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ABSTRACT

THE EFFECT OF ETHANOL EXTRACT OF BAY LEAF (Syzygium polyanthum)
ON THE REDUCTION OF BLOOD GLUCOSE LEVELS AND THE
STRUCTURE OF THE PANCREATIC LANGERHANS ISLETS IN MICE (Mus
musculus L.) WITH HYPERGLYCEMIA

By
DITA APRIDA SEMBIRING

Hyperglycemia is a condition in which the blood glucose level increases or exceeds the
normal limit, which can cause tissue damage including the pancreas, and is a primary sign
of diabetes mellitus. Treatment using synthetic drugs still has side effects for patients, so a
safer alternative treatment is needed. Alternative treatment can use bay leaves (Syzygium
polyanthum) because they contain flavonoid, terpenoid, and tannin compounds that can
lower blood glucose levels. This study aims to test the effectiveness of ethanol extract of
bay leaves in reducing blood glucose levels and the structural damage of the pancreatic
Langerhans islets in mice (Mus musculus L.) that experience hyperglycemia after being
induced with alloxan. This study used 25 male mice divided into 5 treatment groups,
namely a control group that was only given food and water, a control group that was only
induced with aloxan 150 mg/kg body weight, and 3 treatment groups induced with aloxan
150 mg/kg body weight and given bay leaf extract (150 mg/kg body weight, 250 mg/kg
body weight, and 350 mg/kg body weight). Data were analyzed using ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test. The histopathological scoring results of the pancreatic Langerhans
islets were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis test followed by the Mann-
Whitney post hoc test. The research results showed that the administration of ethanol
extract of bay leaves at doses of 150 mg/kg BW and 350 mg/kg BW significantly reduced
blood glucose levels in mice, and a dose of 250 mg/kg BW significantly improved body
weight recovery in mice compared to alloxan. Regarding the repair of damage to the
pancreatic Langerhans islet structure, the optimal doses were found to be 250 mg/kg BW
and 350 mg/kg BW. The conclusion of this study is that the administration of ethanol extract
of bay leaves affects the reduction of blood glucose levels and the repair of damage to the
pancreatic Langerhans islet structure in mice.

Keywords: Hyperglycemia, bay leaf, mice, pancreatic histology.



ABSTRAK

PENGARUH EKSTRAK ETANOL DAUN SALAM (Syzygium polyanthum)
TERHADAP PENURUNAN KADAR GLUKOSA DARAH DAN
STRUKTUR PULAU LANGERHANS PANKREAS MENCIT (Mus
musculus L.) YANG MENGALAMI HIPERGLIKEMIA

Oleh
DITA APRIDA SEMBIRING

Hiperglikemia merupakan keadaan dimana kadar glukosa dalam darah meningkat
atau melebihi batas normal yang dapat menyebabkan kerusakan jaringan termasuk
pankreas, dan menjadi tanda utama penyakit diabetes melitus. Pengobatan dengan
menggunakan obat sintetis masih memiliki efek samping bagi penderita, sehingga
diperlukan alternatif pengobatan yang lebih aman. Pengobatan alternatif dapat
menggunakan daun salam (Syzygium polyanthum) karena mengandung senyawa
flavonoid, terpenoid, dan tanin yang mampu menurunkan kadar glukosa dalam
darah. Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas ekstrak etanol daun salam
terhadap penurunan kadar glukosa darah dan gambaran kerusakan struktur pulau
Langerhans pankreas mencit (Mus musculus L.) yang mengalami hiperglikemia
setelah diinduksi aloksan. Penelitian ini menggunakan 25 ekor mencit jantan yang
terdiri dari 5 kelompok perlakuan, yaitu kontrol yang hanya diberi makan dan
minum, kontrol yang hanya diinduksi aloksan 150 mg/gBB, dan 3 kelompok
perlakuan diinduksi aloksan 150 mg/gBB dan diberi ekstrak daun salam (150
mg/gBB, 250 mg/gBB, dan 350 mg/gBB). Data dianalisis menggunakan uji
ANOVA dan dilanjutkan post hoc Bonferroni. Hasil skoring histopatologi pulau
Langerhans pankreas dianalisis dengan uji statistik non-parametrik Kruskal-Wallis
dan dilanjutkan post hoc Mann-Whitney. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak etanol daun salam dosis 150 mg/gBB dan 350 mg/gBB secara
signifikan mampu terhadap penurunan kadar glukosa darah mencit, dan dosis 250
mg/gBB secara signifikan meningkatkan pemulihan berat badan mencit
dibandingkan dengan aloksan. Pada perbaikan kerusakan struktur pulau
Langerhans pankreas, didapatkan dosis optimalnya 250 mg/gBB dan 350 mg/gBB.
Kesimpulan pada penelitian ini yaitu pemberian ekstrak etanol daun salam
berpengaruh terhadap penurunan kadar glukosa darah dan perbaikan kerusakan
struktur pulau Langerhans pankreas mencit.

Kata kunci: Hiperglikemia, daun salam, mencit, histologi pankreas.
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I. PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang
Hiperglikemia merupakan kondisi peningkatan kadar glukosa dalam darah
yang dapat menyebabkan penyakit diabetes melitus (DM) jika terjadi secara
terus menerus (American Diabetes Association, 2023). Hiperglikemia terjadi
akibat resistensi insulin dan gangguan pada sekresi § pankreas yang
menyebabkan peningkatan stres oksidatif. Hal ini terjadi karena reactive
oxygen species (ROS) diproduksi lebih dari kapasitas metabolisme, sehingga
menyebabkan stres oksidatif pada tubuh dan kerusakan oksidatif pada
jaringan, yang menyebabkan penyakit kronis dan komplikasi dasar, seperti
angiopati pada pembuluh darah dan neuropati pada saraf (Sari et al., 2018).
Meningkatnya kadar glukosa dalam darah dapat menimbulkan dampak yaitu
pembentukan radikal bebas melalui proses autooksidasi glukosa, glikasi

protein dan aktivasi jalur metabolisme poliol (Giri et al., 2018).

Kondisi hiperglikemia merupakan ciri khas dari penyakit metabolik seperti
diabetes melitus. Diabetes melitus merupakan penyakit tidak menular yang
dapat menyerang siapa saja yang berlangsung lama dan menyebabkan
gangguan metabolisme tubuh. Penyakit ini ditandai dengan tingginya kadar
gula darah yang melebihi batas normal. Diabetes melitus menduduki peringkat
keempat sebagai penyebab kematian terbesar di dunia. Menurut Organisasi
Kesehatan Dunia (WHO), kematian yang disebabkan oleh diabetes melitus
akan meningkat dua kali lipat dalam jangka waktu tertentu (Puspitasari et al.,

2023).



Berdasarkan data dari International Diabetes Federation pada tahun 2022,
bahwa 537 juta orang dewasa di seluruh dunia yang berusia 20-79 tahun
mengalami diabetes. Jumlah ini akan mengalami peningkatan menjadi 643
juta (1 dari 9 orang dewasa) pada tahun 2030 dan 784 juta (1 dari 8 orang
dewasa) pada tahun 2045. Pada tahun 2021, penyakit ini menyebabkan
kematian sebanyak 6,7 juta orang. Sebanyak 44% atau sekitar 240 juta orang
dewasa yang mengalami diabetes belum mendapatkan pemeriksaan medis
untuk mengetahui penyebabnya. Sebanyak 541 juta orang dewasa atau 1 dari
10 orang di seluruh dunia mengalami gangguan toleransi glukosa yang

menempatkan mereka pada risiko tinggi terkena diabetes tipe 2 (IDF, 2021).

Diabetes melitus terjadi karena peningkatan gula darah atau kondisi
hiperglikemia yang disebabkan oleh penurunan jumlah insulin pankreas
(Saputri, 2016). Hiperglikemia berkaitan dengan kerusakan jangka panjang,
yaitu kegagalan atau disfungsi beberapa organ seperti ginjal, saraf, jantung
mata, dan pembuluh darah (Amir, 2015). Disfungsi sel § pankreas
menyebabkan terbatasnya kemampuan tubuh untuk menjaga keseimbangan
fisiologis kadar glukosa darah karena sekresi insulin dalam tubuh berkurang.
Selama tahap awal diabetes, resistensi insulin berfungsi melalui dua
mekanisme, yaitu meningkatkan produksi glukosa di hepar dan menurunkan
pemasukan glukosa ke jaringan otot, hepar, dan adiposa. Resistensi insulin
juga dapat muncul saat sel  pankreas tidak berfungsi dengan baik sehingga
menyebabkan kondisi hiperglikemia tidak dapat dihindari (Zheng ef al., 2018;
Galicia-Garcia et al., 2020).

Pankreas merupakan salah satu organ tubuh yang dapat mengalami kerusakan
karena kondisi diabetes yang menyebabkan hiperglikemia kronis (Nurulita et
al., 2019). Kondisi ini menyebabkan stres oksidatif yang menghambat fungsi
sel B pankreas melalui reaktif oksigen sehingga sekresi insulin mengalami
gangguan. Ketika kadar glukosa darah tinggi, maka kelenjar pankreas

mengeluarkan insulin dan memasukkannya ke dalam aliran darah. Jika kadar



insulin cukup atau fungsinya tidak terganggu, kelebihan glukosa darah akan

disimpan atau digunakan untuk metabolisme (Yusuf, 2022).

Pengobatan untuk menurunkan kadar glukosa darah pada penyakit diabetes
masih banyak menggunakan obat sintetis meski memiliki efek samping bagi
penderita (Hasim et al., 2020). Namun selain menggunakan obat sintetis,
pengobatan pada penyakit diabetes dapat menggunakan bahan alam seperti
tumbuhan salam (Syzygium polyanthum). Bagian dari tanaman salam yang
dimanfaatkan untuk menurunkan kadar glukosa darah adalah daunnya. Daun
salam memiliki kandungan kimia yaitu minyak atsiri yang mengandung sitrat,
eugenol, triterpenoid, tanin, saponin, dan flavonoid yang mampu menurunkan
kadar glukosa darah (Duarsa ef al., 2020). Senyawa flavonoid yang terdapat
pada daun salam memiliki kandungan antioksidan yang bersifat antidiabetik
dan dapat menghambat reabsorpsi glukosa dari ginjal dan dapat meningkatkan
kelarutan glukosa darah sehingga mudah diekskresikan melalui urin (Nublah

etal., 2011).

Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dengan menggunakan pelarut
etanol 96% untuk menurunkan kadar glukosa darah dan mengetahui kerusakan
struktur pulau Langerhans pankreas pada mencit (Mus musculus L.) yang

mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.

1.2.Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) terhadap kadar glukosa darah mencit (Mus musculus L.) yang
mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.

2. Mengetahui pengaruh ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) terhadap
gambaran histopatologi pulau Langerhans pankreas mencit (Mus musculus

L.) yang mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.



1.3.Kerangka Pemikiran
Hiperglikemia merupakan ciri khas penyakit diabetes melitus yang terjadi
akibat gangguan sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya. Hiperglikemia
dapat juga diartikan sebagai kondisi ketika kadar glukosa dalam plasma
meningkat atau berlebihan yang bila terjadi terus menerus maka dapat
menyebabkan penyakit diabetes melitus. Penyebab lainnya yang dapat
menyebabkan penyakit ini yaitu gangguan pada pankreas yang mengakibatkan
insulin tidak dapat diproduksi dengan baik. Salah satu model hewan yang
umum digunakan untuk melakukan percobaan pada penyakit ini adalah mencit

(Mus musculus L.) yang diinduksi dengan aloksan.

Aloksan memiliki kemampuan untuk merusak sel B pankreas melalui
mekanisme stress oksidatif yang menyebabkan penurunan produksi insulin
dan peningkatan kadar glukosa darah yang menyebabkan diabetes pada
mencit. Saat kadar glukosa darah meningkat, sel B pankreas terangsang untuk
mensekresi hormon insulin sehingga kadar glukosa darah menurun. Untuk
menangani kondisi ini dapat dilakukan pengobatan secara kimiawi dan
tradisional. Pengobatan secara tradisional banyak digunakan karena efek
samping lebih rendah dari pemakaiannya. Salah satu obat tradisional yang
dapat menurunkan kadar glukosa darah pada mencit yang diinduksi aloksan
adalah ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum). Daun ini mengandung
senyawa aktif seperti flavonoid, terpenoid, tanin, alkaloid, dan minyak atsiri

yang memiliki sifat antioksidan, antiinflamasi, dan antidiabetik.

Senyawa flavonoid dalam daun salam memiliki sifat antidiabetik dan berperan
sebagai antioksidan yang memiliki kemampuan menangkap radikal bebas dan
menghentikan reaksi radikal bebas. Flavonoid juga berperan dalam regenerasi
jaringan pankreas dengan meningkatkan sekresi insulin. Selain flavonoid,
senyawa lainnya seperti alkaloid juga berperan sebagai antioksidan yang dapat
meregenerasi jaringan pankreas sehingga insulin yang terbentuk semakin
banyak memicu terjadinya penurunan kadar glukosa darah. Daun salam juga

mengandung senyawa terpenoid yang dapat merangsang insulin dan memiliki



efek menyerupai insulin. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa senyawa-
senyawa yang terkandung dalam daun salam memiliki efek antioksidan yang
dapat menurunkan radikal bebas dan melindungi pulau Langerhans pankreas

dari efek diabetogenik yang dihasilkan dari aloksan.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun salam dapat
menurunkan kadar glukosa darah dan memberikan efek protektif terhadap sel
pankreas. Namun, belum diketahui secara pasti dosis optimal ekstrak daun
salam yang paling efektif dalam memberikan efek hipoglikemik dan
melindungi jaringan pankreas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi dan menentukan dosis optimal ekstrak daun salam dalam
menurunkan kadar glukosa darah serta memperbaiki histopatologi pulau

Langerhans pankreas mencit yang diinduksi aloksan.

1.4.Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dapat menurunkan
kadar glukosa darah mencit (Mus musculus L.) yang mengalami
hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.

2. Pemberian ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) dapat memperbaiki
kerusakan struktur histologi pulau Langerhans pankreas mencit (Mus

musculus L.) yang mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Hiperglikemia
Hiperglikemia adalah kondisi dimana kadar glukosa dalam darah meningkat
atau melebihi batas normal karena produksi enzim insulin tidak cukup untuk
mengontrol kadar glukosa darah (Ihwan et al., 2020). Ketika kadar glukosa
dalam darah manusia melebihi 140 mg/dl maka akan menyebabkan terjadinya
hiperglikemia (Tandra, 2017). Sedangkan pada hewan seperti mencit,
hiperglikemia akan terjadi ketika kadar glukosa di atas 180 mg/dl (Iskandar
dan Swasti, 2019). Menurut (Maskanah, dan Parmilah, 2023), dari beberapa
responden diketahui bahwa gejala yang terjadi saat mengalami hiperglikemia
yaitu polyuria (produksi urin yang berlebihan), polyfagia (sering merasa
lapar), polydipsia (rasa haus yang berlebihan), penurunan berat badan, lelah

berlebih, gatal pada tubuh, kesemutan dan pandangan kabur.

Secara umum, hiperglikemia terdiri dari dua jenis yaitu hiperglikemia akut dan
kronis. Hiperglikemia akut terjadi ketika kadar gula darah lebih tinggi
daripada keadaan normal tetapi tidak cukup tinggi untuk dikatakan sebagai
diabetes. Penyebab terjadinya hiperglikemia akut ini karena kekurangan
insulin atau penurunan efisiensi penggunaan insulin dalam tubuh.
Hiperglikemia akut tidak hanya membahayakan tubuh, tetapi juga dapat
berkembang menjadi diabetes dan penyakit kronis lainnya (Kuan et al., 2023).
Hiperglikemia kronis pada diabetes menyebabkan kerusakan dan disfungsi
jangka panjang pada beberapa organ tubuh, terutama mata, ginjal, saraf,
jantung, dan pembuluh darah, yang menyebabkan berbagai komplikasi

(Classification, 2014).



Hiperglikemia yang terjadi secara terus menerus bahkan dalam kondisi yang
parah dapat menyebabkan penyakit diabetes melitus (Alam et al., 2014).
Kondisi ini terjadi ketika insulin tidak cukup diproduksi oleh pankreas atau
ketika insulin yang telah dihasilkan secara efektif tidak mampu digunakan
oleh tubuh dengan baik. Insulin merupakan hormon yang mengatur glukosa

darah dalam tubuh (Sun, 2021).

2.2.Etiologi Hiperglikemia
Menurut (American Diabetes Association, 2014), terjadinya hiperglikemia
karena kekurangan insulin, kerja insulin yang menurun atau bahkan keduanya.
Hiperglikemia juga terjadi disebabkan karena terdapat disfungsi organ
pankreas, gangguan toleransi glukosa darah, resistensi insulin dan gangguan
darah puasa (SDKI, 2018). Ketika hiperglikemia terjadi maka sekresi insulin
akan mengalami penurunan sehingga resisten insulin menjadi meningkat.
Resistensi insulin akan membentuk suatu lingkaran yang dapat menyebabkan
terjadinya peningkatan hiperglikemia sehingga produksi insulin dalam tubuh
semakin berkurang (Lutfi, 2019). Kondisi ini juga akan menyebabkan
peningkatan stress oksidatif karena terbentuknya ROS melebihi kemampuan
metabolismenya. Stres oksidatif adalah kondisi yang terjadi karena radikal
bebas (pro oksidan) dan antioksidan yang bekerja dengan tidak seimbang. Hal
ini terjadi karena dua kondisi umum, yaitu kurangnya antioksidan atau

kelebihan produksi radikal bebas (Puspitasari et al., 2016).

Seseorang yang menderita hiperglikemia bahkan sampai mengalami diabetes
melitus akan mengakibatkan terjadinya glikogenolisis dan glukoneogenesis.
Glikogenolisis adalah pemecahan glikogen pada otot dan hati untuk digunakan
sebagai energi sedangkan glukosa kelompok diabetes melitus yang diasup dari
darah kemudian terbuang sebagian melalui urin. Jika glikogenolisis sering
terjadi maka jumlah jaringan otot akan berkurang dan kehilangan berat tubuh,
namun akan terjadi polifagia yang merupakan perangsangan pusat nafsu
makan di hipotalamus akibat kekurangan glukosa di sel, jaringan, dan hati

(Granner, 2003). Disamping itu asupan kalori tetap normal. Glukoneogenesis



adalah pembentukan glukosan yang berasal dari senyawa lain seperti lemak
dan protein. Pada kondisi ini yang digunakan terlebih dahulu yaitu lemak lalu
protein. Lemak akan dipecah menjadi komponen penyusunnya yaitu asam
lemak dan gliserol. Kondisi glukoneogenesis yang berlebihan pada penderita
hiperglikemia ataupun diabetes melitus menyebabkan sel-sel hati akan
menghasilkan lebih banyak glukosa dari substrat selain lipid, yaitu dengan
mengubah protein (Granner, 2003).

Menurut beberapa penelitian, terjadinya hiperglikemia dipengaruhi oleh dua
faktor, yaitu faktor lingkungan dan genetik. Faktor lingkungan seperti
obesitas, penuaan, pola makan, dan aktivitas fisik, sedangkan faktor genetik
yaitu modifikasi epigenetik berkontribusi pada percepatan epidemi diabetes
(Hu dan Jia, 2018). Terjadinya hiperglikemia dapat berdampak bagi kesehatan
manusia, seperti menyebabkan kerusakan pada pembuluh darah dan sistem
syaraf sehingga menimbulkan penyakit jantung, stroke, dan gagal ginjal (Chen
etal., 2016).

2.3.Dampak Hiperglikemia terhadap Tubuh
Hiperglikemia yang terjadi secara terus menerus tidak hanya menyebabkan
diabetes melitus tetapi dapat menimbulkan penyakit lain seperti
hiperosmolaritas. Hiperosmolaritas merupakan kondisi dimana proses diuresis
osmotik yang terdapat didalam tubuh distimulasi sehingga cairan dan
elektrolit intra sel keluar ke ekstra sel. Perpindahan cairan ini menyebabkan
komposisi cairan tubuh berkurang sehingga menyebabkan dehidrasi (Tokuda
et al., 2010). Tidak hanya penyakit ini, penyakit lain seperti aterosklerosis,
kardiovaskular, stroke, hipertensi, kebutaan, amputasi, periodontal dan
penyakit ginjal sangat mungkin terjadi pada penderita hiperglikemia (Franz,
2014: Prasad, 2011). Jika tidak ada penanganan terhadap penderita
hiperglikemia maka dapat menimbulkan beberapa gangguan yaitu gangguan
perfusi perifer, risiko infeksi, gangguan eliminasi urin, hipovolemia, risiko
defisit nutrisi, mata kering, penurunan curah jantung, penglihatan kabur,

inkontinensia urin, dan kerusakan sel saraf (Aini dan Aridiana, 2020).



Hiperglikemia dapat dicegah agar tidak bertambah parah jika diketahui dengan
cepat. Hiperglikemia yang berlangsung lama dapat mengarah pada kondisi
metabolisme yang berbahaya, seperti ketoasidosis diabetik (Diabetic
Ketoacidosis = DKA dan Hipernatremi Hiperosmolar State = HHS), yang
keduanya dapat berakibat fatal bahkan menyebabkan kematian. Salah satu
cara pencegahan kondisi hiperglikemia yaitu dengan mengontrol kadar gula

darah secara ketat (Dewi et al., 2021).

2.4.Pankreas
Pankreas merupakan salah satu organ aksesori pada sistem pencernaan yang
berperan dalam menghasilkan getah pankreas untuk proses pencernaan dan
menghasilkan hormon insulin dan glukagon yang membantu mengatur kadar
glukosa dalam darah (Rinidar, 2017). Pankreas memiliki panjang sekitar 12,5
cm dan tebal sekitar 2,5 cm. Pada sistem pencernaan, pankreas berada di
bawah kur vatura mayor dari gaster dan terhubung ke duodenum melalui
ductus pancreaticus. Secara anatomis pankreas dibagi menjadi 3 bagian yaitu
caput (bagian yang paling dekat dengan duodenum), corpus (bagian utama),
dan cauda pankreas (Probosari, 2018). Struktur anatomi dan fisiologi pankreas

dapat dilihat pada Gambar 1.

hormon pankreas
yang disekresikan ke
dalam darah

saluran pankreas
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p »‘/"'V‘

doudenum ‘\’, f \
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larutan natrium enzim
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dalam saluran. dalam saluran.

Y

bagian eksokrin pankreas
(sel asinar dan sel saluran)

Gambar 1. Anatomi dan Fisiologi Pankreas (Probosari, 2018)
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Secara fisiologi, pankreas tersusun dari jaringan endokrin dan eksokrin
dimana kedua jaringan ini memiliki peran dalam sistem pencernaan. Jaringan
endokrin adalah sistem kelenjar yang bekerja pada tubuh manusia dan
menghasilkan hormon yang disekresi langsung ke dalam darah tanpa melewati
duktus atau saluran (Utomo et al., 2017). Jika fungsi endokrin mengalami
gangguan, maka tingkat hormon dalam darah dapat berubah tinggi atau rendah
yang menyebabkan ketidaknyamanan fungsi tubuh untuk mengontrol
aktivitasnya sehingga setiap hormon yang dilepaskan oleh endokrin harus
diatur dengan benar (Maulana, 2008). Jaringan eksokrin merupakan sistem
kelenjar yang bekerja mengeluarkan produknya melalui saluran dan ke bagian
luar tubuh (Syamsul dan Rosdiana, 2023). Hormon insulin dan glukagon yang
dihasilkan oleh jaringan endokrin pankreas berperan penting untuk mengatur
metabolisme glukosa, lipid, dan protein secara normal, sedangkan jaringan
eksokrin menghasilkan getah pankreas yang mengandung enzim pencernaan

yang disekresikan ke usus halus (Sherwood, 2012; Guyton dan Hall, 2007).

2.4.1. Histologi Pankreas
Sebanyak 80-90% bagian pankreas terdiri dari lobulus-lobulus yang
disusun oleh asini serosa dan sel zimogenik yang berperan sebagai
kelenjar eksokrin. Asini serosa terhubung ke jaringan ikat yang terdiri
dari pembuluh darah, saraf, pembuluh limfe, dan saluran sekretorius (Tan
et al., 2019). Sekitar 1-2% bagian pankreas merupakan pulau Langerhans
yang berperan sebagai kelenjar endokrin (Tsania, 2017). Pada pankreas,
pulau Langerhans ini berupa hormon-hormon dan mikro-organ endokrin
yang memiliki ciri-ciri seperti kelompok bangunan bulat dengan banyak
sel yang terpendam didalam jaringan eksokrin (Banjarnahor dan Sunny,
2012). Pulau Langerhans bertanggung jawab atas regulasi glukosa dan
interaksi hormon yang kompleks untuk menjaga keseimbangan

metabolisme (Li, 2024).

Terdapat empat jenis sel pada pulau Langerhans dan memiliki masing-
masing fungsi terhadap pankreas. Sel-sel tersebut yaitu sel alfa (o) yang

menghasilkan glukagon untuk meningkatkan kadar glukosa darah, sel
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beta () yang menghasilkan insulin untuk menurunkan kadar glukosa
darah, sel delta () yang menghasilkan somatostatin untuk menurunkan
dan menghambat peran dari sel alfa dan sel beta, dan yang terakhir yaitu
sel F yang menghasilkan polipeptida pankreas untuk menghambat
pembentukan enzim pada pankreas dan sekresi alkali (Tan ef al., 2019).
Histologi pankreas dapat dilihat pada Gambar 2.

Kelenjar eksokri
Pulau Langerhans

Sel Alpha

Saluran pankreas

Gambar 2. Histologi pankreas, tampak pulau Langerhans, sel beta, dan

sel alfa di antara sel asini (Tan et al., 2019).

2.4.2. Histopatologi Pankreas
Hiperglikemia dapat menyebabkan beberapa histopatologi pada
pankreas, seperti penurunan diameter pulau Langerhans, degenerasi sel,
nekrosis sel B, piknosis, karioreksis, kariolisis (Azizah et al., 2019).
Histopatologi pankreas berdasarkan penelitian (Nuralifah ef al., 2020)
dapat dilihat pada Gambar 3.
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(e) Kelompok Dosis 150 mg/kgBB  (f) Kelompok Dosis 300 mg/kgBB

Gambar 3. Gambaran histopatologi pulau Langerhans pankreas tikus
kelompok uji setelah diberi perlakuan selama 7 hari pada
perbesaran 400x dengan pewarnaan HE. Sel pankreas
normal (panah biru) nampak berbentuk bulat dan terdapat
inti pada bagian tengah, sel pankreas yang mengalami
degenerasi (panah merah) terlihat adanya vakuola yang
ukurannya bervariasi dan sel yang mengalami nekrosis
(panah kuning) ditandai dengan hilangnya inti sel
(Nuralifah et al., 2020).

Menurut Hermawati et al., (2020), penurunan diameter pulau Langerhans
terjadi karena kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh aloksan.
Degenerasi sel merupakan gangguan sel endokrin yang menyebabkan

penurunan jumlah sel dan susunan sel endokrin yang tidak teratur
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menjadi lebih kecil, atau bahkan hilang. Nekrosis sel B merupakan gejala
kematian sel yang ditandai dengan adanya ruang-ruang kosong pada
pulau Langerhans. Pada inti terjadi piknosis yaitu pengerutan inti,
karioreksis yaitu inti yang terbagi atas fragmen-fragmen, dan kariolisis
yaitu pemudaran kromatin basophil akibat aktivitas DNAse (Margaretha,
2016).

2.5.Aloksan
Aloksan adalah golongan turunan pirimidin teroksigenasi yang terbentuk
sebagai hidrat aloksan dalam larutan cair. Aloksan berasal dari kata "allantoin"
yaitu hasil sekresi oleh janin didalam allantois berupa produk asam urat dan
"asam oksalat" yang artinya asam yang berasal dari asam oksalan dan urea
yang ditemukan dalam urin (Rohilla dan Ali, 2012). Aloksan, atau secara
kimia dikenal dengan 5,5-dihidroksil pirimidin-2,4,6-trion, adalah senyawa
kimia yang berasal dari urea dan merupakan turunan yang bersifat karsinogen
dan analog glukosa sitotoksik. Umumnya senyawa analog glukosa yang
sitotoksik ini digunakan untuk mengetahui kemampuan ekstrak tanaman
dalam mengurangi kadar glukosa darah. Rumus molekul aloksan yaitu
C4H2N204 dan massa relatifnya 142,06. Aloksan merupakan asam lemah
turunan asam barbiturat atau asam 5-ketobarbiturat yang tidak stabil dan
memiliki sifat hidrofilik. Hal tersebut menunjukkan bahwa aloksan memiliki
bentuk molekul atau struktur yang sangat mirip dengan glukosa. Aloksan
mempunyai waktu paruh 1,5 menit pada pH netral dan suhu 37° C (Ighodaro
etal., 2017).
Struktur kimia aloksan dapat dilihat pada Gambar 4.

O
-

HO .
S-carbonyl & (®)
group

HO — NH

1
O

Gambar 4. Struktur kimia aloksan (Ighodaro et al., 2017)
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2.5.1. Mekanisme Aloksan sebagai Agen Diabetogenik

Aloksan merupakan salah satu agen diabetogenik yang sering
digunakan pada percobaan untuk menyebabkan diabetes terhadap
hewan uji seperti kelinci, tikus, dan anjing dengan perbedaan tingkat
keparahan penyakit dan penggunaan dosis aloksan yang berbeda.
Pemberian aloksan dapat dilakukan dengan dosis tunggal maupun
ganda, melalui rute yang berbeda (intraperitoneal, intravena dan
subkutan). Dari ketiga rute tersebut intraperitoneal tunggal yang paling
sering digunakan dalam berbagai penelitian. Pemberian dosis obat yang
digunakan dalam penelitian juga bervariasi, berkisar antara 90 dan 200
mg/kg berat badan (BB), dan dosis yang sering digunakan yaitu 150
mg/kg BB. Dalam menentukan penggunaan dosis aloksan yang sesuai
untuk induksi diabetes dilakukan dengan memperhatikan beberapa hal
seperti spesies hewan, rute pemberian dan status gizi. Tampaknya dosis
intraperitoneal tunggal dengan dosis 170-200 mg/kg BB yang paling
efektif untuk digunakan (Ighodaro et al., 2017).

Aloksan digunakan untuk menyebabkan diabetes pada hewan
percobaan karena telah diakui secara luas bahwa aloksan dapat
menghancurkan sel beta penghasil insulin yang terdapat di pankreas.
Oksidasi sulfidril esensial, penghambatan enzim glukokinase,
pembentukan radikal bebas, dan gangguan homeostatis kalsium
intraseluler merupakan beberapa efek toksik aloksan pada sel 3
pankreas. Ketika diberikan kepada hewan percobaan, aloksan
menyebabkan respon glukosa darah yang beragam. Ini dimulai dengan
perubahan terbalik dalam konsentrasi insulin plasma, diikuti oleh
perubahan sel B ultrastruktural yang berurutan, yang pada akhirnya

menyebabkan kematian sel nekrotik.

Peningkatan kadar glukosa darah akibat pemberian aloksan dapat

terjadi melalui empat tahapan (Rohilla dan Ali, 2012):
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1. Tahap pertama akan muncul fase hipoglikemik dalam beberapa menit
pertama setelah pemberian aloksan dan fase ini akan berlangsung
selama 30 menit. Fase hipoglikemik terjadi karena peningkatan
konsentrasi insulin plasma menunjukkan stimulasi sementara sekresi
insulin.

2. Tahap kedua terjadinya peningkatan konsentrasi glukosa darah dan
menurunnya konsentrasi insulin plasma setelah satu jam pemberian
aloksan. Pada tahap ini terjadi kontak pertama antara sel beta pankreas
dengan toksin sehingga terjadi fase pertama hiperglikemik yang
berlangsung selama 2-4 jam bersamaan dengan penurunan konsentrasi
insulin plasma.

3. Tahap ketiga yaitu kembalinya hipoglikemik setelah 4-8 jam pemberian
aloksan, yang terjadi selama beberapa jam. Hal ini menyebabkan
sirkulasi dan insulin banjir yang karena granula sekresi yang diinduksi
aloksan dan pecahnya membran sel sehingga terjadi hipoglikemia yang
parah. Pada fase ini juga menyebabkan beberapa organel subseluler
pecah, membran luar dan dalam mitokondria kehilangan integritas
struktural dan kematian sel nekrotik pada pulau-pulau Langerhans.

4. Tahap keempat merupakan fase hiperglikemik diabetik permanen
terakhir, terjadi 24-48 jam setelah pemberian aloksan dengan

degranulasi total dan hilangnya integritas sel beta.

2.6.Tanaman Daun Salam (Syzygium polyanthum)
Daun salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp.) adalah salah satu tanaman
yang banyak digunakan untuk menambah rasa pada makanan. Selain
digunakan sebagai pelengkap masakan, tanaman ini diketahui memiliki
manfaat untuk menyembuhkan diare dan magh, menurunkan kolesterol,
mengobati hipertensi, dan menurunkan gula darah pada penderita diabetes

(Dafriani, 2016).
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Klasifikasi daun salam menurut (Rahma et al., 2023) sebagai berikut:
Kingdom  : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida
Subclass : Rosidae

Ordo : Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Species : Syzygium polyanthum

2.6.1. Morfologi Daun Salam
Tanaman salam (Syzygium polyanthum) biasanya tumbuh di atas
permukaan laut pada ketinggian 5-1000 meter. Pohon salam memiliki
ciri-ciri kulit yang mengelupas, retak, dan berwarna abu-abu gelap halus
jika bertambah tinggi akan lebih terang serta batang bawah yang kasar
(Wahyudi ef al., 2024). Batang salam tergolong jenis batang berkayu
dengan bentuk bulat dan permukaan batang yang licin. Arah
pertumbuhannya tegak lurus ke atas (Utami ef al., 2023). Rata-rata
tanaman salam memiliki bunga banci dengan kelopak dan mahkota.
Bunganya memiliki banyak benang sari dan kelopak yang berhadapan
dengan daun. Daun salam berbentuk lonjong elips atau bundar telur
sungsang dengan pangkal yang lancip dan ujungnya tumpul. Daun salam
memiliki panjang sekitar 50-150, lebar sekitar 35-65 mm, panjang
tangkai sekitar 5-12 mm dan terdapat 6-10 urat daun lateral (Utami dan
Sumekar, 2017). Daunnya memiliki permukaan licin, susunan daun folia
opposita (berhadapan), dan daun berwarna hijau. Bangun daunnya tipis
seperti kertas, dengan pertulangan daun menyirip dan tepi daun yang rata

(Utami ef al., 2023). Daun salam dapat dilihat pada Gambar 5.



Gambar 5. Daun Salam (Syzygium polyanthum) (Anggraini, 2020).

2.6.2. Kandungan dan Manfaat Daun Salam

Berdasarkan uji fitokimia, daun salam mengandung minyak esensial,
tanin, flavonoid, saponin, alkaloid dan terpenoid. Senyawa flavonoid
yang terdapat dalam daun salam mampu menurunkan kadar glukosa

darah (Rizki ef al., 2020). Menurut (Suryani et al., 2013), daun salam
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mengandung flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan. Antioksidan

memiliki kemampuan untuk menangkap radikal bebas yang

menyebabkan kerusakan sel B pankreas dan menghentikan kerusakan sel

B pankreas sehingga sel-sel B yang tersisa tetap berfungsi. Antioksidan

dapat melindungi sejumlah sel B yang tetap normal, yang memungkinkan

regenerasi sel f yang masih ada melalui proses mitosis. Senyawa sapon
mampu merangsang sekresi insulin pada sel beta pankreas. Terpenoid
seperti triterpenoid memiliki kemampuan untuk meningkatkan
penyerapan glukosa, berperan sebagai insulin (insulinotropik) yang
berikatan dengen reseptor insulin, dan mampu menghambat produksi
TNF-a (Tumor Necrosis Factor) di jaringan pankreas (Hikmabh et al.,
2016).

Dengan meningkatkan sekresi insulin, alkaloid cincin imidazol dapat
menurunkan kadar glukosa darah dan memperkuat toleransi terhadap
glukosa. Tanin memiliki kemampuan untuk mengontrol kadar glukosa
darah dengan menangkap radikal bebas dan mengurangi peningkatan
stres oksidatif pada penderita diabetes. Minyak esensial eugenol dan
metal kavikol, serta etanol juga ditemukan dalam daun salam yang

berfungsi sebagai antimikroba dan antijamur (Savitri, 2016). Minyak

n
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atsiri (seskuiterpen, lakton, dan fenol) adalah senyawa yang mampu
mengobati diare, diabetes, maag, hipertensi, kolesterol, migren, gatal

(pruritis), kudis, eksim, dan menghilangkan mabuk alkohol (Astawan,
2016).

2.7.Mencit (Mus musculus L).

Mencit (Mus musculus L.) adalah salah satu hewan yang paling umum
digunakan sebagai hewan uji dalam penelitian laboratorium di bidang
fisiologi, farmakologi, toksikologi, patologi, dan histopatologi (Berliani ef al.,
2021). Hal ini dikarenakan mencit sangat dekat dengan manusia secara
genetik, mudah diperoleh, mudah diternakkan, mudah dirawat, dan relatif
murah (Handajani, 2021). Selain itu juga mencit memiliki banyak kelebihan,
seperti siklus hidupnya yang pendek, banyaknya jumlah anak per kelahiran,
mudah dirawat, dan memiliki struktur anatomi, fisiologi, dan genetik yang
mirip dengan manusia (Fianti, 2017; Herrmann et al., 2019). Proses dan
metabolisme dalam tubuhnya berlangsung cepat sehingga cocok untuk
dijadikan sebagai objek penelitian. Klasifikasi mencit menurut (Akbar, 2010)
sebagai berikut:

Kingdom :Animalia

Filum : Chordata

Sub Filum : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Sub Ordo  : Myoimorphia

Famili : Muridae
Genus : Mus
Spesies : Mus musculus

2.7.1. Morfologi Mencit
Secara morfologi mencit mempunyai tubuh yang terdiri dari kepala,
leher, badan dan ekor. Rambutnya bertekstur lembut, halus dan

berwarna putih keabu-abuan serta bagian perutnya cenderung berwarna
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pucat. Hidungnya berbentuk kerucut teropong, badan berbentuk
silindris agak membesar kebelakang, mata berwarna merah, dan ekor

merah muda. Mencit dapat dilihat pada Gambar 6.

S ®er
. §

Gambar 6. Mencit (Mus musculus) (Medero, 2008).

Mencit sering disebut sebagai hewan nokturnal karena sangat aktif di
malam hari. Masa hidupnya bertahan selama 1-3 tahun. Organ
pencernaannya sama seperti mamalia yaitu lambung, esophagus,
duodenum, ileum, kolon, sekum, rectum dan jejenum. Paru-parunya
terdiri dari 1 lobus yang berada pada paru kiri dan 4 lobus pada paru

kanan (Dillasamola et al., 2023



III. METODE PENELITIAN

3.1.Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan September sampai dengan November
2025 di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung
untuk pemeliharaan dan perlakuan hewan uji, penginduksian aloksan pada
mencit, pemberian ekstrak daun salam pada mencit dan pembedahan organ
mencit. Untuk pembuatan ekstrak daun salam dilakukan di Laboratorium
Botani, Jurusan Biologi FMIPA, dan pembuatan preparat histologi pankreas
mencit diabetes 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, sonde lambung, seperangkat alat bedah, botol filem,
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 histologi pankreas mencit.
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3.2.2. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman
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),

HCl 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.) 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
histologi pankreas 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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Pemberian dosis ekstrak daun salam pada kelompok perlakuan
berdasarkan modifikasi dari Meldawati (2022), yaitu:

1. Kelompok kontrol yang hanya diberi makan dan minum, sebagai
kontrol.

2. Kelompok kontrol yang hanya diinduksi aloksan 150 mg/gBB
setiap 2 hari sekali selama 6 hari.

3. Kelompok perlakuan 1 (P1): kelompok yang diinduksi aloksan
150 mg/gBB setiap 2 hari sekali selama 6 hari dan ekstrak daun
salam dengan dosis 150 mg/gBB 1 kali sehari selama 14 hari.

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

5. Kelompok perlakuan 3 (P3): kelompok yang diinduksi aloksan
150 mg/gBB setiap 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 kebun yang berlokasi di Jalan Pramuka gang
Dipangga V dengan ciri daun yang masih segar kemudian dicuci
dengan air mengalir hingga bersih untuk menghilangkan kotoran
dan mikroba yang menempel pada tumbuhan kemudian dibilas

menggunakan aquadest.

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 dimasukkan ke dalam beaker

glass lalu dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96% sampai
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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 ditimbang seberat 1 gram lalu dimasukkan ke dalam
mortar yang berisi 10 mL air panas, lalu didiamkan selama sekitar
15 menit. Setelah itu, campuran tersebut digerus hingga merata,
kemudian diencerkan secara bertahap menggunakan aquadest.
Selanjutnya, larutan dipindahkan ke dalam beaker glass dan
ditambahkan aquadest hingga mencapai volume total 100 mL

(Gultom dan Rahmawati, 2023).

3.5.2.3.Pemeliharaan Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan yaitu mencit jantan (Mus musculus)
yang berumur sekitar 2-3 bulan dan berat badan 25-35 gram.
Mencit jantan sebanyak 25 ekor yang dikelompokkan menjadi 5
kelompok (5 ekor dalam masing-masing kelompok) sesuai dengan
rancangan percobaan. Setiap kelompok mencit ditempatkan dalam
kandang yang berbeda dan pada bagian alas kandang diberi sekam
secara merata. Sebelum perlakuan, dilakukan proses aklimatisasi
terlebih dahulu terhadap seluruh mencit selama tujuh hari dengan
tujuan agar mencit yang digunakan dapat beradaptasi dengan
lingkungan laboratorium. Jika selama proses aklimatisasi terdapat
mencit yang mengalami gejala sakit, mati atau penurunan berat
badan lebih dari 10% maka mencit akan dikeluarkan dari penelitian
(Hasanah, 2015). Mencit diberi pakan berupa pellet dan minum

berupa air mineral setiap hari.
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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 et al., 2018). Sebelum dilakukan induksi aloksan pada
mencit, mencit harus dipuasakan selama 8-12 jam tanpa diberikan
makanan kecuali air minum agar lambung mencit kosong sehingga
absorpsi obat dapat sempurna dan obat tidak berinteraksi dengan

makanan di lambung yang dapat mempengaruhi hasil penelitian.

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

selama 6 hari (modifikasi dari Fatmawati, 2024).

1. Dosis aloksan yang digunakan= 150 mg/kgBB
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 (har1) =
270 mg = 0,27 gram.
Maka pemberian larutan secara intraperitoneal pada mencit
(volume) = berat badan mencit x persen pemberian

=30 gram x 0,1 %
X
1000 g

=30 gram x =0,03 mL

Total volume larutan aloksan yang 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%.
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3.5.3.2.Pemberian Ekstrak Daun Salam
Pemberian ekstrak daun salam ada 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. Pemberian
ekstrak dilakukan secara peroral dengan volume maksimum
sebesar 1% dari berat badan mencit (Purwanti, 2019). Perhitungan
pemberian ekstrak daun salam setiap kelompok perlakuan sebagai

berikut:

1.  Dosis 150 mg/gBB (P1)

150 x

10009 " 30 g
X =4,5mg/30gBB.

2. Dosis 250 mg/gBB (P2)
250 x

1000g ~ 30 g
X =17,5mg/30gBB.

3. Dosis 350 mg/gBB (P3)
350 X

1000g ~ 30g
X =10,5 mg/30gBB.

Jumlah ekstrak daun salam yang digunakan untuk pembuatan stok
selama 14 hari yaitu sebagai berikut:

P1 =4,5 mg x 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
100 g

=30 gram x =0,3mL



26

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:
P1=10,315 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na 1%
P2 = 0,525 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na 1%
P3 =0,735 gram ekstrak daun salam + 21 mL CMC Na 1%

3.5.3.3.Pengukuran Berat Badan Mencit

Selama 14 hari percobaan, berat badan mencit ditimbang pada hari
ke - 1, 6, dan 20 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
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 §-12 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



27

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. Strip yang
digunakan dalam pemeriksaan kadar glukosa darah hanya dapat

digunakan untuk satu kali percobaan.

3.5.3.5.Pembuatan Preparat Histopatologi Pankreas Mencit
Setelah dilakukan pembedahan pada mencit kemudian dilakukan
pembuatan preparat histologi pankreas dengan metode paraffin dan
pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE). Berdasarkan Purwanti,
(2019) ; Suhita et al., (2013), prosedur pembuatannya adalah
sebagai berikut:
1. Fiksasi
Organ pankreas difiksasi dengan menggunakan larutan Netral
Buffer Formalin 10% selama 3 jam dan dicuci dengan air
mengalir sebanyak 3-5 kali. Kemudian dipotong dan dimasukkan
ke dalam tempat spesimen yang terbuat dari plastik.
2. Dehidrasi
Selanjutnya dilakukan proses dehidrasi pada alkohol konsentrasi
bertingkat yaitu alkohol 70%, 80%, 90% alkohol absolute I,
absolute II masing-masing 2 jam.
3. Penjernihan
Potongan jaringan direndam pada xilol I, dan xilol II, masing-
masing selama 1 jam secara bergantian dan berurutan. Tujuan
penjernihan adalah untuk menghilangkan alkohol dan
menjernihkan jaringan.
4. Impregnasi/infiltasi
Impregnasi dengan menggunakan parafin 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.

5. Embedding
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Jaringan yang telah melalui tahap clearing kemudian ditempatkan
ke dalam cetakan logam. Selanjutnya, paraffin 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 paraffin
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 paraffin dilakukan di ruang bersuhu rendah
untuk menjaga kestabilan jaringan. Tahap awal 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:
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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.

Slide dicuci dengan aquadest selama 1 menit.

4. Slide dimasukkan ke dalam bahan pewarna preparat meyer
hematosilin 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.

7. Slide dimasukkan ke dalam Eosin selama 3 menit. Setelah itu
dimasukkan ke dalam alkohol 80%, alkohol 90% dan alkohol
absolute 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 dibawah mikroskop dengan pembesaran 40x.

3.5.3.6.Pengamatan Histopatologi Pulau Langerhans Pankreas Mencit
Pengamatan preparat dilakukan dengan membandingkan gambaran
kerusakan pulau Langerhans pankreas dilihat melalui pengamatan

mikroskopis dengan pewarnaan Hematoxilin Eosin. Pengamatan
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dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400 kali

pada seluruh lapang pandang.

Kerusakan pankreas yang diakibatkan oleh adanya pengaruh agen
diabetogenik yang paling mudah diamati adalah derajat kerusakan
pulau Langerhans, degenerasi sel, nekrosis sel B, piknosis,
karioreksis, dan kariolisis. Kemudian dilakukan skoring derajat
kerusakan pada pulau Langerhans pankreas. Berdasarkan penelitian
(Dharma et al., 2015), penilaian derajat kerusakan pulau

Langerhans pankreas dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Penilaian Derajat Kerusakan Pulau Langerhans Pankreas

(Skoring)
Skor Keterangan

0 Sel maupun pada struktur dari pulau Langerhans tidak
mengalami kerusakan, struktur dan ukuran terlihat
normal.

1 Y4 total nekrosis sel pankreas, terdapat degenerasi sel
berupa vakuola sitoplasma.

2 5 total nekrosis sel pankreas, terdapat sel nekrotik dari
seluruh lapang pandang, sel f mengalami karioreksis
(fragmentasi inti).

3 % total nekrosis sel pankreas, terdapat sel radang pada
ruang intersitial pankreas.

4 Nekrosis seluruh sel pankreas.

3.5.3.7.Pengumpulan Data
Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah:
1. Penurunan kadar glukosa darah diukur pada seluruh kelompok

mencit perlakuan.
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2. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya terhadap
struktur mikroskopis jaringan pankreas untuk menilai derajat
kerusakan pulau Langerhans, sel B, sel a, sel, sel delta (6) dan sel
F. Parameter perubahan histopatologi yang diamati yaitu
degenerasi dan nekrosis sel B pada pulau Langerhans, penurunan
jumlah dan ukuran pulau Langerhans piknosis, karioreksis,
kariolisis. Kemudian dilakukan pemotretan dengan
menggunakan fotomikrograf. Fotomikrograf yaitu foto atau
gambar yang dihasilkan oleh mikroskop yang mencatatkan ime;j

mikrostuktur (Hashim, 2003).

3.6.Analisis Data
3.6.1. Data Kuantitatif

Hasil pengukuran kadar glukosa darah dan berat badan mencit
dilakukan analisis secara statistik untuk menentukan pengaruh
signifikan yang terjadi setelah perlakuan dosis ekstrak daun salam.
Analisis Repeated Measures ANOVA dilakukan untuk menganalisis
pengaruh waktu pengukuran, kelompok perlakuan serta interaksi waktu
x kelompok. Uji lanjut antar waktu dan kelompok dilakukan
menggunakan metode Bonferroni. Interpretasi signifikan jika nilai

p<0,05.

Data hasil skoring histopatologi pulau Langerhans pankreas mencit
dianalisis dengan uji statistik non-parametrik Kruskal Wallis untuk
mengetahui perbedaan kerusakan gambaran histopatologi pankreas
pada semua perlakuan. Jika terdapat perbedaan, maka dilanjutkan
dengan uji post hoc Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan
kerusakan gambaran histopatologi pulau Langerhans pankreas antar
kelompok perlakuan. Data hasil jumlah sel B pulau Langerhans
dianalisis menggunakan metode statistik One-Way ANOVA. Jika

terdapat perbedaan signifikan maka dilanjutkan uji post hoc Bonferroni.



3.6.2. Data Kualitatif
Hasil pengamatan histologi pulau Langerhans pankreas mencit di
bawah mikroskop dianalisis secara deskriptif berdasarkan tingkat

kerusakan yang terjadi sebelum dan setelah perlakuan.

32



3.7.Diagram Alir Penelitian

Sebanyak 25 ekor mencit jantar berumur 2-3 bulan dengan berat badan 23-35 gram
dizklimatisasi selama 7 hari. Lalu persiapan bahan uji seperti pembuatan

ekstrak etanol daun salam dan larutan aloksan

!

Pengukuran berat badan dan kadar glukosa darah mencit

hari ke-1

Y R AT S—— 5 ekor mencit 5 ekor mencit 3 ekor mencit
sebagai kontrol sebagai kontrol sebagai sebagai seb] alga.l
normal aloksan Pectin peiaian Lt
1 (P1) 2(P2) 3(P3)
Pengukuran berat badan dan kadar glukosa darah mencit
hari ke-6
Mencit yang Mencit yang Mencit yang
Menct Mt ok 0 ko 15 ok 0
diberi makan | | yang diinduksi e BB S
dan mimum aloksan 150 mg/gBE dan mg/gBEB dan mg/ghB da
i R me/eBB 2 hari ekstrak daun ekstrak daun ekstrak daun
selamg s ]‘-‘-]. sel;ma 6 salam dengan salam dengan salam dengan
rlak hari dosis 150 dosis 250 dosis 350
pe mg/gBB selama|  |mg/gBB selama| [mg/gBB selama
14 hari 14 hari 14 hari

|

v

Pengukuran berat badan dan kadar glukosa arah mencit han ke-20, pembedahan,
pembuatan preparat histopatologi, pengamatan kerusakan struktur pankreas mencit
berdasarkan data skoring

!

Analisis Data

Gambar 7. Diagram Alir Penelitian




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1.Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) berpengaruh
terhadap penurunan kadar glukosa darah mencit (Mus musculus L.) yang
mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.

2. Pemberian ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) berpengaruh dalam
memperbaiki gambaran histopatologi pulau Langerhans pankreas mencit

(Mus musculus L.) yang mengalami hiperglikemia akibat diinduksi aloksan.

5.2.Saran
1. Perlu dilakukan uji toksisitas untuk mengetahui efek samping jangka
panjang dalam penggunaan ekstrak etanol daun salam sebelum digunakan
oleh masyarakat luas.
2. Perlu dilakukan penelitian gambaran histologi sel f pankreas dengan
menggunakan pewarnaan histokimia selanjutnya untuk melihat kerusakan

yang lebih spesifik pada sel B pankreas.
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