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ABSTRAK

Peradangan pada obesitas dapat menyebabkan peningkatan sitokin pro-inflamasi sehingga
memicu hipertrofi kerusakan pada tubulus ginjal. Pemberian metformin pada penderita obesitas
dapat menurunkan produksi sitokin pro-inflamasi dan mencegah terjadinya kerusakan ginjal.
Penelitian ini bertujuan mengetahui efek metformin terhadap berat badan dan gambaran
histopatologi ginjal pada tikus model obesitas. Penelitian eksperimental dengan rancangan
posttest only controlled group design dengan pendekatan kualitatif dan kuantitatif, menggunakan
tikus putih galur Wistar jantan, usia 10-12 minggu, berat badan (BB) 200-250 gram, berjumlah
15 ekor. Tikus dibagi dalam 3 kelompok perlakuan; K1: kontrol normal; K2: kontrol negatif
(model obesitas); K3: model obesitas + terapi metformin 250 mg/kgBB. Tikus dimodifikasi
menjadi model obesitas dengan pemberian high fat diet (HFD). Dilakukan pengukuran BB
secara berkala. Gambaran histopatologi ginjal didapatkan dari blok parafin dengan pewarnaan
Hematoksilin eosin (HE) dan dianalisis secara kualitatif dengan menilai tingkat kerusakan
tubulus ginjal dan analisis kuantitatif dilakukan dengan Grapphad Prsima 8.0.0 menggunakan
uji nonparametrik Kruskal-Walis. Hasil terapi metformin menurunkan berat badan pada K3
mulai hari ke-42 (p=0,0049). Skor cedera tubulus ginjal lebih rendah dibandingkan K2, namun
tidak berbeda secara statistik (p=0,9). Metformin mampu menurunkan berat badan dan mencegah
kerusakan tubulus ginjal tikus model obesitas.

Kata Kunci: Cedera tubulus, Inflamasi, Metformin, Obesitas

ABSTRACT

Obesity is a chronic disease resulting from the accumulation of excess body fat. Obesity can lead
to an increase in pro-inflammatory cytokines that can cause injury of kidney tubule. Giving
metformin to obese can reduce the production of pro-inflammatory cytokines and prevent the
occurrence of tubule injury. The aim of this study to determine the effect of metformin on body
weight and kidney histopathological of obese rat model. This is a experimental research with
posttest only controlled group design with qualitative and quantitative approaches. This study
used 15 male Wistar strain white rats, aged 10-12 weeks, body weight (BB) 200-250 grams. The
rats were divided into 3 groups,; KI1: normal control; K2: negative control (obesity model); K3:
obesity model + metformin therapy 250 mg/kgBB. The rats were modified into models of obesity
with high fat diet (HFD)administration. Periodic BB measurements are carried out. The
histopathological kidney is obtained from the paraffin bloc and Hematoxylin eosin (HE)
staining. The data were analyzed qualitatively by assessing the degree of renal tubules injury
and quantitative analysis was carried out by assessing the level of kidney damage using
Grapphad Prsima 8.0.0 with nonparametric Kruskal-Wallis test. Metformin therapy decrease
weight on K3 starting on day 42, (p=0.0049). The renal tubule injury score was lower than K2,
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but there was not statistically different (p=0,9). Metformin were able to decrease weight and

prevent kidney tubule injury in obese rats model.

Keywords:Inflammation, Metformin, Obesity, Tubule injury,

PENDAHULUAN

Obesitas  adalah  suatu  keadaan
terjadinya penimbunan lemak tubuh secara
berlebihan.!  Kondisi  obesitas  dapat
menyebabkan gangguan medis yang serius
dan menjadi salah satu pemicu penyakit ginjal
termasuk cronic kidney desease (CKD).?
Kondisi obesitas menyebabkan vasodilatasi
renal dan hiperfiltrasi glomerulus, yang
merupakan mekanisme kompensasi untuk

mempertahankan  keseimbangan  natrium
akibat meningkatnya reabsorpsi natrium.
Meningkatnya reabsorpsi natrium akan

merangsang korteks adrenal untuk aktifasi
sistem renin angiotensi aldosteron yang akan
menyebabkan meningkatnya aliran darah ke
ginjal. Peningkatan aliran darah ke ginjal
akan menyebabkan hiperfiltrasi di ginjal.

Hiperfiltrasi tersebut memicu terjadinya
hipertrofi glomerulus yang akan
menyebabkan terjadinya proteinuria.

Meningkatnya aliran darah di ginjal bersama
proteinuria membentuk glomerulosklerosis
dan pada akhirnya menurunkan laju filtrasi
glomerulus dan memicu cedera tubulus.?
Metformin merupakan obat antidiabetes
yang paling banyak digunakan dan dilaporkan
memiliki efek anti peradangan melalui
pengaktifan  Adenosine = Monophosphate
Protein  Kinase  (AMPK).  Pemberian
metformin menunjukan adanya penurunan
berat badan. Hal ini, karena metformin
bekerja menurunkan produksi glukosa oleh
hati dan meningkatkan sensitivitas reseptor
perifer, sehingga penggunaan glukosa darah
menjadi lebih efektif.*> Metformin terbukti
meningkatan kembali fungsi ginjal dengan
cara mengurangi produksi sitokin
proinflamasi dan infiltrasi makrofag pada
cedera ginjal.® Tujuan penelitian ini untuk
menilai efek metformin terhadap cedera
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tubulus ginjal tikus obesitas melalui
pemberian high fat diet (HFD).
METODE
Sampel Hewan Coba
Penelitian ini menggunakan tikus

putih galur Wistar jantan, berusia 10-12
minggu, berat badan (BB) 200 - 250 gram,
dan berjumlah 15 ekor. Tikus dibagi dalam 3
kelompok Perlakuan; K1: kontrol normal; K2:
kontrol negatif (model obesitas); K3: model
obesitas + terapi metformin 250 mg/kgBB.
Tikus dimodifikasi menjadi hewan model
obesitas dengan pemberian HFD sebanyak 20
gram perhari selama 63 hari. Dilakukan
pengukuran BB secara berkala pada setiap
minggu sampai hari ke-63. Penelitian ini telah
memperoleh izin dari Komisi Etik Penelitian
Kedokteran  dan  Kesehatan  Fakultas
Kedokteran Universitas Tadulako dengan
nomor: 7657/UN 28.1.30/KL/2021

Pewarnaan Histologi

Tikus diterminasi dan dinekropsi
ginjal pada hari ke-63. Ginjal dibuat dalam
blok paraffin dan dipotong dengan ketebalan
4 pm. Pewarnaan jaringan menggunakan
Hematoksilin eosin. Pengamatan pada 5
lapang pandang dipilih secara acak dan tidak
tumpang tindih dengan  menggunakan
mikroskop cahaya Olympus CX23 perbesaran
400x dan numerical aperture (NA):1,25 dan
perangkat lunak optilab. Hasil gambar
dianalisis secara kualitatif dan kuantitatif

Analisis Statistik

Data histologis ginjal dianalisis secara
kualitatif dan kuantitatif. Analisis kualitatif
cedera tubulus serta dilanjutkan menilai skor
cedera tubulusl. Analisis kuantitatif dilakukan
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dengan Grapphad Prsima 8.0.0 menggunakan
uji nonparametrik Kruskal Walis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

HASIL
Berat Badan Tikus Model Obesitas

Data yang  ditampilkan  disini
merupakan data pada kelompok tikus yang
dirawat sampai hari ke-63 pasca pemberian
HFD vyang terbagi dalam 3 kelompok
perlakuan. Data BB dapat pada gambar 1.

Berdasarkan gambar 1, terjadinya
peningkatan BB setiap kelompok perlakuan.
Kelompok K1 yang diberikan pakan standar
mengalami peningkatan berat badan sejak
awal hingga akhir penelitian. Sedangkan
Kelompok K2 dan K3 yang merupakan
kelompok tikus model obesitas yang
diberikan  pakan = HFD mengalami
peningkatan berat badan pada H+14 setelah
pemberian HFD. Kelompok K3 yang
diberikan HFD dan mendapatkan terapi
metformin memiliki berat badan yang
cenderung stabil pada H+49 atau satu minggu
setelah pemberian metformin.
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Gambar 1. Grafik rerata berat badan tikus
perkelompok perlakuan

Keterangan:

K1: Kelompok Kontrol tikus normal; K2: Kelompok
tikus model obesitas; K3: Kelompok tikus model
obesitas dengan terapi metformin. H+0: Sebelum
pemberian HFD; H+7: 7 hari pasca pemberian HFD;
H+14: 14 hari pasca pemberian HFD; H+21: 21 hari
pasca pemberian HFD; H+28: 28 hari pasca pemberian
HFD; H+35: 35 hari pasca pemberian HFD; H+42: 42
hari pasca pemberian HFD; H+49: 49 hari pasca
pemberian HFD; H+56: 56 hari pasca pemberian HFD;
H+63: 63 hari pasca pemberian HFD.
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Gambaran Histopatologi Ginjal

Pemeriksaan histopatologis  ginjal
pada penelitian ini diwarnai dengan
hematoksilin eosin, menunjukkan sitoplasma
sel-sel epitel kuboid tubulus tampak merah
muda dan nukleus tampak ungu. Penilaian
secara kualitatif gambar histopatologi ginjal
penelitian ini dapat dilihat pada gambar 2.

Gambar 2  menunjukkan, pada
kelompok K1 sebagai kontrol normal
memperlihatkan struktur epitel kuboid pada
tubulus ginjal baik tubulus proksimal dan
tubulus distal tampak baik. Lumen tubulus
juga tampak lebar dengan membran basalis
yang baik. Pada lumen tubulus proksimal
tampak brush border yang intak melekat pada
permukaan tubulus dan tidak ditemukan
adanya intraluminal cast. Pada beberapa
lapangan pandang tampak adanya sebaran sel-
sel radang namun jumlahnya sedikit.

Gambar 2. Cedera tubulus ginjal dengan
pewarnaan HE model tikus model obesitas. (A).
Kelompok K1; (B). Kelompok K2; (C). Kelompok K3.
Keterangan: Panah kuning menunjukkan brush border,
panah hijau sebukan sel radang, panah biru
menunjukkan pengerutan membran (atrofi) tubulus,
panah biru muda menunjukkan intraluminal cast,
panah merah menunjukkan dilatasi/destruksi tubulus,
panah putih menunjukkan celah antar tubulus.

(Pewarnaan: HE, Perbesaran 100 kali, skala 100 pm).
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Pada kelompok K2 sebagai kontrol
negatif yang merupakan kelompok model
obesitas; secara umum terdapat akumulasi
sel-sel radang di area interstitial pada semua
lapangan pandang. Terdapat pengerutan
membran basalis pada epitel tubulus. Pada
sebagian tubulus tampak brush border mulai
terlepas dari permukaan epitel, menghilang
bahkan memadat atau intraluminal cast
namun tidak banyak. Beberapa tubulus juga
mengalami  atrofi, dan sebagian lagi
mengalami dilatasi dan destruksi sel-sel epitel
tubulus. Ruang intertubulus pada beberapa
area tampak melebar. Sebagian area
menunjukkan adanya jaringan fibrosis.

Kelompok K3 yang merupakan model
obesitas yang diterapi dengan metformin,
menunjukkan perbedaan tingkat kerusakan
dengan kontrol negatif. Kelompok ini tampak
lebih baik bila dibandingkan dengan kontrol
negatif. Secara umum menunjukkan sebagian
brush  border = mengalami  kerusakan,
mengalami pemadatan membentuk
intraluminal cast dengan jumlah sedikit. Sel-
sel radang masih cukup banyak ditemukan.
Adanya dilatasi dan destruksi dinding-ding
tubulus yang masih luas, sebagian tubulus
juga mengalami atrofi akan tetapi dalam
jumlah yang lebih kecil dari kelompok

kontrol negatif, serta pelebaran ruang
interstitial masih ditemukan.

Pemeriksaan  histopatologi  ginjal
melalui pengamatan cedera tubulus ini

dilanjutkan dengan penilaian kuantitatif.
Penilian dengan sistem skoring ini dapat
dilihat pada gambar 3.
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Gambar 3. Grafik skoring cedera tubulus ginjal.
Keterangan: K1: Kelompok kontrol normal;, K2:
Kelompok kontrol negatif (model Obesitas); K3:
Kelompok tikus model obesitas dengan terapi
metformin. Uji Kruskal Wallis p=0,0006. Uji post hoc
Dunn’s: K1 vs K2 (p=0,0057), K1 vs K3 (p=0,0734),
K2 vs K3 (p=>0,9). *=p<0,05.

Pada uji normalitas Shapiro Wilk antar
kelompok perlakuan didapatkan hasil data
tidak terdistribusi normal. Setelah itu
dilakukan uji non-parametrik menggunakan
Kruskal-Wallis dan diapatkan perbedaan skor
cedera tubulus ginjal bermakna dari setiap
kelompok (p=0.0006). Hasil ini kemudian
dilakukan uji lanjut post hoc Dunn’s dan
didapatkan hasil yang berbeda signifikan
antara kelompok K1 dan K2 (p=0,0057).

PEMBAHASAN

Pengukuran BB  setiap minggu
didapatkan peningkatan BB tikus kelompok
K2 dan K3. Tikus kelompok K2 yang
diberikan HFD mengalami peningkatan setiap
minggu hingga akhir penelitian pada H+63.
HFD dapat menyebabkan obesitas pada
hewan coba dengan mengganggu
metabolisme hewan coba tersebut.” HFD
dapat meningkatkan adiposit tubuh, sehingga
akumulasi lemak pada tubuh meningkat.
Pemberian HFD juga dapat menyebabkan
penurunan keberagaman mikrobiota di usus
yang membhasilkan short chain fatty acids
(SCFAs), yang berperan dalam mengatur
berat badan dan menjaga homeostasis usus.®’

Analisis oneway anova menunjukkan
perbedaan rerata BB yang bermakna
(p=0,0049). Uji lanjut rerata BB tikus dengan
Mann  Whitney menunjukkan perbedaan
bermakna antara K1 dengan K3 (p=0,0152)
dan K2 dengan K3 (p=0,0024). Adanya
perbedaan bermakna antara BB tikus yang
diberikan metformin dengan yang tidak. Hal
ini karena metformin berefek menurunkan BB
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dan berhubungan dengan regulasi makan
berupa penekanan nafsu makan.!%-!!

Analisis statistik hasil pengukuran
skor cedera tubulus menggunakan Kruskal-
Wallis menunjukkan perbedaan bermakna
(p=0,0006). Pada kelompok kontrol negatif
(K2) memiliki skor cedera tubulus ginjal yang
paling tinggi (Gambar 2). Pada kondisi
obesitas dapat terjadi hipertensi yang
menyebabkan cedera iskemia sehingga
menimbulkan jaringan fibrosis.!? Selain itu,
pada kondisi obesitas juga dapat terjadi
peningkatan hormon leptin akibat
meningkatnya jaringan adiposa. Peningkatan
hormon leptin menyebabkan terhambatnya
aktivitas antioksidan, yang pada akhirnya
menimbulkan stres oksidatif yang dapat
menyebabkan penyempitan pada arteriol
eferen yang mengakibatkan peningkatan
tekanan di ginjal. Peningkatan tekanan di
ginjal dapat menyebabkan kerusakan pada
brush  border,  sehingga  mengalami
pemadatan membentuk intraluminal cast.
Peningkatan tekanan di ginjal juga dapat
menyebabkan terbentuknya celah antar
tubulus.!>!4 Pada kelompok K3 dengan terapi
metformin  menunjukan kerusakan lebih
sedikit. Hal ini menunjukan bahwa metformin
memiliki efek perbaikan terhadap gambaran
histopatologi ginjal tikus model obesitas
dibanding dengan K2. Metformin diketahui
menghambat  TGF-f1  melalui  aktivasi
AMPK, sehingga menghambat perkembangan
jaringan fibrosis di ginjal. 1

Uji lanjut Dunn’s kelompok K2 dan
K3 didapatkan hasil tidak bermakna (p=0,9).
Meskipun demikian, pada kelompok K3
memiliki skor cedera tubulus ginjal lebih
rendah dibandingkan kelompok K2. Pada
kelompok K3 rerata skor cedera tubulus
ginjal yaitu 2,08+0,87, sedangkan pada
kelompok K2 rerata skor cedera tubulus
ginjal lebih tinggi yaitu 3,04+ 0,82.
Metformin dapat mengurangi kerusakan
ginjal dengan mengaktivasi nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) yang akan
meningkatkan antioksidan endogen.!®
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KESIMPULAN

Metformin memiliki efek terhadap
penurunan berat badan dengan perbedaan
bermakna pada setiap kelompok (p=0,0049)
dan mengurangi cedera tubulus ginjal tikus
model obesitas namun tidak bermakna secara
statistik (p=0,9).
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