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Pengaruh Nanopartikel Pegagan (Centella asiatica) Tersalut Kitosan Terhadap
Profil Histologi Ginjal Mencit (Mus musculus) Diabetes Komplikasi

Ana Mar’a Konita Firdaus, Bayyinatul Muchtaromah dan Mujahidin Ahmad

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Hiperglikemia yang terjadi secara kronis pada penderita diabetes melitus dapat
memicu komplikasi mikrovaskuler pada organ ginjal. Komplikasi tersebut disebabkan oleh
faktor stress oksidatif pada saat keadaan hiperglikemia. Pegagan (Centella asiatica) merupakan
tanaman obat yang memiliki potensi sebagai antioksidan dan antidiabetes. Kandungan
senyawanya mampu melindungi dari nefropati diabetik melalui penghambatan stress oksidatif.
Dalam hal meningkatkan potensi obat dan bioavaibilitas senyawa pegagan, maka digunakan
teknologi nanopartikel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh nanopartikel
pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap profil histologi ginjal mencit diabetes
komplikasi menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 kelompok perlakuan dan
4 ulangan. Pembagian kelompok perlakuan diantaranya K- (hewan coba tidak diberikan
perlakuan apapun), K+ (hewan coba diinduksi STZ), P1 (STZ + nanopartikel pegagan 120
mg/kgBB), P2 (STZ + nanopartikel pegagan 180 mg/kgBB), P3 (STZ + nanopartikel pegagan
240 mg/kgBB). Pembuatan model hewan coba diabetes komplikasi dilakukan dengan diinduksi
STZ secara intraperitonial dengan dosis 40 mg/kgBB selama 2 hari dan STZ dosis 60 mg/kgBB
selama 3 hari kemudian dibiarkan selama 9 hari. Pemberian terapi nanopartikel pegagan
dilakukan selama 28 hari. Parameter dalam penelitian ini adalah keadaan kerusakan sel pada
jaringan glomerulus dan tubulus (Proksimal dan distal) ginjal. Data yang didapat diuji
normalitas dan homogenitas, kemudian data yang telah normal dan homogen diuji dengan one-
way Anova serta diuji lanjut dengan uji Duncan. Hasil analisis one-way Anova taraf 5%
menunjukkan bahwa nanopartikel pegagan tersalut kitosan berpengaruh terhadap penurunan
kerusakan profil histologi glomerulus dan tubulus (proksimal dan distal) ginjal mencit.
Pemberian nanopartikel pegagan dosis 240 mg/kgBB merupakan dosis yang paling optimal
dalam menurunkan kerusakan profil histologi glomerulus dan tubulus (proksimal dan distal)
ginjal mencit.

Kata kunci: diabetes nefropati, nanopartikel, nekrosis sel, pegagan, ROS
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The Effect of Nonoparticles Gotu Kola (Centella Asiatica) Chitosan Coated on
Kidney Histology Profile of Mice (Mus musculus) Diabetes Complications

Ana Mar’a Konita Firdaus, Bayyinatul Muchtaromah and Mujahidin Ahmad

Biology Department, Faculty of Science and Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Chronic hyperglycemia in people with diabetes mellitus can result in microvascular
problems in the kidneys. During hypoglycemia, oxidative stress causes these problems.
Centella asiatica (Gotu Kola) is a medicinal herb with antioxidant and anti-diabetic properties.
Its chemical presence can help to prevent diabetic nephropathy by reducing oxidative stress.
Nanoparticle technology is utilized to increase the medicinal efficacy and bioavailability of
Gotu Kola components. This study aims to determine the effect of Gotu Kola (Centella
Asiatica) nanoparticles coated with chitosan on the renal histology profile of complicated
diabetic mice using a completely randomized design (CRD) with 5 treatment groups and 4
replications. The treatment groups were divided into K- (the experimental animals that received
no treatment) K+ (STZ experimental animals), P1 (STZ + Gotu Kola nanoparticles 120 mg/kg
bw) and P2 (STZ + Gotu Kola nanoparticles 180 mg/kg bw). Dosage of intraparitoneal STZ
40 mg/kg bw for 2 days and STZ for 60 mg/kg bw for 3 days, and then for 9 days, was the
induction for the animal experimental model of complex diabetes. The Gotu Kola hanoparticle
therapy was given for 28 days. This study parameter is the cell injury status of the glomerular
and tubular (proximal and distal) tissue of the kidney.Data obtained were checked for normality
and homogeneity and examined on a one-way ANOVA basis and tested further by Duncan.
The findings of a one-way ANOVA analysis at 5% demonstrated that Gotu Kola, coated with
chitosan, reduces the histological profile damage to the glomerulus and tubules (proximal and
distal) of the mice. The optimal dosage to reduce the histology of glomeruls and tubules
(proximal and distal) in the kidneys of the mice was the injection of Gotu Kola nanoparticles
at a dose of 240 mg/kg bw.

Keywords: diabetic nephropathy, nanoparticles, cell necrosis, Gotu Kola, ROS
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penyakit diabetes menjadi masalah kesehatan global yang dapat menjangkit
setiap orang Yyang tidak bergantung dengan status sosial ekonomi serta batas negara.
Hasil riset International Diabetes Federation (IDF) menunjukkan di tahun 2019
terdapat sebanyak 463 juta penduduk dunia berusia 20-79 tahun yang mengalami
diabetes, jumlah tersebut diperkirakan dapat meningkat menjadi 578 juta pada tahun
2030. Lebih dari 1 juta penduduk di Asia Tenggara meninggal disebabkan penyakit
diabetes pada tahun 2019. Di antara semua negara, Indonesia pada tahun 2019 masuk
kedalam daftar 10 negara dengan jumlah penderita diabetes tertinggi, dengan Indonesia
berada pada urutan ke tujuh (IDF, 2019). Hasil Riskesdas pada tahun 2018
menunjukkan sebesar 2% penduduk Indonesia mengidap diabetes berdasarkan
diagnosis dokter (Riskesdas, 2018).

Penyakit diabetes merupakan penyakit degeneratif yang dapat ditandai dengan
tingginya konsentrasi gula dalam darah (hiperglikemia) yang disebabkan oleh
terganggunya peghasilan dan/atau kerja hormon insulin yang kurang efektif digunakan
tubuh (Ugahari dkk., 2016). Insulin merupakan hormon yang disintesis dan disekresi
oleh sel B pada pulau Langerhans di pankreas berfugsi untuk membantu penyimpanan
glukosa dalam bentuk glikogen di hati dan otot. Diabetes melitus dapat dikategorikan
menjadi diabetes melitus tipe | dan diabetes melitus tipe Il. Diabetes melitus tipe 1
terjadi apabila sekresi insulin terganggu akibat rusaknya sel beta pankreas akibat
autoimun, genetik, faktor diet, atau zat toksin, sedangkan diabetes melitus tipe 2
disebabkan oleh kombinasi penurunan sensitivitas insulin dan disfungsi sekresi insulin
(Bilous & Donelly, 2015). Pengaturan pola makan tidak seimbang yang tinggi kalori
dapat menjadi faktor resiko terjadinya diabetes (Li et al., 2020).

Asupan makanan yang berlebihan dan tidak seimbang, seperti konsumsi
makanan dengan kandungan karbohidrat yang tinggi dan dalam jumlah yang banyak

sekaligus dapat menyebabkan tingginya kadar gula darah. Diketahui dari hal tersebut



berlebih-lebihan dalam makan dan minum akan membawa kemudharatan. Oleh karena
itu pembatasan konsumsi makanan dan minuman sesuai dengan porsi yang dianjurkan
harus dilakukan untuk mengurangi faktor resiko diabetes. Anjuran tersebut secara

implisit terkandung dalam firman Allah pada QS: Al-A’raf [7]: 31 yang berbunyi:
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Artinya:

Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki) mesjid,
makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan. (QS: Al A’raf [7]: 31).

Diantara makna Surat Al-A’raf ayat 31 terdapat kalimat “I s % ¥ 51555051 58 5
yang dapat diartikan, makan dan minumlah dan janganlah berlebih-lebihan. Tafsir
kalimat tersebut dianjurkan untuk memakan makanan yang dihalalkan, enak,
memberikan manfaat dan mengandung gizi yang baik, serta jangan berlebihan dalam
makan dan minum atau dalam hal apapun, karena sesungguhnya Allah 4 tidak
menyukai serta tidak memberikan rahmat bagi orang-orang yang selalu berlebihan
(Shihab, 2002). Seperti halnya dengan memakan makanan yang memiliki indeks
glikemik tinggi secara berlebihan akan menyebabkan tingginya kadar gula darah
(hiperglikemia) yang akan mengganggu kerja enzim insulin dan menimbulkan penyakit
diabetes melitus.

Hiperglikemia yang terjadi secara kronis pada penderita diabetes melitus dapat
memicu munculnya komplikasi kerusakan atau kegagalan berbagai organ seperti,
jantung, ginjal, mata, pembuluh darah dan saraf (Lathifah, 2017). Diketahui sekitar 20-
40% penderita diabetes melitus tipe Il dapat berkembang menjadi komplikasi pada
ginjal (Stephens et al., 2020). Derajat hiperglikemia pada penderita diabetes dapat
menyebabkan komplikasi jaringan karena berhubungan dengan gangguan

mikrovaskular spesifik pada organ diantaranya pada mata (retinopati), ginjal



(nefropati), atau saraf perifer (neuropati) serta gangguan makrovaskular tidak spesifik
seperti aterosklerosis (Bilous & Donelly, 2015).

Nefropati diabetik merupakan komplikasi mikrovaskular yang merusak
pembuluh darah halus pada ginjal. Ciri patologis pada nefropati diabetik diantaranya
penebalan membrane basalis kapiler glomerulus serta glomerulosklerosis difus yang
disebabkan oleh penumpukan protein matriks, faktor metabolik dan hemodinamik
(Bilous & Donelly, 2015), selain itu terjadi peningkatan inflamasi sel yang
menyebabkan degenerasi sel glomeruli, tubulus proksimal dan tubulus distal pada
ginjal (Sancar et al., 2015) serta menyebabkan nekrosis sel tubulus yang mengganggu
fungsi reabsorbsi (Esther & Manonmani, 2014). Kerusakan mikrovaskuler pada
komplikasi kronik diabetes dapat terjadi dalam kurun 10-15 tahun. Diketahui 10 tahun
umur manusia sama dengan satu bulan pada kurun waktu tikus, sehigga tikus yang
terpapar diabetes pada kurun 4 minggu sudah mengalami kerusakan mikrovaskuler
(Djari, 2008).

Hiperglikemia kronis dapat meningkatkan faktor stress oksidatif dari auto-
oksidasi glukosa dan glikosilasi protein oleh pembentukan radikal bebas sehingga
meningkatkan pembentukan reactive oxygen species (ROS) disertai dengan penurunan
aktivitas antioksidan yang menyebabkan stress oksidatif. Stress oksidatif memainkan
peran krusial dalam produksi ROS melalui aktivasi berbagai respons seluler sehingga
menyebabkan efek kerusakan sel dan jaringan, seperti dapat menyebabkan kerusakan
pada jaringan ginjal (Mahmoodnia et al,. 2017). Komponen seluler sel seperti protein,
karbohidrat, asam nukleat dan fosfolipid pada membran biasanya menjadi komponen
yang diganggu oleh radikal bebas, yang dapat mempercepaat kerusakan sel dan
jaringan (Yuslianti, 2018).

Kerusakan pada sel dan jaringan akibat stress oksidatif dari proses autooksidasi
glukosa dapat dicegah dengan keseimbangan antioksidan pada tubuh. Antioksidan
merupakan senyawa yang berfungsi menangkal radikal bebas (Gerald, 2017).
Antioksidan dibedakan antara antioksidan endogen dan antioksidan eksogen.

Antioksidan endogen merupakan senyawa yang dihasilkan di dalam tubuh berupa



enzimatis atau non enzimatis. Antioksidan eksogen biasanya didapat dari luar tubuh
melalui makanan seperti vitamin E, vitamin C, karetonoid dan flavonoid yang bisa
didapat dari kandungan di dalam tumbuh-tumbuhan yang berfungsi sebagai obat
(Serang & Febrianto, 2018). Sehingga untuk menghindari stress oksidatif dapat dengan
cara mengoptimalkan pertahanan dengan mengonsumsi tumbuh-tumbuhan yang
tersedia di alam yang memiliki kandungan sumber antioksidan.

Allah 4 menciptakan beraneka ragam tumbuhan di bumi untuk dapat diambil
manfaat dan kebaikannya. Kebaikan yang terdapat di dalam tumbuhan harus terus
diteliti agar dapat dirasakan manfaat dan potensinya. Anjuran tersebut secara tersirat
dijelaskan dalam firman Allah 4

£ pada QS: As-Syu’ara [26]: 7 yang menjelaskan

mengenai kebaikan tumbuhan:
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Artinya:

Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh tumbuhan yang baik? (QS: As-Syu’ara
[26]: 7).

Dalam Surat As-Syu’ara ayat 7 tersebut terdapat kata 3,5 géj ulama memberikan
arti tumbuhan yang baik. Kata 3,5 menurut Shihab (2002) digunakan dalam
menggambarkan sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Dalam ayat ini

objek tersebut adalah tumbuhan yang baik, yang subur lagi banyak manfaatnya. Kata
ujl merupakan kata dengan makna batas akhir. Berfungsi memperluas arah pandangan

hingga batas akhir. Sehingga ayat ini memberikan anjuran agar manusia mengarahkan
pandanganya hingga batas kemampuannya memandang beraneka ragam tumbuhan
serta keajaiban yang terhampar pada tumbuh-tumbuhan tersebut. Dan hanya Allah 4
yang dapat mengeluarkan beraneka ragam tumbuhan dari bumi yang mendatangkan
manfaat bagi umatnya. Penciptaan tumbuhan dapat memberikan banyak manfaat untuk
kemaslahatan manusia. Seperti halnya menurut Yuslianti (2018) menyatakan
tumbuhan memiliki kandungan baik yaitu kandungan bahan aktif antioksidan, yang



dibutuhkan tubuh sebagai antioksidan eksogen, yang bermanfaat untuk melawan
radikal bebas.

Antioksidan eksogen dapat diambil dari senyawa aktif dari bahan alam, seperti
salah satunya dari tanaman pegagan (Centella asiatica). Pegagan memiliki aktivitas
antioksidan sebesar 84% (Hashim dkk., 2011). Sifat antioksidan tersebut didapat
karena pegagan mengandung senyawa aktif utama berupa senyawa triterpen, yaitu
asam asiatik, asiaticoside, dan madecassoside (Razali et al., 2019). Asam asiatik
pegagan diketahui dapat melindungi dari nefropati diabetik pada tikus melalui
penghambatan stress oksidatif (Chen et al., 2018). Kabir et al., (2014) menyataan
Centella asiatica bersifat antihiperglikemik dengan menghambat penyerapan glukosa
melalui penghambatan enzim disakaridase usus maupu a-amilase. Menurut
Muchtaromah dkk. (2013) beberapa sediaan pegagan dapat mengurangi sel nekrosis
pada jaringan pankreas, sehingga dapat diketahui pegagan mampu meregenerasi sel
nekrosis. Tumbuhan pegagan memiliki khasiat sebagai obat antidiabetes dengan
menurunkan kadar gula darah (Tulung dkk., 2021), selain itu sebagai antimikroba,
antiinflamasi (Yasurin et al., 2016), memperbaiki cedera tubular, fibrosis ginjal dan
mediator inflamasi akibat iskemik ginjal (Arfian et al., 2020). Komponen lain yang
terdapat dalam pegagan diantaranya minyak volatile, fitosterol, flavonoid, tannin, dan
sentelosida. Kandungan aktif pada pegagan bermanfaat dalam menjaga sel tubuh dari
kerusakan dengan cara menangkal radikal bebas sebagai penyebab kerusakan (Hebbar,
2019).

Penelitian-penelitian sebelumnya meyatakan bahwa pegagan memiliki potensi
sebagai antidiabetes serta aktivitas antioksidan yang baik yang banyak diteliti secara in
vitro (Kabir et al., 2014 dan Muchtaromah et al., 2021), sehingga dalam penelitian ini
digunakan pegagan (Centtella asiatica) sebagai tanaman obat dalam mengatasi
diabetes komplikasi dengan cara mengujiya secara in vivo pada mencit (Mus musculus)
yang berfokus pada kerusakan organ ginjal. Tingkat kerusakan ginjal diamati melalui
parameter kerusakan sel pada preparat histologi ginjal mencit (Mus musculus) sehingga

dapat terlihat secara langsung bagaimana keadaan profil histologi ginjal mencit



diabetes komplikasi yang telah diberikan perlakuan pegagan (Centella asiatica), selain
itu untuk meningkatkan potensi pegagan (Centella asiatica) sebagai tanaman obat
maka digunakan metode pembuatan secara nanoteknologi.

Pemanfaatan pegagan dalam bentuk segar, kering, ramuan dan ekstrak memiliki
kekurangan karena ukuran partikel pada ekstrak terlalu besar. Menurut Yasurin et al.
(2016) delivery sistem pada ekstrak kasar Centella asiatica yang diuji secara in vivo
mempunyai kelarutan lemak, permeabilitas dan bioavaibilitas yang rendah, sehingga
premosesan menjadi bentuk nanopartikel diharapkan dapat meningkatkan efektivitas
penggunaan Centella asiatica sebagai bahan obat. Nanopartikel adalah partikel koloid
padat yang memiliki ukuran diameter antara 10-1000 nm (Safitri, 2014). Kelebihan
penggunaan nanopartikel menurut Martien dkk. (2012) yaitu, dapat menembus ruang
antar sel yang hanya bisa dilewati partikel koloid serta meningkatkan afinitas karena
ukuran luas permukaan kontak meningkat dengan kadar yang sama (Martien dkk.,
2012). Penelitian Kesornbuakao & Patchaneyasurin (2016), menyatakan hasil
nanopartikel BSA (Bovine Serum albumin) dengan metode desolvasi pada ekstrak
Centella asiatica memiliki kapasitas hidrofobik lebih tinggi dibanding dengan ekstrak
kloroform Centella asiatica, senyawa aktif yang memiliki kapasitas hidrofobik yang
baik dapat lebih mudah melalui membran sel.

Nanopartikel dapat dibuat dengan berbasis biopolimer. Biopolimer banyak
digunakan sebagai biomaterial dalam sistem penghantaran obat dengan keunggulan
dapat membentuk jaringan yang dikembangkan sebagai sistem pembawa dalam bentuk
matriks. Salah satu biopolimer yang dapat digunakan adalah kitosan. Sifat khas yang
dimiliki polimer kitosan diantara polimer lain, yaitu dapat membuka tight junction pada
membran usus secara sementara (Martien dkk., 2012). Kitosan memiliki kemampuan
mukoadhesivitas pada Gl track (Souto et al., 2019). Penelitian El-Hameed (2020),
menyatakan formula nanopartikel kitosan pada polydatin memberikan efek dapat
memperbaiki nefropati pada tikus diabetes dibanding dengan polydatin bebas tanpa

nanopartikel, efek tersebut dilihat dengan penurunan kadar albumin serum.



Metode pembuatan nanopartikel tersalut kitosan dapat menggunakan metode
gelasi ionik. Metode ini tergolong metode yang sederhana serta mudah dikontrol dan
tidak menggunakan pelarut organik (Mardliyati dkk., 2012). Kitosan dilarutkan pada
pH asam sehingga gugus aminanya (-NH>) berubah menjadi terionisasi positif (-NHz"),
sehingga dapat berinteraksi dengan obat yang bermuatan negatif. Untuk menstabilkan
pengikatan maka ditambahkan cross linker yang menstabilkan muatan positif yang
tersisa berupa polianion (Martien dkk., 2012). Polianion yang digunakan adalah
sodium tripolifosfat yang memiliki sifat nontoksik dan memiliki multivalent (Fan,
2012). Muchtaromah et al., (2020) menjelaskan pembuatan nanopartikel dan
enkapsulasi dengan kitosan dengan metode gelasi ionik berhasil membuat partikel nano
pada ekstrak Allium sativum, Curcuma manga, dan Acorus calamus dengan ukuran
hingga 438 nm. Berdasarkan penjelasan yang telah diuraikan pada latar belakang
diatas, maka penulis tertarik untuk melakukan penelitian dengan judul “pengaruh
nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap profil histologi

ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi”.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini, yaitu:

1. Bagaimana pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus
musculus) diabetes komplikasi?

2. Bagaimana pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus)

diabetes komplikasi?

1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini diantaranya:
1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan terhadap profil histologi glomerulus ginjal mencit
(Mus musculus) diabetes komplikasi.



2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan terhadap profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus

musculus) diabetes komplikasi.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini dapat memberikan manfaat diantaranya:
1. Sebagai bahan informasi pembaca dan masyarakat mengenai teknologi
nanopartikel untuk pengembangan pembuatan obat.
2. Sebagai sumber informasi pembaca dan masyarakat mengenai potensi
tumbuhan pegagan (Centella asiatica) sebagai obat dalam memperbaiki

kerusakan sel yang diakibatkan komplikasi diabetes.

1.5 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini yaitu:

1. Terdapat pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan terhadap profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus musculus)
diabetes komplikasi.

2. Terdapat pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan terhadap profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes

komplikasi.

1.6 Batasan Masalah
Dalam penelitian ini batasan masalah yang ditetapkan diantaranya:

1. Profil histologi glomerulus mencit (Mus musculus) yang diamati meliputi tahap
kerusakan sel (piknosis, karioreksis dan Kkariolisis) serta pelebaran jarak
glomerulus dan kapsula bowman.

2. Profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus) yang dimaksud adalah
tubulus proksimal dan tubulus distal yang diamati berdasarkan kerusakan sel

meliputi piknosis, karioreksis dan kariolisis.
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2.1 Pegagan (Centella asiatica)
2.1.1 Deskripsi dan Klasifikasi

Pegagan (Centella asiatica) merupakan tumbuhan obat yang tumbuh alami
pada iklim tropis yang termasuk dalam family Apiaceae. Tumbuhan ini berasal dari
negara Asia diantaranya India, Cina, Sri Lanka, Malaysia dan Indonesia (Orhan, 2012).
Tanaman ini tumbuh liar pada tempat yang lembab dan teduh dengan ketinggian hingga
7000 kaki, biasanya ditemukan di sepanjang tepi sungai, kolam atau ladang. Selain itu
dapat pula tumbuh pada daerah berbatu pada ketinggian 2000 kaki (Chandrika &
Kumarab, 2015). Klasifikasi tanaman Pegagan (Centella asiatica) menurut (Direktorat
Obat Asli Indonesia, 2010) adalah sebagai berikut :

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Bangsa : Apiales

Suku . Apiaceae

Marga : Centella

Jenis : Centella asiatica (L.) Urban
G12

B AR =
Gambar 2.1 Tanaman Pegagan (Centella asiatica) (Chandrika, 2015)
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Nama umum tanaman Pegagan diantaranya Asiatic pennywort, Indian
pennywort (Inggris), dan Gotu Kola (Sri Lanka) (Chandrika & Kumarab, 2015).
Pegagan di Indonesia memiliki sebutan tersendiri pada berbagai daerah diantaranya,
pegagan (Jakarta), pegaga (Aceh), pugago (Minangkabau), calingan rambut (Jawa),
gan-gagan (Madura), anatanan gede (Sunda), panggaga (Bali), wisu-wisu (Makasar),
dan sandanan (Irian), kalotidi manora (Maluku), bebile (Lombok), kori-kori
(Halmahera). Di beberapa negara disebut brahma butu (India), Indian hydrocotyle
(India), takip-kohot (Filiphina), ji xue cao (Tiongkok), bevilaque (Perancis) (Direktorat
Obat Asli Indonesia, 2010; Sutardi, 2016).

Pegagan merupakan tanaman aromatik yang hidup sepanjang tahun, tanaman
ini tumbuh secara horizontal dengan perkembangbiakan melalui stolon yang menjalar
diatas tanah, stolonnya berwarna hijau kemerahan, pada setiap ruas stolon akan muncul
tunas yang akan berkembang menjadi tanaman baru (Orhan, 2012). Pegagan memiliki
batang yang pendek dengan ciri tanpa rambut-rambut (glabrous) dan beruas, akarnya
muncul pada bagian simpul batang dan tumbuh dibawah tanah, daun pegagan tersusun
alternate mengelompok dengan satu daun pada setiap ruas batang (Chandrika &
Kumarab, 2015).

Allah 4¢ menciptakan beraneka ragam tumbuhan dengan keunikan bentuk dan
cirikhasnya masing-masing. Setiap tumbuhan memiliki cirikhas morfologi yang
membedakan tumbuhan tersebut dengan tumbuhan yang lainnya. Penjelaskan
keanekaragaman tumbuhan dengan ciri khas morfologinya secara tidak langsung
dijelaskan pada QS: Al-An’am [6]: 99 sebagai berikut:

iju\ 3 ” \;;J:-\.es qubaéuu;ﬁ\s sUsW\uﬁdj\é.ﬂ\jﬁ)

w;ra,é:;s\)uui\ w ~~\3:3\,;swuﬁ PN e B8 1558 Gs A
238 oY 228 5 &)zt ST 2 a8 ) Tkl asss 2 G Rkl

a4 Qj.vaj.:
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Artinya:

Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau
itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang
menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang
serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan
(perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada
tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman. (QS: Al-An’am [6]:
99). )

Diantara makna Surat Al-An’am ayat 99 terdapat kata “si-5 (K &l & B3 Al

kata tersebut memiliki arti “lalu kami tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-
tumbuhan”, makna kata tersebut menurut Ibnu Katsir (2003) yakni seluruh jenis
tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya. kata “)»ai 4is U2 A memiliki arti
“maka Kami keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau” kata
tersebut bermakna tanaman dan pepohonan yang hijau. kata tersebut menjelaskan ciri
morfologi tanaman yang dapat dilihat dari penampakan warnanya yaitu berwarna hijau,
seperti halnya warna daun tanaman pegagan yang berwarna hijau. Menurut Orhan
(2012) daun pegagan berwarna hijau kekuningan, dengan bentuk daun bulat seperti
ginjal (reniform) dan daging daun tipis seperti kertas, pertulangannya berbentuk
palmate dengan jumlah tujuh alur tulang setiap daun.

Pegagan memiliki panjang daun antara 2,5 - 4,2 cm dengan lebarnya antara 5,3-
7,3 cm, merupakan daun tunggal yang tekstur permukaan atas daunnya licin dan
permukaan bawahnya kasar, pangkal daunnya berbentuk lengkung (curved) (Maratul
et al., 2020). Tepi daun beringgit (crenate) dengan panjang tangkai daun 2-6 cm.
Tangkai daun berwarna hijau kekuningan dan pangkalnya menyerupai pelepah.
Pegagan memiliki tinggi 15 cm dengan sistem perakaran tunggang. Susunan bunganya
berbentuk umbel (bertumpuk), terdiri dari tiga sampai empat bunga berwarna putih
keunguan atau merah muda, berbunga pada bulan April sampai Juni (Chandrika &
Kumarab, 2015).

Pegagan memiliki buah dengan morfologi yang khas, sebagaimana pada Surat

e %

Al-An’am ayat 99 terdapat kata “s a5 I 155kt yang memiliki arti “Perhatikanlah



12

buahnya di waktu pohonnya berbuah” menurut Ibnu Katsir (2003) kata ini bermakna

untuk selalu memperhatikan kekuasaan Allah 4 yang mampu menciptakan sesuatu
dari tidak ada hingga ada. Pada awalnya berupa tumbuha kemudian tumbuh menjadi
pohon hingga dapat dihasilkan buah dari berbagai jenis tumbuhan serta pohon yang
berbeda-beda warna serta bentuknya. Hal ini memberikan makna bahwa diperintahkan
untuk mengamati bagaimana beragam bentuk morfologi buah sebagai bentuk
kekuasaan Allah 4, sebagaimana bentuk morfologi buah pegagan yang memiliki ciri
khas tersendiri. Menurut (Chandrika & Kumarab, 2015) buah pegagan memiliki
panjang sekitar 2 inchi, berbentuk lonjong atau bulat dengan bentuk dinding buah
(pericarp) yang tebal, buahnya akan terlihat pada musim tertentu. Menurut (Direktorat

Obat Asli Indonesia, 2010) buahnya berlekuk dua berwarna kuning kecoklatan.

2.1.2 Kandungan Senyawa Aktif

Pegagan (Centella asiatica) kaya akan berbagai senyawa aktif seperti yang
ditunjukkan pada tabel 2.1, namun terdapat komponen utama yang terkandung dalam
pegagan yaitu golongan senyawa triterpen diantaranya asam asiatic, asam madecassic,
asiaticoside, dan madecassoside (Razali et al., 2019; Maruzy dkk, 2020). Struktur
kimianya seperti pada gambar 2.2. 40% komposisi ekstrak murni Centella asiatica
adalah asiaticoside dan 60% sisanya adalah campuran asam asiatic dan asam
madecassic. Ekstrak standart lain dari Centella asiatica mengandung setidaknya 80%
asiaticoside dan madecassoside (Anukunwithaya et al., 2017). Senyawa asiaticoside
dan madecassoside pada pegagan sebagian besar mendominasi pada bagian daun dan
ditemukan lebih rendah pada bagian akar (Chandrika & Kumarab, 2015). Asiatikosida
merupakan aglikon triterpen pada pegagan, memiliki dua molekul gula diantaranya dua
glukosa dan satu rhamnosa. Asiatikosida memiliki, glikol, satu karboksilat yang

teresterifikasi dengan gugus gula dan gugus alkohol primer (Sutardi, 2016).
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Gambar 2.2 Struktur Kimia Senyawa Triterpen Centella asiatica (Razali, 2019)

Selain triterpen Centella asiatica ditemukan meiliki senyawa fenolik lain
seperti flavonoid (quercetin dan kaempferol), fitosterol (caempesterol, sitosterol, dan
stigmasterol), asam gulonat, asam ferulic dan asam klorogenat, tetapi nilai nutrisi dan
pegobatan tanaman ini terutama dikaitkan dengan keberadaan triterpen (Razali et al.,
2019). Pegagan diketahui juga mengandung asam anorganik, tanin, gula, resin, dan
asam amino seperti asam glutamat, a-alanin, asam aspartat, glisin,dan fenilalanin.
Tanin sendiri bertindak sebagai antioksidan, sehingga memberikan nilai yang
signifikan pada kandungan fitonutriennya (Chandrika & Kumarab, 2015).

Pegagan mengandung sekitar 36% minyak atsiri dan lemak. Lemak tersebut
terdiri dari gliserida asam palmitat, stearate, lignoserat, linoleat, dan linolenat.
Konsituen minyak utama pada pegagan terdiri dari asetat terpenik, dengan kandungan
minyak yang lainnya seperti B-Caryophyllene, farnesne, trans p-farnesense,
bicyclogermacrene, dan sesquiterpene (Chandrika & Kumarab, 2015).



Tabel 2.1 Senyawa Aktif Utama Centella asiatica
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Kelompok

Senyawa Aktif

Referensi

Terpenoid

Triterpen, asiatikosida, centelloside,
madecassoside, asam centellic, asam
centoic, brahmoside, brahminoside
(saponin glikosida), asam
asiatikentoat, asam madecassic, asam
terminolic,  asam  betulic. -
caryophyllene, B-pinene, germacrene
D (sesquiterpenes), trans - farnesene,

dan a-pinene.

(Yasurin et al., 2016)

Fenol

Flavonoid: kaempferol-3-0-p-d-
glukuronida, kaempferol, quercetin,
quercetin-3-0-p-d-glukuronida,

apigenin, patuletin, rutin, castillicetin,
luteolin, castilliferol, naringin,

castillicetin, dan myricetin.

(Orhan, 2012; Chong &
Aziz, 2013)

Fenol

Fenilpropanoid: asam klorogenat, asam
rosmarinic, 3,4-di-o-caffeoyl asam
kuinat, asam kuinat 1,5-di-o-caffeoyl,
asam kuinat 3,5-di-o-caffeoyl, 4,5-di-
o-caffeoyl  quinic  acid, asam

isoklorogenik.

(Chong & Aziz, 2013)

Fenol

Tannin: tannin, phlobatannin

(Chong & Aziz, 2013)

Sterol

sitosterol 3-0-p-glucoside, 11-
oxoheneicosanil-cyclohexane,
dotriacont-8-en-1-oicacid, stigmasterol
3-O-p-glucoside, and castasterone

(Orhan, 2012)
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2.1.3 Manfaat Pegagan

Centella asiatica merupakan tumbuhan fungsional yang dimanfaatkan karena
potensinya yang sangat banyak. Tumbuhan ini memiliki potensi antioksidan,
antimikroba, pelindung saraf dan aktivitas lainnya. Manfaat tersebut banyak diklaim
berkaitan dengan sifat kerja bioaktif pada tumbuhan tersebut, yaitu senyawa asam
triterpen (asam madekassosida dan asam asiatik), triterpen saponin (madekassosida dan
asiatikosida), flavonoid dans senyawa fenolik lainnya (Chandrika & Kumarab, 2015).
Asam asiatik pada pegagan berperan sebagai agen anti septik dan berpotensi sebagai
anti jamur (Irham et al., 2018).

Pegagan memiliki aktivitas antioksidan sebesar 84%, sebanding dengan ekstrak
biji anggur (83%) dan vitamin C (88%) (Hashim dkk., 2011). Tingat aktivitas
antioksidan bervariasi  pada jenis jaringan tanaman. Daun Centella asiatica
menunjukkan aktivitas antioksidan tertinggi dan mengandung kandungan fenolik
tertinggi. Antioksidan sendiri bermanfaat bagi organisme hidup sebagai penangkal
kerusakan akibat spesies oksigen reaktif (ROS) (Chandrika & Kumarab, 2015). Asam
asiatik pada pegagan mampu mengurangi stress oksidatif dan menurunkan produksi
NO yang berlebihan sejalan dengan penurunan aktivitas iNOS pada tikus sindrom
metabolik yang diinduksi karbohidrat tingggi (Pakdeechote et al., 2014). NO, hidrogen
peroksida dan radikal hidroksil merupakan jenis utama ROS yag merupakan produk
sampingan dari metabolisme sel yang berasal dari metabolisme oksigen. Sejumlah
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak air, ekstrak methanol, dan infus air Centella
asiatica memiliki efek antioksidan (Razali et al., 2019).

Asam asiatik pada pegagan memiliki manfaat melindungi dari nefropati
diabetik melalui penghambatan stress oksidatif. Asam asiatik mampu mengurangi
temuan patologis abnormal dari podosit pada jaringan ginjal tikus diabetes, selain itu
dapat meningkatkan ekspresi nefrin dan menurunkan ekspresi desmin, serta penekanan
aktivitas jalur pensinyalan JNK. Nefrin adalah protein penting pada struktur membran
podosit sebagai adhesi dan pensinyalan sel. Pensinyalan JNK (c-Jun amino-terminal

kinase) diaktifkan oleh tekanan stress seluler serta memainkan peran penting dalam
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peradangan, proliferasi sel, dan kematian sel, yang meyebabkan cidera ginjal kronis
(Chen et al., 2018).

Penelitian menunjukkan Centella asiatica juga efektif melawan diabetes
melitus dengan mekanisme penurunan kadar gula darah (Tulung dkk., 2021). Pegagan
memiliki aktivitas anti-hiperglikemik tanpa menyebabkan hipoglikemia. Sifat anti-
hiperglikemik Centella asiatica terjadi melalui penghambatan enzim disakaridase usus
maupun melalui a-amilase. Pencernaan sukrosa terhambat pada sepanjang saluran
pencernaan. Centella asiatica dikatakan mengandung oligosaccharide centellose, resin
dan sejumlah besar serat makanan yang tidak larut. Serat makanan memberikan
penghalang yang lebih besar untuk difusi yang disebabkan karena viskositasnya yang
tinggi serta kemampuannya untuk mengikat glukosa. Centella asiatica terbukti telah
mengurangi katabolisme sukrosa dan pati melalui penghambatan katabolik pada proses
pemecahan karbohidrat kompleks dan disakarida menjadi monosakarida. Maka setiap
penghambatan proses katabolik akan menghambat penyerapan gula dan pada akhirnya
menurunkan glikemik (Kabir et al., 2014).

Senyawa madekosida pada pegagan berpotensi sebagai agen anti-inflamasi
yang bermanfaat dalam sintesis kolagen untuk memperbaiki kerusakan sel. Serat
kolagen berperan dalam penyembuhan luka atau jaringan yang rusak (Irham et al.,
2019). Asam asiatik pegagan juga mampu memperbaiki cidera ginjal yang diinduksi
cisplatin, hal tersebut dikaitkan dengan tindakan anti-inflamasi dan meningkatkan
fungsi ginjal dengan mengurangi jumlah apoptosis sel. Asam asiatik menghambat
ekspresi mMRNA dari sitokin proinflamasi termasuk TNF-o dan IL-1 3 serta menekan
aktivasi NF-kB, yang dapat mengurangi jumlah kerusakan sel, sehingga tidak terjadi

penurunan sel pada ginjal (Yang et al., 2018).

2.2 Nanopartikel Tersalut Kitosan Metode Gelasi lonik

Pegagan merupakan tanaman berdaun hijau yang banyak digunakan dan
dimanfaatkan sebagai obat tradisional karena khasiat dan kandungannya (Chandrika &
Kumarab, 2015). Pemanfaatan pegagan sebagai obat herba banyak dalam bentuk segar,
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kering atau ekstrak, namun terdapat keterbatasan obat herba dalam bentuk ekstrak
kasar diantaranya menunjukkan potensi yang kurang baik secara in-vivo. Ekstrak
tersebut menunjukkan kelarutan lemak yang buruk dan ukuran molekul yang tidak
tepat, sehingga mengakibatkan penyerapan, proses delivery obat, dan bioavaibilitinya
rendah (Yasurin et al., 2016). Inovasi dalam biomedis dilakukan dengan
mengambangkan teknologi nanopartikel sebagai upaya peningkatan potensi obat herba
(Fahmi, 2020).

Nanoteknologi dapat menjadi salah satu solusi untuk meningkatkan potensi
suatu obat. Hal tersebut berkaitan dengan ukuran partikel yang dihasilkan dalam
rekayasa nanoteknologi. Dalam nanoteknologi partikel yang dihasilkan akan berskala
nano yang ukuran partikelnya sangat kecil. Ukuran partikel yang sangat kecil ini akan
memudahkan partikel dalam menembus sel, sehingga akan meningkatkan manfaat
suatu obat (Fahmi, 2020). Dalam penjelasan tersebut dapat diketahui bahwa di muka
bumi ini terdapat suatu zat atau partikel yang tidak dapat kita lihat secara langsung
dengan mata telanjang karena ukurannya yang sangat kecil dan keterbatasan
pandangan kita, namun semua itu tidak akan luput dari Pandangan Allah 4, karena
Allah 45 Maha Mengetahui atas segala sesuatu meliputi sekecil apapun ukuran suatu
partikel. Seperti halnya secara tersirat dijelaskan dalam QS: Saba’ [34]: 3, sebagai
berikut:

e 2aa Ul e i 55 o b el gl U e 5,1 s

UMM,,S@us;:f:\u)uuuw,w\uw@m@u)uw\ 5553 JU
Artinya:

Dan orang-orang yang kafir berkata: "Hari berbangkit itu tidak akan datang
kepada kami". Katakanlah: "Pasti datang, demi Tuhanku Yang Mengetahui yang
ghaib, sesungguhnya kiamat itu pasti akan datang kepadamu. Tidak ada tersembunyi
daripada-Nya sebesar zarrahpun yang ada di langit dan yang ada di bumi dan tidak
ada (pula) yang lebih kecil dari itu dan yang lebih besar, melainkan tersebut dalam
Kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)" (QS: Saba’ [34]: 3).
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Kata 7333 menurut Shihab (2002) digunakan dalam Al-Quran untuk
menunjukkan sesuatu yang kecil. Menurut masyarakat Jahiliah kata tersebut dipahami
sebagai kepala semut atau debu yang terlihat beterbangan dibawah sorot cahaya
matahari. Namun pada masa sekarang kata tersebut digunakan dalam arti atom. Dan
Allah mengetahui segala sesuatu dan telah tercatat dalam Lauh Mahfudz. Kata dzarrah
tersebut dimaknai sesuatu yang berukuran sangat kecil seperti halnya ukuran partikel
pada nanopartikel, untuk mengamati ukuran partikel pada skala nano harus dilakukan
menggunakan alat tidak dapat diamati secara langsung dengan mata. Allah 4
menciptakan dan mengetahui segala sesuatu yang terdapat di bumi walaupun sesuatu
tersebut berukuran sangat kecil, sebagaimana kecilnya ukuran partikel skala nano yang
dihasilkan dalam bidang nanoteknologi.

Nanopartikel adalah partikel koloid padat yang memiliki ukuran diameter
antara 10-1000 nm (Safitri, 2014). Pegagan sebagai tumbuhan yang berpotensi obat
banyak dimanfaatkan dengan teknologi nanopartikel. Penelitian Wilson et al., (2015)
menunjukkan nanopartikel pegagan dengan metode perak memiliki aktivitas
antioksidan kuat dan aktivitas antidiabetes dengan cara penghambatan terhadap enzim
a-amilase. Enzim o-amilase berfungsi melakukan hidrolisis terhadap ikatan alfa dari
polisakarida seperti glikogen menjadi gula sederhana seperti glukosa atau maltosa.
Penelitian Muchtaromah et al., (2021) menunjukkan bentuk sediaan nanopartikel
pegagan tersalut kitosan memiliki aktivitas antioksidan yang lebih baik dibandingkan
dengan sediaan ekstrak pegagan.

Nanopartikel dapat mengoptimalkan kelarutan zat aktif, memperbaiki
bioavaibilitasnya, meningkatkan stabilitas zat aktif, meningkatkan absorbsi senyawa
makromolekul, mengurangi iritas pada saluran cerna akibat zat aktif, serta dapat
meningkatkan sifat farmakologis dan terapeutik obat (Abdassah, 2017). Ukuran
nanopartikel yang kecil memiliki keunggulan pada aktivitas penyerapan dibandingkan
dengan ekstrak. Menurut Husniati (2014), nanopartikel yang memiliki ukuran di bawah

500 nm memiliki daya serap 3 kali lebih besar jika dibandingkan ekstrak dengan ukuran
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molekul di atas 1000 nm. Menurut Martien dkk., (2012) Kelebihan penggunaan
nanopartikel dapat menembus ruang antar sel yang hanya bisa dilewati partikel koloid,
dan terjadi kenaikan afinitas karena partikel berukura lebih Kkecil sehingga
meningkatkan ukuran luas permukaan kontak.

Nanopartikel menurut jenisnya dibedakan menjadi nanokristal dan nanokarier.
Nanokristal memanfaatkan gabungan dari beberapa molekul yang akan membentuk
suatu Kristal. Nanokristal biasanya dimanfaatkan untuk pemberian melalui jalur
tertentu seperti contohnya cairan infus, obat suntik dan obat tetes mata. Nanokarier
sendiri merupakan sistem nanopartikel dengan memanfaatkan suatu sistem pembawa
dengan ukuran nano. Nanokarier dibedakan menjadi beberapa jenis diantaranya
nanotube merupakan lembaran atom yang diatur berbentuk tube yang digunakan dalam
transformasi sel bakteri untuk elektroporesi sel, nanoliposom merupakan sistem
pembungkusan cairan dengan membran lipid lapis ganda dari fosfolipid alam, dan
nanopartikel polimerik yang memanfaatkan polimer padat dengan senyawa obat yang
terdispersi didalamnya (Abdassah, 2017).

Biopolimer memiliki keunggulan dapat membentuk jaringan Yyang
dikembangkan sebagai sistem pembawa dalam bentuk matriks, bersifat inert terhadap
bahan aktif, selain itu memiliki banyak gugus fungsi sehingga pengikatan molekul obat
dapat dimaksimalkan, dapat dikatakan memiliki efisiensi penjerapan obat tinggi
(Martien dkk., 2012). Kitosan adalah jenis biopolimer yang banyak digunakan. Kitoan
merupakan polisakarida polimer alami yang terdiri dari glukosamin deasetilasi dan N-
acetyl-d-glucosamin (Souto et al., 2019). Kitosan meruakan polisakarida putih, keras,
tidak elastis dan mengandung nitrogen. Kitosan memiliki tiga gugus fungsional yaitu,
gugus amino dan gugus hidroksil primer dan hidroksil sekunder pada posisi C2, C3 dan
C6 seperti gambar 2.3. Kitosan merupakan solusi ramah lingkungan terhadap
pencemaran yang disebabkan oleh industri pengolahan hasil laut, karena setiap tahun
60 sampai 80 ribu ton limbah cangkang diproduksi secara global (Divya & Jisha, 2018).

Kitosan diproduksi dengan proses deasetilasi senyawa Kitin, yang merupakan

komponen utama kutikula serangga, dinding sel jamur, cangkang kepiting dan udang
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(Divya & Jisha, 2018). Dapat diketahui kitosan berasal dari proses pemanfaatan limbah
cangkang hewan yang banyak mengandung kitin. Hal tersebut merupakan salah satu
karunia dari Allah 4 menurunkan manfaat pada hewan-hewan yang la ciptakan untuk

berfirman dalam

dapat dimanfaatkan manusia. Sebagaimana secara tersirat Allah 4
QS: Yasin [36]: 72-73, sebagai berikut:
> /TEE} < .. PP D A () % 1 s ;/ -2 . 5558 )/ o> < 5 35Y //’af/
Q)MU&\QQLMJ}CE.’»\AL@{‘.}?.@))V( ujjb\ﬁ\'@*fjf@" )Wfﬁjw')j
Yy
Artinya:

Dan Kami tundukkan binatang-binatang itu untuk mereka; maka
sebahagiannya menjadi tunggangan mereka dan sebahagiannya mereka makan. Dan
mereka memperoleh padanya manfaat-manfaat dan minuman. Maka mengapakah
mereka tidak bersyukur? (QS: Yasin [36]: 72-73)

Quran Surat Yasin ayat 71 menurut Ibnu Katsir (2003) menjelaskan bahawa

Allah 4¢ memberikan nikmat kepada makhluk-Nya berupa binatang yang ditundukkan
untuk mereka. Kalimat @lw led }éjj memiliki arti dan mereka memperoleh padanya
manfaat-manfaat menurut tafsir Ibnu Katsir (2003) binatang-binatang tersebut dapat
memberikan manfaat sebagai barang-barang rumah tangga atau barang-barang
dagangan hingga batas waktu tertentu. Atas nikmat yang telah Allah 4 berikan maka
hendaklah selalu bersyukur dengan Sang Maha Pencipta dan Pengatur segala urusan.
Pada penelitian ini digunakan Kitosan yang merupakan hasil pemrosesan dari senyawa
kitin yang didapat dari kutikula serangga atau cangkang udang, yang merupakan
manfaat yang dapat diambil dari sumber pemanfaatan hewan yang telah Allah %
persiapkan untuk makhluk-Nya. Karena kitosan diambil dari bahan hewan yang
didapat dari alam, sehingga kitosan memiliki sifat yang aman dan baik digunakan untuk

biopolimer nanopartikel.
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Gambar 2.3 Struktur Kitosan

Kitosan menunjukkan sifat ideal biokompatibilitas, biodegradabilitas,
mukoadhesivitas, non-toksisitas, dan antimikroba (Divya & Jisha, 2018; Souto et al.,
2019). Sifat khas polimer kitosan yang tidak dimiliki polimer lain yaitu kemampuannya
dalam membuka kaitan antar sel (tight junction) pada membran usus seperti pada
gambar 2.4. Muatan positif pada gugus ammonium kitosan dapat melakukan interaksi
ionik dengan asam sialat yang ada di membran intestinal saluran gastrointestinal
(Martien dkk., 2012), selain itu kitosan terbukti memiliki kemampuan mukoadhesivitas
pada Gl track (Souto at al., 2019).

-~ 3
: B mukus
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Gambar 2.4 pembukaan tight junction oleh nanopartikel kitosan (Martien, 2012)

Terdapat lima jenis metode yang digunakan dalam membuat nanopartikel
kitosan diantaranya mikroemulsi yang dilakukan dengan melarutkan surfaktan dalam
N-heksana dan kitosan dalam larutan asetat dan glutaraldehid, metode ini memiliki
kerugian karena penggunaan antigenik glutaraldehid. Kemudian ada metode difusi

pelarut emulsifikasi, menggunakan prinsip pembentukan emulsi dari injeksi fasa
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organik ke dalam larutan kitosan, kerugian metode ini adalah penggunaan pelarut
organik. Metode selanjutnya adalah metode kompleks polielektrolit, yang terbentuk
dengan penyusunan polimer bermuatan kationik dengan DNA plasmid. Selanjutnya
terdapat metode reverse micellar, dilakukan dengan menambahkan larutan kitosan
pada pelarut organik yang mengandung surfaktan dengan proses agitasi konstan.
Metode terakhir adalah metode gelasi ionik yang menggunakan prinsip cross link atau
ikatan sambung silang antara elektrolit dan pasangan ionnya (Divya & Jisha, 2018).

Metode Gelasi ionik memanfaatkan interaksi ikatan elektrostatis gugus amina
kitosan yang bermuatan positif dengan muatan negatif pada gugus polianion
(tripolifosfat) (Divya & Jisha, 2018). Kitosan pertama dilarutkan dalam larutan yang
memiliki pH asam salah satunya asam asetat, sehingga gugus aminanya (-NH2)
berubah menjadi terionisasi positif (-NHz*). Muatan positif tersebut membentuk
interaksi ionik dengan gugus polianion yang bermuatan negatif. Penambahan cross
linker berfungsi menstabilkan muatan positif, Cross linker yang dgunakan berupa
polianion seperti tripolifosfat (TPP). lkatan antara kitosan dan TPP yang terbentuk
mereduksi ukuran partikel molekul obat ekstrak pegagan. Kompleksasi antara polimer
kitosan dengan molekul obat yang memiliki muatan berlawan, serta distabilkan oleh
polianion dapat dilihat pada gambar 2.5 (Martien, 2012).

1 Biopolimer a 2 Biopolimer

Gambar 2.5 Matrik Nanopartikel Metode Gelasi lonik (Abdassah, 2017)
Pembuatan nanopartikel dengan metode gelasi ionik dapat dimodifikasi dengan

metode ultrasonikasi, yang bertujuan memberikan efek mekanik pada proses
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homogenisasi sehingga terbentuk getaran untuk mengecilkan ukuran partikel (Nugroho
dkk., 2020). Metode ini memiliki prinsip terjadi pemecahan reaksi intermolekuler,
sehingga dibentuk partikel dengan ukuran nano. Sonikasi dilakukan dengan
memanfaatkan gelombang ultrasonic pada frekuensi 20 KHz sampai 10MHz yang
melebihi batas pendengaran manusia. Gelombang ultrasonik merupakan suatu
gelombang mekanik longitudinal, sehingga membutuhkan medium perambatan untuk
berinteraksi dengan molekul. Medium yang digunakan diantaranya medium padat, cair
dan gas. Gelombang ultrasonik yang melewati medium menimbulkan getaran partikel

medium degan amplitude yang sejajar arah rambat (Candani dkk., 2018).

2.3 Tinjauan Mencit (Mus musculus)

Allah 4¢ menciptakan berbagai jenis makhluk hidup baik manusia, tumbuhan
ataupun hewan. Makhluk hidup yang diciptakannya memiliki bentuk, ukuran, sifat, ciri
fisiologi yang berbeda-beda. Perbedaan-perbedaan tersebut menjadikan makhluk hidup
dapat dikelompokkan berdasarkan ciri mendasarnya. Perbedaan tersebut juga
memperlihatkan keberagaman bentuk makhluk hidup ciptaan Allah, salah satunya
berbagai jenis hewan yang Allah % ciptakan dengan bermacam Kkarakternya.
Sebagaimana Allah 45 menjelaskan dalam QS: An-Nur [24]: 45 sebagai berikut:

caslis JB 235 05 iy el 0 JB 235 05 RIS o BB K s
i°jﬁ‘3‘§§C§‘“J§L§L& ‘Q\L;lﬁ—s.wuﬁ },/u&)g&wwrﬁﬁj
Artinya

Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua kaki
sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan apa yang
dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu. (QS: An-Nur
[24]: 45).

Allah 4 menciptakan berbagai jenis hewan seperti dalam Surat An-Nur ayat

45. Menurut Ibnu Katsir (2003), Allah 4 mengungkapkan kebesarannya dalam
menciptakan makhluknya yang memiliki berbagai macam bentuk, yang la ciptakan dari

air. Diantara makna Surat An-Nur ayat 45 terdapat kata “;—}j‘ e ik (a adie3” yang
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artinya “sedangkan sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki”, menurut tafsir
Ibnu Katsir (2003), ayat tersebut menjelaskan hewan ternak dan hewan lain yang
memiliki empat kaki. Kemudian disebutkan dalam ayat selanjutya yang bermakna apa
yang la kehendaki pasti ada, sedangkan apa yang tidak la kehendaki pasti tidak ada.
Pada makna tersebut dijelaskan kelompok hewan yang memiliki empat kaki sebagai
alat geraknya, sebagaimana mencit yang masuk kedalam kelompok hewan berkaki
empat.

Hewan coba merupakan hewan model yang sengaja dipelihara sebagai
pembelajaran untuk mengembangkan berbagai bidang ilmu yang dilakukan pada skala
pengamatan laboratorium atau penelitian biologis dan biomedis. Hewan coba yang
sering digunakan adalah mencit (Mus musculus). Mencit merupakan mamalia pengerat
yang mudah dikembang biakan, mencit dapat hidup hingga umur satu sampai tiga
tahun, namun usia mencit dapat dipengaruhi oleh jenis galur, lingkungan dan penyakit.
Mencit dapat menghasilkan kurang lebih satu juta keturunan dalam kurun satu tahun,
dengan produktivitas seksualnya selama tujuh hingga delapan bulan dan rata-rata anak
setiap kelahiran sebanyak enam sampai sepuluh anak. Berikut klasifikasi mencit
(Tolistiawaty, 2019):

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Sub-Filum  : Vertebrata

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

Spesies : Mus musculus

Mencit digunakan sebagai hewan coba karena mudah dipelihara dengan jumlah
yang banyak, memiliki karakteristik anatomi dan fisiologis yang baik, variasi
genetiknya besar, relative murah, penanganan mudah, siklus hidup yang singkat

sehingga dimungkinkan melakukan penelitian proses biologis pada semua siklus hidup,
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memiliki masa kebuntingan singkat sekitar 19 — 20 hari dan perkembangbiakannya
cepat karena memiliki daur estrus teratur, memiliki keselarasan pertumbuhan seperti
kondisi manusia (Maryanto et al., 2005; Putri, 2018). Keunggulan Mencit strain Balb
C relative tahan terhadap diet dan induksi alergi dalam eksperimental serta kebal
dengan tanggapan bias sehingga sering digunakan dalam percobaan laboratorium.
Strain ini memiliki ciri tubuh yang kecil, berwarna putih, albino, dengan siklus estrus

empat sampai lima hari (Dlar, 2009).

2.4 Agen Diabetogenik Streptozotosin

Streptozotosin (STZ) merupakan derivate N-nitrosurea dari D-glukosamin,
yang digunakan sebagai agen diabetogenik dengan kemampuan yang dapat merusak
sel beta pankreas. Streptozotosin didapat dari bakteri Streptomyces acharomogenes
(Raza, 2013). Streptozotosin menyebabkan kerusakan integritas membran, interaksi
enzim (enzim glukokinase) dan fragmentasi DNA pada sel B pankreas, dengan
melakukan perusakan pada GLUT-2 yang berfungsi sebagai pengangkut glukosa untuk
memasuki sel B pankreas (Bilous & Donelly, 2015).

Streptozotocin

Gambar 2.6 Struktur Kimia Streptozotosin

Beberapa mekanisme streptozotosin menyebabkan kematian sel beta pankreas
dijelaskan oleh beberapa mekanisme diantaranya, streptozotosin dapat merusak DNA
melalui proses metilasi DNA sehingga terbentuk ion karbonium yang akan
menyebabkan penurunan NAD™ yang sangat besar sehingga menyebabkan penghentian
energi yang pada akhirnya menyebabkan kematian sel beta pankreas (Eleazu et al.,
2013). Keterlibatan Nitric oxide juga mengusulkan sebagai mekanisme efek
diabetogenik pada streptozotosin yang bersifat toksik terhadap sel beta pankreas.
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Streptozotosin digunakan untuk menginduksi diabetes dengan multiple low doses.
Setelah beberapa kali injeksi STZ dosis rendah, proses degenerasi sel beta pula
pankreas langsung memulai respons inflamasi. Sel-sel mononuclear bermigrasi dari
aliran darah menuju jaringan, di mana mereka berdiferensiasi menjadi makrofag. Sel-
sel ini memfagositosis sel beta pankreas (Rodrigues et al., 2018).

Streptozotosin yang bekerja pada sel p pankreas dengan aksi sitotoksi
dipengaruhi oleh Reaksi oksigen spesies (ROS) sehingga memicu tingginya produksi
radikal bebas yang menimbulkan stress oksidatif (Tatto dkk., 2017). Karena sifat
khusus streptozotosin yang lebih stabil sehingga agen ini banyak menjadi pilihan untuk
induksi dari keadaan metabolik diabetes pada hewan percobaan. Streptozotosin pada
dasarnya membuat model hewan coba seperti sindrom diabetes tipe 1 yang

menyebabkan ketergantungan insulin akibat kematian sel (nekrotik) (Lenzen, 2008).

2.5 Diabetes Melitus

Diabetes melitus merupakan penyakit kronis jangka panjang yang ditandai
dengan tingginya kadar glukosa dalam darah, yang diakibatkan tubuh tidak dapat
memproduksi cukup insulin atau sel tubuh tidak efektif merespon insulin atau disebut
resistensi insulin (IDF, 2019). Diabetes melitus berasal dari bahasa Yunani yang terdiri
dari dua kata, yang berarti saluran pengeluaran cairan dan madu. Insulin merupakan
hormon yang dapat menurunkan kadar gula dalam darah agar tetap stabil (Bilous &
Donelly, 2015), serta berfungsi dalam metabolisme lemak serta protein. kurangnya
penghasilan insulin serta penurunan kepekaan sel dalam merespon insulin
menyebabkan tingginya kadar glukosa darah (hiperglikemia) yang dapat diindikasi
dengan idikator Kklinis yaitu salah satunya kadar glukosa darah puasanya diatas 7
mmol/L atau diatas 126 mg/dL (IDF, 2019).

Pada 2019 diperkirakan 463 juta orang menederita diabetes. Angka tersebut
meningkat yang diketahui pada tahun 2017 penderita diabetes masih sebesar 425 juta
orang. Jumlah anak-anak dan remaja (yaitu hingga 19 tahun) yang hidup dengan

diabetes melitus meningkat setiap tahun. Pada 2019 diketahui lebih dari satu juta anak
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dan remaja menderita diabetes tipe 1, dan diperkirakan 136 juta orang dengan usia
diatas 65 tahun menderita diabetes (IDF, 2019).

Klasifikasi diabetes berdasarkan pada etiologi penyakit. Klasifikasi pertama
yaitu diabetes tipe 1 yang disebabkan hancurnya sel beta di pankreas. Diabetes tipe 1
diklasifikasikan kembali berdasarkan penyebabnya, diantaranya disebabkan autoimun
atau disebabkan idiopatik (tidak ditemukan autoimun). Pada autoimun, antibody dari
sel beta pankreas akan melakukan penghancuran terhadap sel beta. Orang dengan
diabetes tipe 1 membutuhkan injeksi insulin dari luar setiap harinya, untuk menjada
kadar glukosa dalam darah tetap stabil. Gambaran klinis diabetes tipe 1 diantaranya,
rasa haus yang berlebih dan ketoasidosis (muntah, dehidrasi, hiperventilasi), penurunan
berat badan, ketoasis spontan, penanda auto imun ditemukan pada sel pulau pankreas
(Bilous & Donelly, 2015).

Klasifikasi selanjutnya adalah diabetes tipe 2, disebabkan ketidakmampuan sel-
sel tubuh untuk merespon insulin. Resistensi insulin menyebabkan hormon tidak aktif
dalam menyimpan glukosa, sehingga kadar glukosa tetap tinggi, hal tersebut
menginisiasi meningkatnya penghasilan insulin. Insulin yang tidak memadai dapat
berkembang sebagai akibat dari kegagalan sel beta pankreas memenuhi permintaan.
Pada awalnya diabetes tipe 2 sering menyerang orang yang tua atau lanjut usia, namun
meningkatnya tingkat obesitas, serta penurunan aktivitas fisik dan pengaturan diet yang
buruh menyebabkan anak-anak dan orang yang lebih muda juga dapat terjangkit
penyakit ini (IDF, 2019).

Hiperglikemia pada penderita diabetes mempengaruhi sistem pembuluh darah.
Terutama komplikasi mikrovaskular seperti menyebabkan kerusakan mata (retinopati),
kerusakan ginjal (nefropati) dan kerusakan saraf (neuropati) serta penyakit
makrovaskular seperti aterosklerosis. Penyakit mikrovaskuler terbukti kuat
berhubungan dengan durasi dan tingkat keparahan hiperglikemia, baik pada diabetes
tipe 1 atau tipe 2. Seiring lamanya diabetes yang diderita pasien, pravelensi retinopati,

nefropati, dan neuropati terus meiningkat pada pasien yang memiliki kontrol glikemik
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buruk (Bilous & Donelly, 2015). Kerusakan mikrovaskuler pada komplikasi kronik
diabetes dapat terjadi dalam kurun 10-15 tahun (Djari, 2008).

2.6 Struktur Histologi dan Fungsi Ginjal

Ginjal terletak pada belakang rongga abdomen, sejajar mulai dari vertebrata
torakalis ke-12 sampai vertebrata lumbalis ke-13. Posisi ginjal Kiri lebih tinggi
dibading ginjal kanan karena terdapat hati. Ginjal diselubungi oleh kapsul ginjal,
diantaranya perirenal fascia yang juga menyelubungi kelenjar adrenal, diantara kapsul
dan perirenal fascia terdapat jaringan ikat yang sangat longgar yaitu kapsul adiposa
(Callaghan, 2009).

e S}lf}'—- I Ginjal Kiri
re . W Kandung Kemih
Rectum & - L/,;&d

e —————b— Urethra

Gambar 2.7 Letak Anatomi Ginjal Mencit (Tambupol, 2014).

Bagian ginjal jika dibelah secara coronal memperlihatkan bagian korteks pada
sisi luarnya dan bagian medulla pada sisi yang lebih dalam seperti gambar 2.8. Pada
setiap medulla tersusun atas struktur piramida ginjal yang berjumlah 8-15 buah, yang
setiap piramida ini dipisahkan oleh juluran columna renalis. Setiap ginjal memiliki 1-
1,4 juta unit fungsional disebut nefron, cabang setiap nefron terdiri dari korpuskel
ginjal, tubulus proksimal, gelung nefron, tubulus distal, serta tubulus colligens.
Tubulus colligens yang berasal dari beberapa nefron kemudian berkumpul dan menjadi
satu dalam ductus colligens. Gambar Nefron ginjal dapat dilihat pada gambar 2.9
(Mescher, 2017).
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Gambar 2.8 Potongan Koronal Ginjal Kanan (Mescher, 2017)
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Gambar 2.9 Nefron (Mescher, 2017)

Korpuskel ginjal memiliki diameter 200 um, yang memiliki berkas kapiler
glomelurus, serta dikelilingi oleh epitel simpai bowman yang dapat dilihat pada gambar
2.10 (Mescher, 2017). Secara histologi bagian ini berbentuk bundar dan berwarna lebih
gelap daripada sel di sekiarnya, karena memiliki sel yang lebih padat. Pada permukaan
luar terdapat epitel selapis tipis disebut simpai bowman atau disebut lapisan parietal.
Dibawah simpai bowman lapis parietal terdapat ruang kosong berfungsi menampung
cairan ultrafiltrat. Terdapat kutub vaskuler pada glomerulus yang merupakan tempat
masuk dan keluarnya aliran darah melewati arteriol. Arteriol yang membawa aliran
darah masuk ke glomerulus disebut vasa aferen yang selanjutnya bercabang menjadi
sekitar lima kapiler glomerulus. Kapiler glomerulus diselubungi oleh sel podosit yang
disebut lapisan visceral. Antara sel endotel dan sel podosit glomerulus sulit untuk
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dibedakan pada pengamatan histologi glomerulus dengan mikroskop cahaya.
Pembuluh kapiler glomerulus yang sebelumnya bercabang-cabang, ketika akan keluar
dari korpuskel ginjal akan bersatu kembali menjadi satu jalan keluarnya darah dari

glomerulus yang disebut vasa eferen (Wonodirekso, 2013).
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Gambar 2.10 Korpuskel Ginjal (Mescher, 2017)

Kapsula bowman atau lapisan parietal terdiri dari sel epitel selapis pipih, lamina
basalis serta selapis serat reticular yang tipis pada bagian luarnya. epitel yang awalnya
pipih pada kapsula bowman kemudian pada bagian kutub tubular epitel berubah
menjadi selapis kuboid yang merupakan ciri khas epitel pada tubulus proksimal,
sedangkan sel pada lapis viseral disebut podosit dengan badan sel yang menjulur
membentuk prosesus primer kemudian menjulur kembali menjadi prosesus sekunder
yang disebut pedikel dengan posisi memeluk kapiler glomerulus. Pedikel ini saling
mengunci dan membentuk celah filtrasi dengan lebar kurang lebih 30-4 nm (Mescher,
2017).

Di antara sel endotel glomelurus dan sel podosit, terdapat membran basal
glomerular tebal kurang lebih 0,1 um. Membran ini berfungsi sebagai filtrasi yang
memisahkan darah dalam kapiler dengan ruang kapsuler, selain itu korpuskel ginjal
juga memiliki sel mesangial. Sel mesangial tidak mudah dibedakan dari pengamatan
glomerulus karena tercampur dengan podosit, tetapi sebenarnya sel mesangial
memiliki warna yang lebih gelap jika diwarnai. sel mesangial dan matriks disekitarnya
disebut sebagai mesangium (Mescher, 2017).

Filtrat urin yang telah terbentuk pada glomerulus kemudian disalurkan ke

tubulus, terjadi perubahan volume dan isi dari filtrate akibat proses reabsorpsi dan
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sekresi (Callaghan, 2009). Tubulus yang berhubungan langsung dengan simpai
bowman adalah tubulus proksimal. ukuran panjang tubulus proksimal lebih pajang jika
dibandingkan tubulus distal, sehingga tubulus proksimal lebih sering ditemukan pada
potongan korteks ginjal. sifat sitoplasma dari sel tubulus proksimal adalah asidofilik
(kemerahan) yang dipengaruhi oleh banyaknya jumlah mitokondria. Bagian sel yang
menghadap lumen ditemukan mikrovili yang disebut Brush border seperti pada gambar
2.11, yang berfungsi dalam proses reabsorpsi. Dinding sel tubulus proksimal tersusun
oleh sel epitel selapis kuboid dengan batas sel yang kurang jelas. Memiliki inti
berbentuk bundar berwarna biru dengan letak antar inti sel terlihat berjauhan, karena
ukuran selnya besar, sehingga pada satu potongan melintang tubulus proksimal hanya
ditemukan 3-5 inti. Brush border pada sediaan histologi terlihat kurang teratur dan
seperti serabut yang mengisi lumen (Wonodirekso, 2013; Mescher, 2017).

Mikrovili panjang Sedikit mikrovili pendek

Inti vF i ]
Mitokondria Fﬁ‘ & '& e i, &
R Membran -
Tubulus kontortus proksimal  basal Tubulus kontortus distal

Gambar 2.11 Sel Tubulus Proksimal dan Tubulus Distal (Mescher, 2017)

Seiring dengan tubulus proksimal lurus maka berubah menjadi ansa henle
segmen desendens (Callaghan, 2009). Ansa henle ini terdapat pada bagian medula
ginjal. Jarigan medula terdiri dari saluran-saluran lurus yag berfungsi sebagai
reabsorpsi dan sekresi seperti pada gambar 2.12. Saluran yang terdapat di bagian
medula diantaranya Ansa henle segmen tebal turun (pars desenden) dengan gambaran
histologi mirip tubulus kontortus proksimal dengan perbedaan terletak pada garis
tengah yang terlihat kecil. Selanjutnya ada Segmen tipis ansa henle dengan gambaran
seperti kapiler darah yang memiliki epitel selapis sel pipih dan sitoplasma yang jelas
terlihat. Selanjutnya Ansa henle (pars asenden) dengan gambaran seperti tubulus
kontortus distal dengan garis tengah terlihat kecil (Wonodirekso, 2013).
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Saat akan memasuki korteks ginjal, pars asenden menjadi jalinan yang lurus,
kemudian bersambung menjadi tubulus kontortus distal yang berkelok. Tubulus distal
memiliki selapis sel epitel yang berbentuk kuboid dan berukuran lebih kecil jika
dibanding ukuran sel epitel tubulus proksimal. Inti selnya berbentuk bundar berwarna
biru. Sitoplasmanya berwarna basofil (kebiruan). Setiap potongan melintang tubulus
distal terlihat memiliki inti lebih banyak dan jarak antar inti lebih dekat, karena ukuran
sel yang lebih kecil seperti pada gambar 2.13. Bagia tubulus distal yang lurus berkontak
dengan kutub vascular korpuskel ginjal dan membentuk struktur khusus yang disebut
apparatus juxtaglomerularis. Urin kemudian mengalir dari tubulus kontortus distal
menuju tubulus colligens dengan saluran yang lebih besar dan lurus, kemudian berjalan

pada tepien piramida ginjal menuju calyx minor (Wonodirekso, 2013; Mescher, 2017).

Gambar 2.13 Histologi Tubulus Proksimal dan Tubulus Distal (Mescher, 2017)
Fungsi terpenting ginjal yaitu sebagai pengatur homeostasis kadar air dan ion
darah (keseimbangan cairan dan elektrolit). Ginjal mempertahankan kadar ion dan air
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dalam darah normal dengan menyeimbangkan antara asupan zat-zat tersebut dengan

ekskresi dalam bentuk urin. Terdapat enam kelompok fungsi ginjal diantaranya

(Silverthorn et al., 2014):

a) Pengaturan volume cairan ekstraselular dan tekanan darah, bila volume cairan
ekstraseluler (CES) berkurang maka tekana darah juga berkurang, sehingga tubuh
tidak dapat mempertahankan aliran darah yag cukup ke otak.

b) Pengaturan osmolaritas dengan cara mengaktifkan hormon yang mendorong rasa
haus untuk mempertahankan osmolaritas.

c) Mempertahankan keseimbangan ion dengan kehilangan melalui urin.

d) Pengaturan homeostasis pH, bila cairan ekstraseluler menjadi terlalu asam ginjal
akan membuang H* dan mempertahankan ion bikarbonat (HCOs).

e) Ekskresi limbah seperti obat-obatan dan toksin.

f) Pembentukan hormon, seperti hormon eritropoietin (sintesis sel darah merah),

renin (homeostasis keseimbangan natrium dan tekanan darah).

2.7 Hubungan Diabetes melitus dengan Kerusakan Ginjal (Nefropati Diabetik)

Diabetes melitus dapat berkembang menjadi komplikasi penyakit pada ginjal,
diketahui sekitar 20-40% pederita diabetes melitus tipe Il dan sekitar 30% pasien
diabetes melitus tipe | dapat berkembang menjadi komplikasi pada ginjal (Stephens et
al., 2020). Hiperglikemia yang terjadi pada penderita diabetes melitus berkontribusi
terhadap komplikasi ginjal dengan menyebabkan terjadinya inflamasi dan fibrosis pada
glomerulus dan tubulus ginjal, sehingga terjadi kerusakan fungsi ginjal (Tjekyan,
2014).

Derajat hiperglikemia dapat menyebabkan komplikasi jaringan karena
berhubungan dengan gangguan mikrovaskuler pada organ, seperti gangguan terhadap
organ ginjal atau biasa disebut nefropati diabetik (Bilous & Donelly, 2015). Diabetes
melitus menyebabkan dinding arteriol, yang merupakan bagian terkecil dari arteri,

mengalami kerusakan (sklerosis). Terjadinya sklerosis menyebabkan penyempitan
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dinding kapiler darah, sehingga pasokan oksigen yang sampai kejaringan tidak cukup
dapat menyebabkan luka jaringan (Cintari, 2008).

Perkembangan nefropati diabetik dikaitkan dengan banyak perubahan dalam
struktur beberapa kompartemen ginjal. Perubahan paling awal yang konsisten adalah
penebalan membran basal glomerulus yang terlihat dalam 1,5 sampai 2 tahun diagnosis
DM 1. Penumpukan membran basal glomerulus terjadi akibat penumpukan bahan
matriks seperti kolagen dan laminin tipe IV, selain itu penumpukan ini dapat terjadi
pada mesangium glomerulus menyebabkan terjadinya ekspansi mesangial, yang dapat

membentuk perkembangan Kimmelstiel-Nodul Wilson (Alicic et al., 2017).

Gambar 2.14 Glomerulopathy pada penderlta Diabetes
A=glomerulus normal; B=Mesangial expansion; C=awal pembentukan

nodul;D=Nodul; E=Dilatasi Kapiler; F=Lesi glomerulus

Gambar 16.4 Mikrograf elektron glomerulus dari pasien diabetes, menun-
jukkan penebalan membtan basalis (GBM) dan perluasan mesangium disertai
p pukan matriks ek (MES).

Gambar 2.15 Penebalan membran basalis glomerulus (Bilous & Donelly, 2015)
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Perubahan pada glomerulus lainnya diantaranya hilangnya sel epitel podosit
dengan penipisan pada jalinannya. Penurunan podosit memungkinkan terjadinya
peningkatan filtrasi albumin yang menandai nefropati progresif. Pada kapsul bowman
dan tubulus proksimal juga terlihat deposit subepitel (terjadi lesi) (Alicic et al., 2017).
Kadar gula darah yang tinggi menyebabkan kerja sel tubulus dalam mereabsorpsi lebih
berat, hal tersebut menyebabkan terjadinya sel tubulus menjadi hipertrofi, pada tahap
selanjutnya terjadi penebalan membran basalis tubulus dan dilatasi tubulus, kemudian
akan menyebabkan atrofi sel tubulus dan fibrosis peritubuler (Singh & Farrington,
2010). Pada tubulus proksimal dan distal terjadi proses reabsorbsi dan sekresi, sehingga
menjadi bagian pada nefron yang mudah terpapar zat toksik, selain itu pada tubulus
proksimal secara khusus terjadi rebasorbsi glukosa. Apabila glukosa terakumulasi

banyak akan mengganggu sistem metabolik pada sel tubulus (Kamaliani, 2019).

A Normal kidney glomerulus B Diabetic kidney glomerulus

Endothelial cell membrane (GBM) Endothelial cell membrane (GBM)

Gambar 2.16 Morfologi ginjal normal dan perubahan struktur pada diabetes
melitus (Alicic et al., 2017)

Penelitian menunjukkan bahwa aliran darah yang masuk ke ginjal meningkat
disertasi dilatasi relative arteriola aferen glomerulus dibanding eferen pada penderita
diabetes melitus. Hal tersebut menyebabkan terjadi peningkatan pada kapilar
glomerulus karena blok angiotensin Il merelaksasi arteriola eferen. Terjadinya
nefropati diabetik juga dipengaruhi oleh proses hemodinamik diantaranya hiperfiltrasi,
peningkatan tekanan kapiler glomerulus, dan hipertensi sitemik (Bilous & Donelly,
2015).
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Hiperglikemia dapat menyebabkan komplikasi pada ginjal atau nefropati
diabeti akibat dari beberapa mekanisme jalur metabolik dan second messenger,
diantaranya melalui jalur poliol. Pada jalur poliol terdapat enzim aldoreduktase
merupakan enzim pembatas kadar yang salah satunya ditemukan di tubulus dan
glomerulus ginjal, yang berfungsi mengurangi glukosa yang terikat pada alkohol gula
menjadi sorbitol. Jalur ini biasanya tidak aktif, namun keadaan hiperglikemia
menyebabkan peningkatan fluks gluosa yang mengarah pada penumpukan glukosa.
Sorbitol yang dihasilkan tidak dapat berdifusi dengan mudah menembus membran sel
dan kerusakan terjadi akibat tekanan osmotik, Selain itu terjadi penurunan kadar
NADPH sehingga berdampak pada pengaktifan protein kinase C dan peningkatan
pembentukan advanced glycation endproduct, menyebabkan peningkatan tekanan
oksidatif pada sel (Bilous & Donelly, 2015).

Advanced glycation endproduct atau disingkat AGE merupakan hasil reaksi
glukosa dan senyawa yang terglikasi lain. Advanced glycation endproduct dapat
menyebabkan kerusakan endotel sel dan menyebabkan komplikasi diabetes melalui
dua cara, yang pertama akibat taut-silang protein matriks seperti kolagen dan laminin,
sehinga pembuluh darah menjadi kaku dan menyebabkan terjadinya permeabilitas dan
elastisitas pembuluh darah. Kedua dengan cara AGE yang berikatan dengan
reseptornya yaitu RAGE pada beberapa jenis sel seperti monosit atau makrofag, sel
mesangium glomerulus, dan sel endotel. Pengikatan tersebut mengarah pada
pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS), pengaktifan seond messenger seperti
protein kinase C (PKC), pelepasan faktor transkripsi NFxB serta perangsangan sitokin
dan pembentukan faktor pertumbuhan VCAM-1 yang menyebabkan adhesi sel
peradangan (Bilous & Donelly, 2015).

2.8 Nekrosis Sel Ginjal

Nekrosis merupakan proses kematian sel yang terjadi secara tidak terkontrol
akibat adanya trauma fisik, terkena racun, kekurangan oksigen akibat terputusnya
asupan darah, atau perubahan suhu ekstrim. Sel nekrosis terlihat membengkak,
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organel-organel sel rusak, dan pada akhirnya sel pecah. Isi sel yang keluar, termasuk
keluarnya enzim pencernaan dapat merusak sel disekitarnya sehingga akan timbul
peradangan (Barret et al., 2015). Menurut Cotran et al. (2007) selama seminggu setelah
proses nekrosis pada jaringan ginjal akan tampak proses regenerasi sel epitel yang akan
terbentuk lapisan sel epitel kuboid yang rendah, serta akan terjadi proses mitotik pada
sel tubulus yang tidak nekrosis. Proses regenerasi tetap berjalan apabila membran
basalin tidak rusak.

Proses perubahan miroskopik sel nekrosis dapat terjadi pada sitoplasma dan
bagian organl-organel sel, namun tanda proses nekrosis sel dapat dilihat pada tiga
tahapan perubahan nuklear seperti pada gambar 2.17 (Kevin, 2010):

a) Piknosis, yaitu menyusutnya inti sel hingga terlihat mengkerut, terjadi
penggumpalan serta densitas kromatin meningkat, batas yang tidak teratur serta
berwarna hitam.

b) Karioreksis, menunjukkan membran pada nukleus robek dan materi kromatin
tersebar dalam sel karena inti sel telah hancur.

c) Kariolisis, Inti sel telah tercerna sehingga tidak dapat terwarnai dan tidak nampak.

Pyknotic rucieus Karyorthaxic ¥agments of muckus

Inti normal inti piknotik inti karioreksis inti kariolisis

Gambar 2.17 Tahapan Nekrosis Sel (Kevin, 2010)

Organ ginjal merupakan organ penting yang berfungsi sebagai penyaring untuk
mengeluarkan zat-zat toksik dalam tubuh melalui penyaringan darah. Terkait fungsi
ginjal tersebut, ginjal menjadi organ yang mudah terpapar oleh radikal bebas akibat
mekanisme hiperglikemia darah dan zat-zat toksik yang terbawa, sehingga sel-sel

ginjal sangat rentan mengalami kerusakan dan menyebabkan ginjal gagal berfungsi.
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Nefropati diabetik pada ginjal dapat menyebabkan terjadinya proses inflamasi sel pada
sel glomerulus, dan timbulnya nekrosis sel pada sel-sel tubulus proksimal dan tubulus
distal yang menganggu prose reabsorpsi filtrat di ginjal (Esther & Manonmani, 2014;
Sancar et al., 2015). Nekrosis timbul setelah suplai darah hilang atau terjadi paparan
toksin sehingga terjadi kerusakan sel akibat stimulus yang berat dan tidak dapat
ditolerir oleh sel karena telah melebihi kapasitas adaptif sel (Kevin, 2010).

Gambar 2.18 Nekrosis sel pada Tubulus Proksimal

(Panah hitam=inti normal, panah merah=inti piknosis, panah kuning= inti karioreksis;
panah hijau=inti kariolisis) (Deakandi dkk., 2017)

Penelitian Kamaliani dkk. (2019) yang menginduksi tikus wistar dengan
streptozotosin, sebagai model tikus diabetes melitus, menunjukkan histopatologi
glomerulus dan tubulus ginjal mengalami nekrosis pada semua kelompok perlakuan.
Proses nekrosis yang terlihat pada sel tubulus diantaranya terjadi inti piknosis,
karioreksis, Kkariolisis, rusaknya epitel, hingga membran basalis yang lepas. Nekrosis
sel ginjal yang terjadi pada diabetes melitus diakibatkan oleh proses penyumbatan
pembuluh darah yang sering dialami penderita diabetes, disebabkan viskositas atau
kekentalan darahnya yang tinggi. Penyumbatan tersebut dapat terjadi pada pembuluh
darah di ginjal, sehingga suplai oksigen serta nutrisi menuju jaringan menjadi

terhambat menyebabkan proses kematian sel.
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BAB Il1
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan secara eksperimental dengan desain rancangan acak
lengkap (RAL) pada lima perlakuan dan lima ulangan. Penelitian ini menggunakan
hewan coba mencit (Mus musculus) berjenis kelamin jantan, dengan tujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut

kitosan terhadap profil histologi ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian mengenai pembuatan nanopartikel pegagan tersalut kitosan
dilakukan pada bulan Maret 2019. Pemberian terapi nanopartikel pegagan terhadap
mencit diabetes komplikasi dengan induksi STZ serta pengumpulan data dengan
pegamatan histologi dilakukan pada bulan November 2020 - Juni 2021 yang bertempat
di Laboratorium Fisiologi Hewan Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini :

1. Variabel bebas : nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan dengan
dosis 120, 180, 240 mg/kg BB secara oral.

2. Variabel Terikat : histologi glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) meliputi
kerusakan sel (piknosis, karioreksis, dan Kariolisis) serta pelebaran kapsula
bowman. Histologi tubulus proksimal dan distal ginjal mencit (Mus musculus)
meliputi kerusakan sel (piknosis, karioreksis, dan kariolisis).

3. Variabel Konrol : mencit (Mus musculus) galur Balb, dengan jenis kelamin jantan
berumur 2-3 bulan dan berat badan 25-30 gram yang diaklimatisasi selama dua

minggu dan diberi minum dan makan pellet BR1 dan minum secara ad libitum.
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3.4 Sampel Penelitian

Hewan coba menggunakan mencit (Mus musculus) galur Balb C berjenis
kelamin jantan, yang berumur 2-3 bulan dengan berat 25-30 gram. Hewan coba yang
digunakan diperoleh dari Unit Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) Jalan
Soekarno Hatta. Penelitian ini menggunakan lima kelompok perlakuan, yang terdiri
dari lima ulangan, sehingga total semua sampel mencit yang digunakan dalam

penelitian sebanyak 25 ekor.

3.5 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya, timbangan analitik,
beaker glass 1000ml, Erlenmeyer 500 ml, corong buncher, kertas saring, tube 15 ml,
shaker, aluminium foil, gelas ukur, corong gelas, pengaduk kaca, rotary evaporator,
spatula, hot plate, oven, incubator, sentrifuge, stirrer, Sonikator, homogenizer (Ultra
turrax), cawan petri, kertas whatmann, mikropipet, pinset, lemari es, vortex, kertas
label, plastik wrap, kantong palstik, karet gelang, wadah hewan coba, alu, mortar,
saringan mesh, easytouch glucose test strip, spuit, alat bedah, papan bedah, mikrotom,
mikroskop, deck glass, cover glass.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian diantaranya mencit jantan (Mus
musculus) galur Balb C berumur 4 bulan, serbuk simplisia pegagan, aquades, Asam
Asetat Glacial (AAG), sTPP (sodium tripolifosfat), tween 80, kitosan, etanol 70%,
buffer sitrat, streptozotocin (STZ), sekam, pakan mencit BR1, minum mencit, NaCl
0,9%, paraffin, xylene, hematoxilin-eosin, etanol (80%, 90%, 96% dan absolut), dan

formalin.

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pembuatan Ekstrak

Pembuatan ekstrak pegagan (Centella asiatica) diawali dengan merendam 200
gram simplisia pegagan halus dengan pelarut ethanol 70% dengan perbandingan 1:5
(1000 ml), larutan kemudian dihomogenkan dengan shaker selama 24 jam, hasilnya

disaring dengan vacum menggunakan corong buncher. Ampas hasil penyaringan
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dimaserasi kembali degan pelarut ethanol 70% dan dihomogenkan dengan shaker
dengan berkecepatan 130 rpm selama 24 jam. Filtrat yang telah homogen dipekatkan
dengan rotary evaporator dengan suhu 50°C (Muchtaromah dkk., 2021). Hasil ekstrak

kental ditempatkan pada Erlenmeyer 250 ml dan disimpan di lemari pendingin.

3.6.2 Pembuatan Nanopartikel

Pembuatan nanopartikel pegagan tersalut Kkitosan dilakukan menurut
Muchtaromah et al., 2021). Diawali dengan dilarutkannya 3 ml AAG 0,5 % dalam 600
ml aguades. Kemudian ditambahkan kitosan sebanyak tiga gram serta larutan sTPP 0,5
% sebanyak 120 ml. Campuran yang dihasilkan dihomogen dengan kecepatan 1000
rpm. Setelah proses homogen selama 10 menit kemudian ditambahkan 0,6 gram
ekstrak pegagan ke dalam larutan dan dihomogekan kembali. Sampel kemudian
ditambahkan 6 ml tween 80 dan dihomogenkan selama 90 menit. Penambahan tween
80 berfungsi sebagai penstabil (Irianto dkk., 2011). Larutan yang telah homogen
disonikasi dengan amplitudo 80% dan frekuensi 20 kHz, serta rentang waktu 90 menit.
larutan hasil sonikasi di sentrifugasi. Pellet yang dihasilkan kemudian dimasukkan ke
dalam deep freezer. Pelet yang sudah beku dinkubasi selama 24 jam dengan suhu 50°C.
Pelet yang sudah kering digerus kemudian disimpan dan digunakan. Sesuai dengan uji
pendahuluan, kandungan pegagan (Centella asiatica) dalam nanopartikel pegagan
tersalut kitosan yang sudah dibuat diketahui sebanyak 1:6. Sehingga pada 6 gram
nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan didalmnya terkandung

pegagan 1 gram.

3.6.3 Persiapan Hewan Coba

Mencit jantan yang akan digunakan sebagai hewan coba ditempatkan pada
kandang yang berisi empat ekor pada setiap kandangnya, kemudian mencit tersebut
diaklimatisasi. Aklimatisasi yaitu proses mmelihara hewan coba agar hewan coba dapat
melakukan adaptasi dilingkungan baru (Hasanah, 2015). Aklimatisasi dilakukan
selama 14 hari, apabila selama 14 hari ada hewan coba yang sakit, mati atau BB turun

lebih dari 10% maka hewan tersebut dikeluarkan dari penelitian. Selama aklimatisasi
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mencit diberi makan dengan pellet BR1 dan minum secara ad libitum. Setelah
aklimatisasi mencit ditimbang untuk melihat berat badannya.

3.6.4 Pembagian Kelompok Sampel
Pembagian kelompok sampel pada penelitian ini sebagai berikut:
a) Kelompok kontrol positif (K+): mencit diinduksi STZ tanpa pemberian terapi
nanopartikel pegagan tersalut kitosan.
b) Kelompok kontrol negatif (K-): mencit sehat (diinduksi pelarut aquades).
c) Kelompok perlakuan I (N1): mencit diinduksi STZ dan diberi terapi nanopartikel
pegagan tersalut kitosan sebanyak 120 mg/kgBB.
d) Kelompok perlakuan Il (N2): mencit diinduksi STZ dan diberi terapi nanopartikel
pegagan tersalut kitosan sebanyak 180 mg/kgBB.
e) Kelompok perlakuan 111 (N3): mencit diinduksi STZ dan diberi terapi nanopartikel
pegagan tersalut kitosan sebanyak 240 mg/kgBB.
3.6.4 Pembuatan Mencit Model Diabetes Komplikasi dengan Induksi
Streptozotosin
Mencit yang telah diaklimatisasi selama 14 hari kemudian diinduksi
Streptozotosin untuk membuat model tikus diabetes komplikasi, sedangkan kelompok
K- hanya diinduksi pelarut yaitu aguades. Pembuatan mencit model diabetes
komplikasi dilakukan dengan dinjeksi STZ dengan multiple low dose secara
intraperitonial seperti menurut (Lukiati et al., 2019) dengan modifikasi. Selama tiga
hari pertama diinjeksi dengan dosis 40 mg/kgBB, kemudian dua hari selanjutnya
diinjeksikan dengan 60 mg/kgBB. Setelah diinjeksi STZ selama lima hari, mencit
dibiarkan selama sembilan hari tanpa ada pengobatan apapun. Pada hari ke 14
dikakukan pengecekan kadar gula darah mencit yang telah dipuasakan selama 16 jam,
dengan cara pengambilan darah melalui ekor mencit, apabila kadar gula darah masih
normal yaitu dibawah 126 mg/dL pada saat kadar gula puasa, maka dilakukan injeksi
STZ satu kali dengan dosis 40 mg/kgBB. Setelah dipastikan kadar gula darah puasa
mencit diatas 126 mg/dL maka mencit dibiarkan hingga hari ke 28 untuk mendapatkan



43

mencit dengan kondisi diabetes komplikasi. Menurut Nanda (2018) kriteria kadar gula
darah puasa (GDP) pada penderita diabetes melitus adalah >126 mg/dl.

3.6.5 Pemberian Nanopartikel Pegagan

Mencit yang telah diberi perlakuan induksi STZ kemudian diberikan terapi
larutan nanopartikel pegagan. Pembuatan larutan terapi dilakukan dengan dilarutkan
nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan kering dengan buffer sitrat.
Hasil larutan diberikan secara oral pada mencit dengan tiga dosis berbeda yaitu
kelompok perlakuan satu sebanyak 120 mg/kgBB, kelompok perlakuan dua sebanyak
180 mg/kgBB, dan kelompok perlakuan tiga 240 mg/kgBB. Untuk mencit kelompok
kontrol negatif (K-) dan kontrol positif (K+) hanya diberi air biasa (aquadest).

3.6.6 Pembedahan Mencit dan Pengambilan Organ Ginjal

Mencit yang telah diberikan terapi nanopartikel pegagan selama 28 hari serta
mencit kelompok kontrol negatif dan kontrol positif pada hari ke 29 akan dibedah.
Proses pembedahan dilakukan dengan pembiusan kloroform. Mencit yang pingsan
akibat kloroform diletakkan diatas papan bedah untuk dibedah dan diambil organ
ginjalnya guna pembuatan preparat histologi. Organ ginjal yang diambil dicuci dengan
NaCl fisiologis (0,9%), kemudian dilakukan fiksasi organ dengan cara dicelupkan pada
formalin 10%. Organ ginjal yang telah difiksasi diproses untuk dibuat preparat
histologinya (Utomo, 2012).

3.6.6 Pembuatan Preparat Histologi

Preparat histologi dibuat menurut Utomo (2012), tahap pertama dalam
pembuatan preparat histologi adalah coating, yaitu dengan cara ditandai objek glas
menggunakan Kikir kaca, kemudian direndam selama semalam dengan alkohol 70%.
Objek glass selanjutnya direndam dalam larutan gelatin 0,5% selama 40 detik. Objek
glass yang telah direndam diposisikan miring agar gelatin tidak menggumpal pada

kaca.
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Tahap kedua adalah tahap dehidrasi. Organ ginjal yang telah difiksasi dicuci
menggunakan alkohol selama dua jam. Selanjutnya organ dicuci dengan larutan
alkohol bertingkat (alkohol 90%, 95%, etanol absolut) masing-masing larutan selama
20 menit, serta menggunakan xylol sebanyak tiga kali selama 20 menit pula.

Tahap infiltrasi dilakukan dengan merendam organ ginjal dengan parrafin
selama 30 menit sebanyak tiga kali. Tahap embedding merupakan pencetakan organ
pada suatu wadah. Dilakukan dengan meletakkan organ pada wadah kemudian
dituangkan paraffin kedalamnya dan diletakkan di suhu ruang selama 24 jam,
kemudian diletakkan di freezer untuk memastikan paraffin benar-benar telah keras.

Blok sudah keras dipotong menggunakan mikrotom. Dipanaskan cutter terlebih
dahulu agar blok paraffin sedikit meleleh, kemudian dijepitkan pada mikrotom putar
dan disejajarkan dengan pisau mikrotom. Pemotongan organ ginjal dilakukan dengan
ketebalan lima mikrometer. Hasil irisan diambil dan dimasukkan ke air dingin agar
lipatan terbuka, kemudian diletakkan pada air hangat. Irisan kemudian diletakkan pada
objek glass yangs udah tercoating, dan dikeringkan pada atas hot plate. Tahap
berikutnya dilakukan untuk menghilangkan paraffin dengan cara dimasukkan preparat
pada xylol selama lima menit dilakukan sebanyak dua kali. Preparat kemudian
direhidrasi dengan larutan etanol 95%, 90%, 80% dan 70% selama masing-masing lima
menit. Preparat yang sudah terrehidrasi direndam menggunakan aquades selama
sepuluh menit.

Pewarnaan preparat diakukan dengan hematoxilin dibiarkan selama tiga menit.
Pencucian preparat dilakukan dengan air mengalir selama 30 menit dan dibilas
menggunakan aquadest. Selanjutnya preparat direndam dengan pewarnaan eosin
alkohol selama 30 menit, kemudian dibilas aquadest lima menit. Setelah dibilas
dimasukkan preparat pada ethanol bertingkat (80%, 90%, 95% dan ethanol absolute
2x) selama masing-masing lima menit. Kemudian dimasukkan pada xylol 2x selama
lima menit, kemudian dikeringkan. Tahap terakhir adalah mounting dengan entellan.
Hasil preparat histologi diamati dibawah mikroskop cahaya, dilakukan skoring dan

didokumentasikan penampang histologinya.
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3.6.7 Pengumpulan Data

Gambaran profil histologi ginjal mencit (Mus musculus) ditentukan
berdasarkan pengamatan dibawah mikroskop. Dilakukan skoring untuk mengetahui
pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap
gambaran profil histologi ginjal mencit (Mus musculus). Skoring dilakukan pada
bagian glomelurus dan tubulus (tubulus proksimal dan tubulus distal) dengan
berdasarkan pengamatan kerusakan selnya, yang meliputi kerusakan piknosis,
karioreksis dan kariolisis. Pengamatan yang dilakukan menggunakan perbesaran 40x
pada lima lapang pandang dalam setiap preparat (Muchtaromah et al., 2019). Skoring
yang dilaukan seperti pada tabel 3.1. Hasil skoring dari lima lapang pandang setiap

preparat kemudian dijumlahkan.

Tabel 3.1 Skoring pada masing-masing bagian ginjal yang diamati secara
histologis.

Skor Glomelurus Tubulus

Tidak terdapat kerusakan sel pada | Tidak terdapat kerusakan sel pada

1 setiap lapang pandang setiap lapang pandang

Kerusakan sel (meliputi piknosis, o )
) ) oo Kerusakan sel (meliputi piknosis,
karioreksis, dan kariolisis) kurang ) _ o
karioreksis, dan kariolisis) kurang

15 dari 25% pada setiap lapang _ _
dari 25% pada setiap lapang pandang
pandang

Kerusakan sel (meliputi piknosis, | Kerusakan sel (meliputi piknosis,

karioreksis, dan kariolisis) 25% karioreksis, dan kariolisis) 25%
’ sampai kurang dari 50% pada sampai kurang dari 50% pada setiap

setiap lapang pandang lapang pandang
Kerusakan sel (meliputi piknosis, | Kerusakan sel (meliputi piknosis,
25 karioreksis, dan kariolisis) 50% karioreksis, dan kariolisis) 50%

sampai kurang dari 75% pada sampai kurang dari 75% pada setiap

setiap lapang pandang lapang pandang
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Kerusakan sel (meliputi piknosis, | Kerusakan sel (meliputi piknosis,
karioreksis, dan kariolisis) lebih  |karioreksis, dan kariolisis) lebih dari
dari sama dengan 75% pada setiap [sama dengan 75% pada setiap lapang

lapang pandang pandang

Jumlah sel yang menurun sangat
] ) Jumlah sel yang menurun sangat
banyak ditandai dengan pelebaran _ _
] ~ | banyak ditandai dengan pelebaran
jarak antara glomelurus dan simpai | ) )
3,5 _ _ ) | jarak antar tubulus (diukur jarak
bowman (diukur jarak terjauh dari ) o o
o ) o terjauh dari tepi tubulus sampai tepi
sisi glomelurus hingga sisi kapsula )
tubulus lainnya)
bowman)

3.7 Analisis data

Hasil data skoring yang didapat kemudian diuji normalitas dan homogenitas.
Setelah data diketahui normal dan homogen kemudian diuji dengan analisis parametrik
menggunakan uji one way anova apabila data percobaan diketahui signifikan maka
pengujian dilanjutkan dengan uji Duncan dengan taraf signifikansi lima persen untuk

melihat kelompok mana yang berbeda secara signifikan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Nanopartikel Pegagan (Centella asiatica) Tersalut
Kitosan Terhadap Profil Histologi Glomerulus Ginjal Mencit (Mus
Musculus) Diabetes Komplikasi

Hasil penelitian mengenai pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terhadap profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus musculus)
diabetes komplikasi yang diamati dengan mikroskop komputer menggunakan
perbesaran 400x menunjukkan profil histologi yang beragam pada setiap perlakuan,
seperti yang dapat dilihat pada gambar 4.1.

Profil histologi yang ditunjukkan pada glomerulus ginjal mencit (Mus
musculus) pada kelompok K- (kontrol negatif) menunjukkan sel glomerulus normal
tidak mengalam kerusakan sel, ditunjukkan dengan ciri inti sel berbentuk bulat padat
berwarna keunguan. Jarak antara glomerulus dan kapsul bowman sebesar 21,05 pm,
jarak tersebut termasuk normal tidak mengalami pelebaran. Berbeda pada kelompok
K+ (kontrol positif) yang diinduksi streptozotocin, terlihat mengalami pelebaran jarak
antara glomerulus dan kapsul bowman mencapai 142,10 um yang disebabkan karena
sel-sel pada jaringan glomerulus mulai menghilang akibat banyak sel yang mengalami
kerusakan. Pada kelompok ini juga terlihat tahap kerusakan inti sel berupa inti piknosis,
ditandai dengan bentuk inti yang tidak bulat utuh akibat terjadi penyusutan inti. Pada
perlakuan pemberian nanopartikel pegagan tersalut kitosan kelompok P1 masih
terdapat pelebaran jarak antara glomerulus dan kapsul bowman, namun pelebaran jarak
mulai menurun hingga 61,77 um dan terdapat tahap kerusakan inti sel karioreksis yang
ditandai dengan inti sel mulai memudar. Pada kelompok P2 pelebaran jarak antara
glomerulus dan kapsul bowman lebih kecil lagi, yaitu sebesar 56,47 um namun masih
terdapat kerusakan inti sel piknosis dan karioreksis. Kelompok P3 sudah mengalami
perbaikan pada jarak antara glomerulus dan kapsul bowman yaitu sebesar 38,47 pm,

serta paling sedikit terjadi kerusakan sel dibanding kelompok P1 dan P2.
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‘

Gambar 4.1 Hasil pengamatan profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus
musculus) dengan perbesaran 400x. Keterangan: (a) sel normal, (b)
inti piknosis, (c) inti karioreksis, (d) pelebaran jarak antara kapsula
bowman dan glomerulus.

Pengamatan terhadap glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) dilihat
berdasarkan tingkat kerusakan yang terjadi pada jaringan glomerulus. Nilai rata-rata

tingkat kerusakan sel glomerulus ginjal mencit yang telah diberi perlakuan
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nanopartikel pegagan tersalut kitosan dengan dosis 120 mg/kgBB pada P1, dosis 180
mg/kgBB pada P2, dosis 240 mg/kgBB pada P3 serta K- (kontrol negatif) dan K+
(kontrol positif) ditunjukkan pada gambar 4.2.

Rata-rata Tingkat Kerusakan Sel Glomerulus

18.00
16.00 15.38+0,25

+
14,00 13.63 0,85
12.00% 2,04

12.00
10.00 9.50% 0,40

8.00 6.63+ 1,03

6.00

4.00

2.00

0.00

K+ P1 P2 P3 K-

MW Rata-rata

Gambar 4.2 Diagram batang pengaruh pemberian nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan dengan dosis P1 (120 mg/kgBB),
P2 (180 mg/kgBB), P3 (240 mg/kgBB) terhadap tingkat kerusakan
sel glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Nilai rata-rata tingkat kerusakan glomerulus mengalami penurunan mulai dari
kelompok K+ (kontrol positif) sebesar 15,38+0,25, P1 sebesar 13,63 +0,85, P2 sebesar
12,00 £2,04, P3 sebesar 9,50 £0,40, hingga K- (kontrol negatif) sebesar 6,63 £1,03.
Kelompok yang memiliki nilai rata-rata tingkat kerusakan glomerulus yang paling
rendah adalah kelompok K- (kontrol negatif) dan kelompok yang nilai rata-rata tingkat
kerusakan glomerulusnya paling tinggi adalah kelompok K+ (kontrol positif).

Profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) yang telah diberi
perlakuan diamati kerusakannya berdasarkan nilai skoring yang meliputi pelebaran
jarak antara glomerulus dan kapsul bowman, tahap kerusakan inti sel piknosis,
karioresis dan kariolisis. Nilai skoring yang didapat kemudian dianalisis secara statistik

dengan uji Anova satu arah menggunakan taraf signifikansi 5% untuk mengetahui
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apakah terdapat perbedaan yang signifikan diantara rerata pada semua kelompok. Hasil

ringkasan pengujian dengan Anova satu arah disajikan pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil Anova pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan dengan dosis P1 (120 mg/kgBB), P2 (180
mg/kgBB), P3 (240 mg/kgBB) terhadap tingkat kerusakan glomerulus
ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Sumber Jumlah Derajat Rata-rata F hitung | F tabel 5%
Variasi Kuadrat Bebas Kuadrat
Perlakuan 190,075 4 47,519 38,399 3,06
Galat 18,562 15 1,238
Total 208,638 19

Syarat untuk hipotesis 1 (H1) dapat diterima adalah nilai F hitung harus lebih
besar daripada F tabel. Hasil tabel 4.1 menunjukkan bahwa nilai F hitung (38,399) > F
tabel (3,06), sehingga hipotesis 1 (H1) diterima dan hipotesis 0 (Ho) ditolak, hal ini

menunjukkan pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan

memberikan pengaruh terhadap profil histologi glomerulus ginjal mencit (Mus

musculus) diabetes komplikasi. Untuk mengetahui kelompok perlakuan mana yang

paling berpengaruh terhadap perbaikan kerusakan sel pada glomerulus dan bagaimana

bentuk hubungan diantara kelompok dilakukan uji lanjut menggunakan uji Duncan

atau DMRT (Duncan’s multiple range test) dengan nilai signifikansi 5% yang hasilnya

ditampilkan pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Uji Duncan 5% pengaruh pemberian nanopartikel pegagan

(Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap tingkat kerusakan

glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Perlakuan Rerata Notasi Uji Duncan (5%o)
K- 6,63 + 1,03 a
P3 9,50 + 0,40 b
P2 12,00 + 2,04 C
Pl 13,63 + 0,85 c
K+ 15,38 + 0,25 d
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Tabel 4.2 menunjukkan rerata hasil pada kelompok K- berbeda nyata dengan
kelompok P3, kelompok P3 berbeda nyata dengan kelompok P2, sedangkan kelompok
P2 tidak berbeda nyata dengan kelompok P1, dan kelompok P1 berbeda nyata dengan
kelompok K+ dilihat berdasarkan notasi uji Duncan taraf 5%. Hasil tersebut
menunjukkan kelompok P3 dengan dosis pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan sebanyak 240 mg/kgBB memberikan hasil yang paling baik
dalam menurunkan kerusakan sel glomerulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes
komplikasi. Pada penelitian ini menunjukkan semakin besar dosis yang diberikan
semakin baik pula keadaan profil histologi glomerulus ginjal mencit, ditandai dengan
semakin berkurangnya kerusakan sel yang diamati. Hal tersebut disebabkan karena
semakin banyak zat aktif pegagan yang terkandung menyebabkan semakin banyak sel
pada jaringan glomerulus yang dapat melakukan regenerasi, sehingga semakin sedikit
sel yang mengalami tanda nekrosis.

Hasil profil glomerulus perlakuan K+ (kontrol positif) pada gambar 4.1
menunjukkan terjadinya perluasan jarak antara glomerulus dan kapsula bowman. Hal
tersebut menunjukkan banyak sel pada jaringan glomerulus yang mengalami kerusakan
sehingga sel glomerulus berkurang menyebabkan jarak antara glomerulus dan kapsula
bowman semakin lebar. Kerusakan sel pada glomerulus ginjal mencit yang mengalami
diabetes komplikasi berkaitan dengan tingginya kadar gula dalam darah. Organ ginjal
sebagai penyaring darah sangat dapat terpapar dengan keadaan ini, hingga
menyebabkan kerusakan sel pada ginjal serta penurunan fungsinya. Kadar glukosa
yang tinggi pada darah menyebabkan volume darah yang masuk ke ginjal semakin
banyak sehingga tekanan yang masuk ke arteriola aferen glomerulus meningkat
menyebabkan peningkatan laju filtrasi pada glomerulus. Laju filtrasi yang terus
menerus tinggi pada glomerulus menekan sel-sel pada glomerulus menyebabkan
terjadinya kerusakan pada sel epitel glomerulus. Bilous & Donelly (2015) menyatakan
bahwa aliran darah yang masuk ke ginjal pada penderita diabetes melitus meningkat

disertai dilatasi pada arteriola aferen glomerulus.
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Kondisi hiperglikemia pada penderita diabetes juga berkaitan dengan sistem
RAA (Renin-Angiotensin-Aldosterone) sehingga menyebabkan  perubahan
hemodinamik yaitu hiperfiltrasi pada glomerulus. Novaes et al. (2019) menyatakan
tingginya glukosa dapat merangsang sintesis Angiotensin Il. Angiotensisn 1l
merupakan protein yang dibentuk dari Angiotensin | oleh bantuan Angiotensin
Converting Enzym (ACE), Angiotensisn | dibentuk dari protein angiotensinogen oleh
bantuan enzim renin. Angiotensin Il dapat merangsang vasokontriksi pada arteriola
eferen glomerulus sehingga terjadi penurunan diameter arteriola eferen dan
meningkatkan tekanan kapiler glomerulus yang menyebabkan laju filtrasi di dalam
glomerulus semakin tinggi. Hiperfiltrasi menurut Chagnac et al. (2019) dapat
mempertinggi tegangan geser pada sel epitel (podosit) glomerulus. Tekanan mekanis
tersebut menyebabkan kerusakan pada sel podosit dan kemampuan podosit untuk
tumbuh menjadi terbatas.

Keadaan model mencit diabetes komplikasi pada penelitian ini dilakukan
dengan menginduksi streptozotocin dengan cara multiple low dose pada dosis 40
mg/kgBB dan 60 mg/kgBB secara intraperitonial. Induksi streptozotocin
mengakibatkan defisiensi insulin karena menghancurkan beberapa populasi sel beta
pada pankreas dan menyebabkan diabetes melitus. Ketika hormon insulin yang
dihasilkan rendah, glukosa dalam darah tidak dapat disimpan, sehingga menyebabkan
kadar glukosa dalam darah tinggi. keadaan hiperglikemia menyebabkan pembentukan
ROS (Reactive Oxygen Species) yaitu radikal bebas yang menyebabkan stress oksidatif
sehingga menyebabkan kerusakan pada sel. Seperti hasil gambar 4.2 yang
menunjukkan perlakuan pada kontrol positif memiliki rata-rata tingkat kerusakan sel
glomerulus paling tinggi karena perlakuan induksi streptozotocin tanpa mendapat
perlakuan nanopartikel pegagan tersalut kitosan.

Terjadinya nekrosis sel glomerulus pada diabetes komplikasi diakibatkan oleh
terbentuknya Advanced glication endproduct (AGE) pada keadaan hiperglikemia.
AGE merupakan hasil reaksi glukosa dan senyawa yang terglikasi lain. AGE

menyebabkan kerusakan sel endotel melalui dua cara, yang pertama melalui tautan
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silang dengan proteins matriks seperti kolagen dan laminin sehingga menyebabkan
rusaknya sel. Jalur kedua melalui AGE yang berikatan dengan reseptornya (RAGE)
yang banyak terdapat pada mesangium glomerulus dan sel endotel. Aktivitas
pengikatan AGE dan RAGE mengarah pada pembentukan spesies oksigen reaktif
(ROS) sehingga menyebabkan peradangan kronis dan keadaan inflamasi pada ginjal
yang berpuncak pada hilangnya fungsi ginjal secara bertahap. Stimulasi RAGE pada
AGE selain itu memunculkan aktivasi protein kinase C yang menyebabkan
permeabilitas dan aliran darah meningkat pada arteriola aferen glomerulus. Faktor
transkripsi seperti NF-kB juga diaktivasi oleh stimulasi RAGE. NF-«xB merangsang
pembentukan VCAM-1, merupakan faktor pertumbuhan, yang menyebabkan adhesi
sel peradangan dan menyebabkan inflamasi sel serta memicu terjadinya nefropati
diabetik (Bilous & Donelly, 2015; Sanajou et al., 2018).

Rata-rata tingkat kerusakan glomerulus pada gambar 4.2 menunjukan terjadi
penurunan tingkat kerusakan sel glomerulus pada P1 jika dibandingkan dengan rata-
rata tingkat kerusakan sel glomerulus pada perlakuan K+ (kontrol positif). Pada tabel
4.2 juga menunjukkan antara perlakuan P1 dan K+ (kontrol positif) menunjukkan hasil
rerata yang berbeda secara signifikan, hal ini menunjukkan pemberian nanopartikel
pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan mulai dari perlakuan P1 dengan dosis 120
mg/kgBB berpengaruh dalam memperbaiki sel glomerulus mencit (Mus musculus)
yang mengalami kerusakan akibat hiperglikemia pada diabetes komplikasi. Pengaruh
perbaikan sel glomerulus pada pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan pada dosis P1 (120 mg/kgBB) tidak terlalu banyak, karena dosis yang
diberikan terlalu kecil. Terlihat dari gambar 4.1 yang menunjukkan masih terjadi
pelebaran jarak antara glomerulus dan kapsula bowman pada P1, sedangkan pada
perlakuan dengan dosis P3 (240 mg/kgBB) menunjukkan jarak antara glomerulus dan
kapsula bowman telah mengalami perbaikan hingga jaraknya hanya 38,47 pum. Hal
tersebut menunjukkan pada penelitian ini pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan dengan dosis 240 mg/kgBB paling optimal dalam

memperbaiki kerusakan sel glomerulus akibat diabetes komplikasi. Sesuai dengan
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penelitian Chen et al. (2018) yang menyatakan bahwa asam asiatik yang merupakan
salah satu senyawa utama dalam pegagan diketahui dapat melindungi dari nefropati
diabetik pada tikus melalui penghambatan stress oksidatif. Muchtaromah et al. (2021)
menyatakan kandungan antioksidan pada nanopartikel pegagan tersalut kitosan lebih
tinggi sehingga meningkatkan potensi pegagan sebagai tanaman obat.

Hussain et al. (2020) menyatakan sistem pengantaran obat dengan teknologi
nanopartikel meningkatkan modifikasi struktur senyawa sehingga meningkatkan
biovaibilitas dan khasiat senyawa tersebut serta dapat menjadi faktor sifat anti-diabetes
yang kuat. Nanopartikel kitosan yang digunakan sebagi faktor pembawa ekstrak
pegagan (Centella asiatica), memiliki potensi besar sebagai pengobatan komplikasi
diabetes. Singh et al. (2019) menjelaskan bahwa nanopartikel kitosan-alginat ekstrak
Centella asiatica yang dibuat dengan menggunakan prinsip gelasi ionik memberikan
stabilitas fisik yang lebih baik dibanding tanpa nanopartikel. Hal tersebut menyebabkan
senyawa yang terkandung dalam pegagan (Centella asiatica) dapat terlindungi dengan
baik dengan pemanfaatan teknologi nanopartikel.

Perbaikan yang terjadi pada sel glomerulus ginjal mencit (Mus musculus)
diabetes komplikasi yang diberi perlakuan nanopartikel pegagan (Centella asiatica)
tersalut kitosan terjadi berkaitan dengan manfaat senyawa pegagan yang terlindungi
dengan baik dengan nanopartikel kitosan sehingga dapat menurunkan ROS (Reactive
Oxygen Species) sebagai radikal bebas yang menyebabkan stress oksidatif dan
kerusakan sel. Penurunan ROS terjadi melalui jalur penghambatan terhadap AGE
(Advanced glication endproduct).

Setiap obat yang memiliki kemampuan menghambat pembentukan AGE dapat
berpotensi mengurangi stress glikasi dan menghambat perkembangan penyakit
diabetes komplikasi. Pegagan memiliki senyawa aktif seperti flavonoid dan asam
asiatik yang mampu mengikat AGE (Lv et al., 2018). Kandungan senyawa pada
pegagan tersebut menjadikan pegagan berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai tanaman
obat dalam mengatasi diabetes komplikasi. Hal tersebut menjadi karunia yang Allah 4

berikan yang menjamin bahwa setiap penyakit yang datang Allah 4 pasti menyediakan
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pula penawarnya, seperti yang diriwayatkan Rasulullah yang tertuang dalam Hadist

Imam bukhari berikut ini:
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Artinya:

“Tidaklah Allah menurunkan penyait kecuali Dia turunkan untuk penyakit itu
obatnya” (HR Al-Bukhari no. 5354).

Secara bahasa kata #la& artinya obat atau penawar. Menurut Al-Qayyim (2010)

Allah 4 menciptakan obat untuk menyembuhkan segala jenis penyaktit, sehingga
manusia sebagai makhluk yang berakal diperintahkan untuk terus menggali informasi
berbagai macam obat serta pengobatan yang memiliki potensi dalam penyembuhan,
sekaligus Allah 4 memerintakkan untuk melakukan pengobatan ketika sakit sebagai
bentuk rasa tawakal. Sehingga dalam hal ini kerusakan sel akibat radikal bebas yang
melebihi sistem pertahanan antioksida tubuh perlu diobati dengan cara menambahkan
konsumsi zat yang kaya akan antioksidan untuk menambah kadar antioksidan eksogen
ke dalam tubuh, sehingga dapat menetralkan radikal bebas yang berlebih, sebagai
bentuk tawakal dalam proses penyembuhan diabetes komplikasi (Serang & Febrianto,
2018).

Muchtaromah et al. (2021) menyatakan pada pengujian senyawa aktif
nanopartikel ekstrak Centella asiatica ditemukan senyawa golongan triterpen
pentasiklik diantaranya asam asiatik, asam madekasik, asiatikosida, serta triterpen jenis
lain seperti asam betulinat, umbelliferone, brahmoside, asam isotankunic, asam
terminolik, centellasaponin, scheffuroside dan asam betulinic. Menurut Yin (2015)
triterpen pentasiklik dapat menurunkan kadar AGE di ginjal dengan cara menghambat
aktivitas ekspresi enzim aldose reduktase (AR) dan sorbitol dehidrogenase (SDH).
Enzim AR dan SDH berperan dalam pembentukan AGE melalui jalur poliol.
Penghambatan pada AGE dapat mengurangi terjadinya stress oksidatif pada sel
glomerulus dan mencegah terjadinya nekrosis sel.

Senyawa asam asiatik dalam pegagan memiliki aktivitas antioksidan yang kuat

yang dapat menghambat atau memperlambat pembentukan produk akhir glikasi (AGE)
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(Lv et al., 2018). Penelitian Hung et al., (2015) mengungkapkan bahwa pemberian
asam asiatik dapat menurunkan ROS, AGE dan RAGE serta dapat mengurangi
interaksi AGE dan RAGE sehingga lebih sedikit aktivasi NF-kB yang merupakan
faktor transkrinpsi yang dapat meningkatkan permeabilitas vascular dan adhesi sel
peradangan. Studi docking yang dilakukan Legiawati et al., (2020) menunjukkan
beberapa senyawa yang terdapat pada pegagan seperti asiatikosida, asam madasiat, dan
asam madekasik terikat pada tempat pengikatan AGE, sehingga senyawa tersebut
mampu mencegah AGE untuk mengikat RAGE secara langsung. Selain itu senyawa
lain pada pegagan seperti asam asiatik dan isothankunic acid dapat terikat pada binding
sitt RAGE. Kemampuan ligan untuk mengikat domain pengikatan RAGE dapat
memblokir kemampuan ligan lain untuk mengikat RAGE.

Teknologi nanopartikel pada ekstrak pegagan (Centella asiatica) tersalut
kitosan telah diuji memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dibanding pada ekstrak
pegagan (Muchtaromah et al., 2021). Aktivitas antioksidan yang lebih tinggi pada
nanopartikel pegagan dimungkinkan oleh pengaruh ukuran partikel yang semakin kecil
menyebabkan semakin luas permukaan suatu partikel, sehingga lebih banyak kontak
antara partikel senyawa pegagan dengan AGE, RAGE serta ROS yang merupakan
faktor radikal bebas. Dengan demikian peningkatan aktivitas antioksidan senyawa
pegagan menyebabkan terjadinya peningkatkan perbaikan pada sel glomerulus yang
rusak akibat stress oksidatif yang ditimbulkan pada keadaan hiperglikemia diabetes
komplikasi.

Teknologi nanopartikel menyebabkan peningkatan aktivitas antioksidan
pegagan (Centella asiatica), sehingga dengan dosis yang lebih kecil akan memberikan
efek farmakologis yang sama. Menurut Poelstra (2012), peningkatan kadar obat dalam
darah beresiko tercapainya batas kadar toksik. Teknologi Nanopartikel Pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan dapat menjadi solusi untuk menurunkan dosis
pegagan yang digunakan namun akan memberikan efek yang tetap sama secara
farmakologis. Pada uji pendahuluan diketahui bahwa pada 6 gram nanopartikel

pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan didalmnya terkandung pegagan 1 gram,
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atau perbandingan kandungan pegagan didalam nanopartikel pegagan tersalut kitosan
adalah 1:6. Ketika digunakan dosis 120 mg/kgBB nanopartikel pegagan tersalut
kitosan, sebenarnya sama dengan hanya menggunakan dosis 20 mg/kgBB pegagan, dan
ketika dosis 180 mg/kgBB sama dengan 30 mg/kgBB, serta untuk dosis 240 mg/kgBB
sama dengan seperti menggunakan dosis 40 mg/kgBB. Dengan kecilnya penggunaan
dosis pegagan yang digunakan namun tetap memberikan efek yang baik dalam
perbaikan pada sel ginjal mencit diabetes komplikasi.

Asam asiatik pada pegagan juga dilaporkan dalam penelitian sebelumnya dapat
menurunkan kadar glukosa darah pada tikus diabetes yang diinduksi streptozotocin
(STZ). Sifat antidiabetes asam asiatik berkaitan dengan kemampuannya dalam
merangsang kadar insulin serta dapat memulihkan enzim yang terlibat dalam
metabolisme karbohidrat dan lipid sehingga mengurangi proses peroksidasi lipid dan
meningkatkan kadar antioksidan pada tikus diabetes yang diinduksi STZ. Asam asiatik
menyebabkan penurunan glukosa dengan cara merangsang sel-sel pulau Langerhans
yang masih hidup untuk melepaskan lebih banyak insulin (Ramachandran & saravanan,
2013).

Keadaan sel glomerulus yang baik yang ditunjukkan dengan berkurangnya
nekrosis sel pada perlakuan P3 yang dapat dilihat pada gambar 4.1 menunjukkan bahwa
pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan pada dosis 240
mg/kgBB mampu meregenerasi dan mengurangi kerusakan sel akibat diabetes
komplikasi. Hiperglikemia yang terjadi terus menerus pada diabetes komplikasi dapat
menyebabkan perubahan hemodinamik pada glomerulus dan merangsang terjadi
kerusakan sel pada glomerulus, yang salah satunya berkaitan dengan peningkatan
penghasilan hormon angiotensisn Il. Angiotensin Il merupakan aktivator penyebab
vasokontriksi pembuluh darah dan meningkatkan volume darah. Angiotensin Il dapat
menyebabkan vasokontriksi pada arteriola eferen glomerulus sehingga menyebabkan
laju filtrasi semakin meningkat dan mengganggu fungsi sel terutama sel epitel

glomerulus (podosit).
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Pegagan (Centella asiatica) diketahui memiliki efek dapat menurunkan tekanan
darah pada tikus yang diinduksi Angiotensin Il secara intravena. Senyawa utama dari
pegagan (Centella asiatica) diantaranya asam triterpen, glikosida, asam asiatik,
alkaloid dan flavonoid (Mohebbati et al., 2021). Senyawa flavonoid memiliki
kemampuan penghambatan pada ACE yang mengakibatkan penurunan kadar
angiotensin Il. ACE (Angiotensin Converting Enzym) merupakan enzim pengubah
angiotensin | menjadi angiotensin Il (Widiasari, 2018). Apabila enzim ACE dihambat
maka pembentukan angiotensin Il dapat ditekan, sehingga laju hemodinamik pada
glomerulus menurun. Hal tersebut diperkuat dengan penelitian Maneesai et al. (2016)
yang menyatakan senyawa asam asiatik juga memiliki kemampuan dalam
memperbaiki hemodinamik dengan mengurangi aktivitas renin-angiotensin.

Berdasarkan penjelasan dapat diketahui bahwa pemberian nanopartikel
pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan berpengaruh secara signifikan terhadap
penurunan rata-rata tingkat kerusakan sel pada glomerulus mencit (Mus musculus)
diabetes komplikasi, dengan semakin tinggi dosis yang diberikan menunjukkan
semakin berkurang rata-rata tingkat kerusakan sel glomerulus. Perlakuan P3 dengan
dosis pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan sebanyak
240 mg/kgBB menunjukkan rata-rata kerusakan sel glomerulus paling kecil (9,5 + 0,4)
walaupun tidak sekecil pada perlakuan K- (6,63 £ 1,03). Penurunan kerusakan sel
glomerulus dimungkinkan berkaitan dengan potensi kandungan senyawa pada pegagan
yang mampu menghambat penghasilan ROS sebagai radikal bebas serta dapat
memperbaiki hemodinamik pada glomerulus dengan cara pengendalian sistem RAA,
selain itu teknologi nanopartikel tersalut kitosan pada pegagan juga meningkatkan
modifikasi struktur senyawa serta meningkatkan aktivitas antioksidan pegagan (Singh
et al., 2019; Muchtaromah et al., 2021), sehingga dimungkinkan dapat meningkatkan
potensi senyawa pegagan dalam memperbaiki kerusakan sel glomerulus ginjal mencit

(Mus musculus) akibat diabetes komplikasi.
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4.2 Pengaruh Pemberian Nanopartikel Pegagan (Centella asiatica) Tersalut
Kitosan Terhadap Profil Histologi Tubulus Ginjal Mencit (Mus Musculus)
Diabetes Komplikasi

Hasil dari pemberian nanopartikel pegagan (Centella sciatica) tersalut kitosan
pada profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi pada
perlakuan kontrol positif (K+), P1 (dosis 120 mg/kgBB), P2 (dosis 180 mg/kgBB), P3
(dosis 240 mg/kgBB), serta kontrol negatif (K-). Pengamatan dilakukan menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 400x, dan kemudian dicapture dengan menggunakan
aplikasi optilab pada computer. Profil histologi ditunjukkan pada gambar 4.3.

Profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus) yang diamati
menunjukkan kelompok K- (kontrol negatif) memiliki profil sel tubulus yang normal
dengan inti bulat utuh dan susunan jaringan yang baik, karena tidak terjadi kerusakan
sel dan tidak terdapat pelebaran jarak antar tubulus. Berbeda dengan profil histologi
jaringan tubulus pada kelompok K+ (kontrol positif) yang menunjukkan pelebaran
jarak antar tubulus sebesar 96,91 um yang diakibatkan oleh banyaknya kerusakan sel,
serta ditemukan beberapa tahap nekrosis sel yaitu inti piknosis dan karioreksis.
Kelompok P1 menunjukan terdapat kerusakan sel berupa inti piknosis dan karioreksis
serta beberapa jaringan sel yang tidak utuh, namun pada kelompok ini sudah tidak
terjadi pelebaran jarak antar tubulus. Profil histologi pada kelompok P2 jaringannya
semakin baik karena jaringan terlihat utuh dan tidak terjadi pelebaran jarak antar
tubulus, namun masih ditemukan tahap kerusakan inti sel berupa inti karioreksis. Untuk
kelompok P3 profil histologi menunjukkan telah terjadi perbaikan sel dan tidak terjadi
pelebaran jarak antar tubulus.
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Gambar 4.3 Hasil pengamatan profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus
musculus) dengan perbesaran 400x. Keterangan: (a) sel normal, (b)
inti piknosis, (c) inti karioreksis, (d) pelebaran jarak antar tubulus.

Pengamatan profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus)
dilihat berdasarkan tingkat kerusakan sel yang terjadi pada jaringan tubulus. Nilai rata-
rata tingkat kerusakan sel tubulus ginjal mencit yang telah diberi perlakuan

nanopartikel pegagan tersalut kitosan dengan dosis 120 mg/kgBB pada P1, dosis 180
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mg/kgBB pada P2, dosis 240 mg/kgBB pada P3 serta K- (kontrol negatif) dan K+
(kontrol positif) ditunjukkan pada gambar 4.4.

Rata-rata Tingkat Kerusakan Sel Tubulus

1600  15.13%0,25
14.00 12.25+ 0,65
12.00 10.38+ 1,11
10.00
8.00 7.50+ 0,41 638+ 0,8
6.00
4.00
2.00
0.00
K+ P1 P2 P3 K-

W Rata-rata

Gambar 4.4 Diagram batang pengaruh pemberian nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan dengan dosis P1 (120 mg/kgBB),
P2 (180 mg/kgBB), P3 (240 mg/kgBB) terhadap tingkat kerusakan
sel tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Gambar 4.4 menunjukkan rata-rata tingkat kerusakan tubulus semakin menurun
mulai dari kelompok K+ (15,13+0,25), kelompok P1 (12,25+0,65), kelompok P2
(10,38+1,11), kelompok P3 (7,50+0,41), hingga kelompok K- (6,38+0,48). Diantara
ketiga perlakuan (P1, P2, P3) pemberian nanopartikel pegagan tersalut kitosan,
kelompok P3 merupakan kelompok yang paling rendah rata-rata tingkat kerusakan
tubulusnya.

Uji statistika Anova satu arah dengan signifikansi 5% dilakukan pada hasil data
yang didapat untuk mengetahui apakah pemberian nanopartikel pegagan tersalut
kitosan benar berpengaruh terhadap perbaikan tubulus ginjal mencit (Mus musculus)
karena rerata antar kelompok berbeda secara signifikan. Hasil uji Anova satu arah
terangkum pada tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Hasil Anova pengaruh pemberian nanopartikel pegagan (Centella
asiatica) tersalut kitosan dengan dosis P1 (120 mg/kgBB), P2 (180
mg/kgBB), P3 (240 mg/kgBB) terhadap tingkat kerusakan tubulus

ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Vol | Kuachat | Bebme | Kuadrar | TG | Fabels%
Perlakuan 201,325 4 50,331 119,599 3,06
Galat 6,312 15 0,421
Total 207,638 19

Hasil tabel 4.3 menunjukkan bahwa nilai F hitung (119,599) > F tabel (3,06),
sehingga hipotesis 1 (H1) diterima dan hipotesis 0 (Ho) ditolak, hal ini menunjukkan
pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan memberikan
pengaruh terhadap profil histologi tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes
komplikasi.

Uji lanjut statistika dilakukan untuk mengetahui kelompok perlakuan mana
yang paling berpengaruh terhadap perbaikan tubulus ginjal mencit (Mus musculus). Uji
lanjut menggunakan uji Duncan atau DMRT (Duncan’s multiple range test) dengan
nilai signifikansi 5% yang hasilnya ditampilkan pada tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil Uji Duncan 5% pengaruh pemberian nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap tingkat kerusakan tubulus
ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

Perlakuan Rerata Notasi Uji Duncan (5%0)
K- 6,38 £ 0,48 a
P3 7,50+ 0,41 b
P2 10,38 £ 1,11 c
P1 12,25 £ 0,65 d
K+ 15,13+ 0,25 e

Tabel 4.4 hasil uji Duncan untuk pengaruh pemberian nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan terhadap kerusakan tubulus ginjal mencit (Mus

musculus) diabetes komplikasi menunjukkan kelompok P3 (7,5+0,41) memiliki rerata
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kerusakan yang paling rendah dan berbeda sangat nyata dengan kelompok P1
(12,25+0,65), P2 (10,38+1,11) dan K+ (15,13%0,25), sehingga menunjukkan dosis
kelompok P3 yaitu 240 mg/kgBB merupakan dosis paling optimal diantara perlakuan
dosis yang lain dalam menurunkan kerusakan sel pada tubulus mencit (Mus musculus)
diabetes komplikasi, namun keadaan tubulus kelompok P3 belum sebaik pada keadaan
tubulus kelompok K- (kontrol negatif), dibuktikan dengan adanya perbedaan notasi
antara kelompok K- dan P3 pada uji Duncan dengan taraf 5%. Setiap kelompok uji
memiliki rerata yang berbeda sangat nyata antara kelompok yang satu dengan yang
lain, ditunjukkan dengan tidak ada notasi yang sama pada setiap kelompok perlakuan.
Hasil uji juga menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan yang digunakan maka seamakin menurun tingkat
kerusakan sel pada jaringan tubulus ginjal mencit diabetes komplikasi.

Gambar 4.1 memperlihatkan pada perlakuan K+ (kontrol positif) profil
histologi tubulus ginjal menunjukkan pelebaran jarak antar tubulus serta terlihat
beberapa tahap nekrosis sel diantaranya inti piknosis dan karioreksis. Pelebaran jarak
antar tubulus menunjukkan banyak sel pada jaringan tubulus yang mengalami
kerusakan sehingga beberapa sel epitel tubulus berkurang menyebabkan jarak antara
satu tubulus dengan tubulus yang lain semakin lebar. Kerusakan sel ini terjadi berkaitan
dengan keadaan hiperglikemia yang terjadi pada keadaan diabetes komplikasi.

Keadaan hiperglikemia memicu radikal bebas dan stres oksidatif pada sel epitel
tubulus. Diketahui tubulus proksimal dan distal merupakan tempat reabsorpsi glukosa
dan mineral lainnya, sehingga selnya rentan terhadap kerusakan akibat hiperglikemia.
Kadar glukosa yang tinggi dapat menginduksi kerusakan sel melalui aktivasi Aldose
Reduktase (AR) sehingga menyebabkan pembentukan AGE melalui jalur poliol. AGE
dapat meginduksi kerusakan dan disfungsi ikatan silang protein matriks seperti kolagen
dan laminin yang menyebabkan pengerasan dinding arteri, sehingga pasokan oksigen
ke sel tubulus rendah menyebabkan kerusakan sel tubulus. AGE juga akan

mengaktivasi RAGE (receptor for advanced glycation endproduct) menyebabkan
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penurunan pertahanan antioksidan karena pembentukan ROS yang berlebih sehingga
terjadi stress oksidatif dan merusak sel tubulus (Barrera & Jaisser, 2020).

Al-Hussaini & Kilarkaje (2018) menemukan pada keadaan tikus diabetes
terjadi akumulasi AGE pada tubulus kontortus proksimal. Akumulasi AGE di ginjal
berhubungan langsung dengan timbulnya penyakit nefropati diabetik dan penyakit
ginjal stadium akhir. Disebabkan pengikatan AGE ke RAGE menghasilkan penigkatan
pembentukan ROS sebagai radikal bebas. Meningkatnya kadar ROS dalam tubuh harus
diimbangi dengan tingginya kadar antioksidan di dalam tubuh, karena antioksidan
mampu menetralkan radikal bebas sehingga tidak terjadi stress oksidatif. Dalam hal ini
antioksidan akan berikatan dengan radikal bebas. Sebagaimana Allah # menjelaskan

secara implisit dalam QS: Adz dzariyat [51]: 49, sebagai berikut:

< sEteas D aianzzle Lz %l )
¢4 Qj;wrbugﬁj)uo-gwgfdf)
Artinya:

Dan segala sesuatu Kami ciptakan berpasang-pasangan supaya kamu
mengingat kebesaran Allah (Adz dzariyat [51]: 49).

Kata (2> 3 secara bahasa bermakna berpasang-pasangan. Segala sesuatu baik
makhluk hidup maupun mati telah Allah 4 ciptakan berpasang-pasangan supaya saling
melengkapi dan selalu mengingat Allah Yang Maha Esa dan hanya Allah Yang Maha
Kuasa atas segala sesuatu (Shihab, 2002). Seperti halnya Allah % menciptakan
antioksidan sebagai pasangan untuk menetralkan radikal bebas di dalam tubuh, agar
radikal bebas tidak dapat merusak sel dan menyebabkan penyakit di dalam tubuh. Hal
tersebut merupakan suatu tanda kebesaran Allah 4 menciptakan segala sesuatu secara
berpasangan. Menurut Serang & Febrianto (2018) antioksidan akan berikatan dengan
radikal bebas sehingga keadaan stress oksidatif dapat dihindari, dengan hal tersebut
kerusakan sel akan menurun.

Gambar 4.4 menunjukkan terjadi penurunan rata-rata tingkat kerusakan tubulus
ginjal pada kelompok P1 dibandingkan dengan kelompok K+ (kontrol positif). Antara

P1 dan K+ (kontrol positif) menunjukkan hasil rerata kerusakan sel tubulus lebih
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sedikit P1 yaitu 12,25 + 0,65 sedangkan K+ sebesar 15,13 + 0,25. Menurut tabel 4.4
hasil tersebut berbeda secara signifikan, hal ini menunjukkan pemberian nanopartikel
pegagan (Cetella asiatica) tersalut kitosan mulai dari perlakuan dosis terkecil P1 (120
mg/kgBB) dapat menurunkan tingkat kerusakan sel tubulus ginjal mencit (Mus
musculus) akibat kondisi hiperglikemia pada keadaan diabetes komplikasi.
Dimungkinkan efek penurunan kerusakan ini diakibatkan oleh kandungan senyawa
yang terkandung di dalam nanopartikel pegagan tersalut kitosan. Wilson et al. (2015)
menyatakan kandungan senyawa aktif nanopartikel perak pegagan (Centella asiatica)
diantaranya alkaloid, saponin, karbohidrat, steroid, glikosida dan protein, mampu
menunjukkan sifat antioksidan yang kuat terhadap pengurangan DPPH dibanding asam
askorbat (vitamin C).

Sifat antioksidan pada pegagan juga dipengaruhi oleh senyawa asam asiatik,
yang merupakan senyawa triterpenoid pentasiklik utama dalam pegagan. Asam asiatik
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat yang dapat menghambat atau memperlambat
pembentukan produk akhir glikasi (AGE) (Lv et al., 2018). AGE dihasilkan oleh
perubahan pada struktur protein, lipid atau DNA yang disebabkan oleh kadar glukosa
yang tinggi. Akumulasi AGE di ginjal berkorelasi positif dengan perkembangan
penyakit ginjal diabetes. Sehingga penghambatan terhadap AGE menjadi faktor
penting dalam memperbaiki kerusakan sel pada ginjal akibat diabetes komplikasi
(Barrera & Jaisser, 2020).

Keadaan diabetes menyebabkan terjadinya akumulasi AGE pada tubulus ginjal,
sehingga sistem penghantaran obat dengan tujuan pada organ yang spesifik sangat
membantu dalam pengoptimalan penggunaan senyawa yang terkandung dalam obat.
Diketahui menurut Chen et al. (2020) dan Hauser et al. (2021) teknologi nanopartikel
dengan penggunaan makromolekul kitosan sebagai pembawa, menunjukkan molekul
ini dapat menumpuk dan melepaskan obat secara khusus di ginjal, serta memiliki
afinitas tinggi pada tubulus proksimal ginjal, sehingga teknologi nanopartikel pegagan
tersalut kitosan, diharapkan dapat mengoptimalkan penghantaran senyawa yang

terkandung dalam pegagan untuk menghambat radikal bebas yang terdapat pada ginjal
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diabetes komplikasi. Dengan hal ini proses pengikatan radikal bebas dapat meningkat
karena lebih banyak senyawa yang sampai pada organ ginjal.

Nanopartikel perak pegagan (Centella asiatica) diketahui memiliki sifat
antidiabetes dalam penghambatan terhadap enzim o-amilase. Enzim ini dapat
menghidrolisis polisakarida seperti glikogen dan pati menjadi glukosa dan maltosa.
Dalam studi menunjukkan nanopartikel pegagan signifikan dalam menghambat
aktivitas a-amilase. Penghambatan terhadap enzim ini mengakibatkan keterlambatan
pencernaan karbohidrat sehingga menurunkan tingkat glukosa plasma post-prandial
(Wilson et al., 2015).

Penjelasan diatas menunjukkan bahwa pemberian nanopartikel pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan berpengaruh secara signifikan terhadap penurunan
rata-rata tingkat kerusakan sel pada tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes
komplikasi. Diketahui semakin tinggi dosis yang diberikan menunjukkan semakin
berkurang rata-rata tingkat kerusakan sel pad tubulus. Perlakuan P3 dengan dosis
pemberian nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan sebanyak 240
mg/kgBB menunjukkan rata-rata kerusakan sel tubulus paling sedikit yaitu sekitar 7,5
+ 0,41 walaupun tidak sekecil pada perlakuan K- (6,38 + 0,48). Penurunan kerusakan
sel tubulus dimungkinkan berkaitan dengan potensi kandungan senyawa pada pegagan
(Centella asiatica) tersalut kitosan yang mampu menghambat penghasilan AGE
sebagai faktor pemicu terbentuknya radikal bebas pada tubulus, selain itu teknologi
nanopartikel tersalut kitosan juga meningkatkan sistem penghantaran obat pada organ
ginjal karena memiliki afinitas tinggi pada tubulus proksimal ginjal (Hauser et al.,
2021), sehingga dimungkinkan dapat meningkatkan potensi senyawa pegagan dalam
memperbaiki kerusakan sel pada tubulus ginjal mencit (Mus musculus) akibat diabetes

komplikasi.
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BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil pembahasan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan dapat menjadi
pengobatan dalam mengatasi diabetes komplikasi pada ginjal dengan
pengaruhnya terhadap penurunan kerusakan profil histologi glomerulus dan
tubulus ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi.

2. Dosis nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan yang paling
optimal dalam menurunkan kerusakan profil histologi glomerulus dan tubulus

ginjal mencit (Mus musculus) diabetes komplikasi adalah dosis 240 mg/kgBB.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian ini, peneliti memberikan saran pada penelitian
selanjutnya, diantaranya:
1. Pengaruh nanopartikel pegagan (Centella asiatica) tersalut kitosan tehadap
kadar SOD dan MDA ginjal mencit (Mus musculus) diabetes.
2. Parameter pengujian ditambah dengan melihat kadar protein albumin pada urin
mencit.
3. Pengamatan histologi ginjal mencit diabetes komplikasi dapat menggunakan
mikroskop elektron untuk melihat secara detail bagaimana kerusakan sel

podosit (sel epitel) glomerulus.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Gambar Hasil Pengamatan Histologi Glomerulus dan Tublus
Ginjal Mencit

P2 (Perlakuan 2)-1 P2 (Perlakuan 2)-2
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.} ek “°
K+ (Kontrol Positif)-1 K+ (ontrol Positif)-2
Lampiran 2. Perhitungan Dosis

1. Perhitungan Dosis Streptozotocin yang diberikan
Induksi streptozotocin menggunakan multiple low dose dengan dosis 40

mg/kgBB dan 60 mg/kgBB. Jadi dosis yang diberikan untuk mencit 30 gram:

e STZ dosis 40 mg/kgBB e STZ dosis 60 mg/kgBB
n 40 mg n 60 mg
30g 1000 g 30g 1000 g
40 60
n=1000x30 n=1000X30
1200 1800
"= 1000 "= 1000

n=12mg n=18mg
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2. Pembuatan larutan STZ
STZ dilarutkan dalam buffer sitrat 0,02 M.
Perbandingan STZ dengan buffer sitrat 0,02 M adalah 10 mg : 1 ml.
Kebutuhan STZ dalam satu hari untuk 20 ekor tikus = 1.2 mg x 20
=24 mg

24
Dosis buffer sitrat 0,02 M = 10 = 2,4ml

Jadi, 24 mg STZ dilarutkan pada 2,4 ml buffer sitrat 0,02 M
3. Perhitungan Dosis Terapi Nanopartikel Pegagan yang diberikan

Untuk 1 ekor mencot dengan berat badan 30 gram:

e Dosis 120 mg/kgBB e Dosis 180 mg/kgBB
n 120 n 180
30 1000 30 1000
120 180
n=1000x30 n=1000x30
3600 5400
"~ 7000 "= 1000
n = 3,6 mg/kgBB n = 5,4 mg/kgBB

e Dosis 240 mg/kgBB

n 240

30 1000
240

n= 1000 x 30
7200

"= 1000

n = 7,2 mg/kgBB



Lampiran 3. Hasil Skoring Glomerulus

Perlakuan
Ulangan LP N 5N 3N KT K-
1 25 2 2 3 1.5
2 2.5 2 15 3 15
1 3 2.5 2 1.5 3 1
4 3 2 2 3 1
5 3.5 2.5 2 3 1
Jumlah 14 10.5 9 15 6
1 3 2.5 2 3.5 15
2 3 3 2 3 1.5
5 3 2.5 3.5 1.5 3 1.5
4 3 35 2 3 1.5
5 3 2.5 2 3 1.5
Jumlah 14.5 15 9.5 15.5 7.5
1 3 2.5 2 3 1
2 2.5 2.5 2 3.5 15
3 3 3 2 2 3 1
4 2.5 2.5 2 3 1
5 25 2 2 3 1
Jumlah 13.5 11.5 10 15.5 5,5
1 2.5 2 15 3 15
2 25 2 2 35 1.5
4 3 2.5 2.5 2 3 1.5
4 25 2 2 3 1.5
5 25 2.5 2 3 1.5
Jumlah 12.5 11 9.5 15.5 7.5
Lampiran 4. Hasil Skoring Tubulus
Perlakuan
Ulangan | LP N 2N 3N K+ K-
1 2 2 1.5 35 1.5
2 2.5 2.5 15 3 1
1 3 2.5 2.5 15 3 15
4 3 2.5 1.5 3 1.5
5 3 2.5 15 2.5 1
Jumlah 13 12 7.5 15 6.5
) 1 2 2 1 3 1.5
2 2 2 2 2.5 1
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3 3 15 1.5 3.5 1.5
4 2.5 2 15 3 1
5 2 2.5 2 3.5 1
Jumlah 11.5 10 8 15.5 6
1 3 1.5 1 3.5 1.5
2 2 2.5 1.5 3 1.5
3 3 2.5 2 2 2.5 1.5
4 2.5 15 1.5 3 1.5
5 2.5 2.5 15 3 1
Jumlah 12.5 10 7.5 15 7
1 2 2.5 2 2.5 1.5
2 2 15 1.5 2.5 1.5
4 3 2.5 15 1 3.5 1
4 3 1.5 1 3.5 1
5 2.5 2.5 15 3 1
Jumlah 12 9.5 7 15 6
Lampiran 5. Spss hasil skoring glomerulus
e Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Data
N 20
Normal Parameters? Mean 11.440
Std. Deviation 3.3314
Most Extreme Differences  Absolute 132
Positive 111
Negative -.132
Kolmogorov-Smirnov Z .590]
Asymp. Sig. (2-tailed) .878
a. Test distribution is Normal.
¢ Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Data
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.227 3 16 .876




e Oneway Anova 5%

ANOVA
Data
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 190.075 4 47.519 38.399 .000
Within Groups 18.562 15 1.238
Total 208.638 19
e Uji Duncan
Data

Duncan

Perlaku Subset for alpha = 0.05

an N 1 2 3 4

K- 4 6.625

3N 4 9.500

2N 4 12.000

1N 4 13.625

K+ 4 15.375

Sig. 1.000 1.000 .057 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 6. Spss hasil skoring tubulus

e Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Data
N 20
Normal Parameters? Mean 10.3250
Std. Deviation 3.30580
Most Extreme Differences  Absolute .159
Positive .159
Negative -121
Kolmogorov-Smirnov Z 711
Asymp. Sig. (2-tailed) .692
a. Test distribution is Normal.
e Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Data
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.141 4 15 126
e Oneway Anova 5%
ANOVA
Data
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 201.325 4 50.331 119.599 .000
Within Groups 6.312 15 421
Total 207.638 19
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Uji Duncan

Duncan

Data

Perlaku

an

Subset for alpha = 0.05

2

3

4

K-
3N
2N
IN

K+

Sig.

L T LT L

6.3750

1.000

7.5000

1.000

10.3750

1.000

12.2500

1.000

15.1250
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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