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UJI TOKSISITAS SUBKRONIS EKSTRAK VALERIAN PADA TIKUS
WISTAR : Studi Terhadap Gambaran Mikroskopis Ginjal dan Kadar
Kreatinin
Andina Fitriana Manggarwati ', Neni Susilaningsih?

ABSTRAK

Latar belakang: Valerian (Valeriana officinalis) merupakan herbal dengan efek
sedatif yang banyak digunakan dalam mengatasi gangguan tidur. Valerian
diekskresi melalui ginjal, padahal kandungan Cd dan Pb-nya bersifat nefrotoksik.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya efek pemberian valerian
secara subkronis terhadap gambaran mikroskopis ginjal dan kadar kreatinin.
Metode: Penelitian eksperimental dengan rancangan Pre and Post Test
Controlled Group Design dan Post Test Only Controlled Group Design ini
menggunakan 20 ekor tikus wistar jantan, dibagi menjadi 4 kelompok secara
random, yaitu (K) diberi akuades, dan 3 kelompok perlakuan (P1, P2, P3) diberi
valerian dengan dosis masing-masing 9 ; 18 ;36 mg/tikus lewat sonde lambung
sekali sehari selama 3 bulan. Awal dan akhir perlakuan, tikus diambil darahnya.
Akhir bulan ke-3 tikus diterminasi untuk diamati gambaran histopatologinya. Data
mikroskopis, delta kreatinin pre dan post, data kreatinin post antar kelompok
dianalisis dengan uji One-Way Anova. Untuk data mikroskopis ginjal dilanjutkan
Uji Post-Hoc.

Hasil: Terdapat perbedaan bermakna pada pengamatan gambaran mikroskopis
ginjal antar kelompok yaitu; K-P1 p = 0.001, K-P2,P3, P1-P3 p = 0.000, dan P2-
P3 p =0.006. Namun, tidak didapatkan adanya perbedaan gambaran mikroskopis
yang bermakna antara P1-P2 dengan p = 0.054. Tidak didapatkan perbedaan
bermakna pada delta kadar kreatinin pre dan post dengan p = 0.693, dan juga pada
kadar kreatinin post antar kelompok dengan p = 0.370

Kesimpulan: Pemberian ekstrak Valerian secara subkronis memberikan efek
terhadap gambaran mikroskopis ginjal tikus wistar. Kerusakan mikroskopis ginjal
masih bersifat minimal berupa penyempitan tubulus. Tidak terdapat efek terhadap
kadar kreatinin tikus wistar.

Kata Kunci: Valerian, gambaran mikroskopis ginjal, kadar kreatinin
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SUBCHRONIC TOXICITY TEST OF VALERIAN EXTRACT ON
WISTAR RAT : Study of Renal Microscopic Appearance and Creatinine
Concentration

ABSTRACT

Background: Valerian (Valeriana officinalis) is a herbal medicine that has
sedative effects which are now widely used to solve sleep disturbances. Valerian
is excreted by the kidney, whereas it contains Cd and Pb which are nephrotoxic.
The aim of this study was to analyze whether there is any effect on renal
microscopic appearances and creatinine concentration after subchronic treatment
of valerian.

Method: This research was an experimental study using the pre and post test
controlled group design and the post test only controlled group design. The
samples were 20 male wistar rats, randomly divided into four groups. One control
group was given aquadest, and three treatment groups (P1 , P2, P3) were each
given a dose of valerian 9 ; 18 ; 36 mg / rat through a stomach sonde once a day
for three months. At the time before and the end of treatment,rat’s blood were
taken. In third month, the rats were terminated to observe their
histopathologhic appearances. Microscopic data, delta pre and post test creatinine,
and post test creatinine concentration between groups were analyzed using One-
Way Anova. Microscopic data followed by Post-Hoc Test.

Result: There were significant differences in renal microscopic appearances
among groups, between: K-P1 with p = 0.001, K-P2, P3, P1-P3 with p = 0.000,
and P2-P3 with p = 0.006 .However, there were no significant differences in renal
microscopic appearances between PI1-P2 with p = 0.054. There were no
significant differences in pre and post creatinine concentration with p = 0693,
and in post test creatinine concentration among groups with p = 0.370
Conclusion : Subchronic treatment of valerian extract affect renal microscopic
appearance in which renal damage is still minimal microscopic form of renal
tubular narrowing, but no effect on creatinine concentration.

Keywords: Valerian, renal microscopic appearances, creatinine concentration



PENDAHULUAN

Akhir-akhir ini penggunaan tanaman obat sebagai alternatif dalam
pengobatan semakin banyak dipertimbangkan di dalam masyarakat, sehingga
diperlukan penelitian untuk membuktikan khasiat tanaman obat tersebut.
Tanaman alami berkhasiat sebagai kekayaan alam yang belum banyak digali dan
dikembangkan secara mendalam, masih terbuka untuk diteliti untuk menemukan
obat- obat yang efektif dalam mengobati suatu penyakit, relatif tidak toksik dan
menyempurnakan terapi sebelumnya. Sehingga sebelum digali lebih jauh tentang
manfaat dari tanaman herba tersebut terlebih dahulu diperlukan uji toksisitas
untuk mengetahui berbagai efek samping yang mungkin ditimbulkan.'* Valerian

(Valeriana officinalis L) merupakan salah satu tanaman berkhasiat tersebut.’

Tanaman obat valerian telah dikenal lama sejak zaman Yunani kuno dan
Romawi kuno. Ekstrak valerian memiliki spektrum yang cukup luas dalam
penggunaannya. Kegunaan utama dari valerian adalah sebagai obat
penenang/transquilizer bagi orang- orang dengan hipereksitabilitas. Kegunaan
yang kedua adalah sebagai agen pelemas otot polos. Aksi obat ini banyak
digunakan dalam pengobatan kram usus dan lambung. Valerian juga menjadi
salah satu campuran herba yang banyak digunakan dalam pengobatan gangguan
tidur.? Berdasarkan sebuah literatur, dalam suatu studi menggunakan spektrometri
atomik , didapatkan bahwa valerian mengandung kadar Pb sekitar 10-100 mg/ kg,
sedangkan kadar Cd mencapai 0,0125 mg/ kg. Sebagian metabolitnya akan
diekskresi melalui ginjal.* Pada penelitian sebelumnya tentang uji toksisitas akut
valerian terhadap ginjal, didapatkan hasil valerian berdampak pada kondisi
mikroskopis ginjal berupa adanya pembengkakan epitel tubulus proksimal
sehingga terjadi penyempitan tubulus, dimana perubahannya cenderung
meningkat pada tiap kenaikan dosis.’

Keadaan homeostasis dari tubuh manusia salah satunya dipertahankan oleh
fungsi ginjal yang baik. Fungsi ini meliputi ekskresi dari metabolit sisa, sintesis
dan pengeluaran hormone renin dan eritropoetin, serta regulasi cairan

ekstraseluler, komposisi elektrolit dan keseimbangan asam basa. Jalannya fungsi



ginjal tersebut dapat terganggu akibat kerusakan komponennya. Salah satu
penyebabnya adalah toksin berupa logam berat. ® Dimana diketahui dari literatur
bahwa valerian mengandung logam berat berupa Pb dan Cd dalam kadar yang
cukup signifikan.* Adanya logam berat tersebut dapat menimbulkan kerusakan
struktur pada nefron terutama pada sel epitel tubulus proksimal. Hal ini dapat
disertai dengan gangguan fungsi ginjal yang umumnya ditandai dengan penurunan
laju filtrasi glomerulus, sehingga zat sisa metabolisme seperti kreatinin, ureum
maupun asam urat yang harusnya dibuang oleh ginjal kadarnya akan menurun
dalam urin, akibatnya kadar zat tersebut akan meningkat dalam darah.”®

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan gambaran mikroskopis
ginjal dan kadar kreatinin tikus wistar setelah pemberian ekstrak valerian secara
subkronis. Penelitian ini juga bertujuan untuk mengidentifikasi gambaran
mikroskopis ginjal tikus wistar setelah pemberian ekstrak valerian dosis
bertingkat secara subkronis, menganalisis perbedaan gambaran mikroskopis ginjal
tikus wistar antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol, menganalisis
perbedaan peningkatan kadar kreatinin tikus wistar pada pemberian ekstrak
valerian dosis bertingkat secara subkronis, dan menganalisis perbedaan kadar
kreatinin tikus wistar setelah pemberian ekstrak valerian dosis bertingkat secara

subkronis antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol.

METODE

Penelitian ini merupakan studi eksperimental laboratorik dengan desain
yang dipakai adalah Pre and Post Test Only Control Group Design untuk
variabel kadar kreatinin tikus wistar dan Post Test Only Control Group Design
untuk variabel gambaran mikroskopis ginjal tikus wistar. Populasi penelitian ini
adalah tikus wistar jantan, umur 2-3 bulan, berat badan 200 — 300 gram, yang
diperoleh dari Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan ( UPHP ) Yogyakarta.
Sampel penelitian diambil secara random dari populasi. Besar sampel ditentukan
berdasarkan kriteria WHO, yaitu minimal lima ekor untuk setiap kelompok.’

Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus wistar yang dibagi dalam empat

kelompok. Masing — masing kelompok terdiri dari lima ekor tikus yang ditentukan



secara acak kemudian diaklimatisasi selama 7 hari. Pada hari ke-1 dilakukan
pengambilan sampel darah tikus untuk pengukuran kadar kreatinin pre test.
Kelompok kontrol hanya diberi aquades, kelompok perlakuan (P1,P2,P3) diberi
ekstrak valerian per oral melalui sonde dengan dosis masing-masing 9, 18 dan 36
mg/tikus selama 3 bulan. Pada akhir bulan ke-3 penelitian dilakukan pengambilan
sampel darah tikus untuk pengukuran kadar kreatinin post test dilanjutkan

terminasi untuk pembuatan dan pemeriksaan preparat mikroskopis ginjal tikus.

Gambaran histologis ginjal tikus wistar dilakukan pengecatan dengan
hematoksilin eosin, dan diamati jumlah kerusakan tubulus kontortus proksimal
tiap seratus tubulus dalam lima lapangan pandang dilihat pada lima area yaitu
keempat sudut dan bagian tengah preparat dengan perbesaran empat ratus kali.
Pengukuran derajat kerusakan tubulus dilihat dengan adanya : penyempitan
tubulus kontortus proksimal, nekrosis epitel tubulus kontortus proksimal, dan
adanya hialin cast. Kadar kreatinin yang diukur dari darah ekor tikus wistar
diperiksa dengan metode enzimatik dan kolorimetrik menggunakan Cobas Integra
400 Plus-Roche secara automatik.

Data yang diambil adalah data primer yaitu dari pembacaan mikroskopis
ginjal dan pengukuran kadar kreatinin, kemudian akan diolah dengan program
computer SPSS for Windows. Uji One Way Anova digunakan untuk menganalisis
gambaran mikroskopis ginjal, kadar kreatinin post test dan delta kreatinin.
Variabel gambaran mikroskopis ginjal dilanjutkan dengan Analisis Post Hoc. Uji

Kruskall Wallis digunakan untuk menganalisis kadar kreatinin pre test.

HASIL

Data yang diperoleh dari pengamatan mikroskopis ginjal adalah data
numerik dengan sebaran data normal dan homogen. Deskripsi data tercantum

pada Tabel 1.



Tabel 1. Data Deskriptif Pengamatan Mikroskopis Ginjal Tiap Kelompok

Kelompok Rerata Simpang Baku
K 18,2 3,96
P1 27,8 2,95
P2 32,4 2,97
P3 39,4 3,97

j

Gambaran mikroskopis TC I Perlakuan 1

Gambaran mikroskopis TC I Kontrol

Gambaran mikroskopis TC I Perlakuan 2 Gambaran mikroskopis TC I Perlakuan 3

Data gambaran mikroskopis ginjal yang merupakan skala rasio dilakukan uji
normalitas menggunakan Shapiro-Wilk dan didapatkan distribusi normal. TZest

homogeneity of variances data gambaran mikroskopis ginjal didapatkan varian



data yang sama, maka dapat dilanjutkan uji hipotesis parametric One Way Anova
didapatkan nilai p=0.000 yang berarti paling tidak terdapat perbedaan perubahan
gambaran mikroskopis ginjal secara bermakna pada dua kelompok. Hasil uji Post

Hoc untuk menilai perbedaan antar kelompok dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Nilai p pada uji Post Hoc Gambaran Mikroskopis antar kelompok

Kelompok Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
Perlakuan 1 0.001* 0.054 0.000%*
Perlakuan 2 0.000* 0.054 0.006*
Perlakuan 3 0.000* 0.000* 0.006*

*ada perbedaan bermakna (p<0.05)
Data yang diperoleh dari pengamatan kadar kreatinin pre adalah data
numeric dengan sebaran data tidak normal. Deskripsi data yang digunakan

tercantum pada Tabel 2.

Tabel 2. Data Deskriptif Kadar Kreatinin Pre Test

Kelompok Median Maksimum Minimum
K 0,26 0,29 0,23
Pl 0,30 0,50 0,26
P2 0,24 0,38 0,22
P3 0,24 0,34 0,30

Data kadar kreatinin pre test tiap kelompok dilakukan uji normalitas
menggunakan Shapiro-Wilk dan didapatkan distribusi data tidak normal dengan
nilai p = 0.002. Sehingga kemudian dilanjutkan dengan uji hipotesis non
parametric Kruskal Wallis dan didapatkan nilai p= 0.449 yang berarti tidak
didapatkan perbedaan kadar kreatinin pre test secara bermakna antar kelompok.

Data yang diperoleh dari pengamatan kadar kreatinin post adalah data
numeric dengan sebaran data normal dan homogen. Deskripsi data tercantum pada
Tabel 3.

Tabel 3. Data Deskriptif Kadar Kreatinin Post Test

Kelompok Rerata Simpang Baku
K 0,324 0,018




P1 0,342 0,038
P2 0,344 0,047
P3 0,304 0,047

Data kadar kreatinin post test dilakukan uji normalitas menggunakan
Shapiro-Wilk dan didapatkan distribusi data normal pada masing- masing
kelompok, dengan nilai p = 0.663 . Test homogenecity of variances rerata kadar
kreatinin post test didapatkan varian data yang sama, maka dilanjutkan uji One
Way Anova didapatkan nilai p= 0.370 yang berarti tidak terdapat perbedaan
kadar kreatinin post test secara bermakna antar kelompok.

Delta kadar kreatinin pre test dan post test dilakukan uji normalitas dengan
ShapiroWilk dan didapatkan sebaran data normal dengan p= 0.102. Test
homogenicity of variances rerata delta kreatinin didapatkan varian data yang
sama, maka dilanjutkan dengan uji One Way Anova didapatkan nilai p= 0.693
yang berarti tidak terdapat perbedaan bermakna peningkatan (delta) kadar
kreatinin tikus wistar pada pemberian ekstrak valerian dosis bertingkat secara

subkronis.

PEMBAHASAN

Fungsi utama dari ginjal adalah organ eliminasi penting bagi tubuh.
Meskipun terdapat banyak faktor yang mempengaruhi kerentanan ginjal terhadap
efek toksik, tetapi tingginya aliran curah jantung dan peningkatan konsentrasi
produk ekskresi karena adanya reabsorpsi air dari cairan tubuler merupakan faktor
terpenting. Akibatnya, beberapa obat atau zat kimia yang beredar dalam sirkulasi
sistemik akan dibawa ke ginjal dalam kadar yang cukup tinggi. Sebagai akibatnya
akan terjadi proses perubahan struktur dari ginjal itu sendiri, terutama di tubulus
ginjal karena disinilah terjadi proses reabsorpsi dan eksresi dari zat- zat toksik
tersebut.*'*!" Salah satu manifestasi yang sering ditemukan akibat zat nefrotoksik
dalam ginjal adalah gagal ginjal akut terutama dalam bentuk nekrosis tubular akut
(NTA). Adanya kerusakan dalam tubulus ginjal akibat zat nefrotoksik ini dilihat
dengan adanya: penyempitan tubulus kontortus proksimal, nekrosis sel epitel

tubulus kontortus proksimal, adanya hialin cast di tubulus distal. *7'*"3



Hasil pengamatan mikroskopis ginjal dalam penelitian ini didapatkan
kerusakan minimal yang berupa penyempitan tubulus saja, sedangkan nekrosis sel
epitel tubulus dan hialin cast tidak ditemukan. Oleh karena itu, dalam proses
pengambilan data, adanya kerusakan dalam tubulus ginjal hanya dilihat dari
jumlah tubulus yang menyempit/ bahkan menutup yang dihitung per 100 tubulus
dalam 5 lapangan pandang.

Hasil penelitian valerian pada hewan coba menunjukkan bahwa pemberian
valerian secara subkronis memberikan perubahan histopatologis bermakna
terhadap gambaran mikroskopis ginjal. Perubahan bermakna ini terjadi antar tiap
kelompok, kecuali antara P1 dengan P2 yang ditunjukkan dengan nilai p= 0.054
(p> 0.05).

Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang telah dilakukan bahwa
pemberian valerian secara akut tidak memberikan dampak pada gambaran
makroskopis ginjal tetapi memberikan perubahan bermakna pada gambaran
mikroskopis ginjal mencit balb/c. Perubahan mikroskopis berupa adanya
pembengkakan epitel tubulus proksimal sehingga terjadi penyempitan tubulus,
dimana perubahannya cenderung meningkat pada tiap kenaikan dosis.’

Perubahan bermakna secara mikroskopis pada penelitian ini kemungkinan
disebabkan oleh; 1) setiap zat larut dalam air yang diekskresikan melalui ginjal
(Cd, Pb, Ca yang terdapat pada Valerian) memiliki potensi untuk mengganggu
kenormalan epitel tubulus "'? dan 2) dalam pustaka disebutkan kandungan logam
berat pada Valerian berupa Cd mencapai 0.0125mg/kg -yang diketahui bersifat
nefrotoksik **' - dapat memberikan efek terhadap gambaran tubulus kontortus
proksimal yang ditandai dengan pembengkakan epitel tubulus sehingga terjadi
penyempitan tubulus. Penyempitan tubulus ini dapat menjadi suatu tanda awal
kerusakan ginjal akibat substansi nefrotoksik dalam darah '* Pemeliharaan
integritas tubular tergantung pada adesi sel-sel dan adesi sel-matrik. Hal inilah
yang mendasari bahwa setelah terjadi paparan dengan zat nefrotoksik maka adesi
sel non letal mengalami kerusakan, apoptosis dan onkotik sel terhadap membrane
basemen menjadi terganggu, yang kemudian berakibat terbentuknya gap/ celah

pada garis epithelial sel dan berpotensial menjadi penurunan GFR. Sel yang



rusak ini kemudian akan beragregasi di lumen tubulus dan saling menempel satu
sama lain sehingga menimbulkan obstruksi tubular. °

Hasil penelitian tentang kreatinin didapatkan bahwa pemberian ekstrak
valerian secara subkronis tidak berpengaruh secara bermakna terhadap kadar
kreatinin tikus wistar. Hasil analisis kadar kreatinin pre test antar kelompok
dengan Uji Kruskall Wallis didapatkan bahwa pemberian valerian secara
subkronis pada hewan coba tidak menimbulkan perbedaan kadar kreatinin pre test
secara bermakna antar kelompok dengan nilai p = 0.449. Hasil yang sama juga
didapatkan pada analisis kadar kreatinin post test antar kelompok dengan uji One
way Anova dengan hasil p= 0.370 yang berarti tidak terdapat perbedaan kadar
kreatinin post test secara bermakna antar kelompok.

Hasil analisis peningkatan (delta) kadar kreatinin pre test dan post test
dengan Uji One Way Anova didapatkan bahwa peningkatan kadar kreatinin
setelah perlakuan tidak berbeda bermakna dengan kadar kreatinin sebelum
perlakuan dengan ditunjukkan oleh nilai p= 0.693. Hal ini dapat dijelaskan bahwa
meskipun dulunya kreatinin dianggap sebagai marker endogen terbaik dalam
menilai klirens ginjal tetapi peningkatan kadar kreatinin maupun BUN secara
bermakna sebagai marker untuk mengukur klirens ginjal hanya dapat terjadi jika
fungsi ginjal sudah mengalami penurunan sekitar 50 — 70 %, sedangkan
pemberian ekstrak valerian memiliki efek toksik terhadap ginjal berupa degenerasi
albumin yaitu akumulasi protein yang sifatnya ringan atau reversibel. *’

Penelitian sebelumnya dalam sebuah jurnal menyebutkan bahwa
penggunaan serum kreatinin sebagai biomarker mengukur fungsi ginjal
merupakan delayed marker yang bersifat nonspesifik dan tidak sensitif dalam
mendiagnosis dini terjadinya gagal ginjal akut (saat ginjal belum mengalami
kematian sel berupa apoptosis maupun nekrosis). Biomarker yang dapat
digunakan pada tahap awal antara lain : Cystatin C, Microalbumin, NAG,'®"
sedangkan pada penelitian ini kerusakan ginjal yang terjadi masih minimal, yang
ditunjukkan dengan gambaran mikroskopis dengan derajat kerusakan minimal
berupa penyempitan tubulus saja, tidak ditemukan nekrosis inti sel epitel tubulus

maupun apoptosis dan tidak ditemukan hialin cast. Bahkan tidak didapatkan



perbedaan kadar kreatinin yang bermakna antar kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol.

Tes kreatinin serum secara tunggal kurang akurat untuk memprediksi klirens
ginjal karena kreatinin selain difiltrasi bebas oleh glomerulus juga disekresi oleh
tubulus proksimal. Kadar kreatinin dalam darah dipengaruhi oleh faktor- faktor
tertentu dalam darah( kromogen non kreatinin), perubahan massa otot, dan proses
inflamasi, sehingga diperlukan penetapan-penetapan dan observasi serial untuk

mengecek akurasi dan perkembangan penyakitnya.'>'®

SIMPULAN dan SARAN

Pemberian ekstrak Valerian secara subkronis memberikan efek terhadap
gambaran mikroskopis ginjal tikus wistar. Kerusakan mikroskopis ginjal masih
bersifat minimal berupa penyempitan tubulus. Tidak terdapat efek terhadap kadar

kreatinin tikus wistar.

Penelitian serupa dapat dilakukan untuk mencari biomarker yang lebih
sensitif dan lebih spesifik dalam menggambarkan fungsi ginjal, misalnya :

Cystatin-C, microalbumin, KIM-1.
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