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ABSTRAK

Latar belakang: Penggunaan parasetamol dosis berlebih dapat menyebabkan
nefrotoksik. Jintan hitam dan temulawak mengandung antioksidan yang dapat
menangkal radikal bebas hasil ~metabolisme parasetamol. Tujuan:
Membandingkan efektivitas nefroprotektor ekstrak jintan hitam dan ekstrak
temulawak pada gambaran histopatologi ginjal tikus diinduksi parasetamol.
Metode: True experimental, rancangan Post Test Only Control Design. 24 ekor
tikus dibagi dalam 4 kelompok: kontrol negatif diet pakan standar dan aquades,
kelompok positif parasetamol dosis 500 mg/kgBB, perlakuan 1 ekstrak jintan
hitam dosis 500 mg/kgBB, dan perlakuan 2 ekstrak temulawak dosis 500
mg/kgBB. Setelah 30 menit P1 dan P2 diberi parasetamol dosis 500 mg/KgBB.
Tikus dibedah untuk diambil ginjal dan dibuat preparat histopatologinya. Derajat
degenerasi, nekrosis dan perdarahan dari tubulus proksimal dinilai dengan
skoring, perbandingan skoring antar kelompok dinilai dengan uji kruskal wallis
Hasil: Terdapat efek nefroprotektor jintan hitam dan temulawak, dengan
efektifitas yang sama terhadap kerusakan ginjal yang diinduksi parasetamol.
Kesimpulan: Jintan hitam bisa dikembangkan lebih lanjut sebagai nefroprotektor.

Kata kunci : Ekstrak jintan hitam, ekstrak temulawak, nefroprotektor,
parasetamol
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ABSTRACT

Background: Over-use of paracetamol can cause nephrotoxicity. Black cumin
and curcuma contain antioxidants that can ward off free radicals produced by
paracetamol metabolism. Objective: To compare the effectiveness of
nephroprotector of black cumin extract and curcuma extract on the
histopathological picture of rats induced by paracetamol. Method: True
experimental, Post Test Only Control Design. 24 rats were divided into 4 groups:
negative control standard diet and aquades, positive group paracetamol dose 500
mg / kgBB, treatment 1 extract of black cumin extract 500 mg / kgBB, and
treatment 2 curcuma extract 500 mg / kgBB. After 30 minutes P1 and P2 were
given a dose of paracetamol 500 mg / kg. Rats were dissected for kidney removal
and histopathological preparations were made. Degeneration, necrosis and
bleeding of the proximal tubules were assessed by scoring, comparison of scores
between groups was assessed by the kruskal wallis test. Results: There were
nephroprotector effects of black cumin and curcuma, with the same effectiveness
on kidney damage induced by paracetamol. Conclusion: Black cumin can be
developed further as a nephroprotector.

Keywords : Black cumin extract, curcuma extract, nephroprotector,
paracetamol
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Acetaminophen (N-acetyl-p-aminophenol, APAP), yang dikenal sebagali
parasetamol, adalah analgesik dan antipiretik yang paling umum digunakan
sebagai obat penghilang rasa sakit dan demam. Parasetamol adalah obat bebas,
sehingga penggunaannya oleh masyarakat bisa tidak terkontrol, parasetamol yang
digunakan dengan dosis berlebih dapat menyebabkan efek nefrotoksik.! Karena
tergolong obat bebas dan mudah didapat, kejadian overdosis obat baik sengaja
atau tidak sengaja sering terjadi. Penggunaan parasetamol yang tidak terkontrol
dalam jangka waktu yang lama dapat menyebabkan semakin tingginya metabolit

toksik yang diproduksi.?

Ginjal adalah organ penting yang mengatur banyak fungsi penting dalam
tubuh seperti membersinkan darah, menjaga keseimbangan kimia, dan
menghilangkan sisa metabolisme dari tubuh. Ginjal merupakan organ eksresi
terpenting yang rentan terhadap efek toksisitas obat-obatan karena perannya
dalam pembersihan zat beracun. Nefrotoksisitas adalah masalah utama yang
menyebabkan acute kidney injury (AKI) dengan tingkat kejadian 60%.® Dan
survei menunjukkan sekitar 9% penggunaan parasetamol yang berlebihan atau

jangka panjang penyebab terjadinya cedera ginjal akut.*
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Parasetamol dimetabolisme di hepar oleh enzim mikrosomal dan
dimetabolisme secara parsial. Hasil metabolismenya berupa asetaminofen sulfat
dan glukoronat, namun kurang dari 5% dieksresikan berupa metabolit aktif yaitu
N-acetyl-para-benzoquinonimine (NAPQI). Keterbatasan kemampuan hepar pada
kasus overdosis parasetamol, baik akut maupun kronis dapat menyebabkan
penimbunan NAPQI. NAPQI merupakan suatu radikal bebas yang dapat
berinteraksi dengan komponen seluler mengakibatkan sel nekrosis yang dapat
merusak fungsi hati dan ginjal pada manusia maupun hewan, sehingga bersifat
hepatotoksik maupun nefrotoksik.>>° Parasetamol dapat menginduksi kerusakan
ginjal pada tikus.” Sebagian besar penelitian menggunakan dosis tunggal
parasetamol dalam kisaran 600 mg/kg hingga 2000 mg/kg yang diberikan secara
oral atau intraperitoneal (IP) untuk menginduksi terjadinya toksisitas.®™
Nefrotoksisitas juga dapat diinduksi dengan memberikan dosis yang lebih rendah
kisaran 200 mg/kg hingga 500 mg/kg tetapi berulang.>®’ Dosis harian yang
diulang 500 mg/kg parasetamol selama 7 hari dengan rute oral dapat menginduksi
kerusakan pada tubulus proksimal dan inflamasi pada sel podosit serta mesangial
glomerulus. Kerusakan pada tubulus berupa nekrosis, vakuolisasi, degenerasi
epitel, penyusutan inti, ekstravasasi sel darah merah dan penyempitan pembuluh

darah di interstisium dari korteks ginjal.**

Jintan hitam (Nigella sativa) merupakan tanaman obat yang termasuk
dalam famili Ranunculaceae. Diketahui bahwa Nabi Muhammad SAW dalam
hadisnya yang diriwayatkan oleh Abdullah bin Muhammad bin Abi Syaibah

Ibrahim bin ,,Utsman menyatakan jintan hitam (Habbatussauda, Nigella sativa)
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mengandung semua jenis perbaikan kecuali kematian.*? Penggunaan jintan hitam

sebelumnya juga telah disebutkan oleh Ibnu-Sina (980-1037).

Jintan hitam diketahui mempunyai efek farmakologis seperti
immunomodulator,  analgesik, antimikroba, antiinflamasi,  spasmolitik,
bronkodilator, hepatoprotektif, renoprotektif, gastroprotektif dan antidiabetik.
Jintan hitam mempunyai sifat antioksidan dan memiliki senyawa aktif paling
penting yaitu thymoquinone (30-48%), thymohydroquinone, dithymoquinone, p-
cymene, carvacrol, a-pinene, thymol, quercetin, kaempferol dan quercetin-3.%*3
Sebagian besar tindakan perlindungan ini dikaitkan dengan anti-oksidan dan anti-
inflamasi yang dimiliki oleh thymoquinone. Berbagai penelitian telah
membuktikan efek nefroprotektif jintan hitam namun dosisnya dan ekstraknya
yang digunakan dari berbagai penelitian masih bervariasi,dalam kisaran 50
mg/kgBB hingga 1000 mg/kgBB.®*** Dan penelitian terbaru menyatakan

menunjukkan efek sedang terhadap perubahan gambaran histopatologis ginjal

yang diinduksi vankomisin.*®

Selain jintan hitam bahan alami yang banyak digunakan masyarakat secara
empiris adalah temulawak (Curcuma xanthorrhiza) yang merupakan tanaman asli
yang tumbuh di Indonesia. Bagian tanaman ini yang sering digunakan adalah
rimpang yang mengandung berbagai komponen aktif diantaranya adalah
kurkumin.!” Beberapa penelitian menunjukan bahwa kurkumin memiliki aktivitas
antioksidan dan bersifat nefroprotektor.®?° Antioksidan alami yang dimiliki

kurkumin ini dapat didefinisikan sebagai phytochemical yang mampu menangkal
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efek merusak dari proses fisiologis oksidatif yang terjadi dalam jaringan.?
Klarissa menyatakan bahwa antioksidan ekstrak temulawak yang diberikan secara
oral dengan dosis 1600 mg/kgBB pada tikus selama 7 hari dapat mengurangi
kerusakan sel ginjal tikus yang diinduksi parasetamol. Hal ini dikarenakan
peranan kurkumin dapat menangkal radikal bebas oleh penimbunan NAPQI
akibat overdosis parasetamol.™

Berdasarkan hal tersebut, kedua bahan alami yaitu ekstrak jintan hitam
(Nigella sativa) dan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) sama-sama
memiliki antioksidan yang berperan sebagai nefroprotektor, maka penulis tertarik
untuk melakukan penelitian tentang perbandingan efektivitas nefroprotektor jintan

hitam dan temulawak.

1.2 Perumusan Masalah
Bagaimana perbandingan efek pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)
dengan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) sebagai nefroprotektor

terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus yang diinduksi parasetamol ?

1.3 Hipotesa

HO : Ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) tidak memiliki perbedaan
efektivitas sebagai nefroprotektor dibandingkan ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dilihat dari gambaran histopatologi ginjal tikus yang diinduksi

parasetamol.
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Ha : Ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) lebih efektif sebagai nefroprotektor
dibandingkan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dilihat dari gambaran

histopatologi ginjal tikus yang diinduksi parasetamol.

1.4 Tujuan Penelitian

1.4.1 Tujuan Umum

Tujuan penelitian ini adalah membandingkan efektivitas pemberian
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) sebagai nefroprotektor terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus

yang diinduksi parasetamol.

1.4.2 Tujuan Khusus

1. Untuk mengetahui ada tidaknya perbandingan efek proteksi pemberian
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) pada gambaran histopatologi jaringan ginjal pada tikus yang
diinduksi parasetamol.

2. Untuk mengetahui skoring derajat luas kerusakan pada daerah korteks
ginjal yang mengalami degenerasi tubulus, nekrosis sel tubulus,
perdarahan, inti yang mengalami piknotik inti (penyusustan inti), dan

limfosit pada glomerulus.

1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan dan wawasan tentang
perbandingan manfaat dari pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan

ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) sebagai nefroprotektor pada tikus
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yang diinduksi parasetamol dan sebagai data serta informasi untuk penelitian

pengembangan herbal ini ketingkat klinikal trial.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Ginjal

2.1.1 Anatomi Ginjal

Ginjal (ren, nephros) merupakan bagian dari systema urinarium yang
terletak di dalam ruang retroperitoneum. Kedua ginjal berwarna coklat kemerahan
dan mempunyai facies anterior dan facies posterior, margo medialis dan margo
lateralis, serta polus superior dan polus inferior.? Pada margo medialis, terdapat
celah vertikal yang dibatasi oleh pinggir-pinggir substansi ginjal yang tebal dan
disebut hilus renalis. Hilus renalis meluas ke rongga yang besar disebut sinus
renalis. Hilus renalis dilalui dari depan ke belakang oleh vena renalis, dua cabang

arteri renalis, ureter, dan cabang ketiga arteri renalis.?®

Ginjal kanan dan Kiri berbentuk seperti kacang, ukuran ginjal dapat

bervariasi dengan panjang ginjal sekitar 10-12 cm, lebar 5 cm, dan tebal 2,5 cm.?

Ginjal kiri biasanya lebih besar dan panjang dibandingkan ginjal.?*

Ginjal kanan
terletak sedikit lebih rendah dibandingkan ginjal kiri, karena adanya lobus hepatis

kanan yang besar.?®
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Gambar 2.1 Letak Ginjal®

Masing-masing ginjal mempunyai korteks renalis di bagian luar, yang
berwarna coklat gelap, dan medula renalis di bagian dalam yang lebih terang.?®
Medula renalis manusia terdiri atas 8-15 struktur kerucut yang disebut piramida
renal, semua dengan dasar yang bertemu korteks (di pertemuan kortikomedularis)
dan terpisah satu sama lain oleh perluasan korteks yang disebut kolumna renalis.?
Sinus renalis merupakan ruangan di dalam hilus renalis, berisi pelebaran ke atas
dari ureter, disebut pelvis renalis, pelvis renalis terbagi menjadi dua atau tiga
calices renalis majores, yang masing-maisng akan bercabang menjadi dua atau

tiga calices renales minores. Setiap calyx minor diinvaginasi oleh apex pyramidis

renalis yang disebut papilla renalis.?

Aliran darah pada ginjal berasal dari arteria renalis yang berasal dari aorta
abdominalis yang dipercabangkan setinggi vertebrae lumbales 11.® Setiap arteria
renalis akan bercabang menjadi lima buah arteria segmentalis di dekat hilum
renale. Vena renalis terdapat dalam sinus renalis. Pada daerah hilum renale, vena

renalis terletak di sebelah depan, ureter di belakang, dan arteria renalis terletak

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



diantaranya.? Vena renalis keluar dari hilus dan bermuara ke vena cava inferior.®
Sistem pada arteri ginjal adalah end arteries yang berarti arteri yang tidak
mempunyai anastomosis dengan cabang-cabang dari arteri lain, sehingga bila
terdapat kerusakan pada salah satu cabang arteri ini, dapat menyebabkan

timbulnya iskemia/nekrosis pada daerah yang diperdarahinya.?

b Hilum of kidney

@© Elsevier. Drake et al: Gray's Anatomy for Students - www.studentconsult.com

Gambar 2.2 Bagian-bagian dari Ginjal®®
2.1.2 Histologi Ginjal

Masing-masing ginjal mengandung 1-4 juta unit fungsional yang disebut
nefron, masing-masing terdiri atas sebuah korpuskel dan sebuah tubulus renalis

panjang berepitel selapis, dengan tiga bagian utama.”® Bagian utama nefron adalah

yaitu:

1. Korpuskel renalis, bagian awal yang melebar dan membungkus seberkas
lengkungan kapiler dan merupakan tempat filtrasi darah, selalu terletak di
korteks.? Terdiri dari glomerulus dan kapsul glomerulus (Bowman).?’

2. Tubulus kontortus proksimalis, tubulus yang berkelok dan panjang ini

memenuhi sebagian besar korteks. Sel tubulus kontortus proksimal di
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khususkan untuk reabsorbsi dan sekresi.?® Tubulus kontortus proksimal
memperlihatkan lumen kecil tidak rata dan satu lapisan sel kuboid dengan
sitoplasma bergranula dan eosinofilik.’

. Ansa Henle (lengkung henle), Ansa henle merupakan bangunan berbentuk
U dengan segmen desenden tipis dan segmen asendens tipis, keduanya
terdiri atas epitel selapis gepeng.?

. Tubulus kontortur distalis dan aparatus jukstaglomerularis, tubulus
kontortus distal lebih pendek dan jumlahnya lebih sedikit di korteks.
Tubulus kontortus distal juga memperlihatkan lumen yang lebih besar
dengan sel kuboid yang lebih kecil dan tidak terdapat brush border di
sel.?” Pada bagian tubulus distal awal lurus yang berkontak dengan arteriol
pada kutub vaskular korpuskel renalis dari nefron lainnya, sel-sel menjadi
lebih silindris dan berhimpit padat, membentuk makula densa. Struktur ini
merupakan  bagian  struktur  sensoris  khusus, yaitu aparatus
jukstaglomerularis (JGA) yang memanfaatkan mekanisme umpan balik
untuk mengatur aliran darah glomerulus dan menjaga agar laju filtrasi
glomerulus relatif konstan.

Duktur Koligens, bagian terakhir setiap nefron, tubulus penghubung
membawa filtrat ke dalam sistem pengumpul yang membawanya ke kaliks
minor, tempat lebih banyak air yang di serap kembali oleh tubuh.?®
Tubulus koligens dilapisi oleh sel epitel kuboid dengan diameter tubulus

sekitar 40 pm.?’
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Gambar 2.3 Histologi Ginjal®

2.1.3 Fisiologi Ginjal
Ginjal, bekerja sama dengan masukan hormon dan saraf yang mengontrol
fungsinya, adalah organ yang terutama berperan dalam mempertahankan stabilitas
volume, komposisi elektrolit, dan osmolaritas (konsentrasi solut) cairan
ekstraselular. Dengan menyesuaikan jumlah air dan berbagai konstituen plasma
yang dipertahankan di tubuh atau dikeluarkan di urine, ginjal dapat
mempertahankan keseimbangan air dan elektrolit dalam kisaran yang sangat
sempit yang memungkinkan kehidupan, meskipun pemasukan dan pengeluaran
konstituen-konstituen ini melalui cara lain sangat bervariasi.®® Semua fungsi
utama ginjal yaitu pembuangan limbah metabolik dan kelebihan air dan elektrolit
dari darah dilakukan oleh berbagai sel epitel khusus nefron dan sistem koligens.
Fungsi ginjal mencakup tiga aktivitas spesifik :
1. Filtrasi, yaitu proses masuknya air dan bahan terlarut dalam darah

meninggalkan celah vaskular dan memasuki lumen nefron.
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2. Sekresi tubular, yaitu proses perpindahan substansi dari sel epitel tubulus
ke dalam lumen, biasanya terjadi setelah penyerapan substansi dari
interstisium sekitar dan kapiler.

3. Reabsorbsi tubular, yaitu proses perpindahan substansi dari lumen tubular
menembus epitel ke dalam interstisium dan kapiler sekitar.?®
Selain peran regulatorik penting ginjal dalam mempertahankan

kesimbangan cairan dan elektrolit, ginjal juga merupakan rute utama untuk
mengeluarkan bahan-bahan sisa metabolik yang berpotensi toksik dan senyawa
asing dari tubuh. Urea, kreatinin, bilirubin dan asam urat, dari protein, otot,
metabolisme hemoglobin dan asam nukleat, semuanya diekskresikan dalam urin.
Obat yang larut dalam air umumnya diekskresikan melalui urin. Bahan sisa ini
tidak dapat dikeluarkan sebagai zat padat: bahan-bahan tersebut harus dikeluarkan
dalam bentuk larutan sehingga ginjal wajib menghasilkan paling sedikit 500 ml

untine berisi bahan sisa per harinya.?
2.2 Parasetamol

2.2.1 Definisi dan Fungsi Parasetamol

Parasetamol (asetaminofen) adalah salah satu obat analgesik-antipiretik
yang paling banyak digunakan secara umum di seluruh dunia, dan di sebagian
besar negara obat ini tersedia tanpa resep.”’ Asetaminofen (parasetamol)
merupakan metabolit fenasetin dengan efek antipiretik yang telah digunakan sejak

tahun 1893. Efek antipiretik ditimbulkan oleh gugus aminobenzen.*
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Parasetamol sudah menduduki sebagai obat analgesik dalam tangga WHO
dan digunakan untuk perawatan berbabagi rasa nyeri dengan intesitas sedang,
parasetamol sebagai analgesik lemah bersama dengan obat analgesik nonsteroid
atau coanalgesik adalah analgesik non-opioid dasar (langkah pertama penggunaan
analgesik). Penggunaan kombinasi parasetamol dengan analgesik lemah lainnya
(misalnya tramadol) atau analgesik kuat (misalnya morfin, phentanyl) dapat
digunakan untuk rasa nyeri yang lebih berat. Parasetamol juga direkomendasikan
sebagai analgesik oral pilihan pertama untuk penggunaan jangka panjang
misalnya dalam perawatan gejala ringan dan nyeri sedang pada osteoartritis, nyeri

otot atau tendon.**

2.2.2 Dosis Terapi Parasetamol

Dosis parasetamol untuk dewasa 300 mg — 1 g per kali dengan dosis
maksimum 4 g per hari. Untuk anak 6-12 tahun: 150-300 mg/kali dengan dosis
maksimum 1,2 gr/hari. Untuk anak 1-6 tahun: 60-120 mg/kali dan bayi dibawah 1
tahun: 60 mg/kali pada keduanya diberikan maksimum 6 kali sehari.®
Penggunaan parasetamol pada anak membutuhkan perhatian khusus dan
pemberian dosis yang adekuat (berdasarkan usia), yang berbeda secara signifikan
dari standar orang dewasa. Dosis yang dianjurkan untuk anak-anak
mempertimbangkan metabolisme parasetamol, yang menentukan toksisitas obat,

terutama hepatotoksisitas.**

2.2.3 Struktur Kimia Parasetamol
Parasetamol (nama internasional yang digunakan di Eropa) dan

asetaminofen (nama internasional digunakan di AS) adalah dua nama resmi yang
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sama senyawa kimia yang berasal dari nama Kkimianya: N-acetyl-para-
aminophenol (segmen “cet” dimasukkan diantara “para” dan “amino”) dan N-

acetyl- para-aminofenol.*!
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Paracetamol
(Acetaminophen)

Gambar 2.4 Struktur kimia analgesik - turunan anilin®

2.2.4 Farmakokinetik Parasetamol

Parasetamol diabsorbsi cepat dan sempurna melalui saluran cerna.
Konsentrasi tertinggi dalam plasma dicapai dalam waktu %2 jam dan masa paruh
plasma antara 1-3 jam. Obat ini tersebar ke seluruh cairan tubuh. Dalam plasma
25% parasetamol terikat protein plasma. Obat ini dimetabolisme oleh enzim
mikrosom hati. Sebagian asetaminofen (80%) dikonjugasi dengan asam
glukoronat dan sebagian kecil lainnya dengan asam sulfat. Selain itu obat ini juga
dapat mengalami hidroksilasi. Metabolit hasil hidroksilasi ini dapat menimbulkan
methemoglobinemia dan hemolisis eritrosit. Obat ini dieksresi melalui ginjal,
sebagian kecil sebagai parasetamol (3%) dan sebagian besar dalam bentuk

terkonjugasi.*’

2.2.5 Farmakodinamik Parasetamol
Efek analgesik parasetamol serupa dengan salisilat yaitu menghilangkan

atau mengurangi nyeri ringan sampai sedang. Keduanya menurunkan suhu tubuh
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dengan mekanisme yang diduga juga berdasarkan efek sentral seperti salisilat.
Efek anti-inflamasinya sangat lemah, oleh karena itu tidak digunakan sebagai
antireumatik. Parasetamol merupakan penghambat biosintesis prostaglandin yang
lemah. Efek iritasi, erosi dan perdarahan lambung tidak terlihat pada kedua obat

ini, demikian juga gangguan pernapasan dan keseimbangan asam basa.*

2.2.6 Pengaruh Parasetamol Dosis Toksik terhadap Kerusakan Ginjal
Parasetamol sebagai penginduksi terjadinya nefrotoksisitas dapat
menggabungkan beberapa jalur molekuler apoptosis termasuk pengangkatan
molekul protektif intraseluler dan aktivasi kaspase. Meskipun parasetamol tidak
mengubah ekspresi mMRNA (messenger-Ribose Nucleid Acid) pada gen Bcl-xL
antiapoptotik, namun dapat menurunkan protein Bcl-xL, yang berarti dapat
meningkatkan aktivitas apoptosis. Parasetamol juga menginduksi stres retikulum
endoplasma pada glomeruli ginjal, yang menyebabkan stres oksidatif dan
inflamasi pada sel podosit serta mesangial glomerulus. Senyawa ROS (Reactive
Oxygen Species) yang merupakan hasil dari metabolisme parasetamol, juga dapat
menyebabkan kerusakan glomerulus yang dimulai dengan infiltrasi leukosit. Salah

satu efek merugikan overdosis parasetamol adalah nekrosis tubular ginjal.*

Toksisitas utama dari parasetamol adalah hasil dari metabolisme di hati
dan jaringan ekstrahepatik. Dalam rentang dosis terapi, ada tiga mekanisme
metabolisme parasetamol di hepar oleh hepatosit yaitu melalui mekanisme
glucuronidation dikatalisasi oleh enzim UGTs (UDP glucuronosyltransferase)
menjadi APAP (acetyl-para-aminophenol)-gluc (52%-57%), melalui mekanisme

sulfation oleh sulfotransferase menjadi APAP sulfate (APAP-SO4) sekiatr 30%-
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44%, kedua metabolit tersebut terbentuk di hepatosit lalu diekskresikan melalui
urin. Dan sekitar 5%-10% APAP dioksidasi oleh sistem enzim P-450 mikrosomal
hati menjadi metabolit aktif, N-acetyl-p-benzoquinoneimine  (NAPQI)
diekskresikan melalui urin dan kurang dari 5% diekskresikan dalam bentuk tidak
berubah.®® Di dalam ginjal aktivitas terbesar sistem sitokrom P-450 ditemukan di
korteks ginjal, dan terutama di tubulus proksimal dan hanya sedikit di glomerulus,
tubulus distal dan duktus koligens. Di sisi lain, karena aktivitas penyerapan dan
sekresi di proksimal tubulus, membuat konsentrasi metabolik toksik lebih banyak
daripada bagian lain. Sehingga nefrotoksisitas APAP dimanifestasikan sebagai
nekrosis tubular proksimal karena aktivitas metabolisme intensif di dalamnya.®
Ada beberapa mekanisme potensial toksisitas ginjal yaitu mekanisme yang
mendasari melibatkan jalur sitokrom P-450, enzym prostaglandin synthetase dan
N-acetylglucosamine deacetylase. Yang paling memungkinkan mekanisme
nefrotoksisitas yang diinduksi APAP melibatkan metabolit toksik reaktif N-asetil-
p-benzoquinonimin  (NAPQI), yang dibentuk oleh aktivitas sitokrom P-
450. Metabolit pengoksidasi NAPQI menjadi sasaran reduksi satu elektron dan
kemudian dioksidasi ulang selama metabolisme sel, dan proses ini digabungkan
dengan pembentukan superoksida. Dengan dosis terapi APAP, jumlah NAPQI
yang terbentuk relatif kecil, dan NAPQI yang terbentuk didetoksifikasi oleh
ikatan secara kovalen dengan glutathione (GSH) antioxidative and antiapoptotic
effects. Di samping itu, overdosis APAP akan menyebabkan akumulasi NAPQI
yang berlebihan mengakibatkan kehilangan GSH seluler, NAPQI juga

menstimulasi pembentukan molekul ROS (Reactive Oxygen Species) yang akan

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



17

bereaksi dengan protein seluler serta memicu peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid
merupakan mekanisme penting dalam proses kerusakan sel pada suatu organ oleh
parasetamol. Peningkatan peroksidasi lipid ditandai dengan naiknya kadar
metildiadehid (MDA) yang merupakam senyawa penanda stres oksidatif yang
selanjutnya menyebabkan cedera ginjal.*°

N-deacetylase mengoksidasi N-acetyl-p-animophenol atau parasetamol
menjadi p-aminophenol (PAP) suatu metabolit utama parasetamol dalam urin.
PAP mengalami autooksidasi menjadi p-benzoquinone (PBQI) suatu metabolit
sangat reaktif. PBQI berikatan dengan GSH menimbulkan efek sitotoksik merusak
tubulus proksimal renal. PAP juga berdifusi dengan cara transport pasif ke dalam
sel tubulus menimbulkan efek nefrotoksik. Pemberian parasetamol dosis toksik

menunjukkan cedera seluler primer pada tubulus proksimal dan penurunan

bermakna filtrasi glomerulus.*

2.3 Jintan Hitam (Nigella sativa)
Jintan Hitam (Nigella sativa) berdasarkan taksonominya diklasifikasikan

sebagai berikut:**

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Traceablonta

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida dicotyledon
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: Magnolidae

- Rununculales

: Ranunculaceae

: Nigella Linn

: Nigella Sativa Linn

Jintan hitam (Nigella sativa) adalah tanaman kecil (setinggi 20 hingga 90

cm) yang mempunyai daun hijau lentik dan bunga putih, kuning, merah muda

bunga biru pucat atau keunguan dengan 5-10 kelopak. Buah matang dari jintan

hitam (kapsul: 3-7 folikel bersatu) mengandung banyak biji kecil jintan hitam,

(dicotyledone). Biji berbentuk lonjong yang memiliki panjang mulai dari 2.5-3.5

mm dan lebar 1.5-2 mm. Tanaman ini memiliki batang berwarna hijau, bulat,

berbulu dengan diameter 2-5 mm.* Bentuk daunnya bulat telur berujung lancip.

Di bagian permukaan daunnya terdapat bulu halus. Daunnya kadang-kadang

tunggal atau bisa juga majemuk dengan posisi tersebar atau berhadapan.®

Gambar 2.5 Jintan Hitam (Nigella sativa)*®
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Jintan hitam (Nigella sativa) adalah tanaman berbunga tahunan dari famili
Ranunculaceae dan merupakan tanaman asli Eropa Selatan, Afrika Utara, dan
Asia Barat Daya. Jintan hitam memiliki rasa dan aroma pahit yang menyengat
digunakan sebagai bumbu masakan India dan Timur Tengah. Jintan hitam
memiliki sejarah panjang dalam cerita rakyat peradaban India dan Arab sebagai
makanan dan obat-obatan. Jintan hitam (Nigella sativa) telah banyak digunakan
sebagai pengobatan karena memiliki potensi terapeutik dan memiliki spektrum
yang luas dari kegiatan, yaitu, diuretik, antihipertensi, antidiabetes, antikanker,
imun-modulator, antimikroba, antelmintik, analgesik dan antiinflamasi,
spasmolitik, bronkodilator, sifat perlindungan gastroprotektif, hepatoprotektif, dan

nefroprotektor.*’

Jintan hitam mengandung protein (26,7%), lemak (28,5%), karbohidrat
(24,9%), serat kasar (8,4%), dan total ash (4,8%). Jintan hitam juga mengandung
banyak vitamin dan mineral seperti Cu, P, Zn, dan Fe. Senyawa aktif paling
penting dari jintan hitam (Nigella sativa) adalah thymoquinone (TQ) (30% -48%),
thymohydroquinone, dithymoquinone (nigellone), p-cymene (7% -15%),
carvacrol (6% -12%), 4-terpineol (2% -7%), t-anethole (1% -4%), sesquiterpene
longifolene (1% -8%), a-pinene, dan timol. Jintan hitam (Nigella sativa) juga
mengandung senyawa lain seperti carvone, limonene, citronellol dan dua jenis
alkaloid, yaitu isoquinoline alkaloid (mis. Nigellicimine dan nigellicimine-N-
oxide) dan pirazol alkaloid (mis. Nigellidine dan nigellicine). Sifat farmakologis
dari jintan hitam terutama disebabkan oleh konstituen kina, TQ menjadi yang

paling berperan. Jintan hitam mengandung minyak lemak yang kaya akan asam

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



20

lemak tak jenuh, yang merupakan asam linoleat (50% -60%), asam oleat (20%),
asam eicosadienoic (3%), dan asam dihomolinoleat (10%), dan asam lemak jenuh

(palmitat dan asam stearat) hingga 30%.%

O

o

Thymoquinone
(Major bioactive compound in N. sativa)

Gambar 2.6 Thymoquinone®

Jintan hitam (Nigella sativa) ditemukan memiliki efek renoprotektif karena
sifat anti-inflamasi dan antioksidannya. Efek ini dikaitkan dengan bahan aktif
TQ.® Thymoquinone mempunyai efek perbaikan-perbaikan terhadap adanya
deplesi glutathione, meningkatkan glutathione serum dan konsentrasi Total
Antioxidant Status (TAS). Satu literatur menyebutkan bahwa SOD (superoxide
dismutase), GSH (glutathion) dan MDA (malondialdehid) adalah indikator
penting dari antioksidan tubuh yang memberikan perlindungan terhadap
kerusakan disebabkan oleh stres oksidatif. Penelitian sebelumnya telah
menyelidiki pada pemberian parasetamol oral nephrotoxicity terjadi perubahan
pada tingkat MDA jaringan dan penurunan tingkat GSH jaringan dan aktivitas
SOD sebagai tanda proses stres oksidatif. Penurunan GSH dan SOD yang
signifikan menyebabkan peningkatan lipid peroksidasi. Ini memainkan peran

penting dalam pertahanan sistem antioksidan dan menghilangkan radikal bebas,
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seperti hidrogen radikal peroksida dan superoksida, dan ia mempertahankan tiol

protein membran.*

Pemberian oral ekstrak jintan hitam dosis 1000 mg/kgBB pada tikus dapat
mengurangi stres oksidatif pada ginjal dengan menunjukkan aktivitas antioksidan
yaitu menurunnya kadar MDA jaringan dan kadar GSH dan SOD meningkat.
Dengan kata lain jintan hitam (Nigella sativa) mencegah terjadinya deplesi enzim
antioksidan yaitu GSH. Kondisi ini didukung oleh temuan histopatologis,
menunjukkan pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) secara signifikan

mencegah nekrosis dan kemacetan, serta mengurangi dilatasi vaskular.'

2.4 Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
Secara ilmiah, taksonomi tanaman temulawak (Curcuma xanthorrhiza)

adalah sebagai berikut:*®
Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Species : Curcuma xanthorrhiza Roxb
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Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) adalah tanaman asli yang tumbuh di
Indonesia dan sumber dayanya sangat berlimpah di Madura, terutama di
Bangkalan. Bangkalan adalah kabupaten yang terkenal dengan kekayaan
tanamannya yang dapat berfungsi sebagai pengobatan alternatif. Tanaman ini
dapat tumbuh dengan baik dan beradaptasi di tempat terbuka atau di bawah
naungan pohon hingga tingkat naungan 40%." Temulawak memiliki beberapa
bagian yaitu batang, daun, bunga, dan akar. Akar pada temulawak yang dimaksud
adalah rimpang yang berkhasiat sebagai obat. Rimpang tertanam di tanah,
berbentuk silinder dengan pusat berwarna kuning tua dan kulit berwarna kuning
muda berdiameter sekitar 6 cm. Rimpang memiliki dua bagian yaitu, rimpang
cabang dan rimpang induk (empu). Rimpang cabang keluar dari rimpang induk

yang lebih besar jumlahnya 3-7 buah.*®

e

CMI‘CLI;?’I(; ‘x;utorrhiza
Gambar 2.7 Temmulawak (Curcuma xanthorrhiza)*®

Kandungan kimiawi temulawak dapat dibedakan dari fraksi pati yang

merupakan fraksi terbesar dalam bentuk bubuk putih kekuningan, fraksi

curcuminoid merupakan komponen berwarna kuning hingga kemerahan pada

rimpang temulawak dan fraksi minyak atsiri merupakan komponen yang terdiri
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dari senyawa turunan monoterpenes dan sesquiterpenes. Kurkumin adalah
sebagian kecil dari curcuminoids, yang memiliki aktivitas biologis spektrum luas.
kurkumin dalam temulawak dapat berfungsi sebagai antioksidan, antiinflamasi,

dan antihiperkolesterol.*’

Didalam temulawak (Curcuma xanthorrhiza) juga terdapat zat bernama
xanthorrhizol merupakan suatu zat aktif yang diisolasi dari minyak atsiri
temulawak dan tidak dijumpai pada kurkuma lain. Xanthorrhizol ini pada
penelitian sebelumnya memiliki efek protektif pada ginjal. Sedangkan kurkumin
merupakan zat aktif sebagai antioksidan yang fungsinya adalah menangkal radikal

bebas dan mencegah terjadinya stres oksidatif.*®

Hal ini dibuktikan oleh penelitian
sebelumnya, kerusakan ginjal karena parasetamol akibat konversi obat tersebut
dengan NAPQI yang reaktif dan toksik menyebabkan kerusakan tubular dapat
diperbaiki oleh pemberian ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dosis

1600 mg/kgBB. Pemberian ekstrak temulawak dapat memberi efek renal repair

dengan mengurangi kerusakan sel epitel tubulus proksimal ginjal tikus.*®

Gambar 2. 8 Struktur Kimia Kurkumin®
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Gambar 2. 9 Struktur Kimia Xanthorrizol®
2.5 Ekstrak

Ekstraksi adalah proses pemisahan zat aktif yang mampu larut dari bahan
yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Hasil dari ekstraksi adalah ekstrak yang
merupakan berwujud pasta kental yang didapatkan dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani setelah pelarutnya
diuapkan. Syarat utama penggunaan pelarut untuk ekstraksi senyawa organik
yaitu non toksik dan tidak mudah terbakar (nonflammable). Pelarut untuk
ekstraksi senyawa organik terbagi menjadi golongan pelarut yang memiliki
densitas lebih rendah dari pada air dan pelarut yang memiliki densitas lebih tinggi
dari pada air. Pelarut seperti dietil eter, etil asetat, dan hidrokarbon (light
petroleum, heksan dan toluen) termasuk dalam pelarut golongan pertama. Pelarut
yang termasuk dalam golongan pelarut kedua yaitu pelarut yang mengandung
senyawa klorin seperti diklorometan. Pelarut ini memiliki toksisitas yang rendah
tetapi mudah membentuk emulsi. Beberapa pelarut yang biasa digunakan untuk
ekstraksi diantaranya adalah metanol, etanol, etil asetat, aseton dan asetonitril
dengan air dan atau HCI. Toksisitas pelarut yang digunakan merupakan hal yang
penting untuk dipertimbangkan dalam ekstraksi antioksidan, karena zat
antioksidan akan digunakan pada produk pangan fungsional sehingga

keamanannya harus sangat diperhatikan.*!
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Dalam pembuatan ekstrak, terdapat beberapa metode umum yang sering

digunakan, yaitu:*

e Maserasi

Metode ini adalah metode ekstraksi yang paling umum digunakan,
dikarenakan cocok untuk kebutuhan skala besar maupun kecil dan dapat
menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil. Pada metode
ini serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai dimasukkan ke dalam wadah inert
yang tertutup rapat pada suhu ruang. Proses dihentikan saat kesetimbangan antara
konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman telah
tercapai. Setelah itu, di lakukan pemisahan pelarut dari sampel dengan melakukan
penyaringan. Kekurangan penggunaan metode ini adalah memakan banyak waktu,
besar kemungkinan beberapa senyawa hilang, dan pelarut yang digunakan cukup
banyak. Selain itu, beberapa senyawa mungkin saja sulit diekstraksi pada suhu

kamar.*?

e Perkolasi
Pada metode ini, serbuk sampel dibasahi dalam sebuah perkolator (wadah
silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian bawahnya) secara perlahan.
Pada bagian atas serbuk sampel, ditambahkan pelarut dan dibiarkan menetes
perlahan pada bagian bawah. Keuntungan dari metode perkolasi ini yaitu sampel
senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Kerugiannya vyaitu, metode ini juga
membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak waktu dan jika sampel dalam

perkolator tidak homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area.*?
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e Ultrasound - Assisted Solvent Extraction
Metode ini merupakan metode maserasi yang dimodifikasi dengan bantuan
ultrasound (sinyal dengan frekuensi tinggi, 20 kHz). Wadah yang berisi serbuk
sampel ditempatkan dalam wadah ultrasonic dan ultrasound. Tujuannya adalah
untuk memberikan tekanan mekanik pada sel hingga menghasilkan rongga pada

sampel.*?
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Gambar 2.10 Kerangka Teori
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2.7 Kerangka Konsep

Variabel independent

1. Parasetamol dosis
toksik

2. Ekstrak jintan hitam
dan

3. ekstrak temulawak
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\ 4

Variabel dependent

Perbandingan perbaikan struktur
tubulus proksimal dan glomerulus
ginjal pada tikus galur wistar
diamati  secara  histopatologi
berdasarkan derajat  kerusakan
dengan parameter :

1. Sel yang mengalami nekrosis,
penyusutan inti (piknosis inti),
perdarahan dan degenerasi tubulus
antar kelompok pada tubulus
proksimal

2. Jumlah limfosit pada
glomerulus antar kelompok

Gambar 2.11 Kerangka Konsep
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BAB 3

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Definisi Operasional

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

Variabel | Definisi Operasional | Alat Ukur | Skala Ukur | Hasil
Variabel Independen
Parasetamol Parasetamol Timbangan Numerik Dosis
murni (kontrol | (acetaminophen digital 500 mg/kgBB**
positif) (APAP, N-acetyl-p-
aminophenol) yang
dibeli dari supplier.
Ekstrak jintan | Jintan Hitam Timbangan Numerik Dosis
hitam (Nigella | (Nigella  sativa) | digital 500 mg/KgBB*
sativa) yang dibeli dari
supplier.
Ekstrak Temulawak Timbangan Numerik Dosis
Temulawak (Curcuma digital 500 mg/KgBB*
(Curcuma xanthorrhiza) yang
xanthorrhiza) | dibeli dari supplier.
Aquadest Aguadest Gelas ukur Numerik 3cc
(kontrol merupakan air
negatif) murni hasil
destilasi.
Variabel Dependen
Gambaran Gambaran Mikroskop Ordinal Derajat  kerusakan
histopatologi mikroskopik  dari | cahaya dinilai dengan skor
ginjal setelah | ginjal tikus pada sebagai berikut :**
diberi kelompok KP, P1, 0: normal
perlakuan P2. 1. mild, <25%
kerusakan pada
korteks.
2: moderate, 25%-
50% kerusakan
pada korteks.
3:  Severe, 50%-
75% kerusakan
pada korteks.
4: kerusakan luas
melibatkan ~ 75%-
100% korteks.
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3.2 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian True Experimental, dengan rancangan
penelitian yang digunakan adalah Post Test Only Control Group Design, yaitu
jenis penelitian yang hanya melakukan pengamatan terhadap kelompok kontrol

dan perlakuan setelah diberi suatu tindakan.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

3.3.1 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2019 hingga bulan
Desember 2019.

Tabel 3. 2 Waktu Penelitian

No. Jenis kegiatan 2019 \ 2020
Bulan
8 9 10 11 12 01 02
1. Studi literatur ]

2. Mempersiapkan alat dan
bahan penelitian

3. Aklimatisasi hewan coba

4, Eksperimen

5.  Pemeriksaaan hasil —-
eksperimen

6.  Analisis data e

7. Penyusunan laporan - R

3.3.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Unit Pengelola Hewan Laboratorium
(UPHL) Departemen Farmakologi Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara,
Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara dan Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Universitas

Muhammadiyah Sumatera Utara.
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3.4 Populasi dan Sampel Penelitian

3.4.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian adalah tikus jantan galur wistar putih (Rattus
norvegicus L.). Populasi didapat dari Unit Pengelolaan Hewan Laboratorium
(UPHL) Departemen Farmakologi  Fakultas  Kedokteran  Universitas

Muhammadiyah Sumatera Utara.

3.4.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus
jantan galur wistar putih (Rattus norvegicus L.) yang memenuhi Kriteria
sebagai berikut :
1 Kiriteria inklusi:
1.1 Tikus jantan
1.2 Usia tikus 8-12 minggu
1.3 Berat badan tikus 150-200 gr
1.4 Tikus dengan kondisi fisik yang sehat dan aktif
1.5 Tidak ada kelainan anatomis
1.6 Belum pernah digunakan sebagai sampel penelitian sebelumnya
2 Kiriteria eksklusi :
2.1 Tikus yang mati selama masa percobaan

2.2 Tikus yang cacat selama masa percobaan
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3.4.3 Besar Sampel

Pengambilan sampel dilakukan menggunakan rumus Federer.*

[ (t-1)(n-1) 215 ]

dengan;
t = kelompok perlakuan (4 kelompok)

n = jumlah sampel tiap kelompok

Sampel yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah:
(4-1)(n-1)>15
3n-3>15
n>6

Berdasarkan rumus Federer diatas, maka total sampel adalah 32 ekor yang
dibagi dalam 4 kelompok, setiap kelompok perlakuan terdiri dari 6 tikus dan
ditambahkan masing- masing kelompok 2 tikus cadangan apabila dalam penelitian
tikus jantan galur wistar putih tiba-tiba mati saat percobaan dilakukan, maka

dibutuhkan tikus tambahan.

3.5 Teknik Pengumpulan Data

3.5.1 Persiapan Ekstrak

3.5.1.1 Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa)
Membeli obat herbal ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) yang telah

terstandarisasi oleh BPOM.
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3.5.1.2 Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
Membeli obat herbal ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) yang

telah terstandarisasi oleh BPOM.

3.5.2 Pembagian Kelompok Penelitian

Seluruh sampel tikus yang tersedia dibagi menjadi 4 kelompok penelitian
dengan teknik Simple Random Sampling. Dalam penelitian ini ada 1 kelompok
kontrol negatif (KN), 1 kelompok kontrol positif (KP) dan 2 kelompok perlakuan

(P1, P2) sebagai berikut :

KN : Aquades p.o

KP : Parasetamol 500 mg/kg p.o

P1 : Ekstrak jintan hitam 500 mg/kg + parasetamol 500 mg/kg p.o
P2 : Ekstrak temulawak 500 mg/kg + parasetamol 500 mg/kg p.o

3.5.3 Prosedur Penelitian

Semua prosedur menggunakan hewan coba pada penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

No0.328/KEPK/FKUMSU/20109.

3.5.3.1 Alat dan Bahan
1. Alat
a. Kertas saring
b. Kandang tikus

c. Wadah pakan standar
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d. Wadah air minum
e. Wadah tikus berukuran sedang

f.  Sarung tangan steril

g. Masker
h. Korek api
i. Alattulis

j. Sonde lambung
k. Spuid 3 cc
I.  Spuid1cc
m. Spidol permanen
n. Timbangan
0. Minor set
p. Bak bedah
g. Object glass
r. Cover glass
s.  Mikroskop
t. Kotak preparat
u. Pot penyimpanan organ ginjal
v. Kapas
w. Kertas label
2. Bahan
a. Pakan tikus

b. Sekam tikus
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c. Aguadest
d. Ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)

e. Ekstrak temulawak (curcuma xanthorrhiza)

f. NaCl
g. Alkohol
h. Formalin

i.  Organ ginjal tikus wistar (Rattus norvegicus L.)

3.5.3.2 Uji Kandungan Kimia Sampel Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa)

1. Uji Alkaloid
+2 ml kemudian diaduk dan ditambahkan H2S04 beberapa tetes hingga terbentuk
dua lapisan. Kemudian ditambahkan pereaksi Wagner yang mengandung Kalium
lodida (KI) dan 12 hingga terlihat terbentuk endapan coklat yang menandakan uji
positif mengandung alkaloid.*

2. Uji Kuinon

Ekstrak biji jintan hitam ditambahkan sedikit akuades, kemudian
ditambahkan NaOH 2N dan dikocok. Ekstrak mengandung kuinon apabila hasil
pengujian ditandai dengan berubahnya warna larutan menjadi sedikit merah.*

3. Uji Flavonoid

kemudian ditambahkan bebeberapa miligram serbuk magnesium dan ditambahkan

+ 4 ml campuran HCI 37 % dengan alkohol 96%. Campuran kemudian dikocok,
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apabila terbentuk warna merah, kuning, atau jingga maka pada sampel positif

mengandung senyawa flavonoid.*®
4. Uji Steroid

Sebanyak beberapa miligram sampel ditambahkan sedikit asam asetat
glasial, setelah itu ditambahkan beberapa tetes H2SO4 pekat. Apabila terbentu

warna biru maka sampel positif mengandung steroid.*

3.5.3.3Uji Kandungan Kimia Sampel Ekstrak Temulawak (Curcuma
xanthorrhiza)

1. Uji Flavonoid dan Saponin.

Sebanyak 10 mL ekstrak ditambah 0.5 g serbuk Mg, 0.2 mL HCI dan 2 mL
amil alkohol lalu dikocok. Jika lapisan amil alkohol menjadi berwarna cokelat
maka positif terdapat flavonoid. Uji saponin dilakukan dengan pengocokan 10 mL
filtrat dalam tabung reaksi tertutup selama 10 detik. Adanya saponin ditunjukkan

dengan terbentuknya buih yang stabil.*®

2. Uji Alkaloid

Sebanyak 1 g ekstrak ditambah 10 mL CHCI 3 dan beberapa tetes NH4
OH. Kemudian larutan disaring dan ekstrak yang dihasilkan dikocok dengan 10
tetes H 2 SO 4 2M. Lapisan asamnya diambil dan ditambah pereaksi Mayer,
Wagner, dan Dragendorf. Hasil uji akan positif apabila terbentuk endapan putih
ketika direaksikan dengan pereaksi Mayer, endapan cokelat dengan pereaksi

Wagner, dan endapan merah jingga dengan pereaksi Dragendorf.*
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3. Uji Tanin.

Sebanyak 4 mL ekstrak dipanaskan selama 10 menit lalu disaring. Filtrat
yang diperoleh ditambah FeCl 3 1% atau larutan gelatin, jika dihasilkan warna

biru tua atau hijau maka hasil uji positif terhadap tanin.*
4. Uji Steroid dan Terpenoid.

Bahan diekstraksi dengan 10 mL etanol panas lalu disaring dan diuapkan
sampai kering. Residu yang diperoleh dilarutkan dalam eter dan disaring kembali
sehingga diperoleh dua bagian larut eter dan residu. Bagian yang larut eter
langsung diuji dengan dua tetes asam asetat anhidrat dan H2SO4 . Residu
dilarutkan kembali ke dalam HCI 2N dan disaring lagi, residu yang diperoleh
ditambah eter dan dilakukan uji yang sama. Uji positif ditunjukkan dengan warna

biru atau hijau untuk steroid dan merah ungu untuk terpenoid.*

3.5.3.4 Persiapan Hewan Coba
1. Tiga puluh ekor tikus jantan galur wistar dimasukkan ke dalam kandang,
masing-masing berisi 3 ekor tikus.
2. Kandang diberi lampu, ditempatkan pada ruangan dengan ventilasi yang
baik, cukup cahaya, tenang, suhu diatur pada suhu kamar 25°C.
3. Tikus diberi makan dan minuman secara ad libitum. Setiap harinya tikus
diberi makan pakan kering berbentuk pelet dan diberi minum air

aguadest.
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3.5.3.5 Pemberian Perlakuan

1. Seluruh tikus jantan (32 ekor) yang telah diisolasikan selama seminggu,
dan ditimbang lalu dibagi menjadi 4 kelompok secara acak, setiap
kelompok terdiri dari 6 ekor tikus dan ditambahkan masing- masing
kelompok 2 tikus cadangan. Masing-masing tikus diberi label pada
ekornya sesuai kelompoknya menggunakan spidol tahan air.

2. Kelompok kontrol negatif (KN) adalah kelompok normal dan hanya
diberikan diet standar ditambah aquadest.

3. Kelompok kontrol positif (KP) diberi diet standar dengan parasetamol
500 mg/kgBB selama 7 hari.

4. Kelompok Perlakuan 1 (P1) diberi diet standar ditambah parasetamol 500
mg/kgBB/hari dengan ditambahkan esktrak jintan hitam (Nigella sativa)
dengan dosis 500 mg/kgBB.

5. Kelompok Perlakuan 2 (P2) diberi diet standar ditambah parasetamol 500
mg/kgBB/hari dengan ditambahkan ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dengan dosis 500 mg/kgBB.

6. Selama perlakuan tikus diperlakukan dengan sebaik-baiknya, diusahakan
agar bebas stres, leluasa bergerak dan diberikan makanan standar dan
minuman setiap hari secara ad libidum.

7. Perlakuan dilaksanakan selama 7 hari, kemudian tikus didekapitasi dan
diambil organ ginjalnya untuk dibuat preparat histopatologi dengan

metode parafin dan pewarnaan hematoxin eosin pada hari ke 8.
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32 ekor tikus galur Wistar

N4
Hari 1-7 Aklimatisasi
Hari 8-14 randomisasi

KN (m

I
Dekapitasi lalu dibedah untuk
diambil organ ginjalnya dan di
buat preparat
|
Analisa gambaran perubahan
struktur organ ginjal

Haril5-20

Gambar 3. 1 Alur Penelitian Perlakuan
3.5.3.6 Pembuatan Preparat Ginjal dengan Metode Warfarin
Pembuatan preparat yang dilakukan dengan metode parafin adalah sebagai
berikut :*’
a. Fiksasi
Tikus galur wistar putih jantan (Rattus novergicus) didekapitasi dan dibedah.
Diambil organ ginjal, ditimbang dan dicuci dengan larutan NaCl 0,9%
kemudian difiksasi selama 1 malam dengan larutan Bouin.
b. Washing
Setelah difiksasi, ginjal dicuci dengan alcohol 70% dengan cara dishaker
sampai benar-benar dan direndam dalam alcohol 70% 1 malam.

c. Dehidrasi
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Dehidrasi dilakukan dengan merendam organ ginjal sambil dishaker
menggunakan alcohol bertingkat yaitu 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
96% dan 100% (absolute) selama 1 jam masing-masing konsentrasi.

Clearing (penjernihan)

Clearing dilakukan dengan merendam ginjal ke dalam xylol selama 1 jam.
Infiltrasi

Infiltasi dilakukan dengan merendam ginjal kedalam xylol selama 1 jam pada
suhu kamar kemudian dipindahkan lagi ke dalam xylol yang berada di dalam
oven pada suhu 56° C selama 1 jam, lalu dilanjutkan lagi dengan merendam
ginjal kedalam paraffin murni 1, 1, 11l masing-masing selama 1 jam pada
suhu kamar 56° C, yang selama proses pengerjaan dilakukan di dalam oven.
Embeding (penanaman)

Embeding dilakukan dengan meletakkan ginjal pada kotak berbentuk segi
empat yang telah dipersiapkan sebelumnya sebagai cetakan. Setelah itu,
dituangkan dalam paraffin yang telah cair ke dalam kotak tersebut, kemudian
ginjal ditanam dalam kotak yang telah berisi paraffin dan diatur posisinya lalu
diberi label dibiarkan sampai dingin sehingga membentuk blok paraffin dan
dimasukkan ke dalam freezer. Kemudian blok-blok tersebut dirapikan dan
dilakukan penempelan blok-blok paraffin pada holder yang dubuat dari kayu
berukuran 1x1 ¢ yang berbentuk persegi.

Cutting (Pemotongan)
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Cutting dilakukan dengan memotong blok-blok paraffin yang telah diholder
pada mikrotum sehingga membentuk pita-pita paraffin dengan ukuran
ketebalan 6 mikrometer.

Attaching (Penempelan)

Attaching dilakukan dengan mengambil beberapa pita paraffin, kemudian
diletakkan pada object glass, dan dicelupkan pada air dingin dan kemudian
pada air hangat. Lalu diletakkan diatas hotplate beberapa detik untuk
meletakkan pita air hangat. Lalu diletakkan diatas hotplate beberapa detik
untuk melekatkan pita paraffin pada object glass dan membersihkan sebagian
paraffin yang melekat pada organ.

Deparafinisasi

Deparafinisasi dilakukan dengan mencelupkan objek pada xylol sampai
paraffin habis kira-kira selama 5 menit.

Dealkoholisasi

Dealkoholisasi dilakukan dengan mencelupkan object glass ke dalam alcohol
bertingkat ke alcohol konsentrasi menurun, yaitu dari alcohol absolut, 96%,
80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30% dan kemudian kedalam aquadest. Dimana
masing-masing konsentrasi dicelupkan lebih kurang 3-5 detik.

Pewarnaan

Pewarnaan sediaan ginjal diwarnai dengan menggunakan Hematoxylin-Eosin.
Pewarnaan dilakukan dengan cara object glass dimasukkan ke dalam larutan
pewarnaan Hematoxylin Erlich selama 3 menit, lalu dicuci dengan air

mengalir lebih kurang selama 2 menit, kemudian dimasukkan ke dalam
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alcohol 30%, 50%, 70% lalu dimasukkan ke dalam aquadest dan kemudian
preparat dimasukkan berturut-turut ke dalam alcohol 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 96% dan alcohol absolute. Setelah itu, dikeringkan dengan kertas

penghisap. Lalu preparat dimasukkan ke xylol.

I.  Mounting
Mounting dilakukan dengan menutup preparat dengan Canada balsam,
diusahakan tidak ada gelembung udara.

m. Diberi label dan diamati
Slide diperiksa di bawah mikroskop. Preparat histologi dikirim ke
laboratorium Patologi Anatomi dan pembacaan dilakukan oleh ahli patologi

anatomi.

3.5.3.7 Pengamatan Preparat Histologi

Dari setiap tikus dibuat satu preparat jaringan ginjal dan tiap preparat
dibaca dalam lima lapangan pandang pada daerah perbatasan bagian luar medula
dengan korteks bagian dalam menggunakan mikroskop perbesaran objektif 40x.
Sasaran yang dibaca adalah perubahan struktur histopatologi pada daerah tubulus
kontortus proksimal dengan parameter tubulus normal, tubulus degenerasi,
nekrosis sel tubulus, piknosis inti (penyusutan inti), perdarahan dan limfosit pada
glomerulus, kemudian parameter tersebut dijumlah lalu dipersentase. Dan
selanjutnya disesuaikan dengan Kkriteria skoring penilaian tingkat kerusakan
kortesk ginjal.

Data yang dikumpulkan dalam penelitian ini berupa data primer hasil

perhitungan skoring untuk lima lapangan pandang, yang diperoleh dari ginjal

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



43

tikus Wistar. Pengamatan dilakukan dengan melihat gambaran histopatologi yang

tampak pada tubulus proksimal ginjal pada tiap-tiap kelompok perlakuan

dibandingkan dengan kontrol. Data pemeriksaan ditulis dalam formulir untuk

kemudian dianalisa.

Sistem skoring yang digunakan berdasarkan kerusakan ginjal yaitu :**

1.

2.

0: normal, dijumpai gambaran tubulus normal.

1: mild, dijumpai tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus, piknotik
inti, perdarahan dan limfosit pada glomerulus dengan luas kerusakan
<25% pada korteks.

2: moderate, dijumpai tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus,
piknotik inti, perdarahan dan limfosit pada glomerulus dengan luas
kerusakan 25%-50% pada korteks.

3. Severe : dijumpai tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus, piknotik
inti, perdarahan dan limfosit pada glomerulus dengan luas kerusakan
50%-75% pada korteks.

4. Dijumpai tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus, piknotik inti,
perdarahan dan limfosit pada glomerulus dengan kerusakan luas

melibatkan 75%-100% korteks.

3.6 Pengolahan Data dan Analisis Data

3.6.1 Pengolahan Data

Langkah-langkah dalam pengolahan data adalah :

1. Pemeriksaan data (Editing)
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Pemeriksaan data (Editing) dilakukan untuk memeriksa ketepatan dan
kelengkapan data yang telah dikumpulkan, apabila data belum lengkap
ataupun terdapat kesalahan data.

Pemberian kode (Coding)

Pemberian kode (Coding) data dilakukan apabila data sudah terkumpul
kemudian dikoreksi ketepatan dan kelengkapannya. Selanjutnya data
diberikan kode oleh peneliti secara manual sebelum diolah ke dalam
komputer.

Memasukkan data (Entry)

Data yang telah dibersinkan kemudian dimasukkan ke dalam program
komputer.

Pembersihan data (Cleaning)

Pemeriksaan semua data yang telah dimasukkan ke dalam komputer guna
menghindari terjadinya kesalahan dalam pemasukan data.

Menyimpan data (Saving)

Menyimpan data untuk siap dianalisis.

3.6.2 Analisis Data

Data dari hasil pengamatan histopatologis yang telah dikumpulkan, dan

diskoring kemudian dianalisis. Tahap pertama dilakukan analisis secara statistik

menggunakan uji nonparametric yaitu Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan

post hoc Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan antar semua kelompok

perlakuan.
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3.7 Alur Penelitian

Tikus galur wistar
(Rattus norvegicus)
yang memenuhi kriteria

Adaptasi selama 7 hari
[

45

Kelompok Kontrol
Negatif

kelompok normal

dan hanya
diberikan diet
standar  ditambah
aquadest.

Randomisasi
]
I [ [ |
KN KP P1 P2
Kelompok Kontrol Kelompok Kelompok
Positif Perlakuan 1 diberi Perlakuan 2 diberi
diet standar diet standar
diberi diet standar ditambah  esktrak ditambah  ekstrak

dengan parasetamol || jintan hitam dengan

500 mg/kgBB dosis 500 mg/kgBB

selama 7 hari. dengan
ditambahkan
parasetamol 500
mg/kgBB.

Organ ginjal diambil dan dibuat preparat

histopatologi kemudian diamati dibawah

mikroskop, kerusakan jaringan dijumlah
lalu dipersentasekan

Analisa gambaran
perubahan struktur organ
ginjal

Gambar 3.2 Alur Penelitian

temulawak dengan
dosis 500 mg/kgBB
dengan
ditambahkan
parasetamol
mg/kgBB.

500
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

4.1.1 Uji Fitokimia Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa) dan Ekstrak
Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
Bahan uji berupa ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) yang telah dilakukan uji kualitatif fitokimia
di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah

Sumatera Utara

Tabel 4. 1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa)

No Parameter Uji Pengamatan Has!! Meto_c_ie
Pengujian Pengujian
1 Uji Alkaloid Endapan Coklat +
2 Uji Kuinon Hitam -
3 Uji Flavonoid Merah Jingga + Kualitatif
4 Uji Steroid Merah -
Kecoklatan

Tabel diatas menunjukan bahwa ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)

memiliki kandungan flavonoid dan alkaloid.
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Tabel 4. 2 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)

No Parameter Uji Pengamatan p e:'gj}! an Pg/rlggjcijgn
1 Uji Flavonoid Lapisan bawah +
coklat
2 Uji Saponin Terbentuk busa -
yang tidak
tahan lama Kualitatif
3 Uji Alkaloid Endapan merah +
jingga
4 Uji Tanin Coklat +
Kehijauan
5 Uji Steroid Coklat -
6 Uji Terpenoid Atas coklat, +
bawah
kemerahan

Dari tabel diatas menunjukkan bahwa ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) memiliki kandungan flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid.

Telah dilakukan penelitian dengan jumlah sampel 6 ekor tikus setiap
kelompok dan 2 ekor tikus cadangan untuk setiap kelompok. Selama pengerjaan
terdapat 3 ekor tikus yang mati, 2 tikus dari KN dan 1 tikus dari KP. Sebanyak 2
tikus tidak diketahui penyebab kematiannya. Hipotesis kematian tikus tersebut
bisa karena stress selama masa adaptasi dan perlakuan, stress bisa disebabkan
karena tidak ada peraturan baku tentang suhu dan keadaan laboratorium tempat
penyimpanan hewan coba, selain itu selama proses handling, perawatan,
pemberian pakan, penggantian sekam dilakukan oleh banyak individu, seharusnya
hal ini dilakukan oleh salah seorang laboran yang memang ahli dan terlatih yang
mengetahui bagaimana seharusnya hewan coba diperlakukan sehingga tidak

terjadi stress pada hewan coba tersebut. Sedangkan 1 tikus lainnya mati post
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pemberian perlakuan, diduga ekstrak masuk bukan ke saluran cerna, melainkan

masuk ke saluran pernafasan.

4.1.2 Gambar Histopatologi Ginjal dan Hasil Skoring Pengamatan pada
Masing-masing Kelompok

Pemeriksaan hasil histopatologi ginjal diamati oleh ahli patologi anatomi

di Laboratorium Histologi Universitas Sumatera Utara menggunakan mikroskop

Olympus CX 22 dengan perangkat lunak TrueChrome Il perbesaran 40x. Hasil

pengamatan pada jaringan ginjal dari setiap kelompok dan hasil penilaian skoring

dapat dilihat di bawah ini.

Gambar 4. 1 (A) Struktur ginjal tikus normal skor 0 pada kontrol negatif (KN),
arteri arkuata (A). Perbesaran 40x. (B) Histopatologi jaringan ginjal tikus skor 3
pada kontrol positif (KP), terlihat degenerasi tubulus (merah), sel nekrosis dengan
piknotik inti (biru), perdarahan (hijau), arteri arkuata (A) dengan luas kerusakan
50%-75%% pada korteks. Perbesaran 40x. (C) Histopatologi jaringan ginjal tikus
skor 1 pada perlakuan 1 (P1) terlihat degenerasi tubulus (merah), sel nekrosis

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



49

dengan piknotik inti (biru), perdarahan (hijau), arteri arkuata (A) dengan luas
kerusakan <25% pada korteks. Perbesaran 40x. (D) Histopatologi jaringan ginjal
tikus skor 2 pada perlakuan 2 (P2), terlihat degenerasi tubulus (merah), sel
nekrosis dengan piknotik inti (biru), perdarahan (hijau), dengan luas kerusakan
25%-50% pada korteks. Perbesaran 40x.

Tabel 4. 3 Hasil Skoring Pada Pengamatan Penelitian dari Masing-masing
Kelompok

Skor KN KP P1 P2
0 0,66% 0% 0% 0%
1 0,33% 0% 0,66% 0,16%
2 0% 0,33% 0,33% 0,66%
3 0% 0,33% 0% 0,16%
4 0% 0,33% 0% 0%

4.2 Analisa Data

Berdasarkan data gambaran histopatologi ginjal tikus akan dilakukan uji
Kruskal-Wallis untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan skoring yang
signifikan di antara KN, KP, P1 dan P2. Uji Kruskal Wallis adalah uji
nonparametrik berbasis peringkat yang tujuannya untuk menentukan adakah
perbedaan signifikan secara statistik antara dua atau lebih kelompok variabel
independen pada variabel dependen yang berskala data numerik (interval/rasio)
dan skala ordinal. Oleh karena uji ini merupakan uji non parametris, maka tidak

perlu lagi ada uji normalitas. Tabel 4.4 disajikan hasil uji Kruskal-Wallis.

Tabel 4. 4 Uji Kruskal-Wallis

p N P-Value
KN 6
KP 6 0,000
P1 6

P2 6
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Berdasarkan hasil uji Kruskal-Wallis pada Tabel 4.4, diperoleh nilai p =
0,000 < 0,05, maka disimpulkan terdapat perbedaan skoring yang signifikan di
antara KN, KP, P1 dan P2. Selanjutnya, dilakukan uji post hoc Mann-Whitney
untuk mengetahui perbaikan gambaran histopatologi ginjal dengan pemberian
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dosis 500 mg/kgBB dengan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dosis 500 mg/kgBB, kelompok mana yang
memiliki perbedaan perbaikan gambaran histopatologi ginjal.

Tabel 4.5 Uji Mann-Whitney

Perbandingan Skoring Sig. P Kemaknaan
KP dan KN 0.003 <0,05 Signifikan
KP dan P1 0.004 <0,05 Signifikan
KP dan P2 0.014 <0,05 Signifikan
KN dan P1 0.014 <0,05 Signifikan
KN dan P2 0.004 <0,05 Signifikan
P1 dan P2 0.075 >0,05 Tidak Signifikan

Dari tabel di atas, didapatkan hasil bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan antara kelompok kontrol positif (KP) dengan kelompok kontrol negatif
(KN), kelompok perlakuan 1 (P1), dan kelompok perlakuan 2 (P2). Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat efek pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)
dan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) terhadap gambaran histopatologi
ginjal tikus yang diinduksi parasetamol.

Kelompok perlakuan 1 (P1) tidak berbeda signifikan dengan kelompok
perlakuan 2 (P2). Hal ini menunjukkan pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella
sativa) dan pemberian ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) memiliki
efektivitas yang sama terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus yang diinduksi

parasetamol.
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4.3 Pembahasan

4.3.1 Uji Fitokimia Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa) dan Ekstrak
Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)

Berdasarkan hasil uji kualitatif fitokimia membuktikan bahwa ekstrak
jintan hitam (Nigella sativa) memiliki kandungan flavonoid dan alkaloid. Hasil ini
sesuai dengan penelitian Seran yang mengidentifikasi beberapa kandungan kimia
dalam jintan hitam (Nigella sativa) diantaranya flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, minyak atsiri, dan terpenoid. Flavonoid bersifat nefroprotektif karena
memiliki sistem antioksidan yang bekerja memproteksi kematian sel akibat
induksi oksidan melalui mekanisme independen antioksidan.*® Adapun hasil uji
kuinon negatif. Thymoginone adalah derivat dari kuinon memiliki efek
nefroprotektif yang merupakan bahan utama dalam jintan hitam (Nigella sativa)
dengan memainkan peran penting dalam pertahanan sistem antioksidan dan
menghilangkan radikal bebas, seperti hidrogen radikal peroksida dan superoksida,
dan ia mempertahankan tiol protein membran.°

Berdasarkan hasil uji kualitatif fitokimia membuktikan bahwa ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) memiliki kandungan flavonoid, alkaloid,
tanin dan terpenoid. Sesuai dengan penelitian Halim dkk yang mengidentifikasi
adanya terpenoid, phenol, flavonoid, saponin dan alkaloid dalam ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza).* Namun yang memegang peranan penting
sebagai nefroprotektor pada temulawak (Curcuma xanthorrhiza) adalah

kandungan kurkumin dan xanthorrhizol (merupakan suatu zat aktif yang diisolasi
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dari minyak atsiri temulawak) sebagai antioksidan yang fungsinya adalah

menangkal radikal bebas dan mencegah terjadinya stres oksidatif.™®

4.3.2 Pembahasan Mengenai Hasil Pengamatan Gambaran Histopatologi
Ginjal dan Skoring pada Masing-masing Kelompok
Ginjal adalah organ penting yang berperan dalam  manusia  dan
hewan. Fungsi umum dari ginjal adalah untuk mengatur tekanan darah,
keseimbangan asam-basa, keseimbangan elektrolit dan ekstraseluler volume
cairan. Mereka juga menghilangkan zat-zat dari tubuh termasuk produk
metabolisme, beragam racun dan zat asing lainnya seperti obat-obatan, pestisida

dan bahan tambahan makanan.3¢>°

Pada penelitian ini diamati aktivitas nefroprotektor pemberian ekstrak
jintan hitam (Nigella sativa) dan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
terhadap kerusakan histologis ginjal akibat paparan parasetamol. Kerusakan
histologis ginjal merupakan nilai skor kerusakan daerah korteks ginjal yang
dievaluasi dari perubahan yang terjadi pada tubulus proksimal dan glomerulus
berupa tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus, jumlah inti yang mengalami

piknosis inti (penyusutan inti), perdarahan dan jumlah limfosit pada glomerulus.*®

Fokus kerusakan pada penelitian ini terlihat pada tubulus-tubulus ginjal
disekitar pembuluh darah yang memperdarahi ginjal, hal ini mengikuti prinsip
drug-inuced nephrotoxicity yang merusak ginjal secara tidak langsung melalui
aliran darah.>* Perkiraan hal lain mencakup distribusi parasetamol ke organ ginjal

kurang maksimal, sehingga kerusakan gambaran ginjal terbatas pada aliran-aliran
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darah yang baru memasuki ginjal seperti yang didapatkan pada penelitian kali ini
dimana terdapat banyak gambaran degenerasi tubulus dan nekrosis pada tubulus
yang berada disekitar arteri arkuata. Adanya faktor lingkungan yang mungkin
tidak bisa dikontrol pada penelitian ini, faktor yang mungkin mempengaruhi
kejadian ini adalah aktivitas fisik dari tikus tersebut, infeksi virus atau bakteri
yang tidak dapat dicegah.

Berdasarkan hasil pengamatan histopatologi ginjal kelompok kontrol
negatif (KN) yang hanya diberikan minum dan makan standart didapatkan skor O
sebanyak 0,66 % dan skor 1 sebanyak 0,33%. Ini didukung dengan dijumpai
gambaran tubulus normal walau juga terlihat gambaran nekrosis dan perdarahan
yang minimal. Hal ini terjadi karena semua sel normal secara fisiologis akan
mengalami proses apoptosis.*?

Pada kelompok positif (KP) yaitu kelompok yang diberi parasetamol dosis
500 mg/KgBB didapatkan skor 2, 3 dan 4 dengan jumlah yang sama yaitu 0,33%.
Dimana dijumpai gambaran tubulus degenerasi, sel nekrosis dengan piknotik inti
dan perdarahan dengan luas kerusakan 50%->75% pada korteks.

Pada kelompok perlakuan 1 (P1) yang diberi ekstrak jintan hitam (Nigella
sativa) dosis 500 mg/kgBB dan parasetamol dosis 500 mg/kgBB didapatkan hasil
skor 1 sebanyak 0,66% dan skor 2 sebanyak 0,33%. Dari gambaran histopatologi
dijumpai tubulus degenerasi, sel nekrosis dengan piknotik inti dan perdarahan
dengan luas kerusakan <25% hingga 50% pada korteks. Sedangkan pada
kelompok perlakuan 2 (P2) yang diberi ekstrak temulawak (Curcuma

xanthorrhiza) dosis 500 mg/KgBB dan parasetamol dosis 500 mg/KgBB
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didapatkan skor 1 sebanyak 0,16%, skor 2 0,66%, dan skor 3 0,16%. Dimana
dijumpai gambaran tubulus degenerasi, sel nekrosis dengan piknotik inti dan
perdarahan dengan luas kerusakan 25%-75% pada korteks.

Dari hasil skoring menunjukkan bahwa pemberian parasetamol dosis 500
mg/kgBB dapat merusak ginjal dan pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella
sativa) dosis 500 mg/kgBB terkesan lebih berefek dalam memproteksi ginjal dari
kerusakan akibat parasetamol dibandingkan pemberian ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza) dosis 500 mg/kgBB. Namun hasil skoring masing-
masing kelompok selanjutnya akan dianalisis untuk melihat ada tidaknya
perbedaan signifinkan antar kelompok tersebut.

Berdasarkan studi histopatologis, daerah korteks ginjal terutama tubulus
proksimal merupakan bagian yang paling banyak mengalami kerusakan pada
kasus nefrotoksitas.” Hal ini terjadi karena efek toksisitas parasetamol yang terjadi
akibat konversi parasetamol menjadi metabolit yang sangat aktif, elektrofilik, dan
bersifat toksik bagi hati serta ginjal, yaitu NAPQI oleh enzim sitokrom P-450
mengakibatkan kehilangan GSH seluler, NAPQI juga menstimulasi pembentukan
molekul ROS yang akan bereaksi dengan protein seluler serta memicu peroksidasi
lipid. Peningkatan peroksidasi lipid ditandai dengan naiknya kadar MDA yang
merupakam senyawa penanda stres oksidatif yang selanjutnya menyebabkan
kerusakan tubular yang dapat ditandai dengan degenerasi tubulus, dilatasi tubulus,
nekrosis, perdarahan, dan inti piknotik.’® Tubulus proksimal merupakan lokasi
yang paling sering mengalami kerusakan akibat toksisikan dikarenakan sitokrom

P450 di ginjal sebagian besar berada di tubulus proksimal.>®
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Namun pada penelitian ini, hasil pengamatan mikroskopis histologi ginjal
pada KP yang diberikan parasetamol dominan didapatkan gambaran degenerasi
tubulus di sekitar arteri arkuata, nekrosis dan perdarahan yang luas menuju daerah
korteks, namun tidak dijumpai adanya gambaran limfosit pada glomerulus dan
dilatasi tubulus. Setiap ginjal dipasok oleh arteri renalis yang bercabang di hilus
yang bercabang menjadi beberapa arteri interlobaris. Arteri interlobaris berlanjut
di ginjal di antara piramid ke arah korteks. Di taut kortikomedular, arteri
interlobaris bercabang menjadi arteri arkuata, yang melengkung di basis piramid
dan membentuk arteri interlobularis. Pembuluh darah ini bercabang lagi menjadi
arteriol aferen, yang membentuk kapiler di glomerulus korpuskulum ginjal.
Arteriol eferen meninggalkan korpuskulum ginjal dan membentuk kompleks
anyaman kapiler peritubular di sekitar tubulus korteks.? Dari anatomi aliran darah
diketahui bahwa kerusakan terparah dari kortek ginjal yang menggunakan zat

bersifat nefrotoksik berada disekitar arteri arkuata.

4.3.3 Pembahasan Mengenai Analisa Data

Hasil analisis jumlah kerusakan histologi ginjal menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan (p = 0,003 <0,05) antara KP dan KN yang berarti
kerusakan histologi ginjal lebih besar pada KP yang diberi parasetamol
dibandingkan KN yang tidak diberi parasetamol. Hal ini sesuai dengan penelitian
Ali Yousuf, dkk bahwa pemberian parasetamol dosis 500 mg/kg BB selama 7 hari
dapat menyebabkan kerusakan histologi ginjal melalui pembentukan metabolit
NAPQI yang melampaui persediaan glutation dan memicu terjadinya

kerusakan sel ginjal.*>*
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Kelompok kontrol negatif (KN) hanya diberikan minum dan makan
standart. Dalam kelompok kontrol negatif (KN) juga terlihat gambaran nekrosis
dan perdarahan minimal. Hal ini terjadi karena semua sel normal secara fisiologis
akan mengalami proses apoptosis.”®> Dan dianggap Sebagai derajat normal.>®
Namun pengaruh variabel luar pada kelompok kontrol tidak dapat dikendalikan
seperti penggunaan unit pengelola hewan yang belum sepenuhnya memenuhi
kriteria. Faktor pengukuran suhu yang kurang pas, cahaya lampu hidup 24 jam,
lingkungan ruangan unit pengelolahan hewan coba dan tempat pembiakan hewan
coba yang sering dipakai berulang tanpa dibersihkan terlebih dahulu
menyebabkan tikus terkena kutu, infeksi virus ataupun bakteri, keluar masuknya
mahasiswa ke unit pengelola hewan yang sedang melakukan penelitian
menyebabkan hewan coba menjadi stress, serta makanan dan beeding tikus yang
belum terstandarisasi. Untuk kedepannya perlu dilakukan pengontrolan ulang dan
standarisasi kembali Unit Pengelolahan Hewan Laboratorium Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara sebelum digunakan
untuk penelitian dan pembelajaran kedepannya. Hal ini sangat perlu dilakukan
agar tidak menjadi kerugian besar untuk peneliti-peneliti selanjutnya dan hasil
yang didapatkan maksimal sesuai yang diharapkan. Dimana seharusnya hewan
coba ditempatkan pada ruangan bersuhu 21°C, dengan siklus 12 jam hidup-mati
lampu. Hewan coba diperlakukan sesuai standar dari Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (published by the National Academy Press and

washington, D. C).*®
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P1 yang diberi ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan parasetamol
menunjukkan perbedaan yang signifikan (p = 0,004 <0,05) dengan KP yang hanya
diberi parasetamol. Kerusakan histologi ginjal pada kelompok P1 dalam rentang
skor 1 hingga skor 2 (terdapat gambaran degenerasi tubulus, nekrosis dan
perdarahan dengan luas kerusakan <25%-50% pada korteks). Hal ini sesuai
dengan penelitian Canayakin dkk pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)
dosis 1000 mg/kgBB adalah dosis paling efektif namun dosis 500 mg/kgBB sudah
memiliki efek nefroprotektif terhadap efek toksik parasetamol karena jintan hitam
(Nigella sativa) memiliki mekanisme antioksidan yang dapat menekan
terbentuknya Reactive Oxygen Species (ROS).™ Penelitian lain dengan dosis yang
lebih rendah oleh Hosseinian ddk dengan pemberian ekstrak jintan hitam dosis
100-200 mg/kgBB selama 6 hari sudah dapat menurunkan kerusakan histologi

ginjal yang di sini menggunakan cisplatin untuk menginduksi kerusakan ginjal.**

Efek nefroprotektor ini dikaitkan dengan bahan aktif Thymoginone dan
flavonoid mencegah terjadinya deplesi enzim antioksidan yaitu GSH.** GSH
adalah tripeptida, yaitu, ditemukan di banyak jaringan mamalia dan dapat
menghilangkan radikal bebas dan NAPQI, yang merupakan perantara parasetamol

reaktif.®’

P1 merupakan kelompok perlakuan menggunakan ekstrak jintan hitam
(Nigella sativa) dengan dosis 500 mg/kgBB dan parasetamol dosis 500 mg/kgBB
didapatkan perbedaan signifikan (p = 0,014 <0,05) dengan KN yang memiliki

gambaran histologi ginjal normal. Dari sini diketahui bahwa pemberian ekstrak
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jintan hitam (Nigella sativa) belum dapat melindungi secara maksimal terhadap

efek toksik parasetamol yang menyebabkan kerusakan histologi ginjal.

P2 yang diberikan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dan
parasetamol menunjukkan kerusakan histologi ginjal dengan perbedaan signifikan
(p = 0,014 <0,05) terhadap kelompok KP yang hanya diberi parasetamol. P2
terjadi kerusakan histologi ginjal dalam rentang skor 2 hingga skor 3 (terdapat
gambaran degenerasi tubulus, nekrosis dan perdarahan dengan luas kerusakan
25%-75% pada korteks). Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang
menyatakan kandungan antioksidan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
memiliki efek nefroprotektif terhadap efek toksik parasetamol.’® Efek ini
dikaitkan dengan kandungan kurkumin dalam temulawak yang dapat berfungsi
sebagai antioksidan menangkal radikal bebas dan mencegah terjadinya stres
oksidatif dan menekan pembentukan NF-kB yang merupakan faktor transkripsi
sejumlah gen penting dalam proses imunitas dan inflamasi, salah satunya untuk
membentuk TNF-o.!"*® Efek nefroprotektif ternyata juga ditunjukkan oleh
xanthorrhizol memiliki efek antiinflamasi, antioksidan, dan nefroprotektif.
Antiinflamasi yang ditunjukkan adalah xanthorrhizol menekan aktivitas COX-1
dan iINOS dengan cara menghambat produksi Prostaglandin E2 (PGE2) dan Nitrit
Oksida (NO). Sedangkan, efek antioksidan yaitu menekan peroksidasi lipid yang

diinduksi oleh H202.8

P2 merupakan kelompok perlakuan menggunakan ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza) dengan dosis 500 mg/kgBB dan parasetamol dosis 500

mg/KgBB didapatkan perbedaan signifikan (p = 0,004 <0,05) dengan KN yang
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memiliki gambaran histologi ginjal normal. Dari sini diketahui bahwa pemberian
ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) belum dapat melindungi secara
maksimal terhadap efek toksik parasetamol yang menyebabkan kerusakan
histologi ginjal. Namun penelitian oleh cekmen dkk pemberian ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza) dosis 200 mg/kgBB sudah memiliki potensi sebagali

nefroprotektor.®

Efek protektif yang belum mencapai sempurna pada penelitian ini maka
mungkin perlu di pastikan dan dengan masih berbeda-bedanya dosis efektif yang
dinyatakan oleh peneliti, serta bervariasinya metode yang digunakan dalam
mendapatkan ekstrak, maka diperlukan penelitian yang terstandar dan kajian
fitokimia untuk menentukan dosis yang paling efektif, penelitian ini hanya
melakukan analisis fitokimia secara kualitatif dan ternyata kandungan flavonoid
memang ada pada ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza), untuk menetukan berapa kadar sebenarnya dari ekstrak
ini perlu penelitian uji kuantitatif dengan menggunakan uji HPLC (High

performance liquid chromatography).

Hasil analisis kerusakan histologi ginjal pada P1 yang diberi ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan (p = 0,075
>0,05) terhadap P2 yang diberi ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza).
Yang berarti kedua ekstrask tersebut memiliki efektivitas nefroprotektor yang

sama.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



60

4.4 Keterbatasan Penelitian

Adapun keterbatasan dalam penelitian ini adalah : kemungkinan kesalahan
dari pemberian ekstrak adalah ketika proses penyuntikan ataupun pencekokan,
berisiko untuk berkurangnya dosis yang diberikan dari yang seharusnya,
dikarenakan hewan coba tidak dipuasakan terlebih dahulu sehingga saat
pencekokan ekstrak yang diberi beberapa tikus memuntahkannya sedikit akibat isi
lambung melebihi kapasitas, hal ini juga berhubungan dengan hasil ektrak jintan
hitam (Nigella sativa) dan ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza) belum

melindungi secara maksimal terhadap efek toksik parasetamol.
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KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Pemberian parasetamol dengan dosis toksik selama 7 hari telah
menunjukkan adanya kerusakan pada ginjal tikus.

2. Terdapat efek protektif pada ginjal tikus yang diberikan ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) pada ginjal yang telah dirusak oleh parasetamol
dengan dosis 500 mg/kgBB.

3. Terdapat pengaruh protektif temulawak (Curcuma xanthorrhiza) yang
telah di induksi oleh parasetamol dengan dosis 500 mg/kgBB.

4. Ekstrak Jintan hitam (Nigella sativa) dosis 500 mg/kgBB dan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) 500 mg/kgBB memiliki efektivitas

yang sama sebagai nefroprotektor.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya mengenai pengaruh ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) serta ekstrak temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
dengan dosis yang lebih besar.
2. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya mengenai perbandingan efektivitas
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) maupun ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) yang sudah jadi dalam kemasan dengan ekstrak yang dibuat

sendiri.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Dosis Parasetamol, Ekstrak Jintan Hitam (Nigella
sativa) dan Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) Berdasarkan Rata-
rata BB

Dosis Parasetamol : 500 mg/KgBB
Dosis Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa) : 500 mg/KgBB

Dosis Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) : 500 mg/KgBB

= Dosis (mg/kg BB) = A mg/kgBB
= A x rata-rata BB tikus sample (kg)

=B mg ekstrak = B ml ekstrak

Data Berat Badan Sebelum Perlakuan dan Dosis

Kelompok Tikus Berat Badan (gr) | Dosis Berdasarkan
Rata-rata BB (mg)

Kelompok Positif | | 110.2 Aquades (p.o)
(K1) I 96,7

i 114

v 172,8

V 100,8

VI 127,3

VII 109

VI

Rata-rata BB 118,68

Tikus
Kelompok Negatif | | 1242
(K2) I 130,2

Il 107,6

v 80

Vv 108,3

VI 127,9

VII 107,9

VI 141,8

Rata-rata BB 132,55 3,77

Tikus
Perlakuan 1 (P1) | 92,3

I 144

Il 109
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v 204
\Y/ 113,1
VI 127.4
VIl 150,6
VI 101,1
Rata-rata BB 130,18 3,84
Tikus
Perlakuan 2 (P2) | 1934
] 137,9
Il 181,2
v 127,6
V 127,09
VI 167,1
Vil 93,7
VI 141,6
Rata-rata BB 146,19 3,41

Tikus

Lampiran 2. Data Skoring Pengamatan
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Lampiran 3. Ethical Clearence
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FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA
FACULTY OF MEDICINE UNIVERSITY OF MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA

KETERANGAN LOLOS KAJI ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL
"ETHICAL APPROVAL"

No : 328/KEPK/FKUMSU/2019

Protokol penelitian yang diusulkan oleh :
The Research protocol proposed by

Peneliti Utama : Kartika Handayani

Principal In Investigator

Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Name of the Instutution Facully of Medicine University of Muhammadiyah Sumatera Utara
Dengan Judul

Tittle

“PERBANDINGAN EFEKTIVITAS NEFROPROTEKTOR EKSTRAK JINTAN HITAM (N/GELLASATIVA) DENGAN EKSTRAK
TEMULAWAK (CURCUMAXANTHORRHIZA) TERHADAP GAMBARAN HISTOPATOLOGI GINJAL TIKUS (RATTUSNORVEGICUS)
YANG DIINDUKSI PARASETAMOL"

“COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS OF NEPHROPROTECTOR BLACK CUMIN EXTRACT (NIGELLASATIVA) WITH
TEMULAWAK EXTRACT (CURCUMAXANTHORRHIZA) IN HISTOPATHOLOGY OF RATS’ KIDNEY (RATTUSNORVEGICUS)
INDUCED BY PARACETAMOL”

Dinyatakan layak etk sesuai 7 (tujuh) Standar WHO 2011, yaitu 1) Nilai Sosial, 2) Nilai llmiah

3) Pemerataan Beban dan Manfaat, 4) Resiko, 5) Bujukan/Eksploitasi, 6) Kerahasiaan dan Privacy, dan

7) Persetujuan Setelah Penjelasan,yang merujuk pada Pedoman CIOMS 2016.Hal ini seperti yang ditunjukkan oleh terpenuhinya indikator
setiap standar.

Declarated to be ethically appropriate in accordance to 7 (seven) WHO 2011 Standards, 1)Social Values,2)Scentific Values,3)Equitable
Assesment and Benefits,4)Risks,5)Persuasion/Exploitation,6) Confidentiality and Privacy,and 7)informed Consent,refering to the 2016
CIOMS Guadelines. This is as indicated by the fulfilment of the indicator of each standard
Pemyataan Laik Etk ini berlaku selama kurun waktu tanggal 16 Desember 2019 sampai dengan tanggal 16 Desember 2020
The ecration o etics apples during the periode December 16,2019 unfi December 16,2020 ™.

' Medan, 16 Desember 2019
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Lampiran 4. Surat Izin Penelitian

MAJELIS PENDIDIKAN TINGGI
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FAKULTAS KEDOKTERAN

Jalan Gedung Arca No. 53 Medan, 20217 Telp. 061 - 7350163, 7333162, Fax. 061 - 7363488
Website : http:/iwww.fk.umsu.acid  E-mail : fk@umsu.ac.id

Bila surat Inl agar
nomor dan tas alnya .
““Nomor : J02/I1.3-AU/UMSU-08/A/2020 Medan 19 Jumadil Awwal 1441 H
Lampiran : - 15 Januari 2020 M

Perihal : Izin Penelitian

Kepada. Saudari. Kartika Handayani
di
Tempat

Assalamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh

Sehubungan dengan surat Saudara berkenaan permohonan izin untuk melakukan penelitian di
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Lampiran 5. Uji Fitokimia
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Judul Penelitian : Perbandingan Efektivitas Nefroprotektor Ekstrak Jintan Hitam (Nigellu
sativa) dengan Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) Terhadap
Saa o Gambaran Histopatologi  Ginjal Tikus (Rattus norvegicus) Yang
& I Diinduksi Parasetamol . f
AN  ValaVWal ;
Templ:at Penelitian | ' Laboratorium Biokimia FK UMSU
¥ OFER 2% B RIS O} !
: Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa) dan Ekstrak Temulawak
(Curcuma xanthorrhiza)

f E §
Sampel Penelitian
Hasil Penelitian

Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Jintan Hitam (Nigella sativa)

No. | Parameter Uji Pengamatan Hasil Metode
Pegujian Pengujian
1. | Uji Alkaloid Endapan coklat +
2. | Uji Kuinon Hitam -
3. | Uji Flavonoid Merah jingga + Kualitatif
4. | Uji Steroid Merah kecoklatan -
Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
No. | Parameter Uji Pengamatan Hasil Metode
Pegujian Pengujian
1. | Uji Flavonoid Lapisan bawah coklat t
2. | Uji Saponin Terbentuk busa yang -
tidak tahan lama
3. | Uji Alkaloid Endapan merah b
Jingga
4. | Uji Tanin Coklat kehijauan [
5. | Uji Steroid coklat - Kualitatif
6. | Uji Terpenoid Atas coklat, bawah +
kemerahan
Medan, 14 Januari 2020
Mengetahui,
Kepala Bagian Bjekimia, Pelaksana,

(dr. Isra Thristy, M.Biomed)
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(Lanjutan)
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Lampiran 7. Hasil Uji Statistik

Kruskal-Walllis Test

Test Statistics®”

Skoring Renal

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

18,314
3
,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

Perlakuan

Mann-Whitney Test

Ranks

Kelompok Perlakuan N Mean Rank Sum of Ranks
Skoring Renal KN 6 3,50 21,00

KP 6 9,50 57,00

Total 12

Test Statistics®

Skoring Renal

Mann-Whitney U

Wilcoxon W
Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

,000
21,000
-2,994
,003
,002°

a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan

b. Not corrected for ties.
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(lanjutan)
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks
Skoring Renal KN 6 4,17 25,00
P1 6 8,83 53,00
Total 12
Test Statistics®
Skoring Renal
Mann-Whitney U 4,000
Wilcoxon W 25,000
z -2,447
Asymp. Sig. (2-tailed) ,014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] | ,026"
a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks
Skoring Renal KN 6 3,67 22,00
P2 6 9,33 56,00
Total 12
Test Statistics®
Skoring Renal
Mann-Whitney U 1,000
Wilcoxon W 22,000
Z -2,844
Asymp. Sig. (2-tailed) ,004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] | ,004°

a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan

b. Not corrected for ties.



Mann-Whitney Test
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(lanjutan)

Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks
Skoring Renal KP 6 9,33 56,00
P1 6 3,67 22,00
Total 12
Test Statistics®
Skoring Renal
Mann-Whitney U 1,000
Wilcoxon W 22,000
Z -2,844
Asymp. Sig. (2-tailed) ,004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] | ,004
a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan
b. Not corrected for ties.
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks
Skoring Renal KP 6 8,92 53,50
P2 6 4,08 24,50
Total 12

Test Statistics®

Skoring Renal

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

3,500
24,500
-2,459
,014
,015°

a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan

b. Not corrected for ties.



Mann-Whitney Test
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(lanjutan)

Ranks
Kelompok Perlakuan N Mean Rank Sum of Ranks
Skoring Renal P1 6 4,83 29,00
P2 6 8,17 49,00
Total 12
Test Statistics®
Skoring Renal
Mann-Whitney U 8,000
Wilcoxon W 29,000
Z -1,782
Asymp. Sig. (2-tailed) ,075
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] | ,132°

a. Grouping Variable: Kelompok Perlakuan

b. Not corrected for ties.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
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Lampiran 9. Artikel Penelitian
ARTIKEL PENELITIAN

PERBANDINGAN EFEKTIVITAS NEFROPROTEKTOR EKSTRAK

JINTAN HITAM (Nigella sativa) DENGAN EKSTRAK TEMULAWAK

(Curcuma xanthorrhiza) TERHADAP GAMBARAN HISTOPATOLOGI
GINJAL TIKUS (Rattus Novergicus) YANG DIINDUKSI PARASETAMOL

Kartika Handayani', Des Suryani?, Humairah Medina Liza Lubis®

'Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Departemen Histologi Fakultas Kedokteran Muhammadiyah Sumatera Utara
*Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Uata

Korespondensi : Des Suryani
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Abstrak

Latar belakang: Penggunaan parasetamol dosis berlebih dapat menyebabkan
nefrotoksik. Jintan hitam dan temulawak mengandung antioksidan yang dapat menangkal
radikal bebas hasil metabolisme parasetamol. Tujuan: Membandingkan efektivitas
nefroprotektor ekstrak jintan hitam dan ekstrak temulawak pada gambaran histopatologi
ginjal tikus diinduksi parasetamol. Metode: True experimental, rancangan Post Test Only
Control Design. 24 ekor tikus dibagi dalam 4 kelompok: kontrol negatif diet pakan
standar dan aquades, kelompok positif parasetamol dosis 500 mg/kgBB, perlakuan 1
ekstrak jintan hitam dosis 500 mg/kgBB, dan perlakuan 2 ekstrak temulawak dosis 500
mg/kgBB. Setelah 30 menit P1 dan P2 diberi parasetamol dosis 500 mg/KgBB. Tikus
dibedah untuk diambil ginjal dan dibuat preparat histopatologinya. Derajat degenerasi,
nekrosis dan perdarahan dari tubulus proksimal dinilai dengan skoring, perbandingan
skoring antar kelompok dinilai dengan uji kruskal wallis Hasil: Terdapat efek
nefroprotektor jintan hitam dan temulawak, dengan efektifitas yang sama terhadap
kerusakan ginjal yang diinduksi parasetamol. Kesimpulan: Jintan hitam bisa
dikembangkan lebih lanjut sebagai nefroprotektor.

Kata kunci : Ekstrak jintan hitam, ekstrak temulawak, nefroprotektor, Parasetamol

Korespondensi : Des Suryani, FK UMSU, E-mail : dessuryani@umsu.ac.id
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COMPARISON OF THE EFFECTIVNESS OF NEPHROPROTECTOR
BLACK CUMIN EXTRACT (Nigella sativa) WITH CURCUMA EXTRACT
(Curcuma xanthorrhiza) IN HISTOPATHOLOGY OF RATS’ KIDNEY (Rattus
novergicus) INDUCED BY PARACETAMOL

Kartika Handayani', Des Suryani?, Humairah Medina Liza Lubis®

'Faculty of Medicine, University Muhammadiyah of Sumatra Utara
?Departement of Histologiy Faculty of Medicine, University Muhammadiyah of Sumatra
Utara
*Departement of Anatomi Phatology Faculty of Medicine, University Muhammadiyah of
Sumatra Utara

Corresponding Author : Des Suryani
University Muhammadiyah of Sumatra Utara

ABSTRACT

Background: Over-use of paracetamol can cause nephrotoxicity. Black cumin and
curcuma contain antioxidants that can ward off free radicals produced by paracetamol
metabolism. Objective: To compare the effectiveness of nephroprotector of black cumin
extract and curcuma extract on the histopathological picture of rats induced by
paracetamol. Method: True experimental, Post Test Only Control Design. 24 rats were
divided into 4 groups: negative control standard diet and aquades, positive group
paracetamol dose 500 mg / kgBB, treatment 1 extract of black cumin extract 500 mg /
kgBB, and treatment 2 curcuma extract 500 mg / kgBB. After 30 minutes P1 and P2 were
given a dose of paracetamol 500 mg / kg. Rats were dissected for kidney removal and
histopathological preparations were made. Degeneration, necrosis and bleeding of the
proximal tubules were assessed by scoring, comparison of scores between groups was
assessed by the kruskal wallis test. Results: There were nephroprotector effects of black
cumin and curcuma, with the same effectiveness on kidney damage induced by
paracetamol. Conclusion: Black cumin can be developed further as a nephroprotector.

Keywords: Black cumin extract, curcuma extract, nephroprotector, paracetamol

Corresponding Author : Des Suryani, Faculty of Medicine, University Muhammadiyah
of Sumatra Utara, E-mail : dessuryani@umsu.ac.id
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PENDAHULUAN

Acetaminophen (N-acetyl-p-
aminophenol (APAP), vyang dikenal
sebagai parasetamol, adalah analgesik
dan antipiretik yang paling umum
digunakan sebagai obat penghilang rasa
sakit dan demam. Parasetamol adalah
obat bebas, sehingga penggunaannya
oleh masyarakat bisa tidak terkontrol,
parasetamol yang digunakan dengan
dosis berlebih dapat menyebabkan efek
nefrotoksik.! Sebagian besar penelitian
menggunakan dosis tunggal parasetamol
dalam kisaran 600 mg/kg hingga 2000
mg/kg yang diberikan secara oral atau
intraperitoneal (IP) untuk menginduksi
terjadinya  toksisitas pada tikus.?®
Nefrotoksisitas juga dapat diinduksi
dengan memberikan dosis yang lebih
rendah kisaran 200 mg/kg hingga 500
mg/kg tetapi berulang."** Dosis harian
yang diulang 500 mg/kg parasetamol
selama 7 hari dengan rute oral dapat
menginduksi kerusakan pada tubulus
proksimal dan inflamasi pada sel podosit
serta mesangial glomerulus.®

Jintan hitam (Nigella sativa)
merupakan tanaman obat yang termasuk
dalam famili Ranunculaceae. Diketahui
bahwa Nabi Muhammad SAW dalam
hadisnya yang diriwayatkan oleh
Abdullah  bin  Muhammad bin Abi
Syaibah Ibrahim bin ,,Utsman
menyatakan jintan hitam
(Habbatussauda, Nigella sativa)
mengandung semua jenis perbaikan
kecuali kematian.” Jintan hitam (Nigella
sativa) memiliki sifat anti-oksidan dan
anti-inflamasi karena kandungan
thymoquinone didalamnya. Berbagai
penelitian telah membuktikan efek
nefroprotektif jintan hitam namun dosis
dan ekstrak yang digunakan dari
berbagai penelitian masih bervariasi
dalam kisaran 50 mg/kg BB hingga
1000 mg/kg BB.3®

Temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) merupakan tanaman asli
yang tumbuh di Indonesia. Bagian
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tanaman ini yang sering digunakan
adalah rimpang yang mengandung
berbagai komponen aktif diantaranya
adalah kurkumin.® Beberapa penelitian
menunjukan bahwa kurkumin memiliki
aktivitas  antioksidan dan  bersifat
nefroprotektor.'®* Klarissa menyatakan
bahwa  ekstrak temulawak  yang
diberikan secara oral dengan dosis 1600
mg/Kg BB pada tikus selama 7 hari
dapat mengurangi kerusakan sel ginjal
tikus yang diinduksi parasetamol.

Berdasarkan hal tersebut, kedua
bahan alami yaitu ekstrak jintan hitam
(Nigella sativa) dan ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza) sama-sama
memiliki antioksidan yang berperan
sebagai nefroprotektor, maka penulis
tertarik untuk melakukan penelitian
tentang perbandingan efektivitas
nefroprotektor ekstrak jintan hitam
(Nigella sativa) dan ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza).

METODE

Penelitian ini adalah penelitian
experimental yang bersifat The Post Test
Only Control Group pada tikus Galur
Wistar putih. Bahan yang dipakai adalah
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan
ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dengan registrasi BPOM
dan dilakukan uji kualitatif fitokimia di
Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara, pemeliharaan dan
perlakuan hewan coba dilakukan di Unit
Pengelolaan  Hewan  Laboratorium

Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara
sedangkan pengamatan hasil

histopatologi jaringan dilakukan di
Laboratorium Histologi Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara.

Populasi pada penelitian ini
adalah tikus galur wistar putih (Rattus
novergicus). Populasi didapat dari Unit
Pengelolaan  Hewan  Laboratorium
(UPHL) Departemen Farmakologi



Fakultas Kedokteran Universitas

Muhammadiyah Sumatera  Utara.

Penentuan  besar sampel dihitung

menggunakan rumus Federer: (t-1) (n-1)

> 15." Sehingga jumlah hewan coba

yang diperlukan dalam penelitian ini
adalah sebanyak 24 ekor dengan tiap
kelompok diberi 2 ekor cadangan,
jumlah total tikus yang dibutuhkan
sebanyak 32 ekor. Seluruh tikus
diisolasikan selama seminggu, dan

ditimbang lalu dibagi menjadi 4

kelompok secara acak, kelompok terdiri

dari 6 ekor tikus, tikus cadangan pada

tiap-tiap kelompok adalah 2 ekor tikus,

dengan penjelasan sebagai berikut:
Kelompok kontrol negatif (KN)
adalah kelompok normal dan hanya
diberikan diet standart ditambah
aguadest.

—  Kelompok kontrol positif (KP),
diberi pakan standar dengann
parasetamol 500 mg/kgBB/hari per
oral (p.0).°

—  Kelompok perlakuan 1 (P1), diberi
diet standar ditambah ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa)® dosis 500
mg/kgBB/hari lalu setelah 30 menit
diberikan parasetamol dosis 500
mg/kgBB/hari per oral (p.o).

—  Kelompok perlakuan 2 (P2), diberi
diet standar ditambah ekstrak
temulawak (Curcuma
xanthorrhiza)™ dosis
500mg/kgBB/hari setelah 30 menit
diberikan parasetamol 500
mg/kgBB/hari per oral (p.o).

Perlakuan dilakukan setiap hari
dengan waktu yang sama selama 7 hari.

Kemudian tikus didekapitasi dan

diambil organ ginjalnya untuk dibuat

preparat histopatologi.
Preparat histopatologi diperiksa

di bawah mikroskop masing-masing
pada lima lapang pandang mikroskopik
dengan pembesaran 40x. Sasaran yang
dibaca adalah perubahan  struktur
histopatologi pada daerah tubulus
kontortus proksimal dengan parameter
tubulus normal, tubulus degenerasi,
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nekrosis sel tubulus, jumlah inti yang
mengalami piknosis inti (penyusutan
inti), dan jumlah limfosit pada
glomerulus, kemudian parameter
tersebut dijumlah lalu dipersentase. Dan
selanjutnya disesuaikan dengan kriteria
skoring penilaian tingkat kerusakan
kortesk ginjal. Sistem skoring yang
dlgunakan berdasarkan kerusakan ginjal
yaitu :*

- 0:normal

- 1: mild, <25% kerusakan pada
korteks.

- 2 moderate, 25%-50%

kerusakan pada korteks.

- 3: Severe : 50%-75% kerusakan
pada korteks.
- 4: kerusakan luas melibatkan

75%-100% korteks.

Pembacaan data dari hasil
pengamatan histopatologis yang telah
dikumpulkan,  dikomfirmasi keahli
patologi  anatomi, dan  diskoring
kemudian dianalisis menggunakan uji
nonparametric yaitu Kruskal-Wallis dan
dilanjutkan dengan post hoc Mann-
Whitney untuk mengetahui perbedaan
antar semua kelompok perlakuan.

HASIL

Pemeriksaan histopatologi ginjal
dilakukan oleh ahli patologi anatomi di
Laboratorium  Histologi  Universitas
Sumatera Utara menggunakan
mikroskop Olympus CX 22 dengan
perangkat lunak TrueChrome Il dengan
perbesaran 40x. Hasil pengamatan pada
jaringan ginjal dari setiap kelompok dan
hasil penilaian skoring dapat dilihat di
bawah ini.

Tabel 1. Hasil Skoring Pada
Pengamatan Penelitian dari Masing-
masing Kelompok

Skor KN KP P1 P2

0 066% 0% 0% 0%
1 033% 0% 0,66% 0,16%
2 0% 0,33% 0,33% 0,66%
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3 0% 033% 0% 0,16%
4 0% 033% 0% 0%

Tabel 3. Uji Mann-Whitney

Tabel 2. Uji kruskal wallis Hasil Perbandingan

Skoring Pada Pengamatan Penelitian Skoring Slg. <OP05
dari Masing-masing Kelompok KP dan KN 0.003 '
<0,05
NO KN KP P1 P2 P KP dan P1 0.004 005
KP dan P2 o014 %
1 0 2 2 2 <0,05
5 1 4 1 9 KN dan P1 0.014
3 0 4 1 3 0000 KN dan P2 0004  <0.05
>0,05
0 2
0 3

Gambar 1. (A) Struktur ginjal tikus normal skor 0 pada kontrol negatif (KN), arteri
arkuata (A). Perbesaran 40x. (B) Histopatologi jaringan ginjal tikus skor 3 pada kontrol
positif (KP), terlihat degenerasi tubulus (merah), sel nekrosis dengan piknotik inti (biru),
perdarahan (hijau), arteri arkuata (A) dengan luas kerusakan 50%-75%% pada korteks.

Perbesaran 40x. (C) Histopatologi jaringan ginjal tikus skor 1 pada perlakuan 1 (P1)
terlihat degenerasi tubulus (merah), sel nekrosis dengan piknotik inti (biru), perdarahan

(hijau), arteri arkuata (A) dengan luas kerusakan <25% pada korteks. Perbesaran 40x. (D)

Histopatologi jaringan ginjal tikus skor 2 pada perlakuan 2 (P2), terlihat degenerasi
tubulus (merah), sel nekrosis dengan piknotik inti (biru), perdarahan (hijau), dengan luas

kerusakan 25%-50% pada korteks. Perbesaran 40x.



Parasetamol dapat merusak
ginjal terlihat dari ada perbedaan derajat
kerusakan ginjal antara kelompok KP
dengan KN, temulawak dan jintan hitam
memiliki efek hepatoprotektor namun
belum maksimal yang terlihat dari masih
adanya perbedaan signifikan antara
kontrol negatif dengan P1 dan P2,
kemudian antara jintan hitam dan
kurkuma terlihat tidak ada perbedaan
efektifitas nefroprotektor.

DISKUSI

Ginjal adalah organ penting
yang berperan dalam manusia dan
hewan. Fungsi umum dari ginjal adalah
untuk  mengatur  tekanan  darah,
keseimbangan asam-basa, keseimbangan
elektrolit dan ekstraseluler volume
cairan. Mereka juga menghilangkan zat-
zat dari tubuh termasuk produk
metabolisme, beragam racun dan zat
asing lainnya seperti obat-obatan,
pestisida  dan  bahan  tambahan
makanan.'**°

Fokus kerusakan pada penelitian
ini terlihat pada tubulus-tubulus ginjal
disekitar ~ pembulun  darah  yang
memperdarahi ginjal, hal ini mengikuti
prinsip drug-inuced nephrotoxicity yang
merusak ginjal secara tidak langsung
melalui aliran darah.*® Perkiraan hal lain
mencakup distribusi parasetamol ke
organ ginjal kurang maksimal, sehingga
kerusakan gambaran ginjal terbatas pada
aliran-aliran darah yang baru memasuki
ginjal seperti yang didapatkan pada
penelitian kali ini dimana terdapat
banyak gambaran degenerasi tubulus
dan nekrosis pada tubulus yang berada
disekitar arteri arkuata. Adanya faktor
lingkungan yang mungkin tidak bisa
dikontrol pada penelitian ini, faktor yang
mungkin mempengaruhi kejadian ini
adalah aktivitas fisik dari tikus tersebut,
infeksi virus atau bakteri yang tidak
dapat dicegah.

Pada penelitian ini diamati
aktivitas nefroprotektor pemberian
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ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan
ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza)  terhadap  kerusakan
histologis  ginjal  akibat  paparan
parasetamol. Kerusakan histologis ginjal
merupakan nilai skor kerusakan daerah
korteks ginjal yang dievaluasi dari
perubahan yang terjadi pada tubulus
proksimal dan glomerulus berupa
tubulus degenerasi, nekrosis sel tubulus,
jumlah inti yang mengalami piknosis inti
(penyusutan inti), perdarahan  dan
jumlah limfosit pada glomerulus.*®

Hasil analisis jumlah kerusakan
histologi ginjal menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan signifikan (p = 0,003
<0,05) antara KP dan KN yang berarti
kerusakan histologi ginjal lebih besar
pada KP vyang diberi parasetamol
dibandingkan KN yang tidak diberi
parasetamol. Hal ini sesuai dengan
penelitian  Ali  Yousuf, dkk bahwa
pemberian  parasetamol dosis 500
mg/kgBB  selama 7 hari  dapat
menyebabkan kerusakan histologi ginjal
melalui pembentukan metabolit NAPQI
yang melampaui persediaan glutation
dan memicu terjadinya
kerusakan sel ginjal.®*’

Berdasarkan studi
histopatologis, daerah korteks ginjal
terutama tubulus proksimal merupakan
bagian yang paling banyak mengalami
kerusakan pada kasus nefrotoksitas.® Hal
ini  terjadi karena efek toksisitas
parasetamol yang terjadi akibat konversi
parasetamol menjadi metabolit yang
sangat aktif, elektrofilik, dan bersifat
toksik bagi hati serta ginjal, yaitu
NAPQI oleh enzim sitokrom P-450
mengakibatkan kehilangan GSH seluler,
NAPQI juga menstimulasi pembentukan
molekul ROS vyang akan bereaksi
dengan protein seluler serta memicu
peroksidasi lipid. Peningkatan
peroksidasi  lipid ditandai  dengan
naiknya kadar MDA yang merupakam
senyawa penanda stres oksidatif yang
selanjutnya menyebabkan kerusakan
tubular yang dapat ditandai dengan



degenerasi  tubulus, dilatasi tubulus,
nekrosis, perdarahan, dan inti piknotik.3
Tubulus proksimal merupakan lokasi
yang paling sering mengalami kerusakan
akibat toksisikan dikarenakan sitokrom
P-450 di ginjal sebagian besar berada di
tubulus proksimal.'®

Namun pada penelitian ini, hasil
pengamatan mikroskopis histologi ginjal
pada KP yang diberikan parasetamol
dominan didapatkan gambaran
degenerasi tubulus di sekitar arteri
arkuata, nekrosis dan perdarahan yang
luas menuju daerah korteks, namun
tidak dijumpai adanya gambaran
limfosit pada glomerulus dan dilatasi
tubulus. Setiap ginjal dipasok oleh arteri
renalis yang bercabang di hilus yang
bercabang menjadi beberapa arteri
interlobaris. Arteri interlobaris berlanjut
di ginjal di antara piramid ke arah
korteks. Di taut kortikomedular, arteri
interlobaris bercabang menjadi arteri
arkuata, yang melengkung di basis
piramid dan  membentuk  arteri
interlobularis.  Pembuluh  darah ini
bercabang lagi menjadi arteriol aferen,
yang membentuk kapiler di glomerulus
korpuskulum ginjal. Arteriol eferen
meninggalkan korpuskulum ginjal dan
membentuk kompleks anyaman kapiler
peritubular di sekitar tubulus korteks.™
Dari anatomi aliran darah diketahui
bahwa kerusakan terparah dari kortek
ginjal yang menggunakan zat bersifat
nefrotoksik  berada disekitar arteri
arkuata.

Kelompok kontrol positif (KP)
hanya diberikan minum dan makan
standart. Dalam kelompok kontrol
positif (KP) juga terlihat gambaran
nekrosis dan perdarahan minimal. Hal
ini terjadi karena semua sel normal
secara fisiologis akan mengalami proses
apoptosis.”’ Dan dianggap sebagai
derajat normal.”* Namun pengaruh
variabel luar pada kelompok kontrol
tidak dapat dikendalikan  seperti
pengaturan suhu yang kurang pas,
cahaya lampu hidup 24 jam sehingga
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tikus tidak dapat beristirahat dengan
baik,lingkungan ruangan unit
pengelolahan hewan coba dan tempat
pembiakan hewan coba yang sering
dipakai berulang tanpa dibersihkan
terlebih  dahulu  menyebabkan tikus
terkena kutu, infeksi virus ataupun
bakteri. Dimana seharusnya hewan coba
ditempatkan pada ruangan bersuhu
21°C, dengan siklus 12 jam hidup-mati
lampu. Hewan coba diperlakukan sesuai
standar dari Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (published by the
National Academy Press and
washington, D. C).

P1 yang diberi ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) dan parasetamol
menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p = 0,004 <0,05) dengan KP vyang
hanya diberi parasetamol. Kerusakan
histologi ginjal pada kelompok P1 dalam
rentang skor 1 hingga skor 2 (terdapat
gambaran degenerasi tubulus, nekrosis
dan perdarahan dengan luas kerusakan
<25%-50% pada korteks). Hal ini sesuai
dengan penelitian  Canayakin  dkk
pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella
sativa) dosis 1000 mg/kgBB adalah
dosis paling efektif namun dosis 500
mg/kgBB  sudah  memiliki  efek
nefroprotektif terhadap efek toksik
parasetamol karena jintan hitam (Nigella
sativa) memiliki mekanisme antioksidan
yang dapat menekan terbentuknya
Reactive Oxygen Species (ROS).?
Penelitian lain dengan dosis yang lebih
rendah oleh Hosseinian ddk dengan
pemberian ekstrak jintan hitam dosis
100-200 mg/Kg BB selama 6 hari sudah
dapat menurunkan kerusakan histologi
ginjal yang di sini menggunakan
cisplatin untuk menginduksi kerusakan
ginjal.%

Efek nefroprotektor ini
dikaitkan dengan bahan aktif
Thymoginone dan flavonoid mencegah
terjadinya deplesi enzim antioksidan
yaitu GSH.?** GSH adalah tripeptida,
yaitu, ditemukan di banyak jaringan
mamalia dan dapat menghilangkan



radikal bebas dan NAPQI, yang

merupakan  perantara  parasetamol
reaktif.”®
P1 merupakan kelompok

perlakuan menggunakan ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) dengan dosis 500
mg/kgBB dan parasetamol dosis 500
mg/kgBB didapatkan perbedaan
signifikan (p = 0,014 <0,05) dengan KN
yang memiliki gambaran histologi ginjal
normal. Dari sini diketahui bahwa
pemberian ekstrak jintan hitam (Nigella
sativa) belum dapat melindungi secara
maksimal  terhadap  efek  toksik
parasetamol yang menyebabkan
kerusakan histologi ginjal.

P2 vyang diberikan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dan
parasetamol menunjukkan kerusakan
histologi  ginjal dengan perbedaan
signifikan (p = 0,014 <0,05) terhadap
kelompok KP vyang hanya diberi
parasetamol. P2 terjadi  kerusakan
histologi ginjal dalam rentang skor 2
hingga skor 3 (terdapat gambaran
degenerasi  tubulus, nekrosis dan
perdarahan dengan luas kerusakan 25%-
75% pada Kkorteks). Hal ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang
menyatakan  kandungan  antioksidan
ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) memiliki efek
nefroprotektif ternadap efek toksik
parasetamol.'! Efek ini dikaitkan dengan
kandungan kurkumin dalam temulawak
yang dapat berfungsi sebagai
antioksidan menangkal radikal bebas
dan mencegah terjadinya stres oksidatif
dan menekan pembentukan NF-kB yang
merupakan faktor transkripsi sejumlah
gen penting dalam proses imunitas dan
inflamasi,  salah  satunya  untuk
membentuk TNF-0.%% Efek
nefroprotektif ternyata juga ditunjukkan
oleh  xanthorrhizol ~memiliki efek
antiinflamasi, antioksidan, dan
nefroprotektif.  Antiinflamasi  yang
ditunjukkan adalah xanthorrhizol
menekan aktivitas COX-1 dan iNOS
dengan cara menghambat produksi
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Prostaglandin E2 (PGE2) dan Nitrit
Oksida  (NO).  Sedangkan, efek
antioksidan yaitu menekan peroksidasi
lipid yang diinduksi oleh H202.™

P2 merupakan kelompok
perlakuan menggunakan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
dengan dosis 500 mg/kgBB dan
parasetamol dosis 500 mg/kgBB
didapatkan perbedaan signifikan (p =
0,004 <0,05) dengan KN yang memiliki
gambaran histologi ginjal normal. Dari
sini diketahui bahwa pemberian ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
belum dapat melindungi  secara
maksimal  terhadap  efek  toksik
parasetamol yang menyebabkan
kerusakan histologi  ginjal. Namun
penelitian oleh cekmen dkk pemberian

ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dosis 200 mg/kgBB sudah
memiliki potensi sebagai

nefroprotektor.?’

Efek protektif yang belum
mencapai sempurna pada penelitian ini
maka mungkin perlu di pastikan dan
dengan masih berbeda-bedanya dosis
efektif yang dinyatakan oleh peneliti,
serta  bervariasinya metode yang
digunakan dalam mendapatkan ekstrak,
maka diperlukan penelitian  yang
terstandar dan kajian fitokimia untuk
menentukan dosis yang paling efektif,
penelitian ini hanya melakukan analisis
fitokimia secara kualitatif dan ternyata
kandungan flavonoid memang ada pada
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa) dan
ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza), untuk menetukan berapa
kadar sebenarnya dari ekstrak ini perlu
penelitian  uji  kuantitatif  dengan
menggunakan  uji  HPLC  (High
performance liquid chromatography).

Hasil analisis kerusakan
histologi ginjal pada Pl yang diberi
ekstrak jintan hitam (Nigella sativa)
menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan (p = 0,075 >0,05) terhadap
P2 vyang diberi ekstrak temulawak
(Curcuma xanthorrhiza). Yang berarti
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kedua ekstrask tersebut  memiliki
efektivitas nefroprotektor yang sama.

KESIMPULAN

1. Pemberian  parasetamol dengan
dosis toksik selama 7 hari telah
menunjukkan adanya  kerusakan
pada ginjal tikus.

2. Terdapat efek protektif pada ginjal
tikus yang diberikan ekstrak jintan
hitam (Nigella sativa) pada ginjal
yang telah dirusak oleh parasetamol
dengan dosis 500 mg/kgBB/hari.

3. Terdapat pengaruh protektif
temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
yang telah di induksi oleh
parasetamol dengan dosis 500
mg/kgBB/hari.

4. Ekstrak Jintan hitam (Nigella sativa)
dosis 500 mg/kgBB/hari dan ekstrak
temulawak (Curcuma xanthorrhiza)
500 mg/kgBB/hari memiliki
efektivitas yang sama sebagai
nefroprotektor.
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