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Pengaruh Preventif Pemberian Ekstrak Buah Pepaya California (Carica
papaya.L) Terhadap Kadar Malondialdehid dan Histopatologi
Ginjal Tikus (Rattus norvegicus) Yang
Di Induksi Plumbum Asetat

ABSTRAK

Ginjal merupakan salah satu organ vital tubuh. Organ ini berperan penting
dalam metabolisme tubuh seperti fungsi eksresi, keseimbangan air dan elektrolit,
serta endokrin, plumbum merupakan bahan kimia termasuk kelompok logam berat
yang tidak dibutuhkan oleh tubuh, apabilla dimetabolisme didalam tubuh akan
menghasilkan radikal bebas dan merusak selorgan tertentu salah satunya ginjal.
Antioksidan dari luar tubuh dapat melawan radikal bebas. Ekstrak buah pepaya
california (Carica papaya.L) bermanfaat sebagai antioksidan, kandungan vitamin
C dalam buah pepaya dapat menetralkan radikal bebas. Penelitian ini bertujuan
mengetahui pengaruh preventif ekstrak buah pepaya california terhadap
perubahan histopatologi ginjal serta kadar MDA. Penelitian ini menggunakan
tikus (Rattus norvegicus) jantan berumur 8-10 minggu yang dibagi dalam 5
kelompok vyaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif yang
diinduksi plumbum asetat, kelompok tikus P1, P2, P3 berturut-turut yang diberi
preventif ekstrak buah pepaya california (Carica papaya.L) dosis 150
mg/ekor/hari, 250 mg/ekor/hari dan 350 mg/ekor/hari dan masing-masing
perlakuan diinduksi plumbum asetat 25 mg/ekor/hari. Kadar MDA diukur
menggunakan pereaksi Thiobarbituric Acid (TBA) secara spektrofotometri dan
dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey
a=5%. Gambaran histopatologi ginjal diamati dengan pewarnaan Hematoxylin
Eosin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak buah pepaya california
(Carica papaya.L) dapat memberikan pengaruh preventif kadar MDA secara
signifikan (p<0,05) dan bisa mencegah perubahan histopatologi ginjal, atrofi
glomelurus, erosi epitel tubulus dan kongesti pada tikus dengan dosis efektif 350
mg/kg BB. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak buah pepaya California
dapat memberikan pengaruh preventif dengan menurunkan kadar MDA dan
memperbaiki gambaran histopatogi ginjal.

Kata kunci: Antioksidan,, Pepaya california (Carica papaya.L), histopatologi
ginjal, Malondialdehid (MDA), Plumbum Asetat.



Preventive Influence of Extract of Papaya Fruit California (Carica
papaya.L) on the Levels of Malondialdehyde (MDA) and
Histopatology Rat Kidney (Rattus norvegicus) Induced
of Plumbum Acetate

ABSTRACT

The kidney is one of the vital organs. Kidney plays an important role in
the metabolism of the body such as the excretion function, the balance of water
and electrolytes, as well as endocrine and infect it changes. Plumbum is chemicals
including heavy metal groups that are not needed by the body, when metabolized
in the body will produce free radicals and damage the cells of certain organs such
as kidney. Antioxidants from outside the body can fight off free radicals. Extract
of papaya fruit California (Carica papaya L.) has the benefits of antioxidants,
vitamin c in fruit of papaya can descrease free radicals. This research aimed to
investigate the influence of preventive extract papaya fruit California towads
kidney histopathology changes as well as the levels of MDA. This research used
rats (Rattus norvegicus) 8-10 weeks old males those were divided into 5 groups,
the negative control group, a positive control group induced plumbum acetate, a
group of rats who received preventive papaya fruit extract california (Carica
papaya L.). Dose of 150 mg/kg BW, 250 mg/kg BW and 350 mg/kg BW and each
treatment induced plumbum acetate 25 mg/kg BW. MDA levels were measured
spectrophotometry by using the reagent of Thiobarbituric Acid (TBA) and
analyzed by One Way ANOVA test and Tukey test o =5%. Kidney
histopathology was observeb with Hematoxylin Eosin. The research showed that
the extract of papaya fruit (Carica papaya L) can decrease the have a papaya
increase levels of MDA significantly (p < 0.05) and can inhibit the changes of the
rats kidney histopatology such as glomelurus atrophy, the tubular epitel erosion
and congesti in rats at effective dose of 350 mg/kg BW. The conclusions of this
study are a fruit of papaya California extract can decrease the levels of MDA and
improve of the kidney histopathology.

Keywords: Antioxidants, Fruit Papaya California, Kidney histopathology,
Malondialdehide (MDA), Plumbum Acetate.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Plumbum asetat adalah salah satu bahan pencemar utama saat ini yang
banyak di lingkungan. Hal ini bisa terjadi karena salah satu sumber utama
pencemaran plumbum asetat adalah dari emisi gas buang kendaraan bermotor.
Plumbum asetat masuk ke dalam tubuh makhluk hidup peroral (oral), inhalasi
udara dan melalui kulit. Dalam tubuh, plumbum asetat bersifat sebagai radikal
bebas yang dapat merusak jaringan tubuh karena berikatan dengan eritrosit dan
menghambat metabolisme enzim sulfhydryl yang berperan dalam sintesis

hemoglobin (Ardyanto, 2005).

Plumbum asetat dapat mengkontaminasi pakan ternak sapi dan
menurunkan produksi karena menimbulkan residu logam dalam tubuh hewan
ternak. Bahaya plumbum asetat pada makluk hidup salah satunya dapat bersifat
karsinogenik, mutasi gen, dan toksisitasnya terurai dalam jangka waktu lama.
Sebanyak 80% plumbum asetat di sekresi melalui urin, 15% melalui feses, sisanya

terakumulasi melalui keringat, air susu, rambut dan kuku (Napitupulu, 2008).

Tempat Pembuangan Akhir (TPA) sampah sering dimanfaatkan oleh
masyarakat sebagai lokasi pemeliharaan ternak, karena sampah dapat
dimanfaatkan sebagai sumber pakan ternak. Pemikiran masyarakat timbul untuk
memelihara sapi di TPA sampah karena pertimbangan bahwa sampah organik
yang dibuang masih mempunyai nilai gizi yang cukup tinggi sehingga dapat

dimanfaatkan sebagai pakan ternak. Ternak yang dipelihara di area TPA sampah



umumnya merupakan ternak kambing, dan sapi. Dengan demikian sapi yang
mengkonsumsi sampah tersebut memiliki risiko tinggi terpapar bahan toksik.
Salah satu bahan toksik berpotensi menjadi faktor risiko adalah logam plumbum

(Pb) (Sudji, 2006).

Logam yang telah diabsorbsi akan masuk ke dalam darah, berikatan
dengan protein darah yang kemudian didistribusikan ke seluruh jaringan tubuh.
Akumulasi logam yang tertinggi dalam organ detoksikasi (hati) dan ekskresi
(ginjal), dalam kedua organ tersebut logam berikatan dengan berbagai jenis
protein baik enzim maupun protein lain yang disebut metalothionin. Kerusakan
jaringan oleh logam terdapat pada beberapa lokasi baik tempat masuknya logam
maupun tempat penimbunanya. Akibat yang ditimbulkan dari toksisitas logam
dapat berupa kerusakan fisik (erosi, degenerasi, nekrosis) dan dapat berupa
gangguan fisiologik (gangguan fungsi enzim dan gangguan metabolisme) (Sudiji,

2006).

Secara lebih spesifik bagaimana kandungan toksik logam plumbum (Pb)
pada sapi yang dipelihara di Tempat Pembuangan Akhir (TPA). Berdasarkan
Undang-Undang No. 18 tahun 2012 tentang keamanan pangan, menyatakan
bahwa kondisi dan upaya yang diperlukan mencegah pangan dari kemungkinan
cemaran biologis, kimia, dan benda lain yang dapat mengganggu, merugikan dan
membahayakan kesehatan manusia,disisi lain keamanan pangan dari daging sapi
yang digembalakan di lokasi TPA sampah diragukan, karena dicurigai
terkontaminasi logam berat. TPA sebagai tempat pembuangan berbagai macam

sampah (terutama sampah anorganik) yang kemungkinan mengandung logam



berat, sehingga apabila terkonsumsi oleh sapi akan terakumulasi di dalam tubuh
(daging) sapi yang pada konsentrasi yang tinggi (melebihi ambang batas) akan
membahayakan konsumen yang mengkonsumsi daging sapi tersebut (Sudiyono,

2011).

Senyawa plumbum (Pb) yang terlarut dalam darah dibawa ke seluruh
sistem tubuh . Sirkulasi darah masuk ke glomerolus merupakan bagian dari ginjal.
Glomerolus merupakan tempat proses pemisahan akhir dari semua bahan yang
dibawa darah. Plumbum (Pb) yang terlarut dalam darah akan berpindah ke sistem
urinaria (ginjal) sehingga dapat mengakibatkan terjadinya kerusakan pada ginjal.
Kerusakan terjadi karena terbentuknya intranuclear inclusion bodies disertai
dengan gejala aminociduria, yaitu terjadinya kelebihan asam amino dalam urine.
Nefropatis (kerusakan nefron pada ginjal) dapat di deteksi dari ketidak

seimbangnya fungsi renal dan sering diikuti hipertensi (Sudji, 2006).

Ginjal merupakan organ ekskresi utama substansi-substansi atau zat-zat
yang masuk ke dalam tubuh hewan. Ginjal merupakan salah satu organ utama
untuk membuang sisa metabolisme yang tidak diperlukan lagi oleh tubuh hewan.
Ginjal menyaring sisa metabolisme dari darah dan membuangnya dalam bentuk
urin. Pemberian plumbum asetat akan menginduksi terjadinya peningkatan
Reactive oxygen species (ROS) mempengaruhi terjadinya stres oksidatif serta
memicu peningkatan lipid peroksidase pada ginjal. Lipid peroksidase akan
menghasilkan Malondialdehyd (MDA) yang merupakan salah satu indikator untuk

mengukur kondisi stres oksidatif (Hamadouche et. al., 2009).



Radikal bebas akibat dari paparan plumbum asetat, asap rokok, radiasi
UV, dan bahan kimia dapat dinetralisir oleh antioksidan di dalam tubuh.
Antioksidan adalah substansi yang dapat menetralisir dan mencegah kerusakan
yang ditimbulkan oleh radikal bebas dengan cara mengubah radikal bebas reaktif
sehingga radikal bebas menjadi relatif stabil. Secara alami, tubuh memiliki
antioksidan endogen atau antioksidan enzimatis untuk melawan radikal bebas
yang berpotensi menggangu keseimbangan fungsi tubuh. Radikal bebas dalam
tubuh yang melebihi sistem pertahanan tubuh akan menimbulkan terjadinya stres
oksidatif, stres oksidatif inilah yang akan menyebabkan kerusakan jaringan
(Astuti dkk., 2008).

Tingginya radikal bebas dapat menyebabkan mekanisme pertahanan
antioksidan didalam tubuh sehingga produksi antioksidan alami dari dalam tubuh
tidak mampu menetralisisr efek negatif radikal bebas. Oleh karena itu dibutuhkan
suplemen antioksidan dari luar seperti, makanan atau minuman (Astuti dkk.,
2008). Antioksidan dapat dihasilkan dari produk alam salah satunya yaitu buah-
buahan. Buah-buahan memiliki berbagai antioksidan alami yang tinggi.
Antioksidan alami umumnya lebih aman untuk dikonsumsi dan dapat
meningkatkan kesehatan tubuh, dibandingkan dengan antioksidan sintetis
(Febrianti dkk, 2016).

Buah pepaya California (Carica papaya.L.) merupakan salah satu tanaman
yang mengadung antioksidan yang memiliki manfaat bagi kesehatan antara lain
sebagai antiinfalamasi, antioksidan, antihipertensi, dapat menurunkan kadar

trigliserida dan dapat menurunkan kadar kolestrol dalam darah. Komponen yang



terkandung dalam buah pepaya antara lain asam askorbat (Vitamin C),
betakaroten, dan flafonoid. Vitamin C yang terkandung dalam buah pepaya
berfungsi sebagai antioksidan yang dapat menghambat terbentuknya radikal bebas
dalam tubuh yang diakibatkan oleh logam berat (Dewi, 2012).

Bedasarkan latar belakang diatas, penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh preventif pemberian ekstrak Buah pepaya California
(Carica papaya.L.) terhadap kadar malondialdehide (MDA) dan gambaran
histopatologi ginjal tikus (Ratus norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat
1.2 Rumusan Masalah

Bedasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat dirumuskan

beberapa permasalahan berikut :

1. Apakah pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica papaya.L.)
dapat memberikan efek preventif terhadap kadar malondialdehide (MDA)
ginjal tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat?

2. Apakah pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica papaya.L.)
dapat memberikan efek preventif terhadap histopatologi ginjal tikus
(Rattus norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat?

1.3 Batasan masalah

Bedasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini dibatasi

pada :

1. Hewan coba yang digunakan adalah tikus ratus (Rattus norvegicus) starain

wistar dengan umur 8-12 minggu. Berat badan tikus antara 150-200 gr



yang diperoleh dari Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang.

Buah Pepaya California ( Carica papaya L.) diperoleh dari pasar lokal di
kota Malang. Sedangkan pembuatan ekstrak buah pepaya california
dilakukan di Politeknik Negeri Malang menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96%. Dosis yang diberikan 150mg /kgBB/hari P1,
250mg/kgBB/hari P2, dan 350mg/kgBB/hari P3 selama 21 hari, dengan
menggunakan sonde lambung (Sadeque, et al, 2012).

. Plumbum asetat yang digunakan adalah plumbum asetat yang diperoleh
dari penyedia bahan-bahan kimia dan peralatan laboratorium. Aklimasi di
lakukan dari hari 0-7 untuk semua kelompok tikus. Hari ke 8-14 kelompok
perlakuan 1, 2, dan 3 diberikan ektrasi buah papaya California. Plumbum
asetat dalam bentuk serbuk diberikan sebanyak 25 mg/ekor/hari (Nugroho,
2005) selama 14 hari yang dimulai dari hari ke 15-28. Hari ke 29
dilakukan pembedahan untuk semua kontrol perlakukan. Plumbum asetat
diberikan secara oral dengan cara dicampurkan aquades sebanyak 0,5 mL
tiap satu kali pemberian.

. Variabel yang diamati penelitian ini adalah kadar MDA yang diukur
dengan metode Thiobarbituric Acid (TBA) dan pengamatan histopatologi
ginjal dilakukan secara kuantitatif menggunakan mikroskop Olympus

BX51.



1.4 Tujuan penelitian

Bedasarkan latar belakang yang telah di uraikan, maka tujuan dari penelitian

ini adalah :
1. Untuk mengetahui pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica
papaya.L.) terhadap kadar malondialdehide (MDA) ginjal tikus (Rattus
norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat.
2. Untuk mengetahui pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica
papaya.L.) terhadap histopatologi ginjal tikus (Rattus norvegicus) yang
diinduksi plumbum asetat.
1.5 Manfaat penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk menambah ilmu pengetahuan sebagai
kajian ilmiah dan membuktikan pengaruh ekstrak buah pepaya California (Carica
papaya.L.) dapat di gunakan sebagai antioksidan alami untuk mencegah kenaikan
MDA dan histopatologi ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi

plumbum asetat.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Buah Pepaya California (Carica Papaya L.)
Menurut Warisno (2003). Taksonomi buah pepaya dapat diklasifikasikan

sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub divisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledone
Ordo : Caricales
Famili : Caricaceae
Genus : Carica

Spesies : Carica papaya

Tanaman pepaya yang banyak diteliti saat ini karena hampir seluruh
bagian tanamannya dapat dimanfaatkan baik daun, biji, dan buahnya. Buah
pepaya berwarna kuning sampai jingga dengan daging buah lunak dan memilik
banyak kandungan air. Senyawa aktif yang terdapat pada buah pepaya yaitu enzim
papain, karotenoid, alkaloid, mineral dan vitamin (Mayawati, 2007).

Pepaya (Carica papaya) merupakan buah yang memiliki kandungan
vitamin C (78 mg/100g) yang dijadikan sebagai antioksidan. Kandungan vitamin
C dalam buah pepaya lebih tinggi dibandingkan dengan buah jeruk yang dikenal
sebagai sumber vitamin C (Mayawati, 2007). Buah Pepaya (Carica papaya)

(Gambar 2.4) merupakan sumber vitamin C yang baik sehingga mampu



mencegah kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas (Kumalaningsih,
2007).

Vitamin C yang terkandung di dalam buah pepaya berperan sebagai
anitioksidan yang dapat mencegah peroksidasi lipid dan pembentukan radikal
bebas (Wahyuningrum, 2012). Tingkat kematangan dari buah pepaya dapat
mempengaruhi banyaknya kadar vitamin C pada buah. Semakin masak buah maka
semakin tinggi kadar vitamin C, hal ini disebabkan karena selama proses

pemasakan buah mengalami peningkatan kadar vitamin C (Gull, 2012).

Gambar 2.4 Buah Pepaya California (Warisno, 2003).
2.2 Antioksidan

Menurut (Astuti dkk, 2008), antioksidan adalah substansi yang dapat
menetralisir dan mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas
melalui penghambatan oksidasi dengan cara bereaksi dengan radikal bebas reaktif
sehingga radikal bebas menjadi relatif stabil. Tubuh memiliki sistem pertahanan
terhadap radikal bebas, yaitu antioksidan endogen intrasel yang terdiri atas enzim-
enzim yang disintesis oleh tubuh seperti superoksida dismutase (SOD), katalase

dan glutation peroksidase. Radikal bebas dalam tubuh berlebihan dapat
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menyebabkan penurunan aktivitas sumber antioksidan endogen. Sehingga,
dibutuhkan antioksidan eksogen yaitu antioksidan yang berasal dari bahan yang
dikonsumsi. Tuminah (2000), mengatakan bahwa SOD merupakan golongan
enzim antioksidan yang penting dalam pendekomposisi katalitik radikal
superoksida menjadi hidrogen peroksida dan oksigen. Katalase secara spesifik
mengkatalisis dekomposisi hidrogen peroksida. Glutation peroksidase merupakan
golongan enzim antioksidan mengandung selenium yang penting dalam
mengurangi hidroperoksida seperti hasil peroksidasi lipid.

Menurut Goodman (1995) dalam Fauzi (2008), vitamin C (L- Ascorbic
Acid) merupakan senyawa alami yang bersifat antioksidan kuat dan mengikat
radikal bebas namun. Senyawa ini umumnya hanya dapat disintesis oleh tanaman.
Vitamin C memiliki kemampuan mengikat zat-zat radikal bebas seperti
superoksida dan radikal hidroksil serta dapat bereaksi secara langsung dengan
hidrogen peroksida, sehingga vitamin C dapat mencegah berbagai radikal bebas
bersifat toksik yang menyebabkan oksidasi. Berdasarkan beberapa penelitian yang
telah dilakukan menunjukan bahwa vitamin C dapat menurunkan tekanan darah
dan kolesterol, mencegah terjadinya resiko serangan jantung, bekerja sebagai
antioksidan dalam penggobatan asma dan melindungi sistem imun selain itu
vitamin C juga mampu melindungi sistem reproduksi tikus putih yang terpapar
gelombang ultrasonik (salah satu pemicu radikal bebas).

Vitamin C mampu menghilangkan senyawa oksigen reaktif didalam sel
netrofil, monosit, protein lensa, dan retina. Vitamin ini juga dapat bereaksi dengan

Fe-ferritin. Diluar sel, vitamin C mampu menghilangkan senyawa oksigen reaktif,
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mencegah terjadinya LDL teroksidasi, mengabsorpsi logam dalam saluran
pencernaan (Levine, et al., 1995).

Vitamin C dapat langsung bereaksi dengan anion superoksida, radikal
hidroksil, oksigen singlet dan lipid peroksida. Sebagai reduktor asam askorbat
akan mendonorkan satu elektron. Proses donor elektron melalui suatu reaksi
redoks pada asam askorbat, dimana oksidasi vitamin C (dalam bentuk asam
askorbat) akan menghasilkan radikal bebas askorbil. Radikal askorbil akan
dioksidasi hingga terbantuk dehidro-L-askorbid. Hidrolisis asam dehidroaskorbil
menghasilkan asam 2,3-diketo-L-glukonat dimana akan mengalami dekarboksilasi
menjadi CO,. Dehidroaskorbat akan terdegradasi membentuk asam oksalat dan
asam treonat. Oleh karena kemampuan vitamin C sebagai penghambat radikal
bebas, maka peranannya sangat penting dalam menjaga integritas membran sel
(Suhartono et al., 2007).

Buah pepaya merupakan salah satu buah yang mengadung antioksidan
salah yaitu vitamin C sebagai antioksidan yang dapat melawan stres oksidatif
serta mengadung flavonoid, sebagai hepatoproktektor yang berperan sebagai
antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas. Selain vitamin C antioksidan
lain yang terkandung dalam buah pepaya fenolik merupakan senyawa utama yang
memiliki aktifitas antioksidan dengan cara menetralkan lipid dari radikal bebas
dan mencegah dekomposisi hidroperoksida menjadi radikal bebas sedangkan
flavonoid memiliki gugus hidroksil yang dapat mendonasikan elektron dan
berperan sebagai penangkal radikal bebas ( Rahayu dan Ami, 2016). Betakaroten

mampu menetralkan radikal peroksil dan mampu menangkap oksigen reaktif
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berfungsi sebagai penawar kuat untuk oksigen reaktif (suatu radikal bebas
destruktif) Betakaroten juga berperan dalam fungsi tubuh seperti penglihatan,
defferensiasi sel, kekebalan, pertumbuhan dan perkembangan, (Sunarjono and
Ramayulis, 2012).

2.3 Plumbum asetat

Plumbum asetat merupakan logam berat yang terdapat secara alami di
dalam kerak bumi dan tersebar dialam dalam jumlah kecil melalui proses alami
maupun buatan. Plumbum asetat banyak digunakan dalam industri logam, baterai,
cat, kabel dan karet. Plumbum asetat dapat masuk ke dalam tubuh melalui
makanan, minuman, udara dan penetrasi melalui kulit sangat kecil. Plumbum
masuk atau tertelan oleh hewan, akan beredar melalui aliran darah dan
didistribusikan kejaringan lunak dan tulang (Darmono, 2001). Menurut Palar
(2012), plumbum asetat merupakan bahan kimia termasuk kelompok logam berat
yang tidak dibutuhkan oleh tubuh, jika plumbum masuk ke dalam tubuh
organisme hidup dalam jumlah yang berlebihan akan menimbulkan efek negatif
terhadap fungsi fisiologis tubuh.

Aktivitas senyawa plumbum asetat di dalam tubuh seringkali dikaitkan
dengan kondisi stress oksidatif, melalui proses pembentukan molekul Reactive
Oxygen Spesies (ROS) (Aykin, Burns et al., 2003). Reactive Oxygen Spesies
(ROS) merupakan produk sisa dari degeneratif yang terjadi di jaringan. Faktor-
faktor yang dapat mendorong pembentukan Reactive Oxygen Spesies (ROS)

adalah induksi bahan-bahan kimia serta pemberian obat-obatan tertentu (Devlin,
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2002). Plumbum organik relatif lebih mudah diserap tubuh melalui selaput lendir
atau lapisan kulit bila dibandingkan dengan senyawa plumbum anorganik.
2.3.1 Sifat Fisika dan Kimia Plumbum asetat

Plumbum asetat adalah logam berat, dengan nomor atom 82, berat atom
207,19 dan berat jenis 11,34. Plumbum asetat bersifat lunak dan berwarna biru
keabu-abuan dengan kilau logam yang khas sesaat setelah dipotong. Kilauan akan
segera hilang sejalan dengan pembentukan lapisan oksida pada permukaannya,
plumbum asetat mempunyai titik leleh 327,5°C dan titik didih 1740°C (MSDS,
2005). Menurut WHO (1977) lebih dari 95% plumbum asetat merupakan senyawa
organik umumnya dalam bentuk garam plumbum asetat anorganik, dan selebihnya
terbentuk plumbum asetat organik. Senyawa plumbum organik ditemukan dalam
bentuk senyawa tetraethyllead (TEL) dan tetramethyllead (TML). Jenis senyawa
ini hampir tidak larut dalam air, namun dapat larut dalam pelarut organik,
misalnya dalam lipid.
2.3.2 Metabolisme Plumbum asetat Dalam Tubuh

Plumbum asetat dapat masuk ke dalam tubuh melalui saluran pernafasan
dan saluran pencernaan. Absorbsi plumbum asetat pada saluran pernafasan + 40%
dan pada saluran pencernaan + 5-10%, kemudian plumbum asetat didistribusikan
ke dalam aliran darah + 95% terikat pada sel darah merah, dan sisanya terikat
pada plasma. Ekskresi terutama melalui ginjal dan saluran pencernaan
(Kurniawan, 2008)

Ginjal mempunyai 3 fungsi pokok yaitu: filtrasi, reabsorbsi dan sekresi.

Fungsi organ ginjal ini terganggu, maka akan mengakibatkan gangguan.
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Mekanisme metabolisme plumbum dalam tubuh meliputi proses distribusi,
ekskresi, dan absorbsi (Napitupulu, 2008)
1. Distribusi
Plumbum asetat yang absobsi diangkut oleh darah ke organ-organ
lain. Plumbum yang terabdorbsi di saluran pencernaan juga didistribusikan
ke dalam jaringan lain melalui darah. Plumbum asetat dapat dideteksi
dalam tiga jaringan utama, yaitu dalam darah, jaringan lunak, dan jaringan
keras. Pertama, di dalam darah plumbum terikat dalam sel darah merah
(eritrosit) dan mempunyai waktu paruh 25-30 hari. Kedua, dalam jaringan
lunak (hati dan ginjal), mempunyai waktu paruh beberapa bulan. Ketiga
plumbum terdapat pada tulang dan jaringan-jaringan keras (jaringan yang
mengalami klasifikasi) seperti gigi dan tulang rawan. Hampir sekitar 90-
95% plumbum asetat dalam tubuh terdapat dalam tulang dengan waktu
paruh mencapai 30-40 tahun.
2. Absobsi
Plumbum asetat yang masuk kedalam tubuh melalui inhalasi
diabsorbsi melalui paru-paru sebesar 10-30% dan sekitar 5-10% yang
masuk peroral diabsorbsi melalui saluran pencernaan.
3. Ekskresi
Plumbum asetat dieksresikan terutama melalui saluran urinaria
(70-80%) , plumbum asetat juga dieksresikan melalui feses (15%),

keringat, ASI, dan terdeposit dalam rambut serta kuku.
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2.3.3 Bahaya Akumulasi Plumbum Asetat Didalam Tubuh

Plumbum asetat merupakan logam berat yang bersifat kumulatif di dalam
tubuh. Gejala keracunan akan timbul jika akumulasi plumbum asetat telah
terbentuk dalam jumlah yang besar atau dalam waktu yang lama. Plumbum asetat
dapat mengganggu proses pembentukan Hb sehingga mengakibatkan terjadinya
anemia. Logam plumbum asetat juga memiliki kemampuan untuk berikatan
dengan enzim karena dapat menggantikan gugus logam yang berfungsi sebagai
ko-faktor enzim. Enzim yang paling mudah terhalang daya kerjanya adalah enzim
yang memiliki gugus sulfidryl (-SH) sebagai pusat aktifnya. Sejumlah eksperimen
pada hewan coba menunjukkan adanya pengaruh karsinogenik dan gangguan lain
yang dapat timbul adalah pada fungsi jaringan dan metabolisme, mulai dari
sintesis hemoglobin, ginjal, sistem syaraf, sistem reproduksi, dan fungsi paru-paru
(Sudarwin, 2008).

Menurut Sitohang (2011), keracunan yang ditimbulkan oleh plumbum
terjadi karena masuknya plumbum kedalam tubuh manusia dan hewan. Proses
masuknya plumbum asetat ke dalam tubuh dapat melalui makanan, minuman,
udara dan kulit. Senyawa plumbum asetat organik relatif lebih mudah diserap
tubuh melalui selaput lendir atau lapisan kulit dibandingkan dengan senyawa
plumbum asetat anorganik. Plumbum asetat yang terhirup akan masuk dalam
paru-paru. Logam plumbum asetat yang masuk ke dalam paru-paru akan berdifusi
dan berikatan dengan darah untuk diedarkan keseluruh jaringan dan organ tubuh.
Lebih dari 90% logam plumbum asetat yang terserap oleh darah berikatan dengan

sel darah merah (eritrosit). Senyawa plumbum asetat yang masuk ke dalam tubuh
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melalui makanan dan minuman akan dimetabolisme oleh tubuh. Logam plumbum
asetat yang masuk melalui makanan dan minuman akan ditolerir oleh lambung
karena asam lambung (HCL) mempunyai kemampuan untuk menyerap logam
plumbum asetat. Senyawa plumbum asetat umumnya masuk ke dalam tubuh
melalui jalur pernafasan atau penetrasi melalui kulit. Penetrasi lewat kulit dapat
terjadi karena senyawa ini dapat larut dalam lemak. Plumbum asetat yang terdapat
pada jaringan atau organ akan terakumulasi pada tulang karena bentuk ion logam
ini mampu menghentikan keberadaan ion Ca2" (kalsium) yang terdapat dalam
jaringan tulang (Sitohang 2011).

2.3.4 Toksisitas Plumbum asetat Pada Tubuh

Senyawa plumbum asetat yang masuk kedalam tubuh melalui makanan
dan minuman akan mengalami proses metabolisme tubuh hewan ternak, plumbum
masuk kedalam tubuh melalui saluran pencernaan dan pernafasan. Penyerapan
plumbum di saluran pencernaan dipengaruhi oleh faktor konsumsi pakan dan

besarnya partikel plumbum yang masuk kedalam tubuh (Gupta, 2012).

Plumbum asetat mempengaruhi berbagai proses biokimia dengan
mengikat gugus sulfhydryl (-SH) dan gugus nukleofilik lain di dalam eritrosit.
Ikatan yang terbentuk antara plumbum dan gugus sulfhydryl (-SH) akan
menghambat pembentukan enzim dan perubahan metabolisme vitamin D. Selain

itu, plumbum juga memicu kondisi stres oksidatif didalam tubuh (Gupta, 2012).

Senyawa plumbum di dalam tubuh dalam sistem peredaran darah akan

mempengaruhi proses sintesis hemoglobin. Hemoglobin merupakan komponen



17

penting dalam eritrosit yang berfungsi sebagai mediator dalam transport oksigen,
dimana hemoglobin tersusun atas heme dan globin yang berikatan membentuk
molekul tetramer. Senyawa plumbum dapat menggau produksi hemoglobin
dengan merusak jalur enzimatik pada proses sintesis heme (heme synthesis) di

sumsum tulang (bone marrow) (Gupta, 2012).

Secara spesifik, plumbum menghambat enzim delta-Aminolevulinic Acid
Dehidratase (3-ALAD) yang merupakan komponen enzim utama dalam
pengaturan heme synthesis dan menghambat aktifitas enzim ferrochelatase untuk
mengkatalis senyawa Fe2" menjadi protoporphyrin IX saat proses sintesis
hemoglobin. Hal ini menyebabkan anemia dan kondisi keracunan plumbum kronis
(McBride, et al., 2004). Menurut Ercal, et al., (2001), senyawa Pb2" menghambat
enzim o-ALAD untuk mengubah aminolevulinic acid (ALA) menjadi

porphobilinogen, serta menghambat pengikatan Fe2" pada cincin protoporphyn.

Ketidakmampuan enzim 6-ALAD untuk mengubah ALA menjadi
porphobilinogen akan menyebabkan peningkatan kadar substrat ALA baik dalam
darah ataupun urin. Peningkatan kadar ALA menyebabkan pembentukan hidrogen
perosida, radikal peroksida dan juga interaksi keduanya menghasilkan radikal
hidrosil, suatu radikal bebas yang paling reaktif. Pembentukan radikal bebas
akibat pembentukan hidrogen peroksida akan memicu suatu kondisi stres oksidatif

(Gurer-Orhan dkk, 2004).
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2.3.5 Pengaruh Plumbum asetat Terhadap Ginjal

Senyawa plumbum asetat yang terlarut dalam darah dibawa kesaluran
tubuh. sirkulasi darah masuk ke glomelurus sebagai tempat proses pemisahan
akhir dari semua bahan yang dibawa oleh darah. Plumbum asetat yang terlarut
dalam darah akan berpindah ke sistem ginjal sehingga dapat mengakibatkan
terjadinya kerusakan pada ginjal. Kerusakan terjadi karena terbentuknya
Intranuclear inclusion bodies disertai dengan gejala aminociduria, Yyaitu
terjadinya kelebihan asam amino dalam urin (Palar, 2012). Intranuclear inclusion
bodies sebagai akibat dari paparan logam berat dalam tubuh. Intranuclear
inclusion bodies atau disebut badan inklusi secara morfologi terpisah dari inti sel
epitel. Badan inklusi tersusun atas lemak dan nukleoprotein dalam kadar rendah,
serta kompleks protein yang sebagian besar tersusun atas gugus sulfhydryl dalam
kadar tinggi. Masuknya plumbum asetat secara berlebih ke dalam tubuh, dapat

mengakibatkan keracunan.

2.2 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan sekelompok atom maupun molekul yang
memiliki satu atau lebih elektron bebas yang tidak berpasangan sehingga tidak
stabil, untuk mencapai kestabilannya maka radikal bebas harus berpasangan
dengan molekul yang ada disekitarnya. Peristiwa ini tidak dihentikan maka dapat
menimbulkan penyakit dalam tubuh (Arief, 2006).

Sumber radikal bebas terbagi menjadi dua yaitu radikal bebas endogen dan
eksogen. Radikal bebas endogen yaitu radikal yang dihasilkan dari dalam tubuh

misalnya radikal dari mitokondria, xantin oksidase, NADPH oksidase, mikrosom,
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membran inti sel dan peroksisom. Radikal bebas eksogen adalah radikal yang
dihasilkan dari luar tubuh seperti, asap rokok, radiasi UV, dan bahan kimia (Yusuf
dkk., 2010). Stres oksidatif dalam tubuh disebabkan oleh adanya radikal bebas
yang dihasilkan oleh Reactive Oxygen Species (ROS). Reactive Oxygen Species
(ROS) produk yang dihasilkan berupa Hidrogen peroksida, Radikal Hidroksil,
Radikal superoksida, dan Nitrit Oksida. Senyawa oksigen reaktif ini memiliki satu
atau lebih elektron yang tidak berpasangan, bersifat sangat reaktif dan terbentuk
secara bebas didalam tubuh (Widodo, 1995).

Radikal bebas di dalam tubuh dapat distabilkan oleh antioksidan endogen
seperti Superoxside Dismutase (SOD), namun jika sumber radikal bebas
berlebihan di dalam tubuh menyebabkan ketidak seimbangan antara radikal bebas
dengan antioksidan endogen sehingga menimbulkan stres oksidatif. Stres oksidatif
ditimbulkan akibat elektron yang tidak berpasangan berusaha untuk mencapai
keseimbangan dengan cara mengikat atom hidrogen pada makromolekul seperti
protein, karbohidrat dan lemak. Makromolekul yang paling rentan mengalami
oksidasi oleh radikal bebas adalah asam lemak tidak jenuh pada membran sel
(Heater et al., 2012; Yustika, 2013).

Peroksida lipid merupakan proses yang bersifat kompleks akibat reaksi
asam lemak tak jenuh ganda penyusun fosfolipid membran sel dengan Reactive
Oxygen Species (ROS), membentuk hidroperoksida. Target utama ROS adalah
protein, asam lemak tak jenuh dan lipoprotein, serta unsur DNA termasuk

karbohidrat dan RNA (Winarsi, 2007). Tingginya konsentrasi asam lemak tak
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jenuh dalam fosfolipid disetiap membran sel akan bereaksi dengan agen oksidasi
dan akan bergabung dalam rantai panjang reaksi radikal bebas (Marnett, 2000).

Menurut Pangestuti (2011), kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal
bebas diawali dengan kerusakan membran sel dengan cara :

a) Terjadi ikatan kovalen antara radikal bebas dengan komponen membran,
sehingga terjadi perubahan struktur dan fungsi reseptor.

b) Oksidasi gugus thiol pada komponen membran oleh radikal bebas yang
menyebabkan proses transport membran terganggu.

c) Terjadi reaksi peroksidasi lipid membran yang mengandung PUFA (poly
unsaturated fatty acid).

Pemberian Plumbum asetat dapat menginduksi stres oksidatif, dengan
terjadinya peningkatan lipid peroxidation dalam jaringan ginjal, dimana lipid
peroxidation dapat ditentukan dengan mengukur malondialdehida (MDA).
Malondialdehida (MDA) merupakan produk yang dihasilkan oleh radikal bebas
melaui reaksi ionisasi dalam tubuh dan merupakan produk akhir lipid
peroxidation (Winarsi, 2007).

2.5 Kondisi Stress Oksidatif Oleh Plumbum asetat

Aktivitas senyawa plumbum asetat dalam tubuh seringkali dikaitkan
dengan kondisi stres oksidatif, melalui pembentukan melekul Reaktive Oxygen
Species (ROS) (Aykin-burns et al., 2003). Oksigen dapat menerima elektron
tunggal dan membentuk molekul tak stabil yang dikenal dengan molekul Reaktive
Oxygen Species (ROS). Reaktive Oxygen Species (ROS) adalah produk sisa dari

reaksi degeneratif yang terjadi di jaringan. Beberapa contoh Reaktive Oxygen
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Species (ROS) antara lain radikal superoksid (O), radikal hidroksil (HO) dan
molekul oksigen tunggal (O). Faktor-faktor yang dapat mendorong pembentukan
Reaktive Oxygen Species (ROS) adalah infeksi mikroorganisme, radiasi kosmetik,

induksi bahan kimia serta pemberian obat-obatan tertentu (Delvin, 2002).

Pada organisme hidup, pembentukan Reaktive Oxygen Species (ROS)
dijaga keseimbanganya oleh mekanisme pertahanan antioksidan. Ketidak
seimbangan mekanisme antioksidan, akan menyebabkan terjadinya kerusakan
dalam jaringan, yang dikenal sebagai kondisi stress oksidatif (Mc Kee, 2003).
Toksisitas plumbum asetat dalam pembentukan radikal bebas terdiri dari 2 cara
berbeda yang berhubungan, yaitu berperan secara langsung dalam pembentukan
Reaktive Oxygen Species (ROS) seperti hidroperoksida, oksigen tunggal, dan
hidrogen peroksida serta penekanan langsung terhadap cadangan antioksidan di

dalam tubuh (Ercal et al., 2001)

Beberapa penelitian menujukkan perubahan enzim-enzim antioksidan
seperti Supereroxyde Dismutase (SOD), katalase, Glutation Peroksidase (GPx)
dan juga molekul antioksidan seperti glutathione pada pemaparan ion plumbum
asetat. Selain itu ion plumbum asetat juga dapat menimbulkan ketidakstabilan
membran sel, menurunkan kadar cairan dalam membran dan meningkatkan
kecepatan lisis sel (Kaspercyzk et al., 2012). Senyawa plumbum dianggap sebagai
agen hemolitik seperti juga tembaga dan air raksa, yang menyebabkan
penghancuran sel melalui pembentukan peroksida lipid dalam membran sel.
Kondisi pembentukan peroksida lipid dalam sel akibat peningkatan Reaktive

Oxygen Species (ROS) dikenal sebagai peroksida lipid (Gurer and Ercal, 2000).
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Reaksi lipid peroksidasi dimulai dengan keluarnya atom hidrogen dari
asam lemak tidak jenuh ganda. Radikal lipid yang terbentuk kemudian bereaksi
dengan oksigen membentuk radikal peroksil, sehingga terjadi reaksi rantai radikal,
ketika radikal peroksil ini menarik atau mengelurkan atom hidrogen dari molekul
asam lemak yang lain (Mc Kee, 2003). Salah satu akibat penting peroksida lipid
adalah pembentukan senyawa-senyawa aldehida. Rantai reaksi ini terus berlanjut
bila radikal-radikal bebas yang terbentuk bereaksi dengan molekul-molekul lain
disekitarnya. Hal tersebut akan memicu terjadinya degenerasi sel yaitu keadaan
sel kehilangan struktur normalnya. Perubahan ini merupakan tanda awal
kerusakan sel yang disebabkan adanya zat toksik dalam darah. Gangguan
metabolisme tersebut mengakibatkan berkurangnya suplai oksigen dalam sel

(Liseth, 2006).

Menurut Sherwood (2001), jika suplai oksigen berkurang maka akan
menghambat seluruh reaksi seluler. Degenerasi sel akan mengganggu kestabilan
cairan, mengurangi elastisitas sel, menyebabkan terjadinya ruptur sehingga dapat

merubah gambaran histologi ginjal.

2.6 Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid merupakan suatu produk akhir peroksidasi lipid didalam
membran sel, yang digunakan sebagai biomarker biologis peroksidasi lipid dan
menggambarkan derajat stress oksidatif. MDA dalam material hayati terdapat
dalam bentuk bebas atau membentuk ikatan kompleks dengan unsur lainnya
dalam jaringan (Sutari dkk., 2013). Stress oksidatif adalah peristiwa saat radikal

bebas berupa molekul reaktif, yang muncul melalui suatu reaksi biokimiawi dari
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sel normal merusak membran sel dan menimbulkan gangguan fungsi tubuh (Adiji,
2008).

Adanya radikal bebas berlebih dalam sel menyebabkan penurunan
antioksidan, dan peningkatan peroksida lipid akibat efek pemberian plumbum
asetat. Kondisis tersebut dapat menyebabkan keluarnya elektron elektron dari
mitokondria menghasilkan ion O, dan H,O,. lon O," dan H,O, berkonjugasi dan
menghasilkan radikal hidroksil (OH*) vyang dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan struktur protein dan peroksida lipid (Konturek et al., 2003).

Terjadinya peroksida lipid menyebabkan terputusnya rantai asam lemak
menjadi senyawa toksik dan menyebabkan ketidak stabilan membran, merusak
intregitas membran serta hilangnya fungsi sel. Sehingga menghasilkan produk
akhir dari peroksida lipid yaitu malondialdehid (MDA) (McBride dan Kraemer,

2004).

Lipid peroxidation chain reaction

.
ROS

POLYUNSATURATED %> PEROXYL RADICAL
FATTY ACID
cyclization/autocatalytic reaction
LIPID HYDROPEROXIDE/
PEROXIDE

MDA —>> NN\ Gene mutations

— Alterations of
HNE ___ =y Q signaling pathways
Phospholipids

AN

CELL DEATH

ROS - reactive oxygen species MDA-malonaldehyde
HNE - 4-hydroxy-2-nonenal

NP . pNA (A\} - proteln

Gambar 2.1 Mekanisme peroksidasi lipid (Coricovac dan Dehelean, 2014).
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Proses peroksidasi lipid diawali dari fase inisiasi dari ROS yang
mengabstraksi hidrogen alilik pada PUFA sehingga mengubahnya menjadi lipid
radikal (L*). L* Selanjuttnya pada fase propagasi bereaksi dengan oksigen (O,)
membentuk lipid peroksil radikal (LOO*). LOO* yang terbentuk akan memicu
abstraksi hydrogen dari PUFA lainnya sehingga banyak PUFA menjadi L* dan
lipid hidroperoksida (LOOH) (Yin et al., 2011). Proses peroksida lipid berhenti
apabila terdapat antioksidan yang mendonorkan atom H (Ayala et al., 2014) dan
produk akhir dari peroksidasi lipid adalah o, unsaturated reactive aldehydes,
seperti MDA, 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), acrolein, dan isoprostan (Coricovac
dan Dehelean, 2014).

2.7 Ginjal

Gambar 2.2 Histologi normal ginjal (Alatas et., al., 2002)

Ginjal termasuk salah satu organ tubuh vital. Organ ini berperan penting
dalam metabolisme tubuh seperti fungsi ekskresi, keseimbangan air dan elektrolit,
serta endokrin. Fungsi ginjal secara keseluruhan didasarkan oleh fungsi nefron
dan gangguan fungsi ginjal disebabkan oleh menurunnya kerja nefron. Unit
fungsional ginjal disebut dengan nefron. Didalam setiap ginjal terdapat sekitar 1

juta nefron. Setiap nefron terdiri dari kapsula Bowman, tubulus kontraktus
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proksimal, lengkung henle dan tubulus kontraktus distal. Jalinan Glomelurus
merupakan kapiler-kapiler khusus yang berfungsi sebagai penyaring. Kapiler
glomelurus di batasi oleh sel-sel endotel mempunyai sitoplasma yang sangat tipis,
yang mengadung banyak lubang disebut fenestra (Alatas et, al., 2002).

Setiap korpus renal berdiameter 200 um dan terdiri atas seberkas kapiler
yaitu Glomelurus, dikelilingi oleh kapsula yang disebut kapsula Bowman.
Korpuskulus renal lapisan luar membentuk lamina parietalis yang terdiri atas
epitel selapis silindris, lamina basalis dan reticulin. Lapisan dalam (lamina
viceralis) meliputi kapiler glomelurus yang terdiri dari sel-sel podosit. Pada kutub
urinarius dari korpuskulus renal, epitel dari lapisan partikel kapsula bowman
berhubungan lansung dengan epitel silindris dari tubulus kontortus proksimal.
Tubulus ini lebih panjang dari tubulus kontortus distal dan memiliki lumen lebar
dan dikelilingi oleh kapiler paritubuler (Dellman and Eurel. 2006) (Gambar 2.1).
2.7.1 Fisiologi Ginjal

Proses filtrasi akan memindahkan produk sisa dari darah menuju ke dalam
lumen tubulus yang selanjutnya dikeluarkan bersamaan dengan urin. Air yang
menembus dinding duktus kolegens akan membantu meningkatkan urin yang
pada umumnya hipertonik terdapat plasma darah (Junqueira et, al., 2007). Fungsi
ginjal antara lain sebagai pembungan Non-protein Nitrogen Compound, pengatur
keseimbangan air dan elektrolit, pengatur keseimbangan asam basa, dan juga

berfungsi sebagai organ endokrin (Verdiansah, 2016).
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Fungsi lain dari ginjal yaitu sebagai:

1. Pembentukan urin. Ginjal memebentuk urin yang mengalir melalui ureter
ke dalam vicera urinaria untuk disimpan sebelum dieksresikan.

2. Filtrasi. Proses filtrasi terjadi didinding semipermiabel glomelurus dalam
kapsula Bowman.

3. Pengaturan keseimbangan asam basa. Ginjal bersama dengan paru-paru
turut mengatur kosentrasi asam basa dalam tubuh dengan cara
mengekresikan asam yang dihasilkan oleh metabolisme protein.

4. Mengukur produksi eritrosit. Eritropoiten dieksresikan oleh ginjal yang
merangsang pembentukan sel darah merah.

5. Sintesis glukosa. Glukosa di sentesis oleh ginjal dari asam amino dan
prekursor lain yang disebut dengan proses glukoneogenesis.

6. Mengukur keseimbangan pengeluaran cairan tubuh. Ginjal bersama
dengan hormon antideuretik dihipofisis anterior bekerja mengatur
keseimbangan pengeluaran urin dari dalam tubuh.

7. Keseimbangan elektrolit. Ginjal berperan dalam pengaturan kosentrasi
elektrolit dalam tubuh. Mekanisme mempertahankan keseimbangan
elektrolit antara lain pengaturan keseimbangan natrium dan kalium,
keseimbangan kalium dan keseimbangan ph normal darah.

2.7.2 Pengaruh Plumbum asetat Terhadap Histopatologi Ginjal
Menurut Dioamon (2005), toksisitas plumbum asetat pada ginjal dapat
menyebabkan perubahan histologi ginjal. Tikus yang diinduksi plumbum asetat

selama 8 minggu menujukkan perubahan histologi ginjal, yaitu terbentuknya
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Intranuclear inclusion bodies, nekrosis sel tubulus proksimal, dan fibrosis
interstitial.

Pemberian Plumbum asetat pada tikus 4-8 minggu memberikan gambaran
histopatologi potongan melintang antara lain: vakuolisasi sel-sel epitel dan
pelebaran lumen tubulus, atrofi glomelurus hyperplasia epitel tubulus gijal,
pelebaran ruangan kapsula bowman, dan nekrosisi sel (Sujatha et, al., 2011).

2.8 Hewan Coba Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

Tikus putihn  memiliki ekor bersisik dengan ukuran lebih pendek
dibandingkan panjang badannya dan tubuhnya berukuran medium. rambutnya
sedikit kasar dan dibagian dorsal berwarna abu-abu serta dibagian ventral
berwarna putih kekuningan (Gambar 2.3) (Suckow et al., 2006). Jenis kelamin
ditentukan dengan membandingkan celah anogenital melalui pengukuran jarak
antara alat genital dengan anus dan ukuran tonjolan genital. Tikus jantan dicirikan
dengan ukuran celah anogenital yang lebih panjang dan tonjolan genital yang
lebih besar (Fox, 2002).

Tikus putih memiliki beberapa sifat yang menguntungkan sebagai hewan
uji penelitian diantaranya perkembangbiakan cepat, mempunyai ukuran yang
lebih besar dari mencit, mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak. Tikus putih
juga memiliki ciri-ciri morfologis seperti albino, kepala kecil, dan ekor yang lebih
panjang dibandingkan badannya, pertumbuhannya cepat, temperamennya baik,
kemampuan laktasi tinggi, dan tahan terhadap arsenik tiroksid (Akbar, 2010).

(Gambar 2.3).
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Berikut adalah klasifikasi taksonomi dari tikus putih (Rattus norvegicus)

menurut Suckow dkk., (2006) :

Kingdom
Phylum
Subphylum
Class
Subclass
Order
Suborder
Family
Superfamily
Subfamily
Genus

Species

: Animalia

: Chordata
- Vertebrata
: Mammalia
: Theria

: Rodentia

: Myomorpha
: Muridae

: Muroidea
: Murinae

. Rattus

: Rattus norvegicus

Gambar 2.3 Rattus norvegicus strain Wistar (Arnaldo, 2015).



BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Pemberian Pb Asetat Tikus (Ratus norvegikus) — Ekstrak Buah
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% (Carica Papava.L.)
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Gambar 3.2 Kerangka konsep
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Tikus putih (Rattus norvegicus) diberikan ekstak buah pepaya California
(Carica papaya.L.) yang memiliki kandungan antioksidan yaitu vitamin C yang
diberikan secara sonde lambung. Vitamin C akan bekerja dengan cara
mendonorkan satu elektron pada radikal bebas sehingga radikal bebas menjadi
kurang reaktif, kondisi ini akan mencegah terjadinya stres oksidatif. Diharapkan
peningkatan kadar MDA serta kerusakan organ dapat dicegah. Pemberian ektrak
buah papaya California (Carica papaya.L.) sebagai preventif yang bertujuan
untuk mencegah terjadinya kerusakan membran sel dan penurunan kadar MDA.

Plumbum asetat merupakan salah satu sumber radikal bebas eksogen.
Plumbum asetat yang diberikan pada hewan model tikus putih secara sonde
lambung akan masuk dalam tubuh melewati saluran pencernaan dan diabsorbsi
dalam usus halus kemudian masuk ke dalam peredaran darah. Senyawa Plumbum
asetat yang terlarut dalam darah dibawa ke seluruh tubuh dan mengurai menjadi
Pb 2" dan CH; COO", lon Pb 2" berikatan dengan gugus sulfhydryl pada
hemoglobin eritrosit, sehingga menghambat aktifitas hemoglobin. Gugus
sulfhydryl adalah jenis gugus kimiawi yang sangat mudah terhalang daya
kerjanya. Hal ini disebabkan karena gugus sulfhydryl mudah berikatan dengan
ion-ion logam berat.

Plumbum asetat masuk kedalam tubuh melewati perendaran darah
kemudian diabsorbsi oleh ginjal. Senyawa Plumbum asetat yang berikatan dengan
gugus sulfhydryl (-SH) juga mempengaruhi enzim delta- Aminolevulinic Acid
Dehidratase (6-ALAD) dan menghambat aktivitas enzim ferrochelatase untuk

mengkatalis senyawa Fe?*  menjadi protoporphyrin IX saat proses sintesis
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hemoglobin. Secara spesifik, Pb CH; COO, menghambat enzim 3-ALAD yang
mengubah  Aminolevulinic Acid (ALA) menjadi portoporphyrin, serta
menghambat pengikatan Fe>* pada cincin protoporphyrin, hal ini menyebabkan
peningkatan kadar ALA yang memicu pembentukan molekul Reactive Oxygen
Species (ROS).

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan radikal bebas dalam tubuh
yang akan menyebabkan kondisi stres oksidatif, yaitu proses Reactive Oxygen
Species (ROS) yang bersifat lipofilik merusak membran sel. Peroksidasi lipid
menyebabkan perubahan struktur normal sel (Degenerasi sel) sebagai tahap awal
dari kerusakan sel karena adanya zat toksik dalam darah dan penurunan suplai
oksigen dalam sel. Suplai oksigen yang berkurang menghambat seluruh reaksi sel,
mengganggu kestabilan cairan, mengurangi elastisitas sel, dan menyebabkan
terjadinya ruptur sehingga merubah gambaran histopatologi ginjal. Banyaknya
peroksidasi lipid dapat dilihat dari kadar MDA yang tinggi. Adanya peningkatan
jumlah radikal bebas akan mengaktifkan terjadinya dekomposisi asam lemak tidak
jenuh menjadi lipid peroksida yang sangat tidak stabil sehingga akan
menghasilkan senyawa malondialdehyde (MDA) sebagai produk akhirnya.
Jumlah radikal bebas dalam tubuh berbading lurus dengan jumlah MDA, sehingga
apabila radikal bebas tinggi maka jumlah MDA juga tinggi. MDA merupakan

salah satu indikator untuk menetukan kondisi stres oksidatif.
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat
diajukan sebagai berikut:

1. Terapi ekstrak buah pepaya California (Carica papaya L.) dapat
memberikan pengaruh preventif terhadap kadar MDA ginjal tikus (Rattus
norvegicus) yang diinduksi Plumbum asetat.

2. Terapi ekstrak buah pepaya California (Carica papaya L.) dapat
memberikan pengaruh preventif terhadap histopalogi ginjal tikus (Rattus

norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan juli sampai dengan bulan agustus 2017. di
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
Pembuatan ekstrak buah pepaya California (Carica papaya L.) dilakukan di
Laboratorium Fitokimia Polinema. Pembuatan prepaparat histopatologi dilakukan di
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
Pengukuran Kadar Malondialdehid dilakukan di Laboratorium Faal Fakultas

Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya Malang.

4.2 Alat dan Bahan

4.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain yaitu kandang tikus
berupa bak plastik dan tutup kandang dari kawat, botol minum tikus, sekam berupa
parutan kayu halus, tempat pakan tikus, alat sonde, dissecting set, papan bedah,
sarung tangan, spuit 1cc, spuit 3cc, microtube, papan bedah, timbangan digital, gelas
ukur, cawan petri, spatula, objek glass, cover glass, mikroskop cahaya (Olympus
BX51), alumunium foil, tabung polipropilen, vortex, centrifuge (Thermoscientific
Sorvall Biofuge Primo R Centriffuge), micropipette ukuran 10-100 Ul, pot organ,

tissue, kapas, kertas saring, box pakan, timer dan lemari pendingin.
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4.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah pakan tikus standar,
ekstrak vitamin C buah pepaya California, Pb asetat, Phosphate Buffer Saline (PBS),
aquades, NacCl fisiologis, TCA, HC1 1 N, Na-Thio 1%, alcohol (70%, 80%, 90% dan
95%), etanol (70%, 80%, 90% dan 95%), xylol I-1l, PFA 4%, paraffin blok dan

pewarna Hematoxyline eosin.

4.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) karena media
yang digunakan dalam penelitian ini dianggap sama atau seragam (Kusriningrum,
2008). Hewan coba dalam penelitian ini dibagi menjadi lima kelompok perlakuan.
Kelompok 1 adalah kontrol negatif dimana tikus hanya diberi pakan dan air minum.
Kelompok 2 adalah kontrol positif dimana tikus diinduksi dengan plumbum asetat
25mg/ekor/hari. Kelompok 3, 4, dan 5 merupakan kelompok terapi dimana tikus
diberi terapi preventif ekstrak buah pepaya California dengan dosis
150mg/kgBB/hari, 250/kgBB/hari, 350mg/kgBB/hari dan kemudian diinduksi
plumbum 25mg/ekor/hari bersamaan. Secara lengkap skema kerja penelitian dapat
dilihat pada Lampiran 1.

Berikut ini merupakan perhitungan banyaknya ulangan yang dibutuhkan
berdasarkan rumus p (n-1) > 15, dimana (p) adalah jumlah kelompok perlakuan dan

(n) adalah jumlah ulangan (Kusriningrum, 2008).



35

p (n-1) > 15
5(n-1) > 15
on-5 >15
on >20
n >4

Berdasarkan perhitungan diatas diperoleh jumlah ulangan lebih dari atau sama
dengan empat kali untuk setiap kelompok perlakuan dengan jumlah kelompok
perlakuan sebanyak lima kelompok sehingga dibutuhkan sebanyak 20 ekor hewan

coba. Berikut ini adalah table rancangan kelompok penelitian:

Tabel 4.1 Rancangan Kelompok Penelitian

ULANGAN

PERLAKUAN 1 2 3 4

Kelompok 1 (Kontrol Negatif)

Kelompok 2 (Kontrol Positif plumbum)

Kelompok 3 (ekstrak 150 mg/ekor/hari + Pb 25 mg/ekor/hari)

Kelompok 4 (ekstrak 250 mg/ekor/hari + Pb 25 mg/ekor/hari)

Kelompok 5 (ekstrak 350 mg/ekor/hari + Pb 25 mg/ekor/hart)
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4.4 Variabel Penelitian
Adapun variable yang diamati dalam penelitian ini, yaitu :

a. Variable bebas : dosis ekstrak buah pepaya dan dosis plumbum asetat
(Pb)

b. Variabel terikat : kadar malondialdehida (MDA) dan histopatologi
ginjal tikus putih

c. Variabel kontrol : tikus putih (Rattus novergicus) strain Wistar

(jenis kelamin, umur, berat badan), pakan, suhu,

kandang.

4.5 Prosedur Penelitian

4.5.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan sebanyak 20 ekor dan dibagi menjadi lima
kelompok perlakuan dengan masing-masing perlakuan terdiri dari empat ekor hewan
coba. Hewan coba diaklimatisasi selama tujuh hari agar hewan coba beradaptasi
dengan lingkungan baru. Selama masa aklimatisasi hewan coba diberi pakan standar
berupa pelet yang mengandung karbohidrat 5%, protein 10%, lemak 3%, vitamin,
mineral dan air sebesar 12% (AOAC, 2005). Pakan diberikan sebanyak 10% dari
berat badan hewan coba (Widiartini dkk., 2013), yaitu sebanyak 40 gram/ekor/hari.
Tikus diberi pakan sekali sehari, yaitu pada pagi hari serta air minum secara ad
libitum. Hewan coba dikandangkan sesuai dengan kelompok perlakuan dengan suhu

ruang pemeliharaan sekitar 22+3°C dan kelembaban relatif 30-70%. Selama masa ini
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hewan coba yang digunakan harus sehat sehingga kondisi fisik hewan coba meliputi
berat badan ada atau tidaknya kerontokan rambut, kejernihan mata, ada atau tidaknya
lendir pada hidung, ada atau tidaknya diare, dan aktivitas motoriknya harus selalu

diamati (Yulia dkk., 2015).

4.5.2 Ekstrak Buah Pepaya

Sampel berupa buah pepaya California (Carica papaya L.) dicuci bersih,
dikupas dan dipisahkan dari bijinya. Daging buah yang sudah bersih kemudian
dipotong kecil-kecil dan diblender untuk mendapatkan sediaan seperti pasta. Sampel
berupa sediaan pasta dituangkan ke dalam toples kaca dan ditambahkan etanol 96%
sebanyak 500 ml. kemudian campuran diaduk hingga homogen dan didiamkan
selamakan selama 24 jam pada suhu kamar. Setelah itu disaring menggunakan ratory
evaporator pada 70°C hingga pelarutnya hilang. Dan setelah didapatkan ekstrak
kental kemudian dilakukan freeze dry untuk menghilangkan sisa air yang terdapat di
dalam ekstrak sehingga didapatkan ekstrak kering. Dosis ekstrak buah pepaya yang
diberikan pada penelitian ini adalah ~ 150mg/kgBB/hari  (preventif 1),

250mg/kgBB/hari (preventif 2), 350mg/kgBB/hari (preventif 3).

4.5.3 Pemberian Plumbum asetat

Plumbum yang diberikan adalah plumbum asetat dalam bentuk serbuk
berwarna putih yang dilarutkan dalam 0,5 ml aquades dan diberikan secara per oral
dengan menggunakan sonde lambung. Plumbum diberikan sebanyak 25 mg/ekor/hari

pada kelompok 2 (kontrol positif), preventif 1, preventif 2,dan preventif 3 selama 14
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hari yang diberikan pada hari ke-15 sampai ke-28. Berdasarkan penelitian
sebelumnya pemberian plumbum asetat dengan dosis 25 mg/ekor/hari selama 14 hari
dapat menyebabkan peningkatan kadar MDA dan perubahan histopatologi ginjal
(Suprijono dkk., 2011). Pemberian plumbum dan perhitungan dosis secara lengkap
dapat dilihat pada lampiran 4.

4.5.4 Pengambilan Ginjal Tikus (Rattus norvegicus)

Pengambilan ginjal tikus pada hari ke-29. Pertama, tikus dieutanasi, dengan
cara dislokasi leher, kemudian diposisikan rebah dorsal dan diletakkan pada papan
bedah. Lalu dibedah, organ dikeluarkan satu persatu termasuk ginjal, kemudian dicuci
dengan menggunakan Natrium klorida (NaCl) 0,9% untuk menghilangkan darah yang
masih tersisa. Kemudian ginjal difiksasi untuk mencegah kerusakan pada jaringan,
menghentikan proses metabolisme, mengawetkan komponen histologi dengan
dimasukkan dalam larutan paraformaldehidehyde (PFA) 4%.

4.5.5 Pembuatan Kurva Standar MDA

Kurva standar dibuat dengan konsentrasi mulai dari 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8
pug/ML. Masing-masing diambil sebanyak 100 pL, dimasukkan dalam tabung
microtube. Setiap tabung microtube ditambahkan aquades sebanyak 550 ul sehingga
standar sebanyak 650 pl. Kemudian ditambahkan 200 ul TCA 10%, 500 uL HCL 1 N
dan 200 pL Na-Thio 1%. Larutan dalam tabung dihomogenkan dalam vortex hingga
terbentuk senyawa kompleks berwarna merah. Kemudian disentrifugasi dengan

kecepatan 500 rpm selama 10 menit.
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Diinkubasi dalam penangas air dengan suhu 100°C selama 30 menit kemudian
dibiarkan pada suhu ruangan. Selanjutnya MDA diukur absorbansinya dengan
spektofotometer pada range panjang gelombang 500-600 nm untuk menentukan
panjang gelombang maksimum MDA. Kemudian diperoleh absorbansi pada variasi
konsentrasi (, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8 pg/ML) dan dibuuat kurva standar MDA pada
panjang gelombang maksimumnya (Shofia, 2012).

4.5.6 Pengukuran Kadar MDA Uji Thiobarbituric Acid (TBA)

Sampel yang digunakan dalam pengukuran kadar MDA adalah organ ginjal
sebanyak 0,5 gram dipotong kecil-kecil lalu digerus dengan menggunakan mortir
dingin. Kemudian ditambahkan 1 ml NaCl 0,9%. Homogenat yang terbentuk
dipindahkan ke dalam tabung microtube dan disentrifugasi selama 20 menit pada
kecepatan 800 rpm, setelah itu diambil supernatannya sebanyak 100 pL. Supernatan
ginjal ditambah 550 pL aquades dan dihomogenkan dengan vortex. Selanjutnya
ditambahkan 250 pL HCI IN dan dihomogenkan dengan vortex. Ditambahkan 100
uL Na-Thio 1% dan dihomogenkan dengan vortex. Kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 500 rpm selama 15 menit. Supernatan yang terbentuk dipisahkan dan
dipindahkan pada microtube baru. Selanjutnya larutan diinkubasi dalam waterbath
pada suhu 100°C selama 30 menit. Kemudian dibiarkan pada suhu ruang. Sampel
diukur absorbsinya dengan menggunakan spektofotometer dengan panjang
gelombang maksimum (533 nm). Kemudin absobsi yang terbaca diplotkan pada
kurva standar yang telah dibuat untuk menghitung kosentrasi sampel. Pengukuran

kadar MDA secara lengkap dapat di lihat pada Lampiran 5.
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4.6 Histopatologi Ginjal

4.6.1 Pembuatan Preparat Histologi Ginjal

Organ ginjal yang sudah difiksasi dalam paraformaldehidehyde (PFA) 4%

kemudian disiapkan untuk pembuatan preparat histopatologi. Prosedur yang

dilakukan antara lain sebagai berikut.

1.

Dehidrasi, yaitu proses pengeluaran air dari jaringan agar jaringan dapat diiris
tipis dan diisi parafin. Ginjal dimasukan dalam larutan alkohol secara
bertingkat (konsentrasi alkohol mulai dari 70%, 80%, 90%, 85%, sampai
100%) masing-masing selama 2 jam.

Clearing, berfungsi untuk membuat ginjal jernih dan transparan. Ginjal
dimasukkan dalam xylol | selama 1 jam, xylol Il selama 30 menit, dan xylol
I11 selama 30 menit.

Embedding, adalah pemasukkan jaringan gijal kedalam cairan parafin.
Dimasukkan jaringan ginjal ke dalam parafin parafin dan ditempatkan dalam
inkubator bersuhu 58-60°C.

Sectioning, yaitu proses pemotongan jaringan ginjal dengan mikrotome.
Jaringan ginjal dalam blok parafin dipotong degan ketebalan 4-6 um. Agar
tembus cahaya saat dilakukan pemeriksaan dengan mikroskop. Kemudian
ginjal di rendam dalam water bath suhu 40°C untuk menghilangkan karusakan
halus pada preparat. Preparat dikeringkan pada suhu kamar (26-27°C).
Mounting, adalah proses penempelan jaringan objeck glass. Jaringan ginjal

ditempelkan pada objek glass dan dikeringkan diatas plate suhu 38-40°C
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sampai kering, kemudian di simpan pada inkubator suhu 37°C selaam 24 jam.

Tahap selanjutnya adalah tahap pewarnaan menggunkan hematoksilin eosin

(Wati, dkk., 2013). Pembuatan preparat histopatologi ginjal secara lengkap

dapat dilihat pada Lampiran 6.

4.6.2 Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)

Pewarnaan preparat dengan hematoxylin Eosin (HE) untuk mewarnai
jaringan. Zat warna hematoksilin untuk memberi warna biru pada inti sel dan Eosin
untuk memberi warna merah muda pada sitoplasma sel. Berikut tahap pearnaan yang
dilakukan:

a. Deparafinisasi, yaitu untuk menghilangkan dan melarutkan parafin yang
terdapat pada jaringan. Preparat dimasukkan dalam parafin I dan Il masing-
masing selama 5 menit.

b. Rehidrasi, yaitu untuk memasukkan air kedalam jaringan. Air akan mengisi
rongga-rongga jaringan yang kosong. Preparat dimasukkan dalam alkohol
100%, 90%, 80%, masing-masing selama 5 menit kemudian dicuci dengan air
mengalir selama 1 menit.

c. Pewarnaan I, untuk memberi warna biru pada inti dan sitoplasa jaringan.
Preparat dimasukkan dalam hematoxylin selama 5 menit, kemudian dicuci
dengan air mengalir selama 1 menit.

d. Defferensiasi, untuk mengurangi warna biru yang pekat pada inti sel dan

menghilangkan warna biru pada sitoplasma. Preparat dimasukkan dalam
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hydrolic acid (HCI) 0,6% selama 1 menit. Kemuian dicuci dengan air
mengalir selama 1 menit.
e. Blueing, untuk memperjelas warna biru pada inti sel. Preparat di masukan
dalam lithium carbonat 0,5% selama 3 menit. Kemudian dicuci dengan air
mengalir selama 1 menit.
f. Pewarnaan Il, untuk memberi warna merah muda pada sitoplasma. Preparat
dimasukan dalam eosin selama 3 menit.
g. Dehidrasi, untuk menghilangkan air dari jaringan, preparat dimasukkan dalam
alkohol 80%, 90%, 100% masing-masing 5 menit.
h. Clearing, untuk membuat jaringan menjadi jernih dan transparan. Preparat
dimasukkan dalam xylol I dan 11 selama 1 menit. Ditunggu sampai kering.
i. Mounthng, untuk mengawetkan jaringan yang telah diwarnai. Preparat diberi
entellan/canada balsam dan ditutup dengan cover glass (Jusuf, 2009).
Prosedur pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) secara lengkap dijelaskan pada
Lampiran 7.
4.6.3 Pengamatan Histopatologi

Pengamatan histopatologi ginjal dilakukan secara kualitataif dengan
menggunakan mikroskop cahaya olympus BX51 dengan perbesaran 400x.
Pengambilan gambar histopatologi ginjal menggunakan kamera digital. Pengamatan

histopatologi ginjal dianalisa secara kuantitatif deskriptif.
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4.7 Analisis Data

Data penelitian ini berupa data kualitatif berupa gambaran histopatologi ginjal
yang dianalisis deskriptif dan perubahan kadar MDA diamati secara kuantitatif
menggunakan uji TBA. Selanjutnya, data kadar MDA dianalisa dengan Statistical
Package For The Social Science (SPSS) 16.0 for windows dengan menggunakan
menggunakanuji sidik ragam one way ANOVA (Analysis of variance) dan
dilanjutkan dengan uji Benda Nyata Jujur (BNJ) atau (a <0,05) dan hasil pengamatan

histopatologi Ginjal secara deskriptif (Gamst, et al., 2008).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Plumbum Asetat Terhadap Kadar Malondialdehida
(MDA) Ginjal Tikus (Rattus norvegicus)

Hasil penelitian menunjukkan pemberian ekstrak buah papaya California
(Carica Papaya L.) yang diinduksi plumbum asetat dapat mempengaruhi kadar
MDA. Penurunan kadar MDA berhubungan dengan proses peroksidasi lipid yang
terjadi pada tubuh. Peroksidasi lipid yang terjadi dalam tubuh terjadi akibat aktifitas
ROS berikatan dengan PUFA di membran sel yang menunjukkan adanya kerusakan
sel (Coricovac dan Dehelen 2014). Semakin tinggi kadar ROS maka terjadi
peningkatan peroksida lipid sehingga kadar MDA semakin tinggi. Malondialdehida
(MDA) merupakan produk akhir dari peroksidasi lipid yang terbentuk akibat
degenerasi radikal bebas terhadap lemak tak jenuh (Karin, 2011). Pemberian
preventif esktrak buah papaya California mampu memepertahankan antioksidan
endogen yang disertai dengan penurunan peroksida lipid (Anita, 2014) . Sehingga
terjadi penurunan kadar MDA. Penurunan kadar MDA dapat digunakan sebagai salah
satu tanda adanya perbaikan kerusakan organ.

Pengukuran kadar MDA dengan spektofotometri pada kelompok tikus
perlakuan dianalisis statistika dengan uji ANOVA (One Way Analysis of Variant)
menggunakan software SPSS 16.0 menunjukkan hasil yang berbeda signifikan
(p<0,05) seperti (Tabel 5.1). menyatakan bahwa terdapat perbedaan rata-rata antar

perlakuan secara signifikan. Kelompok kontrol positif memiliki nilai rata-rata lebih

44
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tinggi dibandingkan perlakuan kelompok kontrol negatif dan kelompok P1, P2, P3.
Sedangkan, kelompok kontrol negatif memiliki nilai rata-rata yang relatif sama
dengan kelompok P3. Hasil tersebut menunjukkan bahwa induksi plumbum asetat
mampu meningkatkan kadar MDA dan pemberian ekstrak buah papaya California
dapat menurunkan kadar MDA pada tikus model. Hal ini membuktikan bahwa terapi
ekstrak buah pepaya California dapat menurunkan kadar MDA pada tikus (Rattus
norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat dengan hasil uji Beda Nyata Jujur (BNJ)
menunjukkan notasi yang berbeda antar kelompok (Lampiran 10).

Tabel 5.1 Kadar Malondialdehid (MDA) Organ Ginjal Tikus Pada Kelompok

Perlakuan
Kelompok Rata-rata Peningkatan Kadar  Penurunan Kadar
Perlakuan MDA £ SD MDA (%) MDA (%)
(Hg/ml)

Kontrol 359.25 + 40.67° - -
negatif (-)

Kontrol 557.37 + 37.82° 55,14 -

positif (+)

P1150mg  451.75 +23.72° - 18,95
P2 250 mg 411.12 + 15.51% - 26,23
P3 350 mg 366.12 + 13.96 - 34,31

Keterangan : Notasi (a,b,c) yang menunjukkan adanya hasil yang berbeda
signifikan (p<0,05) antara kelompok perlakuan.

Kelompok kontrol negatif (tikus normal) memiliki perbedaan nilai rata-rata
dengan kelompok positif. Kelompok kontrol posistif memiliki rata-rata kadar MDA
lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif (Tabel 5.1). Hal tersebut
disebabkan karena kelompok kontrol negatif hanya diberikan pakan standar

sedangkan kelompok kontrol positif diinduksi plumbum asetat. Kadar MDA dalam
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keadaan normal dibentuk melalui proses metabolisme sel yang dapat memproduksi
ROS, namun jumlah ROS masih dalam ambang batas yang seimbang dengan
antioksidan endogen (Kumalawangsih, 2006).

Kadar MDA pada kelompok tikus kontrol negatif merupakan kadar MDA
ginjal tikus dalam keadaan normal. Adanya kadar MDA tersebut menunjukkan bahwa
radikal bebas juga terdapat pada tikus kontrol. Menurut Bratawidjaja (2010), radikal
bebas seperti hidrogen peroksida (H,O,) dihasilkan oleh makrofag untuk membunuh
mikroorganisme didalam tubuh. Radikal bebas yang dihasilkan tersebut diperlukan
oleh tubuh sebagai salah satu pertahanan tubuh melawan infeksi. Menurut Praptiwi
(2006) senyawa oksidan relatif juga dihasilkan dalam proses metabolisme oksidatif
dalam tubuh, seperti oksidasi makanan menjadi energi.

Presentasi kadar MDA pada kelompok kontrol positif ~ mengalami
peningkatan yang disebabkan oleh plumbum asetat yang masuk melalui saluran
pencernaan, plumbum asetat akan dicerna dan diabsorbsi dalam usus halus.
Kemudian masuk dalam peredaran darah, berikatan dengan eritrosit sehingga
mengganggu enzim oksidasi dan menghambat metabolisme sel. Plumbum asetat
berikatan dengan enzim sulfhydryl dan menghambat sintesis hemoglobin dalam
sumsum tulang dengan cara menghambat Aminolaevulinic Acid Dehidratase
(ALAD) menjadi Prophobilinogen serta Protopophyrin IX untuk sistesis hemoglobin
(Palar, 2004). Kondisi keracunan plumbum kronis dapat menyebabkan anemia

(McBride, et al.,, 2004). Gugus sulfhydryl banyak ditemukan pada hemoglobin
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eritosit tikus putih dibandingkan dengan hemoglobin mamalia lain (Rosanna, et al,.

2012)

Senyawa plumbum asetat menghambat enzim o6-ALAD untuk mengubah
aminolevulinic acid (ALA) menjadi porphobilinogen, serta menghambat pengikatan
Fe2" pada cincin protoporphyn. Ketidak mampuan enzim §-ALAD untuk mengubah
ALA menjadi porphobilinogen akan menyebabkan peningkatan kadar substrat ALA
baik dalam darah ataupun urin. Peningkatan kadar ALA menyebabkan pembentukan
hidrogen perosida, radikal peroksida dan juga interaksi keduanya menghasilkan
radikal hidrosil, suatu radikal bebas yang paling reaktif. Pembentukan radikal bebas
akibat pembentukan hidrogen peroksida akan memicu suatu kondisi stres oksidatif

(Gurer-Orhan dkk, 2004).

Kondisi stres oksidatif, melalui pembentukan Reaktive Oxygen Species (ROS)
dan meningkatnya kadar Low Density Lipoprotein (LDL) didalam darah.
Meningkatnya jumlah Reactive oxygen species akan menyebabkkan keluarnya sel
busa dipembuluh darah. Keluarnya sel busa memicu proses inflamasi oleh makrofag
dipembuluh darah. Low Density Lipoprotein (LDL) teroksidasi dapat menyebabkan
tersumbatnya pembuluh darah sehingga oksigen yang dibutuhkan oleh sel berkurang,
kondisi ini akan berpengaruh terhadap kerusakan jaringan pada glomelurus, sehingga
dapat meningkatkan respirasi dari mitokondria yang dapat memicu tingginya Reactive
oxygen species (ROS) pada ginjal. Produksi ROS yang tinggi menyebabkan

antioksidan endogen tidak dapat berfungsi secara maksimal sehingga terjadi kondisi
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stress oksidatif. Stress oksidatif dapat memicu terjadinya peroksidasi lipid yang
terdapat pada membran sel. Peroksidasi lipid akan memutus ikatan Polyunsaturated
fatty acid (PUFA) dan membentuk senyawa MDA. Peningkatan sintesis dan
metabolisme protein dalam tubuh akan menghasilkan produk akhir berupa
peningkatan MDA dalam darah. MDA merupakan produk oksidasi asam lemak tidak
jenuh hasil akhir dari peroksidasi lipid yang dapat digunakan sebagai penanda adanya

radikal bebas dalam tubuh (Janero, 2011).

Jumlah radikal bebas yang berlebih mengakibatkan peningkatan proses
peroksida lipid sehingga produksi MDA meningkat. Malondialdehid terbentuk
melalui proses peroksida lipid yang diawali dengan penghilangan atom hydrogen (H)
dari molekul Poly unsuturted fatty acid oleh gugus radikal hidroksil (OH), hal ini
menyebabkan lipid bersifat radikal. Radikal lipid ini kemudian bereaksi dengan atom
oksigen (O,) membentuk radikal peroksil (OO), selanjutnya menghasilkan MDA
(Yustika, 2013).

Radikal bebas di dalam tubuh dapat distabilkan oleh antioksidan endogen
seperti Superoxide Dismutase (SOD), namun jika jumlah radikal bebas berlebih di
dalam tubuh menyebabkan ketidakseimbangan antara antioksidan radikal bebas
dengan antioksidan endogen sehingga menimbulkan stress oksidatif. Stress oksidatif
ditimbulkan akibat elektron yang tidak berpasangan berusaha untuk mencapai
keseimbangan dengan cara mengikat atom hidrogen pada makromolekul seperti

protein, karbohidrat dan lemak. Makromolekul yang paling rentan mengalami
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oksidasi oleh radikal bebas adalah asam lemak tidak jenuh pada membran sel

(Yustika, 2013).

Kadar Malondialdehida tikus kelompok preventif 1 yaitu tikus yang diinduksi
plumpum asetat diberikan ekstrak buah pepaya California dengan dosis 150mg/kgBB
menunjukkan adanya penurunan kadar MDA sebesar 18,95% selanjutnya tikus
kelompok preventif 2 yaitu tikus yang diinduksi plumbum asetat diberikan ekstrak
buah pepaya California dengan dosis 250 mg/kgBB menunjukkan penurunan kadar
MDA sebesar 26,23% dan tikus kelompok preventif 3 yaitu tikus yang diinduksi
plumbum asetat diberikan ekstrak buah pepaya California dengan dosis lebih tinggi
350mg/kgBB menunjukan adanya penurunan sebanyak 34,31%.

Preventif 1 mempunyai kadar MDA lebih rendah dibandingkan dengan
kondisi kontrol positif tetapi belum mendekati kondisi yang normal, hal ini
disebabkan oleh dosis masih belum efektif untuk menangkal radikal bebas secara
total. Untuk preventif 2 dan 3 menunjukkan kadar MDA yang tidak berbeda dengan
kontrol negatif. Hasil analisis statistik One Way Anova menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak buah pepaya California variasi dosis 150 mg/kg BB, 250
mg/kgBB dan dosis 350 mg/kg BB memberikan pengaruh yang signifikan terhadap
penurunan kadar MDA tikus yang diinduksi plumbum asetat.

Vitamin C dapat langsung bereaksi dengan anion superoksida, radikal
hidroksil, oksigen singlet dan lipid peroksida. Sebagai reduktor, asam askorbat akan

mendonorkan satu elektron. Proses donor elektron melalui suatu reaksi redoks pada
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asam askorbat, dimana oksidasi vitamin C (dalam bentuk asam askorbat) akan
menghasilkan radikal bebas askorbil. Radikal askorbil akan dioksidasi hingga
terbantuk dehidro-L-askorbid. Hidrolisis asam dehidroaskorbil menghasilkan asam
2,3-diketo-L-glukonat dimana akan mengalami dekarboksilasi menjadi CO,,
Dehidroaskorbat akan terdegradasi membentuk asam oksalat dan asam treonat. Oleh
karena kemampuan vitamin C sebagai penghambat radikal bebas, maka peranannya
sangat penting dalam menjaga integritas membran sel (Suhartono et al., 2007).
Ekstrak buah pepaya California mengandung senyawa antioksidan yang
mampu mencegah pembentukan radikal bebas, yang ditunjukkan dengan adanya
penurunan kadar malondialdehid. Antioksidan berfungsi sebagai penangkap radikal
bebas dan menghambat proses peroksidasi lipid sehingga dapat menurunkan radikal
bebas akibat pemberian plumbum asetat (Sudarwin. 2008). Aktivitas antioksidan
berfungsi sebagai scavenger radikal bebas sehingga mampu menurunkan kadar

radikal bebas (Aulanni’am, 2011).

Penurunan kadar MDA pada tabel (Gambar 5.1) ditunjukkan bahwa
pemberian preventif ekstrak buah pepaya California dosis 350 mg/kgBB merupakan
dosis efektif dalam menurunkan kadar MDA dan organ ginjal yang menunjukkan

perbedaan secara signifikan (p<0,05) dengan tikus kontrol negate.
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5.2 Pengaruh Pemberian Plumbum Asetat terhadap Histopatologi Ginjal Tikus

(Rattus norvegicus)

Gambaran histopatologi ginjal merupakan salah satu parameter yang
menunjukkan pengaruh pemberian plumbum asetat yang diberi preventif ekstrak buah
pepaya California (Carica papaya. L) pada tikus model. Pewarnaan hematoxylin
eosin (HE) merupakan pewarnaan rutin yang dapat digunakan dalam mengamati
struktur histologi ginjal tikus secara umum. Menurut Fuscher et al. (2008),
pewarnaan HE berguna dalam mengenali adanya perubahan morfologi dari struktur
dasar sel atau jaringan, sehingga dapat didiagnosa suatu penyakit. Bedasarkan
penelitian ini pewarnaan HE menunjukkan adanya perbedaan histopatologi ginjal

pada masing-masing perlakuan (Gambar 5.2)

Gambaran histopatologi pada kontrol negatif (normal) dapat diamati kapsula
bowman yang masih utuh dengan epitel squamus simpleks dan inti berada ditengah
sel, bowman space terlihat jelas, sel podosit pada glomelurus tampak normal,
kompak, dan memiliki inti sel ditengah. Keberadaan sel mesengial yang tidak
menyebar ke seluruh bagian glomelurus dengan sitoplasma berwarna merah cerah
dengan inti bulat ditengah. Sel mesengial merupakan sel penyusun glomelurus yang
berfungsi sebagai penyokong struktur kapiler glomelurus, mengatur kontraksi dalam
respon perubahan tekanan darah guna menjaga laju filtrasi, memfagositosis agregat
protein yang menempel pada glomelurus, sekresi faktor pertahanan dan perbaikan

glomelurus (Mescher, 2013). Sel epitel tubulus berbentuk kuboid simpleks tersusun
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rapat dan teratur dengan inti ditengah dan lumen tubulus yang terlihat jelas. Menurut
Vujicic et al. (2012), gambaran histologi glomelurus tikus normal yaitu keberadaan
sel mesangial yang sedikit bahkan tidak dapat dikenali. Korpus renalis dan tubulus
memiliki struktur yang lengkap dengan epitel dan sel penyusun lain tampak jelas dan

utuh (Gambar 5.2A).

Gambaran histopatologi ginjal kontrol positif terlihat adanya kerusakan sel
glomelurus (Gambar 5.2B). Kerusakan pada glomelurus ditandai dengan Atrofi
glomelurus yang tidak utuh dengan batas yang tidak beraturan. Tubulus distal dan
tubulus proksimal mengalami erosi epitel tubulus. Serta kongesti interstitialis atau
intertubulari terjadi pada tubulus ginjal. Kerusakan ginjal ini disebabkan oleh
peningkatan ROS akibat induksi plumbum asetat. Peningkatan ROS pada kondisi
keracunan plumbum asetat dapat memicu terjadinya ikatan ROS dengan PUFA pada
fosfolipid bilayer dan terjadi peroksida lipid sehingga merusak struktur membran sel,
peroksidasi lipid inilah yang dapat menyebabkan kerusakan struktur sel pada organ

ginjal termasuk glomelurus. (Kamble et al., 2015).

Kerusakan pada glomelurus ditandai dengan atrofi. Atrofi, yaitu menurunnya
ukuran jaringan disebabkan oleh berkurangnya jumlah sel atau berkurangnya ukuran
sel (Spector 1993). Menurut Cotran, Kumar, dan Robbins (1989), atrofi ditandai
dengan mengecilnya glomerulus dalam ruang bowman sehingga ruang diantara
glomerulus dan kapsula bowman semakin melebar. Pengecilan ukuran dari sel

glomelurus disebabkan karena kekurangan suplai darah dan kurangnya nutrisi. Atrofi
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glomelurus memungkinkan terjadinya penurunan fungsi glomelurus. Menurut Alatas
et, al.,, (2002) dimana jalinan glomelurus merupakan kapiler-kapiler khusus yang
berfungsi sebagai penyaring darah. Atrofi dapat juga diinduksi oleh hipersensitifitas
makanan atau agen toksik (Dijk et al., 2007). Kerusakan glomerulus (atrofi
glomerulus) menyebabkan terganggunya proses filtrasi, yaitu berkurangnya
kemampuan untuk menyaring darah. Jika kemampuan menyaring darah berkurang,
maka sel darah dan protein dapat keluar bersama urin atau malah tertimbun pada
tubulus karena dapat lolos pada proses filtrasi. Hal tersebut dapat berdampak pada

fungsi tubulus ginjal.

Menurunnya fungsi glomerulus pada proses filtrasi akan berdampak pada
kerusakan tubulus ginjal. Kerusakan pada tubulus ginjal ini dapat ditandai dengan
erosi pada sel epitel sehingga lumen tubulus tidak tampak jelas. Kerusakan tubulus
menyebabkan terganggunya proses reabsorbsi dan sekresi. Jika proses reabsorbsi
terganggu, maka zat yang masih dibutuhkan oleh tubuh tidak dapat diserap kembali

oleh tubuh, sehingga zat tersebut dapat keluar melalui urin (Hasnisa dkk, 2014).

Kongesti merupakan peningkatan sel darah pada jaringan dan bagian tubuh
yang mengalami proses patologi (Pratama, 2013). Zat toksik yang masuk kedalam
tubuh akan mengganggu sistem sirkulasi sehingga oksigen dan zat makanan tidak
dapat diproses didalam tubuh (Price dan Lorraine, 2006). Gambaran mikroskopik
kongesti ditandai dengan pembuluh darah mengalami fasodilatasi, pembuluh darah

terlihat dipenuhi dengan darah akan terlihat fibrosis pada dinding pembuluh darah.
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Gambar 5.2 Histologi Ginjal tikus dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin dengan
perbesaran 400x
Keterangan: (1) Kelompok negatif tanpa diberikan perlakuan.
(2) Kelompok positif diinduksi plumbum asetat 25mg/ekor/hari.
(3) Preventif 1 vyaitu diberikan ekstrak buah pepaya dosis 150mg/kg BB dan
diinduksi plumbum asetat 25mg/ekor/hari.
(4) Preventif 2 yaitu diberikan ekstrak buah pepaya dosis 250mg/kg BB dan
diinduksi plumbum asetat 25mg/ekor/hari.
(5) Preventif 2 yaitu diberikan ekstrak buah pepaya dosis 350mg/kg BB dan
diinduksi plumbum asetat 25mg/ekor/hari.

mmm) Atrofi glomelurus

Kongesti interstitialis atau intertubularis.

- Erosi epitel tubulus.
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Secara makros ginjal tidak mengalami perubahan dimana ginjal masih dalam
kondisi normal. Gambaran histologi normal ginjal terdiri atas 1 juta nefron. Setiap
nefron terdiri atas korpuskulus normal, tubulus proksimal dan tubulus distal. Setiap
korpuskulus renal terdiri atas seberkas kapiler glomelurus, dikelilingi oleh kapsula
epitel berdinding ganda yang disebut kapsula Bowman. Lapisan luar membentuk
batas luar korpus renal disebut lamina parietalis yang terdiri atas epitel pipih selapis
yang ditunjukan lamina basalis sedangkan lapisan dalam (lamina visceralis) meliputi
kapiler glomelurus yang terdiri dari sel-sel podosit. Pada kutub urinarius dari
korpuskulus renal, epitel pipih dari lapisan parietal kapsula Bowman berhubungan
langsung dengan epitel kuboid dari tubulus proksimal. Tubulus ini lebih panjang dari
tubulus distal dan memiliki lumen serta dikelilingi oleh kapiler peritubuler atau brush
border. Tubulus distal, yaitu bagian terakhir nefron dilapisi epitel selapis kuboid,
memiliki lumen yang lebih besar karena sel-sel tubulus distal lebih pipih dan lebih
kecil dari tubulus proksimal maka tampak lebih banyak sel dan inti pada dindingnya

serta tidak memiliki brush border (Confer, 2003).

Plumbum asetat merupakan radikal bebas yang apabila masuk ke dalam tubuh
akan menjadi sumber Reaktive Oxygen Species (ROS) dan bersifat sebagali
kompetitor antioksidan enzimatis dalam tubuh. Reaktive Oxygen Species (ROS)
merupakan radikal bebas yang berada dalam tubuh yang terdiri atas satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan sehingga tidak stabil dan reaktif. Untuk

menstabilkan kondisi maka ROS akan mengoksidasi organ yang dikenal dengan
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keadaan stres oksidatif yang memicu terjadinya peroksidasi lipid, yaitu suatu proses
dimana radikal bebas yang bersifat lipofilik merusak memban sel yang terdiri atas
Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA). Hal tersebut menyebabkan jumlah peningkatan
radikal bebas superperoksida (O,) dalam tubuh. Jumlah radikal superoksida (O;) yang
berlebihan tapi tidak dimanfaatkan, akan diubah menjadi superoksida (ROO) dan
hidrogen peroksida (H, O;) dengan adanya katalase maka hydrogen peroksida (H;
O,) diubah menjadi H, O + O, karena induksi plumbum asetat akan mengurangi Fe
dalam hemoglobin sehingga Hz O, diubah menjadi radikal hidroksil (OH) yang dapat
merusak sel. Kerusakan membran sel memicu terjadinya oksidasi asam amino yang
mengakibatkan peningkatan permeabilitas membran, dengan hilangnya potensial
membran maka reaksi seluler tidak berjalan sebagaimana mestinya dan menyebabkan

degenerasi sel yang memicu kematian sel (Allen, 2000).

Pemberian preventif 1 ekstrak buah papaya California (Carica papaya. L)
mampu memperbaiki kerusakan ginjal ditunjukkan pada preventif pemberian
plumbum asetat yang diinduksi ekstrak buah papaya California dengan dosis 150
mg/kgBB, menunjukkan perbaikan Atrofi glomelurus yang tidak utuh dengan batas
yang tidak beraturan, perbaikan erosi epitel tubulus distal dan tubulus proksimal.
Serta kongesti interstitialis atau intertubulari mulai berkurang, dibandingkan dengan
kontrol positif (Gambar 5.2 C). Pada kelompok preventif 2 pemberian plumbum
asetat yang diinduksi ekstrak buah papaya California dengan dosis 250 mg/kgBB

menunjukkan atrofi glomelurus dan erosi epitel tubulus mulai berkurang serta
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kongesti interstitialis atau intertubulari mulai mulai tidak tampak (Gambar 5.2 D).
Kelompok perlakuan yang diberi preventif 3 ekstrak buah papaya California dengan
dosis 350 mg/kgBB, terlihat mengalami perbaikan yang lebih baik dibandingkan
kelompok sebelumnya, hal ini di tunjukkan dengan tidak adanya Atrofi glomelurus,
perbaikan erosi epitel tubulus distal dan tubulus proksimal. Serta kongesti
interstitialis atau intertubulari mulai hilang (Gambar 5.1 E). Perbaikan pada
membran filtrasi serta struktur glomelurus karena adanya pengaruh dari antioksidan
dan antiinflamasi dalam ekstrak buah papaya. Pertahanan struktur ginjal tersebut
diakibatkan kandungan pada extrak buah papaya California mampu memberikan
satu atom hydrogen (H") kepada radikal bebas menjadi lebih stabil dan menghambat
terjadinya stress oksidatif serta menghambat terjadinya peroksidasi lipid sehingga
dapat mencegah kerusakan struktur ginjal akibat radikal bebas plumbum asetat, serta
berfungsi sebagai antioksidan yang dapat menurunkan adanya radikal bebas
mengurangi reaksi inflamasi sehingga mencegah kerusakan sel yang lebih parah

(Gonzalez et al., 2006).



BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dalam penelitian ini adalah
sebagai berikut :

1. Pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica papaya. L) dapat
memberikan pengaruh preventif kadar malondialdehida (MDA) pada ginjal
tikus jantan (Rattus norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat (Pb). Dosis
350 mg/kgBB yang mampu menurunkan kadar malondialdehida (MDA)
sebesar 34,31%.

2. Pemberian ekstrak buah pepaya California (Carica papaya. L) pada tikus
putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi plumbum asetat dapat memberikan
pengaruh preventif pada kerusakan histopatologi ginjal. Hal tersebut
dideskripsikan dari perbaikan kelompok sebelumnya. Dosis 350 mg/kgBB
menunjukkan berkurangnya pelebaran glomelurus, serta kongesti dan nekrosis
piknosis yang mulai tidak nampak.

6.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap senyawa vitamin ¢ extrak
buah papaya (Carica papaya. L) yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan

yang paling berperan sebagai menangkal radikal bebas.
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