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Abstrak

Kacang kedelai (Glycine max L. Merr) memiliki kemampuan untuk mencegah terjadinya kerusakan
ginjal akibat keracunan diazinon karena mengandung tannin, proanthocyanidin, dan isoflavonoid. Tujuan
penelitian ini untuk membuktikan efek pemberian tepung kedelai sebagai nefroprotektor terhadap tikus yang
diinduksi diazinon. Penelitian dilakukan di Laboratorium Fisiologi dan Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Jember, pada bulan Oktober-Desember 2017. Sebanyak 25 tikus wistar jantan usia 12-15 minggu
diacak dan dibagi menjadi 5 kelompok, kelompok kontrol normal (K1) yang diberikan normal salin selama
28 hari, kelompok kontrol negatif (K2) yang diberikan normal salin 28 hari dan diazinon selama 5 hari.
Kelompok perlakuan yang diberikan larutan tepung kedelai dengan dosis masing-masing (K3) 1 g/10mL,
(K4) 1,6 g/10mL, dan (K5) 2 g/10mL selama 28 hari, dilanjutkan diazinon 40 mg/kgBB selama 5 hari. Tikus
disakrifasi menggunakan eter kemudian diambil organ ginjal dan dibuat preparat histopatologi yang diwarnai
Hematoksilin-Eosin. Pengamatan berat ringan kerusakan ginjal dinilai berdasarkan skoring yang dikonversi
menjadi data interval menggunakan method of successive interval (MSI). Kelompok K1 memiliki rata-rata
skor histopatologi terendah yaitu 2,427+0,191, sedangkan rata-rata skor histopatologi tertinggi di kelompok
K2 4,272+0,221. Kelompok perlakuan dengan rata-rata skor histopatologi terendah berada pada kelompok
K5 yaitu 2,875+0,211. Terdapat perbedaan signifikan terhadap rata-rata skor histopatologi ginjal tikus
antarkelompok (Tukey HSD, p<0,05). Penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian tepung kedelai dapat
memberikan efek proteksi terhadap toksisitas diazinon yang dikonfirmasi melalui pemeriksaan histopatologi.
Kata kunci: tepung kedelai, diazinon, tikus wistar, kerusakan ginjal.

The Effect of Soybean Flour Administration to Renal Histopathology of
Diazinon-Induced Wistar Rats

Abstract

Soybean (Glycine max L. Merr) has the ability to prevent renal injury due to diazinon intoxication
which contains tannin, proanthocyanidin, and isoflavonoid. This study was intended to prove the effect of
soybean flour administration as nephroprotective agent on diazinon induced rats. This study was conducted
at Physiology and Pharmacology Laboratory, Faculty of Medicine Universitas Jember on October-December
2017. A total of 25 male wistar rats, aged 12 — 15 months were randomized and divided into 5 groups, normal
control group (C1) which was given normal saline solution for 28 days, negative control group (C2) which was
given diazinon for 5 days and normal saline solution for 28 days. The treated group was given soybean flour
solution with 3 different dosages, 1g/10 ml (C3), 1.5 g/10 ml (C4), and 2g/10 ml (C5) for 28 days, continued
with diazinon administration of 40 mg/kg for 5 days. Rats euthanasia were done using ether, followed by
kidney extraction and its histopathology preparation stained by Hematoxylin Eosin. The observation of
renal injury severity was assessed by a scoring converted into interval data by using method of successive
internal (MSI). C1 group had the lowest mean histopathology score 2.427+0.191 whereas the highest mean
histopathology score was on group C2 4.272+0.221. The treated group with the lowest mean histopathology
score was on group C5 2.875+0.211. There was a significant difference of mean kidney histopathological
scores between groups (Turkey HSD, p<0.05). This study shows that administration of soybean flour can have
a nephroprotective effect from diazinon toxicity which is confirmed by histopathologic examination.
Keywords: soybean flour, diazinon, wistar rats, renal injury.
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Pendahuluan

Di Indonesia permintaan pasar akan
kebutuhan pangan yang berasal dari lahan
pertanian semakin meningkat. Hal ini dapat dilihat
dari tingkat konsumsi beras nasional dari tahun
ke tahun semakin meningkat pesat." Penggunaan
pestisida menjadi salah satu pilihan petani untuk
meningkatkan  produktivitas mereka dalam
menghadapi permintaan pasar yang semakin
meningkat.2 Penggunaan pestisida tidak bisa lepas
dari risiko terjadinya keracunan, terutama para
petani yang mengalami kontak langsung dengan
pestisida. Menurut data Badan Pengawas Obat dan
Makanan (BPOM), ada 528 kasus kasus keracunan
pestisida di Indonesia pada tahun 2016.3

Pestisida yang sering digunakan di Indonesia
ialah jenis organofosfat. Diazinon adalah insektisida
jenis organofosfat yang bekerja menghambat enzim
asetilkolinestrase (AchE). Tanpa enzim AchE,
asetilkolin (Ach) akan menumpuk di dalam celah
sinaps yang dapat menyebabkan inkoordinasi,
konvulsi, dan kematian pada hama serangga.*
Pada tahun 2004 di Amerika penjualan diazinon
telah dilarang oleh United States Environmental
Protection Agency (US EPA) karena dapat
membahayakan kesehatan manusia,® namun di
Indonesia penggunaan diazinon masih belum
dilarang. Selain memiliki efek neurotoksik diazinon
juga dapat merusak sel melalui mekanisme oksidasi
lemak. Sifat prooksidan dan lipofilik serta metabolit
aktifnya dengan mudah menurunkan antioksidan
dalam tubuh manusia dan menimbulkan kondisi
stres oksidatif yang merupakan kondisi ideal bagi
terjadinya oksidiasi lemak.%”

Kasus keracunan diazinon berhubungan
erat dengan terjadinya kerusakan ginjal. Cakici
dan Akat® membuktikan bahwa hewan coba yang
diinduksi diazinon mengalami perubahan patologis
struktur histologi organ hati dan ginjal. Hal ini
karena diazinon dan metabolit aktifnya hanya dapat
diekskresi lewat sistem urin, sehingga berpotensi
merusak organ ginjal.®

Kerusakan ginjal akibat penggunaan pestisida
diazinon dapat-dicegah dengan zat nefroprotektor.
Salah satunya adalah nefroprotektor yang bersifat
antioksidan karena mekanisme toksik terjadi akibat
stres oksidatif yang merusak ginjal. Senyawa fenol
dapat bertindak sebagai nefroprotektor yang dapat
mencegah terjadinya kerusakan ginjal akibat stres
oksidatif karena memiliki aktifitas antimutagen atau
antioksidan.’® Kacang kedelai (Glycine max (L.)
Merr.) dan produk turunannya memiliki kandungan
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senyawa fenol yang sangat baik." Produk turunan
kacang kedelai yang memiliki aktivitas antioksidan
paling tinggi ialah tepung kedelai.’? Penelitian ini
bertujuan untuk membuktikan efek pemberian
tepung kedelai sebagai nefroprotektor terhadap
tikus yang diinduksi diazinon. Untuk mengamati
kerusakan ginjal dilakukan pemeriksaan
histopatologi yang merupakan golden standard
untuk diagnosis, prognosis, dan panduan terapi
berbagai penyakit pada ginjal.”

Metode

Jenis rancangan yang digunakan dalam
penelitian ini ialah post test only control group
design. Penelitian ini menggunakan 25 ekor tikus
wistar jantan (Rattus novergicus) berusia 12-
15 minggu dengan berat badan 150-300 gram.
Selama penelitian berlangsung tikus dirawat dan
diberi perlakuan di Laboratorium Fisiologi dan
Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas
Jember. Tikus wistar jantan diacak dan dibagi
menjadi 5 kelompok, yakni kelompok kontrol
normal (K1), kelompok kontrol negatif (K2),
kelompok perlakuan 1 (K3), kelompok perlakuan
2 (K4), dan kelompok perlakuan 3 (K5). Kelompok
K1 dan K2 diberikan normal salin 2 kali sehari
sebanyak 5 mL selama 28 hari. Untuk kelompok
K2 setelah diberikan normal salin selama 28 hari,
dilakukan pemberian diazinon dengan dosis 40
mg/kgBB selama 5 hari."* Kelompok K3, K4, dan
K5 diberikan larutan tepung kedelai dengan dosis
masing-masing masing 1 g/10mL, 1,5 g/10mL, dan
2 g/10mL selama 28 hari. Setelah diberikan larutan
tepung kedelai, dilanjutkan dengan pemberian
diazinon dengan dosis 40 mg/kgBB selama 5 hari.
Semua perlakuan pada hewan coba dilakukan
secara oral menggunakan sonde lambung. Setelah
selesai seluruh perlakuan, hewan coba diterminasi
menggunakan eter dan dilakukan laparotomi untuk
mengambil organ ginjal. Ginjal selanjutnya difiksasi
dalam formalin 10% dan dilakukan pembuatan
preparat histopatologi dengan teknik pewarnaan
Hematoksilin-Eosin. Pengamatan histopatologi
dilakukan oleh dua orang pengamat dengan metode
double blind. Preparat histopatologi ginjal tikus
diamati dengan perbesaran 400x, masing-masing
preparat diambil 5 lapang pandang secara acak
untuk diamati struktur mikroanatominya. Metode
skoring histopatologi ginjal yang digunakan dalam
penelitian ini berdasarkan penelitian Anggraini.’®
Nilai masing-masing skor histopatologi ginjal dapat
dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Skoring histopatologi ginjal

Skor Kriteria Kerusakan

1 Tidak terjadi kerusakan jaringan ginjal (pelebaran lumen tubulus,
akumulasi sel-sel debris dalam lumen, vakuolisasi lumen tubulus,
pelebaran ruang bowman, degenerasi, hiperplasia, kariomegali, dan
benda-benda inklusi).

2 Bila ditemukan 1-2 kriteria diatas.

3 Bila ditemukan 3-5 kriteria diatas.

4 Bila ditemukan 6-8 kriteria diatas.

Hasil skoring histopatologi ginjal merupakan Hasil

data ordinal. Selanjutnya untuk memudahkan Tingkat kerusakan ginjal tikus terberat terdapat
analisis data dilakukan konversi menjadi data interval di kelompok K2 berupa pelebaran lumen tubulus,
menggunakan method of successive interval (MSI)'. vakuolisasi, pelebaran ruang bowmen, akumulasi
Analisis data dalam penelitian ini menggunakan uji sel-sel debris dan hiperplasia (Gambar 1).

One Way Anova dengan nilai p=0,05.

Gambar 1. Gambaran Histopatologi Ginjal Tikus Kelompok K1, K2, K3, K4, dan K5
< Pelebaran lumen tubulus Vakuolisas Degenerasi Hiperplasia
<“—— Akumulasi sel-sel debris “4— Kariomegali <4— Pelebaran ruang bowman
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Berdasarkan data rata-rata skoring
histopatologi ginjal yang tersaji dalam Tabel
2, diketahui bahwa terdapat perbedaan rata-
rata derajat kerusakan jaringan ginjal hewan
coba. Semakin tinggi nilainya semakin berat
pula kerusakan jaringan ginjal yang terjadi. Nilai
histopatologi ginjal tikus terendah berada pada
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kelompok K1 yaitu 2,427+0,191, sedangkan rata-
rata skoring histopatologi ginjal tikus tertinggi
berada pada kelompok K2 vyaitu 4,272+0,221.
Kelompok perlakuan dengan rata-rata skoring
histopatologi terendah berada pada kelompok
K5 yang diberikan tepung kedelai dosis 2 g/10mL
yaitu 2,87510,211.

Tabel 2. Rata-rata Skoring Histopatologi Ginjal Tikus

Rata-rata skoring Histopatologi Ginjal

Tabel

Kelompok Tikus (Rata-rata * Standar Deviasi) (n=5)

Kontrol normal (K1) 2,427+0,191

Kontrol negatif (K2) 4,272+0,221

Tepung kedelai 1 g/ 10 mL (K3) 3,468+0,318

Tepung kedelai 1,5 g/ 10 mL (K3) 3,227+0,271

Tepung kedelai 2 g/ 10 mL (K3) 2,875+0,211
2 menunjukkan hasil analisis data diinduksi diazinon terdapat perbedaan nilai
menggunakan uji One Way Anova. Dari hasil uji skoring histopatologi yang bermakna. Hal ini

One Way Anova didapatkan adanya perbedaan
yang signifikan pada minimal dua kelompok yang
dibandingkan (p <0,05). Setelah dilakukan uji One
Way ANOVA kemudian dilanjutkan dengan uji post
hoc Tukey HSD untuk mengetahui nilai signifikansi
antar kelompok. Hasil uji post hoc Tukey HSD
p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan signifikan
terhadap rata-rata skoring histopatologi ginjal tikus
antarkelompok yang dibandingkan. Kelompok K1
menunjukkan perbedaan yang signifikan ketika
dibandingkan dengan kelompok K2, K3, dan K4,
tetapi tidak signifikan ketika dibandingkan dengan
kelompok K5 (p=0,064). Kelompok K2 menunjukkan
perbedaan yang signifikan ketika dibandingkan
dengan semua kelompok. Kelompok K3 menunjukkan
perbedaan yang signifikan ketika dibandingkan
dengan kelompok K1, K2, dan K5, tetapi ketika
dibandingkan dengan kelompok K4 tidak terdapat
perbedaan yang signifikan (p=0,546). Kelompok
K4 menunjukkan perbedaan yang signifikan ketika
dibandingkan dengan kelompok K1 dan K2, tetapi
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan ketika
dibandingkan dengan kelompok K3 (p=0,546) dan K5
(p=0,201). Kelompok K5 menunjukkan perbedaan
yang signifikan ketika dibandingkan dengan kelompok
K2 dan K3, tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan ketika dibandingkan dengan kelompok K1
(p=0,064) dan K4 (p=0,201).

Diskusi
Dari hasil pengamatan yang dilakukan pada
kelompok kontrol normal dan kelompok yang
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membuktikan bahwa pemberian diazinon secara
oral dengan dosis 40 mg/kgBB selama 5 hari
dapat menimbulkan kerusakan pada jaringan ginjal
tikus. Temuan ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Shah dan Igbal” bahwa, kerusakan
ginjal terjadi pada tikus yang diberikan diazinon
dengan dosis 10 mg/kgBB, 15 mg/kgBB, dan 30
mg/kgBB secara oral selama 8 minggu ditinjau
dari kadar blood urea nitrogen (BUN) dan kreatinin
serum. Menurut Caillas et al'” peningkatan kadar
BUN dan kreatinin serum mengindikasikan adanya
kerusakan pada jaringan ginjal yang terkonfirmasi
menggunakan pemeriksaan histopatologi. Diazinon
setelah masuk ke dalam tubuh akan dimetabolisme
di dalam hepar menjadi bentuk metabolit aktifnya
yaitu diazoxon yang memiliki sifat prooksidan dan
efek menghambat enzim AchE jauh lebih kuat
daripada diazinon itu sendiri.'® Efek penghambatan
pada enzim AchE akan menimbulkan penumpukan
Ach dalam tubuh, sehingga Ach akan menstimulasi
pembentukan NO." Kadar NO yang tidak terkontrol
akan menimbulkan penurunan kadar glutathione
(GSH) yang berfungsi sebagai antioksidan alami
dalam tubuh, sehingga menimbulkan kondisi stres
oksidatif dan memicu pembentukan senyawa
dan ion radikal.?® Senyawa dan ion radikal yang
diproduksi dikombinasikan dengan sifat diazoxon
yang prooksidan dapat menimbulkan kerusakan
jaringan ginjal yang lebih luas melalui mekanisme
lipid peroksidasi. Kerusakan jaringan ginjal yang
terjadi akibat induksi diazinon berupa pelebaran
lumen tubulus, akumulasi sel-sel debris dalam
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lumen tubulus, vakuolisasi lumen tubulus,
pelebaran ruang bowman, degenerasi, hiperplasia,
dan kariomegali.?!

Hasil penilaian pada kelompok perlakuan
menunjukkan terjadi penurunan rata-rata skoring
histopatologi ginjal yang diberikan beberapa
dosis tepung kedelai (1 g/10mL, 1,5 g/10mL dan
2 g/10mL), jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif. Temuan ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Ebuehi dan
Okafor?? yang membuktikan bahwa pemberian roti
yang terbuat dari tepung terigu dan tepung kedelai
dengan perbandingan 60:40% dapat mencegah
terjadinya kerusakan ginjal akibat stres oksidatif
ditinjau dari penurunan kadar BUN dan kreatinin
serum tikus yang dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatifnya (roti 100% tepung terigu). Di
antara kelompok perlakuan, kelompok K5 yang
diberikan tepung kedelai dengan dosis tertinggi
yaitu 2 g/10mL, memiliki rata-rata nilai histopatologi
ginjal yang paling rendah. Hal ini menunjukkan
bahwa semakin tinggi dosis pemberian tepung
kedelai, maka semakin tinggi pula efek pencegahan
terhadap kerusakan ginjal tikus. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Haliza et al®
bahwa, kacang kedelai mengandung senyawa
fenol yang merupakan senyawa fitokimia dengan
aktivitas antioksidan atau antimutagen. Senyawa
fenol utama yang ditemukan dalam kacang kedelai
antara lain tanin, proanthocyanidin, dan flavonoid.
Peran utama tanin dalam ROS-scavenging
activity ialah dengan menghambat enzim-
enzim prooksidatif (NOS, xanthine oxidase, dan
lipoxygenase) sehingga proses pembentukan ROS
menjadi terhambat.2?® Peran proanthocyanidin
dalam ROS-scavenging activity salah satunya
ialah dengan menghambat terjadinya peroksidasi
lipid.?” Kandungan utama flavonoid dalam kacang
kedelai ialah golongan isoflavonoid yaitu genistein
dan daidzein yang bersifat antioksidan terhadap
senyawa OH- dan O2-. Selain bersifat antioksidan
terhadap senyawa radikal tertentu isoflavon juga
telah terbukti dapat membantu meningkatkan
aktivitas enzim antioksidan seperti catalase, SOD,
glutation peroksidase (GPx) dan glutation reduktase
(GR), dengan meningkatnya fungsi antioksidan
dalam tubuh akan mencegah terjadinya kondisi
stres oksidatif.?

Kesimpulan

Pemberian tepung kedelai (Glycine max (L.)
Merr.) terbukti dapat mencegah kerusakan pada
jaringan ginjal tikus wistar jantan yang diinduksi
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diazinon 40 mg/kgBB secara oral, ditinjau dari
skoring histopatologi ginjal tikus. Dosis 2 g/ 10
mL memberikan gambaran histopatologi yang
mendekati gambaran histopatologi kelompok
kontrol normal (p=0,06).
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