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Abstract

The influence of longterm used of Connarus grandis leaves ethanolic extract on the rat kidney function had been studied.  Rats (Kyoto) were treated with the extract (20 and 80 mg/kg BW) once a day for 3, 7, 14 and 30 consecutive days.  The 24 hour urine output was collected and at the end of each treatment, the animals were killed and blood sample were collected.  The creatinine clearance and the percentage of kidney function were calculated.  Results showed that the creatinine clearance on these rats increase with dose for certain period, but then decrease with time.  These indicated that the extract is able to reduce the rat renal function, especially  when it is a used at high dose for longer periods.
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Kebanyakan obat herbal bersifat toksis bila digunakan dalam jumlah yang besar atau bersama dengan obat lain. Efek toksis tersebut-bermacam-macam, mulai dari alergi, sampai pada gangguan kardiovaskuler, gangguan hati, ginjal, saraf atau atau gangguan kulit (Palmar, 2005).  Secara umum, obat tradisional dapat dikategorikan sebagai: obat yang efektif dan relatif aman untuk mengobati penyakit tertentu; efektif tapi dengan beberapa efek yang tidak diinginkan yang telah dikenal; atau efektivitasnya tidak jelas tapi relative aman; efectivitas  dan keamannya tak jelas atau dipertanyakan; atau  tidak efektif dan punya efek yang membahayakan (Geylord et al., 2004).   

Efek yang tidak diinginkan dari suatu obat tradisional sulit diidentifikasi.  Pertama, karena tidak ada informasi tentang efek yang merugikan itu. Kedua,    pasien yang telah menggunakan obat alternative itu gagal melaporkan kejadian atau gejala akibat pemakaian obat itu adalah sebagai bagian dari efek yang merugikan. (Blendon, DesRoches, Benson, Brodie, & Altman, 2001).  Ketiga,  banyak ahli tidak setuju bahwa efek yang merugikan itu benar-benar terjadi akibat obat tradisional.  Keempat,  walaupun FDA telah melembagakan Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN) pada bulan July, 2003, yang disebut CFSAN Adverse Event Reporting System (CAERS), akan tetapi belum ada organisasi di berbagai Negara yang akan melaporkan efek yang merugikan dari obat tradisional (FDA, 2003a). 

Penelitian ini adalah salah satu media untuk melaporkan manfaat ataupun efek-efek yang merugikan dari obat herbal, terutama yang terdapat dan dapat dimanfaatkan di Indonesia.  Khasiat anti-hipertensi (Armenia, et al., 2007; Armenia, et al., 2008; Yori et al., 2007) ekstrak etanol tanaman Connarus grandis sudah dilaporkan.  Ia mempunyai toksisitas ringan (Armenia, 1990). Pemakaian lama pada mencit menimbulkan perubahan pada rasio organ hati dan ginjal (Armenia, 2007). Akan tetapi belum ada laporan tentang pengaruh ekstrak tanaman ini terhadap fungsi ginjal sehingga perlu dilakukan penelitian.  

Pada penelitian ini akan dilakukan uji toksisitas subkronis terhadap fungsi ginjal dengan parameter yang diamati adalah klirens kreatinin, kadar natrium serum,  konsumsi air minum, dan berat badan (12,13).

Materi dan Metoda 

Hewan berupa tikus (Kyoto) dikelompokkan menjadi 3 kelompok, tiap kelompok terdiri dari 12 ekor, masing-masing kelompok tersebut dibagi lagi menjadi 4 sub-kelompok.   Kelompok I sebagai kontrol hanya diberi suspensi Na CMC 0,5 %, kelompok II dan III adalah tikus yang diberi ekstrak etanol C. grandis secara oral dengan dosis masing-masing 20 dan 80 mg/kg BB masing-masing satu kali sehari selama 3, 7, 14 dan 30 hari. Konsumsi air minum 24 jam, volume urin 24 jam dan berat badan ditentukan. Satu hari setelah masing-masing perlakuan, hewan 2 ml.  Darah hewan disentrifus selama 10 menit pada kecepatan 3000 rpm untuk mendapatkan serum. Serum ini dipisahkan untuk penentuan kadar kreatinin (Spektrofotometer pada panjang gelombang 492 nm)  dan Na+ (Flame-Fotometer). Dari data hasil pemeriksaan kadar kreatinin urin, plasma dan volume urin kemudian ditentukan bersihan kreatinin.  Dengan membandingkan data  bersihan kreatinin tikus perlakuan dengan tikus control, dihitung fungsi ginjal tikus perlakuan (17, 18, 19)
Hasil dan Pembahasan

Hasil
1. Volume konsumsi air minum 24 jam

Konsumsi air minum 24 jam tikus percobaan tidak dipengaruhi oleh dosis dan lama pemberian ekstrak etanol daun Connarus grandis secara bermakna ( p > 0,1 ). Volume konsumsi air minum 24 jam rata-rata tikus kontrol; tikus yang diberi ekstrak dengan dosis 20 mg/kgBB dan 80 mg/kgBB berturut-turut adalah 25,6 ± 1,9 ml; 26,3 ± 1,9 ml dan 24,5 ± 1,9 ml, sedangkan konsumsi air minum 24 jam rata-rata pada hari ke-3; ke-7; ke-14; dan ke-30 berturut-turut adalah 28,2 ± 2,3 ml; 27,4 ± 2,3 ml; 24,2 ± 2,3 ml dan  22,1 ± 2,3 ml. Tidak terdapat pengaruh interaksi antara dosis dan lama waktu pemberian terhadap konsumsi air minum 24 jam tikus percobaan (p > 0,1). (Tabel 1).

2. Volume urin 24 jam
Volume urin 24 jam tikus percobaan meningkat oleh dosis ekstrak akan tetapi menurun dengan lamanya pemberian ekstrak secara  nyata (p< 0,05). Namun, tidak terdapat pengaruh interaksi antara dosis dan lama pemberian (p>0,1). Volume urin 24 jam tikus rata-rata tikus kontrol lebih kecil dibandingkan dengan volume urin tikus yang diberi ekstrak dosis 20 mg/kgBB dan 80 mg/kgBB dengan nilai rata-rata berturut-turut adalah 6,2 ± 0,5 ml; 8,2 ± 0,5 ml dan 7,4 ± 0,5  ml. Volume urin 24 jam tikus mengalami penurunan dengan bertambah lamanya pemakaian. Volume urin tikus rata-rata pada hari ke-3; ke-7; ke-14; dan ke-30 adalah 8,7 ± 0,5 ml; 7,4 ± 0.5 ml; 6,6 ± 0,5 ml dan 6,5 ± 0,5 ml. (Tabel 2).

3. Klirens kreatinin
Klirens kreatinin tikus tidak dipengaruhi oleh dosis (p>0,1) tapi cendrung dipengaruhi oleh lama pemberian  ekatrak etanol daun C. grandis  (p<0.1).  Klirens kreatinin rata-rata tikus kontrol, tikus yang diberi ekstrak dengan dosis 20 mg/kgBB dan 80 mg/kgBB berturut-turut adalah 0,040 ± 0,007 ml/menit; 0,035 ± 0,007 ml/menit dan 0,042 ± 0,007 ml/menit. Sedangkan nilai klirens kreatinin urin rata-rata pada hari ke-3; ke-7; ke-14; dan ke-30 berturut-turut adalah 0,035 ± 0,008 ml/menit; 0,030 ± 0,008 ml/menit; 0,059 ± 0,008 ml/menit dan 0,033 ± 0,008 ml/menit. Tidak terdapat pengaruh interaksi dosis dan lama pemakaian terhadap klirens kreatinin tikus (p>0,1). Tabel 3.

Tabel 1. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu  terhadap volume konsumsi air minum 24 jam tikus putih jantan {data adalah rataan ± standard error (SE)}

	Dosis
	Volume konsumsi air minum 24 jam rata-rata (ml) pada hari ke-
	Konsumsi air minum rata-rata(ml)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	26,5± SE1
	26,9± SE1
	25,9± SE1
	23,0 ± SE1
	25,6 ± SE2a

	20 mg/kgBB
	25,1± SE1
	31,1± SE1
	25,2± SE1
	23,8± SE1
	26,3 ± SE2a

	80 mg/kgBB
	33,0± SE1
	24,2± SE1
	21,4± SE1
	19,5± SE1
	24,5 ± SE2a

	Rata-rata± SE 
	28,2± SE3p
	27,4± SE3p
	24,2±SE3p
	22,1± SE3p
	


Keterangan : a dan p = data dengan superscript yang berbeda menunjukkan   perbedaan yang nyata (p<0,05);     SE1=  3,9; SE2   =  1,9
 dan SE3 =  2,3.

Tabel 2. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu terhadap volume urin 24 jam tikus putih jantan {data adalah rataan ± standard error (SE)}
	Dosis
	Volume urin 24 jam rata-rata (ml) pada hari ke-
	Rata-rata (ml)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	7,4±SE1
	5,52± SE1
	6,31± SE1
	5,6± SE1
	6,2± SE2a

	20 mg/kgBB
	9,3± SE1
	8,86± SE1
	6,69± SE1
	8,1± SE1
	8,2± SE2b

	80 mg/kgBB
	9,2± SE1
	7,71± SE1
	6,74± SE1
	5,9± SE1
	7,4± SE2a,b

	Rata-rata ± SE
	8,7± SE3q
	7,4± SE3p,q
	6,6± SE3p
	6,5± SE3p
	


Keterangan : a, b, p dan q = data dengan superscript yang berbeda                     menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05); SE1  = 0,970; SE2  = 0,485 dan SE3  = 0,560.

Tabel 3. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu terhadap klirens kreatinin tikus putih jantan {data adalah rataan ± standard error (SE)}
	Dosis
	Klirens kreatinin rata-rata (ml/menit) pada hari ke-
	rata-rata (ml/menit)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	0,037±  SE1
	0,024±  SE1
	0,049±  SE1
	0,049±  SE1
	0,040 ±  SE2a

	20 mg/kgBB
	0,029±  SE1
	0,034±  SE1
	0,047±  SE1
	0,032±  SE1
	0,035 ±  SE2a

	80 mg/kgBB
	0,037±  SE1
	0,033±  SE1
	0,081±  SE1
	0,017±  SE1
	0,042 ±  SE2a

	Rata-rata± SE3
	0,035±  SE3p,q
	0,030±  SE3p
	0,059±  SE3q
	0,033±  SE3p
	


Keterangan : a, p dan q    =  data dengan superscript yang berbeda menunjukkan  perbedaan yang nyata (p<0,05); SE1 = 0,015; SE2 = 0,007 danSE3 = 0,008

4. Fungsi ginjal
Fungsi ginjal tikus tidak dipengaruhi oleh dosis secara bermakna (p> 0,1), namun lama pemakaian cenderung mempengaruhi persentase fungsi ginjal (p<0,1). Persentase fungsi ginjal mengalami penurunan pada pemakaian selama 14 hari dan kembali normal bila lama pemakaian diperpanjang. Nilai persentase fungsi ginjal tikus kontrol; tikus yang diberi ekstrak etanol daun akar mambu dengan dosis 20 mg/kgBB dan 80 mg/kgBB adalah 100 ± 15,379 %; 89,274 ± 15,379 % dan 105,541 ± 15,379 %. Persentase fungsi ginjal pada hari ke-3; ke-7; ke-14 dan ke-30 berturut-turut adalah 89,085 ± 17,758 %; 89,309 ± 17,758 %; 140,246 ± 17,758 % dan 74,447 ± 17,458 %. Tidak terdapat pengaruh interaksi dosis dan lama pemakaian terhadap persentase fungsi ginjal tikus (p>0,1). (Tabel 4)

5. Konsentrasi natrium serum

Konsentrasi natrium serum tikus yang diberi ekstrak etanol daun akar mambu tidak dipengaruhi dosis dan lama waktu pemberian maupun interaksi antara dosis dan lama pemberian ekstrak etanol daun C.  grandis secara bermakna (p>0,1). (Tabel 5). 

6. Konsentrasi natrium urin tikus

Konsentrasi natrium urin tikus yang diberi ekstrak etanol daun C. grandis dipengaruhi dosis dan lama pemberian secara sangat nyata ( p<0,01) dan cendrung dipengaruhi oleh interaksi dosis dan lama waktu pemberian (p>0.05). Peningkatan dosis ekstrak C. grandis yang digunakan dapat menurunkan konsentrasi natrium urin. Pemakaian ekstrak dalam waktu lama cendrung meningkatkan kadar Na urin dan kemudian menurunkannya (Tabel 6)

Tabel 4. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu terhadap persentase fungsi ginjal tikus putih jantan{data adalah rataan ± standard error (SE)}

	Dosis mg/kgBB
	Persentase fungsi ginjal rata-rata (%) 

pada hari ke-
	Persentase fungsi ginjal rata-rata (%)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	100.00 ± SE1
	100.00 ± SE1
	100.00± SE1
	100.00± SE1
	100.00± SE2a

	20 
	73,72± SE1
	84,72 ± SE1
	117,21± SE1
	81,44± SE1
	89,27± SE2a

	80 
	93,54± SE1
	83,21± SE1
	203,53± SE1
	41.90± SE1
	105,54± SE2a

	Rata-rata ± SE
	89,09± SE3p,q
	89,31± SE3p,q
	140,25± SE3q
	74,45± SE3p
	


Keterangan : a, p dan q    =  data dengan superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05); SE1 = 30,758; SE2 = 15,379 dan SE3 = 17,758.

Tabel 5. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu terhadap kadar natrium serum tikus putih jantan{data adalah rataan ± standard error (SE)} 

	Dosis
	Konsentrasi natrium serum rata-rata (mmol/L)

 pada hari ke-
	rata-rata (mmol/L)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	190,0± SE1
	183,3± SE1
	166,7± SE1
	184,7± SE1
	181,2± SE2a

	20 mg/kgBB
	172,0± SE1
	184,6± SE1
	208.7± SE1
	176,0± SE1
	185,3± SE2a

	80 mg/kgBB
	173,3± SE1
	199,3± SE1
	176,7± SE1
	172,0± SE1
	180,3± SE2a

	Rata-rata ± SE
	178,4± SE3p
	189,1± SE3p
	184,0± SE3p
	177, 6 ± SE3p
	


Keterangan :  - a dan p= data dengan superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05)

· SE1 = 10,203

SE2 =   5,101

SE3 =   5,891


Tabel 6. Pengaruh dosis dan lama pemakaian ekstrak etanol daun akar mambu terhadap kadar natrium urin tikus putih jantan {data adalah rataan ± standard error (SE)}
	Dosis mg/kgBB
	Konsentrasi natrium urin rata-rata (mmol/L)

 pada hari ke-
	rata-rata (mmol/L)

	
	3
	7
	14
	30
	

	Kontrol
	104,2± SE1
	134,2± SE1
	137,2± SE1
	144,7± SE1
	130,1± SE2b

	20 
	102,7± SE1
	114,7± SE1
	115,5± SE1
	90,0± SE1
	105,7± SE2a

	80 
	72,0± SE1
	114,7± SE1
	105,0± SE1
	99,0± SE1
	97,7± SE2a

	Rata-rata ± SE
	93,0± SE3p
	121,2± SE3q
	119,2± SE3q
	111,2± SE3q
	


Keterangan : a, b, p dan q = data dengan superscript yang berbeda menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05), SE1 = 7,990; SE2 = 3,995 dan SE3 = 4,613

Pembahasan
Akar mambu (Connarus grandis.Jack) telah  terbukti mempunyai aktivitas menurunkan tekanan darah beberapa model tikus hipertensi, seperti 2K1C dan tikus hipertensi spontan (Armenia. 2007) serta tikus hipertensi yang diinduksi dengan NaCl + Prednison (Yori, 2007).   Erita (2008), melaporkan bahwa ekstrak ini dapat menghambat respons kontraksi jantung katak yang diinduksi dengan dobutamin. Untuk mengetahui keamanan obat dan sebagai langkah untuk menjadikan C. grandis sebagai sediaan fitofarmaka perlu dilakukan pengujian toksisitasnya (Loomis, 1987; Frank, 1995; FDA, 2003a).

Ginjal merupakan organ yang sangat penting yang berfungsi sebagai pengatur volume dan komposisi kimia darah yang mengeksresikan zat terlarut dan air secara selektif, selain itu ia juga berfungsi membuang sisa hasil metabolisme, mengatur tekanan darah dsbnya (Guyton, 2006). Kerusakan ginjal dapat terjadi oleh adanya racun, toksin, atau pengobatan yang merusak sel-sel epitel nefron (Sylvia and Wilson, 1994). Bila ginjal rusak, ia akan kehilangan kemampuan untuk memekatkan atau mengencerkan urin sehingga menyebabkan urin banyak dan encer atau urin sedikit dan serta gangguan-gangguan lain yang terkait dennngan fungsinya (Guyton, 2007). 

Walaupun konsumsi minum hewan yang diberi ekstrak etanol daun C. grandis tidak berubah oleh dosis dan lama pemakaian, namun volume urin 24 jam nya meningkat dibandingkan dengan tikus kontrol, terutama pada pemberian ekstrak dosis kecil (20 mg/kg), sedangkan lama pemakaian ekstrak justru menurunkan pengeluaran urin hewan. Peningkatan volume urin ini dapat disebabkan oleh sifat simpatolitik dan/atau parasimpatomimetik dari ekstrak etanol daun C. grandis (Armenia, 1990).  Penghambatan sistem saraf simpatis atau perangsangan saraf parasimpatik ini dapat meningkatkan GFR dan mengurangi reabsorpsi natrium dalam tubulus proksimal dan segmen tebal asenden ansa henle, diikuti dengan penurunan pelepasan renin dan pembentukan angiostensin II, sehingga terjadi peningkatkan eksresi natrium dan air di ginjal (Guyton, 2007; Marguerite and Hawley, 2008), seperti terlihat pada penelitian ini.  Hal ini juga barangkali yang mendasari adanya efek penurunan tekanan darah tikus hipertensi, seperti yang dilaporkan sebelumnya (Armenia et al.,  2007 dan Armenia et al., 2008). Akan tetapi, pada penelitian ini peningkatan pengeluaran Na urin akibat pemberian ekstrak etanol daun C. Grandis tidak diikuti dengan penurunan Na plasma yang berarti.  Bahkan, pada penggunaan lama ekskresi Na cendrung menurun diikuti oleh kecendrungan meningkatnya Na plasma tikus setelah pemberian ekstrak etanol daun C. grandis. Hal ini berarti fungsi ginjal mulai menurun, yang juga telihat dari mulai menurunnya pula produksi urin (Sylvia and Lorraine 1994; Ganong, 1998).  Kecendrungan peningkatan konsentrasi natrium serum tikus dapat juga disebabkan oleh penurunan GFR, yang akan meningkatkan reabsorpsi natrium di tubulus (Guyton,1997; Ganong, 1998). Namun demikian, konsentrasi  Na serum tikus pada penelitian ini masih dalam batas fisiologi yaitu 145-200 mmol/L (Powers, 1995).  

Kreatinin merupakan hasil metabolisme keratin dan phosphokreatin yang disintesis di dalam otot skelet dalam jumlah yang konstan (Guyton,1997, Anonymous, 2008). Pengukuran klirens kreatinin dapat digunakan untuk memperkirakan laju filtrasi glomerulus (GFR) dan persentase fungsi ginjal.  Penurunan nilai klirens kreatinin sebagai indikasi dari menurunnya laju filtrasi glomerulus yang disebabkan oleh menurunnya fungsi ginjal (Marguerite and Hawley, 2008; Anonymous, 2008).  Pada penelitian ini diketahui bahwa penggunaan ekstrak etanol daun C. grandis tidak mempengaruhi klirens kreatinin secara nyata. Akan tetapi, penggunaan dalam waktu yang lama meningkatkan  nilai klirens kreatinin tikus, kemudian menurunkannya. Peningkatan ini dapat disebabkan oleh peningkatan GFR saat mulai terjadinya kerusakan ginjal. Ginjal akan melakukan fungsinya secara berlebih menggunakan nefron yang masih tersisa ketika sebagian nefron telah rusak.  Saat pemekaian dilanjutkan mengakibatkan bertambahnya kerusakan dan berkurangnya nefron (Sylvia and Wilson, 1994). Pada penelitian ini terlihat bahwa nilai klirens kreatinin tikus menurun secara nyata setelah 30 hari.

Pada penelitian ini terlihat bahwa  dosis ekstrak etanol daun C. grandis tidak mempengaruhi fungsi ginjal, akan tetapi pemakaiannya selama 14 hari fungsi ginjal tikus percobaan mencapai 140,2 ± 17,7 %.  Fungsi ginjal ini cenderung meningkat, sedikit di atas batas fungsi ginjal normal yaitu 70-130 % (24). Hal ini dapat diakibatkan oleh meningkatnya laju filtrasi glomerulus, yang terbukti dari tingginya pengeluaran urin. Namun, bila pemakaian ekstrak dilanjutkan sampai 30 hari, terjadi penurunan kembali fungsi ginjal menjadi normal 74,4 ± 17,4 %.   Walaupun nilai fungsi ginjal pada saat itu seolah-olah normal, ada kemungkinan ginjal sudah mulai mengalami kemunduran, karena peningkatan laju glomerulus yang terjadi sebelumnya yang mengakibatkan tersaringnya banyak protein. Hai ini kemudian akan menyumbat tubula Koomans (2001) yang pada akhirnya akan merusak fungsi filtrasi ginjal.
Berdasarkan hasil penelitian ini diketahui bahwa penggunaan ekstrak etanol daun C. grandis pada dosis yang digunakan masih aman, tetapi bila digunakan pada dosis tinggi dan dalam jangka waktu yang lama dapat menurunkan fungsi ginjal.

Daftar Pustaka
Anonymous, Renal Function Test, http://www.pathguy.com., Diakses 27 Oktober 2008.
Anonymous, Creatinine Clearance, Http : //www.nlm.nih.gov/medlineplus/ ency/article/  063611.htm. Diakses 11 Februari 2004
Armenia, Munavvar A.S., Helmi A., Yusof A.P.M., and Johnse.I, Pengaruh Diabetes yang Diinduksi Streptosin Terhadap Kemungkinan Terjadinya Diabetic Nephropathy pada Ginjal Tikus, J. Sain dan Teknologi Farmasi, 6, 2003, 97-104.
Armenia dan Rusdi, Pemanfaatan Tumbuhan Obat Indonesia : Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Akar Mambu Pada Tekanan Darah dan Denyut Jantung Tikus Hipertensi Spontan dan Tikus Goldblatt 2K1C, Laporan Proyek Penelitian Dasar Dikti, 2007.

Armenia, Penapisan Aktivitas Farmakodinamik Ekstrak Etanol Daun Akar Mambu (Connarus grandis, Jack. Connaraceae), J. Andalas, Padang, 9, 28, 1992.
Cassaret and Doull`s, Toxicology The Basic Science of Poisons, Third Edition, Mac Milan Publishing Co. Inc., New York, 1975.
“DECD Guidelines for The Testing of Chemicals”, Vol.2, Organisation for Economic Co-operation and Development, 19 May 1981.
Cavaliere.T., Taylor, D., Kerwin. Linda and Antonaccio, M., Cardiovascular Effect of Alloxan Diabetes in Normotensive and Spontaneosly Hypertensive rats, sum. N. Pharmacol, 20, 1980, 211-223.
Departemen Kesehatan Republik Indonesia, Parameter Standar Umum Ekstrak Tumbuhan Obat, Direktorat Pengawas Obat Tradisional, Jakarta, 2001.
Jan N.R.N, Creatinine and Creatinine Clearance, Http : //my.webmd.com/hw/ kidney-failure/hw4322.asp. Diakses September 2004.
Ganiswara, S.G., Farmakologi dan Terapi, Edisi IV, Bagian Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta. 1995.
Guyton, A.C., Fisiologi Kedokteran, Edisi 17, Terjemahan Arianti, L.M., Penerbit Buku Kedokteran EGC, 1996.
Gandasoebrata, R., Penuntun Laboratorium Klinik, Penerbit Dian Rakyat, Jakarta, 1999.
Guyton, A.C, and J.E.Hall, Buku Ajar Fisiologi Kedokteran, Edisi 9, Penerbit Buku kedokteran Indonesia EGC, Jakarta, 1997.
Ganong, F. William, Buku Ajar Fisiologi Kedokteran Edisi 17, Penerbit Buku Kedokteran EGC, Jakarta, 1998.
Hidayat, S., Ramuan Tradisional Ala 12 Etnis Indonesia, PT. Penebar Swadaya, Jakarta, 2001.
Heyne, K., De Nuttige Planten van Indonesie, In Twee Delen, Vol.1, Ser Dreed, C.V., Uitpgeverijw Van Hoeven`s, Gravenhage, Bandung, 1950.
Kaplan, A. and L.L. Szato, “The Kidney of Test Renal Function”, Clinical Chemistry Interpretation and Techniques, Lea and Febiger, Philadelphia, 1979.
Koomans, H.A. Pathophysiology of acute renal failure in idiopatic nephrotic syndrome, Nephrol Dial Transplant (2001) 16: 221-224.
Loomis, T.A., Toksikologi Dasar, terjemahan Limono, A. Donatus, Drs., Apt., Fakultas Farmasi Universitas Gadjahmada, Yogyakarta, 1987.
Lu, Frank.C., Toksikologi Dasar, Azas, Organ Sasaran dan Penilaian Resiko, Edisi II, Penerjemah E. Nugroho, Penerbit Universitas Indonesia, Jakarta, 1995.
Marguerite A. and Hawley, M.D., Normal and Abnormal Kidney Function, http://www.google.com, diakses november 2008.
Mursito, B., Sehat Di Usia Lanjut Dengan Ramuan Tradisional, PT. Penebar Swadaya, Jakarta, 2001.
Newman Dj, Price CP., Renal Function and Nitrogen Metabolites, in : burtis CA, Ashwood ER, Editor, Tietz textbook of clinical chemistry, 3rd ed, Philadelphia, Saunder company, 1999, p.1204.
Price, Sylvia A. and Lorraine M. Wlson, Patofisiologi ( Konsep klinis Proses-Proses Penyakit), Vol.2, Edisi ke-4, diterjemahkan oleh Peter Anugerah, Penerbit Buku Kedokteran EGC, Jakarta, 1994.
Powers, W.J.Jr., Renal Toxicology : Renal Function Parameters for Adult Fisher-344, Sprague-Dawley and Wistar rats, in Derelanko,M.J.& Hollinger,M.A., “CRC Handbook of Toxicology”, CRC press, Boca Raton, New York, Tokyo, 1995.
Thomas.L., Clinical Laboratory diagnostic, 1st ed, Frankfrut, the Basic Verlagesell Schaft, 1998, p.366-74.
Welmidayani, Armenia dan Rusdi, Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Tanaman akar Mambu (Connarus grandis, Jack.) Terhadap Tekanan Darah Tikus Putih Hipertensi 2K1C, Skripsi Sarjana Farmasi, Universitas andalas, Padang, 2007.
Yuliandra, Y., Armenia dan Rusdi, Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Tanaman Akar Mambu (Connarus grandis, Jack.) Terhadap Tekanan Darah Tikus Putih Hipertensi yang diinduksi dengan Prednison + NaCl, Skripsi Sarjana Farmasi, Universitas Andalas, Padang, 2007.
