% dan dipengaruhi oleh
faktor seperti usia diatas 40 tahun, obesitas dan riwayat penyakit keluarga

merupakan faktor resiko tertinggi penyebab DM tipe 2 (Ansari., et al 2022).

Diabetes Melitus Gestasional (GDM) merupakan kelainan yang menyebabkan
peningkatan kadar gula darah pada trimester kedua dan ketiga kehamilan
(Indriani et al., 2022). Kejadian GDM terjadi karena beberapa faktor, salah
satunya adalah faktor genetik, pola makan berlebihan, peningkatan berat badan
selama kehamilan, usia lebih dari 25 tahun, dan ras dapat menyebabkan
tingginya kadar gula darah (Choudhury & Rajeswary., 2021). International
Federation Diabetes (IDF) melaporkan bahwa 21,1 juta (16,7%) Wanita
mengalami hiperglikemia saat kehamilan dimana dari jumlah tersebut, 80,3 %

diabetes melitus gestasional.

Menurut American Diabetes Association (ADA) kriteria diabetes melitus

sebagai berikut:

Tabel 1. Kriteria Diagnosis Diabetes Melitus

A1C = 6,5% pengujian dilakukan di laboratorium dengan menggunakan metode NGSP
dan standarisasi dengan uji DCCT
atau
FPG = 126 mg /dL (7.0 mmol/l). Puasa merupakan kondisi tidak ada asupan kalori
minimal selama 8 jam.
atau
Pemeriksaan glukosa plasma 2- jam = 200 mg/dL (11.1 mmol/l) setelah tes OGTT
menggunakan beban glukosa setara 75 glukosa anhidrat yang dilarutkan dalam air.
atau
Glukosa plasma sewaktu > 200 mg/dL (11.1 mmol/l) dengan gejala diabetes klasik
seperti. peningkatan buang air kecil, peningkatan rasa haus, dan penurunan berat badan
tanpa sebab yang jelas
Sumber: American Diabetes Association (ADA), 2021
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2.6 Aloksan

Aloksan adalah suatu senyawa diabetogenik yang bersifat toksik terutama pada
sel B pankreas sehingga dapat menyebabkan diabetes apabila diberikan pada
hewan uji tikus (Prameswari et al., 2014). Aloksan dapat diberikan dengan
dosis tunggal maupun ganda melalui rute yang berbeda (intraperitoneal,
intravena, subkutan) dimana pemberian secara intraperitoneal merupakan cara
yang paling banyak digunakan. Dosis aloksan yang dapat diberikan mulai dari
90 mg/kgBB, 200 mg/kgBB, dan 150 mg/kgBB yang mana merupakan dosis
yang paling umum digunakan (Ighodaro et al., 2018). Sebuah studi melaporkan
bahwa kadar glukosa darah pada tikus yang diinduksi aloksan dapat kembali
normal dalam waktu seminggu dengan dosis dibawah 140 mg/kg dan

menyebabkan efek kematian pada dosis 180 mg/kg (Fajarwati ef al., 2023).

O
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HN NH
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O
Gambar 8. Struktur Aloksan (Ighodaro ef al., 2018)

Aloksan adalah senyawa yang tidak stabil dan mampu menyebabkan diabetes
dengan melibatkan degradasi parsial sel [ pankreas schingga induksi
mengakibatkan berkurangnya kualitas dan kuantitas produksi insulin serta
meningkatkan produksi reactive oxygen species (ROS) (Ighodaro., et al 2018).
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Azzahra et al, (2024) menyatakan
bahwa aloksan yang diberikan dengan dosis 150 mg/kgBB secara
intraperitonial dan dilakukan pengukuran kadar gula darah puasa setelah tiga

hari induksi didapati tikus mengalami diabetes melitus.
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2.7 Tinjauan Tentang Tikus
2.7.1 Klasifikasi Tikus

Klasifikasi tikus putih jantan galur wistar menurut Kartika et al., 2013
sebagai berikut:

Kingdom : Animal

Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia

Family : Muridae
Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

2.7.2 Keuntungan Tikus Sebagai Hewan Uji

Tikus merupakan hewan pengerat yang ideal digunakan dalam penelitian
ilmu kedokteran karena memiliki persamaan dengan manusia yang
ditinjau dari anatomi dan fisiologinya. Penggunaan tikus untuk tujuan
penelitian memiliki kelebihan dari segi ekonomi yaitu, membutuhkan
sedikit ruang dan pakan dalam pemeliharaannya karena ukurannya yang
kecil, memiliki masa kehamilan yang singkat namun, jumlahnya relatif

banyak (Bryda et al., 2013).

Tikus putih galur wistar telah lama digunakan sebagai hewan uji karena
mudah ditangani, mudah didapatkan dalam jumlah yang banyak, dan
memiliki kemampuan metabolisme yang cepat. Tikus putih jantan
sebagai hewan penelitian dipilih karena hasil penelitian yang diperoleh
lebih stabil karena tidak dipengaruhi oleh hormon estrogen dan

kehamilan (Angela Tionando ef al., 2021; Arifani et al., 2019).



22

2.8 Skoring Kerusakan Organ Ginjal

Skoring persentase tingkat kerusakan akut tubulus proksimal dan glomerulus

sebagai berikut:

Tabel 2. Persentase Tingkat Keparahan Tubulus Proksimal

Skor Persentase Kerusakan
0 Normal
1 < 10% kerusakan pada tubulus
2 10-25% kerusakan pada tubulus
3 25-50% kerusakan pada tubulus
4 50-75% kerusakan pada tubulus
5 >75% kerusakan pada tubulus

Sumber: Dong et al., 2019

Tabel 3. Persentase Tingkat Keparahan Glomerulus

Skor Persentase Kerusakan

0 Normal

< 1% kerusakan pada glomerulus

1-25% kerusakan pada glomerulus
26-50% kerusakan pada glomerulus
51-75% kerusakan pada glomerulus
76-100% kerusakan pada glomerulus

DN AW -

Sumber: Zhang ef al., 2014

Tabel 4. Tabel Semi Qualitative Scores

Skor Persentase Kerusakan
0 Normal
1 Ringan
2 Ringan — Sedang
3 Sedang
4 Sedang — Berat
5 Berat

Sumber: Azad et al., 2018
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Gambar 9. Kerangka Teori
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Kerangka konsep dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Variabel bebas Variabel terikat

Penurunan kadar gula darah pada
. tikus galur wistar yang diinduksi
Kombinasi ekstrak daun / aloksan
sirih hijau (Piper betle L.)
dan daun jambu biji \ Gambaran histopatologi
(Psidium guajava L.) glomerulus dan tubulus proksimal
ginjal tikus galur wistar yang
diinduksi aloksan

Gambar 10. Kerangka konsep

2.11 Hipotesis

1.

HO = Tidak terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun
sirih hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava
L.) terhadap penurunan kadar gula darah tikus galur wistar yang

diinduksi aloksan.

H1 = Terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap penurunan kadar gula darah tikus galur wistar yang diinduksi

aloksan.

HO = Tidak terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun
sirih hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava
L.) terhadap gambaran histopatologi organ ginjal tikus galur wistar yang

diinduksi aloksan.

H1 = Terdapat pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih
hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)
terhadap gambaran histopatologi organ ginjal tikus galur wistar yang

diinduksi aloksan.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan berupa post
test control group design, dimana kelompok tidak dipilih secara acak (random
sampling). Kelompok eksperimen yang diberi intervensi berupa kombinasi
ekstrak etanol daun sirih hijau dan daun jambu biji kemudian dibandingkan

dengan kelompok kontrol (Zuraida et al, 2014).

3.2 Tempat dan Waktu

Penelitian akan dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
Pemeliharaan tikus dan pemberian intervensi dilakukan di Animal House
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
Pengamatan preparat histopatologi serta pengamatan dilakukan di
laboratorium Histopatologi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

Penelitian ini dilakukan dari bulan Agustus sampai Desember 2023.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu alat pemeliharaan
tikus (kandang tikus, tempat makan hewan, botol minum hewan), toples
maserasi, corong, batang pengaduk, oven, rotary evaporator, water bath,
spuit, sonde, satu set alat bedah minor, sarung tangan, masker, blender,

timbangan digital, alat ukur glukosa darah (glukometer, stik glukosa),
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jarum pentul, talenan, pot urin, kertas saring, mikrotom untuk pembuatan

preparat histologi, objek glass, cover glass, mikroskop.

3.3.2 Bahan

Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu tikus putih jantan
galur wistar, ekstrak daun sirih hijau, ekstrak daun jambu biji putih,
etanol 70 %, aloksan, formalin, Natrium klorida (NaCl 0,9%),
Carboxymethyl cellulose sodium (Na CMC 0,5%), alkohol swab,

aquadest, hematoxylin, eosin, pakan tikus, sekam tikus.

3.4 Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini adalah tikus jantan galur wistar sehat dengan usia 2- 3
minggu. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah 30 ekor tikus
jantan galur wistar yang dipilih secara acak (random sampling) dengan kisaran
berat badan 150 — 250 g. Jumlah sampel kemudian dibagi ke dalam 6
kelompok perlakuan. Pembagian jumlah tikus dalam masing-masing kelompok

mengacu pada perhitungan rumus federer sebagai berikut:

(n-1)(t-1)>15

Keterangan:
n = Jumlah sampel tiap kelompok
t = Jumlah kelompok percobaan

(Ilyas et al., 2019)

Pada penelitian ini menggunakan 6 kelompok perlakuan sehingga sehingga
perhitungan sampel yang didapatkan sebagai berikut:
(n-1)(t-1)=15
(m-1)(6-1)=>15
5n-12>15
5n-5>15
5n =20

n >4
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Hasil perhitungan menunjukkan jumlah ekor tikus untuk setiap kelompok
perlakuan yaitu lebih dari atau sama dengan 4 ekor tikus jantan. Jumlah
kelompok yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 6 kelompok dengan
jumlah sampel setiap kelompok sebanyak 4 ekor tikus jantan sehingga

penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus jantan dari populasi yang ada.

3.4.1 Kriteria Eksklusi dan Inklusi

Kfriteria Inklusi

Kriteria inklusi dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Tikus jantan galur wistar

2. Berumur 2-3 bulan

3.  Memiliki berat badan 150 — 250 gram

4

Sehat dengan tidak adanya kelainan anatomi

Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi dalam penelitian ini yaitu tikus yang mengalami sakit

atau kematian selama proses penelitian.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Determinasi

Determinasi akan dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas
Lampung. Tahapan determinasi tumbuhan dilakukan untuk mengetahui
kebenaran sampel tanaman yang digunakan untuk proses penelitian

(Syamsul et al., 2020).
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3.5.2 Pembuatan Simplisia

Tumbuhan daun sirith hijau dan jambu biji putih diperoleh dari
Kecamatan Way Jepara, Kabupaten Lampung Timur dalam keadaan
segar. Daun sirih hijau dan daun jambu biji putih segar kemudian
dikumpulkan dan dilakukan sortasi basah untuk menghilangkan kotoran
dan benda asing yang menempel. Daun sirih hijau dan daun jambu biji
putih hasil sortasi basah dicuci dengan menggunakan air bersih dan
dikeringkan dengan metode pengeringan kombinasi, dimana daun
tanaman ditutup dengan kain hitam kemudian dijemur dibawah sinar
matahari selama 3 hari dan dilanjutkan pengeringan dengan
menggunakan oven pada suhu 50°C selama 4 jam. Daun sirih hijau dan
daun jambu biji putih yang dihasilkan kemudian dihaluskan dengan

menggunakan blender.

3.5.3 Prosedur Ekstraksi

Tahapan ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode maserasi
untuk menarik metabolit sekunder yang terkandung dalam simplisia.
Proses maserasi dilakukan selama 3 hari penuh dengan perbandingan 1:5
dan sesekali dilakukan pengadukan. Proses ini diawali dengan serbuk
simplisia daun sirih hijau dan daun jambu biji putih masing-masing
ditimbang sebanyak 500 g dan direndam dengan 2.500 ml pelarut etanol
70% pada hari pertama. Remaserasi dilakukan sebanyak 2 kali pada hari
kedua dan ketiga dengan pelarut etanol 70% sebanyak 1.250 ml. Filtrat
yang didapat kemudian disaring dan dikentalkan menggunakan rotary

evaporator.

3.5.4 Evaporasi

Evaporasi dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas
Lampung. Tahapan evaporasi dilakukan menggunakan rotary evaporator

pada suhu 40 °C selama 6 jam.
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3.5.5 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia adalah salah satu metode identifikasi senyawa bioaktif
yang belum diketahui pada ekstrak tanaman melalui analisis kualitatif.
Skrining fitokimia merupakan tahap awal yang bertujuan untuk
memberikan gambaran mengenai golongan senyawa yang terkandung
dalam tumbuhan (Fardiyah et al, 2020). Metode skrining fitokimia
dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna menggunakan pereaksi
warna (Novitasari et al., 2023). Pada penelitian ini pemeriksaan skrining
fitokimia dilakukan untuk mengetahui keberadaan senyawa metabolit
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, tannin, steroid,
dan triterpenoid dalam masing-masing ekstrak tanaman daun sirih hijau

dan daun jambu.

Berikut merupakan uji skrining fitokimia menggunakan pereaksi warna
menurut Fardiyah et al, (2020):
1. Alkaloid
Sebanyak 2 mL ekstrak tumbuhan dilarutkan dalam 8 mL air dan
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Tambahkan kloroform dan
pereaksi mayer. Ekstrak tanaman mengandung alkaloid jika terdapat

endapan putih atau kekuningan.

2.Flavonoid
Sebanyak 2 ml ekstrak tumbuhan dilarutkan dalam 8 ml air suling
dan dimasukkan kedalam tabung reaksi. Tambahkan serbuk Mg dan
4-5 tetes HCI pekat ke dalam tabung reaksi. Ekstrak tumbuhan
mengandung senyawa flavonoid jika hasil pengujiannya

menghasilkan bekas luka berwarna merah muda.

3. Fenolik
Sebanyak 2 mL ekstrak tumbuhan dilarutkan dalam 8 mL air dan
dimasukkan kedalam tabung raksi. Tambah 2-3 tetes FeClz 2%.

Ekstrak tanaman positif mengandung fenolik jika hasil pengujian
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menghasilkan warna biru atau biru tua kehijauan (Ma’ruf et al.,

2023).

4. Saponin
Sebanyak 3 ml ekstrak ditambahkan 3 ml air dikocok kuat-kuat
dalam tabung reaksi. Ekstrak tumbuhan mengandung senyawa

saponin jika hasil pengujian menghasilkan busa yang stabil.

5. Tanin
Sebanyak 2 mL ekstrak tumbuhan dilarutkan dalam 8§ mL air dan
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Tambah 2-3 tetes FeCl; 1%.
Ekstrak tumbuhan mengandung senyawa tanin jika hasil pengujian

menghasilkan warna biru atau hijau kehitaman.

6. Steroid dan Triterpenoid
Sebanyak 3 mL dilarutkan dalam 8 ml air dan dimasukkan dalam
tabung reaksi. Tambahkan satu tetes H2SO4 pekat dan dua tetes asam
asetat anhidrat. Ekstrak tanaman positif mengandung steroid jika
terjadi pembentukan warna hijau dan positif mengandung

triterpenoid jika terjadi pembentukan warna coklat.

3.5.6 Penetapan Dosis

Dosis Pemberian Ekstrak

Dosis dalam penelitian ini menggunakan kombinasi ekstrak daun sirih
hijau dan daun jambu biji putih dengan perbandingan 1:1, dimana
kombinasi diberikan dengan dosis yang berbeda yaitu, dosis rendah (200
mg/kgBB), dosis sedang (400 mg/kgBB), dan dosis tinggi (600
mg/kgBB).
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Berikut merupakan perhitungan konversi dosis pada hewan uji:

1. Dosis Rendah

Dosis =200 mg/ kgBB

Konversi = 150 g tikus
=209 4 0,15 kg
=30 mg

2. Dosis Sedang

Dosis =400 mg/ kgBB
Konversi =150 "g tikus
=295 0,15 kg
=60 mg
3. Dosis Tinggi
Dosis =600 mg/ kgBB

Konversi = 150 g tikus

—200™ + 0,15 ke
kg

=90 mg
(Ghasani, 2016)

Dosis Pemberian Glibenklamid

Glibenklamid diberikan sebagai kontrol positif pada tikus uji. Dosis
glibenklamid yang digunakan sebesar 0,9 mg/kgBB perhari
(Pandarekandy et al., 2017).

3.5.7 Pemilihan Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan tikus putih Jantan galur wistar sebagai
hewan uji karena memiliki beberapa keunggulan diantaranya mudah
dalam penanganannya dan dapat diperoleh dalam jumlah yang banyak

(Lahamendu et a/.,2019). Pemilihan tikus berkelamin jantan mengacu
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pada pertimbangan bahwa tikus dengan kelamin jantan hormon yang
dimiliki akan lebih stabil karena tidak dipengaruhi oleh siklus menstruasi
dan kehamilan (Arifani et al., 2019). Selain itu, jenis galur wistar
digunakan karena memiliki kemampuan metabolisme yang cepat
sehingga lebih sensitif ketika dipakai dalam penelitian yang berhubungan

metabolisme tubuh manusia (Lahamendu ef al., 2019).

3.5.8 Aklimatisasi Hewan

Hewan uji diaklimatisasi selama 14 hari untuk menyesuaikan dengan
lingkungan barunya. Selama proses aklimatisasi tikus diberi makanan
dan minuman ad libitum (Saraswati et al., 2022). Tikus yang digunakan
sebanyak 24 ekor dibagi kedalam 6 kelompok dan diletakkan dalam
kendang plastik yang diberi penutup dari kawat secara terpisah dengan
masing-masing kelompok berjumlah 4 ekor. Kandang tikus dijaga
kebersihannya dan dilakukan penggantian sekam 3 hari sekali serta

dilakukan pemantauan terhadap suhu dan pencahayaannya.

3.5.9 Induksi Aloksan

Aloksan adalah senyawa organik, turunan urea analog glukosa
karsinogen dan sitotoksik (Fajarwati et al., 2023). Aloksan merupakan
salah satu obat diabetogenik yang umum digunakan untuk menilai
potensi antidiabetik (Ighodaro., et a/ 2018). Aloksan akan diinduksi
dengan dosis 150 mg/kgBB secara intraperitonial. Setelah tiga hari tikus
dilakukan penimbangan berat badan dan pengukuran kadar gula darah
puasa untuk memastikan tikus mengalami diabetes melitus. Jika tikus
belum mengalami diabetes penyuntikan aloksan kedua diberikan dengan
dosis 150 mg/kgBB setelah tiga hari dosis pertama. Tikus yang telah
memenuhi kriteria siap diberikan ekstrak etanol daun sirih dan daun

jambu secara peroral.
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Diketahui: dosis aloksan pada manusia dewasa 150 mg/kgBB

1. Berat 150 g

2. Berat200 g

=0,15 kg/BB

150 mg

X 0,15

kg BB
=22,5mg

=0,2 kg/BB

150 mg

X0,2

kg BB

=30 mg

(Mahdi et al., 2022)

3.5.10 Prosedur Pemberian Intervensi

Intervensi yang diberikan dalam penelitian ini dibagi kedalam 6

kelompok perlakuan hewan uji.

Tabel 5. Prosedur Pemberian Intervensi

Kelompok Hewan uji

Perlakuan

Kelompok sehat (Kn)

Kelompok
positif (K+)
Kelompok P1

Kelompok P2

Kelompok P3

Kelompok
negatif (K-)

Kontrol

Kontrol

Kelompok tikus yang hanya diberikan makan dan
minum tanpa pemberian aloksan dan kombinasi
ekstrak daun sirih hijau dan daun jambu biji hijau.
Kelompok tikus yang diberikan aloksan dengan dosis
150 mg/kgBB + glibenklamid.

Kelompok tikus yang diberikan aloksan 150
mg/kgBB + kombinasi ekstrak daun sirih hijau dan
daun jambu biji hijau dengan dosis 200 mg/kgBB.
Kelompok tikus yang diberikan aloksan 150
mg/kgBB + kombinasi ekstrak daun sirih hijau dan
daun jambu biji hijau dengan dosis 400 mg/kgBB.
Kelompok tikus yang diberikan aloksan 150
mg/kgBB + kombinasi ekstrak daun sirih hijau dan
daun jambu biji hijau dengan dosis 600 mg/kBB.
Kelompok tikus yang diberikan aloksan dengan dosis
150 mg/kgBB.
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Pengukuran Kadar Gula Darah

Pengukuran kadar gula darah puasa tikus dilakukan dengan menyayat
ekor tikus hingga darah terkumpul. Proses ini dilakukan pada hari ke-
1, 3,5,7,9, 11, 13, dan 14 menggunakan glucometer. Tikus akan
dipuasakan terlebih dahulu selama 8-12 jam sebelum pengukuran gula
darah. Tikus dikatakan diabetes apabila kadar glukosa darah puasa
mencapai = 150 mg/dL (Harahap et al., 2015).

Prosedur Terminasi Hewan Coba

Terminasi hewan coba diawali dengan euthanasia pada tikus
menggunakan teknik anestesi overdosis kloroform (Mutiarahmi et al.,
2021). Proses kemudian dilanjutkan dengan menggunakan metode
dislokasi servikal, yaitu dengan meletakkan ibu jari dan jari telunjuk di
bawah leher dan jari lainnya pada pangkal ekor kemudian tarik dengan
cepat sehingga menyebabkan terpisahnya vertebra serviks dari

tengkorak hewan coba (AVMA., 2013)

Prosedur Pengambilan Ginjal

Pengambilan organ ginjal tikus dilakukan pada hari ke 15 setelah proses
pemberian intervensi. Proses pengambilan ginjal dilakukan dengan
menggunakan metode pembedahan, yaitu dengan meletakkan tikus
pada posisi terlentang di atas sterofoam kemudian organ ginjal diambil.
Organ ginjal kemudian dipotong serta dibilas dengan natrium klorida
(NaCl 0,9%). Organ kemudian dimasukkan kedalam larutan formalin

10% (Wati et al., 2013).
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3.5.14 Prosedur Pembuatan Preparat

Pembuatan preparate slide histologi dilakukan menggunakan metode
parafin dengan pewarnaan hematoxylin dan eosin (HE). Berikut
merupakan tahapan pembuatan preparate slide histologi menurut (Isaac
etal., 2023):
1. Fixation

Proses fixation dilakukan dengan menggunakan BNF (Buffer

Neutral Formalin) 10 % selama 24 jam.

2. Dehydration
Proses dehidrasi dilakukan dengan merendam pada larutan alkohol
dengan konsentrasi yang meningkat secara bertahap dan dalam
waktu yang singkat. Konsentrasi yang digunakan yaitu 70%,
80%,90%, dan 100%. Proses ini dilakukan untuk menghilangkan air

secara bertahap dari jaringan.

3. Cleaning
Cleaning merupakan tahapan yang dilakukan untuk menghilangkan
sisa alkohol dari organ. Proses ini dilakukan dengan merendam

organ dalam xyline.

4. Impregnation
Impregnation merupakan proses yang dilakukan dengan
menyisipkan parafin kedalam jaringan. Parafin dilelehkan

menggunakan oven pada suhu 50-60°C.

5. Embedding
Emmbeding adalah proses mencetak sampel dengan menambahkan
parafin cair kedalam cetakan kemudian biarkan hingga mengeras.
Proses ini dilakukan untuk memudahkan sampel dalam proses

pemotongan.



36

6. Sectioning (Pemotongan)
Sectioning adalah proses pemotongan yang dilakukan dengan
menggunakan mikrotom. Dalam penelitian ini sampel dipotong

dengan ketebalan 6um.

7. Staining (Pewarnaan)
Pewarnaan (staining) dilakukan untuk memudahkan proses
pengamatan sampel di bawah mikroskop. Pewarnaan ini
menggunakan hematoxylin dan eosin (Rahmawanti, A. et al., 2021).
Proses pewarnaan diawali dengan menghilangkan parafin dari irisan
sampel dengan merendamnya dalam xylo/ kemudian celupkan pada
alkohol dengan konsentrasi yang meningkat 100%, 90%,80%, dan
70% dan bilas dengan air suling. Rendam sampel dalam
hematoxylin selama 15 menit lalu dibilas kembali dengan air suling
dan celupkan dalam alkohol bertingkat. Kemudian lanjutkan dengan
pewarnaan eosin selama 5 menit. Rendam pada alkohol dengan
konsentrasi yang meningkat. Tahap terakhir tutup dengan kaca
penutup dan simpan dalam beberapa menit sampai perekat

mengering (Saraswati et al., 2022).
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3.6 Alur Penelitian

[ Pembuatan simplisia daun jambu dan daun sirih ]

\ 4

Ekstraksi (maserasi) daun sirih dan daun ]
Pembuatan kombinasi ekstrak etanol ]

—[ Adaptasi tikus wistar selama 14 hari ]

!

[ Induksi aloksan ]
Pengukuran kadar glukosa darah ]
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[ Tikus diterminasi dengan pembiusan lalu dilakukan dislokasi servikal ]

v

[ Pembedahan dan pengambilan organ ginjal ]

v

[ Pembuatan preparate dan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) ]

v

[ Pengamatan preparat dengan mikroskop

v

[ Skoring dan analisis data hasil pengamatan ]

Gambar 11. Alur Penelitian
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3.7 Identifikasi Variabel dan Definisi Operasional Variabel

3.7.1 Identifikasi Variabel

Berikut merupakan variabel bebas dan terikat dalam penelitian ini:

1. Variabel bebas

Variabel bebas adalah pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih

hijau (Piper betle L.) dan daun jambu biji putih (Psidium guajava L.)

dengan perbandingan 1:1 secara oral selama 14 hari pada tikus jantan

galur wistar.

2. Variabel terikat.

Variabel terikat adalah penurunan kadar gula darah dan perubahan

gambaran histologi glomerulus dan tubulus proksimal organ ginjal

pada tikus jantan galur wistar diabetes.

3.7.2 Definisi Operasional Variabel

Tabel 6. Definisi Operasional Variabel

Jenis Nama Definisi Hasil ukur Skala
Variab Variabel
el ukur
Bebas  Pemberian =~ Kombinasi ekstrak daun  Berbagai Nominal
kombinasi sirih dan daun jambu perlakuan setiap
ekstrak biji putih diberikan kelompok
daun sirih dengan dosis yang 1.Pemberian 0 mg
hijau dan disesuaikan berdasarkan  2.150 mg/kgBB
daun jambu  kelompok yang sudah aloksan.
biji putih ditetapkan: 3.200 mg/kgBB
(1) Kelompok kontrol kombinasi
normal. ekstrak.
(2) Kelompok kontrol 4.400 mg/kgBB
negatif. kombinasi
(3) Kelompok dengan ekstrak.
dosis rendah. 5.600 mg/kgBB
(4) Kelompok dengan kombinasi
dosis sedang. ekstrak.
(5) Kelompok dengan 6.Glibenklamid
dosis tinggi. 0,9 mg/kgBB
(6) Kelompok kontrol per hari.
positif.
Terikat Aktivitas Aktivitas antidiabetes Kriteria tikus Rasio
antidiabetes  kombinasi ekstrak daun  diabetes menurut

sirih hijau (Piper betle
L.) dan daun jambu biji

(Yuliani et al.,
2016) dengan
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putih (Psidium guajava ~ Gula Darah Puasa
L) > 150 mg/dL
Gambaran Gambaran histopatologi  Persentase Ordinal
kerusakan terhadap kerusakan kerusakan tubulus
histopatolog  glomerulus dan tubulus  proksimal ginjal
i ginjal proksimal organ ginjal (Dong et al,
tikus menggunakan 2019)
mikroskop cahaya 0 =Normal
dengan perbesaran 400 1=<10%
x. Kerusakan tubulus kerusakan
proksimal meliputi: tubulus
1. Hilangnya brush 2=10-25%
border. kerusakan tubulus
2. Munculnya 3=25-50%
vakuola. kerusakan tubulus
3. Piknosis 4 =50-75%
(penyusutan sel kerusakan tubulus
nukleus) 5=>75%

Kerusakan glomerulus
meliputi:

1. Hipertrofi
glomerulus
(pembesaran
diameter glomerulus)

2. Pelebaran ruang
bowman

kerusakan tubulus

Persentase
kerusakan pada
glomerulus
(Zhang et al.,
2014)

0 = Normal
1=<1%
kerusakan
glomerulus
2=1-25%
kerusakan
glomerulus
3=26-50%
kerusakan
glomerulus
4=51-75%
kerusakan
glomerulus
5="76-100%
kerusakan
glomerulus

Penilaian skor
semi - kuantitatif
untuk hasil
histologi ginjal
(Azad et al,
2018)

0 = Normal

1 = Ringan

2 = Ringan hingga
sedang

3 = Sedang

4 = Sedang
hingga berat

5= Berat
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3.8 Analisis Data

Data penelitian akan dilakukan analisis statistik dengan menggunakan aplikasi
Statistical Package for the Social Sciensces (SPSS) versi 22. Data penurunan
kadar gula darah dan histopatologi organ ginjal akan dilakukan uji normalitas
dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk untuk melihat apakah data terdistribusi
normal atau tidak. Analisis data selanjutnya dilakukan untuk melihat ada
tidaknya perbedaan penurunan kadar gula darah dan histopatologi organ ginjal
dengan menggunakan metode analysis of variance (ANOVA) jika data
terdistribusi normal, atau dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis jika data
tidak terdistribusi normal. Analisis deskriptif dilakukan untuk menjelaskan dan
menggambarkan ada atau tidaknya kerusakan histopatologi glomerulus dan
tubulus proksimal organ ginjal akibat pemberian kombinasi ekstrak etanol daun
sirth hijau dan daun jambu biji. Analisis data statistik dalam penelitian ini

dilakukan dengan taraf kepercayaan 95%.

3.9 Ethical Clearance

Izin etik penelitian ini akan diajukan melalui Komite Etik Penelitian

Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.



BAB S
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan bahwa:

1. Ada pengaruh pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih hijau (Piper
betle L.) dan daun jambu biji putih putih (Psidium guajava L.) terhadap
penurunan kadar gula darah tikus galur wistar yang diinduksi aloksan yang
dibuktikan dengan p-value <0,05. Penurunan kadar gula darah tersebut terjadi
pada dosis 200 mg/kgBB dan 600 mg/kgBB dengan penurunan hingga 319,7
mg/dL dan 39,4 mg/dL.

2. Pemberian kombinasi ekstrak etanol daun sirih hijau (Piper betle L.) dan daun
jambu biji putih (Psidium guajava L.) memiliki pengaruh terhadap gambaran
histopatologi ginjal tikus galur wistar yang diinduksi aloksan. Hasil ini

dibuktikan dengan p-value < 0,05.

5.2 Saran

Penulis menyarankan agar memperoleh hasil penelitian yang baik maka perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui penurunan kadar gula darah
dan perubahan histopatologi ginjal tikus galur wistar yang diinduksi aloksan
menggunakan kelompok tikus dengan jumlah yang sesuai perhitungan dan

kebutuhan.
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