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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK ETANOL DAUN SALAM (Syzygium
polyanthum) TERHADAP PENURUNAN GLUKOSA DARAH DAN
HISTOPATOLOGI GINJAL MENCIT (Mus musculus L..) SETELAH

DIINDUKSI ALOKSAN

Oleh

DONI ADRIAN

Hiperglikemia merupakan kondisi patologis yang ditandai dengan peningkatan
kadar glukosa dalam darah dan menjadi manifestasi klinis utama pada diabetes
melitus dan berpotensi menimbulkan berbagai komplikasi organ, salah satunya
kerusakan ginjal. Terapi konvensional sering kali menghadapi kendala seperti efek
samping dan keterbatasan akses. Pendekatan terapi alternatif, termasuk penggunaan
tanaman obat seperti daun salam (Syzygium polyanthum) menjadi pilihan yang
potensial, karena senyawa bioaktif yang terdapat pada daun salam diyakini
memiliki efek antihiperglikemik. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
efektivitas ekstrak etanol daun salam terhadap penurunan glukosa darah dan
gambaran histopatologi ginjal mencit (Mus musculus L.) setelah diinduksi aloksan.
Mencit dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan, termasuk kontrol yang hanya
diberi makan dan minum, kontrol yang hanya diinduksi aloksan 150 mg/gBB, dan
tiga perlakuan dengan variasi dosis ekstrak (150, 250, dan 350 mg/gBB).
Pemeriksaan glukosa darah dilakukan menggunakan alat glucose meter, dan
analisis jaringan ginjal dilakukan dengan mengamati preparat histopatologi dengan
pewarnaan hematoksilin-eosin. Data dianalisis menggunakan uji ANOVA atau uji
non-parametrik sesuai distribusi. Hasil penelitian menunjukkan semakin tinggi
konsentrasi yang diberikan semakin efektif dalam menurunkan kadar glukosa darah
mencit (Mus musculus L.) dan perbaikan histopatologi pada nefron ginjal yaitu
perbaikan jarak ruang glomerulus dengan bowman kapsula. Hasil penelitian
tersebut dapat menjadi acuan dasar dalam pengembangan obat herbal di masa
mendatang.

Kata kunci: Hiperglikemia, histopatologi ginjal, Syzygium polyanthum, Mus
musculus L.



ABSTRACT

THE EFFECTIVENESS OF ETHANOL EXTRACT OF BAY LEAVES
(Syzygium polyanthum) ON REDUCING BLOOD GLUCOSE AND KIDNEY
HISTOPATHOLOGY IN MICE (Mus musculus L.) AFTER ALLOXAN
INDUCTION

By

DONI ADRIAN

Hyperglycemia is a pathological condition characterized by elevated blood glucose
levels and represents the main clinical manifestation of diabetes mellitus, which
may lead to various organ complications, including kidney damage. Conventional
therapy often faces limitations such as side effects and restricted accessibility.
Alternative therapeutic approaches, including the use of medicinal plants such as
bay leaf (Syzygium polyanthum), are considered promising because the bioactive
compounds contained in bay leaf are believed to possess antihyperglycemic
effects. This study aimed to evaluate the effectiveness of ethanolic extract of bay
leaf in reducing blood glucose levels and improving renal histopathological features
in mice (Mus musculus L.) induced with alloxan. The mice were divided into five
treatment groups: a normal control group receiving only food and water, an alloxan-
induced control group (150 mg/kg body weight), and three treatment groups
receiving different extract doses (150, 250, and 350 mg/kg body weight). Blood
glucose levels were measured using a glucose meter, and kidney tissue analysis was
performed by observing histopathological preparations stained with hematoxylin—
eosin. Data were analyzed using ANOVA or non-parametric tests according to data
distribution.The results showed that higher administered concentrations were more
effective in reducing blood glucose levels in mice (Mus musculus L.) and in
improving renal nephron histopathology, particularly the restoration of the distance
between the glomerulus and Bowman’s capsule. These findings may serve as a
basic reference for the future development of herbal medicines.

Keywords: Hyperglycemia, renal histopathology, Syzygium polyanthum, Mus
musculus L.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Perkembangan zaman dan teknologi telah mengubah gaya hidup manusia
secara signifikan dan turut berkontribusi terhadap munculnya berbagai
masalah kesehatan. Salah satu dampaknya adalah meningkatnya kasus
gangguan metabolik, seperti hiperglikemia akibat pola makan tidak sehat dan
kurang aktivitas fisik. Hiperglikemia merupakan kondisi patologis yang
ditandai dengan peningkatan kadar glukosa dalam darah dan menjadi
manifestasi klinis utama pada diabetes melitus. Apabila tidak dikendalikan
dalam jangka panjang, kondisi ini dapat menimbulkan komplikasi sistemik
yang progresif dan merusak berbagai organ vital. Pada tahap awal,
hiperglikemia sering kali bersifat asimtomatik, sehingga banyak penderita

diabetes tidak menyadari kondisi tersebut (Susanti dkk., 2023).

Penanganan yang tidak memadai pada kasus hiperglikemia dapat memicu
komplikasi serius, seperti gangguan kardiovaskular, stroke, nefropati diabetik,
retinopati, neuropati perifer, hingga risiko amputasi ekstremitas bawah
(Susanti dkk., 2023). Berdasarkan data International Diabetes Federation
(IDF), pada tahun 2021 tercatat sebanyak 537 juta orang di seluruh dunia
hidup dengan diabetes, dan terdapat 6,7 juta kematian yang terkait dengan
penyakit ini. Temuan ini menunjukkan bahwa diabetes melitus dan
komplikasinya merupakan isu kesehatan global yang perlu mendapat

perhatian serius.



Salah satu komplikasi utama dari hiperglikemia yang terjadi pada pasien
diabetes adalah kerusakan ginjal, yang disebut nefropati diabetik. Ginjal
memiliki jutaan glomerulus sebagai unit penyaring, yang masing-masing
dilapisi oleh membran. Kadar glukosa darah yang tinggi secara terus-menerus
dapat merusak sel-sel penyaring ini. Reaksi antara glukosa dan protein di
dalam sel dapat mengganggu struktur dan fungsi membran glomerulus,
sehingga menyebabkan kebocoran protein ke dalam urine (albuminuria) dan
berdampak buruk bagi ginjal (Melia dkk., 2020). Selain itu, kapiler darah di
ginjal juga bisa rusak akibat glukosa yang melebihi ambang normal,
mengakibatkan pasokan oksigen dan darah bersih ke nefron berkurang.
Akibatnya, proses penyaringan darah terganggu, cairan dan garam
menumpuk, serta mengganggu metabolisme tubuh secara keseluruhan (Sari &

Hisyam, 2014).

Secara ilmiah, efektivitas terapi terhadap hiperglikemia dapat diteliti dengan
menggunakan hewan uji seperti Mencit (Mus musculus). Penggunaan mencit
sebagai hewan uji dikarenakan memiliki kemiripan sistem fisiologis dengan
manusia, masa hidup yang singkat, mudah ditangani dan dikembangbiakkan
(Kottaisamy dkk., 2021). Salah satu metode yang umum digunakan untuk
menginduksi kondisi hiperglikemia pada hewan uji adalah pemberian
senyawa kimia seperti aloksan, yang dikenal sebagai agen diabetogenik.
Aloksan adalah derivatif pirimidin yang memiliki efek sitotoksik pada sel
beta pankreas. Kerusakan tersebut menyebabkan pankreas kehilangan
kemampuan untuk menghasilkan insulin. Akibatnya, penggunaan aloksan
pada mencit menyebabkan hiperglikemia yang mirip dengan diabetes melitus
pada manusia (Sulistyoningrum, 2024). Penggunaan aloksan pada mencit
menjadikannya model yang menarik untuk menguji intervensi antidiabetes,

termasuk penggunaan ekstrak herbal seperti daun salam.

Penderita hiperglikemia sering membutuhkan terapi tambahan di luar
pengobatan farmakologis guna mengoptimalkan pengendalian kadar glukosa

darah. Hal ini dipicu oleh berbagai kendala, seperti tingginya biaya obat,



keterbatasan akses layanan kesehatan, dan efek samping penggunaan jangka
panjang. Salah satu pendekatan non-farmakologis yang banyak dimanfaatkan
adalah penggunaan tanaman herbal yang mengandung senyawa bioaktif
dengan potensi efek hipoglikemik. Misalnya, senyawa polifenol dalam
Acacia mearnsii terbukti mampu menurunkan kadar glukosa dan resistensi
insulin secara signifikan (Ogawa dkk., 2013), sedangkan flavonoid dalam
ketumbar (Coriandrum sativum) diketahui menghambat lonjakan glukosa
darah postprandial (Dewi dkk., 2022). Pendekatan ini dinilai tidak hanya
sebagai pelengkap terapi medis, tetapi juga berpotensi meningkatkan kualitas
hidup pasien, khususnya di daerah dengan keterbatasan fasilitas kesehatan

(Sangadji, 2023).

Daun salam (Syzygium polyanthum) telah lama dikenal memiliki berbagai
senyawa aktif yang memiliki manfaat farmakologis. Hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa ekstrak daun salam mengandung sejumlah zat bioaktif,
termasuk alkaloid, flavonoid, saponin, betasianin, tanin, steroid, terpenoid,
fenol, kardio glikosida, dan kuinon. Hasil positif dari uji fitokimia ini
mendukung potensi daun salam sebagai agen terapeutik, khususnya dalam
aktivitas antioksidan, karena senyawa-senyawa tersebut diketahui memiliki
peran penting dalam menangkal radikal bebas (Herlianto dkk., 2023).
Senyawa flavonoid daun salam adalah salah satu jenis senyawa yang dapat

mengurangi kadar glukosa darah (Lelono dan Tachibana, 2013).

Penelitian oleh Dewi dkk. (2022) menunjukkan bahwa daun salam
mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, dan terpenoid yang
bersifat antioksidan serta dapat meningkatkan sensitivitas insulin. Tanaman
ini berpotensi menjadi terapi alternatif yang aman dan efektif untuk
membantu mengendalikan kadar glukosa darah pada penderita diabetes
melitus. Irmawati dkk. (2022) juga menemukan adanya penurunan signifikan
kadar glukosa darah setelah pemberian rebusan daun salam. Efek ini

dikaitkan dengan kandungan flavonoid yang dapat mengaktifkan adiponektin,



yaitu hormon yang berperan penting dalam menjaga keseimbangan insulin
dan kadar glukosa, yang umumnya rendah pada pasien diabetes tipe 2.

Studi terbaru menunjukkan bahwa daun salam dapat digunakan sebagai
pengobatan tambahan untuk DM. Kurniawati dkk. (2025) menyatakan dalam
uji klinis terkontrol secara acak menemukan bahwa pasien DM yang
mengonsumsi air rebusan daun salam dapat menurunkan kadar glukosa darah
puasa dan HbAlc secara signifikan. Kandungan flavonoid dan senyawa aktif
lainnya dalam daun salam bertanggung jawab atas efek ini. Demikian pula,
penelitian oleh Widyawati dkk. (2021) menunjukkan bahwa ekstrak etanol
daun salam dapat menurunkan kadar malondialdehida (MDA), indikator stres
oksidatif pada pasien DM yang menunjukkan peran antioksidan daun salam

dalam mengurangi kerusakan oksidatif terkait diabetes.

Meskipun daun salam telah terbukti memiliki efek terapeutik, masih sedikit
penelitian yang secara khusus mengevaluasi dosis yang tepat, aman, dan
efektif, terutama untuk penggunaan jangka panjang. Optimalisasi dosis
diperlukan agar manfaatnya maksimal dan risiko efek samping dapat dicegah.
Karena ginjal merupakan organ yang sangat rentan terhadap komplikasi
diabetes dan penumpukan metabolit, organ ini menjadi salah satu fokus
penting dalam evaluasi. Pemeriksaan histopatologi ginjal diperlukan untuk
menilai potensi toksisitas maupun efek perlindungan dari ekstrak daun salam,
serta memastikan tidak terjadi kerusakan jaringan akibat penggunaan jangka

panjang.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) terhadap penurunan kadar glukosa darah mencit (Mus

musculus L.) setelah diinduksi aloksan.



2. Mengetahui gambaran histopatologi ginjal mencit (Mus musculus L.)
setelah diinduksi aloksan dan pemberian ekstrak daun salam (Syzygium

polyanthum).

1.3 Kerangka Pemikiran
Hiperglikemia yang disebabkan oleh sekresi atau aktivitas insulin yang
terganggu merupakan ciri khas diabetes melitus (DM), suatu gangguan
metabolisme kronis. Salah satu pendekatan dalam studi praklinik untuk
memahami patofisiologi dan terapi DM adalah penggunaan model hewan
yang diinduksi aloksan, yaitu zat toksik spesifik terhadap sel beta pankreas

yang menyebabkan kerusakan permanen dan penurunan produksi insulin.

Terapi konvensional seperti insulin dan obat oral antidiabetik sering
dihadapkan pada masalah dalam pengobatan diabetes melitus, termasuk efek
samping jangka panjang, resistensi farmakologis, dan keterbatasan akses
terhadap layanan kesehatan. Oleh karena itu, penelitian tentang penggunaan
terapi alternatif berbasis tanaman obat semakin meningkat. Daun salam
(Syzygium polyanthum) diketahui memiliki senyawa bioaktif seperti
flavonoid yang berpotensi menurunkan kadar glukosa darah melalui
mekanisme antioksidan, meningkatkan sensitivitas insulin, dan melindungi

terhadap stres oksidatif.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak daun salam dapat
menurunkan kadar glukosa darah baik pada manusia maupun hewan uji.
Namun, data mengenai dosis optimal yang memberikan efek maksimal
dengan efek samping minimal masih terbatas. Optimalisasi dosis penting
untuk memastikan efektivitas terapi sekaligus mencegah toksisitas, khususnya

jika ekstrak digunakan dalam jangka panjang.



Di sisi lain, ginjal sangat rentan terhadap komplikasi diabetes dan akumulasi
senyawa metabolit dari zat asing, seperti tanaman obat. Oleh karena itu,
penting untuk melakukan pemeriksaan histopatologi ginjal untuk mengetahui
apakah ada kerusakan struktural atau efek perlindungan ekstrak daun salam.
Analisis ini akan menentukan keamanan penggunaan ekstrak ini pada kondisi

hiperglikemia.

Dengan demikian, tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi keamanan
dan efektivitas ekstrak daun salam terhadap kadar glukosa darah dan
gambaran histopatologi ginjal pada mencit yang diinduksi aloksan dengan
berbagai dosis. Hasil penelitian ini diharapkan akan memberikan kontribusi
ilmiah ke pengembangan obat herbal yang lebih aman dan terstandar untuk

pengobatan hiperglikemia.

1.4 Hipotesis Penelitian
Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dapat menurunkan kadar
glukosa darah mencit (Mus musculus L.) setelah diinduksi aloksan.
2. Ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dapat memperbaiki kerusakan

histopatologi ginjal mencit (Mus musculus L.) setelah diinduksi aloksan.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hiperglikemia
Hiperglikemia merupakan kondisi patologis yang ditandai dengan
peningkatan kadar glukosa darah di atas ambang normal dan menjadi ciri
utama pada penderita diabetes melitus, khususnya DM tipe 2. Hiperglikemia
yaitu suatu kondisi kadar glukosa >126 mg/dL setelah puasa atau >200 mg/dL
dua jam setelah makan (post prandial) (ADA, 2018). Gangguan ini biasanya
disebabkan oleh kombinasi resistensi insulin dan disfungsi sel B pankreas
yang mengganggu regulasi metabolisme glukosa. Dalam banyak kasus,
hiperglikemia bersifat asimtomatik pada tahap awal, sehingga sering tidak
terdeteksi hingga munculnya komplikasi. Penanganan yang terlambat dapat
memperburuk kondisi metabolik dan mempercepat kerusakan organ (Susanti

dkk., 2023).

Hiperglikemia kronis dapat memicu komplikasi serius, seperti nefropati
diabetik. Selain itu, fluktuasi kadar glukosa yang tajam dari waktu ke waktu
turut berkontribusi terhadap stres oksidatif yang memperburuk kerusakan
vaskular. Oleh karena itu, pengendalian kadar glukosa darah secara konsisten
sangat penting untuk mencegah komplikasi jangka panjang dan menjaga

kualitas hidup penderita diabetes melitus (Widaryanti dkk., 2021).



2.2 Regulasi Glukosa Darah

Pengaturan kadar glukosa darah berlangsung melalui sistem umpan balik
negatif yang melibatkan kerja hormon insulin dan glukagon. Ketika kadar
glukosa meningkat, sel beta pankreas melepaskan insulin yang terbentuk dari
rantai A dan B yang terhubung oleh ikatan disulfida. Insulin berikatan dengan
reseptor insulin tipe tirosin kinase di permukaan sel, yang terdiri dari subunit
alfa (di luar sel) dan beta (dalam sel) (Gambar 1). Ikatan ini memicu aktivasi
subunit beta melalui autofosforilasi, yang kemudian mengirim sinyal ke hati
untuk menyimpan kelebihan glukosa sebagai glikogen, dan membantu
jaringan lain seperti otot dan jaringan adiposa menyerap glukosa melalui

transport GLUT4 (Kaul dkk., 2012).

Sebaliknya, saat kadar glukosa darah menurun, sel alfa pankreas melepaskan
glukagon, yang merangsang hati untuk memecah glikogen menjadi glukosa
demi menjaga keseimbangan energi tubuh. Pada kondisi diabetes, gangguan
dapat terjadi pada proses sintesis maupun sekresi insulin (seperti pada DM
tipe 1), atau pada respon sel terhadap insulin (resistensi insulin), seperti yang

umum ditemukan pada DM tipe 2 (Kaul dkk., 2012).
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Gambar 1. Mekanisme kerja insulin (Kaul dkk., 2012).



2.3 Komplikasi Hiperglikemia
Ketika kadar glukosa darah terus-menerus berada di atas ambang normal,
kondisi yang disebut hiperglikemia ini dapat memicu berbagai gangguan
metabolik kronis, termasuk diabetes melitus dengan beragam jenis dan
komplikasinya. Diabetes melitus terbagi menjadi beberapa tipe utama, yaitu
tipe 1, tipe 2, gestasional, dan tipe spesifik lainnya. Diabetes melitus tipe 1
atau diabetes juvenil disebabkan oleh proses autoimun yang menghancurkan
sel B pankreas, sehingga terjadi kekurangan insulin total dan memerlukan
terapi insulin seumur hidup (Baynest, 2015). Diabetes melitus tipe 2 ditandai
dengan resistensi insulin dan penurunan fungsi sel 8, yang menyebabkan
gangguan toleransi glukosa dan hiperinsulinemia pada tahap awal penyakit
(Hardianto, 2020). Sementara itu, diabetes melitus gestasional terjadi selama
kehamilan, umumnya pada trimester ketiga, akibat gangguan regulasi glukosa
darah yang bersifat sementara namun berisiko tinggi bagi ibu dan janin.
Selain itu, terdapat tipe diabetes lain yang disebabkan oleh kelainan genetik
fungsi sel B, gangguan kerja insulin, penyakit pankreas eksokrin, atau akibat
obat-obatan dan infeksi, yang jumlahnya kurang dari 10% dari seluruh kasus

diabetes (Baynest, 2015).

Diabetes melitus adalah suatu kelompok penyakit metabolik dengan
karakteristik penyakit hiperglikemia yang terjadi karena kelainan sekresi
insulin, gangguan kerja insulin atau keduanya, yang menimbulkan berbagai
komplikasi kronik, salah satunya pada organ ginjal (Kaul dkk., 2012). Ginjal
adalah bagian tubuh yang sangat penting untuk menjaga kondisi tubuh tetap
stabil. Ginjal menjaga keseimbangan cairan tubuh, elektrolit dan asam basa
dengan cara menyaring darah yang melalui ginjal, reabsorbsi selektif air, dan
mengekresi kelebihannya sebagai kemih. Ginjal juga mengeluarkan sampah
metabolisme seperti urea, kreatinin, asam urat dan zat kimia asing (Taruna,

2015).
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Penyakit ginjal seperti gagal ginjal kronik merupakan kondisi penurunan
fungsi ginjal yang berlangsung secara bertahap dan permanen, ketika organ
tersebut tidak lagi mampu menjaga kestabilan metabolisme serta
keseimbangan cairan dan elektrolit dalam tubuh. Jika tidak ditangani, kondisi
ini dapat berkembang menjadi tahap akhir penyakit ginjal (end-stage renal
disease), yaitu fase saat ginjal kehilangan seluruh kemampuannya untuk
menjalankan fungsi fisiologis normal. Pada tahap ini, intervensi medis
lanjutan seperti terapi dialisis atau transplantasi ginjal menjadi satu-satunya

pilihan untuk mempertahankan kehidupan pasien (Taruna, 2015).

2.4 Penatalaksanaan Komplikasi Hiperglikemia

DM tipe 1 adalah jenis diabetes yang memerlukan pengobatan insulin
eksternal seumur hidup karena terjadi akibat kerusakan sel B pankreas, yang
berfungsi memproduksi insulin (Janez dkk., 2020). Sejak tahun 1950, obat
antidiabetik seperti metformin dan sulfonilurea telah digunakan. Metformin
adalah obat utama yang digunakan untuk mengobati diabetes tipe 2. Karena
dua cara kerjanya yang berhasil menurunkan sekresi glukosa hati dan
meningkatkan penyerapan glukosa serta keterjangkauannya dan keamanannya
bagi pasien DM tanpa masalah hati atau ginjal. Obat antihiperglikemik oral
pertama yang digunakan adalah sulfonilurea (glibenklamid, gliklazid,
glimepirid, gliburid, glipizid, dan tolbutamid), yang merupakan obat pilihan
kedua untuk diabetes tipe 2. Obat ini biasanya digunakan untuk orang dewasa
yang lebih tua dengan diabetes tipe 2. Mekanisme kerjanya meningkatkan
sekresi insulin dengan bekerja langsung pada saluran KATP sel § pankreas.
Pasien yang menggunakan obat ini harus menyadari tanda-tanda hipoglikemia

dan cara menjaga pola makan yang sehat (Marin-Penalver dkk., 2016).
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2.5 Model Hewan Uji Diabetes
2.5.1 Klasifikasi dan Karakteristik Mencit sebagai Hewan Uji
Menurut Myers dkk. (2025), klasifikasi mencit sebagai berikut:
Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mammalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus

Mencit (Mus musculus) sering digunakan dalam penelitian karena
praktis, ekonomis, dan mudah dikembangbiakkan (Gambar 2.).
Ukurannya kecil, struktur tubuhnya sederhana, dan memiliki sistem
biologis yang cukup mirip dengan manusia, terutama dalam hal
metabolisme glukosa. Selain itu, mencit mudah ditangani dan dapat
diperoleh dalam jumlah banyak dalam waktu singkat. Mencit termasuk
hewan yang mudah beradaptasi di lingkungan baru sehingga
meminimalisasi mencit stres dan mempengaruhi kesehatan mencit
sebelum digunakan sebagai hewan uji. Karakteristik ini menjadikan
mencit sebagai pilihan utama dalam studi praklinik, termasuk untuk
pengujian bahan aktif dari tanaman obat. Namun, penggunaannya tetap

harus mengikuti prinsip etika penelitian hewan (Putri, 2018).

Gambar 2. Mencit (Mus musculus L.).



12

Model hewan untuk penelitian diabetes idealnya harus memiliki
fenotipe yang dapat menggambarkan semua patogenesis DM yang sama
seperti yang terjadi pada manusia. Patogenesis model non-genetik
serupa dengan keadaan manusia. Hewan yang biasanya tidak menderita
diabetes melitus tetapi mengembangkan penyakit tersebut sebagai
akibat dari perawatan tertentu dikenal sebagai model hewan diabetes
non-genetik. Pankreatektomi, modifikasi genetik, pemberian bahan
kimia tertentu, perubahan pola makan, atau kombinasi dari metode-
metode ini digunakan untuk menginduksi diabetes melitus (Rees dan

Alcolado, 2005).

2.5.2 Metode Induksi Hiperglikemia pada Hewan Uji
Dalam studi eksperimental, mencit sering dijadikan model hewan untuk
menciptakan kondisi diabetes secara terkontrol guna mengevaluasi
jalannya penyakit dan efektivitas pengobatan. Dua zat kimia yang
paling sering digunakan sebagai pemicu diabetes adalah aloksan dan
streptozotocin (STZ). Aloksan lebih sering digunakan dalam penelitian
karena harganya yang lebih ekonomis dibandingkan dengan

streptozotocin (Husna dkk., 2019).

Aloksan merupakan salah satu senyawa diabetogenik yang umum
digunakan dalam penelitian untuk menilai potensi antidiabetik, baik
dari senyawa tunggal maupun ekstrak tanaman. Zat ini pertama kali
berhasil diisolasi oleh Brugnatelli pada tahun 1818, dan
karakteristiknya dijelaskan lebih lanjut oleh Frederick Wohler dan
Justus Liebig pada tahun 1838. Penerapan aloksan sebagai pemicu
diabetes pada hewan laboratorium pertama kali dilaporkan oleh Dunn
dan McLetchie, yang menunjukkan keberhasilan induksi kondisi
diabetes pada kelinci percobaan (Wulandari dkk., 2024; Fajarwati dkk.,
2023). Senyawa ini merupakan turunan dari asam urat dan memiliki

kemampuan merusak sel pankreas secara spesifik melalui proses stres
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oksidatif. Dalam waktu 24 hingga 72 jam setelah pemberian, aloksan

diketahui menurunkan cadangan glikogen di hati (Husna dkk., 2019).

Diabetes yang dihasilkan melalui pemberian aloksan umumnya
termasuk dalam kategori diabetes melitus yang bergantung pada insulin,
karena kerusakan sel  pankreas yang ditimbulkan. Secara kimia,
aloksan merupakan turunan dari urea dan dikenal dengan nama 5,5-
dihidroksi pirimidin-2,4,6-trion, memiliki rumus molekul C4H2N2O4
dan massa molekul relatif sebesar 142,06 (Gambar 3.). Aloksan sering
dijadikan standar dalam penelitian untuk mengamati potensi efek
penurun glukosa darah suatu bahan uji. Mekanismenya melibatkan
induksi nekrosis pada sel  pankreas, sehingga menyebabkan gangguan
produksi insulin. Oleh karena itu, aloksan banyak digunakan sebagai
bahan eksperimen dalam model diabetes, terutama pada hewan coba

seperti tikus dan mencit (Ighodaro dkk., 2018).

O
2
HO NH
S-carbonyl , = O
group w
= —— NH
1
O

Gambar 3. Struktur kimia aloksan (Ighodaro dkk., 2018).

2.6 Ginjal
2.6.1 Anatomi Ginjal
Ginjal merupakan sepasang organ berbentuk menyerupai biji kacang
merah yang letaknya berada di bagian belakang rongga perut
(retroperitoneal), tepatnya di sisi kiri dan kanan tulang belakang sekitar
vertebra lumbalis ketiga. Posisi ginjal berada di bagian belakang

peritoneum dan menempel langsung pada dinding posterior abdomen,
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membentang dari area tengah hingga bawah tulang rusuk. Ukurannya
kurang lebih sebanding dengan kepalan tangan, dengan bobot sekitar
200 gram pada orang dewasa. Ginjal kiri biasanya berukuran sedikit
lebih besar dibandingkan ginjal kanan (Gambar 4.). Secara umum,
panjang ginjal pada laki-laki lebih besar daripada pada perempuan

(Alwiyah dkk., 2024).
’1\ o ]

Kelenjar
L

suprarenal kahan — Ginjal kiri

Ginjal kanan Hilum renalis

Kandung kemih

Gambar 4. Anatomi ginjal manusia (Harissya dkk., 2023).

Ginjal dilapisi oleh struktur pelindung yang berperan menjaga bentuk
anatominya dan mempertahankan posisinya di dalam rongga tubuh.
Menurut Harissya dkk. (2023), lapisan pelindung ini terdiri dari tiga
struktur utama yang membungkus ginjal secara berurutan dari luar ke
dalam, yaitu:

a. Lapisan terluar ginjal dikenal sebagai fascia renalis, yaitu jaringan
ikat yang tersusun atas serat kolagen. Bagian ini dikelilingi oleh
jaringan lemak perirenal yang berada di sisi luarnya dan berfungsi
sebagai bantalan pelindung.

b. Tepat di bawah fascia renalis terdapat lapisan yang disebut kapsula
adiposa renalis atau dikenal juga sebagai jaringan lemak pararenal.
Baik jaringan lemak perirenal maupun pararenal memiliki peran
penting sebagai bantalan pelindung bagi ginjal sekaligus membantu

mempertahankan posisi organ tersebut di dalam rongga abdomen.
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c. Lapisan terdalam yang membungkus ginjal dikenal sebagai kapsula
fibrosa. Struktur ini berupa jaringan ikat padat yang tipis dan
menempel langsung pada permukaan ginjal, berfungsi memberikan

perlindungan dan mempertahankan integritas organ tersebut.

Struktur internal ginjal terbagi menjadi dua bagian utama, yaitu korteks
dan medula, yang secara keseluruhan membentuk parenkim ginjal
(Gambar 5.). Korteks berada di bagian luar, memiliki warna lebih
terang, dan letaknya lebih superfisial. Sementara itu, medula terletak
lebih dalam dan tampak lebih gelap, terdiri atas struktur berbentuk
kerucut terbalik yang disebut piramida renalis. Di antara piramida-
piramida tersebut, terdapat jalinan jaringan korteks yang masuk ke arah
medula dan dikenal sebagai kolumna renalis. Satu unit piramida renalis
beserta jaringan korteks di sekelilingnya disebut sebagai lobus renalis.
Setiap ginjal umumnya memiliki sekitar lima hingga sebelas lobus

renalis (Harissya dkk., 2023).

Korteks renalis

Basis piramida renalis

Kapsula renalis
Papila renalis
Korteks renalis
Kaliks minor renalis
Pelvis renalis

Ureter
Kaliks major renalis

Medula renalis

Gambar 5. Struktur bagian dalam ginjal manusia (Harissya dkk.,
2023).
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2.6.2 Histologi Ginjal

Setiap ginjal mengandung antara satu hingga empat juta nefron, yang

merupakan unit fungsional utama dalam sistem ekskresi. Nefron terdiri

atas glomerulus serta beberapa bagian tubulus, yaitu tubulus kontortus

proksimal, tubulus kontortus distal, dan tubulus pengumpul

(koligentes). Nefron tersebar pada dua lapisan utama ginjal, yaitu

korteks dan medula. Di korteks terdapat glomerulus serta tubulus

kontortus proksimal dan distal, sedangkan pada bagian medula

ditemukan lengkung Henle dan tubulus pengumpul (Aziza, 2017).

Berikut ini penjelasan dari beberapa komponen ginjal.

1.

Glomerulus merupakan jaringan kapiler yang tersusun rapat
menyerupai gulungan benang, dikelilingi oleh kapsul yang terdiri
atas epitel berlapis ganda.

Tubulus kontortus proksimal adalah bagian awal dari sistem tubulus
nefron yang berkelok-kelok, dengan panjang mencapai sekitar 14
mm dan diameter sekitar 57-60 mikrometer. Dindingnya tersusun
atas epitel kuboid selapis atau silindris rendah, dan permukaannya
dipenuhi mikrovili yang panjangnya dapat mencapai 1,2
mikrometer dengan jarak antarstruktur sekitar 0,03 mikrometer.
Lengkung Henle (Loop of Henle) umumnya ditemukan di wilayah
medula ginjal dan memiliki diameter hingga 15 mikrometer.
Struktur ini berbentuk menyerupai huruf “U” dan terdiri dari bagian
yang lebih tebal yang berlanjut ke segmen yang lebih tipis.

Tubulus kontortus distal berbeda secara histologis dari bagian
proksimal. Sel-sel epitelnya lebih kecil, rendah, dan tidak memiliki
brush border. Sitoplasma sel pada bagian ini juga cenderung kurang
asidofilik, berbeda dengan bagian proksimal yang memiliki brush

border jelas dan sifat asidofilik lebih kuat.
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Dengan memahami struktur histologis ginjal secara menyeluruh,
khususnya bagian-bagian penting seperti glomerulus, tubulus
proksimal, lengkung Henle, dan tubulus distal (Gambar 6.), maka dasar
ilmiah dalam menilai perubahan morfologi akibat induksi penyakit
maupun pemberian terapi akan menjadi lebih kuat. Pengetahuan ini
menjadi landasan penting dalam interpretasi hasil histopatologi,
terutama dalam penelitian yang menilai efek intervensi terhadap fungsi
dan struktur ginjal, seperti pada studi pengaruh ekstrak daun salam

terhadap mencit yang diinduksi aloksan.

Bowman'’s
proximal capsule
convoluted
tubule

efferent

glomerulus arteriole

macula densa

convoluted

tubule
juxtaglomerular

cells

macula

densa
distal

convoluted

tubule

Ruang
glomerulus

proximal convoluted tubule

Gambar 6. Histologi ginjal manusia (Hartline, 2021).

2.7 Tanaman Obat sebagai Terapi Alternatif
2.7.1 Konsep Fitoterapi dan Penggunaan Herbal dalam Pengelolaan
Hiperglikemia
Fitoterapi merupakan salah satu pendekatan yang menggunakan
tanaman obat untuk membantu mengatasi penyakit, termasuk
hiperglikemia. Banyak orang mulai mempertimbangkan pengobatan
herbal karena efek samping dari obat kimia bisa cukup berat jika

dikonsumsi dalam jangka panjang. Selain itu, terapi herbal juga
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dianggap lebih terjangkau dan mudah diakses, terutama di daerah
dengan fasilitas kesehatan terbatas. Beberapa tanaman diketahui
mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, alkaloid, dan
saponin yang punya efek menurunkan kadar gula darah, menangkal
radikal bebas, dan bahkan melindungi sel B pankreas. Senyawa-
senyawa ini bekerja dengan cara meningkatkan respons tubuh terhadap
insulin dan menghambat kerusakan jaringan akibat stres oksidatif.
Karena itu, penggunaan herbal sebagai terapi tambahan dianggap cukup
menjanjikan, khususnya untuk pasien diabetes yang membutuhkan
pengelolaan jangka panjang secara lebih alami dan aman (Dewi dkk.,

2022).

2.7.2 Perbandingan Terapi Konvensial dan Alternatif
Dalam pengelolaan hiperglikemia, terapi konvensional umumnya
melibatkan penggunaan obat-obatan sintetik seperti insulin dan
antidiabetik oral yang telah terbukti efektif dalam menurunkan kadar
glukosa darah. Namun, terapi ini sering dikaitkan dengan efek samping
tertentu dan biaya pengobatan yang relatif tinggi. Sebagai alternatif,
banyak penderita diabetes mulai mempertimbangkan penggunaan
pengobatan herbal yang berasal dari tanaman obat tradisional (Darfiani

dan Morika, 2021).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa tanaman seperti daun sirsak,
daun salam, dan kunyit memiliki kandungan senyawa aktif yang dapat
membantu mengontrol kadar gula darah dan meningkatkan fungsi
pankreas. Penggunaan tanaman herbal sebagai bahan pengobatan
sebaiknya berasal dari budidaya yang alami atau ditanam dengan cara
yang ramah lingkungan. Tanaman tersebut harus bebas dari kontaminasi
bahan kimia sintetis dan diolah secara alami, tanpa tambahan zat

berbahaya. Tujuan dari pendekatan ini adalah untuk meminimalkan
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risiko efek samping yang kerap muncul akibat konsumsi obat-obatan

farmasi secara terus-menerus (Arbilla dkk., 2023).

2.7.3 Tantangan dan Prospek Terapi Herbal
Beberapa tanaman obat telah menunjukkan potensi dalam menurunkan
kadar glukosa darah dan meningkatkan kesehatan penderita diabetes.
Namun, tantangan utama dalam penerapan terapi ini adalah kurangnya
penelitian yang sistematis dan berbasis bukti mengenai efektivitas dan
keamanan penggunaan herbal secara luas. Selain itu, dosis yang tepat
dan kemungkinan interaksi dengan obat konvensional masih perlu
diteliti lebih lanjut. Meskipun demikian, prospek terapi herbal cukup
menjanjikan, terutama sebagai pelengkap terapi konvensional

(Abdullah, 2024).

2.8 Daun Salam (Syzygium polyanthum)
2.8.1 Klasifikasi dan Morfologi
Menurut POWO (2025), klasifikasi tanaman salam sebagai berikut:
Kingdom : Plantae

Divisi : Streptophyta
Kelas : Equisetopsida
Subkelas : Magnoliidae
Ordo : Myrtales
Famili : Myrtaceae
Genus : Syzygium

Species : Syzygium polyanthum
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Gambar 7. Daun salam (Syzygium polyanthum).

Tanaman salam umumnya tumbuh di dataran rendah hingga daerah
berketinggian sekitar 5 hingga 1000 meter di atas permukaan laut.
Bunga tanaman ini umumnya bersifat hermaprodit, dengan struktur
kelopak dan mahkota yang jelas. Bunga salam memiliki banyak benang
sari, dan dalam beberapa kasus, kelopaknya tersusun berhadapan
dengan mahkota. Daunnya berbentuk lonjong hingga elips, kadang
menyerupai bentuk telur terbalik, dengan pangkal yang meruncing dan
ujung yang tumpul (Gambar 7.). Ukuran daun bervariasi, dengan
panjang sekitar 50—150 mm dan lebar antara 35-65 mm, serta memiliki
6 hingga 10 tulang daun lateral. Panjang tangkai daunnya berkisar
antara 5 hingga 12 mm (Meldawati, 2022).

2.8.2 Kandungan Fitokimia
Berbagai studi telah menunjukkan bahwa daun salam (Syzygium
polyanthum) mengandung sejumlah senyawa fitokimia aktif yang
berpotensi sebagai agen terapeutik. Kandungan utamanya meliputi
alkaloid, flavonoid, saponin, betasianin, tanin, steroid, terpenoid, fenol,
kardio glikosida, dan kuinon (Kusuma dkk., 2011 ; Herlianto dkk.,
2023). Daun muda dan buah mentah tanaman ini juga dilaporkan
mengandung senyawa triterpenoid, alkaloid, dan flavonoid dalam
jumlah yang signifikan. Ekstrak metanol dari daun salam tercatat

memiliki kadar total fenolik dan flavonoid tertinggi dibandingkan



21

dengan pelarut lain seperti air atau metanol—air. Selain itu, analisis lebih
lanjut juga mengidentifikasi senyawa seperti asam hidroksikavikol yang
memiliki aktivitas penghambat enzim a-glukosidase, salah satu enzim
kunci dalam regulasi kadar gula darah. Beberapa senyawa lain seperti
asam 3,4,5-trihidroksi benzoat dan turunannya juga telah ditemukan
melalui teknik kromatografi. Senyawa-senyawa ini diyakini berperan
dalam aktivitas antidiabetes, antioksidan, dan antiinflamasi daun salam

(Ismail dan Ahmad, 2019).

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Salam (Syzygium
polyanthum) (Herlianto dkk., 2023)

Uji Fitokimia Hasil Uji Metoda / Reagen
Alkalond + Maver / Wagner
Flavonowd + Na(OH

Saponin + Foam

Antosianin - NaOH

Betasianin + Na(OH

Tanm + Ferric Chioride
Stermd + Lichermann Burchard
Terpenomd + Lichermann Burchard
Fenol + Folin Ciocalteu
Kumarin - NaOH & Kloroform
Glikosida - Maodified Borntrager
Kardio Glikosida + keller Kaiham

Kunon + H-50)

Keterangan: (+) = mengandung golongan senyawa, (-) = tidak
mengandung senyawa.

Senyawa fitokimia yang diuji diketahui memiliki aktivitas biologis
yang bermanfaat secara medis dan fisiologis (Tabel 1). Flavonoid
merupakan senyawa yang memiliki beragam efek, termasuk sebagai
antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, antialergi, antimutagenik, serta
mampu memperlebar pembuluh darah. Sementara itu, saponin
menunjukkan potensi dalam menurunkan kadar kolesterol dan
membantu mengontrol kadar gula darah (Kusuma dkk., 2011).
Flavonoid yang terkandung dalam daun salam diketahui memiliki
aktivitas sebagai antioksidan. Zat ini berperan dalam menetralisir
radikal bebas yang dapat merusak sel B pankreas, sehingga membantu

mencegah kerusakan lebih lanjut pada sel tersebut. Dengan demikian,
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sel B yang masih bertahan tetap dapat menjalankan fungsinya. Selain
itu, aktivitas antioksidan ini juga diyakini mampu menjaga
keberlangsungan sel f yang masih sehat dan memungkinkan terjadinya

proses regenerasi melalui mitosis (Suryani dkk., 2013).

Berdasarkan penelitian Sinata dkk. (2023), Pemberian infusa daun
salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) terbukti mampu
menurunkan kadar glukosa darah pada mencit putih jantan (Mus
musculus L.) yang sebelumnya diinduksi secara oral menggunakan
glukosa. Efek penurunan glukosa darah diamati pada penggunaan
infusa dengan konsentrasi 10%, 20%, dan 40%, yang masing-masing
menunjukkan kemampuan menurunkan kadar glukosa secara signifikan
pada model hewan tersebut. Menurut Hikmah dkk. (2016), saat ekstrak
daun salam dikombinasikan dengan obat antidiabetes oral seperti
glibenklamid, efek penurunan kadar glukosa darah menjadi lebih kuat.
Oleh karena itu, kombinasi antara glibenklamid dan ekstrak daun salam
dapat menjadi pilihan dalam pengelolaan diabetes. Namun, penggunaan
kombinasi ini tetap perlu dilakukan dengan hati-hati dan di bawah
pengawasan, terutama jika digunakan dalam jangka waktu lebih dari

dua minggu.

2.9 Metode Ekstraksi Bahan Alam
Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa bioaktif dari bahan alam
menggunakan pelarut tertentu berdasarkan perbedaan tingkat kepolaran
senyawa. Pemilihan metode ekstraksi sangat berpengaruh terhadap rendemen
dan jenis senyawa bioaktif yang dihasilkan. Beberapa metode ekstraksi yang
umum digunakan dalam penelitian bahan tumbuhan antara lain maserasi,
soxhlet, dan refluks (Maryam dkk., 2023). Metode maserasi dilakukan
dengan cara merendam simplisia dalam pelarut pada suhu ruang dalam jangka
waktu tertentu, sehingga senyawa aktif dapat terlarut secara perlahan tanpa

melibatkan pemanasan tinggi. Metode ini memiliki kelebihan berupa
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prosedur yang sederhana, penggunaan peralatan yang relatif mudah, serta
mampu mempertahankan stabilitas senyawa bioaktif yang bersifat termolabil

(Susanty & Bachmid, 2016).

Berbeda dengan maserasi, metode soxhlet dan refluks menggunakan
pemanasan berulang untuk mempercepat proses ekstraksi, sehingga dapat
menghasilkan kandungan senyawa tertentu yang lebih tinggi dalam waktu
yang lebih singkat (Gita dkk., 2024; Maryam dkk., 2023). Berdasarkan
penelitian Maryam dkk (2023) menunjukkan bahwa perbedaan metode
ekstraksi dapat menghasilkan variasi kandungan flavonoid dan aktivitas

antioksidan yang berbeda meskipun menggunakan pelarut yang sama.

Selain metode, pemilihan pelarut juga berperan penting dalam proses
ekstraksi. Pelarut etanol banyak digunakan dalam penelitian bahan alam
karena bersifat semi-polar, sehingga mampu mengekstraksi senyawa polar
dan nonpolar seperti flavonoid, tanin, dan senyawa fenolik. Etanol juga relatif
aman, mudah menguap, serta tidak bersifat toksik, sehingga sesuai digunakan

dalam penelitian biologi dan farmasi (Maryam dkk., 2023).

2.10 Optimalisasi Dosis dan Evaluasi Histopatologi
2.10.1 Optimalisasi Dosis

Penentuan dosis optimal dalam terapi herbal sangat penting untuk
memastikan efektivitas pengobatan sekaligus meminimalkan risiko efek
samping. Meskipun obat herbal sering dianggap aman karena berasal
dari bahan alami, penggunaan tanpa dosis yang tepat dapat
menyebabkan ketidakefektifan atau bahkan menimbulkan efek toksik.
Selain itu, dosis yang tepat juga menjadi perhatian serius karena
kesalahan dalam menentukan dosis dengan tepat atau penggunaan yang
tidak benar dapat berdampak negatif pada kesehatan (Taib dkk., 2021).
Sinata dkk. (2023) melaporkan dosis optimal infusa daun salam yang

digunakan untuk menurunkan kadar glukosa darah pada mencit yang
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diinduksi glukosa adalah konsentrasi 10%, 20%, dan 40%. Penggunaan
ekstrak daun salam yang dikombinasikan dengan terapi konvensional
seperti glibenklamid terbukti menunjukkan efek hipoglikemia yang kuat
(Hikmah dkk., 2016). Kemungkinan interaksi antara obat herbal dan
terapi konvensional perlu diperhatikan karena dapat memengaruhi hasil
pengobatan maupun menimbulkan efek samping yang tidak diinginkan.
Oleh sebab itu, aspek keamanan, ketepatan dosis, serta potensi interaksi
farmakologis perlu dipertimbangkan secara cermat sebelum

penggunaan secara bersamaan (Aprianti dkk., 2024).

2.10.2 Parameter Toksisitas dan Efektivitas
Penentuan parameter toksisitas dan efektivitas merupakan langkah
krusial dalam pengembangan terapi berbasis herbal untuk memastikan
keamanan dan manfaat klinisnya. Uji toksisitas akut dan subkronik
sering digunakan untuk mengevaluasi potensi efek samping dari ekstrak
tanaman obat. Salah satu parameter utama dalam uji toksisitas akut
adalah nilai LDso, yang menunjukkan dosis yang menyebabkan
kematian pada 50% populasi hewan uji. Nilai LDso ini memberikan
gambaran awal mengenai tingkat keamanan suatu senyawa. Sebagai
contoh, penelitian terhadap ekstrak daun katuk (Sauropus androgynus)
menunjukkan bahwa nilai LDso dapat digunakan untuk menilai potensi
toksisitas akut suatu kandidat obat atau ekstrak. Sedangkan toksisitas
subkronik dilakukan untuk mengetahui efek toksik beserta
hubungannya antara dosis berulang dan toksisitas dalam jangka waktu

tertentu (Putra dkk., 2023).

2.10.3 Indikator Histologis Kerusakan Ginjal Akibat Diabetes
Hasil pengamatan histologis jaringan ginjal menunjukkan adanya
perbedaan yang jelas antara kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan)

dan kontrol positif (diinduksi agen diabetogonik). Pada kelompok
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kontrol negatif, struktur ginjal seperti kapsula Bowman, glomerulus,
tubulus proksimal, dan tubulus distal terlihat dalam kondisi normal
tanpa adanya indikasi kerusakan. Sel podosit juga ditemukan dalam
jumlah yang melimpah, menandakan fungsi filtrasi ginjal yang masih
optimal. Sebaliknya, pada kelompok kontrol positif, terjadi berbagai
perubahan morfologis yang mencerminkan kerusakan ginjal akibat
paparan agen diabetogenik. Ditemukan lisis pada kapsula Bowman,
atrofi glomerulus, serta degenerasi hidrofis yang signifikan. Selain itu,
terdapat endapan protein dan edema pada tubulus proksimal, serta
jumlah sel podosit yang sangat menurun, yang semuanya menunjukkan
adanya gangguan fungsi filtrasi dan kerusakan struktural ginjal secara

menyeluruh (Gambar 8.) (Ukratalo dan Sangdji, 2023).

Gambar 8. Histopatologi ginjal mencit dengan pewarnaan Hematoxylin
Eosin dan perbesaran 400x. (A) kontrol negatif dan (B)
kontrol positif. 1) atrofi glomerulus, 2) degenerasi hidrofis
tubulus proksimal, 3) endapan protein tubuli, dan 4) edema
tubulus proksimal (Ukratalo dan Sangdji, 2023).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus sampai dengan November 2025
di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Lampung
(Unila) untuk pemeliharaan dan perlakuan hewan uji, penginduksian aloksan
pada mencit, pemberian ekstrak daun salam pada mencit. Untuk pembuatan
ekstrak daun salam dilakukan di Laboratorium Botani, Jurusan Biologi,
FMIPA, Unila dan pembuatan preparat histopatologi ginjal mencit dilakukan

di Laboratorium Patologi, Balai Veteriner, Bandar Lampung.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur, beaker
glass, Erlenmeyer, corong, batang pengaduk, kertas saring, gelas objek,
mikrotom, mesin penggiling, aluminium foil, botol, kulkas, dan
evaporator yang digunakan dalam proses pembuatan ekstrak daun
salam. Kandang mencit, tempat makan dan minum yang digunakan
dalam proses pemeliharaan mencit. Timbangan digital, glucometer
strips, seperangkat alat bedah, sonde lambung, botol film, dan alat tulis.
Perlengkapan alat mikroteknik (embedding cassatte, waterbath,
inkubator, staining jar, dan mikrotom), mikroskop binokuler, gelas
benda, gelas penutup, dan kamera yang digunakan dalam proses

pengamatan histopatologi ginjal mencit.
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3.2.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun salam
(Syzygium polyanthum) yang diperoleh dari kebun yang berlokasi di
Jalan Pramuka gang Dipangga V. Aloksan, akuadest, etanol 96%,
kloroform, CMC Na 1%, kapas, dan sekam. Bahan pembuatan preparat
mikroteknik (xilol, alkohol bertingkat, paraffin, larutan pewarna (Harris
Haematoxylin Eosin dan kanada balsam), HCI fisiologis, larutan Bouin,

pellet (rat bio), dan air mineral.

3.3 Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan untuk penelitian ini adalah mencit (Mus musculus
L.) strain wistar jantan yang berusia 2-3 bulan dengan berat badan 25-35

gram yang diperoleh dari Mini Mouse Bandar Lampung.

3.4 Variabel Penelitian

1. Variabel bebas: Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak etanol
daun salam dengan dosis yang berbeda yaitu 150 mg/gBB, 250 mg/gBB,
dan 350 mg/gBB.

2. Variabel terikat: Variabel terikat pada penelitian ini adalah gambaran
histopatologi ginjal, berat badan dan kadar glukosa darah.

3. Variabel terkendali: Variabel terkendali pada penelitian ini adalah strain
mencit, jenis kelamin jantan berusia 2-3 bulan dan berat badan 25-35

gram, makanan berupa pellet, dan minum berupa air mineral setiap hari.

3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang
dilakukan selama 14 hari dengan menggunakan 5 kelompok perlakuan

dan masing-masing kelompok perlakuan terdiri dari 5 ulangan.
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Modifikasi dari Meldawati (2022), pemberian dosis ekstrak daun salam

pada kelompok perlakuan tersebut, yaitu:

1.

Kelompok kontrol yang hanya diberi makan dan minum, sebagai
kontrol.
Kelompok kontrol yang hanya diinduksi aloksan 150 mg/gBB 2 hari

sekali selama 6 hari.

. Kelompok perlakuan 1 (P1): kelompok yang diinduksi aloksan 150

mg/gBB 2 hari sekali selama 6 hari dan ekstrak daun salam dengan
dosis 150 mg/gBB 1 kali sehari selama 14 hari.

Kelompok perlakuan 2 (P2): kelompok yang diinduksi aloksan 150
mg/gBB 2 hari sekali selama 6 hari dan ekstrak daun salam dengan
dosis 250 mg/gBB 1 kali sehari selama 14 hari.

Kelompok perlakuan 3 (P3): kelompok yang diinduksi aloksan 150
mg/gBB 2 hari sekali selama 6 hari dan ekstrak daun salam dengan

dosis 350 mg/gBB 1 kali sehari selama 14 hari.

3.5.2 Pelaksanaan Penelitian

3.5.2.1 Pembuatan Ekstrak Daun Salam

Metode ekstraksi yang akan digunakan dalam penelitian ini
adalah metode maserasi. Daun salam (Syzygium polyanthum)
yang diperoleh dari dari kebun yang berlokasi di Jalan Pramuka
gang Dipangga V dengan kriteria daun yang masih segar
kemudian dicuci dengan air mengalir hingga bersih untuk
menghilangkan kotoran dan mikroba yang menempel pada

tumbuhan kemudian dibilas menggunakan akuades.

Setelah itu daun salam dikering anginkan pada suhu ruang
sampai air pada permukaan daun salam mengering. Proses
selanjutnya, daun salam yang sudah dikering anginkan,
dihaluskan dengan menggunakan blender dan disaring untuk

mendapatkan serbuk halus. Kemudian serbuk tersebut
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dimasukkan kedalam beaker glass lalu dimaserasi menggunakan
pelarut etanol 96% sampai terendam sepenuhnya. Selanjutnya
larutan tersebut didiamkan selama 1 x 24 jam dan dibiarkan
ditempat sejuk terlindung dari cahaya matahari sambil diaduk
sesekali. Hasil ekstraksi etanol tersebut disaring sehingga
diperoleh filtrat. Filtrat ini kemudian dievaporasi kasar
berbentuk pasta yang digunakan sebagai bahan percobaan dalam

penelitian ini.

3.5.2.2 Pembuatan CMC Na 1%
CMC Na seberat 1 gram ditambahkan ke dalam mortar berisi 10
mL air panas, lalu didiamkan selama sekitar 15 menit. Setelah
itu, campuran tersebut digerus hingga merata, kemudian
diencerkan secara bertahap menggunakan aquades. Selanjutnya,
larutan dipindahkan ke dalam gelas beaker dan ditambahkan
aquades hingga mencapai volume total 100 mL (Gultom &

Rahmawati, 2023).

3.5.2.3 Pemeliharaan Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit
jantan (Mus musculus L.) strain wistar berumur sekitar 23
bulan dengan rata-rata berat badan 30 gram. Sebanyak 25 ekor
mencit dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan, masing-
masing terdiri dari 5 ekor, sesuai dengan rancangan percobaan
yang telah ditentukan. Setiap kelompok ditempatkan dalam
kandang terpisah dengan alas berisi sekam yang diratakan.
Mencit diberi pakan standar berupa pelet dan air mineral yang
tersedia secara ad libitum setiap hari. Sebelum perlakuan,
seluruh hewan uji menjalani proses aklimatisasi selama 7 hari

untuk beradaptasi dengan lingkungan laboratorium. Selama
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masa aklimatisasi, mencit yang mengalami gejala sakit, mati,
atau mengalami penurunan berat badan lebih dari 10% akan

dikeluarkan dari penelitian (Hasanah, 2015).

3.5.3 Perlakuan Terhadap Hewan Uji
3.5.3.1 Induksi Aloksan pada Mencit

Setiap mencit ditimbang terlebih dahulu sebelum diberi
perlakuan untuk menentukan jumlah aloksan yang akan
diinduksikan. Dosis aloksan yang diinduksikan pada mencit
adalah 150 mg/gBB (Ighodaro dkk., 2018). Sebelum
penginduksian aloksan pada mencit, mencit harus dipuasakan
selama 8 jam tanpa diberikan makanan kecuali air minum yang
bertujuan untuk mengosongkan lambung mencit sehingga
absorpsi obat dapat sempurna dan obat tidak berinteraksi dengan

makanan di lambung yang dapat mempengaruhi hasil penelitian.

Selanjutnya dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darah pada
setiap mencit yang digunakan. Setelah pemeriksaan glukosa
darah berlangsung selama 2 jam, aloksan diinduksikan pada
mencit dengan disuntikan secara intraperitoneal 2 hari sekali

selama 6 hari (modifikasi dari Fatmawati, 2024).

1. Dosis aloksan yang digunakan = 150 mg/gBB
Rata-rata berat badan mencit yang digunakan
=30 gram = 0,03 kg.
Dosis aloksan yang diberikan (mg)
= 150 mg/kg x 0,03 kg = 4,5 mg/30 gBB.
Total aloksan yang digunakan
=4,5 mg x 20 (mencit) x 3 (hari) =270 mg = 0,27 gram.
Maka pemberian larutan secara oral pada mencit (volume)

= berat badan mencit X persen pemberian
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=30 gram x 0,1 %

X
1000 g

=30 gram x =0,03 mL

Total volume larutan aloksan yng digunakan selama 3 hari
=0,03 x 20 (mencit) x 3 (hari) = 1,8 mL.
Stok dosis aloksan yang digunakan selama 3 hari yaitu:

0,27 gram aloksan + 1,8 mL CMC Na 1%.

3.5.3.2 Pemberian Ekstrak Daun Salam
Pemberian ekstrak daun salam pada penelitian ini dilakukan
secara peroral menggunakan sonde lambung setelah proses
induksi aloksan selesai. Pemberian ekstrak dilakukan selama 14
hari. Setiap kelompok perlakuan diberi ekstrak daun salam
dengan dosis yang berbeda sesuai dengan rancangan penelitian.
Ekstrak dalam volume maksimum dengan pemberian ekstrak
pada mencit secara peroral yaitu 1% berat badan (Purwanti,
2019). Perhitungan pemberian ekstrak daun salam setiap
kelompok perlakuan sebagai berikut.

1. Dosis 150 mg/gBB (P1)
150 X
X
10009 30g

x =4,5 mg/30gBB
2. Dosis 250 mg/gBB (P2)

250 X
X
1000g 30g

x =7,5 mg/30gBB
3. Dosis 350 mg/gBB (P3)

350 X
X
1000g 30g

x = 10,5 mg/30gBB
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Jumlah ekstrak daun salam yang digunakan untuk pembuatan
stok selama 14 hari yaitu sebagai berikut:

P1 =4,5 mgx 5 (mencit) x 14 (hari) =315 mg = 0,315 gram
P2 =7,5 mg x 5 (mencit) x 14 (hari) = 525 mg = 0,525 gram
P3 =10,5 mg x 5 (mencit) x 14 (hari) = 735 mg = 0,735 gram
Pemberian ekstrak secara oral pada mencit (volume)

Volume pemberian = berat badan x persen pemberian

=30 gram x 1%

X
=30 gram x = 0,3mL
100 g

Total volume =0,3 x 5 (mencit) x 14 (hari)

=21 mL

Pembuatan stok untuk masing-masing perlakuan ekstrak daun

salam selama 14 hari yaitu:

Dosis P1 = 0,315 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na

1%

Dosis P2 = 0,525 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na
1%

Dosis P3 = 0,735 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na
1%

3.5.3.3 Pengukuran Berat Badan Mencit
Berat badan mencit ditimbang pada hari ke - 1, 10, dan 25 pada
seluruh mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Hasil pengukuran dicatat dan dibandingkan untuk setiap

kelompok perlakuan.

3.5.3.4 Pemeriksaan Kadar Glukosa Darah
Pemeriksaan kadar glukosa darah mencit dalam penelitian ini

dilakukan sebanyak 3 kali. Pemeriksaan pertama dilakukan pada
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mencit normal yang akan diinduksi dengan aloksan, bertujuan
untuk mengetahui kadar glukosa awal mencit. Pemeriksaan
kedua dilakukan pada mencit yang sudah diinduksi dengan
aloksan, bertujuan untuk mengetahui peningkatan kadar glukosa
darah mencit. Pemeriksaan ketiga dilakukan pada mencit yang
diberi perlakuan dengan ekstrak daun salam, bertujuan untuk
mengetahui perubahan kadar glukosa darah mencit dari
perlakuan yang diberikan. Pemeriksan kadar glukosa darah

dilakukan menggunakan glucose meter (Easy Touch).

Sebelum dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darah, mencit
sebelumnya dipuasakan selama 8 jam. Ujung ekor mencit
disterilkan menggunakan alkohol 70% kemudian dilukai sedikit.
Darah yang keluar dari bagian ekor mencit yang dilukai
kemudian diteteskan pada kotak sensor pada strip glucose meter
yang sebelumnya telah dimasukan ke glucose meter. Setelah
beberapa saat kemudian muncul angka pada layar glucose meter,
angka yang muncul menunjukkan kadar glukosa darah mencit
tersebut yang dinyatakan dalam satuan mg/dL. Strips yang
digunakan dalam pemeriksaan kadar glukosa darah hanya dapat

digunakan untuk satu kali percobaan.

3.5.3.5 Pembuatan Preparat Histopatologi Ginjal Mencit
Setelah dilakukan pembedahan pada mencit kemudian dilakukan
pembuatan preparat histopatologi ginjal dengan metode paraffin
dan pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE). Berdasarkan
Purwanti (2019) dan Suhita dkk. (2013), prosedur
pembuatannya adalah sebagai berikut:
1. Fiksasi

Organ ginjal difiksasi dengan menggunakan larutan Netral

Buffer Formalin 10% selama 3 jam dan dicuci dengan air
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mengalir sebanyak 3-5 kali. Kemudian dipotong dan
dimasukkan ke dalam tempat spesimen yang terbuat dari
plastik.

Dehidrasi

Selanjutnya dilakukan proses dehidrasi pada alkohol
konsentrasi bertingkat yaitu alkohol 70%, 80%, 90%
alkohol absolute I, absolute II masing-masing 2 jam.
Penjernihan

Perendaman potongan jaringan pada xilol I, dan xilol II,
masing-masing selama 1 jam secara bergantian dan
beurutan. Tujuan penjernihan adalah untuk menghilangkan
alkohol dan menjernihkan jaringan.

Impregnasi/infiltasi

Impregnasi dengan menggunakan paraftin cair I selama 1
jam dalam oven suhu 60°C, lalu dipindahkan ke paraffin
cair II selama 1 jam kembali dalam oven suhu 60°C.
Embedding

Jaringan yang telah melalui tahap clearing kemudian
ditempatkan ke dalam cetakan logam. Selanjutnya, parafin
cair dengan suhu sekitar 58°C dituangkan hingga seluruh
jaringan terendam, lalu ditutup menggunakan embedding
cassette. Cetakan dibiarkan hingga mulai mengeras pada
suhu ruang, kemudian dimasukkan ke dalam lemari es
selama kurang lebih 10 menit untuk mempercepat proses
pengerasan. Setelah padat, blok parafin yang telah berisi
jaringan dilepaskan dari cetakan logam. Blok ini kemudian
siap untuk dilakukan pemotongan menggunakan mikrotom
guna memperoleh irisan jaringan dengan ketebalan 4-5
mikrometer untuk keperluan preparat histologis.
Pemotongan

Pemotongan blok parafin dilakukan di ruang bersuhu

rendah untuk menjaga kestabilan jaringan. Tahap awal
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berupa pemotongan kasar, kemudian dilanjutkan dengan

pemotongan halus menggunakan ketebalan sekitar 4-5

mikrometer. Proses ini dilakukan menggunakan mikrotom

tipe rotary yang dilengkapi dengan pisau sekali pakai

(disposable knife). Setelah diperoleh irisan jaringan, dipilih

potongan yang paling representatif dan utuh. Potongan

tersebut kemudian dipindahkan ke dalam waterbath hangat
selama beberapa detik hingga mengambang secara
sempurna. Dengan teknik menyerok, potongan diangkat
menggunakan kaca objek yang bersih, lalu diletakkan
dengan hati-hati di bagian tengah atau sepertiga atas/bawah
slide. Selama proses ini, penting untuk memastikan tidak
ada gelembung udara yang terperangkap di bawah jaringan
agar hasil pewarnaan tidak terganggu.

Staining

Staining (pewarnaan) dengan Meyer Hematoksilin Eosin

setelah jaringan melekat sempurna pada slide kemudian

dipilih yang terbaik. Selanjutnya secara berurutan slide
dimasukan ke dalam zat kimia di bawah ini dengan waktu
sebagai berikut:

1. Slide dimasukkan ke dalam xilol I, II. Masing-masing
dilakukan selama 1 menit.

2. Slide dimasukkan ke dalam alkohol absolut 1, 90%,
80%, dan 75% masing-masing 1 menit..

3. Slide dicuci dengan akuadest selama 1 menit.

4. Slide dimasukkan ke dalam bahan pewarna preparat
meyer hematoksilin selama 5-7 menit, kemudian dicuci
dengan air mengalir selama 5 menit.

5. Slide dimasukkan ke dalam Li CO3 selama 3 menit,
untuk memperjelas warna.

6. Slide dimasukkan ke dalam alkohol 95% sebanyak 10

celupan.
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7. Slide dimasukkan ke dalam eosin selama 3 menit.
Setelah itu dimasukkan ke dalam alkohol 80%, alkohol
90% dan alkohol absolut masing-masing sebanyak 10
celupan.

8. Slide dicelupkan ke dalam xilol I, II, dan III, masing-

masing dilakukan selama 5 menit.

8.  Mounting
Setelah tahap pewarnaan selesai dilakukan, slide diletakkan
di permukaan datar yang telah dialasi tisu. Selanjutnya,
ditetesi dengan media mounting berupa kanada balsam.
Penutupan slide dilakukan dengan meletakkan cover glass
secara perlahan dan hati-hati, dengan tujuan menghindari
terbentuknya gelembung udara di bawah jaringan yang
dapat mengganggu kualitas pengamatan mikroskopis.

9. Pengamatan

Slide diamati di bawah mikroskop dengan pembesaran 40x.

3.5.3.6 Pengamatan Histopatologi Ginjal Mencit
Pengamatan preparat dilakukan dengan membandingkan
gambaran kerusakan ginjal melalui pengamatan mikroskopis
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 40x pada seluruh

lapang pandang (Hartline, 2021).

Kerusakan ginjal yang diakibatkan oleh adanya pengaruh agen
diabetogenik yang paling mudah diamati adalah jarak ruang
glomerulus, derajat kerusakan sel glomerulus, kerusakan sel
tubulus, dan perubahan histopatologi seperti pembengkakan sel
tubulus, infiltrasi sel radang, dan nekrosis sel (Muhartono dkk.,

2016).
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3.5.3.7 Pengumpulan Data

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah:

1. Mengukur kadar glukosa darah dan berat badan mencit pada
seluruh kelompok perlakuan.

2. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya terhadap
struktur mikroskopis ginjal dengan derajat kerusakan sel
glomerulus, jarak ruang glomerulus dan kerusakan sel
tubulus dan perubahan histopatologi seperti pembengkakan
sel tubulus, infiltrasi sel radang, dan nekrosis sel. Kemudian

dilakukan pemotretan dengan menggunakan foto mikrograf.

3.6 Analisis Data
3.6.1. Data Kuantitatif

Hasil pengukuran kadar glukosa darah dan berat badan dilakukan
analisis secara statistik untuk menentukan pengaruh signifikan yang
terjadi setelah perlakuan dosis ekstrak daun salam. Analisis data pada
penelitian ini menggunakan Repeated Measures ANOVA untuk
menganalisis pengaruh waktu pengukuran dan uji lanjut antar waktu
dilakukan menggunakan metode Bonferroni. Data selisih kadar glukosa
darah dan berat badan dianalisis menggunakan uji Kruskal Wallis dan
uji lanjut Mann-Whitney U untuk mengetahui ada atau tidaknya
perbedaan antara dua kelompok dari semua kelompok. Interpretasi

signifikan jika nilai p < 0,05.

Data hasil skoring kerusakan pada glomerulus, tubulus kontortus distal,
tubulus kontortus proksimal, dan jarak ruang glomerulus, dianalisis
menggunakan uji non-parametrik Kruskal Wallis untuk mengetahui ada
atau tidaknya perbedaan pada semua kelompok. Uji Mann-Whitney U
digunakan sebagai uji lanjut untuk mengetahui ada atau tidaknya
perbedaan antara dua kelompok dari semua kelompok. Interpretasi

signifikan jika nilai p < 0,05.
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Hasil pengamatan histopatologi ginjal mencit di bawah mikroskop

dianalisis secara deskriptif kuantitatif berdasarkan tingkat kerusakan

yang terjadi sebelum dan setelah perlakuan (Tabel 2.).

Tabel 2. Skoring Kerusakan Histopatologi Ginjal (Muhartono dkk.,

2016)
Jenis Kerusakan
Skor Keterangan
Glomerulus Tubulus

Normal Normal 0 Tidak terdapat kerusakan
pada sel glomerulus dan
tubulus.

Infiltrasi Infiltrasi sel 1 Terdapat akumulasi sel

sel radang radang limfosit pada glomerulus dan
tubulus.

Edema Pembengkakan 2 Edema spatium bowman
spatium sel epitel ditandai dengan pelebaran
bowman tubulus pada ruang bowman.

Sedangkan, pembengkakan
terjadi pada sel epitel tubulus.
Nekrosis Nekrosis 3 Sel glomerulus dan tubulus

tidak utuh, tampak keriput
dan lebih padat, tidak
vasikuler, inti berwarna gelap
dan berukuran kecil, serta
terpecah menjadi beberapa

gumpalan.

Tingkat kerusakan ginjal dinilai berdasarkan jenis kerusakan paling

parah yang ditemukan, kemudian dihitung secara keseluruhan dari

jumlah kerusakan pada struktur glomerulus dan tubulus ginjal, dengan

sistem skoring yang berkisar antara 0 hingga 3.
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25 ekor mencit jantan umur 2-3 bulan dengan berat badan 25-35 gram
diaklimatisasi selama 7 hari. Persiapan bahan uji yaitu ekstrak etanol daun
salam dan larutan aloksan.

v

Pengukuran berat badan dan kadar glukosa darah

hari ke-1

v

> eko_r > eko.r 5 ekor 5 ekor 5 ekor
menmt‘ mencn' mencit mencit mencit
scbagai sebagai sebagai sebagai sebagai
kontrol kontrol
perlakuan 1 perlakuan 2 perlakuan 3
normal aloksan
| |
\
Pengukuran berat badan dan kadar glukosa darah
hari ke-10
| i | |
Mencit Mencit Mencit
yang yang yang
Mencit diinduksi diinduksi diinduksi
. yang aloksan aloksan aloksan
Mene diinduksi 150 150 150
makan dan aloksan mg/gBB mg/gBB mg/gBB
minum tiap 150 dan ekstrak dan ekstrak dan ekstrak
hari mg{ ¢BB 2 daun salam daun salam daun salam
hari sekali dengan dengan dengan
selama 6 dosis 150 dosis 250 dosis 350
hari mg/gBB mg/gBB mg/gBB
selama 14 selama 14 selama 14
hari hari hari

A4

Pengukuran berat badan & kadar glukosa darah hari ke-25, pembedahan,
pembuatan preparat histopatologi, mengukur jarak ruang glomerulus, dan

skoring ginjal mencit

v

Analisis Data

Gambar 9. Diagram alir penelitian.




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan kesimpulan bahwa

pemberian ekstrak etanol daun salam (Syzygium polyanthum) selama 14 hari

pada mencit (Mus musculus L.) semakin tinggi konsentrasi yang diberikan

semakin:

1. Efektif dalam menurunkan kadar glukosa darah mencit (Mus musculus
L.).

2. Efektif terhadap perbaikan histopatologi pada nefron yaitu perbaikan

jarak ruang glomerulus dengan bowman kapsula.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran untuk penelitian

selanjutnya yaitu sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan analisis tambahan seperti profil lipid, dan kadar
malondialdehid untuk mendapatkan gambaran yang lebih lengkap
mengenai mekanisme kerja dari ekstrak daun salam.

2. Penambahan waktu pemberian dan uji toksisitas ekstrak daun salam untuk

mengamati efektivitasnya dalam jangka waktu yang lebih lama.
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