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Efek Pemberian Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica) terhadap Kadar 

SOD Serum dan Ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) 

Ginjal pada Tikus (Rattus norvegicus) Model Diabetes Mellitus 

ABSTRAK 

 

Diabetes Mellitus (DM) adalah gangguan metabolisme yang disebabkan 

karena sel beta dalam pulau langerhans pankreas tidak dapatmenghasilkan insulin 

atau mengalami defisiensi insulin sehingga gula darahmeningkat (hiperglikemia). 

KondisiDM yang berlangsung lama dapat menyebabkan komplikasi ke berbagai 

organ akibat hiperglikemia yang muncul dan peningkatan radikal bebas. 

Pemberian ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) diharapkan dapat mengurangi 

radikal bebas dan meningkatkan sensitivitas insulin. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh ekstrak daun pegagan (C. asiatica) terhadap kadar 

Superoxide Dismutase (SOD) serum dan ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha 

(TNF-α) ginjal. Tikus (Rattus norvegicus) model DM dihasilkan dengan 

40gram/ekor/hari pakan tinggi lemak selama 4 minggu dan pemberianmultiple 

low-dose Streptozotocin 30 mg/kg BB sebanyak dua kalidengan jarak 2 minggu 

secara intraperitoneal. Dua puluh ekor tikus dibagi menjadi lima kelompok tikus, 

yaitu Kontrol Negatif (kelompok sehat), Kontrol Positif (tikus DM),dan kelompok 

terapi P1, P2, P3 yang mendapat terapi dengan dosis 75, 150, dan 300 mg/kg BB 

ekstrak daun pegagan selama 1 minggu. Parameter yang digunakan adalah kadar 

SOD serum dengan uji spektofotometer dan ekspresi TNF-α ginjal dengan 

pewarnaanImunohistokimia (IHK). Analisis data SOD serum dan ekspresi TNF-α 

ginjal dengan uji One Way ANOVA dan uji lanjutan Tukey dengan tingkat 

kepercayaan 95% (α=0,05). Hasil penelitian menunjukkan bahwa terapi ekstrak 

daun pegagan (C. asiatica) dapat meningkatkan kadar SOD serum dan 

menurunkan ekspresi TNF-α ginjal secara signifikan (p<0,05) dengan dosis 

optimum 150 mg/kg BB. Kesimpulan dari penelitian ini yaitu esktrak daun 

pegagan (C. asiatica) dapat meningkatkan kadar SOD serum dan menurunkan 

ekspresi TNF-α ginjal pada tikus model DM. 

Kata kunci :Diabetes Mellitus, C. asiatica, TNF-α, SOD serum 
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Effect of Centella asiatica Leaf Extract on Serum Superoxide dismutase 

(SOD) and Expression ofKidney Tumor Necrosis FactorAlpha  

(TNF-α) on Diabetic Rats (Rattus norvegicus) 

ABSTRACT 

 

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder caused by beta cells in the 

island of langerhans failed to produce insulin,which lead to insulin deficiency and 

increasing of blood sugar level (hyperglycemia). Prolonged condition of DM can 

lead to various organs complications due to hyperglycemia and increased 

production of Reactive Oxygen Species (ROS). Centella asiatica leaf extract 

reduce ROS and improve insulin sensitivity. The object of this study were 

determine the effect of C. asiatica leaf extract on serum Superoxide dismutase 

(SOD) level and expression of kidney Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α). 

Diabetic rats (Rattus norvegicus)prepared by inducing multiple low-dose 

streptozotocin of 30 mg/kg BW 2 times once a week and suplementation of hight 

fat diet dose 40 g/rat/day. Twenty rats were divided into five groups consist of 

Negative Control group (healthy rat), Positive Control group (Rat model of DM), 

P1, P2, and P3 with C. asiatica leaf extract dose therapeutic of 75, 150, and 300 

mg/kg BW, respectively. Level of serum SOD analyzed by spectrophotometer and 

the expression of TNF-α of kidney observed by immunohistochemistry. Statistic 

analysis on serum SOD level and the expression of  kidney TNF-α were using 

One Way ANOVA test continued with Tukey test at confidence level of 95% (α = 

0,05). The results showed that treatment of C. asiaticaleaf extract significantly 

increased serum SOD levels and reduced kidney TNF-α expression (p <0,05) with 

150 mg/kg BW as optimum dose. It can be concluded that the treatment withC. 

asiaticaleaf extract could increase Serum SOD levels and decrease kidney TNF-α 

expression on diabetic rats. 

Keywords:Diabetes Mellitus, C. asiatica, TNF-α, Serum SOD 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

 

1.1.Latar Belakang 

Diabetes mellitus (DM) merupakan salah satu penyakit degeneratif 

yangprevalensinya terus meningkat setiap tahunnya. Jumlah penderita 

diabetesmenurut data World Health Organization (WHO) diprediksikan 

meningkat dari 2.8% pada tahun 2000 menjadi 4,4% pada tahun 2030 dan 

diperkirakan masih akan terus meningkat (Wild et al.,2004). Diabetes 

disebabkan karena sel beta dalam pulau langerhans tidak dapatmenghasilkan 

insulin atau mengalami defisiensi insulin sehingga gula darahmeningkat 

(hiperglikemia) (El-Soud et al., 2007). 

Diabetes mellitus adalah penyakit metabolik yang kini sering terjadi 

pada hewan seperti anjing dan kucing. Terjadi kenaikan laporan kasus DM 

pada tahun 2011 di Amerika Serikat, pada anjing sebanyak 32% dan kucing 

sebanyak 16% jika dibandingkan dengan tahun 2006 (Banfield Pet Hospital, 

2016). Studi mengenai diabetes pada hewan yang telah dilaksanakan di 

Inggris menyebutkan bahwa 1 diantara 308 ekor anjing dan 1 diantara 230 

ekor kucing telah mengalami diabetes (Catchpole et al., 2005; McCann et al., 

2007). 

Hewan model diabetes melitus (DM) dapat dibuat dengan induksi 

pakan tinggi lemak dan streptozotocin. Pakan tinggi lemak dapat membantu 

pembuatan hewan model DM dengan membuat hewan model menjadi 

obesitas. Streptozotocin sebagai diabetagonik sebagai donor NO (Nitric 
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oxide) melalui peningkatan aktivitas guanil siklase dan pembentukan cGMP 

serta membangkitkan oksigen reaktif (ROS) yang memiliki kontribusi 

terhadap kerusakan ginjal. Peningkatan ROS pada ginjal akan meningkatkan 

ekspresi berbagai sitokin meliputi Tumor Necrosis Factor (TNF-α dan TNF-

β), interleukins (IL) 1, 6, 8 dan 18 dan interferon-γ yang diakibatkan adanya 

hiperglikemia pada kasus diabetes mellitus (Wright, 2006). Adanya sitokin 

proinflammatory (TNF-α) pada ginjal dapat menyebabkan nekrosis sel epitel 

tubulus ginjal (Indranila, 2013). 

Secara alami di dalam tubuh terdapat sistem pertahanan antioksidan 

enzim seperti superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation 

peroksidase. Superoksida dismutase (SOD) merupakan garis pertahanan 

terdepan terhadap senyawa radikal bebas (Alvarez, 1987). Antioksidan ini 

berperan dalam mengubah anion superoksida (O2
-
) yang merupakan inisiator 

kuat berbagai reaksi berantai menjadi oksigen (O2) dan hidrogen peroksida 

(H2O2) yang bersifat lebih stabil dibandingkan superoksida. Pengobatan 

diabetes yang sudah dilakukan yaitu menggunakan glibenklamid, namun 

penggunaan obat dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek yang 

membahayakan tubuh. Oleh karena itu, diperlukan adanya upaya untuk 

meningkatkan kadar SOD dengan cara mengkonsumsi bahan makanan yang 

mengandung antioksidan. 

Salah satu tanaman yang mengandung antioksidan yang 

berpotensisebagai obat diabetes adalah Centella asiatica (Pegagan). Tanaman 

pegagan di Indonesia sudah lama dikenal, tetapi belum banyak mendapat 
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perhatian. Berdasarkan hasil penelitian Hakim (2010),didapatkan ekstrak 

daun pegagan dengan dosis 300 mg/kg BB berpengaruh terhadap perbaikan 

histologis pankreas yang diinduksi aloksan dan dapat meningkatkan kadar 

antioksidan SOD, serta menurunkan kadar MDA hasil dari radikal bebas pada 

tikus yang diinduksi aloksan, karena di dalam tanaman pegagan mengandung 

bahan aktif flavonoid yang mampu melindungi tubuh dari serangan radikal 

bebas.  

Berdasarkan latar belakang tersebut, tujuan penelitian ini yaitu untuk 

mengetahui adanya pengaruh ekstrak etanol daun pegagan (C. 

asiatica)terhadap ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha  (TNF-α) ginjal dan 

kadar SOD serum pada tikus model diabetes mellitus. 

 

1.2.Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat 

dirumuskan beberapa masalah sebagai berikut: 

1) Apakah pemberian ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) 

berpengaruh terhadap ekspresi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ginjal 

pada tikus (R. norvegicus) model DM? 

2) Apakah pemberian ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) 

berpengaruh terhadap kadar SOD serum pada tikus (R. norvegicus) 

model DM? 
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1.3.Batasan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan, maka penelitian ini 

dibatasi pada: 

1) Hewan model yang digunakan adalah tikus (R. norvegicus) jantan strain 

Wistar dengan umur 2-3bulan dan berat badan 150-200 gram. 

Penggunaan hewan coba telah lolos sertifikat laik etik dari Komisi Etik 

Penelitian Universitas Brawijaya (KEP-UB) dengan no. 927-KEP-UB 

(Lampiran 1). 

2) Pembuatan keadaan DM pada hewan model tikus dilakukan dengan cara 

pemberian pakan tinggi lemak sebanyak 40 gram setiap hari selama 

4minggu (Holmes et al., 2015) dan Streptozotocin multiple low-dose 

yang diberikan sebanyak dua kali dalam 2 minggu setelah pemberian 

pakan tinggi lemak selama 2 minggu pertama secara intraperitoneal 

dengan dosis 30 mg/kg BB dengan selang waktu pemberian adalah satu 

minggu(Skovso, 2014). 

3) Pemberian terapi ekstrak ethanol daun pegagan selama 1 minggu dengan 

dosis yang bervariasi yaitu dimulai dari 75, 150, dan 300mg/kg BB. 

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah kadar SODserum dan 

ekspresi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ginjal menggunakan 

pewarnaan imunohistokimia (IHK). 

4) Kandungan pakan tinggi lemak terdiri atas pakan standar 50%, tepung 

terigu 25%, kuning telur bebek 5%, lemak kambing 18,01%, minyak 

kelapa 1,89%, dan asam colat 0,1%. 
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1.4.Tujuan Penelitian 

Berdasarkan latar belakang penelitian, maka tujuan penelitian ini 

adalah: 

1) Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol daun pegagan (C. 

asiatica) terhadap ekspresi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ginjalpada 

tikus (R. norvegicus) model DM.  

2) Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol daun pegagan (C.  

asiatica) terhadap kadar SOD serum pada tikus (R. norvegicus) model 

DM. 

 

1.5.Manfaat Penelitian 

Penelitian ini bermanfaat untuk menambah ilmu pengetahuan dan 

membuktikan pengaruh ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) terhadap 

ekspresi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ginjaldan kadar SOD serum pada 

tikus (R. norvegicus) model DM. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Hewan Coba Tikus (Rattus norvegicus) Model Diabetes Mellitus 

Percobaan yang dilakukan saat ini banyak menggunakan hewan coba, 

dimana hewan coba merupakan hewan yang dikembangbiakan dengan tujuan 

untuk dapat digunakan sebagai hewan uji coba. Hewan laboratorium atau 

hewan percobaan dapat digunakan sebagai media dalam penelitian atau 

pengamatan laboratorik untuk mempelajari dan mengembangkan ilmu 

pengetahuan. Hewan coba yang banyak digunakan dalam penelitian adalah 

tikus. Tikus putih sering digunakan pada berbagai macam penelitian medis 

selama bertahun-tahun. Tikus putih digunakan sebagai hewan coba karena 

memiliki karakteristik genetik yang unik, mudah berkembang biak, murah 

serta mudah untuk mendapatkannya. Selain itu alasan mengapa tikus putih 

dijadikan hewan coba yakni karena mempunyai respon yang cepat serta dapat 

memberikan gambaran secara ilmiah yang mungkin terjadi pada manusia 

maupun hewan lain. Tikus putih Rattus norvegicus (Gambar 2.1) disebut 

juga hewan nocturnal atau hewan yang melakukan aktivitasnya pada malam 

hari (Adiyati,2011).  

Adapun klasifikasi ilmiah tikus putih menurut Akbar (2010) adalah 

sebagai berikut:  

Kingdom  : Animalia 

Filum  : Chordata 

Kelas  : Mamalia 
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Ordo : Rodentia 

Subordo : Odontoceti 

Familia  : Muridae 

Genus : Rattus 

Species : Rattus norvegicus 

 

Gambar 2.1Rattus norvegicus (Adiyati,2011) 

Tikus putih (Rattus norvegicus) model Diabetes Melitus Tipe 2 

(DMT2) dihasilkan dengan kombinasi gabungan antara pakan tinggi lemak 

(High Fat-Diet = HFD) dan Streptozotocin (STZ) (Holmes, 2015). Pemberian 

pakan tinggi lemak akan menimbulkan keadaan resistensi insulin dan 

intoleransi glukosa sehingga tubuh akan mengalami kondisi hiperinsulinemia. 

Keadaan tersebut kemudian diperparah dengan induksi STZ yang merupakan 

senyawa toksin bagi sel β pankreas dan menyebabkan penurunan fungsional 

signifikan pada sel β. Kombinasi pakan tinggi lemak dan STZ akan 

memunculkan kejadian patologis yang mirip dengan kondisi DMT2 pada 

manusia dalam jangka waktu yang lebih pendek (King, 2012; Skovso, 2014).  
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2.2 Pakan Tinggi Lemak 

Komposisi nutrisi pada pakan yang diberikan pada hewan coba sering 

digunakan sebagai pemicu penyakit metabolik dalam penelitian-penelitian 

yang berhubungan dengan penyakit gangguan metabolik seperti obesitas dan 

diabetes (Ble-Castillo et al., 2012). Berbagai macam gangguan metabolik 

lainnya yang dapat ditimbulkan oleh pakan tinggi lemak antara lain 

polyphagia, berkurangnya aktivitas lipolisis pada jaringan adiposa, penurunan 

sekresi dan/atau sensitivitas leptin, gangguan metabolisme pada mitokondria, 

dan resistensi insulin (Coelho et al., 2011). Komposisi umum dari pakan 

tinggi lemak adalah 25% protein, 17% karbohidrat dan 58% lemak 

(Srinivasan et al., 2005). Menurut Skovso (2014), pemberian pakan tinggi 

lemak selama 2 minggu dapat memunculkan resistensi insulin pada tikus 

yang merupakan gejala patofisiologis awal pada DMT2. 

Menurut Regensteiner et al. (2009), pakan tinggi lemak dapat 

menimbulkan keadaan resistensi insulin melalui peningkatan kadar asam 

lemak bebas atau Free Fatty Acid (FFA) yang berakibat pada terjadinya 

fosforilasi terhadap Serine 307 pada Insulin Receptor Substrate (IRS). IRS 

merupakan molekul protein yang berperan dalam proses sinyal intraselular 

terhadap respon insulin.  FFA mengaktifkan isoenzim dari Protein Kinase C 

(PKC) seperti PKC θ melalui peningkatan pembentukan Diacylglycerol 

(DAG) dan Ceramide, dan kemudian aktivasi dari PKC θ memicu aktivasi 

dari Inhibitor κB Kinase (IKK) dan c-JUN NH2-Terminal Kinase (JNK). 

Selanjutnya, aktivasi dari IKK dan JNK akan menimbulkan fosforilasi Serine 
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307 (Ser307) pada protein IRS yang menyebabkan terjadinya degradasi 

protein IRS dan penurunan sensitivitas pada reseptor insulin (Gambar 2.2). 

Penurunan aktivitas IRS berhubungan dengan penurunan aktivitas 

Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3K) dalam menstimulasi proses translokasi 

(Glucose Transporter) GLUT dari dalam sel menuju permukaan untuk 

melakukan uptake glukosa ke dalam sel, sehingga terjadi peningkatan kadar 

gula dalam darah (Gao et al., 2004; Ragheb dan Medhat, 2011).  

 

Gambar 2.2 Mekanisme resistensi insulin yang ditimbulkan oleh FFA (Gao et al., 

2004). 

 

2.3 Streptozotocin (STZ) 

Streptozotocin (STZ) atau 2-Deoxy-2-[[(methylnitrosoamino)-

carbonyl] amino]-D-glucopyranose adalah salah satu agen diabetogenik 

dengan kemampuan toksiknya yang dapat mendestruksi sel β pankreas. Secara 

struktur, STZ adalah derivat N-nitrosurea dari D-glukosamin yang diisolasi 
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dari Streptomyces achromogenes (Raza, 2013). STZ ini dapat disebut juga 

sebagai salah satu agen anti-neoplastik sintetik yang digunakan untuk obat 

kemoterapi pada kanker, khususnya kanker pulau Langerhans pankreas 

(Akbarzadeh, 2007). 

STZ sering digunakan untuk menginduksi DMT1 maupun DMT2. 

STZ dapat digunakan dengan maupun tanpa kombinasi senyawa lain dalam 

menginduksi DMT1 atau DMT2. DMT1 dapat diinduksi sebanyak 1 kali 

injeksi pada rodentia dengan dosis tinggi (50-100 mg/kg pada tikus dan 130-

150 mg/kg pada mencit) atau dengan dosis yang lebih rendah secara berulang 

(Islas-Andrade et al., 2000; Ventura et al., 2011). Sedangkan DMT2 dapat 

diinduksi dengan banyak macam cara antara lain injeksi STZ setelah 

pemberian nicotinamide, pemberian pakan tinggi lemak yang diikuti 

pemberian injeksi STZ dosis rendah (25-45 mg/kg pada tikus), dan injeksi 

STZ saat periode neonatus (Wu dan Yan, 2015; Zhang et al., 2008). 

Mekanisme STZ dalam kerusakan DNA β pankreas (Gambar 2.3), sel 

STZ masuk ke dalam sel β pankreas melalui GLUT 2 dan STZ masuk ke 

sitosol menuju mitokondria. Di dalam mitokondria, STZ menghambat siklus 

krebs.  Gangguan paada siklus krebs menyebabkan penurunan produksi ATP 

(Mythilli, 2004). Penurunan ATP pada sel β pankreas  mempengaruhi sintesis 

insulin. Selain itu, STZ menginduksi pelepasan nitrit oksida (NO) dan 

reactive oxygen species (ROS). NO dan ROS dapat menyebabkan kematian 

sel dengan merusak struktur DNA sel β Pankreas (Gardner, 2007).STZ juga 

berperan dalam alkilasi sel β. Alkilasi meningkatkan stres oksidatif di sel β 
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dan menganggu sinyal untuk metabolisme mitokondria sel β (Szkudelski, 

2001). Apabila proses ini berlangsung terus-menerus, maka dapat 

menyebabkan nekrosis pada sel β pankreas. 

 

Gambar 2.3. Mekanisme stz dalam kerusakan DNA sel β pankreas 

(Szkudelski, 2001).  

 

2.4 Diabetes Mellitus 

Diabetes Mellitus (DM) adalah gangguan metabolisme yang dapat 

muncul secara genetik dan klinis dengan ciri khas berupa intoleransi glukosa, 

yang jika tidak ditangani secara klinis dan berlangsung dalam jangka waktu 

yang lama maka diabetes mellitus akan menimbulkan hiperglikemia, 

aterosklerosis dan penyakit vaskular mikroangiopati (Fatimah, 2015; Sujaya, 

2009). Ciri khas hiperglikemia yang terdapat pada DM terjadi karena kelainan 

sekresi insulin, penurunan kerja insulin atau kedua-duanya (PERKENI, 
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2015). Diabetes mellitus dapat dibagi menjadi 2 tipe utama yaitu Diabetes 

Mellitus Tipe 1 (DMT1) dan Diabetes Mellitus Tipe 2 (DMT2). Selain dua 

tipe utama DM yang telah disebutkan, terdapat tipe diabetes lain seperti yaitu, 

Impaired Glucose Tolerance (IGT), Gestasional Diabetes Mellitus (GDM) 

serta diabetes tipe lain yang disebabkan beberapa penyebab seperti zat 

kimia/obat-obatan dan penyakit eksokrin pankreas (Depkes, 2005; WHO, 

2016).  

Kadar glukosa yang meningkat diatas normal dapat dijadikan acuan 

dalam mendiagnosa penyakit diabetes mellitus. Pada hewan coba seperti tikus 

yang memiliki kadar glukosa normal berkisar antara 50-135 mg/dL (Johnson-

delaney dan Harrison, 1996), diagnosa diabetes mellitus dapat ditegakkan 

berdasarkan salah satu kriteria berikut ini: 

1. Kadar glukosa darah sewaktu > 200 mg/dL atau kadar glukosa puasa 

> 140 mg/dL 

2. Pada Tes Toleransi Glukosa Oral (TTGO), kadar glukosa darah yang 

terukur 2 jam setelah pemberian beban glukosa adalah > 200 mg/dL 

3. Dijumpainya glukosuria 

(Anita, 2015; Etuk, 2010) 

 

2.5 Pegagan (Centella asiatica) 

Tanaman pegagan (Centella asiatica) merupakan tanaman liar yang 

banyak tumbuh di ladang, perkebunan, tepi jalan maupun di 

pekarangan(Gambar 2.5). Pegagan ini berasal dari Asia tropik, menyukai 
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tanah yang agak lembab, cukup sinar atau agak terlindung serta dapat 

ditemukan di daerah dataran rendah sampai dengan dataran dengan 

ketinggian 2.500 meter dpl (Hyene 1987; Dalimartha 2000). 

Klasifikasi tanaman pegagan yaitu (Winarto dan Surbakti, 2003) : 

 Kingdom   : Plante  

 Super Divisi : Spermatophyta 

 Divisi  : Magnoliophyta 

 Kelas  : Dicotyledone 

 Ordo  : Umbilaferae 

 Genus  : Centella 

 Spesies  : Centella asiatica 

 

Gambar 2.4Centella asiatica (Kristanti,2010) 

2.5.1 Kandungan Pegagan (Centella asiatica) 

Menurut Winarto dan Surbakti (2003), pegagan mengandung berbagai 

bahan aktif, yaitu: 1) triterpenoid saponin, 2) triterpenoid genin, 3) minyak 

astiri, 4) flavonoid, 5) fitosterol, dan bahan aktif lainnya. Selain itu, 

komponen bioaktif yang terdapat dalam tanaman pegagan adalah asiatikosida, 

tankunisida, isotankunisida, madekasosida, brahmosida, brahminosida, asam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

brahmik, asam madasiatik, mesoinositol, sentelosida, karotenoid, hidrokotilin, 

vellarin, tanin serta garam mineral seperti kalium, natrium, magnesium, 

kalsium dan besi, fosfor, minyak atsiri (1%), pektin (17.25%), asam amino 

dan vitamin B (Wijayakusuma et al. 1994; Lasmadiwati et al. 2004). 

Pegagan (C. asiatica) merupakan tanaman obat yang sedang 

dikembangkan sebagai obat tradisional, salah satunya sebagai antidiabetes. 

Kandungan senyawa aktif yang penting pada tanaman pegagan adalah 

senyawa triterpenoid. Kandungan triterpenoid pada pegagan dapat 

merevitalisasi pembuluh darah sehingga peredaran darah ke otak menjadi 

lancar, memberikan efek menenangkan dan meningkatkan fungsi mental 

menjadi lebih baik. Kandungan lain yang ada dalam pegagan adalah 

flavonoid yang berupa quersetin sebagai antioksidan yang mampu 

melindungi tubuh dari serangan radikal bebas sehingga dapat menurunkan 

kadar glukosa darah dan meningkatkan hormon insulin serta memperbaiki 

sel-sel pulau langerhans pankreas (Hakim, 2010). 

Mekanisme kerja dari senyawa flavonoid sebagai antioksidan bisa 

secara langsung maupun tidak langsung. Mekanisme kerja secara langsung 

yaitu dengan mendonorkan ion hidrogen sehingga dapat menetralisir efek 

toksik dari radikal bebas. Mekanisme kerja secara tidak langsung yaitu 

dengan meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen melalui beberapa 

mekanisme. Salah satu mekanisme peningkatan ekspresi gen antioksidan 

adalah melalui aktivasi nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) 
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sehingga terjadi peningkatan ekspresi gen yang berperan dalam sintesis 

misalnya gen SOD (superoxide dismutase) (Sumardika dan Jawi, 2011). 

 

2.6 Kadar Enzim SOD (Superoxide Dismutase) 

Tubuh memiliki tiga enzim antioksidan intrasel atau antioksidan 

endogen, yaitu superoxyde dismutase  (SOD), glutation peroxydase (GPx) 

dan catalase (Cat).SOD merupakan salah satu antioksidan endogen yang 

berperan paling besar dalam mengkatalisis reaksi dismutase radikal bebas 

anion superoksida menjadi hidrogen peroksida dan molekul 

oksigen.Selanjutnya hydrogen peroxide diubah menjadi molekul air oleh 

enzim katalase dan glutation peroksidase (Halliwell, 2004). Keberadaan SOD 

dapat ditemukan di otak, hati, sel darah merah, ginjal, tiroid, testis, otot 

jantung, mukosa lambung,kelenjar ptuitari, pankreas dan paru. Aktivitas SOD 

dapat dijadikan acuan pengukuran stress oksidatif dalam tubuh (Mohanty, 

2012). 

Radikal bebas menyebabkan peroksidasi lipid yang salah satunya 

ditandai dengan peningkatan produksi MDA disertai penurunan kadar 

antioksidan enzimatis. Enzim SOD berfungsi sebagai katalisator reaksi 

dismutase dari anion superoksida menjadi hidrogen peroksida dan oksigen. 

SOD melindungi sel sel tubuh dan mencegah terjadinya proses peradangan 

yang disebabkan oleh radikal bebas dan memerlukan bantuan zat-zat mineral 

gizi seperti mangan (Mn), seng (Zn), dan tembaga (Cu) agar bisa bekerja 

(Winarsi, 2007). 
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2.7 TNF-αpada Diabetes Mellitus 

Kondisi hiperglikemia mengakibatkan terbentuknya AGEs yang dapat 

meningkatkan produksi ROS (Reactive Oxygen Species) sehingga timbul 

keadaan stres oksidatif. Radikal bebas menginduksi kerusakan jaringan pada 

ginjal (Wang et al, 2017). Komponen pada ginjal seperti sel endothel 

glomelurus, sel mesangial, sel podosit dan epitel tubulus juga mengalami 

kerusakan disebabkan adanya kondisi hiperglikemia. Hiperglikemia juga 

menginduksi terjadinya hemodinamik intraglomerular, hiperfiltrasi dan 

kekacauan metabolik (Kanwar et al, 2012). Peningkatan ROS pada kondisi 

hiperglikemia dapat memicu terjadinya ikatan ROS dengan Poly Unsaturated 

Fatty Acid (PUFA) pada fosfolipid bilayer sehingga terjadi peroksidasi lipid 

dan merusak struktur membran sel pada ginjal serta terjadinya inflamasi pada 

ginjal (Kamble et al, 2015). 

Kadar glukosa dalam darah yang tinggi menyebabkan terjadinya 

perubahan gambaran histologi dari glomerulus ginjal yaitu piknosis, 

karioreksis, dan glomerulus keseluruhannya tidak tertutup oleh kapsula 

bowman, terjadi poliferasi sel yang menyebabkan peningkatan tarikan dan 

tekanan mesangial sehingga mesangium glomelurar mengembang dan terjadi 

hipertrofi yang menstimulasi pelebaran glomelurus. Mekanisme kerusakan 

ginjal karena diabetes salah satunya dipengaruhi oleh jalur hiperglikemia 

(Breyer, 2005). 
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Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) dibentuk atas 212 asam amino 

diatur pada homotrimers yang stabil dengan berat molekul 51 kDa. TNF-α 

adalah suatu sitokin yang bersifat pleiotropik, yang sebagian besar dihasilkan 

oleh monosit, makrofag, dan sel T. Ekspresi dan sintesa dari TNF-α dihasilkan 

oeh sel-sel hematopoietik dan sel intrinsik ginjal, termasuk sel mesangial, 

glomerulus, endotel, dendrit, sel tubulus ginjal menghasilkan sitokin ini. 

Penelitian pada saat ini memperlihatkan bahwa, TNF-α dapat disimpan di 

dalam sel dalam bentuk proaktif, dan enzim yang dapat merubah TNF-α 

secara cepat meningkatkan ekspresi TNF-α yang aktif. Meningkatnya ekspresi 

TNF-α terdapat pada keadaan inflamasi akut dan kronik (Popa et al., 2007). 

Menurut Green and Flavell (2000) penyebab teraktivasinya TNF-α 

adalah faktor-faktor eksogen dan endogen. Faktor eksogen merupakan antigen 

atau benda asing yang berasal dari luar tubuh seperti enterotoksin, protein 

dinding sel jamur, virus dan komponen dari parasit. TNF-α merupakan sitokin 

yang memiliki peranan besar dalam aktivasi sistem imun dibandingkan 

dengan sitokin lainnya. TNF-α memiliki peranan penting dalam mendukung 

proses kemotoksis sel-sel inflamasi, mengaktivasi sel-sel inflamasi baik TNF-

α sendiri maupun sitokin lain, merangsang sel-sel endotel untuk 

mengekspresikan molekul adhesi, merangsang APCs untuk meningkatkan 

ekspresi molekul MHC kelas I dan mendukung fungsi sel T-cytotoxic. Efek 

yang ditimbulkan oleh TNF-α diantaranya adalah inisiator neutrofil dan 

monosit ke tempat-tempat infeksi, menginisiasi ekspresi molekul adhesi sel, 

menginduksi apoptosis sel-sel inflamasi (Cohen and Bonta, 2004). 
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Keberadaan TNF-α pada jaringan ginjal dapat menjadi indikasi 

kondisi patologi jaringan yang dapat digambarkan melalui metode 

imunohistokimia. Proses inflamasi di dalam sel akan menyebabkan 

teraktivasinya makrofag yang akan memproduksi sitokin proinflamasi salah 

satunya TNF-α. Pada awalnya STZ sebagai agen diabetagonik menyebabkan 

teraktivasinya limfosit T, paling sering CD4
+
 dan beberapa CD8

+
 dan 

selanjutnya akan menimbulkan inflamasi dan produksi TNF-α. Keberadaan 

TNF-α ini sangat penting sebagai parameter kerusakan ginjal. 
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

3.1.Kerangka Konsep 

 

Gambar 3.1. Mekanisme kerja induksi dan terapi DM pada tikus 

 

Keterangan : 

 

  : Parameter yang diamati : efek induksi (HFD dan STZ) 

 

  : Perlakuan   : efek terapi ekstrak pegagan 

Tikus 

(Rattus novergicus) 

 

 

Kerusakan sel β 

Produksi insulin 

HFD Ektrak etanol daun 

pegagan 

Stress oksidatif 

TNF-α 

Streptozotocin 

SOD serum 

Free Fatty Acid 

Fosforilasi Ser307 

Peroksidasi Lipid 

Resistensi insulin 

Hiperglikemia 

AGEs 

Kerusakan jaringan ginjal 

ROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

Tikus diberikan pakan tinggi lemak atau High-Fat Diet (HFD) 

selama 28 hari. Pakan tinggi lemak yang diberikan selama jangka waktu 

tersebut akan memicu terjadinya resistensi insulin. Meningkatnya kadar asam 

lemak bebas (Free Fatty Acid = FFA) akan menurunkan sensitivitas kerja 

reseptor insulin yang terdapat dalam jaringan akibat fosforilasi Serine 307 

pada IRS. Akibatnya, akan terjadi penurunan aktivitas PI3-K yang seharusnya 

teraktivasi oleh IRS dalam merangsang translokasi GLUT menuju permukaan 

sel untuk melakukan uptake glukosa. Jika hal tersebut terjadi secara terus 

menerus maka akan terjadi resistensi insulin sehingga glukosa dalam darah 

tidak dapat ditransport ke dalam jaringan. Kemudian streptozotocin (STZ) 

diberikan untuk mempercepat proses terjadinya diabetes mellitus tipe 2 

(DMT2). STZ merupakan senyawa yang bersifat toksik terhadap sel β 

pankreas sehingga akan menurunkan produksi insulin. Selain menurunkan 

produksi insulin, STZ juga menyebabkan terjadinya resistensi reseptor insulin 

karena meningkatkan ROS sehingga mengaktivasi kasein kinase 2 menjadi 

retromer, kemudian retromer akan mentransfer GLUT-4 ke lisosom, sehingga 

GLUT-4 akan terdegradasi dan menyebabkan resistensi insulin (Hurrle and 

Hsu, 2017). Terjadinya resistensi insulin dan menurunnya produksi insulin 

merupakan kondisi awal dari DMT2.  

Resistensi insulin adalah kondisi ketidakmampuan insulin untuk 

menstimulasi uptake glukosa ke jaringan sehingga akan menyebabkan 

terjadinya hiperglikemia. Tingginya kadar gula akibat resistensi insulin dan 

penurunan produksi insulin akan menimbulkan glukotoksisitas dan 
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mempengaruhi fungsi sebagian besar organ dan jaringan dalam tubuh. 

Meningkatnya konsentrasi glukosa dalam jangka panjang juga dapat memicu 

proses glikasi lipid dan protein yang mengakibatkan peningkatan AGEs 

(Advanced Glycation End-products). 

Interaksi antara AGEs dalam sirkulasi dengan RAGEs (Receptor for 

Advanced Glycation End-products) akan meningkatkan produksi ROS 

(Reactive Oxygen Species) intraseluler.Peningkatan ROS pada kondisi 

hiperglikemia dapat memicu terjadinya ikatan ROS dengan Poly Unsaturated 

Fatty Acid (PUFA) pada fosfolipid bilayer sehingga terjadi peroksidasi lipid 

dan merusak struktur membran sel pada ginjal serta terjadinya inflamasi pada 

ginjal (Kamble et al, 2015).Interaksi AGEs dengan reseptornya juga dapat 

meningkatkan faktor transkipsi NF-κB serta produknya. Peningkatan NF-κB 

berhubungan dengan peningkatan ekspresi gen Monocyte Chemoattractant 

Protein-1 (MCP-1) dan infiltrasi makrofag pada jaringan ginjal dengan 

memproduksi ekspresi gen-gen proinflamasi seperti IL-1, IL-1β, dan TNF-α, 

sehingga akan menimbulkan inflamasi kronik yang menjadi kejadian terminal 

komplikasi vaskuler melalui jalur AGEs (Gross, 2005).  

Ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak ethanol 

daun pegagan (Centella asiatica) yang mengandung senyawa triterpenoid 

terutamaasiatikosida, madekossida, asam asiatik, dan flavonoid.Flavonoid 

merupakan bahan aktif yang memiliki fungsi sebagai antioksidan, 

antiinflamasi dan antihiperlipidemi.Senyawa polifenol terutama flavonoid 

berperan dalam mendonorkan ion hidrogen sehingga dapat menetralisir efek 
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toksik dari radikal bebas dan meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen 

melalui beberapa mekanisme. Salah satu mekanisme peningkatan ekspresi 

gen antioksidan adalah melalui aktivasi nuclear factor erythroid 2 related 

factor 2 (Nrf2) sehingga terjadi peningkatan ekspresi gen yang berperan 

dalam sintesis misalnya gen SOD (superoxide dismutase) (Sumardika dan 

Jawi, 2011).Kemampuan flavonoid sebagai antioksidan disebabkan karena 

flavonoid bertindak sebagai scavenger radikal bebas. Flavonoid memiliki 

atom hidrogen bebas yang kemudian akan didonorkan ke radikal bebas, 

sehingga terbentuk radikal fenoksil flavonoid yang memiliki reaktifitas lebih 

rendah. Radikal fenoksil flavonoid memiliki ikatan rangkap terkonjugasi 

sehingga dapat menstabilkan strukturnya untuk menghilangkan efek radikal 

bebas. Senyawa-senyawa flavonoid dapat menghambat produksi TNF-α 

dengan cara menekan aktivasi NF-KB yang akan melemahkan respon 

aoutoimun dan respon inflamasi, sehingga penurunan kadar TNF-α akan 

memacu regenasi sel ginjal. 

 

3.2.Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah, maka hipotesis dari penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

1. Ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) dapat meningkatkan kadar  

SOD serum pada tikus (Rattus norvegicus) model DM.  

2. Ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) dapat menurunkan 

ekspresi TNF-α pada tubulus ginjal tikus (Rattus norvegicus) model DM. 
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 

 

4.1.Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan selama 3 bulan, dimulai pada bulan April 

hingga bulan Juni 2018. Pemeliharaan hewan coba bertempat di 

Laboratorium Fisiologi Hewan Universitas Islam Negeri, pengujian kadar 

SOD serum bertempat di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya dan pembuatan IHK TNF-α ginjal bertempat di 

Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

 

4.2.Alat dan Bahan 

 Peralatan yang dipergunakan dalam  penelitian ini, antara lain 

kandang individu tikus (individually ventilated cages), timbangan digital, 

baskom, spatula, refrigerator, tabung Falcon 15 mL, microtube, pipette tip, 

micropipette, multichannel pipette, vortex, centrifuge, spuit Tuberculin 1 cc, 

sonde lambung tikus, glucose test kit, microhematocrit, mortar,tabung reaksi, 

mikrotom, mikroskop cahaya, kamera Optilab Advance Plus, 

spektrofotometer dan oven.  

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih 

(Rattus norvegicus), pakan standar, pakan tinggi lemak, Streptozotocin, 

aquades, asam sitrat 0,2 M, natrium sitrat 0,2 M, Pewarna IHK dan antibodi, 

EDTA, xanthine, NBT,tabung venoject non-EDTA, daun pegagan,parafin, 
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object glass dan cover glass, xylol,alkohol asam 1% dan alkohol (70%, 80%, 

90%, 95% dan alkohol absolut). 

 

4.3.Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik dengan 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), yaitu membagi subyek 

menjadi lima kelompok secara acak. Setiap kelompok terdiri dari empat tikus. 

Kelompok K(-) adalah tikus sehat sebagai kontrol negatif, kelompok K(+) 

adalah tikus yang dibuat sakit DM tanpa terapi (kontrol positif), kelompok 

P1, P2, P3 (kelompok terapi) adalah kelompok tikus yang dibuat sakit DM 

dan diterapi dengan ekstrak ethanol daun pegagan dengan dosis masing-

masing 75 mg/kg BB, 150 mg/kg BB dan 300mg/kg BB(Lampiran 3). 

 

4.4.Sampel Penelitian 

 Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) 

jantan strain Wistar berumur 2-3 bulan dengan bobot badan tikus antara 150-

200 gram. Hewan coba dilakukan aklimatisasi selama tujuh hari untuk 

menyesuaikan dengan kondisi di laboratorium. Adapun perkiraan banyak 

sampel dapat dihitung menggunakan rumus (Kusriningrum, 2008):  

 t (n-1)  ≥ 15 

 5 (n-1)  ≥ 15  

 5n – 5 ≥ 15 

 5n  ≥ 20 

Keterangan : 

t   : Jumlah kelompok perlakuan 

n   : Jumlah ulangan yang diperlukan 
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 n  ≥ 4 

Berdasarkan perhitungan di atas, maka untuk 5 kelompok perlakuan 

diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok 

perlakuan. 

 

4.5.Variabel Penelitian 

 Adapun variabel dalam penelitian ini yaitu :  

Variabel bebas  :Pemberian pakan tinggi lemak, dosis STZ, dosis 

ekstrak ethanol daun pegagan 

Variabel tergantung  : Kadar SOD serum dan ekspresi TNF-α ginjal 

Variabel kontrol  : Hewan coba tikus strain Wistar jantan, berat badan, 

umur, pakan, minum, lingkungan dan suhu kandang 

 

4.6.Tahapan Penelitian 

4.6.1 Persiapan Hewan Coba 

 Tikus diaklimatisasi terlebih dahulu terhadap lingkungan selama 

tujuh hari untuk beradaptasi dengan keadaan kendang dan perubahan waktu 

makan. Selama aklimatisasi, semua tikus akan diberikan pakan berupa 

pakan standar dengan komposisi 5% lemak, 53% karbohidrat, dan 23% 

protein. Air minum untuk tikus diberikan secara ad libitum.Tikus dibagi 

menjadi 5 kelompok yang masing-masing terdiri dari 4 ekor tikus per 

kelompok.  
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4.6.2 Prosedur Pembuatan Hewan Model DM 

 Tikus model DMT2 dibuat dengan pemberian pakan tinggi lemak 

(High Fat-Diet = HFD) untuk menginduksi obesitas, resistensi insulin serta 

terganggunya homeostasis glukosa dan injeksi STZ diberikan untuk 

menurunkan fungsi sel β pankreas sehingga mengganggu produksi insulin 

dan menimbulkan hiperglikemia. Beberapa kejadian tersebut 

merepresentasikan kejadian patofisiologis pada DMT2 sehingga kombinasi 

HFD-STZ sering digunakan untuk membuat tikus model DMT2 (Eleazu et 

al., 2013; King, 2012). 

Pakan tinggi lemak tersusun dari 17% karbohidrat, 25% protein, dan 

58% lemak. Pemberian pakan tinggi lemak pada tikus dilakukan selama 4 

minggu sebanyak 40 g/hari/ekor untuk menyiasati kekurangan pakan akibat 

perbedaan asupan per individu dan gejala polyphagia akibat hiperglikemia 

(Holmes et al., 2015; Nugroho et al., 2015). Streptozotocin (dosis 30 mg/kg 

BB dalam buffer sitrat 0,1 M pH 4,5) diinjeksikan secara intraperitoneal 

setiap minggu selama 2 minggu dan tetap diberikan pakan tinggi lemak 

(Skovso, 2014). 

Pengukuran kadar glukosa pada tikus dilakukan sebelum dan setelah 

dilakukan induksi streptozotocin sehingga diketahui kadar glukosa 

sebelumdan setelah hewan coba terkena diabetes mellitus. Saat sudah 

dilakukan pemberian ektrak ethanol daun pegagan selama 7 hari juga 

dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darah yang bertujuan untuk 

mengetahui kadar glukosa darah tikus apakah sudah mengalami penurunan 
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setelah diberikan terapi. Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan alat 

digital yaitu glukometer dengan cara mengambil darah melalui ujung ekor 

tikus dengan menggunakan blood lancet darah yang keluar lalu diteteskan 

pada ujung blood strip dan ditunggu hasil yang muncul pada layar alat 

glukometer digital.Pada hewan coba seperti tikus yang memiliki kadar 

glukosa normal berkisar antara 50-135 mg/dL (Johnson-delaney dan 

Harrison, 1996), diagnosa diabetes mellitus dapat ditegakkan berdasarkan 

salah satu kriteria berikut ini: 

1. Kadar glukosa darah sewaktu > 200 mg/dL atau kadar glukosa puasa 

> 140 mg/dL 

2. Pada Tes Toleransi Glukosa Oral (TTGO), kadar glukosa darah yang 

terukur 2 jam setelah pemberian beban glukosa adalah > 200 mg/dL 

 (Anita, 2015; Etuk, 2010) 

 

4.6.3 Pembuatan Ekstrak Ethanol Daun Pegagan 

 Ekstrak etanol pegagan dibuat dengan metode maserasi 

menggunakan pelarut etanol 96%. Proses pembuatan ekstrak etanol pegagan 

dapat dilakukan dengan 2 langkah kerja yaitu (Kumar, 2003) : 

1. Proses Ekstraksi 

Daun pegagan dilakukan penyortiran dan dibersihkan dari debu yang 

masih melekat. Selanjutnya, daun pegagan dikeringkan dengan cara 

dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 40-60
o
C. Setelah itu proses 

ekstraksi dimulai dengan menggiling daun pegagan yang telah kering 
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menjadi serbuk halus (simplisia). Daun pegagan yang sudah kering 

dihaluskan dengan meggunakan blender, kemudian ditimbang dengan 

timbangan analitik sebanyak 100 gram. Daun pegagan yang sudah kering 

sebanyak 100 gram tersebut dimasukkan dalam labu Erlenmeyer ukuran 1 L, 

kemudian ditambahkan dengan ethanol 96% sampai volume 900 mL dan 

dikocok sampai benar-benar tercampur (± 30 menit). Terakhir campuran 

didiamkan 1 malam sampai mengendap. 

2. Proses Evaporasi 

Lapisan atas campuran ethanol diambil dan dimasukkan dalam labu 

evaporasi pada evaporator. Kemudian water bath diisi dengan air sampai 

penuh dan semua rangkaian alat dipasang termasuk : rotary evaporator, 

pemnas water bath (diatur sampai 90
o
C) dan disambungkan dengan aliran 

listrik. Lalu larutan ethanol dibiarkan memisah dengan zat aktif yang sudah 

ada dalam labu dan ditunggu sampai aliran ethanol berhenti menetes pada 

labu penampung (± 1,5 sampai 2 jam). Kemudian hasil ekstraksi 

dimasukkan dalam botol dan disimpan pada refrigerator. 

 

4.6.4 Terapi Pemberian Ekstrak Daun Pegagan 

  Dosis eksperimental ditentukan berdasarkan penelitian Andriani 

(2014) yang menggunakan ekstrak seledri (Apium graveolens L.), 

berdasarkan kekerabatannya dalam satu family umbelliferae, peneliti 

berasumsi bahwa daun pegagan memiliki kandungan kimia yang relatif 

sama dengan daun seledri. Dosis yang digunakan dalam penelitian ini 
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adalah sebesar 75 mg/kg BB, 150 mg/kg BB, 300 mg/kg BB dengan dosis 

masing-masing tikus terdapat pada Lampiran 7. Terapi diberikan satu 

minggu setelah perlakuan induksi STZ kedua. Dosis sebesar 75 mg/kg BB 

diberikan pada kelompok tikus perlakuan 1, dosis 150 mg/kg BB diberikan 

pada kelompok tikus perlakuan 2, dan dosis 300 mg/kg BB diberikan pada 

kelompok tikus perlakuan 3. Terapi diberikan dengan cara oral 

menggunakan sonde sehari sekali selama satu minggu. 

 

4.6.5 Pengukuran Kadar SOD Serum 

 Penentuan Pemeriksaan kadar SOD dengan metode 

spektrofotometri. Darah yang telah disentrifuge, dicampur dengan EDTA 

100 mM, NBT 25 U, Xanthine 25 U, dan Xanthin Oksidase 1 U hingga 

homogen, kemudian diinkubasi, disentrifuge, dan disaring bila terdapat 

koloid. Pembacaan dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 580 nm (Kusumastuty, 2014). 

 

4.6.6 Pembuatan Preparat IHK TNF-α 

 Langkah yang digunakan untuk membuat uji imunohistokimia 

yaitu preparat terlebih dahulu direndam kedalam xylol I, xylol II, alkohol 

bertingkat yaitu 100%, 90%, 80%, 70%, akuades diberikan selama 5 menit 

kemudian preparat dicuci menggunakan PBS pH 7,4 diulang selama 3 kali 

selama 5 menit, kemudian diteteskan H2O2 3% selama 10 menit.Setelah itu 

dilakuakn pencucian kembali dengan PBS 7,4 dilakukan pengulangan 3 kali 
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selama 5 menit dengan suhu ruang. setelah itu diinduksikan dengan antibodi 

primer (anti-rat TNF-α) selama 24 jam dengan suhu 4°c kemudian 

dilakukan pencucian kembali dengan PBS pH 7,4 diulang 3 kali dengan 

waktu 5 menit. lalu diinkubasi dengan antibodi sekunder selama satu jam 

dengan suhu ruangan kemudian dicuci kembali menggunakan PBS pH 7,4 

diulang 3 kali dengan waktu 5 menit. Selanjutnya preparat ditetesi dengan 

SA-HRP (Strep Avidin Horse Radish Peroxidase) selama 40 menit dengan 

suhu ruang. Kemudian dicuci kembali menggunakan PBS pH 7,4 diulang 3 

kali selama 5 menit. setelah itu diinkubasi pada kromagen DAB selama 2-4 

menit lalu di cuci dengan air mengalir selama 5 menit. Setelah itu dilakukan 

counterstaining menggunakan hematoksilin selama 5 menit dan dicuci 

dengan air mengalir, kemudian dilakukan dehidrasi dengan alkohol dan 

xylol selama 3 menit, kemudian di bilas dengan akuades dan dikeringkan. 

Hal terakhir yang dilakukan adalah mounting dengan entellan dan kemudian 

ditutupi cover glass (Ramos-Vara, 2005). 

 

4.6.7 Pengamatan Ekspesi TNF-α  

Pewarnaan imunohistokimia bertujuan untuk menghitung presentasi 

ekspresi TNF-α pada ginjal. Preparat jaringan ginjal yang telah dilakukan 

pewarnaan selanjutnya diamati menggunakan mikroskop (Olympus 

BX51®) dengan perbesaran 400x. Pengamatan selanjutnya 

didokumentasikan pada lima lapang pandang. Alat pemindai yang 

digunakan umumnya terdiri dari mikroskop cahaya untuk memperoleh 
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gambar mikroskopis dari jaringan secara berurutan sehingga seluruh 

preparat dapat di pindai menggunakan software immunoratio. Komplek 

antigen-antibodi bereaksi dengan kromogen DAB maka akan menghasilkan 

endapan berwarna (kromogranin) sehingga menghasilkan produk 

tervisualisasi yang berwarna coklat (Ramadhani dkk., 2012). 

 

4.7.Analisis Data 

  Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan 

analisis kuantitatif statistik. Analisis kuantitatif statistik dilakukan dengan 

menggunakan program SPSS 16 dengan uji analisis ragam One-Way 

ANOVA untuk melihat keseragaman antar maupun inter kelompok  uji, 

kemudian dilanjutkan dengan uji Tukey α = 5% untuk mengetahui 

perbedaan rata-rata tiap perlakuan. 
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1 Pengaruh Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica) Terhadap Kadar 

SOD Serum Tikus Model DM 

Uji aktivitas enzim superoksida dismutase dilakukan untuk 

mengetahui aktivitas antioksidan pada serum tikus (Rattus norvegicus) model 

diabetes melitus (hasil induksi pakan tinggi lemak serta streptozotocin) dan 

setelah pemberian terapi ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica). 

Aktivitas enzim superoksida dismutase didefinisikan sebagai banyaknya 

mikromolekul (µmol) radikal anion superoksida yang diubah menjadi 

hidrogen peroksida (H2O2) oleh tiap (mL) enzim SOD permenit pada kondisi 

optimum hasil isolasi dan serum tikus putih (Rattus norvegicus) (Ardian, 

2013). Hasil pengukuran aktivitas enzim superoksida dismutase serum tikus 

(Rattus norvegicus) model diabetes mellitus yang diterapi ekstrak etanol daun 

pegagan (C. asiatica) (Tabel 5.1).  

Tabel 5.1.Rata-rata kadar SODserum pada tikus yang diberi ekstrak daun 

pegagan 
Kelompok Rata-rata SOD 

Dan standar 

deviasi 

% Peningkatan 

SOD terhadap  

K+ 

% Penurunan 

SOD terhadap  

K- 

Kontrol negatif (K-) 58,67±1,41
c
 - - 

Kontrol positif (K+) 36,52±3,77
a
 - 37,75 % 

75 mg/kgBB (p1) 52,10±1,07
b
 42,66 % - 

150 mg/kgBB (p2) 57,87±2,01
c
 58,46 % - 

300 mg/kgBB (p3) 48,49±1,72
b
 32,78 % - 

Keterangan : Notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan 

antar kelompok perlakuan (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

Hasil analisa statistik SPSS 16 menggunakan One-Way 

ANOVAmenunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok 

perlakuan (p<0,05) terhadap aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) 

yang ditunjukkan adanya notasi yang berbeda pada uji lanjutan Tukey (Tabel 

5.1, dan Lampiran 10). Kelompok kontrol negatif digunakan sebagai standar 

untuk menentukan adanya peningkatan aktivitas enzim superoksida dismutase 

(SOD) pada tikus model DM dan terapi ekstrak etanol daun pegagan 

(Centella asiatica). Nilai aktivitas SOD pada kelompok kontrol negatif 

58,67±1,41 unit/mL merupakan hasil dari proses metabolisme secara normal. 

Menurut Nurhasanah (2005), menjelaskan bahwa superoksida dismutase 

merupakan enzim yang terdapat pada sitoplasma dan mitokondria. 

Keberadaan SOD juga dapat ditemukan di otak, hati, sel darah merah, ginjal, 

tiroid, testis, otot jantung, mukosa lambung,kelenjar ptuitari, pankreas dan 

paru (Mohanty, 2012). Mekanisme kerja SOD dibantu oleh dua enzim lain, 

yaitu katalase dan glutation (GSH) peroksidase. Enzim SOD secara spontan 

merubah radikal (O2
-*

) menjadi H2O2 dan oksigen dengan kecepatan sekitar 

10
5 

M
-1 

s
-1

 pada pH, reaksinya sebagai berikut : O2
-*

 + 2H
+
 O2 + H2O2. 

Reaksi tersebut berlangsung sangat cepat dan hanya dibatasi oleh frekuensi 

tumbukan SOD dengan superoksida. Hidrogen peroksida yang dihasilkan 

masih cukup berbahaya sehingga perlu pengubahan lebih lanjut oleh katalase 

menjadi air dan oksigen (Yoon et al., 2008). 

Pada kelompok kontrol positif (tikus model DM) aktivitas SOD 

36,52±3,77unit/mL memiliki hasil yang signifikan (p<0,05) dengan 
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kelompok kontrol negatif ditunjukkan dengan notasi yang berbeda pada 

Tabel 5.1. Menurunnya aktivitas SOD mengindikasikan terjadinya 

autooksidasi yang menyebabkan pembentukan Reactive Oxygen Spesies 

(ROS), terutama radikal anion superperoksida (O2
*
) pada serum tikus (Rattus 

norvegicus) hasil induksi pakan tinggi lemak dan streptozotocin. Jika ROS 

berlebihan di dalam tubuh, maka akan memicu terjadinya stress oksidatif, 

yaitu keadaan jumlah radikal bebas yang diproduksi melebihi kapasitas tubuh 

untuk menangkalnya(Wiryana, 2008). 

Kelompok P1 (terapi 75 mg/kg BB) menunjukkan peningkatan 

aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) sebesar 52,10±1,07 unit/mLdan 

secara statistik berbeda nyata (p<0,05) dengan kelompok tikus kontrol positif, 

kelompok kontrol negatif, dan kelompok P2 (terapi 150 mg/kg BB) namun 

tidak berbeda dengan kelompok P3 (terapi 300mg/kg BB) yang dinyatakan 

dengan notasi pada hasil uji Tukey (Tabel 5.1). Hasil tersebut menunjukkan 

terapi ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) mampu meningkatkan 

aktivitas antioksidan endogen yaitu aktivitas enzim superoksida dismutase 

(SOD) dan menurunkan radikal bebas yang ada di dalam tubuh tikus (Rattus 

norvegicus) model DM. 

Kelompok P2 (terapi 150 mg/kg BB) menunjukkan aktivitas enzim 

superoksida dismutase (SOD) sebesar 57,87±2,01 unit/mL dan secara statistik 

berbeda nyata (p<0,05) dengan kelompok tikus kontrol positif, dan tidak 

berbeda nyata dengan kelompok kontrol negatif yang dinyatakan dengan 

notasi pada hasil uji Tukey (Tabel 5.1). Hasil tersebut menunjukkan terapi 
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ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) dosis 150 mg/kg BB yang terbaik 

sebagai terapi diabetes melitus dibandingkan dengan terapi dosis 75 mg/kg 

BB dan 300 mg/kg BB, karena menunjukkan tidak adanya perbedaan yang 

nyata dengan aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) tikus (Rattus 

norvegicus) pada kelompok negatif (kontrol).  

Kelompok P3 (terapi 300 mg/kg BB) menunjukkan adanya 

peningkatan aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) sebesar 

48,49±1,72 unit/mL. Hasil ini memiliki nilai yang lebih rendah dibandingkan 

dengan hasil kelompok P1 dan P2.Menurut Evina (2011), jika kadar 

flavonoid lebih tinggi dari yang dibutuhkan oleh tubuh flavonoid dapat 

berubah fungsi menjadi prooksidan dimana akan mengaktivasi makrofag 

dalam melakukan fagositosis, sehingga ekspresi SOD akan menurun 

sebagaimana yang terjadi pada kelompok perlakuan P3 dengan dosis 300 

mg/kg BB. 

Peningkatan aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) pada 

kelompok terapi menunjukkan adanya penurunan dari radikal bebas setelah 

pemberian terapi ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) mengandung 

senyawa flavonoid yang bertindak sebagai antioksidan (Lampiran 2). 

Tanaman pegagan juga mengandung senyawa glikosida madekosida yang 

memiliki efek antiinflamasi, senyawa triterpenoid yang dapat merevitalisasi 

pembuluh darah sehingga memperlancar pembuluh darah, dan senyawa 

asiatikosida yang dapat meningkatkan perbaikan sel, menstimulasi sel darah 

dan sistem imun, dan sebagai antibiotik alami (Sutardi, 2016). Antioksidan 
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berupa flavonoid pada ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) berfungsi 

sebagai scavenger radikal bebas yang berlebih akibat hiperglikemia. 

Berdasarkan struktur kimia, flavonoid merupakan senyawa fenol yang aktif 

sebagai antioksidan. Flavonoid dapat mencegah kerusakan sel β pankreas, 

karena kemampuannya dalam melindungi sel islet pankreas dari kerusakan 

oksidatif (Hakim, 2010). Adanya paparan stress oksidatif pada tikus (Rattus 

norvegicus) model DM, enzim superoksida dismutase (SOD) sebagai 

antioksidan endogen akan meningkatkan aktivitasnya untuk mengontrol stress 

oksidatif tersebut. Apabila stress oksidatif sudah dapat diatasi, maka aktivitas 

enzim superoksida dismutase (SOD) kembali normal. 

Antioksidan dalam ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) 

bertujuan sebagai antioksidan yang berasal dari luar tubuh untuk menurunkan 

radikal bebas pada tubuh dengan cara mendonasikan atom hidrogen (H) dari 

gugus hidroksil (OH) kepada radikal bebas (R
*
) sehingga flavonoid berubah 

menjadi radikal fenoksil flavonoid (FIO
*
) yaitu (FI - OH + R

*
 FIO

*
 + RH). 

Radikal fenoksil flavonoid yang pertama terbentuk akan diserang kembali 

oleh radikal bebas (R
*
) sehingga membentuk radikal fenoksil flavonoid yang 

kedua (FIO
*
), karena radikal fenoksil flavonoid punya ikatan rangkap yang 

terkonjugasi maka flavonoid mampu menyeimbangkan dengan cara 

delokalisasi elektron sehingga menjadi senyawa kuinon yang stabil (Batutihe, 

2010). Hal tersebut menunjukkan penghambatan radikal bebas dan 

peningkatan aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD) dikarenakan 

kemampuan flavonoid yang bekerja sebagai scavenger radikal bebas dengan 
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adanya gugus hidroksil dalam susunan gugus fenol serta ikatan rangkap 

terkonjugasi (Ardian, 2013). 

 

5.2 Pengaruh Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica) Terhadap Ekspresi 

TNF-α Ginjal Tikus Model DM 

Analisis ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) pada 

penelitian ini dilakukan dengan melakukan rataan lima lapang pandang 

persentase ekspresi TNF-α glomerulus dan tubulus sekitarnya pada 

perbesaran 40x yang diproses melalui aplikasi Immunoratio pada setiap tikus 

pada semua ulangan tiap perlakuan, kemudian dilakukan analisis statistika 

menggunakan One Way ANOVA dengan aplikasi SPSS for Windows 16 dan 

dilanjutkan dengan uji Tukey dengan taraf kepercayaan α = 5% (Lampiran 

11). 

Hasil ekspresi TNF-α (Gambar 5.1) menunjukkan adanya warna 

coklat pada glomerulus dan tubulus ginjal tikus (Rattus norvegicus) model 

diabetes mellitus (DM) penggunaan antibodi TNF-α menggunakan metode 

imunohistokimia (IHK). Warna coklat yang dihasilkan merupakan reaksi 

antara enzim Strep Avidin conjugated Horseradish Peroxidase (SAHRP) 

yang berikatan dengan antibodi sekunder dengan kromagen 

Diaminobenzidine (DAB) (Immunostar, 2010). 

Penelitian ini dilakukan pada 5 kelompok tikus untuk mengetahui 

pengaruh pemberian ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) terhadap 

ekspresi TNF-α pada organ ginjal tikus model DM. Penurunan ekpresi TNF-α 
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pada ginjal ditunjukan dengan makin sedikitnya warna kecoklatan pada 

tubulus (Gambar 5.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1 Ekspresi TNF-α pada tubulus ginjal tikus perbesaran 100x 

Keterangan : A = Tikus kontrol negatif; B =Tikus kontrol positif; C =Tikus terapi 1; D 

=Tikus terapi 2; E =Tikus terapi 3; (     ) menunjukkan ekpresi TNF-α. KB 

= Kapsula Bowman; TKP = tubulus kontortus proksimal; BCS = Bowman 

capsule space; TKD = tubulus kontortus distal; Gr = glomerulus. (a) jarak 

antara Kapsula Bowman dan glomerulus semakin menjauh (b) kapsula 

Bowman nekrosis (c) nekrosis sel TKD (d) jarak antara Kapsula Bowman 

dan glomerulus menyempit (e) sel TKP nekrosis (f) TKP hipertropi 
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Hasil rata-rata ekspresi TNF-α menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata (P<0,05) dari seluruh perlakuan. Hal ini membuktikan adanya 

pemberian ekstrak etanol daun pegagan setiap kelompok perlakuan dapat 

mempengaruhi penurunan dari Ekspresi TNF-α pada ginjal tikus yang 

diinduksikan oleh streptozotocin. Rata-rata dari ekspresi TNF-α pada ginjal 

tikus pada masing-masing kelompok perlakuan ditampilkan pada Tabel 5.2 

Tabel 5.2 Rata-rata ekspresi TNF-α pada tikus yang diberi ekstrak daun 

pegagan 

Kelompok 
Rata-rata ±standar 

deviasi TNF-α 

% Peningkatan 

TNF-α terhadap  

K- 

% Penurunan 

TNF-α terhadap 

K+ 

Kontrol negatif (K-) 14,77±3,77
a
 - - 

Kontrol positif (K+) 71,99±7,79
d
 387,41 % - 

75 mg/kgBB (p1) 54,05±4,43
c
 - 24,92 % 

150 mg/kgBB (p2) 27,72±1,97
b
 - 61,51 % 

300 mg/kgBB (p3) 44,70±3,76
c
 - 37,91 % 

Keterangan : notasi a,b,c,d dan e menunjukan adanya perbedaan masing- 

 masing yang signifikan anatara perlakuan (p<0,05) 

 

Pada Tabel 5.2 dapat dilihat bahwa kelompok tikus kontrol negatif  

(sehat) memiliki nilai ekspresi TNF-α paling rendah (14,77±3,77
a), TNF-α 

muncul secara normal dalam jumlah yang sedikit sebagai respon imun yang 

diproduksi oleh makrofag dalam proses fagositosis sel yang mati dan antigen 

yang masuk ke dalam tubuh (Garlanda et al., 2014). 

Ekspresi TNF-α pada kontrol negatif berbeda nyata dengan kontrol 

positif yang memiliki ekspresi (71,99±7,79
d) hal ini dikarenakan oleh induksi 

streptozotocin dan pakan tinggi lemak pada kelompok positif menyebabkan 

adanya kerusakan pada sel β pankreas sehingga terjadi hiperglikemia. 
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Tingginya kadar glukosa darah akan meningkatkan proses glikasi dan 

menghasilkan Advanced Glycation End Product (AGEs) yang bersifat 

glikotoksin sehingga memicu adanya stres oksidatif dan inflamasi pada ginjal. 

Peningkatan pada produksi AGEs akan mengakibatkan ROS meningkat, 

meningkatnya ROS akan mengaktivasi makrofag untuk mengurai NF-KB yang 

berfungsi untuk mengontrol gen penting salah satunya produksi TNF-α. 

Peningkatan pada kadar ekspresi TNF-α merupakan respon terhadap adanya 

inflamasi jaringan yang berfungsi untuk mengontrol infeksi dan perbaikan 

jaringan. Peningkatan ROS juga dapat merusak fosfolipid bilayer pada 

membran sel sehingga dinding menjadi rapuh (Gross, 2005). 

Perbandingan antara kontrol positif dengan kelompok terapi pada Tabel 

5.2menunjukan bahwa ada perbedaan nyata antara kelompok positif 

(71,99±7,79
d
) dibandingkan dengan kelompok P1 (54,05±4,43

c
), kelompok P2 

(27,72±1,97
b
), dan kelompok P3 (44,70±3,76

c
).Kelompok perlakuan P1dan P3 

memiliki hasil yang berbeda nyata juga dengan kelompok negatif yang 

ditunjukkan dengan notasi yang berbeda, namun dari hasil penelitian ini 

masing-masing kelompok mengalami penurunan ekspresi TNF-α. Kelompok 

perlakuan P2 dengan dosis 150 mg/kgBB mampu menurunkan ekspresi TNF-α 

yang paling tinggi dibandingkan dengan kelompok P1 dan P3. Dosis 150 

mg/kgBB merupakan dosis terbaik dalam menurunkan ekspresi TNF-α pada 

tikus model DM. 

Penurunan ekspresi TNF-α terjadi pada ketiga kelompok perlakuan. Hal 

tersebut disebabkan karena pemberian terapi menggunakan ekstrak daun 
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pegagan yang dapat menurunkan aktivitas ROS. Ekstrak etanol daun pegagan 

mengandung beberapa senyawa antara lain flavonoid sebagai antiinflamasi dan 

antioksidan (Wang et al, 2017). Flavonoid bekerja dengan cara sebagai agen 

antiinflamasi dengan menekan ekspresi sitokin proinflamasi, dan menekan 

produksi ROS (Reactive oxygen species). Flavonoid dapat menghambat 

beberapa sitokin proinflamasi diantaranya TNF-α, IL-1β dan IL-6. Flavonoid 

dapat menghambat aktivasi dari NFKβ yang disebabkan karna tingginya kadar 

ROS, turunnya aktivitas NF-Kβ oleh senyawa flavonoid dalam ekstrak etanol 

daunpegagan akan menyebabkan adanya penurunan pada ekspresi TNF-α. 

Turunnya NF-Kβ akan menstimulasi regenerasi sel pada tubulus yang 

mengalami nekrosis sehingga ekpresi TNF-α pada tubulus ginjal menurun 

(Evina,2011).  

Pada penelitian ini dilakukan uji kuantitatif kadar flavonoid (kuersetin) 

ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) dan didapatkan hasil sebesar 

5% yang berarti terdapat 5 gram kuersetin flavonoid dalam 100 gram ekstrak 

etanol daun pegagan. Hasil penelitian Anwar, dkk (2017) menunjukkan bahwa 

kadar rata-rata kuersetin flavonoid pada ektrak etanol daun binjai adalah 

3,99%, yang berarti setiap 100 gram ekstrak mengandung 3,99 gram kuersetin 

flavonoid dan telah dibuktikan dapat menurunkan kadar glukosa darah pada 

hewan tikus model DM. Sedangkan penelitian uji kadar flavonoid (kuersetin) 

pada umbi bawang tiwai sebesar 2,41 % (Supriningrum dkk, 2017). 

Berbeda dengan penelitian Nugraha, A dan Ghozali (2012) dan Noer 

(2017), Mirna Lumbessy dkk (2015) mengidentifikasi kandungan flavonoid 
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dari beberapa daun yaitu daun waru, ketepeng, rumput teki dan rumput 

mutiara. Kadar flavonoid tertinggi sebesar 26,863 mg/ml pada daun ketepeng 

dan yang terendah sebesar 1,425 mg/ml pada daun waru. Flavonoid total pada 

ekstrak etanolik daun benalu mangga diperoleh dengan cara memasukkan nilai 

abosrbansi pada kurva standar kuersetin dan didapatkan hasil senyawa 

flavonoid total sebesar 2,48% dihitung sebagai kuersetin (Yulianti, 2013). 

Dari uraian diatas menunjukkan adanya perbedaan hasil dari penelitian 

yang telah dilakukan pada tanaman lain dengan penelitian ini pada tanaman 

pegagan yaitu ekstrak daun pegagan memiliki senyawa aktif seperti flavonoid 

dengan kadar sebesar5%yang termasuk tinggi sehingga berpotensial sebagai 

bahan baku obat terutama sebagai antioksidan. 
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BAB 6 PENUTUP 

 

6.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka didapatkan 

kesimpulan yaitu:  

1. Pemberian ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica) menurunkan 

ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) organ ginjal dengan dosis 

terbaik 150 mg/kg BB pada tikus model DM. 

2. Pemberian ekstrak etanol daun pegagan (C. asiatica) meningkatkan 

kadarenzim superoksida dismutase (SOD) dengan dosis efektif sebesar 

150 mg/kg BB pada tikus model DM. 

 

6.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah didapatkan, perlu dilakukan 

penelitian lanjutan mengenai kandungan dan aktivitas kadar antioksidan dari 

ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) yang berpengaruh terhadap 

peningkatan aktivitas enzim SOD dan penurunan ekspresi TNF-α organ ginjal 

pada tikus model DM. 
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Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik 
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Lampiran 2. Determinasi Tanaman Pegagan
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Lampiran 3. Uji Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Pegagan 
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Lampiran 4. Uji Kuantitatif Flavonoid Ekstrak Etanol Daun Pegagan
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Lampiran 3. Rancangan Perlakuan 

 

 

Hari 1   Adaptasi 

Hari 8 

 

Hari 22  Induksi STZ (K+, P1, P2, dan P3) 

Hari 29  Induksi STZ (K+, P1, P2, dan P3) 

Hari 35 

Hari 36  Terapi ekstrak daun pegagan 

Hari 43  Pembedahan tikus 

 

 

Keterangan : 

1. Induksi pakan tinggi lemak diberikan sebanyak 40 g/ekor/hari dengan 

sediaan padat dan pakan standar diberikan sebanyak 40 g/ekor/hari dengan 

sediaan pellet. 

2. Induksi STZ dilakukan secara intraperitoneal dengan dosis 30 mg/kg BB 

dengan pelarut buffer sitrat pada kelompok kontrol positif (K+), kelompok 

perlakuan 1 (P1), kelompok perlakuan 2 (P2), dan kelompok perlakuan 3 

(P3). 

3. Pada hari ke 36 hingga hari ke 42 dilakukan terapi daun pegagan dengan 

dosis 75 mg/kg BB pada kelompok perlakuan 1 (P1), 150 mg/kg BB pada 

Pemberian 

pakan tinggi 

lemak (K+, P1, 

P2, dan P3) 

Pemberian 

pakan standar 

(K-) 

Pemberian pakan standar 

Pemberian pakan standar 
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kelompok perlakuan 2 (P2), dan 300 mg/kg BB pada kelompok perlakuan 

3 (P3). 

4. Pada hari ke 43 dilakukan pembedahan pada semua kelompok untuk 

mengisolasi organ ginjal guna mengetahui ekspresi TNF-α dan koleksi 

serum guna melakukan pengukuran SOD. 
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Lampiran 4. Kerangka operasional 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

16 ekor pakan tinggi lemak 4 ekor pakan standar 

(Kontrol -) 

20 ekor tikus 

STZ 30 mg/kg BB (IP) 

STZ 30 mg/kg BB (IP) 

Pengambilan sampel darah (vena coccygeal) 

untuk Tes Glukosa 

Kontrol + 

DM 

Pakan standar 

 

 

Aklimatisasi 7 Hari 

Perlakuan 1 

DM 

Pakan standar 

Terapi 75 mg/kg 

BB (PO) 

 

 

Perlakuan 2 

DM 

Pakan standar 

Terapi 150 

mg/kg BB (PO) 

 

Perlakuan 3 

DM 

Pakan standar 

Terapi 300 

mg/kg BB (PO) 

Nekropsi 

Koleksi serum Isolasi organ ginjal 

Kadar SOD serum TNF-α 

Analisa Hasil 

H1 

H8 

H 22 

H 35 

H 36 

– 

 H 42 

H 43 

H 29 
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Lampiran 5. Pembuatan Larutan STZ 

5.1 Pembuatan Larutan Buffer Sitrat pH 4,5 

 Pembuatan buffer sitrat 0,2 M dubuat dengan mencampurkan 2,1076 gram 

asam sitrat dan 2, 9449 gram natrium sitrat yang dilarutkan dalam 30 mL aquades 

steril, kemudian distirer dan diatur pHnya pada 4,5. Selanjutnya dipindah pada 

labu ukur 50 mL dan ditanda batas dengan aquades, dihomogenkan. Kemudian 

dipindah pada botol gelapdan disterilisasi dengan autoclave (Sofhia, 2013). 

 

5.2 Pembuatan Larutan Streptozotocin 

 Dosis STZ yang diberikan yaitu 30 mg/kg BB. Kebutuhan dosis STZ 

dihitung berdasarkan berat badan masing-masing tikus. STZ diencerkan dengan 

menggunakan buffer sitrat yang telah dibuat sebelumnya. Streptozotocin sebanyak 

500 mg dilarutkan dalam 7.500 µL buffer sitrat, sehingga dalam 1 µL buffer sitrat 

terdapat 0,067 mg STZ. 

 

Rumus Pemberian STZ per ekor per hari =  

𝐵𝐵

1000
𝑥 𝑑𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑥 1 µL 

0,067 𝑚𝑔
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Lampiran 6. Hasil Perhitungan Dosis STZ 

a. Injeksi STZ Tahap Pertama 

Kelompok Ulangan BB Tikus 

(gram) 

Dosis STZ 

(mg/kg BB) 

Dosis Injeksi 

(µL) 

K + U1 144,6 30 64,74 

U2 137,6 30 61,60 

U3 127,3 30 55,99 

U4 136,4 30 61,07 

P1 U1 137,5 30 61.56 

U2 179,8 30 80,49 

U3 147,9 30 66,21 

U4 124,6 30 55,78 

P2 U1 159,6 30 71,45 

U2 138,4 30 61,96 

U3 156,7 30 70,15 

U4 137 30 61,33 

P3 U1 145,5 30 65,14 

U2 164 30 73,42 

U3 143,7 30 64,33 

U4 138,3 30 61,92 

 

b. Injeksi STZ Tahap Kedua 

Kelompok Ulangan BB Tikus 

(gram) 

Dosis STZ 

(mg/kg BB) 

Dosis Injeksi 

(µL) 

K + U1 154,6 30 69,21 

U2 139,3 30 62,36 

U3 129,4 30 57,93 

U4 137,1 30 61,38 

P1 U1 138,5 30 62,01 

U2 182 30 81,48 

U3 155,2 30 69,48 

U4 131,7 30 58,96 

P2 U1 166,2 30 74,40 

U2 143,3 30 64,15 

U3 162 30 72,53 

U4 139,1 30 62,27 

P3 U1 148,2 30 66,35 

U2 164,8 30 73,78 

U3 144,2 30 64,56 

U4 139,7 30 62,54 
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Lampiran 7. Perhitungan Dosis Ekstrak Etanol Daun Pegagan (Centella 

asiatica) 

Dosis eksperimental ditentukan berdasarkan penelitian Andriani (2014) 

yang menggunakan ekstrak seledri (Apium graveolens L.), berdasarkan 

kekerabatannya dalam satu family umbelliferae, peneliti berasumsi bahwa daun 

pegagan memiliki kandungan kimia yang relatif sama dengan daun seledri. Dosis 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebesar 75 mg/kg BB, 150 mg/kg BB, 

300 mg/kg BB. 

Perhitungan dosis ekstrak dengan asumsi rata-rata berat badan tikus adalah 

150 gram, terdapat 4 ekor tikus dalam tiap kelompok serta tiap ekor tikus disonde 

dengan ekstrak sebanyak 1 mL adalah sebagai berikut : 

 Kelompok p1 (Dosis terapi 75mg/kg BB) 

Berat ekstrak daun pegagan = Dosis pemberian x BB x Jumlah tikus 

 = 75 mg/kg x 150 g x 4 

 = 
75 mg

1000 g
 x 600 g 

 = 45 mg 

 

 Kelompok P2 (Dosis terapi 150 mg/kg BB) 

Berat ekstrak daun pegagan = Dosis pemberian x BB x Jumlah tikus 

 = 150 mg/kg x 150 g x 4 

 = 
150 mg

1000  g
 x 600 g 

 = 90 mg 
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 Kelompok P3 (Dosis terapi 300 mg/kg BB) 

Berat ekstrak daun pegagan = Dosis pemberian x BB x Jumlah tikus 

 = 300 mg/kg x 150 g x 4 

 = 
300mg

1000  g
 x 600 g 

 = 180 mg 
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Lampiran 8. Hasil Tes Glukosa  

8.1 Setelah induksi pakan tinggi lemak dan STZ 

 

 

 

 

 

 

8.2 Setelah terapi ekstrak pegagan 

Perlakuan 

Ulangan       Rata-rata 

1 2 3 4 

P1 167 181 149 151 162 

P2 178 164 158 138 159.5 

P3 185 177 169 197 182 

K - 93 109 87 94 95.75 

K + 206 376 425 348 338.75 

  

Perlakuan 

Ulangan       Rata-rata 

1 2 3 4 

P1 227 359 225 211 255.5 
P2 369 334 210 209 280.5 
P3 358 345 275 479 364.25 

K - 82 77 108 98 91.25 

K + 294 239 473 378 346 
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Lampiran 9. Analisis Ekspresi TNF-α Ginjal Dengan Metode IHK 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Deparafinisasi ( Xylol I, xylol II) dan  Redehidrasi 

(alkohol bertingkat 100%, 95%, 90%, 80%, 70%) 

3% H2O2 selama 10 menit 

Perendaman dalam BSA 1% (dalam PBS) selama 1 jam pada suhu ruang 

Antibodi sekunder universal dan inkubasi pada  

suhu ruang 30-60 menit (dalam suanana gelap) 

Antibodi primer TNF-α dan inkubasi pada suhu 4
0 
C  semalam 

Perekatan dengan menggunakan ettelen 

Counterstain dengan Hematoksilin   

Kromagen DAB (diamino benzidine) selama 20 menit 

Pengamatan di bawah mikroskop 

Dicuci PBS 100µl 5 menit, 3 kali 

Dicuci  PBS 100µl 10 menit, 3 kali 

Dicuci PBS 100µl 5 menit, 3 kali 

Dicuci PBS 100µl 5 µL 5 menit, 3 kali 

Dicuci PBS 100µl 5 µL 5 menit, 3 kali 

Dicuci PBS 100µl 5 menit, 3 kali 
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Lampiran 10. Uji Statistika SOD 

Perlakuan Hasil SOD (unit/100µL) Rata-rata 

Kontrol negatif (normal) 1 59,64 

58,67 
Kontrol negatif (normal) 2 56,58 

Kontrol negatif (normal) 3 59,37 

Kontrol negatif (normal) 4 59,10 

Kontrol positif (sakit) 1 40,63 

36,52 
Kontrol positif (sakit) 2 31,53 

Kontrol positif (sakit) 3 36,52 

Kontrol positif (sakit)4 37,39 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 1 53,42 

52,10 
Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 2 52,07 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 3 52,10 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 4 50,81 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 1 60,09 

57,87 
Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 2 55,23 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 3 58,29 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 4 57,87 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 1 50,36 

48,50 
Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 2 48,50 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 3 48,92 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 4 46,22 

 

10.1 Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan SOD 

N 20 20 

Normal Parameters
a,b

 Mean 3,0000 50,7312 

Std. Deviation 1,45095 8,47428 

Most Extreme Differences Absolute ,155 ,146 

Positive ,155 ,135 

Negative -,155 -,146 

Test Statistic ,155 ,146 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
c,d

 ,200
c,d

 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 
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10.2 Uji Deskriptif 

Descriptives 

SOD   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

K- 4 58,6713 1,41353 ,70676 56,4220 60,9205 56,58 59,64 

K+ 4 36,5167 3,76529 1,88264 30,5253 42,5081 31,53 40,63 

P1 4 52,1020 1,06656 ,53328 50,4049 53,7991 50,81 53,42 

P2 4 57,8677 2,00824 1,00412 54,6721 61,0632 55,23 60,09 

P3 4 48,4983 1,71773 ,85887 45,7650 51,2316 46,22 50,36 

Total 20 50,7312 8,47428 1,89491 46,7651 54,6973 31,53 60,09 

 

 
 

10.3 Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

SOD   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

,967 4 15 ,454 

 

 

10.4 Uji Anova 

ANOVA 

SOD   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1291,565 4 322,891 66,448 ,000 

Within Groups 72,890 15 4,859   

Total 1364,455 19    
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Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   SOD   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

K- K+ 22,15458
*
 1,55874 ,000 17,3413 26,9678 

P1 6,56925
*
 1,55874 ,006 1,7560 11,3825 

P2 ,80357 1,55874 ,984 -4,0097 5,6168 

P3 10,17293
*
 1,55874 ,000 5,3597 14,9862 

K+ K- -22,15458
*
 1,55874 ,000 -26,9678 -17,3413 

P1 -15,58533
*
 1,55874 ,000 -20,3986 -10,7721 

P2 -21,35100
*
 1,55874 ,000 -26,1643 -16,5377 

P3 -11,98165
*
 1,55874 ,000 -16,7949 -7,1684 

P1 K- -6,56925
*
 1,55874 ,006 -11,3825 -1,7560 

K+ 15,58533
*
 1,55874 ,000 10,7721 20,3986 

P2 -5,76568
*
 1,55874 ,016 -10,5789 -,9524 

P3 3,60368 1,55874 ,195 -1,2096 8,4169 

P2 K- -,80357 1,55874 ,984 -5,6168 4,0097 

K+ 21,35100
*
 1,55874 ,000 16,5377 26,1643 

P1 5,76568
*
 1,55874 ,016 ,9524 10,5789 

P3 9,36935
*
 1,55874 ,000 4,5561 14,1826 

P3 K- -10,17293
*
 1,55874 ,000 -14,9862 -5,3597 

K+ 11,98165
*
 1,55874 ,000 7,1684 16,7949 

P1 -3,60368 1,55874 ,195 -8,4169 1,2096 

P2 -9,36935
*
 1,55874 ,000 -14,1826 -4,5561 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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10.5 Uji Tukey 

 

SOD 

Tukey HSD
a 

Perlakuan N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

K+ 4 36,5167   

P3 4  48,4983  

P1 4  52,1020  

P2 4   57,8677 

K- 4   58,6713 

Sig.  1,000 ,195 ,984 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000. 
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Lampiran 11. Uji Statistika TNF-α 

Perlakuan TNFα (%) Rata-rata 

Kontrol negatif (normal) 1 10,32 

14,77 
Kontrol negatif (normal) 2 14,46 

Kontrol negatif (normal) 3 14,77 

Kontrol negatif (normal)4 19,54 

Kontrol positif (sakit) 1 71,99 

71,99 
Kontrol positif (sakit) 2 76,32 

Kontrol positif (sakit) 3 61,06 

Kontrol positif (sakit)4 78,60 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 1 55,22 

54,05 
Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 2 54,05 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 3 58,80 

Perlakuan 1 (dosis 75 mg/kg BB) 4 48,14 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 1 27,12 

27,72 
Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 2 25,32 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 3 29,94 

Perlakuan 2 (dosis 150 mg/kg BB) 4 28,48 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 1 39,38 

44,70 
Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 2 47,40 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 3 47,32 

Perlakuan 3 (dosis 300 mg/kg BB) 4 44,70 

 

11.1 Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Perlakuan TNFalfa 

N 20 20 

Normal Parameters
a,b

 Mean 3,0000 42,6470 

Std. Deviation 1,45095 20,92496 

Most Extreme Differences Absolute ,155 ,128 

Positive ,155 ,128 

Negative -,155 -,089 

Test Statistic ,155 ,128 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
c,d

 ,200
c,d

 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 
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11.2 Uji Deskriptif 

Descriptives 

TNFalfa   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

K- 4 14,7733 3,77056 1,88528 8,7735 20,7731 10,32 19,54 

K+ 4 71,9933 7,78687 3,89343 59,6027 84,3840 61,06 78,60 

P1 4 54,0533 4,42943 2,21471 47,0051 61,1015 48,14 58,80 

P2 4 27,7150 1,96858 ,98429 24,5826 30,8474 25,32 29,94 

P3 4 44,7000 3,76195 1,88097 38,7139 50,6861 39,38 47,40 

Total 20 42,6470 20,92496 4,67896 32,8538 52,4402 10,32 78,60 

 
 

11.3 Uji Homogenitas 

 

Test of Homogeneity of Variances 

TNFalfa   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1,079 4 15 ,402 

 

 

11.4 Uji Anova 

ANOVA 

TNFalfa   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7981,729 4 1995,432 88,686 ,000 

Within Groups 337,500 15 22,500   

Total 8319,228 19    
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Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   TNFalfa   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

K- K+ -57,22000
*
 3,35410 ,000 -67,5772 -46,8628 

P1 -39,28000
*
 3,35410 ,000 -49,6372 -28,9228 

P2 -12,94168
*
 3,35410 ,011 -23,2989 -2,5845 

P3 -29,92668
*
 3,35410 ,000 -40,2839 -19,5695 

K+ K- 57,22000
*
 3,35410 ,000 46,8628 67,5772 

P1 17,94000
*
 3,35410 ,001 7,5828 28,2972 

P2 44,27832
*
 3,35410 ,000 33,9211 54,6355 

P3 27,29332
*
 3,35410 ,000 16,9361 37,6505 

P1 K- 39,28000
*
 3,35410 ,000 28,9228 49,6372 

K+ -17,94000
*
 3,35410 ,001 -28,2972 -7,5828 

P2 26,33833
*
 3,35410 ,000 15,9811 36,6955 

P3 9,35332 3,35410 ,086 -1,0039 19,7105 

P2 K- 12,94168
*
 3,35410 ,011 2,5845 23,2989 

K+ -44,27832
*
 3,35410 ,000 -54,6355 -33,9211 

P1 -26,33833
*
 3,35410 ,000 -36,6955 -15,9811 

P3 -16,98500
*
 3,35410 ,001 -27,3422 -6,6278 

P3 K- 29,92668
*
 3,35410 ,000 19,5695 40,2839 

K+ -27,29332
*
 3,35410 ,000 -37,6505 -16,9361 

P1 -9,35332 3,35410 ,086 -19,7105 1,0039 

P2 16,98500
*
 3,35410 ,001 6,6278 27,3422 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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11.5 Uji Tukey 

 

TNFalfa 

Tukey HSD
a 

Perlakuan N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

K- 4 14,7733    

P2 4  27,7150   

P3 4   44,7000  

P1 4   54,0533  

K+ 4    71,9933 

Sig.  1,000 1,000 ,086 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000. 
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Lampiran 12. Perhitungan Presentase Peningkatan dan penurunan Ekspresi  

TNF-α dan Kadar SOD 

 

 Perhitungan presentasi peningkatan dan penurunan Ekspresi TNF-α 

Penurunan/ Peningkatan (%) = 
𝐴−𝐵

𝐵
 𝑥 100% 

A. [ K(-) diasumsikan sebagai rataan nominal ekspresi TNF-α] 

     Peningkatan (%) = 
14,77−14,77

14,77
𝑥 100% = 0 

B. [ K(+) diasumsikan dengan K (-)] 

    (%) = 
71,99−14,77

14,77
 𝑥 100% = 387,41% 

C. [ PI dibandingkan dengan K (+) ] 

(%) = 
54,05−71,99

71,99
 𝑥 100% =  −(24,92%) 

D. [ P2 dibandingkan dengan K(+) ] 

     (%) = 
27,72−71,99

71,99
 𝑋100% =  −(61,51%) 

E. [P3 dibandingkan dengan K(+) ] 

    (%) = 
44,70−71,99

71,99
 𝑥 100% =  −(37,91%) 

 

 Perhitungan presentasi peningkatan dan penurunan Kadar SOD 

Penurunan/ Peningkatan (%) = 
𝐴−𝐵

𝐵
 𝑥 100% 

A. [ K(-) diasumsikan sebagai rataan nominal ekspresi TNF-α] 

     Peningkatan (%) = 
58,67−58,67

58,67
𝑥 100% = 0 

B. [ K(+) diasumsikan dengan K (-)] 
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    (%) = 
36,52−58,67

58,67
 𝑥 100% = −(37,75%) 

C. [ PI dibandingkan dengan K (+) ] 

    (%) = 
52,10−36,52

36,52
 𝑥 100% =  42,66% 

D. [ P2 dibandingkan dengan K(+) ] 

     (%) = 
57,87−36,52

36,52
 𝑋100% =  58,46% 

E. [P3 dibandingkan dengan K(+) ] 

    (%) = 
48,49−36,52

36,52
 𝑥 100% =  32,78% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


