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ABSTRACT


The effect of ethanolic extract of “kalek salusuah”bark (Tristania subauriculata King) on renal function of white male mice had been done. Mice were divided in 4 groups. One group of mice as Control and the other groups were given aethanolic extract of Tristania subauriculata King with variety doses (100, 300, 1000) mg/kg body weight (BW). The concentration of creatinine was measured on day 7th, 14th and 21th . The serum and urine creatinine are used to evaluate kidney function. The determination of creatinine was carried out by using Creatinine Kit (Merck® ) and spectrophotometer Thermospectronic Genesis 20 at the wave length of 501 nm. The results indicated that renal function rate was decreases on 7th, 14th and 21th with doses (100, 300, 1000) mg/kg BW. 
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PENDAHULUAN


Tristania subauriculata King merupakan salah satu spesies dari family Myrtaceae dan genus Tristania (Burkill, 1979). Spesies ini banyak terdapat di lembah Bawan, Payakumbuh dan Solok, tumbuhan ini dikenal masyarakat dengan nama kalek salusuah (Arbain D, et al., 2001). Penggunaan tumbuhan ini secara tradisional adalah sebagai obat untuk membantu memperlancar proses kelahiran. Cara pemakaiannya adalah dengan meminum air rebusan kulit batang kalek salusuah ini.


Dari hasil penelitian terdahulu dilaporkan bahwa ekstrak metanol kulit batang kalek salusuah memiliki kandungan kimia yaitu senyawa betulin. Senyawa betulin ini aktif terhadap bakteri Pseudomonas Aeruginosa ATCC 15442 dan memiliki Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 0,5 mg/ml. Kulit batang kalek salusuah juga menunjukkan adanya aktivitas parasimpatomimetik, relaksasi otot, penekanan SSP dan simpatolitik. Hal ini menunjukkan bahwa tanaman kalek salusuah potensial untuk dikembangkan sebagai salah satu obat baru. Untuk itu diperlukan suatu penelitian yang terkontrol terhadap kandungan kimia dan farmakologinya, sehingga didapatkan data dan informasi ilmiah agar pemakaiannya sebagai obat dapat dipertanggungjawabkan. Pengujian farmakologi secara menyeluruh dari tanaman ini terhadap beberapa fungsi organ tubuh perlu dilakukan,  agar keamanan pemakaiannya oleh masyarakat dapat dijamin. Dalam penelitian ini telah dilakukan pengujian farmakologi tanaman kalek salusuah terhadap fungsi ginjal. 
Ginjal merupakan organ yang memiliki beberapa fungsi yang sangat penting dan salah satu dari fungsinya adalah mengekskresikan hasil metabolisme tubuh melalui urin misalnya urea, kreatinin serta zat metabolit lain. Pengujian efek samping tanaman kalek salusuah perlu dilakukan terhadap fungsi ginjal mengingat ginjal merupakan organ ekskresi dari sebagian besar bahan aktif obat baik obat-obat modern maupun obat tradisional. Pada pengujian ini digunakan kreatinin sebagai parameter untuk mengetahui adanya kelainan terhadap fungsi ginjal dengan cara menentukan kadar kreatinin dalam serum dan urin yang diperlakukan terhadap mencit putih jantan. Dari data yang diperoleh nantinya dapat diperkirakan laju filtrasi glomerolus yang akan memberikan gambaran dari fungsi ginjal (Speicher C, et al., 1993).
Kreatinin adalah hasil metabolisme kreatin, senyawa nitrogen yang terutama terdapat dalam otot (Widmann F.K, 1995). Ekskresi kreatinin dalam urin selama 24 jam konstan setiap harinya dan sebanding dengan massa otot. Kadar kreatinin serum dan urin diukur dengan menggunakan alat spektrofotometer yang pengukurannya dilakukan pada panjang gelombang 501 nm (Ullmann R, et al., 1976)).

METODOLOGI PENELITIAN
Bahan Tumbuhan

Sampel berupa kulit batang kalek salusuah sebanyak 2 kg, berasal dari daerah Kelok Sembilan, Kabupaten Lima Puluh Kota, Sumatera Barat. Identifikasi tumbuhan dilakukan di Herbarium Taksonomi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Andalas dengan nomor kode DA-21095.
Ekstraksi Kulit Batang Kalek Salusuah

kulit batang kalek salusuah sebanyak 2 kg dikering anginkan dirajang halus kemudian dimaserasi dengan etanol 96%  selama 5 hari dan disaring dengan kapas. Maserat diuapkan in vacuo sampai kental dan diperoleh ekstak kental sebanyak 250 g.
Pembuatan Sediaan Uji

Ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah disuspensikan dalam larutan Na CMC 1%, caranya ; Na CMC sebanyak 1 gram dikembangkan di atas air panas sebanyak 20 kalinya dalam lumpang panas, biarkan sampai mengembang dan gerus sampai warna larutan menjadi bening, kemudian dimasukkan ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah yang telah ditimbang sesuai dengan dosis yang diberikan, gerus homogen dan setelah tersuspensi baik cukupkan volumenya dengan air suling sampai 100 ml.
Memberi Perlakuan pada Hewan Percobaan

Suspensi ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah yang telah disiapkan diberikan secara oral 1 x sehari dengan dosis 100 mg/kg BB, 300 mg/kg BB, 1000 mg/kg BB pada masing-masing mencit. Pada hewan control hanya diberikan suspense Na CMC. Perlakuan ini diberikan setiap hari selama 21 hari dan pengukurannya dilakukan pada hari ke-7, 14 dan 21.

Pengukuran Kadar Kreatinin Urin

a. Urin dikumpulkan selama 24 jam dan dicatat volumenya. Urin dikumpulkan pada hari ke-7, 14 dan 21.

b. Pengukuran kadar kreatinin urin dilakukan dengan menggunakan Spektrofotometer UV-VIS dengan cara: urin diencerkan terlebih dahulu dengan perbandingan 1 dalam 99 ml air suling dalam labu ukur. Sampel urin dipipet sebanyak 0,5 ml kemudian ditambah denagn larutan buffer 1 ml pada temperature 20 – 30 (C, lima menit kemudian asam pikrat ditambahkan sebanyak 1 ml lalu dicampur dengan menggunakan vortex. Pengukuran serapan sampel dilakukan pada menit pertama sehingga didapatkan As1 pengukuran dilanjutkan setelah lima menit dari pengurutan pertama sehingga didapatkan serapan sampel kedua (As2). Pengukuran absorban dilakukan dengan cara yang sama untuk larutan standard sehingga didapatkan Ast1 dan Ast2. Konsentrasi kreatinin dalam urin dapat dihitung dalam rumus :


As2   --   As1
Ucr
= 


X     100(mg/dl)



Ast2 --
   Ast1
Dimana: Ucr
= Konsentrasi kreatinin dalam urin

               As1
= Absorban sampel yang diukur pada menit pertama

As2 = Absorban sampel yang diukur setelah lima menit dari      pengukuran pertama


Ast1 = Absorban larutan standard yang diukur pada menit pertama

Ast2 = Absorban larutan standardyang diukur setelah lima menit dari pengukuran pertama
Pengukuran kadar kreatinin serum

Darah mencit diambil dengan cara memotong bagian vena leher mencit. Kemudian ditampung pada tabung reaksi sebanyak 2 ml. Darah didiamkan selama 15 menit dan disentrifus selama 10 menit pada kecepatan 3000 rpm hingga didapatkan serum (bagian yang jernih) dari darah. Serum dipipet sebanyak 0,5 ml dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan larutan buffer 1 ml pada temperature konstan pada suhu antara 20(C - 30(C, lima menit kemudian ditambahkan dengan asam pikrat sebanyak 1 ml lalu campur dengan baik menggunakan vortex. Pengukuran sampel dilakukan pada menit pertama sehingga didapatkan As1. Pengukuran dilanjutkan setelah lima menit dari pengukuran pertama hingga didapatkan serapan sampel kedua (As2).
Pengukuran absorban dilakukan dengan cara yang sama untuk larutan standard sehingga didapatkan Ast1 dan Ast2.

Konsentrasi keratin dalam serum dihitung berdasarkan rumus:



As2   --   As1
Scr
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Dimana:  Scr
= Konsentrasi kreatinin dalam serum (mg/dl)

               As1
= Absorban sampel yang diukur pada menit pertama

As2 = Absorban sampel yang diukur setelah lima menit dari      pengukuran pertama


Ast1 = Absorban larutan standard yang diukur pada menit pertama

Ast2 = Absorban larutan standardyang diukur setelah lima menit dari pengukuran pertama


Dari data yang terkumpul dapat dihitung klirens kreatinin dengan rumus :
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Clcr
= 
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Dimana : 
Ucr
=  Konsentarasi kreatinin dalam urin (mg/dl)


    
Vu
=  Volume urine dieksresikan dalam 24 jam (ml)



    
Scr
=  Konsentrasi kreatinin dalam serum (mg/dl)



    
Clcr
=  Klirens kreatinin (ml/menit)


Untuk melihat nilai fungsi ginjal digunakan rumus:




ClcrA

RF
= 

   X   100%




ClcrB


Dimana :  
RF
 =  Fungsi ginjal


                        ClcrA
 =  Klirens kreatinin perlakuan (ml/menit)


                        ClcrB
 =  Klirens control (ml/menit)

Penimbangan Organ Ginjal


Pada hari ke-7, 14 dan 21 mencit yang masih hidup dimatikan kemudian dibedah. Organ ginjal diambil lalu dibersihkan dan ditimbang. Selanjutnya berat ginjal relative terhadap berat badan dihitung dengan menggunakan persamaan:


  Berat ginjal mencit

Berat ginjal relatif
= 

   



         Berat badan mencit

Evaluasi data hasil penelitian


Untuk mengevaluasi data hasil penelitian yang didapat dilakukan dengan uji Analisa Variansi (Anova) Dua Arah. Analisa Lanjutan digunakan Uji Wilayah berganda Duncan (Duncan Mutiple Range T – Test).

HASIL DAN PEMBAHASAN
1.
Klirens Kreatinin.




Perlakuan memberikan pengaruh bermakna terhadap klirens kreatinin mencit putih jantan (p<0.05). Dibandingkan terhadap kelompok mencit kontrol, terlihat terjadi penurunan klirens kreatinin pada kelompok mencit yang diperlakukan dengan ekstrak Tristania subauriculata King pada dosis 100, 300, 1000 mg/kg BB. Hasil perhitungan klirens kreatinin rata-rata setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :
· Kontrol
: (8,86; 8,71; 7,76). 10ˉ³ ml/menit

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (7,83; 5,92; 3,38).10ˉ³  ml/menit 

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (6,65; 4,36; 3,14).10ˉ³  ml/menit 

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (5,28; 2,28; 1,58).10ˉ³  ml/menit


Perbedaan waktu pengamatan juga menunjukkan pengaruh yang bermakna (p<0.05) terhadap klirens kreatinin. Klirens kreatinin pada waktu yang lebih lama setelah pemberian ekstrak terlihat menurun. Dalam mempengaruhi klirens kreatinin, terdapat interaksi (p<0.05) antara kedua faktor perlakuan dan waktu pengamatan.


Data yang didapat menunjukkan bahwa nilai klirens kreatinin yang menurun sesuai dengan meningkatnya dosis dan makin lamanya waktu perlakuan. Hal tersebut dapat dilihat pada data berikut ini :

a).
Hasil pengukuran volume urin rata-rata selama 24 jam setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :
· Kontrol




: (0,75; 0,56; 0,70) ml

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (1,40; 1,03; 1,45) ml

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (1,52; 1,30; 1,20) ml

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (1,53: 0,85; 1,30) ml


Dari data tersebut terlihat bahwa volume urin semakin meningkat dengan meningkatnya dosis dan lama pemberian.

b).
Hasil pengukuran kadar kreatinin urin rata-rata setelah pemberian ekstrak


etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :

· Kontrol
: (8,15; 6,30; 6,30) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (7,41; 4,81; 3,70) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (6,30; 3,33; 4,85) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (6,10; 6,32; 4,02) mg/dl


Dari data tersebut terlihat bahwa kadar kreatinin urin semakin menurun dengan meningkatnya dosis dan lama pemberian.

c).
Hasil pengukuran kadar kreatinin serum rata-rata setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :

· Kontrol
: (0,51; 0,29; 0,41) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (0,92; 0,59; 0,88) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (1,00; 0,67; 1,22) mg/dl

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (1,21; 1,37; 2,24) mg/dl


Dari data tersebut terlihat bahwa kadar kreatinin serum semakin meningkat dengan meningkatnya dosis dan lama pemberian.

2. Ratio berat ginjal



Perlakuan memberikan pengaruh bermakna terhadap ratio berat ginjal mencit putih jantan (p<0.05). Dibandingkan terhadap kelompok mencit kontrol, terlihat terjadi penurunan ratio berat ginjal pada kelompok mencit yang diperlakukan dengan ekstrak Tristania subauriculata King pada dosis 100, 300, 1000 mg/kg BB. Berikut data ratio berat ginjal rata-rata terhadap berat badan mencit putih jantan setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :

· Kontrol
: (0,0170; 0,0169; 0,0160) g/kg BB

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (0,0156; 0,0155; 0,0145) g/kg BB

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (0,0153; 0,0146; 0,0143) g/kg BB

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (0,0150; 0,0144; 0,0140) g/kg BB




Dari data tersebut terlihat bahwa ratio berat ginjal semakin menurun dengan meningkatnya dosis dan lama pemberian. Perbedaan waktu pengamatan juga menunjukkan pengaruh yang bermakna (p<0.05) terhadap ratio berat ginjal.

3. Fungsi ginjal

Fungsi ginjal setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah pada hari ke-7, 14 dan 21 adalah :

· Kontrol
: (100; 100; 100) %

· Ekstrak etanol dosis 100 mg/kg BB
: (88,37; 67,97; 49,36) %

· Ekstrak etanol dosis 300 mg/kg BB
: (75,05; 50,06; 40,46) %

· Ekstrak etanol dosis 1000 mg/kg BB
: (59,59; 32,38; 20,36) %


Dari data tersebut terlihat bahwa fungsi ginjal semakin menurundengan meningkatnya dosis dan lama pemberian. Apabila dilihat dari nilai fungsi ginjal, pada minggu pertama terjadi penurunan nilai fungsi ginjal untuk variasi dosis (100, 300) mg/kg BB yang masih dianggap normal karena masih berada dalam jarak batas yang diperbolehkan (70% sampai 100%) (Roger W, et al., 1994), kecuali pada dosis 1000 mg/kg BB. Pemeriksaan pada hari ke-14 dan 21 terlihat bahwa pemberian ekstrak dengan 3 variasi dosis terjadi penurunan yang cukup tajam, menunjukkan terjadi kerusakan ginjal karena nilai fungsi ginjal lebih kecil dari 70%.

PEMBAHASAN


Dari hasil penelitian didapatkan kadar kreatinin serum, kreatinin urin yang cukup beragam dengan standar deviasi pada masing-masing kelompok yang cukup besar, begitu juga volume urin yang ditampung selama 24 jam pada hari ke-7, 14 dan 21 memberikan angka-angka yang bervariasi. Variasi data ini disebabkan oleh kondisi fisiologis masing-masing individu hewan percobaan selama perlakuan sehingga akan mempengaruhi nilai klirens kreatinin dan fungsi ginjal.


Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa setelah pemberian ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah (Tristania subauriculata King) terjadi penurunan kadar kreatinin urin dan peningkatan kadar kreatinin serum. Hal ini menunjukkan bahwa kemungkinan telah terjadi kerusakan pada ginjal karena rusaknya nefron sehingga kreatinin menumpuk dalam darah (Harper H. A, et al., 1979). Kreatinin pada keadaan normal tidak disekresikan maupun diserap kembali oleh tubulus tetapi difiltrasi oleh glomerulus dan ekskresi kreatinin 24 jam dalam urin konstan dari hari ke hari (Orten J M, et al., 1970). 


Dari hasil perhitungan statistik analisa variansi dua arah diketahui bahwa terjadi penurunan klirens kreatinin dan ratio berat ginjal mencit setelah pemberian ekstrak etanol didapatkan perbedaan secara bermakna (p<0.05) akibat perlakuan dan waktu, juga terdapat interaksi antara kedua faktor perlakuan dan waktu pengamatan dalam mempengaruhi klirens kreatinin, kemudian dilanjutkan terhadap uji lanjut berjarak Duncan. Pada uji lanjut terhadap faktor perlakuan pada data klirens kreatinin didapatkan perbedaan yang sangat nyata antara kelompok mencit kontrol dengan kelompok dosis. Pada data ratio berat ginjal didapatkan perbedaan yang sangat nyata antara kelompok mencit kontrol dengan kelompok dosis, sedangkan pada kelompok dosis 100 mg/kg BB dengan kelompok dosis 300 mg/kg BB didapatkan tidak ada perbedaan yang nyata, begitu juga pada kelompok dosis 100 mg/kg BB dengan kelompok dosis 1000 mg/kg BB dan juga antara kelompok dosis 300 mg/kg BB dengan kelompok dosis 1000 mg/kg BB. Pada uji lanjut terhadap faktor waktu pada data klirens kreatinin dan ratio berat ginjal didapatkan perbedaan yang sangat nyata antara kelompok mencit kontrol dengan kelompok dosis.


Penentuan fungsi ginjal dengan metode klirens kreatinin dan ratio berat ginjal memberikan hasil yang sama yaitu terjadi penurunan nilai klirens kreatinin dan penurunan ratio berat ginjal. Apabila terjadi penurunan nilai klirens kreatinin maka juga terjadi penurunan fungsi organ ginjal di dalam tubuh. Parameter lain yang dapat digunakan dalam penentuan fungsi ginjal adalah dengan mengukur kadar natrium urin dan serum. 


Penurunan ratio berat ginjal yang terjadi akibat pemberian ekstrak etanol kulit batang Kalek Salusuah pada dosis 100 mg/kg BB, 300 mg/kg BB dan 1000 mg/kg BB, mungkin disebabkan karena gagal ginjal akibat nekrosis pada glomerulus. Nekrosis pada glomerulus menunjukkan bahwa ekstrak ini memiliki kerja toksis yang spesifik pada epitel glomerulus ginjal yang menyebabkan kematian pada banyak sel (Guyton A. C, et al., 1997). Salah satu perubahan yang ditunjukkan oleh sel yang mati adalah penyusutan sel melalui pengurangan massa dan volume sel. Apabila dilihat dari nilai fungsi ginjal, minggu pertama terjadi penurunan nilai fungsi ginjal untuk variasi dosis (100, 300) mg/kg BB yang masih dianggap normal karena masih berada dalam jarak batas yang diperbolehkan (70% sampai 130%) (Lu, Frank C, 1992). Pemeriksaan pada hari ke-14 dan 21 terlihat bahwa pemberian ekstrak dengan 3 variasi dosis terjadi penurunan yang cukup tajam, menunjukkan terjadinya kerusakan ginjal karena fungsi ginjal lebih kecil dari 70%. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semakin lama perlakuan dan waktu pemberian maka semakin besar efek yang ditimbulkan.

KESIMPULAN

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah (Tristania subauriculata King) memperlihatkan efek toksik berupa penurunan klirens kreatinin.

2. Ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah (Tristania subauriculata King) dapat menurunkan ratio berat ginjal relatif yang menyebabkan gangguan fungsi ginjal (p<0.05).

3. Pemakaian Ekstrak etanol kulit batang kalek salusuah (Tristania subauriculata King) setiap hari dengan beberapa variasi dosis (100, 300, 1000)mg/kg BB pada hari ke 14 dan 21 hari menyebabkan terjadinya penurunan fungsi ginjal (p<0.05).
4. Fungsi ginjal akan semakin menurun sesuai dengan meningkatnya dosis dan lama pemberian.
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