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INTISARI

Gagal ginjal adalah penyakit rusaknya ginjal secara irreversible yang
mempunyai angka kejadian tinggi. Konsumsi MSG berlebihan menjadi salah satu
penyebab terjadinya nekrosis tubulus ginjal. Ekstrak bunga telang mengandung
antioksidan sehingga mencegah nekrosis tubulus ginjal. Penelitian ini bertujuan
mengetahui pengaruh ekstrak bunga telang terhadap nekrosis tubulus ginjal pada
tikus putih jantan galur Wistar yang diinduksi MSG.

Jenis penelitian menggunakan eksperimental dengan rancangan “post test
only randomized control group design” dengan sampel penelitian 25 ekor tikus
putih jantan, dibagi menjadi 5 kelompok secara acak. Dosis induksi MSG adalah
sebesar 3 mg/gBB/hari. Pada kelompok P1, P2, dan P3 masing masing akan
diberikan ekstrak bunga telang dengan dosis 150 mg/kgBB/hari, 300
mg/kgBB/hari dan 600 mg/kgBB/hari. Setelah perlakuan selama 21 hari dilakukan
pembuatan preparat dan pengamatan. Data yang diperoleh diolah menggunakan
SPSS versi 29.0 dengan uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney.

Rerata jumlah sel nekrosis tubulus ginjal kelompok kontrol negatif (O sel),
kelompok kontrol positif (9,72 sel), kelompok P1 (6,08 sel), kelompok P2 (1,52
sel), dan kelompok P2 (1,4 sel). Kelompok perlakuan menunjukkan hasil
penurunan jumlah sel nekrosis dibanding dengan kelompok kontrol positif. Hasil
uji Kruskal-Wallis menunjukkan hasil signifikan (p< 0,05). Uji Mann-Whitney
menunjukkan perbedaan signifikan rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal pada
semua pasangan kelompok(p<0,05) kecuali pada pasangan kelompok P2 dan P3
(p>0,05).

Kesimpulan penelitian ini adalah terdapat pengaruh ekstrak bunga telang
terhadap nekrosis pada tikus putih jantan galur Wistar yang diinduksi MSG.

Kata kunci: Monosodium Glutamate, Bunga Telang, Nekrosis Tubulus Ginjal

Xiii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Gagal ginjal adalah penyakit rusaknya fungsi ginjal secara irrevesible
dan kronis yang menyebabkan bergantungnya pasien pada replacement
therapy (RT) (Soeli et al., 2021). Konsumsi MSG yang berlebih dan dalam
jangka waktu yang lama akan berpengaruh terhadap fungsi ekskresi ginjal.
Terutama pada sel epitel tubulus proksimal ginjal, struktur inilah yang rentan
terhadap zat toksik hasil metabolisme MSG yang kemudian akan
meningkatkan produksi reactive oxygen species (ROS) (V. Kumar et al.,
2017). Monosodium glutamate (MSG) adalah salah satu penyedap makanan
dan penguat rasa yang paling banyak digunakan dalam masakan yang
didalamnya terkandung asam glutamat, H,O, dan natrium (Hussin et al.,
2021; Kurtanty et al., 2018). Bunga telang (Clitoria ternatea L. ) adalah salah
satu tanaman herbal yang memiliki potensi baik di bidang pengobatan sebagai
antioksidan (Oguis et al., 2019). Hal ini dikarenakan kandungan zat
antosianin dan flavonoid lainnya (Chayaratanasin et al., 2015; Putu Anggun
Cipta Rosalita Jelantik dan Cahyaningsih, 2022). Dengan demikian, perlu
dilakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak bunga telang
terhadap nekrosis pada tubulus ginjal.

Kematian yang disebabkan oleh gagal ginjal menurut WHO
menyumbang sekitar 850.000 kematian tiap tahunnya (Arunachalam et al.,

2021). Berdasarkan data dari Indonesian Renal Registry (IRR) pada tahun



2016, 98% pasien dengan gagal ginjal menjalani terapi hemodialisis dan
sisanya menjalani terapi peritoneal dialisis serta transplantasi ginjal
(Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2018; Rasyid et al., 2022;
Suhardjono, 2014). Namun, beban biaya pengobatan tersebut cukup besar dan
dapat mempengaruhi kualitas hidup dari pasien gagal ginjal (Krishnan et al.,
2020). Lamanya proses dan banyaknya frekuensi hemodialisis juga
menyebabkan penurunan kualitas hidup pasien. Konsumsi MSG di Indonesia
menunjukkan bahwa terdapat adanya peningkatan tiap tahunnya. Peningkatan
total produksi dari MSG di Indonesia yang mencapai 254.900 ton per
tahunnya dengan rata-rata konsumsi mencapai 24,1% pertahun (Munasiah,
2020; Riskesdas, 2018). Studi menunjukkan bahwa pemberian MSG
sebanyak 3 mg/gBB/hari selama 21 hari sudah mempunyai efek toksik yang
mempengaruhi gambaran histopatologi berupa nekrosis dari ginjal tikus
(Abd-Elkareem et al., 2022). Pemberian ekstrak bunga telang sebesar 10
mg/kgBB/hari, 50 mg/kgBB/hari dan 100 mg/kgBB/hari selama 28 hari dapat
mempengaruhi gambaran histopatologi testis tikus (lamsaard et al., 2014).
Literatur menunjukkan efek antioksidan bunga telang terbukti bahwa
pemberian ekstrak bunga telang sebanyak 100 mg/kg/hari selama 7 hari dapat
menurunkan kadar ureum darah sehingga bunga telang dengan efek
antioksidannya diharapkan mampu menjadi alternatif pengobatan untuk gagal
ginjal (Nuryadin Zain et al., 2021).

Konsumsi MSG mempengaruhi berbagai fungsi fisiologis pada

manusia, salah satunya pada organ ginjal. MSG dalam darah berdisosiasi



menjadi sodium dan glutamate. Glutamate akan difiltrasi pada korpuskulum
ginjal dan diteruskan melewati tubulus pada korteks ginjal sehingga
menyebakan ginjal menjadi rentan terhadap efek toksik MSG (Aidaros et al.,
2019). MSG juga meningkatkan hiperselularitas pada glomerulus ginjal,
perubahan sitoarsitektur ginjal, menimbulkan edema pada sel tubulus ginjal
dan inflitrasi dari sel inflamasi pada korteks ginjal, dan akhirnya dapat
mendegenerasi tubulus ginjal serta menyebabkan kesetimbangan redoks
terganggu yang kemudian akan memulai adanya respons peradangan yang
meningkatkan kerentanan - jaringan ginjal terhadap peroksidasi lipid,
kerusakan DNA, dan modifikasi protein, yang menyebabkan kematian sel
hingga gagal ginjal (Arunachalam et al., 2021; Onyesife et al., 2023). MSG
menyehabkan adanya produksi berlebih dari radikal bebas dan berkurangnya
antioksidan endogen untuk menangkal radikal bebas (Sharma, 2015). Bagian
dari ginjal yang paling rentan terhadap zat toksik dan radikal bebas adalah
tubulus ginjal. Hal ini disebabkan akibat banyaknya mitokondria pada sel
tubulus ginjal dan proses reabsorpsi pada ginjal membutuhkan energi yang
paling banyak sehingga banyak membutuhkan ATP yang apabila mengalami
kerusakan akan dapat merusak fungsi ginjal (Eirin, Lerman dan Lerman,
2017).

Antioksidan dapat berperan aktif dalam menangkal stress oksidatif
dengan cara melakukan pengikatan terhadap radikal bebas, menghambat
enzim oksidatif, mengikat ion logam, dan menjadi enzim kofaktor

antioksidan. Zat antioksidan pada bunga telang ini dapat dijadikan alternatif



1.2.

1.3.

untuk menjadi nefroprotektor. Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa
ekstrak bunga telang sebanyak 300 mg/kgBB/hari dan 600 mg/kgBB/hari
selama 21 hari dapat berperan sebagai antioksidan dengan menurunkan kadar
malondialdehyde (MDA) (Putri, Wasita dan Indarto, 2023). Studi lain juga
menunjukkan adanya manfaat nefroprotektif dari ekstrak bunga telang dengan
induksi CCl, ditandai penurunan sel-sel inflamasi dan nekrosis pada tubulus
ginjal tikus (Chandra, 2019). Namun, belum ada studi yang melakukan
penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak bunga telang terhadap
nekrosis tubulus ginjal pada tikus jantan galur wistar yang diinduksi MSG .
Berdasarkan uraian masalah di atas, peneliti tertarik dalam melakukan
penelitian terkait pengaruh pemberian ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea

L. ) terhadap nekrosis tubulus ginjal pada tikus putih.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L.)
terhadap nekrosis tubulus ginjal pada tikus putih jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang diinduksi monosodium glutamate (MSG)?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh ekstak bunga telang (Clitoria ternatea
L.) terhadap nekrosis tubulus ginjal pada tikus putih jantan galur
Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi monosodium glutamate

(MSG).



1.3.2.

Tujuan Khusus

1.3.2.1. Mengetahui rerata sel nekrosis tubulus ginjal tiap-tiap
kelompok

1.3.2.2. Memperoleh nekrosis tubulus ginjal pada kelompok tikus
putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang hanya
diinduksi MSG.

1.3.2.3. Memperoleh nekrosis tubulus ginjal pada kelompok tikus
putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi
MSG dan diberi ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L. )
dengan dosis 150 mg/kgBB/hari, 300 mg/kgBB/hari, 600

mg/kgBB/hari.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teori

Sebagai masukan dan tambahan informasi pengembangan ilmu
pengetahuan tentang pengaruh bunga telang (Clitoria ternatea L. )
terhadap nekrosis pada tubulus ginjal.
Manfaat Praktis

Hasil penelitian dapat menjadi bahan yang patut
dipertimbangkan  dalam memanfaatkan bunga telang (Clitoria

ternatea L. ) sebagai upaya preventif penanganan penyakit ginjal.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nekrosis Tubulus Ginjal

2.1.1.

2.1.2.

Pengertian

Nekrosis adalah suatu bentuk kematian sel yang ditandai
dengan hancurnya membran sel dan kebocoran enzim seluler yang
akhirnya tercernanya sel. Nekrosis memunculkan reaksi peradangan
yang diinduksi oleh sat yang dilepaskan dari sel yang mati dan
befungsi untuk menghilangkan zat sisa dan memulai proses perbaikan
selanjutnya. Enzim yang bertanggung jawab untuk mencerna sel
bersama dari lisosom, atau bersalah dari sel yang sekarat, dan bisa
Juga bersala dari leukosit yang terekrut sebagai bagian dari reaksi
peradangan yang muncul. Nekrosis merupakan puncak dari cedera sel
reversible yang tidak dapat diperbaiki kembali (V. Kumar et al., 2017)
Patofisiologi

Tahapan nekrosis ditandai dengan adanya gambaran piknosis,
karioreksis, dan kariolisis. Piknosis digambarkan dengan pengecilan
dari penyusutan nukleus dan peningkatan basophil; di mana DNA
berkondensasi menjadi massa menyusut yang gelap. Nukleus yang
mengalami piknosis selanjutnya terfragmentasi yang dinamakan
karioreksis. Pada akhirnya, nukelus mengalami kariolisis di mana
basophil memudar karena tercernanya DNA oleh aktvitas dari

deoxyribonuclease (DNase) (Kumar et al., 2017).



Nekrosis tubular akut adalah salah satu jenis kerusakan dari
organ ginjal yang dapat ditunjukkan dengan adanya kerusakan,
nekrosis sel epitel tubulus, dan turunnya fungsi ginjal secara akut.
Nekrosis tubular akut adalah penyebab yang paling sering pada Acute
Kidney Injury (AKI). Iskemik ginjal, sepsis, dan nefrotoksin adalah
penyebab mayor dari nekrosis tubular akut. Nekrosis tubular akut
yang disebabkan oleh iskemia dan nefrotoksin adalah penyebab yang
paling sering pada AKI yang merupakan suatu sindrom klinis umum
yang ditandai dengan penuruan tiba tiba atau hilangnya fungsi ginjal.
AKI tidak hanya berhubungan dengan mortalitas dan morbiditas tetapi
juga meningkatkan risiko dari terjadinya penyakit ginjal kronik
(PGK). Nekrosis tubular akut ini terjadi dalam beberapa fase. Pada
fase awal, terjadinya hipoksia berkepanjangan yang diikut dengan
iskemia menyebabkan cedera pada endotel ginjal dan sel epitel
tubulus dengan kombinasi adanya nekrosis dan apoptosis. Saat
semakin memburuknya cedera, pengeluaran dari sitokin pro-inflamasi
menginduksi kaskade inflamasi. Debris nekrotik seluler dapat
menyebablan obstruksi intratubular. Pada fase pemeliharaan terjadi
perbaikan sel, apopotosis, dan proliferasi untuk mempertahankan
integritas sel dan tubulus. Selama fase pemulihan, tekanan darah
kembali pada angka normal. Selain itu juga terjadinya perbaikan

homeostatis dan polaritas dari sel-sel (Kellum et al., 2021).



2.1.3. Gambaran Histopatologi yang Diharapkan
Ginjal dibagi menjadi bagian luar yaitu korteks dan bagian
dalam yaitu medulla. Di bagian luar, korteks dilapisi oleh jaringan ikat
kapsula, jaringan ikat perirenal, dan jaringan adiposa. Pada korteks ini

dapat ditemukan tubulus ginjal dan glomerulus ginjal.

. Tubulus
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Gambar 2.2. Histologi Normal Ginjal Tikus Putih Pewarnaan H&E,
Pembesaran 400x
(Abd-Elkareem et al., 2022)
Panah hitam: Tubulus ginjal



Gambaran nekrosis pada tubulus ginjal dengan pembesarannya
yang berbeda dapat dilihat pada Gambar 2.3. di mana terdapat
gambaran degenerasi dari sel tubulus ginjal, sel yang mengalami
nekrosis, dan sitoplasma yang mengalami vakuolasi ditunjukkan
dengan panah hitam serta epitel yang rata ditunjukkan dengan panah
putih serta gumpalan hialin pada lumen tubulus ginjal yang

ditunjukkan dengan kepala panah hitam (Abd-Elkareem et al., 2022).

I A ' . & A A “ - J

Gambar 2.3 Nekrosis Tubulus Tikus Putih Pewarnaan H&E,
Pembesaran 400x

(Abd-Elkareem et al., 2022)

Panah hitam - : vakuolasi sel
Panah putih  : epitel rata
Kepala panah : panah hitam
2.2. Bunga Telang
2.2.1. Definisi
Bunga telang (Clitoria ternatea L.) adalah sebuah tumbuhan
dari famili Fabaceae atau polong-polongan. Tanaman ini mempunyai
sifat merambat menahun dan dapat ditemukan tumbuh di berbagai

wilayah yang memiliki iklim tropis dan subtropis. Seluruh bagian dari

bunga telang diyakini memiliki potensi efek menyembuhkan.
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Beberapa penelitian telah mengungkapkan bahwa kelopak bunga
telang memiliki kemampuan sebagai agen antioksidan, antiobesitas,
antikanker, antidiabetes, antiinflamasi, dan antibiotik (Marpaung,
2020).

Bunga telang ini memiliki ciri warna yang sangat beragam
mulai dari putih, ungu muda, dan biru muda hingga biru tua. Bunga
telang inipun bisa dalam bentuk tunggal atau berpasangan. Pedikel
dari bunga telang dapat tumuh hingga panjang 4-9 mm dan panjang
bracteolesnya sekitar 12mm. Bunga telang ini dapat mengandung 6
sampal 8 biji yang berwarna coklat atau hitam (Ezzudin M. dan
Rabeta, 2018). Ciri fenotipik lainnya adalah mempunyai batang
ramping yang berbulu halus dengan daun-daunnya yang berhelai-helai
yang berbentuk elips (John Sushma et al., 2016). Berikut gambar dari

bunga telang yang sudah dideskripsikan di atas.

Gambar 2.4. Bunga Telang
(Dokumentasi Pribadi,2024)
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Gambar 2.5. Bunga Telang Kering
(Dokumentasi Pribadi, 2024)

2.2.2. Kandungan Kimia Bunga Telang

Banyak penelitian yang sudah meneliti dari kandungan kimia
bunga telang dan aktivitas  antioksidannya. Beberapa evaluasi
fitokimia pada bagian bunga telang ini membuktikan bahwa terdapat
metabolit-metabolit yang dapat befungsi sebagai antioksidan. Salah
satu penelitian menunjukan bahwa kandungan senyawa fenolik pada
ekstrak etanol dari bunga telang mempunyai kemampuan dalam
menginhibisi dari radikal bebas sehingga mengindikasikan bahwa
bunga telang mempunyai sifat antioksidan yang kuat (Putra Tuan et
al., 2021). Berdasarkan dari struktur kimia dari senyawa fenolik ini,
lima kelas dari senyawa fenolik dibedakan menjadi lebih dari sepuluh
seperti flavonoid, asam fenolik, tannin, dan lignin. Berikut adalah

gambar dari manfaat senyawa fenolik (Kruk et al., 2022) .
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Gambar 2.6. Manfaat Senyawa Fenolik
(Kruk et al., 2022)

Bunga telang ini sendiri mempunyai kandungan antioksidan
yang natural seperti flavonoid, antosianin, asam fenolik, glikosid, dan
prosianidin. Suatu penelitian menunjukkan bahwa pigmen antosianin
pada bunga telang menyebabkan tingginya aktivitas antioksidan
dibandingkan dengan tumbuhan lainnya, Flavonoid adalah senyawa
fenolik yang sudah diindikasi mempunyai aktivitas antioksidan,
menghilangkan radikal bebas, antiinflamasi, hepatoprotektif, dan
aktivitas antivirus. Senyawa flavonoid ini sebenarnya adalah sebagai
penjaga tanaman dari stress yang berasal dari lingkungan. Kemudian,
antosianin pada tanaman berfungsi sebagai protector tanaman dari
sinar UV karena antosianin mengandung antioksidan yang tinggi.
Mekanisme aksi dari flavonoid ini dapat dilihat pada gambar di bawah

ini (George, Dellaire, dan Rupasinghe, 2017).
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Gambar 2.7. Jenis dan Manfaat Flavonoid
(George et al., 2017)

Stres oksidatif adalah kondisi tidak seimbanganya produksi
spesies oksigen reaktif dengan sistem pertahanan antioksidan dalam
tubuh. Spesies oksigen reaktif (ROS) seperti hidrogen peroksida,
anion superoksida, dan radikal hidroksil biasanya dihasilkan dalam
tubuh manusia melalui proses metabolisme aerobik. Kondisi stres
oksidatif yang naik dapat berkontribusi pada perkembangan penyakit
degeneratif. Beberapa penelitian telah  menunjukkan bahwa
mengonsumsi antioksidan dapat memiliki potensi untuk mencegah
penyakit yang terkait dengan stres oksidatif (Marpaung, 2020).

Aktivitas antioksidan dari bunga telang ini sudah terdapat
penelitiannya. Penelitian mengenai aktivitas antioksidan dari 15 jenis
bunga menyatakan jika ekstrak bunga telang adalah salah satu bunga
dengan aktivitas antioksidan paling tinggi. IC50 (inhibiton

concentration) merupakan banyak konsentrasi larutan dari sampel
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tertentu yang diperlukan agar dapat menghambat 50% radikal bebas
DPPH. Terdapat penelitian yang membuktikan bahwa IC50 dari
ekstrak metanol bunga telang vyaitu sebanyak 95,3 mg/ml
dibandingkan dengan IC50 vitamin C yang sebanyak 70,80 mg/ml.
Kemudian penelitan yang menunjukkan hasil bahwa 1C50 ekstrak air
bunga telang sebanyak 84,15 pg/ml sedangkan itu IC50 asam askorbat
sebanyak 5,34 ug/ml. Akan tetapi, terdapat penelitan yang
menunjukkan hasil bahwa kemampuan ekstrak bunga telang dalam
mereduksi radikal bebas lebih tinggi apabila dibandingkan dengan
vitamin C. Selain itu, suatu penelitan menunjukkan bahwa ekstrak
bunga telang mempunyai kemampuan efektif dalam melindungi sel
kulit dari stress oksidatif akibat hydrogen peroksida dan sinar
ultraviolet (Marpaung, 2020). Ekstrak bunga telang ini telah dilakukan
uji toksisitas pada tikus dengan LDsp selama 14 hari di mana
pemberian ekstrak bunga telang sebanyak >2000 mg/kgBB masuk ke
dalam kategori “toksik ringan”. Efek toksisitas ini berupa pengamatan
pada mata, kulit, bulu, kelesuan pada tikus, diare, temor, kejang

bahkan kematian (Dewi et al., 2023).

2.3. Monosodium Glutamate (MSG)
2.3.1. Definisi
Monosodium glutamate (MSG) adalah natrium garam dari
asam amino yang dikenal sebagai asam glutamat. Asam glutamat atau

glutamat adalah salah satu jenis asam amino yang paling umum
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dijumpai dalam alam. Asam glutamat merupakan komponen utama
dalam banyak protein dan peptida, dan bisa ditemukan di sebagian
besar jaringan. Produksi MSG dilakukan secara komersial melalui
proses fermentasi molase, namun juga terdapat dalam berbagai produk
yang berasal dari protein yang mengalami proses fermentasi, seperti
kecap. Komponen utama dari berbagai produk makanan yang kaya
protein, seperti daging, ikan, susu, dan beberapa jenis sayuran adalah
asam glutamat. Namun, hanya bentuk bebas dari asam glutamat yang
memiliki pengaruh pada reseptor glutamate. Ketika asam glutamat ini
terikat dengan asam amino lain dalam protein, maka tidak akan
merangsang reseptor glutamate (Bera et al., 2017). MSG ini berbentuk
seperti bubuk kristal yang sudah lama dimanfaat untuk penambah rasa
pada makanan.

MSG ini dimanfaatkan menjadi penambah rasa karena
kandungan asam glutamatnya yang mempunyai efek demikian.
Komposisi dari MSG ini terdiri dari 78% glutamat, 12% natrium, dan
10% air. Mekanisme MSG dalam memberikan tambahan rasa adalah
dengan MSG yang apabila larut dalam air liur atau saliva akan
berdisosiasi menjadi bentuk anion dari glutamat. Zat glutamat ini
nantinya dapat membuka channel Ca2+ pad neuron-neuoron yang
terletak pada sel-sel reseptor pengecap di lidah yang menyebabkan
Ca2+ dapat berpindah ke dalam sel dan menyebabkan adanya

depolarisasi reseptor dan potensial aksi yang akan disalurkan ke otak
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dan dapat diinterpretasikan menjadi rasa yang enak (‘Yonata dan
Iswara, 2016).
Metabolisme MSG

MSG vyang sudah dikonsumsi nantinya akan mengalami
metabolisme di dalam tubuh. Metabolisme dari MSG ini sendiri
dimulai ketika MSG yang dikonsumsi larut ketika bercampur dengan
air ataupun saliva akan berdisosiasi. Senyawa MSG yang semula
berbentuk garam bebas akan berubah menjadi anion dari glutamate
(Yonata dan Indah, 2016). Dapat disimpulkan bahwa konsumsi MSG
ini_akan memproduksi glutamate bebas yang dapat mengaktivasi
reseptor glutamat. Kemudian nantinya MSG akan diteruskan ke
saluran pencernaan. Beberapa bagian dari glutamat ini akan berikatan
dengan usus kecil dan sebagian besar lainnya akan dilepaskan ke
dalam peredarah darah (Dewi Fortuna et al., 2021).

Usus kecil merupakan tempat yang digunakan untuk
melakukan katabolisme dari beberapa asam amino terutama asam
amino non-essensial contohnya seperti glutamine, glutamate, dan
aspartate. Setelah masuk ke usus kecil, glutamat akan ditanspor dari
usus ke luman melalui membrane apikal. Transport utama dari
glutamat (GLU) adalah EAAC-1, GLT-1, dan GLAST-1. Setelah
mencapai di dalam enterosit dari usus kecil, katabolisme dilakukan di
dalam sitosol dan mitokondria. Proses ini dinamakan sebagai
transaminasi. Transaminasi ini dilakukan dengan bantuan dari

beberapa enzim seperti aminotransferase, glutamate dehidrogenase
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(GDH), dan alanin aminotransferase. a-Ketoglutarate (AKG) adalah
produk terakhirnya yang kemudian akan dimetabolisme dengan
memasuki siklus asam trikarboksilat (siklus TCA) menjadi
karbondioksida. Selain itu, AKG dapat memasuk enterosit melalui
transpor menggunaka NaDC-1. Selanjutkan glutamate akan diubah
menjadi karbondioksida melalui siklus asam trikarboksilat (siklus
TCA).

Kesimpulaan yaitu bahwa metabolisme MSG ini mengalami
proses absorbsi di dalam usus, lalu akan diedarkan ke seluruh tubuh
melalui darah dan akan masuk ke proses metabolisme di hati. Setelah
itu, MSG akan dieksreksikan melalui urin dan feses (Kazmi et al.,

2017).
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Gambar 2.8. Metabolisme MSG pada Ginjal
(Sharma, 2015)

2.3.3. Mekanisme MSG pada Kerusakan Ginjal
Metabolisme dari makanan dan faktor-faktor ekstraseluler dan
intraseluler seeperti hormon, sitokin, dan proses detoksifikasi akan

berpengaruh pada produksi stress oksidatif (Sharma et al., 2013). Pada
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kondisi fisologisnya, dalam proses metabolisme ini terjadi proses
eliminasi. Salah satu cara mengeliminasi dari hasil metabolisme MSG
ini dengan mengeluarkannya melalui urin. Pembentukan urin ini
terjadi pada ginjal sehingga metabolisme zat sisa MSG ini akan
beperngaruh pada ginjal. Metabolisme glutamat pada ginjal yang
berlebih pada asupan MSG yang kronis dapat menjadi sumber dari
ROS (reactive oxygen species) . MSG dapat menyebabkan produksi
dari radikal bebas menjadi meningkat dan antioksidan endogen pada
tubuh tidak dapat memenuhi kebutuhan tubuh (Masre et al., 2019).
Radikal bebas merupakan spesies Kkimia yang mempunyai satu
elektron bebas. Keadaan ini adalah keadaan yang tidak stabil sehingga
memudahkan radikal bebas ini beraksi dengan berbagai molekul.
Maka dari itu, jika radikal bebas ini terproduksi di dalam sel dapat
menyerang asam nukleat dan bermacam-macam protein seluler dan
lipid. Ditambah dengan radikal bebas mempunyai kemampuan untuk
memulai reaksi dengan molekul di sel yang menyebabkan
terproduksinya radikal bebas dengan jenis lain yang dapat berimbas
dengan terbentuknya rantai kerusakan. Efek dari ROS ini berupa
perioksidasi lipid, kerusakan DNA, dan kerusakan pada protein. Hal
ini kemudian akan berakibat dengan kerusakan sel dan selanjutnya
terjadinya nekrosis. Berikut ada mekanisme dari kerusakan sel yang

berakibat nekrosisnya sel (V. Kumar et al., 2017).
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Gambar 2.9. Perjalanan Nekrosis
(V. Kumar et al., 2017)

ROS (reactive oxygen ‘species) adalah spesies molekul yang
dihasilkan dari oksigen molekular dalam 4 langkah reduksi 1 elektron
berturut-turut yang biasanya terjadi di mitokondria. Terdapat 3 jenis
utama dari ROS yaitu anion superoksida (O, *), hidrogen perioksida
(H20,), dan hidroksil (OH). OH dan O, = disebut sebagai radikal
bebas karena merupakan senyawa yang mengandung oksigen dengan

sifat reaktif (Collin, 2019). Berikut adalah gambar pembagian ROS .
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Gambar 2.10. Pembagian ROS
(Herb & Schramm, 2021)

Senyawa dari O, = dan H,O, mempunyai andil dalam reaksi
redoks di mitokondria yang akan meningkat apabila terjadi stress
oksidatif seperti contohnya akibat macam-macam penyakit atau
stimulus-stimulus. Stress oksidatif merefleksikan keadaan terjadinya
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan aksi dan antioksidan

endogen dalam menetralkan ROS (Collin, 2019).
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Gambar 2.11. Struktur Lewis ROS
(Demidchik, 2015)
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Ginjal adalah organ yang rentan terhadap stress oksidatif
akibat dari tingginya reaksi oksidasi yang terjadi pada mitokondria
selama proses detoksifikasi dan metabolisme berlangsung. Mekanisme
dari MSG dapat menyebabkan peningkatan ROS sudah diteliti. Pada
metabolisme MSG ini salah satu prosesnya adalah terjadinya siklus
TCA. Peningkatan signifikan dalam ekspresi enzim a-ketoglutrat
dehidrogenasi (KGDH) dan suksinil-CoA ligase (Suclg2) menyatakan
bahwa pemberian MSG dalam jangka waktu lama dapat menyebabkan
percepatan siklus TCA. Peningkatan ini diduga akibat dari percepatan
katabolisme asam amino seperti glutamat. Peningkatan a-KGDH ini
diduga dapat berhubungan produksi ROS akibat konsumsi MSG
(Sharma et al., 2014). Pada suatu studi, marker lipid perioksidasi
dilaporkan meningkat pada ginjal tikus yang diberikan MSG di mana

hal ini mengindikasikan terjadinya peningkatan stress oksidatif (Paul

etal., 2012).
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Gambar 2.12. Siklus TCA MSG
(Paul et al., 2012)
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Peningkatan stress oksidatif dari ginjal ini akan berakibat pada
kerusakan sel sehingga pada akhirnya sel dapat mati. Pada suatu
penelitian, terbukti bahwa pemberian MSG pada ginjal tikus dapat
menyebabkan perubahan yang dijelaskan pada gambar di bawah ini

(Sharma, 2015).
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Gambar 2.13. Mekanisme Kerusakan Ginjal
(Sharma, 2015)

2.4. Pengaruh Ekstrak Bunga Telang (Clitoria ternatae L.) terhadap Nekrosis
Tubulus Ginjal

Bunga telang diketahui mempunyai manfaat karena kandungannya

yang berguna untuk menghilangkan radikal bebas (Ezzudin M dan Rabeta,

2018). Senyawa fenolik yang terdiri dari flavonoid, antosianin, dan asam

fenolik berkontribusi pada kapabilitas antioksidan yang tinggi pada bunga

telang (Jamsari et al., no 2021). Kerusakan sel yang diakibatkan oleh radikal

bebas bisa diakibatkan oleh beberapa keadaan salah satunya adalah adanya
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zat toksik. Kerusakan sel ini dapat menyebabkan kematian sel yang dapat
terjadi melalui nekrosis, apoptosis, atau pola campuran nekroptosis (V.
Kumar et al., 2017).

Ginjal merupakan organ yang berguna untuk ekskresi dari hasil
metabolit-metabolit pada tubuh manusia tidak terkecuali pada hasil
metabolisme dari MSG. Salah satu komponen dari MSG adalah asam
glutamat yang jika dimetabolisme menyebabkan peningkatan kadar ROS
yang berlebihan serta penurunan pada antioksidan endogen pada tubuh yang
dapat menyebabkan kerusakan sel pada ginjal. Kelebihan ROS menyebabkan
kerusakan oksidatif pada molekul-molekul penting dalam sel, seperti DNA,
protein, asam nukleat, dan lapisan lipid membran yang berujung kepada
kematian sel ginjal dan nekrosis. Bahkan pada skala yang besar, ginjal dapat
rusak sehingga menyebabkan fungsinya terganggu dan menyebabkan gagal
ginjal. Literatur menyebutkan bahwa tubulus merupakan struktur dari ginjal
yang rentan terkena zat-zat toksik (V. Kumar et al., 2017). Salah satu
penyakit yang terjadi akibat rusaknya dari ginjal adalah nekrosis tubular akut
yang nantinya jika tidak diatasi akan menyebabkan gagal ginjal. Meskipun
penyebab dari nekrosis tubular akut ini adalah multifaktorial, zat-zat toksik
adalah satu satu dari etiologinya. Maka dari itu, antioksidan eksogen ini
diperlukan dalam mencegah terjadinya kerusakan sel hingga nekrosis pada
ginjal. Senyawa fenolik dari bunga telang yang berupa flavonoid, antosianin,
dan asam fenolik diharapkan dapat memberikan efek antioksidan pada
tubulus ginjal yang terpapar zat toksik dari hasil metabolisme MSG. Suatu

studi menyatakan bahwa senyawa fenolik ini mempunyai beberapa
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keuntungan yaitu untuk memerangi radikal bebas, menghambat dari oksidasi
biomolekul, dan mengurangi faktor transkripsi yang sensitif terhadap reaksi
redoks (Kruk et al., 2022). Senyawa fenolik dalam memerangi ROS adalah
dengan cara melakukan transfer atom hidrogen, transfer elektron single,
transfer elektron kehilangan proton sequens, dan kelasi logam transisi (Zeb,
2020). Flavonoid dapat memerangi radikal bebas, menginduksi apoptosis,
menginhibisi pembentukan ROS, menginhibisi dari kerusakan DNA, dan
meningkatkan dari level glutathione (George et al., 2017). Antosianin dapat
memblokade dari ROS dan memproteksi mekanisme produksi enzim
antioksidan endogen (Kowalski et al., 2020). Sedangkan itu, asam fenolik
memiliki gugus fenol dan struktur yang stabil yang dapat menghasilkan atom
hidrogen sehingga mempunyai sifat antioksidan untuk memerangi ROS
(Kumar dan Goel, 2019). Oleh karena manfaat tersebut, ekstrak bunga telang
diharapkan dapat menurunkan kerusakan sel akibat adanya peningkatan

produksi dari radikal bebas.
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Gambar 2.14. Kerangka Teori




2.6. Kerangka Konsep
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Gambar 2.15. Kerangka Konsep

2.7. Hipotesis

Terdapat pengaruh ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L.)

terhadap nekrosis tubulus ginjal tikus putih jantan galur wistar (Rattus

novergicus) yang diinduksi monosodium glutamate (MSG).




BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen laboratorium dengan
post test only randomized control group design pada tikus putih jantan Rattus
norvegicus. Perlakuan penelitian ini adalah induksi monosodium glutamate
(MSG) dan pemberian ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L.) terhadap

tikus putih jantan galur wistar (Rattus novergicus).

3.2 Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel Penelitian
3.2.1.1. Variabel Bebas
Ekstrak bunga telang.
3.2.1.2. Variabel Terikat
Nekrosis tubulus ginjal.
3.2.1.3. Variabel Prakondisi
Monosodium glutamate.
3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1. Ekstrak Bunga Telang

Ekstrak bunga telang pada penelitian ini adalah
ekstrak yang dibuat dari bunga telang kering sebanyak 300 gr
yang dikeringkan menggunakan oven pengering dengan suhu

40°C. Lalu dihaluskan dengan cara diblender hingga menjadi
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halus berupa bentuk serbuk kemudian dimaserasi dan
dilarutkan dengan etanol 70% dengan perbandingan 1 : 5
(300 gr : 1,5 L) selama 2 x 24 jam dalam suhu ruang. Hasil
disaring dengan Kkertas filter kemudian hasil filtrat
dievaporasi dengan Rotatory Evaporator dengan suhu 40°C
selama 40 menit sampai didapatkan ekstrak kental kemudian
akan diberikan dalam dosis 150 mg/kgBB/hari; 300
mg/kgBB/hari; dan 600 mg/kgBB/hari selama 21 hari
peroral.
Skala: Rasio
Nekrosis Tubulus Ginjal

Nekrosis tubulus ginjal dapat dilihat dari ginjal kanan
tikus yang dilakukan pengecatan hematoksilin eosin yang
akan diamati pada mikroskop. Indikator nekrosis ditandai
dengan beberapa gambaran piknosis, karioreksis, dan
kariolisis. Nekrosis tubulus ginjal dihitung dari jumlah sel
nekrosis pada lima lapang pandang yang berbeda yang
diamati di mikroskop dengan pembesaran 400x(Day, 2014;
Deviana, 2018; Dey, 2018) .
Skala: Rasio
Monosodium glutamate

Monosodium glutamate yang dimanfaatkan pada
penelitian ini adalah (CsHgNO4Na) murni 100% . Dosis MSG
yang akan digunakan pada penelitian ini sebanyak 3
mg/gBB/hari selama 21 hari.

Skala: Rasio
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3.3 Populasi dan Sampel

3.3.1.

3.3.2.

Populasi
Populasi penelitian ini adalah tikus putih jantan galur wistar
(Rattus norvegicus) yang dipelihara dan dirawat di Laboratorium
Pusat Studi Pangan dan Gizi (PSPG) Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta.
Sampel
Sampel penelitian ini adalah bagian populasi penelitian yang
berjenis kelamin jantan dan memenuhi kriteria inklusi dan kriteria
eksklusi sebagai berikut :
3.3.2.1. Kiriteria Inklusi
1) Berat 196 gr
2) Usia 2 bulan
3) Tikus jantan
4) Tikus dalam kondisi sehat (aktif, tidak cacat, dan
beraktivitas normal)
3.3.2.2. Kriteria Eklusi
1) Mengalami kecacatan saat perlakuan
2) Tikus yang tidak mau makan saat penelitian
3.3.2.3. Kiriteria Drop Out

1) Sakit atau mati selama masa adaptasi atau saat perlakuan
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3.3.3. Besar Sampel
Besar sampel dihitung menggunakan rumus Frederer (1963)
dengan hasil perhitungan sebagai berikut:
(t-1) (n-1)> 15
t  :Jumlah kelompok
n :Jumlah ulangan
Jumlah dari kelompok perlakuan adalah 5, sehingga besar
sampel yang dibutuhkan sebagai berikut:
(5-D(n-1)>15
4(n-1)=15
4n-4 =15
n=19/4
n= 4,75

Dengan pembulatan menjadi 5, sehingga jumlah sampel total
pada penelitian yang akan dilakukan adalah sebesar 5 ekor tikus putih
jantan galur wistar (Rattus novergicus) pada tiap kelompok perlakuan
sehingga total sampel yang dibutuhkan sebesar 25 ekor tikus putih
jantan galur wistar (Rattus novergicus). Sampel diambil secara acak

atau randomisasi dengan kriteria sampel yang sudah dicantumkan.

3.4 Instrumen dan Bahan Penelitian
3.4.1. Instrumen
Alat yang digunakan pada penelitian terdiri dari kandang tikus
lengkap dengan tempat makan dan minumnya, timbangan digital,

sonde lambung, kertas saring perkamen, mangkuk, batang pengaduk,
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oven, kapas, tisu, alumunium foil, spuit yang ujungnya sudah
ditumpulkan, gunting bedah, pinset, penangas air, mikroskop, object
glass, cover glass, beaker glass, mikroskop, rotatory microtome, dan
evaporator.

3.4.2. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari tikus
putih jantan galur wistar, bunga telang, MSG murni, etanol 70%,
aquadest, pelet untuk makan tikus, eosin 0,2%, hematoksilin-eosin,
NaCl 0,9%, neutral buffer formalin 30%, parafin, xylol, dan alkohol

70% — 100%.

3.5 Cara Penelitian
3.5.1. Pembuatan Ekstrak Bunga Telang

Bunga telang yang sudah didapat dikeringkan hingga
dihaluskan dengan blender hingga berubah bentuk menjadi serbuk.
Serbuk bunga telang yang sudah jadi dimaserasi dengan etanol 70%
selama 2 x 24 jam dalam suhu ruang. Selama proses ekstraksi
berlangsung, pengadukan dilakukan untuk mencampurkan bunga
telang kering 300 gr dengan pelarut etanol dengan perbandingan 1 : 5
(300 gr : 1,5 L). Hasil dari proses maserasi dilakukan proses
penyaringan menggunakan kertas perkamen. Kemudian, filtrat
dievaporasi dengan rotatory evaporator dengan suhu 40°C selama 40
menit agar pelarut menguap sehingga didapatkan ekstrak kental lalu

dilanjutkan dengan penimbangan berat dari ekstrak yang telah didapat.
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Dosis Penelitian
3.5.2.1. Dosis monosodium glutamate (MSG)
Dosis MSG yang digunakan adalah sebanyak 3
mg/gBB/hari yang diberikan selama 21 hari.
3.5.2.2. Dosis ekstrak bunga telang
Dosis ekstrak bunga telang yang akan digunakan
sebanyak 150 mg/kgBB/hari; 300 mg/kgBB/hari, serta 600
mg/kgBB/hari selama 21 hari.
Pengalokasian Subjek
Pengalokasian subjek dilakukan secara randomisasi dengan
subjek dibagi menjadi 5 kelompok yang terdiri dari 2 kelompok
kontrol dan 3 kelompok perlakuan di-mana tiap kelompok terdiri dari
5 tikus. Cara  melakukan randomisasi adalah pertama dengan
pemberian label pada tikus yang diberi label 1 sampai 5 lalu dibuat
tabel kosong yang berisi kolom yang berjumlah semua sampel
penelitian yang terbagi dalam kelompok. Langkah selanjutnya adalah
tikus dimasukkan secara acak ke dalam suatu kelompok dan memberi
label pada tikus tersebut sesuai dengan kategori kelompok.

1. Kontrol (-) : kelompok tikus yang hanya diberi pakan dan
minum standar (K-).

2. Kontrol (+) : Kelompok tikus yang hanya diinduksi MSG 3
mg/gBB/hari (K+).

3. Perlakuan1l : Kelompok tikus vyang diinduksi MSG 3
mg/gBB/hari setelah itu diberi ekstrak bunga telang 150
mg/kgBB/hari (P1).
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Perlakuan 2 : Kelompok tikus yang diinduksi MSG 3
mg/gBB/hari setelah itu diberi ekstrak bunga telang 300
mg/kgBB/hari (P2).
Perlakuan 3 : Kelompok tikus yang diinduksi MSG 3
mg/gBB/hari setelah itu diberi ekstrak bunga telang 600
mg/kgBB/hari (P3).

3.5.4. Prosedur Penelitian

1.

Mempersiapkan 25 ekor tikus putih jantan galur wistar (Rattus
novergicus) sesuai dengan Kriteria (rerata berat badan sebesar
196 gram dengan usia 2 bulan).

Tikus dilakukan adaptasi selama 3 hari dan diberi makanan
standar (pelet dan air minum air mineral).

Pada hari ke-4, tikus dilakukan randomisasi menggunakan nomor
undi dan dibagi menjadi 5 kelompok yaitu K(-), K(+), P1, P2, dan
R3k

Timbangan disiapkan sebagai alat penimbang makanan tikus dan
ekstrak bunga telang dibuat dalam seminggu sekali sesuai dosis.
Memberikan larutan MSG secara oral dilakukan sebelum
pemberian makan pada pagi hari.

Memasukkan ekstrak bunga telang menggunakan metode gavage
yang merupakan metode oral degan menggunakan sonde ke tiap-
tiap kelompok perlakuan.

Pada kelompok P1, P2, serta P3 MSG diberikan setelah
pemberian ekstrak bunga telang dengan estimasi waktu sekitar 60

menit.
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8. Perlakuan induksi MSG dan pemberian ekstrak bunga telang
dilakukan selama 21 hari sehingga total waktu penelitian adalah
24 hari.
3.5.5. Pengambilan Jaringan dan Pembuatan Preparat
3.5.5.1. Pengambilan jaringan
Tikus dilakukan anestesi dengan eter yang dibasuhkan
ke kapas lalu ditempatkan pada wadah kaca. Kemudian tikus
akan dilakukan nekropsi dengan posisi terlentang lalu
keempat ekstremitas tikus difiksasi menggunakan jarum
pentul. Setelah itu, alkohol diberi di permukaan abdomen
tikus agar memudahkan proses nekropsi. Proses penyatan
dilakukan di daerah linea alba dari dagu tikus hingga ke
tulang pelvis tikus dengan membuka lapisan kulit serta fascia.
Rongga ‘abdomen dibuka dari daerah processus xypoideus
hingga ke daerah ossis pubis (tulang kemaluan) untuk
mengambil organ ginjal. Sebelum dilakukan pengambilan,
ginjal dibebaskan dari lapisan lemak dan organ sekelilingnya
menggunakan piset lalu menggunting ginjal hingga terangkat
dan dipotong di area hilus ginjal. Sampel jaringan ginjal yang
sudah didapat akan disimpan pada kulkas dengan suhu 80°C
untuk selanjutnya dapat dilakukan pembuatan preparat.
Setelah prosedur nekropsi selesai, tikus harus dipastikan telah
mati, jika diperlukan proses dekapitasi dapat dilakukan

sebelum tikus dikubur atau dibakar pada incinerator suhu

tinggi.
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3.5.5.2. Pembuatan preparat

Cara membuat preparat histopatologi adalah dengan
melakukan fiksasi organ ginjal dengan menggunakan larutan
Netral Buffer Formalin 10% dengan lama waktu 18-24 jam.
Proses selanjutnya adalah pemotongan dan memasukkan
organ yang sudah difiksasi ke wadah plastik sebagai wadah
untuk specimen. Kemudian proses selanjutnya adalah proses
dehidrasi dengan etanol bertingkat yaitu 70%, 80%, 95%, dan
terakhir dengan larutan etanol 100% sebanyak tiga Kali.
Proses dehidrasi tersebut dilakukan pada suhu kamar.
Tahapan berikutnya adalah tahap penjernihan dengan cara
memberikan campuran larutan xylol dan etanol 100% serta
dua kali xylol yang dilakukan selama 45 menit dengan suhu
kamar. Proses selanjutnya adalah proses infiltrasi dengan
larutan campuran xylol dan parafin serta diteruskan dengan
pemberian larutan parafin sebanyak tiga kali selama 45 menit
pada suhu 60°C. Sampel organ yang didapat selanjutnya
dicetak menjadi blok dengan diletakkan di cetakan blok yang
selanjutnya dituangi parafin cair dan didinginkan di suhu
kamar. Proses selanjutnya adalah penyayatan blok parafin
jaringan ginjal dengan ketebalan irisan 6-8 pm sebanyak tiga
sayatan dengan menggunakan rotatory microtome. Proses

terakhir adalah pewarnaan hasil sayatan jaringan ginjal
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dengan menggunakan hematoksilin eosin (HE) (Khristian &

Inderiati, 2017).

3.5.6. Pengamatan Nekrosis Tubulus Ginjal

Preparat yang sudah dibuat akan diamati di bawah mikroskop
dengan perbesaran 400x dengan diamati di seluruh lapang pandang.
Nekrosis ini dapat ditemukan apabila ditemukannya inti sel yang
mengalami piknosis (inti mengecil dan berwarna gelap dan padat),
karioreksis (inti terbagi atas fragmen-fragmen atau inti pecah), serta
karyolisis (inti sel menghilang) (Day, 2014; Deviana, 2018; Dey,

2018).

3.6 Tempat dan Waktu
3.6.1. Tempat Penelitian
Tempat penelitian untuk melakukan pemberian MSG dan
ekstrak bunga telang serta pembuatan preparat histopatologi tubulus
ginjal pada tikus dilakukan di Laboratorium Pusat Studi Pangan dan
Gizi (PSPG) serta di Laboratorium Riset Terpadu Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Pengamatan
preparat histopatologi dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi
Rumah Sakit Islam Sultan Agung Semarang.
3.6.2. Waktu Penelitian
Penelitian akan dilakukan pada bulan Desember 2023 — Januari

2024.



3.7 Alur Penelitian

25 ekor tikus jantan galur wistar (Rattus
norvegicus) dengan umur 2 bulan dengan
berat badan rata-rata 196 gr

|

Adaptasi 3 hari

Randomisasi § kelompok @S ekor
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Gambar 3.1. Alur Penelitian
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3.8 Analisis Hasil

Data hasil pengamatan histopatologi dianalisis secara deskriptif untuk
mengetahui nekrosis tubulus ginjal tiap-tiap kelompok, lalu dianalisis untuk
mengetahui normalitas data menggunakan uji Shapiro Wilk dan dilakukan uji
homogenitas dengan uji Levene. Data dinyatakan mempunyai distribusi tidak
normal dan tidak homogen (nilai p <0,05) sehingga data dilakukan
transformasi data dengan log10. Uji non-parametrik dilakukan menggunakan
uji Kruskal Wallis. Uji beda Kruskal Wallis didapatkan sig. nilai p <0,05
sehingga dinyatakan terdapat perbedaan signifikan. Kemudian, uji Mann
Whitney dilakukan untuk mengetahui perbedaan rerata jumlah nekrosis

tubulus ginjal pada tiap-tiap kelompok.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak bunga
telang terhadap nekrosis tubulus ginjal yang diinduksi MSG. Sejumlah 25
ekor tikus putih jantan galur wistar (Rattus norvegicus) dijadikan sebagai
subjek penelitian. Tikus-tikus diadaptasi dan dibagi ke dalam 5 kelompok.
Perlakuan dilakukan selama 21 hari dan hari selanjutnya tikus diterminasi
untuk diambil organ ginjalnya. Organ ginjal yang diambil kemudian dibuat
preparat dan selanjutnya diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran
400x.

Kelompok K(-) sebagai kontrol negatif yang diberikan perlakuan
pemberian pakan standar ad libitum tanpa pemberian ekstrak bunga telang
dan MSG. Kelompok K(+) sebagai kontrol positif yang diberikan perlakuan
pemberian MSG dengan dosis 3 mg/gBB/hari tanpa pemberian ekstrak bunga
telang. Kelompok P1, kelompok P2, dan kelompok P3 merupakan kelompok
perlakuan yang diberikan MSG dengan dosis 3 mg/gBB/hari dengan ekstrak
bunga telang dengan dosis masing-masing 150 mg/kgBB/hari, 300

mg/kgBB/hari, dan 600 mg/kgBB/hari.
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4.1.1. Deksriptif Data
Rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal pada tiap-tiap kelompok
terlihat pada Tabel 4.1 dan Grafik 4.1 di bawabh ini:

Tabel 4.1. Hasil Rerata Jumlah Nekrosis Tubulus Ginjal

Rerata = SD (sel) Median (sel)
K(-) 0,00 + 0,00 0,00
K(+) 9,72+0,32 10,00
P1 6,00 £ 0,06 6,00
P2 1,52 £0,80 1,60
P3 1,40 + 0,06 1,40
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Gambar 4.1. Grafik bar rerata jumlah nekrosis sel tubulus ginjal
Gambar 4.1 dan Tabel 4.1 memperlihatkan bahwa kelompok
K(+) yang merupakan kelompok tikus putih jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) dengan diberi induksi berupa MSG dengan dosis
3 mg/gBB/hari selama 21 hari mempunyai rerata jumlah sel nekrosis
tubulus ginjal (9,72 sel). Kelompok yang mempunyai sel nekrosis
terendah pada tubulus ginjal adalah pada kelompok K(-) yaitu tikus

putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diberi pakan dan
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minum standar sebanyak 0 sel. Kelompok P1, P2, dan P3
memperlihatkan penurunan rerata jumlah sel nekrosis tubulus ginjal
dengan masing masing rerata jumlah sel nekrosis sebanyak 6 sel; 1,5
sel; dan 1,4 sel. Kelompok P3 adalah kelompok yang mempunyai
hasil penurunan paling tinggi jika dibandingkan dengan kelompok
K(+)
Analisis Hasil

Data rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal yang diperoleh
dilakukan —uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas menggunakan uji Levene. Hasil dari kedua uji tersebut
dapat dilihat pada tabel di bawah ini:

Tabel 4.2. Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas Rerata Jumlah
Nekrosis Tubulus Ginjal

Uji Uji
Kelompok Normalitas Homogenitas

Nilai P Nilai P
Rerata jumlah K(-) 0,000

nekrosis K(+) 0,451* <0,001
tubulus ginjal P1 0,325*
P2 <0,001
= 0:325*

Keterangan : * =p > 0,05

Berdasarkan kedua tabel di atas dapat disimpulkan bahwa
distribusi data rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal pada kelompok
K(+), kelompok P1, dan kelompok P3 terdistribusi normal (p > 0,05).
Akan tetapi, distribusi data kelompok K(-) dan kelompok P2 tidak
terdistribusi normal karena mempunyai nilai p < 0,05. Kemudian,

variasi data rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal tidak homogen
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karena nilai p < 0,05. Data dinyatakan berdistribusi tidak normal dan

tidak homogen sehingga pengolahan data dapat dilanjutkan

melakukan transformasi log10.

Hasil uji transformasi data terlihat pada Tabel 4.3 di bawah ini:

Tabel 4.3. Hasil Uji Transformasi Data

Kelompok Uji Shapiro Wilk Uji Levene
Penelitian Statistik Sig. Statistik Sig.
K(-) 0,000 0,000
K(+) 0,897 0,391*
P1 0,883 0,325* 2,631 0,065*
P2 0,552 <0,001
P3 0,881 0,313*

Keterangan : * =p >0,05

Hasil uji transformasi data menunjukkan data tetap tidak

terdistribusi normal.

Pengolahan data dilanjutkan dengan uji Kruskal Wallis.

Penggunakan uji Kruskal Wallis dilakukan karena data berdistribusi

tidak normal dan varian data tidak homogen sehingga didapatkan hasil

seperti di bawah ini:

Tabel 4.4. Hasil Uji Kruskal Wallis

Kelompok

Nilai P

K(-)
K(+)
P1
P2
P3

<0,001*

Berdasarkan hasil pengujian dengan uji Kruskal Wallis, hasil

analisis menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar

kelompok sampel dengan nilai p <0,001. Analisis dilanjutkan dengan

uji Mann-Whitney untuk mengetahui kebermaknaan perbedaan rerata
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jumlah nekrosis tubulus ginjal antar dua kelompok yang ditunjukkan
pada Tabel 4.5

Tabel 4.5. Hasil Uji Mann-Whitney

Kelompok  K(-) K(+) Pl P2 P3
K(-) - 0,005* 0,005* 0,004* 0,005*
K(+) - 0,008* 0,007* 0,008*

P1 - 0,006* 0,007*
P2 - 0,174
P3 -

Hasil analisis dari perbedaan rerata jumlah nekrosis tubulus
ginjal tiap kelompok menunjukkan bahwa semua kelompok terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05) kecuali pada kelompok P2 dan P3
ditunjukkan (p>0,05).

4.2 Pembahasan

Penelitian jenis ekperimental yang dilakukan dengan tujuan untuk
mencari pengaruh pemberian ekstrak bunga telang terhadap nekrosis tubulus
ginjal pada tikus putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi
MSG. Data hasil penelitian memperlihatkan bahwa pada kelompok K(-), yang
diberi pakan standar, tidak terdapat nekrosis di sel tubulus ginjalnya. Namun,
kelompok K(+), yang diberikan MSG, didapatkan nekrosis tubulus ginjal. Hal
ini dapat disimpulkan bahwa pemberian MSG mengakibatkan rusaknya
tubulus ginjal. Hasil serupa ditunjukkan dari studi Abd-Elkareem et al. (2022)
yang menyatakan bahwa kelompok tikus perlakuan normal ditemukan sel
tubulus yang normal. Tubulus proksimal ginjal digambarkan dengan adanya
epitel kuboid simpleks, brush border, dan lumen yang lebih sempit (Mescher

et al., 2018). Sedangkan itu, pada kelompok K(+) ditemukan gambaran
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histopatologi berupa degenerasi dan nekrosis pada sel tubulus ginjal. Sel
epitel tubulus ginjal adalah bagian organ yang sangat sensitif terhadap
iskemia dan toksin (V. Kumar et al., 2017; Onyesife et al., 2023). Hal ini
disebabkan karena tubulus adalah bagian ginjal yang mempunyai laju
metabolisme yang tinggi, kebutuhan oksigen yang tinggi, dan sistem enzim
yang rentan. Tubulus ginjal juga berkontak langsung dengan toksin ketika
melakukan fungsi ekskresi ginjal sehingga terjadi hilangnya polaritas epitel
dari tubulus karena kontak dari toksin sehingga menyebabkan iskemia dan
akhirnya terjadi nekrosis. Suatu penelitian menunjukkan hal serupa yaitu
ditemukannya dilatasi tubulus, kerusakan brush border, nekrosis pada sel
epitel, dan adanya area hemoragik di tubulus ginjal pada pemberian MSG
sebanyak 2g/kgBB/hari selama 21 hari (Onyesife et al., 2023). Penelitian lain
juga menyatakan bahwa pemberian MSG sebanyak 4 mg/gBB/hari selama 7
hari secara subkutan dapat menimbulkan nekrosis disertai dengan degenerasi
tubulus. Beberapa sel yang masih tesisa membesar dan berbentuk banyak sisi
dengan sitoplasma yang lebih gelap. Inti sel-selnya dapat mengalami
gambaran piknosis dan kariolisis dan disertai area perdarahan fokal di
tubulus ginjal (Dixit et al., 2014). Hal ini dikarenakan MSG menyebabkan
penurunan oksigen sehingga tejadinya respirasi aerobik (Onyesife et al.,
2023).

MSG menyebabkan produksi ROS berlebihan dan antioksidan
endogen kekurangan dalam memenuhi kebutuhan tubuh untuk memerangi

dari ROS. Penurunan enzim antioksidan, peningkatan lipid perioksidasi, dan
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fibrosis tubulo-interstitial adalah penyebab terjadinya toksisitas MSG di
ginjal (Sharma, 2015). Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa pemberian
MSG sebanyak 8 g/kgBB/hari selama 2 hari pada hari ke-1 dan ke-14 dengan
total pemberian perlakuan selama 14 hari mempunyai efek signifikan dalam
menurunkan enzim antioksidan yang diukur dengan kadar SOD (superoksida
dismutase) dan peningkatan lipid perioksidasi yang diukur menggunakan
kadar MDA (malondialdehyde) (Uroko et al., 2021). SOD merupakan enzim
yang mempunyai peran penting dalam menyeimbangkan konsentrasi oksidan
biologis yang dapat mencegah terjadinya kerusakan oksidatif. SOD berfungsi
dalam melawan radikal bebas melalui siklus oksidasi/reduksi dengan
kecepatan reaksi yang sangat tinggi (Zheng et al., 2023). MDA merupakan
produk dari perioksidasi lipid sehingga analisis kadar MDA dapat menjadi
biomarker untuk menilai stress oksidatif pada tubuh (Yekti et al., 2018).
Perbandingan rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal pada kelompok
sampel menunjukkan jika pemberian bunga telang mempunyai efek
menurunkan rerata jumlah nekrosis tubulus ginjal. Sifat antioksidan dari
ekstrak bunga telang disebabkan karena senyawa kimia yang dimiliki dari
bunga telang. Senyawa kimia tersebut adalah senyawa fenolik (Putra Tuan et
al.,, 2021). Senyawa fenolik yang terdapat pada bunga telang berupa
flavonoid, antosianin, dan asam fenolik (Al-Snafi, 2016). Flavonoid
berfungsi melawan kerusakan dari radikal bebas, menginhibisi pembentukan
ROS, menginhibisi rusaknya DNA, menginduksi kematian sel secara normal,

dan meningkatan kadar glutathione (George et al., 2017). Sementara itu,
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antosianin memiliki kemampuan untuk menghambat ROS dan melindungi
mekanisme produksi enzim antioksidan alami (Kowalski et al., 2020).
Kemudian, asam fenolik mempunyai gugus fenol dan struktur yang konsisten
yang mampu menghasilkan atom hidrogen  sehingga memiliki sifat
antioksidan yang efektif dalam melawan ROS (Kumar dan Goel, 2019). Efek
nefroprotektif bunga telang juga ditunjukkan dengan adanya penurunan sel-
sel inflamasi (Chandra, 2019). Studi terdahulu menyatakan jika ekstrak bunga
telang sebanyak 400 mg/kgBB/hari menurunkan sitokin proinfamasi yaitu IL-
B dan IL-6 secara signifikan (Singh et al., 2018).

Suatu studi menyatakan bahwa pemberian ekstrak bunga telang
dengan perbedaan dosis yang semakin tinggi Yyaitu sebanyak 100
mg/kgBB/hari dan 300 mg/kgBB/hari selama 7 hari mempunyai efek dalam
menurunkan kadar ureum Kreatinin ginjal yang meningkat karena rusaknya
ginjal (Nuryadin Zain et al., 2021). Kadar ureum berhubungan dengan fungsi
ekskresi ginjal sedangkan kadar Kkreatinin berfungsi untuk mendiagnosis
rusaknya fungsi ginjal dengan mengecek kadar kreatinin fosfat darah.
Keduanya adalah indikator dari fungsi ginjal normal apabila meningkat
mengindikasikan adanya kerusakan fungsi ginjal (Pandya et al., 2016).
Namun, kelompok P2 dan P3 menunjukkan tidak ada perbedaan yang
signifikan yang dapat diartikan bahwa pemberian ekstrak bunga telang
dengan perbedaan dosis makin tinggi belum mencapai efek yang maksimal.
Studi lain menyatakan bahwa pemberian ekstrak bunga telang paling efektif

adalah dengan cara perebusan dibandingkan dengan teknik maserasi seperti



47

yang dilakukan pada penelitian ini karena mempunyai efek antioksidan yang
lebih tinggi diukur melalui kemampuan ekstrak dalam menghambat
terjadinya lipid perioksidasi. Kandungan flavonoid tertinggi juga didapatkan
pada ekstrak bunga telang yang dibuat dengan cara direbus. (Purwanto et al.,
2022).

Akan tetapi, penelitian ini masih terdapat beberapa kelemahan yaitu
belum dilakukannya pengecekan kerusakan fungsional ginjal berupa kadar
ureum Kkreatinin. Terjadinya nekrosis juga disertai inflamasi sehingga
diperlukan penelitian mengenai aktivitas sitokin pro-inflamasi pada
pemberian ekstrak bunga telang. Selain itu, belum dilakukan pengecekan

mengenai kadar SOD dan MDA.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

5.1.1

5.1.2

5.1.3

5.14

Terdapat pengaruh ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L.)
terhadap nekrosis tubulus ginjal pada tikus putih jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) yang diinduksi monosodium glutamate (MSG)
Rerata jumlah sel nekrosis tubulus ginjal dengan urutan tertinggi
hingga terendah adalah pada kelompok kontrol positif dengan 9,72
sel; kelompok P3 dengan 6 sel; kelompok P2 dengan 1,52 sel;
kelompok P3 dengan 1,4 sel; dan pada kelompok kontrol negatif
dengan O sel.

Pemberian MSG meningkatkan jumlah nekrosis tubulus ginjal yang
mengalami nekrosis pada tikus putih jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus) yang hanya diinduksi MSG secara signifikan
dibandingkan dengan tikus putih jantan galur Wistar (Rattus
norvegicus) yang hanya diberikan pakan standar.

Pemberian ekstrak bunga telang dengan dosis 150 mg/kgBB/hari, 300
mg/kgBB/hari, 600 mg/kgBB/hari menurunkan jumlah nekrosis pada
tikus putih jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) secara signifikan
dibandingkan dengan tikus putih jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang hanya diinduksi MSG.
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5.2 Saran
Saran yang dapat disampaikan peneliti dari keterbatasan pada
penelitian ini adalah:

5.2.1 Dilakukannya penelitian lanjutan dalam meneliti kerusakan fungsional
ginjal dengan mengecek kadar ureum kreatinin ginjal dan mengecek
inflamasi yang terjadi menggunakan marker sitokin pro-inflamasi
berupa IL- B dan IL-6

5.2.2 Melakukan penelitian untuk mengecek kadar SOD dan MDA
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