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Kajian Penambahan Dosis Beberapa Pupuk Hijau dan Pengaruhnya
Terhadap Pertumbuhan Tanaman Selada (Lactuca sativa L.)

Yuni Agung Nugrohol, Yogi Sugitoz, Lily Agustinaz, Soemarno®’

1 . . . ..
Program pascasarjana, Universitas Brawijaya, Malang
% Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang

Abstrak

Penambahan pupuk hijau pada budidaya selada anorganik bertujuan mendapatkan dosis beberapa pupuk hijau yang
dapat meningkatkan pertumbuhan selada dan meningkatkan kesuburan tanah. Penelitian menggunakan Rancangan
Acak Kelompok diulang tiga kali. Pemberian pupuk urea dengan dosis 100 kg.ha’1 sebagai kontrol. Perlakuan
penambahan pupuk hijau adalah penambahan Tithonia 5 ton.ha™ (0Ty), 10 ton.ha™ (OT,), Tithonia 15 ton.ha™ (OTs3);
penambahan Gliricidia 5 ton.ha™ (0G,), 10 ton.ha™ (0G,), 15 ton.ha™ (OG3); penambahan Cromolaena 5 ton.ha™ (0Cy),
10 ton.ha™ (0C,), dan 15 ton.ha™ (OGC;). Pengamatan tanaman selada meliputi Bobot Segar Tanaman, Bobot Kering
Tanaman, Indeks Luas Daun, Laju Pertumbuhan Tanaman, dan Laju Asimilasi Bersih. Pengamatan tanah meliputi C
organik tanah, N total, KTK, pH, Bobot Isi Tanah dan CN rasio. Analisa ragam dilakukan terhadap peubah pengamatan
tanaman selada dan kesuburan tanah, uji Tukey dan uji kontras dilakukan bila ada pengaruh nyata perlakuan terhadap
peubah pengamatan. Uji regresi linier berganda dilakukan terhadap sekumpulan peubah kesuburan tanah terhadap
hasil tanaman selada. Hasil menunjukkan bahwa penambahan Tithonia, Gliricidia dan Cromolaena sebesar 5 ton.ha™
pada tanaman selada yang dipupuk urea meningkatkan indeks luas daun, bobot segar dan kering tanaman, dan laju
pertumbuhan tanaman. Bobot segar tanaman selada tertinggi sebesar 17,18 ton.ha™ dicapai pada penambahan
Tithonia 15 ton.ha™ yang berarti meningkat 88% dari pemupukan urea. Penambahan pupuk hijau Tithonia, Gliricidia dan
Cromolaena sebesar 5 ton.ha™ pada budidaya selada meningkatkan KTK dan C organik tanah setelah panen. Residu C
organik tanah tertinggi 2,97% meningkat 53,1% dan KTK tanah tertinggi 43,24 me.lOOg_1 meningkat 14,75% dari kontrol
oleh penambahan Cromolaena 15 ton.ha™. KTK tanah, N total, Bobot Isi tanah, dan pH tanah berturut-turut mempunyai
pengaruh positif dan nyata terhadap bobot segar tanaman saat panen.

Kata kunci: Pupuk hijau, pupuk buatan, tanaman selada.

Abstract

Addition of green fertilizer for lettuce anorganic cultivation was aimed to determine the doses of several green
fertilizers which can increase the growth of lettuce and soil fertility. We used Group Randomized Design with 3
replications. Urea fertilizer of 100 kg.ha’1 dose as kontrol. The addition of green fertilizer are: Tithonia 5 ton.ha™ (OT,),
10 ton.ha™* (OT,), Tithonia 15 ton.ha™ (OT;); Gliricidia 5 ton.ha™ (0G;), 10 ton.ha™ (0G,), 15 ton.ha™ (0G;); Cromolaena
5 ton.ha™ (0cy), 10 ton.ha™ (0GC,), and 15 ton.ha™ (OC3). Growth of lettuce were observed, include: fresh and dry
weight, Index of leaf area, growth rate, and Net Assimilation Rate. Soil parameters include: C organic, N total, CEC, pH,
bulk density and CN ratio. ANOVA was conducted on the variable of lettuce’s growth and soil fertility, Tukey and
Contrast Test applied if the treatment give significant effect on the observed parameter. Multiple linear regression was
applied on the variable of soil fertility towards the growth of lettuce. Results showed the addition of Tithonia, Gliricidia
and Cromolaena for 5 ton.ha™ on anorganic lettuce increase the leaf area index, fresh and dry weight, and growth rate.
Highest fresh weight is 17.18 ton.ha™* on the addition of 15 ton.ha™ Tithonia which implied 88% increasing from control.
The addition of Tithonia, Gliricidia and Cromolaena for 5 ton.ha™ on lettuce cultivation increases CEC and C organic of
soil after harvest. Highest residue of C organic for 2.97% means increasing of 53,1% and highest CEC for 43.24 me.lOOg’1
which increased 14.75% compare to control, obtained from the treatment of Cromolaena 15 ton.ha™. Soil’s CEC, N
total, bulk density, and pH have positive and significant effect on fresh weight at harvest time, respectively.

Keywords: artificial fertilizer, green fertilizer, lettuce.

PENDAHULUAN
Selada merupakan tanaman introduksi yang
sudah beradaptasi di Indonesia, dan mempunyai
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prospek ekonomi cukup tinggi. Prospek cerah
tersebut ditunjukkan oleh beberapa hal, yaitu
harga selada yang relatif tinggi, pasar yang cukup
luas dan manfaat selada bagi manusia karena
mengandung vitamin A, B1, dan C.
Pembudidayaan selada dilakukan petani
dengan penerapan teknologi sarat bahan kimia,
utamanya adalah pemanfaatan pupuk anorganik.
Pemakaian pupuk anorganik secara terus-
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menerus pada lahan pertanian tanpa diimbangi
pemberian bahan organik yang memadai ke
dalam tanah, berdampak pada penurunan
produktifitas tanah, dikarenakan menurunnya
kesuburan tanah secara menyeluruh, vyaitu
kesuburan kimia, fisik dan biologi. Perkembangan
konsumsi pupuk kimiawi di Indonesia terus
meningkat sejak tahun 1975 hingga sekarang.
Selama kurun waktu 20 tahun terakhir, terjadi
kenaikan penggunaan pupuk kimiawi hampir 5
kali lipat, sementara produksi pertanian untuk
tanaman pangan dimana pupuk tersebut
digunakan hanya meningkat 50 persen. Hal ini
menunjukkan  bahwa  penggunaan  pupuk
anorganik sudah tidak efisien dan bahkan terjadi
penurunan produktifitas lahan karena menurun-
nya kandungan bahan organik tanah [1].

Sistem pertanian modern menuntut adanya
penggunaan lahan secara intensif tanpa
memperhatikan ~ masukan  bahan  organik,
sehingga ketersediaaan bahan organik tanah
cepat mengalami penurunan maka degradasi
penurunan kesuburan tanah banyak terjadi.
Kandungan bahan organik di sebagian besar
lahan di Jawa berada di bawah 2%, padahal tanah
subur mensyaratkan kandungan bahan organik
tanah berkisar dari 2,5 % sampai dengan 4 %.

Bahan organik merupakan penyangga biologi
yang mempunyai fungsi dalam memperbaiki
sifat-sifat fisik, kimia dan biologi tanah, sehingga
tanah dapat menyediakan unsur hara dalam
jumlah berimbang. Terdapat korelasi positif
antara kadar bahan organik dengan produktifitas
tanah. Bahan organik juga berfungsi sebagai
sumber bahan energi bagi mikrobia [2,3]. Di
daerah produsen selada yang ketersediaan pupuk
kandangnya terbatas, menjadi pembatas dalam
pemberian bahan organik, sehingga perlu
dilakukan penambahan bahan organik dalam
bentuk lain yang didukung oleh potensi bahan
organik tersebut di daerah. Pemanfaatan sisa
tanaman potensial asli daerah sebagai pupuk
hijau merupakan salah satu alternatif untuk
mensuplai bahan organik tanah. Kecepatan
pelapukan suatu jenis bahan organik ditentukan
oleh kualitas bahan organik tersebut. Kualitas
bahan organik berkaitan dengan kecepatan
penyediaan dan besarnya unsur hara N,
ditentukan oleh besarnya kandungan N, lignin,
dan polifenol. Bahan organik dikatakan berkua-
litas tinggi apabila mempunyai N> 2,5 %, lignin <
15 %, dan polifenol < 4% [4].

J.Exp. Life Sci. Vol. 3 No. 2,2013

METODE PENELITIAN

Penelitian disusun menggunakan Rancangan
Acak Kelompok dimana terdapat sepuluh perla-
kuan, masing-masing perlakuan diulang tiga kali
(Tabel 1). Penelitian dilakukan di lapang dimana
penyemaian benih dilakukan pada bedengan
dengan menambahkan pupuk kandang pada
tanah. Pemindahan tanaman dilakukan pada saat
bibit berumur 3 minggu setelah sebar. Peminda-
han bibit ke bedengan dilakukan setelah bibit
berumur 3 minggu. Bibit yang ditanam dipilihkan
yang seragam. Setiap lubang tanam, ditanami
satu bibit dengan jarak tanam 25 cm x 25 cm.
Pupuk urea diberikan untuk semua perlakuan
pada saat tanaman berumur 1 MSPT, dengan
dosis Urea 100 kg.ha'l. Pupuk organik (pupuk
hijau) diberikan dalam bentuk segar vyang
dipotong-potong dengan ukuran 2 cm, pada saat
dua minggu sebelum tanam dengan dosis sesuai
perlakuan.

Tabel . Rancangan penelitian

Perlakuan
Kelompok . Pupuk hijau N
Jenis Pupuk ton.ha™ kg.ha™
An Urea - 46,000
oT, T.diversifolia 5 82,494
oT, T.diversifolia 10 118,988
OT3 T.diversifolia 15 155,482
0G, G. sepium 5 85,160
0G; G.sepium 10 123,952
0G3 G.sepium 15 162,928
(o]e} C. odorata 5 76,970
0GC, C.odorata 10 107,940
0G; C.odorata 15 161,910

Pemeliharaan tanaman dilakukan dengan
menggunakan pestisida organik apabila tanaman
menunjukkan gejala serangan organisme peng-
ganggu tanaman. Gulma dikendalikan secara
mekanis. Pengairan diberikan apabila tanah
sudah berkurang kelembabannya, sehingga tanah
selalu dalam keadaan lembab.

Pengamatan penelitian dilakukan terhadap
tanaman secara non destruktif dan destruktif.
Pengamatan terhadap tanaman secara non
distruktif dilakukan 1 minggu setelah tanam
dengan interval satu minggu sekali, terhadap
peubah sebagai berikut : Bobot segar tanaman
pada saat panen, dengan satuan gram. Bobot
kering tanaman pada saat panen, dengan satuan
gram. Luas daun pada saat panen, diukur dengan
leaf area meter, satuan cm?’.

Pengamatan destruktif dilakukan terhadap
peubah sebagai berikut Luas daun diukur
dengan leaf area meter, satuan cm’. Penga-
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matan dilakuan pada saat tanaman berumur 2
dan 3 minggu setelah pindah tanam, dengan
satuan cm2. Bobot segar tanaman, pengamatan
dilakukan pada umur 2 dan 3 minggu setelah
pindah tanam, dengan satuan gram (g). Bobot
kering tanaman, pengamatan dilakukan pada
umur 2 dan 3 minggu setelah pindah tanam,
dengan satuan gram (g).

Pengamatan terhadap media tanam (tanah)
dilakukan dalam tiga kategori, yaitu pada saat
sebelum penanaman, pada saat tanaman
berumur 2 minggu setelah pindah tanam, dan
pada saat setelah panen.

Pengamatan sebelum tanam  meliputi:
Kandungan Nitrogen, kandungan bahan organik
tanah, kapasitas Tukar kation. Adapun variabel
tanah yang diamati pada saat tanaman berumur
3 minggu setelah pindah tanam adalah
Kandungan Nitrogen meliputi (NO;3, NH,; dan N
total), KTK, PH dan variabel tanah yang diamati
pada saat setelah panen adalah kandungan
bahan organik tanah, N total, dan KTK.

Analisis data

Analisa ragam dilakukan terhadap peubah
berat segar tanaman, berat kering, luas daun, laju
pertumbuhan tanaman dan laju asimilasi bersih,
pada nilai a. = 5%. Apabila perlakuan memberikan
pengaruh yang nyata terhadap peubah
pengamatan, maka dilakukan uji pembanding,
dengan Uji Beda Nyata Jujur. Pembandingan
antara kontrol dengan perlakuan dilakukan
secara ortogonal kontras, untuk mengetahui
pengaruh penambahan pupuk hijau terhadap
pertumbuhan selada.

Analisis Pertumbuhan Tanaman
Indek Luas Daun

Indek Luas Daun adalah perbandingan luas
daun total dengan luas tanah yang ditutupi.
Persamaan indek luas daun adalah :

ILD=LD:LT
Keterangan :
ILD  =Indek Luas daun
LD  =Luas Daun pada saat pengamatan
LT  =Luasan Tanah dari jarak tanam selada

Laju Asimilasi Bersih

Laju Asimilasi Bersih (LAB) = Net assimilation
rate (NAR) adalah parameter pertumbuhan yang
menunjukkan kemampuan daun dalam mengha-
silkkan bahan kering total tanaman per satuan
luas daun yang dihasilkan per satuan waktu.

J.Exp. Life Sci. Vol. 3 No. 2,2013

Rumus yang dinyatakan oleh Hunt [5] sebagai
berikut :

LAB = W,-W; . In LDz—ln LD,

ToTy LD,-LD,
Keterangan :

W, =Bobot kering tanaman saat pengamatan satu
W, = Bobot kering tanaman saat pengamatan dua
T: =Umur tanaman pada saat pengamatan satu
T, =Umur tanaman pada saat pengamatan dua
LD; = Luas daun pada pengamatan satu

LD, = Luas daun pada pengamatan dua

Crop Growth Rate

Laju Pertumbuhan tanaman atau Crop
Growth Rate (CGR) menurut Hunt [5] dapat
dinyatakan sebagai nilai rata-rata pertumbuhan
tanaman yang dihitung tanpa mendasarkan nilai
laju asimilasi bersih dan indek luas daun, dengan
persamaan sebagai berikut:

LPT=1 . (W,-W,)
LT(T2—Ti)

Keterangan :
W, = Berat Segar tanaman saat pengamatan satu
W, = Berat Segar tanaman saat pengamatan dua
LT =Luas Tanah
T1 =Umur tanaman pada saat pengamatan satu
T, =Umur tanaman pada saat pengamatan dua

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pertumbuhan Tanaman Selada

Perlakuan memberikan pengaruh nyata
terhadap: indek luas daun selada pada umur 3
MSPT, 4 MSPT dan 5 MSPT. Terhadap bobot
segar dan kering total tanaman selada pada
semua umur pengamatan. Pembandingan
ortogonal kontras menunjukkan penambahan 5
ton.ha™ pupuk hijau mampu meningkatkan
secara nyata terhadap indek luas daun pada
umur 3 MSPT, 4 MSPT dan 5 MSPT, bobot segar
dan bobot kering tanaman pada umur 2 MSPT, 3
MSPT, 4 MSPT, dan 5 MSPT.

Perlakuan OTs; menghasilkan nilai tertinggi
terhadap indeks luas daun umur 3, 4, dan 5
MSPT. Rata-rata ILD pada saat panen ditun-
jukkan pada Gambar 1.

[#3]

P2
ba
I
HH
L

ILD
—_ n
|
|

o
o

g \aia=|s|=isjas):

Y f S I iy
d C(\ \:f\/ \:f\' ~ QU Ou Ok. OC} C‘LI'
Perlakuan
Gambar 1. Rata-rata ILD pada saat panen
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Penambahan 5 ton.ha™ pupuk hijau dapat
meningkatkan indek luas daun pada saat panen
sebesar 0,239. Hasil analisa regresi menunjukkan
adanya hubungan antara indek luas daun selada
dengan dosis pupuk hijau pada saat panen.
Tithonia menunjukkan pengaruh lebih tinggi
untuk setiap dosis yang diujikan dibanding
dengan pupuk hijau lainnya. Hubungan ILD
dengan dosis pupuk hijau ditunjukkan pada
Gambar 2.

y=0.093x + 1.085
R*=10.996

vy =0.066x + 1.048
R*=10.985

y=0.064x + 0.983
R*=0.919

ILD Tanaman selada

+Tithonia

o mGiiricidia
T T

Crmolaena

0 5 10 15
Dosis Pupuk Hijau (Ten/ha)

Gambar 2. Hubungan ILD dengan dosis pupuk hijau

Nilai bobot segar tertinggi pada umur 3 dan 5
MSPT diberikan oleh OT;, sedangkan pada umur
4 MSPT, perlakuan OT; tidak berbeda nyata
dengan perlakuan OT,, 0G3, dan OC;. Hasil
analisa regresi menunjukkan adanya hubungan
antara bobot segar selada dengan dosis pupuk
hijau pada saat panen. Peningkatan dosis pupuk
hijau yang diberikan masih memberikan pening-
katan bobot segar tanaman selada, dosis 15
ton.ha™ memberikan bobot segar tertinggi
diantara dosis yang diujikan. Hubungan bobot
segar tanaman selada dengan dosis pupuk hijau
ditunjukkan pada Gambar 3.

Y= 4474x + 7245
£ 140 R== 0.978

y=3391x +73.37
= 100 = R2=0.946

y=2835x + 7199
Rz=0.925

Hasll Selad

* Tithonia

u Gliricidia

0 5 10 15 Cromolaena
Dosis Pupuk Hijau {ton/ha)

Gambar 3. Hubungan BS dengan dosis pupuk hijau

Perlakuan OT; memberikan nilai bobot kering
tertinggi pada umur 5 MSPT, namun tidak
berbeda nyata dengan OT,, OG3; dan OC; pada
umur 4 MSPT. Peningkatan indek luas daun pada
perlakuan penambahan pupuk hijau merupakan
respon tanaman karena adanya kecukupan
kebutuhan hidup sehingga tanaman mampu
membentuk organ tubuh lebih banyak, termasuk

J.Exp. Life Sci. Vol. 3 No. 2,2013

organ fotosintesis. Indek luas daun yang tinggi
menjadikan tanaman mempunyai kemampuan
vang lebih tinggi dalam penangkapan cahaya
matahari, dan mempunyai jumlah klorofil yang
lebih banyak sehingga mampu melakukan
kegiatan  fotosintesis  lebih  tinggi, hasil
selanjutnya adalah jumlah fotosintat tinggi,
digunakan untuk membentuk dan mengisi
jaringan tanaman sehingga tanaman selada
mempunyai berat segar dan berat kering yang
lebih  tinggi. Sumbangan relatif keempat
komponen cahaya; irradiasi langsung, radiasi
difusi, refleksi dan transmisi tergantung pada
jumlah dan tipe daun di dalam kanopi [6]. Jumlah
tersebut biasanya dinyatakan sebagai indeks luas
daun (ILD), yaitu suatu parameter tanpa satuan
yang menunjukkan luas permukaan daun yang
menutupi satu satuan luas tanah.

Laju Pertumbuhan Tanaman

Perlakuan memberikan pengaruh nyata pada
laju pertumbuhan tanaman dalam selang 3-4
MSPT dan 4-5 MSPT. Kombinasi perlakuan
Tithonia dengan dosis 15 ton.ha™ (OT3)
menghasilkan nilai tertinggi laju pertumbuhan
tanaman dalam selang 4-5 MSPT, sedangkan
pada selang 3-4 MSPT OT; tidak berbeda nyata
dengan perlakuan lainnya kecuali dengan OC;
(Cromolaena dengan dosis 5 ton.ha'l). Rata-rata
laju pertumbuhan tanaman pada selang 4-5
MSPT ditunjukkan pada Gambar 5.

23
=
—D ==
= n
L
a3 =
-1
o il
=0
[~}
b
5
D T T 1 & 1T ©® T 1T 7
g - o ;- o=l e = ™.
= = o = 9 0 0 = =
- Y PerlaBuain Y Y W

Gambar 4. Laju pertumbuhan tanaman selada pada 4-5
MSPT

Pembandingan kontras antara kontrol dengan
penambahan pupuk hijau menunjukkan adanya
perbedaan yang sangat nyata terhadap laju
pertumbuhan tanaman. Peningkatan laju per-
tumbuhan tanaman akibat penambahan pupuk
hijau sebesar sebesar 0,379 g.m'z.hari'1 dan 1,814
g.m’z.hari':l pada selang umur 2-3 MST dan 3-4
MST.
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Laju Asimilasi Bersih

Perlakuan memberikan pengaruh nyata
terhadap laju asimilasi bersih pada selang 3-4
MSPT dan 4-5 MSPT. Perbandingan laju asimilasi
bersih pada selang 4-5 MSPT ditunjukkan pada
Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pembandingan rata-rata laju asimilasi bersih
umur 4-5 MSPT

No Perlakuan Laju Asimilasi Bersih

(g.m2h?)
1 An 7,110 ®
2 oT, 5,553
3 oT, 7,441%
4 OT; 8,503 °
5 0G; 5,536°
6 0G, 8,095°
7 0G; 7,482%
8 folo 6,697%
9 0C, 7,399%
10 0C; 7,524
Keterangan :

Angka yang didampingi huruf berbeda pada kolom yang
sama menunjukkan adanya perbedaan diantara perlakuan
pada uji Tukey dengan taraf o = 0,05.

Nilai laju pertumbuhan tanaman dan indeks
luas daun semakin tinggi sebagai akibat semakin
besar dosis dan semakin baik kualitas pupuk hijau
yang dipergunakan. Hal ini sesuai dengan hasil
analisa komponen utama pada komponen utama
1 yang menunjukkan bahwa ILD, BK5 dan LPT
tanaman memberikan sumbangan yang relatif
sama yaitu: 0.546, 0,537, dan 0.536 terhadap
pertumbuhan dan hasil tanaman selada. Sema-
kin baik kualitas pupuk hijau maka semakin cepat
proses dekomposisi dan mineralisasi sehingga
mampu melepas unsur hara lebih cepat, maka
kondisi ini mendukung pemenuhan kebutuhan
unsur hara tanaman selada sejak awal yaitu sejak
pindah tanam. Hal ini menunjukkan bahwa pupuk
hijau dengan kualitas tinggi yang dipadukan
dengan dosis 15 ton.ha’ mampu mencapai
sinkronisasi antara ketersediaan unsur hara oleh
media tanam bersamaan dengan kebutuhan
unsur hara oleh tanaman selada. Hal ini
dibuktikan dari pencapaian nilai tertinggi pada
saat panen oleh kombinasi perlakuan antara
Tithonia dengan dosis 15 ton.ha™ terhadap nilai
berat segar, berat kering, luas daun, indek luas
daun dan laju pertumbuhan tanaman.

Laju asimilasi bersih mempunyai pola yang
berbeda dengan laju pertumbuhan tanaman.
Laju asimilasi bersih merupakan jumlah total CO,
yang diambil tanaman dalam peristiwa fotosin-
tesis dikurangi dengan CO, yang hilang melalui
respirasi jadi tidak semata-mata dihitung berda-
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sarkan kemampuan daun untuk menghasilkan
bahan kering persatuan waktu, sehingga semakin
tinggi luas daun belum tentu mampu meng-
hasilkan berat kering tanaman yang tinggi
persatuan luas daun yang ada [7].

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlaku-
an yang mampu memberikan nilai luas daun
tinggi tidak diikuti dengan nilai laju asimilasi
bersih yang tinggi. Pertumbuhan tanaman
budidaya dengan meningkatnya indek luas daun,
makin banyak daun yang terlindung, menyebab-
kan penurunan laju asimilasi bersih sepanjang
musim pertumbuhan [8]. Pada tajuk dengan
indek luas daun tinggi, daun muda pada puncak
tanaman menyerap radiasi paling banyak,
memiliki laju asimilasi bersih ke bagian tumbuhan
yang lain. Sebaliknya, daun-daun yang lebih tua
pada dasar tajuk dan terlindung mempunyai laju
asimilasi CO, yang rendah dan memberikan lebih
sedikit hasil asimilasi kepada bagian tumbuhan
yang lain.

Perlakuan yang mampu meningkatkan luas
daun akan semakin meningkatkan nilai laju
pertumbuhan tanaman, karena laju pertumbuh-
an tanaman dihitung berdasarkan luas tanah
yang ditumbuhi tanaman tersebut (jarak
tanamnya) sehingga faktor pembagi mempunyai
nilai tetap, pada hal disisi lain nilai berat kering
tanaman semakin naik dengan semakin tingginya
luas daun. Namun laju asimilasi bersih pada
perlakuan yang mampunyai nilai luas daun tinggi
akan mampu menghasilkan berat kering tanaman
total lebih tinggi. Hal ini dikarenakan berat kering
total merupakan hasil kemampuan luas daun
total dikalikan dengan kemampuan persatuan
luas daun dalam laju asimilasi bersih.

Hasil Tanaman

Bobot segar dan kering tanaman selada pada
saat panen dipengaruhi secara nyata oleh
perlakuan. Perlakuan OT; (Tithonia dosis 15
ton.ha'l) memberikan hasil tertinggi pada bobot
segar dan kering pada saat panen (Gambar 5).
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Gambar 5. Bobot segar tanaman saat panen
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Pembandingan kontras antara kontrol dengan
pemberian pupuk hijau menunjukkan bahwa
penambahan pupuk hijau 5 ton.ha™ dapat
meningkatkan bobot segar dan bobot kering
secara nyata pada saat panen yaitu sebesar 8,210
g dan 0,974 g. Hasil analisis komponen utama
menunjukkan bahwa variabel pengamatan
mempunyai sumbangan yang relatif sama yaitu
ILD = 0,546, BK5 = 0,537, dan LPT = 0,536,
sedangkan laju asimilasi bersih memberikan
pengaruh lebih rendah dan berbanding terbalik
dengan variabel pertumbuhan lainnya, yaitu
sebesar -0.354 (Tabel 2). Hal ini menunjukkan
bahwa variabel pertumbuhan tersebut mempu-
nyai peran yang sama dalam mendukung
pertumbuhan dan hasil tanaman selada. Namun
nilai laju asimilasi bersih lebih rendah
sumbangannya terhadap hasil tanaman, karena
nilai ini masih harus dikalikan dengan luas daun
total tanaman untuk mendapatkan berat kering
total tanaman.

Tabel 2. Analisis Komponen Utama

Proportion 0.827 0.171 0.003 0.000
Cumulative 0.827 0.997 1.000 1.000
Variable PC1 PC2 PC3 PC4
ILD 0,546 -0,092 0,830 0,061
LPT 0,536 -0,264 -0,328 -0,731
LAB -0,354 -0,926 0,129 0,017
BK5 0,537 -0,253 -0,431 0,679

Luas daun dan indek luas daun memberikan
sumbangan lebih besar dibandingkan dengan
variabel lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa
kemampuan pertumbuhan dan hasil tanaman
didasarkan oleh kemampuan daun untuk
berfotosintesis, sehingga daun yang lebih luas
akan mampu menghasilkan fotosintat yang lebih
tinggi. Sebagai buktinya adalah pada perlakuan
yang memberikan nilai luas daun dan indek luas
daun tinggi mampu menghasilkan berat kering
dan berat segar panen yang tinggi pula. Suatu
ukuran yang dapat membantu menentukan
infestasi produktif tanaman yaitu suatu ukuran
yang sangat penting dalam proses pertumbuhan
tanaman vyaitu daun [7]. Daun merupakan
produksen fotosintat paling penting dalam
tanaman secara umum, dan intersepsi cahaya
dan fotosintesa tergantung sebagian besar pada
luas daun.

Kesuburan Tanah

Pemberian pupuk hijau dengan dosis 15
ton.ha™ mampu meningkatkan bahan organik
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tanah, N total tanah, dan KTK pada saat setelah
panen dari kondisi awal sebelum penanaman,
maupun terhadap kontrol pada saat yang sama.
Pupuk hijau yang kualitasnya lebih rendah
memberikan sumbangan vyang lebih besar
terhadap kandungan bahan organik tanah, N
total tanah, KTK, dan penurunan bobot isi tanah
pada saat setelah panen.

Perlakuan memberikan pengaruh yang nyata
terhadap C organik tanah pada saat setelah
panen. OC; (Cromolaena dosis 15 ton.ha'l)
memberikan sumbangan C organik tanah paling
tinggi dibandingkan dengan semua kombinasi
perlakuan yang diujikan. Pengaruh masing-
masing kombinasi perlakuan terhadap C organik
tanah ditunjukkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil pembandingan rata-rata C organik tanah
akibat perlakuan pada saat setelah panen
No. Perlakuan C organik tanah (%)

1 An 1,460 a
2 OT, 1,500 a
3 OoT, 1,620 b
4 OT; 2,030 de
5 0G; 1,520 a
6 0G; 1,720 ¢
7 0G3 2,103 e
8 (o]e} 1,740

9 (o]0} 1,970 d
10 0GC; 2,230

Keterangan :

Angka yang didampingi huruf berbeda pada kolom yang
sama menunjukkan adanya perbedaan diantara perlakuan
pada uji Tukeys dengan taraf o = 0,05.

Perlakuan memberikan pengaruh yang nyata
terhadap KTK tanah pada saat setelah panen.
Perlakuan OC; (Cromolaena dengan dosis 15
ton.ha'l) memberikan nilai KTK tanah tertinggi.
Pembandingan rata-rata KTK tanah akibat
perlakuan ditunjukkan pada Tabel 4.

Bahan organik merupakan penyangga biologi
yang mempunyai fungsi dalam memperbaiki
sifat-sifat fisik, kimia dan biologi tanah, sehingga
tanah dapat menyediakan unsur hara dalam
jumlah berimbang. Terdapat korelasi positif
antara kadar bahan organik dengan produktifitas
tanah. Bahan organik juga berfungsi sebagai
sumber bahan energi bagi mikrobia [2].

Bahan organik merupakan salah satu
komponen tanah yang sangat penting bagi
ekosistem tanah, dimana bahan organik
merupakan sumber dan pengikat hara dan
sebagai substrat bagi mikroba tanah [9].
Mineralisasi bahan organik dapat meningkatkan
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ketersediaan hara tanah dan nilai kapasitas tukar
kation tanah, sehingga kehilangan hara melalui
proses pencucian dapat dikurangi.

Tabel 4. Hasil pembandingan rata-rata KTK tanah akibat
perlakuan pada saat setelah panen
No. Perlakuan KTK tanah (me.100g™)

1 An 29,84 a

2 oT, 30,64

3 oT, 31,25 ¢

4 OT3 32,85 de
5 0G; 30,46 b

6 0G, 32,64 d

7 0G; 33,23 e

8 0C, 30,72 b

9 oG, 33,10 de
10 0GC; 34,24 f

Keterangan :

Angka yang didampingi huruf berbeda pada kolom yang
sama menunjukkan adanya perbedaan diantara perlakuan
pada uji Tukeys dengan taraf o = 0,05

Cromolaena odorata dengan kandungan C
organik tinggi menyebabkan paling lambat dalam
dekomposisi, sehingga memberikan sumbangan
C organik tanah lebih tinggi daripada Tithonia
dan Gliricidia. Kecepatan dekomposisi bahan
organik berkorelasi sangat nyata dengan
kandungan C organik namun tidak berkorelasi
nyata dengan parameter kualitas bahan organik
lainnya [10]. Hal ini menunjukkan bahwa
peningkatan C organik pada bahan organik akan
menurunkan kecepatan dekomposisi. Bahan
organik dengan kandungan C organik yang tinggi
menunjukkan banyaknya fraksi tahan lapuk
dalam pangkasan.

Tithonia dan Gliricidia memberikan sum-
bangan C organik kedalam tanah lebih kecil.
Biomasa bahan organik dengan kualitas tinggi
akan cepat habis terdekomposisi dan sedikit
meningkatkan bahan organik tanah dikarenakan
sedikitnya bahan tahan lapuk dalam biomasa
bahan organik [10].

Cromolaena odorata merupakan pupuk hijau
yang dapat meningkatkan nilai KTK tertinggi
dibandingkan  perlakuan lainnya. Hal ini
dikarenakan bahan organik ini merupakan bahan
organik yang lambat terdekomposisi sehingga
dapat meningkatkan kandungan bahan organik
tanah yang pada giliran berikutnya akan
meningkatkan KTK. Faktor yang mempengaruhi
peningkatan KTK selain jenis dan jumlah liat
adalah kandungan bahan organik tanah [11].

Perlakuan pemberian biomasa bahan organik
akan meningkatkan koloid organik tanah yang
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terdiri dari C, O dan H yang memiliki daya jerap
kation yang lebih tinggi dibandingkan liat.
Peningkatan KTK menunjukkan peningkatan
kemampuan tanah dalam mengikat dan menye-
diakan unsur hara yang lebih baik bagi tanaman.
KTK tanah yang tinggi akan melindungi unsur
hara dalam larutan tanah dari pencucian akibat
perkolasi air. Unsur hara yang berada dalam
kompleks jerapan koloid tidak mudah tercuci ke
lapisan tanah yang lebih dalam [12]. Cromolaena
odorata mampu menurunkan bobot isi tanah
paling tinggi. Hal ini dikarenakan kandungan
bahan tahan lapuk yang lebih tinggi sehingga
bahan organik menjadi lebih lambat untuk
didekomposisi, sehingga mempunyai waktu
tinggal dalam tanah lebih lama.

Pertumbuhan dan Hasil Tanaman Selada dengan
Kesuburan Tanah

Pertumbuhan dan hasil tanaman selada yang
baik membutuhkan kondisi tanah yang baik
secara biologi, kimia maupun fisiknya. Pembe-
rian pupuk hijau dengan dosis dan jenis yang
berbeda memberikan pengaruh yang berbeda
terhadap kesuburan tanah. Hal ini dikarenakan
setiap jenis pupuk hijau yang mempunyai
kandungan C organik, N organik, CN ratio, lignin
dan polifenol akan menentukan proses dekom-
posisi dan mineralisasi bahan organik tersebut
yang pada giliran selanjutnya adalah peningkatan
kandungan bahan organik tanah yang diidenti-
fikasi dari C organik tanah. Peningkatan efisiensi
pemanfaatan pupuk atau hara ditunjukkan
dengan nilai KTK, reaksi tanah dengan pH tanah.
Sumbangan hara N dengan identifikasi N total
tanah dan kegemburan tanah dengan bobot isi
tanah.

Pupuk hijau dapat memperbaiki sifat fisik dan
kimia tanah, peningkatan pH, peningkatan KTK,
peningkatan serapan P dan menurunkan AL di
tanah. Dengan pupuk hijau dapat meningkatkan
kesuburan tanah dalam pola tanam dan dapat
meningkatkan biomas dan produksi tanaman
pangan [13]. Pupuk hijau dengan kualitas tinggi
seperti Tithonia dan Gliricidia yang dipadukan
dengan dosis 15 ton.ha’ memberikan sumban-
gan hara N, pertumbuhan dan hasil tanaman
selada yang lebih tinggi dibandingkan dengan
Cromolaena. Takaran pupuk hijau berpengaruh
nyata terhadap pertumbuhan, berat pipilan
kering dan berat basah jagung [14].

Perbedaan sumbangan hara N, pertumbuhan
dan hasil tanaman selada akibat perlakuan
macam dan dosis pupuk hijau disebabkan adanya
perbedaan kandungan N dan C organik pada
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pupuk hijau tersebut. Tithonia mengandung N
sebesar 5,14% dan C organik sebesar 34,45%,
Gliricidia mengandung 38,28% C dan 4,06% N.
Sedangkan Cromolaena mengandung 40,24% C
dan 3,8% N. Sehingga Tithonia mengandung N
tertinggi dan C organik terendah. Karakteristik ini
menyebabkan Tithonia mempunyai proses
dekomposisi lebih cepat. Kecepatan dekomposisi
bahan organik berkorelasi sangat nyata dengan
kandungan C organik namun tidak berkorelasi
nyata dengan parameter kualitas bahan organik
lainnya [10]. Hal ini menunjukkan bahwa
peningkatan C organik pada bahan organik akan
menurunkan kecepatan dekomposisi. Bahan
organik dengan kandungan C organik yang tinggi
menunjukkan banyaknya fraksi tahan lapuk
dalam pangkasan.

Tithonia mempunyai kandungan N yang tinggi
sehingga melepas N lebih tinggi ke dalam tanah.
Sebagaimana ditunjukan oleh hasil analisa tanah
3 MSPT yang menunjukkan kandungan N total
tanah lebih rendah akibat pemupukan Tithonia
dan Gliricidia. Namun kandungan NH, dan NO;
lebih tinggi dibandingkan Cromolaena. Tingginya
kandungan NH, dan NO; pada saat 3 MSPT
disebabkan adanya pemupukan Urea pada saat
tanaman berumur 1 MSPT. Keberadaan bahan
organik yang meningkatkan KTK sehingga NH,
dan NO; tidak mudah hilang karena pencucian.
Kandungan N tanah setelah panen akibat
pemupukan Tithonia lebih rendah dibandingkan
dengan Gliricidia dan Cromolaena. Namun N total
yang ditemukan dalam jaringan tanaman selada
akibat perlakuan Tithonia lebih tinggi apabila
dibandingkan dengan pupuk hijau yang lain. Hal
ini menunjukkan bahwa kecepatan pelepasan
dan jumlah N oleh Tithonia lebih sinkron dengan
kebutuhan tanaman selada.

Laju mineralisasi nitrogen juga dikendalikan
oleh kandungan N total tanah, lamanya inkubasi
dan temperatur inkubasi [15]. Ketiga faktor ini
memberikan pengaruh positif terhadap laju
mineralisasi N. Selain itu, penambahan urea pada
tanah akan mempercepat mineralisasi N [15].
Perbedaan kandungan C organik tanah akan
mengendalikan perbedaan tambahan kecepatan
akibat penambahan urea ini.

Cromolaena menyumbang nilai yang lebih
tinggi pada KTK, N total, C organik dan
penurunan bobot isi tanah dibanding Tithonia
dan Gliricidia pada saat setelah panen. Hal ini
disebabkan Cromolaena mempunyai kecepatan
dekomposisi lebih rendah sehingga bahan tahan
lapuk pada bahan organik ini, lebih lama tinggal
di dalam tanah yang selanjutnya akan menaikkan
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C organik tanah, KTK, N total tanah dan
menurunkan bobot isi tanah. N total tanah akibat
penambahan Cromolaena ditemukan lebih tinggi
pada saat setelah panen, karena pelepasan N
oleh bahan organik ini lebih lama. Sehinggga
pada saat akhir panen pelepasan N akumulasinya
tinggi. Sedangkan pupuk hijau yang lain, N yang
dilepaskan sudah dimanfaatkan oleh tanaman
atau hilang. Hal ini serupa dengan penelitian
sebelumnya yang menyatakan bahwa pemberian
bahan organik pada lahan kering berupa kompos
dan sisa-sisa tanaman dalam tiga tahun memper-
baiki sifat tanah [16,17] yaitu menurunkan
kepadatan tanah, memantapkan agregat tanah,
menurunkan kecepatan perkolasi, dan mening-
katkan kapasitas tukar kation (KTK) tanah.

KESIMPULAN

Penambahan pupuk hijau 5 ton.ha™ pada
budidaya selada yang dipupuk urea dapat
meningkatkan indeks luas daun, bobot segar,
bobot kering tanaman pada saat panen dan laju
pertumbuhan tanaman. Hasil tertinggi dicapai
pada penambahan Tithonia 15 ton.ha™ yang
meningkatkan hasil selada sebear 67,1 g per
tanaman atau meningkat 88% dari pemupukan
urea. Selain itu penambahan pupuk hijau 5
ton.ha™ pada bubidaya selada yang dipupuk urea
dapat meningkatkan KTK tanah dan C organik
tanah setelah panen. Hasil tertinggi dicapai pada
Cromolaena 15 ton.ha™ yang dapat meningkat-
kan KTK tanah sebesar 4,4 me.lOOg'1 atau
meningkat 14,75% dan C organik tanah sebesar
1,03% atau meningkat 53,1%.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suplemen L-arginin subakut peroral pada tikus diabetes-
streptozotosin terhadap respons kontraksi aorta melalui mekanisme pencegahan peningkatan stress oksidatif. L-
arginine diberikan selama 8 minggu pada tikus diabetes dengan dosis 10, 100 dan 1000 mg.kg’l BB.hari’. Parameter
yang diukur adalah MDA-plasma untuk menilai oksidatif stress dan teknik bioassay dengan isolasi organ terpisah aorta
ring untuk menilai respons reseptor adrenergik-a,; di otot polos aorta terhadap fenilefrin (PE). Dari respons kontraksi
aorta dapat diketahui nilai Emaks dan pD, PE. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian L-arginin 100, 1000
mg.kg’1 BB.hari™ pada tikus diabetes dapat mencegah peningkatan MDA-plasma (p<0.001). Pemberian L-arginin dosis
100, 1000 mg.kg'1 BB.hari* dapat mencegah peningkatan respons kontraksi aorta terhadap PE melalui pencegahan
peningkatan Emaks (p<0.000) dan menurunkan pD, pada dosis 1000 mg.kg’1 BB.hari™ (p<0.001). Hasil Jalur Hubungan
menunjukkan pencegahan peningkatan Emaks melalui jalur pencegahan peningkatan MDA (p<0.012) dan penurunan
pD, melalui jalur langsung (p<0.016). Berdasarkan haasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian suplemen L-
arginin pada tikus diabetes dapat mencegah peningkatan respons kontraksi aorta terhadap PE dengan cara: (1)
mencegah peningkatan Emaks melalui pencegahan peningkatan MDA (jalur tidak langsung); dan (2) secara langsung
menurunkan afinitas reseptor adrenergik-a,;.

Kata kunci: diabetes, L-arginin, reseptor adrenergik-a.,, stress oksidatif

Abstract

This research was aimed to assess the the effect of subacute peroral L-arginine suplement on diabetes-streptozotosin
rat towards the response of aorta contraction through the mechanism of prevention on the increasing oxidative stress.
L-arginine was administrated for eight weeks on diabetic rats with doses 10, 100 and 1000 mg.kg'1 BW.day"l. Measured
parameters are MDA-plasma to assess the oxidative stress and bioassay technique by isolate the separated organ of
aorta ring. We measure the response of adrenergic-a, receptor in aorta smooth muscle towards phenylephrine (PE).
From the contraction response of aorta, we obtained the value of E.,, and pD, PE. The results showed that the
administration of L-arginine 100, 1000 mg.kg'1 BW.day'1 on diabetic rat prevent the increasing of MDA-plasma
(p<0.001). Administration of L-arginine doses 100, 1000 mg.kg'1 BW.day’1 prevent the response of aorta constratcion
towards PE through the increasing of E, (p<0.000) and decreasing pD, on dose 1000 mg.kg'1 BW.day'1 (p<0.001).
Pathway analysis showed the prevention of E,, increasing through the path of increased MDA prevention (p<0.012)
and decreased pD, through direct path (p<0.016). We conclude that the administration of L-arginine supplement on
diabetic to prevent the responses of aorta contraction towards PE is available in two ways: (1) prevent the increasing of
Emax DY prevent the increasing of MDA (indirect path); and (2) directly decrease the affinity of adrenergik-o.; receptor.

Kata kunci: diabetes, L-arginine, oxidative stress, receptor of adrenergic-a,

PENDAHULUAN

Berbagai penelitian telah membuktikan
respons pembuluh darah tikus diabetes yang
diperantarai oleh reseptor adrenergik-o. mening-
kat [1-3]. Perubahan reaktifitas ini bisa

* Alamat korespondensi:
Sjarif Ismail
Alamat : Laboratorium Farmakologi Program Pendidikan
Dokter, Universitas Mulawarman, Samarinda
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merupakan efek terpisah dari kelainan fungsi
endotel [4-5]. Peningkatan respons kontraksi
tersebut dapat terjadi di tingkat reseptor yaitu
melalui peningkatan afinitas reseptor adrenergik
[3]. Peningkatan radikal bebas dapat menyebab-
kan peningkatan respons kontraksi pembuluh
darah melalui mekanisme perubahan sinyal
transduksi, yaitu meningkatkan ion kalsium
sitosol otot polos pembuluh darah [2,6]. Jadi,
pada diabetes terjadi perubahan pada sistem
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regulasi reseptor adrenergik dan sinyal transduksi
untuk mempertahankan keadaan homeostasis
sehingga menyebabkan perubahan pada respons
kontraksi pembuluh darah.

Berbagai bukti menunjukkan peningkatan
stress oksidatif pada diabetes [7-16]. Salah satu
penyebab peningkatan stress oksidatif adalah
penurunan L-arginin. Pada keadaan ini eNOS
dapat menghasilkan superoksid selain pemben
tukan NO menurun [17-19]. Beberapa penelitian
telah membuktikan penurunan konsentrasi
arginin plasma dan jaringan vaskular pada model
hewan diabetes [21-23] dan penderita diabetes
[24,25]. Keberadaan L-arginin yang mencukupi
sangat dibutuhkan untuk mempertahankan suatu
keadaan homeostasis pada diabetes. Masih
belum ada penelitian efek pemberian L-arginin
subakut secara oral pada tikus diabetes terhadap
perubahan respons kontraksi melalui perubahan
stress oksidatif. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh suplemen
L-arginin subakut peroral pada tikus diabetes-
streptozotosin terhadap respons kontraksi aorta
melalui mekanisme pencegahan peningkatan
stress oksidatif.

METODE PENELITIAN

Tikus wistar jantan dari induk inbread umur 3-
4 bulan dari Laboratorium Farmakologi FK
Unibraw. Tikus dibuat diabetes dengan suntikan
streptozotocine 55 mg/kgBB dalam buffer sitrat.
Satu minggu setelah pemberian streptozotosine
darah dari ekor tikus diperiksa dengan
glukometer. Tikus dinyatakan diabetes jika gula
darahnya >300 mg% [26]. Tiap kelompok terdiri
dari lima ekor tikus, yaitu tikus kontrol, diabetes,
diabetes dengan perlakuan L-arginin peroral
dosis 10, 100, 1000 mg.kg'1 BB.hari* semua
diperlakukan selama 8 minggu dengan kondisi
yang sama.

Metode Pemeriksaan MDA-plasma.

Digunakan plasma darah sebanyak 200 pl.
Teknik pemeriksaan MDA-plasma disesuaikan
dengan protokol yang terdapat di Laboratorium
Biomedik FK Universitas Brawijaya dengan sedikit
modifikasi. Pemeriksaan MDA-plasma dilakukan
setelah semua sampel terkumpul semuanya,
disimpan dalam lemari es -70 °C.

Percobaan Organ Terpisah Aorta Ring

Aorta yang digunakan dengan endotel intak
karena  dikerjakan  bersama-sama  dengan
penelitian lain. Teknik preparasi organ terpisah
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aorta mengacu Pieper dan Dondlinger [23],
dengan modifikasi. Aorta ring lalu potong pada
cincinnya dengan panjang sekitar 3 mm, lalu
dimasukan dalam organ bath 20 ml larutan
Kreb’s-Henselheit pH 7,4 suhu 37°C yang dialiri
gas carbogen. Salah satu ujung aorta ring
dihubungkan dengan tissue holder dan ujung
lainnya dipasang pada transducer isometrik (Ugo
Basile No. 7004) dengan tonus 2 g dihubungkan
pada komputer Macinthos LC 575, Mac Lab./8e
AD Instrument, Program Chard versi 3.5 buatan
Michael Macknight. Setelah percobaan selesai,
dihitung cross sectional area (CSA) [27].
Selanjutnya tegangan aorta diekspresikan per
CSA.

Respons kontraksi aorta

Setelah ekuilibrasi tecapai, respons kontraksi
aorta dengan pemberian kumulatif dosis PE.
Setelah respons maksimal PE tercapai, cairan di
organ bath diganti secara serial sampai kembali
ke base line.

HASIL
MDA-plasma terhadap pemberian L-arginin

Hasil rerata kadar MDA akibat pemberian L-
arginin pada tiap kelompok tikus dapat dilihat
pada tabel 1. Hasil Uji Anova didapatkan hasil
yang signifikan (p=0.000). Untuk mengetahui
seberapa besar perbedaan rerata MDA pada tiap
kelompok, dilanjutkan dengan uji Tukey.

Hasil Uji Tukey, didapatkan hasil MDA yang
berbeda bermakna jika kelompok tikus A
dibandingkan dengan kelompok K (0.803 + 0.126)
p=0.000, tikus S (0.628 + 0.126) p=0.001, dan
kelompok D (0.807 + 0.126) p=0.000; tetapi
didapatkan hasil yang tidak berbeda signifikan
jika dibandingkan dengan kelompok L (0.180 +
0.126) p=0.169.

Hasil yang berbeda signifikan juga didapatkan
jika kelompok K dibandingkan dengan kelompok
L (-0,623 + 0.126) p=0.001, tetapi didapatkan
hasil yang tidak berbeda signifikan jika diban-
dingkan dengan kelompok (-0.175 + 0.126)
p=0.641 dan kelompok D (4.200.10'3 + 0.126)
p=1.000. Kelompok D jika dibandingkan dengan
kelompok L akan didapatkan hasil yang berbeda
signifikan (-0,627 + 0.126) p=0.001, tetapi
didapatkan hasil yang tidak berbeda signifikan
jika dibandingkan dengan kelompok S (-0.179 +
0.126) p=0.621. MDA kelompok S jika disbanding-
kan dengan kelompok L didapatkan hasil yang
berbeda signifikan, vyaitu (-0.448 + 0.126)
p=0.015. Dari hasil uji regresi menunjukkan
bahwa peningkatan dosis peroral L-arginin pada

ISSN. 2087-2852
E-ISSN. 2338-1655



Suplemen L-Arginin Subakut Peroral pada Aorta Tikus Diabetes

(Ismail, dkk.)

tikus diabetes dapat mempengaruhi pencegahan
peningkatan MDA-plasma (r2=0.442, p=0.001).

Tabel 1. MDA-plasma terhadap pemberian L-arginin

Kelompok Rerata MDA (pg.ml'l)
K 0.194 + 0.039
A 0.997 +0.128"
L 0.817 +0.116"
S 0.369 + 0.069
D 0.190 + 0.060

Keterangan:

K= tikus kontrol.

A= tikus diabetes.

L= tikus diabetes + L-arginine 10 mg.kg'BB.hari™.

S= tikus diabetes + L-arginine100 mg.kg'BB.hari™.

D= tikus diabetes + L-arginine 1 g.kg'BB.hari™.

Data dinyatakan dalam mean + SE, n=5 ekor tikus tiap
kelompok. Hasil Uji statistik berbeda sangat nyata jika
p<0.05.

# Berbeda sangat nyata terhadap kelompok K, S, dan D.

Respons Reseptor Adrenergik-o; terhadap
Pemberian L-arginin.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian L-
arginin subakut secara oral pada tikus diabetes
terhadap respons kontraksi aorta pada reseptor
adrenergik-o,; maka dilakukan percobaan dengan
menggunakan organ terpisah aorta. Hasil gambar
rekaman kekuatan tonus kontraksi aorta terha-
dap pemberian fenilefrin pada tiap kelompok
hewan coba di komputer Mclab dalam pVv
seperti yang terlihat pada gambar 1.

250

200 4

B

Tonus Aorta (uV imm?)
8

Fenilefrin [log M]

Gambar 2. Kurva dosis respons PE terhadap besarnya
tonus kontraksi aorta

Keterangan:

K= tikus kontrol.

A= tikus diabetes.

L= tikus diabetes + L-arginine 10 mg.kg'BB.hari™.

S= tikus diabetes + L-arginine100 mg.kg 'BB.hari™.

D= tikus diabetes + L-arginine 1 g.kg 'BB.hari™.

Hasil Uji statistik berbeda sangat nyata jika p<0.05.

*Berbeda sangat nyata, jika dibandingkan dengan

kelompok tikus diabetes.

Pada penambahan dosis PE di organ terpisah
aorta terlihat peningkatan tonus kontraksi aorta
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yang tergantung pada konsentrasi PE di organ
bath pada semua kelompok, seperti terlihat pada
gambar 2 pada bentuk kurva dosis respons PE
terhadap besarnya tonus kontraksi aorta. Dari
hasil Uji Anova, terlihat peningkatan kekuatan
tonus kontraksi aorta pada kelompok diabetes
secara bermakna jika dibandingkan kelompok
lainnya, mulai bermakna pada dosis PE [3.10°] M
(p=0.003). Dengan semakin meningkatnya dosis
PE akan semakin meningkat tonus kontraksinya.
Dari tabel 2 dapat dilihat nilai E. PE dan
hasil uji Anova bermakna (p=0.000). Untuk
mengetahui kelompok mana yang berbeda
signifikan dan berapa besar perbedaan reratanya,
maka dilanjutkan dengan uji Tukey. Hasilnya, nilai
Emaks PE pada kelompok A mendapatkan hasil
yang signifikan jika dibandingkan dengan kelom-
pok K (99.350 + 11.908) dengan p=0.000, kelom-
pok tikus L (49.932 + 11.908) dengan p=0.004,
kelompok S (85.962 + 11.908) dengan p=0.000,
kelompok D (92.978 + 11.908) dengan p=0.000.

Tabel 2. En. dan pD, PE akibat pemberian L-arginin

Kelompok  Epaks (uV.mm'z) pD.
K 86.45+5.07" 6.83+0.10
A 185.80+8.45 7.13+0.08
L 135.87+14.23 6.78+0.12
S 99.84+4.20" 6.37+0.03
D 92.82+6.15" 6.36+0.13*

Keterangan:

K= tikus kontrol.

A= tikus diabetes.

L= tikus diabetes + L-arginine 10 mg.kg'BB.hari™.

S= tikus diabetes + L-arginine100 mg.kg 'BB.hari™.

D= tikus diabetes + L-arginine 1 g.kg 'BB.hari™.

Data dinyatakan dalam mean + SE, n=5 ekor tikus tiap
kelompok. Hasil Uji statistik berbeda sangat nyata jika
p<0.05.

*# Berbeda sangat nyata terhadap kelompok K, S, dan D.

Nilai Enas PE pada kelompok L akan menda-
patkan hasil yang signifikan jika dibandingkan
dengan kelompok K (49.422 + 11.908) dengan
p=0.004, kelompok S (36.030 + 11.908) dengan
p=0.047, kelompok D (43.046 + 11.908) dengan
p=0.013. Nilai E,.s PE pada kelompok S jika
dibandingkan dengan kelompok K dan D
didapatkan hasil yang tidak signifikan, yaitu
(13.392 + 11.908) dengan p=0.792 dan (7.016 +
11.908) dengan p=0.975; sedangkan kelompok D
jika dibandingkan dengan kelompok K akan
didapatkan hasil yang tidak signifikan, yaitu
(6.376 + 11.908) dengan p=0.982. Hasil Uji regresi
menunjukkan peningkatan dosis peroral L-
arginine pada tikus diabetes mencegah terjadinya
peningkatan E s PE (r’=0.314, p= 0.010).
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Pada gambar 3 terlihat adanya pergeseran
kurva persen efek pada tikus diabetes yang diberi
L-arginin. Hal ini menandakan adanya perubahan
afinitas reseptor adrenergik-a; terhadap PE.
Untuk lebih jelasnya dapat dilihat dari nilai pD,
PE pada tabel 2. Dari hasil uji Anova berbeda
signfikan (p=0.000). Untuk mengetahui kelompok
mana yang berbeda signifikan dan berapa besar
perbedaan reratanya nilai pD, PE, maka
dilanjutkan dengan uji Tukey. Hasilnya, nilai pD,
PE kelompok A jika dibandingkan dengan
kelompok D didapatkan hasil yang signifikan,
yaitu (0.763 + 0.136) dengan p=0.000; sedangkan
kelompok A jika dibandingkan dengan kelompok
K, L, S didapatkan hasil yang tidak signifikan, yaitu
(0.294 + 0.136) p=0.237, (0.345 + 0.136) p=0.123,
(0.396 + 0.136) p=0.006; kelompok D jika
dibandingkan dengan kelompok K dan L
didapatkan hasil yang signifikan, yaitu (-0.470 +
0.136) p=0.019 dan (-0.418 + 0.136) p=0.042.
Hasil uji regresi menunjukkan bahwa peningkatan
dosis peroral L-arginine pada tikus diabetes dapat
menurunkan pD, PE (r’=0.492, p=0.001).
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Gambar 3. Kurva dosis respons fenilefrin terhadap persen
efek
Keterangan:
K= tikus kontrol.
A= tikus diabetes.
L= tikus diabetes + L-arginine 10 mg.kg™'BB.hari™.
S= tikus diabetes + L-arginine100 mg.kg 'BB.hari™.
D= tikus diabetes + L-arginine 1 g.kg'BB.hari™.
Hasil Uji statistik berbeda sangat nyata jika p<0.05.
* Berbeda sangat nyata jika dibandingkan dengan
kelompok tikus diabetes.

Model Pengaruh Dosis L-arginin terhadap E, .
dan pD, Fenilefrin melalui MDA.

Untuk menelusuri model pengaruh
pemberian berbagai dosis arginin pada tikus
diabetes terhadap E,. dan pD,, aorta tikus pada
sediaan organ terpisah melalui MDA, dilakukan
analisis jalur (Path Analysis). Jadi Analisis jalur
dilakukan terhadap nilai yang telah distandarkan.
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Jadi analisis jalur digunakan untuk mengetahui
seberapa besar pengaruh pemberian dosis
arginine pada tikus diabetes terhadap E..s dan
pD,, serta untuk mengetahui peran variable
antara (MDA) terhadap perubahan E . dan pD,
aorta tikus seperti yang terlihat pada gambar 4.

ARGININE
4
4
AT oo
Kd p=0.000
-0.0004
p=0.016
MDA
*
0.268
p=0.137 |,

D
H4.2% P

Gambar 4. Model pengaruh dosis L-arginin terhadap
Emaks dan pD; fenilefrin melalui MDA

Keterangan:

=>: Jalur dominan, jika p<0.05.

Dari hasil analisa jalur menunjukkan bahwa
pengaruh pemberian berbagai dosis L-arginin
pada tikus diabetes terhadap pencegahan pe-
ningkatan MDA besarnya 44.2%, dengan koe-
fisien jalur -0.001 dan p=0.000. Pengaruh
pemberian berbagai dosis L-arginin peroral pada
tikus diabetes dan MDA terhadap pencegahan
peningkatan nilai E;.s PE besarnya 48.4%.
Hubungan pemberian peroral dosis L-arginin
pada tikus diabetes terhadap nilai En.s PE
mempunyai koefisien jalur sebesar —0.019 dan
p=0.381, sedangkan hubungan MDA terhadap
nilai E..s PE mempunyai koefisien jalur sebesar
59.642 dan p=0.012. Jadi perubahan pada nilai
Enas PE lebih dominan melalui MDA diban-
dingkan jalur langsung. Pengaruh pemberian
berbagai dosis L-arginin peroral pada tikus
diabetes dan MDA terhadap penurunan nilai
pD, PE besarnya 54.4%. Hubungan pemberian
peroral dosis L-arginin pada tikus diabetes
terhadap nilai pD, PE mempunyai koefisien
jalur sebesar —0.0004 dan p=0.016, sedangkan
hubungan MDA terhadap nilai pD, PE mempunyai
koefisien jalur sebesar 0.268 dan p=0.137. Jadi
perubahan pada nilai pD, PE lebih dominan
melalui jalur langsung.
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PEMBAHASAN
MDA-plasma

Pemeriksaan MDA-plasma merupakan salah
satu parameter untuk membuktikan peningkatan
stress oksidatif pada diabetes. Penelitian ini telah
membuktikan pemberian L-arginin  subakut
secara oral pada tikus diabetes dapat mencegah
peningkatan MDA-plasma, dimana besarnya efek
pencegahan peningkatan MDA-plasma tergan-
tung pada dosis L-arginin yang diberikan.
Semakin besar dosis L-arginin yang diberikan
pada tikus diabetes akan semakin besar pula
mencegah terjadinya peningkatan MDA-plasma,
dimana pemberian L-arginin 100 mg.kg'lBB.hari'l
pada tikus diabetes sudah terjadi keadaan MDA-
plasma vyang tidak berbeda signifikan jika
dibandingkan dengan kontrol.

Stress Oksidatif

Hasil Uji regresi menunjukan besarnya efek
pencegahan  peningkatan  stress  oksidatif
pengaruh yang sigifikan dengan besarnya dosis L-
arginin yang diberikan (r’=0.442; p=0.001). Hal ini
dapat terjadi karena salah satu mekanisme
peningkatan stress oksidatif pada diabetes
adalah berkurangnya substrat L-arginin di
endotel sehingga terjadi keadaan yang disebut
‘uncoupled eNOS’, maka superoksid dihasilkan
melimpah [17-20]. Berbagai bukti menunjukkan
penurunan L-arginin di dalam plasma dan
vaskular tikus diabetes dan penderita diabetes
[21-25].

Penurunan arginin bisa disebabkan oleh: (1)
kebutuhan arginin yang meningkat karena
peningkatan ekspresi eNOS yang berhubungan
dengan peningkatan moderate oksidasi LDL dan
lisofosfatidilkolin. Peningkatan ekspresi eNOS
berfungsi sebagai mekanisme pertahanan anti
atero-sklerosis pada stadium awal pembentukan
lesi aterosklerosis [20]; (2) penghancuran arginin
yang meningkat karena: (a) pembentukan
arginin-imidazolon adduct, arginin-dehidroimi
dazolon adduct dan arginin-lisin croslink karena
glikosilasi non-enzimatik meningkat [13], (b)
katabolisme arginin yang meningkat karena
overekspresi arginase [28-30]; (3) gangguan
sistem transport arginin yang afinitas tinggi untuk
uptake arginin ke dalam sel endotel akibat
peningkatan radikal bebas [19,31-34]. Maka
diperlukan upaya peningkatan L-arginin yang
lebih besar dari biasanya untuk mempertahankan
uptake arginin ke dalam sel endotel. Berbagai
bukti telah menunjukkan bahwa pemberian L-
arginin peroral akan meningkatkan konsentrasi
arginin dalam plasma [35]. Maka pemberian L-
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arginin pada tikus diabetes dapat diasumsikan
meningkatkan arginin di plasma, peningkatan
arginin di plasma akan meningkatkan arginin di
endotel sehingga keadaan ‘uncoupled’ eNOS’
dapat diperbaiki, hasilnya pembentukan anion
superoksid berkurang. Penurunan pembentukan
superoksid menyebabkan penurunan peroksidasi
lipid, maka pengukuran peroksidasi lipid dengan
menggunakan metoda TBA akan menghasilkan
penurunan MDA-plasma. Jadi pemberian L-
arginin pada tikus diabetes dapat mencegah
terjadinya peningkatan MDA-plasma.

Hasil Uji Regresi memperlihatkan dosis L-
arginin pada tikus diabetes terhadap pencegahan
peningkatan MDA-plasma pengaruhnya sebesar
44.2%. Hal ini dapat diartikan sebesar 65.8%
tidak dapat mencegah peningkatan MDA-plasma
pada diabetes dengan pemberian L-arginin. Hal
ini wajar saja dapat terjadi karena ‘uncoupled
eNOS’ tidak saja disebabkan oleh arginin yang
menurun, tetapi bisa juga karena penurunan
kofaktor tetrahidrobiopterin [36,37].

Selain itu, ‘uncoupled eNOS’ bukan satu-
satunya penyebab peningkatan stress oksidatif
pada diabetes, masih banyak mekanisme
peningkatan stress oksidatif pada diabetes yaitu:
(1) meningkatnya jalur sorbitol; (2) glikosilasi
non-enzimatik; (3) auto-oksidasi; (4) peningkatan
PKC; (5) peningkatan siklooksigenase; (6) pening-
katan angiotensin Il [8-12,14-16]. Keadaan ini
semua dapat menyebabkan peningkatan MDA-
plasma, tetapi pengaruh arginin tampaknya
cukup besar dalam mencegah peningkatan MDA-
plasma jika dilihat dari hasil Uji Regresi.

Respon Kontraksi Aorta

Untuk mengetahui respons kontraksi aorta
maka agonis yang digunakan adalah fenilefrin
sebagai agonis selektif yang bekerja pada
adrenergik-a, di otot polos pembuluh darah,
menyebabkan kontraksi pada otot polos
pembuluh darah [38], dan menjadi pertimbangan
untuk digunakan karena pada aorta tikus
reseptor adrenergiknya lebih dominan
adrenergik-o.; [39,40].

Berdasarkan pengamatan hasil, tampak
peningkatan respons kontraksi aorta tergantung
pada dosis fenilefrin di organ bath pada semua
kelompok tikus. Secara umum dapat diketahui
peningkatan respons kontraksi aorta diabetes
dibandingkan dengan kontrol terhadap pemberi-
an fenilefrin seperti yang terlihat pada kurva
dosis respons fenilefrin terhadap besarnya tonus
kontraksi aorta (gambar 2). Pada kelompok tikus
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diabetes respons kontraksi aorta lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol, dimana
mulai bermakna pada dosis fenilefrin [3.10'8] M
(p=0.003). Semakin tinggi dosis fenilefrin yang
diberikan akan semakin tinggi respons kontraksi
aortanya dan semakin bermakna perbedaannya
(p=0.000). Tampak juga pemberian L-arginin pada
tikus diabetes dapat mencegah peningkatan
respons kontraksi aorta dan semakin besar dosis
L-arginin yang diberikan akan semakin besar juga
efek pencegahan peningkatan respons tersebut.
Jadi pada penelitian ini terbukti pemberian L-
arginin subakut secara oral dapat mencegah
peningkatan respons kontraksi aorta tikus
diabetes.

Nilai E,,.is dan pD, Fenilefrin

Salah satu cara untuk mengetahui mekanisme
pencegahan peningkatan respons kontraksi aorta
tikus diabetes setelah diberi L-arginin subakut
secara oral adalah dengan mengukur nilai Eas
dan pD, fenilefrin. Nilai En.s dapat digunakan
untuk memperkirakan jumlah maksimal reseptor
yang ditempati oleh agonis untuk menimbulkan
efek maksimum (respons maksimum) dan juga
menggambarkan mekanisme sinyal transduk-
sinya. Besarnya efek agonis adalah proporsional
dengan fraksi reseptor yang ditempati oleh
agonis dan efek maksimal dihasilkan jika semua
reseptor telah ditempati. Artinya efek suatu
agonis berbanding lurus dengan jumlah reseptor
yang ditempati dan efek suatu agonis akan
mencapai maksimal jika seluruh reseptornya
ditempati oleh agonis [41]. Secara fungsional
reseptor terdiri dari domain ligand-binding dan
domain efektor [41]. Domain ligand-binding
adalah tempat interaksi antara agonis dengan
reseptor, sedangkan domain efektor berinteraksi
dengan berbagai molekul seluler lainnya dalam
sistem sinyal transduksi.

Nilai pD, menggambarkan afinitas agonis
terhadap reseptornya atau kemampuan agonis
untuk menempati 50% reseptornya [42-43]. Bila
nilai ini besar berarti afinitas reseptor terhadap
agonis meningkat, artinya konsentrasi agonis
yang diperlukan untuk menimbulkan respons
lebih  kecil sehingga dapat juga disebut
sensitifitas reseptor meningkat atau dengan
perkataan lain kepekaan reseptor meningkat.

Pemberian L-arginin subakut secara oral pada
tikus diabetes dapat mencegah peningkatan
respon kontraksi aorta terhadap fenilefrin
melalui pencegahan nilai E, fenilefrin. Sema-
kin tinggi dosis L-arginin yang diberikan pada
tikus diabetes akan semakin signifikan pence-
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gahan peningkatan nilai E.. fenilefrin. Pada
pemberian L-arginin dosis 100 mg.kg'lBB.hari'1
sudah mencapai suatu kondisi yang tidak
berbeda bermakna jika dibandingkan dengan
kontrol (p=0.792) dan diabetes + L-arginin dosis 1
g.kg 'BB.hari" (p=0.975).

Regulasi Reseptor Adrenergik-a,;

Fenomena diatas secara umum bisa
diasumsikan bahwa pada diabetes terjadi
perubahan regulasi reseptor adrenergik-a,
kearah  upregulasi  reseptor adrenergik-a,
(peningkatan jumlah reseptor adrenergik-o.)
yang diketahui dari peningkatan nilai Eas
fenilefrin. Pemberian L-arginin secara oral pada
tikus diabetes dapat diasumsikan mencegah
terjadinya upregulasi/peningkatan jumlah resep-
tor tersebut. Mekanisme perubahan tesebut
karena terjadinya regulasi reseptor untuk mem-
pertahankan keadaan homeostasis. Jadi tidak
tertutup kemungkinan upregulasi reseptor
tersebut karena neuropathi pada tikus diabetes
dan pemberian L-arginin dapat mencegah
terjadinya neuropati. Penurunan kecepatan
konduksi  saraf  motorik  dan  sensorik
berhubungan dengan neuropathi pada tikus
diabetes delapan minggu [44]. Adapun penelitian
lain menemukan penurunan transmisi saraf
neuron di prejunctional sympathethic pada tikus
diabetes 12 minggu [45].

Terjadinya neuropathi pada diabetes dapat
menyebabkan perubahan keseimbangan sistem
saraf otonom, salah satu mekanisme tubuh untuk
memperbaiki  keseimbangan tersebut bisa
melalui peningkatan jumlah reseptor. Hal ini
dapat menjadi pertimbangkan jika melihat
besarnya nilai Eg.s fenilefrin. Sedangkan
pemberian L-arginin secara oral pada tikus
diabetes diasumsikan dapat mencegah terjadinya
neuropathi pada tikus diabetes, sehingga
didapatkan nilai En.s fenilefrin yang tidak
berbeda bermakna jika dibandingkan dengan
kontrol yang dapat diartikan relatif tidak terjadi
upregulasi reseptor adrenergik-o; tetapi perlu
dibuktikan lebih lanjut. Jadi tidak tertutup
kemungkinan peningkatan E. PE pada diabetes
karena upregulation reseptornya, sedangkan
pemberian L-arginin pada tikus diabetes dapat
mencegah upregulation pada reseptornya.

Perubahan dalam sinyal transduksi juga perlu
dipikirkan karena nilai Emas juga menggam
barkan mekanisme sinyal transduksinya. Bebe-
rapa mekanisme yang sudah diketahui adalah
perubahan ca” yang masuk melalui voltage-
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dependent Ca”* channel [46] dan perubahan
konsentrasi Ca”* ekstraseluler [1]. Pada perco-
baan ini, peningkatan nilai E.,. fenilefrin
kemungkinan besar karena peningkatan radikal
bebas. Hasil ini dipertegas dari Analisis Pathway
yang menunjukkan jalur dominan pencegahan
peningkatan nilai En.s fenilefrin  melalui
pencegahan peningkatan MDA-plasma (gambar
4). Karena pemberian dosis L-arginin peroral
pada tikus diabetes dapat mencegah peningkatan
MDA-plasma secara signifikan, sehingga ber-
pengaruh terhadap nilai E.s fenilefrin secara
bermakna pula.

Telah kita ketahui bahwa peningkatan radikal
bebas dapat mengurangi fluiditas membran
karena  terjadinya  peroksidasi lipid  di
membrannya sehingga dapat mengganggu
berbagai kanal ion yang terdapat di membran.
Karenanya mempengaruhi keseimbangan ion
kalsium di sitosol otot polos pembuluh darah.
Pemberian xanthine oksidase / hypoxanthine
(menghasilkan anion superoksid) pada otot polos
arteri uterine manusia kontrol akan lebih
meningkatkan ion kalsium sitosol setelah
pemberian noradrenalin [6]. Hal ini juga
meningkatan kekuatan kontraksinya sebesar 81%
seperti pada penderita diabetes dibandingkan
dengan tanpa pemaparan xanthine
oksidase/hypoxanthin. Sebaliknya, pemberian
SOD akan meniadakan peningkatan ion kalsium
dan perubahan dalam kontraksinya.

Peningkatan respons kontraksi arteri tikus
diabetes disebabkan oleh peningkatan ion
kalsium sitosol setelah pemberian noradrenalin
dibandingkan dengan kontrol [47]. Peningkatan
kontraksi arteri tikus diabetes juga dibuktikan
terhadap noradrenalin karena meningkatnya
influks ion kalsium ekstraseluler melalui ligan
kanal kalsium [27]. Peningkatan respons
kontraksi arteri mesenterika tikus diabetes
terhadap noradrenalin juga dibuktikan karena
peningkatan produksi inositol trifosfat [1].
Peningkatan nilai E,.s fenilefrin tidak merubah
afinitasnya, melainkan pemberian pyrogallol
(menghasilkan anion superoksid) akan
meningkatkan respons kontrasi aorta pada tikus
diabetes dan kontrol, dimana pemberian SOD
dapat mencegah peningkatan respons
kontraksinya akibat pyrogallol [2].

Peningkatan E,.s PE pada diabetes karena
perubahan pada sinyal trasnduksi PKC perlu
dipikirkan. Peningkatan PKC dapat meningkatkan
sensitifitas protein kontraktil [48], sedangkan
Kawasaki [49] membuktikan adanya peningkatan
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PKC pada tikus diabetes menyebabkan
peningkatan influks ion kalsium melalui kanal
kalsium transmembran, selain itu harus diingat
pula radikal bebas dapat juga meningkatkan PKC
[50, 51].

Tetapi tertutup kemungkinan peningkatan
Enaks fenilefrin karena penurunan E,, asetilkolin,
karena Dresner et al. [5] mendapatkan hasil pada
tikus diabetes yang diberi L-NAME (suatu
kompetitif inhibitor eNOS) dan diabetes tanpa
diberi L-NAME juga mendapatkan hasil respons
kontraksi arteri mesenterika yang sama
peningkatannya.

Jadi pada penelitian ini telah dibuktikan
pemberian L-arginin secara oral pada tikus
diabetes dapat mencegah peningkatan Eas
fenilefrin  melalui mekanisme pencegahan
peningkatan MDA, sehingga tidak terjadi
perubahan dalam sinyal transduksinya. Tetapi
tidak tertutup kemungkinan karena pencegahan
upregulation reseptor adrenergik-a,;.

Afinitas Reseptor Adrenergik-o.;

Pada kurva dosis respons fenilefrin terhadap
persen efek, tampak adanya pergeseran kurva ke
kiri pada tikus diabetes. Pergeseran kurva ke kiri
menandakan peningkatan afinitas reseptor
adrenergik-a,;. Peningkatan afinitas reseptor
adrenergik-a,; pada tikus diabetes akan tampak
lebih jelas jika kita membandingkannya dalam
bentuk nilai pD, fenilefrin, karena nilai pD,
menggambarkan afinitas reseptor adrenergik-a,
terhadap fenilefrin.

Pada percobaan ini ditemukan peningkatan
afinitas reseptor adrenergik-a; pada kelompok
tikus diabetes tetapi tidak signifikan jika
dibandingkan dengan kontrol, karena tikus
diabetes yang digunakan adalah delapan minggu.
Sedangkan pada penelitian Murray et al. [3]
menggunakan tikus diabetes 12-15 mg. Jadi
lamanya waktu juga mempengaruhi terjadinya
perubahan pada afinitas reseptornya. Hasil ini
sama seperti yang diperoleh Dresner et al. [5]
yang mendapatkan hasil afinitas reseptor
adrenergik-a; meningkat pada kelompok tikus
diabetes tapi tidak signifikan jika dibandingkan
dengan kontrol. Head et al [52] juga
mendapatkan hasil yang tidak berbeda signifikan
pada peningkatan afinitas reseptor tikus diabetes
jika dibandingkan dengan kontrol tapi untuk
noradrenarine, dimana keduanya menggunakan
tikus diabetes delapan minggu.

Pemberian peroral L-arginin pada tikus
diabetes selama delapan minggu terbukti dapat
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mencegah terjadinya peningkatan afinitas resep-
tor adrenergik-o;, semakin tinggi dosis L-arginin
yang diberikan akan semakin menurunkan
afinitas reseptor, tetapi penurunannya yang ber-
makna hanya pada pemberian L-arginin dosis 1
g.kg'lBB.hari'1 (p=0.000). Penurunan afinitas
reseptor akibat pemberian L-arginin pada tikus
diabetes dengan dosis 1 g.kg'BB.hari' juga
signifikan jika dibandingkan kontrol (p=0.019).
Tetapi untuk dosis 10 dan 100 mg.kg'BB.hari™
penurunannya tidak berbeda signifikan yaitu
(p=0.995) dan (p=0.994). Fenomena ini secara
umum bisa diasumsikan bahwa pada diabetes
terjadi perubahan dalam regulasi reseptor
adrenergik-a, ke arah super-sensitif tetapi hasil
penelitian menunjukan peningkatan nilai pD,
tidak signifikan jika dibandingkan dengan kontrol.
Pemberian L-arginin pada tikus diabetes akan
menyebabkan perubahan regulasi reseptor
kearah desensitisasi dimana penurunan afinitas
reseptor ini bermakna untuk pemberian L-arginin
dosis 1 g.kg'lBB.hari'1 jika dibandingkan dengan
kelompok tikus diabetes (p=0.000) dan kontrol
(p=0.019).

Terjadinya peningkatan afinitas reseptor pada
tikus diabetes diduga juga berhubungan dengan
terjadinya neuropathi, sehingga ada upaya tubuh
untuk mempertahankan suatu keadaan homeo-
stasis yang normal dengan cara meningkatkan
afinitas ligand binding reseptor tersebut yang
dapat dilihat pada meningkatnya nilai pD,
walaupun tidak signifikan. Pengaruh pemberian
L-arginin pada tikus diabetes diperkirakan dapat
mencegah terjadinya neuropathi, bahkan dosis
besar (1 g.kg'BB.hari"') dapat merubah regulasi
reseptor tersebut kearah desensitisasi untuk
mempertahankan keadaan homeostasis.

Mekanisme molekular yang terjadi untuk
menerangkan hal ini masih belum diketahui,
mungkin berhubungan dengan pembentukan NO
yang meningkat yang dipertegas oleh Analisis
Pathway. Tampak ada jalur dominan secara
langsung antara dosis L-arginin dengan penu-
runan nilai pD, fenilefrin. Hal ini dimungkinkan
karena NO mempuyai efek biologis yang luas
dalam vasoprotektif, salah satunya adalah
memadamkan radikal superoksid yang banyak
dihasilkan oleh tikus diabetes. Keadaan ini
dimungkinkan karena interaksi antara NO dan
anion superoksid sangat cepat yaitu tiga kali lebih
cepat dari kecepatan reaksi superoksid dismutase
(SOD) dengan anion superoksid [17, 53,54].

Bila ditinjau dari pemberian dosis L-arginin
pada tikus diabetes terhadap efek pencegahan
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peningkatan E,s fenilefrin melalui MDA sebesar
48.4%. Ini dapat diartikan 51.6% tidak
dipengaruhi oleh pemberian L-arginin. Hal ini
wajar saja dapat terjadi karena mekanisme
terjadinya peningkatan stress oksidatif tidak
hanya disebabkan oleh penurunan L-arginin,
masih banyak penyebab lainnya seperti: (1)
peningkatan jalur sorbitol; (2) glikosilasi non-
enzimatik; (3) auto-oksidasi; (4) peningkatan PKC;
(5) peningkatan siklooksigenase; (6) peningkatan
angiotensin Il [8-16]. Dimana berbagai meka-
nisme tersebut mungkin berpengaruh pada
regulasi reseptor terhadap terjadinya peningka-
tan E,as fenilefrin. Hal yang sama juga berlaku
untuk nilai pD, fenilefrin, tetapi mungkin juga
berhubungan dengan terjadinya peningkatan
pembentukan NO karena adanya jalur langsung
yang dominan tidak melalui MDA, maka perlu
penelitian lanjutan.

Jadi pada penelitian ini telah terbukti bahwa
pemberian L-arginin subakut secara oral pada
tikus diabetes dapat mencegah peningkatan
respons kontraksi aorta melalui mekanisme
pencegahan peningkatan stress oksidatif, selain
itu juga terlihat adanya jalur langsung pence-
gahan peningkatan respons kontraksi aorta
terhadap penurunan afinitas reseptornya. Hal ini
perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
membuktikan apakah jalur langsung ini berhu-
bungan dengan terjadinya peningkatan pemben-
tukan NO sehingga dapat mempengaruhi regulasi
reseptor ke arah desensitisasi melalui pemeriksa-
an isolasi organ terpisah aorta dengan endotel
utuh. Selain itu juga diperlukan penelitian
lanjutan pemeriksaan densitas reseptor dan
sinyal transduksi lainnya karena Emaks mencer-
minkan jumlah reseptor yang ditempati oleh
agonis dan sinyal transduksinya.

KESIMPULAN

Pemberian L-arginin 100, 1000 mg.kg'l
BB.hari™ pada tikus diabetes dapat mencegah
peningkatan MDA-plasma (p<0.001). Pemberian
L-arginin dosis 100, 1000 mg.kg'1 BB.hari™ dapat
mencegah peningkatan respons kontraksi aorta
terhadap PE melalui pencegahan peningkatan
Emaks (p<0.000) dan menurunkan pD, pada dosis
1000 mg.kg" BB.hari® (p<0.001). Hasil Jalur
Hubungan menunjukkan pencegahan
peningkatan Emaks melalui jalur pencegahan
peningkatan MDA (p<0.012) dan penurunan pD,
melalui jalur langsung (p<0.016).Pemberian
suplemen L-arginin pada tikus diabetes dapat
mencegah peningkatan respons kontraksi aorta
terhadap PE dengan cara: (1) mencegah

ISSN. 2087-2852
E-ISSN. 2338-1655



Suplemen L-Arginin Subakut Peroral pada Aorta Tikus Diabetes

(Ismail, dkk.)

peningkatan Enaks melalui pencegahan
peningkatan MDA (jalur tidak langsung); dan (2)
secara langsung menurunkan afinitas reseptor
adrenergik-a;.
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Abstrak

Alat ortodontik pada bidang kedokteran digunakan untuk merapikan gigi agar tersusun rapi dan berada pada lengkung
rahang. Sehingga mengakibatkan tekanan yang akan merangsang dan menimbulkan reaksi inflamasi jaringan sekitar.
Salah satu mediator inflamasi yang mempengaruhi pergerakan gigi adalah prostaglandin (PGE,). Obat Antiinflamasi
Non-Steroid (OAINS) digunakan didalam perawatan ortodontik untuk mengatasi rasa sakit akibat reaksi inflamasi yang
terjadi. Sementara itu proses inflamasi diperlukan pada perawatan ortodontik melalui peran PGE, yang merangsang
aktivitas osteoklas dan osteoblas, keduanya diperlukan agar gigi dapat bergerak. Pemilihan jenis selektivitas OAINS
perlu diperhatikan mengingat inflamasi diperlukan dalam proses pergerakan gigi tersebut. Penelitian ini bertujuan
untuk membandingkan pengaruh selektivitas OAINS dan non OAINS terhadap hambatan PGE, dan jumlah sel osteoklas -
osteoblas tulang alveolus gigi rahang atas akibat pemakaian alat ortodontik. Pengamatan dilakukan dengan
menggunakan aspirin sebagai OAINS yang selektif terhadap cox 1, diklofenak sebagai OAINS selektif cox 2, dan
paracetamol sebagai non OAINS. Pada penelitian ini digunakan hewan coba marmut yang terbagi menjadi kelompok
kontrol (n=6), aspirin 87 mg.kg_1 BB po(n=6), diklofenak 2 mg.kg’l BB po (n=6), dan paracetamol 200 mg.kg_1 BB po(n=6).
Perlakuan dengan alat ortodontik selama 3 hari. Konsentrasi PGE, diukur dengan spektrofotometer dan sel osteoklas-
osteoblas dihitung secara histologis. Analisa anova digunakan untuk mebandingkan hambatan PGE, pada pemberian
aspirin, diklofenak, dan paracetamol terhadap kontrol. Uji korelasi untuk menghubungkan hambatan PGE, terhadap
jumlah osteoklas-osteoblas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aspirin, diklofenak, dan paracetamol menurunkan
PGE, dalam tulang dengan signifikan (p<0,01). Penurunan konsentrasi PGE, berhubungan dengan jumlah osteoklas-
osteoblas yang terbentuk dengan uji korelasi yang tidak signifikan (p>0,05). Sehingga dapat disimpulkan bahwa
pemakaian OAINS dalam waktu 3 hari tidak mempengaruhi proses pergerakan gigi dan paracetamol dapat digunakan
sebagai obat penghambat prostaglandin tanpa banyak mempengaruhi proses pergerakan gigi.

Kata kunci: PGE,, COX, OAINS, osteoklas, osteoblas, pergerakan gigi, alat ortodontik.

Abstract

Orthodontic appliance in the medical field is used to straighten the teeth to be neat and on the arch of jaw, thus lead to
the reaction of surround tissue inflammation. One of the inflammation mediator that affect the teeth movement is
prostaglandin (PGE,). Occurred pain due to inflammation could be overcomed by the administration of OAINS.
However, the inflammation itself is needed for the orthodontic care through PGE, to stimulate the acticvity of
osteoclast and osteoblast, both are essential for the teeth movement. Selectivity on OAINS become significant because
inflammation is needed in the teeth movement. This study aimed to compare the effect of selectivity of OAINS and non
OAINS towards the inhibition of PGE, and the cell number of osteoclast — osteoblast, on the Alveolar bone of the upper
jaw teeth as a result of the use of orthodontic appliances. Aspirin as selective OAINS on cox 1, diclofenac as selective
OAINS on cox 2, and paracetamol as non OAINS. We used marmot as experiment animal, grouped into control (n=6),
aspirin 87 mg.kg'1 BW po(n=6), diclofenac 2 mg.kg'1 BW po (n=6), and paracetamol 200 mg.kg'1 BW po(n=6).
Orthodontic appliance were conducted for 3 days. PGE, measured by spectrophotometer and cell number of osteoclast-
osteoblast were counted histologically. ANOVA was used to compare the inhibition of PGE, on the administration of
aspirin, diclofenac, and paracetamol towards control. Correlation analysis was used for the inhibition of PGE, towards
cell number of osteoclast-osteoblast. Results showed that aspirin, diclofenac, and paracetamol decreased PGE,
significantly (p<0,01). The decreased PGE, was not correlated significantly to the cell number of osteoclast-osteoblast
(p=0,05). Thus, we conclude that OAINS use in 3 days is not affecting the teeth movement and paracetamol could be
used as medicine to inhibit prostaglandin with less affect on the teeth movement.

Keywords: PGE,, COX, OAINS, osteoclast, osteoblast, teeth movement, orthodontic appliance
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PENDAHULUAN

Banyak persoalan gigi yang membuat orang
tidak percaya diri diantaranya adalah gigi tonggos
atau gigi bertumpuk [1]. Solusi bagi yang ingin
giginya rapi adalah dengan menggunakan kawat
gigi atau alat ortodontik [2]. Perawatan ortodon-
tik dilakukan berdasarkan suatu prinsip bahwa
bila suatu tekanan diberikan cukup lama pada
gigi, terjadi pergerakan gigi. Pergerakan gigi
terjadi akibat adanya proses resorpsi tulang dan
pembentukan tulang atau yang disebut dengan
proses remodeling tulang. Resorpsi tulang
dilaksanakan oleh osteoklas, sedangkan pemben-
tukan tulang dilaksanakan oleh osteoblas [3].

Prostaglandin sebagai mediator keradangan
mempengaruhi osteoklas dan osteoblas melalui
reseptornya. Prostaglandin yang berpengaruh
adalah jenis Prostaglandin E, (PGE,). PGE, juga
sebagai mediator penting dalam pemeliharaan
massa dan struktur jaringan tulang terhadap res-
pon kerusakan mekanis dan sintesanya di dalam
tulang diatur oleh enzim siklooksigenase (cox)
[4]. Terdapat 2 (dua) bentuk isoform cox yaitu
cox 1 dan 2. Cox 1 berada pada semua jaringan
tubuh, sebaliknya cox 2 merupakan enzim yang
ada bila ada sebab dan berada dalam konsentrasi
tinggi pada jaringan yang mengalami inflamasi.
Obat Anti-inflamasi Non Steroid (OAINS) memiliki
kemampuan untuk menghambat sintesa prosta-
glandin melalui enzim siklooksigenase. Obat
OAINS digunakan selama perawatan dengan alat
ortodontik bertujuan untuk mengurangi rasa
sakit yang ditimbulkan akibat tekanan dari alat
ortodontik. Pemilihan jenis OAINS perlu menda-
pat perhatian karena PGE, sebagai pencetus rasa
sakit, diperlukan dalam mengaktivasi osteoklas
dan osteoblas sehinnga gigi dapat bergerak. Oleh
karena itu penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan pengaruh selektivitas OAINS
dan non OAINS terhadap hambatan PGE, dan
jumlah sel osteoklas - osteoblas tulang alveolus
gigi rahang atas akibat pemakaian alat
ortodontik.

METODE
Persiapan

Pengamatan dilakukan dengan menggunakan
hewan coba marmut dengan BB 350-500 gr
dalam kondisi fisik sehat dan diberi makanan
jagung. Alat ortodontik dipasang pada gigi seri
atas kanan dan kiri. Perlakuan terbagi menjadi 4
(empat) kelompok berjumlah 6 ekor.

1. kelompok| : kontrol adalah marmut yang

pemakaian alat ortodontik

J.Exp. Life Sci. Vol. 3 No. 2,2013

2. kelompok Il : perlakuan  dengan  alat
ortodontik dengan pemberian aspirin

3. kelompok llI: alat ortodontik dengan pem-
berian diklofenak

4. kelompok IV : alat ortodontik dengan
pemberian paracetamol

Pemasangan Alat Ortodontik

Marmut diletakkan pada meja kerja yang
bersih dan sebelumnya ditimbang untuk mengu-
kur berat badan. Suntikan ketalar dengan dosis
44 mgkg'1 BB subkutan diberikan setelah marmut
dalam kondisi tenang. Bentuk alat ortodontik
adalah kawat dengan koil sederhana dengan
sudut antara lengan kawat adalah 60° dan pan-
jang lengan kawat sebesar 1 mm. Stabilisasi alat
dengan menggunakan semen yang diguna-kan
untuk penambalan gigi. Sebelum dipasang, alat
diukur kekuatannya kemudian dipasang pada gigi
seri atas diletakkan sepertiga dari tepi gusi dan
dilingkarkan diantara gigi seri atas kanan dan kiri.
Pemasangan alat ini diharapkan terjadinya per-
gerakan gigi kearah distal.

Pengambilan Sampel

Marmut dibunuh dengan menggunakan
metode dislokasi dan kemudian dipotong bagian
kepala. Separasi rahang atas dengan menggu-
nakan pisau bedah dan mikromotor. Rahang yang
didapatkan kemudian dengan menggunakan
mikromotor diambil 10 mg untuk pengukuran
kadar PGE,. Rahang yang masih ada ditampung
dan diberi asam sitrat selama 36 jam untuk
dekalsifikasi. Tulang rahang hasil dekalsifikasi
ditanam dalam parafin dan dipotong untuk
dibuat slide preparat pengecatan.

Pengukuran Konsentrasi PGE,

Serbuk dari tulang rahang ditambah dengan
buffer tris-HCl sebanyak 1cc pada suhu 5°C
selama 1 menit dengan tujuan memisahkan
tulang alveolus yang sudah hancur dari jaringan
ikat dan lemak. Homogenat disentrifugasi selama
10 menit pada 12,000 x g dan menghasilkan
larutan supernatan. Supernatan kemudian
difiltrasi dengan dua lapis kain katun dan
disentrifugasi kembali selama 2,5 jam sehingga
menghasilkan precipitat kemudian diinkubasi
selama 3-5 detik pada suhu 37°C. Pemeriksaan
dilanjutkan dengan penambahan KOH dalam
methanol, dan methanol untuk memisahkan
PGE,. Tube dibiar-kan pada suhu ruangan selama
15 menit dan diabsorbsi pada panjang
gelombang (A\) = 278 nm. Hasil pembacaan PGE,
dari tulang alveolus terse-but kemudian
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dicocokkan dengan kurva baku yang telah dibuat
sebelumnya. Pengecatan Secara Histologis
dengan Metode Hematoksilin-Eosin  Untuk
Menghitung Jumlah Osteoklas dan Osteoblas

Slide hasil potongan diletakkan pada kaca
preparat kemudian dilakukan rehidrasi ulang
dengan alkohol bertingkat yaitu absolut 96%,
80%, 70%, 50%, 30% dan ditambah dengan
aquadest. Tetesi dengan meyer hematoksilin
selama 10 menit dengan jumlah sekitar 500pl.
Cuci dengan air mengalir kemudian dehidrasi
dengan alkohol bertingkat dari 30%, 50%, dan
70%. Tetesi dengan eosin selama 1 menit dan
cuci kembali dengan alkohol bertingkat mulai
dari 70%, 50%, dan 30%. Bilas dengan aquadest
dan keringkan dengan angin.

Analisis Data

Data hasil pengukuran konsentrasi PGE,
sampel antar perlakuan dianalisa dengan
menggunakan t test. Pengaruh hambatan PGE,
terhadap jumlah osteoklas dan osteoblas dengan
menggunakan korelasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Pemberian Aspirin, Diklofenak, dan
Paracetamol Terhadap Kadar PGE,

Pengamatan telah dilakukan untuk
mengetahui hambatan PGE, pada pemberian
aspirin, diklofenak, dan paracetamol terhadap
pergerakan gigi dan jumlah sel osteoklas dan
osteoblas tulang alveolus rahang atas akibat
pemakaian alat ortodontik. Pada hasil penga-
matan didapatkan perbedaan yang cukup ber-
makna dari hambatan PGE, pada pemberian aspi-
rin, diklofenak, dan paracetamol (Tabel 1).

Hal ini dapat dijelaskan bahwa pemakaian
obat aspirin, diklofenak, dan paracetamol dapat

diklofenak merupakan obat OAINS. Mekanisme
kerja obat tersebut adalah menghambat produksi
PGE, melalui hambatan enzim cox [5]. Terdapat 2
bentuk isoform cox yaitu cox 1 dan 2. Cox 1
berada pada semua jaringan tubuh tetapi
konsentrasi yang tinggi berada dalam ginjal
saluran gastrointestinal dan platelet. Fungsi
utama pada saluran gastrointestinal adalah untuk
memelihara keutuhan mukosa [6].

Berdasarkan selektivitas hambatan pada cox,
OAINS dikelompokkan menjadi selektif terhadap
cox 1 dan cox 2. Aspirin masuk pada golongan
yang lebih selektif terhadap cox 1. Pada
pengamatan didapatkan hasil hambatan PGE,
oleh aspirin lebih kecil bila dibandingkan dengan
diklofenak (Gambar 1). Diklofenak termasuk
dalam  golongan  OAINS vyang  selektif
menghambat cox 2. Hal ini dapat dijelaskan
bahwa cox 2 terutama sebagai enzim yang ada
bila ada sebab. Ekspresi cox 2 yang rendah dapat
ditingkatkan pengaturannya oleh beberapa
rangsangan termasuk sitokin keradangan, racun
bakteri, dan growth factor. Cox 2 berperan dalam
proses keradangan, infeksi, dan ploriferasi sel.
Cox 2 berada pada konsentrasi tinggi pada
jaringan yang mengalami keradangan [6]. Alat
ortodontik ditetapkan sebagai penyebab tekanan
[7]. Tekanan mekanis akibat pemakaian alat
ortodontik menimbulkan proses keradangan
pada jaringan periodontal sehingga permeabilitas
pembuluh darah jaringan tersebut meningkat 20
menit setelah pemakaian alat [8].

Paracetamol juga diketahui sebagai obat yang
mampu menghambat produksi PGE, yang bekerja
pada pusat susunan syaraf melalui cox 3. Cox 3
diproduksi berlimpah hanya di dalam korteks
serebral. Oleh karena itu hanya sedikit dalam
menghambat PGE, lokal (Tabel 2).

menurunkan konsentrasi PGE,. Aspirin dan
Tabel 1. Rerata hambatan kadar PGE; pada pemberian aspirin, diklofenak, paracetamol
Kelompok Rerata stdev Analisa Sig.
Kontrol (K) 29.867 1.086
*) Uji anova * P<0.05
Aspirin (A) 18.483 1.501 p =0,0001
Diklofenak (D) 9.000 5.734 **)Uji Duncan
p =1,000 *%

Paracetamol (P) 25.600 1.867 P>0,05

Keterangan :

*) uji statistik terhadap rerata kadar PGE, pada kelompok kontrol, aspirin, diklofenak, dan paracetamol, terdapat perbedaan
yang cukup bermakna antara keempat kelompok tersebut (p <0,05)
**) uji statistika kadar PGE; tidak didapati kelompok perlakuan yang paling menghambat PGE, (p = 0,05).
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Gambar 1. Kadar PGE; pada perlakuan kontrol (K) tanpa pemberian obat, dengan pemberian aspirin (A), diklofenak (D), dan
paracetamol (P). Pada uji anova didaptkan adanya perbedaan yang cukup bermakna ((p < 0,05) antara perlakuan,
namun pada uji Duncan tidak didapatkan perbedaan yang bermakna ((p = 0,05).

Tabel 2. Uji Tukey HSD kadar PGE,

Perlakuan K A D P
K - 0.000 0.000 0.122
A 0.000 - 0.000 0.004
D 0.000 0.000 - 0.000
P 0.122 0.004 0.000
Keterangan:

K = kelompok kontrol

A = kelompok aspirin

D = kelompok diklofenak
P = kelompok paracetamol

Cox 3 merupakan turunan dari gen cox 1
dengan perbedaan yang terletak pada intron
pada mRNAnya. Cox 3 diekspresikan pada
korteks serebral dan hanya dalam jumlah sangat
sedikit pada jaringan lain. Pada manusia, mRNA
cox 3 diekspresikan berlimpah di korteks serebral
dan jantung. Simmona and Colleagues berhasil
mengidenti-fikasi suatu enzim vyang disebut
dengan cox 3. Cox 3 merupakan bentuk isoform
dari cox 1 tetapi diekspresikan apabila ada sebab.
Kemungkinan lain bahwa cox 3 dihasilkan dari
gen yang sama untuk mengkode ekspresi cox 2
dengan karakter molekuler yang berbeda.
Hambatan cox 3 menggambarkan mekanisme
obat yang bekerja pada sentral sehingga rasa
sakit dapat tertangani dan kemungkinan juga
demam. Secara selektif cox 3 hanya dapat
dihambat oleh OAINS tertentu dan memiliki
sensitifitas yang tinggi pada paracetamol [9].
Sebagian besar menganggap bahwa paracetamol
merupakan jenis OAINS dengan kemampuan
sebagai anti keradangan vyang sedikit [9].
Paracetamol dapat menghambat rasa sakit dan
demam seperti pada umumnya OAINS.
Paracetamol lebih dikenal sebagai obat
penghilang rasa sakit atau penurun panas.

Pada pengamatan yang telah dilakukan oleh
Flower and Vane [9], menunjukkan bahwa
paracetamol menghambat aktifitas enzim cox di

J.Exp. Life Sci. Vol. 3 No. 2,2013

bagian otak lebih besar pengaruhnya dibanding
bagian limfa. Bahkan cox 1 dan 2 tetap pada
konsentrasi yang tinggi meskipun dosis
paracetamol sudah dinaikkan. Berdasarkan hal
tersebut maka dicurigai adanya isoenzim lain
yang terkait langsung dengan kerja dari
paracetamol [9].

Pengaruh pemberian aspirin, diklofenak, dan
paracetamol pada pergerakan gigi

Hasil pengukuran pergerakan gigi pada
pengamatan menunjukkan bahwa pemberian
aspirin, diklofenak, dan paracetamol tidak
terdapat perbedaan pada pergerakan gigi akibat
pemakaian alat ortodontik selama 3 hari (Tabel 3,
Gambar 2). Semua jenis OAINS berhubungan
dengan hambatan pembentukan prostaglandin.
Penga-ruh anti radang, anti demam, dan
analgesik dari OAINS melalui hambatan cox 2.

Tabel 3. Rerata pergerakan gigi pada pemberian aspirin,
diklofenak, dan paracetamol

Kelompok Rerata  stdev Analisa Sig.

Kontrol (K) 0.867 0.151  *)Uji P>
anova 0.05

Aspirin (A) 0.883 0.147 p=0,968
Diklofenak (D) 0.900 0.110
Paracetamol 0.900 0.126
(P
Keterangan :

*) uji statistik terhadap rerata gerakan gigi pada kelompok
kontrol, aspirin, diklofenak, dan paracetamol, tidak
terdapat perbedaan yang cukup bermakna (p 2 0,05).

Hambatan produksi prostaglandin dipercaya
merupakan mekanisme utama dari aksi OAINS
melalui hambatan enzim cox dari asam
arakhidonat. Penggunaan dari OAINS dapat
menghambat pembentukan tulang karena
hambatan pembentukan prostaglandin, tetapi
tidak semua jenis NSAIDs. Jenis propionik
mencegah hilangnya tulang pada beberapa
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keadaan sekitarnya tetapi jenis asam asetat
tidak. Dosis dan lama penggunaan juga
merupakan faktor yang mempengaruhi
hambatan pembentukan tulang [5]. Pengamatan
pada babi dengan menggunakan indomethacin
menunjukkan bahwa permukaan resorpsi yang
relatif luas berkurang secara bermakna,
permukaan pembentukan juga menurun tetapi
tidak bermakna [10], sehingga hambatan
prostaglandin perlu dihindari selama perawatan
dengan alat ortodontik. Pengamatan juga
dilakukan dengan pemberian indomethacin
injeksi subkutan.

0.9

0.89 -

0.88 4

(wuwi) 1616 spesab

0.87 —

0.86 —

kontrol aspirin diklofenak paracetamol

perlakuan

Gambar 2. Besar gerakan gigi pada perlakuan kontrol (K)
tanpa pemberian obat, dengan pemberian
aspirin (A), diklofenak (D), dan paracetamol
(P). Pada uji anova didapatkan tidak adanya
perbedaan yang bermakna (p > 0,05) antara
perlakuan.

Pemberian indomethacin dilakukan pada
kelompok sebelum dibandingkan dengan
sebelum memakai alat ortodontik. Pengamatan
dilakukan setelah 3 hari pemakaian alat
ortodontik. Hasil yang didapatkan menunjukkan
bahwa pada pemberian setelah pemakaian alat
ortodontik, memiliki pengaruh yang sangat kecil
terhadap penekanan jumlah osteoklas. Pada
pemberian sebelum pemakaian menunjukkan
hasil yang sebaliknya yaitu terdapat penekanan
jumlah osteoklas yang cukup bermakna. Berda-
sarkan hasil tersebut maka apabila resorpsi
tulang akan dihambat, pemberian indometachin
akan lebih efektif jika diberikan sebelum pema-
kaian alat ortodontik [8]. Pergerakan karena alat
ortodontik tergantung dari remodeling tulang te-
tapi mekanisme rangsangan mekanis yang
dipindahkan ke dalam reaksi seluler belum secara
keseluruhan dijelaskan. Beberapa faktor yang
terlibat adalah neurotransmitter, siklik nukletida,
sitokin, dan prostaglandin [10]. Gerakan gigi
akibat pemakaian alat ortodontik mengakibatkan
remodeling tulang vyang berlanjut selama
beberapa hari setelah pelepasan pemakaian alat
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yang sesuai dengan beban, karena alat
ortodontik merangsang resorpsi tulang pada sisi
yang menerima beban tekanan. Perawatan orto
dontik dilakukan berdasarkan suatu prinsip
bahwa bila suatu tekanan diberikan cukup lama
pada gigi, terjadi pergerakan karena tulang di
sekeliling berubah [11].

Respon lokal akibat pemakaian alat
ortodontik dipengaruhi oleh faktor sistemik
seperti hormon paratiroid dan vitamin D [8].
Pemberian terapi hormon sulit dilakukan pada
saat perawatan ortodontik karena pengaruhnya
bersifat sistemik. Pemberian prostaglandin lebih
memungkinkan dilakukan secara lokal untuk
meningkatkan resorpsi tulang sehingga
pergerakan gigi diharapkan lebih cepat terjadi

8.

Pengaruh pemberian aspirin, diklofenak, dan
paracetamol terhadap jumlah sel osteoklas dan
osteoblas

Tabel 4 dan Gambar 3 di bawah berikut
digunakan  untuk  menjelaskan  pengaruh
pemberian aspirin, diklofenak, dan paracetamol
terhadap jumlah sel osteoklas dan osteoblas.
Hasil menunjukkan bahwa tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna antara penurunan
jumlah sel osteoklas dan osteoblas pada
pemberian aspirin, diklofenak, dan parcetamol.
Kemungkinan apabila pengamatan dilakukan
lebih dari 3 hari, maka pemberian aspirin,
diklofenak, dan paracetamol dapat terlihat nyata
perbedaannya, karena tulang alveolus
melanjutkan remodeling tanpa secara langsung
selama beberapa minggu setelah bergeraknya
terhadap beban alat ortodontik [11]. Pergantian
tulang tetap meningkat setelah pemakaian alat
ortodontik  [11]. Pergerakan gigi dengan
menggunakan alat ortodontik tergantung pada
remodeling tulang [10].

Proses remodeling tulang merupakan proses
yang kompleks dan terkoordinasi yang terdiri dari
proses resorpsi dan pembentukan tulang yang
menghasilkan pertumbuhan dan pergantian
tulang. Hasil akhir dari remodeling tulang adalah
terpeliharanya matriks tulang. Proses
pembentukan pada tulang dewasa hanya terjadi
bila didahului oleh proses resorpsi tulang. Jadi
urutan proses vyang terjadi pada tempat
remodeling adalah aktifasi-resorpsi-pembentu-
kan [12].
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Tabel 4. Rerata jumlah sel osteoklas pada pemberian aspirin, diklofenak, dan paracetamol

Kelompok osteoklas stdev Analisa osteoblas stdev Analisa
Kontrol (K) 18.17 8.08 *) Uji Anova 44.67 15.16 *) Uji Anova
Aspirin (A) 14.33 5.82 p = 0,464 39.50 11.36 p =0,948
Diklofenak (D) 13.50 6.28 (tidak bermakna) 39.33 28.10 (tidak bermakna)
Paracetamol (P) 13.17 2.14 40.33 11.29

Keterangan :

*) uji statistik terhadap rerata jumlah sel osteoklas dan osteoblas pada kelompok kontrol, aspirin, diklofenak, dan paracetamol,

tidak terdapat perbedaan yang cukup bermakna (p =0,05).

50 - Dosteklas
- D osteoblas

40
30 —
20 —
10 A —

0

kontrol aspirin diklofenak paracetamol
perlakuan

Gambar 3. Jumlah sel osteoklas dan osteoblas pada perlakuan kontrol (K) tanpa pemberian obat, dengan pemberian aspirin
(A), diklofenak (D), dan paracetamol (P). Pada uji anova didapatkan tidak adanya perbedaan yang bermakna (p =
0,05) dari jumlah osteoklas dan osteoblas antara perlakuan

BSP (bone sialoprotein) terlibat dalam
mineralisasi tulang selama remodeling tulang
secara fisiologis. Pada pemberian tekanan dari
alat ortodontik, osteoblas diaktifkan dan
diinduksi oleh mRNA yang diekspresikan oleh
BSP. BSP ini terlibat dalam proses remodeling
tulang selama pemakaian alat ortodontik [13].
Yun Cho [14] telah mengamati remodeling tulang
alveolus pada pemakaian alat ortodontik yang
diamati pada hari ke 1, 3, 5, 7, 14, dan 21. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pada hari 1
osteoklas mulai aktif dan berada pada puncak
aktivasi pada hari ke 3. pengamatan hari ke 3
menunjukkan bahwa osteoblas mulai aktif dan
puncak aktivasi terjadi pada hari ke 14.

Osteoblas didapatkan pada daerah
pembentukan tulang remodeling dan
penyembuhan patah tulang. Aktivitas osteoblas
ini selalu  disertai aktivitas osteoklas [15].
Osteoblas merupakan sumber wutama dari
produksi prostaglandin dalam tulang [16]. Faktor
yang mempengaruhi diferensiasi osteoblas
antara lain BMP (Bone Morphogenetic Protein)
oleh berbagai sitokin lain seperti interleukin,
Insulin Growth Factor (IGF), dan Pleteled Derived
Growth Factor (PDGF). Berbagai sitokin dan BMP
telah  terbukti mempengaruhi diferensiasi
osteoblas secara invitro. Aktivitas osteoblas
selalu disertai aktivitas osteoklas. Kerjasama
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osteoklas dan osteoblas dalam peristiwa resorpsi
dan deposisi tulang merupakan mekanisme yang
berpasangan. Osteoblas dapat mengalami
apoptosis bila regulasi sintesis berhenti, dan
osteosit rusak bila matriks mengalami siklus
ulang [17]. Osteoklas merupakan sel yang
mendasari terjadinya pergerakan gigi akibat alat
ortodontik [17]. Osteoklas adalah makrofag
polikarion khusus yang diferensiasinya terutama
diatur oleh macrofag colony stimulating factor,
RANK ligand dan osteoprotegerin. Integrin-
mediated  signal  menyebabkan  osteoklas
menunjukkan sitoskleton yang memungkinkan
terbentuknya microenvironment tertentu antara
dirinya dengan tulang dan kemudian terjadi
degradasi matriks melalui proses transport
proton [17]. Terjadinya remodeling tulang
disebabkan oleh pemakaian alat ortodontik
mengakibatkan jumlah osteoklas lebih banyak
terdapat didaerah yang mengalami tekanan,
sedangkan di daerah tarikan lebih banyak
dijumpai sel osteoblas. Jumlah osteoklas
dipengaruhi selain oleh besarnya tekanan juga
oleh lamanya pemakaian alat. Selama pemakaian
alat ortodontik sampai hari ke 16 menunjukkan
bahwa adanya peninggian osteoklas di bagian
mesial pada hari pertama setelah pemakaian alat
digambarkan bahwa gelombang kedua dari sel
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yang mengalami resorpsi, dilanjutkan dengan
pergantian tulang alveolus setelah pemasangan
alat dan pergerakan gigi juga perubahan secara
histologis [11] sesuai dengan beban jaringan
secara langsung, berlanjut pada waktu setelah
pemakaian alat. Resorpsi merupakan proses awal
dari remodeling tulang pada pemakaian alat
ortodontik [18].

Uji Korelasi Hambatan PGE, dengan Pergerakan
Gigi dan Uji Korelasi Hambatan PGE, dengan
Jumlah Sel Osteoklas

Uji korelasi hubungan antara hambatan PGE,
dengan pergerakan gigi (Tabel 5) dan jumlah sel
osteoklas (Tabel 6) menunjukkan bahwa hanya
pada perlakuan tanpa pemberian obat dan
dengan pemberian diklofenak terdapat hu-
bungan dan hubungannya bersifat berlawanan.
Artinya  penurunan  kadar PGE, diikuti
penambahan besar pergerakan gigi dan jumlah
sel osteoklas, sedang pada pemberian aspirin dan
paracetamol terdapat hubungan penurunan
kadar PGE, dengan perge-rakan gigi tetapi tidak
bermakna. Hal ini dapat dijelaskan karena sifat
PGE, yang biphasic. Pengaruh biphasic PGE, pada
aktivitas alkalin fosfatase kemungkinan dimediasi

melalui penga-ruh rangsangan reseptor EP,
dalam kadar vyang rendah dan pengaruh
hambatan dari kadar EP, yang tinggi [19].

Prostaglandin merupakan senyawa yang yang
menyerupai hormon dan berperan penting pada
berbagai proses fisiologis. Prostaglandin di-
produksi secara lokal dan merangsang aktifitas
sel didekat sisi produksi prostaglandin. Proses
metabolisme prostaglandin berlangsung secara
cepat dan pengaruhnya terhadap jaringan

beraneka tergantung pada jenis prostaglandin
dan jaringannya [20].

PGE, bekerja dengan perantara reseptor
membran. Terdapat empat sub tipe reseptor
PGE, yaitu EP4, EP,, EP3, dan EP,, yang masing-
masing disandi oleh gen yang berbeda. Reseptor
tersebut diekspresikan berbeda oleh sel imun,
dan fungsi sel imun tersebut akan berbeda
tergantung adanya PGE, pada daerah kerada-
ngan. Reseptor melanjutkan reaksi intraseluler
setelah berikatan dengan ligan. Reseptor EP, dan
EP, adalah suatu bentuk reseptor isoform dengan
EP; yang dapat berpasangan dengan G protein
untuk meningkatkan cAMP intraseluler.

Reseptor EP; menyebabkan peningkatan
kadar calsium intraseluler. EP3; berpasangan
dengan Gi protein mengakibatkan penurunan
cAMP, juga mobilisasi kalsium intraseluler. Jadi
terdapat efek yang berlawanan pada banyak sel
imun yang terekspresi pada banyak reseptor.
Pengaturan EP, dan EP, dapat dijadikan contoh
mekanisme pangaturan sel atas respon PGE,.
Walaupun kedua reseptor berikatan dengan PGE,
secara seimbang dan berpasangan dengan Gs
protein, sejumlah penelitian menunjukkan
prostagladin ini tidak mempunyai fungsi selular
yang serupa. Terdapat perbedaan respon sel
pada masing-masing reseptor. Jadi pengaruh
PGE, selama proses keradangan pada sel imun
ditentukan susunan reseptor yang terekspresi
dan intracellular pathway dari sel.

Belum banyak pengamatan tentang peranan
reseptor tersebut, tetapi terdapat petunjuk
bahwa PGE, merangsang diferensiasi osteoblas
melalui reseptor EP, pada pengamatan dengan
menggunakan kultur bone marrow [4].

Tabel 5. Korelasi pearson antara kadar PGE, dengan besar pergerakan gigi

Sel osteoklas  Nilai uji korelasi Kadar PGE,
Kontrol Aspirin Diklonefak Paracetamol
Korelasi pearson  -0.528
Kontrol p 0.282
n 6
Korelasi pearson 0.349
Aspirin p 0.498
n 6
Korelasi pearson -0.248
Diklonefak p 0.636
n 6
Korelasi pearson -0.271
Paracetamol p 0.604
n 6

Keterangan : Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel
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Tabel 6. Korelasi pearson antara kadar PGE, dengan jumlah sel osteoklas
Kadar PGE,

Sel osteoklas  Nilai uji korelasi

Kontrol Aspirin Diklonefak Paracetamol
Korelasi pearson  -0.528
Kontrol p 0.282
n 6
Korelasi pearson 0.349
Aspirin p 0.498
n 6
Korelasi pearson -0.248
Diklonefak p 0.636
n 6
Korelasi pearson -0.271
Paracetamol p 0.604
n 6

Keterangan : Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel

Peranan reseptor EP, terhadap pembentukan
osteoklas juga telah dilakukan melalui pemberian
obat antagonis reseptor tersebut dan
menunjukkan adanya hubungan dengan resorpsi
tulang [4]. Peranan EP, diduga berpengaruh pada
pertumbuhan jaringan tulang [4] Reseptor PGF,,
memediasi kemampuan prostaglandin dalam
menghambat sintesis kolagen dan menginduksi
prostaglandin G/H sintase didalam sel.

Uji Korelasi Hambatan PGE, dengan Jumlah Sel
Osteoblas dan Uji Korelasi Pergerakan Gigi
dengan Jumlah Sel Osteoklas

Proses bergeraknya gigi akibat pemakaian alat
ortodontik adalah merupakan hasil dari respon
biologis terhadap tekanan mekanis. Perubahan
yang terjadi pada tulang akibat tekanan mekanis

antara lain terjadi resorpsi tulang, pembentukan
tulang, dan perubahan yang terjadi pada ligamen
periodontal, perubahan komposisi kimia dan
perubahan enzimatik [8]. Pembuktian peranan
prostaglandin terhadap pergerakan gigi telah
dilakukan. Pengamatan ini dilakukan dengan cara
memberikan injeksi submukosa prostaglandin.
Hasilnya terdapat jumlah osteoklas yang lebih
banyak jika dibandingkan dengan kontrol dan
resorpsi tulang lebih besar terjadi (Tabel 7 dan 8).
Prostaglandin dihasilkan dari membran lipid
jaringan periodontal pada daerah bebas. Tekanan
mekanis dari alat ortodontik menimbulkan
gangguan membran sel jaringan periodontal
sehingga sintesis dan sekresi prostaglandin
meningkat. Mekanisme peranan prostaglandin
melalui cAMP dan kalsium intrasel [8].

Tabel 7. Korelasi pearson antara kadar PGE, dengan jumlah sel osteoblas

Kadar PGE,

Osteoblas Nilai uji korelasi

Kontrol Aspirin  Diklonefak Paracetamol

Korelasi pearson 0.226
Kontrol p 0.666
n 6

Korelasi pearson 0.098
Aspirin p 0.854
n 6

Korelasi pearson 0.495
Diklonefak p 0.318
n 6

Korelasi pearson 0.760
Paracetamol p 0.079
n 6

Keterangan :K=kontrol, A=aspirin, D=diklofenak, P=paracetamol. Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi

bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel
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Tabel 8. Korelasi pearson antara pergerakan gigi dengan jumlah sel osteoklas

Gerak gigi Nilai uji korelasi Sel osteoklas
Kontrol Aspirin Diklonefak Paracetamol
Korelasi pearson  0.449
Kontrol p 0.372
n 6
Korelasi pearson 0.521
Aspirin p 0.289
n 6
Korelasi pearson 0.261
Diklonefak p 0.617
n 6
Korelasi pearson 0.666
Paracetamol p 0.149
n 6

Keterangan : Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel

Uji Korelasi Pergerakan Gigi dengan Jumlah Sel
Osteoblas dan Uji Korelasi Jumlah Sel Osteoklas
dengan Osteoblas

Uji korelasi hubungan antara pergerakan gigi
dengan jumlah sel osteoklas dan osteoblas (Tabel
9) menunjukkan bahwa pada perlakuan tanpa
pemberian obat dan dengan pemberian
diklofenak dan paracetamol, terdapat hubungan
tetapi tidak bermakna. Hal ini berhubungan

dengan hari perlakuan. Pada hari ke tiga
dikatakan bahwa osteoklas sedang berada dalam
puncak aktivitas dan berlanjut sanmpai pada hari
ke 7, sedangkan osteoblas baru mulai teraktivasi
dan dalam puncak aktivasi pada hari ke 14 [13].
Jumlah sel osteoklas dan osteoblas pada
perlakuan dengan pemberian aspirin, diklofenak,
dan paracetamol, terjadi penurunan dibanding-
kan dengan kontrol tanpa pemberian obat.

Tabel 9. Korelasi pearson antara pergerakan gigi dengan jumlah sel osteoblas

Sel osteoblas

Gerak gigi Nilai uji korelasi Kontrol Aspirin Diklonefak Paracetamol
Korelasi pearson  -0.216
Kontrol p 0.681
n 6
Korelasi pearson 0.879*
Aspirin p 0.021
n 6
Korelasi pearson 0.494
Diklonefak p 0.319
n 6
Korelasi pearson 0.294
Paracetamol p 0.572
n 6

Keterangan : Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel

Tabel 10. Korelasi pearson antara jumlah sel osteoklas dengan osteoblas

Sel osteoklas

Sel osteoblas  Nilai uji korelasi

Kontrol Aspirin Diklonefak Paracetamol
Korelasi pearson  0.152
Kontrol p 0.773
n 6
Korelasi pearson 0.112
Aspirin ) 0.833
n 6
Korelasi pearson 0.946**
Diklonefak p 0.004
n 6
Korelasi pearson 0.006
Paracetamol p 0.992
n 6

Keterangan : Dinyatakan ada korelasi apabila 0,2 < r atau r < -0,2. Korelasi bermakna apabila p<0,05. n= jumlah sampel
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Tetapi pada uji korelasi hubungan antara
jumlah sel osteoblas dengan jumlah sel osteoklas
(Tabel 10) menunjukkan bahwa hanya pada
perlakuan dengan pemberian aspirin terdapat
hubungan yang sangat bermakna. Hal ini juga
berhubungan dengan hari perlakuan karena
perbedaan hari aktivasi dari sel osteoklas dan sel
osteoblas.

KESIMPULAN

Pemberian aspirin, diklofenak, dan
paracetamol pada pemakaian alat ortodontik
menghambat produksi PGE, tulang alveolus
rahang melalui hambatan kerja enzim cox 1, 2,
dan 3. Pemberian OAINS selektif cox 1, selektif
cox 2, dan non OAINS pada pemakaian alat
ortodontik selama 3 hari tidak mempengaruhi
besar pergerakan gigi. Pemberian OAINS selektif
cox 1, selektif cox 2, dan non OAINS pada
pemakaian alat ortodontik selama 3 hari tidak
menurunkan jumlah sel osteoklas dan osteoblas
secara nyata. Selain itu kadar PGE, yang
menurun pada OAINS selektif cox 1, selektif cox
2, dan non OAINS tidak berpengaruh pada pro-
ses pergerakan gigi pada pemakaian alat orto-
dontik selama 3 hari. Kadar PGE, yang menurun
pada pemberian OAINS selektif cox 1, selektif cox
2, dan non OAINS tidak cukup mempengaruhi
penurunan jumlah sel osteoklas dan osteoblas
tulang alveolus rahang akibat pemakaian alat
ortodontik selama 3 hari. Pergerakan gigi pada
pemberian OAINS selektif cox 1, selektif cox 2,
dan non OAINS tidak berpe-ngaruh pada jumlah
sel osteoklas dan osteoblas tulang alveolus
rahang akibat pemakaian alat ortodontik selama
3 hari.
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Proteksi Kombinasi Minyak Wijen dan a-tocopherol Terhadap Glomerular
Injury Melalui Penghambatan Stres Oksidatif Tikus Hiperkolesterolemia

. -*
Dewi Sukmawati
Program Pascasarjana, Universitas Brawijaya, Malang

Abstrak

Minyak wijen (MW) kaya akan polyunsaturated fatty acid (PUFA) terutama linoleat yang diketahui dapat menurunkan
kadar lipid dalam darah. Namun, salah satu kelemahan PUFA sebagai hipolipidemik adalah cenderung mudah untuk
teroksidasi karena struktur ikatan rangkapnya. Vitamin E (a-tocopherol) diketahui dapat melindungi struktur PUFA
terhadap oksidasi serta dapat menghambat stres oksidatif. Peningkatan stres oksidatif pada hiperkolesterolemia diduga
kuat berperan penting dalam patogenesa glomerular injury. Tujuan penelitian ini untuk membuktikan bahwa
penambahan a-tocopherol pada minyak wijen mempunyai efek sinergis dalam mencegah glomerular injury melalui
penurunan stres oksidatif. Penelitian ini menggunakan Rattus novergicus strain Wistar jantan (200 g) yang dibagi
menjadi tujuh kelompok masing — masing 4 ekor, kelompok hiperkolesterol (HK), kelompok ke-2, ke-3 dan ke-4 adalah
kelompok HK + MW (dosis masing-masing 0,3; 0,6, dan 1,2 ml), sedangkan kelompok ke-5, ke-6 dan ke-7 adalah
kelompok HK + MW (dosis masing — masing 0.3, 0.6 dan 1.2 ml) + a-tochopherol 20 mg). Pengukuruan kadar kolesterol
total, Low Density Lipoprotein (LDL), ureum dan kreatinin darah dilakukan pada minggu ke-10. Aktivitas stres oksidatif
jaringan ginjal diukur dari kadar malondialdehide (MDA) menggunakan uji thiobarbituric acid (TBA) dan kadar
superoxyde dismutase (SOD) jaringan dengan uji Nitroblue tetrazolium (NBT). Pemeriksaan histologis dilakukan untuk
melihat deposit matriks dan jumlah sel mesangial pada glomerulus dengan pengecatan Periodic Acids Schiff (PAS). Hasil
penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan bermakna penurunan kadar MDA antara kelompok MW dengan MW + a-
tocopherol pada dosis 0.3 (p = 0.000) dan 0.6ml (p = 0.001) yang menunjukkan interaksi sinergistik MW + a-tocopherol
serta kecenderungan penurunan kadar SOD. Terdapat dugaan interaksi secara potensiasi dengan penambahan a-
tocopherol pada minyak wijen terhadap penurunan kadar kolesterol total dan LDL. Gambar histologis glomerular injury
menunjukkan bahwa kombinasi MW + a-tocopherol dapat menghambat peningkatan jumlah sel (p = 0.000) dan
matriks mesangial (p = 0.614). Hasil ini menunjukkan bahwa penambahan a-tochopherol pada minyak wijen mempunyai
efek yang lebih baik dibanding minyak wijen sendiri dalam menghambat glomerular injury melalui penghambatan stres
oksidatif di jaringan ginjal secara sinergis.

Kata kunci: a-tocopherol, glomerular injury, minyak wijen, stres oksidatif.

Abstract

Sesame oil is rich of polyunsaturated fatty acid (PUFA) especially linoleic acid which is known to reduce lipid content in
blood. However, one susceptibility of PUFA as hypolipidemic is it tends to be oxidized because of its double bond
structure. Vitamin E (a-tocopherol) was known to protect the structure of PUFA towards oxidation and inhibit oxidative
stress. The increase of oxidative stress on hypercholesterolemia is strongly expected to have important role in
pathogenesis of glomerular injury. This study aimed to assess the addition of a-tocopherol on sesame oil that has the
effect of sinergy in inhibiting glomerular injury through the decrease of oxidative stress. We used male Rattus
novergicus strain Wistar (BW 200 g) in seven groups, 4 rats for each group. The groupss are: hypercholesterol (HC),
group 2, 3 and 4 is HC + sesame oil (Each dose 0.3; 0.6, and 1.2 ml, respectively), while group 5, 6 and 7 is HC + sesame
oil (Each dose 0.3; 0.6, and 1.2 ml, respectively) + a-tochopherol 20 mg. Total cholesterol, Low Density Lipoprotein
(LDL), ureum and creatinine of blood were measured on the 10™ week. Oxidative stress activity on the tissues of kidney
measured by its malondialdehide (MDA) content with the test of thiobarbituric acid (TBA) and superoxyde dismutase
(SOD) of the tissues with Nitroblue tetrazolium (NBT). Histological analysis was conducted to assess the matrix of
deposit and the number of mesangial cell in glomerulus by the staining of Periodic Acids Schiff (PAS). The results
showed significant diffeerences of the decreased MDA content between the group of sesame oil with the group of
Sesame oil + a-tocopherol on the dose of 0.3 ml (p = 0.000) and 0.6ml (p = 0.001). It implied that the synergic
interaction of sesame oil + a-tocopherol and the tendency of SOD decrease. We assumed the potential interaction is
the addition of a-tocopherol on sesame oil decrease the cholesterol and LDL. Histology image of glomerular injury
showed the combination of sesame oil + a-tocopherol inhibit the increasing of cell number and (p = 0.000) and
mesangial matrix (p = 0.614). It indicates the addition of a-tochopherol on sesame oil has better effect than only
sesame oil in inhibiting the glomerular injury by inhibit the oxidative stress in kidney tissues sinergically.

Keywords: a-tocopherol, glomerular injury, sesame oil, oxidative stress
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PENDAHULUAN

Hiperkolesterol merupakan salah satu faktor
resiko pada penyakit ginjal kronis selain diabetes
dan hipertensi. Studi Kohort prospektif di Boston
pada tahun 1982-1996 terhadap 4.483 orang
laki—laki sehat menunjukkan bahwa terdapat
hubungan yang signifikan antara parameter
kolesterol dengan peningkatan kreatinin dan
berkurangnya kecepatan filtrasi glomerulus
(GFR). Pasien yang mempunyai kadar high
density lipoprotein (HDL) rendah (<40 mg.dl'l),
kadar kolesterol non-HDL yang meningkat (>
196.1 mg.dl'") dan peningkatan rasio kolesterol/
HDL (>6.8) mempunyai risiko 2 kali lipat untuk
terjadinya renal insufficiency [1].

Data rekam medis dari Rumah Sakit Dr.
Kariadi Jawa Tengah tahun 1995-1998 menun-
jukkan bahwa penyakit gagal ginjal kronis
menduduki tempat ke-2 (16.6%) setelah
glomerulonephritis kronis (46.6%). Sedangkan di
Amerika, prevalensi End-Stage Renal Disease
(ESRD) meningkat 2 kali lipat dalam 10 tahun
terakhir [1]. Insiden pasien baru dengan ESRD di
Amerika tahun 1998 adalah 85.520. Hal ini me-
nunjukkan rata—rata insiden sebesar 308 kasus
per satu juta populasi [2].

Berbagai bentuk penyakit renal yang
berkembang menjadi renal failure ditandai oleh
proliferasi sel mesangial dan akumulasi matriks
mesangial yang nyata, sebagai gambaran dari
glomerulosklerosis dan nephropathy [3]. Meka-
nisme yang mendasari progresifi-tas penyakit
renal masih belum jelas. Salah satu faktor yang
diduga berperan penting dalam patogenesis
penyakit renal kronis adalah stres oksidatif [4].
Penelitian terhadap 37 pasien dengan gagal ginjal
kronis (Chronic Renal Failure) menunjukkan
bahwa lag time fraksi lipoprotein (sebagai
antioksidan marker) untuk teroksidasi adalah
lebih lama pada kelompok kontrol pasien sehat
dibanding pada pasien dengan insufisiensi renal.
Kadar diene conjugates dan LOOH (sebagai
marker lipid peroksidasi) juga lebih tinggi secara
bermakna pada pasien dengan insufisiensi renal
[5].

Penelitian pada hewan coba mendukung
adanya hubungan sebab-akibat antara kadar lipid
dan terjadinya glomerular injury yang mengarah
pada terjadinya glomerulosklerosis. Bukti terse-
but menunjukkan bahwa stres oksidatif merupa-
kan faktor patogenetik untuk terjadinya
nephropathy yang diinduksi oleh lipid (lipid-
induced nephropathy). Penelitian pada tikus
dengan uninephrectomy yang diberi diet tinggi
lemak (40%), kolesterol (5%) dan asam kolat
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(0.35%) secara signifikan meningkatkan kapasitas
pembentukan radikal bebas yang disertai dengan
meningkatnya aktivitas xanthine oxidoreductase
(XO) dalam glomerulus secara bermakna. Seiring
dengan hal tersebut, juga terjadi peningkatan
bermakna terhadap jumlah monosit/makrofag
glomerular, densitas sel dan matriks mesangial
[3].

Hiperkolesterolemia diduga merupakan fak-
tor resiko yang dapat berdiri sendiri dan mem-
perparah nephropathy vyang terjadi dengan
menyebabkan glomerular injury melalui produksi
kolagen proteoglikan, fibronektin dan Platelet
Derived Growth Factor (PDGF). Studi pada model
penyakit renal menunjukkan adanya hubungan
antara kadar kolesterol dalam sirkulasi dengan
glomerular injury, berupa glomerulosklerosis,
ekspansi mesangial dan hialinosis. Hiperkoleste-
rolemia juga dapat menyebabkan perubahan
hemodinamik, berupa meningkatnya tekanan
hidraulik kapiler glomerular, vasokonstriksi renal;
baik arteriol aferen dan eferen serta meningkat-
nya resistensi vaskuler [6].

Hingga saat ini belum terdapat terapi spesifik
untuk sebagian besar nephropathy kronik yang
berkembang menjadi ESRD, maka tindakan
pencegahan berperan penting untuk mengatasi
penyakit ini. Identifikasi faktor resiko yang dapat
dimodifikasi, yang mengawali terjadinya disfungsi
renal merupakan langkah awal yang diperlukan
untuk menegakkan strategi pencegahan dan
alternatif pemikiran pengobatan terbaru [1].

Berdasarkan hal tersebut, National Choles-
terol Education Program, Adult Treatment Panel
Il (NCEP- ATP Ill) Mei 2001, menekankan
pentingnya terapi nonfarmakologi pada pende-
rita hiperkolesterolemia. Perubahan gaya hidup
merupakan salah satu terapi yang dianjurkan,
termasuk disini adalah diet. Konsumsi lemak yang
dianjurkan adalah dengan mengganti asam lemak
jenuh (saturated) dengan asam lemak tak jenuh,
baik yang monounsturated maupun polyun-
saturated yang terutama terkandung dalam
minyak tanaman [7].

Minyak wijen (Sesame oil) merupakan salah
satu sumber asam lemak tak jenuh, 85 % asam
lemaknya berupa asam lemak tak jenuh, yang
bersifat lebih stabil dengan adanya antioksidan
alami berupa sesamin [8]. Penelitian ahli gizi
menunjukkan bahwa minyak wijen kaya akan
asam lemak esensial yaitu linolenat (0.67%),
linoleat (49.5%) dan oleat (37.5%) [9].

Selain itu minyak wijen juga mengandung
sejumlah  lignan vyang mempunyai efek
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hipolipidemik dan juga antioksidan. Sesamin,
salah satu lignan dalam minyak wijen mempunyai
efek hipolipidemik dengan menurunkan secara
bermakna kadar kolesterol dalam serum dan
hepar pada tikus yang diberi diet kolesterol 0.5%
selama 4 minggu, melalui hambatan absorbsi
kolesterol di intestinal dan menurunkan aktivitas
HMG-CoA reductase, enzim yang membatasi
sintesis kolesterol dalam mikrosom hepar [10].
Sedangkan efek antioksidan ditunjukkan oleh
lignan sesamolin, yang secara bermakna
menurunkan lipid peroksidasi di ginjal dan hepar
[11].

Adanya ikatan rangkap dalam asam lemak tak
jenuh (PUFA) menyebabkan strukturnya mudah
teroksidasi. Sehingga bila dikonsumsi dalam
jumlah banyak dapat meningkatkan proses
oksidasinya. Oleh karena itu harus disertai
dengan konsumsi antioksidan, yang dapat
mencegah terjadinya oksidasi ikatan rangkap.
Penggunaan « - tocopherol sebagai antioksidan
telah diketahui luas. Alpha-tocopherol merupa-
kan antioksidan kuat yang larut dalam lemak dan
efektif sebagai antioksidan pemutus rantai yang
melindungi lipid wunsaturated dari kerusakan
radikal bebas [12]. Pemberian « - tocopherol 200
mg/hari selama 6 dan 12 minggu pada tikus
diabetes yang diinduksi dengan streptozotocin
(STZ) secara signifikan menurunkan konsentrasi
malondial-dehyde (MDA) ginjal serta menurun-
kan ketebalan glomerular basement membrane

(GBM) dibanding kontrol [13]. Sedangkan studi
Secondary Prevention with Antioxidant of
Cardiovascular disease in End-stage renal disease
[14], terhadap 196 pasien hemodialisis dengan
penyakit kardiovaskuler yang mendapat « -
tocopherol 800 IU.hari™* melaporkan adanya pe-
nurunan kejadian penyakit kardiovaskuler secara
signifikan sebesar 54% dibanding kontrol [15].

Hingga saat ini masih belum diketahui apakah
dengan penambahan « - tocopherol pada minyak
wijen dapat memberikan efek yang lebih baik
daripada minyak wijen sendiri dalam mengham-
bat glomerular injury melalui penghambatan
stres oksidatif akibat hiperkolesterolemia.

Untuk itu perlu dilakukan penelitian eksperi-
mental untuk mengetahui efek penam-bahan « -
tocopherol pada minyak wijen, diban-ding minyak
wijen sendiri dalam menghambat glomerular
injury melalui penghambatan stres oksidatif.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan Rattus novergicus
strain Wistar jantan (200 g) yang dibagi menjadi
tujuh kelompok masing—masing 4 ekor, kelompok
hiperkolesterol (HK), kelompok ke-2, ke-3 dan ke-
4 adalah kelompok HK + MW (dosis masing-
masing 0,3; 0,6, dan 1,2 ml), sedangkan
kelompok ke-5, ke-6 dan ke-7 adalah kelompok
HK + MW (dosis masing — masing 0.3, 0.6 dan 1.2
ml) + a-tochopherol 20 mg). Alur penelitian dapat
dilihat pada gambar 1.

Lo
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n=4 n=4 n=4
Diet Diiet Diet
Aterogenik  Aterogenik  Aterogenik
+ +
MW 0,2 il N 0.5 mil

|
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Gambar 1. Alur Penelitian
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Pembuatan Tikus Hiperlipidemia

Dari studi terdahulu diketahui bahwa
kebutuhan makanan tikus dewasa tiap ekor
perhari adalah 40 g, yang terdiri dari comfeed
PAR-S, terigu dan air (pakan standar). Untuk
perlakuan  hiperkolesterol, digunakan diet
atherogenik dari laboratorium biomedik yang
sudah  terbukti membuat model tikus
atherosklerosis dalam waktu 8-10 minggu.
Komposisi diet atherogenik merujuk pada studi
Ali dan Muliartha [16].

Pengukuran Kadar Kolesterol Serum

Pengukuran kadar kolesterol total dilakukan
pada akhir minggu ke-10. Reagen yang digunakan
adalah “Dia Sys Cholesterol FS” yang dibaca
dengan menggunakan spektrofotometri dengan
panjang gelombang 500 dA.

Prosedur Pengukuran LDL
LDL diukur secara tidak langsung dengan
menggunakan rumus :

LDL = Kolesterol — (Trigliserida/5) — HDL = mg.dI™

Catatan: Data trigliserida dan HDL menggu-nakan data
bersama dari kelompok penelitian minyak wijen,
digunakan oleh peneliti lain

Pemeriksaan Kadar Protein Ginjal

Sampel jaringan ginjal yang didapat kemudian
ditambahkan larutan NaCl 0,9% sampai 1 cc,
kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000
rpm selama 10 menit. Supernatan diambil ditam-
bahkan dye dan dibaca menggunakan spektro-
fotometer dengan panjang gelombang 570 nm
(di laboratorium Biomedik Universitas Brawijaya).

Pemeriksaan SOD Jaringan Ginjal

Sampel jaringan direaksikan dengan xantin
dan xantin oxidase serta KCN 10mM. Kemudian
ditambahkan NBT sebagai pewarna, dan dibaca
menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 580 nm (di laboratorium Biomedik
Universitas Brawijaya).

Pemeriksaan Kadar MDA Jaringan Ginjal

Digunakan dua sampel jaringan ginjal untuk
tes dan kontrol. Masing-masing direaksikan
dengan TCA dan HCl untuk menghentikan reaksi
yang Dberlangsung dan kemudian diwarnai
menggunakan NaTHIO. Dibaca menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang
531 nm (Laboratorium Biomedik, Universitas
Brawijaya).
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Pemeriksaan Histologi Ginjal

Untuk pemeriksaan histologi ginjal dilakukan
dengan proses parafin blok serta menggunakan
pewarnaan PAS (Periodic Schiff Acid) untuk
mewarnai komponen polisakarida dan oligo-
sakarida yang dimiliki sel, dalam hal ini terdapat
pada matriks mesangial dan membran dari
kapsula Bowman, serta mengamati sel mesangial
[17].

Metode pengumpulan data histologis

Dilakukan pengamatan dan penghitungan
terhadap persentase matriks mesangial dan
jumlah sel mesangial dengan menggunakan
mikroskop binokuler. Pada tiap slide diamati/
ditentukan counting area glomerulus pada
daerah korteks ginjal secara acak sebanyak 4
area.
a. Persentase matriks mesangial

Dengan perbesaran 400x dihitung luas area
matriks yang mengisi square mikrometer (1 kotak
= 1 x1 um), kemudian dihitung luas area
glomerulus beserta matriksnya. Persentase
matriks di peroleh dengan membagi luas area
matriks dibagi luas area glomerulus dikalikan
dengan 100.
b. Jumlah sel mesangial

Dengan perbesaran 1000x dan munyak
emersi dihitung jumlah sel mesangial, yang
mempunyai ciri — ciri: sel terbenam dalam
matriks mesangial, terletak diantara kapiler dan
inti hiperkromatik.

Pemeriksaan kadar ureum

Bahan yang digunakan adalah Urea kit
(Unimate 5 Art. 07 3685 6) dan serum tikus.
Bahan dicampur (Tabel 1) kemudian diinkubasi
15 menit dan dibaca pada photometer dengan
panjang gelombang 365 nm.

Tabel 1. Solution untuk pengukuran kadar urenum

Bahan Tes (T) Kalibrator (K)
Working Reagen 1000 ul 1000 ul
Sampel 10 ul -
Standar/ kalibrator - 10 ul

Penghitungan hasil = Absorbansi T _x_konsentrasi standar
Absorbansi K

(Lab. Patologi Klinik Rumah Sakit Saiful Anwar)
Pemeriksaan kadar kreatinin

Bahan vyang digunakan adalah Reagen
kreatinin (Unimate 7 Art. 07 3667 8 ) dan serum
tikus. Bahan dicampur (Tabel 2) kemudian diin-
kubasi 15 menit dan dibaca pada photomteer
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dengan panjang gelombang 365 nm. Bahan
dicampur kemudian diinkubasi 15 menit dan
dibaca pada photometer dengan panjang
gelombang 500 nm.

Penghitungan hasil = Absorbansi T x konsentrasi standar
Absorbansi K
(Lab. Patologi Klinik Rumah Sakit Saiful Anwar)

Tabel 2. Solution untuk pengukuran kadar kretinin

Bahan Tes (T) Kalibrator (K)
Working Reagen 1000 ul 1000 ul
Sampel 100 ul

Standar/ kalibrator - 100 ul

Analisis statistik

Untuk mengetahui apakah penambahan a-
tocopherol pada minyak wijen berbeda secara
bermakna dengan minyak wijen sendiri maka
data dari pengukuran kadar kolesterol total, LDL,
MDA, SOD, Ureum, Kreatinin, % matriks
mesangial dan jumlah sel mesangial dianalisa
serentak dengan MANOVA dan bila ada perbe-
daan bermakna (p<0.05) dilanjutkan dengan
Post Hoc Tukey HSD untuk mengetahui kelompok
mana yang berbeda [18]. Selanjutnya dilakukan
regresi untuk mengetahui hubungan kausal atau
fungsional [19] efek penambahan a-tocopherol
dibanding minyak wijen sendiri pada tiap dosis.
Analisa korelasi dilakukan untuk mengetahui
ada-tidaknya hubungan kausal antara parameter
stres oksidatif dengan glomerular injury dan
seberapa besar hubungan tersebut [18]. Untuk
mengetahui perubahan histopatologi pada ginjal
maka mula-mula di baca secara deskriptif
kemudian di coba dikuantifikasi.

HASIL
Hasil pengukuran kadar kolesterol total

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan
adanya penurunan kadar serum kolesterol total,
pada semua kelompok minyak wijen (MW),
dengan atau tanpa penambahan a-tocopherol.
Kelompok MW pada semua dosis (0.3, 0.6 dan
1.2 ml) menunjukkan efek menurunkan kadar
kolesterol total. Demikian pula dengan kelompok
MW + a-tocopherol pada semua dosis (0.3, 0.6
dan 1.2 ml) mempunyai efek menurunkan kadar
kolesterol (Tabel 3).

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya
dua persamaan garis linear yang berbeda,
antara kelompok minyak wijen saja dengan
yang ditambah a-tocopherol. Kelompok MW
tampak berbentuk linear dan menunjukkan
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adanya hubungan dosis — efek, yang berarti
bahwa penambahan dosis minyak wijen berpe-
ngaruh terhadap penurunan kadar kolesterol
total. Dosis 0.3 ml menunjukkan penurunan
kadar kolesterol yang lebih bermakna daripada
dosis 0.6 dan 1.2 ml. Pada dosis 0.6 dan 1.2 ml
memberikan efek penurunan kadar kolesterol
yang sama. Sedangkan untuk kelompok MW +
a-tocopherol, menunjukkan bentuk linear dan
juga terdapat hubungan dosis—efek. Dosis 1.2
ml menurunkan kadar kolesterol lebih bermak-
na daripada dosis 0.3 dan 0.6 ml. Sedangkan
pada dosis 0.3 dan 0.6 memberikan efek
penurunan kolesterol yang tidak berbeda.
Demikian pula tiap pasang kelompok MW
dengan MW + a-tocopherol pada semua dosis
menunjukkan efek penurunan kolesterol yang
tidak berbeda.

Tabel 3.Efek kombinasi minyak wijen dengan a-
tocopherol pada kadar kolesterol serum

MW a- Rerata kadar

(ml) tocopherol n Kolesterol ) Analisis
(mg) serum (mg.dl™)

0.3 - 4 131.025 + 8.68

0.3 20 4 120.903 £ 8.52 *Manova

0.6 - 4 109.092 +1.97

0.6 20 4 o955e5:521 (P0012)

1.2 - 4 93.845 +4.37

1.2 20 4 92917 £5.80

*Uji statistika Manova terhadap rerata kadar kolesterol
serum didapatkan perbedaan vyang signifikan antara
kelompok minyak wijen (MW) dan kelompok kombinasi
minyak wijen dengan a-tocopherol (p =0.012).

Hasil pengukuran kadar LDL serum

Data hasil pengukuran kadar LDL serum
(Tabel 4) menunjukkan bahwa terjadi penurunan
kadar serum LDL, pada semua kelompok minyak
wijen, dengan atau tanpa penambahan a-
tocopherol. Kelompok MW pada semua dosis
(0.3, 0.6 dan 1.2 ml) menunjukkan efek
menurunkan kadar LDL. Demikian pula dengan
kelompok MW + a-tocopherol pada semua dosis
(0.3, 0.6 dan 1.2 ml) mempunyai efek
menurunkan kadar LDL. Analisa lanjutan dengan
Tukey HSD menunjukkan bahwa kadar LDL yang
dibandingkan antar pasangan kelompok MW
dengan MW + a-tocopherol pada dosis yang
sama, menunjukkan perbedaan yang tidak
bermakna. Selanjutnya dilakukan analisa regresi
untuk  mengetahui efek penambahan a-
tocopherol pada minyak wijen dibandingkan
dengan minyak wijen sendiri.
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Tabel 4. Efek Kombinasi Minyak Wijen dengan a-
Tocopherol pada Kadar LDL Serum

MW  a-tocopherol Rerata kadar

(ml) (mg) LDL serﬂm Analisis
(mg.dl™)
0.3 - 4 31.82+1.03
0.3 20 4 19.65+1.07 *Manova
0.6 - 4 18.28 £ 0.58 (p=0.045)
0.6 20 4 15.15+0.76
1.2 - 4 16.50+1.11
1.2 20 4 14.57 £ 0.54

pada pasangan kelompok MW dengan MW + a-
tocopherol pada dosis 0.3 ml (p =0.000) dan
dosis 0.6 ml (p = 0.001). Selanjutnya dilakukan
analisa  regresi untuk mengetahui efek
penambahan a-tocopherol pada minyak wijen
dibandingkan dengan minyak wijen sendiri.

Tabel 5. Efek Kombinasi Minyak Wijen dengan a-
Tocopherol pada Kadar MDA jaringan ginjal

*Uji statistika Manova terhadap rerata kadar LDL serum,
didapatkan perbedaan yang bermakna antara kelompok
minyak wijen (MW) dan kelompok kombi-nasi minyak
wijen dengan a-tocopherol (p = 0.045)

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya
dua persamaan garis yang berbeda, antara
kelompok minyak wijen saja dengan vyang
ditambah a-tocopherol. Kelompok MW menunju-
kkan adanya hubungan dosis — efek, yang berarti
bahwa penambahan dosis minyak wijen ber-
pengaruh terhadap penurunan kadar LDL. Dosis
0.3 ml menunjukkan penurunan kadar LDL yang
lebih bermakna daripada dosis 0.6 dan 1.2 ml.
Pemberian dosis 0.6 dan 1.2 ml akan
memberikan efek penurunan kadar LDL yang
tidak berbeda. Sedangkan pada perlakuan MW +
a-tocopherol, menunjukkan tidak adanya garis
linear, hal ini menunjukkan terdapat hubungan
dosis — efek tetapi efek tiap dosis belum tentu
diikuti dengan besarnya penurunan kadar LDL
yang sama. Dosis 1.2 ml menurunkan kadar
kolesterol lebih bermakna daripada dosis 0.3 dan
0.6 ml. Pada dosis 0.3 dan 0.6 ml memberikan
efek penurunan yang tidak berbeda. Demikian
pula terhadap tiap pasang kelompok MW dengan
MW + a-tocopherol pada tiap dosis menunjukkan
efek penurunan LDL yang tidak berbeda.

Hasil pengukuran kadar MDA jaringan ginjal
Data pada Tabel 5 menunjukkan bahwa
terjadi penurunan kadar MDA, pada semua
kelompok minyak wijen, dengan atau tanpa
penambahan a-tocopherol. Kelompok MW pada
semua dosis (0.3, 0.6 dan 1.2 ml) menunjukkan
efek menu-runkan MDA. Demikian pula dengan
kelom-pok MW + a-tocopherol pada semua dosis
(0.3, 0.6 dan 1.2 ml) mempunyai efek menu-
runkan kadar MDA. Analisis lanjutan dengan
Tukey HSD menunjukkan bahwa kadar MDA yang
diban-dingkan antar pasangan kelompok MW
dengan MW + a-tocopherol pada dosis yang
sama, menunjukkan perbedaan yang bermakna
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MW o- Rerata kadar1

tocopherol n MDA (nmol.gr’ Analisis
(ml) -

(mg) jaringan)

0.3 - 4 0.822 £ 0.506
0.3 20 4 0.558 £ 0.413 *Manova
0.6 - 4 0.654+0.162 (p =0.000)
0.6 20 4 0.432 £ 0.209 **Tukey
1.2 - 4 0.506 £ 0.230 HSD
1.2 20 4 0.366 £ 0.197

*Uji statistika Manova terhadap rerata kadar MDA
menunjukkan perbedaan bermakna antara kelompok MW
dan kelompok kombinasi MW dengan a-tocopherol (p =
0.000)

**Uji statistik lanjutan Tukey HSD menunjukkan terdapat
perbedaan bermakna kadar MDA antara pasangan
kelompok MW dengan MW + a-tocopherol pada dosis
0.3 ml (p=0.000) dan dosis 0.6 ml (p=0.001)

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya
dua persamaan garis yang berbeda, antara
kelompok MW dengan MW + oa-tocopherol.
Kelompok MW tampak menunjukkan adanya
hubungan dosis — efek, yang berarti bahwa
penambahan dosis minyak wijen berpengaruh
terhadap penurunan kadar MDA. Pada masing -
masing dosis (0.3, 0.6 dan 1.2 ml) kelompok MW
menunjukkan penurunan kadar MDA vyang
berbeda. Sedangkan dari garis MW + a-toco-
pherol, juga menunjukkan terdapat hubungan
dosis — efek. Seperti halnya pada kelompok MW,
kelompok MW + a-tocopherol menunjukkan
bahwa pada masing — masing dosis terjadi
penurunan kadar MDA vyang berbeda. Bila
dibandingkan penurunan kadar MDA antara
pasangan kelompok MW dan MW + a-tocopherol
menunjukkan perbedaan bermakna pada dosis
0.3 dan 0.6 ml.

Hasil pengukuran kadar SOD jaringan ginjal

Data pengukuran kadar SOD jaringan ginjal
menunjukkan bahwa terjadi peningkatan kadar
SOD, pada semua kelompok minyak wijen,
dengan atau tanpa penambahan a-tocopherol
(Tabel 6). Kelompok MW pada semua dosis (0.3,
0.6 dan 1.2 ml) menunjukkan efek meningkatkan
SOD. Demikian pula dengan kelompok MW + a-
tocopherol pada semua dosis (0.3, 0.6 dan 1.2
ml) mempunyai efek meningkatkan kadar SOD.
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Analisa lanjutan dengan Tukey HSD
menunjukkan  bahwa kadar SOD vyang
dibandingkan antar pasangan kelompok MW
dengan MW + a-tocopherol pada dosis yang
sama, menunjukkan perbedaan yang tidak
bermakna. Selanjutnya dilakukan analisa regresi
untuk mengetahui efek penambahan a-
tocopherol pada minyak wijen dibandingkan
dengan minyak wijen sendiri.

Tabel 6. Efek Kombinasi Minyak Wijen dengan a-
Tocopherol pada Kadar SOD

MW a- Rerata kadar

(ml) tocopherol n SO_[lJ serum Analisis
(mg) (U.gr™ jaringan)

0.3 - 4 209.46+15.20

0.3 20 4 229.08+11.84 *Manova

0.6 - 4 241.77+16.07

0.6 20 4 267.8217.82 (p =0.000)

1.2 - 4 284.45+16.32

1.2 20 4 340.52+17.38

*Uji statistika Manova terhadap rerata kadar SOD,
menunjukkan perbedaan bermakna antara kelompok
minyak wijen dan kelompok kombinasi minyak wijen
dengan a-tocopherol (p =0.000).

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya
dua persamaan garis yang berbeda, antara
kelompok minyak wijen saja dengan vyang
ditambah a-tocopherol. Kelompok MW tampak
berbentuk linear dan menunjukkan adanya
hubungan dosis — efek, yang berarti bahwa
penambahan dosis minyak wijen berpengaruh
terhadap peningkatan kadar SOD. Berdasarkan
data tersebut, kelompok MW menunjukkan
bahwa dosis 0.3 ml dan 0.6 ml memberikan efek
peningkatan kadar SOD yang tidak berbeda,
demikian pula dengan dosis 0.6 dan 1.2 ml; hal ini
berarti bahwa pada dosis 0.6 memberikan efek
peningkatan kadar SOD vyang paling nyata.
Sedangkan kelompok MW + a-tocopherol,
menunjukkan bentuk linear dan juga terdapat
hubungan dosis — efek. Pada kelompok ini juga
menunjukkan bahwa pada dosis 0.3 dan 0.6

memberikan efek peningkatan SOD yang tidak
berbeda, sedangkan pada dosis 1.2 efek pe-
ningkatan kadar SOD nya paling bermakna.
Analisa Tukey HSD terhadap tiap pasang dosis
MW dengan MW + a-tocopherol menunjukkan
perbedaan yang tidak bermakna.

Hasil pengamatan histologis glomerulus

Data pengamatan luas matriks mesangial
(Tabel 7) menunjukkan terjadi penurunan %
matriks baik pada minyak wijen sendiri maupun
dengan penambahan a-tocopherol. Dari analisa
statistik didapatkan perbedaan tidak bermakna
pada % luas matriks mesangial antara kelompok
MW dengan kelompok MW + a-tocopherol (p =
0.614). Hasil penghitungan % matriks selanjutnya
dilakukan grading terhadap glomerular injury
berdasarkan % luasnya matriks. Terdapat penu-
runan grading glomerular injury, dimana grade
yang lebih rendah didapatkan pada kelompok
kombinasi MW dan a-tocopherol pada dosis 0,6
ml dan 1,2 ml.

Hasil penghitungan terhadap rerata jumlah
sel mesangial menunjukkan adanya penurunan
jumlah sel mesangial pada semua kelompok
perlakuan (Tabel 8) . Kelompok MW pada semua
dosis menunjukkan efek menurunkan jumlah sel
mesangial. Demikian pula pada kelompok MW +
a-tocopherol. Analisa lanjutan dengan Tukey HSD
menunjukkan bahwa jumlah sel mesangial yang
dibandingkan antar pasangan kelompok MW
dengan MW + a-tocopherol pada dosis yang
sama, menunjukkan perbedaan vyang tidak
bermakna.

Hasil analisis regresi menunjukkan adanya
dua persamaan garis linear yang berbeda, antara
kelompok MW saja dengan yang ditambah a-
tocopherol. Garis kelompok MW tampak ber-
bentuk linear dan menunjukkan adanya hubu-
ngan dosis-efek. Hal ini berarti bahwa penam-
bahan dosis minyak wijen berpengaruh terhadap
penurunan jumlah sel mesangial.

Tabel 7. Efek Kombinasi Minyak Wijen (MW) dengan a-Tocopherol terhadap Presentase Luas Matriks Mesangial

MW (ml) a-tocopherol (mg) n Rerata Persentase Luas Matriks (%) Grading Analisis
Hiperkolesterol 4 53.95+2.09 3
0.3 - 4 52.91+2.09 3
0.3 20 4 50.38 +3.48 3 *Manova
0.6 - 4 50.98 +3.21 3 (p=
0.6 20 4 49.15+2.10 3 .614)
1.2 - 4 49,90 + 2.97 3
1.2 20 4 46.16 £ 1.19 3

*Uji statistika manova terhadap rerata persentase luas matriks mesangial menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna
pada antara kelompok minyak wijen (MW) dan kelompok kombinasi minyak wijen dengan a-tocopherol pada berbagai dosis (p

=0.614).
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Tabel 8. Efek Kombinasi

Minyak Wijen dengan a-

Tocopherol terhadap Jumlah Sel Mesangial

a- Rerata
Mw tocopherol n  Jumlah Sel Analisis
(ml) )
(mg) Mesangial

Hiperkolesterol 4 27.75+1.2

0.3 - 4 22.12+£0.85

0.3 20 4 20.31+0.47 *Manova

0.6 - 4 2094+033 (p=0.000)

0.6 20 4 18.88 + 0.66

1.2 - 4 17.62 £ 0.46

1.2 20 4 16.31+£0.40

*Uji statistika manova terhadap rerata jumlah sel
mesangial, menunjukkan terdapat perbedaan yang
bermakna antara kelompok MW dan kelompok kombinasi
MW dengan a-tocopherol (p < 0.05).

Hal ini berarti bahwa penambahan dosis
minyak wijen berpengaruh terhadap penurunan
jumlah sel mesangial. Pada kelompok MW
menunjukkan bahwa pada dosis 0.3 dan 0.6 ml
menunjukkan efek penurunan jumlah sel
mesangial yang tidak berbeda. Pada dosis 1.2 ml
memberikan efek penurunan jumlah sel yang
bermakna. Sedangkan dari garis MW + a-
tocopherol menunjukkan bentuk linear dan juga
terdapat hubungan dosis — efek. Seperti halnya
kelompok MW, pada kelompok MW + a-
tocopherol, pada dosis 0.3 dan 0.6 ml
menunjukkan efek penurunan jumlah sel
mesangial yang tidak berbeda. Sedangkan pada
dosis 1.2 ml menunjukkan efek penurunan yang
bermakna. Analisa terhadap pasangan kelompok
MW dengan MW + a-tocopherol pada dosis yang
sama menunjukkan perbedaan tidak bermakna.

Hasil pengamatan dan analisis sediaan histo-
logis glomerulus menunjukkan bahwa jumlah sel
mesangial dan luas matriks adalah lebih banyak
didapatkan pada kelompok hiperkolesterol dari-
pada kelompok minyak wijen. Pada kelompok
hiperkolesterol (Gambar 2) tampak adanya pe-
ningkatan densitas dalam glomerulus (adanya
penebalan pada lapisan luar kapsul pembungkus
glomerulus (parietal layer of Bowman’s capsule),
meningkatnya jumlah sel intraglomerulus disertai
peningkatan matriks ekstraseluler. Juga didapat-
kan kapiler dalam glomerulus tidak tampak
terbuka.

Sedangkan pada kelompok perlakuan minyak
wijen baik sendiri menunjukkan adanya perbaik-
an struktur glomerulus dibanding kelompok
hiperkolesterol, ditandai kapsula Bowman yang
lebih tipis, berkurangnya jumlah sel intra-
glomerulus dan matriks ekstraseluler, serta
tampak adanya kapiler yang terbuka.

Demikian pula pada kelompok kombinasi
dengan « - tocopherol (Gambar 2) tampak lebih
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baik lagi, ditandai dengan lapisan kapsul luar
yang tidak menebal, jumlah sel intraglomerular
dan matriks ekstraseluler sedikit, sehingga
tampak kapiler yang terbuka dan terisi sel — sel
darah. Penambahan « - tocopherol menunjukkan
gambaran histologis glomerulus yang lebih baik
dibanding kelompok hiperkolesterol dan minyak
wijen sendiri.
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Gambar 2. Perubahan histopatologi pada glomerulus
ginjal dengan pengecatan Periodic Acids Schiff
pembesaran 1000x

==p* : matriks mesangial

=P : penebalan membran luar glomerulus (kapsula

Bowman)

—» : sel mesangial

Hasil pengukuran kadar ureum dan kretinin

Tabel 9 dan 10 menunjukkan bahwa kadar
ureum dan kreatinin tidak banyak berubah
dengan pemberian minyak wijen saja maupun
dengan penambahan a-tocopherol pada keadaan
hiperkolesterol. Hal ini ditunjukkan dengan hasil
analisa manova yang tidak signifikan.

Tabel 9. Efek Kombinasi Minyak Wijen dengan a-
Tocopherol pada Kadar Ureum

MW a-tocopherol Rerata Kadar

(ml) (mg) Ureum (mg.dI™) Analisis

Hiperkolesterol 4 29.80+2.03

0.3 - 4 28.40 + 0.89

0.3 20 4 28.75+2.23 *Manova
0.6 - 4 27.65+1.59 (p =0.716)
0.6 20 4 27.53+1.18

1.2 - 4 26.15+1.49

1.2 20 4 30.32+0.37

*Uji statistika manova terhadap rerata kadar ureum,
terdapat perbedaan yang tidak bermakna antara
kelompok MW dan kelompok kombinasi MW dengan a-
tocopherol (p =0.716)
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Tabel 10. Efek Kombinasi Minyak Wijen dengan a-
Tocopherol pada Kadar Kreatinin

MW a-tocopherol Rerata Kadar

(ml) (mg) n Kreatir!iln Analisis
(mg.dl™)

0.3 - 4 0.698 +2.03
0.3 20 4  0.692 +0.005
0.6 - 4  0.657 £0.049 *Manova
0.6 20 4  0.657+0.053

(p=0.711)
1.2 - 4  0.622 +0.060
1.2 20 4 0.607 +£0.070
Hiperkolesterol 4  0.788 +00.40

*Uji statistika menunjukkan perbedaan vyang tidak
bermakna antara kelompok MW dan kelompok kombinasi
MW dengan a-tocopherol pada berbagai dosis (p =0,711).

Keterkaitan stres oksidatif dan glomerular injury
Dari hasil analisa korelasi antara parameter
stres oksidatif dengan parameter glomerular
injury pada kelompok MW dan kelompok MW +
a-tocopherol menunjukkan bahwa pada kelom-
pok MW terdapat korelasi bermakna antara MDA
dengan SOD (p = 0.021); MDA dengan jumlah sel
(p = 0.002) dan SOD dengan jumlah sel (p =
0.031). Sedangkan pada kelompok MW + a-
tocopherol terdapat korelasi bermakna antara
kadar MDA dengan SOD (p = 0.040) dan kadar
MDA dengan jumlah sel mesangial (p = 0.015) .

PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian ini diperoleh hasil
bahwa minyak wijen dapat menurunkan kadar
kolesterol total dan LDL serum pada pada semua
kelompok. Mekanisme yang mendasari efek
hipolipidemi minyak wijen diduga adalah karena
kandungan PUFA nya yang tinggi, yaitu 85 % dari
asam lemaknya [8]. Hipothesis terbaru menya-
takan bahwa PUFA mampu mengendalikan
ekspresi gen oksidatif melalui aktivasi faktor
transkripsi peroxisome prolife rator-activated
receptor- a (PPAR- o), yang merupakan suatu
lipid-activated transcription factor, berperan
sebagai ligan dan meningkatkan interaksi PPAR-a
dengan DNA (deoxyribo nukleat acid). PUFA juga
menurunkan produksi enzim malonyl-CoA di
hepar yang berperan dalam menghambat enzim
carnitine palmitoyl-transfe rase yang berfungsi
memperantarai masuknya asam lemak ke dalam
mitokondria dan peroksisom, untuk mengalami
proses oksidasi.

Minyak wijen juga mengandung lignan
sesamin. Sejumlah penelitian menunjukkan
bahwa sesamin mempunyai efek hipolipidemik.
Sesamin merupakan suatu ligan PPAR aktif dan
merupakan induser kuat terhadap oksidasi asam
lemak. Sesamin juga menurunkan ekspresi gen
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enzim—enzim lipogenik hepar dengan menurun-
kan SREBP-1. Perubahan kecepatan sintesis dan
oksidasi asam lemak dalam hepar dapat
mempengaruhi konsentrasi lipid serum. Hal ini
selanjutnya berpengaruh terhadap avaibilitas
asam lemak untuk sintesis triasilgliserol, yang
pada akhirnya akan mempengaruhi produksi
VLDL oleh hepar. Berkurangnya produksi
lipoprotein oleh hepar mendasari efek hipoli-
pidemik dari sesamin [20].

Hasil penelitian ini menunjukkan penurunan
kadar serum kolesterol total dan LDL yang paling
baik adalah pada dosis minyak wijen 1.2 ml (24%
kalori) baik dengan tambahan a-tocopherol
maupun tidak. Sehingga dapat diasumsikan
bahwa ini merupakan dosis minyak wijen yang
paling baik dalam menurunkan kadar kolesterol
dan LDL. Pada tikus dengan diet kolesterol dan
asam kolat yang diberi minyak wijen 24% juga
menunjukkan penurunan signifikan kadar serum
kolesterol total dan LDL [21].

Dari analisis data didapatkan hasil bahwa
pada semua kelompok dapat menurunkan kadar
kolesterol total dan LDL, baik yang diberi
tambahan a-tocopherol maupun tidak. Hal ini
menunjukkan bahwa minyak wijen mempunyai
efek hipolipidemik, penambahan a-tocopherol
menunjukkan kemampuan lebih menurunkan
kadar kolesterol dan LDL, meskipun tidak
bermakna. Namun diduga terdapat kecende-
rungan adanya interaksi antara a-tocopherol
dengan minyak wijen secara potensiasi. Yaitu
bahwa efek penurunan kadar kolesterol dan LDL
cenderung meningkat dengan penambahan o-
tocopherol (yang tidak mempu-nyai efek
hipolipidemik) pada minyak wijen yang diketahui
mempunyai efek hipolipidemik. Hal ini berda-
sarkan pada analisis regresi yang menunjukkan 2
garis dengan persamaan yang berbeda dari hasil
regresi, yang menggambarkan hubungan dosis—
efek. Selain itu antar pasangan kelompok MW
dengan MW + o-tocopherol pada dosis yang
sama menunjukkan bahwa penam-bahan o-
tocopherol tampak lebih mampu menurunkan
kadar kolesterol, meskipun secara statistik efek
masing—masing pasangan dosis tersebut tidak
bermakna. Hal ini kemungkinan berhubungan
dengan jumlah sampel vyang sedikit serta
perlunya penambahan dosis a-tocopherol secara
serial untuk mengetahui dosis efektifnya.

Pemberian minyak wijen mampu menurun-
kan kadar malondialdehyde (MDA) jaringan ginjal
pada semua kelompok. Penambahan o
tocopherol pada dosis minyak wijen 0.3 dan 0.6
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menunjukkan perbedaan yang bermakna bila
dibandingkan dengan minyak wijen saja pada
dosis yang sama. MDA merupakan salah satu
indikator terjadinya peroksidasi lipid, akibat
adanya stres oksidatif. Kemampuan minyak wijen
untuk menurunkan kadar MDA adalah karena
kandungan antioksidan alaminya yang berupa
lignan, yaitu sesamolin [8]. Sesamolin merupakan
antioksidan yang bekerja sebagai scavenger
terhadap radikal peroksil yang terbentuk.
Pemberian sesamolin 1% pada tikus Sprague-
Dawley terbukti menurunkan kadar MDA pada
jaringan ginjal dan hepar secara bermakna [11].

Alpha—tocopherol diketahui sebagai antiok-
sidan yang bekerja dengan memutus reaksi
berantai dengan melakukan scavenger terhadap
radikal peroksil. Dalam hal ini penambahan o-
tocopherol pada minyak wijen menunjukkan efek
yang sinergistik. Artinya efek minyak wijen dalam
menurunkan kadar MDA diperkuat dengan
penambahan a-tocopherol. Kadar TBARS hepar
lebih rendah pada kelompok dengan penam-
bahan vitamin E dalam minyak ikan dibanding
yang tanpa suplemen a-tocopherol [22].

SOD merupakan antioksidan enzimatik yang
pertama kali bekerja ketika ROS dihasilkan.
Minyak wijen terbukti dapat meningkatkan kada
SOD pada semua kelompok. Penambahan o-
tocopherol pada minyak wijen menunjukkan
kecenderungan untuk lebih meningkatkan kadar
SOD dibanding kelompok MW saja pada ketiga
dosis.  Hal ini kemungkinan karena dengan
adanya a-tocopherol maka kerja dari SOD
menjadi lebih berkurang karena stres oksidatif
yang terjadi sudah diatasi oleh minyak wijen dan
a-tocopherol yang diduga saling berinteraksi
secara sinergis. Dugaan sinergistik antara o-
tocopherol dengan minyak wijen terhadap kadar
SOD adalah berdasarkan analisis regresi yang
menunjukkan bahwa terdapat dua garis linier
dengan persamaan yang berbeda dan menunjuk-
kan adanya hubungan dosis—efek. = Masing—
masing garis/ kelompok juga menunjuk-kan efek
yang berbeda dalam meningkatkan kadar SOD.

Gambaran histologis menunjukkan adanya
perubahan glomerulus pada kelompok hiper-
kolesterol. Perubahan ini ditandai dengan adanya
penebalan pada membran luar (kapsula Bow
man), akumulasi matriks mesangial serta adanya
proliferasi sel mesangial. Perubahan ini
mengarah pada terjadinya sklerosis glomerular.
Hal ini dapat dijelaskan bahwa hiperkoles-
terolemia meningkatkan pembentukan ROS.
Selanjutnya ROS dapat menyebabkan oksidasi
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dan modifikasi LDL. Sel mesangial meng-
ekspresikan reseptor scavenger yang terlibat
dalam kecenderungan untuk melakukan ambilan
(uptake) LDL teroksidasi dan termodifikasi.
Paparan terhadap LDL teroksidasi ini selanjutnya
akan menstimulasi sel mesangial untuk
mensekresi sejumlah faktor kemotaktik dan
molekul adhesi (M-CSF, ICAM-1, VCAM-1) yang
akan meningkatkan pengerahan makrofag
intramesangial.

Makrofag teraktivasi ini selanjutnya mensti-
mulasi pelepasan ROS dan ekspresi sitokin pro-
sklerotik dan proliferatif seperti transforming
growth factor - [ (TGF- B) dan platelet-derived
growth factor-AB (PDGF-AB). Sitokin ini akan
menstimulasi produksi protein matriks ekstra-
seluler dan proliferasi sel mesangial. Studi in vitro
menunjukkan bahwa LDL dan LDL teroksidasi juga
dapat menstimulasi ekspresi gen TGF- 3 pada sel
mesangial dan epithelial glomerular [23].

Hasil  pengamatan  sediaan  histologis
menunjukkan bahwa dengan pemberian minyak
wijen pada semua kelompok terdapat gambaran
efek perbaikan terhadap glomerular injury. Hal
ini ditandai dengan berkurangnya penebalan
pada membran luar glomerulus, akumulasi
matriks mesangial (dinyatakan dalam % luas
matriks mesangial) juga berkurang, serta
menurunnya jumlah sel mesangial. Luas matriks
mesangial ditunjukkan dalam % luas matriks
menunjukkan penurunan dengan pemberian
kombinasi minyak wijen dengan a-tocopherol,
namun tidak bermakna (p=0.614). Hal ini
menunjukkan bahwa ada faktor lain yang lebih
berpengaruh  terhadap akumulasi matriks
mesangial, dan tidak hanya melalui aktivitas stres
oksidatif. Kemungkinan adanya interaksi sejum-
lah growth faktor yang berperan secara autokrin
dan parakrin dalam mempengaruhi sintesis
matriks mesangial, sehingga penambahan o-
tocopherol untuk meningkatkan efek pengham-
batan trehadap stres oksidatif tidak banyak
berpengaruh.

Hasil penurunan % luas matriks mesangial
yang tidak bermakna juga dapat disebabkan oleh
faktor keterbatasan cara pengukuran luas
matriks. Pada penelitian ini % luas matriks
dihitung dengan membagi luas matriks dengan
luas total glomerulus yang mengisi kotak mikro-
meter square. Sehingga kemungkinan kurang
menggambarkan luas matriks yang sesungguh-
nya, karena didalam matriks tersebut juga
terdapat sel-sel intraglomerular yang dapat ikut
terhitung/mempengaruhi  penghitungan luas
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matriks mesangial. Disamping itu, teknik penge-
catan yang digunakan adalah metode PAS yang
bertujuan mewarnai gugus polisakarida dari
glikosaminoglikan yang merupakan komponen
penting dari matriks jaringan ikat. Sehingga tidak
spesifik mewarnai komponen matriks yang
meningkat, yang dapat lebih memudahkan
kuantifikasi terhadap luas matriks mesangial.

Gambaran histologis pada semua kelompok
juga menunjukkan penurunan jumlah sel
mesangial. Hasil pengamatan terhadap kepa-
datan sel intraglomerulus menunjukkan berku-
rangnya jumlah sel mesangial pada semua
kelompok dengan pemberian minyak wijen,
dibanding kelompok hiperkolesterol. Kepadatan
sel ini tampak semakin berkurang dengan
meningkatnya dosis minyak wijen, dan tampak
lebih baik dengan penambahan a-tocopherol.
Hal ini menunjukkan bahwa minyak wijen diduga
mempunyai kemampuan menghambat proliferasi
sel mesangial. Penambahan a-tocopherol pada
minyak wijen tampak lebih menurunkan jumlah
sel mesangial, dibanding minyak wijen sendiri
meskipun secara statistik tidak bermakna.
Namun terdapat dugaan adanya interaksi
potensiasi antara a-tocopherol dengan minyak
wijen terhadap penurunan jumlah sel mesangial.

Alpha — tocopherol diketahui mempunyai efek
antiproliferasi pada sel otot polos pembuluh
darah melalui hambatan terhadap Protein
Kinase-C (PKC). Sejumlah penelitian lain juga
menunjukkan adanya efek penghambatan PKC
pada sel makrofag, neutrophil, fibroblas dan sel
mesangial oleh a-tocopherol [24]. Sedangkan
minyak wijen tidak mempunyai efek antiproli-
ferasi. Dari hasil regresi, menun-jukkan dugaan
adanya interaksi potensiasi antara a-tocopherol
dengan minyak wijen.

Hasil penghitungan terhadap jumlah sel
mesangial yang menurun namun tidak bermakna
secara statistik ini kemungkinan juga dapat
disebabkan faktor keterbatasan identifikasi sel
mesangial saat menghitung sel. Meskipun
disebutkan bahwa sel mesangial dapat diiden-
tifikasi dengan keakuratan yang beralasan berda-
sarkan lokasinya yang terletak di antara kapiler,
mempunyai multiple prosesus ekstraseluler, inti
reguler dengan sitoplasma kurang padat dan
kadang terdapat granul sitoplasmik, namun juga
diketahui bahwa normal jumlah sel mesangial
hanya sekitar sepertiga dari total jumlah sel
dalam glomerulus tikus Wistar [25] sehingga
lebih didominasi sel yang lain. Selain itu juga
disebutkan bahwa hampir semua glomeruli pada
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tikus dapat terkontaminasi/mengandung subpo-
pulasi sel yang mengekspresikan reseptor la
antigen dan reseptor Fc dengan kemampuan
fagositosis, yang diduga adalah infiltrasi sel
makrofag, terutama pada glomeruli vyang
mengalami inflamasi dan terletak pada area
mesangium. Sel ini tidak dengan mudah dapat
dibedakan dari sel mesangial intrinsik, kecuali
dengan pewarnaan khusus terhadap reseptor
tersebut atau pengamatan dengan mikroskop
elektron [25]. Hal — hal ini dapat mempengaruhi
penghitungan jumlah sel mesangial.

Secara umum, pemberian  minyak wijen
sendiri maupun kombinasi dengan a-tocopherol
terhadap parameter glomerular injury, vyaitu
jumlah sel mesangial dan % luas matriks
mesangial menunjukkan efek perbaikan/protektif
dengan menurunkan jumlahnya, meskipun
secara statistik tidak bermakna. Hal ini kemungki-
nan juga dipengaruhi adanya sel lain yang tidak
ikut dihitung, namun dapat berpengaruh
terhadap proses terjadinya glomerular injury;
yaitu sel makrofag.

Meningkatnya sintesis matriks ekstraseluler
terutama tergantung pada aktivasi sel mesangial
(proliferasi, produksi matriks dan cytokine-
growth factor). Sel mesangial dapat teraktivasi
secara langsung oleh LDL atau LDL teroksidasi,
yang akan menstimulasi sintesis matriks, protein
kinase C (PKC) serta sintesis TGF-B dan PDGF
dengan efek autokrin. Sementara, secara in vivo
sel mesangial dapat distimulasi secara tidak
langsung oleh suatu tipe sel yang terdapat dalam
glomerulus, diduga sel ini adalah makrofag.
Karena kemampuannya untuk menginfiltrasi
jaringan dari aliran darah dan untuk mengha-
silkkan paracrine growth factor. Makrofag ini
diketahui ikut terlibat pada berbagai kondisi
patologis injury pada ginjal.

Pengerahan makrofag dalam glomerulus tikus
yang diinduksi hiperglikemia dengan model
Streptozotocin, adalah berkaitan dengan mening-
katnya sintesis mRNA rantai o, kolagen tipe IV
dalam glomeruli dan juga berkaitan dengan
perubahan  struktur  glomerulus. Infiltrasi
makrofag ini diperantarai oleh ekspresi molekul
adhesi dan faktor kemotaktik. Selain itu juga
melibatkan IL-1B, yang ikut berperan dalam
sintesis kolagen tipe IV dan molekul adhesi [26].

Hasil analisis korelasi menunjukkan bahwa
penambahan a-tocopherol pada minyak wijen
meningkatkan efek protektif dalam menghambat
glomerular injury melalui penghambatan stres
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oksidatif, dibanding minyak wijen sendiri.
Sedangkan pada analisis kadar SOD dengan
jumlah sel mesangial menunjukkan korelasi yang
tidak bermakna (p = 0.60), hal ini menunjukkan
bahwa kerja dari SOD sebagai antioksidan
menjadi berkurang dengan penambahan o-
tocopherol pada minyak wijen, karena sudah
dibantu oleh oa-tocopherol, sehingga efeknya
terhadap jumlah sel mesangial menjadi
berkurang/ tidak nyata.

Hasil analisis pengaruh diet hiperkolestrol
terhadap fungsi ginjal mneunjukkan tidak
terdapat pengaruh signifikan antara diet
hiperkolesterol terhadap gangguan fungsi ginjal.
Seiring dengan hal tersebut, pemberian minyak
wijen, baik sendiri maupun kombinasi dengan
vitamin E tidak memberikan pengaruh yang
bermakna. Hal ini dapat dimengerti karena
perubahan konsentrasi kreatinin serum baru
terlihat bila didahului gangguan fungsi ginjal yang
signifikan, seringkali > 50% penurunan kecepatan
filtrasi glomerular (GFR). Demikian pula dengan
kadar ureum, peningkatan kadar ureum plasma
harus didahului dengan kerusakan glomerular
sebesar 70 — 80% [27].

Selain itu, hal ini kemungkinan juga berarti
bahwa kerusakan jaringan/glomerular injury yang
terjadi memang belum cukup parah. Induksi
dengan hiperkolesterol saja selama 10 minggu
pada penelitian ini ternyata belum menimbulkan
kerusakan yang parah pada glomerulus. Hal ini
sesuai dengan keadaan pada sejumlah pasien
dengan hiperkolesterol primer, yang tidak selalu
disertai dengan penyakit renal. Kadar kolesterol
plasma yang tinggi saja tidak selalu berkorelasi
dengan glomerulosklerosis (yang ditandai dengan
meningkatnya jumlah sel intraglomerulus dan
ekspansi matriks ekstra-sluler), namun perlu
disertai keterlibatan faktor lain yang dapat
mempercepat dan mempengaruhi perkembang-
an disfungsi renal yang diinduksi oleh lipid. Faktor
ini antara lain adalah terdapatnya hipertensi
intra-renal  dan  proses inflamasi dalam
glomerulus [28].

KESIMPULAN

Penambahan a-tocopherol pada minyak wijen
cenderung lebih menurunkan kadar kolesterol
total dan LDL dibanding minyak wijen saja, dan
diduga terdapat interaksi secara potensiasi.
Penambahan a-tocopherol pada minyak wijen
lebih menurunkan kadar MDA jaringan ginjal
dibanding minyak wijjen saja, dan terdapat
interaksi secara sinergistik, sedangkan terhadap
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kadar SOD penambahan o-tocopherol pada
minyak wijen cenderung lebih meningkatkan
kadar SOD dibanding minyak wijen saja, dan
diduga bahwa keduanya berinteraksi secara
sinergis. Penambahan a-tocopherol pada minyak
wijen cenderung lebih menurunkan % luas
matriks mesangial dan jumlah sel mesangial
dibanding minyak wijen saja, dan diduga terdapat
interaksi potensiasi penambahan a-tocopherol
pada minyak wijen terhadap penurunan jumlah
sel mesangial. Penambahan a-tocopherol pada
minyak wijen menunjukkan efek penghambatan
aktifitas stress oksidatif yang lebih baik dibanding
minyak wijen sendiri dan hal ini dapat
menghambat glomerular injury.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menge-
nai: efek potensiasi minyak wijen dengan a-
tocopherol terhadap kadar kolesterol dengan
dosis a-tocopherol serial dan jumlah sampel yang
lebih banyak; peningkatan matriks ekstraseluler
dengan lebih tepat, misalnya dengan pewarnaan
khusus (imunohistokimia) terhadap komponen
matriks yang meningkat, terutama terhadap
kolagen tipe IV; pengaruh kombinasi minyak
wijen dengan a-tocopherol in vitro terhadap
proliferasi sel; serta ~menghitung jumlah
makrofag glomerulus dan kaitannya dengan
jumlah sel mesangial dan matriks mesangial.
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