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ABSTRAK

EFEK PUASA 12 JAM TERHADAP GAMBARAN HISTOLOGI
PANKREAS MENCIT HIPERGLIKEMIA

Oleh

YULITA KRISTINA NADEAK

Hiperglikemia merupakan kondisi peningkatan kadar glukosa darah yang dapat
menyebabkan kerusakan sel P pankreas dan perubahan struktur pulau Langerhans.
Kerusakan tersebut ditandai dengan peningkatan degenerasi dan nekrosis sel serta
penurunan luas dan diameter pulau Langerhans. Puasa 12 jam sebagai bentuk time-
restricted feeding diketahui dapat memengaruhi metabolisme glukosa dan berpotensi
memperbaiki struktur pankreas. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh
puasa 12 jam terhadap gambaran histologi pankreas mencit hiperglikemia induksi aloksan
serta membandingkan efek puasa pada periode siang dan malam hari. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
menggunakan 25 ekor mencit jantan (Mus musculus) yang dibagi ke dalam lima
kelompok, yaitu kontrol, normal puasa 12 jam siang, normal puasa 12 jam malam,
hiperglikemia puasa 12 jam siang, dan hiperglikemia puasa 12 jam malam. Hiperglikemia
diinduksi menggunakan aloksan monohidrat dosis 150 mg/BB. Perlakuan puasa 12 jam
dilakukan selama 14 hari. Parameter yang diamati meliputi luas dan diameter pulau
Langerhans melalui analisis morfometrik, serta skor kerusakan histologi pankreas
menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
puasa 12 jam tidak mempengaruhi luas dan diameter pulau Langerhans, berpengaruh
pada skor kerusakan histologi pankreas mencit hiperglikemia induksi aloksan. Terdapat
perbedaan efek antara puasa 12 jam siang dan malam hari terhadap gambaran histologi
pulau Langerhans pankreas mencit. Puasa 12 jam malam hari menunjukkan gambaran
histologi Pulau Langerhans yang relatif lebih baik dibandingkan puasa 12 jam siang hari,
ditinjau dari integritas struktur jaringan dan derajat kerusakan histologi.

Kata kunci: Hiperglikemia, Puasa 12 Jam, Pulau Langerhans, Histologi Pankreas



ABSTRACT

THE EFFECTS OF A 12-HOUR FASTING PERIOD ON THE HISTOLOGICAL
FEATURES OF THE PANCREAS IN HYPERGLYCEMIC MICE

By

YULITA KRISTINA NADEAK

Hyperglycemia is a condition characterized by elevated blood glucose levels that may
cause pancreatic f-cell damage and structural alterations of the islets of Langerhans. Such
damage is indicated by increased cellular degeneration and necrosis, as well as a
reduction in the area and diameter of the islets of Langerhans. A 12-hour fasting regimen,
as a form of time-restricted feeding, is known to influence glucose metabolism and has
the potential to improve pancreatic structure. This study aimed to analyze the effects of a
12-hour fasting period on the histological features of the pancreas in alloxan-induced
hyperglycemic mice and to compare the effects of daytime and nighttime fasting. This
research employed an experimental method using a Completely Randomized Design
(CRD) with 25 male mice (Mus musculus) divided into five groups: control, normal with
12-hour daytime fasting, normal with 12-hour nighttime fasting, hyperglycemic with 12-
hour daytime fasting, and hyperglycemic with 12-hour nighttime fasting. Hyperglycemia
was induced using alloxan monohydrate at a dose of 150 mg/kg body weight. The 12-
hour fasting treatment was administered for 14 days. The observed parameters included
the area and diameter of the islets of Langerhans assessed through morphometric analysis,
as well as the pancreatic histological damage score evaluated using Hematoxylin—Eosin
staining. The results showed that a 12-hour fasting period did not affect the area and
diameter of the islets of Langerhans but did influence the pancreatic histological damage
score in alloxan-induced hyperglycemic mice. Differences in effects were observed
between daytime and nighttime fasting on the histological features of the pancreatic islets
of Langerhans. Nighttime 12-hour fasting demonstrated relatively better histological
features compared to daytime fasting, as indicated by improved structural integrity and a
lower degree of histological damage.

Keywords: Hyperglycemia, 12-Hour Fasting, Islets of Langerhans, Pancreatic Histology
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik kronis yang ditandai oleh
hiperglikemia akibat gangguan sekresi insulin, resistensi insulin, atau
kombinasi keduanya (American Diabetes Association, 2023). Menurut data
International Diabetes Federation (IDF, 2025), jumlah penderita diabetes
diperkirakan mencapai 589 juta orang pada tahun 2025 dan meningkat menjadi
783 juta pada tahun 2045. Indonesia diperkirakan menempati peringkat kelima
dunia dengan 21,3 juta penderita diabetes pada tahun 2025, menunjukkan beban
penyakit yang semakin meningkat di negara berkembang (International

Diabetes Federation, 2025).

Hiperglikemia kronis menimbulkan berbagai komplikasi, salah satunya
kerusakan organ termasuk pankreas. Pada diabetes tipe 1, kerusakan sel
pankreas dipicu oleh mekanisme autoimun, sedangkan pada diabetes tipe 2
terjadi resistensi insulin disertai penurunan kemampuan sekresi insulin. Kondisi
ini memicu stres oksidatif, inflamasi, apoptosis, serta penurunan jumlah dan
massa sel f pankreas sehingga homeostasis glukosa semakin terganggu (Dini¢

dkk., 2022; Lu dkk., 2024).

Salah satu strategi yang mendapat perhatian adalah puasa atau time-restricted
feeding. Puasa 12 jam membatasi asupan kalori dalam periode waktu tertentu
dan menyerupai pola makan pada puasa Ramadan. Sejumlah penelitian
menunjukkan bahwa puasa Ramadan dapat memperbaiki metabolisme tubuh,
termasuk menurunkan kadar glukosa darah, meningkatkan profil lipid, serta
memperbaiki sensitivitas insulin (Hassanein dkk., 2021; Tahapary dkk., 2020).
Secara fisiologis, puasa menggeser sumber energi dari glukosa menuju lemak

dan keton, sehingga mengurangi beban kerja sel  pankreas. Selain itu, puasa



intermiten terbukti dapat menurunkan stres oksidatif, meningkatkan fungsi
mitokondria, dan menjaga viabilitas sel B (De Cabo dan Mattson, 2019; Patel
dkk., 2024).

Dalam penelitian eksperimental, hiperglikemia dapat diinduksi dengan aloksan.
Senyawa ini bekerja dengan menghambat enzim glukokinase dan menghasilkan
spesies oksigen reaktif (ROS) yang menimbulkan kerusakan nekrotik selektif
pada sel B pankreas. Hal ini menyebabkan defisiensi insulin dan deplesi pulau
Langerhans, sehingga model ini banyak digunakan untuk mempelajari

patogenesis diabetes (Ibrahim dkk., 2023).

Hingga saat ini, sebagian besar penelitian mengenai puasa lebih berfokus pada
aspek biokimia, seperti kadar glukosa darah, lipid, dan sensitivitas insulin.
Namun, kajian yang secara khusus mengevaluasi dampak puasa 12 jam
terhadap gambaran histologi pankreas pada kondisi hiperglikemia akibat
induksi aloksan masih sangat terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan
untuk menganalisis pengaruh puasa 12 jam terhadap struktur histologi
pankreas, khususnya pada luas dan diameter pulau Langerhans, serta skor

kerusakan organ pankreas.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana pengaruh puasa terhadap luas dan diameter pulau Langerhans
pankreas mencit yang hiperglikemia?

2. Apakah puasa 12 jam dapat mengurangi derajat kerusakan histologi pulau
Langerhans pankreas akibat induksi aloksan?

3. Apakah terdapat perbedaan efek puasa 12 jam antara periode siang dan

malam terhadap gambaran histologi pulau Langerhans pankreas?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini yaitu sebagai berikut:
1. Menganalisis pengaruh puasa 12 jam terhadap luas dan diameter pulau

Langerhans pada pankreas mencit hiperglikemia induksi aloksan.



2. Menganalisis efek puasa 12 jam pada skor kerusakan histologi jaringan
pankreas pada mencit yang diinduksi aloksan.
3. Membandingkan efek puasa 12 jam di siang dan malam hari terhadap

gambaran histologi pankreas.

1.4 Hipotesis Penelitian

1. Puasa 12 jam berpengaruh meningkatkan luas dan diameter pulau
Langerhans pankreas pada mencit hiperglikemia induksi aloksan.

2. Puasa 12 jam dapat mengurangi derajat kerusakan histologi pankreas
akibat induksi aloksan.

3. Terdapat perbedaan efek antara puasa 12 jam siang dan malam terhadap
gambaran histologi pankreas, dengan puasa malam memberikan efek

perbaikan yang lebih baik.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini dapat menambah pengetahuan, wawasan, serta
pemahaman mengenai pengaruh puasa 12 jam terhadap karakteristik
mikroskopis pankreas dan dapat menjadi bahan referensi dalam kajian ilmiah
yang berhubungan dengan metode intermittent fasting terhadap penyandang

Diabetes Melitus.

1.6 Kerangka Teoritis

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik kronis yang ditandai oleh
hiperglikemia persisten akibat gangguan sekresi insulin, resistensi insulin,
atau kombinasi keduanya. Kondisi hiperglikemia yang berlangsung lama
berperan penting dalam terjadinya kerusakan organ target serta disfungsi
pankreas, khususnya pada sel B yang berfungsi sebagai penghasil insulin dan
pengatur utama homeostasis glukosa darah. Pada tingkat jaringan, gangguan
fungsi sel B akan berdampak pada perubahan struktur pulau Langerhans, yang

dapat diamati melalui parameter morfometri dan gambaran histologi pankreas.



Hiperglikemia kronis menyebabkan peningkatan stres metabolik pada sel 8
pankreas. Paparan glukosa tinggi secara terus-menerus memicu peningkatan
produksi spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species/ROS), gangguan
fungsi retikulum endoplasma, serta aktivasi jalur kematian sel. Kondisi ini
berkontribusi terhadap terjadinya degenerasi, nekrosis, dan penurunan jumlah
sel B, yang secara morfologis tercermin sebagai penyusutan diameter dan luas
pulau Langerhans serta peningkatan skor kerusakan jaringan pankreas.
Perubahan struktural ini pada akhirnya memperburuk kemampuan pankreas

dalam mempertahankan keseimbangan glukosa darah.

Untuk mereplikasi kondisi hiperglikemia pada hewan coba, penelitian ini
menggunakan aloksan sebagai agen diabetogen. Aloksan diketahui memiliki
afinitas tinggi terhadap sel B pankreas melalui transporter GLUT2 dan bekerja
dengan menghasilkan ROS secara cepat di dalam sel. Mekanisme ini
menyebabkan kerusakan sel B dalam waktu relatif singkat dan menurunkan
produksi insulin. Induksi aloksan dilakukan tiga kali dalam 6 hari, dosis yang
digunakan berdasarkan penelitian terdahulu mampu menimbulkan kondisi
hiperglikemia yang terukur dalam periode observasi tertentu, sehingga cukup
representatif sebagai model eksperimental hiperglikemia untuk mengevaluasi

perubahan metabolik dan histologi pankreas.

Puasa merupakan salah satu bentuk intervensi non-farmakologis yang
semakin banyak diteliti dalam konteks pengendalian metabolik. Puasa 12 jam,
yang termasuk dalam pendekatan time-restricted feeding, menyebabkan
perubahan adaptif pada metabolisme energi. Pada fase puasa, terjadi
penurunan ketersediaan glukosa dan cadangan glikogen, sehingga tubuh
beralih menggunakan asam lemak dan keton sebagai sumber energi utama.
Pergeseran substrat energi ini diikuti dengan penurunan sekresi insulin serta
peningkatan sensitivitas insulin jaringan perifer. Kondisi tersebut berpotensi
mengurangi beban kerja sel f pankreas dan menurunkan risiko

glukotoksisitas.



Selain itu, puasa diketahui dapat menurunkan stres oksidatif dan
mengaktifkan mekanisme protektif seluler, seperti peningkatan efisiensi
mitokondria dan autofagi, yang berperan dalam mempertahankan viabilitas
sel. Dalam konteks pankreas, mekanisme ini diperkirakan dapat menekan laju
kerusakan sel B dan memperbaiki atau mempertahankan struktur pulau
Langerhans, yang tercermin melalui perubahan luas, diameter, dan skor
kerusakan histologi. Pemilihan puasa 12 jam pada siang dan malam hari
didasarkan pada perbedaan ritme sirkadian metabolik. Mencit merupakan
hewan nokturnal, sehingga aktivitas makan, metabolisme, dan sekresi hormon
sangat dipengaruhi oleh siklus terang—gelap. Puasa yang dilakukan pada
waktu yang berbeda (siang dan malam) diperkirakan akan menghasilkan
respons metabolik yang berbeda pula, terutama dalam regulasi glukosa dan
fungsi sel B pankreas. Oleh karena itu, perbandingan puasa 12 jam siang dan
malam dilakukan untuk mengevaluasi apakah keselarasan waktu puasa
dengan ritme biologis dapat memengaruhi derajat perlindungan terhadap

kerusakan pankreas pada kondisi hiperglikemia.

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi
pengaruh puasa 12 jam terhadap gambaran histologis pankreas mencit
hiperglikemia induksi aloksan, yang dinilai melalui parameter luas dan
diameter pulau Langerhans serta skor kerusakan jaringan, serta untuk
membandingkan efek puasa 12 jam siang dan malam hari terhadap struktur

pankreas.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Definisi Puasa

Puasa adalah kebiasaan membatasi jumlah makanan atau minuman yang
dikonsumsi selama waktu tertentu. Berbagai alasan telah mendorong puasa,
mulai dari diet hingga keyakinan agama hingga pemeriksaan medis. Dalam
praktik medis, ini umumnya digunakan untuk tes laboratorium glukosa darah
dan penanda lipid untuk membantu dalam diagnosis berbagai penyakit dan
menilai berbagai faktor risiko. Jenis puasa telah dipelajari karena
kemampuannya untuk meningkatkan metrik fisiologis yang terkait dengan
kesehatan. Sensitivitas insulin, tekanan darah, lipid aterogenik, lemak tubuh,
dan peradangan adalah beberapa faktor ini. Banyak dari penelitian ini
melibatkan mereka yang berpartisipasi dalam tradisi [slam Ramadan karena
para peserta berpuasa setiap hari dari fajar hingga matahari terbenam selama

sebulan penuh (Sanvictores dkk., 2018).

Dua jenis puasa intermiten utama telah dipilih untuk menjalani gaya hidup
yang lebih sehat: puasa fajar hingga matahari terbenam atau fajar hingga
senja, yang melibatkan satu kali puasa dan satu kali waktu makan dan minum
dalam sehari. Puasa fajar hingga matahari terbenam adalah jenis puasa
intermiten yang paling umum di bulan Ramadan. Makan terbatas waktu,
memiliki arti yang lebih luas daripada puasa intermiten. Secara umum, puasa
intermiten melibatkan satu kali puasa dan satu kali waktu makan atau minum
dalam satu hari, sedangkan makan terbatas waktu dapat mencakup lebih dari
satu kali puasa dan lebih dari satu waktu makan atau minum dalam satu hari.
Sebagai contoh, seseorang dapat makan sarapan pagi antara pukul 7 dan 8
pagi dan kemudian berpuasa hingga pukul 8 sore (Bhatti dan Mindikoglu,
2022).



Perubahan radikal dalam fisiologi dan metabolisme seluler terjadi selama
puasa. Tubuh biasanya menggunakan glukosa darah melalui glikolisis untuk
memenuhi kebutuhan energinya. Selama berpuasa, simpanan glikogen di hati
dan otot rangka adalah cara pertama yang digunakan untuk menjaga kadar
glukosa darah tetap stabil. Rantai monosakarida glukosa ter polimerisasi yang
disebut glikogen digunakan untuk menghasilkan energi dalam proses

glikogenolisis (Sanvictores dkk., 2018).

Organ yang paling langsung terpengaruh oleh puasa adalah pankreas. Selama
masa glukosa plasma rendah, pankreas akan melepaskan lebih banyak
glukagon dari sel-sel alfa yang ditemukan di pulau Langerhans. Glukagon
terutama akan memengaruhi hati karena menyimpan sebagian besar glikogen
dalam tubuh. Otot rangka juga dipengaruhi oleh glukagon, tetapi pada tingkat
yang lebih rendah karena otot rangka mengandung konsentrasi glikogen yang
rendah. Setelah simpanan glikogen hati habis, tubuh menggunakan jaringan
adiposa dan protein untuk energi. Hati memiliki peran aktif dalam
metabolisme lemak karena merupakan pengoksidasi utama trigliserida.
Dalam versi puasa yang lebih ekstrem, di mana sumber lemak telah
dikeluarkan, tubuh memecah otot rangka untuk energi. Katabolisme otot
rangka menyediakan tubuh dengan asam amino yang dapat dimetabolisme.
Namun, proses ini juga menyebabkan pengurangan massa otot (Sanvictores
dkk., 2018).

Puasa ini telah banyak diteliti pada hewan percobaan seperti mencit karena
dampaknya terhadap berbagai fisiologis. Setelah mencit dipuasakan selama
dua belas hingga enam belas jam, kadar glukosa darahnya tetap stabil .
Setelah dua belas jam berpuasa, tubuh mencit dan hewan lainnya mengalami
perubahan metabolisme, yang menyebabkan penurunan sekitar dua puluh
persen kadar glukosa darah dan penghancuran cadangan glikogen di hati.
Dalam situasi ini, tubuh tidak lagi menggunakan glukosa hati sebagai sumber
energinya, tetapi lebih memilih untuk menggunakan keton dari lemak dan

asam lemak bebas (Hamdani dan Pahlevi, 2025).



2.1.1 Efek Puasa Terhadap Fisiologis Tubuh

Metode puasa intermiten ini sangat mengubah tubuh, terutama dalam
hal penurunan lemak, mempertahankan massa otot, dan
mengoptimalkan pemanfaatan energi. Serangkaian penelitian
menunjukkan bahwa puasa singkat dapat mengubah metabolisme, yang
berarti penurunan lemak tubuh, sensitivitas insulin yang lebih baik, dan
penggunaan energi yang lebih efisien. Selain itu, orang yang
menjalankan puasa intermiten dengan protokol yang tepat dapat
menggunakan teknik ini untuk mempertahankan atau bahkan
meningkatkan massa otot mereka (Cemékové dkk., 2024; Dote-

Montero dkk., 2022).

Setelah cadangan glikogen tubuh habis selama puasa intermiten, tubuh
mulai menggunakan lemak sebagai sumber energi utama. Beberapa
jenis penelitian Interval waktu puasa yang lebih lama, seperti metode
16:8, yang melibatkan 16 jam puasa dan 8 jam makan, dapat
meningkatkan oksidasi lemak dan mempercepat pemecahan trigliserida
menjadi asam lemak bebas. Asam lemak bebas kemudian diubah

menjadi energi melalui proses beta oksidasi (Herz dkk., 2024).

Menurut sejumlah penelitian terdahulu, puasa intermiten memiliki
pengaruh yang signifikan terhadap penurunan lemak tubuh.
Pengurangan persentase lemak tubuh adalah fokus utama.
Dibandingkan dengan diet restriktif, penurunan lemak terjadi secara
bertahap dan lebih mudah dipertahankan dalam jangka panjang. Ini
menunjukkan bahwa tubuh dapat menggunakan lemak sebagai sumber
energi selama berpuasa tanpa kehilangan banyak energi (DoteMontero

dkk., 2022).

Studi oleh Junaid dkk. (2024) menunjukkan bahwa Puasa selama dua
belas jam siang dan malam selama empat belas hari dapat menurunkan
kadar glukosa darah puasa dan berat badan pada mencit hiperglikemia

yang diinduksi aloksan. Selain itu, puasa selama dua belas jam juga



terbukti menurunkan berat badan dan kolesterol total mencit. Efek ini
terjadi karena saat puasa, tubuh mengalami perubahan adaptif, seperti
peningkatan ekspresi brain-derived neurotrophic factor (BDNF) di otak
bebas (Hamdan dan Pahlevi, 2025).

Namun, penting untuk diingat bahwa keberhasilan puasa intermiten
dalam mencapai penurunan lemak, pemeliharaan otot, dan optimalisasi
energi sangat bergantung pada banyak hal, termasuk jenis puasa dan
lamanya puasa. jumlah dan kualitas asupan gizi selama jendela makan
(Herz dkk., 2024). Penurunan kinerja fisik dan mental, serta risiko
kehilangan massa otot, dapat disebabkan oleh puasa berulang yang tidak
sehat, terutama jika tidak memiliki asupan gizi yang seimbang.
Akibatnya, penting untuk berpikir secara menyeluruh tentang hal-hal ini
dan membuat rencana yang mencakup pola makan yang seimbang,

latihan fisik yang cukup, dan istirahat yang cukup (Tjakradidjaja, 2024).

2.1.2 Efek Puasa Terhadap Histologis

Studi oleh Ratri (2018) tentang Pengaruh Intermittent Fasting Terhadap
Gambaran Histopatologi Sel Goblet Pada Mencit Balb-C yang bertujuan
untuk mengetahui ada/tidaknya perbedaan jumlah sel goblet intestinal
antara kelompok perlakuan IF dan kelompok kontrol, dilakukan
penghitungan kuantitatif jumlah sel goblet pada duodenum mencit,
menemukan bahwa tidak terdapat perbedaan jumlah sel goblet pada
duodenum mencit Balb-C antara kelompok yang menerima perlakuan
Intermittent Fasting (IF) dibandingkan dengan kelompok AL maupun
HF.

Studi oleh Farhan (2023) tentang efek intermittent fasting terhadap
gambaran histologi lemak subkutan pada mencit model obesitas. hasil
pengamatan histologi, diperoleh temuan bahwa penerapan intermittent
fasting tipe time-restricted feeding tidak memberikan pengaruh yang
bermakna terhadap perubahan jumlah sel adiposit pada jaringan lemak

subkutan inguinal. Selain itu, metode ini juga tidak menunjukkan efek
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signifikan terhadap perubahan berat badan pada mencit obesitas.
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa dalam kondisi penelitian
yang diterapkan, intermittent fasting tipe time-restricted feeding tidak
memengaruhi struktur histologi adiposit maupun parameter berat badan

pada mencit model obesitas.

Studi oleh Ginting (2023) tentang pengaruh puasa intermiten diurnal
(pid) terhadap mediator pro inflamasi, hasil analisis histopatologi
pankreas memperlihatkan penurunan jumlah sel yang mengalami
degenerasi dan nekrosis serta peningkatan pulau-pulau Langerhans,
yang menunjukkan adanya perbaikan morfologis jaringan pankreas pada
tikus yang menjalani protokol puasa tersebut. Gambaran histopatologi
hati (liver) juga menunjukkan penurunan jumlah sel yang mengalami
degenerasi dan nekrosis, serta dilaporkan adanya peningkatan pulau
Langerhans pada tikus model diabetes melitus tipe I dalam konteks

pengamatan yang dilakukan pada studi ini.

2.1.3 Intervensi Puasa 12 Jam

Berdasarkan studi oleh Isman dkk. (2024), pemilihan durasi puasa 12
jam didasarkan pada desain penelitian intermittent fasting yang umum
digunakan dalam studi metabolik untuk meniru pola puasa intermiten
pada manusia, sekaligus mempertimbangkan karakteristik fisiologis
mencit (Mus musculus) sebagai model hewan yang memiliki kesamaan
genomik dengan manusia. Durasi 12 jam dipilih karena merupakan
periode yang cukup untuk memicu perubahan metabolik signifikan,
seperti penurunan glukosa darah dan peningkatan mobilisasi asam
lemak, tanpa menyebabkan stres fisiologis berlebihan pada hewan uji

(Isman dkk., 2024).

Dalam studi ini, metode intervensi harian kronis digunakan. Ini berarti
mencit dipuasakan setiap hari selama dua belas jam dalam interval
waktu tertentu siang atau malam sepanjang periode penelitian. Ini

berbeda dengan memberikan mencit puasa satu kali sebelum
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pengukuran. Hal ini terlihat dari pengukuran berkala pada minggu
pertama dan kedua, yang menunjukkan perubahan progresif pada berat
badan dan kadar kolesterol. Pemilihan jendela puasa 12 jam juga
mempertimbangkan aspek sirkadian, di mana puasa malam hari lebih
efektif karena selaras dengan ritme metabolik alami mencit yang
nokturnal, sehingga meminimalkan risiko gangguan metabolisme dan
stres oksidatif. Kontrol yang dilakukan termasuk pemberian high-fat
diet yang seragam pada semua kelompok, pengukuran baseline
kolesterol sebelum intervensi, dan penggunaan kelompok kontrol non-
puasa untuk memastikan bahwa perubahan yang diamati benar-benar

disebabkan oleh intervensi (Isman dkk., 2024).

2.2 Hiperglikemia

Hiperglikemia merupakan peningkatan kadar glukosa darah melebihi batas
normal yang disebabkan oleh kekurangan insulin, penurunan efektivitas kerja
insulin, atau kombinasi keduanya, adalah tanda klinis dari penyakit metabolik
yang dikenal sebagai diabetes melitus. Kegagalan pankreas untuk
menghasilkan jumlah insulin yang cukup atau resistensi sel-sel tubuh
terhadap insulin menyebabkan hiperglikemia. Akibatnya, glukosa tidak dapat
masuk ke dalam sel untuk digunakan sebagai sumber energi. Kondisi
hiperglikemia jangka panjang ini menyebabkan gangguan metabolisme
karbohidrat, protein, dan lemak. Hal ini menyebabkan kerusakan jaringan dan
disfungsi pembuluh darah, serta mata, ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh

darah (Elsayed dkk., 2023).

Hiperglikemia pada diabetes melitus berdampak langsung dan merusak pada
organ pankreas, terutama pada sel pulau Langerhans yang bertanggung jawab
atas produksi insulin. Peningkatan kadar glukosa darah yang berkelanjutan
menyebabkan stres oksidatif, yang merusak sel melalui mekanisme apoptosis
dan nekrosis, yang mengurangi kemampuan pankreas untuk menghasilkan
cukup insulin (Mirontoneng dkk., 2019) .Selain itu, paparan glukosa tinggi

juga dapat menyebabkan peradangan lokal, yang memperburuk kerusakan
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jaringan pankreas dan mengganggu struktur normal pulau Langerhans.
Akibatnya, perbedaan antara pulau Langerhans dan sel asinar menjadi tidak

jelas atau bahkan hilang (Beandrade dkk., 2022).

Studi oleh Aminah dan Qomariyah (2023) menunjukkan bahwa diameter
pulau Langerhans di kelompok kontrol negatif (HFD dan Aloksan) dan dosis
I (215 mg/kg BB) lebih kecil. Paparan zat yang menyebabkan diabetes seperti
aloksan merusak permebealitas membran sel dan mengganggu sel pankreas
yang menghasilkan hormon insulin. Selain itu, batas yang membedakan pulau
Langerhans dari sel asinar tidak jelas dan bahkan telah menghilang. Sebagai
turunan urea, alkanal memiliki kemampuan untuk menyebabkan nekrosis sel

pankreas.

2.3 Pankreas

Splenic artery

Spleen

Bile duct (from
gall bladder)

Common bile duct

Duodenum of
small intestine

Acinar cells
secrete digestive

enzymes

Pancreatic duct

™~ Exocrine acinus

Gambar 1. Pankreas
(Frank dkk., 2004)

Pankreas merupakan organ yang memiliki peran ganda, yaitu sebagai organ
eksokrin sekaligus endokrin. Pada fungsi eksokrin, pankreas menghasilkan
berbagai enzim pencernaan yang berperan penting dalam proses pemecahan
serta penyerapan nutrisi di saluran cerna. Sementara itu, pada fungsi
endokrin, pankreas menghasilkan hormon-hormon seperti insulin dan

glukagon yang berperan penting dalam menjaga keseimbangan kadar glukosa
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darah serta mengatur metabolisme energi tubuh secara keseluruhan

(Silverthorne, 2013).

Pankreas terletak di retroperitoneum dan merupakan kelenjar campuran yang
melakukan fungsi eksokrin dan endokrin, menghasilkan enzim pencernaan
dan hormon yang memanjang ke sisi kiri dengan kauda dan bagian kaput
dekat duodenum (Mescher dan Junqueira, 2016). Pankreas memiliki berat
sekitar 150 gram dan berukuran 25 cm panjang, 5 cm lebar, dan 2 cm tebal

(Gartner dan Hiatt, 2017).

2.3.1 Jaringan Endokrin Pankreas

Pankreas merupakan kelenjar campuran yang menghasilkan sekresi
internal maupun eksternal. Sebagian besar jaringan pankreas terdiri atas
jaringan kelenjar asinus eksokrin. Di dalam jaringan tersebut terdapat
pulau-pulau Langerhans yang berfungsi menghasilkan sekresi internal.
Pulau-pulau Langerhans merupakan pusat fungsi endokrin pankreas.
Struktur ini terbentuk dari berbagai jenis sel dengan ukuran bervariasi
antara 50-300 mikrometer yang tersusun dalam pola anatomi tertentu.
Pada bagian tengah pulau Langerhans terdapat sel beta. Sel beta
berperan penting dalam sintesis dan sekresi insulin, yaitu salah satu
regulator utama metabolisme manusia. Insulin merupakan hormon
peptida kecil yang tersusun atas 51 asam amino, diproduksi serta
dikemas di dalam sel beta pankreas. Sekresi eksternalnya yang
mengandung berbagai enzim pencernaan dialirkan ke duodenum
melalui duktus pankreatikus, sedangkan sekresi internalnya langsung
masuk ke dalam aliran darah (Nakamura dan Satou, 2012; Arinct dan

Elhan, 2001; Caglar dkk., 2014).

Pulau Langerhans umumnya terdiri atas tiga kelompok utama sel, yaitu
sel alfa (A) yang menyekresikan glukagon, sel beta (B) yang
menyekresikan insulin, dan sel delta (D) yang menyekresikan gastrin
serta somatostatin. Selain itu, terdapat pula sel-sel berukuran lebih kecil

yang menyerupai sel A, B, dan D, yang berfungsi menyekresikan
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berbagai peptida. Sel yang menyekresikan hormon polipeptida pankreas
dari kelompok ini disebut sel PP. Aktivitas parasimpatis merangsang sel
beta untuk menyekresikan insulin, yang kemudian mengubah glukosa
menjadi glikogen dan menyimpannya di hati. Sebaliknya, aktivitas
simpatik merangsang sel alfa untuk menyekresikan glukagon, yang
berperan mengubah glikogen menjadi glukosa (Nakamura dan Satou,

2012; Arinct dan Elhan, 2001; Caglar dkk., 2014).
2.3.2 Jaringan Eksokrin Pankreas

Bagian pankreas yang menghasilkan sekresi eksokrin memiliki
kemiripan dengan kelenjar ludah, dengan bentuk gabungan berupa
tabula alveolar. Sekresi eksokrin pankreas terdiri atas dua komponen,
yaitu bagian cairan berair yang kaya bikarbonat dan bagian enzim.
Sekresi eksokrin pankreas bersifat jernih, isotonik, dan alkalis, dengan
volume rata-rata sekitar 1500—2000 ml per hari. Proses sekresi cairan ini
dikendalikan oleh saraf, yaitu nervus vagus, serta oleh hormon sekretin
dan cholecystokinin yang diproduksi di duodenum. Jaringan ikat pada
pankreas eksokrin dan kelenjar cenderung mengalami penurunan
volume seiring bertambahnya usia. Oleh karena itu, penuaan umumnya
diikuti dengan terjadinya atrofi anatomi maupun histologi pada kelenjar

pankreas (Guyton dan Hall, 2006; Caglar dkk., 2014).
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Gambar 2. Pankreas mencit (Mus musculus) kontrol negatif (normal)
C: Per besaran 40x10, Pulau Langerhans (PL), Saluran
pembuluh darah (DPD), Asinar (AC) dan Sel-sel Asinar
(S AC); D: Per besaran 100x10, Pulau Langerhans (PL),
Sel Beta (B), dan Sel Alfa (a)

(Nubatonis dkk., 2019)

Bagian sitoplasma dari pulau Langerhans, yang memiliki warna eosinofilik
yang lemah dan lebih muda pada pewarnaan HE, ditunjukkan dalam
histopatologi pankreas mencit (Gambar 2C) dengan per besaran 40 kali. Ini
membuatnya sangat mudah untuk membedakan dengan bagian eksokrin sel-
sel asinar dan daerah pulau Langerhans memiliki batas yang jelas dan terdiri
dari sel-sel penghasil hormon yang padat dan kompak. Tidak ada sel yang
mengalami pembengkakan, atau edema, yang menunjukkan bahwa pulau

Langerhans tidak rusak atau dalam kondisi normal (Nubatonis dkk., 2019).

Sel alfa (o) dan sel beta (B), yang terletak di tengah pulau Langerhans dan
menyekresi 70% dari sel endokrin pulau Langerhans, ditunjukkan dalam
gambar histopatologi pankreas mencit (Gambar 2D), serta memiliki inti besar
dan bulat. Sel alfa menyekresi glukagon terletak di bagian perifer pulau
Langerhans dan merupakan 15% dari sel endokrin pulau Langerhans. Sel ini
memiliki inti yang tidak teratur dan granula seretoris yang mengandung

glukagon (Nubatonis dkk., 2019).
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2.4 Aloksan

Aloksan dikenal sebagai senyawa eksperimental yang digunakan untuk
menginduksi hiperglikemia pada model hewan coba. Senyawa ini bekerja
dengan menghambat aktivitas enzim glukokinase dan memicu pembentukan
spesies oksigen reaktif (ROS). Akibatnya, aloksan mengakibatkan kerusakan
nekrotik yang selektif pada sel-p pankreas. Penurunan jumlah sel-f tersebut
menyebabkan defisiensi insulin, yang selanjutnya memicu gangguan pada
metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak. Dengan demikian, aloksan
secara efektif menciptakan kondisi diabetes yang ditandai dengan
hiperglikemia dan disfungsi metabolik yang menyertainya (Ibrahim dkk.,
2023).

Aloksan adalah senyawa diabetogen yang banyak digunakan dalam
penelitian eksperimental untuk menginduksi kondisi hiperglikemia, karena
memiliki toksisitas selektif terhadap sel B pankreas. Senyawa ini merupakan
analog glukosa dengan kemiripan struktur yang memungkinkan masuk ke
dalam sel B melalui transporter GLUT2 dan terakumulasi di dalamnya.
Mekanisme sitotoksisitas aloksan terutama dimediasi oleh pembentukan
spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species/ROS), yang dihasilkan
melalui reaksi redoks siklik antara aloksan dan bentuk tereduksinya, yaitu

asam dialurat (Rehman dan Akash, 2016).

Studi terbaru oleh Mallhid dkk. (2023) menunjukkan bahwa aloksan
menyebabkan diabetes melalui mekanisme yang kompleks; senyawa ini
menyebabkan perubahan struktural dalam hitungan jam dan kerusakan
fungsional sel yang ireversibel dalam hitungan menit. Injeksi intravena
aloksan pada dosis 60 mg/kg berat badan dapat menyebabkan insulinopenia
berat, menurunkan konsentrasi insulin hingga 10-30 persen dari nilai normal,

menurut penelitian tersebut.

Studi oleh Azzahra dan Sujono (2024) menemukan bahwa injeksi aloksan
meningkatkan glukosa darah, menurunkan insulin plasma, dan menurunkan

berat badan. Defisiensi insulin menyebabkan kerusakan sel beta pankreas,
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yang menyebabkan hiperglikemia. Selanjutnya, kondisi ini menyebabkan
berbagai perubahan metabolik sekunder. Beberapa di antaranya adalah

perubahan dalam metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak.

Menurut studi yang dilakukan oleh Aljazzaf dkk. (2023) menggunakan
analisis imunohistokimia, perlakuan aloksan segera menyebabkan massa sel
beta pankreas, yang dikenal sebagai sel positif insulin, dan kerusakan
bertahap dari struktur islet Langerhans. Degenerasi sel beta, infiltrasi sel
inflamasi, fibrosis, dan penurunan densitas islet pankreas adalah perubahan

histopatologi yang diamati.

Dalam studi terbaru yang dilakukan oleh Ibrahim dkk. (2023), injeksi
aloksan menyebabkan deplesi pada pulau Langerhans yang signifikan, diikuti
oleh perubahan morfologi sel beta pankreas yang ditunjukkan oleh
pembengkakan sitoplasma, kondensasi nukleus, dan fragmentasi DNA.

Taye dkk. (2020) juga melakukan penelitian yang menunjukkan bahwa
mencit yang diinduksi aloksan menunjukkan tanda-tanda diabetes klasik,
seperti hiperglikemia, poliuria, polidipsia, dan penurunan berat badan yang
signifikan. Defisiensi insulin mengganggu utilitas glukosa dan meningkatkan

katabolisme protein dan lemak, yang menyebabkan penurunan berat badan.
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2.5 Mencit (Hewan Coba Laboratorium)

Gambar 3. Mencit (Mus musculus)

(Fahmi dkk, 2023)

Saat melakukan penelitian, Mus musculus atau yang biasa disebut mencit,
adalah hewan kecil dari kelas mamalia. Sebagai model hewan, mencit
digunakan dari 40% hingga 80% dalam laboratorium. Mencit ini sangat
umum untuk menggunakan dalam penelitian, terutama dalam bidang biologi,
genetika, toksikologi, patologi, histopatologi, dan bidang lain. Ciri khas
mencit adalah ukurannya yang panjang kecil dan panjangnya hanya 7-10

sentimeter (tanpa ekor) (Khairani, Ilyas, danYurndadi, 2024).

Taksonomi mencit menurut (Nugroho, 2018) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Sub filum : Vertebrata
Class : Mamalia
Sub class : Theria

Ordo : Rodentia
Sub ordo : Myomorpha
Famili : Muridae
Sub family : Murinae
Genus : Mus

Species

: Mus musculus
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Dari klasifikasi mencit di atas, dapat menguraikan beberapa karakteristik
utama mencit yaitu mencit termasuk dalam filum chordate, yang berarti
mereka memiliki chorda dorsalis, satu batang syaraf dorsal, dan selama masa
embrionya, mereka hanya memiliki celah insang dan tidak berfungsi sebagai
alat pernapasan. Klasifikasi mamalia mencakup mencit. Seperti yang
diketahui, mamalia adalah kelompok hewan vertebrata dengan panjang
perkembangan tertinggi. Nama mamalia mengacu pada karakteristik utama
anggota mamalia, seperti kelenjar mamae atau kelenjar air susu, yang pada
betina dapat menghasilkan air susu yang dapat diberikan ke keturunannya

(Nugroho, 2018).

Semua jenis mamalia memiliki rambut selain kelenjar mamae; namun,
distribusi, ukuran, fungsi, modifikasi, dan kelebatan rambut berbeda-beda.
Mencit juga termasuk hewan dengan adaptasi homoterm, yaitu kemampuan
untuk mempertahankan suhu tubuhnya. Ciri-ciri lain mencit sebagai
kelompok mamalia dan subkelas theria adalah memiliki daun telinga (pinna),
tengkorak yang bersendi pada tulang atlas melalui dua condyles occipitalis,
Panjang yang ditemukan baik pada hewan muda maupun tua, eritrosit tidak
bernukleus, dan otak dengan empat lobus opticus dengan jumlah jari pada
tiap lobus, kaki tidak lebih dari lima, dan ginjalnya berbentuk metanefros dan
vivipar. Mencit memiliki ciri-ciri berikut sebagai anggota ordo rodentia: jari-
jari lima masing-masing bercakar, testis abdominal, plasenta tipe discoidal,
dan hanya sepasang gigi seri pada rahang atas yang tumbuh terus dan

membentuk seperti pahat (Nugroho, 2018).

Sebagai hewan percobaan, mencit memiliki banyak keunggulan, termasuk
siklus hidup yang panjang pendek, banyak anak per kelahiran, dan variasi
sifat yang tinggi. Mencit memiliki bulu putih halus pendek dan ekor
berwarna kemerahan yang lebih panjang dari badan dan kepala. Secara
umum, mencit memiliki ciri-ciri seperti tekstur rambut yang lembut dan
halus, hidung yang terpotong dengan bentuk kerucut, bentuk badan silindris
yang agak membesar ke belakang warna rambut putih, dan mata dan ekor

berwarna merah muda (Nugroho, 2018).
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Dalam penelitian ini digunakan mencit strain BalbC sebagai hewan uji
karena memiliki beberapa keunggulan, antara lain biaya pemeliharaan yang
relatif rendah, ukuran tubuh kecil sehingga memudahkan penanganan, serta
kesamaan fisiologis dengan manusia sebagai sesama mamalia yang
menjadikannya relevan untuk model penelitian biomedis. Strain ini
umumnya berwarna putih (albino) dan bersifat nokturnal dengan aktivitas
puncak pada sore hingga malam hari. Pemeliharaan dilakukan pada suhu

ruang 20-25°C dengan kelembapan 45-55% (Nugroho, 2018).

Penelitian ini menggunakan mencit jantan. Pemilihan jantan didasarkan pada
pertimbangan bahwa siklus estrus pada betina dapat memengaruhi hasil
penelitian, sedangkan jantan memiliki kondisi hormonal yang lebih stabil.
Selain itu, keseragaman umur dan berat badan dipertahankan untuk
meminimalkan variabilitas antar hewan coba, sehingga respons terhadap

perlakuan menjadi lebih konsisten (Ramadani, 2022).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Oktober 2025 - Desember 2025,
diawali dengan tahap aklimatisasi atau pemeliharaan hewan uji dilanjutkan
dengan tahap induksi aloksan dan tahap perlakuan puasa 12 jam siang dan
malam pada hewan uji mencit di Laboratorium Hewan Uji Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan [lmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Proses pembedahan dan pembuatan preparat histologi pankreas dilakukan di
Laboratorium Anatomi, Histologi dan Patologi, Fakultas Kedokteran,
Universitas Lampung. Tahap pengamatan preparat dilakukan di
Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kandang standar untuk
pemeliharaan mencit yang dilengkapi botol minum dan wadah pakan,
timbangan digital presisi dan timbangan analitik, spuit 1 mL, seperangkat
alat bedah minor berupa pinset, gunting, dan skalpel yang dilengkapi alas
serta papan bedah mencit, lancit atau jarum kecil, mikrotom, Waterbath
histologi, oven atau inkubator jaringan, embedding cassette dan base mold,
object glass dan cover glass, kamera mikroskop atau kamera digital untuk
dokumentasi preparat, komputer atau laptop yang dilengkapi perangkat lunak
analisis statistik (SPSS), alat POCT (Point of Care Testing) beserta strip uji
glukosa , serta perlengkapan keselamatan kerja berupa jas laboratorium,

sarung tangan, masker, label, dan tisu steril.
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Bahan penelitian yang digunakan meliputi mencit putih jantan (Mus
musculus) berumur 8—12 minggu dengan bobot 2035 gram, aloksan
monohidrat, larutan NaCl fisiologis 0,9%, larutan formalin 10%, alkohol
bertingkat (70%, 80%, 90%, 96%, dan absolut), xilol, parafin cair, larutan
bufer fosfat (PBS), pewarna Hematoksilin dan Eosin, entellan atau mounting
medium, akuades, kapas dan kasa steril, alkohol 70% sebagai desinfektan,

pakan standar mencit, serta air minum.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk ke dalam penelitian eksperimental dengan
menggunakan desain Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 5
kelompok perlakuan dan 5 pengulangan. Penelitian ini menggunakan hewan
percobaan berupa mencit putih jantan (Mus musculus) strain BalbC sebagai
hewan uji dengan berat badan 20-35 gram dan berusia 2—3 bulan. Hewan
percobaan diperoleh dari Mini Mouse, Sukarame. Pada penelitian ini, organ
yang digunakan sebagai sampel adalah pankreas yang berasal dari 5
kelompok kelompok perlakuan sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 1.
Tabel 1. Kondisi dan Perlakuan Sampel

Kelompok Deskripsi Hiperglikemia Perlakuan
Mencit /Tidak

K Kelompok mencit normal Tidak Tanpa

(Kontrol)  tidak puasa perlakuan

P1 Kelompok mencit normal Tidak Tanpa
Puasa 12 jam siang hari perlakuan

P2 Kelompok mencit normal Tidak Tanpa
Puasa 12 jam malam hari perlakuan

P3 Kelompok mencit Hiperglikemia  Induksi aloksan
hiperglikemia puasa 12 monohidrat 150
jam siang hari mg/BB selama

P4 Kelompok mencit Hiperglikemia  Induksi aloksan

hiperglikemia puasa 12

jam malam hari

monohidrat 150
mg/BB
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Besar sampel yang digunakan dalam penelitian berdasarkan buku panduan
penelitian WHO tahun 2005. Perhitungan sampel dilakukan menggunakan rumus

Federer (Suarni dan Badri, 2016).

t-1)(n-1)> 15

Keterangan:
t = Jumlah kelompok
n = Jumlah subyek per kelompok

Karena penelitian ini melibatkan 4 kelompok perlakuan dan 1 kelompok
kontrol, maka jumlah sampel yang diperlukan adalah:

(t-)(n-1)=15

(5-D(n-1)> 15

4n-4 >15
4n >19
s DO >4.75
Noeevnnnne >5

Pada penelitian ini besar sampel yang digunakan dalam setiap kelompok
perlakuan ada 5 ekor mencit. Sehingga jumlah sampel pada penelitian

ini adalah 25 ekor mencit.
3.4 Pelaksanaan penelitian

3.4.1Tahap Persiapan Hewan Uji
Mencit diaklimatisasi selama tujuh hari di laboratorium dengan
pemberian pakan pelet standar dan air minum secara ad /ibitum. Masa
aklimatisasi ini bertujuan untuk memungkinkan mencit menyesuaikan
diri dengan lingkungan baru, sehingga dapat meminimalkan stres yang
berpotensi memengaruhi metabolisme serta mengganggu jalannya
penelitian. Selama periode adaptasi, berat badan mencit ditimbang
secara berkala untuk menentukan dosis perlakuan yang sesuai. Mencit
yang digunakan sebagai hewan uji adalah mencit sehat, yang ditandai

dengan kondisi fisik normal berupa bulu halus tidak berdiri, warna bulu
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putih bersih, mata jernih, serta aktivitas dan perilaku yang normal

(Junaid dkk., 2024).

3.4.2 Tahap Induksi Hiperglikemia dengan Aloksan

3.4.2.1 Pembuatan Larutan Aloksan
Larutan aloksan untuk induksi hiperglikemia dibuat dengan cara
melarutkan aloksan monohidrat ke dalam larutan NaCl 0,9%
steril sesuai dosis yang ditentukan berdasarkan berat badan
mencit. Aloksan ditimbang terlebih dahulu, kemudian dilarutkan
dalam saline hingga larut sempurna dan tidak meninggalkan
partikel. Pembuatan larutan dilakukan sesaat sebelum injeksi,
karena aloksan bersifat tidak stabil dan mudah terdegradasi
apabila disimpan terlalu lama setelah dilarutkan. Larutan yang
telah dibuat segera digunakan dan diberikan secara
intraperitoneal pada mencit untuk menghasilkan kondisi
hiperglikemia melalui kerusakan selektif sel f pankreas

(Fajarwati dkk., 2023).

3.4.2.2 Induksi Hiperglikemia

Induksi hiperglikemia pada mencit dilakukan dengan
menyuntikkan larutan aloksan yang sudah disiapkan
berdasarkan dosis yang dihitung dari berat badan hewan.
Sebelum injeksi, mencit dibiarkan puasa beberapa jam agar
respons hiperglikemianya lebih stabil, kemudian aloksan
diberikan melalui rute intraperitoneal untuk mencapai kerusakan
sel B pankreas secara cepat dan memicu kenaikan kadar glukosa
darah. Pemberian aloksan seperti ini dipilih karena
mekanismenya yang relatif reproducible dalam menurunkan
produksi insulin melalui toksisitas selektif terhadap sel f3,
sehingga model hiperglikemia yang dihasilkan menyerupai
kondisi diabetes pada manusia yang berlatar stres oksidatif dan

gangguan sekresi insulin. Teknik induksi ini telah banyak



dipakai dalam penelitian hewan dan dilaporkan efektif untuk
menghasilkan hiperglikemia dalam kurun waktu yang dapat

diukur secara konsisten (Fajarwati dkk., 2023).

3.4.2.3 Tahap Pengukuran Kadar Glukosa Darah

Pengukuran kadar glukosa darah hewan percobaan dilakukan pada
beberapa titik waktu yang telah ditentukan, yaitu sebelum induksi

aloksan, setelah induksi (pada hari ke-10), dan setelah periode
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intervensi puasa 12 jam (pada hari ke-25). Sebelum proses pengukuran

kadar glukosa dilakukan, hewan yang diuji terlebih dahulu dipuasakan

sekitar 8-12 jam untuk menghindari dampak makanan terhadap glukosa

darah. Selanjutnya, darah diambil dari ujung ekor mencit. Proses ini

dilakukan dengan menusuk ujung ekor dengan lancit kecil atau jarum

steril. Setelah itu, tetesan darah yang keluar langsung diteteskan ke

dalam strip tes glukometer yang sudah terpasang pada perangkat

glukometer. Selama proses pengambilan darah, penting untuk menjaga

hewan tetap bersih dan menghindari stres agar hasil pengukuran tidak

terpengaruh (Rahayu dan Hardia, 2023).

3.4.3 Tahap Perlakuan Puasa 12 jam.

Mencit dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan secara acak.

Kelompok kontrol (K) terdiri atas mencit sehat yang tidak diinduksi

aloksan dan tidak dipuasakan, dengan akses pakan serta minum secara

tanpa terbatas selama 14 hari. Kelompok P1 terdiri atas mencit normal

yang dipuasakan selama 12 jam pada siang hari (pukul 06.00-18.00

WIB), sedangkan kelompok P2 terdiri atas mencit normal yang

dipuasakan selama 12 jam pada malam hari (pukul 18.00—06.00 WIB).

Kelompok P3 terdiri atas mencit yang diinduksi aloksan hingga

hiperglikemia kemudian dipuasakan selama 12 jam pada siang hari

(pukul 06.00—18.00 WIB), sementara kelompok P4 terdiri atas mencit

yang diinduksi aloksan hingga hiperglikemia kemudian dipuasakan
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selama 12 jam pada malam hari (pukul 18.00-06.00 WIB). Selama
periode perlakuan, seluruh kelompok tetap memperoleh jenis pakan dan
minuman yang sama untuk menjaga konsistensi asupan nutrisi serta

meminimalkan faktor perancu yang dapat memengaruhi hasil penelitian

(Junaid dkk., 2024).

Selama periode puasa 12 jam, mencit tetap diberikan akses air minum
secara ad libitum untuk menjaga status hidrasi. Konsumsi air
diperkirakan berada pada kisaran fisiologis normal mencit, yaitu sekitar
4-7 ml per ekor per hari, sehingga selama periode puasa 12 jam mencit
mengonsumsi £2—-3 ml air dilakukan secara ad libitum (Nicholaus dkk.,
2016). Menurut penelitian oleh Bekkevold dkk. (2013), pembatasan
akses air hingga 50% dari konsumsi normal selama periode puasa
jangka panjang dapat diterima secara etis, asalkan dilakukan dengan
pemantauan yang ketat terhadap kondisi fisik dan fisiologis mencit.
Namun, derivasi air total selama lebih dari 12-24 jam tidak dianjurkan
karena dapat menyebabkan stres dan perubahan fisiologis yang

signifikan pada mencit.
3.4.4 Tahap Nekroskopi Hewan

Nekroskopi dilakukan untuk memperoleh jaringan organ target dalam
kondisi yang masih representatif secara morfologis. Pada tahap ini,
hewan terlebih dahulu dieuthanasia menggunakan metode yang sesuai,
kemudian dilakukan pembedahan secara aseptik untuk membuka rongga
tubuh. Organ pankreas diambil dengan hati-hati, dibersihkan dari
jaringan sekitarnya, lalu segera di fiksasi menggunakan PBS 10%

untuk mencegah terjadinya autolisis dan perubahan struktur jaringan.
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3.4.5.Tahap Pembuatan Preparat Histologi
Pembuatan preparat histologi pankreas mencit dengan pewarnaan
Hematoksilin-Eosin (HE) dilakukan mengikuti prosedur yang
dijelaskan oleh Sari dkk. (2016) menggunakan metode parafin. Tahapan
yang dilakukan meliputi seleksi jaringan, fiksasi, dehidrasi, penjernihan,
infiltrasi parafin, embedding, pemotongan jaringan, penempelan pada
kaca objek, deparafinasi, proses pewarnaan, penutupan preparat, serta

pemberian label.

a. Fiksasi
Tahap fiksasi dilakukan untuk mempertahankan struktur sel dan
jaringan agar tidak mengalami kerusakan maupun perubahan
morfologi setelah jaringan diambil dari tubuh hewan. Proses ini juga
bertujuan untuk mengeraskan jaringan, khususnya jaringan lunak,
sehingga memudahkan proses pemotongan pada tahap selanjutnya.
Organ pankreas yang telah diambil terlebih dahulu dicuci
menggunakan larutan NaCl 0,9% untuk membersihkan sisa darah,
kemudian direndam dalam larutan formalin 10% dengan pH netral.
Perendaman ini memungkinkan jaringan tetap ter awetkan dengan

baik hingga siap diproses lebih lanjut.

b. Trimming
Setelah proses fiksasi selesai, jaringan pankreas dikeluarkan dari
larutan formalin dan dibilas menggunakan air mengalir untuk
menghilangkan sisa formalin yang menempel. Jaringan kemudian
dipotong menjadi bagian-bagian kecil dengan ketebalan sekitar 2—4
mm agar ukuran jaringan sesuai untuk proses selanjutnya. Potongan
jaringan tersebut dimasukkan ke dalam embedding cassette yang

berfungsi sebagai wadah jaringan selama tahap pemrosesan.

c¢. Dehidrasi dan Clearing
Tahap dehidrasi bertujuan untuk menghilangkan kandungan air yang

masih terdapat di dalam jaringan hasil fiksasi, sehingga jaringan
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dapat diisi oleh parafin. Proses ini dilakukan secara bertahap dengan
merendam jaringan ke dalam larutan alkohol dengan konsentrasi
meningkat, mulai dari 70% hingga 100%, hingga jaringan terendam
sempurna. Selanjutnya jaringan dimasukkan ke dalam oven bersuhu
60°C selama sekitar 30 menit, kemudian dikeringkan menggunakan
kertas saring. Proses dehidrasi ini diulangi sebanyak dua kali. Setelah
dehidrasi selesai, jaringan mengalami tahap pembeningan (clearing)
menggunakan campuran xilol dan etanol dengan perbandingan 1:1
selama 30 menit, dilanjutkan perendaman dalam larutan xilol murni
selama 40 menit, yang juga dilakukan sebanyak dua kali, hingga

jaringan menjadi transparan.

d. Embedding

Pada tahap embedding, jaringan yang telah mengalami dehidrasi dan
clearing kemudian diinfiltrasi menggunakan parafin cair. Jaringan
direndam dalam parafin cair yang dipanaskan dalam oven pada suhu
sekitar 60°C selama satu jam dan dilakukan sebanyak dua kali untuk
memastikan parafin meresap sempurna ke dalam jaringan. Setelah itu,
jaringan dicetak menggunakan base mold untuk membentuk blok
parafin. Base mold dipanaskan, jaringan ditempatkan di dalamnya, lalu
diisi dengan parafin cair hingga seluruh jaringan tertutup. Embedding
cassette yang telah diberi nomor kemudian diletakkan di atas cetakan
dan didinginkan di dalam lemari pendingin hingga parafin mengeras,

sehingga terbentuk blok jaringan yang siap dipotong.

. Pemotongan (Cutting)

Pemotongan jaringan dilakukan menggunakan mikrotom di ruangan
bersuhu dingin agar blok parafin tetap keras dan mudah dipotong.
Sebelum dipotong, blok parafin terlebih dahulu didinginkan.
Pemotongan diawali dengan pemotongan kasar, kemudian dilanjutkan
dengan pemotongan halus hingga diperoleh irisan jaringan dengan

ketebalan sekitar 4-5 um. Irisan terbaik kemudian diapungkan di atas
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permukaan air dan dipindahkan ke waterbath bersuhu 56-58°C selama
beberapa detik hingga jaringan mengembang sempurna. Setelah itu,
jaringan diambil dan ditempelkan pada kaca objek yang bersih serta
diberi penomoran, lalu dikeringkan dan dipanaskan dalam inkubator
bersuhu 45°C selama kurang lebih satu jam hingga jaringan melekat

dengan baik.

f. Pewarnaan (Staining)
Setelah jaringan menempel sempurna pada kaca objek, dilakukan proses
pewarnaan menggunakan metode Hematoksilin dan Eosin (HE).
Pewarnaan ini bertujuan untuk memperjelas struktur jaringan, di mana
hematoksilin akan mewarnai inti sel menjadi biru atau ungu, sedangkan
eosin akan mewarnai sitoplasma dan jaringan sekitarnya menjadi merah
muda, sehingga perbedaan struktur sel dapat diamati dengan jelas di

bawah mikroskop.

g. Mounting
Tahap mounting dilakukan dengan meneteskan bahan perekat atau
mounting medium, seperti Entellan, pada preparat yang telah diwarnai.
Selanjutnya, preparat ditutup menggunakan cover glass dengan hati-hati
agar tidak terbentuk gelembung udara yang dapat mengganggu
pengamatan mikroskopis. Proses ini bertujuan untuk melindungi
preparat dan menjaga kualitas preparat agar dapat digunakan dalam

jangka waktu yang lama.

h. Pembacaan Slide
Pembacaan slide dilakukan dengan mengamati preparat histopatologi di
bawah mikroskop cahaya. Pengamatan dilakukan pada per besaran 400
kali untuk melihat gambaran mikroskopis jaringan pankreas, khususnya
perubahan yang terjadi pada pulau Langerhans. Hasil pengamatan
kemudian dicatat berdasarkan variabel yang diteliti, seperti adanya

nekrosis atau perubahan struktur sel lainnya.
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3.8 Pengukuran luas dan diameter Pulau Langerhans
Pengukuran luas dan diameter pulau Langerhans menurut Morini (2006)
yaitu setiap preparat diamati pada lima bidang pandang yang berbeda.
Penilaian histologi dilakukan melalui pendekatan morfometri dengan
cara mengukur diameter serta luas pulau Langerhans. Pengukuran
diameter pulau Langerhans dilakukan dengan menentukan dua sumbu
utama, yaitu sumbu terpanjang (a) dan sumbu terpendek (b),

sebagaimana metode yang umum digunakan dalam analisis histologi.

Penentuan luas pulau Langerhans pankreas pada preparat histologi
didasarkan pada gambaran morfologi sebagaimana dijelaskan oleh Lee
dkk. (2003). Pulau Langerhans diidentifikasi berdasarkan perbedaan
struktur jaringan dibandingkan jaringan eksokrin di sekitarnya, yang
ditandai oleh susunan sel yang lebih rapat, batas yang relatif jelas, serta
pewarnaan yang lebih pucat. Perhitungan luas pulau Langerhans
dilakukan dengan mengacu pada pendekatan bentuk oval (elips). Luas

pulau Langerhans dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

Luas pulau Langerhans (um?) = 1/2 T X I mayor X T minor
Keterangan:
Iinor= jari-jari minor, yaitu setengah dari diameter pulau Langerhans
yang lebih pendek
Imayor= jari-jari mayor, yaitu setengah dari diameter pulau Langerhans
yang lebih panjang
J= konstanta pi (3,14)

Perbaikan kerusakan pankreas mencit dilihat dengan cara mengamati
kerusakan jaringan pada preparat histologi pankreas mencit seluruh
kelompok perlakuan kemudian dilakukan skoring kerusakan
berdasarkan penelitian Safitri dkk. (2023) dengan skoring kerusakan

sebagai berikut.
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1. Skor 0: Struktur pulau Langerhans dalam kondisi normal tanpa
perubahan pada batas pulau, jumlah sel, nekrosis sel, maupun bentuk sel.
2. Skor 1: Batas sel masih jelas, jumlah sel mulai berkurang, belum
ditemukan sel nekrotik, hanya terdapat degenerasi sel, dan bentuk sel
masih normal.

3. Skor 2: Batas sel mulai tidak jelas, jumlah sel berkurang, terdapat
degenerasi sel, dan sebagian sel menunjukkan perubahan bentuk.

4.  Skor 3: Batas sel tidak jelas, jumlah sel semakin berkurang, sel
nekrotik mulai tampak, dan banyak sel mengalami perubahan bentuk.

5. Skor 4: Batas sel sangat tidak jelas, jumlah sel menurun drastis,

hampir seluruh sel mengalami nekrosis, dan bentuk sel abnormal.
3.5 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan dua cara yaitu sebagai berikut:

1 Analisis data kuantitatif penelitian ini dilakukan menggunakan perangkat
lunak SPSS for windows. Data berat badan dan kadar glukosa darah
dianalisis menggunakan uji Repeated Measures ANOVA karena pengukuran
dilakukan berulang pada subjek yang sama untuk melihat perubahan antar
waktu dan perlakuan. Data luas dan diameter pulau Langerhans dianalisis
menggunakan uji One Way ANOVA untuk membandingkan perbedaan rerata
antar kelompok perlakuan dengan taraf kepercayaan 95% (a = 0,05).
Sementara itu, data skoring kerusakan histopatologi pankreas dianalisis
menggunakan uji nonparametrik Kruskal-Wallis karena data bersifat ordinal,
dan apabila terdapat perbedaan yang bermakna, analisis dilanjutkan dengan
uji Mann—Whitney untuk mengetahui perbedaan antar kelompok secara
spesifik.

2.Analisis data deskriptif dalam penelitian ini disajikan berdasarkan hasil
pengamatan histologi pankreas mencit seluruh perlakuan. Data diperoleh dari

pemeriksaan mikroskopis preparat jaringan pankreas.



3.6 Alur Penelitian

Persiapan

hewan Uji

A

Aklimatisasi 7 hari

y

Pembagian kelompok

mencit secara acak

A

Pengukuran glukosa & berat badan awal

Induksi hiperglikemia

Induksi aloksan 150 mg/BBkg i.p \

\

Kelompok normal

Verifikasi hiperglikemia

\

Perlakuan puasa 12 jam (siang & malam) 14 hari

A

Pengukuraan glukosa & berat badan

v

Nekro

skopi hewan

v

Pembuatan preparat histologi (H&E)

v

Pengamatan preparat mikroskopis

v
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Analisis morfometrik (Luas & Diameter Pulau Langerhans,
skor kerusakan)

v

Analisis data




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan dalam penelitian ini, maka dapat
disimpulkan:
1. Puasa 12 jam tidak mempengaruhi luas dan diameter Pulau
Langerhans pada pankreas mencit hiperglikemia induksi aloksan..
2. Puasa 12 jam berpengaruh terhadap skor kerusakan histologi pankreas
pada mencit yang diinduksi aloksan.
3. Terdapat perbedaan efek antara puasa 12 jam siang dan malam hari
terhadap gambaran histologi pulau Langerhans pankreas mencit.
Puasa 12 jam malam hari menunjukkan gambaran histologi pulau
Langerhans yang lebih baik dibandingkan puasa 12 jam siang hari
pada kondisi hiperglikemia.

5.2 Saran
1. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan durasi puasa yang
lebih lama atau variasi waktu puasa, sehingga dapat diketahui apakah efek
puasa terhadap perbaikan pulau Langerhans dapat menjadi lebih optimal
2. Perlu dilakukan pemeriksaan tambahan selain histologi HE, seperti
pemeriksaan imunohistokimia atau parameter biokimia (misalnya kadar
insulin), agar perubahan struktur pulau Langerhans dapat dikaitkan dengan

fungsi pankreas secara lebih jelas.
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