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ABSTRAK

Nama : Shinta Dewi Permata Sari
Program Studi : IImu Biomedik
Judul : Efek pemberian kurkumin dan nanokurkumin pada tikus dengan

nefrotoksisitas yang diinduksi cisplatin melalui jalur ERK1/2.

Nefrotoksisitas merupakan efek samping utama yang membatasi
penggunaan cisplatin sebagai obat anti-tumor. Kurkumin memeliki beberapa
aktivitas farmakologis salah satunya, yaitu sebagai nefroprotektor. Akan tetapi
kurkumin kurang larut di dalam air, sehingga digunakan nanokurkumin yang lebih
mudah larut/terdispersi dalam air. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
efek kurkumin dan nanokurkumin terhadap nefrotoksisitas tikus yang diinduksi
cisplatin melalui jalur ERK1/2. Perlakuan hewan coba dilakukan selama 10 hari,
menggunakan tikus Sprague Dawley yang dibagi menjadi 5 kelompok,(n=6), yaitu
kelompok normal, cisplatin (CIS), Cisplatin + kurkumin 100 mg/kgBB/hari p.o (Cis
+ Kurku100), Cisplatin + nanokurkumin 50 mg/kgBB/hari p.o (Cis + Nanokur50),
Cisplatin + nanokurkumin 100 mg/kgBB/hari p.o (Cis + Nanokur100). Pada hari
ke-7 dilakukan injeksi cisplatin (7 mg/kgBB, i.p) dan 72 jam setelah injeksi
cisplatin dilakukan pengambilan darah dan organ ginjal.

Cisplatin dosis tunggal pada kelompok CIS menyebabkan peningkatan
kadar BUN dan kreatinin dalam plasma, kadar MDA, peningkatan rasio ekspresi
BCL-2/Bax, serta peningkatan rasio ekspresi protein p-ERK/ERK secara
signifikan, dibandingkan kelompok normal. Pemberian kurkumin 100 mg/kgBB
dan nanokurkumin 100 mg/kgBB berperan sebagai antioksidan untuk mencegah
progresifitas nefrotoksisitas akibat cisplatin, dilihat melalui terjadinya penurunan
kadar BUN dan kreatinin dalam plasma, penurunan kadar MDA, dan peningkatan
rasio ekspresi gen BCL-2/Bax secara signifikan dibandingkan kelompok CIS, serta
penurunan rasio ekspresi protein p-ERK/ERK secara signifikan dibandingkan
kelompok CIS. Cisplatin dosis tunggal (7 mg/kgBB) dapat menyebabkan
nefrotoksisitas pada tikus yang menyerupai AKI (Acute Kidney Injury) pada
manusia. Kurkumin 100 mg/kgBB cenderung memiliki efek nefroprotektor yang
lebih baik dalam mencegah progresifitas nefrotoksisitas akibat cisplatin melalui
jalur stress oksidatif dan apoptosis.

Kata kunci: cisplatin, nefrotoksisitas, apoptosis, kurkumin, nanokurkumin.
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ABSTRACT

Name : Shinta Dewi Permata Sari
Study Program : Biomedical Science
Title : The effects of curcumin and nanocurcumin on cisplatin-

induced nephrotoxicity through ERK1/2 pathway in the rat.

Nephrotoxicity is the major limitation for the clinical use of cisplatin as an
antitumor. Curcumin has some pharmacological activity, one of them as
nephroprotector. However, curcumin less soluble in water, so it is used
nanocurcumin which is readily dispersed in aqueous media. The purpose of this
study is to investigate the effects of curcumin and nanocurcumin against ciplatin
induced nephrotoxicity in rats through ERK1/2 pathway. This study conducted for
10 days treatment, five groups (n=6) of male Sprague-Dawley rats were examined:
normal, cisplatin (CIS) 7 mg/kgBW, Cis+curcumin (Cis+Curcul00) 100 mg/kg
BWi/day, Cisplatin+nanocurcumin 50 mg/kg BW/day (Cis+Nanocur50), and
Cisplatin+nanocurcumin 100mg/kg BW/day (Cis+Nanocurl00). After 72 h
following injection cisplatin, specimens were collected. This study resulted a single
dose of cisplatin in CIS group caused a significant increased in plasma BUN,
plasma creatinine, MDA levels, decreased ratio expression of BCL-2/Bax gene, and
increased ratio of p-ERK/ERK as compared to normal group.

Pre-treatment with curcumin 100 mg/kgBW and nanocurcumin (50 and 100
mg/kgBW) acts as an antioxidant to prevent progression of nephrotoxicity cisplatin,
were reduced plasma BUN levels, plasma creatinine levels, MDA levels in kidney,
increased GSH level in kidney, increased ratio expression of BCL-2/Bax gene in
kidney, and decreased ratio of p-ERK/ERK protein in kidney compared with
cisplatin-induced nephrotoxicity rats without treatment. Cisplatin with single dose
(7 mg/kgBW) is able to induced nephrotoxicity in rats that mimicked acute kidney
injury in human. Curcumin 100 mg/kgBW tend to have a better nephroprotector
effect in preventing the progression of cisplatin-induced nephrotoxicity through
oxidative stress pathways and apoptosis.

Keywords: cisplatin, nephrotoxicity, apoptosis, curcumin, nanocurcumin
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Saat ini kanker merupakan penyebab utama kematian di negara-negara maju
dan penyebab kedua kematian di negara-negara berkembang setelah penyakit
jantung.! Jumlah kasus kanker di Indonesia semakin meningkat, hal tersebut dilihat
berdasarkan data Rumah Sakit Kanker Nasional Dharmais (DNCH) yang
menunjukkan bahwa ada peningkatan sekitar 30% kasus kanker dari 1.653 kasus
pada tahun 2003 menjadi 2387 kasus pada tahun 2007.2 Selanjutnya, jumlah ini
meningkat menjadi 3083 pada tahun 2013. Jenis kanker yang paling umum pada
DNCH adalah kanker nasofaring, kanker paru-paru, kanker serviks dan kanker
payudara.® Kemoterapi merupakan salah satu pilihan untuk pengobatan kanker.
Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum [I1]) adalah obat kemoterapi berbasis
platinum yang banyak digunakan untuk mengobati tumor padat dan sudah
digunakan selama lebih dari 30 tahun.* Cisplatin dapat digunakan sebagai obat
tunggal atau sebagai komponen standar kombinasi kemoterapi di beberapa jenis
kanker seperti kanker ovarium dan rahim, kanker testis, kanker leher termasuk
nasofaring, dan kanker paru-paru. Cisplatin masih tergolong obat antikanker yang
poten, sudah lama digunakan, dan harganya relatif murah. Saat ini telah ditemukan
turunan platinum seperti carboplatin dan oxaliplatin, akan tetapi cisplatin masih
memberikan tingkat kelangsungan hidup yang lebih baik di beberapa jenis kanker
seperti kanker paru-paru.® Selain itu, efek anti kanker carboplatin tidak sama untuk
beberapa tipe tumor serta harganya yang relatif lebih mahal dibandingkan
cisplatin.®

Cisplatin memiliki beberapa efek samping diantaranya, yaitu toksisitas
gastrointestinal, ototoksisitas, neurotoksisitas, nefrotoksisitas, hepatotoksisitas,
myelosupresi, rambut rontok, reaksi alergi, mual, dan muntah. Namun, dari
beberapa efek samping tersebut, nefrotoksisitas adalah efek samping utama yang
dapat membatasi penggunaan terapi cisplatin.” Berdasarkan suatu studi, akumulasi
cisplatin paling tinggi ditemukan pada organ hati, ginjal, dan prostat.
Biotransformasi cisplatin di ginjal menghasilkan senyawa yang bersifat toksik

sehingga menyebabkan nefrotoksisitas. Efek toksik terjadi terutama di tubulus
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proksimal ginjal, khususnya di sel epitel tubulus segmen S-3. Efek nefrotoksisitas
akibat cisplatin yang paling parah adalah cedera ginjal akut (AKI) terjadi pada 20-
30% penderita yang diobati dengan cisplatin. Nefrotoksisitas ditemukan pada 28-
36% pasien yang menerima dosis tunggal cisplatin (50 mg/m?).2 Meskipun
nefrotoksisitas bersifat sementara dan tergantung dosis, hal tersebut dapat
menurunkan tingkat filtrasi glomerulus (GFR), yang dapat secara klinis dievaluasi
dari peningkatan serum kreatinin dan penurunan klirens kreatinin.®

Faktor-faktor lain yang diketahui meningkatkan risiko nefrotoksisitas yang
diinduksi cisplatin, yaitu variasi genetik, ras, jenis kelamin, usia, komorbiditas,
merokok, dan hipoalbuminemia.® Sekarang ini cisplatin masih merupakan obat
standar pada DNCH untuk mengobati beberapa jenis kanker seperti kanker
nasofaring, kanker paru-paru dan kanker ovarium. Oleh karena itu, sangat penting
untuk mengetahui kejadian nefrotoksisitas yang diinduki cisplatin, faktor-faktor
yang mempengaruhi hal itu, serta mengetahui mekanisme molekuler terjadinya
nefrotoksisitas akibat cisplatin. Beberapa mekanisme molekuler yang terlibat dalam
terjadinya nefrotoksisitas ciplatin, yaitu inflamasi, stress oksidatif, dan apoptosis.®
Banyak penelitian telah menunjukkan bahwa cisplatin menyebabkan apoptosis
pada sel tubulus ginjal. Apoptosis tersebut terjadi karena adanya peningkatan ROS
(Reactive Oxygen Species) dan stress oksidatif.

Saat ini telah banyak penelitian menggunakan bahan alam yang diketahui
memiliki efek antioksidan dan diharapkan dapat berperan juga sebagai
nefroprotektor. Salah satu bahan alam yang telah banyak diteliti efek
nefroprotektornya adalah kurkumin. Kurkumin merupakan senyawa polifenol
hidrofobik yang berasal dari rimpang herbal Curcuma longa, memiliki berbagai
aktivitas biologis dan farmakologis. Kurkumin memiliki aktivitas antioksidan, anti-
inflamasi, antimikroba, dan anti karsinogenik. Banyak penelitian telah
menunjukkan bahwa kurkumin dapat berperan sebagai hepatoprotektor dan
nefroprotektor,’® supressor trombosis, dan antirematik.}' Antunes et al.'
melaporkan bahwa pemberian kurkumin (8 mg/kg sebelum dan setelah injeksi
cisplatin) memberikan efek perlindungan terhadap nefrotoksisitas yang diinduksi
cisplatin (dievaluasi dengan serum kreatinin dan klirens kreatinin) dan stres
oksidatif (dievaluasi dengan kadar MDA dan GSH) pada tikus.*? Selain itu, Kuhad
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et al.*® merancang pra perlakuan kurkumin selama dua hari dan perlakuan secara
paralel dari 15, 30 dan 60 mg/kgBB kurkumin pada sebuah model hewan dengan
nefrotoksisitas. Kelompok yang mendapat pengobatan cisplatin menerima
kurkumin dengan dosis 60 mg/kgBB menunjukkan fungsi ginjal yang normal
(dievaluasi dengan mengukur kadar urea dan kreatinin), yang berhubungan dengan
penurunan peroksidasi lipid.'® Ueki et al melaporkan bahwa pemberian kurkumin
secara oral dengan dosis 100 mg/kgBB menunjukkan efek nefroprotektor melalui
mekanisme inflamasi yg terlibat dalam patogenesis nefrotoksisitas akibat
cisplatin.'4

Berbagai studi pada hewan coba ataupun pada manusia telah membuktikan
bahwa kurkumin sangat aman bahkan pada dosis yang sangat tinggi. Aktivitas
biologis dan farmakologis dari kurkumin terhalang oleh beberapa sifat kurkumin
yang tidak menguntungkan seperti kelarutannya yang rendah, ketidakstabilan sifat
fisika — kimia nya, bioavailabilitas nya yang rendah, kadar serum yang rendah,
metabolisme yang cepat, distribusi ke jaringan yang terbatas, dan waktu paruh yang
pendek.!* Yang et al. menunjukkan bahwa 10 mg/kg kurkumin diberikan secara
intravena pada tikus menghasilkan kadar kurkumin maksimum dalam serum
sebesar 0.36+0.05 pg/mL, sedangkan dosis kurkumin yang 50 kali lipat lebih tinggi
diberikan secara oral hanya memberikan 0.06+0.01 pg/mL kadar serum maksimum
pada tikus.'® Dosis oral kurkumin 1 g/kg pada tikus menghasilkan kadar maksimum
serum kurkumin sebesar 0.5 pg/mL setelah 45 menit dari pemberian dosis
kurkumin.®

Penelitian terkait nanokurkumin dimulai pada tahun 2005 untuk
meningkatkan farmakokinetik kurkumin, bioavailabilitas sistemik, dan aktivitas
biologis melalui enkapsulasi atau memuat kurkumin dalam bentuk nano
(nanoformulations). Nanokurkumin diharapkan memiliki kelarutan yang lebih baik
daripada kurkumin, memiliki sifat fisiko kimia yang lebih baik seperti ukuran
partikel yang lebih kecil, sehingga diharapkan nanokurkumin dapat berperan secara
efektif dan lebih baik daripada kurkumin sebagai protektor pada nefrotoksisitas

akibat cisplatin.
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1.2 Rumusan Masalah
Telah diketahui bahwa kurkumin memiliki berbagai aktivitas biologis salah
satunya sebagai nefroprotektor, tetapi karena bioavailabilitasnya yang rendah,
hanya sedikit kadarnya yang mencapai organ target, sehingga diperlukan suatu
bentuk sediaan yang dapat meningkatkan bioavailabilitas kurkumin dan sifat
farmakokinetiknya. Bentuk sediaan nanokurkumin diharapkan dapat
meningkatkan bioavailabilitas kurkumin dan sifat farmakokinetiknya, akan tetapi
belum ada penelitian yang membuktikan secara in vivo efek terapi sediaan ini,
khususnya efek protektor terhadap nefrotoksisitas akibat cisplatin. Oleh karena itu
masalah yang terdapat dalam penelitian yang akan dilakukan adalah:
1. Bagaimana efek nefroprotektor nanokurkumin dapat berperan lebih baik
dibandingkan kurkumin terhadap nefrotoksisitas akibat pemberian

cisplatin melalui jalur ERK1/2.

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
1. Mendapatkan pengobatan yang optimal untuk mengatasi nefrotoksisitas

akibat cisplatin.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Membandingkan efek nefroprotektor antara kurkumin 100 mg/kgBB
dengan nanokurkumin 50 mg/kgBB pada parameter penelitian, yaitu kadar
BUN dan kreatinin dalam urin dan plasma, klirens kreatinin, kadar MDA
dan GSH dalam jaringan ginjal, rasio ekspresi protein p-ERK/ERK, dan
rasio ekspresi mMRNA gen BCL-2/Bax dalam jaringan ginjal.

2. Membandingkan efek nefroprotektor antara kurkumin 100 mg/kgBB
dengan nanokurkumin 100 mg/kgBB pada parameter penelitian, yaitu kadar
BUN dan kreatinin dalam urin dan plasma, klirens kreatinin, kadar MDA
dan GSH dalam jaringan ginjal, rasio ekspresi protein p-ERK/ERK, dan
rasio ekspresi mMRNA gen BCL-2/Bax dalam jaringan ginjal.

3. Membandingkan efek nefroprotektor antara nanokurkumin 50 mg/kgBB

dengan nanokurkumin 100 mg/kgBB pada parameter penelitian, yaitu kadar
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BUN dan kreatinin dalam urin dan plasma, klirens kreatinin, kadar MDA
dan GSH dalam jaringan ginjal, rasio ekspresi protein p-ERK/ERK, dan

rasio ekspresi MRNA gen BCL-2/Bax dalam jaringan ginjal.

1.4 Manfaat penelitian

Bagi bidang akademik

Sebagai sarana pendidikan dalam proses melakukan penelitian, melatih cara
berpikir analitik sistemik, dan meningkatkan wawasan pengetahuan
mengenai nefrotoksisitas akibat penggunaan cisplatin.

Bagi bidang pelayanan masyarakat

Hasil penelitian dapat menjadi data dasar untuk mengetahui kegunaan
kurkumin dan nanokurkumin yang banyak di Indonesia sehingga dapat
dijadikan sebagai terapi pencegahan terjadinya nefrotoksisitas akibat
penggunaan cisplatin.

Bagi bidang penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar penelitian selanjutnya,
baik studi in vitro maupun in vivo, pada manusia maupun hewan coba untuk
menilai potensi kurkumin dan nanokurkumin sebagai terapi pencegahan
yang dapat melindungi jaringan ginjal terhadap stress oksidatif, proses
inflamasi dan apoptosis yang merupakan dasar terjadinya efek samping

pada penggunaan cisplatin.
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1.5 Kerangka Teori
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1.6 Kerangka Konsep
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1.7 Hipotesis
Nanokurkumin mempunyai efek nefroprotektor yang lebih baik dibandingkan

kurkumin pada nefrotoksisitas akibat pemberian cisplatin, melalui jalur ERK1/2.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Cisplatin

Cisplatin  (cis-Diamminedichloroplatinum (11)) merupakan senyawa
kompleks anorganik yang terbentuk oleh atom platinum yang dikelilingi oleh atom
klorin (CI) dan amonia pada posisi cis dari bidang horizontal. Studi farmakokinetik
cisplatin pada manusia menunjukkan waktu paruh awal cisplatin adalah 58-73 jam
dan terbentuk ikatan dengan protein secara cepat hingga 90% selama 2 jam.’
Cisplatin digunakan sebagai obat kemoterapi yang sangat efektif. Penggunaan
cisplatin secara Klinis telah disetujui oleh FDA pada bulan Desember 1978. Sejak
itu, penerapan cisplatin telah diperluas ke beberapa jenis kanker dan telah
digunakan baik secara tunggal atau dikombinasikan dengan obat lain, sebagai “first
line” terapi, adjuvant, atau terapi neoadjuvant, serta prosedur lain seperti
pembedahan atau radioterapi. Efek sitotoksik cisplatin terjadi melalui beberapa
mekanisme, termasuk penghambatan sintesis protein, cedera mitokondria, dan
kerusakan DNA, akhirnya menyebabkan aktivasi jalur kematian sel terprogram
pada sel tumor, serta dalam sel tubulus ginjal.'® Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa spesies oksigen reaktif (ROS) atau radikal bebas terlibat dalam

nefrotoksisitas cisplatin.8

Cl.
"’I'I
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Gambar 2.1 Struktur molekul cisplatin.

Aktivitas terapeutik cisplatin tergantung pada dosisnya, tetapi potensi
penggunaan untuk terapinya terbatas terutama karena efek nefrotoksisitas. Selama

beberapa dekade, studi pengukuran kadar cisplatin pada organ target yang berbeda
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telah dilaporkan. Hasil pengukuran kadar cisplatin pada jaringan manusia dari
pasien dengan tumor yang berbeda dan mengalami perlakuan yang berbeda yang
dianalisis dengan X-Ray Fluorescence, yaitu hati, ginjal dan prostat merupakan
organ dengan kadar cisplatin tertinggi. Konsentrasi yang lebih rendah ditemukan
pada kandung kemih, otot, testis, pankreas dan limpa, selanjutnya konsentrasi
terendah terdeteksi di usus, adrenal Kkelenjar, jantung, paru-paru, otak dan
cerebellum.®

Penurunan fungsi ginjal sekitar 25-35% ditemukan pada pasien yang diobati
dengan dosis tunggal cisplatin. Penurunan 20-40% dari filtrasi glomerulus,
peningkatan BUN (darah urea nitrogen), peningkatan konsentrasi serum Kreatinin
serta penurunan kadar magnesium dan kalium dalam serum sering terjadi pada

pasien yang diobati dengan cisplatin.?

2.2 Biotransformasi Cisplatin di Ginjal

Studi pada tikus dan mencit menunjukkan bahwa cisplatin mengalami
aktivasi metabolik di ginjal menghasilkan senyawa toksik. Proses tersebut dimulai
dengan pembentukan konjugat GSH-platinum dalam hati, yang dimediasi oleh
glutathione-S-transferase. Selanjutnya konjugat tersebut ditransport ke luar sel oleh
MRP2 (multidrug resistance-associated protein), kemudian konjugat glutathione
melewati ginjal dan dibelah menjadi konjugat sisteinil-glisin oleh gamma glutamyl
transpeptidase (GGT) dan diekspresikan pada permukaan sel-sel tubulus
proksimal. Konjugat sisteinil-glisin dimetabolisme lebih lanjut menjadi konjugat
sistein oleh aminopeptidase dan diekspresikan pada permukaan sel-sel tubulus
proksimal. Konjugat sistein ditransport ke dalam sel tubulus proksimal kemudian
dimetabolisme lebih lanjut oleh konjugat s-sistein beta-lyase menjadi tiol yang
sangat reaktif. Gangguan pada jalur biotransformasi ini telah diusulkan sebagai
pendekatan untuk mencegah pembentukan metabolit nefrotoksik, sehingga dapat
meminimalkan nefrotoksisitas cisplatin. Hal tersebut telah menunjukkan bahwa
kekurangan GGT pada tikus menyebabkan resistensi terhadap efek nefrotoksik dari

cisplatin.?*
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2.3 Akumulasi Cisplatin di Sel Ginjal

Cisplatin dibersihkan oleh ginjal melalui filtrasi glomerulus dan sekresi
tubular. Selama proses ekskresi, cisplatin terkonsentrasi dan bahkan kadar non
toksik cisplatin dalam darah dapat mencapai kadar toksiknya di ginjal. Telah
dilaporkan bahwa konsentrasi cisplatin dalam sel epitel tubulus ginjal sebesar lima
kali lipat lebih tinggi dibandingkan dalam darah. Efek toksik terjadi terutama di
tubulus proksimal ginjal, khususnya di sel epitel tubulus segmen S-3.*’

Sistem transportasi aktif telah dikaitkan dengan toksisitas cisplatin. Sistem
transport terfasilitasi yang telah dikaitkan dengan nefrotoksisitas cisplatin
dimediasi oleh transporter OCT2 dan Ctrl. Transporter OCT2 diekspesikan sangat
tinggi dalam membran basolateral dari tubulus proksimal dan berpartisipasi
terhadap akumulasi cisplatin dalam ginjal. Ctrl adalah transporter tembaga yang
juga digunakan untuk memediasi serapan cisplatin ke dalam sel mamalia, termasuk
sel-sel kanker ovarium. Ctrl banyak terdapat dalam ginjal orang dewasa dan
terlokalisasi pada membran basolateral dari tubulus proksimal.??

Downregulation dari ekspresi Ctrl dalam sel ginjal secara in vitro dapat
menurunkan baik serapan cisplatin maupun sitotoksisitas. Peran Ctrl pada
nefrotoksisitas cisplatin secara in vivo belum diperiksa. Cisplatin terbukti
menghambat uptake dari substrat OCT2 lainnya. Demikian juga cimetidine sebagai
substrat dari OCT2, mengurangi uptake cisplatin dan sitotoksisitas secara in vitro
serta nefrotoksisitas cisplatin secara in vivo. Dua penelitian terbaru menunjukkan
peranan penting OCT2 dalam memediasi uptake cisplatin ginjal dan toksisitas.
Pertama, knockout gen OCT2 secara signifikan mengurangi ekskresi cisplatin
melalui urin dan nefrotoksisitas. Kedua, single-nucleotide polymorphism (SNP)
pada gen OCT2 (rs316019) dikaitkan dengan penurunan nefrotoksisitas yang

diinduksi cisplatin pada pasien.??
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2.4 Target Selular Cisplatin

Senyawa platinum diyakini memediasi efek sitotoksik melalui interaksi nya
dengan DNA (Gambar 2). Pada lingkungan berair, ligan klorida dari cisplatin
diganti dengan molekul air menghasilkan elektrofil bermuatan positif. Elektrofil ini
bereaksi dengan situs nukleofilik pada makromolekul intraseluler untuk
membentuk adisi protein, DNA, dan RNA. Cisplatin mengikat DNA yang
mengarah pada pembentukan ikatan silang inter dan intra-strand. lkatan silang
antara DNA dan cisplatin mengarah pada penurunan replikasi dan transkripsi,
menghasilkan penghentian/penahanan siklus sel dan akhirnya apoptosis.?2

Cisplati
splatin 1 TNF - &

o TN g

\\b Cisplatin
,], —_— MAPK
PUMA-aJmDD [M.tochondrlal nysfunctlor]

ﬂ'uz:. — 10 p53 i
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Gambar 2.2 Jalur cisplatin menginduksi kematian sel epitel. Cisplatin masuk ke dalam sel epitel
ginjal melalui transporter OCT2. Cisplatin menyebabkan kerusakan DNA inti dan mitokondria, dan
menghasilkan peningkatan produksi ROS yang memicu aktivasi baik jalur mitokondrial maupun
non-mitokondrial dari apoptosis dan nekrosis.

Cisplatin dihidrolisis untuk menghasilkan metabolit bermuatan positif yang
akan terakumulasi dalam mitokondria bermuatan negatif. Dengan demikian,
sensitivitas sel untuk cisplatin tampaknya berkorelasi dengan densitas mitokondria
dan membran potensial mitokondria. DNA mitokondria akan lebih rentan terhadap
kerusakan yang diinduksi cisplatin dibandingkan DNA inti, karena kurang
efisiennya mekanisme DNA repair.?® Pengamatan tersebut menunjukkan bahwa
DNA mitokondria menjadi sasaran penting dalam toksisitas cisplatin. Energetika

mitokondria juga terganggu oleh cisplatin dan dapat menyebabkan nefrotoksisitas.
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Asam lemak merupakan sumber energi utama untuk tubulus proksimal, tempat
utama dari cedera ginjal akibat cisplatin. Cisplatin dapat menghambat oksidasi
asam lemak di ginjal tikus dan di sel tubulus proksimal terkultur melalui reduksi
PPAR-a, dimediasi ekspresi gen yang terlibat dalam pemanfaatan asam lemak
selular. Agonis PPAR-o. mengurangi nefrotoksisitas cisplatin secara in vivo.
Paparan cisplatin pada sel tubulus proksimal terkultur secara in vitro menghambat
kompleks | — 1V rantai respirasi mitokondria dan sebagai hasilnya terjadi penurunan
ATP tingkat intraseluler.* Adanya gangguan pada rantai respirasi mitokondria juga
dapat menyebabkan terjadinya peningkatan ROS, sehingga terjadi kerusakan
mitokondria. Pengobatan dengan cisplatin secara in vivo juga mengakibatkan
disfungsi mitokondria yang dibuktikan dengan penurunan potensial elektrokimia
membran, penurunan jumlah uptake kalsium mitokondria dan penipisan sistem

pertahanan antioksidan mitokondria.?*

2.5 Karakteristik Klinis dari Nefrotoksisitas Cisplatin

Laporan pertama studi nefrotoksisitas pada hewan pada tahun 1971
menunjukkan perubahan histopatologi dari nekrosis tubular akut dengan azotemia.
Pada awal penggunaan cisplatin secara klinis, menunjukkan bahwa cisplatin
bergantung dosis menginduksi gagal ginjal akut pada 14 — 100% pasien dengan
insiden yang bervariasi, dengan dosis komulatif. Timbulnya insufiensi ginjal
dimulai beberapa hari setelah pemberian dosis cisplatin, dilihat melalui peningkatan
konsentrasi serum Kkreatinin dan blood urea nitrogen (BUN). Hipomagnesemia juga
terjadi setelah pemberian dosis berulang dari cisplatin. Perbaikan fungsi ginjal
biasanya terjadi selama periode waktu 2-4 minggu.?® Nefrotoksisitas meningkat
dengan adanya peningkatan dosis dan frekuensi pemberian cisplatin serta adanya
akumulasi dosis cisplatin. Puncak plasma yang tinggi dari cisplatin telah
dihubungkan dengan nefrotoksisitas dan salah satu studi telah menunjukkan laju
filtrasi glomerulus dan konsentrasi magnesium dalam plasma menurun setelah
pemberian dosis cisplatin yang lebih tinggi dari pada 50 mg/m? luas permukaan
badan, tetapi tidak ada perubahan apabila dosisnya dibawah 20 mg/m?.26

Secara umum, munculnya kembali disfungsi ginjal dapat meningkatkan

risiko AKI (acute kidney injury). Pada cisplatin, terdapat keterbatasan data kejadian
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nefrotoksisitas pada populasi dengan penyakit ginjal kronis karena banyak uji yang
tidak mengikutsertakan pasien dengan insufisiensi ginjal. Diabetes menurunkan
risiko nefrotoksisitas cisplatin pada model hewan. Namun studi klinis belum
menemukan dampak diabetes pada nefrotoksisitas pada manusia. Pasien dengan
polimorfisme gen OCT2 yang mengatur transportasi platinum ke sel-sel ginjal,

dapat mengurangi risiko terjadinya nefrotoksisitas.?’

2.5.1 Amifostin, obat sintetik sebagai pelindung ginjal akibat radiasi dan
kemoterapi

Amifostin (WR-2721) merupakan senyawa anorganik thiophosphate, kaya
akan gugus sulfihidril dan memiliki efek sitoprotektif pada jaringan normal tanpa
mengurangi respon anti-tumor. Amifostin merupakan pro-drug yang perlu
diaktivasi terlebih dahulu menjadi metabolit aktif (WR-1065) melalui alkalin
fosfatase terikat membran yang ditemukan pada konsentrasi tinggi pada jaringan
normal. Metabolit aktif tersebut dibersihkan dari plasma dengan kisaran waktu
paruh 1 — 3 menit. Pembuatan amifostin pada awalnya bertujuan sebagai pelindung
kerusakan akibat paparan sinar radiasi dan terbukti dapat melindungi jaringan
normal secara baik, kemudian amifostin dikembangkan untuk digunakan sebagai
pelindung efek toksik kemoterapi seperti cisplatin. Kemampuan amifostin dalam
melindungi jaringan normal dari efek toksik penggunaan cisplatin telah diteliti pada
beberapa macam hewan coba dan pada penderita kanker. Hasil penelitian
membuktikan bahwa amifostin dapat mengurangi efek toksik penggunaan cisplatin
dan waktu optimal pemberian amifostin adalah 30 menit sebelum pemberian terapi
cisplatin.?®

Metabolit amifostin bekerja di dalam tubuh secara selektif, yaitu dengan
selektif bekerja hanya pada sel yang normal dan tidak pada sel kanker. Amifostin
dimetabolisme oleh fosfatase basa menjadi bentuk aktifnya. Fosfatase basa itu
sendiri jumlahnya sangat sedikit pada sel kanker dibandingkan pada sel normal,
sehingga sedikit pula amifostin yang dimetabolisme oleh fosfatase basa menjadi
bentuk aktifnya dalam sel kanker. Akan tetapi ternyata penggunaan amifostin ini
belum terlalu efektif untuk mengurangi efek nefrotoksisitas akibat penggunaan

cisplatin.?®
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2.6 Mekanisme kematian sel pada nefrotoksisitas yang diinduksi cisplatin.

Mekanisme nefrotoksisitas yang diinduksi cisplatin sangatlah kompleks,
melibatkan beberapa jalur sinyal dan molekul. Jalur sinyal yang terlibat dalam
nefrotoksisitas akibat cisplatin adalah jalur ERK (Extracellular Regulatd Kinase).
Aktivasi ERK mengontrol berbagai respon sel, seperti proliferasi, migrasi,
diferensiasi, dan kematian sel. Cisplatin menginduksi dua model kematian sel, yaitu
apoptosis dan nekrosis. Aktivitas ERK dapat mengaktifkan jalur apoptosis melalui
induksi penglepasan sitokrom c dari mitokondria, aktivasi caspase 8, atau aktivasi
caspase 3 yang mengontrol apoptosis pada sel tubulus ginjal. Studi in vitro pada
tahun 1996 menunjukkan bahwa konsentrasi tinggi cisplatin (800 M)
menyebabkan terjadinya nekrosis dalam kultur sel tubulus proksimal ginjal tikus,
sementara konsentrasi yang lebih rendah (8 pM) menyebabkan apoptosis.?®
Nekrosis telah dihubungkan dengan dosis tinggi dari cisplatin, beberapa kerusakan
mitokondria, dan deplesi ATP, sedangkan apoptosis merupakan proses yang
bergantung pada energi ATP selanjutnya dikaitkan dengan perubahan mitokondria
yang disebabkan oleh dosis terapi. Akan tetapi studi secara in vivo menunjukkan
bahwa cisplatin menginduksi kematian sel baik nekrosis maupun apotosis.?

Jalur apoptosis yang berbeda, dipicu oleh cisplatin pada RTEC (Renal
Tubular Epitel Cell). Jalur utama yang dilaporkan, yaitu (a) jalur intrinsik, yang
dipicu oleh mitokondria dan (b) jalur ekstrinsik, yaitu dimediasi oleh reseptor/ligan
TNF (tumor necrosis factor) dan Fas (APO -1 atau CD95) / sistem Fas ligan. Selain
itu, jalur stress retikulum endoplasma (tekanan ER) juga telah ditunjukkan dalam
apoptosis yang diinduksi cisplatin pada RTEC.3 Mekanisme nefrotoksisitas yang
disebabkan oleh cisplatin diringkas dalam Gambar 3.
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Gambar 2.3 Mekanisme nefrotoksisitas yang diinduksi cisplatin melalui jalur
apoptosis intrinsik, apoptosis ekstrinsik, inflamasi, dan jalur retikulum endoplasma
(RE).%0

2.6.1 Jalur apoptosis Mitokondrial (Intrinsik)

Mitokondria merupakan sumber penghasil energi untuk sel, tempat
disintesisnya ATP. Kerusakan mitokondria menyebabkan berbagai gangguan
fungsi mitokondria, misalnya gangguan pada produksi ATP, calcium buffering
capacity dan produksi spesies oksigen reaktif (ROS).3! Mitokondria merupakan
sumber mediator yang penting dalam apoptosis. Berbagai senyawa antikanker
bekerja dengan mengganggu fungsi mitokondria dan menyebabkan apoptosis yang
selektif pada sel kanker. Perubahan fungsi mitokondria sel tumor mengarah pada
kelangsungan hidup sel dan resistensi sel tumor terhadap kemoterapi.?

Paparan cisplatin pada sel epitel ginjal menyebabkan kerusakan
mitokondria pada RTEC (Renal Tubular Epitel Cell) sehingga memicu jalur
apoptosis mitokondrial melalui stimulan yang berbeda, seperti peningkatan

produksi ROS dan aktivasi protein pro-apoptosis (Bax, Bak, PUMA-a). Stres
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oksidatif akibat adanya peningkatan ROS juga terlibat dalam nefrotoksisitas
cisplatin. ROS diproduksi melalui sistem xanthine-xanthine oksidase, mitokondria,
dan NADPH oksidase dalam sel. Cisplatin dapat merusak rantai respirasi
mitokondria serta dapat menurunkan sintesis ATP dan meningkatkan produksi
anion superoksida yang nantinya dapat berubah menjadi radikal hidroksil melalui
reaksi Fenton. Radikal hidroksil merupakan oksidan yang sangat kuat dan induksi
nya telah di demonstrasikan pada ginjal tikus yang diberi pengobatan cisplatin.
Kerusakan oksidatif yang diinduksi oleh cisplatin dihubungkan dengan deplesi
sistem pertahanan antioksidan enzimatik (SOD, katalase, glutation peroksidase,
glutation transferase, dan glutation reduktase) dan non-enzimatik (GSH dan
NADPH) pada ginjal tikus.*®

Berbagai ROS dapat menyebabkan kerusakan lipid yang merupakan
komponen dari membran sel melalui peroksidasi lipid. Selain itu, kerusakan
mitokondria akibat ROS juga menyebabkan terjadinya kerusakan DNA sehingga
terjadi translokasi Bak dari sitosol ke mitokondria dan aktivasi caspase-2 yang
diaktifkan oleh PIDD (Protein Induced Death Domain), sebuah protein p53 yang
diinduksi oleh death domain. Faktor transkripsi p53 mengaktifkan gen pro-
apoptosis yang mengkode Bax, Bak, PUMA-a, dan PIDD. Adanya protein anti-
apoptosis (Bcl-2) menjaga integritas membran mitokondria, mencegah pelepasan
sitokrom ¢ dan translokasi AIF (Apoptosis Inducing Factor) ke inti.3*

Membran mitokondria merupakan target dari ROS yang menyerang protein
dan lipid, terutama anion phospolipid cardiolipin yang berada di IMM (Internal
Membran Mitochondria), sehingga membran mitokondria kehilangan integritasnya
kemudian terjadi penglepasan faktor pro-apoptosis seperti sitokrom ¢, Omi/HtrA2,
dan AIF (Apoptosis Inducing Factor). Sitokrom c¢ akan bermigrasi ke sitosol dan
berikatan dengan Apaf-1 membentuk kompleks apoptosome. Selanjutnya
apoptosome akan mengaktifkan caspase 9 yang diikuti dengan aktifasi caspase 3,
lalu mengaktifkan sinyal apoptosis. AIF adalah sebuah protein yang terletak di
ruang antar membran mitokondria dan terdapat dalam sel epitel ginjal.>® AIF
bertranslokasi ke nukleus ketika membran mitokondria rusak, kemudian memicu
kondensasi kromatin dan fragmen DNA skala besar. AIF mempromosikan

apoptosis tanpa aktivasi caspase. Caspase merupakan keluarga dari protease
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kematian sel yang memainkan peran penting dalam terjadinya apoptosis pada sel
epitel tubular ginjal yang diinduksi cisplatin, baik secara in vitro maupun in vivo.
Aktivasi caspase 3, 8, dan 9 terjadi segera setelah 12 jam pemberian cisplatin pada

sel epitel ginjal secara in vitro.*

2.6.2 Jalur Ekstrinsik bergantung Caspase-8

Jalur apoptosis ekstrinsik diaktifkan jika ligan mengikat death receptor
pada membran sel sitoplasma, merekrut, dan mengaktifkan caspase-8, yang
selanjutnya akan mengaktifkan efektor caspase-3. Cisplatin mengatur ekspresi
sitokin pro-inflamasi TNF-a, yang aktivitasnya terutama dimediasi oleh death
receptor TNFR1 dan TNFR2 yang juga di up-regulasi oleh cisplatin. TNFR1 dapat
langsung menginduksi apoptosis jalur ekstrinsik, sedangkan TNFR2 tidak langsung
menginduksi apoptosis dan nekrosis di RTEC karena TNFR2 tidak memiliki death
domain untuk memicu apoptosis secara langsung. TNFR2 dikaitkan dengan respon
inflamasi, yang menguatkan efek TNFR1.

Cisplatin mengatur sistem reseptor/ligan Fas, keduanya (Fas dan TNFR1)
berinteraksi dengan Fas associated death domain (FADD), yang mengarah pada
aktivasi caspase-8, aktivasi caspase-3, dan kematian sel apoptosis. Telah dilaporkan
bahwa pelemahan nefrotoksisitas ciplatin terjadi pada tikus dengan defisiensi
TNFR1, tikus defisiensi TNF-a, dan tikus defisiensi TNFR2. Hal tersebut juga
menyebutkan bahwa peningkatan produksi ROS dalam mitokondria berperan
dalam apoptosis yang dimediasi TNF-o dan ekspresi Fas-L.*®°

Faktor transkripsi p53 juga mengaktifkan gen yang mengkode Fas, oleh
karena itu p53 memainkan peran penting dalam jalur apoptosis ekstrinsik melalui
Fas / FADD signaling. Selain itu, telah dilaporkan bahwa tikus defisiensi p53 yang
diobati dengan cisplatin memiliki tingkat apoptosis yang lebih rendah pada sel
tubulus ginjal, penurunan kerusakan jaringan ginjal, dan peningkatan fungsi ginjal
dibandingkan dengan hewan jenis wild-type yang diberi cisplatin.®

Jalur death receptor yang dimediasi olen TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand) juga diaktivasi oleh cisplatin, jalur ini selektif
menginduksi apoptosis pada beberapa sel kanker tetapi tidak pada sel normal.
Terdapat lima jenis reseptor TRAIL; namun, sebagian besar sel-sel kanker
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mengaktifkan sinyal melalui DR4 (TRAIL-R1) dan DR5 (TRAIL-R2). Aktivasi
death domain pada reseptor TRAIL menyebabkan aktivasi pro-caspase-8 dan
kemudian aktivasi caspase-3. Pada beberapa jenis sel, sejumlah caspase-8 yang
diaktifkan dengan jalur ini tidak cukup untuk mengaktifkan caspase hilir tapi cukup
untuk membelah Bid, yang kemudian memicu jalur mitokondria. Cisplatin telah
dilaporkan dapat meningkatkan ekspresi DR5, oleh karena itu terjadi potensiasi
apoptosis yang diinduksi TRAIL pada sel kanker prostat dan kanker kolon. Hal
tersebut telah dilaporkan meningkatkan kematian sel yang diinduksi oleh TRAIL
pada karsinoma sel ginjal manusia (ACHN), kanker kandung kemih (T24), kanker
paru-paru (MAC10), dan sel kanker serviks (Hela). Signaling TRAIL telah
dikaitkan dengan aktivitas antitumor dari cisplatin, bukan dengan aksi
nefrotoksiknya.®

2.7 Protein BCI-2 dan Fungsi Mitokondria

BCI-2 merupakan prosurvival factor yang pertama, diekspresikan oleh
folikel sel B-2 limfoma. Semua sel mamalia mengekspresikan protein BCI-2 yang
meregulasi pertumbuhan dan perkembangan (mengacu pada program kematian sel)
sel normal, serta meregulasi apoptosis dalam kondisi patologis yang mengacu pada
catastrophic cell death. Pada sel kanker, keseimbangan homeostasis antara
ketahanan hidup sel dan faktor kematian (death factor) sel cenderung mengarah
pada ketahanan hidup sel, sehingga terjadi proliferasi sel yang cepat dan abnormal.
Selain itu, adanya ekspresi yang berlebihan dari gen anti-apoptosis dan/atau
kurangnya ekspresi dari gen pro-apoptosis dapat memicu pertumbuhan sel kanker.
Pada jaringan normal, ketiadaan protein BCI-2 pro-apoptosis dapat menurunkan
kemampuan hewan untuk bertahan hidup hingga dewasa, khususnya ketika semua
protein BCI-2 pro-apoptosis dieliminasi. Pada kondisi patologis, sinyal sel pro-
apoptosis menyebabkan kematian sel dengan mengganggu keseimbangan antara
protein BCI-2 anti-apoptosis dan pro-apoptosis pada semua jaringan, termasuk
ginjal. Protein BCI-2 juga berperan pada sel sehat dalam morfogenesis, transport
elektron, dinamika mitokondria, dan autophagy, proses yang menentukan vitalitas

(daya hidup) sel dan jika terganggu dapat memicu kematian sel. Selain itu, protein
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BCI-2 memiliki 2 sisi, yaitu sebagai regulator kematian sel dan berperan aktif dalam
fungsi harian yang menjaga kesehatan sel.®®

Keluarga BCI-2 terdiri dari anggota yang saling bertentangan yang
mengatur kelangsungan hidup sel dengan mengantagoniskan satu sama lain.
Anggota keluarga BCI-2 harus memiliki minimal satu domain homologi BCI-2
(disebut sebagai BH domain). Bax (BCL (sel B limfoma)-terkait X)
mempromosikan kematian sel, sedangkan BCI-2 lainnya secara langsung melawan
efek kematian sel dari Bax. Meskipun Bax dan BCI-2 sama-sama memiliki domain
BH-4, hanya domain BH-4 dari BCI-2 yang mendukung sifat anti-apoptosis.
Sebagian protein BCL-2 yang lebih kecil hanya mengandung domain BH-3 dan
bertindak sebagai sensor utama dari stress sel. Secara umum, protein yang hanya
memiliki domain BH-3 memerlukan Bax atau Bak untuk memicu kematian sel.
Akan tetapi kelompok yang hanya memiliki domain BH-3 seperti tBid dan bim,
dapat secara langsung mengaktifkan Bax dan Bak. Berdasarkan penelitian Soriano
dan Scorrano,*® menyatakan bahwa protein BCI-2 anti-apoptosis seperti bcl-xI
berinteraksi dengan bax pada permukaan membran mitokondria, bukan di sitosol,
mencegah penetrasi membran luar dengan cara melepaskan mediator pro-apoptosis.
Meskipun mitokondria dan retikulum endoplasma (RE) mengekspresikan BCI-2,
bax hanya ternetralisasi dengan vektor BCL-2 yang ada di mitokondria. Bax
menjadi bersifat mitotoksik dengan melewati lingkungan hidrofilik dari sitosol dan
bagian membran luar yang bersifat hidrofobik.

Protein BCI-2 selain berperan pada jalur kematian sel yang berpusat pada
permeabilitas membran luar mitokondria, protein BCI-2 juga memberikan efek
yang baik pada fungsi sel yang sehat. Bax merupakan protein yang pertama
diketahui berperan dalam kematian sel, protein yang mempromosikan fusi
mitokondria. Beberapa peneliti berpendapat bahwa sebelum terjadi MPT
(mitochondrial pore transition) dan kematian sel, bax memicu fragmentasi
mitokondria. Sedangkan beberapa peneliti lainnya menyatakan bahwa fragmentasi
hanya meningkatkan efisiensi “bax attack” pada membran luar mitokondria. Insersi
bax ke dalam membran luar mitokondria menyebabkan pelepasan substansi
apoptosis seperti sitokrom ¢, AIF, SMAC, diabalo, dan endonuklease yang berperan

dalam morfologi apoptosis.
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Terdapat beberapa agen kemoterapi yang dapat menyebabkan terjadinya
nefrotoksisitas cedera ginjal akut, salah satunya adalah cisplatin dan gentamisin
yang dapat memicu apoptosis pada sel epitel ginjal melalui peningkatan ROS,
proses stres oksidatif, dan gangguan ekspresi RNA BCL-2. Sel ginjal yang terpapar
cisplatin dikaitkan dengan perubahan rasio Bax:BCL-2, menyebabkan peningkatan
expresi Bax dan penurunan ekspresi BCL-2 yang sebagian dipicu oleh stress
oksidatif.%

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) diketahui terlibat dalam
memediasi kelangsungan hidup sel. Peran ERK menjadi kontroversial, dimana
aktivasinya dapat menghasilkan proliferasi sel dan kematian sel. Suatu penelitian
melaporkan bahwa aktivasi ERK dapat menyebabkan kerusakan DNA, yang
menuju pada siklus sel istirahat (arrest) dan apoptosis. Selain itu, aktivasi ERK
dijadikan sebagai respon terhadap adanya stress RE (Retikulum Endoplasma) yang
menginduksi apoptosis, dimana aktivasinya dapat diinduksi oleh agen sitotoksik.*°

Cisplatin juga mengaktifkan protein MAPK termasuk ERK (Extracellular
signal-regulated kinase), p38, dan JNK (c-Jun N-terminal protein kinase).
Mekanisme cisplatin dalam mengaktifkan MAPK masih belum jelas, adanya
hambatan aktivasi MAPK dapat menghambat progresifitas nefrotoksisitas akibat
cisplatin. ERK diaktivasi oleh sinyal EGFR (Epidermal Growth Factor Reseptor).
Cisplatin juga mengaktivkan EGFR/Src yang dapat memicu aktivasi ERK dan
caspase 3 mengarah pada apoptosis dan terjadinya nefrotoksisitas. P38 dan JNK
diaktivasi oleh berbagai jalur stress seluler termasuk stres oksidatif dan inflamasi.
Aktivasi p38 mengarah pada induksi transkripsional dari TNF-a, berkontribusi
dalam nefrotoksisitas. Masih belum jelas bagaimana JNK berperan dalam
nefrotoksisitas, tetapi penelitian terbaru menyatakan bahwa JNK berperan dalam

respon apoptosis maupun inflamasi.*!

2.7.1 ROS sebagai mediator ERK dalam menginduksi kematian sel

Aktivasi ERK telah dikaitkan dengan kematian sel yang diakibatkan oleh
berbagai senyawa anti-tumor. ERK spesifik phosphatese sangat sensitif terhadap
ROS, sehingga dispekulasikan bahwa aktivasi ERK dikarenakan adanya
peningkatan ROS, mungkin menceminkan tingkat scavenger ROS pada setiap
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model tertentu. Penggunaan inhibitor ROS menunjukkan bahwa aktivasi ERK
membutuhkan produksi ROS untuk menginduksi kematian sel. Beberapa oksidan
kimia, seperti H.O>, peroksinitrit (ONOO) atau NO menginduksi ERK, sedangkan
banyak stimuli/rangsangan yang melibatkan ERK dalam kematian sel, memicu
produksi ROS. Aktivitas ERK juga terlibat dalam aktivasi jalur ekstrinsik dari
apoptosis melalui ligan death receptors, seperti TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand), TNF-a, dan sistem Fas ligan. ROS memediasi aktivasi ERK
berkepanjangan yang mungkin menjadi mekanisme penting dalam melibatkan
fungsi jalur ERK pada kematian sel.*? Jalur ERK berperan utama dalam regulasi
pertumbuhan sel dan diferensiasi sel, menjadi sangat terinduksi aktivasinya sebagai
respon terhadap growth factors dan sitokin. ERK juga diaktivasi oleh beberapa
kondisi seperti stress sel dan cedera oksidan.*

Pada sebagian besar penelitian terkait kematian sel yang diinduksi oleh jalur
ERK, aktivasi ERK biasanya tidak berkepanjangan, ERK dijaga fosoforilasinya
selama 6 sampai 72 jam.** Aktivitas ERK dapat diperpanjang melalui inhibisi
tirosin phosphatase dan DUSP (Dual-specificity phosphatases) oleh ROS, selain itu
ROS dapat menstimulasi jalur ERK melalui aktivasi reseptor tirosin kinase seperti
EGFR. DUSP dapat mendefosforilasi residu threonine dan serin dalam aktivasi
MAPK .44

2.8. Kurkumin

Kurkumin [1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadiene-3,5-dione]
yang disebut juga diferuloylmethane, adalah polifenol alami utama yang ditemukan
dalam rimpang Curcuma longa (kunyit) dan Curcuma spp lainnya. Curcuma longa
telah digunakan secara tradisional di Asia negara sebagai ramuan medis untuk
beberapa penyakit, sebagai antioksidan, anti-inflamasi, antimutagenik,
antimikroba, dan antikanker.*® Selain itu kurkumin juga dapat berperan sebagai
nefroprotektor dan hepatoprotektor.*® Namun, selain kurkumin terdapat komponen
lain dalam Curcuma longa yang disebut kelompok kurkuminoid diantaranya, yaitu
demethoxycurcumin dan bis-demethoxycurcumin. Kurkumin adalah senyawa yang
paling melimpah dari kelompok kurkuminoid (77% dari total berat) dan kandungan

kelompok ini sekitar 5% dari komponen total Curcuma longa.*’ Berdasarkan
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struktur molekulnya, beberapa peneliti telah menyimpulkan bahwa gugus metoksi

pada cincin fenil dari kurkumin penting untuk efek kesehatan.

Gambar 2.4 Tanaman Kurkuma longa (kunyit).4”

Kurkumin komersial mengandung tiga kurkuminoid utama, yaitu kurkumin
(~77%), demethoxy kurkumin (~ 17%) dan bis-demethoxykurkumin (~ 3%).
Kurkumin berwarna kuning bercahaya pada pH 2.5 hingga 7 dan berubah menjadi
warna merah pada pH >7. Kurkumin memiliki titik lelen 183 °C, rumus molekul
C21H2006, dan berat molekul 368.37 g/mol. Kurkumin tidak larut dalam air tetapi
larut dalam pelarut organik seperti dimetil sulfoksida, etanol, metanol dan aseton.*
Sehubungan dengan sifat kelarutannya, kurkumin larut dalam alkali atau pelarut

yang sangat asam.*°.

HO OH
OCHs H3CO

Gambar 2.5 Struktur molekul kurkumin
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Kurkuma mengandung 60-70% karbohidrat, 8.6% protein, 5-10% lemak, 2-
7% serat, 3-5% kurkuminoid (50-70% kurkumin) dan hingga 5% resin minyak
essensial. Kurkuminoid yang terkandung dalam kunyit sangat bervariasi antara 2 —
9% tergantung kondisi dan letak geografis. Komposisi kurkuminoid, yaitu sekitar
70% kurkumin, 17% demethoxykurkumin, 3% bis-demethoxykurkumin dan 10%
cyclocurcumin.®® Berdasarkan penelitian yang sudah banyak dilakukan, gugus
fungsi yang berkaitan dengan struktur kimia dari kurkumin adalah bis-a,
unsaturated [-diketone, dua gugus metoksi, dua gugus hidroksi fenolik dan dua
ikatan rangkap terkonjugasi yang mungkin berperan penting dalam aktivitas anti-

inflamasi dan antiproliferatif dari kurkumin.>

2.8.1 Bioavailabilitas dan metabolisme dari kurkumin.

Dalam sepuluh tahun terakhir, banyak studi in vivo dan in vitro telah
dilakukan dengan tujuan menetapkan mekanisme kerja kurkumin dan aktivitasnya
terhadap beberapa keadaan patologi. Untuk alasan ini, ada banyak penelitian yang
bertujuan untuk mempelajari bioavailabilitas kurkumin. Studi pertama yang
dilakukan untuk menentukan bioavailabilitas kurkumin dilakukan oleh Wahlstrom
dan Blennow pada tahun 1978, dimana kurkumin diberikan pada tikus Sprague-
Dawley dengan dosis 1 g/kg. Suatu studi menunjukkan bahwa kurkumin diberikan
pada tikus secara oral dengan dosis 2000 mg/kg untuk menghasilkan konsentrasi
serum maksimum sebesar 1.35+0.23 pg/mL meskipun pada manusia tidak
terdeteksi.>? Penelitian lainnya juga menunjukkan bahwa pemberian kurkumin
secara oral pada tikus dengan dosis 2 g/kg menghasilkan kadar serum maksimum
sebesar 1.3+0.2 pg/mL, yang diamati pada waktu 0.83 jam, sedangkan pada
manusia dengan dosis kurkumin yang sama menghasilkan kadar serum yang jauh
lebih rendah (0.006+0.005 pug/mL saat 1 jam setelah pemberian kurkumin) bahkan
hingga tidak terdeteksi.>®

Pan dkk,>* melakukan studi farmakokinetik kurkumin pada mencit dengan
pemberian baik secara oral maupun intraperitoneal (i.p). Pemberian kurkumin
dengan dosis 1g/kg secara oral menghasilkan kadar plasma yang rendah sebesar
0.13 pg/mL setelah 15 menit. Sedangkan kadar maksimumnya dalam plasma

sebesar 0.22 pg/mL, yang diamati setelah 1 jam. Kadar plasma nya menurun
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dibawah limit deteksi setelah 6 jam. Selanjutnya kadar kurkumin dalam plasma
secara berbeda ditemukan setelah pemberian kurkumin 0.1 g/kg secara
intraperitoneal (i.p), menghasilkan kadar kurkumin dalam plasma sebesar 2.25
pg/ml yang diamati setelah 15 menit dan kadarnya menurun secara cepat dalam
waktu 1 jam. Selain itu, penelitian dari Yang dkk,>® juga menunjukkan bahwa
pemberian kurkumin secara oral pada tikus dengan dosis 1 g/kg menghasilkan kadar
kurkumin dalam serum maksimum sebesar 0.5 pg/mL setelah 45 menit dari
pemberian dosis kurkumin.

Beberapa penelitian dengan tikus menunjukkan bahwa bioavailabilitas oral
kurkumin adalah sekitar 1%, sehingga diperlukan dosis yang sangat tinggi dari
kurkumin (3600 - 12.000 mg) untuk mencapai efek yang bermanfaat.®® Sharma
dkk,>” menjelaskan bahwa tidak ada efek toksik dari kurkuma yang diberikan secara
oral pada pasien kanker kolorektal. Penelitian baru-baru ini menunjukkan bahwa
metabolit kurkumin terdeteksi dalam plasma ketika pasien mengkonsumsi 3600 mg
kurkumin terutama, yaitu sebagai kurkumin glukuronida dan kurkumin sulfat. Pada
sampel urin, kurkumin dan metabolitnya terdeteksi terutama sebagai kurkumin,

diikuti oleh glukuronida dan akhirnya sebagai bentuk sulfat.

Curcumin ‘

: Curcumin
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J glucuronide
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Gambar 2.6 Jalur metabolisme kurkumin
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Suatu penelitian yang dilakukan pada hati untuk menentukan sifat metabolit
kurkumin menunjukkan bahwa pertama-tama kurkumin diubah menjadi
dihidrokurkumin dan tetrahidrokurkumin oleh reduktase, selanjutnya berubah
menjadi konjugat monoglukuronida sebagai dihidrokurkumin-glukuronida dan
tetrahidrokurkumin-glukuronida oleh p-glukuronidase (Gambar 6).°® Adanya
transformasi  kurkumin dalam wusus dan hati dapat memicu terbentuknya
glukuronida kurkumin dan sulfat kurkumin atau molekul tereduksi seperti
heksahidrokurkumin.>®

Penelitian Ryu dkk® menunjukkan bahwa pemberian kurkumin secara
intravena pada mencit menghasilkan akumulasi kurkumin pada hati, otak, paru-
paru, dan limpa. Metabolisme kurkumin pada manusia dan tikus dapat diperoleh
melalui jalur konjugasi ataupun reduksi. Pemberian secara oral menghasilkan
metabolisme melalui jalur konjugasi dengan hasil akhir berupa kurkumin
glukoronida dan sulfat. Sedangkan kurkumin yang diberikan secara intraperitoneal
atau sistemik menghasilkan metabolisme melalui jalur reduksi untuk menghasilkan
tetrahidrokurkumin dan oktahidrokurkumin.>®

Distribusi kurkumin di dalam jaringan juga memainkan peran penting
dalam aktivitas farmakologi dan pemberian kurkumin secara intraperitoneal (i.p)
dapat meningkatkan distribusi nya dalam jaringan. Kadar maksimum pada mencit
dicatat sebesar 73 + 20,200+ 23,9,1+1,1,16+3,8,4+6,0,78 £03dan 29+ 0,4
nmol/g secara berturut-turut pada hati, usus mukosa, jantung, paru-paru, otot, ginjal
dan otak masing-masing setelah injeksi intraperitoneal (i.p.) kurkumin dengan dosis
100 mg/kg.®° Ekskresi metabolit kurkumin bergantung pada rute pemberiannya,
untuk pemberian oral sekeitar 75% metabolit kurkumin ditemukan hanya di feses
tetapi tidak di urin. Sedangkan pada pemberian kurkumin secara intraperitoneal,
sekitar 73% % metabolit kurkumin ditemukan di feses dan sekitar 11% di urin.®

Kapasitas antioksidan dari kurkumin ditentukan oleh kemampuannya untuk
menginduksi ekspresi protein sitoprotektif seperti superoksida dismutase (SOD),
glutation peroksidase (GPx), glutation, reduktase (GR), katalase, (CAT), dan
glutation-S-transferase (GST). Oleh karena itu, telah dilaporkan bahwa kurkumin
dapat meningkatkan sintesis dan konsentrasi glutation terduksi (GSH) pada astrosit

dan neuron oleh induksi YGCL.>®
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2.8.2. Nanokurkumin

Nanokurkumin memiliki peran ganda sebagai partikel terfluidasi dan inti
nukleasi yang heterogen. Nanokurkumin menjadi scavenger radikal bebas yang
efektif dengan aktivitas antioksidan dan berpotensi untuk menghambat stres
oksidatif. Pada kurkumin untuk menjadi efektif dalam efek biologis pada
pengobatan, kelarutannya sangat penting supaya dapat diserap oleh usus dan
memasuki aliran darah. Tetapi karena kelarutannya yang sangat rendah sehingga
eliminasi dari tubuh sangat cepat dan oleh karena itu perlu dosis yang sangat besar
dan akan meninggalkan sisa rasa yang tidak enak. Nanopartikel berpotensi tidak
dikenali oleh sistem retikuloendotelial dalam tubuh dan dapat mengalir ke dalam
darah untuk waktu yang lama karena ukurannya yang kecil, sehingga melalui
mekanisme penyerapan partikel obat terjadi peningkatan bioavailabilitas.5?

Salah satu tehnik yang telah banyak digunakan adalah dengan tehnologi
nanopartikel yang mampu memodifikasi material dengan dimensi keseluruhan
dalam skala nano. Metode nanopartikel ini secara umum dibagi menjadi dua
kategori antara lain, top down dan bottom-up. Penggunaannya tergantung dengan
karakteristik bahan yang akan diproses. Metode top down adalah dengan
menggunakan partikel padat yang berukuran besar dan kemudian dibentuk menjadi
partikel yang kecil, contoh dari tehnik ini adalah wet milling (penggilingan basah)
dengan menggunakan tekanan tinggi. Sedangkan bottom up adalah partikel dari
bentuk molekul kemudian dibentuk menjadi nanopartikel dengan mengontrol
karakteristik partikel, contohnya adalah penguapan larutan.%®

Nanokurkumin memiliki banyak fungsi biologis seperti aktivitas
antikanker, aktivitas anti-inflamasi, aktivitas antioksidan, aktivitas antiamyloid,
aktivitas antimikroba, dan aktivitas antifibrosis. Beberapa sifat fisikokimia dari
nanokurkumin yang menyebabkan peningkatan bioavailabilitas kurkumin, yaitu

ukuran partikel, muatan permukaan, luas permukaan, dan hidrofobisitas.®*

2.8.3 Studi in vitro kurkumin nanoformulasi
Sitotoksisitas nanoformulasi kurkumin telah dipelajari dalam berbagai jenis
sel kanker. Relevansi interpretasi dari hasil studi in vitro seringkali sulit karena sel

mendapatkan pajanan yang cukup lama dari kurkumin dengan konsentrasi yang
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tinggi (baik dalam bentuk bebas ataupun dalam bentuk nanoformulasi) akan tetapi
tidak selalu terkait dengan konsentrasi yang dicapai secara in vivo. Penelitian
Yallapu dkk menunjukkan bahwa retensi obat intraseluler formulasi Nano-CURG6
lebih baik dari kurkumin (terlarut dalam DMSQO), karena adanya pelepasan obat
secara berkelanjutan. Formulasi ini juga meningkatkan serapan seluler hingga 2
sampai 6 kali lipat dalam sel kanker payudara metastatik (MDA-MB-231) dan sel
kanker ovarium akibat cisplatin (A2780CP), masing-masing dibandingkan dengan
kurkumin bebas. Hasil ICso (50% Inhibitory Concentration) dari Nano-CUR6
sebesar 13.9 dan 9.1 mM masing-masing terhadap sel A2780CP dan sel MDA-MB-
231. Sedangkan hasil ICsg dari kurkumin bebas lebih tinggi daripada Nano-CUR6
(15.2 mM dan 16.4 mM masing-masing terhadap sel A2780CP dan MDA-MB-
231).%
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian
Desain penelitian ini berupa studi pra-klinis eksperimental pada tikus

dengan rancangan acak, berpembanding, dan paralel.

3.2 Waktu dan tempat penelitian
Penelitian dilakukan di Departemen Farmakologi dan Terapeutik FKUI

selama bulan Juli 2016 — Mei 2017. Total penelitian sebanyak sepuluh bulan.

3.3 Etika Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan setelah mendapat persetujuan dari Komite Etik

Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Ul.

3.4 Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan tikus jantan galur Sparague Dawley dengan
berat badan 150 — 300 gram yang berasal dari Lembaga Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan (LITBANGKES). Hewan uji ditempatkan pada ruangan
dengan suhu dan kelembaban udara konstan, penerangan yang cukup, makanan

pellet dan air minum ad libitum.

3.5 Obat Uji

Kurkumin dalam bentuk serbuk diperoleh dari PT. Plamed green Science
Limited (China). Nanokurkumin dalam bentuk serbuk diperoleh dari PT Xi’an
Pincredit Bio-Tech Co.,Ltd (China). Kurkumin dengan dosis 100 mg/kg BB/hari
dan nanokurkumin dengan dosis 50 mg/kg BB/hari dan 100 mg/kg BB/hari.®5 7
Kurkumin yang digunakan memiliki ukuran partikel sekitar 339.8 nm dan
nanokurkumin yang digunakan memiliki ukuran partikel sekitar 240.7 nm. Data
kemurnian kurkumin dan nanokukumin yang digunakan dapat dilihat pada

Lampiran 5.
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3.6 Bahan Penelitian
3.6.1 Persiapan induksi hewan uji

Cisplatin (PT Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), NaCl 0.9 % (Otsuka),
dan Aquabidest (PT Widatra Bakti).
3.6.2 Persiapan perlakuan hewan uji

Kurkumin (PT Plamed green Science Limited, China), Nanokurkumin (PT
Xi’an Pincredit Bio-Tech Co.,Ltd, China) dan CMC-Na.
3.6.3 Persiapan sampel hewan uji

NaCl 0.9% (Otsuka), Eter, dan Formalin.
3.6.4 Penetapan kadar MDA

Standar MDA: 1,1,3,3-tetrametoksipropan 99 (TMEP) (Sigma 108383),
Asam tiobarbiturat, TBA (T5500-25G, Merck Millipore), dan Asam trikloroasetat,
TCA (T6399-100G, Merck Millipore).
3.6.5 Penetapan kadar urea dan kreatinin dalam darah dan urin

Kit Kreatinin FS (DiaSys) dan Kit Urea FS (DiaSys).
3.6.6 Penetapan kadar protein dalam homogenate ginjal

Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit
3.6.7 Penetapan kadar GSH

Amplite Rapid Flourometric Glutathione GSH/GSSG Ratio Assay Kit
(AAT Bioquest).
3.6.8 Pemeriksaan ekspresi gen Bax dan BCI-2

Jaringan ginjal dihomogenisasi untuk mendapatkan total RNA
menggunakan kit isolasi RNA (Macherey Nagel), kemudian dilakukan sintesis
complementary DNA menggunakan enzim reverse transcription. Ekspresi gen akan
dianalisa dengan gRT-PCR.

3.7 Alat Penelitian

Freezer -80°C (Panasonic), -20°C (Panasonic), -4°C (LG), timbangan
analitik (Precisa ES 220A), Glass Pestle, sentrifugator, pH meter (Inolab),
spektrofotometer UV/Vis (Perkin Elmer), PCR-RT, Xmark microplate
spectrophotometer (Biorad), blue tip, yellow tip, white tip, tabung eppendorf,
microplate 96-sumuran-flat-bottom (TPP92096), pipet 5 ml, 100-1000 pL, 20-200
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ML, 0.5-10 pL, 0.25-2.5 pL (Biorad, Gilson, Fannpipette), alat sonde, perlengkapan
bedah (gunting, scalpel, pinset), dan alat-alat gelas (Pyrex).

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Pembagian Hewan Uji
Setelah mendapat persetujuan dari komisi etik FK Ul, seluruh hewan uji
diaklimatisasi di kandang hewan Departemen Farmakologi FK Ul selama 2
minggu. Jumlah hewan uji yang digunakan sebanyak 30 ekor. Hewan uji dibagi

menjadi 5 kelompok (n=6), berikut ini pembagian kelompoknya:

1. Kelompok I (normal), n=6 ekor
Mendapatkan 0.5% CMC-Na (5 mL/kgBB) p.o. melalui sonde selama 7
hari, dan injeksi i.p. dosis tunggal normal saline (NS) (0.9% NacCl)
(Img/mL) pada hari ke 7, dilanjutkan dengan 0.5% CMC-Na (5 mL/kgBB)
p.o. selama 2 hari setelah injeksi NS.

2. Kelompok Il (kontrol negatif), n=6 ekor
Mendapatkan 0.5% CMC-Na (5 mL/kgBB) p.o. melalui sonde selama 7
hari, dan injeksi i.p. dosis tunggal cisplatin (CP) (7 mg/kgBB dilarutkan
dengan 0.9% NaCl; 1 mg/mL) pada hari ke 7, dilanjutkan dengan 0.5%
CMC-Na (5 mL/kgBB) p.o. selama 2 hari setelah injeksi CP.

3. Kelompok 111 (cisplatin + kurkumin 100 mg/kgBB):
Mendapatkan kurkumin (100 mg/kgBB dilarutkan dengan 0.5% CMC-Na
(5 mL/kgBB)) p.o. melalui sonde selama 7 hari, dan injeksi i.p. dosis
tunggal cisplatin (CP) (7 mg/kgBB dilarutkan dengan 0.9% NaCl; 1
mg/mL) pada hari ke 7, dilanjutkan dengan kurkumin (100 mg/kgBB
dilarutkan dengan 0.5% CMC-Na (5 mL/kgBB)) p.o. selama 2 hari setelah
injeksi CP.

4. Kelompok 1V (cisplatin + nanokurkumin 100 mg / kg BB)
Mendapatkan nanokurkumin (100 mg/kgBB dilarutkan dengan 5% CMC-
Na (5 mL/kgBB)) p.o. melalui sonde selama 7 hari, dan injeksi i.p. dosis
tunggal cisplatin (CP) (7 mg/kgBB dilarutkan dengan 0.9% NaCl; 1
mg/mL) pada hari ke 7, dilanjutkan dengan nanokurkumin (100 mg/kgBB
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dilarutkan dengan 5% CMC-Na (5 mL/kgBB)) p.o. selama 2 hari setelah
injeksi CP.

Kelompok V (cisplatin + nanokurkumin 50 mg / kg BB):

Mendapatkan nanokurkumin (50 mg/kgBB dilarutkan dengan 0.5% CMC-
Na (5 mL/kgBB)) p.o. melalui sonde selama 7 hari, dan injeksi i.p. dosis
tunggal cisplatin (CP) (7 mg/kgBB dilarutkan dengan 0.9% NaCl; 1
mg/mL) pada hari ke 7, dilanjutkan dengan nanokurkumin (50 mg/kgBB
dilarutkan dengan 0.5% CMC-Na (5 mL/kgBB)) p.o. selama 2 hari setelah
injeksi CP.
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3.8.2 Alur Penelitian

Perlakuan Hewan Coba

N

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

\ R

Sacrifice

Kelompok 1&2 2 0.5% CMC-Na, oral.
Kelompok 3 - Kurkumin 100 |
mg/kgBB/hari, oral Urin 24 jam->
Kelompok 4 = Nanokurkumin 50 Pemeriksaan BUN
mg/kgBB/hari, oral

Kelompok 5 = Nanokurkumin 100
mg/kgBB/hari, oral.

Pengambilan

dan kreatinin. darah dan ginjal

- Sampel darah » BUN
Kelompok 1 - 0.9% NaCl, ip dan kreatinin plasma.
Kelompok 2-5 2 7 mg/mL Sampel jaringan (ginjal)
cisplatin, i.p - MDA, GSH, Bax,
BCL-2, P-ERK/ERK.

Data berat badan diperoleh setiap hari ditimbang sebelum perlakuan. Satu hari
sebelum tikus dimatikan (hari ke-8 perlakuan), tikus dimasukkan ke dalam kandang
metabolik selama 24 jam untuk pengumpulan urinnya. Diakhir perlakuan seluruh
tikus dimatikan dengan cara dibius dengan eter, kemudian darah diambil melalui
heart puncture, dikumpulkan dalam tabung EDTA kira-kira sebanyak 5 mL, lalu
dipisahkan plasmanya untuk pemeriksaan biokimia pada darah. Kemudian jaringan
ginjal tikus segera dikeluarkan dan diambil untuk pemeriksaan biokimia dan biologi
molekuler. Selama 10 hari eksperimen, tikus diperlakukan sesuai standar yang
berlaku dan setiap hari dimonitor dan dicatat tanda-tanda toksisitas umum seperti

penurunan berat badan dan kematian.

3.9 Cara Kerja

3.9.1 Persiapan urin dan plasma untuk pemeriksaan kadar BUN dan kreatinin
Sampel urin yang telah ditampung selama 24 jam disentrifugasi 3,000 x ¢

(20 menit, 4°C), supernatannya diambil dan disimpan pada suhu -80 °C. Sampel

darah yang telah dikumpulkan dalam tabung EDTA juga disentrifugasi pada 3,000
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X g (10 menit, 4°C) untuk mendapatkan plasma, kemudian disimpan pada suhu -
80°C.

3.9.2. Pembuatan homogenat untuk penetapan kadar MDA, GSH dan Protein
Homogenat ginjal dibuat dengan cara homogenasi 100 mg jaringan ginjal
dalam 1 ml Normal Saline 0.9% kemudian disentrifugasi 3000 rpm (10 menit, 4°C).

Supernatannya diambil dan disimpan di —80°C sampai saat pengukuran.

3.9.3 Isolasi RNA dan sintesis cDNA untuk pemeriksaan qRT-PCR

Jaringan ginjal dihomogenisasi dengan buffer yang terdapat pada Kit
Macherey-Nagel untuk mendapatkan total RNA, kemudian dilakukan sintesis
complementary DNA menggunakan Kit Agilent. Ekspresi gen kemudian dianalisa
menggunakan gRT-PCR. Kemurnian RNA yang diukur pada absorbansi 260/280
harus bernilai antara 1.7 — 2. Selanjutnya cDNA yang digunakan untuk analisis

diukur kemurniannya menggunakan nanodrop.

3.9.4 Pemeriksaan Kadar Urea dalam urin dan plasma
Kadar urea dalam urin dan plasma diperiksa dengan menggunakan metode
Urease — GLDH (Glutamate Dehydrogenase): enzymatic UV test, menggunakan kit

Urea FS DiaSys. Prinsip reaksinya yaitu sebagai berikut:

Urease
Urea + 2H.0 » 2NH4+ 2HCO;

2-Oxoglutarate + NHs* + NADH GLDH » L-Glutamate + NAD" +

H»0.

3.9.4.1 Prosedur

Sampel berupa urin perlu dilakukan pengenceran dengan cara
menambahkan 1 pL sampel urin dengan 100 pL akuades, lalu dicampur hingga
homogen dan diambil 10 pL untuk pemeriksaan kadar urea. Monoreagent dibuat
dengan mencampurkan R1 dan R2 dengan perbandingan 4:1, lalu ke dalam tabung
sentrifus yang berisi 10 pL sampel urin/darah/standard ditambahkan 1000 pL
monoreagent, diinkubasi selama 30 — 40 detik. Absorbansi diukur pada panjang
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gelombang 365 nm. Absorbansi Al dibaca setelah inkubasi 40 detik, lalu
absorbansi A2 dibaca setelah 60 detik selanjutnya.

3.9.5 Pemeriksaan Kadar Kreatinin dalam urin dan plasma

3.9.5.1 Prinsip
Kadar kreatinin dalam urin dan plasma diperiksa dengan menggunkan
metode Jaffe. Prinsip nya adalah kreatinin membentuk kompleks berwarna merah-

orange dalam larutan alkaline picrate.

3.9.5.2 Prosedur

Sampel berupa urin perlu dilakukan pengenceran dengan cara
menambahkan 1 pL sampel urin dengan 49 pL akuades, dicampur hingga homogen.
Monoreagent dibuat dengan menambahkan R1 dan R2 dengan perbandingan 4:1,
lalu ke dalam tabung sentrifus yang telah berisi 50 pL standard/sampel
darah/sampel urin yang sudah diencerkan ditambahkan 1000 pL monoreagent,
kemudian diinkubasi selama 60 detik. Absorbansi diukurpada panjang gelombang
492 nm. Absorbansi Al dibaca setelah inkubasi 60 detik, lalu absorbansi A2 dibaca
setelah 60 detik selanjutnya.

3.9.6 Penetapan Kadar Protein

Penetapan kadar protein menggunakan metode kolorimetri untuk
pengukuran total protein dalam sampel. Standar yang digunakan, yaitu BSA
(Bovine Serum Albumine), standar BSA dibuat dengan mengencerkan larutan stok
BSA 2mg/mL menjadi 5 konsentrasi yang berbeda (25 pg/mL- 1500 pg/mL) dan
satu blanko. Sampel dan standar sebanyak 10 uL. dimasukkan kedalam microplate
sumur 96 dan dilanjutkan dengan penambahan 300 pL. Coomassie Plus Reagent.
Selanjutnya diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang. Kompleks warna yang
terbentuk dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 595 nm. Kadar protein
pada sampel dengan satuan mg/mL diperoleh dari hasil ekstrapolasi absorbansi

sampel kedalam persamaan kurva standar BSA.
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3.9.7. Pemeriksaan kadar MDA
3.9.7.1 Prinsip

Salah satu produk peroksidasi lipid adalah malondialdehida (MDA). MDA
dapat ditetapkan kadarnya dengan menggunakan metode TBA. MDA akan bereaksi
dengan asam tiobarbiturat (TBA) pada suasana asam, membentuk senyawa
berwarna yang mengabsorpsi cahaya pada A 530 nm. Dalam penetapan kadar MDA

ini, standar MDA yang digunakan adalah 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMEP).

3.9.7.2 Prosedur

Larutan stok standar MDA standar dibuat dalam aquabidestilatatilata.
Pengenceran larutan stok MDA standar dilakukan dengan membuat larutan stok
MDA 6000 nmol, dilanjutkan dengan konsentrasi 6 nmol/pL, 0.06 nmol/pL, dan
0.015 nmol/uL. Selanjutnya larutan standar MDA disiapkan menjadi enam
konsentrasi yang berbeda (blanko standar, 10 — 3200 nmol/mL). Larutan TCA 20%
dan TBA 0.67% (b/v) dilarutkan dalam aquabidestilata. Selanjutnya ditambahkan
aquabidestilata sebanyak 1800 pL ke dalam tabung sentrifus berisi 200 uL sampel
atau larutan standar MDA. Lalu ditambahkan 1000 uL larutan TCA 20% dan
divorteks, serta ditambahkan 2000 pL larutan TBA 0.67% kemudian dicampur
sampai homogen dengan vorteks dan dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit.
Setelah larutan mencapai suhu ruang, tabung sampel ditutup dengan parafilm dan
disentrifus pada 3000 rpm selama 10 menit menggunakan sentrifus berpendingin.

Supernatan dipindahkan ke dalam kuvet 1 mL dan diukur absorbansinya
pada A= 530 nm terhadap blanko. Blanko diperlakukan sama seperti sampel kecuali
sampel diganti dengan aquabidestilata. Kadar MDA dalam sampel ditentukan
dengan menggunakan kurva standar MDA. Hasil yang diperoleh dibagi dengan

kadar protein homogenat sehingga diperoleh satuannya dalam nmol/mg protein.

3.9.8 Pemeriksaan Kadar GSH dalam homogenat
3.9.8.1 Prinsip

Glutation merupakan tripeptida yang terdiri dari sistein, asam glutamate,
dan glisin, selain itu merupakan protein intraseluler terkecil di dalam sel. Glutation

berperan mencegah kerusakan sel yang diakibatkan oleh ROS. Glutation tereduksi
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(GSH) merupakan antioksidan utama dalam jaringan. Pengukuran kadar GSH
dalam jaringan menggunakan metode Fluorometrik menggunakan kit Amplite
Rapid Fluorometric Glutathione GSH/GSSG Ratio Assay.

3.9.8.2 Prosedur

Pertama-tama dilakukan pembuatan larutan stok standard GSH, larutan stok
standar GSSG, larutan stok 100X Thiolite Green 520WS, larutan GAM (GSH
Assay Mixture), dan pembuatan serial larutan standar GSH. Sebanyak 10 pL
larutan stok standard GSH ditambahkan dengan 990 pL assay buffer untuk
menghasilkan 10 uM (10 pmol/uL) larutan standard GSH. Selanjutnya dibuat serial
larutan standard GSH dengan konsentrasi sebagai berikut: 5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.3125, 0.1563, 0.0781, dan 0 puM.

Pengukuran kadar GSH dalam sampel dilakukan dengan cara sebanyak 50
pL sampel/larutan standard GSH dimasukkan ke dalam 96-well plate, selanjutnya
ditambahkan 50 pL larutan GAM pada masing-masing sumur yang telah berisi
sampel atau standard GSH. Setelah itu, dilakukan inkubasi pada suhu ruang selama
10 menit hingga 1 jam, dan lindungi sampel dari cahaya. Pengukuran fluoresens

dilakukan dengan fluorescence plate reader dengan Ex/Em= 490/520 nm.

3.9.9 Pemeriksaan ekspresi gen Bax dan BCI-2 dengan gRT-PCR

Uji real time gRT-PCR dilakukan untuk mengetahui ekspresi suatu gen
dalam bentuk mRNA. Sampel cDNA yang telah diisolasi dipindahkan dari suhu -
20°C ke dalam kotak es untuk di thawing. Konsentrasi sampel cDNA yang telah
diperoleh dari proses sebelumnya diencerkan dengan RNAse-free water hingga
mencapai konsentrasi 100 ng untuk PCR. Hasil pengenceran diukur dengan
spektrofotometer Nanodrop 2000 lalu dihitung volume yang dibutuhkan untuk
memperoleh sejumlah tertentu template cDNA yang akan digunakan untuk reaksi.
Sementara itu, primer dilarutkan dengan PCR grade water agar didapat konsentrasi
yang optimal untuk reaksi. Selanjutnya dilakukan pembuatan PCR mix dengan
mencampurkan 3 uL. PCR grade water (vial 2), masing-masing 1 pL primer
forward dan reverse, dan 10 pLL master mix (vial 1) sehingga volume akhir untuk
satu reaksi adalah 15 pL, pencampuran dilakukan di tabung eppendorf. Volume

yang dipipet disesuaikan dengan jumlah reaksi yang ingin dilakukan. Selanjutnya,
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disiapkan tabung PCR dan dilakukan pemipetan PCR mix sebanyak 15 pl pada
masing-masing tabung PCR, lalu ditambahkan sampel sebanyak 5 pl ke dalam
masing-masing tabung PCR sehingga volume akhir reaksi adalah 20 pL. Proses
PCR dilakukan dengan alat real-time PCR LightCycler Nano. Amplifikasi diulang
sebanyak 45 kali. Setelah amplifikasi, dilakukan proses melting untuk menganalisis
melting curve. Kondisi amplifikasi yang digunakan untuk masing-masing gen
dijelaskan di Tabel 1.

Tabel 1 Kondisi amplifikasi PCR masing-masing gen

Gen Jumlah Konsentrasi Hold Denaturasi Annealing Elongasi
template Primer
Beta Aktin 100 ng 10 uM 95 °C, 95 °C, 60 °C, 72 °C,
600 detik 20 detik 20 detik 1 detik
Bax 100 ng 10 uM 95 °C, 95 °C, 57 °C, 72 °C,
600 detik 20 detik 20 detik 9 detik
BCI-2 100 ng 10 pM 95 °C, 95 °C, 57 °C, 72 °C,
600 detik 20 detik 20 detik 9 detik

Perhitungan tingkat ekspresi mRNA dilakukan dengan metode Livak-Schmittgen
(relative quantification) dengan rumus sebagai berikut:

ACt = Ct gene of interest — Ct housekeeping gene

AACt = ACt kelompok perlakuan — ACt kelompok normal

Tingkat tingkat ekspresi MRNA = 2-44¢t

3.9.10 Pemeriksaan ekspresi rasio protein P-ERK/ERK dengan Western Blot

Pertama-tama dilakukan pembuatan running gel dan stacking gel yang akan
digunakan untuk elektroforesis. Komposisi pembuatan gel (running dan stacking)
bergantung pada berat molekul dari protein yang akan diperiksa. Untuk protein
ERK dilakukan pembuatan gel 10% - 12.5% (untuk berat molekul 15 — 70 Kd).
Selanjutnya dilakukan pembuatan larutan 1x Tank Buffer, dengan cara
mencampurkan 100 mL 10xTank Buffer dengan 900 mL miliQ. Lalu dilakukan
persiapan elektroforesis dan loading sampel dalam sumur gel yang telah dibuat,
elektroforesis dilakukan selama 1 jam, 150 — 200 V. Selanjutnya dilakukan

perendaman thick membrane, thin membrane, nitrocellulose membrane dalam
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larutan Towbin Buffer. Setelah elektroforesis selesai, dilakukan perendaman gel
hasil elektroforesis dalam Towbin Buffer selama + 15 menit.

Persiapan transfer protein dari gel elektroforsis ke membran nitroselulosa
dilakukan dengan menyusun membran terlebih dahulu dengan urutan sebagai
berikut: 1) Thick membrane, 2) Thin membrane, 3) Nitrocellulose membrane, 4)
Gel, 5) Thick membrane. Proses transfer berlangsung selama 1 jam, 10 V. Setelah
proses transfer selesai, dilakukan pewarnaan dengan Ponceau, dilanjutkan dengan
blocking membran menggunakan 5% susu non-fat yang telah dilarutkan dalam
TBST. Blocking membran dilakukan selama 1 — 3 jam. Dilakukan proses pencucian
membran setelah blocking menggunakan larutan TBST, pencucian dilakukan
selama 2 menit x 2 dan 5 menit x 1. Selanjutnya dilakukan inkubasi antibodi primer
(Cell Signaling) dengan perbandingan antibodi 1:1000 selama semalaman pada
suhu 4°C. Pada keesokan harinya, dilakukan kembali pencucian membran
menggunakan larutan TBST selama 5 menit x 3. Inkubasi antibodi sekunder (Cell
Signaling) dilakukan selama 1 jam pada suhu ruang, dengan perbandingan antibodi
1:5000. Setelah inkubasi antibodi sekunder, dilakukan pencucian membran kembali
menggunakan larutan TBST selama 5 menit x 2. Lalu dilakukan pembuatan ECL

untuk imaging hasil Western blot.

3.10 Analisis Statistik

Data disajikan dalam nilai rata-rata = SD. Masing-masing data diuji
homogenitas variannya dengan uji Levene dan diuji normalitas distribusinya
dengan uji Shapiro-Wilk. Data yang terdistribusi normal dan homogen akan
dianalisis dengan uji parametrik Anova satu arah (perbedaan dianggap bermakna
secara statistik bila p<0.05), dilanjutkan dengan uji perbandingan Tukey. Data yang
tidak terdistribusi normal dan tidak homogen akan dilakukan transformasi data
dengan Logaritma. Akan tetapi jika sudah dilakukan transformasi, data tetap tidak
normal dan homogen maka analisis statistik dilakukan dengan uji non-parametrik

Kruskal-Wallis, dilanjutkan dengan uji perbandingan Mann Whitney.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang bertujuan untuk
melihat pengaruh pemberian kurkumin dan nanokurkumin oral untuk pencegahan
terjadinya nefrotoksitas akibat pemberian Cisplatin. Perlakuan hewan coba
dilakukan selama 10 hari yang bertempat di laboratorium hewan coba Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.

4.1. Berat Badan Hewan Uji
4.1.1 Perubahan Berat Badan Hewan Uji

Pengukuran berat badan tikus dilakukan selama 10 hari perlakuan, berat
badan tikus dari setiap kelompok dirata-ratakan setiap harinya. Hasil rata-rata berat
badan tikus pada kelompok CIS menunjukkan penurunan berat badan setelah
injeksi Cisplatin (hari ke-7) dibandingkan dengan kelompok normal. Selain itu,
Gambar 4.1 menunjukkan bahwa adanya perlakuan dengan pemberian kurkumin
maupun nanokurkumin mencegah terjadinya penurunan berat badan tikus secara

signifikan setelah injeksi Cisplatin dibandingkan dengan kelompok CIS.
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Gambar 4.1 Berat badan tikus kelompok normal, CIS, CIS+KUR100, CIS+tNANOKUR100,
dan CIS+NANOKURS50 selama 10 hari perlakuan.
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Data berat badan tikus selama 10 hari perlakuan memiliki nilai yang normal
dan homogen berdasarkan hasil uji normalitas dan homogenitas, sehingga dapat
dilakukan uji parametrik ANOV A satu arah, dilanjutkan dengan uji post-hoc Tukey.
Data perubahan berat badan tikus selama 10 hari perlakuan tidak menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna secara statistik pada uji ANOVA satu arah
dengan p=0.902 (p>0.05). Kelompok normal, kelompok CIS+KUR100,
CIS+NANOKURS50, dan CIS+NANOKUR100 cenderung mengalami peningkatan
berat badan setelah injeksi cisplatin. Sedangkan kelompok CIS tanpa perlakuan,
memiliki berat badan yang cenderung menurun setelah injeksi cisplatin.

4.1.2. Rasio Berat Ginjal dengan Berat Badan Tikus

Data rasio berat ginjal kiri per berat badan menunjukkan bahwa data
tersebut terdistribusi normal dan homogen sehingga dapat dilakukan uji statistik
parametrik ANOVA satu arah, dilanjutkan dengan uji post-hoc test Tukey. Rasio
berat ginjal Kiri per berat badan pada semua tikus kelompok penelitian
menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna secara statistik pada uji ANOVA
satu arah dengan nilai p=0.425 (>0.05). Pada kelompok CIS terdapat peningkatan
rasio berat ginjal kiri per berat badan dibandingkan dengan kelompok normal
(Gambar 4.2), meskipun perbedaannya tidak bermakna secara statistik dengan nilai
p=0.687 (>0.05). Adanya perlakuan dengan pemberian kurkumin dan
nanokurkumin cenderung mencegah peningkatan rasio berat ginjal Kiri per berat

badan.
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Rasio berat ginjal kiri/BB (%)

Kelompok
Rerata 1.215 1.275 1.245 | 1.252 1.28
SD 0.079 0.043 0.079 | 0.074 0.11

Gambar 4.2. Rasio berat ginjal Kiri per berat badan tikus setelah 10 hari perlakuan.
Pada uji ANOVA rasio berat ginjal kiri per berat badan kelompok Normal vs CIS, CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIStNANOKURS50, CIS vs CIStNANOKUR100 dengan nilai p>0.05.

Data disajikan .sebagai nilai rerata + SD.

Rasio berat ginjal kanan/BB (%)

1.0

Kelompok
Rata-Rata 1.32 1.37 1.342 1.37 1.372
SD 0.041 0.04 0.052 0.076 0.087

Gambar 4.3. Rasio berat ginjal kanan per berat badan tikus setelah 10 hari perlakuan.
Pada uji Mann-Whitney rasio berat ginjal kanan per berat badan: kelompok Normal vs CIS,
CIS vs CIS+KUR100, CIS vs CIS+NANOKURS50, CIS vs CIS+NANOKUR100 dengan nilai
p>0.05. Data disajikan sebagai nilai rerata + SD.
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Berdasarkan uji normalitas dan homogenitas, rasio berat ginjal kanan per
berat badan menunjukkan bahwa data tersebut tidak terdistribusi normal dan
homogen sehingga harus dilakukan uji statistik non-parametrik, yaitu Kruskal-
Wallis dilanjutkan dengan uji post hoc Mann Whitney. Rasio berat ginjal kanan per
berat badan tikus pada semua kelompok penelitian menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang bermakna secara statistik pada uji Kruskal-Wallis dengan nilai
p=0.534 (p>0.05). Pada kelompok CIS, rasio berat ginjal kanan per berat badan
tikus meningkat dibandingkan kelompok normal (Gambar 4.3), meskipun tidak
bermakna secara statistik dengan nilai p=0.631 (>0.05). Sedangkan adanya
perlakuan dengan kurkumin cenderung mencegah peningkatan rasio berat ginjal per
berat badan dibandingkan kelompok CIS. Kelompok NANOKURS50 dan
NANOKUR100 cenderung memiliki rasio berat ginjal per berat badan yang sama
dengan kelompok CIS.

4.2 Kadar BUN dalam urin dan plasma

Kadar BUN dalam urin menunjukkan perbedaan tidak bermakna pada
semua kelompok tikus penelitian pada uji statistik non-parametrik Kruskal Wallis,
dengan nilai p=0.172 (>0.05). Gambar 4.4 menunjukkan kadar BUN urin yang
paling rendah terdapat pada kelompok CIS, akan tetapi tidak ada perbedaan yang
bermakna secara statistik jika dibandingkan dengan kelompok normal, dengan nilai
p=0.337 (p>0.05). Sedangkan kadar BUN urin yang paling tinggi terdapat pada
kelompok KURKU100 dan memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik
dibandingkan dengan kelompok CIS, dengan nilai p=0.006 (<0.01). Perbedaan
kadar BUN urin antara kelompok CIS dengan kelompok NANOKUR (50 dan 100
mg/kg BB) juga tidak memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik pada uji
Mann-Whitney, CIS vs CIS+NANOKUR100 dan CIS vs CIStNANOKURS50
dengan nilai p berturut-turut sebagai berikut: 0.262 dan 0.337 (>0.05). Meskipun
tidak ada perbedaan yang signifikan, tetapi kurkumin dan nanokurkumin berpotensi
dalam meningkatkan kadar BUN dalam urin pada kondisi penggunaan cisplatin

yang dapat menyebabkan terjadinya nefrotoksisitas.
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Gambar 4.4 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKUR100 terhadap
kadar BUN dalam urin.
Pada uji Mann-Whitney kadar BUN urin: kelompok Normal vs CIS, CIS vs CIS+KUR100, CIS
vs CIS+NANOKURS50, CIS vs CIS+tNANOKUR100 dengan nilai p berturut-turut, p=0.337,
p=0.006, p=0.337, p=0.262. Data disajikan sebagai nilai rerata + SD. *(p<0.01 vs Cis+Kur100).

Kadar BUN dalam plasma menunjukkan perbedaan yang bermakna secara
statistik pada semua kelompok penelitian dengan uji non-parametrik Kruskal
Wallis, p=0.006 (<0.05). Gambar 4.5 menunjukkan kadar BUN plasma yang paling
tinggi terdapat pada kelompok CIS, hal tersebut menunjukkan bahwa telah ada
kerusakan ginjal pada kelompok tanpa perlakuan kurkumin dan nanokurkumin.
Selain itu kadar BUN plasma pada kelompok CIS memiliki perbedaan yang
bermakna secara statistik terhadap kelompok normal dengan nilai p= 0.004 (<0.01).
Kelompok KURKU100 memiliki kadar BUN plasma yang paling rendah diantara
kelompok perlakuan lainnya dan memiliki perbedaan yang bemakna secara statistik
dibandingkan dengan kelompok CIS dengan nilai p= 0.016 (<0.05). Selain itu,
kadar BUN kelompok NANOKUR100 juga memiliki perbedaan yang bermakna
secara statistik terhadap kelompok CIS dengan nilai p= 0.016 (<0.05). Akan tetapi,
kadar BUN plasma kelompok NANOKURS50 tidak menunjukkan perbedaan yang
bermakna secara statistik terhadap kelompok CIS dengan nilai p= 0.423 (>0.05).
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Gambar 4.5. Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKUR100 terhadap
kadar BUN dalam plasma
Pada uji Mann-Whitney kadar BUN plasma: kelompok Normal vs CIS, CIS vs CIS+KUR100,
CIS vs CIS+tNANOKURS50, CIS vs CIS+NANOKUR100 dengan nilai p berturut-turut,
p=0.004, p=0.016, p=0.423, p=0.016. Data disajikan sebagai nilai rerata = SD. *(p<0.01 vs
normal), #(p<0.05 vs Cis+Kur100), *(p<0.05 vs Cis+Nanokur100).

4.3  Kadar Kreatinin dalam Urin dan Plasma

Kadar kreatinin dalam urin pada semua kelompok tikus penelitian
menunjukkan distribusi yang normal, tetapi tidak homogen. Oleh karena itu
dilakukan transformasi logaritma data kadar kreatinin dalam urin sehingga
menghasilkan distribusi data yang homogen. Hasil uji statistik parametrik dengan
ANOVA satu arah menunjukkan tidak adanya perbedaan bermakna pada semua
kelompok penelitian dengan nilai p=0.389 (>0.05). Selain itu dilakukan uji Tukey
sebagai uji post-hoc untuk melihat perbedaan antara kelompok yang satu dengan
yang lainnya. Kadar kreatinin urin paling rendah terdapat pada kelompok CIS, yang
kemungkinan telah mengalami kerusakan ginjal sehingga kreatinin yang
dikeluarkan melalui urin menjadi lebih sedikit. Selain itu kadar kreatinin urin
kelompok CIS juga tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik
terhadap kelompok normal, dengan nilai p= 0.82 (>0.05). Gambar 4.6
menunjukkan kadar kreatinin urin paling tinggi terdapat pada kelompok

NANOKURSO0, tetapi tidak ada perbedaan yang bermakna secara statistik
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dibandingkan kelompok CIS dengan nilai p=0.497 (>0.05). Selain itu, kadar
kreatinin urin antara kelompok NANOKUR100 dan KURKU100 terhadap
kelompok CIS juga tidak menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna secara
statistik pada uji Tukey, dengan nilai p berturut-turut p= 0.781 dan p=0.331.

2.5+

2.01

1.5 e

1.0_ el

Kadar Log Kreatinin Urin (mg/dL)

Kelompok

Log Rerata 1.764 1.610 1.888 1.844 1.775
SD 0.263 0.308 | 0.169 | 0.292 | 0.185

Gambar 4.6 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKURZ100 terhadap
kadar kreatinin dalam urin.
Pada uji ANOVA satu arah kadar kreatinin urin pada kelompok: Normal vs CIS, CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIS+tNANOKUR50, CIS vs CIS+tNANOKUR100 dengan nilai p>0.05.
Data disajikan sebagai nilai log rerata + SD.

Kadar kreatinin dalam plasma pada semua kelompok tikus penelitian
menunjukkan perbedaan bermakna secara statistik pada uji ANOVA satu arah
dengan p=0.01 (<0.05). Selain itu dilakukan uji Tukey sebagai uji post-hoc untuk
melihat perbedaan antara kelompok yang satu dengan yang lainnya. Gambar 4.7
menunjukkan bahwa kadar kreatinin plasma paling tinggi terdapat pada kelompok
CIS dan memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik terhadap kelompok
normal dengan nilai p<0.01. Sedangkan, kadar kreatinin plasma paling rendah
diantara kelompok perlakuan terdapat pada kelompok KURKUZ100 dan tidak ada
perbedaan yang bermakna secara statistik terhadap kelompok CIS dengan nilai

p=0.068 (>0.05). Selain itu, perbedaan kadar kreatinin plasma antara kelompok
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NANOKUR (100 dan 50 mg/kg BB) terhadap kelompok CIS juga tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna secara statistik, CIS vs
CIS+NANOKURS50 dan CIS vs CIStNANOKUR100, dengan nilai p= 0.122 dan
p=0.135. Hal tersebut mungkin mengindikasikan bahwa pemberian kurkumin
maupun nanokurkumin untuk menurunkan kadar kreatinin dalam plasma tidak

bersifat dose-dependent.
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Gambar 4.7 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKURZ100 terhadap
kadar kreatinin dalam plasma.
Pada uji ANOVA satu arah kadar kreatinin plasma pada kelompok: Normal vs CIS, CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIS+tNANOKUR50, CIS vs CIS+tNANOKUR100 dengan nilai p
berturut-turut, p<0.01, p=0.068, p=0.122, p=0.135(p>0.05). Data disajikan sebagai nilai rerata
+ SD. *p<0.01 vs Normal.

4.4  Klirens Kreatinin

Klirens kreatinin pada semua kelompok tikus penelitian tidak memiliki
perbedaan yang bermakna secara statistik pada uji ANOVA satu arah dengan nilai
p=0.269 (>0.05). Uji statistik dilanjutkan dengan uji Tukey untuk melihat
perbedaan klirens kreatinin antara kelompok yang satu dengan yang lainnya.

Gambar 4.8 menunjukkan bahwa klirens kreatinin paling rendah terdapat pada
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kelompok CIS tetapi tidak memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik
dibandingkan dengan kelompok normal dengan nilai p= 0.181 (>0.05).

Klirens kreatinin yang paling tinggi diantara seluruh kelompok perlakuan
terdapat pada kelompok NANOKURS50 dan tidak memiliki perbedaan yang
bermakna secara statistik terhadap kelompok CIS dengan nilai p= 0.518 (>0.05)
pada uji Tukey. Selain itu juga tidak ada perbedaan yang bermakna secara statistik
pada klirens kreatinin kelompok KURKU100 dan kelompok NANOKURZ100
terhadap kelompok CIS dengan nilai p berturut-turut sebesar 0.721 dan 0.651
(>0.05).
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Gambar 4.8 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKUR100 terhadap
klirens kreatinin.
Pada uji ANOVA satu arah kadar kreatinin urin pada kelompok: Normal vs CIS, CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIS+tNANOKUR50, CIS vs CIS+tNANOKUR100 dengan nilai p>0.05.
Data disajikan sebagai nilai rerata + SD.

45  Kadar MDA dalam homogenat ginjal

Kadar MDA pada semua kelompok tikus penelitian memiliki perbedaan
yang bermakna secara statistik pada uji non-parametrik Kruskal Wallis dengan nilai
p= 0.035 (<0.05). Uji Mann-Whitney dilakukan sebagai uji post-hoc untuk melihat

perbedaan kadar MDA antara satu kelompok dengan kelompok lainnya. Gambar
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4.9 menunjukkan bahwa kadar MDA paling tinggi terdapat pada kelompok CIS.
Hal tersebut menunjukkan bahwa pada kelompok CIS terdapat banyak ROS
sehingga terjadi peroksidasi lipid yang selanjutnya menghasilkan banyak produk
MDA. Kadar MDA pada kelompok CIS memiliki perbedaan yang bermakna secara
statistik terhadap kelompok normal dengan nilai p=0.016 (<0.05) pada uji Mann-
Whitney.

Kadar MDA paling rendah terdapat pada kelompok KURKU100 dan
memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik dibandingkan kelompok CIS,
dengan nilai p=0.016 (<0.05) pada uji Mann-Whitney. Selain itu, kadar MDA
kelompok NANOKURS50 terhadap kelompok CIS juga memiliki perbedaan yang
bermakna secara statistik dengan nilai p=0.01 (<0.05). Sedangkan, kadar MDA
kelompok NANOKUR100 terhadap kelompok CIS tidak memiliki perbedaan yang
bermakna secara statistik dengan nilai p=0.423 (>0.05). Data pada Gambar 15
menunjukkan bahwa kurkumin dan nanokurkumin berpotensi dalam mencegah
terjadinya peningkatan peroksidasi lipid akibat ROS dengan berperan sebagai
radical scavenger. Sehingga lebih sedikit ROS yang bereaksi dengan membran

lipid dan menghasilkan produk MDA.
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Gambar 4.9 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKURZ100 terhadap
kadar MDA dalam jaringan ginjal.
Pada uji Mann-Whitney kadar MDA dalam jaringan pada kelompok: Normal vs CIS, CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIS+NANOKURS50, CIS vs CIStNANOKUR100 dengan nilai p berturut-
turut p=0.016, p=0.016, p=0.01, p=0.423(p>0.05). Data disajikan sebagai nilai rerata + SD. *(p<0.05
vs normal), #(p<0.05 vs Cis+Kur100), *(p<0.05 vs Cis+Nanokur50).

4.6  Kadar GSH dalam homogenat ginjal

Kadar GSH pada semua kelompok tikus penelitian memiliki perbedaan
yang tidak bermakna secara statistik pada uji ANOVA satu arah dengan nilai
p=0.607 (>0.05). Uji Tukey HSD digunakan sebagai uji post-hoc untuk melihat
perbedaan kadar GSH antara satu kelompok dengan kelompok lainnya. Gambar
4.10 menunjukkan bahwa kadar GSH paling rendah terdapat pada kelompok CIS
dan memiliki perbedaan yang tidak bermakna secara statistik dibandingkan dengan
kelompok normal, dengan nilai p=0.551 (>0.05) pada uji Tukey. Selain itu kadar
GSH kelompok KURKU100, NANOKUR50 dan NANOKURZ100 juga tidak
memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik dibandingkan dengan kelompok
CIS pada uji Mann-Whitney, kelompok CIS vs CIS+KUR100, CIS vs
CIS+NANOKURS0, CIS vs CIS+tNANOKUR100, dengan nilai p berturut-turut,
yaitu 0.991; 0.873; 0.848 (p>0.05).
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Gambar 4.10 Pengaruh CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKURZ100 terhadap

kadar GSH dalam homgenat ginjal.
Pada uji ANOVA satu arah kadar GSH pada kelompok: Normal vs CIS, CIS vs CIS+KUR100,
CIS vs CIS+NANOKURS50, CIS vs CISFNANOKUR100 dengan nilai p>0.05. Data disajikan
sebagai nilai rerata + SD.

4.7 Ekspresi rasio protein p-ERK/ERK pada ginjal

Hasil uji normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data ekspesi
rasio protein p-ERK/ERK memiliki distribusi yang normal dan homogen
setelah dilakukan transformasi logaritma, sehingga dapat dilakukan uji statistik
parametrik ANOVA satu arah. Ekspresi rasio protein p-ERK/ERK pada semua
kelompok penelitian menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna secara
statistik pada uji ANOVA satu arah dengan nilai p=0.003. Selanjutnya
dilakukan uji Tukey sebagai uji posthoc untuk melihat adanya perbedaan
ekspresi rasio protein p-ERK/ERK antar kelompok penelitian.

Gambar 4.11 menunjukkan bahwa rasio p-ERK/ERK paling tinggi
terdapat pada kelompok CIS dan memiliki perbedaan yang signifikan terhadap
kelompok normal, dengan nilai p=0.006. Hal tersebut menunjukkan bahwa
adanya pemberian cisplatin dosis tunggal sudah dapat mengaktifkan jalur ERK,
melalui phosphorilasi ERK. Selain itu, kelompok KURKU100 menunjukkan

rasio p-ERK/ERK paling rendah diantara yang lainnya dan memiliki perbedaan
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yang bermakna terhadap kelompok CIS, dengan nilai p=0.007 (<0.05). Rasio
p-ERK/ERK pada kelompok NANOKUR100 dan NANOKURS50 juga
memiliki perbedaan yang bermakna secara statstik dibandingkan kelompok
CIS, dengan nilai p=0.008 dan p=0.038. Hal tersebut menunjukkan bahwa baik
kurkumin 100 mg/kgBB maupun nanokurkumin 50 dan 100 mg/kgBB dapat
berpotensi sebagai nefroprotektor yang dapat mencegah terjadinya fosforilasi
ERK akibat cisplatin. Akan tetapi tidak ada perbedaan yang bermakna antara
rasio p-ERK/ERK antara kelompok KURKU100, NANOKUR50, dan
NANOKURZ100, yang menunjukkan bahwa kurkumin dosis 100 mg/kgBB/hari

memiliki efektivitas yang hampir sama dengan nanokurkumin 50 dan 100

mg/kgBB/hari dalam hal mencegah terjadinya aktivasi jalur ERK.
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Gambar 4.11 Rasio protein p-ERK/ERK pada kelompok Normal, CIS, CIS+KUR100,

Pada uji parametrik ANOVA satu arah rasio protein P-ERK/ERK pada kelompok: normal vs
CIS, CIS vs CIS+KUR100, CIS vs CIS+NANOKUR50, dan CIS vs CIS+NANOKUR100
dengan nilai p berturut-turut, 0.006; 0.007; 0.038; 0.008. Dimana *(p<0.01 vs normal), #(p<0.01

CIS+NANOKURS50, dan CIS+tNANOKUR100.

vs Cis+Kur100), ~(p<0.05 vc Cis+Nanokur50), ¢(p<0.01 vs Cis+Nanokur100).
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4.8 Rasio Ekspresi gen Bax dan BCL-2

Berdasarkan hasil uji homogenitas dan normalitas, data tingkat ekspresi
gen mRNA Bax (pro-apoptosis) dan BCL-2 (anti-apoptosis) pada kelompok
CIS, KURKU100, NANOKURS50, dan NANOKUR100 menunjukkan data
yang terdistribusi normal akan tetapi tidak homogen. Tingkat ekspresi rasio
MRNA gen BCL-2/Bax pada semua kelompok tersebut menunjukkan adanya
perbedaan yang bermakna berdasarkan uji statistik ANOVA satu arah, dengan
nilai p sebesar <0.01. Uji post-hoc Tukey dilakukan untuk melihat perbedaan
tingkat ekspresi rasio gen BCL-2/Bax antar kelompok.

Gambar 4.12 menunjukkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax yang paling
rendah terdapat pada kelompok CIS dan memiliki perbedaan yang bermakna
secara statistik terhadap kelompok normal dengan nilai p<0.01. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada kelompok CIS cenderung terjadi apoptosis akibat
cisplatin. Pada kelompok dengan pemberian kurkumin 100 mg/kgBB
menunjukkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax yang paling tinggi diantara
kelompok perlakuan lainnya dan memiliki perbedaan yang bermakna secara
statistik dibandingkan kelompok CIS, dengan nilai p<0.01. Selain itu,
pemberian nanokurkumin 50 mg/kgBB dan 100 mg/kgBB juga memiliki rasio
ekspresi gen BCL-2/Bax yang cukup tinggi dan memiliki perbedaan yang

bermakna secara statistik terhadap kelompok CIS, dengan nilai p<0.01.
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Kelompok
Rata-rata 1 0.543 1.836 1.376 1.245
SD 0.108 0.315 | 0.136 0.142

Gambar 4.12. Tingkat ekspresi mMRNA rasio gen BCL-2/Bax pada kelompok normal,
CIS, CIS+KUR100, CIS+NANOKURS50, dan CIS+NANOKUR100.
Pada uji ANOVA satu arah tingkat ekspresi mMRNA gen BCL-2 pada kelompok: CIS vs
CIS+KUR100, CIS vs CIStNANOKUR50, dan CIS vs CIS+NANOKUR100 dengan nilai p
sebesar <0.01. Data disajikan sebagai nilai rerata + SD. *(<0.01 vs Normal), #(<0.01 vs
Cis+Kur100), ~(<0.01 vs Cis+Nanokur50), ¢(<0.01 vs Cis+Nanokur100).
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BAB 5

PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui pengaruh
kurkumin dan nanokurkumin (kurkumin dalam bentuk nanopartikel) terhadap
pencegahan nefrotoksisitas yang diakibatkan oleh cisplatin. Kurkumin diketahui
memiliki aktivitas farmakologis sebagai nefroprotektor, tetapi terhalang oleh
bioavailabilitasnya yang rendah dan kelarutannya dalam air kurang baik.%® Oleh
karena itu, digunakan nanokurkumin dengan kelarutannya yang lebih baik
dibandingkan kurkumin untuk berperan sebagai nefroprotektor. Nanopartikel
dengan ukuran diameter 100-200 nm sangat baik digunakan dalam bidang
kedokteran.®® Kurkumin dan nanokurkumin yang digunakan pada penelitian ini
memiliki ukuran partikel masing-masing sebesar 339.8 nm dan 240.7 nm,
nanokurkumin yang digunakan memiliki penurunan ukuran partikel sekitar 29%.
dari ukuran partikel kurkumin. Meskipun nanokurkumin yang digunakan belum
termasuk kedalam ukuran nanopartikel, tetapi ukurannya masih lebih Kkecil
dibandingkan kurkumin. Sehingga diharapkan memiliki hasil yang lebih baik
daripada kurkumin dalam mencegah terjadinya nefrotoksisitas. Ciplatin sebagai
obat kemoterapi masih banyak digunakan dalam berbagai pengobatan jenis kanker
dan nefrotoksisitas menjadi efek samping utama yang paling membatasi penggunan
cisplatin. Setelah pemberian dosis tunggal cisplatin (50 — 100 mg/m?) pada pasien,
sekitar satu hingga tiga pasien mengalami progresi nefrotoksisitas. Nefrotoksisitas
dapat dikurangi tetapi tidak sepenuhnya dapat dicegah, melalui berbagai strategi
seperti fraksinasi dosis,”® hidrasi,”* dan diuresis.”? Selain itu juga tidak ada rejimen
standar untuk hidrasi cisplatin.”

Cisplatin dalam bentuk tidak terikat dieliminasi oleh ginjal melalui filtrasi
glomerular dan sekresi tubular, kemudian terakumulasi pada sel parenkimal ginjal.
Cisplatin dimetabolisme menjadi nefrotoksin pada tubulus proksimal dan
mempengaruhi regulasi gen sehingga menyebabkan sitotoksisitas langsung melalui
peningkatan ROS, aktivasi MAPK (mitogen activated protein kinase), menginduksi

apoptosis, dan disfungsi mitokondria.”* Beberapa peneliti mengamati bahwa
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penurunan fungsi ginjal terjadi sejak siklus pertama penggunaan cisplatin, yang
dikarakterisasi melalui penurunan kreatinin klirens, penurunan kadar kreatinin dan
urea dalam urin serta peningkatan kadar kreatinin dan urea dalam darah.”™
Progresivitas nefrotoksisitas meningkat seiring dengan peningkatan dosis dan
frekuensi pemberian cisplatin.”

Berdasarkan penelitian Yukihiro Wada dkk,”® menunjukkan bahwa
pemberian cisplatin dosis tunggal (i.p 7 mg/kgBB) pada tikus menyebabkan
penurunan berat badan yang menunjukkan adanya gangguan kesehatan. Selain itu,
rasio berat ginjal per berat badan juga meningkat secara signifikan dibandingkan
kelompok tikus normal. Penelitian Antunes dkk,’” juga menunjukkan bahwa
pemberian cisplatin (i.p 7 mg/kgBB) pada tikus dapat menurunkan berat badan
tikus, hal tersebut mungkin dikarenakan adanya toksisitas gastrointestinal akibat
penggunaan cisplatin. Penelitian Reem N dan El-Naga,’® juga menunjukkan bahwa
pemberian dosis tunggal cisplatin (i.p 7 mg/kgBB) pada tikus menyebabkan
penurunan berat badan sekitar 23.7% dibandingkan berat badan tikus kelompok
normal dan terdapat peningkatan rasio berat ginjal per berat badan sebanyak 1.5
kali dibandingkan kelompok normal. Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian ini
yang cenderung menunjukkan penurunan berat badan pada tikus kelompok CIS
dibandingkan kelompok normal. Adanya penurunan berat badan tersebut mungkin
dikarenakan adanya efek samping lain dari penggunaan cisplatin, yaitu toksisitas
gastrointestinal. Selain itu pada kelompok CIS terjadi peningkatan rasio berat ginjal
per berat badan sebanyak 1 kali lipat dibandingkan kelompok normal.

Cisplatin dibersihkan oleh ginjal melalui filtrasi glomerular dan sekresi
tubular, selanjutnya cisplatin mengalami biotransformasi di ginjal menjadi thiol
yang sangat reaktif. Umumnya timbulnya insufisiensi ginjal dimulai beberapa hari
setelah pemberian dosis cisplatin, menghasilkan terjadinya nefrotoksisitas akut
yang ditandai dengan adanya peningkatan serum Kkreatinin dan BUN, serta
penurunan Klirens kreatinin.”® Kreatinin merupakan suatu metabolit kreatin yang
diekskresikan seluruhnya dalam urin melalui filtrasi glomerulus, sehingga
meningkatnya kadar kreatinin dalam darah menjadi indikasi rusaknya fungsi
ginjal.® Klirens kreatinin merupakan volume plasma yang dibersinkan dari

senyawa atau racun oleh mekanisme ekskresi ginjal setiap satuan waktu. Kreatinin
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difiltrasi oleh ginjal secara keseluruhan dan diekskresikan melalui urin dalam
bentuk tidak berubah.®°

BUN dan kreatinin merupakan uji pendahuluan/uji skrining untuk fungsi
ginjal, karena ditangani terutama melalui filtrasi glomerulus. Adanya perubahan
kecil dalam fungsi ginjal dapat menyebabkan peningkatan kadar serum BUN dan
kreatinin. Penelitian Yukihiro Wada dkk,”® menunjukkan bahwa injeksi dosis
tunggal cisplatin (i.p 7 mg/kg BB) pada tikus menyebabkan kadar serum kreatinin
dan BUN meningkat secara signifikan dibandingkan pada tikus kelompok normal,
serta penurunan yang signifikan pada klirens kreatinin. Penelitian lainnya yang
dilakukan oleh Reem N dan EI-Naga,® menunjukkan bahwa cisplatin
menyebabkan peningkatan kadar kreatinin dan BUN dalam serum berturut-turut
sebesar 8 kali dan 5.4 kalinya, dibandingkan dengan kelompok normal. Pada
penelitian ini juga didapatkan peningkatan kadar kreatinin dan BUN plasma yang
signifikan pada kelompok CIS berturut-turut sebesar 2.4 dan 5.7 kalinya
dibandingkan kelompok normal. Selain itu terjadi penurunan klirens kreatinin serta
penurunan kadar kreatinin dan BUN dalam urin pada kelompok CIS meskipun tidak
signifikan dibandingkan kelompok normal. Berdasarkan hasil uji fungsi ginjal
tersebut menunjukkan bahwa injeksi cisplatin dosis tunggal (i.p 7 mg/kg BB) pada
tikus dapat menyebabkan terjadinya nefrotoksisitas akut yang menyerupai AKI
(acute kidney injury).

Beberapa penelitian lainnya juga menunjukkan bahwa cisplatin dapat
menyebabkan peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species) di ginjal sehingga
terjadi peroksidasi membran lipid dan menghasilkan produk berupa MDA
(malondialdehida). Peningkatan produksi MDA pada ginjal tikus yang
mendapatkan cisplatin ditentukan dengan TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances). Penelitian Kuhad dkk,®* menunjukkan bahwa pemberian cisplatin (i.p
5 mg/kg BB) dosis tunggal pada tikus menyebabkan peningkatan kadar MDA yang
signifikan dibandingkan kelompok kontrol. Hasil penelitian ini juga menunjukkan
bahwa pemberian cisplatin dosis 7 mg/kgBB menyebabkan peningkatan ROS pada
kelompok CIS yang ditandai dengan adanya peningkatan kadar MDA yang

signifikan dibandingkan kelompok normal.
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Sumber ROS pada ginjal terdapat pada sel pembuluh darah, makrofag yang
teraktivasi, dan berbagai sel glomerulus. Keseimbangan pembentukan ROS dan
mekanisme protektif antioksidatif bergantung pada aktivitas enzim seperti katalase,
NO-sintase, SOD, dan glutation peroksidase.®? Kompleks endogen dalam sel dapat
diklasifikasikan sebagai antioksidan enzimatik dan antioksidan non-enzimatik.%
Antioksidan non-enzimatik juga diklasifikasi lagi menjadi antioksidan nutrisi dan
antioksidan metabolik. Antioksidan nutrisi termasuk ke dalam antioksidan eksogen,
yaitu senyawa yang tidak diproduksi di dalam tubuh dan harus disediakan melalui
makanan atau suplemen,® salah satu contohnya adalah kurkumin. Aktivitas
antioksidan tidak langsung dari kurkumin memiliki kemampuan untuk memicu
ekspresi protein sitoprotektif seperti superoksida dismutase (SOD), glutation
reduktase (GR), glutation tereduksi (GSH), katalase (CAT),®® glutation peroksidase
(GPx),% glutation s-transferase, NADPH, dan heme-oxygenase 1 (HO-1).82

Telah dilaporkan bahwa mitokondria mengandung sumber GSH/NP-SH
yang berperan penting dalam detoksifikasi H2O, yang diproduksi oleh matriks.
GSH mitokondria berperan dalam menjaga fungsi mitokondria dan berperan lebih
signifikan daripada GSH sitosol dalam menjaga fungsi seluler dan kelangsungan
hidup sel.®” GSH merupakan antioksidan tripeptida utama dalam sel dan berperan
penting dalam detoksifikasi senyawa toksik seperti obat kemoterapi, hasil
metabolisme nutrisi dan regulasi berbagai jalur untuk menjaga homeostasis seluler.
Reaksi enzimatik dan non-enzimatik dapat terlibat dalam GSH yang memediasi
scavenging radikal bebas dan ROS lainnya.?’

Penelitian dari Arjumand menunjukkan bahwa setelah injeksi cisplatin (7
mg/kg BB, i.p) pada tikus, terjadi deplesi GSH pada jaringan ginjal dan
meningkatkan H,O, sehingga terjadi peroksidasi lipid.8” Hal tersebut sesuai dengan
hasil penelitian ini yang menunjukkan adanya penurunan kadar GSH pada
kelompok tikus CIS dibandingkan kelompok normal. Sehingga terjadi
ketidakseimbangan antara jumlah antioksidan dan produksi ROS semakin
meningkat, yang berakibat pada terjadinya stres oksidatif. Adanya peningkatan
ROS akibat cisplatin juga dapat mengaktifkan jalur ERK sehingga dapat memicu
apoptosis jalur intrinsik maupun ekstrinsik melalui induksi pelepasan sitokrom c

dari mitokondria, up-regulasi protein proapoptosis seperti Bax, up-regulasi p53,
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serta down-regulasi protein antiapoptosis seperti BCL-2 pada sel ginjal®® atau
adanya aktivasi caspase-8. ERK yang teraktivasi ditemukan pada membran
mitokondria. Jalur apoptosis intrinsik diregulasi oleh aktivitas protein BCL-2 yang
beperan dalam menjaga integritas membran mitokondria. Cytosolic phospholipase
A2 (cPLA2) merupakan mediator jalur ERK yang menginduksi apoptosis melalui
jalur intrinsik. ERK dapat secara langsung mengaktivasi cPLA2 melalui fosforolasi
pada serine 505.8°

Suatu penelitian menunjukkan bahwa cisplatin dapat menyebabkan
kerusakan tubulus proksimal baik secara in vitro maupun in vivo, melalui apoptosis
jalur caspase dan non-caspase.®® Penelitian Arany dkk,®* menunjukkan bahwa
dengan inhibitor yang spesifik, adanya inhibisi ERK secara signifikan dapat
meningkatkan ketahanan hidup sel melalui penghambatan apoptosis setelah
pemberian cisplatin. Hal tersebut menunjukkan bahwa ERK memediasi cisplatin
dalam menginduksi kematian sel ginjal. Selain itu, Penelitian Nowak dkk 929
menunjukkan bahwa pada sel kultur tubulus ginjal yang diberi perlakuan cisplatin,
terjadi peningkatan ekspresi ERK1/ERK2, serta terjadi fosforilasi ERK1/2 yang
terdeteksi pada mitokondria dan berkaitan dengan hilangnya fungsi mitokondria.
ERK khususnya teraktivasi hanya pada sel saraf dan sel epitel ginjal akibat adanya
paparan dari toksikan seperti cisplatin.®* Penelitian Joe dkk,% secara in vivo
melaporkan bahwa ERKZ1/2 bertindak sebagai upstream dari caspase 3 pada
kematian sel ginjal yang diinduksi cisplatin.

Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan ekspresi protein ERK dengan
Westernblot, ERK yang terekspresi adalah ERK1/2. Berdasarkan hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa pemberian cisplatin dosis 7 mg/kgBB dapat meningkatkan
ekspresi ERK terphosphorilasi (p-ERK) pada kelompok CIS sehingga terjadi
peningkatan rasio p-ERK/ERK secara signifikan dibandingkan kelompok normal.
ERK merupakan jalur upstream dari nefrotoksisitas akibat cisplatin. Sehingga
teraktivasi nya jalur ERK ini dapat mengaktifkan jalur yang menuju apoptosis sel
ginjal baik secara intrinsik maupun ekstrinsik. Cisplatin mengaktivasi jalur ERK
akibat adanya peningkatan ROS, yang juga dapat dilihat dari peningkatan kadar
MDA pada kelompok CIS.
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Cisplatin diketahui dapat memicu terjadinya peningkatan ROS sehingga
dapat menyebabkan terjadinya aktivasi ERK sehingga mengakibatkan terjadinya
up-regulasi gen Bax dan down-regulasi gen BCL-2. Penelitian Kim dkk,%
melaporkan bahwa pada sel epitel ginjal terjadi peningkatan ekspresi Bax setelah
adanya paparan dari cisplatin atau H20O., dan adanya inhibisi dari jalur ERK dapat
menurunkan ekspresi Bax. Selain itu, penelitian Shin HS dkk juga menyatakan
bahwa cisplatin dapat menyebabkan peningkatan ekspresi Bax dan penurunan
ekspresi BCL-2 yang dipicu oleh adanya stres oksidatif. Pada penelitian ini,
menunjukkan bahwa terjadi peningkatan ekspresi mMRNA gen Bax (pro apoptosis)
pada kelompok CIS dibandingkan kelompok normal. Selain itu, diketahui juga
bahwa pada kelompok CIS telah terjadi stres oksidatif yang ditandai dengan adanya
peningkatan kadar MDA nya, sehingga pada kelompok CIS terjadi penurunan
ekspresi mMRNA gen BCL-2 (anti-apoptosis) yang juga lebih rendah tingkat
ekspresinya dibandingkan gen Bax. Hasil tersebut juga dapat dilihat melalui rasio
ekspresi gen BCL2-/Bax pada kelompok CIS yang meningkat secara signifikan
dibandingkan kelompok normal, dan cenderung mengarah pada terjadinya
apoptosis sel ginjal.

Berdasarkan hasil seluruh parameter biokimia maupun fungsi ginjal pada
kelompok CIS, diketahui bahwa cisplatin dosis 7 mg/kgBB berhasil menyebabkan
terjadinya nefrotoksisitas yang menyerupai AKI (acute kidney injury) melalui jalur
apoptosis. Selanjutnya akan dilihat bagaimana efek nefroprotektor kurkumin 100
mg/kgBB, nanokurkumin 50 mg/kgBB, dan nanokurkumin 100 mg/kgBB dalam
mencegah nefrotoksisitas akibat cisplatin pada jalur apoptosis. Pada tanda-tanda
toksisitas umum, seperti berat badan dan rasio berat ginjal per berat badan
menunjukkan bahwa kelompok KURKU100 maupun NANOKUR50 dan
NANOKUR100, cenderung mencegah terjadinya penurunan berat badan tikus pada
hari setelah injeksi cisplatin. Selain itu, adanya pemberian kurkumin dan
nanokurkumin tersebut juga cenderung mencegah terjadinya peningkatan rasio
berat ginjal per berat badan. Hasil rasio berat ginjal per berat badan pada kelompok
KUR100, NANOKUR 50 dan 100 cenderung tidak memiliki perbedaan yang
bermakna antar kelompoknya dan jika dibandingkan dengan kelompok normalnya.

Hal tersebut menunjukkan tidak adanya perbedaan efek yang signifikan antara
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pemberian kurkumin 100 mg/kgBB dengan nanokurkumin 50 dan 100 mg/kgBB
dalam hal mencegah terjadinya tanda-tanda toksisitas umum akibat cisplatin.

Pemberian kurkumin 100 mg/kgBB serta nanokurkumin 50 dan 100
mg/kgBB beberapa hari sebelum dan sesudah injeksi cisplatin pada hewan coba
bertujuan mencegah ataupun menghambat progresi nefrotoksisitas akibat cisplatin
melalui penurunan yang signifikan pada kadar BUN dan kreatinin dalam plasma
serta peningkatan klirens kreatininnya. Kurkumin 100 mg/kgBB dan nanokurkumin
100 mg/kgBB ternyata bekerja lebih baik dalam mencegah terjadinya peningkatan
kadar BUN plasma dilihat dari perbedaan kadar BUN plasma kelompok KUR100
dan NANOKUR100 yang signifikan dibandingkan kelompok CIS. Adanya
pemberian kurkumin 100 mg/kgBB dan nanokurkumin 100 mg/kgBB
menunjukkan bahwa keduanya memiliki efektivitas yang sama dalam mencegah
nefrotoksisitas akibat cisplatin dilihat berdasarkan parameter fungsi ginjalnya.

Penelitian Alasubramanyam dkk,®” menunjukkan bahwa adanya pemberian
kurkumin dengan dosis 60 mg/kg BB secara oral dapat menurunkan kadar MDA
secara signifikan pada ginjal tikus. Hal tersebut dikarenakan kurkumin memiliki
mekanisme aktivitas antioksidan secara langsung melalui reaksinya dengan ROS
dan aktivitas antioksidan tidak langsung melalui stimulasi up-regulasi beberapa
antioksidan endogen dan protein sitoprotektif. Adanya gugus fenolik pada struktur
kurkumin menunjukkan kemampuannya untuk bereaksi dengan ROS dan RNS,
serta menjadi satu-satunya mekanisme dimana kurkumin dapat menjaga sel epitel
tubulus ginjal dari kerusakan oksidatif yang diinduksi H20,.%

Penelitian Kazim Sahin dkk,*® menunjukkan pemberian kurkumin 50
mg/kgBB secara oral dapat menurunkan kadar MDA pada ginjal tikus meskipun
tidak signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatifnya. Selain itu, penelitian
Wei Yu dkk,® juga menunjukkan bahwa pemberian kurkumin 200 mg/kgBB dapat
menurunkan kadar MDA secara signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif
pada tikus yang diinduksi diabetes. Penelitian Gosh dkk,** menunjukkan bahwa
pemberian kurkumin 75 mg/kgBB per oral juga dapat menurunkan kadar MDA
pada ginjal tikus yang diinduksi 5/6 nefrektomi. Pada penelitian ini perlakuan
dengan kurkumin 100 mg/kgBB dan nanokurkumin 50mg/kgBB cenderung dapat
mencegah terjadinya peningkatan ROS, ditandai penurunan kadar MDA yang
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signifikan dibandingkan tikus kelompok CIS. Akan tetapi kelompok tikus dengan
perlakuan kurkumin 100 mg/kg BB menghasilkan kadar MDA yang paling rendah
dibandingkan kelompok nanokurkumin 50 dan 100 mg/kg BB. Hal tersebut
menunjukkan bahwa mungkin kurkumin 100 mg/kgBB berperan lebih baik dalam
menangkal kelebihan produksi ROS dan mengurangi terjadinya stres oksidatif
akibat penggunaan cisplatin. Selain itu, pada penelitian ini kerja kurkumin dan
nanokurkumin sebagai antioksidan tidak bergantung dosis. Hal tersebut dilihat dari
kadar MDA kelompok NANOKURS50 yang lebih rendah dibandingkan kelompok
NANOKUR100. Kurkumin dan nanokurkumin dapat mengurangi produksi MDA
dengan cara bereaksi dengan kelebihan ROS yang sudah tidak dapat diatasi dengan
sistem antioksidan endogen, sehingga dapat mengurangi terjadinya peroksidasi
lipid dan produksi MDA.

Penelitian Lavoie dkk,'%? melaporkan bahwa kurkumin dapat meningkatkan
sintesis dan konsentrasi glutation tereduksi (GSH) pada astrosit dan neuron yang
diinduksi oleh YGCL (y-Glutamilsistein Ligase).X® Penelitian Kuhad dkk, juga
menunjukkan bahwa pemberian kurkumin 60 mg/kgBB secara oral dapat
meningkatkan kadar GSH pada ginjal tikus yang diinduksi cisplatin meskipun tidak
secara signifikan. Produksi ROS pada proses seluler yang normal secara segera
didetoksifikasi oleh antioksidan endogen seperti GSH, katalase, GR, GPx, GST, dll,
tetapi adanya akumulasi ROS yang berlebihan akibat cisplatin menyebabkan
ketidakseimbangan antara antioksidan dan ROS, sehingga memicu deplesi GSH.%

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan kurkumin 100
mg/kg BB dan nanokurkumin 50 dan 100 mg/kg BB cenderung mencegah
penurunan kadar GSH dibandingkan dengan kelompok CIS. Kurkumin dan
nanokurkumin berperan sebagai antioksidan non-enzimatik yang dapat bereaksi
dengan ROS secara langsung dan memicu up-regulasi ekspresi antioksidan non-
enzimatik terutama GSH sehingga dapat mencegah terjadinya kelebihan ROS
akibat cisplatin dan mengurangi peroksidasi lipid. GSH sebagai antioksidan non-
enzimatik dapat bekerja langsung dengan menetralkan ROS ataupun bekerja
sebagai substrat dari reaksi enzimatik glutation peroksidase (GPx) untuk mengubah
H202 menjadi H.O.
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Pada aktivasi jalur ERK di sel ginjal yang dipicu oleh adanya peningkatan
ROS, pemberian kurkumin dan nanokurkumin berperan sebagai antioksidan untuk
menetralkan kelebihan ROS, sehingga tidak memicu aktivasi ERK dan fosforilasi
ERK. Berdasarkan hasil penelitian, pemberian kurkumin 100 mg/kgBB serta
nanokurkumin 50 dan 100 mg/kgBB dapat secara signifikan menekan terjadinya
fosforilasi ERK. Kurkumin 100 mg/kg dan nanokurkumin 100 mg/kgBB memiliki
efektivitas yang hampir sama dalam mencegah fosforilasi ERK, dilihat dari nilai
rasio p-ERK/ERK yang tidak jauh berbeda antar kelompok tersebut. Adanya
pencegahan aktivasi dan fosforilasi jalur ERK juga dapat mencegah teraktivasinya
jalur apoptosis baik intrinsik maupun ekstrinsik. Hal tersebut mungkin dikarenakan
ukuran partikel kurkumin dan nanokurkumin yang tidak berbeda jauh, meskipun
nanokurkumin memiliki ukuran partikel yang lebih kecil. Sejauh ini belum banyak
penelitian mengenai efek kurkumin maupun nanokurkumin dalam menekan atau
menghambat aktivasi ERK untuk mencegah terjadinya nefrotoksisitas akibat
cisplatin.

Pada pemeriksaan ekspresi gen Bax dan BCL-2, adanya pemberian
kurkumin 100 mg/kgBB dan nanokurkumin (50 dan 100 mg/kgBB) menghasilkan
tingkat ekspesi mMRNA gen Bax yang lebih rendah dibandingkan BCL-2, sehingga
menghasilkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax yang lebih tinggi dibandingkan
kelompok CIS, serta memiliki perbedaan yang signifikan. Hal tersebut dikarenakan
kurkumin dan nanokurkumin menetralkan kelebihan ROS dengan cara bereaksi
secara langsung dengan ROS, sehingga menghambat aktivasi ERK dan mencegah
terjadinya up-regulasi gen Bax dan down-regulasi gen BCL-2. Rasio ekspresi gen
BCL-2/Bax menunjukkan bahwa kurkumin 100 mg/kgBB dapat menurunkan
ekpresi gen Bax lebih baik dibandingkan nanokurkumin 50 dan 100 mg/kgBB.
Sedangkan nanokurkumin 50 mg/kgBB bekerja lebih baik dalam meningkatkan
ekspresi gen BCL-2 dibandingkan kurkumin 100 mg/kgBB dan nanokurkumin 100
mg/kgBB. Berdasarkan hasil rasio ekspresi BCL-2/Bax, pemberian kurkumin 100
mg/kgBB dan nanokurkumin (50 dan 100 mg/kgBB) cenderung dapat mencegah
terjadinya nefrotoksisitas akibat cisplatin melalui jalur apoptosisnya dan kurkumin
100 mg/kgBB bekerja lebih baik dalam meningkatkan rasio ekpresi gen BCL-2/Bax

dibandingkan kelompok nanokurkumin.
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Berdasarkan hasil pengukuran beberapa parameter fungsi ginjal dan
parameter biokimia untuk pemeriksaan apoptosis, kurkumin dengan dosis 100
mg/kgBB cenderung memiliki efektivitas yang lebih baik sebagai nefroprotektor
pada nefrotoksisitas akibat cisplatin melalui jalur apoptosis. Hal tersebut mungkin
dikarenakan ukuran partikel nanokurkumin yang digunakan belum termasuk ke
dalam ukuran nanopartikel (100 — 200 nm) serta mekanisme pembuatan
nanopartikel yang kurang efektif. Beberapa penelitian yang sudah dilakukan
menunjukkan bahwa pembuatan nanopartikel dengan cara enkapsulasi dapat
meningkatkan kelarutannya dalam air, meningkatkan bioavailabilitasnya, serta
sifat-sifat farmakokinetiknya, sehingga diharapkan pembuatan nanopartikel dengan
cara enkapsulasi juga dapat berperan lebih baik sebagai nefroprotektor
dibandingkan dengan kurkumin.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan keseluruhan hasil yang didapat maka kesimpulan yang dapat diambil

dari penelitian ini adalah:

6.1 KESIMPULAN

1. Kurkumin dan nanokurkumin memiliki efek nefroprotektor. Pemberian
kurkumin dosis 100 mg/kgBB bekerja lebih baik dibandingkan nanokurkumin
50 mg/kgBB dalam hal menurunkan kadar BUN plasma dan kreatinin plasma,
meningkatkan kadar BUN urin dan kreatinin urin, menurunkan kadar MDA di
jaringan ginjal, menurunkan rasio ekspresi protein p-ERK/ERK di jaringan
ginjal dan meningkatkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax di jaringan ginjal.

2. Kurkumin dan nanokurkumin memiliki efek nefroprotektor. Pemberian
kurkumin dosis 100 mg/kgBB bekerja lebih baik dibandingkan nanokurkumin
dosis 100 mg/kgBB dalam hal menurunkan kadar BUN plasma dan kreatinin
plasma, meningkatkan kadar BUN urin dan kreatinin urin, menurunkan kadar
MDA di jaringan ginjal, menurunkan rasio ekspresi protein p-ERK/ERK di
jaringan ginjal dan meningkatkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax di jaringan
ginjal.

3. Nanokukumin memiliki efek nefroprotektor. Pemberian nanokurkumin 50
mg/kgBB bekerja lebih baik dibandingkan nanokurkumin 100 mg/kgBB dalam
hal menurunkan kadar BUN dan kreatinin dalam plasma, meningkatkan kadar
BUN dan kreatinin dalam urin, meningkatkan klirens kreatinin, menurunkan
kadar MDA di jaringan ginjal, dan meningkatkan rasio ekspresi gen BCL-2/Bax

di jaringan ginjal.

6.2 SARAN

1. Pembuatan nanopartikel kurkumin dilakukan dengan cara enkapsulasi.
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Lampiran 2

Perhitungan Parameter Penelitian

1. Perhitungan kadar BUN dalam urin dan plasma

Kadar BUN dalam sampel urin dan plasma diperleh dari rumus sebagai
berikut:

Kadar urea (mg/dL) = AA sampel/ AA Standar X Konsentrasi standar (mg/dL)

Kadar BUN (mg/dl) = Kadar urea/

dimana:
AA sampel = (Absorbansi 1 — Absorbansi 2) sampel
AA standar = (Absorbansi 1 — Absorbansi 2) standar

Konsentrasi standar =50 mg/dL

Contoh perhitungan kadar urea dalam urin:

Pada pengukuran salah satu sampel urin dari kelompok Kurkumin100
diperoleh hasil absorbansi sampel, yaitu absorbansi 1 sebesar 0.8165 dan
absorbansi 2 sebesar 0.8013. Nilai absorbansi standar urea yang diperoleh, yaitu
absorbansi 1 sebesar 0.8351 dan absorbansi 2 sebesar 0.8109.

Kadar urea dalam urin (mg/dL) =

AA sampel/AA Standar X Konsentrasi standar (mg/dL)=

(08165 — 0.8013)/
= (0.8351 — 0.8109) X 90 mg/dL

= 25.826 mg/dL

Kadar BUN dalam urin (mg/dL) = Kadar urea (mg/dL) x 0.467
= 25.826 x 0.467
= 12.061 mg/dL

Contoh perhitungan kadar urea dalam plasma:

Pada pengukuran salah satu sampel plasma dari kelompok Kurkumin100
diperoleh hasil absorbansi sampel, yaitu absorbansi 1 sebesar 0.8502 dan
absorbansi 2 sebesar 0.8268. Nilai absorbansi standar urea yang diperoleh, yaitu
absorbansi 1 sebesar 0.8184 dan absorbansi 2 sebesar 0.7917.
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Kadar urea dalam plasma (mg/d L) = AA sampel/AA Standar X Konsentrasi standar (mg/dL)

=(0:6502 0'8268)/(0.8184 — 0.7917)*°0mg/dL
= 43.82 mg/dL
Kadar BUN dalam plasma (mg/dL) = Kadar urea (mg/dL) x 0.467
=43.82 x 0.467

= 20.464 mg/dL

2. Perhitungan kadar kreatinin dalam urin dan plasma

Kadar kreatinin dalam sampel urin dan plasma diperoleh dari rumus
sebagai berikut:

Kadar kreatinin (mg/dL) = AA sampel/AA Standar X Konsentrasi standar (mg/
dL)

dimana:
AA sampel = (Absorbansi 2 — Absorbansi 1) sampel
AA standar = (Absorbansi 2 — Absorbansi 1) standar

Konsentrasi standar =2 mg/dL

Contoh perhitungan kadar kreatinin dalam urin:

Pada pengukuran salah satu sampel urin dari kelompok Kurkuminl100
diperoleh hasil absorbansi sampel, yaitu absorbansi 1 sebesar 0.2317 dan
absorbansi 2 sebesar 0.2399. Nilai absorbansi standar kreatinin yang diperoleh,
yaitu absorbansi 1 sebesar 0.1561 dan absorbansi 2 sebesar 0.1683.

Kadar kreatinin (mg/dL) = AA sampel/AA Standar X Konsentrasi standar (mg/dL)

0.2399 — 0.2317
= ( )/(0.1683 _ X 2 mg/dL

0.1561)
= 67.213 mg/dL

Contoh perhitungan kadar kreatinin dalam plasma:

Pada pengukuran salah satu sampel plasma dari kelompok Kurkumin100
diperoleh hasil absorbansi sampel, yaitu absorbansi 1 sebesar 0.2672 dan
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absorbansi 2 sebesar 0.2745. Nilai absorbansi standar kreatinin yang diperoleh,
yaitu absorbansi 1 sebesar 0.1602 dan absorbansi 2 sebesar 0.1752.

Kadar kreatinin (mg/dL) = AA sampel/ AA Standar X Konsentrasi standar (mg/dL)

(02745 — 0.2672)/
= (0.1752 — 0.1602) X 2 Mg/dL

=0.973 mg/dL

3. Perhitungan kreatinin klirens

Klirens kreatinin (mL/menit) pada sampel dapat dihitung dengan rumus sebagai
berikut:

(Kadar kreatinin dalam urin x volume urin 24 jam)
(kadar kreatinin dalam plasma x t)

dimana:
t - waktu (1440 menit)

Contoh perhitungan:

Pada pengukuran salah satu sampel dari kelompok Kurkuminl00
diperoleh kadar kadar kreatinin dalam urin dan plasma berturut-turut sebesar 50
mg/dL dan 0.973 mg/dL, dengan volume urin nya sebesar 8 mL.

Klirens kreatinin (mL/menit):

(Kadar kreatinin dalam urin x volume urin 24 jam)
(kadar kreatinin dalam plasma x t)

(50mg/dl x8 mL)/ B _
(0.973 mg/dL x 1440 menit) — 0.285 mL/menit

4. Perhitungan kadar protein homogenat ginjal

Kadar protein diperoleh dari hasil ekstrapolasi absorbansi sampel ke dalam

persamaan kurva standar BSA. Persamaan linier kurva standar sebagai berikut:

y =a+ bx
dimana:
y = nilai absorbansi standar BSA
X = kadar standar BSA (mg/mL)
a = intercept kurva standar BSA
b = slope kurva standar BSA
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Perhitungan kadar protein dalam sampel yaitu:

Kadar protein ("'8/, ) = x.Fp

dimana:
X = kadar protein sampel berdasarkan kurva standard (mg/mL)
Fp = faktor pengenceran sampel

Contoh kurva standar protein:

1.2
. y =0.0006x + 0.0094
R2=0.9974
0.8
'S
% 0.6
0
—
(@]
204
<
0.2

o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Konsentrasi (ug/ml)

Contoh perhitungan:

Pada pengukuran salah satu sampel kelompok Kurkuminl00 diperoleh hasil
absorbansi sebesar 0.486

y = 0.0006x + 0.0094
0.486= 0.0006x + 0.0094

x = (0.486 — 0.0094)
0.0006
X =794.333 pg/mL = 0.794333 mg/mL

Kadar protein (mg/mL) = x.Fp
Kadar protein = 0.794333 mg/mL x 100
Kadar protein = 79.433 mg/mL
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5. Perhitungan kadar MDA homogenat ginjal

Kadar MDA dihitung berdasarkan ekstrapolasi absorbansi sampel terhadap
persamaan kurva standar MDA (1,1,3,3-TEMP). Persamaan linier kurva standar
MDA sebagai berikut:

y=a+bx

dimana:

y = nilai absorbansi standar MDA
X = kadar standar MDA (nmol/mL)
a = intercept kurva standar MDA
b = slope kurva standar MDA

Perhitungan kadar MDA dalam sampel:

Kadar MDA (PMOl/ o tein) = %
dimana:
X = kadar MDA berdasarkan kurva standard (nmol/mL)
Fp = faktor pengenceran sampel
Cp = kadar protein sampel (mg/mL)

Contoh kurva standar MDA:

0.25

y = 0.0007x + 0.0043
02 R2=0.9979

0.15

0.1

Absobansi

0.05

0 50 100 150 200 250 300 350

Konsentrasi (nmol/mL)

Contoh perhitungan:
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Pada pengukuran salah satu sampel kelompok Kurkumin100 diperoleh absorbansi
sampel sebesar 0.1551, sehingga :

y = 0.0007x + 0.0043
0.1551 = 0.0007x + 0.0043

x=(0.1551 - 0.0043)
0.0007
X = 215.429 nmol/200 pL = 1077.143 nmol/mL

Kadar protein = 79.433 mg/mL
Pengenceran = 1x

1077.143 nmol/mLx 1
nmol —
Kadar MDA ("0 o rotein) = 79.433 mg/mL,

Kadar MDA = 13.56 nmol/mg protein

6. Perhitungan kadar GSH homogenat ginjal

Kadar GSH dihitung berdasarkan ekstrapolasi absorbansi sampel terhadap
persamaan kurva standar GSH. Persamaan linier kurva standar MDA sebagai
berikut:

y = a + bx, dimana:

y = nilai absorbansi standar GSH
X = konsentrasi standar GSH (uM)
a = intercept kurva standar GSH

b = slope kurva standar GSH

Contoh kurva standar GSH:
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250
y =42.938x + 1.8643
200 R2=0.9993

150

100

Absorbansi

50

0 1 2 3 4 5 6
Konsentrasi (UM)

Contoh perhitungan kadar GSH dalam homogenate ginjal :

Pada pengukuran salah satu sampel kelompok Kurkumin100 diperoleh absorbansi
sampel sebesar 163.799, sehingga:

y=a+bx
163.799 = 42.938x + 1.8643

x=(163.799 — 1.8643)
42.938
X=3.771 uM
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7. Perhitungan tingkat ekspresi mMRNA Bax dan BCL-2

ACt = Ct gene of interest — Ct housekeeping gene

AACt = ACt kelompok perlakuan — ACt kelompok normal

ACt BCL-2 kelompok normal = Ct BCL-2— Ct beta-actin

ACt BCL-2 kelompok normal = 32.641 — 27.890 = 4.751

ACt Bax kelompok normal = Ct Bax— Ct beta-actin

ACt Bax kelompok normal = 32.388 — 27.890 = 4.499

ACt BCL-2 kelompok KURKU100 = Ct BCL-2 — Ct beta-actin

ACt BCL-2 kelompok KURKU100 = 29.225 — 27.067 = 2.158

ACt Bax kelompok KURKU100 = Ct BCL-2 — Ct beta-actin

ACt Bax kelompok KURKU100 = 29.781 — 27.067 = 2.714

AACt BCL-2 = ACt BCL-2 kelompok KURKU100 — ACt BCL-2 kelompok
normal

AACt BCL-2 =2.158 —4.751 = -2.593

Tingkat tingkat ekspresi MRNA BCL-2 = 244Ct= 2 ~(2593) = 6 034

AACt Bax = ACt Bax kelompok KURKU100 — ACt Bax kelompok normal
AACt Bax =2.714 — 4.499 = -1.785

Tingkat tingkat ekspresi mMRNA Bax = 244Ct = 2 <(1.785 = 3 446
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1. Data Berat Badan Hewan Uji

Lampiran 3

Data Hasil Pengukuran

80

Kelompok
Hari ke- CIS+tNANOKUR10 CIS+NANOKURS
Normal CIS CIS+KUR100
0 0
1 155 165.5 166.333 158.333 160.333
2 163.330 166.33 166 163 163.333
3 165.333 166.5 167 165.333 166
4 166.670 174 171 172 167
5 171.667 173.333 172 172.333 171
6 175.167 173.5 173.333 173.333 172.667
7 173 169.5 176.333 179.667 174.667
8 179.167 170 179.333 178.333 178
9 181.333 167 176.857 176 177.333
10 178 172 176.667 169.667 176
Rerata 170.883 169.816 172.486 170.800 170.633
SD 8.324 3.381 4.899 7.234 6.230
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2. Data rasio berat organ ginjal dan berat badan tikus
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Ginjal (gram) BB Ginjal/BB x 100% Rerata SD

Kelompok — —
Kanan  Kiri (gram)  kanan Kiri Kanan  Kiri ~ Kanan  Kiri

1 13 119 170 0.8 0.7

2 127 114 168 0.756 0.679

3

Normal 127 111 162 0784 0685 ;450 1215 0041 0.079

4 135 128 192 0.703  0.667

5 135 1.28 176 0.767  0.727

6 132 129 200 0.660 0.645

1 135 1.3 182 0.742  0.714

2 133 128 186 0.715  0.688

3

CIS 13s 121 160 0863 0.756 4470 1275 0040 0.043

4 14 1.24 192 0.729 0.646

5 143 133 156 0.917  0.853

6 133 129 158 0.842 0.816

1 137 125 184 0.745  0.679

2 139 122 190 0.732  0.642

3 126 111 164 0.768  0.677
CIS+KUR100 1.342 1.245 0.052 0.079

4 139 135 170 0.818  0.794

5 131 1.28 178 0.736  0.719

6 133 1.26 174 0.764  0.724

1 148 1.28 150 0.987  0.853

2 128 112 174 0.736  0.644

3 141 125 174 0.810  0.718
CIS+NANOKUR50 1.370 1.252 0.076 0.074

4 137 133 184 0.745  0.723

5 1.39 1.3 196 0.709  0.663

6 129 1.23 178 0.725  0.691

1 137 121 166 0.825  0.729

2 135 125 170 0.794  0.735

3 139 122 168 0.827 0.726
CIS+NANOKUR100 1.372 1.280 0.087 0.110

4 125 1.2 170 0.735  0.706

5 135 131 160 0.844  0.819

6 152  1.49 184 0.826  0.810
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3. Data Kadar BUN dalam urin
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Kadar BUN Urin(mg/dL)

No Kelompok
Normal CIS CIS+KUR100 CIS+NANOKUR50 CIS+NANOKUR100

1 3.667 6.658 10.710 5.017 9.455

2 11.385 9.359 19.008 4.631 8.105

3 22.192 4.535 12.061 12.543 7.236

4 2.887 5.445 12.211 4.785 14.604

5 2.723 1.650 8.911 20.870 2.145

6 14.515 2.489 10.561 5.116 3.630
Rerata 9.562 5.023 12.243 8.827 7.529

SD 7.918 2.817 3.524 6.650 4.436

4. Data kadar BUN dalam plasma

Kadar BUN Plasma (mg/dL)

No Kelompok
Normal CIS CIS+KUR100  CIS+NANOKUR100 CIS+NANOKUR50
1 13.118  43.639 20.464 106.256 48.624
2 14.429  90.339 9.759 17.053 26.236
3 13.468 107.917 16.791 137.738 36.555
4 15.741  112.639 67.076 95.848 15.042
5 19.502  123.047 54.745 18.715 54.833
6 22.738  89.902 81.856 49.935 79.670
Rerata 16.499  94.580 41.782 70.924 43.493
SD 3.832 28.104 30.061 49.804 22.887
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5. Kadar Kreatinin dalam Urin
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Kadar Kreatinin dalam Urin (mg/dL)

No Kelompok
Normal cls CIS+KUR100 CIS+NANOKUR  CIS+NANOKUR1
50 00
1 59.836 40.983 58.196 49.18 46.721
2 63.114 73.77 122.131 44.262 75.409
3 84.426 75.409 67.213 160.655 63.114
4 57.377 68.032 69.672 35.245 120.491
5 18.852 18.852 50 163.934 37.705
6 111.475 15.573 127.049 57.377 44.262
Rerata 65.84667 48.76983 82.37683 85.10883 64.617
SD 30.8252  27.43511 33.46737 60.2253 30.65772

6. Kadar Kreatinin dalam plasma

Kadar Kreatinin dalam plasma (mg/dL)

No Kelompok
Normal CIS CIS+KUR100 CIS+NANOKUR50 CIS+NANOKUR100

1 0.586 0.866 0.746 1.226 1.026

2 0.64 1.16 0.786 0.72 0.946

3 0.706  1.453 0.88 1.56 1.08

4 0.493 2.186 1.413 1.173 0.733

5 0.52 1.586 0.973 0.746 1.08

6 0.64 1.346 0.973 0.64 1.253
Rerata 0.598 1.433 0.962 1.011 1.020

SD 0.081  0.446 0.240 0.365 0.173
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7. Data Kadar Protein Homogenat Ginjal
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Kadar Protein (mg/mL)

No Kelompok
Normal CIS  CIS+KUR100 CIS+NANOKURS50 CIS+NANOKUR100
1 78.267 77.433 73.1 78.6 77.433
2 80.1 77.767 78.433 79.433 78.1
3 76.433 77.433 76.933 78.6 77.433
4 77.267 77.433 79.433 79.433 78.933
5 77.767 78.1 76.6 79.433 77.433
6 77.267 77.267 76.933 78.933 77.433
Rerata 77.850 77.572 76.905 79.072 77.794
SD 1.259 0.306 2.159 0.414 0.618

8. Data Kadar MDA Homogenat Ginjal

Kadar MDA (nmol/mg protein)

No Kelompok
Normal CIS CIS+KUR100 CIS+NANOKUR50 CIS+NANOKUR100
1 6.699 14.695 11.038 13.977 15.036
2 6.835 14.692 11.076 13.812 15.063
3 7.579 14778 12.331 13.45 13.957
4 13.377 16.051 13.56 12.571 14.37
5 14.393 14.341 14.237 12.454 12.758
6 14.19 13.811 14.419 12.569 12.204
Rerata 10.512 14.728 12.777 13.139 13.898
SD 3.833 0.741 1.520 0.688 1.187
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9. Data Kadar GSH Homogenat Ginjal

Kadar GSH (uM)

No Kelompok
Normal CIS CIS+KUR100 CIS+NANOKUR50 CIS+NANOKUR100

1 4.586 3.294 3.636 3.913 3.701

2 3.955 3.583 3.483 3.657 3.848

3 3.957 3.965 3.771 3.606 3.811

4 3.785 3.438 3.75 3.615 3.711

5 3.995 3.746 3.543 4.037 3.892

6 3.401 4.072 4.372 4.253 4.177
Rerata  3.947 3.683 3.759 3.847 3.857

SD 0.383 0.302 0.320 0.265 0.174

10. Data Rasio protein P-ERK/ERK pada jaringan ginjal

No Normal  CIS CIS+KUR100 CIS+NANOKURS50 CIS+NANOKUR100

1 0.733 1.696 0.863 0.756 0.758
2 0.634 1.136 0.723 1.608 0.690
3 0.729 1.589 0.648 0.583 0.752
4 0.731 1.284 0.619 0.642 0.674
Rerata  0.707  1.426 0.713 0.897 0.719
SD 0.049 0.261 0.109 0.479 0.043
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11. Data Tingkat Ekspresi mRNA gen Bax dan BCL-2

Kelompok  No Ek;g;e& Eggl)_r_?' Rasio BCL-2/Bax
Normal 1 1 1 1
2 1 1 1
3 1 1 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 1 1
Rerata 1 1 1
SD 0 0 0
Cisplatin 1 9.292 4,102 0.442
2 8.427 4.329 0.514
3 8.225 5.374 0.653
4 8.025 4.499 0.561
5 8.131 5.493 0.675
6 9.710 4.011 0.413
Rerata 8.635 4.635 0.543
SD 0.696 0.643 0.108
CMN100 1 3.959 8.462 2.138
2 4.081 9.350 2.291
3 4.807 8.580 1.785
4 5.374 8.462 1.575
5 5.428 9.432 1.737
6 5.470 8.157 1.491
Rerata 4.853 8.740 1.836
SD 0.690 0.524 0.315
NC100 1 7.295 10.830 1.485
2 6.774 9.788 1.445
3 8.770 10.095 1.151
4 7.025 8.923 1.270
5 6.873 10.211 1.486
6 7.690 10.932 1.422
Rerata 7.405 10.130 1.376
SD 0.746 0.737 0.136
NC50 1 9.710 9.754 1.005
2 7.561 10.748 1.422
3 9.292 11.039 1.188
4 8.751 11.612 1.327
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8.991 11.100 1.235

9.085 11.753 1.294

Rerata 8.898 11.001 1.245
SD 0.731 0.717 0.142
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Lampiran 4

Perhitungan statistik data hasil pengukuran

1. Analisis Statistik Berat Badan

Uji Normalitas

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df Sig. Statistic | df | Sig.
Berat Badan 10 Normal 139 10 .200" 955 10| .725
hari perlakuan  CIs 199 10 .200° .889| 10| .164
CIS+KUR100 .186| 10 .200" .913| 10| .300
SISTRNANOKURIO 70| 10| .200° 955| 10| .733
CIS+NANOKUR50 143 10 .200" .935| 10| .495

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Berat Badan Based on Mean 2.120 4 45( .094
Based on Median 1.528 4 45( .210
S(j‘jii?e‘é” d';"ed'a” and with 1528| 4| 31362 218
Based on trimmed mean 1.972 4 45 .115

ANOVA
Berat Badan selama 10 hari perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 38.811 4 9.703 .260 | .902
Within Groups 1681.889 45 37.375
Total 1720.700 49
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Dependent Variable: Berat Badan

Multiple Comparisons

89

Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference Std. Lower Upper
(DKelompok  (J) Kelompok (1-J) Error Sig. Bound Bound
Normal CIs 1.10040 | 2.73406 .994 -6.6683 8.8691
CIS+KUR100 -1.61890 | 2.73406 .976 -9.3876 6.1498
CIS+NANOKUR100 .06680 | 2.73406 | 1.000 -7.7019 7.8355
CIS+NANOKURS50 .23340| 2.73406| 1.000 -7.5353 8.0021
CIs Normal -1.10040 | 2.73406 .994 -8.8691 6.6683
CIS+KUR100 -2.71930( 2.73406 .856| -10.4880 5.0494
CIS+NANOKUR100 -1.03360 | 2.73406 .996 -8.8023 6.7351
CIS+NANOKURS50 -.86700 | 2.73406 .998 -8.6357 6.9017
CIS+KUR10 Normal 1.61890 | 2.73406 .976 -6.1498 9.3876
0 CIs 2.71930| 2.73406 .856 -5.0494 10.4880
CIS+NANOKUR100 1.68570 | 2.73406 .972 -6.0830 9.4544
CIS+NANOKURS50 1.85230 | 2.73406 .960 -5.9164 9.6210
CIS+NANOK Normal -.06680| 2.73406| 1.000 -7.8355 7.7019
UR100 CISs 1.03360 | 2.73406 .996 -6.7351 8.8023
CIS+KUR100 -1.68570 | 2.73406 .972 -9.4544 6.0830
CIS+NANOKURS50 .16660 | 2.73406| 1.000 -7.6021 7.9353
CIS+NANOK Normal -.23340| 2.73406| 1.000 -8.0021 7.5353
URS0 CIS .86700 | 2.73406 .998| -6.9017 8.6357
CIS+KUR100 -1.85230 (| 2.73406 .960 -9.6210 5.9164
CIS+NANOKUR100 -.16660| 2.73406| 1.000 -7.9353 7.6021
2. Analisis Statistik Rasio Berat Ginjal dan Berat Badan
Uji Normalitas
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df Sig. Statistic | df | Sig.
Rasio Normal .170 6 .200" .949 6| .728
Ginjal CIS 158 6 .200° 966| 6| .862
Kiri/BB CIS+KUR100 199| 6| .200° 942| 6| 677
CIS+NANOKUR50 .292 6 .120 .860 6| .189
CIS+NANOKUR100 .322 6 .051 .819 6| .086
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Levene
Statistic | dfl df2 Sig.
Rasio Ginjal Kiri/BB Based on Mean 1.517 4 25 .228
Based on Median 1.244 4 25 .318
Based on Median and
with adjusted df 1.244 4] 18.230 .327

Universitas Indonesia




Rasio Berat Ginjal Kanan/BB

Uji Normalitas

90

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df Sig. Statistic | df | Sig.
Rasio Ginjal Normal .149 6 .200" 980 6| .951
Kanan/BB  CIS 222 6 .200° 913| 6| .455
CIS+KUR100 .240 6 .200" .865| 6| .208
CIS+NANOKURS50 317 6 .060 .755| 6| .022
CIS+NANOKUR100 .329 6 .042 .810| 6| .072
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Levene
Statistic | dfl df2 Sig.
Rasio Ginjal Based on Mean 3.328 4 25] .026
Kanan/BB Based on Median 1.558 4 25| .216
qued on Median and with 1558 4 s878| 267
adjusted df
Based on trimmed mean 2.971 4 25] .039
Uji Non-Parametrik Kruskal-Wallis
Ranks
[ Kelompok N Mean Rank
Rasio Ginjal Normal 6 13.83
Kanan/BB CIS 6 16.50
CIS+KUR100 6 13.17
CIS+NANOKURS50 6 13.33
CIS+NANOKUR100 6 20.67
Total 30
Uji Statistik®
Rasio Ginjal Kanan/BB
Chi-Square 3.147
df 4
Asymp. Sig. .534

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

Uji Non-Parametrik Post-Hoc Analisis: Mann-Whitney

Ranks
[ Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Rasio Ginjal Normal 6 6.00 36.00
Kanan/BB CIS 6 7.00 42.00
Total 12
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Uji Statistik?

Rasio Ginjal Kanan/BB

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

15.000
36.000
-.480
.631
.699°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

91

Ranks
[ Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Rasio Ginjal CIS 6 6.83 41.00
Kanan/BB CIS+KUR100 6 6.17 37.00
Total 12
Uji Statistik?
Rasio Ginjal Kanan/BB
Mann-Whitney U 16.000
Wilcoxon W 37.000
Z -.320
Asymp. Sig. (2-tailed) .749
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .818P

Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Rasio Ginjal CIs 6 6.67 40.00
Kanan/BB
CUSTNANOKURT 6 6.33 38.00
Total 12
Uji Statistik?
Rasio Ginjal Kanan/BB
Mann-Whitney U 17.000
Wilcoxon W 38.000
z -.160
Asymp. Sig. (2-tailed) .873
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .937°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

Ranks
[ Kelompok N | Mean Rank | Sum of Ranks
Rasio CIs 6 6.50 39.00
Ginjal CIS+NANOKUR100 6 6.50 39.00
Kanan/BB Total 12
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Uji Statistik?®
Rasio Ginjal Kanan/BB
Mann-Whitney U 18.000
Wilcoxon W 39.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
3. Analisis statistik kadar BUN dalam urin
Uji Nomalitas
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Statisti
Kelompok C df Sig. Statistic | df | Sig.
BUN Urin Normal 272 6 .189 .865 6| .206
(mg/dl)  cIs 149| 6 .200° 971| 6| .898
CIS+KUR100 .337 6 .032 .806 6| .067
gIS+NANOKUR10 .165 6 .007" 721 6| .010
CIS+NANOKUR50 .378 6 .200" .961 6| .827
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
BUN Urin Based on Mean 2.780 4 25| .049
(mg/dL) Based on Median 1.244 4 25| .318
Ba_sed on Median and with 1244 4 13572| 339
adjusted df
Based on trimmed mean 2.582 4 25| .062
Uji Non-Parametrik Kruskal-Wallis
Ranks
[ Kelompok N Mean Rank
BUN Urin (mg/dL) Normal 6 15.67
CIs 6 9.50
CIS+KUR100 6 22.17
CIS+NANOKUR100 6 14.17
CIS+NANOKUR50 6 16.00
Total 30
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Uji Statistik®P

BUN Urin (mg/dL)
Chi-Square 6.387
df 4
Asymp. Sig. 172

a. Kruskal Wallis Test

Uji Non-Parametrik Post-Hoc Analisis: Mann-Whitney

93

Ranks
| Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
BUN Urin  Normal 6 7.50 45.00
(mg/dI) CIS 6 5.50 33.00
Total 12
Uji Statisik
BUN Urin (mg/dL)
Mann-Whitney U 12.000
Wilcoxon W 33.000
z -.961
Asymp. Sig. (2-tailed) .337
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .394P

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

Ranks
[ Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BUN Urin CIS 6 3.67 22.00
(mg/dL) CIS+KUR100 6 9.33 56.00
Total 12

Uji Statistik?

BUN Urin (mg/dL)
Mann-Whitney U 1.000
Wilcoxon W 22.000
z -2.722
Asymp. Sig. (2-tailed) .006
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .004°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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Ranks
| Kelompok N | Mean Rank | Sum of Ranks
BUN Urin CIS 6 5.50 33.00
(mg/dL)  CIS+NANOKURS50 6 7.50 45.00
Total 12

Uji Statistik?

94

BUN Urin (mg/dL)
Mann-Whitney U 12.000
Wilcoxon W 33.000
z -.961
Asymp. Sig. (2-tailed) .337
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .394°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
| Kelompok N [ Mean Rank | Sum of Ranks
BUN Urin  CIS 6 5.33 32.00
(mg/dL) CIS+NANOKUR100 | 6 7.67 46.00
Total 12
Uji Statistik?
BUN Urin (mg/dL)
Mann-Whitney U
11.000
Wilcoxon W 32.000
z -1.121
Asymp. Sig. (2-tailed) .262
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .310°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
4. Analisis statistik kadar BUN dalam plasma
Uji Normalitas
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic | df | Sig.
BUN Plasma Normal .245 6 .200° 871 6| .229
(mg/dL) CIS 267 6| .200° 881| 6| .274
CIS+KUR100 .261 6 .200" .892| 6| .331
CIS+NANOKUR100 .143 6 .200" 979| 6| .948
CIS+NANOKURS50 192 6 .200" .910| 6| .435

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
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Uji Homogenitas

Levene
Statistic | dfl df2 Sig.
BUN Plasma Based on Mean 6.908 4 25| .001
(mg/dL) Based on Median 6.575 4 25| .001
Based on Median and with 16.97
adjusted df 6.575 4 4 .002
Based on trimmed mean 6.899 4 25| .001
Uji Non-Parametrik Kruskal-Wallis
Ranks
[ Kelompok N Mean Rank
BUN PLASMA (mg/dL) Normal 6 6.17
CIS 6 24.33
CIS+KUR100 6 13.17
CIS+NANOKUR100 6 14.67
CIS+NANOKURS50 6 19.17
Total 30
Uji Statistik®®
BUN Plasma
Chi-Square 14.301
df 4
Asymp. Sig. .006
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok
Uji Non-Parametrik Post-Hoc Analisis: Mann-Whitney
Ranks
[ Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
BUN PLASMA Normal 6 3.50 21.00
(mg/dL) CIS 6 9.50 57.00
Total 12

Uji Statistik?

BUN PLASMA (mg/dL)
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 21.000
z -2.882
Asymp. Sig. (2-tailed) .004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
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Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BUN PLASMA CIS 6 9.00 54.00
(mg/dL) CIS+KUR100 6 4.00 24.00
Total 12

Uji Statistik?

BUN PLASMA (mg/dL)
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 24.000
z -2.402
Asymp. Sig. (2-tailed) .016
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .015°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks

[ Kelompok N | Mean Rank | Sum of Ranks
BUN PLASMA CIS 6 9.00 54.00
(mg/dL) CIS+NANOKUR | 4.00 24.00

100
Total 12

Uji Statistik?

BUN PLASMA (mg/dL)
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 24.000
z -2.402
Asymp. Sig. (2-tailed) .016
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .015P
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
[ Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
BUN PLASMA CIS 6 7.33 44.00
(mg/dL) CIS+NANOKU 5 5 67 34.00
R50
Total 12
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Uji Statistik®

BUN PLASMA (mg/dL)

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

13.000
34.000
-.801
423
.485°

5. Analisis statistik kadar kreatinin dalam urin

Uji Normalitas

97

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df Sig. Statistic | df | Sig.
Log_Kreatini Normal .325 6 .047 858 6| .181
nurin CIs 266| 6 .200" 827 6| .102
CIS+KUR100 .270 6 .194 .869| 6| .221
CIS+NANOKUR100 .215 6 .200° 935 6| .617
CIS+NANOKURS50 .282 6 .148 .823| 6] .094
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Levene Statistic | dfl df2 Sig.
Log_Kreatinin  Based on Mean 1.057 4 25| .398
Urin Based on Median 563 4 25| .692
Ba_sed on Median and with 563 4| 20233 692
adjusted df
Based on trimmed mean 1.014 4 25| .419
ANOVA
Log Kreatinin Urin
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups .269 4 .067| 1.077 .389
Within Groups 1.562 25 .062
Total 1.831 29
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Log_Kreatinin Urin

98

Tukey HSD

95% Confidence
Mean Interval

Difference [  Std. Lower | Upper
(DKelompok  (J) Kelompok (1-J) Error Sig. | Bound | Bound
Normal CIS 154415 .144301|  .820| ,cooo| 57821
CIS+KUR100 -123389| 144301|  .910| .,_.o| 30040
CISTRANOKURIOON 010035 | 144301| 1.000 ,.,o| 41286
CIStNANOKURSO | _ 579897 .144301| 980 0360| 34390
CIS Normal -154415| .144301|  .820| g,,| -26938
CIS+KUR100 -277804| 144301 |  .331| Lo, | 14599
CIStNANOKURIOO | _ 165349 144301 781 sgo1s| 25844
CISHNANOKURSO | 534311 .144301| 497 51| 18948
CIS+KUR100  Normal 123389 | .144301|  910| o.,°| 54718
CIS 277804 | .144301| .331| .0 70160
CISTNANOKURIOON 112454 144301| 934| , ,.2| 53625
CISTNANOKURSO 1 043492 144301| .998| ,ooof 46720
CIS+NANOKU Normal 010935 | 144301 1.000| , .o°| 43473
CIS 165349 | .144301| .781| ,co,,| 58914
CIS+KUR100 -112454| 144301 |  .934| oo | 31134
CISTNANOKURSO 1068962 | 144301| 989 | ,o | 35483
%S(;NANOKU Normal 079897 | 144301 |  .980| 00| 50369
CIS 234311 .144301|  .497| jo0,.o| 65810
CIS+KUR100 -043492| .144301| .998| ,,ol 38030
CISTNANOKURIOO [ oego2 | 144301| .989| .o ,03| 49276
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6. Analisis statistik kadar kreatinin dalam plasma

Uji Normalitas

Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic | df | Sig.
Kreatinin Normal .201 6 .200" .948 6| .725
Plasma (mg/dL) cIS 199 6| .200" 961| 6] .830
CIS+KUR100 .315 6 .064 .832 6| .112
0C|S+NANOKUR10 197 6 .200" .950 6| .741
CIS+NANOKURS50 .266 6 .200" .893 6] .332

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Kreatinin Plasma  Based on Mean 2.581 4 25| .062
(mg/dL) Based on Median 2.458 4 25| .072
qued on Median and with 2 458 4 13.189| 097
adjusted df
Based on trimmed mean 2.575 4 25| .062
ANOVA
Kreatinin Plasma
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.107 4 527 6.180 .001
Within Groups 2.131 25 .085
Total 4.237 29
Post Hoc Test
Multiple Comparison
Kreatinin Plasma
Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference Std. Lower Upper
(DKelompok (J) Kelompok (1-J) Error Sig. Bound Bound
Normal CIS -.835233"| .168548 .000| -1.33024| -.34023
CIS+KUR100 -.364233| .168548 .227| -.85924 .13077
CIS+NANOKUR100 -.422067 | .168548 122 -.91707 .07294
CIS+NANOKURS50 -.413233 | .168548 .135| -.90824 .08177
CIS Normal .835233"| .168548 .000 .34023| 1.33024
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CIS+KUR100 471000 | .168548 .068( -.02400 .96600
CIS+NANOKUR100 413167 | .168548 .135( -.08184 .90817
CIS+NANOKURS50 .422000 | .168548 122 -.07300 .91700
CIS+KUR100 Normal .364233 | .168548 227 -.13077 .85924
CIs -.471000( .168548 .068| -.96600 .02400
CIS+NANOKUR100| -.057833| .168548 997 -.55284 A3717
CIS+NANOKUR50 -.049000 | .168548 .998( -.54400 .44600
CIS+NANOKUR Normal 422067 | .168548 22| -.07294 .91707
100 CIs -.413167 | .168548 135( -.90817 .08184
CIS+KUR100 .057833 | .168548 997 -.43717 .55284
CIS+NANOKUR50 .008833 | .168548 | 1.000| -.48617 .50384
CIS+NANOKUR Normal 413233 | .168548 135( -.08177 .90824
50 CIS -422000| .168548| .122| -.91700| .07300
CIS+KUR100 .049000 | .168548 .998( -.44600 .54400
CIS+NANOKUR100| -.008833| .168548| 1.000| -.50384 48617
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
7. Analisis Statistik Kreatinin Klirens (CCR)
Uji Normalitas
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statisti
Kelompok C df Sig. | Statistic df Sig.
CCR Normal 173 6| .200" .974 6 .921
Cis .241 6| .200" .848 6 151
Cis+Kur100 .202 6| .200" .915 6 473
Cis+Nanokur50 .307 6| .080 .818 6 .084
SistNanokurl0 | 5611 6| 200 957 6| 795
Uji Homogenitas
CCR
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1.652 4 25 .193
ANOVA
CCR
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 112 4 .028 1.382 .269
Within Groups .506| 25 .020
Total .618| 29
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: CCR

101

Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Differenc Std. Lower Upper
(DKelompok (J) Kelompok e (I-J) Error Sig. Bound Bound
Normal CIS 188333 | .082163| .181| -.05297| .42963
CIS+KUR100 085333| .082163| .835| -15597| .32663
%g*NANOKUR 075667 | .082163| .886| -.16563| .31697
g(')SJrNANOKUR 057833 | .082163| .954| -.18347| 29913
s Normal T188333| 082163 | .181| -.42963| 05297
CIS+KUR100 | -.103000| 082163| .721| -.34430| .13830
%g*NANOKUR -112667| .082163| .651| -.35397| 12863
g(;S*NANOKUR -130500| .082163| 518| -.37180| .11080
CIS+KURL00 Normal -085333| .082163| .835| -.32663| 15597
cIs 103000 | .082163| .721| -13830| .34430
%g*NANOKUR -.009667 | .082163|1.000| -.25097| 23163
g(')SJrNANOKUR -.027500| .082163| .997| -26880| 21380
CIS+NANOKU Normal ~075667| .082163| .886| -.31697| .16563
R100 cIs 112667 | .082163| .651| -12863| .35397
CIS+KUR100 1009667 | .082163|1.000| -23163| .25007
g(')SJrNANOKUR -.017833| 082163| .999| -25013| 22347
CIS+NANOKU Normal T 057833 | .082163| .954| -.29913| 18347
R50 CIS .130500| .082163| .518| -.11080 .37180
CIS+KUR100 027500 | .082163| .997| -21380| .26880
%g*NANOKUR 017833 | 082163 .999| -22347| 25013
8. Analisis statistik kadar MDA homogenat ginjal
Uji Normalitas
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. | Statistic | df | Sig.
MDA (nmol/mg Normal .278 6| .163 770 6| .031
protein) CIS .306 6| .082 .890 6| .318
CIS+KUR100 202 6| 200 869| 6| 223
OC(')S+NANOKUR1 186 6| 200 897| 6| 356
OC'S+NANOKUR5 205 6| 111 834 6| 117
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Uji Homogenitas

Levene
Statistic | dfl df2 Sig.
MDA (nmol/mg Based on Mean 38.600 4 25] .000
protein) Based on Median 33.232| 4 25| .000
Ba_sed on Median and with 33.232 4| 19.874] 000
adjusted df
Based on trimmed mean 37.707 4 25| .000
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum
MDA (nmol/mg 30| 13.01077 2.330315 6.609|  16.051
protein)
Kelompok 30 3.0000 1.43839 1.00 5.00
Uji Statistik®®
MDA (nmol/mg protein)
Chi-Square 10.348
df 4
Asymp. Sig. .035
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok
Uji Non-Parametrik Post-Hoc Analisis: Mann-Whitney
Ranks
Mean
Kelompok N Rank Sum of Ranks
MDA (nmol/mg protein) Normal 6 4.00 24.00
CIS 6 9.00 54.00
Total 12
Uji Statistik?
MDA (nmol/mg protein)
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 24.000
z -2.402
Asymp. Sig. (2-tailed) .016
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .015°

a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.

Universitas Indonesia



103

Ranks
| Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
MDA (nmol/mg CIS 6 9.00 54.00
protein) CIS+KUR100 6 4.00 24.00
Total 12

Uji Statistik?

MDA (nmol/mg protein)
Mann-Whitney U 3.000
Wilcoxon W 24.000
z -2.402
Asymp. Sig. (2-tailed) .016
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .015°
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
| Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
MDA (nmol/mg  CIS 6 7.33 44.00
protein) CIS+NANOKUR100 6 5.67 34.00
Total 12
Uji Statistik?
MDA (nmol/mg protein)
Mann-Whitney U 13.000
Wilcoxon W 34.000
z -.801
Asymp. Sig. (2-tailed) 423
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .485P
a. Grouping Variable: Kelompok
b. Not corrected for ties.
Ranks
Mean Sum of
Kelompok N Rank Ranks
MDA (nmol/mg protein) CIS 6 9.17 55.00
CIS+NANOKUR50 6 3.83 23.00
Total 12

Uji Statistik?

MDA (nmol/mg protein)
Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 23.000
z -2.562
Asymp. Sig. (2-tailed) .010
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .009°

a. Grouping Variable: Kelompok
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9. Analisis statistik kadar GSH homogenat ginjal

Uji Normalitas
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Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
GSH (uM) Normal .283 6 .145 917 6| .484
CIs .158 6 .200" .962 6| .837
CIS+KUR100 .319 6 .057 .811 6| .074
SISTRANOKURIO 253| 6| 200 856 6| .177
CIS+NANOKURS50 .262 6 .200" .878 6| .261
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
GSH (uM) Based on Mean 436 4 25] .781
Based on Median 415 4 25| .796
qued on Median and with 415 4 16.708| 796
adjusted df
Based on trimmed mean 457 4 25| .766
ANOVA
GSH
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups .243 4 .061 .688 .607
Within Groups 2.210 25 .088
Total 2.453 29

Multiple Comparisons

GSH
Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Differenc Lower Upper
(DKelompok (J) Kelompok e (I-J) |[std. Error| Sig. Bound Bound
Normal CIS .263500| .171660 .551| -.24064 76764
CIS+KUR100 .187333| .171660 .809| -.31681 .69148
CIS+NANOKUR10| .089833| .171660 .984| -.41431 .59398
0
CIS+NANOKURS50| .099667| .171660 977 | -.40448 .60381
CIS Normal -.263500| .171660 .551| -.76764 .24064
CIS+KUR100 -.076167| .171660 .991| -.58031 42798
CIS+NANOKUR10| -.173667| .171660 .848| -.67781 .33048
0
CIS+NANOKURS50| -.163833| .171660 .873| -.66798 .34031
CIS+KUR100 Normal -.187333| .171660 .809| -.69148 .31681
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CIS .076167 | .171660 991 | -.42798 .58031
CIS+NANOKUR10| -.097500| .171660 .979| -.60164 .40664
0
CIS+NANOKUR50| -.087667| .171660 .986| -.59181 41648
CIS+NANOKUR Normal -.089833| .171660 .984| -.59398 41431
100 CIS 173667 .171660 .848| -.33048 67781
CIS+KUR100 .097500( .171660 .979| -.40664 .60164
CIS+NANOKUR50| .009833| .171660| 1.000| -.49431 .51398
CIS+NANOKUR Normal -.099667| .171660 .977| -.60381 .40448
50 CIS .163833| .171660 .873| -.34031 .66798
CIS+KUR100 .087667 | .171660 .986| -.41648 59181
CIS+NANOKUR10| -.009833| .171660| 1.000| -.51398 49431
0
10. Analisis Statistik Rasio Ekspresi mRNA Gen BCL-2/Bax
Uji Normalitas
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
KELOMP Statistic df Sig. | Statistic | df | Sig.
Rasio BCL-2/Bax CIS .180 6| .200" .930| 6| .581
CIS+KUR100 .231 6| .200" .920| 6| .504
CIS+NANOKUR100 .298 6 .105 .832| 6| .112
CIS+NANOKURS50 177 6| .200" 962 6| .836
Uji Homogenitas
Levene Statistic | dfl df2 Sig.
Rasio BCL-2/Bax  Based on Mean 3.796 3 20 .026
Based on Median 1.915 20 .160
Based on Median and with
) 1.915 3| 10.722 .187
adjusted df
Based on trimmed mean 3.542 3 20 .033
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ANOVA
Rasio BCL-2/Bax
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5.457 4 1.364 45.496 .000
Within Groups .750 25 .030
Total 6.207 29
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Rasio BCL-2/Bax
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Std. Lower Upper
(I) Kelompok (J) Kelompok (I-9) Error Sig. Bound Bound
Normal CIS .457000"| .099979 .001 .16337 .75063
CIS+KUR100 -.836167"| .099979 .000 -1.12979 -.54254
CIS+NANOKUR100 -.376500"| .099979 .007 -.67013 -.08287
CIS+NANOKURS50 -.245167| .099979 134 -.53879 .04846
CIS Normal -.457000"| .099979 .001 -.75063 -.16337
CIS+KUR100 -1.293167| .099979 .000 -1.58679 -.99954
CIS+NANOKUR100 -.833500"| .099979 .000 -1.12713 -.53987
CIS+NANOKURS50 -.702167"| .099979 .000 -.99579 -.40854
CIS+KUR100 Normal .836167"| .099979 .000 .54254 1.12979
CIS 1.293167° .099979 .000 .99954 1.58679
CIS+NANOKUR100 .459667"| .099979 .001 .16604 .75329
CIS+NANOKURS50 .591000"| .099979 .000 .29737 .88463
CIS+tNANOKUR100 Normal .376500"| .099979 .007 .08287 .67013
CIS .833500"| .099979 .000 .53987 1.12713
CIS+KUR100 -.459667"| .099979 .001 -.75329 -.16604
CIS+NANOKURS50 .131333| .099979 .686 -.16229 42496
CIS+tNANOKUR50 Normal .245167| .099979 134 -.04846 .53879
CIS .702167"| .099979 .000 .40854 .99579
CIS+KUR100 -.591000"| .099979 .000 -.88463 -.29737
CIS+NANOKURS50 -.131333| .099979 .686 -.42496 .16229

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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11. Analisis Statistik Rasio Ekspresi Protein p-ERK/ERK

Tests of Normality
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Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig.
log_ERK Normal .660 4 .063
Cis .931 4 .599
Cis+Kur100 .928 4 .584
Cis+Nanokur50 .825 4 .155
Cis+Nanokur100 .847 4 217
Test of Homogeneity of Variance
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
log_ ERK.NEW Based on Mean 3.821 4 15 .051
Based on Median 1.449 4 15 .266
Based on Median and
with adjusted df 1.449 4| 3.721 372
Based on trimmed mean 3.206 4 15 .043
ANOVA
log ERK
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .266 4 .066 6.353 .003
Within Groups 157 15 .010
Total 423 19
Multiple Comparisons
Dependent Variable: log ERK
Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference Std. Lower Upper
(DKelompok (J) Kelompok (1-J) Error Sig. Bound Bound
Normal CIS -.30016" .07231 .006 -.5234 -.0769
CIS+KUR100 -.00114 .07231 1.000 -.2244 2221
COHNANOKUR| _oes0a| 07231 887|  -2803| 1572
CISTNANOKUR L _oo730| 07231 1.000|  -2307 2159
CIS Normal .30016" .07231 .006 .0769 5234
CIS+KUR100 .29902" .07231 .007 .0757 5223
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%ﬁ*NANOKUR 23412°|  07231| 038 0108 4574
gg)s*NANOKUR 20277 07231  .008 0695 5161
CIS+KURL0 Normal 00114| .07231| 1000 2221 2244
0 cIs -20002'| .07231| 007 5223  -.0757
%ﬁ*NANOKUR -06490| 07231 893 -.2882 1584
g(')SJrNANOKUR -00625| .07231| 1.000 -.2295 2170
CIS+NANO _Normal 06604| 07231 887 1572 2893
KURI00  CIS -23412'| .07231| 038 _4574|  -.0108
CIS+KUR100 06490 07231 893 1584 2882
g(')SJrNANOKUR 05865| .07231| .923 -1646 2819
CIS+NANO _Normal 00739| .07231| 1000 2159 2307
KURS50 CIS -.29277" .07231 .008 -.5161 -.0695
CIS+KUR100 00625| 07231 1.000 _2170 2295
%g*NANOKUR _05865| .07231| 923 _2819 1646
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Lampiran 5

SERTIFIKAT KURKUMIN DAN NANOKURKUMIN

P&MED

Plamed Green Science Limited

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name Curcumin

Batch Number PMC150605

Batch Quantity” S00KG

Mabpufacture Date 2015-06-05

Expiration Date 2017-06-04

Imspection Reference CP2010

ANALYSIS SPECIFICATION RESULTS
Assay Curcuminoids295% 95.1% HPLC
Orgadoleptic

Appearance Orange Yellow Complies
Odor Characteristic Complies
Taste Characteristic Complies
Solubility Soluble in Ethanol Complies
Particle Size NLT100%Through 80 mesh Complies
Loss on Drying <5.0% 3.21%
Residue on ignition <=4 0.6

Arsenic (As) my/kg <3 Not Detecled
Lead mg/kg <5 Not Detected
Heavy metal (Pb) mg/kg <40 1.0

Total Plate Count <1000cfu’g Complies
Total Yeast & Mold <100cfu/g Compiies
E.Coli Negative Negative
Salmonella Negative Negative
Staphylococcus Negative Negative

o Inspection Conclusion This product is qualified according to the CP2019

Packing snd Storage: Packed in paper drums and two plasiic bags inside. Store in well

clesad contalner away from moisture
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Xi’an Pincredit Bio-tech Co.,Ltd

Certificate of Analysis

General Information

Product Name: Water soluble curcumin Form Fine Powder
powder
GMO Status GMO Free Produce date 2016-03-02
Specification Nano Batch # PI-CI-150302
Test method HPLC Analysis Date 2016-03-07
Representative QTY 120kg Exp. Date 2018-03-12
Item Specification Method Result
Physical Property
Appearance Fine Powder Organoleptic Conforms
Color Yellow Powder Organoleptic Conforms
Odor Characteristic Organoleptic Conforms
Mesh Size Nano size
General Analysis
Identification Identical to R.S. Sample
Ash <5.0% Conforms
Loss on Drying <5.0% Conforms
Contaminants
Solvents Residue Meet Eur.Ph6.0<5.4> Eur.Ph 6.0<2.4.24> Conforms
Pesticides Residue Meet USP32<561> USP32<561> Conforms
Lead(Pb) <5.0mg/kg Eur.Ph6.0<2.2.58>ICP-MS 1.03
Arsenic(As) <2.0mg/kg Eur.Ph6.0<2.2.58>ICP-MS 0.85
Cadmium(Cd) <1.0mg/kg Eur.Ph6.0<2.2.58>ICP-MS 0.04
Mercury (Hg) <0.1mg/kg Eur.Ph6.0<2.2.58>ICP-MS 0.03
Microbiological
Total Plate Count <1000cfu/g USP30<61> Conforms
Yeast &Mold <100cfu/g USP30<61> Conforms
E.Coli. Negative USP30<62> Conforms
Salmonella Negative USP30<62> Conforms
Shelf Life 24 months under the conditions below, no antioxidant used
Package &Storage Standard packed in fiber-drum and two plastic bags inside
Store in a cool,dry place away from Moisture, Light, Oxygen

Manufacturer Xi’an Pincredit Bio-tech Co., Ltd.

QC MANAGER: INSPECTOR: AN;ﬁLYST

Jin Kang Yang Jian

- -LiMeng

Room 22005, Unit 2,Shuzi Building 1, Technology Five Road 8, Hi-tech District, Xi'an, Shaanxi,710065
E: pincredit.justin@gmail.com

T: +86-29-89198270 F: +86-29-89198270
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Lampiran 6
UKURAN PARTIKEL KURKUMIN DAN NANOKURKUMIN

BECKMAN Delsa™ Nano
COUTER DelsaNano
Number Distribution SIN
User : DelsaNano Group : Repetition : 1/1
Date 1 9/14/2016 File Name : SINTA_20160914_123630
Time 1 12:36:30 Sample Information :
SOP Name : Nanotech Security  : Security

Version 2.31/2.00 =
Number Distribution

100
/
g s )
4 ¥
E w £
= 50 ﬁ
3 i
8 s
£ s 2 §
a
0 fie.. 0
200 1437 10329 74232 49300.0
Diameter (nm)
Distribution Results (Contin) Cumulants Results
. Diameter (d) :17234 (nm)
Pelak D'am;;rz(“m) St‘;‘ ID;"‘ Polydispersity Index (P.1): 0.630
2 8,65i.4 2,16.2.7 Diffusion Const. (D) :2.854e-009  (cm?/sec)
3 0.0 0.0 Measurement Condition
4 0.0 0.0 Temperature :25.0 (°C)
5 0.0 0.0 Diluent Name : WATER
Average 339.8 1.2 Refractive Index 11,3332
Viscosity :0.8878 (cP)
Residual : 2.348e-002 (N.G) Scattering Intensity 112916 (cps)

Number Distribution Table
d (nm) f(%) f(cum.%) d(nm) f(%) f(cum.%) @ d(nm) f(%) f(cum.%) d (nm) f(%)f(cum.%)

20.0 0.0 0.0 1437 0.0 0.0 1032.9 0.0 99.9 74232 0.0 99.9
216 0.0 0.0 1555 0.0 0.0 1117.7 0.0 99.9 80325 0.0 100.0
234 0.0 0.0 1683 0.0 0.0 1209.5 0.0 99.9 86918 0.0 100.0
25.3 0.0 0.0 1821 0.0 0.0 1308.7 0.0 99.9 94053 0.0 100.0
274 0.0 0.0 1971 0.0 0.0 1416.2 0.0 99.9 10177.3 0.0 100.0
29.7 0.0 0.0 2132 0.0 0.0 1532.4 0.0 999 11012.7 0.0 100.0
321 0.0 0.0 2307 0.0 0.0 1658.2 0.0 99.9 11916.6 0.0 100.0
347 0.0 0.0 2497 171 171 1794.3 0.0 99.9 1289%4.8 0.0 100.0
37.6 0.0 0.0 2702 17.0 34.1 1941.6 0.0 99.9 13953.2 0.0 100.0
40.7 0.0 0.0 2923 154 49.5 2101.0 0.0 99.9 15098.6 0.0 100.0
44.0 0.0 0.0 3163 13.0 62.5 22734 0.0 99.9 16337.9 0.0 100.0
47.6 0.0 0.0 3423 10.4 729 2460.0 0.0 99.9 17679.0 0.0 100.0
515 0.0 0.0 3704 8.0 80.9 2661.9 0.0 99.9 19130.1 0.0 100.0
55.8 0.0 0.0 4008 5.9 86.8 2880.4 0.0 99.9 20700.4 0.0 100.0
60.4 0.0 0.0 4337 4.2 91.0 3116.9 0.0 99.9 22399.5 0.0 100.0
65.3 0.0 0.0 469.3 3.0 94.0 3372.7 0.0 99.9 242382 0.0 100.0
70.7 0.0 0.0 5078 2.0 96.0 3649.6 0.0 99.9 26227.7 0.0 100.0
76.5 0.0 0.0 5495 14 974 3949.1 0.0 99.9 28380.6 0.0 100.0
82.7 0.0 0.0 5946 0.9 98.3 42733 0.0 99.9 30710.2 0.0 100.0
89.5 0.0 0.0 6434 0.6 98.9 4624.1 0.0 99.9 332310 0.0 100.0
96.9 0.0 0.0 696.2 04 99.3 5003.6 0.0 99.9 35958.7 0.0 100.0
104.8 0.0 0.0 7534 0.2 99.5 5414.3 0.0 99.9 38910.3 0.0 100.0
1134 0.0 0.0 8152 0.1 99.7 5858.8 0.0 99.9 42104.2 0.0 100.0
122.8 0.0 0.0 8822 0.1 99.8 6339.7 0.0 99.9 45560.3 0.0 100.0
132.8 0.0 0.0 9546 0.1 99.8 6860.1 0.0 99.9 49300.0 0.0 100.0

D(10%): 2416 (nm) D(50%): 2932 (nm) | D(90%): 425.6 (nm)
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Ukuran Partikel Nanokurkumin

BECKMAN Delsa™ Nano
COULTER. DelsaNano
Number Distribution S/N
User : DelsaNano Group : Repetition : 1/1
Date 1 9/14/2016 File Name : SINTA_20160914_114958
Time 1 11:49:58 Sample Information :
SOP Name : Nanotech Security  : Security

Version 2.31 /2.00 s
Number Distribution

20 100
s\i 15 g
3 3
g :
=
= 10 50 ;
b= B
g 5
% 3 25 5
) I
., A :
10 9.6 9.8 879.7 7700.0
Diameter (nm)
Distribution Results (Contin) Cumulants Results
) Diameter d) :384.1 (nm)
Pelak D'a"‘;tgr7(""‘) 5"?305"" : Polydispersity Index (P.L.): 0.304
> 0.6 0.'0 Diffusion Const. (D) :1.281e-008 (ecm?/sec)
3 0.0 0.0 Measurement Condition
2 0.0 0.0 Temperature :25.0 ()
5 0.0 0.0 Diluent Name : WATER
Average 240.7 53.5 Refractive Index $1.3332
Viscosity :0.8878 (cP)
Residual : 2.494e-002 (N.G) Scattering Intensity : 10366 (cps)

Number Distribution Table
d (nm) f(%) f(cum.%) d (nm) f(%) f(cum.%) d(nm) f(%) f(cum.%) d (nm) f(%)f(cum.%)

1.0 0.0 0.0 9.6 0.0 0.0 91.8 0.0 0.0 8797 0.0 100.0
11 0.0 0.0 10.5 0.0 0.0 100.5 0.0 0.0  962.9 0.0 100.0
1.2 0.0 0.0 115 0.0 0.0 110.0 0.0 0.0 1054.0 0.0 100.0
13 0.0 0.0 12.6 0.0 0.0 1204 0.0 0.0 11537 0.0 100.0
14 0.0 0.0 138 0.0 0.0 1318 0.0 0.0 1262.8 0.0 100.0
1.6 0.0 0.0 15.1 0.0 0.0 144.3 0.0 0.0 13823 0.0 100.0
1.7 0.0 0.0 16.5 0.0 0.0 157.9 0.0 0.0 15131 0.0 100.0
19 0.0 0.0 18.0 0.0 0.0 172.9 6.3 6.3 1656.2 0.0 100.0
2.1 0.0 0.0 19.7 0.0 0.0 189.2 143 206 18129 0.0 100.0
2.3 0.0 0.0 21.6 0.0 0.0 207.1 184 39.0 19844 0.0 100.0
2.5 0.0 0.0 23.7 0.0 0.0 226.7 18.0 57.0 21721 0.0 100.0
2.7 0.0 0.0 25.9 0.0 0.0 248.1 149 719 23776 0.0 100.0
3.0 0.0 0.0 28.3 0.0 0.0 271.6 109 82.8 2602.6 0.0 100.0
3.2 0.0 0.0 31.0 0.0 0.0 297.3 73 901 2848.8 0.0 100.0
3.5 0.0 0.0 34.0 0.0 0.0 3254 45 947 31183 0.0 100.0
3.9 0.0 0.0 37.2 0.0 0.0 356.2 26 973 34133 0.0 100.0
4.2 0.0 0.0 40.7 0.0 0.0 389.9 14 98.7 3736.2 0.0 100.0
4.6 0.0 0.0 44.5 0.0 0.0 426.8 0.7 994 4089.7 0.0 100.0
51 0.0 0.0 48.8 0.0 0.0 467.2 0.3 99.8 4476.6 0.0 100.0
5.6 0.0 0.0 53.4 0.0 0.0 5114 0.1 999 4900.1 0.0 100.0
6.1 0.0 0.0 58.4 0.0 0.0 559.8 0.1 100.0 5363.7 0.0 100.0
6.7 0.0 0.0 64.0 0.0 0.0 612.7 0.0 100.0 58711 0.0 100.0
7.3 0.0 0.0 70.0 0.0 0.0 670.7 0.0 100.0 6426.5 0.0 100.0
8.0 0.0 0.0 76.6 0.0 0.0 734.2 0.0 100.0 7034.5 0.0 100.0
8.8 0.0 0.0 83.9 0.0 0.0 803.6 0.0 100.0 7700.0 0.0 100.0

D(10%): 177 (nm)  D(50%): 218.9 (hm) =D (90%): 296.8 (nm)
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INTRODUCTION

Effects of nanocurcumin against cisplatin

Induced-nephrotoxicity in rats

Shinta Dewi Permata Sari, Lulu Ul Maknun, Melva Louisa, Ari Estuningytas, Vivian Soetikno*

Department of Pharmacology & Therapeutics, Faculty of Medicine, Universitas Indonesia, 10430, Indonesia
*Author for correspondence: vivian_09st@yahoo.com

Nephrotoxicity is the major limitation for the clinical use of cisplatin as an antitumor. Nanocurcumin, unlike curcumin, is
readily dispersed in aqueous media. The purpose of this preliminary study was to investigate the potential of nanocurcumin
against cisplatin-induced nephrotoxicity in rats. This study conducted for 9 days treatment, five groups of male Sprague-
Dawley rats were examined: normal, cisplatin (CDDP) 7 mg/kgBW, CDDP+curcumin (CMN) 100 mg/kg BW/day,
CDDP+nanocurcumin (NC) 50 mg/kg BW/day, and CDDP+NC 100 mg/kg BW/day. After 72 h following injection cisplatin,
specimens were collected. Plasma blood urea nitrogen (BUN), plasma creatinine, urinary ureum levels, urinary creatinine
levels, MDA levels in kidney, and GSH levels in kidney were investigated. Rats were weighed before and after study. Data
were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA). This study resulted a single dose injection of cisplatin caused a
significant increase in plasma BUN, plasma creatinine, and MDA levels by 6 fold, 2.4 fold, and 1.4 fold respectively as
compared to normal group. Pre-treatment with CMN and NC were reduced plasma BUN levels, plasma creatinine levels,
MDA levels in kidney and increased GSH level in kidney compared with CDPP-induced nephrotoxicity rats without
treatment. At the end of treatment, the difference of body weight between normal group and CDDP group was statistically
significant. CDPP is able to induce nephrotoxicity in rats that mimicked acute kidney injury in human. CMN and NC tend to
reduce the CDPP-induced nephrotoxiciy.

Keywords: cisplatin, nephrotoxicity, curcumin, nanocurcumin

ototoxicity [2].

113

Among these factors, nephrotoxicity has been

Cisplatin is one of the most effective chemotherapeutic
agents, and it is used in the management of a variety of tumors,
including testicular cancer, ovarian germ cells tumors, head and
neck cancer, non-small cell lung cancer, and adrenocorticol
carcinoma [1]. Cisplatin has been used as both alone or a
standard component of combination chemotherapy in several
cancers. Although platinum derivatives with fewer adverse
events, such as carboplatin and oxaliplatin, have been
developed more recently, cisplatin still provides better survival
rate in some cancers such as lung cancer [2]. Pharmacokinetics
studies in humans indicate an initial cisplatin plasma half-life of
25-49 min and a secondary half-life of 58—73h and protein
binding occurs rapidly, up to 90% in 2h [3].

The therapeutic activity of cisplatin is dose dependent and
the clinical usage limited by its undesirable side effects,
including  nephrotoxicity,  hepatotoxicity,  neurotoxicity,

Septelia  Inawati Wanandi. Email:
Telephone: 021 3910734 / 021 3910190

septelia.inawati@ui.ac.id.

reported as the major side effect that may restrict the
therapeutic use of cisplatin. Nephrotoxicity is found in 28-36%
patients who received a single dose (50 mg/m2) of cisplatin [4].
Although nephrotoxicity is temporary and dose dependent, it
can decrease glomerular filtration rate (GFR), which can be
clinically evaluated from increased serum creatinine and
decreased creatinine clearance [2].

For several decades, studies measuring the cisplatin content
in different target organs have been reported. Human tissues
from patients with different tumours and subjected to
treatments based on cisplatin were analysed by X-Ray
Fluorescence. Liver, kidney and prostate were the organs with
the highest cisplatin levels. Lower concentrations were found in
bladder, muscle, testicles, pancreas and spleen, being the lowest
concentrations detected in bowel, adrenal gland, heart, lung,
brain and cerebellum [5]. Studies in rats and mice indicate that
cisplatin undergoes metabolic activation in the kidney to a more
potent toxin [6].

Cisplatin concentrations within the kidney exceed those in



blood suggesting an active accumulation of drug by renal
parenchymal cells. The toxic effects occur primarily in the renal
proximal tubules, particularly in the epithelial tubular cells of
S-3 segment, glomeruli and distal tubules are also affected
afterward [7]. Studies in recent years have identified two
different membrane transporters capable of transporting
cisplatin into cells: Ctrl and OCT2. Ctrl is a copper transporter
which was also shown to mediate cisplatin uptake into
mammalian cells, including ovarian cancer cells [8]. The
mechanisms of cisplatin-induced nephrotoxicity are complex
and involve multiple pathways and molecules, such as
inflammation, oxidative stress, and apoptosis. There have been
studies confirming that cisplatin induces the formation of
reactive oxygen species (ROS), which responsible for the life-
threatening nephrotoxicity induced cisplatin via apoptosis
pathway [9].

Natural antioxidants as potential nutraceuticals have been
studied to reduce severe side effects as well as enhance
anticancer activities of antitumor drugs [10]. Curcumin (CMN),
a hydrophobic polyphenol derived from the rhizome of the herb
Curcuma longa has a wide spectrum of biological and
pharmacological activities such as antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, and anticarcinogenic activities.
The use of CMN has been reported as a therapeutic agent to
mitigate various kinds of toxicity including cardiotoxicity,
nephrotoxicity, hepatotoxicity and neurotoxicity [11]. Various
animal models or human studies proved that CMN is extremely
safe even at very high doses.

The clinical implication of CMN is hindered due to low
intrinsic activity, poor absorption, inactivity of metabolic
products and/or rapid elimination and clearance from the body,
low solubility, physico-chemical instability. However, these
issues can be overcome by utilizing an efficient delivery
system. In 2005, an active scientific research was initiated to
improve CMN’s pharmacokinetics, systemic bioavailability,
and biological activity by loading CMN into nanoform(s)
(nanoformulations) [12]. Considering this perspective, this
study provides an in vivo study to assess the effects of CMN
and nanocurcumin especially nephroprotective effect. In
addition, if this study of CMN and nanocurcumin
nephroprotective proven to have any effect on cisplatin-induced
nephrotoxicity, then it can be used for further research in
human.

2. METHODS
Ethics statement and experimental animals

Male Sprague Dawley rats (150-300 g), bred in the
Research and  Development Institute  of  Health
(LITBANGKES) were used. The rats were acclimatized for a
week before start of the experiments. The animals were housed
under standard laboratory condition at temperature 22 + 2°C
with relative humidity at 65 + 10%. Standard pellet rodent diet
and water were provided to the animals ad libitum. The
experimental protocols were approved by the Institutional
Animal Ethics Committee of Universitas Indonesia.

Drugs and chemicals

Cisplatin were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, USA). CMN and nanocurcumin (NC) were purchased
from PT Plamed green Science Limited (China). Cisplatin

(CDDP) was dissolved in normal saline (0.9%) and
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administered intraperitoneally. CMN and NC was suspended in
0.5% carboxymethylcellulose (CMC) and administered orally.
Reduced glutathione (GSH) was purchased from PT AAT
Bioquest (Mercury Drive, Sunnyvale), MDA was purchased
from PT Merck Millipore (Indonesia), urea and creatinine kit
were purchased from PT DiaSys Diagnostic System GmbH
(Holzheim, Germany).

Experimental design

The CDPP dose used in this experiment was similar to that
previously described by Wada Y et al., (2014). The dose of
CMN was based on previously published reports Zhongfa L, et
al., (2012). Thirty animals were randomly divided into 5 groups
containing 6 rats in each. Group 1 (Normal), rats were
administered with 0.5% CMC-Na once daily orally for 9
consecutive days and a single intraperitoneally (i.p.) injection
of 0.9% normal saline on 7th day. Group 2 (CDPP), rats were
administered with 0.5% CMC-Na once daily orally for 9
consecutive days and a single i.p. injection of CDPP (7 mg/kg
dissolved in 0.9% normal saline) on 7th day. Group 3
(CDPP+CMN), rats were administered CMN (100 mg/kg/day
dissolved in 0.5% CMC-Na) orally for 9 consecutive days and a
single i.p. injection of CDPP (7 mg/kg dissolved in 0.9%
normal saline) on 7th day. Group 4 (CDPP+NC50), rats were
administered NC (50 mg/kg/day dissolved in 0.5% CMC-Na)
orally for 9 consecutive days and a single i.p. injection of CDPP
(7 mg/kg dissolved in 0.9% normal saline) on 7th day. Group 5
(CDPP+NC100), rats were administered NC (100 mg/kg/day
dissolved in 0.5% CMC-Na) orally for 9 consecutive days and a
single i.p. injection of CDPP (7 mg/kg dissolved in 0.9%
normal saline) on 7th day. Animals were weighed regularly
during the experiment. Twenty-four hours after CDPP injection,
all rats were placed individually in the metabolic cage for urine
collection. At the end of the experiment (i.e. on 10th day), the
animals were anesthetized with ether and sacrificed by cervical
decapitation. Blood was collected from all the experimental rats
and plasma was separated. The left and right kidneys were
isolated, and a midline incision was performed. The kidney
samples were stored at -80°C for further biochemical analysis.
Plasma samples were stored at -80°C and assayed for blood
urea nitrogen (BUN) and creatinine using standard diagnostic
kits.

Preparation of Tissue Homogenates

Kidney tissue was homogenized with ice-cold saline (0.9%
sodium chloride) using a rotorstator homogenized, and the
mixture was centrifuged at 3000 x g for 10 min at 4 °C. The
supernatant was separated and stored at -80°C until analyzed.

Measurement of levels BUN and creatinine in urine and
plasma

Urine samples were centrifuged at 3000 x g (10 min, 4°C)
and the supernatant was collected. Levels of BUN in urine and
plasma were measured using urease — GLDH: UV enzymatic
test with DiaSys kit. Levels of creatinine in urine and plasma
were measured using Jaffe method with DiaSys kit.

Measurement of MDA in homogenate

MDA standard solution was prepared with concentrations of
0, 10, 20, 40, 80, 160, and 320 nmol/mL. A total of 200 mL
sample was added to 1800 mL of distilled water, and added in 1
mL of 20% TCA and 2 mL of 0.67% TBA, mixed and heated at



100°C for 10 minutes. The mixture was centrifuged and the
supernatant was collected. The absorbance was read at 530 nm
wavelength.

Measurement of GSH in homogenate

GSH standard solution prepared with concentration O0;
0.0781; 0.1563; 0.3125; 0.625; 1.25; 2.5; dan 5 pM. GSH
concentration were measured using Amplite Rapid Flourimetric
Glutathione GSH/GSSG Ratio Assay Kit. Absorbance was read
by a fluorescence microplate reader at Ex/Em= 490/520 nm.

Statistical analysis

Data were shown as mean + SEM and were analyzed using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s
test as post-hoc analysis. Values of p < 0.05 were considered as
significant. All the statistical analyses were performed using
IBM SPSS software.

3. RESULT
Body weight changes

For calculation of body weight gain or loss, we considered
the day of CDPP injection as day 0. In CDPP alone
administered group of rats, we observed a 2%-5.7% body
weight loss when compared to other groups at day 7th (i.e. the
day of CDPP injection). The loss of body weight of CDPP
alone group was even more lower (5%-7.9%) at day 9th of the
experiment. CMN and both doses of NC treatment along with
CDPP attenuated the body weight loss when compared to CDPP
alone treated rats (FIGURE 1[A]). The relative weight of kidney
to body weight in CDPP alone treated rats were increased
compared to that of normal group. Nanocurcumin treatment at
both doses and curcumin attenuated the increase of ratio kidney
weight to body weight compared to CDPP alone treated rats
(FIGURE 1[B])).
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FIGURE 1[A]. Effect of curcumin and nanocurcumin on the body
weight of rats during the study period. [B] Effect of curcumin and
nanocurcumin on the kidney weight to body weight ratio. Results are

expressed as mean £ SEM. n = 6 per group. Normal, age-matched
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normal rats; CDPP, acute kidney injury rats induced by cisplatin
administered with vehicle; CDPP+CMN, acute kidney injury rats
induced by cisplatin administered with curcumin 100 mg/kg/day;
CDPP+NC50, acute kidney injury rats induced by cisplatin
administered with nanocurcumin 50 mg/kg/day; CDPP+NC100, acute
kidney injury rats induced by cisplatin administered with
nanocurcumin 50 mg/kg/day. *p<0.05 vs CDPP, #p<0.05 vs CDPP.

BUN levels in urine and plasma

The urine BUN levels decreased in CDPP alone group
compared to that of normal group. Treatment with CMN and
NC at both doses could increase the urine BUN levels, although
there was no statistically significant difference in all groups (p>
0.05) (FIGURE 2[A]). As shown in FIGURE 2 [B], the plasma
BUN concentration increased significantly in the CDPP alone
group as compared to that of the normal group. Treatment with
CMN could decrease the plasma BUN concentration
significantly to that of CDPP alone group, treatment with NC at
both doses also decrease the concentration of plasma BUN,
though it did not reach a statistically significant as compared to
that of CDPP alone group.
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FIGURE 2. Effects of CDDP, CMN, and NC on urine and plasma
BUN levels were determined by specific kit. Values were expressed as
mg/dL. Each value represented as mean (n=6). Significant differences
were indicated by *p<0.05 vs normal group, #p<0.05 vs CDDP group.

Creatinine levels in urine and plasma

Similarly with the result of urine BUN levels, the urine
creatinine level decreased in the CDPP alone group. Treatment
with CMN and NC at both doses could increase the level of
urine BUN (FIGURE 3). The level of plasma creatinine was
increased significantly in the CDPP alone group compared to
that of normal group. Curcumin treatment could decrease the
plasma creatinne level significantly as compared to that of
CDPP alone group. Nanocurcumin treatment at both doses, also
decrease the plasma creatinine level compared to that of CDPP
alone group (FIGURE 4).
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FIGURE 3 Effect of CDDP, CMN, and NC on the urine creatinine
levels were determined by specific kit. Values were expressed as
mg/dL. Each value represented as mean (n=6).
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FIGURE 4. Effect of CDDP, CMN, and NC on the plasma
creatinine level were determined by specific kit. Values were expressed
as mg/dl. Each value represented as mean (n=6). Significant
differences were indicated by **p<0.001 compared with normal
group,#p<0.05 compared to CDPP group

MDA and GSH levels in kidney

The CDPP administration produced a reduction in the
kidney GSH content and an elevation in the kidney MDA
production in comparison with the normal group. CDPP plus
CMN treatment and NC treatment at both doses increased the
kidney GSH and reduces the kidney MDA production but not
significantly.

4. DISCUSSION.

Nephrotoxicity is a frequent disturbing adverse effect of
cisplatin chemotherapy. The distinctive pharmacological profile
of curcumin has attracted considerable attention in the field of
cancer research. Unfortunately, curcumin has a poor
bioavailability that hindered its utility in the cancer treatment.
In this study, we used nanocurcumin that is more readily
dispersed in aqueous solution and better physical-chemical
properties compared to that of curcumin.

In this preliminary study, we provide evidence that
protection against the development of cisplatin-induced
nephrotoxicity that is mimicked acute kidney injury in human,
by nanocurcumin treatment involves changes in the urine and
plasma BUN and creatinine levels, kidney MDA levels, as well
as activity of GSH levels. We here showed that single cisplatin
injection produced loss of body weight. Nanocurcumin and
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curcumin treatment prevented the development of
nephrotoxicity induced by cisplatin injection by significantly
lowering the plasma BUN and creatinine levels. Furthermore,
nanocurcumin and curcumin treatment maintained the body
weight of animals throughout the study period. We also found
that pretreatment with nanocurcumin and curcumin could
reduce MDA levels and could increase the activity of GSH.

Cisplatin  (cis-diamminedichloroplatinum (I)) is an
inorganic complex formed by an atom of platinum surrounded
by chlorine and ammonia atoms in cis position of a horizontal
plane.3 Cisplatin is cleared by the kidney by both glomerular
filtration and tubular secretion. Cisplatin undergoes
biotransformation in the kidney to highly reactive thiols [13].
Typically, the onset of renal insufficiency begins several days
after the dose cisplatin, as revealed by increase in the plasma
creatinine and blood urea nitrogen (BUN) concentration [13].
Nephrotoxicity increases with an increase in dosage and
frequency of administration cisplatin.

The BUN and creatinine are screening test of renal function,
because they are handled primarily by glomerular filtration with
little or no renal regulation or adaptation in the course of
declining renal function, they essentially reflect GFR [14].BUN
is the mass of nitrogen within urea, not the mass of urea. Urea
and creatinine are nitrogenous end products of metabolism.
Urea is the primary metabolite derived from dietary protein and
tissue protein turnover. Creatinine is the product of muscle
creatine catabolism. Small changes in kidney function can
produce large increments in BUN and creatinine [14].

Several investigation have shown that cisplatin-induced
nephrotoxicity is associated with elevated ROS that damages
cell membranes by peroxidation lipid in radical-mediated chain
reaction and the inhibition of this process by curcumin is
mainly attributed to the ability of scavenger free radicals [15].
Malondialdehyde (MDA) is a degradation product from lipid
hydroperoxide, provides an index of the peroxidation of lipids
in biological tissue. It is well documented that cisplatin cause
lipid peroxidation in the kidneys via ROS generation [16].

In this study, we found an increased production of MDA as
measured by TBARS in the kidney of cisplatin treated rats.
MDA levels in cisplatin group significantly increased compared
to that of normal group, the administration of curcumin and
nanocurcumin reduced the levels of MDA, however it did not
reach a statistically significant. We suggest that nanocurcumin
and curcumin act as antioxidant to scavenge ROS, eventually
abrogating oxidative stress and improve kidney functions.

Oxidative damage induced by cisplatin has been associated
with the depletion of enzymatic antioxidant defense system
(SOD, catalase, glutathione peroxidase, glutathione transferase
and glutathione reductase) and non-enzymatic (GSH and
NADPH) in the rats kidneys.7 GSH is one of the essential
compounds for maintaining cell integrity against ROS and
being non-enzymatic free radical scavenger, it participates in
the detoxification of ROS.9 In this study, we have shown that
the activity of GSH was significantly decreased in the kidney of
cisplatin treated rats compared to that of normal group.
Nanocurcumin and curcumin administration to the cisplatin-
induced rats could increase the activity of GSH which suggests
that curcumin and nanocurcumin could maintain the non-
enzymatic antioxidant defense system. Furthermore, it has been



reported that curcumin can increase the synthesis and
concentration of reduced glutathione (GSH). Curcumin is a
bifunctional antioxidant, it applies antioxidant activity in a
direct and an indirect way through scavenging reaction oxygen
species and provoking an antioxidant response [17].

5. CONCLUSION

Single intraperitoneal injection of cisplatin at the dose of 7
mg/kgBW in rats could induce nephrotoxicity that mimicked
acute kidney injury in human. The administration of
nanocurcumin and curcumin protect against the development of
acute kidney injury that is induced by cisplatin injection, which
involves abrogation of oxidative stress. Moreover, the
antioxidant effects of nanocurcumin and curcumin are
responsible for the reduction of lipid peroxidation and the
increase of antioxidant activity. The antioxidant effects of
nanocurcumin did not show in a dose-dependent manner.
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