PENGARUH KOMBINASI GLIBENKLAMID DAN MINYAK BUAH MERAH
(Pandanus conoideus Lam) TERHADAP TINGKAT KERUSAKAN TUBULUS
RENALIS PADA TIKUS JANTAN GALUR WISTAR DIABETES
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ABSTRACT

Diabetes mellitus refers to metabolic group disease which is characterized by chronic
hyperglicemia resulting from impaired insulin secretion, insulin action or both. Diabetes
mellitus complications affect many organs like kidney. Kidney abnormalities are due to
hyperglicemia period and oxidative stress. Pandanus conoideus Lam oil contains S-carotene
and a-tocopherol that can reduce oxidative stress. The aim of this study is to observe the
effect of glibenclamide and Pandanus conoideus Lam oil combination on rat’s renal tubule.
Diabetes was induced by streptozotocin (60 mg/kg;intraperitoneal). Rats were randomly
divided into normal group, diabetic group, diabetic group administered glibenclamide and
diabetic group administered combination of glibenclamide and Pandanus conoideus Lam oil.
The animals were treated with glibenclamide and Pandanus conoideus Lam oil once daily for
14 days. The diabetic group showed hypertrophy of proximal cells tubule, Ebstein Armanni
lession and proximal tubular dilatation. These features were reduced on diabetic group
administered combination of glibenclamide and Pandanus conoideus Lam oil. This study
concludes that combination of glibenclamide and Pandanus conoideus Lam oil
administration can prevent the progression of renal tubular injury on diabetic rats.

Keywords: Diabetes mellitus, Pandanus conoideus Lam oil, hyperglicemia, antioxidant,
proximal tubules.

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) merupakan suatu kelompok penyakit metabolik dengan
karakteristik hiperglikemia kronik yang terjadi karena defek sekresi insulin, kerja insulin atau
kedua-duanya.™? Rendahnya kontrol kadar glukosa darah pasien DM menyebabkan terjadinya
komplikasi pada berbagai organ seperti ginjal." Abnormalitas parenkim ginjal terjadi akibat
stres oksidatif yang diinduksi oleh hiperglikemia.>* Hiperglikemia menginduksi peningkatan
produksi reactive oxygen species (ROS) seperti superoksida (O,), hidrogen peroksida
(H,0,), nitrit oksida (NO) dan penurunan kadar antioksidan endogen.®® Ketidakseimbangan
jumlah radikal bebas dan antioksidan menimbulkan stres oksidatif yang menyebabkan lesi
pada glomerulus dan tubulus renalis.®

Penelitian Singh dan Farrington menunjukkan bahwa perubahan struktur histologi dan
fungsi tubulus terjadi terlebih dahulu sebelum terjadi perubahan pada glomerulus.” Perubahan
struktur histologis tubulus terjadi secara bertahap. Pada tahap awal terjadi hipertrofi sel
tubulus, akumulasi glikogen intraseluler, penebalan membran basal tubulus dan dilatasi
tubulus. Pada tahap lanjut terjadi atrofi tubulus dan fibrosis peritubuler.”®

Upaya pencegahan komplikasi DM dilakukan dengan cara menurunkan kadar glukosa
darah dan asupan antioksidan eksogen untuk menurunkan stres oksidatif yang terjadi.
Glibenklamid adalah obat hipoglikemik oral yang sering digunakan untuk menurunkan kadar
glukosa darah pasien DM.® Antioksidan eksogen dapat diperoleh dengan mengkonsumsi
makanan yang mengandung B-karoten, a-tokoferol dan vitamin C.3°
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Minyak buah merah (P. conoideus Lam) merupakan salah satu bahan makanan yang
diketahui mengandung B-karoten dan a-tokoferol yang sangat tinggi.***? Penelitian Winarto
membuktikan bahwa pemberian minyak buah merah (Pandanus conoideus Lam) dapat
menurunkan stres oksidatif, meningkatkan aktivitas hipoglikemik dari glibenklamid dan
mencegah progresivitas kerusakan Pulau Langerhans tikus DM.*

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh kombinasi glibenklamid dan
minyak buah merah (P. conoideus Lam) terhadap tingkat kerusakan tubulus renalis tikus DM.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik dengan post test-only control group
design. Penelitian ini menggunakan sampel berupa 20 ekor tikus putih jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) umur 3 bulan dengan berat badan antara 175-200 gram, yang diperoleh
dari Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan (UPHP) Universitas Gajah Mada. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah minyak buah merah (Pandanus conoideus Lam),
streptozotocin dan glibenklamid (Kimia Farma).

Peralatan yang digunakan adalah kandang tikus, timbangan manual Sartorius,
timbangan analitik Sartorius, kanula pencekok tikus, tabung reaksi, satu set alat bedah minor,
satu set reagen untuk pemeriksaan glukosa darah, satu set alat untuk pemeriksaan preparat
dengan pewarnaan Hematoksilin Eosin dan Periodic Acid Schiff (PAS).

Hewan percobaan dibagi secara acak menjadi 4 grup yang masing-masing berjumlah
5 ekor tikus. Grup tikus normal terdiri dari grup 1 dan grup tikus diabetes terdiri dari grup 2,
3 dan 4. Tikus pada grup 2, 3 dan 4 diinjeksikan dengan steptozotocin dosis 60 mg/KgBB
dalam buffer sitrat pH 4,5 secara intraperitoneal sebanyak satu kali. Tikus dengan kadar
glukosa darah puasa >240 mg/dl dipilih sebagai subjek penelitian. Tikus normal diinjeksi
dengan buffer sitrat dengan dosis yang sama.'* Grup tikus diperlakukan sebagai berikut: grup
1 sebagai grup kontrol normal, grup 2 sebagai kontrol DM, grup 3 diberikan glibenklamid
0,09 mg/KgBB/hari dan grup 4 diberikan kombinasi minyak buah merah 0,3 ml/KgBB/hari
dan glibenklamid 0,09 mg/KgBB/hari. Perlakuan diberikan selama 14 hari. Kadar glukosa
darah puasa diukur secara periodik pada hari ke-3 sebelum perlakuan awal, 7 dan 14.

Pengambilan ginjal tikus dengan pembedahan dilakukan setelah tikus dianestesi
dengan menggunakan eter. Ginjal yang sudah diambil difiksasi dalam larutan bufer formalin
10% untuk dilakukan pewarnaan Hematoksilin Eosin dan Periodic acid Schiff (PAS).
Penilaian mikroskopis dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan
pembesaran 400x. Pengamatan dilakukan terhadap kerusakan tubulus proksimal (hipertrofi
sel tubulus), diameter tubulus untuk mengetahui dilatasi tubulus, akumulasi glikogen
intraseluler, fibrosis peritubular dan atrofi tubulus.

Diameter tubulus proksimal diukur dalam satuan mikrometer (um). Diameter tubulus
dihitung pada tubulus potongan melintang dengan memilih 40 tubulus secara acak di korteks
renalis pada setiap preparat dengan pewarnaan HE. Diameter yang diambil adalah diameter
terpendek yang melewati pusat tubulus.® Fibrosis peritubular adalah peningkatan matriks
ekstraseluler yang memisahkan tubulus di korteks renalis. Fibrosis peritubular
diklasifikasikan berdasarkan luas area fibrosis dengan kriteria skoring 0-5 dimana 0 = tidak
ada lesi, 1 = <10%, 2 = 10% — 25%, 3 = 25% - 50%, 4 = 50% - 75%, 5 = >75%."°

Atrofi tubulus adalah gambaran membran basal tubulus yang tebal dengan penurunan
diameter tubulus. Atrofi tubulus diklasifikasikan berdasarkan kriteria skoring 0-4 dimana 0 =
normal, 1 = <10%, 2 = 10% - 25%, 3 = 26% - 50%, 4 = > 50%.'” Akumulasi glikogen di
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dalam sel tubulus renalis ditandai dengan sel tubulus yang jernih. Akumulasi glikogen di
dalam sel tubulus disebut juga dengan lesi Ebstein-Armanni. Lesi Ebstein-Armanni
diklasifikasikan menjadi 0 = tidak ditemukan lesi dan 1 = ditemukan lesi. Pengamatan
dilakukan pada 10 lapangan pandang pada setiap preparat jaringan ginjal dengan Pewarnaan
PAS.%?* Penebalan membran basal tubulus diklasifikasikan menjadi 0 = tidak ditemukan lesi
dan 1 = ditemukan lesi. Tanda-tanda kerusakan sel tubulus yang diamati adalah hipertrofi sel-
sel tubulus dan penutupan lumen tubulus. Pengamatan dilakukan dengan memilih 200 tubulus
proksimal secara acak pada setiap preparat ginjal tikus dengan pewarnaan HE. ® Data hasil
penelitian diolah secara komputerisasi, kemudian disajikan dalam bentuk tabel distribusi
frekuensi.'®

HASIL PENELITIAN
1. Tingkat kerusakan tubulus proksimal

Pada penelitian ini didapatkan data gambaran mikroskopis tingkat kerusakan tubulus
proksimal (hipertrofi sel tubulus) yang dipulas dengan Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)

seperti yang tercantum pada Tabel 1 berikut ini :
Tabel 1. Rata-rata gambaran mikroskopis kerusakan tubulus proksimal pada berbagai

perlakuan
Tingkat kerusakan tubulus proksimal
Nomor
sampel Perlakuan
| I Il v
1 0,13 0,57 0,50 0,21
2 0,16 0,85 0,52 0,19
3 0,10 0,61 0,51 0,28
4 0,14 0,62 0,59 0,17
5 0,15 0,69 0,45 0,20
Total 0,68 3,34 2,47 1,05
Rata-rata 0,14+0,02 0,66+0,11 0,51+0,05 0,21+0,04
Keterangan :
I : Kelompok normal
Il : Kelompok DM

11 : Kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari
IV : Kelompok DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan
minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

Tabel 1 menunjukkan tingkat kerusakan tubulus proksimal dari yang terbesar sampai
yang terkecil secara berturut-turut adalah kelompok DM, kelompok DM yang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari, kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari dan kelompok normal. Hasil
penelitian didapatkan bahwa sebaran data normal dan uji varians sama. Pada uji Anova
diperoleh nilai p=0,00 (p<0,05) yang menunjukkan bahwa minimal terdapat dua kelompok
yang berbeda secara bermakna. Selanjutnya, dilakukan uji post hoc untuk mengetahui lebih
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lanjut tingkat kerusakan tubulus proksimal pada tiap kelompok. Hasilnya dapat dilihat pada
Tabel 2 berikut ini :
Tabel 2. Perbandingan tingkat kerusakan tubulus proksimal pada berbagai perlakuan

Perlakuan Signifikasi
Normal vs DM p=0,00*
Normal vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,00*
mg/kgBB/hari
Normal vs DM + kombinasi glibenklamid p=0,092
0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah
0,3 ml/kgBB/hari
DM vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,002*
mg/kgBB/hari
DM vs DM + kombinasi glibenklamid 0,09 p=0,00*
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari
DM + glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari vs p=0,00*

DM + kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari

Keterangan:
*(significant) : tedapat perbedaan yang bermakna secara statistik

Hasil uji statistik memperlihatkan bahwa kelompok normal memiliki perbedaan yang
bermakna terhadap kelompok DM. Hal ini menunjukkan bahwa terjadi kerusakan tubulus
proksimal yang lebih banyak pada kelompok DM dibandingkan dengan kelompok normal.
Perbedaan yang bermakna juga terdapat antara kelompok normal dengan kelompok DM yang
diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa terjadi kerusakan
tubulus proksimal yang lebih banyak pada kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dibandingkan kelompok normal.

Perbedaan tingkat kerusakan tubulus proksimal yang bermakna juga terdapat antara
kelompok DM dengan kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari pada tikus DM mampu
mengurangi kerusakan pada tubulus proksimal.

Perbedaan tingkat kerusakan tubulus proksimal yang bermakna juga terdapat antara
kelompok DM dibandingkan dengan kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian kominasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari pada tikus DM mampu mengurangi kerusakan pada tubulus proksimal.

Perbedaan tingkat kerusakan tubulus proksimal yang bermakna juga terdapat antara
kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dibandingkan dengan kelompok
DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari lebih mengurangi kerusakan pada
tubulus proksimal dibandingkan dengan pemberian glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari saja.

Perbandingan antara kelompok normal dengan kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari tidak ditemukan
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rbedaan yang bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari memiliki
gambaran mikroskopis tubulus proksimal yang mendekati normal.

Gambaran mikroskopis kerusakan tubulus proksimal berbagai perlakuan terlihat di Gambar 1.

Gambar 1.  Gambaran mikroskopis kerusakan tubulus proksimal berbagai perlakuan.
Pembesaran x400. Pewarnaan HE. Keterangan : H (hipertrofi), PL (penutupan
lumen) dan D (tubulus distal) (a) Kelompok normal; (b) Kelompok DM; (c)
Kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari; (d) Kelompok
DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah
merah 0,3 ml/kgBB/hari

2. Lesi Ebstein Armanni

Pada penelitian ini didapatkan data gambaran mikroskopis lesi Ebstein Armanni yang
dipulas dengan Periodic Acid Schiff (PAS) seperti yang tercantum pada Tabel 3 berikut :
Tabel 3.  Rata-rata gambaran mikroskopis lesi Ebstein Armanni pada berbagai perlakuan

Lesi Ebstein Armanni

Nomor

sampel Perlakuan
I ] Il v
1 0,00 0,70 0,60 0,30
2 0,30 0,60 0,50 0,20
3 0,10 1,00 0,60 0,30
4 0,40 0,80 0,50 0,40
5 0,40 0,70 0,40 0,30
Total 1,2 3,8 2,6 1,5
Rata-rata 0,24+0,18 0,76+0,15 0,52+0,08 0,30+0,07
Keterangan :
I . Kelompok normal
Il : Kelompok DM

11 : Kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari
IV : Kelompok DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan
minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

Tabel 3 menunjukkan total lesi Ebstein Armanni dari yang terbesar sampai yang
terkecil adalah kelompok DM, kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari,
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kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah
merah 0,3 ml/kgBB/hari, dan kelompok normal. Hasil penelitian didapatkan sebaran data
normal dan uji varians sama. Pada uji Anova diperoleh nilai p=0,00 (p<0,05) yang
menunjukkan bahwa minimal terdapat dua kelompok yang berbeda secara bermakna.
Selanjutnya, dilakukan uji post hoc untuk mengetahui lebih lanjut total lesi Ebstein Armanni
pada tiap kelompok perlakuan. Hasilnya dapat dilihat pada Tabel 4 berikut ini :

Tabel 4. Perbandingan lesi Ebstein Armanni pada berbagai perlakuan

Perlakuan Signifikasi
Normal vs DM p=0,00*
Normal vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,004*
mg/kgBB/hari
Normal vs DM + kombinasi glibenklamid p=0,477
0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah
0,3 ml/kgBB/hari
DM vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,01*
mg/kgBB/hari
DM vs DM + kombinasi glibenklamid 0,09 p=0,00*
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari
DM + glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari vs p=0,017*

DM + kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari

Keterangan:
*(significant) : tedapat perbedaan yang bermakna secara statistik

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kelompok normal berbeda secara bermakna
terhadap kelompok DM. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok DM memiliki total lesi
Ebstein Armanni yang lebih banyak dibandingkan kelompok normal. Perbedaan yang
bermakna juga terdapat antara kelompok normal dengan kelompok DM yang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok DM yang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari memiliki total lesi Ebstein Armanni yang lebih banyak
dibandingkan kelompok normal.

Perbedaan total lesi Ebstein Armanni yang bermakna juga terdapat antara kelompok
DM dan kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dapat mengurangi terbentuknya lesi
Ebstein Armanni. Perbedaan total lesi Ebstein Armanni yang bermakna juga terdapat antara
kelompok DM dan kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari
dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari pada tikus DM
dapat mengurangi terbentuknya lesi Ebstein Armanni.

Perbedaan total lesi Ebstein Armanni yang bermakna juga terdapat antara kelompok
DM vyang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak
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buah merah 0,3 ml/kgBB/hari lebih mengurangi terbentuknya lesi Ebstein Armanni
dibandingkan dengan pemberian glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari saja.

Perbandingan antara kelompok normal dengan kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari tidak ditemukan
perbedaan yang bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari memiliki
gambaran mikroskopis tubulus yang mendekati normal.

Gambaran mikroskopis lesi Ebstein Armanni berbagai perlakuan terlihat pada Gambar 2.

Gambar 2.  Gambaran mikroskopis lesi Ebstein Armanni berbagai perlakuan. Pembesaran
x400. Pewarnaan PAS. Keterangan : EA (Ebstein Armanni). (a) Kelompok
normal; (b) Kelompok DM; (c) Kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari; (d) Kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

3. Dilatasi tubulus proksimal

Pada penelitian ini didapatkan data gambaran mikroskopis dilatasi tubulus proksimal
yang dipulas dengan Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE) seperti yang tercantum pada Tabel
5 berikut ini :

Tabel 5. Rata-rata gambaran mikroskopis dilatasi tubulus proksimal pada berbagai

perlakuan
Nomor Dilatasi tubulus proksimal (um)
sampel Perlakuan
I 1 i v
1 14,50 18,37 16,97 15,15
2 15,22 18,05 16,90 15,12
3 14,50 17,70 16,35 14,43
4 14,75 17,70 16,45 14,87
5 15,00 18,18 16,05 14,90
Total 73,97 90 82,72 74,47
Rata-rata 14,78+0,32 17,99+0,30 16,55+0,39 14,90+0,29
Keterangan :
I : Kelompok normal
I : Kelompok DM

1l : Kelompok DM yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari
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IV : Kelompok DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan
minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

Tabel 5 menunjukkan hasil tubulus proksimal yang mengalami dilatasi dari yang
terbesar sampai yang terkecil adalah kelompok DM, kelompok DM yang diberi glibenklamid
0,09 mg/kgBB/hari dan kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari. Rata-rata diameter tubulus
proksimal pada kelompok normal merupakan acuan diameter tubulus proksimal yang normal.
Hasil penelitian didapatkan sebaran data normal dan uji varians sama. Pada uji Anova
diperoleh nilai p=0,00 (p<0,05) yang menunjukkan bahwa minimal terdapat dua kelompok
yang berbeda secara bermakna. Selanjutnya, dilakukan uji post hoc untuk mengetahui lebih
lanjut perbedaan dilatasi tubulus proksimal pada tiap kelompok. Hasilnya dapat dilihat pada
Tabel 6 berikut ini :

Tabel 6.  Perbandingan dilatasi tubulus proksimal pada berbagai perlakuan

Perlakuan Signifikasi
Normal vs DM p=0,00*
Normal vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,00*
mg/kgBB/hari
Normal vs DM +  kombinasi p=0,632

glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan
minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

DM vs DM + glibenklamid 0,09 p=0,00*
mg/kgBB/hari

DM vs DM + kombinasi glibenklamid p=0,00*
0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah

merah 0,3 ml/kgBB/hari

DM + glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari p=0,00*

vs DM + kombinasi glibenklamid 0,09
mg/kgBB/hari dan minyak buah merah
0,3 ml/kgBB/hari

Keterangan:
*(significant) : tedapat perbedaan yang bermakna secara statistik

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kelompok normal berbeda secara bermakna
terhadap kelompok DM. Hal ini menunjukkan bahwa pada kelompok DM terdapat tubulus
proksimal yang mengalami dilatasi dibandingkan kelompok normal. Perbedaan yang
bermakna juga terdapat antara kelompok normal dengan kelompok DM yang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa pada kelompok DM yang
diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari terdapat tubulus proksimal yang mengalami dilatasi
dibandingkan kelompok normal.

Perbedaan yang bermakna juga terdapat antara kelompok DM dengan kelompok DM
yang diberi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari pada tikus DM mengurangi terjadinya dilatasi tubulus
proksimal. Perbedaan yang bermakna juga terdapat antara kelompok DM dengan kelompok
DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi glibenklamid 0,09
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mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari pada tikus DM mengurangi
terjadinya dilatasi tubulus proksimal.

Perbandingan yang bermakna juga terdapat antara kelompok DM yang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dengan kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid
0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari lebih mengurangi terjadinya dilatasi tubulus proksimal dibandingkan dengan
pemberian glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari saja.

Perbandingan antara kelompok normal dengan kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari tidak ditemukan
perbedaan yang bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari memiliki
gambaran mikroskopis tubulus proksimal yang mendekati normal.

Gambaran mikroskopis dilatasi tubulus proksimal berbagai perlakuan terlihat pada Gambar 3.

Gambar 3.  Gambaran mikroskopis diameter tubulus proksimal berbagai perlakuan.
Pembesaran x400. Pewarnaan HE. Keterangan : TD (tubulus yang diukur) (a)
Kelompok normal; (b) Kelompok DM; (c) Kelompok DM vyang diberi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari; (d) Kelompok DM yang diberi kombinasi
glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari

Pada penelitian ini tidak ditemukan gambaran atrofi tubulus pada keempat kelompok
hewan coba. Gambaran fibrosis peritubular juga tidak ditemukan pada sediaan ginjal keempat
kelompok hewan coba.

PEMBAHASAN
1. Pengaruh diabetes melitus terhadap gambaran mikroskopis tubulus proksimal
renalis tikus

Perubahan struktur mikroskopis pada tubulus proksimal terjadi karena keadaan
diabetes yang diinduksi pemberian streptozotocin. Streptozotocin menginduksi nekrosis sel 8
pankreas sehingga menghambat sekresi insulin dan menyebabkan Insulin-Dependent
Diabetes Mellitus (IDDM). Streptozotocin memasuki sel B pankreas melalui glucose
transporter 2 (GLUT2) dan berakumulasi di dalam sel B pankreas. Streptozotocin
menyebabkan alkilasi DNA dan deplesi NAD™ intraseluler yang pada akhirnya menyebabkan
nekrosis sel B pankreas. Gangguan sintesis insulin di sel B pankreas menyebabkan keadaan
DM pada hewan coba.™
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Hasil penelitian pada kelompok DM yang diinduksi streptozotocin dengan dosis 60
mg/kgBB memperlihatkan gambaran mikroskopis ginjal yang mengalami hipertrofi sel
tubulus proksimal, akumulasi glikogen intraseluler (lesi Ebstein Armanni) dan dilatasi
tubulus. Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian Teoh et al yang menunjukkan bahwa
ginjal tikus DM memperlihatkan gambaran hipertrofi sel tubulus proksimal, akumulasi
glikogen intraseluler (lesi Ebstein Armanni) dan dilatasi tubulus setelah 20 hari injeksi dosis
tunggal streptozotocin.?’

Kerusakan pada tubulus proksimal terjadi sebagai akibat langsung maupun tidak
langsung DM. Kerusakan langsung tubulus proksimal diakibatkan oleh keadaan
hiperglikemia dan stres oksidatif yang terjadi selama periode hiperglikemia. Kerusakan tidak
langsung disebabkan oleh respon hormon vasoaktif di ginjal, sitokin proinflamasi, dan
perubahan hemodinamik ginjal. "2

Penyerapan glukosa oleh sel-sel tubulus proksimal tidak bergantung pada insulin
sehingga sel tubulus proksimal sangat rentan terhadap kerusakan yang disebabkan oleh
hiperglikemia. Periode hiperglikemia menyebabkan peningkatan beban kerja sel-sel tubulus
proksimal dalam mereabsorpsi glukosa yang kemudian menginduksi terjadinya hipertrofi sel-
sel tubulus proksimal.” Penelitian Vallon menunjukkan bahwa terjadi peningkatan reabsorpsi
glukosa pada tikus DM vyang diinduksi pemberian streptozotocin yang ditandai dengan
meningkatnya ekspresi mRNA untuk protein SGLT 1 dan SGLT2. Protein SGLT1 dan
SGLT2 merupakan transporter terkait natrium yang mengatur perpindahan glukosa dari
lumen tubulus ke dalam sel tubulus.”*

Hipertrofi sel-sel tubulus proksimal juga diinduksi oleh transforming growth factor-p
(TGF- B). Hiperglikemia menyebabkan peningkatan produksi dan aktivasi TGF- [ oleh sel
tubulus proksimal. Transforming growth factor-p menginduksi berhentinya siklus
pembelahan sel pada tahap G; dengan menginduksi cyclin dependent kinase (CDK) inhibitor
dan p27. Transforming growth factor-p juga menstimulasi sintesis protein intraseluler dan
menurunkan proteolisis protein intaseluler. Peningkatan jumlah protein intraseluler dan
hambatan proliferasi sel mengakibatkan terjadinya hipertrofi sel tubulus proksimal.?*??

Hiperglikemia juga menyebabkan stres oksidatif pada diabetes yang ditandai dengan
banyaknya radikal bebas di jaringan. Hiperglikemia menyebabkan peningkatan produksi
peroksinitrit (ONOQ") di sel tubulus proksimal. Peroksinitrit meningkatkan aktivitas caspase
3, 8 dan 9. Aktivitas caspase 3, 8 dan 9 menyebabkan fragmentasi DNA yang pada akhirnya
menyebabkan apoptosis sel tubulus proksimal.?®

Kerusakan pada tubulus juga disebabkan oleh hormon vasoktif seperti angiotensin Il
dan nitric oxide (NO) yang menganggu aliran darah peritubular. Gangguan aliran darah
menyebabkan hipoksia sel-sel tubulus proksimal yang selanjutnya berkontribusi dalam
menyebabkan kerusakan tubulus proksimal.?® Akumulasi kerusakan-kerusakan molekuler
menyebabkan perubahan struktur histologis tubulus yang terjadi secara bertahap yaitu
hipertrofi sel tubulus, akumulasi glikogen intraseluler, penebalan membran basal tubulus,
dilatasi tubulus, atrofi tubulus dan fibrosis peritubular.”®

Akumulasi glikogen intraseluler (lesi Ebstein Armanni) yang diamati pada ginjal
kelompok DM terjadi karena adanya infiltrasi glikogen ke dalam sel-sel tubulus proksimal.
Infiltrasi glikogen terjadi karena konsentrasi glukosa yang tinggi di plasma darah. Pajanan
hiperglikemia pada sel-sel tubulus proksimal tidak hanya terjadi pada membran basolateral
sel tubulus tetapi juga pada membran luminal. Membran luminal terpajan kadar glukosa
yang terdapat di dalam filtrat glomerulus. Hal ini menyebabkan sel tubulus lebih banyak
mereabsorpsi dan terpajan glukosa.”* Glukosa berlebihan yang direabsorbsi oleh sel tubulus
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proksimal kemudian disimpan di dalam sel dalam bentuk glikogen yang terlihat jernih pada
pewarnaan PAS.%%

2. Pengaruh pemberian glibenklamid terhadap gambaran mikroskopis tubulus
proksimal renalis tikus DM

Pemberian glibenklamid dosis 0,09 mg/kgBB/hari pada tikus DM memberikan
perbaikan yang bermakna dalam menurunkan hipertrofi sel-sel tubulus proksimal, akumulasi
glikogen intraseluler (lesi Ebstein Armanni) dan dilatasi tubulus proksimal dibandingkan
kelompok DM. Perbaikan gambaran  hipertrofi sel-sel tubulus, akumulasi glikogen
intraseluler (lesi Ebstein Armanni) dan dilatasi tubulus proksimal pada kelompok ini diduga
karena efek hipoglikemia yang distimulasi oleh glibenklamid.

Glibenklamid merupakan golongan sulfonilurea dengan waktu paruh 3-5 jam yang
menyebabkan hipoglikemia dengan menstimulasi pengeluaran insulin oleh sel  pankreas.
Sulfonilurea juga mereduksi metabolisme insulin oleh hepar sehingga waktu paruh insulin
menjadi lebih panjang. Sulfonilurea berikatan dengan subunit sulfonylurea receptor-1
(SUR1) dan kemudian menghambat kanal ATP-K*. Penurunan jumlah K* intraselular
menyebabkan depolarisasi membran dan terbukanya kanal Ca*. Peningkatan konsentrasi
Ca’* intraseluler menstimulasi sekresi insulin dari vesikel-vesikel yang terdapat di dalam sel
Bpankreas.25

Insulin yang disekresikan oleh sel B pankreas memiliki beberapa mekanisme kerja
yang dapat menurunkan kadar glukosa darah. Insulin dapat menimbulkan efek pada sel
sasaran dengan berikatan pada reseptor insulin yang kemudian menyebabkan fosforilasi
Insulin Receptor Substrat 1-4 (IRS 1-4). Insulin Receptor Substrat yang telah terfosforilasi
kemudian berikatan dengan domain protein yang secara langsung terlibat dalam
memperantarai berbagai efek insulin.*®

Insulin mempermudah masuknya glukosa ke dalam sebagian besar sel dengan
meningkatkan translokasi transporter glukosa ke membran sel. Insulin juga merangsang
glikogenesis baik di otot maupun di hati dan menghambat glikogenolisis oleh hati. Insulin
selanjutnya menurunkan pengeluran glukosa oleh hati dengan menghambat
glukoneogenesis.?®

Kadar glukosa darah pada kelompok DM yang diberi glibenklamid menurun selama
glibenklamid aktif bekerja, namun mulai naik ketika glibenklamid mulai di metabolisme. Hal
ini diduga menyebabkan peningkatan yang tidak signifikan terhadap beban kerja reabsorpsi
glukosa, pembentukan TGF-f, pembentukan peroksinitrit dan gangguan hemodinamik ginjal.
Peningkatan yang tidak signifikan ini menyebabkan perbaikan gambaran hipertrofi sel-sel
tubulus proksimal, lesi Ebstein Armanni dan dilatasi tubulus yang bermakna dibandingkan
dengan kelompok DM, namun belum mendekati gambaran mikroskopis normal. Penelitian
Yassin et al juga menunjukkan bahwa pemberian glibenklamid pada tikus DM memberikan
perbaik%n pada gambaran mikroskopis tubulus proksimal renalis, namun berlangsung secara
lambat.
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3. Pengaruh pemberian kombinasi glibenklamid dan minyak buah merah
(Pandanus conoideus Lam) terhadap gambaran mikroskopis tubulus proksimal
renalis tikus DM

Pemberian kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari memberikan perbaikan yang bermakna dalam menurunkan hipertrofi sel-sel
tubulus proksimal, akumulasi glikogen intraseluler (lesi Ebstein Armanni) dan dilatasi
tubulus proksimal dibandingkan kelompok DM serta kelompok DM yang diberikan
glibenklamid dosis 0,09 mg/kgBB. Perbaikan gambaran tubulus yang lebih baik pada
kelompok DM yang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah
merah 0,3 ml/kgBB/hari diduga terjadi karena kombinasi efek hipoglikemik dari
glibenklamid dan efek antioksidan dari kandungan minyak buah merah.

Minyak buah merah (P. conoideus Lam) merupakan salah satu bahan makanan yang
diketahui mengandung antioksidan seperti p-karoten dan a-tokoferol yang sangat tinggi.***
B-karoten bersifat sebagai antioksidan karena molekul B-karoten memiliki satu molekul
elektron yang dapat disumbangkan ke radikal bebas dan mampu menangkap radikal
peroksil.” B-karoten pada konsentrasi yang tinggi mampu melindungi lipid dari kerusakan
oksidatif. Terdapat tiga mekanisme reaksi [-karoten terhadap radikal bebas, yaitu :
penambahan radikal, abstraksi hidrogen dari [B-karoten dan reaksi transfer elektron.
Pemberian B-karoten pada keadaan stres oksidatif mampu menekan aktivasi NFkB, produksi
IL-6, dan TNF-a. pB-karoten g’uga menghambat apoptosis sel dengan meningkatkan ekspresi
protein anti apoptosis Bcl-2.2

a-tokoferol memberikan efek antioksidan dengan melawan peroksidasi lipid.*®
Penelitian Craven et al menunjukkan bahwa pemberian suplementasi a-tokoferol mampu
menekan produksi TGF-B di sel-sel tubulus proksimal.*® Supresi TGF-B pada pemberian
minyak buah merah diduga turut menekan sintesis protein intraseluler dan hambatan
proliferasi sel sehingga hipertofi sel tidak terjadi secara bermakna.

Efek p-karoten dan o-tokoferol secara bersama-sama saling meningkatkan
kemampuan melawan radikal bebas.?® Pemberian minyak buah merah diduga mampu
menurunkan kadar radikal bebas seperti peroksinitrit (ONOQ?) dan gangguan hemodinamik
ginjal yang mampu merusak makromolekul sehingga mencegah dilatasi tubulus.

Penelitian Winarto juga menunjukkan bahwa minyak buah merah dapat meningkatkan
efek hipoglikemik dari glibenklamid pada pemberian secara bersamaan. Pemberian minyak
buah merah mampu menurunkan kadar glukosa darah hingga mencapai keadaan
normoglikemik.®* Kadar glukosa darah yang normal pada kelompok DM yang diberi
kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari
diduga tidak menyebabkan peningkatan reabsorpsi glukosa oleh sel-sel tubulus proksimal,
pembentukan TGF-B, pembentukan radikal bebas dan gangguan hemodinamik sehingga tidak
menginduksi terjadinya hipertrofi sel tubulus proksimal, lesi Ebstein Armanni serta dilatasi
tubulus proksimal yang bermakna bila dibandingkan dengan kelompok DM.

Hasil penelitian selanjutnya menunjukkan perbandingan antara kelompok DM yang
diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3 ml/kgBB/hari
dengan kelompok normal tidak memiliki perbedaan yang bermakna secara statistik pada
ketiga parameter yang diamati. Perbaikan gambaran tubulus yang diamati pada kelompok
DM vyang diberi kombinasi glibenklamid 0,09 mg/kgBB/hari dan minyak buah merah 0,3
ml/kgBB/hari mendekati gambaran mikroskopis normal.
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KESIMPULAN

1. Gambaran mikroskopis ginjal tikus DM menunjukkan gambaran kerusakan tubulus
(hipertrofi sel tubulus), lesi Ebstein Armanni dan dilatasi tubulus.

2. Pemberian glibenklamid pada tikus DM memperbaiki gambaran kerusakan tubulus
(hipertrofi sel tubulus), lesi Ebstein Armanni dan dilatasi tubulus, namun belum
mendekati gambaran mikroskopis normal.

3. Pemberian kombinasi glibenklamid dan minyak buah merah lebih memperbaiki gambaran
kerusakan tubulus (hipertrofi sel tubulus), lesi Ebstein Armanni dan dilatasi tubulus bila
dibandingkan dengan pemberian glibenklamid saja.

SARAN

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan periode penelitian yang lebih lama dan
kadar glukosa darah tikus yang lebih tinggi agar pengaruh pemberian kombinasi
glibenklamid dan minyak buah merah dalam mencegah progresivitas kerusakan tubulus
renalis tikus DM dapat diamati lebih baik.

2. Perlu dilakukan penelitian histopatologi ginjal lebih lanjut dengan pewarnaan yang lebih
spesifik dan penggunaan mikroskop elektron.
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