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Abstract

The purpose of this study was to determine the effect of pomegranate extract extract of 40% ellagic acid on
blood profile of albino rats that had nephrotoxicity after induced with Gentamicin. A total of 32 white rats were
divided into four treatment groups, each consisting of eight rats. The four treatment groups were healthy rats (P0),
Gentamicin induced rats (P1), Gentamicin induced rats and ellagic acid treatment (P2) and Gentamicin induced rats
and standardized Pomegranate extract therapy 40% ellagic acid treatment (P3). After seven days of treatment, blood
was taken for blood profile tests. The results showed that in the Gentamicin-induced group (P0), a decrease in blood
profile allegedly caused by Gentamicin that could cause damage and impaired renal tubular function. Giving ellagic
acid and pomegranate extracts of 40% ellagic acid proved to improve the blood profile of Gentamicin induced rats.
This is due to inhibition of renal damage and improved renal function due to antioxidant activity possessed by ellagic
acid and Pomegranate extract of standardized 40% ellagic acid.
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Abstrak

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak buah delima terstandart 40%
ellagic acid terhadap gambaran darah tikus putih yang mengalami nefrotoksisitas setelah diinduksi dengan
Gentamisin. Sebanyak 32 ekor tikus putih dibagi menjadi empat kelompok perlakuan, masing-masing terdiri dari
delapan ekor tikus putih. Keempat kelompok perlakuan tersebut adalah tikus sehat (P0), tikus yang diinduksi
Gentamisin (P1), tikus yang diinduksi Gentamisin dan terapi ellagic acid (P2) dan tikus yang diinduksi Gentamisin
dan terapi ekstrak buah Delima terstandar 40% ellagic acid (P3). Setelah tujuh hari perlakuan, darah diambil untuk
pemeriksaan profil darah. Hasil menunjukkan bahwa pada kelompok yang diinduksi Gentamisin (P0), terjadi
penurunan profil darah yang diduga disebabkan karena induksi Gentamisin dapat menyebabkan kerusakan dan
gangguan fungsi tubulus ginjal. Pemberian e/lagic acid dan ekstrak buah Delima tersandar 40% ellagic acid terbukti
mampu meningkatkan dan memperbaiki profil darah tikus putih yang diinduksi Gentamisin. Hal ini disebabkan
karena terhambatnya kerusakan dan gangguan fungsi ginjal karena aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh ellagic
acid dan ekstrak buah Delima terstandar 40% ellagic acid.

Kata kunci : Gentamisin, ginjal, nefrotoksisitas, profil darah

Pendahuluan positif (Donbhaktuni et al, 2016). Sebagaimana

Gentamisin merupakan antibiotika golongan kelompok aminoglikosida yang lain, Gentamisin juga
aminoglikosida yang banyak digunakan untuk terapi dapat menyebabkan nefrotoksisitas melalui hambatan
infeksi berat terutama untuk infeksi yang disebabkan sintesisa protein pada sel penyusun ginjal.
oleh bakteri gram negatif dan beberapa bakteri gram Mekanismenya secara spesifik dengan menimbulkan
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nekrosis sel yang pada akhirnya akan menyebabkan
gagal ginjal akut. Hal ini tergantung pada dosis
Gentamisin yang digunakan dan kondisi ginjal
sebelum terapi diberikan (Balakumar ez al., 2010)

Nefrotoksisitas merupakan kondisi yang
ditandai dengan perubahan morfofungsi sel, misalnya
gangguan sintesa protein, peningkatan proses
peroksidasi lipid dan kerusakan mitokondria.
Kerusakan oksidatif pada sel merupakan salah satu
penyebab kondisi patologis kronis pada ginjal. Selain
perubahan morfofungsi ginjal, Gentamisin diduga
dapat menyebabkan perubahan sementara atau
permanen pada hasil pemeriksaan gambaran darah
terkait dengan gangguan fungsi ginjal (El Badwi et al.,
2012). Pada penderita gangguan ginjal, perubahan
profil darah ditandai dengan terjadinya anemia,
penurunan jumlah dan fungsi platelet, sehingga dapat
meningkatkan tendensi perdarahan. Selain itu juga
dapat disertai dengan penurunan fungsi leukosit dan
limfosit, sehingga mengganggu fungsi pertahanan
seluler dan menyebabkan penderita gangguan ginjal
mudah mengalami infeksi. Gentamisin juga dapat
menyebabkan gangguan morfofungsi ginjal pada
tikus.

Berbagai penelitian yang terkait dengan usaha
untuk menurunkan atau memproteksi nefrotoksisitas
aminoglikosida telah banyak dilakukan (Alarifi ef al/.,
2012; Ahmadvand et al., 2016), salah satu diantaranya
adalah penggunaan antioksidan (Meky et al., 2016).
Buah dan bunga delima merah yang mengandung
polifenol sebagai metabolit sekunder merupakan
antioksidan yang menjanjikan.Selain itu, ellagic acid
yang juga terkandung dalam buah delima telah
terbukti memiliki aktivitas tersebut. Penggunaan
ekstrak bunga delima pada tikus putih yang diinduksi
dengan Gentamisin menunjukkan penurunan kadar
blood urea nitrogen (BUN) dan kreatinin dalam darah
(Sadeghi et al., 2015). Penelitian ini dilakukan untuk

mengetahui pengaruh pemberian ekstrak buah delima
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terstandart 40% ellagic acid terhadap gambaran darah
tikus putih yang mengalami nefrotoksisitas setelah

diinduksi dengan Gentamisin.

Materi dan Metode
Ethical Clearance
Seluruh penelitian dilakukan sesuai dengan
etik penggunaan hewan percobaan dan telah disetujui
oleh komisi etik yang ada di Fakultas Kedokteran
Hewan, Universitas Airlangga dengan EC nomer 153 -
KE.

Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Ruang Hewan
Coba dan Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga, Surabaya.
Penimbangan bahan —bahan untuk pembuatan sediaan
dilakukan di Laboratorium Farmasi Fakultas
Kedokteran Hewan, Kampus C Universitas Airlangga
Surabaya. Pemeriksaan darah lengkap dilakukan di
Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya, Jl.

Karangmenjangan No. 18, Surabaya.

Hewan Penelitian

Hewan penelitian yang digunakan adalah 32
ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur
Wistar dewasa, dengan umur antara 2 - 3 bulan dengan
bobot badan berkisar antara 150-180 gram. Hewan
coba didapatkan dari bagian Laboratorium Hewan
Coba Departemen Biokimia Fakultas Kedokteran

Universitas Airlangga.

Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan adalah kandang
pemeliharaan, tempat pakan dan minum, sekam untuk
alas kandang, plester, kapas, kasa steril, spuit,
gloves,mortar, dan feeding tube. Penelitian ini
menggunakan ektrak buah delima terstandar yang

mengandung 40% ellagic acid dan ellagic acid murni
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(Xi'an Biof Bio-Technology Co., Ltd.), Gentamisin
(Sanbe Farma), alkohol 70%, ether, carboxy methyl
cellulose (CMC)Na0,3 %, dan betadine solution.

Persiapan Sediaan Uji

Ellagic acid dan ekstrak buah delima
terstandar 40% ellagic acid yang akan diberikan pada
tikus putih disuspensikan dengan CMC Na 0,3 % di
dalam mortir agar terjaga homogenitas larutannya.
Sediaan juga selalu dibuat baru sebelum diberikan pada
tikus putih. Pembuatan CMC Na 0,3 % dilakukan
dengan cara mengencerkan CMC Na 0,3 gram dalam

100 ml aquadest hangat ( Palanisamy et al.,2007 ).

Metode

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Seluruh hewan percobaan
diadaptasikan selama tujuh hari dan selama penelitian
berlangsung tikus diberi makan dan minum secara ad
libitum. Sebelum perlakuan dimulai, keseluruhan
hewan percobaan ditimbang dan dibagi menjadi empat
kelompok perlakuan, masing-masing kelompok terdiri
dari delapan ekor tikus putih. Keempat kelompok
perlakuan tersebut adalah :

PO: Kelompok tikus putih diberi aquadest steril
secara intraperitoneal (IP) dan CMC Na 0,3 %
sebanyak 2 mL peroral (PO) sebagai kontrol.

P1: Kelompok tikus putih diberi Gentamisin 80
mg/kg bb secara IP dan CMC Na 0,3 % dengan
volume maksimal 2 mL/ ekor tikus secara PO.

P2: Kelompok tikus putih diberi Gentamisin
dengan dosis 80 mg/kg bb secara IP dan el/lagic
acid murni dengan dosis 60 mg/kg bb dalam
CMC Na 0,3 % dengan volume maksimal 2
mL/ ekor tikus po.

P3: Kelompok tikus putih yang diberi Gentamisin
80 mg/kg bb secara IP dan ekstrak buah delima
terstandar 40% ellagic acid dengan dosis 150
mg/kg bb dalam CMC Na 0,3 % dengan

volume maksimal 2 mL/ ekor tikus PO.

Berdasarkan kandungan 40% ellagic aciddi
dalamnya, maka dosis ekstrak buah delima yang
memiliki kandungan 40% ellagic acid adalah 150
mg/kg bb/PO/hari. Dosis ini berdasarkan dosis ellagic
acid yang dapat diberikan tanpa efek toksik, yaitu 60
mg/ kg bb/hari (Devipriya,et al., 2007). Perlakuan

diberikan selama 8 hari.

Pengambilan dan Pemeriksaan Sampel

Sebelum melakukan pengambilan darah,
hewan percobaan dianestesi dengan menggunakan
eter. Sampel darah diambil secara intra kardial yang
sebelumnya sudah dilakukan insisi pada daerah
thoraks, dan dalam keadaan jantung masih berdenyut
(Hoff, 2000). Darah diambil sebanyak 3 ml, dan
dimasukkan ke dalam tabung yang mengandung
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) sebagai
antioagulan. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan darah
lengkap dengan menggunakan hematology analyzer.
Adapun variabel yang diperiksa meliputi hemoglobin,
eritrosit, packet cell volume (PCV), platelet, leukosit,
dan hitung jenis leukosit (eosinofil, basofil, netrofil,

limfosit dan monosit).

Analisis data

Analisis data yang digunakan pada penelitian
ini adalah analysis of variance (Anova) jika hasilnya
bermakna, maka akan dilanjutkan dengan uji least
significant difference (LSD) dengan tingkat
signifikansi 5%.

Hasil dan Pembahasan
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian ellagic acid dan ekstrak delima terstandar
40% ellagic acid tidak berpengaruh terhadap jumlah
platelet (p>0.05), tetapi berpengaruh terhadap kadar
hemoglobin, jumlah eritrosit, PCV dan leukosit

(p<0,05) dengan kadar yang cenderung mengalami
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penurunan. Pada hitung jenis leukosit, pemberian

perlakuan berpengaruh terhadap jumlah eosinofil dan

limfosit (p<0,05), tetapi tidak berpengaruh terhadap
basofil, netrofil dan monosit (p>0,05) (Tabel 1).

Tabel 1. Profil Pemeriksaan Darah pada Kelompok Perlakuan

Variabel PO P1 P2 P3 Sign.
Hb 11,9+0,48"° 8.01+0,54° 10,77 + 0,64" 10,77 + 0,62° 0,008
Eritrosit 7,04 +0,37° 521+0,20° 6,52 +0,45" 6,20 £0,50° 0,019
PCV 38,25+ 1,38° 31,70 +2,10° 3432+ 1,42° 34,75 +2,20° 0,004
Platelet 898,67 + 167,16 956,83 + 156,60 815,00+ 281,65 771,00 + 155,02 0,348
Leukosit 11.658 +3.558"° 5.530 + 1.804° 8.853 +3.320™ 6.618 +£1.866" 0,013
Eosinofil 90 £51° 37+21° 143 £ 82' 104 +91° 0,045
Basofil 45 +18 39+£24 28+19 16 £8 0,343
Netrofil 1.861 £421 1.728 + 278 1.383 + 700 2.090 + 535 0,148
Limfosit 8.731 £3.865" 3.055 £ 1.755¢ 3.988+£2.094"  3.705+1.365" 0,005
Monosit 907 £ 227 621 +379 722 +317 662 + 253 0,387

“Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05)

Keterangan :

PO : Kelompok tikus sehat sebagai kontrol

P1 :Kelompok tikus yang diinduksi Gentamisin dan diberi CMC Na 0,3%

P2 : Kelompok tikus yang diinduksi Gentamisin dan diberi e/lagic acid

P3 : Kelompok tikus yang diinduksi Gentamisin dan diberi ekstrak buah delima terstandar 40% ellagic acid

Kadar hemoglobin, eritrosit dan PCV pada
kelompok PO berbeda nyata dengan kelompok P1, P2,
dan P3, demikian juga untuk kelompok P1, berbeda
nyata dengan ketiga kelompok yang lain (p<0,05).
Namun demikian, hasil penelitian menunjukkan
bahwa kadar hemoglobin, eritrosit dan PCV antara P2
dan P3 tidak berbeda nyata (p>0,05). Kadar
hemoglobin, eritrosit dan PCV terendah terlihat pada
kelompok P1 (Tabel 1 dan Gambar 1).

Jumlah leukosit pada PO tidak berbeda nyata
dengan P2 (p>0,05), tetapi berbeda dengan P1 dan P3
(p<0,05), sementara P2 tidak berbeda nyata dengan P3
(p>0,05), tetapi berbeda nyata dengan P1 (p<0,05).
Kadar leukosit rendah terlihat pada P1 (Tabel 1 dan
Gambar 1).
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Jumlah eosinofil pada PO berbeda nyata
dengan P1, P2 dan P3 (p<0,05), tetapi tidak terdapat
perbedaan antara P2 dan P3 (p>0,05). Hasil dengan
pola yang berbeda terlihat pada analisis limfosit.
Jumlah limfosit nampak perbedaan yang nyata antara
PO dengan P1, P2 dan P3, demikian pula antara P1
dengan P2 dan P3 (p<0,05). Pada kelompok P2 dan P3
tidak tampak adanya perbedaan (p>0,05). Jumlah
eosinofil dan limfosit terendah tampak pada P1.
Jumlah eosinofil pada kelompok P2 dan P3 mengalami
peningkatan, sementara jumlah limfosit pada
kelompok yang sama mengalami penurunan bila

dibandingkan PO (Tabel 1 dan Gambar 1).
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Gambar 1 . Efek pemberian ellagic acid dan ekstrak buah delima terstandar 40% ellagic acid terhadap hemoglobin,
cosinofil dan limfosit tikus putih yang mengalami nefrotoksisitas akibat induksi

eritrosit, PCV, leukosit,
Gentamisin.
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Evaluasi hasil pemeriksaan darah dapat
merefleksikan respon fisiologis individu terhadap
lingkungan internal dan eksternalnya sehingga dapat
digunakan untuk memonitor kesehatan individu. Profil
hematologi juga merupakan salah satu indikator status
fisiologis maupun patologis yang sangat penting
(Elsayed, etal., 2014).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terjadi
penurunan yang signifikan kadar hemoglobin, jumlah
eritrosit, packed cell volume dan leukosit pada
kelompok P1 yang diinduksi Gentamisin. Penurunan
hemoglobin dan jumlah eritrosit disebabkan karena
Gentamisin dapat menyebabkan kerusakan dan
ganggguan fungsi ginjal. Hal tersebut terkait dengan
produksi erithropoitin yang berperan sebagai regulator
pada proses erithropoiesis (Meky, et al., 2016).

Erithropoitin  banyak ditemukan pada sel
peritubular ginjal dan regulasi produksi erithropoitin
berhubungan dengan fungsi tubulus proksimal ginjal.
Induksi Gentamisin tidak hanya dapat menyebabkan
gangguan fungsi tubulus, tetapi juga dapat
menyebabkan gangguan produksi eritrosit akibat
berkurangnya produksi erithropoitin. Nekrosis sel
tubulus dan terbentuknya reactive oxygen species
akibat induksi Gentamisin juga dapat menyebabkan
disfungsi vaskuler. Dalam jangka panjang, kondisi ini
akan menyebabkan perubahan profil darah, seperti
yang terbukti pada penelitian ini (Javed et al., 2015).

Penurunan jumlah eritrosit juga dapat
disebabkan karena kerusakan eritrosit yang terjadi
akibat stress oksidatif, melalui proses oksidasi
membran dan denaturasi hemoglobin. Peroksidasi
lipid pada membran eritrosit akan menyebabkan
penurunan tekanan hidrostatik pada membran bilayer
dinding sel eritrosit, sehingga akan menyebabkan
perubahan afinitas dan interaksi protein dan lipid. Hal
ini akan menyebabkan gangguan hemotasis dan fungsi
membran eritrosit (Kusmic et al., 2000; Ambali ef al.,

2010). Pengaruh Gentamisin terhadap jumlah eritrosit
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akan berpengaruh linier terhadap kadar hemoglobin
dan PCV.

Jumlah leukosit perifer pada pada kelompok
yang mengalami nefrotoksisitas (P1), lebih rendah
daripada kelompok perlakuan yang lain. Penurunan
leukosit perifer diduga disebabkan karena
meningkatnya migrasi leukosit ke lokasi kerusakan
epitel tubulus ginjal akibat pemberian Gentamisin.
Kerusakan epitel tubulus ginjal akan menstimulasi
peningkatan jumlah leukosit yang bermigrasi menuju
area jejas dan area interstisial, sehingga menyebabkan
jumlah leukosit pada sirkulasi perifer mengalami
penurunan (Yarijani, et al., 2016).

Jumlah eosinofil dan limfosit pada kelompok
yang diinduksi Gentamisin juga mengalami penurunan
dan berbeda dengan kelompok perlakuan yang lain.
Penurunan jumlah eosinofil dan limfosit pada
kelompok P1 dapat disebabkan kerena punurunan
jumlah leukosit. Hal lain yang diduga dapat
menyebabkan penurunan jumlah eosinofil dan limfosit
adalah karena pada tikus yang diberi Gentamisin akan
terjadi peningkatan pembentukan eosinophil cast pada
jaringan ginjal dan infiltrasi limfosit pada area jejas,
sehingga terjadi penurunan jumlah pada peredaran
perifer (Alarifi, etal.,2012; Ahmadvand,etal., 2016).

Pada kelompok yang diterapi dengan ellagic
acid (P2) dan ekstrak buah delima terstandart 40%
ellagic acid (P3) terjadi peningkatan kadar
hemoglobin, jumlah eritrosit dan PCV jika
dibandingkan kelompok P1. Hal ini dapat terjadi
karena pada ekstrak ellagic acid dan ekstrak buah
delima terstandart 40% ellagic acid yang diberikan,
mengandung bahan yang memiliki aktivitas
meningkatkan proses hematopoiesis. Hal ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Adayene (2008)
yang menyatakan bahwa terjadi perbaikan status
hematologi pada tikus yang mengalami kerusakan
ginjal akibat induksi acetaminophen dan diterapi

dengan Harungana madagascariensis. Selain itu,
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Ellagic acid juga telah terbukti memiliki aktivitas
antiinflamasi dan antiapoptosis yang potensial,
sehingga dapat memproteksi kerusakan ginjal pada
tikus yang diberi Cisplatin. Hal ini akan menyebabkan
fungsi ginjal dalam proses hematopoitik akan berjalan
dengan baik (El-Ghary et al., 2014).

Jumlah leukosit yang relatif normal pada P2
dan P3 dan berbeda nyata dengan P1 dapat disebabkan
karena aktivitas antioksidan dan antiinflamasi yang
dimiliki oleh ekstrak ellagic acid dan ekstrak buah
delima terstandar 40% ellagic acid (Chidambara et al.,
2002). Hal ini akan menyebabkan penurunan derajat
kerusakan tubulus ginjal akibat pemberian Gentamisin
(Ibrahim, 2010; Cekmen et al., 2013), sehingga jumlah
leukosit yang diperlukan sebagai respon terhadap
kerusakan dan untuk memperbaiki kondisi tersebut
juga akan mengalami penurunan. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Ahmadvand (2016),
yang membuktikan bahwa terjadi penurunan infiltrasi
leukosit pada tubulus ginjal tikus putih yang
mengalami nefrotoksisitas setelah terapi dengan
Carvacrol yang memiliki aktivitas antioksidan yang
dimiliki.

Kesimpulan

Pemberian ellagic acid dan ekstrak buah
delima terstandart 40% ellagic acid berpengaruh
terhadap peningkatan kadar hemoglobin, eritrosit,
PCV dan leukosit pada tikus putih yang mengalami
nefrotoksisitas akibat induksi Gentamisin. Perbaikan
profil darah perifer ini mengindikasikan terhambatnya
kerusakan ginjal akibat induksi Gentamisin karena
aktivitas antioksidan dari e/lagic acid maupun ekstrak

delima terstandar 40 % ellagic acid.
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