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Abstract 
Background: Renal is an organ which in high risk to be injured by the toxicity of the drug and chemical component. Renal needs any kind of protection to prevent this thing happened. Sandfish (Holothuria scabra) is one of marine biota that known contains antioxidant substances which has protective effect for body cells. The aim of this study is to evaluate the influence of administration of sandfish (Holothuria scabra) extract to urea and creatinine level in rat (Rattus norvegicus) induced by carbon tetrachloride (CCl4).

Methods: This research was an experimental study using Post Test Only Control Group Design. Fifteen male rats were divided into treatment groups (P1 and P2) and control groups (K+). Group P1, P2, and K+ were inducted by CCl4 10% 1 ml/kgBW IP thrice a week for 5 weeks. On the 5th week, the treatment groups were administrated by sandfish (Holothuria scabra) extract at dose 11 (P1) and 15 mg/200 gramBW (P2).
Result: The mean of ureum and creatinin level in treatment group were lower than the K+ group and there was a significant result (p<0,05) on the ureum and creatinine level in hypotesis test.
Conclusion: Administration of sandfish (Holothuria scabra) extract affected the urea and creatinine level in rat induced by carbon tetrachloride (CCl4).
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Abstrak

Latar Belakang: Ginjal merupakan organ yang beresiko mengalami kerusakan akibat toksiksisitas obat-obatan dan bahan kimiawi. Oleh karena itu, ginjal membutuhkan proteksi untuk mencegah efek tersebut. Teripang pasir (Holothuria scabra) merupakan salah satu hewan laut yang mengandung senyawa antioksidan yang memiliki efek protektif. Penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi karbon tetraklorida (CCl4).
Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan Post Test Only Control Group Design. Lima belas ekor tikus jantan terbagi menjadi kelompok perlakuan (P1 dan P2) dan kelompok kontrol (K+). Kelompok P1, P2, dan K+ diinduksi dengan CCl4 10% 1 ml/kgBB IP tiga kali seminggu selama 5 minggu. Pada minggu ke-5, kelompok perlakuan diberi ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) dengan dosis 11 mg/200 gramBB (P1) dan 15 mg/200 gramBB (P2).
Hasil: Rerata kadar ureum dan kreatinin kelompok perlakuan lebih rendah dibanding kelompok K+ dan terdapat signifikansi (p<0,05) kadar ureum dan kreatinin pada uji hipotesis.
Kesimpulan: Pemberian ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) berpengaruh terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus yang diinduksi karbon tetraklorida (CCl4).

Kata kunci: Teripang pasir, Holothuria scabra, ureum, kreatinin, CCl4
PENDAHULUAN

Ginjal merupakan organ penting yang berfungsi untuk mengeksresikan berbagai sisa metabolik dalam tubuh, termasuk sisa metabolik obat dan racun1. Ginjal sangat beresiko untuk mengalami kerusakan akibat toksisitas obat. Nefrotoksisitas didefinisikan sebagai disfungsi ginjal yang muncul sebagai akibat langsung maupun tidak langsung dari paparan obat-obatan, dan bahan kimia industri atau lingkungan2,3. Obat tertentu dapat menyebabkan kerusakan langsung pada vaskular, tubular, glomerular, dan sel-sel interstisial sehingga secara umum mengakibatkan renal injury4.
Insiden kejadian acute renal injury di rumah sakit yang diakibatkan nefrotoksisitas diperkirakan antara 18 - 40%, sedangkan laporan insiden sebelumnya berkisar antara 17 – 29%. Survey yang dilakukan selama satu tahun dengan total 2.175 kasus acute renal injury, 398 kasus (18,3%) disebabkan oleh penggunaan obat. Antibiotik merupakan obat yang seringkali terkait dengan kasus acute renal injury diikuti dengan penggunaan analgesik, NSAID, dan penggunaan kontras media5.

Sel-sel ginjal memiliki kemampuan untuk memperbaiki dan meregenerasi diri setelah terjadi paparan toksik. Namun, kemampuan tersebut memiliki ambang batas, sehingga jika terjadi paparan toksik yang terus-menerus, maka kerusakan sel ginjal akan terjadi6. Kadar ureum dan kreatinin digunakan sebagai indikator terjadinya kerusakan ginjal dan apabila terjadi kerusakan, kadarnya meningkat melebihi batas normal7. Untuk menghindari efek dari obat dan toksin, perlu adanya tambahan proteksi dari luar seperti bahan alami yang mengandung antioksidan agar mencegah sel-sel tubuh mengalami reaksi oksidatif akibat oksidan yang dihasilkan dari metabolisme obat dan toksin, salah satunya adalah teripang.
Indonesia merupakan Negara kepulauan yang memiliki potensi sumber daya laut yang cukup tinggi. Teripang adalah hewan laut yang paling banyak ditemukan di wilayah Indo-pasifik Barat termasuk Indonesia8. Hasil penelitian menunjukkan senyawa yang terkandung dalam teripang adalah lektin, sterol, saponin/triperten glikosid, protein, kolagen, asam amino, vitamin, mineral, polifenol, flavonoid, serta bahan berguna lainnya9,10. Senyawa yang terkandung dalam teripang pada umumnya sama, hanya persentase antar spesies yang berbeda. Kandungan senyawa teripang pasir (Holothuria scabra), yang bersifat antioksidan adalah vitamin A, C, E, flavonoid dan polifenol, serta glutathione. Senyawa DHA, EPA, dan kondroitin sulfat yang juga terkandung dalam teripang pasir memiliki efek antiinflamasi, sehingga apabila terjadi kerusakan sel akibat toksik maupun radikal bebas, dapat menghindari tingkat keparahan dari kerusakan sel yang terjadi10,11. Teripang pasir diduga memiliki kemampuan untuk mencegah efek nefrotoksisitas yang disebabkan oleh berbagai bahan kimia.
Karbon tetraklorida (CCl4) merupakan salah satu senyawa yang dapat memicu terjadinya reaksi stres oksidatif karena hasil metabolismenya yang bersifat radikal bebas. CCl4 digunakan sebagai induktor kerusakan ginjal, sehingga kerusakan yang ditimbulkan menjadi model kerusakan hepar dan ginjal12,13. Terkait bahaya yang ditimbulkan oleh bahan atau zat yang bersifat nefrotoksik, maka perlu dilakukan penelitian mengenai potensi efek protektif yang dapat diperoleh dari teripang pasir (Holothuria scabra).

METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian ini merupakan suatu penelitian eksperimental murni laboratoris dengan desain penelitian post test only control group. Penelitian ini melibatkan dua kelompok subjek, yaitu kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Mataram selama 2 bulan.
Hewan coba pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) galur Wistar jantan usia 3 – 5 bulan, dengan berat badan sekitar 250 – 350 gram dan dalam kondisi sehat. Setelah aklimatisasi selama 7 hari, sejumlah 15 ekor hewan coba terbagi menjadi 3 kelompok, yaitu: 
Perlakuan 1 (P1): CCl4 10% 1ml/kgBB IP + Ekstrak teripang pasir 11 mg/200 gramBB

Perlakuan 2 (P2) : CCl4 10% 1ml/kgBB IP + Ekstrak teripang pasir 15 mg/200 gramBB

Kontrol positif (K+) : CCl4 10% 1ml/kgBB IP + CMC 1% 1 ml/kgBB

Hewan coba pada kelompok P1, P2, dan K+ diinduksi kerusakan ginjalnya dengan pemberian CCl4 1 ml/kgBB secara intraperitoneal yang diencerkan dengan extra virgin olive oil hingga mencapai konsentrasi 10%. Frekuensi pemberian CCl4 3 kali/minggu selama 5 minggu berturut-turut sejak minggu pertama. 
Pada minggu ke-5, hewan coba pada kelompok P1 dan P2 diberi ekstrak etanol (70%) teripang pasir (Holothuria scabra) per oral dengan dosis berturut-turut  11 mg/200 gramBB dan 15 mg/200 gramBB yang dilarutkan dalam CMC 1% sekali sehari selama 4 minggu. Hewan coba pada kelompok K+ hanya diberi CMC 1% 1 ml/kgBB sekali sehari selama 4 minggu.
Pada hari terakhir minggu ke-8 dilakukan pengambilan sampel darah dari setiap hewan coba masing-masing kelompok secara intrakardiak. Hewan coba sebelumnya dibius menggunakan eter secara inhalasi, kemudian dibedah setelah tidak sadar. Kadar ureum dan kreatinin diukur dengan metode kolorimetri menggunakan alat pemeriksaan kimiawi otomatis (Cobas® c 111) pada laboratorium Hepatika Nusa Tenggara Barat. Data yang didapatkan dianalisis menggunakan piranti lunak komputer dengan uji hipotesis komparasi One-way ANOVA dan uji Kruskall-Wallis. Data-data penelitian yang didapatkan disajikan secara deskriptif dalam bentuk tabel dan narasi.
HASIL DAN PEMBAHASAN

HASIL

Parameter kerusakan ginjal yang digunakan pada penelitian ini adalah kadar ureum dan kreatinin. Hasil pengukuran kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) setelah diberi perlakuan terlihat pada tabel berikut:

Tabel 5.1 Rerata hasil pengukuran kadar ureum dan kreatinin

	Kelompok
	Rerata + SD

	
	Ureum (mg/dL)
	Kreatinin (mg/dL)

	P1
	25,60 + 2,70
	0,24 + 0,05

	P2
	23,20 + 3,27
	0,32 + 0,04

	K+
	32,80 + 1,30
	0,36 + 0,05


Tabel 5.1 menunjukkan bahwa kadar rerata ureum tertinggi didapatkan pada kelompok K+ (32,80 + 1,30) dan terendah didapatkan pada kelompok P2 (23,20 + 3,27). Kadar rerata kreatinin tertinggi didapatkan pada kelompok K+ (0,36 + 0,05) dan terendah didapatkan pada kelompok P1 (0,24 + 0,05). 

Persentase kadar ureum kelompok P1 dan P2 berturut-turut adalah 22% dan 29% lebih rendah dibandingkan kelompok K+. Persentase kadar kreatinin kelompok P1 dan P2 berturut-turut adalah 33% dan 11% lebih rendah dibandingkan kelompok K+.

Berdasarkan hasil uji normalitas, data kadar ureum pada seluruh kelompok terdistribusi normal (p>0.05), sedangkan data kadar kreatinin tidak terdistribusi normal (p<0,05). Oleh karena itu, uji hipotesis yang digunakan adalah uji parametrik dengan menggunakan uji One-way ANOVA untuk kadar ureum dan uji non parametrik menggunakan uji Kruskal-Wallis untuk kadar kreatinin.

Hasil uji One-way ANOVA didapatkan nilai signifikansi 0,01 (p<0,05) yang berarti bahwa pemberian ekstrak teripang pasir memiliki pengaruh yang signifikan terhadap kadar ureum hewan coba. Uji data kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc LSD untuk mengetahui perbedaan kadar ureum yang bermakna antar kelompok penelitian dan didapatkan hasil signifikan pada kelompok P2 dengan K+ (p=0,02).

Hasil uji Kruskal-Wallis didapatkan nilai signifikansi 0,03 (p<0,05) yang berarti bahwa pemberian ekstrak teripang pasir memiliki pengaruh yang signifikan terhadap kadar kreatinin hewan coba. Uji data kemudian dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan kadar kreatinin yang bermakna antar kelompok dan didapatkan hasil signifikan pada kelompok kelompok P1 dengan K+ (p=0,020) dan P1 dengan P2 (p=0,042).
PEMBAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) galur Wistar yang diinduksi CCl4. Hasil dari beberapa penelitian menyatakan bahwa teripang mengandung berbagai senyawa, antara lain vitamin A, C, E, polifenol, flavonoid, glutation, DHA, EPA, dan kondrotin sulfat. Senyawa-senyawa ini diduga dapat berfungsi sebagai antioksidan dan antiinflamasi sehingga dapat melindungi kerusakan sel akibat toksik maupun radikal bebas9-11,14. Penelitian sebelumnya oleh Nurhidayati (2009) menunjukkan bahwa pemberian teripang pasir berpengaruh terhadap penurunan kadar enzim hati tikus yang diinduksi CCl4, namun belum ada penelitian lebih lanjut apakah senyawa yang terkandung dalam teripang pasir tersebut juga berpengaruh terhadap organ lain seperti ginjal. Hal ini kemudian mendasari peneliti untuk melakukan penelitian ini.

Induksi CCl4 merupakan metode yang dilakukan untuk memicu kerusakan ginjal. CCl4 merupakan suatu nefrotoksin kuat yang dapat menyebabkan toksisitas akut dan kronis pada ginjal, oleh karena itu induksi CCl4 digunakan pada penelitian ini untuk melihat potensi senyawa antioksidan yang terkandung dalam teripang pasir15. Parameter yang digunakan untuk mengetahui terjadinya kerusakan ginjal adalah kadar ureum dan kreatinin dalam darah.

Ureum merupakan produk akhir proses katabolisme protein. Proses katabolisme protein membentuk senyawa amonia yang bersifat toksik, yang selanjutnya diubah dalam bentuk tidak toksik berupa ureum. Ureum akan direabsorbsi sebagian pada tubulus kemudian diekskresikan ke dalam urin. Peningkatan kadar ureum dalam darah menunjukkan efektivitas fungsi ginjal yang menurun. Pengukuran kadar ureum masih kurang spesifik dibanding kreatinin sehingga pemeriksaan keduanya selalu dilakukan secara bersamaan16-18.

Kreatinin merupakan hasil akhir metabolisme otot selama kontraksi otot skeletal yang dihasilkan melalui pemecahan kreatinin fosfat. Kreatinin diekskresikan ke dalam urin melalui filtrasi glomerulus dan tidak reabsorbsi oleh tubulus, oleh karena itu pengukuran kreatinin sangat berguna untuk mengetahui fungsi ginjal akibat laju ekskresi yang tetap berbanding lurus dengan laju filtrasinya. Peningkatan kadar kreatinin dalam darah merupakan indikasi terjadinya kerusakan fungsi ginjal16,17,19.

Penelitian oleh Mohamed, et al., (2014) dengan menggunakan CCl4 10% dosis 0,5 ml/kgBB yang diberikan dua kali seminggu selama enam minggu menunjukkan adanya kerusakan ginjal yang ditandai dengan peningkatan kadar ureum dan kreatinin tikus galur Wistar. Penelitian yang dilakukan oleh  Sakr dan Lamfon (2012) juga menunjukkan bahwa terdapat kenaikan ureum dan kreatinin serta perubahan gambaran histopatologi ginjal pada tikus yang diinduksi CCl4 10% dosis 1 ml/kgBB secara intraperitoneal selama 6 minggu dibandingkan dengan kelompok perlakuan20,21.

Kadar ureum normal pada tikus jantan galur Wistar adalah 12,3 – 24,6 mg/dL22. Rerata kadar ureum dalam penelitian ini mengalami peningkatan pada kelompok P1 dan K+, sedangkan rerata kadar ureum pada kelompok P2 terdapat dalam rentang normal. Rerata kadar kreatinin seluruh kelompok pada penelitian ini menunjukkan nilai normal. Hal ini mengacu pada kadar kreatinin normal tikus jantan yang berkisar 0,2 – 0,5 mg/dL22.

Peningkatan kadar ureum dalam darah dapat dipengaruhi oleh peningkatan produksi atau penurunan ekskresi dari ureum. Peningkatan produksi ureum dipengaruhi oleh asupan protein yang meningkat atau proses katabolisme yang meningkat. Penurunan ekskresi ureum disebabkan oleh penurunan fungsi ginjal akibat kerusakan struktur ginjal seperti iskemia tubulus ataupun nekrosis tubulus. Hal ini dapat disebabkan oleh stres oksidatif pada tubulus akibat radikal bebas yang pada penelitian ini dihasilkan oleh CCl411,21,23. Perbedaan hasil antara rerata kadar ureum yang mengalami peningkatan dan rerata kadar kreatinin yang masih dalam batas normal belum dapat memastikan kerusakan ginjal yang terjadi. Keadaan ini dapat dipengaruhi oleh detoksifikasi CCl4 oleh hepar atau regenerasi ginjal pada fase recovery.

Detoksifikasi CCl4 terjadi karena absorbsi CCl4 pada injeksi intraperitoneal oleh vena mesenterika yang berlanjut menuju vena porta hepatica dan masuk ke hepar. CCl4 di hepar akan mengalami proses detoksifikasi, sehingga jumlahnya mengalami penurunan. CCl4 selanjutnya masuk ke jantung melalui vena cava inferior, dan kemudian masuk ke paru melalui arteri pulmonalis. Setelah itu, CCl4 kembali ke jantung untuk dipompakan menuju ginjal melalui aorta desenden pars abdominalis dan arteri renalis dextra dan sinistra24,25.

Induksi CCl4 yang berlangsung selama 5 minggu dan kemudian dihentikan untuk pemberian ekstrak memungkinkan terjadinya proses regenerasi pada ginjal setelah terjadinya pajanan. Rangkaian klinis terjadinya kerusakan ginjal terbagi menjadi tiga fase, yaitu fase inisiasi, fase maintenance, dan fase recovery26.

Fase inisiasi adalah waktu dimana onset terjadinya iskemia, pajanan toksik, atau pemicu lainnya hingga dapat menimbulkan kerusakan. Fase maintenance adalah fase yang ditandai dengan penurunan GFR, peningkatan metabolit urea, asam urat, dan kreatinin di dalam darah, edema, hingga dapat terjadi fase uremia, serta gangguan elektrolit. Fase recovery adalah periode dimana terjadinya perbaikan jaringan ginjal yang ditandai dengan penurunan kadar kreatinin perlahan, peningkatan GFR dan ouput urin yang menandai adanya perbaikan nefron. Namun pada fase ini kadar ureum maupun kreatinin dan metabolit lainnya masih dapat meningkat akibat terjadinya diuresis sebelum seluruh fungsi berubah menjadi normal26. Fase recovery ini diduga menunjukkan keadaan yang terjadi pada ginjal tikus dalam penelitian ini. Selain itu, kadar ureum yang meningkat juga dapat dipengaruhi oleh diet dan beberapa keadaan seperti, dehidrasi, syok maupun stres23.

Regenerasi struktur ginjal pada fase recovery dapat dibandingkan antara kelompok kontrol dan perlakuan yang diberi ekstrak teripang pasir berdasarkan kadar ureum dan kreatinin. Rerata kadar ureum kelompok P2 yang terdapat dalam rentang normal serta rerata P1 yang lebih rendah dibanding K+ dapat dipengaruhi oleh pemberian ekstrak teripang pasir. Hasil uji statistik One-way ANOVA yang signifikan (p=0,01) kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc yang menunjukkan signifikansi antara kelompok P2 dengan K+ yang berarti bahwa terdapat efek pemberian ekstrak teripang pasir terhadap penurunan kadar ureum pada kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol. Efek pemberian ekstrak teripang pasir juga terlihat pada kadar kreatinin karena didapatkan nilai yang signifikan pada hasil uji Kruskall-Wallis (p=0,03). Hal ini terlihat pada uji post hoc bahwa kelompok P1 signifikan terhadap kelompok P2 dan K+.

Penelitian yang dilakukan oleh Dakrory et al. (2014) menunjukkan bahwa teripang memiliki efek protektif dan kuratif. Pemberian teripang pre atau post induksi menyebabkan penurunan level ureum dan kreatinin yang signifikan, proses recovery yang efisien membuat teripang memiliki efek terapeutik terhadap nefrotoksisitas11.

Teripang pasir mengandung beberapa senyawa antioksidan seperti vitamin C dan E, flavonoid, dan polifenol. Vitamin C mendonorkan elektronnya untuk mencegah senyawa-senyawa lain agar tidak teroksidasi. Vitamin E penting untuk melindungi membran sel yang kaya akan asam lemak tidak jenuh ganda dari kerusakan akibat oksidan. Penelitian oleh Ghiasvand et al. (2010) menemukan bahwa pemberian vitamin E dapat mereduksi peroksidasi lipid dengan memberikan atom hidrogennya pada radikal bebas sehingga radikal tersebut menjadi tidak aktif27.
Flavonoid yang berperan sebagai antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya, berada dalam bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) atau dalam bentuk bebas yang disebut aglikon28. Polifenol dapat menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas, dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas29. 

Peneliti menduga telah terjadi proses regenerasi pada sel pada nefron ginjal yang telah terpapar radikal bebas. Proses ini dapat dipercepat dengan adanya antioksidan dalam teripang pasir yang dapat terlihat pada hasil dimana kadar ureum dan kreatinin kelompok perlakuan lebih rendah dari kelompok kontrol. Penelitian ini membuktikan bahwa pemberian ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) berpengaruh terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) galur Wistar yang diinduksi CCl4, sehingga esktrak teripang pasir dapat dipertimbangkan untuk digunakan sebagai nefroprotektor.
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) memiliki pengaruh yang signifikan terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) galur Wistar yang diinduksi karbon tetraklorida (CCl4). Terdapat perbedaan yang signifikan pada pemberian ekstrak teripang pasir dosis 15 mg/200 gramBB terhadap kadar ureum tikus yang diinduksi CCl4 dan dosis 11 mg/200 gramBB terhadap kadar kreatinin tikus yang diinduksi CCl4. Perbedaan yang signifikan juga didapatkan antara kadar kreatinin tikus yang diberi ekstrak teripang pasir dosis 15 mg/200 gramBB dan 11 mg/200 gramBB.
SARAN
Berdasarkan hasil penelitian pengaruh pemberian ekstrak teripang pasir (Holothuria scabra) terhadap kadar ureum dan kreatinin tikus (Rattus norvegicus) galur Wistar yang diinduksi CCl4, maka dapat disarankan:

1. Meningkatkan kualitas perawatan hewan coba penelitian dengan memperhatikan faktor higienitas makanan, kebersihan kandang, dan suhu yang optimal, sehingga resiko infeksi dan stres pada hewan coba dapat diminimalisir.

2. Diperlukan penelitian dengan melakukan uji berseri sebelum dan setelah induksi CCl4, sebelum dilakukannya perlakuan untuk memastikan kerusakan ginjal yang terjadi.

3. Diperlukan penelitian dengan menggunakan konsentrasi CCl4 yang lebih tinggi dari 10% atau dosis yang lebih besar dari 1 ml/kgBB untuk induksi kerusakan gunjal.

4. Diperlukan penelitian lanjutan mengenai kandungan antioksidan serta efek ekstrak teripang pasir terhadap parameter ginjal lainnya.
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