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Efek Proteksi Ekstrak Etanol Pegagan (Centella Asiatica L.Urban) terhadap Kerusakan Histologis Ginjal Mencit (Mus musculus) yang Diinduksi Parasetamol Dosis Toksik

The Protection Effect of Centella asiatica L.Urban extract on the Kidney Histological Structure of Mice (Mus musculus ) induced by toxic doses of paracetamol
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ABSTRACT
Berlian Permata Sakti, G0011053, 2014. The Protection Effect of Centella asiatica L.Urban extract on the Kidney Histological Structure of Mice (Mus musculus) induced by toxic doses of paracetamol. Script, Faculty of Medicine, Sebelas Maret University, Surakarta.

Background. Centella asiatica L.Urban contains antioxidant compounds such as triterpenoid, essential oil, and flavonoid. It has significant activities to reduce oxidative stress that can make damage of kidney cells. This study aims to investigate protection effect of Centella asiatica L.Urban  extract on the kidney histological structure of mice (Mus musculus ) induced by toxic doses of paracetamol.

Metodology. This study was an experimental research laboratory. Samples were 30 Swiss webster type mice, 2-3 weeks old age and ±  20  grams of weight. Samples were divided into 5 groups, each group consisted of 6 mice (Mus musculus). The control group were given no treatment, just regular feed. Induction group induced by paracetamol but did not get any treatment, just got aquadest. KP1, KP2, and KP3 induced by paracetamol and got treatment by Centella asiatica L.Urban  extract at a dose of 5 mg/20 gram, 10 mg/20 gram, dan 20 mg/20 gram. Kidney histological images were assessed by the sum of the cell nucleus pycnosis , karyorrhexis, and karyolysis. Data were analyzed using one-way ANOVA and followed by a post hoc multiple comparisons test.

Result. The  ANOVA test for all groups showed that p value is 0.000 (p < 0.05). The post hoc multiple comparisons test con result the significant differences between group KK-KI, KK-KP1, KK-KP2, KK-KP3, KI-KP1, KI-KP2, KI-KP3, KP1-KP2, KP1-KP3, and KP2-KP3.

Conclusion. Centella asiatica L.Urban extract has a protection effect to kidney in histological structure of mice (Mus musculus).
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	PENDAHULUAN


Terdapat lebih dari 20.000 tumbuhan obat di Indonesia.Namun, baru sekitar 300 jenis yang sudah dimanfaatkan (Hariana, 2008).Salah satu tanaman yang berpeluang dikembangkan sebagai tanaman obat adalah pegagan (Centella asiaticaL. Urban).
Dalam kebijakan nasional, pegagan telah ditetapkan sebagai salah satu tanaman obat unggulan di Indonesia.Pegagan telah dimanfaatkan dalam mempercepat penyembuhan luka serta terapi berbagai kelainan yaitu leprosi, ulkus, lupus, eksim, psoriasis, diare, demam, amenore, anxietas, stres, dan penyakit kelamin (Brinkhaus et al., 2000).Adapun bagian tanaman yang paling sering digunakan adalah daun (Hendayana et al., 2013).
Hasil analisis fitokimia menunjukkan bahwa pegagan memiliki komponen asam triterpen, minyak atsiri, glikosida, alkaloid, flavonoid, dan kandungan kimia lainnya (Jamil et al., 2006). Kandungan triterpenoid, minyak esensial, dan flavonoid dalam ekstrak merupakan kontributor utama dalam aktivitas antioksidan dalam ekstrak pegagan dan terbukti cukup signifikan mengurangi proses stres oksidatif (Zainol et al., 2003; Jaswir et al., 2004; Hussin et al., 2007).
Dalam keadaan normal, tubuh memiliki antioksidan yang dapat mengikat radikal bebas. Apabila antioksidan tidak cukup banyak untuk menetralkan radikal bebas, dapat mengakibatkan keadaan stres oksidatif dan merusak jaringan atau organ.Salah satu organ yang rentan terhadap stres oksidatif adalah ginjal. Beberapa keadaan yang dapat menyebabkan stres oksidatif pada ginjal adalah penyakit, infeksi, obat-obatan (antibiotik, antineoplastik, imunosupresan, analgesik, dan anti-inflamasi non-steroid), dan zat-zat kimia yang terdapat di lingkungan (asap rokok, radiasi, dan alkohol), dan lain-lain (Ozbek, 2011). 
Salah satu obat yang dapat menimbulkan dampak negatif pada ginjal bila diberikan dalam dosis berlebihan adalah parasetamol (Wilmana dan Gunawan, 2009). Berdasarkan penelitian Yaman dan kelompok penelitiannya (2011) pemberian parasetamol dosis toksik dapat memacu timbulnya kerusakan ginjal karena stres oksidatif. Untuk mengurangi efek dari stres oksidatif dapat digunakan antioksidan yang berasal dari luar tubuh antara lain yang berasal dari herbal (Scandalios, 2005).
Meninjau efek pegagan yang memiliki aktifitas antioksidan, penulis tertarik untuk meneliti pengaruh pemberian ekstrak etanol pegagan (Centella asiatica L.Urban) pada kerusakan ginjal mencit (Mus musculus) yang diinduksi parasetamol dosis toksik.
	SUBJEK DAN METODE


Penelitian dilakukan di Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Sebelas Maret Surakarta (FK UNS) dan telah  dinyatakan laik  etik  oleh  panitia kelaikan etik FK UNS.
Rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control goup design. Pada penelitian ini digunakan 30 mencit (Mus musculus) jantan galur Swiss  webster berusia  2-3  bulan dengan berat badan ± 20-30 gram yang terbagi menjadi 5 kelompok perlakuan secara acak (randomized). Sehingga masing-masing kelompok terdiri dari 6  mencit. Teknik sampling yang digunakan adalah purposive sampling, .Variabel luar yang tidak dapat dikendalikan pada penelitian  ini  meliputi reaksi hipersensitivitas mencit dan keadaan awal ginjal mencit.
Sebelum perlakuan, sampel diadaptasikan di tempat penelitian  selama  1  minggu,  kemudian dibagi  menjadi lima kelompok  secara acak:  kelompok  kontrol (KK), Kelompok Induksi (KI),  kelompok perlakuan 1(KP1), kelompok  perlakuan 2(KP2), dan kelompok perlakuan  3  (KP3). 
Uji Statistik
Perlakuan diberikan secara berturut-turut selama 14 hari
Pada hari ke-15 hewan dikorbankan
Pengamatan preparat masing-masing ginjal kanan dan kiri
Akuades 0,3 ml/20 g BB mencit (14 hari)
EEP 5 mg/20 g BB mencit  (14 hari)
EEP 10 mg/20 g BB mencit (14 hari)
Setelah 1 jam dipuasakan pada hari ke-12, 13, dan 14
Akuades 0,1 ml/ 20 g BB mencit 
Parasetamol dosis 0,1 ml/20 g BB mencit 
EEP  20 mg/20 g BB mencit (14 hari)
Dipuasakan selama ± 5 jam
KK
KI
KP1
KP2
Sampel 30 ekor mencit
KP3
Diadaptasikan 7 hari


























Gambar 1. Skema Rancangan Penelitian

Setiap mencit diambil ginjal kanan dan kiri, kemudian dibuat preparat histology menggunakan metode blok parafin dengan pengecatan HE. Masing-masing ginjal dibuat 2 irisan secara frontal pada daerah pertengahan ginjal (untuk keseragaman) dengan ketebalan tiap irisan ginjal ± 5-7 μm. Pembuatan preparat dilakukan pada hari ke-15 agar efek perlakuan tampak nyata.Tiap ekor mencit dibuat 2 irisan jaringan dari ginjal kanan dan 2 irisan jaringan dari ginjal kiri dengan jarak antara irisan 1 dengan irisan berikutnya 25 irisan. Pada tiap irisan dipilih satu daerah pada pars konvulata secara acak untuk dihitung jumlah sel epitel tubulus kontortus proksimal yang mengalami kerusakan. Untuk mengetahui sel-sel epitel tubulus proksimal yang mengalami kerusakan maka dari tiap irisan ditentukan 1 daerah di pars konvulata korteks ginjal kemudian pada tiap daerah tersebut dihitung jumlah sel epitel tubulus proksimal yang mengalami kerusakan dari tiap 50 sel epitel tubulus proksimal yang ada di daerah tersebut (50 sel pada irisan ginjal kanan dan 50 sel pada irisan ginjal kiri). Penghitungan poin kerusakan histologis dengan menjumlahkan inti sel yang mengalami piknosis, karioreksis, dan kariolisis; kemudian hasil penghitungan masing-masing pola nuklear nekrosis sel tersebut dijumlahkan untuk mendapatkan poin kerusakan histologis masing-masing ginjal. 
Data yang diperoleh dianalisis secara statistik dengan Uji Analysis of Variant  (Oneway ANOVA). Jika terdapat perbedaan yang bermakna maka dilanjutkan dengan uji Post HocLSD. Derajat kemaknaan yang digunakan adalah α = 0,05. 
	HASIL


Hasil rata-rata jumlah kerusakan histologis sel epitel tubulus proksimal dari masing-masing kelompok dapat dilihat pada tabel 1.
	
Tabel 1. Rata-rata skor kerusakan histologis 
	Kelompok  Perlakuan
	Mean
	SD

	KK
KI
	8,38
28,17
	2,601
2,599

	KP1
	23,96
	2,095

	KP2
	19,75
	2,967

	 KP3
	14,88
	2,153


ginjal mencit masing-masing kelompok 
perlakuan




Dari tabel di atas, dapat diketahui bahwa rata-rata jumlah kerusakan terendah didapatkan pada KK (Akuades) dan  rata-rata jumlah kerusakan paling tinggi didapatkan pada kelompok KP1 (Parasetamol + Akuades).
Selanjutnya, data diuji sebarannya normal atau tidak dengan menggunakan uji Saphiro-Wilk.
Tabel 2. Hasil Normalitas Sebaran Data masing-masing kelompok
	Kelompok  Perlakuan
	p
	Distribusi 

	KK
KI
	0,084
0,180
	Normal
Normal

	KP1
	0,306
	Normal

	KP2
	0,768
	Normal

	KP3
	0,678
	Normal



Pada uji Saphiro-Wilk, didapatkan nilai signifikansi seluruh kelompok  lebih besar dari nilai alfa (0.05). Hal ini menunjukkan bahwa data terdistribusi normal.
Dari uji Homogeneity of Variances didapatkan nilai p sebesar 0,201(p>0.05).Hal ini menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan varians antarkelompok yang dibandingkan (varians data homogen).
Nilai p dari hasil uji One-Way ANOVA adalah 0,000 (p < 0,05), sehingga terdapat perbedaan rata-rata jumlah kerusakan histologis sel epitel tubulus proksimal ginjal yang bermakna antara antara lima kelompok (KK(-), KI, KP1, KP2, dan KP3).
Adanya perbedaan yang signifikan dari lima kelompok tersebut maka uji statistik dilanjutkan dengan Uji Post Hoc Multiple Comparisons untuk mengetahui di mana letak perbedaan di antara pasangan kelompok mencit.Hasil varian data yang didapatkan pada penelitian homogen, maka uji Post Hoc yang digunakan adalah uji Post Hoc Test LSD.Hasil uji LSD  tersebut dapat dilihat pada tabel 3.
Tabel 3. Ringkasan Hasil Uji LSD
	Kelompok yang dibandingkan
	p
	Simpulan

	KK dan KI
KK dan KP1
	0,000
0,000
	Bermakna
Bermakna

	KK dan KP2
	0,000
	Bermakna

	KK dan KP3
KI dan KP1
KI dan KP2
KI dan KP3
	0,000
0,000
0,000
0,000
	Bermakna
Bermakna
Bermakna
Bermakna

	KP1 dan KP2
	0,000
	Bermakna

	KP1 dan KP3
	0,000
	Bermakna

	KP2 dan KP3
	0,000
	Bermakna



Dari Uji Post Hoc LSD  di atas diperoleh hasil berupa nilai p < 0,05 untuk semua perbandingan dua kelompok mencit. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nilai rerata jumlah kerusakan sel epitel tubulus proksimal ginjal yang bermakna  pada semua pasangan antar kelompok data.
Hasil pengamatan histologis ginjal mencit keseluruhan kelompok perlakuan dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Fotomikrograf tubulus proksimal pars konvulata korteks ginjal semua kelompok. tampak dalam gambar, a : inti sel normal,  b : inti sel piknosis (inti sel mengisut dan tercat lebih basofil), c : inti sel karioreksis (inti sel mengalami fragmentasi), d : inti sel kariolisis (inti sel menghilang).  pengecatan HE. 1000x.
	PEMBAHASAN


Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica L. Urban) terhadap kerusakan histologis sel ginjal mencit yang diinduksi parasetamol dosis toksik dan perbedaan daya proteksi Ekstrak etanol pegagan terhadap ginjal dengan dosis yang berbeda. Dalam penelitian ini, peneliti menilai kerusakan sel ginjal berdasarkan jumlah kerusakan inti sel sesuai sengan parameter yang ditetapkan oleh Price dan Wilson (2004) meliputi : piknosis, karioreksis, dan kariolisis.
Hasil uji One-Way ANOVA pada penelitian ini didapatkan nilai p sebesar 0.000 (p < 0.05) sehingga H0 ditolak, artinya terdapat perbedaan yang bermakna dari nilai mean jumlah kerusakan histologis sel epitel tubulus proksimal ginjal antara lima kelompok. Untuk mengetahui letak perbedaan diantara kelompok, data selanjutnya diuji dengan uji Post Hoc Multiple Comparisons. Hasil uji LSD menunjukkan perbedaan bermakna antara kelompok KK-KI, KK-KP1, KK-KP2, KK-KP3, KI-KP1, KI-KP2, KI-KP3, KP1- KP2 ,KP1- KP3 , dan KP2-KP3.  
Pada penelitian ini digunakan Kelompok Kontrol (KK) yang diberi perlakuan berupa akuades saja sebagai pembanding terhadap Kelompok Induksi (KI) dan kelompok Perlakuan (KP1,KP2, KP3). Pengamatan pada kelompok kontrol juga terlihat gambaran inti piknosis, karioreksis, dan kariolisis. Hal ini terjadi karena adanya proses apoptosis (kematian sel terprogam) yang secara fisiologis dialami oleh semua sel normal.  Setiap sel dalam tubuh akan selalu mengalami penuaan yang diakhiri kematian sel dan digantikan oleh sel baru yang sama fungsinya melalui proses regenerasi (Mitchell dan Cotran, 2007). Gambaran preparat kelompok kontrol (KK) didapatkan rata-rata presentase kerusakan sel ginjal yang paling rendah dalam penelitian ini yaitu 16.76 % atau sejumlah 8.38 sel. 
Hasil Uji LSD menunjukkan adanya perbedaan bermakna dari jumlah rata-rata kerusakan sel epitel tubulus proksimal ginjal antara kelompok KK dan kelompok KI.Dalam hasil penelitian didapatkan jumlah kerusakan sel pada KI lebih banyak daripada KK. Pada penelitian ini kelompok Induksi (KI) diberi perlakuan berupa pemberian parasetamol dengan dosis 5.07 mg.  Gambaran preparat KI didapatkan banyak tubulus yang sudah rusak dan sebaran sel yang tidak merata.Pada perbesaran yang lebih besar, terlihat kerusakan inti sel berupa piknosis, karioreksis, dan kariolisis. Rata-rata presentase kerusakan yang terjadi pada KI 56.34 % atau sejumlah 28.17 sel. Hasil tersebut sebagai presentase yang paling tinggi mengalami kerusakan pada penelitian ini. Hal tersebut mengindikasikan induksi parasetamol yang diberikan memiliki efek toksik pada penelitian.Hasil tersebut sesuai dengan teori yang menyatakan bahwa parasetamol dosis toksik mampu menginduksi kerusakan sel epitel tubulus proksimal ginjal akibat NAPQI yang reaktif dan toksik.
KP1, KP2, KP3 berbeda bermakna dengan KI dimana jumlah kerusakan sel pada KP1, KP2, dan KP3 lebih sedikit daripada KI. Hasil ini menunjukkan bahwa pemberian Ekstrak etanol pegagan dapat mencegah kerusakan sel ginjal akibat paparan parasetamol dosis toksik. Secara teori, terdapat banyak mekanisme cara kerja ekstrak pegagan dalam mencegah kerusakan sel ginjal yang diakibatkan oleh stes oksidatif. 
Pada perbandingan secara statistik antara KP1 dan KP2, KP1 dan KP3, serta KP2 dan KP3 menunjukkan hasil adanya perbedaan yang bermakna.Jumlah kerusakan sel pada KP1, KP2, dan KP3 berturut-turut semakin berkurang. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan dosis Ekstrak etanol pegagan dari dosis I hingga dosis III akan meningkatkan efek proteksi terhadap kerusakan akibat paparan parasetamol. Hasil ini dapat terjadi kemungkinan karena dengan peningkatan dosis akan meningkatkan kandungan antioksidan dalam ekstrak pegagan.
Uji LSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna antara KK dan KP1, KK dan KP2, KK dan KP3, dimana jumlah kerusakan sel pada KP1, KP2, KP3 lebih banyak dari pada KK. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak pegagan dosis I, II, dan III dapat mencegah kerusakan sel tetapi gambarannya belum sampai seperti pada gambaran kelompok kontrol. Hal ini kemungkinan dikarenakan durasi dan besarnya dosis pemberian Ekstrak etanol pegagan belum dapat untuk  melindungi sampai ke kondisi yang nomal. Dengan demikian perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan dosis dan ukuran yang lebih bervariasi untuk mendapatkan hasil yang optimal.
Hasil akhir dari penelitian ini menunjukkan terdapat pengaruh yang berarti pada pemberian Ekstrak etanol pegagan terhadap pencegahan kerusakan sel ginjal yang diinduksi parasetamol dosis toksik (p = 0.000). Hal ini sejalan dengan penelitian Jamil et al (2007) dan Husein  et al (2007). Dalam penelitian tersebut pegagan terbukti signifikan mengurangi stres oksidatif yang dapat menyebabkan kerusakan sel ginjal dengan aktivitas antioksidan dari komponen triterpenoid, minyak esensial, dan flavonoid. Hasil studi lain menunjukkan bahwa pegagan mampu menurunkan lipid peroksidasi dan Nitrit Oxyde (NO) yang berperan dalam menyebabkan kerusakan sel ginjal. Peranan Antioksidan dalam pegagan sangat penting hal ini diperkuat oleh penelitian Kini et al (2007) dan Ranawati (2009) yang menyatakan bahwa antioksidan memiliki aktivitas ROS scavenging dan dapat melindungi membran lipid dan makromolekul terhadap kerusakan oksidatif. Hasil tersebut juga dapat memperkuat penelitian sebelumnya yang dilakukan  oleh Hendrayana et al (2013) yang meneliti pengaruh pemberian pegagan terhadap kerusakan sel ginjal mencit dengan induksi Salmonella typhi. Pada penelitian tersebut sel ginjal mencit yang diinfeksi Salmonella typhi didapatkan perubahan berupa : Infiltrasi sel radang, perdarahan, degenerasi vakuola dan nekrosis. Dosis pegagan yang diberikan 2.5 mg/ 20 gram BB, 5mg/20 gram BB, dan 10 mg/20 gram BB. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pegagan terbukti signifikan mengurangi stres oksidatif dan pada pemberian dosis pegagan yang semakin tinggi memberikan efek proteksi yang semakin baik terhadap kerusakan sel ginjal.
	SIMPULAN


1. Pemberian ekstrak Etanol Pegagan(Centella asiaticaL. Urban) dapat mencegah kerusakan struktur histologis sel ginjal mencit yang diinduksi dengan parasetamol dosis toksik.
2. Peningkatan dosis ekstrak Etanol Pegagan(Centella asiaticaL. Urban) yaitu 5 mg/ 20 gram BB, 10 mg/20 gram BB, dan 20 mg/20 gram BB dapat meningkatkan efek proteksi terhadap kerusakan struktur histologis ginjal. 
	SARAN


1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan  menggunakan durasi pemberian dan dosis ekstrak Etanol Pegagan(Centella asiaticaL. Urban) yang lebih bervariasi sehingga dapat diketahui durasi dan dosis optimal pemberian ekstrak Etanol Pegagan(Centella asiaticaL. Urban) yang mampu mencegah kerusakan ginjal hingga mendekati normal.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut  dengan parameter selain parameter histologis, misalnya parameter biomolekuler dan biokimiawi
3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan isolasi zat aktif dari pegagan.
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