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RINGKASAN

Tsuraya Haanii Herza Putri. Fakultas Kedokteran, Universitas Islam Malang. Efek
Pemberian Thymoquinone Dan Madecassocide Pada Histologi Glomerulus Dan Sel
Tubulus Ginjal Mencit Yang Diinduksi Rotenone.

Pembimbing 1: Shinta Kusumawati. Pembimbing 2: Arif Yahya

Pendahuluan: Paparan neurotoksin seperti rotenone diketahui dapat menginduksi stres
oksidatif dan kerusakan seluler pada ginjal. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
potensi nefroprotektif dari thymoquinone, madecassoside, serta kombinasinya, terhadap
kerusakan ginjal yang diinduksi rotenone pada mencit, mengingat keterbatasan penelitian
mendalam mengenai efek kombinasi kedua senyawa ini.

Metode: Studi in vivo ini menggunakan 24 mencit jantan Swiss (Mus musculus) yang
dibagi menjadi delapan kelompok, masing-masing terdiri dari tiga mencit. Rotenone 2,5
mg/kg diberikan secara subcutan pada seluruh kelompok kecuali kelompok kontrol negatif.
Pemberian rotenone dilakykan bersamaan dengan pemberian berbagai dosis thymoquinone
(7,5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg), madecassoside (15 mg/kg), atau kombinasinya secara
peroral setiap 48 jam selama 20 hari, setelah periode adaptasi 7 hari. Pramipexole (1 mg/kg)
juga diuji. Efek perlindungan dinilai melalui analisis histologis organ ginjal, termasuk
pengukuran diameter glomerulus dan persentase nekrosis sel tubulus proksimal, dengan
menggunakan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE) dan perangkat lunak Image J. Data
dianalisis secara statistik menggunakan uji ANOVA Welch dan Kruskal-Wallis, diikuti
dengan uji post hoc yang relevan.

Hasil: Analisis histologis menunjukkan bahwa induksi rotenone 2,5 mg/kg tidak
menyebabkan perubahan signifikan pada diameter glomerulus mencit di seluruh kelompok
(p=0.091). Namun, pada persentase nekrosis sel tubulus proksimal, ditemukan perbedaan
signifikan antar kelompok secara keseluruhan. Induksi rotenone berhasil meningkatkan
nekrosis sel tubulus proksimal secara signifikan pada kelompok kontrol positif (KP)
dibandingkan kontrol negatif (p=0.046). Pemberian perlakuan P1 (rotenone 2,5 mg/kg +
Thymoquinone 15 mg/kg), P2 (rotenone 2,5 mg/kg + Madecassocide 15 mg/kg), P3
(rotenone 2,5 mg/kg + thymoquinone 7,5 mg/kg + madecassoside 15 mg/kg), P4 (rotenone
2,5 mg/kg + thymoquinone 10 mg/kg + madecassocide 15 mg/kg), dan P5 (rotenone 2,5
mg/kg + thymoquinone 15 mg/kg + madecassocide 15 mg/kg) secara signifikan
menurunkan persentase nekrosis sel tubulus proksimal dibandingkan dengan kelompok
kontrol positif. Meskipun P1 (p=0.046) dan P3 (p=0.046) menunjukkan efek penurunan
nekrosis yang signifikan, P1 dan P3 belum dapat mengembalikan kondisi sel tubulus
proksimal sepenuhnya ke tingkat normal, masih berbeda signifikan dari kontrol negatif.
Sebaliknya, P6 (rotenone 2,5 mg/kg + pramipexole 2,5 mg/kg) tidak menunjukkan
perbedaan signifikan terhadap kontrol positif (p=0.072).

Kesimpulan: Pemberian rotenone 2,5 mg/kg tidak menyebabkan perubahan diameter
glomerulus. Namun, induksi rotenone berhasil meningkatkan nekrosis sel tubulus
proksimal. Perlakuan dengan Madecassocide dan kombinasinya dengan Madecassoside
secara efektif menurunkan nekrosis tubulus. Thymoquinone tunggal dan kombinasi dosis
rendah juga menunjukkan penurunan nekrosis namun tidak menyentuh persentase batas
normal. Sementara itu, Pramipexole tidak menunjukkan efek signifikan dalam mengurangi
nekrosis tubulus proksimal.
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SUMMARY

Tsuraya Haanii Herza Putri, Faculty of Medicine, Islamic University of Malang.
The Effects of Thymoquinone and Madecassocide Administration on Glomerular
Histology and Kidney Tubule Cells in Rotenone-Induced Mice. Supervisor 1:
Shinta Kusumawati. Supervisor 2: Arif Yahya

Introduction: Exposure to neurotoxins such as rotenone is known to induce
oxidative stress and cellular damage in the kidneys. This study aimed to evaluate
the nephroprotective potential of thymoquinone, madecassoside, and their
combinations against rotenone-induced kidney damage in mice, considering the
limited in research on the effects of combining these two compounds.

Methods: This in vivo study used 24 male Swiss mice (Mus musculus) divided into
eight groups, each consisting of three mice. Rotenone at 2.5 mgkg was
administered subcutaneously to all groups except the negative control group.
Rotenone administration was carried out concurrently with the oral administration
of various doses of thymoquinone (7.5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg), madecassoside
(15 mg/kg), or their combinations every 48 hours for 20 days, following a 7-day
adaptation period. Pramipexole (1 mg/kg) was also tested. The protective effects
were assessed through histological analysis of kidney organs, including the
measurement of glomerular diameter and the percentage of proximal tubular cell
necrosis, using Hematoxylin Eosin (HE) staining and Image J software. Data were
statistically analyzed using Welch's ANOVA and Kruskal-Wallis tests.

Results: Histological analysis showed that rotenone induction at 2.5 mg/kg did not
cause significant changes in the glomerular diameter of mice across all groups
(p=0.091). However, regarding the percentage of tubular cell necrosis, a significant
difference was found among the groups overall. Rotenone induction significantly
increased tubular cell necrosis in the positive control group (KP) compared to the
negative control (p=0.046). Treatment with Pl (rotenone 2.5 mgkg +
Thymoquinone 15 mg/kg), P2 (rotenone 2.5 mg/kg + Madecassoside 15 mg/kg), P3
(rotenone 2.5 mg/kg + thymoquinone 7.5 mg/kg + madecassoside 15 mg/kg), P4
(rotenone 2.5 mg/kg + thymoquinone 10 mg/kg + madecassoside 15 mg/kg), and
PS5 (rotenone 2.5 mg/kg + thymoquinone 15 mg/kg + madecassoside 15 mg/kg)
significantly reduced the percentage of tubular cell necrosis compared to the
positive control group. Although P1 (p=0.046) and P3 (p=0.046) showed a
significant reduction in necrosis, P1 and P3 could not fully restore the tubular cell
condition to normal levels, still differing significantly from the negative control.
Meanwhile, P6 (rotenone 2.5 mg/kg + pramipexole 2.5 mg/kg) showed no
significant difference compared to the positive control (p=0.072).

Conclusion:Rotenone administration at 2.5 mg/kg did not cause changes in
glomerular diameter. However, rotenone induction successfully increased tubular
cell necrosis. Treatment with Madecassoside and its combinations effectively
reduced tubular necrosis. Thymoquinone alone and the low-dose combination also
showed a reduction in necrosis but did not reach normal percentage limits.
Meanwhile, Pramipexole showed no significant effect in reducing tubular necrosis.

Xi
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BAB 1

PENDAHULAN

1.1 Latar Belakang

Studi in vitro oleh Maduro et al., (2020) menyatakan bahwa terdapat
hubungan antara paparan neurotoksin dan resiko kerusakan pada ginjal, pemberian
senyawa neurotoksin dapat memperburuk kondisi pasien dengan gagal ginjal. Salah
satu contoh neurotoksin yang relevan dengan kerusakan ginjal adalah pestisida.
Studi tentang paparan pestisida di Amerika Tengah menyatakan bahwa dalam
beberapa tahun terakhir, telah terjadi peningkatan kasus penyakit ginjal kronis di
kalangan pekerja perkebunan yang tidak disebabkan oleh faktor risiko seperti
diabetes atau hipertensi. Penelitian yang dilakukan di wilayah ini membuktikan
adanya korelasi antara penyakit ginjal dan paparan terhadap pestisida (Valcke et al.,

2017).

Ginjal memegang peranan fundamental dalam menjaga homeostasis
internal tubuh. Di antara fungsi esensialnya adalah mengatur keseimbangan cairan,
elektrolit, dan pH (asam-basa) dalam organisme. Mekanisme operasional ginjal
meliputi filtrasi darah, penyerapan kembali substansi vital yang diperlukan tubuh
seperti air dan elektrolit, serta eliminasi kelebihan zat dalam bentuk urine. Organ
ini tergolong rentan terhadap efek toksik karena menerima sekitar 25 persen dari
curah jantung, yang menyebabkan organ ini mudah terpapar konsentrasi zat kimia
yang signifikan. Sebagai salah satu jalur eliminasi, penggunaan obat yang tidak

sesuai berisiko mengakibatkan insufisiensi ginjal, yang kemudian akan memicu
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peningkatan kadar obat di dalam tubulus proksimal ginjal (Oktaria, 2019). Dalam
penelitian sebelumnya mengenai toksisitas ginjal terhadap merkuri yang dilakukan
oleh (Raeeszadeh et al., 2021) dibuktikan bahwa fokus evaluasi penelitian dengan
konteks nefrotoksik dapat di evaluasi melalui bagian tubulus dan glomerulus. Zat
beracun yang diangkut oleh aliran darah akan terkumpul di ginjal melalui filtrasi di
glomerulus dan berpindah melewati sel-sel tubulus sampai urin terbentuk, sehingga
setiap bagian dari nefron berisiko mengalami dampak negatif dari toksin tersebut

(Rana et al., 2023).

Rotenone digunakan sebagai neurotoksin untuk mencit model Parkinson.
Rotenone merupakan senyawa yang bersifat larut dalam lemak dan umumnya
digunakan sebagai insektisida, termasuk dalam senyawa rotenoid yang merupakan
senyawa sitotoksik alami yang diekstraksi dari tanaman dengan famili
Leguminosae. Beberapa penelitian membuktikan bahwa paparan rotenone erat
dikaitkan dengan penyakit parkinson dan beberapa penyakit neurologis lainnya
(Jiang et al., 2017). Rotenone bekerja dengan cara menghambat kompleks I pada
rantai transpor elektron di mitokondria. Hal ini mengganggu produksi ATP dan
meningkatkan produksi radikal bebas sehingga menyebabkan terjadinya stress
oksidatif yang dapat merusak berbagai komponen sel, termasuk DNA, protein, dan
lipid, yang pada akhirnya dapat menyebabkan disfungsi mitokondria (Betarbet &
Greenamyre, 2008). Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa rotenone dengan
dosis 2 mg/ kg dan 4 mg/kg per hari selama 28 hari dapat menyebabkan toksisitas
pada ginjal yang ditandai dengan peningkatan BUN dan kreatinin, selain itu pada

bagian histologis tampak adanya vakuolisasi sel epitel tubulus (Jiang et al., 2017).
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Mengingat rotenone menginduksi kerusakan seluler melalui mekanisme
stres oksidatif, penting untuk mengeksplorasi senyawa yang dapat memberikan
perlindungan terhadap efek toksik ini. Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa
thymoquinone efektif dalam menetralkan radikal bebas dan sebagai anti-inflamasi
(Shaterzadeh-Yazdi et al., 2018) Thymoquinone diperoleh dari minyak Nigella
sativa, dengan kandungan berkisar antara 0.4% hingga 0.45% dari total minyak.
Thymoquinone meningkatkan kinerja enzim antioksidan seperti superoxide
dismutase dan katalase, serta meningkatkan kadar glutathione, yang membantu
mengurangi stres oksidatif. Selain itu thymoquinone efektif dalam mengurangi
ekspresi molekul pro-inflamasi seperti interleukin-1 (IL-1), IL-6, dan faktor
nekrosis tumor alpha (TNF-o) serta meningkatkan interleukin-10 (IL-10), yang

merupakan salah satu sitokin anti-inflamasi (Ahmad et al., 2013).

Selain thymoquinone, madecassocide juga dinilai sebagai senyawa
potensial untuk mengurangi stress oksidatif. Madecassoside adalah saponin
triterpenoid yang terutama ditemukan pada tanaman Centella asiatica.
Madecassocide secara tradisional telah lama digunakan di India, Malaysia, dan
negara-negara Asia lainnya sebagai obat peningkat daya ingat dalam literatur
Ayurveda, dan telah terbukti memiliki beberapa aktivitas farmakologis pada sistem
saraf pusat. Centella asiatica (termasuk asiaticoside dan madecassoside)
membuktikan aktivitas antiinflamasi dengan menekan mediator inflamasi seperti
NO, PGE2, dan TNF-a Mekanisme ini melibatkan penghambatan jalur pensinyalan
seperti TLR4/MyD88/NF-kB (Bandopadhyay et al., 2023). Penelitian sebelumnya

juga menyebutkan bahwa madecassocide meningkatkan aktivitas enzim
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superoksida dismutase dan glutathione peroxidase di ginjal tikus yang diinduksi

toksisitas doxorubicin (DOX) (Su et al., 2015a).

Meskipun penelitian sebelumnya telah membuktikan potensi thymoquinone
dan madecassoside dalam mengurangi stres oksidatif secara individual, kombinasi
dari kedua senyawa ini dalam konteks nefroprotektif terhadap kerusakan yang

diinduksi oleh rotenone belum diteliti secara mendalam.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Rumusan Masalah Utama

Apakah pemberian kombinasi senyawa aktif thymoquinone, madecassoside dapat
mempengaruhi perubahan diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus

mencit yang diinduksi rotenone?

1.2.2 Rumusan Masalah Khusus

1. Apakah pemberian rotenone menyebabkan diameter pada glomerulus dan
nekrosis pada sel tubulus proksimal ginjal mencit?

2. Apakah pemberian Thymoquinone dapat mempengaruhi perubahan
diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus proksimal ginjal
mencit yang diinduksi oleh rotenone?

3. Apakah pemberian Madecassocide dapat mempengaruhi perubahan
diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus proksimal ginjal
mencit yang diinduksi oleh rotenone?

4. Apakah pemberian kombinasi Madecassocide dan Thymoquinone
mempengaruhi perubahan diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel

tubulus proksimal ginjal mencit yang diinduksi oleh rotenone?
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1.3 Tujuan Penelitian

1.

Mengetahui apakah pemberian rotenone menyebabkan perubahan diameter
pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus proksimal ginjal mencit.
Mengetahui apakah pemberian Thymoquinone dapat mempengaruhi
perubahan diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus
proksimal ginjal mencit yang diinduksi oleh rotenone.

Mengetahui apakah pemberian Madecassoside dapat mempengaruhi
perubahan diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel tubulus
proksimal ginjal mencit yang diinduksi oleh rotenone.

Mengetahui apakah kombinasi Madecassoside dan Thymoquinone
mempengaruhi perubahan diameter pada glomerulus dan nekrosis pada sel

tubulus proksimal ginjal mencit yang diinduksi oleh rotenone.

1.4 Manfaat

14.1

1.4.2

Manfaat Teori

Sebagai kontribusi literatur ilmiah tentang interaksi tiga senyawa tersebut
dan menyajikan data baru.

Sebagai dasar penelitian di masa depan tentang pengembangan obat herbal.

Manfaat Praktis

Pengembangan thymoquinone dan madecassoside sebagai nefroprotektif
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BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa:

1)

2)

3)

4)

Pemberian rotenone dengan dosis 2,5 mg/kg selama 20 hari dapat
menyebabkan nekrosis pada sel tubulus proksimal meskipun tidak
menyebabkan perubahan diameter glomerulus yang signifikan dengan dosis
dan durasi paparan yang digunakan.

Pemberian thymoquinone dosis 15 mg/kg secara tunggal -efektif
menurunkan persentase nekrosis sel tubulus proksimal namun berbeda
terhadap kelompok sehat, selain itu juga tidak mempengaruhi diameter
glomerulus dengan dosis dan durasi paparan yang digunakan.

Pemberian madecassocide dosis 15 mg/kg secara tunggal efektif
menurunkan persentase nekrosis sel tubulus proksimal hingga mencapai
kondisi yang sama dengan kelompok sehat, namun tidak mempengaruhi
diameter glomerulus. dengan dosis dan durasi paparan yang digunakan.
Pemberian kombinasi thymoquinone dengan dosis 10 mg/kg dan 15 mg/kg
dapat menurunkan nekrosis sel tubulus proksimal hingga tidak berbeda
signifikan dengan kelompok normal. Sementara kombinasi dengan dosis 7,5
mg/kg belum mencapai kondisi yang sama dengan kelompok normal.
Seluruh kombinasi tidak menyebabkan perubahan signifikan pada diameter

glomerulus dengan dosis dan durasi paparan yang digunakan.
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7.2. Kelemahan penelitian
1) Jumlah sampel yang terbatas sehingga mempengaruhi kekuatan statistik
sehingga data menjadi lebih rentan terhadap variabilitas pada individu atau

keberadaan outlier pada suatu kelompok.

REPOSITORY

2) Dosis dan durasi paparan belum cukup untuk menyebabkan kerusakan

University of Islam Malang

tahap ahir pada glomerulus
3) Tidak adanya evaluasi ginjal secara menyeluruh melalui biomarker
fungsional ginjal.

4) Keterbatasan cakupan parameter pada penliaian histologi

7.3. Saran

Hal-hal berikut dapat dipertimbangkan sebagai saran untuk penelitian

selanjutnya:

1) Penambahan jumlah sampel dapat dilakukan guna memperkuat kekuatan
statistik

2) Untuk mencapai kerusakan pada glomerulus dosis serta durasi paparan bisa
ditambahkan

3) Menambahkan analisis pengukuran biomarker fungsional ginjal, seperti
kadar kreatinin serum, BUN, atau ekskresi protein urin.

4) Memperluas parameter pengukuran histologi seperti penialian infiltrasi sel

radang.
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