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Abstrak

Penggunaan aspirin yang tidak terkontrol dapat menyebabkan beberapa komplikasi dan berbagai kerusakan pada organ,
termasuk cedera ginjal. Sel punca mesenkim sebagai terapi alternatif merupakan sumber penting untuk perbaikan dan
regenerasi jaringan yang rusak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek injeksi intramuskular tali pusat manusia
terhadap kerusakan jaringan ginjal tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi aspirin. Penelitian ini adalah penelitian
eksperimental laboratorium dengan desain post-test only control group design dengan 27 tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Sprague dawley yang dibagi menjadi tiga kelompok. Kelompok kontrol (KK) diberi minuman dan makanan seperti
biasa, P1 diberi aspirin 200 mg / kgBB secara oral selama 14 hari, P2 diberi aspirin 200 mg / kgBB secara oral selama 14 hari
dan diobati dengan injeksi intramuskular 0,75 mL tali pusat mesenkim tali pusat manusia. Data diamati dengan Uji Non-
Parametrik Kruskal-Wallis, diperoleh p = 0,001 (p <0,05), maka didapatkan hasil bermakna yang berarti Ho ditolak. Hasil
statistik dengan uji Mann-Whitney yang diperoleh juga ditemukan adanya perbedaan yang signifikan pada setiap kelompok,
tetapi P1 dengan P2 (p = 0,497) tidak terdapat perbedaan yang signifikan.

Kata kunci : Aspirin, histopatologi ginjal, sel punca mesenkimal

Effect of Human Cord Mesenchymal Stem Cells Intramuscular Injection on
Histopathological Appearance of Kidneys in Aspirin-induced Sprague Dawley
Strain Rats (Rattus norvegicus)

Abstract

Uncontrolled use of aspirin can cause several complications and various damaged to organs, including kidney injury.
Mesenchymal stem cells as an alternative therapy is an important source for repair and regeneration of damaged tissue.
The purpose of this study is to determine the effect of intramuscular injection of human umbilical chord on kidney tissue
impairment of rats (Rattus norvegicus) with aspirin induction. This study was a laboratory experimental study with a post
test only control group design with 27 white rats (Rattus norvegicus) Sprague dawley strain which divided into three groups.
The control group (KK) was given regular drink and food, P1 was given 200 mg/kgBW aspirin orally for 14 days, P2 was given
200 mg/kgBW aspirin orally for 14 days and treated with intramuscular injection of 0.75 mL extracted human cord
mesenchymal stem cells. Data were observed by Kruskal-Wallis Non-Parametric Test, obtained p=0,001 (p<0,05), then get a
meaningful result which means Ho is rejected. The statistical results with Mann-Whitney test obtained are also find
significant differences in each groups, but P1 with P2 (p=0,497) has no significant differences.
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Pendahuluan

Obat anti-inflamasi non-steroid (OAINS)
merupakan salah satu obat yang mudah
didapatkan karena dijual bebas di masyarakat
dan sering diresepkan oleh dokter." Obat anti-
inflamasi non-steroid (OAINS) merupakan
jenis obat yang memiliki efek analgesik,
antipiretik, dan pada dosis yang lebih tinggi
dapat berefek anti-inflamasi. Pada penyakit
arthritis, OAINS merupakan salah satu obat

yang sering digunakan untuk mengatasi proses
inflamasi dan menghilangkan rasa nyeri.?

Jenis OAINS yang sering digunakan ialah
dari golongan salisilat yang memiliki banyak
bentuk sediaan. Aspirin merupakan salah satu
obat golongan salisilat yang paling banyak
diresepkan dan dijadikan sebagi standar
evaluasi pemantauan anti-inflamasi lainnya.?
Berdasarkan data yang diperoleh, 16% dari
semua gagal ginjal yang terkait obat, aspirin
diketahui dapat menjadi salah satu faktor
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terjadinya cedera ginjal akut melalui berbagai
mekanisme. *

Pada dewasa ini, cedera ginjal akut yang
sebelumnya dikenal dengan gagal ginjal akut
memiliki  peningkatan  morbiditas  dan
mortilitas serta dikaitkan dengan peningkatan
risiko terjadinya gagal ginjal kronis. Terapi
obat pada cedera ginjal memiliki tingkat
keberhasilan dan kesinambungan vyang
terbatas di bidang klinis, sehingga hal ini lah
yang menjadikan terapi kuratif dan preventif
dengan sel punca mesenkimal dapat dijadikan
pilihan.’

Sel punca merupakan sel yang dapat
berproliferasi, berpotensi self-renewal, yang
kemudian berdiferensiasi menjadi satu atau
lebih jenis sel khusus sebagai respons
terhadap stimuli sinyal yang sesuai. *Tali pusat
menjadi sumber sel punca yang penting, baik
itu haematopoietic stem cells ataupun
mesenchymal stem cells.” Sebagian besar dari
penelitian memberikan bukti bahwa
pemberian sistemik secara intravaskular
mesenchymal stem cell dapat membantu
menjaga fungsi ginjal dalam menghadapi
kerusakan akut, seperti cedera akibat iskemik,
obstruksi, dan juga dapat membantu
mengurangi cedera tubular dan fibrosis.
Dengan demikian, data vyang tersedia
menunjukkan bahwa mesenchymal stem cell
yang diberikan secara sistemik dapat
membantu meningkatkan atau menstabilkan
fungsi ginjal pada cedera ginjal akut dengan
berbagai mekanisme.®

Namun pada penelitian yang dilakukan
oleh Braid et al. (2018), didapatkan bahwa
pemberian ekstravaskular berupa injeksi
intramuskular dari sel punca mesenkimal tali
pusat manusia memiliki dwell time atau waktu
tinggal yang cukup panjang di berbagai organ
seperti ginjal, hepar, dan gaster.” Berdasarkan
penelitian tersebut injeksi intramuskular
diharapkan menghadirkan alternatif yang
bermanfaat untuk mencapai manfaat klinis.

Metode

Rancangan penelitian yang digunakan
peneliti adalah eksperimental dengan metode
Post-Test Only Control Group. Penelitian
eksperimental ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh pemberian injeksi intramuskular sel
punca mesenkimal tali pusat manusia
terhadap gambaran histopatologi ginjal tikus

putih (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley yang diinduksi aspirin. Penelitian ini
dilakukan pada bulan Oktober — November
2019. Penelitian dilakukan di Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung dengan
menggunakan hewan uji coba berupa tikus
putih (Rattus norvegicus) galur Sprague
dawley sejumlah 30 ekor yang dibagi menjadi
tiga kelompok perlakuan vyaitu kelompok
kontrol (KK), Perlakuan 1 (P1), dan Perlakuan 2
(P2), dengan masing — masing kelompok
berjumlah 10 ekor tikus Teknik sampling
sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi
dengan menggunakan teknik simple random
sampling.

Kelompok kontrol (KK) merupakan
kelompok yang hanya diberi pakan dan minum
biasa serta diinjeksikan akuades. Kelompok
perlakuan 2 (P2) merupakan kelompok yang
diinduksi aspirin secara oral dengan dosis 200
mg/kgBB selama 14 hari dan tidak diinjeksi sel
punca mesenkimal tali pusat. Kelompok
perlakuan 3 (P3) merupakan kelompok yang
diinduksi aspirin secara oral dengan dosis 200
mg/kgBB selama 14 hari dan diinjeksi sel
punca mesenkimal tali pusat dengan dosis
0,075 mL pada hari ke 14 dan 28 secara
intramuskular. Setelah hari ke-42 hewan uji
coba diterminasi dan diambil organ ginjalnya
untuk selanjutnya dilakukan pembuatan dan
pembacaan preparat histopatologinya.

Kriteria inklusi dari hewan uji coba
diantaranya adalah sampel yang digunakan
harus tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley yang berjenis kelamin jantan.
Selain itu juga harus memiliki berat badan
normal (150 — 200 gram) dengan usia berkisar
antara 2 — 3 bulan. Tikus putih jantan juga
harus bergerak aktif, tidak memiliki kelainan
anatomis, serta penampakan rambut tidak
kusam, rontok ataupun botak.

Kriteria ekslusi dari hewan uji coba
adalah  Terdapat tikus putih  (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley jantan yang
memiliki penurunan berat badan secara
drastis (lebih dari 10% berat badan),
penurunan aktivitas sehingga tidak dapat
bergerak aktif, ataupun ditemukan tikus mati
selama masa penelitian.

Variabel bebas penelitian ini adalah
injeksi intramuskular sel punca mesenkimal
tali pusat manusia terhadap ginjal yang
diinduksi  aspirin.  Variabel terikat dari
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penelitian ini merupakan gambaran
histopatologi  ginjal berupa  kerusakan
glomerulus dan tubulus ginjal yang masing —
masing memiliki skor kerusakan.

Dalam hal pembacaan slide preparat
akan dibantu oleh seseorang yang ahli dalam
bidang  histopatologi di  Laboratorium
Anatomi, Histologi dan Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung,
Prof.dr. Muhartono, M.Kes, Sp.PA dengan
menggunakan perbesaran 400x. Kerusakan
ginjal dinilai dari pengamatan pada
glomerulus dan tubulus yang meliputi infiltrasi
sel radang, edema, dan juga nekrosis dalam
satu lapang pandang.

Hasil

Pada gambaran histopatologi ginjal
kelompok kontrol, glomerulus dan tubulus
masih tampak normal. Tidak ditemukan
adanya infiltrasi sel radang, ditemukan adanya
pembengkakan tubulus dan edema spatium
Bowman pada sedikit glomerulus dan tubulus.
Tidak ditemukan adanya kongesti dan
nekrosis.
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Gambar 1. Gambaran histopatologi kelompok
kontrol (KK). Keterangan: 1. Glomerulus 2.
Spatium bowman 3. Inti sel tubulus 4. Lumen

Pada gambaran histopatologi ginjal
kelompok perlakuan 1, tampak adanya
pembengkakakn pada tubulus yang ditandai
dengan pembengkakan pada sitoplasma dan
memudarnya warna inti sel. Pada glomerulus
tampak adanya edema pada spatium
bowman. Ditemukan juga adanya serbukan sel
radang.

Pada gambaran histopatologi ginjal
kelompok perlakuan 2, masih tampak adanya
pembengkakan pada sitoplasma tubulus
ginjal. Glomerulus ginjal masih menunjukan
adanya pelebaran pada spatium Bowman.
Tidak ditemukan adanya serbukan sel radang.

Secara umum, tidak adanya perbedaan yang
signifikan antara kelompok P1 dan P2.
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Gambar 2. Gambaran histopatologi kelompok
perlakuan 1 (P1) dengan perbesaran mikroskop

400x. Keterangan: 1. Edema spatium bowman 2.

Edema tubulus 3. Serbuk sel radang
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Gambar 3. Gambaran histopatologi kelompok
perlakuan 2 (P2) dengan perbesaran mikroskop
400x. Keterangan: 1. Edema spatium bowman 2.
Pembengkakan sitoplasma tubulus ginjal

Analisis Histopatologi Ginjal

Pada analisis gambaran histopatologi
kerusakan ginjal tikus yang didapatkan dari
total kerusakan glomerulus dan kerusakan
tubulus yang diambil dari lima lapang pandang
didapatkan nilai rerata skor keruskan ginjal
kelompok kontrol (KK) yang hanya diberi
akuades vyaitu sebesar 0,31; pada kelompok
perlakuan 1 (P1) yang hanya diberikan aspirin
secara oral dengan dosis 200 mg/kgBB selama
14 hari yaitu sebesar 3,11; serta pada
kelompok perlakuan 2 (P2) yang diberikan
aspirin secara oral dengan dosis 200 mg/kgBB
selama 14 hari dan kemudian diinjeksikan sel
punca mesenkimal darah tali pusat manusia
pada hari ke 14 dan 28 dengan dosis 0,075 mL
secara intramuskular yaitu sebesar 3.

Total skor kerusakan ginjal pada masing
— masing sampel kemudian dilakukan uji
normalitas  Shapiro-Wilk untuk menilai
kenormalan distribusi datanya. Uji Shapiro-
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Wilk dilakukan karena jumlah sampel yang
diteliti lebih dari 50.

Pada hasil uji normalitas yang telah
dilakukan pada ketiga kelompok didapatkan
nilai p<0,05 pada sebagian besar kelompok.
Sehingga data secara menyeluruh tidak
terdistribusi normal. Karena data tidak
terdistribusi normal, maka selanjutnya
dilakukan  transformasi  data.  Setelah
transformasi data, kemudian dilanjutkan
kembali dengan uji normalitas Shapiro-Wilk.

Setelah dilakukan transformasi data
dengan Logl0 dan diuji normalitas kembali,
didapatkan nilai p=0,017 pada KK; p=0,15
pada kelompok P2; serta p=0,172.
Berdasarkan data tersebut maka dapat
disimpulkan bahwa data masih tidak
terdistribusi  normal. Oleh sebab itu, uji
hipotesis tidak dapat menggunakan uji
parametrik  One-way ANOVA  sehingga
menggunakan uji alternatif non parametrik
yaitu uji Kruskal-Wallis.

Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan
bahwa p=0,001 (p<0,05). Dari hasil tersebut,
dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh
pemberian injeksi intramuskular sel punca
mesenkimal tali pusat manusia terhadap
kerusakan ginjal yang diinduksi aspirin.

Tabel 1. Hasil rerata skoring kerusakan ginjal dari
masing-masing kelompok dan hasil uji Kruskall-

Wallis
Hasil uji
Kelompok Rerata skor Kruskal-Wallis
kerusakan i

(nilai p)
KK 0,31 0,001
P1 3,11
P2 3

Setelah dilakukan uji Kruskal-Wallis
dinyatakan  bermakna  (p<0,05), maka
selanjutnya dilakukan analisis Post Hoc untuk
melihat hubungan pada masing — masing
kelompok sampel. Analisis Post Hoc untuk uji
Kruskal-Wallis yaitu Mann Whitney.

Tabel 2. Hasil uji Mann Whitney kerusakan ginjal
pada tiap kelompok.

Kelompok KK P1 P2
K - 0,001* 0,001*
P1 0,001* - 0,497*
P2 0,001* 0,497* -
*Hasil analisis uji statistik Mann Whitney bermakna apabila
p<0,05

Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui
bahwa terdapat data yang tidak memiliki
perbedaan yang bermakna (p<0,05) antar
kelompok. Kelompok yang memiliki perbedaan
bermakna vyaitu antara KK dengan P1
(p=0,001); KK dengan P2 (p=0,001). Sedangkan
kelompok yang tidak memiliki perbedaan yang
bermakna adalah P1 dengan P2 (p=0,497).

Pembahasan

Pengamatan secara mikroskopis
menunjukkan bahwa kelompok kontrol yang
hanya diberi aquades memiliki rerata
kerusakan ginjal yang paling rendah yaitu
sebesar 0,31. Aquades dan makanan yang
diberikan kepada tikus bukan merupakan
bahan iritan. Namun, dari sembilan tikus pada
kelompok kontrol, terdapat beberapa tikus
yang memiliki struktur ginjal yang mengalami
kerusakan berupa pembengkakan tubulus
ginjal dan edema spatium Bowman pada
sedikit glomerulus dan tubulus. Namun secara
keseluruhan pada kelompok kontrol
glomerulus dan tubulus masih tampak normal.

Tidak didapatkan kerusakan pada
tubulus maupun glomerulus pada kelompok
kontrol yang tidak diberikan perlakuan karena
pada dasarnya aquades bukanlah bahan iritan.
Khakim (2017) mengatakan dalam
penelitiannya bahwa hal tersebut dapat
terjadi karena adanya variabel luar yang tidak
dapat dikendalikan oleh peneliti, seperti
kondisi psikologi tikus maupun kondisi awal
ginjal tikus sebelum diberikan perlakuan.

Selain itu, perubahan pada lingkungan
pula sangat berpengaruh terhadap pola sikap
dan perilaku tikus. Tikus yang dipisahkan dari
kelompoknya akan mempengaruhi pola sikap
dan perilakunya sampai bisa membuat stres.
Contohnya apabila terjadi perubahan perilaku
menjadi hiperaktif, kecemasan meningkat
serta peningkatan kepekaan terhadap stres.™
Menurut Sanchez et al. (2002) aktivitas enzim
sitosol dapat meningkat ketika tikus
mengalami stres sehingga dapat menimbulkan
efek pada sel misalnya pada ginjal dan
jantung.11

Pada kelompok perlakuan 1 (P1) yang
merupakan kelompok tikus yang diinduksi
aspirin 200 mg/kgBB memiliki rerata
kerusakan ginjal yang paling tinggi. Kerusakan
tersebut berupa pembengkakan pada tubulus
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serta adanya edema pada spatium Bowman
serta ditemukannya serbukan sel radang.
Munculnya edema spatium Bowman atau
pembengkakan sel epitel tubulus terjadi
melalui empat mekanisme vyaitu akibat
peningkatan  tekanan  hidrostatik pada
sepanjang kapiler glomerulus, menurunnya
tekanan osmotik plasma, terjadinya obstruksi
limfatik, serta retensi natrium.'” Hal ini juga
sejalan dengan penelitian yang dilakukan
Ndagu et al. (2013) yang mengatakan bahwa
aspirin dapat menyebabkan gangguan pada
ginjal karena adanya hambatan biosintesis
prostaglandin ginjal (PGE,) yang banyak
berperan pada proses fisiologik ginjal."®

Edema tubulus ginjal terjadi akibat
hilangnya integritas membran sel. Fungsi PGE2
yang dihambat oleh aspirin mengakibatkan
terjadinya  perubahan  pada integritas
membran sel melalui terjadinya vasokonstriksi
pada tubulus dan glomerulus serta
berkurangnya reabsorbsi garam dan air. Hal
inilah yang memicu terjadinya perubahan
tekanan osmotik dan integritas membran sel.
Apabila diberikan paparan aspirin secara terus
— menerus atau dengan jumlah yang lebih
banyak, maka hal ini dapat memicu kerusakan
yang lebih berat lagi."* **

Serbukan sel radang yang tampak di
sekitar daerah tubulus dan glomerulus
berkaitan dengan adanya tanda - tanda
inflamasi pada daerah tersebut. Inflamasi
merupakan reaksi host lokal yang secara
histopatologi ditandai dengan adanya infiltrasi
sel radang pada daerah setempat. Inflamasi
yang terjadi ditujukan untuk mengeliminasi
sel-sel mati dan menginisiasi proses perbaikan
jaringan.16

Pada kelompok perlakuan 2 (P2) tidak
ditemukan adanya perbedaan yang signifikan
dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1
(P1), meskipun begitu pada kelompok
perlakuan P2 sudah tidak ditemukan lagi
adanya serbukan sel radang. Hal ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Fleig
dan Humphreys (2014) bahwa banyak
kemajuan baru — baru ini yang telah dibuat
untuk mengetahui faktor — faktor yang dapat
memediasi perbaikan secara parakrin oleh sel
punca mesenkimal. Penelitian tersebut
menunjukan bahwa sel punca mesenkimal
dapat memediasi lebih dari 40 sitokin seperti
granulocyte colony-stimulating factor,

vascular endothelial growth factor (VEGF),
hepatocyte growth factor, interleukin (IL)-10,
epidermal growth factor dan insulin-like
growth factor, yang mana semua ini terbukti
dapat menyelamatkan tikus yang mengalami
cisplatinum-induced kidney injury."’

Serbukan sel radang yang ditemukan
pada kelompok perlakuan 1 (P1) bisa jadi
merupakan respon awal dari terjadinya epitel
pada glomerulus maupun tubulus. Namun
hilangnya serbukan sel radang yang sudah
tidak lagi ditemukan pada kelompok P2 yang
diinjeksi sel punca mesenkimal dapat
dikaitkan dengan penemuan baru pada
penelitian yang dilakukan Yun dan Lee (2019)
bahwa terdapat manfaat injeksi MSC
(mesenchymal stem cells) terkait dengan
kemampuan MSC (mesenchymal stem cells)
untuk  mengeluarkan beberapa sitokin,
kemokin, dan faktor pertumbuhan. Beberapa
pengamatan juga telah mengungkapkan
bahwa peran utama MSC (mesenchymal stem
cells) yaitu termasuk mensekresikan berbagai
faktor aktif biologis yang memberikan efek
pada lingkungan seluler lokal. Selain itu pula
telah ditemukan bahwa faktor-faktor inilah
yang melindungi  terhadap terjadinya
apoptosis sel yang berdekatan dan memicu
proliferasi sel, serta mendorong regenerasi
jaringan ginjal yang rusak.'®

Meskipun rute intramuskular sifatnya
tidak invasif dibandingkan dengan
menginjeksikan langsung ke target organ,
namun hal ini dinilai dapat mengurangi
keefektifan distribusi sel menuju organ yang
membutuhkan perbaikan.®

Simpulan

Berdasarkan penelitian yang sudah
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa tidak
terdapat pengaruh injeksi intramuskular sel
punca darah tali pusat manusia terhadap
gambaran histopatologi ginjal tikus putih
(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang
diinduksi aspirin, ditinjau berdasarkan uji
statistic Post Hoc Mann Whitney perbedaan
yang dihasilkan tidak begitu signifikan antara
yang diberikan injeksi sel punca (P2) dengan
yang tidak diinjeksikan sel punca mesenkimal
tali pusat manusia (P3) (p=0.497).
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