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PENGARUH PEMBERIAN VCO TERHADAP KADAR KOLESTEROL
TOTAL, TNF-a, DAN JUMLAH LEUKOSIT
(Studi Eksperimental pada Tikus Wistar Jantan dengan Hiperkolesterol)

ABSTRAK

Latar Belakang : Hiperkolesterol berkontribusi terhadap kejadian stress oksidatif
yang dapat menyebabkan disregulasi respon proinflamasi dengan meningkatnya
kadar TNF-o. dan jumlah leukosit yang menjadi faktor resiko kejadian sindrom
metabolik. Dibutuhkan antioksidan eksogen seperti tokofenol untuk memutus
reaksi berantai dari radikal bebas, dan asam laurat sebagai antiinflamasi untuk
meningkatkan imunitas, kandungan tersebut terdapat di dalam VCO.

Tujuan : Mengetahui pengaruh pemberian VCO terhadap penurunan kadar
kolesterol total, kadar TNF-a, dan jumlah leukosit.

Metode : Penelitian eksperimental dengan post test only control group design.
Subyek penelitian berjumlah 24 ekor tikus wistar jantan yang dibagi secara
random menjadi 4 kelompok. Kelompok KO tanpa pemberian diet tinggi
kolesterol dan VCO. Kelompok K1 diet tinggi kolesterol tanpa pemberian VCO.
Kelompok P1 dan P2 diet tinggi kolesterol dan pemberian VCO dengan dosis
masing-masing 0,9 mL/200 gr BB/hari dan 0,45 mL/200 gr BB/hari. Hari ke 21
dilakukan pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar kolesterol total, TNF-a,
dan jumlah leukosit di laboratorium PSPG UGM.

Hasil : Uji kruskal wallis menunjukkan perbedaan yang bermakna pada kadar
kolesterol total (p=0.000), serta uji one way anova pada kadar TNF-o dan jumlah
leukosit menunjukkan perbedaan yang bermakna (p=0.000). Uji mann whitney
kadar Kkolesterol total pada KO, P1, P2 menunjukkan perbedaan yang signifikan
terhadap K1 (p<0.05). Hasil uji post hoc Tamhane’s dan Tukey kadar TNF-o dan
jumlah leukosit pada KO, P1, P2 menujukkan perbedaan yang signifikan terhadap
kadar K1 (p<0.05).

Kesimpulan : Pemberian VCO menurunkan kadar kolesterol total, TNF-a, dan
jumlah leukosit.

Kata kunci : VCO, kolesterol total, TNF-a, Jumlah leukosit.
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THE EFFECTS OF VCO TO TOTAL CHOLESTEROL, TNF-A, AND
LEUKOCYTES COUNT
(An Experimental Study Of Wistar Male Rats With Hypercholesterol)

ABSTRACT

Background: Hypercholesterol contributes to an incidence of oxidative stress that
can cause dysregulation of the proinflammatory response by increasing levels of
TNF-a and total leukocyte count that are risk factors for the occurrence of
metabolic syndrome. Antioxidants such as tocophenol are important to break the
chain reactions of free radicals, the content is contained inside the VCO.
Objective: To determine the effect of VCO on reducing total cholesterol, TNF-a
levels, and total leukocyte counts.

Methods: True experimental, post test only control group design. The research
subjects were 24 male wistar rats which were randomly divided into 4 groups. The
KO group without giving high cholesterol diet and VCO. The K1 was given high
cholesterol diet without VCO. Group P1 and P2 were given high cholesterol diet
and VCO at dose of 0,9 mL/200 gr BB/day and 0,45 mL/200gr BB/day. Day 21
blood was drawn for examination of total cholesterol, TNF-a , and total leukocyte
counts in UGM’s PSPG laboratory.

Results: Kruskal Wallis test showed significant difference in total cholesterol
levels (p=0.000), and the one way anova test on TNF-a levels and leukocyte
counts showed significant " diffirences (p=0.000). The man whitney test of
cholesterol levels at KO, P1, P2 showed a significant difference to K1 (p<0.05).
The post hoc test results of Tamhane's and Tukey's TNF-a levels and the number
of leukocytes at KO, P1, P2 showed a significant difference to K1 levels (p<0.05).
Conclusion : Giving VCO can reduce total cholesterol, TNF-a, and total leukocyte
count.

Key words : VCO, Total Cholesterol, TNF-a, Leukocytes Counts
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit Jantung Koroner (PJK) adalah kasus yang telah menjadi
momok selama bertahun-tahun, akan tetapi sampai sekarang belum juga dapat
terselesaikan. Salah satu faktor resiko PJK adalah kondisi hiperkolesterol, yaitu
terjadinya peningkatan kadar kolesterol di dalam darah melebihi batas normal,
dapat dipicu dengan seringnya mengonsumsi makanan berlemak.? Konsumsi
lemak berlebih- menyebabkan terjadinya stress oksidatif, sekresi berlebih
sejumlah adipokin seperti Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-
6), IL-18? yang dapat mengaktivasi sel-sel imun seperti leukosit, dan disregulasi
respon proinflamasi yang sangat berkontribusi terhadap perkembangan
Sindrom Metabolik (SM).2 Hal tersebut dapat dicegah dan diatasi dengan
mengonsumsi senyawa yang mengandung tokoferol dan polifenol sebagai
antioksidan untuk mencegah stress oksidatif dan yang mempunyai kandungan
asam laurat sebagai agen antiinflamasi untuk meningkatkan sistem imunitas
seperti Virgin Coconut Oil (VCO). Penelitian terdahulu telah mengamati efek
VCO terhadap kadar kolesterol, namun hingga saat ini masih sedikit data
mengenai penelitian pemberian VCO terhadap eksperisi TNF-a, maupun lekosit

pada kondisi hiperkolesterol.*



Menurut Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2013, prevalensi
hiperkolesterol di Indonesia pada usia >15 tahun sebesar 35,9%.° Prevalensi
orang yang menderita Sindrom Metabolik (SM) diperkirakan mencapai lebih
dari 20% dari populasi orang dewasa di seluruh dunia.b Sindrom Metabolik
merupakan kumpulan faktor resiko penyakit kardiovaskuler. Berdasarkan
laporan World Health Organization (WHO) pada tahun 2002, mencatat bahwa
lebih dari 7 juta orang meninggal akibat Penyakit Jantung Koroner (PJK) dan
diperkirakan meningkat hingga 11 juta orang pada tahun 2020,” untuk kasus
hiperkolesterol pada tahun yang sama WHO menyebutkan bahwa sebanyak 4,4
juta kematian akibat hiperkolesterol atau sebesar 7,9% dari jumlah total
kematian di usia muda.®

Penelitian yang dilakukan oleh Maharani dkk pada penderita hipertensi
menunjukkan bahwa terdapat penurunan kadar kolesterol total pada semua
responden setelah mengkonsumsi VCO selama 2 minggu.® Hasil penelitian
yang dilakukan oleh Akinnuga dkk dengan pemberian VCO 10% pada tikus
diabetes selama 3 minggu menunjukkan bahwa terjadi penurunan konsentrasi
trigliserida, kolesterol total, Low Density Lipoprotein (LDL), Very Low Density
Lipoprotein (VLDL), dan peningkatan pada parameter High Desity Lipoprotein
HDL. Kesimpulan pada penelitian tersebut adalah VCO mampu memperbaiki
profil lipid pada keadaan diabetes mellitus.® Secara in vitro, Sandeep dkk

melakukan uji antiinflamatori dan skin protective dari VCO dengan hasil bahwa



VCO mampu menghambat TNF-a, IL-6, IL-8 pada sel THP-1 (Human
monocytes).'? Pada penelitian Winarsi dkk dengan sasaran penderita candidiasis
vagina, mendapatkan hasil bahwa VCO vyang diperkaya Zn mampu
meningkatkan Superoxide Dismutase (SOD), katalase, glutation peroksidase,
dan menurunkan kadar MDA.1! 1! Beberapa penelitian terdahulu sudah meneliti
hubungan pemberian VCO terhadap profil lipid pada tikus dengan diet tinggi
kolesterol, namun masih belum ada yang meneliti hubungannya terhadap parameter
TNF-0. dan Jumlah leukosit sebagai penanda terjadinya inflamasi pada kondisi
hiperkolesterol.

Hiperkolesterol . memberikan kontribusi terhadap terjadinya stress
oksidatif. Diet tinggi kolesterol akan meningkatkan aktivitas enzim sitokrom P-
450 oksidase dengan hasil samping terbentuknya ROS, meningkatkan LPS
plasma melalui jalur aktivasi Toll Like Reseptor 4 (TLR-4),*? serta akan
meningkatkan akumulasi lemak pada jaringan adiposa yang dapat merangsang
pelepasan sitokin proinflamasi seperti TNF-0.*®* Produksi Reactive Oxygen
Species (ROS) meningkat dan kapasitas antioksidan tubuh tidak mampu
mengatasinya maka akan terjadi kondisi stress oksidatif. Stress oksidatif dapat
menyebabkan kerusakan jaringan dan memicu sel imun berupa leukosit untuk
berdiapedesis ke jaringan yang rusak lalu melakukan fagositosis.!* Asupan
tambahan seperti VCO dengan kandungan utamanya asam laurat dan polifenol,

dimana asam laurat dapat menekan inflamasi (antiinflamasi) dan polifenol dapat



mencegah terjadinya stress oksidatif (antioksidan). Asam laurat dan polifenol
dapat bekerja secara sinergis mencegah terjadinya abnormalitas kadar
kolesterol dengan cara menurunkan lipogenesis dari hepar, meningkatkan [3-
oksidasi di mitokondria dan peroksisom serta meningkatkan reverse cholesterol
transport®®, maka perlu dilakukan penelitian dengan tujuan untuk mengetahui
pengaruh pemberian VCO terhadap kadar kolesterol, TNF-a, dan jumlah
leukosit pada keadaan hiperkolesterol.
1.2 Perumusan Masalah
Bagaimana pengaruh pemberian VCO terhadap penurunan kadar
kolesterol, TNF-a, dan jumlah leukosit pada Tikus wistar jantan dengan
keadaan hiperkolesterol?
1.3 Tujuan umum
Penelitian ini untuk membuktikan pengaruh pemberian VCO terhadap
penurunan kadar kolesterol total, TNF-c, dan jumlah leukosit pada tikus wistar
jantan dengan keadaan hiperkolesterol.
1.4 Tujuan Khusus
1.4.1 Menganalisis pemberian VCO dengan dosis 0,9ml/hari dan 0,45ml/hari
terhadap penurunan rerata kadar kolesterol total pada tikus wistar jantan

dengan keadaan hiperkolesterol.



1.4.2

143
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Menganalisis pemberian VCO dengan dosis 0,9ml/hari dan 0,45ml/hari
terhadap penurunan rerata kadar TNF-a pada tikus wistar jantan dengan
keadaan hiperkolesterol.

Menganalisis pemberian VCO dengan dosis 0,9ml/hari dan 0,45ml/hari
terhadap penurunan rerata jumlah leukosit pada tikus wistar jantan
dengan keadaan hiperkolesterol.

Menganalisis perbedaan kadar kolesterol total, TNF-a, dan jumlah
leukosit terhadap kelompok yang menggunakan pemberian VCO
dengan dosis 0,9ml/hari dan kelompok yang menggunakan pemberian

VCO dengan dosis 0,45ml/hari.

1.5 Manfaat Penelitian

151

1.5.2

Manfaat Teoritis

Dapat membuktikan pengaruh pemberian VCO terhadap kadar
kolesterol, TNF-a, dan jumlah leukosit pada Tikus wistar jantan dengan
keadaan hiperkolesterol.

Manfaat Praktis

Mengembangkan pemanfaatan pemberian VCO sebagai antioksidan,

untuk meningkatkan imunitas tubuh.

1.6 Originalitas Penelitian

Originalitas penelitian menyajikan perbedaan dan persamaan bidang

kajian yang diteliti antara peneliti dengan peneliti-peneliti sebelumnya.



Perbedaan penelitian yang akan dilakukan dengan penelitian sebelumnya
adalah variabel bebas menggunakan VCO dan variabel tergantungnya
menggunakan kadar kolesterol total, TNf-o, dan jumlah leukosit pada tikus

wistar jantan dengan Hiperkolesterol.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Penelitian ~ Hasil Penelitian
Tria Ranti Perubahan Kadar Penelitian pre Terdapat
Maharani, Kolesterol Total eksperimental perbedaan
Herliawati, Setelah dengan rancangan . signifikan Kadar
Fuji Penggunaan Virgin One Group Pretest- koelsterol total
Rahmawati Coconut Oil (VCO) Posttest Design sebelum dan
20198 pada Penderita sesudah pemberian
Hipertensi di Desa VCO dengan p
Limbang Jaya value 0,000 (p<
Kabupaten Ogan 0,05)
lir
A. Akinnuga,  Dietary Penelitian Pemberian diet
S. Jeje, O. Consumption of eksprerimental VCO 10% selama
Bamidele, V. Virgin Coconut Oil  dengan rancangan ~ 8 minggu pada
Sunday 2014°  Ameliorates Lipid post-test only tikus wistar
Profiles in Diabetic * control group diabetes
Rats design didapatkan hasil
VCO dapat
memperbaiki profil
lipid
Diyah Pengaruh Penelitian Terdapat
Krisnawati Pemberian Virgin eksprerimental perbedaan yang
20141 Coconut Oil (VCO) dengan rancangan  bermakna jumlah

Terhadap Jumlah
Leukosit Darah
Tepi Tikus Wistar
Jantan Yang

post-test only
control group
design

leukosit darah tepi
antara kelompok
kontrol, kelompok
perlakuan tanpa

Dipapar VCO, dan

Staphylococcus kelompok

aureus perlakuan dengan
VCO. Pada

kelompok




perlakuan dengan
VCO didapatkan
jumlah leukosit
yang lebih rendah
dari padakelompok
perlakuan tanpa
VCO.

Sandeep R.
Varma,
Thiyagarajan
@)

Sivaprakasam,
llavarasu
Arumugan, et
all 2017%°

In Vitro Anti-
inflammatory and
skin protective
properties of Virgin
Coconut oil

Penelitian
eksprerimental
dengan rancangan
post-test only
control group
design

VCO inhibited
TNF-a, IFN-v, IL-
6, IL-8, and IL-5
respectively in
THP-1 cells. The
anti inflammatory
activity of VCO by
suppressing
inflammatory
markers and
protecting the skin
by enhancing skin
barrier function.




BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kolesterol
2.1.1 Pengertian Kolesterol

Kolesterol atau cholesterin adalah senyawa kompleks yang
mempunyai berat molekul 386 Da dengan rumus molekul C27H4s0H,
merupakan komponen esensial membran struktural setiap sel tubuh.
Konsentrast tertinggi terdapat dalam jaringan kelenjar dan di dalam hati
sekitar 80%, tempat kolesterol disintesis dan disimpan.*’ Struktur kimia
dasar kolesterol berupa steroid, bentuk kolesterol bebas terdapat dalam
jaringan dan plasma, atau sebagai ester kolesterol dari gabungan asam
lemak rantai panjang. Sebagian besar kolesterol yang dibutuhkan tubuh,
disintesa secara endogen dari asetil KoA melalui 3-metil glutamil KoA.
Kolesterol merupakan prekursor semua steroid lain di dalam tubuh,

termasuk kortikosteroid, hormon seks, asam empedu, dan vitamin D.8
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Gambar 2.1 Struktur Kimia Kolesterol®®



Kolesterol total adalah total dari jumlah kolesterol yang
dibawa dalam partikel pembawa kolesterol dalam darah. Kolesterol
memiliki peran penting dalam membentuk kompleks lipid-protein yang
disebut lipoprotein, seperti kilomikron, very low density lipoprotein
(VLDL), LDL, dan HDL. Low density lipoprotein (LDL) akan paralel
dengan kadar kolesterol total pada kebanyakan kasus. Kolesterol yang
diproduksi oleh hepar diangkut di plasma adalah sebagai LDL,
sementara kolesterol yang dilepaskan dari jaringan tepi dan di
esterifikasi di dalam plasma dengan asam lemak yang berasal dari
lesitin oleh lesitin kolesterol diangkut ke hepar sebagai High Density
Lipoprotein (HDL).%

Kolesterol yang berasal dari luar tubuh disebut kolesterol
eksogen dan kolesterol yang berasal dari dalam tubuh disebut kolesterol
endogen. Kolesterol eksogen terdapat dalam semua bahan makanan
yang berasal dari hewan, misalnya kuning telur, hati, daging, dan otak
karena merupakan produk khas hasil metabolismenya, selain dari
hewani juga berasal dari nabati dengan sumber terbesar dari minyak
kelapa dan kacang-kacangan.'® Kolesterol di dalam tubuh berperan
sebagai pengatur proses kimiawi, sehingga diproduksi dalam jumlah
yang dibutuhkan. Sintesis kolesterol dalam hati dan usus menghasilkan

sekitar 10% dari sintesis total manusia?!. Kadar normal kolesterol tiap
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100 ml dalam darah manusia yaitu 150-200 mg. Untuk kolesterol tetap
dalam kisaran nilai normal maka dibutunhkan pengendalian lewat
makanan dan pengendalian dengan pengaturan pembentukan kolesterol
dari asetil koenzim A.%2

Sintesis Kolesterol

Kolesterol secara normal diproduksi oleh tubuh dalam jumlah
yang tepat, akan tetapi jumlahnya akan meningkat tergantung dari
makanan yang dikonsumsi, misal makanan yang berasal dari lemak
hewani.?®> Penambahan kolesterol 1% pada pakan akan meningkatkan
kadar kolesterol plasma dan kadar kolesterol hati.!? Organ hati
merupakan jalur utama untuk sintesis dan metabolisme kolesterol, serta
merupakan jalur utama untuk eliminasi kolesterol darah.

Kolesterol disintesis melalui beberapa tahap yang dimulai
dengan pembentukan asetoasetyl-KoA dengan bantuan enzim thiolase,
setelah itu asetoasetyl-KoA yang terbentuk akan dikondensasikan
dengan asetil-KoA dikatalisis enzim hidroksi metil glutaril KoA
(HMG-KoA) synthase kemudian akan terbentuk HMG-KoA.

HMG-KoA direduksi menjadi mevalonate dengan bantuan
HMG-KoA Reduktase. Mevalonate kemudian diaktifkan oleh tiga
kinase tergantung ATP menghasilkan 3-fosfo-5pirofosfomevalonat

yang tidak stabil dan segera mengalami dekarboksilasi dan defosforilasi
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menghasilkan isopentenil pirofosfat (I-PP;C5), dan pada tahap akhir
akan membentuk isopentil difosfat.

Isopentil difosfat akan mengalami isomerisasi dengan bantuan
enzim isopentil-difosfat isomerase membentuk 3,3 dimetilallyl difosfat
kemudian mengalami isomerisasi lagi membentuk geranyl difosfatase.
Geranyl difosfat akan membentuk farnesyl difosfat setelah mengalami
reaksi dengan enzim cis-prenyl transferase. Farnesyl difosfat
selanjutkan akan membentuk squalene yang dikatalisis oleh enzim
squalene synthase. Squalene akan teroksidasi membentuk epoksida,
kemudian membentuk lanosterol setelah mengalami siklisasi
intramolekul. Lanosterol dioksidasi terus membentuk zymosterol.
Isomer zymosterol adalah cholestadienol, ini kemudian dioksidasi lagi
membentuk demosterol dan terakhir direduksi dengan 24-reduktase dan
terbentuklah kolesterol.?22*

Acetyl-Coa isopentenyl-PP
-4 ——> [ HMG-CoA | — [ mevalonate | — — > +
Acetoacetyl-CoA dimethylallyl-PP

¥

Protein prenylation (Ras) | __  _ _ _ _
| Heme A, Dolichol, Ubiquinone - farnesyl-PP
Protein prenylation - ——
(Rho, Rac, Rab, Cdca2) ge"’:“" PP

» [ 7-dehydrocholesterol |— — > [ cholecalciferol (vit-D3) |

= 27-OHC (CYP27A1)
S > 24(S)-OHC (CYP46AL1) Bile
2 TS 7a-OHC (CYP7A1) } acids

Menbrane organization
Lipid rafts

= 25-0HC (25-hydroxylase)

Gambar 2.2. Sintesis Kolesterol®*
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2.1.3 Metabolisme Kolesterol

Kolesterol merupakan precursor dari semua steroid lain di
tubuh seperti kortikostoroid, hormon sex, asam empedu dan vitamin D.
Kolesterol yang berasal dari makanan dapat berupa kolesterol bebas dan
kolesterol ester dimana kolesterol ester ini akan mengalami hidrolisis
menjadi kolesterol yang berada dalam usus oleh kolesterol esterase.
Jenis lipoprotein yang berperan dalam pengangkutan kolesterol adalah
kilomikron, VLDL, HDL, dan LDL.?®

Kolesterol yang diabsropsi dari usus bersama dengan
forfolipid dan apolipoprotein akan membentuk partikel besar
lipoprotein, yang disebut kilomikron. Kilomikron akan membawa
kolesterol ke hati, Hati juga membentuk kolesterol. Sebagian kolesterol
hati dieksresikan dalam empedu dalam bentuk bebas maupun sebagai
asam empedu. Sisa kolesterol akan menjadi satu dengan VLDL,
kemudian dari hati VLDL membawa kolesterol ke dalam plasma.
Kolesterol total pada manusia normalnya berkisar 200 mg/dl. VLDL
yang dengan perantara Intermediate Density Lipoprotein (IDL) akan
membentuk LDL. LDL inilah yang membawa kolesterol ke seluruh
tubuh. Saat kolesterol dalam darah berlebih, disinilah HDL akan

berperan. HDL akan mengangkut kelebihan kolesterol menuju hati agar
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terjadi metabolisme kembali dan disebarkan keseluruh tubuh melalui
sirkulasi darah.?

Sintesis kolesterol dalam sel akan dihambat dengan adanya
peningkatan kolesterol pada intrasel dan ini juga akan mengurangi
suplai reseptor kolesterol HDL yang baru sehingga intake menjadi
berkurang. Sebagian dari kolesterol HDL dapat dipindahkan ke VLDL
dan kilomikron dan diolah kembali.?®
Eksresi Kolesterol

Eksresi kolesterol terbanyak adalah melalui empedu, dimana
kolesterol akan diubah menjadi asam empedu.?” Kolesterol dikeluarkan
sekitar 1 gram perhari. Kolesterol yang dikonversi menjadi garam
empedu akan dieksresikan dalam bentuk feses, sisanya akan
dikeluarkan sebagai steroid netral. Sterol utama dalam feses adalah
koprostanol. Koprostanol dibentuk oleh bakteri di usus bagian bawah
dari kolesterol.?® Garam-garam empedu yang akan dieksresikan
adapula yang mengalami penyerapan kembali di ileum ke dalam
sirkulasi vena porta, diambil oleh hati lalu kemudian dieksresikan
kembali ke dalam empedu. Proses ini dikenal sebagai sirkulasi
enterohepatic.

Sekitar 3-5 gram asam empedu setiap harinya didaur ulang

melalui usus sekitar 6 sampai 10 kali. Banyaknya asam empedu yang
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didaur ulang dengan yang keluar melalui tinja yang terbentuk dari

kolesterol setara, sehingga ukuran kompartemen asam empedu dapat

dipertahankan konstan. Hal ini diatur dalam mekanisme control umpan

balik.?

2.2 Hiperkolesterol
2.2.1 Defenisi Hiperkolesterol

Hiperkolesterol merupakan penyakit gangguan metabolisme kolesterol,
kondisi dimana di dalam darah terdapat kolesterol yang melebihi batas
normal yang ditandai dengan kenaikan kolesterol darah total, LDL dan
VLDL. Faktor resiko hiperkolesterol antara lain konsumsi makanan yang
mengandung lemak tinggi, hipertensi, kebiasaan merokok, kelebihan berat
badan, dan peningkatan kadar kolesterol LDL.? Klasifikasi Hiperkolesterol
dibagi menjadi hiperkolesterol ringan, sedang dan berat. Hiperkolesterol
ringan mempunyai kadar kolesterol LDL 140-159 mg/dl, hiperkolesterol
sedang mempunyai kadar kolesterol total 240-300 mg/dl dengan kadar
kolesterol LDL 160-189 mg/dl, sedangkan hiperkolesterol berat
mempunyai kadar kolesterol LDL >190 mg/dl.?® Hiperkolesterol
merupakan salah satu faktor resiko terjadinya penyakit kardiovaskuler yang
banyak terjadi di masyarakat. Pada tahun 2007-2008 telah dilakukan
penelitian dengan hasil bahwa kadar kolesterol dalam darah >200 mg/dl

dapat meningkatkan resiko terjadinya penyakit jantung dan pembuluh dasar
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besar 1,8 kali lebih besar dibandingkan dengan kolesterol darah <200
mg/dl.} Klasifikasi kadar kolesterol total menurut National Cholesterol
Educarion Program (NCEP) adalah sebagai berikut:

Tabel 2.1 Klasifikasi Kadar Kolesterol Total*®

Kolesterol Total LDL
Ideal < 200 mg/dl < 200 mg/dl
Batas Tinggi 200-239 mg/dl 130-159 mg/dl
Tinggi > 240 mg/dl > 160 mg/dl

2.2.2 Patofisiologi Hiperkolesterol

Lemak yang berasal dari makanan yang dikonsumsi akan
mengalami proses pencernaan di dalam usus menjadi asam lemak bebas,
kolesterol, fosfolipid dan tirgliserida dan kemudian diserap dalam bentuk
kilomikron. Sisa pemecahan kilomikron akan beredar menuju hati dan
sebagian akan membentuk kolesterol yang kemudian bersama dengan
trigliserida = dan apoprotein - membentuk VLDL, selanjutnya enzim
lipoprotein lipase (LPL) akan memecah VLDL menjadi IDL yang bertahan
2-6 jam saja, setelah itu akan diubah menjadi LDL. Saat banyak
mengonsumsi bahan makanan yang mengandung kolesterol tinggi seperti
daging kambing, jeroan, ataupun telur, sintesis kolesterol di hati akan
mengalami  peningkatan dengan menstimulasi aktivasi reduktase

Hidroxymethylglutaryl Coenxyme A Reductase (HMG-CoA), maka hati
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akan mempunyai cukup kolesterol dan otomatis menghentikan
pengambilan LDL, hal ini akan menyebabkan meningkatnya kolesterol
dalam darah dan terjadilah hiperkolesterol.3!

Efek dari kelebihan kolesterol di dalam darah menyebabkan
kolesterol mudah melekat pada dinding pembuluh darah bagian dalam
membentuk suatu timbunan lemak atau plak yang sering disebut dengan
ateroklerosis. Hal ini mengakibatkan pembuluh darah menjadi sempit dan
aliran darah akan terhambat, menjadi kurang encer. Plak tersebut bersifat
mudah rapuh dan pecah sehingga dapat menimbulkan luka pada pembuluh
darah dan mengakibatkan pembekuan darah. Plak yang terus menerus
terbentuk akan mengakibatkan suplai darah ke jantung menjadi terhambat,
menimbulkan rasa sakit dan nyeri (angina), dan berakibat fatal dengan
matinya jaringan otot jantung dan gagal jantung, jika hal ini terjadi di dalam
arteri karotid yang menuju otak maka akan menyebabkan stoke.*2

2.2.3 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Kadar Kolesterol
a) Faktor genetik
Faktor genetik memiliki peranan yang penting dalam penentuan kadar
kolesterol. Kelainan mutasi pada reseptor LDL menyebabkan
pembentukan LDL yang tinggi. Hal tersebut biasanya ditandai dengan
produksi kolesterol >400 mg/dL sementara kadar kolesterol HDL

adalah <35 mg/dL.®



17

b) Makanan yang dikonsumsi

Kandungan kolesterol yang tinggi secara umum berasal dari lemak
hewani misalnya dari daging, jeroan, dari santan, dan telur dimana ini
merupakan faktor yang paling susah dihindari oleh seseorang yaitu
mengatur pola makannya. Diet tinggi kolesterol dapat meningkatkan
sintesis kolesterol di hati melalui peningkatan aktivitas enzim HMG-
CoA, dimana enzim ini merupakan katalisator dari tahap pertama
dalam biosintesis kolesterol. Diet tinggi kolesterol akan berujung
kepada peningkatan kolesterol dalam plasma.t Hasil penelitian yang
dilakukan oleh Harsa menunjukkan bahwa pemberian diet tinggi
lemak dapat meningkatkan level kolesterol total, triagliserol, LDL dan
menurunkan HDL.>*

Indeks Massa Tubuh

Pada orang dengan kelebihan berat badan atau obesitas akan
mengalami gangguan pada regulasi asam lemak yang akan berdampak
pada kenaikan kadar trigliserida dan ester kolesterol. Penumpukan
lemak yang berlebihan pada obesitas secara tidak langsung juga
menyebabkan peningkatan kadar kolesterol melalui kenaikan
kolesterol yang terdapat pada verylow density lipoprotein dan
lowdensity lipoprotein sekunder oleh karena adanya peningkatan

kadar trigliserida yang besar.®® Hasil penelitian yang dilakukan oleh
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Fitri menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna rata-rata
nilai kolesterol total pada orang dengan obesitas dan non obesitas.*®
Usia

Seiring dengan bertambahnya usia maka kadar kolesterol total pun
akan relative lebih tinggi, ini dikarenakan pada usia tua aktivitas
reseptor LDL akan semakin berkurang. Sel reseptor ini banyak
terdapat di hati, berfungsi untuk hemostasis pengatur peredaran
kolesterol dalam darah, sehingga apabila sel reseptor tersebut
terganggu maka kolesterol total pun akan meningkat dalam sirkulasi
darah.*®

Jenis Kelamin

Jenis kelamin dapat mempengaruhi kadar kolesterol darah. Laki-laki
remaja menunjukkan penurunan kadar kolesterol yang signifikan, hal
tersebut dikarenakan adanya pengaruh dari hormon testosterone yang
mengalami peningkatan pada masa itu. Wanita yang telah mencapai
fase menopause akan memiliki kadar kolesterol lebih tinggi
dibandingkan laki-laki, ini disebabkan adanya penurunan hormone
esterogen setelah wanita mengalami menopause.?’” Penelitian yang
dilakukan oleh Rita menunjukkan kadar kolesterol total >240 mg/dL
pada lansia usia 60-64 tahun sebesar 33,8% untuk wanita dan 10,6%

untuk pria, sedangkan umur >65 tahun sebesar 29,1% pada wanita dan
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13,9% pada pria.*® Sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Solikin dan Muradi dengan hasil bahwa peningkatan kadar kolesterol
total cenderung dialami oleh perempuan dibandingkan dengan laki-
laki.3’
f) Aktivitas fisik
Makanan yang dikonsumsi akan dimetabolisme tubuh dan
menghasilkan adenosine triphosphate (ATP), dimana ATP ini
merupakan energi untuk melakukan aktivitas fisik. Kurangnya
aktivitas- fisik menyebabkan makanan yang harusnya dibentuk
menjadi energi akan diubah menjadi kolesterol. Semakin banyak
aktivitas fisik yang dilakukan maka akan semakin banyak kebutuhan
ATP dan semakin sedikit untuk pembentukan kolesterol total. Hasil
penelitian yang dilakukan oleh Zuhroiyyah dkk menunjukkan bahwa
aktivitas fisik memiliki hubungan terbalik bermakna dengan kadar
kolesterol total dan LDL .3
2.2.4 Pengukuran kadar kolesterol

Metode kolorimetrik enzimatik (Cholesterol Oxidase Methode /

CHOD-PAP) adalah metode yang sesuai dengan standar WHO. Prinsip

pemeriksaan metode ini adalah kolesterol ester diurai menjadi kolesterol

dan asam lemak menggunakan enzim kolesterol esterase. Kolester yang

terbentuk kemudian diubah menjadi Cholesterol-3-one dan hydrogen
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peroksida oleh enzim kolesterol oksidase. Hidrogen peroksida yang
terbentuk beserta fenol dan 4-aminophenazone oleh peroksidase diubah
menjadi zat yang berwarna merah. Intensitas warna yang terbentuk
sebanding dengan konsentrasi kolesterol total dan dibaca pada panjang
gelombang 546 nm. *°

Menurut National Cholesterol Education Program (NCEP) kadar
kolesterol total berada dalam batas normal saat masih dibawah 200 mg/dl,
patut diwaspadai apabila kadar kolesterol mencapai 200-239 mg/dl dan ini
sudah masuk ke dalam kategori hiperkolesterol, dan ketika sudah sama
dengan atau lebih dari 240 mg/dl maka akan menjadi sangat berbahaya
karena akan beresiko 2 kali lebih besar untuk terkena serangan jantung. 4°

2.3 Diet Tinggi Kolesterol

Diet tinggi kolesterol akan meningkatkan kadar kolesterol plasma dan
kadar kolesterol hati. Kolesterol digunakan tubuh untuk membentuk asam
kolat sebagai dasar dari pembentukan asam empedu yang disintesis dihati.
Tahap pertama dari biosintesis asam empedu adalah reaksi dari 7 o-
hidroksilasi terhadap kolesterol yang di katalisis oleh 7 a-hidroksilase yaitu
suatu enzim mikrosomal, yang memerlukan oksigen, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (NADPH), dan sitokrom P-450 oksidase.
Peningkatan konsentrasi kolesterol plasma dalam tubuh pada kondisi

hiperkolesterol berbanding lurus dengan sintesis asam empedu yang berarti
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akan semakin banyak pemakaian oksigen, NADPH, dan sitokrom P-450
oksidase. Disamping itu, Sitokrom P-450 oksidase juga memainkan peran
dalam memperantarai metabolisme retikulum endoplasmik yang pada
akhirnya akan menghasilkan ROS dengan jenis radikal anion superoksida
(02).22

Diet tinggi kolesterol menyebabkan peningkatan lipopolisakarida
(LPS) plasma dan mengaktivasi toll-like receptor 4 (TLR 4) sehingga akan
menyebabkan meningkatnya kadar sitokin proinflamasi, seperti 1L-6, IL-17
dan TNF-a.'2 Selain itu, diet tinggi kolesterol juga akan meningkatkan
akumulasi lemak pada jaringan adiposa. Lemak yang menumpuk akan
mensekresikan sejumlah - sitokin - proinflamasi termasuk TNF-o dan
menginduksi spesies oksigen reaktif (ROS).? Pada peningkatan jaringan
adiposa juga ditemukan penurunan secara signifikan aktivitas enzim
antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT), dan
glutation peroksidase (GPx).** Produksi ROS meningkat dan kapasitas
antioksidan menurun menghasilkan proses yang disebut stress oksidatif.
Stress oksidatif akan meningkatkan proses peroksidasi lipid yang berujung
kepada terjadinya sindrom metabolik (SM).*? SM ditandai dengan adanya
hipertriasilgliserol, meningkatnya kadar kolesterol total dan LDL, dan
menurunnya kadar HDL. Individu dengan SM akan memiliki risiko tinggi

mengalami penyakit jantung dan pembuluh darah.*
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Sindrom Metabolik sangat erat kaitannya dengan inflamasi kronis
yang melibatkan sel-sel imun innate dan sel-sel imun adaptif. Sel-sel imun
innate seperti makrofag, sel mast, netrofil, eosinophil, sedangkan adaptif
meliputi sel T helper 2 (Th2), sel T regulator (Treg), sel T helper 1 (Thl),
sel T CD8+ dan sel B. Di dalam jaringan adiposit orang sehat, sel-sel imun
tersebut selalu berada dalam keadaan seimbang, namun akan menjadi tidak
seimbang pada individu yang mengonsumsi lemak berlebih. Konsumsi
lemak berlebih akan memicu peningkatan sel-sel imun seperti makrofag,
netrofil, sel mast, sel B, sel Thl dan sel T CD8+ yang memproduksi
berbagai sitokin pro-inflamasi. Sitokin-sitokin ini kemudian bermigrasi ke
hati, otot, dan jaringan pankreas melalui pembuluh darah dan dapat memicu
resistensi insulin (IR).*

Terjadinya inflamasi pada sindrom metabolik salah satu
penyebabnya adalah disfungsi mitokondria. Mitokondria adalah tempat
diproduksinya sebagaian besar energi di dalam sel khususnya sel eukariotik.
Kelebihan asupan energi akan menyebabkan gangguan metabolisme lipid
karena beban metabolisme mitokondria akan meningkat dan electron
transport chain (ETC) akan teraktivasi. *° Salah satu asumsi dari terjadinya
disfungsi mitokondria adalah dengan adanya penumpukan lemak berlebih
sehingga mengakibatkan terganggunya homeostasis redoks dan

peningkatan stress oksidatif. Stress oksidatif juga dianggap sebagai
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penyebab utama toksisitas jaringan. Selama proses respirasi, pelepasan
elektron energi yang tinggi dan tidak berpasangan oleh mitokondria dapat
meningkatkan ROS dalam sel. ROS tersebut kemudian akan mengarah ke
inflamasi kronis, yaitu mengaktifasi faktor transkripsi NF-Kb yang
menginduksi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a yang berperan penting
dalam terjadinya inflamasi hati dan sistemik. Selanjutnya inflamasi akan
berlanjut pada fragmentasi DNA yang akan memicu terjadinya apoptosis
mengakibatkan persinyalan seluler terganggu sehingga hemostasis dalam
tubuh juga terganggu dan akan berakibat ke kardiovaskuler.*?
2.4 Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)
2.4.1 Defenisi TNF-a
Sitokin mengontrol kelangsungan hidup sel, kematian, dan
diferensiasinya dimana ini merupakan proses yang integral yang
diperlukan untuk perkembangan jaringan dan homeostasis. Dalam
sistem imunitas, termasuk di dalamnya adalah interferon, hemopoietin,
sitokin, kemokin, transforming growth factors, dan tumor necrosis
factors.*
Tumor Necrosis Faktor Alpha adalah protein 17 kDa yang terdiri
dari 157 asam amino, salah satu bagian dari family TNF yang
multipotensial sebagai sitokin proinflamasi, berperan penting dalam

persinyalan sel pada regulasi sel imun, sebagai endogenous pyrogen
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TNF-a mampu menginduksi demam, kakesia, inflamasi, dan
menghambat tumorigenesis, replikasi virus, merespon sepsis melalui
IL-1 dan IL-6*" dan juga sebagai indikator untuk sel yang mengalami
stress oksidatif, apoptosis ataupun nekrosis.*® Di dalam serum manusia,
kadar normal TNF-a yaitu < 8.1 pg/mL, sedangkan untuk tikus sekitar
7.14 pg/ml.

Faktor yang dapat mempengaruhi kadar TNF-o antara lain adalah,
usia, indeks massa tubuh (IMT), dan stress. Saat terjadi stress maka
glukokortikoid dan kortisol yang keduanya merupakan hormon akan
memicu reaksi anti-inflamasi sistem imun sehingga akan meningkatkan
kadar TNF-a. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Gupta
dkk pada tahun 2003 menyebutkan bahwa seiringi terjadinya proses
penuaan, maka kadar TNF-a akan meningkat. Hal tersebut terjadi
karena seiring bertambahnya usia maka kondisi sistem imun pun akan
menurun sehingga tubuh akan lebih mudah terserang penyakit dan ini
akan menstimulasi produksi TNF-a secara berlebihan.*® Berdasarkan
hasil penelitian yang dilakukan oleh Ivander dkk tentang profil TNF-a
berdasarkan IMT mengemukakan bahwa IMT yang normal akan
menghasilkan TNF-a yang normal juga. Jika terjadi kenaikan IMT

maka jaringan adiposa akan mensekresikan lebih banyak TNF-a,
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karena merupakan organ endokrin yang berperan pada terjadinya
inflamasi sistemik dan vaskular.*

Disregulasi TNF-o terlibat dalam berbagai penyakit manusia
termasuk penyakit kanker, Alzheimer, depresi berat, psoriasis,
ateroklerosis, diabetes dan sindrom metabolik,*” oleh karena itu TNF-a
dapat menjadi target dalam pencegahan penyakit tersebut. Penelitian
yang dilakukan oleh Branen dkk tahun 2004 dengan membagi 2
kelompok tikus yang dihilangkan apolipoprotein E (apoE) kemudian
dibandingkan antara kelompok 1 yang dihambat TNF-o. nya, sementara
kelompok 2 tidak dihambat memberikan hasil bahwa kelompok 2
mampu menghambat terjadinya ateroklerosis.>*

2.4.2 Sitat Fisikokimia TNF-a

Tabel 2.3. Sifat fisikokimia TNF-¢>2

Property Human Mouse

Pl 5.6 5.6

Amino acids — Precursor 233 235

- mature? 157 156

My (K) — Predicted 17.4 17.3
- Expressed® 52 18-150°

Potential N-linked glycosylation 0 1
sites
Disulfide bonds® 1

a. Prosesnya melalui pembelahan proteolitik dari propeptida sinyal

atipikal dari 76 residu pada TNF-o manusia dan 76 residu pada TNF-a.
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tikus. Pro-form dari TNF-a yang belum teraktivasi diekspresikan
sebagai protein membran tipe 11 oleh domain sinyal di propetida.

b. TNF-a biasanya disekresikan sebagai homotrimer. TNF monomerik
tidak aktif secara biologis

c. Pemrosesan diferensial dari murine propeptida dan glikosilasi
menghasilkan beberapa isoform dengan berat molekul yang lebih tinggi

d. Ikatan disulfide tidak diperlukan untuk aktivitas biologis.>

2.4.3 Struktur TNF-a
Struktur TNFa sebagail homotrimer yang dicirikan oleh asosiasi

ujung ke depan dari struktur sandwich antiparalel dari monomer
berbentuk baji. Struktur tersier sangat mirip dengan apa yang disebut

motif 'jelly roll' dari beberapa cupids tumbuhan dan hewan.

Scale

Exons 50aa
F T Dranstated
200 bp
& Untranstated

Introns  ——f

200 bp
Chromosome
62 153 16 139273
me. I} S S
62 1813 16 13823

Gambar 2.3. Struktur gen TNFo®2



27

Gen TNF-a terletak pada kromosom manusia 6p21.3 dan
mengandung empat ekson pengkode 62, 153, 16 dan 13973 asam
amino. Gen tikus juga memiliki empat ekson dari 62. 183 16 dan
138%"% asam amino dan terletak pada kromosom 17.52

2.4.4 Sintesis TNF-a,

TNF-a disekresikan oleh monosit dan makrofag yang diaktifkan
antigen, termasuk sel mast dan sel Natural Killer (NK),>® dan juga
diekspresikan pada tingkat lebih rendah oleh berbagai sel lain, termasuk
fibroblast, sel otot polos, dan sel tumor. Lipopolisakarida merupakan
rangsangan poten terhadap makrofag untuk mensekresikan TNF. IFN-
v yang disekresikan oleh sel T dan sel NK yang teraktifasi juga akan
merangsang makrofag untuk meningkatkan sintesis TNF.>

TNF seluler disintesis sebagai pro-TNF (26kDa), yang terikat
pada membran dan dilepaskan pada fase pembelahan pro-domainnya
olen TNF-Converting Enzyme (TACE). Nuclear factor kappa b
(NFkB) dan nuclear factor activated T cells (NF-AT) berperan penting
dalam proses regulasi pada fase transkripsi gen TNF-a, sedangkan pada
fase translasi produksi TNF-a diatur oleh UA-rich sequence pada 3’

untranslated region m-RNA TNF-q.
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2.4.5 Persinyalan TNF-a
TNF-a bekerja dengan berikatan melalui dua reseptornya yaitu
TNFR-1 dan TNFR-2 pada permukaan sel, dimana afinitas TNFR-2
adalah 5 kali lebih tinggi dibandingkan TNFR-1. TNFR-1 (p55)
diekspresikan pada semua jenis sel, sedangkan ekspresi TNFR-2 (p75)
terbatas pada sel-sel imun. Perbedaan utama antara dua reseptor
tersebut adalah bahwa TNFR-2 terlibat dalam kelangsungan hidup sel
dan proliferasi sel namun tidak memiliki death domain (DD) seperti
yang dimiliki oleh TNFR-1, sementara TNFR-1 memainkan dua Peran:
tidak hanya terlibat dalam menginduksi apoptosis, tetapi juga bisa
mentransduksi sinyal kelangsungan hidup sel.>
Pengikatan TNF-o dengan kedua reseptornya menghasilkan
perekrutan transduser sinyal yang mengaktifkan setidaknya tiga efektor
berbeda yang pada akhirnya akan mengaktivasi caspases dan factor
transkripsi-activation protein-1 dan NFkB.
a. Aktivasi persinyalan TNF RAF-1
Awalnya, protein TRADD (TNFR-Associated Death Domain)
berikatan dengan TNFR1. Kemudian, TRADD merekrut FADD
(Fas-Associated Death Domain), RAIDD (RIP-Associated ICH-1 /
CED-3-homologous protein with a Death Domain), MADD (MAPK

Activating Death Domain) dan RIP (Receptor-Interacting Protein).
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Pengikatan TRADD dan FADD ke TNFR1 mengarah pada
perekrutan, oligomerisasi, dan aktivasi Caspase 8. Caspase 8 yang
diaktifkan selanjutnya memulai kaskade proteolitik yang mencakup
Caspase lain (Caspases 3, 6, dan 7) dan pada akhirnya menginduksi
apoptosis. Caspase 8 juga memecah BID (BH3 Interacting Death
Domain). tBID (Truncated BID) memecah membran luar
mitokondria untuk menstimulasi pelepasan faktor pro-apoptosis
CytoC (Cytochrome-C). CytoC yang dilepaskan dari ruang
antarmembran berikatan dengan APAF1 (Apoptotic Protease
Activating Factor-1), yang merekrut Caspase 9 dan pada gilirannya
dapat secara proteolitik mengaktifkan Caspase 3. Sebuah protein
kinase RIP2 61-kDa yang baru terkait dengan RIP yang merupakan
komponen dari TNFR1 memediasi perekrutan protease kematian
Caspase. Ekspresi berlebihan RIP2 menandakan aktivasi NFkB dan
kematian sel.
. Aktivasi persinyalan TNF RAF-2

TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor-2) dalam
aktivasinya dapat melalui dua jalur berbeda yang mengarah pada
aktivasi Protein Aktivasi-1 melalui JINK (Jun NH2-terminal Kinase),
MEKK (MEK Kinase), p38, dan bersama dengan RIP, aktivasi

NFkB, melalui NIK (NF-KappaB-Inducing Kinase). TNF alpha
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telah terbukti mengaktifkan MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases) ERK1 dan ERK2 (Extracellular signal-Regulated
Kinases). Ekspresi berlebin SODD (Silencer of Death Domains),

protein 60 kDa berkaitan dengan DD dari TNFRI menekan kematian

sel yang diinduksi TNF dan aktivasi NF-KappaB yang menunjukkan

A\
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Beberapa fungsi biologis TNF-a adala:

a. Menginduksi terjadinya kematian sel baik secara apoptosis
maupun nekrosis. Apoptosis adalah kematian sel yang terprogram
dengan tujuan untuk mengeliminasi sel yang rusak atau sel normal
yang tidak diperlukan lagi. Nekrosis adalah kematian sel karena

adanya keadaan patologis pada sel.®’
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b. Memicu sel-sel endotel vaskular mengekspresikan reseptor pada
permukaan sel yang baru (adhesi) dimana ini dapat menarik
leukosit terutama neutrophil, monosit, dan limfosit melekat pada
sel-sel endotel.

c. Merangsang sel-sel endotel dan makrofag untuk mensekresikan
sitokin yang disebut kemotaksis untuk menarik sistem imun lain,
misal leukosit.

d. Menginduksi demam di hipotalamus.

e. Pada kadarnya yang sangat berlebih dapat menyebabkan gangguan
metabolik berat, seperti turunnya konsentrasi glukosa darah, selain
Itu juga akan menghambat kontraktilitas miokard dan tekanan otot
polos pembuluh darah.>®

2.4.7 Faktor-faktor yang mempengaruhi TNF-a
Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi kadar TNF-a yaitu:

a. Usia
Seiring bertambahnya usia maka penuaan pun akan terjadi.
Penuaan berhubungan dengan proses kompleks dan konstan dari
fungsi kekebalan tubuh. Orang tua akan lebih rentan untuk terkena
penyakit infeksi dan juga penyakit yang berkaitan dengan adanya
sel-sel imun bawaan. Pada orang tua, monosit memproduksi basal

TNF-o dan MCP-1 yang lebih tinggi dan TGF-p yang lebih rendah.
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Hasil penelitian yang dilakukan oleh Aristo dkk tentang profil
TNF-o pada orang lanjut usia yaitu terjadi peningkatan kadar TNF-
a (>100 pg/mL) pada sebagian subjek yang berpartisipasi dalam
penelitian.>®

Aktivitas fisik

Peningkatan sekresi TNF-a setelah latihan fisik dapat dihubungkan
dengan reaksi inflamasi yang diinduksi kerusakan otot. Sitokin
proinflamasi dapat menginduksi- dan menjadi perantara dalam
proses mekanisme katabolik lokal. Sesaat setelah latihan fisik akut,
myofibers akan mengalami kerusakan secara mekanik dan karena
adanya inflamasi maka  sitokin proinflamasi akan mulai
diproduksi.®® Penelitian yang dilakukan oleh Rahman dkk
mendapatkan hasil bahwa konsentrasi TNF-o dalam saliva pada
grup atlit dan grup kontrol mengalami peningkatan sesaat setelah
latihan fisik.%!

Indeks Massa Tubuh

Sitokin proinflamasi termasuk TNF-o dapat diproduksi oleh
berbagai jenis sel termasuk jaringan adiposa. TNF-a terlibat dalam
reaksi inflamasi sistemik. Hasil penelitian yang dilakukan oleh

Sarhadi dkk mengemukakan bahwa level TNF-o plasma pada
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subjek dengan obesitas 7,5 kali lebih tinggi daripada subjek yang
tidak obesitas.®?

Stres

Stress dapat menginduksi respon inflamasi pada manusia, yang
salah satunya menjadi pencetus depresi. Orang yang mengalami
depresi dan cemas akan mengalami disregulasi sistem imun tubuh.
Hal tersebut dipengaruhi oleh adanya perubahan jalur aktivitas
neuroendoktrin sepeti HPA dan sistem saraf simpatis, dimana
kedua jalur ini merupakan fungsi immunodulator.®® Penelitian yang
dilakukan oleh Felgel dan lotrich pada hewan coba dengan
perlakukan stressor secara konik mengemukakan bahwa terjadi
aktivasi NFkB.  yang dapat menstimulasi pelepasan stitokin
proinflamasi seperti TNF-a, sehingga TNF-o akan mengalami

peningkatan.%

2.5.1 Defenisi Leukosit

Asal kata leukosit diambil dari bahasa yunani yaitu leukos (putih)

dan kytos (sel) yang berarti sel darah putih / White Blood Cells (WBC).

Tidak seperti sel darah merah (eritrosit) yang tidak mengandung inti,

leukosit adalah jenis sel yang mengandung inti. Normalnya di dalam darah

manusia leukosit akan berjumlah rata rata 5.000-10.000 sel/mm?, dalam
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keadaan patologis ketika jumlah leukosit mengalami peningkatan melebihi
12.000 ini disebut sebagai leukositosis dan ketika terjadi penurunan dengan
jumlah yang lebih rendah dari 5.000 ini disebut sebagai leukopenia.®®.

Sel darah putih berperan penting dalam sistem imunitas melalui
kemampuannya dalam memfagositosis antigen atau benda asing yang
masuk ke dalam tubuh. Asal Sel darah putih adalah dari stem sel pluripotent
di sumsum tulang. Awalnya stem sel pluripotent akan mempoduksi
progenitor myeloid dan limfoid. Myeloid berdiferensiasi menjadi
progenitor granulosit / makrofag yang selanjutnya berdiferensiasi lagi.
Diferensiasi _leukosit terdiri dari kelompok granulosit dan agranulosit.
Granulosit dicirikan dengan adanya granula spesifik di dalam sitoplasma
dan mempunyai inti yang memperlihatkan banyak variasi dalam bentuknya
yang termasuk ke dalam kelompok granulosit yaitu neutrofil, eusinofil, dan
basofil. Agranulosit dicirikan dengan sitoplasma yang tampak homogen dan
intinya yang berbentuk bulat atau seperti bentuk ginjal yang termasuk
kedalam kelompok agranulosit adalah limfosit dan monosit.5®

2.5.2 Proses Diferensiasi Leukosit

Thrombopoietin (TPO) adalah 332 asam amino glikoprotein yang
dibuat terutama di hati yang merangsang pembentukan megakariosit dari
CFU-Meg (colony forming unit, megakariosit). TPO mengikat reseptor

yang mendimerisasi dan mengaktifkan kinase sitoplasma. Kinase tersebut
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memfosforilasi STAT-1, 3, 5 (STAT; Signal Transduction and activator of
transcription) dan CREB (cyclic AMP response element binding protein).
Stem sell hematopoietic, progenitor megakariosit, megakariosit, dan
trambosit mempunyai reseptor untuk TPO. Hati memproduksi TPO dengan
kecepatan konstan, akan tetapi trombosit dapat menurunkan atau
menghambat produksi TPO, oleh karena itu semakin rendah trombosit akan
menghasilkan TPO yang semakin lebih banyak, yang dimana pada akhirnya
ini merangsang diferensiasi megakariosit untuk menjadi trombosit lagi.
Faktor pertumbuhan lain untuk diferensiasi sel darah putih ditunjukkan

pada gambar 2.5.
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Gambar 2.5. Formation of white cells.®’
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Sel induk hematopoietic long-term dapat membelah untuk
membentuk sel induk baru atau memulai diferensiasi. Proses diferensiasi sel
punca hematopoietik long-term menjadi sel punca hematopoietik short-
term yang juga dapat memperbarui diri atau memulai diferensiasi dengan
memproduksi progenitor multipoten dapat melalui jalur limfoid dan
myeloid. Jalur limfoid menghasilkan limfosit-T dan Limfosit B dan Natural
killer cells (sel NK). Jalur myeloid menghasilkam dua progenitor yaitu
progenitor megakariosit/ eritroid dan progenitor granulosit/makrofag. Jalur
jalur tersebut akan mengarah ke pembentukan eritrosit, trombosit, dan
leukosit. (EPO = erythropoietin; TPO = thrombopoietin; IL-3, IL-4, IL-6,
IL-11 = interleukins; SCF = stem cell factor (Steel factor); GM-CSF =
granulocyte/megakaryocyte  colony - stimulating  factor; G-CSF=
granulocyte colony stimulating factor; M-CSF = monocyte colony
stimulating factor).%®

2.5.3 Jenis Sel Leukosit
a. Neutrofil
Neutrofil adalah jenis sel darah putih terbanyak di dalam tubuh
yaitu sekitar 50-70%, mempunyai ukuran sekitar 14 um, dengan ciri
granulanya yang berwarna ungu atau merah muda yang samar. Secara
umum Neutrofil berperan penting dalam melawan bakteri dengan

sifatnya yang mampu memfagositosis dan masuk ke dalam jaringan
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yang terinfeksi. Di dalam darah normalnya bersirkulasi sekitar 10 jam
dan dapat hidup selama 1-4 hari saat berada dalam jaringan
ekstravaskuler.®® Terdapat dua macam netrofil yaitu neutrophil batang
(stab) dan neutofil segmen (polimorfonuklear). Neutrophil batang
merupakan bentuk muda dari neutrophil segmen. Neutrophil segmen
biasanya mempunya sitoplasma yang tampak pucat dengan inti selnya
terdiri dari 2-5 segmen.®

Pada keadaan patologis yaitu ketika terjadi peningkatan jumlah
neutrofil_yang disebut sebagai netrofilia biasanya disebabkan oleh
karena adanya infeksi akut, inflamasi, kerusakan jaringan, dan
gangguan metabolik. Sedangkan ketika terjadi penurunan jumlah
neutrofil yang disebut neutropenia biasanya ditemukan pada penyakit
yang disebabkan oleh virus, leukemia, anemia, dan granolositosis. "
. Eusinofil

Jumlah eusinofil di dalam tubuh sekitar 1-6% dengan ukuran
sekitar 16 um, granula sitoplasmanya lebih kasar dari neurofil dan
berwarna lebih merah gelap, biasanya inti selnya hanya mempunyai 3
segmen. Waktu sirkulasi eusinofil di dalam darah lebih lama daripada
neutrofil. Eusinofil dapat memasuki eksudat peradangan dan
memainkan peran penting dalam merespon alergi, melawan parasite,

dan dalam pengeluaran fibrin yang terbentuk selama peradangan. "



38

Pada keadaan patologis yaitu ketika terjadi peningkatan jumlah
neutrofil ditemukan pada penyakit alergi, parasitik, penyakit kulit,
kanker, leukemia mielositik kronik (CML), dan emfisema. Sedangkan
ketika terjadi penurunan jumlah eusinofil biasanya ditemukan pada
orang stress, pemberian steroid per oral maupun injeksi, luka bakar, dan
syok.”®
. Basofil

Basofil adalah jenis sel darah putih yang paling sedikit di dalam
tubuh yaitu kurang dari 2% dari jumlah keseluruhan leukosit. Basofil
berukuran 9-10 um, mempunyai granula sitoplasma yang banyak, kasar
dengan warna ungu atau biru tua dan seringkali menutupi inti sel, serta
mengandung heparin dan histamine. Basophil di dalam jaringan akan
berdiferensiasi menjadi “mast cells”.”*

Basofil memainkan peran penting dalam reaksi hipersensitifitas
yang berhubungan dengan immunoglobulin E. Pada keadaan normal,
basophil di dalam darah akan sangat jarang ditemukan, namun saat
terjadi inflamasi sel ini akan menghasilkan senyawa kimia berupa
heparin, beradikinin, dan serotonin sebegai respon imunitasnya.’

. Monosit
Monosit adalah jenis sel darah putih yang berjumlah sekitar 3-8%

dari jumlah keseluruhan leukosit di dalam tubuh. Ciri dari monosit
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adalah memiliki ukuran paling besar dari sel darah putih lainnya, yaitu
sekitar 18 um, mempunyai inti yang besar ditengah oval atau berlekuk
dengan bentuk kromatin yang berkelompok, sitoplasmanya berwarna
biru pucat, mengandung banyak vakuola halus. Monosit tergolong
fagositik mononuklear dan mempunyai tempat reseptor-reseptor pada
permukaan  membrannya  untuk  imunoglobobulin  maupun
komplemen.%®

Monosit berperan penting dalam memfagosit mikroorganisme
khususnya jamur dan bakteri serta berperan pula dalam reaksi imun
lainnya.®® Di dalam sirkulasi monosit akan bertahan selama 20-40 jam.
Monosit beredar melalui aliran darah, kemudian menembus dinding
kapiler dan masuk kedalam jaringan penyambung. Saat monosit
memasuki jaringan, monosit akan membesar, berkembang menjadi
sejumlah besar lisosom yang kemudian disebut sebagai makrofag.®® Di
dalam jaringan bereaksi dengan limfosit dan memegang peranan
penting dalam pengenalan dan interaksi sel-sel immunokompetent
dengan antigen.%
. Limfosit

Limfosit adalah jenis sel darah putih yang jumlahnya paling
banyak setelah neutrofil, sekitar 20-40 % dari jumlah keseluruhan

leukosit di dalam tubuh. Sel progenitor limfosit berasal dari stem sel
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hematopoietic di sumsum tulang. Limfosit yang bersirkulasi dapat
berasal dari timus, organ limfoid perifer, limpa, limpanodus, dan lain-
lain. Limfosit yang mengalami diferensiasi di sumsum tulang akan
menjadi limfosit B. Limfosit B beperan dalam imunitas humoral dengan
cara memproduksi antibodi setelah tubuh terpapar antigen, sedangkan
yang tidak mengalami diferensiasi akan bermigrasi ke timus, lalu
berploriferasi, kemudian berdiferensiasi menjadi limfosit T. Limfosit T
berperan dalam imunitas selular dimana limfosit T berhubungan
langsung dengan antigen untuk di fagosit.”

Tabel 2.3. Perbedaan jumiah jenis leukosit di dalam darah™

Jenis Leukosit | Sel/uL (rata-rata) | Nilai normal (mm? darah
Neutrofil 5400 3000-6000
Eosinofil 275 150-300
Basofil 35 00-100
Limfosit 2750 1500-4000
Monosit 540 300-600
Polymorphonuclear granulocytes Agranular leukocytes
Neutrophil Eosinophil Basophil Monocyte Lymphocyte

Gambar 2.6. Jenis Leukosit®”
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2.5.4 Fungsi Leukosit
Leukosit berperan penting dalam sistem imunitas seluler ataupun
humoral organisme terhadap zat-zat asing. Leukosit dapat melakukan
gerakan amuboid dan melalui proses diapedesis, leukosit dapat berpindah
dari kapiler ke dalam jaringan penyambung dengan menerobos antara sel-
sel endotel. Secara umum leukosit dan turunannya mempunyai fungsi
untuk menahan invasi oleh patogen dapat berupa bakteri dan juga virus
melalui proses fagositosis, menghancurkan sel-sel kanker di dalam tubuh,
dan untuk memfagosit sel debris yang dapat berasal dari sel mati atau
cedera.”
2.5.5 Faktor-faktor yang mempengaruhi Jumlah leukosit
Ketidaknormalan jumlah leukosit dapat dipengaruhi oleh beberapa
faktor yaitu:
a. Usia
Semakin bertambahnya usia maka kemampuan jaringan untuk
melakukan  repair atau memperbaiki diri, serta untuk
mempertahankan struktur dan fungsi normalnya akan semakin
menurun, sehingga kemampuan untuk bertahan terhadap infeksi juga
akan menurun. Hal ini akan berdampak kepada jumlah leukosit yang

di produksi.
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b. Aktivitas Fisik
Peningkatan jumlah leukosit setelah melakukan latihan terlebih lagi
aktivitas fisik berat disebabkan karena konsumsi oksigen yang
berlebihan. Konsumsi oksigen yang berlebihan akan menyebabkan
terbentuknya radikal bebas lebih banyak yang berakibat kepada
terjadinya stress oksidatif yang memicu terjadinya kerusakan pada
jaringan. Kerusakan pada jaringan akan mengakibatkan leukosit
berdiapedesis ke jaringan yang rusak lalu memfagositosisnya. Hal
tersebut akan menyebabkan mobilitas jumlah leukosit dalam darah
meningkat. Penelitian yang dilakukan oleh Anisa mengemukakan
bahwa terjadi peningkatan jumlah leukosit pada tikus setelah
pemberian perlakukan aktivitas fisik berat.’*
c. Inflamasi

Inflamasi merupakan reaksi kompleks yang terjadi melalui beberapa
mekanisme, menyebabkan perubahan di dalam sirkulasi darah lokal
dan pelepasan beberapa mediator inflamasi. Inflamasi sering terjadi
pada keadaan Hiperkolesterol. Hiperkolesterol menstimulasi
peningkatan produksi sitokin proinflamasi berupa IL-1, TNF-a, C-
Reaktive Protein dan polaritas permukaan sel. Sitokin-sitokin ini akan
mengaktivasi mediator inflamasi baik itu monosit, magrofag, maupun

limfosit yang ini semua tergolong ke dalam jenis-jenis leukosit



43

sehingga jumlah leukosit akan mengalami peningkatan.”® Tujuan lain
dari terjadinya inflamasi adalah menarik sel sel imun seperti leukosit
ke tempat yang mengalami cedera untuk dapat menginaktifkan
antigen yang masuk, membersihkan debris dan mempersiapkan
jaringan untuk proses penyembuhan. Oleh karena itu, pada keadaan
inflamasi akan dijumpai peningkatan kadar leukosit.

d. Reaksi dari sumsung tulang langsung karena adanya stimulasi
eksternal seperti infeksi, inflamasi (nekrosis jaringan, infark, luka
bakar, artritis), stress (over exercise, kejang, cemas), dan anemia
hemolitik.

e. Kelainan dari sumsung tulang primer seperti leukemia akut ataupun
leukemia kronis.”

2.6 Virgin Coconut Oil (VCO)
2.6.1 Defenisi

Virgin Coconut Oil atau minyak kelapa murni adalah minyak
yang terbuat dari kelapa yang bukan kelapa hibrida melainkan dari
kelapa dalam atau kelapa liar yang segar tanpa melalui proses
pemanasan, pemurnian, pemucatan, penghilangan aroma dan tanpa
menggunakan bahan kimia sehingga kandungannya yang bermanfaat
untuk kesehatan tetap terjaga,’’ karena tidak melalui proses pemanasan

atau dengan kata lain diproses dalam keadaan dingin maka VCO
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terbebas dari asam lemak trans dimana asam lemak trans terbentuk
melalui proses hidrogenasi dan hidrogenasi ini terjadi saat proses
pengolahan minyak melalu tahap pemasanan.’®
Sifat Fisika-Kimia

Sifat fisika kimia dari VCO adalah tidak berwarna, berbentuk
Kristal seperti jarum, dan mempunyai sedikit bau asam yang dipadukan
dengan bau caramel. VCO tidak larut di dalam air namun larut di dalam
alcohol dengan perbandingan 1 bagian VCO dan 1 bagian alcohol. VCO
memiliki Ph dibawah 7. Pada suhu 20°C mempunyai berat jenis 0,883.

Titik cair 20-26°cC dan titik didihnya 225°C.”

2.6.3 Kandungan dan Manfaat VCO

VCO mempunyai kandungan bioaktif, seperti tocopherols,
tocotrienols, polyphenols, dan flavonoid yang ini semua adalah jenis
antioksidan dan juga dari jenis lemak yang berupa saturated fatty acid
(92%), monounsaturated fatty acis (6%), dan polyunsaturated fatty acid
(2%). Saturated fatty acid atau disebut juga sebagai asam lemak jenuh
dalam VCO terdiri dari 90% medium chain triglyserides (MCT) dan
10% long chain triglyserides (LCT). Sekitar dengan 44-55 % bagian

dari MCT adalah asam laurat.”
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Kandungan antioksidan seperti tokoferol (0,5 mg/100 g minyak
kelapa murni) dan polifenol (84 mg/100 gr minyak kelapa murni)® di
dalam VCO dapat menangkal radikal bebas atau ROS dan mencegah
terjadinya stress oksidatif. Antioksidan tersebut disebut juga antioksidan
eksogen atau non enzimatis, cara kerjanya yaitu dengan memotong
reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas sehingga radikal bebas tidak
akan dapat bereaksi dengan komponen seluler.

Medium Chain Trigliseride hususnya asam laurat (C-12)
memainkan peran penting dalam sistem imun yaitu sebagai prekusor
dari monolaurin yang dapat memodulasi proliferasi sel imun. Proliferasi
sel imun diyakini dapat menekan proses inflamasi yang terjadi di dalam
tubuh. Asam laurat ketika masuk ke dalam tubuh akan segera diubah
menjadi monolaurin yang memiliki ukuran 300 kali lebih kecil dari
ukuran semula. Proses ini dikatalisis oleh enzim lipase. Enzim lipase
terdapat pada traktus gastrointestinal yang dimulai dari rongga mulut
yang terdapat saliva hingga ke usus halus. Monolaurin yang terdapat
dalam VCO merupakan senyawa yang bersifat antiinflamasi,5!
antivirus, anti bakteri, dan anti protozoa.®

Kombinasi kandungan MCT dan komponen polifenol pada VCO
dapat bekerja secara sinergis mencegah hiperkolesterol dengan cara

menurunkan lipogenesis dari hepar, meningkatkan [-oksidasi di
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mitokondria dan peroksisom serta meningkatkan reverse cholesterol
transport. VCO akan meningkatkan eskpresi pada mRNA dari PPAR-
a, dimana aktivasi dari PPAR-a akan meningkatkan regulasi gen-gen
yang berkaitan dengan oksidasi asam lemak seperti Carnitine Palmitoyl
Transferase (CPT 1) dan acyl CoA oxidase sehingga dapat mensupresi
lipidemia postprandial dan akumulasi lipid. Jalur ini dinamakan PPAR-
a-dependent apathways. Aktivasi dari PPAR-a juga akan meningkatkan
aktivitas dari - enzim lipoprotein - lipase, lecithin cholesterol
acyltransferase (LCAT) dan HDL yang berperan penting dalam reverse
cholesterol transport.®® . Peningkatan HDL tersebut mampu
memfasilitasi pengangkutan triasilgliserol dan kolesterol serum ke hati,
kemudian triasilgliserol tersebut dieksresikan lewat tinja. Hal tersebut
juga diikuti oleh adanya suatu penurunan enzim HMG-KoA dan
penurunan sel busa akibat dari ekspresi gen CD36 yang mengalami
penekanan. Rangkaian mekanisme tersebutlah yang mengakibatkan
penurunan kadar kolesterol total, trigliserida dan LDL di dalam darah.™

Teori ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh
Augus dkk bahwa VCO 0,8 ml/200gram berat badan tikus memberikan
perbedaan yang bermakna dari profil lipid, dimana kolesterol total,
trigliserida, kolesterol LDL mengalami penurunan dan kolesterol HDL

mengalami peningkatan.®®
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2.7 Efek VCO terhadap kadar kolesterol, TNF-a, dan Jumlah Leukosit pada
Hiperkolesterol

Diet tinggi kolesterol menyebabkan terjadinya peningkatan kadar
kolesterol di dalam plasma yang merupakan penanda terjadinya
hiperkolesterol. Pada kondisi hiperkolesterol, sebagai kompensasinya tubuh
akan berusaha untuk menyeimbangkan kadar kolesterol plasma dengan cara
mengubah kolesterol menjadi asam empedu. Peningkatan konsentrasi
kolesterol plasma akan berbanding lurus dengan sintesis asam empedu, dimana
pada biosintesis tersebut memerlukan enzim sitokrom P-450-oksidase sebagai
bagian dari katalisator reaksi pada tahap awal yaitu reaksi 7 o-hidroksilasi.
Produk samping.dari peningkatan aktivitas P-450 oksidase adalah terbentuknya
lebih banyak radikal bebas atau ROS.

ROS akan bereaksi dengan asam lemak tak jenuh ganda penyusun
fosfolipid membran sel, rangkaian proses tersebut dinamakan peroksidasi lipid.
Proses peroksidasi lipid dapat pula terjadi akibat terjadinya stress oksidatif.
Peroksidasi lipid kemudian akan menyebabkan kerusakan oksidatif, 8
mengakibatkan penumpukan free fatty acid (FFA) dalam tubuh yang dalam
waktu berkepanjangan dapat menjadi salah satu sebab terjadinya sindrom
metabolik. selain itu akibat dari adanya induksi peroksidasi lipid yang
berlebihan radikal bebas pun akan memicu timbulnya spesies reaktif lainnya,

misal reaktif aldehida-melondialdehida.®® Produksi radikal bebas yang terus
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meningkat pada keadaan hiperkolesterol memicu timbulnya stress oksidatif
yang akan menyebabkan suatu peradangan atau inflamasi. Inflamasi yang
terjadi juga menghasilkan ROS yaitu pada proses perubahan NADPH menjadi
NADP dengan katalisator NADPH Oksidase. Dalam proses ini terjadi
kebocoran Oz yang kemudian akan menjadi radikal superoksida. Proses
tersebut akan merangsang terbentuknya sitokin proinflamasi seperti TNF-0..8

ROS juga berperan dalam memengaruhi persinyalan NFxB. NFxB
adalah keluarga faktor transkripsi yang memainkan peran penting dalam proses
perkembangan, pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel, proliferasi, dan
terlibat dalam banyak kondisi patologis.8” NFkB berperan langsung terhadap
aktifitas sitokin proinflamasi seperti TNF-o. Sekresi sitokin proinflamasi akan
mengaktivasi sel-sel inflamasi terutama monosit, makrofag, dan limfosit untuk
berdiapedesis, keluar dari pembuluh darah dan menginfiltrasi jaringan yang
rusak akibat dari stress oksidatif lalu memfagositnya (pembersihan sel-sel yang
rusak), kemudian monosit dan makrofag yang teraktivasi tersebut pun akan
mensekresikan sitokin proinflamasi lagi.® Jumlah leukosit akan mengalami
peningkatan seiring dengan adanya kerusakan oksidatif.

Diet tinggi kolesterol selain meningkatkan kadar kolesterol pada darah
juga menyebabkan terjadinya akumulasi lemak pada jaringan adiposa. Lemak
pada jaringan adiposa akan menghasilkan zat bioaktif yang disebut adipokines,

mediator inflamasi seperti TNF-a, IL-6, IL-18 dimana ini akan menginduksi
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ROS dan akan mengaktivasi mediator inflamasi baik itu monosit, makrofag,
maupun limfosit yang ini semua tergolong ke dalam jenis-jenis leukosit.*
Selain itu TNF-o yang melibatkan aktifasi NFkB dapat menyebabkan
meningkatnya molekul adhesi pada permukaan sel endotel dan sel otot polos
dalam aliran pembuluh darah sehingga mengakibatkan terjadinya inflamasi
kronik pada jaringan adiposa dan disfungsi endotel, dimana ini akan menjadi
faktos resiko penyakit kardiovaskuler.®® Pada peningkatan jaringan adiposa
juga ditemukan penurunan secara signifikan aktivitas enzim antioksidan seperti
SOD, CAT, dan glutation peroksidase. Produksi ROS meningkat dan kapasitas
antioksidan yang menurun menyebabkan kondisi stress oksidatif yang dapat
menyebabkan berbagai kerusakan pada jaringan.**

Virgin Coconut Oil dengan kandungannya yang berupa Asam laurat
berfungsi sebagai prekusor yang dapat memodulasi proliferasi sel dimana
proliferasi sel ini diyakini dapat menekan proses inflamasi yang terjadi di
dalam tubuh. Selain itu juga mampu mengurangi pembentukan transudat,
pembentukan granuloma, dan aktivitas serum alami sehingga dapat menekan
inflamasi, sebagai analgesik, dan antipiretik. Kandungan VCO yang lain adalah
dari jenis antioksidannya. Kandungan antioksidan seperti tokoferol dan
polifenol yang mempunyai gugus —OH di dalam VCO dapat menangkal radikal
bebas atau ROS dengan cara memberikan elektronnya kepada molekul radikal

bebas tanpa terganggu sama sekali fungsinya dan dapat memutus reaksi
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berantai dari radikal bebas sehingga akan mencegah terjadinya stress
oksidatif.®

Kombinasi dari jenis asam lemak jenuh dan dari antioksidan yang
dikandung VCO dapat mencegah terjadinya abnormalitas kadar kolesterol
dengan cara menurunkan lipogenesis dari hepar, meningkatkan p-oksidasi di
mitokondria dan peroksisom serta meningkatkan reverse cholesterol
transport'®. VCO akan meningkatkan eskpresi pada mRNA dari PPAR-a,
dimana aktivasi dari PPAR-o akan meningkatkan regulasi gen-gen yang
berkaitan dengan oksidasi asam lemak seperti Carnitine Palmitoyl Transferase
(CPT I) dan acyl CoA oxidase sehingga dapat mensupresi lipidemia
postprandial dan akumulasi lipid. Jalur ini dinamakan PPAR-a-dependent
apathways. Aktivasi dari PPAR-a juga akan meningkatkan aktivitas dari enzim
lipoprotein lipase, lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) dan HDL yang
berperan penting dalam reverse cholesterol transport.®® Peningkatan HDL
tersebut mampu memfasilitasi pengangkutan triasilgliserol dan kolesterol
serum ke hati, kemudian triasilgliserol tersebut dieksresikan lewat tinja. Hal
tersebut juga diikuti oleh adanya suatu penurunan enzim HMG-KoA dan
penurunan sel busa akibat dari ekspresi gen CD36 yang mengalami penekanan.
Rangkaian mekanisme tersebutlah yang mengakibatkan penurunan kadar

kolesterol total, trigliserida dan LDL di dalam darah.3
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BAB I
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS
3.1 Kerangka Teori

Diet tinggi kolesterol dapat meningkatkan sintesis kolesterol di hati
melalui peningkatan aktivitas enzim HMG-CoA, dimana enzim ini merupakan
katalisator dari tahap pertama dalam biosintesis kolesterol. Diet tinggi
kolesterol akan berujung kepada peningkatan kolesterol dalam plasma yang
disebut hiperkolesterol.! Hiperkolesterol akibat dari diet tinggi kolesterol dapat
memicu terjadinya stress oksidatif. Pada kondisi hiperkolesterol, sebagai
kompensasinya tubuh akan berusaha untuk menyeimbangkan kadar kolesterol
plasma dengan cara mengubah kolesterol menjadi asam empedu.

Peningkatan konsentrasi kolesterol plasma akan berbanding lurus
dengan sintesis asam empedu, dimana pada biosintesis tersebut memerlukan
enzim sitokrom P-450 oksidase sebagai bagian dari katalisator reaksi pada
tahap awal yaitu reaksi 7 a-hidroksilast. Produk samping dari peningkatan
aktivitas P-450 oksidase adalah terbentuknya lebih banyak radikal bebas atau
ROS.}? ROS akan mudah bereaksi dengan asam lemak tak jenuh ganda
penyusun fosfolipid membran sel, rangkaian proses tersebut dinamakan
peroksidasi lipid®*. Peroksidasi lipid mengakibatkan penumpukan free fatty
acid (FFA) dalam tubuh yang dalam waktu berkepanjangan dapat menjadi

salah satu sebab terjadinya sindrom metabolik. Selain itu akibat dari adanya
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induksi peroksidasi lipid yang berlebihan akan memicu timbulnya spesies
reaktif lainnya, misal reaktif aldehida-melondialdehida.®® Produksi radikal
bebas yang terus meningkat pada keadaan hiperkolesterol menyebabkan stress
oksidatif yang berakibat pada kerusakan jaringan. Hampir semua proses
inflamasi mengakibatkan aktivasi makrofag jaringan dan infiltrasi monosit
darah. Fagosit morfonuklear yang teraktifasi tersebut merupakan sumber utama
dari tersekresinya sitokin proinflamasi yaitu TNF-q.>°

Peran lain dari ROS adalah mampu memengaruhi persinyalan NF«xB.
NF«B adalah keluarga faktor transkripsi yang memainkan peran penting dalam
proses perkembangan, pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel, proliferasi,
dan terlibat dalam banyak kondisi patologis.®” NFxB berperan langsung
terhadap aktifitas sitokin proinflamasi. Sekresi sitokin proinflamasi pun akan
memacu sel-sel inflamasi seperti leukosit untuk berdiapedesis ketempat
inflamasi  akibat dari stress - oksidatif sebagaimana fungsinya untuk
mempertahankan —sistem imunitas.® Jumlah leukosit akan mengalami
peningkatan seiring dengan adanya kerusakan oksidatif.

Kandungan antioksidan seperti tokoferol dan polifenol di dalam VCO
dapat memotong reaksi oksidasi berantai dari radikal bebas sehingga radikal
bebas tidak akan dapat bereaksi dengan komponen seluler dan akan mencegah
terjadinya stress oksidatif. Kandungan MCT hususnya asam laurat (C-12) di

dalam VCO memainkan peran penting dalam sistem imun yaitu sebagai
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prekusor dari monolaurin yang dapat memodulasi proliferasi sel imun.
Proliferasi sel imun diyakini dapat menekan proses inflamasi yang terjadi di
dalam tubuh. Asam laurat ketika masuk ke dalam tubuh akan segera diubah
menjadi monolaurin yang memiliki ukuran 300 Kkali lebih kecil dari ukuran
semula. Proses ini dikatalisis oleh enzim lipase. Enzim lipase terdapat pada
traktus gastrointestinal yang dimulail dari rongga mulut yang terdapat saliva
hingga ke usus halus. Monolaurin yang terdapat dalam VCO merupakan
senyawa yang bersifat antiinflamasi,#* antivirus, anti bakteri, dan anti
protozoa.®?

Kombinasi dari jenis asam lemak jenuh dan dari antioksidan yang
terkandung dalam VCO dapat mencegah terjadinya abnormalitas kadar
kolesterol dengan cara menurunkan lipogenesis dari hepar, meningkatkan f3-
oksidasi di mitokondria dan peroksisom serta meningkatkan reverse
cholesterol transport'®. VCO akan meningkatkan eskpresi pada mRNA dari
PPAR-a, dimana aktivasi dari PPAR-a akan meningkatkan regulasi gen-gen
yang berkaitan dengan oksidasi asam lemak seperti Carnitine Palmitoyl
Transferase (CPT 1) dan acyl CoA oxidase sehingga dapat mensupresi
lipidemia postprandial dan akumulasi lipid. Jalur ini dinamakan PPAR-a-
dependent apathways. Aktivasi dari PPAR-a juga akan meningkatkan aktivitas
dari enzim lipoprotein lipase, lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) dan

HDL yang berperan penting dalam reverse cholesterol transport.®
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Peningkatan HDL tersebut mampu memfasilitasi pengangkutan triasilgliserol

dan kolesterol serum ke hati, kemudian triasilgliserol tersebut dieksresikan

lewat tinja. Hal tersebut juga diikuti oleh adanya suatu penurunan enzim HMG-

CoA dan penurunan sel busa akibat dari ekspresi gen CD36 yang mengalami

penekanan. Rangkaian mekanisme tersebutlah yang mengakibatkan penurunan

kadar kolesterol total, trigliserida dan LDL. di dalam darah.*®
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Virgin coconut oil menurunkan kadar kolesterol, TNF-a, dan jumlah

leukosit pada tikus wistar jantan dengan Hiperkolesterol.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain True eksperimental design dengan

rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design.

KO O Ko
Populasi
v K1 O K1
Sampel |—”]' Random |—
P1 OP1
P2 O P2

Gambar 4.1. Desain Penelitian
Keterangan:

KO : Kelompok dengan pemberian pakan standar tanpa diberi diet tinggi
kolesterol.

K1 : Kelompok dengan pemberian pakan standar yang diberi diet tinggi
kolesterol.

P1 : Kelompok perlakuan diberi VCO dengan dosis 0,9 mL/200 gr BB/ hari
yang diberi diet tinggi kolesterol.

P2 : Kelompok perlakuan diberi VCO dengan dosis 0,45 mL/200 gr BB/ hari
yang diberi diet tinggi kolesterol.

O KO : Observasi kadar kolesterol total, TNF-a, dan Jumlah Leukosit pada
kelompok kontrol negatif.

O K1 : Observasi kadar kolesterol total, TNF-a, dan Jumlah Leukosit pada
kelompok kontrol positif.
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O P1 : Observasi kadar kolesterol total, TNF-a, dan Jumlah Leukosit pada
kelompok perlakuan dengan pemberian VCO dosis 0,9 mL/200 gr BB/ hari.
O P2 : Observasi kadar kolesterol total, TNF-a, dan Jumlah Leukosit pada
kelompok perlakuan dengan pemberian VCO dosis 0,45 mL/200 gr BB/ hari.
Populasi
Populasi penelitian ini menggunakan tikus wistar jantan berumur 2-3 bulan,
dengan berat 150-200 gr, yang diperoleh dari Laboratorium PSPG Universitas
Gajah Mada.
Sampel
Pengambilan sampel penelitian menggunakan cara simple random sampling
dan yang memenuhi kriteria inklusi, eksklusi, dan drop out.
4.3.1 Kiriteria Inklusi

a. Tikus wistar jantan

b. Tikus dalam keadaan aktif, sehat, tingkah laku, dan aktivitas

normal

c.  Umur 2-3 bulan

d. Berat badan 150-200 gr
4.3.2 Kiriteria Eksklusi

a. Memiliki kelainan anatomis

b. Tidak mau makan/sakit dalam penelitian

4.3.3 Drop Out

a. Mati saat penelitian
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Besar Sampel

Sampel penelitian merupakan sampel tikus wistar jantan yang sudah
memenuhi kriteria inklusi. Besar sampel penelitian yaitu diperlukan 5 ekor
perkelompoknya
Rumus Federer (2008):
(n-1) (t-1)>15
(n-1) (4-1) = 15
(n-1) (3) =15
n-1=5
n = 6 ekor per kelompok
Dari rumus diatas maka setiap kelompok penelitian minimal memerlukan
sampel sebanyak 6 ekor tikus putih jantan. Sehingga pada penelitian ini
membutuhkan sampel total 24 ekor tikus wistar jantan.
Variabel dan Defenisi Operasional
45.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis VCO 0,9 mL/200 gr
BB/ hari, dan 0,45 mL/200 gr BB/ hari.
45.2 Variabel Tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar kolesterol total,

TNF-a, dan jumlah leukosit pada tikus wistar jantan.
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Variabel Prakondisi

Tikus dibuat hiperkolesterol dengan pemberian makanan diet tinggi

kolesterol yaitu menggunakan telur puyuh diberikan sebanyak 4 cc

secara perolal selama 7 hari.

Defenisi Operasional

a. Virgin Coconut Oil
Virgin Coconut Oil yang digunakan dalam penelitian ini adalah
merek - SIOLA dari Desa Oting, Sulawesi Barat dengan
komposisi lemak jenuh mencapai 60%. Pemberian VCO dengan
dosis VCO 0,9 mL/200 gr BB/ hari, dan 0,45 mL/200 gr BB/ hari
didapatkan dari hasil konversi dosis 50 ml dan 25 ml dari
manusia dengan berat 70 kg ke tikus dengan berat 200 gr,
diberikan secara oral setelah diberikan diet tinggi kolesterol,
yaitu pada hari ke 8 hingga 14 hari. Skala : Ordinal.

b. Kolesterol Total
Kolesterol total adalah total dari keseluruhan jumlah kolesterol
dalam darah. Serum untuk pemeriksaan kadar kolesterol total
sebanyak 10 pl didapatkan dari hasil sentrifuge darah tikus
wistar jantan. Diperiksa pada hari ke 21 yaitu dengan mengukur
kadar kolesterol total menggunakan spektrofotometer, panjang

gelombang A 546 nm dengan satuan mg/dL, menggunakan
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reagen dyasis. Pengukuran kadar kolesterol di Laboratorium
Fakultas Kedokteran Universitas Gajah Mada. Skala : Rasio.
TNF-a

TNF-a adalah salah satu sitokin proinflamasi yang berperan
dalam regulasi sistem imun. Serum untuk pemeriksaan kadar
TNF-a sebanyak 100 pl didapatkan dari hasil sentrifuge darah
tikus wistar jantan. Diperiksa pada hari ke 21 dengan mengukur
kadar TNF-a menggunakan ELISA kit Rat TNF-a dengan
satuan ng/L. Skala : Rasio.

Leukosit

Leukosit atau sel darah putih adalah jenis sel yang berperan
dalam sistem imunitas tubuh seperti melalui kemampuan
fagositosisnya. Pemeriksaan leukosit dilakukan pada hari ke 21
dengan ‘menggunakan alat hemositometer. Sampel yang
digunakan adalah darah tikus 0,5 ml yang diambil dari sinus
orbital kemudian dicampur dengan EDTA 10% 5 mikron.
Diperiksa dengan menggunakan kamar hitung improve
neubacur. Rumus jumlah leukosit yaitu :

Sel leukosit per mm® = N x 50 (N = Jumlah leukosit pada 4
bidang sedang). Satuan jumlah leukosit adalah sel/mm?3. Skala :

Rasio.
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4.6 Instrumen dan Bahan Penelitian

4.6.1

4.6.2

Intrumen Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Mikroskop, kandang

hewan coba, pipet leukosit, kamar hitung improve neubaecur, objek

glass, jarum oval (Gavage), spuit ukuran 1 cc, bak bedah, dissecting

Set, tabung reaksi, pipet tetes, mikro plate, mikro pipet, yellow tipe,

blue tipe, Spektrofotometer ELISA Reader, Fotometer darah.

Bahan Penelitian

a. Tikus wistar jantan usia 2-3 bulan dengan berat 150-200 gram, 24
ekor.

b. Virgin Coconut QOil

c.. Pakan hiperkolesterol menggunakan kuning telur puyuh

d. Sampel serum Tikus

e. Sampel darah Tikus

f. Reagendyasis

g. ELISA kit Rat TNF-a

h. EDTA 10%

i. Larutan Turk

J.  Aquades
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Dosis VCO
Dosis VCO yang dianjurkan adalah 2,5-3 sendok makan 3 x sehari atau setara
dengan 37,5-45 mL/hari untuk orang dewasa dengan berat badan 45-67 kg®
dan 50 mL untuk orang dewasa dengan berat badan 70 kg.*® Dosis optimal
jika dikonversi dengan ketentuan : manusia 70 kg setara dengan tikus 200 gr
adalah 0,018.%° Dosis VCO yang diberikan pada penelitian ini adalah 50 mL
x 0,018 = 0,9 mL/200 gr BB (dosis optimal) dan 25 mL x 0,018 = 0,45 mL
/200 gr BB (dosis sedang) selama 14 hari.
Pemberian Makanan Diet Tinggi Kolesterol
Pemberian pakan pada hewan coba hiperkolestrolemia menggunakan kuning
telur puyuh diberikan sebanyak 4 mL secara peroral selama 7 hari.! Hasil
penelitian menggunakan kuning telur puyuh sebanyak 4 ml secara peroral
selama 7 hari memberikan hasil rerata kadar kolesterol sebelum dan sesudah
adalah 143,77 mg/dL dan 289,33 mg/dL." Kuning telur puyuh mengandung
kolesterol sebanyak 2.139,17 mg/100 gr, kandungan kolesterol tersebut lebih
tinggi dibanding bahan makanan lain.%2
Cara Kerja Penelitian
49.1 Prosedur Hewan Coba
Dipilih 24 ekor tikus berumur 2-3 bulan dengan 150-200 gr dan dibagi
menjadi 4 kelompok; kelompok kontrol dan perlakuan dengan

masing-masing terdiri atas 6 ekor tikus perkelompok.
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KO : Kelompok dengan pemberian pakan standar tanpa diberi diet

tinggi kolesterol selama 20 hari

K1 : Kelompok dengan pemberian diet tinggi kolesterol selama 7 hari

dan pakan standar selama 20 hari

P1 : Kelompok perlakuan diberi VCO dengan dosis 0,9 mL/200 gr

BB/ hari yang diberi diet tinggi kolesterol pada hari ke 8 sampai hari

ke 20.

P2 : Kelompok perlakuan diberi VCO dengan dosis 0,45 mL/200 gr

BB/ hari yang diberi diet tinggi kolesterol pada hari ke 8 sampai hari

ke 20.

Pada hari ke 21, tikus wistar jantan kemudian diambil darahnya untuk

dilakukan pemeriksaan kadar kolesterol total, kadar TNF-a, dan

jumlah leukosit.

4.9.2 Cara Pengambilan Sampel Hewan Coba

a. Tikus wistar jantan setelah 20 hart diberi perlakuan, pada hari ke
21 dilakukan pengambilan darah tikus melalui penusukan pada
sinus orbitalis ditampung ke dalam vaculab untuk pemeriksaan
kadar kolesterol total, kadar TNF-a, dan jumlah leukosit.

b. Pengambilan darah tikus selesai, maka tikus dimatikan secara
dislocation. Darah tikus yang didapat dicentrifuge 3000 rpm

selama 10 menit sampai terbentuk serum.
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4.9.3 Pengukuran Kadar Kolesterol Total

a.

b.

Siapkan blangko, standart dan sampel serum darah tikus.
Masukkan reagent kolesterol sebanyak 1000 pl kedalam tiga
tabung (masing-masing 1000 pl tiap tiga tabung)

Masukkan sampel standar kolesterol sebanyak 10 ul kedalam
tabung yang berisi 1000 pl reagen kolesterol.

Masukkan sampel serum sebanyak 10 pl kedalam reagen
kolesterol.

Inkubasi selama 10 menit di suhu 37 °C.

Setelah 60 menit, baca pada spektrofotometer dengan panjang

gelombang 546 nm.*

4.9.4 Pengukuran TNF-a

a.

50 pl anti tikus TNF-a, 100 pl sampel atau standar ditambahkan
ke plate yang berisi sumuran dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 3 jam.

Sumuran pada plate dicuci sebanyak tiga kali, dan tambahkan
170 wl streptavidin-HRP ke sumuran. diinkubasi pada suhu kamar
selama 30 menit.

Sumuran dicuci tiga kali lagi, dan ditambahkan 100 pl larutan
kromogen (3,3', 5,5 tetramethylbenzidine) dan diinkubasi selama

15 menit.
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d. Reaksi dihentikan dengan menambahkan stop solution yang
terdiri dari H2SOg4,

e. Dibaca dalam waktu 10 menit pada panjang gelombang 450 nm.*3

4.9.5 Pengukuran Jumlah Leukosit

a. Diambil darah tikus sebanyak 0,5 ml melalui sinus orbital dan
ditambahkan EDTA 10% sebanyak 5 mikron.

b. Dilakukan pengenceran dengan pipet leukosit : darah dihisap
sampal angka 0,5 lalu dihidap reagen sampai tanda 11. Pipet
dihomogenkan beberapa kali, lalu didiamkan selama 3 menit.
Buang 3-4 tetas pertama kemudian dimasukkan dalam bilik hitung

c. Leukosit dihitung dalam bilik hitung dibawah mikroskop dengan
perbesaran 10x. Perhitungan di dalam 4 kotak besar, jumlah

leukosit/mm? darah dihitung dengan rumus N x 50 dengan satuan

sel/mm?."
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Gambar 4.2 Kamar Hitung Improved Neubauer
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4.10 Alur Penelitian

[ 24 Tikus wistar jantan sehat diadaptasi selama 7 hari ]

l

[ Randomisasi ]

~N

Kelompok KO ] Kelompok K1 [ Kelompok P1 [ Kelompok P2 ]

Y, /

L y
> e N\ N b \/Pakan standar,

e )

akan standar,

Pakan standar
selama 20 hari

Diet tinggi

kolesterol selama
7 hari dan pakan
standar selama 20

diet tinggi
kolesterol selama
7 hari, hari ke 8
diberi VCO dosis

diet tinggi
kolesterol selama
7 hari, hari ke 8
diberi VCO dosis

hari 0,9 ml/200 gr BB 0,45 ml/200 gr
secara peroral BB secara
sampai hari ke 20 peroral sampai
\ / J \ \hari ke 20 /
. /

l

)

Hari

ke 21

Pengambilan darah sinus orbital tikus { Puasa 8 Jam ]

l

Kadar Kolesterol
total, TNF-a, dan
Jumlah Leukosit

| Analisis Data ]

Gambar 4.3. Bagan Alur Penelitian
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4.11 Tempat dan Waktu Penelitian
a. Penelitian menggunakan hewan coba tikus wistar jantan dilakukan di
Laboratorium PSPG UGM
b. Pemeriksaan kadar kolesterol total, TNF-a, dan jumlah leukosit dilakukan
di Laboratorium PSG UGM.
4.12 Analisa Data
Data rerata kadar Kolesterol total, TNF-a, dan jumlah leukosit disajikan
secara deskriptif dalam bentuk tabel dan grafik. Kemudian data di uji
normalitas dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji
Levene test. Distribusi data kadar kolesterol total didapatkan hasil tidak
normal dan homogen sehingga dilanjutkan dengan uji kruskal wallis antar
kelompok di dapatkan nilai p<0.05 dilanjut dengan uji beda non parametric
dua kelompok menggunakan uji Mann Whitney. Distribusi data kadar TNF-o
menunjukkan hasil normal dan tidak homogen sehingga dilanjutkan dengan
menggunakan uji one way anova didapatkan nilai p<0.05 dilanjut dengan uji
post hoc Tamhane’s. Distribusi data jumlah leukosit total menunjukkan hasil
normal dan homogen sehingga dilanjutkan menggunakan uji one way anova

didapatkan nilai p<0.05 dilanjut dengan uji post hoc dengan uji Tukey.
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Hasil Penelitian

Penelitian pengaruh pemberian VCO terhadap kadar kolesterol total,
TNF-0, dan jumlah leukosit terhadap pada 24 tikus wistar jantan dengan
hiperkolesterol selama 20 hari telah dilakukan. Hasil pengukuran kadar
kolesterol total sebelum dan setelah perlakuan prakondisi selama 7 hari tertera
pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Kadar Kolesterol Tikus Setelah 7 Hari Pemberian Diet Tinggi

Kolesterol
Kelompok Sebelum Perlakuan Setelah Perlakuan
(mg/dL) (mg/dL)
K1 139 200
K1 114 244
K1 110 260
K1 134 224
K1 i 8L 253
K1 120 210
P1 137 211
P1 114 230
P1 122 223
P1 115 260
P1 100 249
P1 130 217
P2 100 280
P2 110 240
P2 124 216
P2 132 220
P2 103 251

P2 101 234
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Hasil analisis rerata kadar kolesterol total, TNF-o, dan jumlah leukosit

setelah perlakuan tertera pada tabel 5.2.

Tabel 5.2. Hasil analisis rerata kadar kolesterol total, TNF-a, dan Jumlah

Leukosit
Kelompok
. KO K1 P1 P2 Sig.(p)
Variabel N=6 N=6 N=6 N=6
Mean Mean Mean Mean

Kadar Kolesterol Total 48.4333 77.1067 53.2900 62.2650
(mg/dL)
Std.deviasi 3.37293 4.81187 4.21094 1.58205
Shapiro Wilk 0.658* 0.081* 0.001 0.962*
Levene Test 0.125**
Kruskal Wallis 0.000***
Kadar TNF-a (ng/L) 142.50 202.17 160.67 183.33
Std.deviasi 2.345 1.941 7.967 3.266
Shapiro Wilk 0.614* 0.452* 0.304* 0.492*
Levene Test 0.003
One Way Anova 0.000***
Jumlah Leukosit 4800.00 11150.00 6483.33 8350.00
(sel/mmd)
Std.deviasi 428.952 1019.313 808.497 539.444
Shapiro Wilk 0.503* 0.476* 0.295* 0.651* 0.424**
Levene Test 0,000***
One Way Anova

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05

5.1.1 Kadar Kolesterol Total

Tabel 5.2 menunjukkan bahwa rerata kadar kolesterol total terendah

yaitu pada kelompok kontrol (K0), kemudian berturut-turut diikuti kelompok

perlakuan pertama (P1) dan kelompok perlakuan kedua (P2). Kelompok

kontrol positif (K1) mendapatkan rerata kadar kolesterol total tertinggi.

Kelompok diuji menggunakan uji shapiro wilk dengan hasil data ada yang
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tidak berdistribusi normal (p<0.05) dan menggunakan uji levene test untuk
homogenitas menunjukkan hasil homogen (p=0.125) maka analisis data
menggunakan kruskal wallis dan menunjukkan perbedaan bermakna antar
kelompok (p=0.000) untuk mengetahui kelompok mana yang bermakna
dilakukan uji mann whitney seperti yang disajikan pada tabel 5.3

Tabel 5.3 Perbedaan kadar kolesterol total antar 2 kelompok

menggunakan uji Mann Whitney

Kelompok p-Value
KO vs K1 0.004*
KO vs P1 0.109
KO vs P2 0.004*
K1 vs P1 0.004*
K1 vs P2 0.004*
P1 vs P2 0.004*

Kadar Kolesterol total

EKC mK1 mPl mP2

Gambar 5.1. Rerata kadar kolesterol total (mg/dL)



71

Hasil uji Mann whitney pada tabel 5.2 menunjukkan kadar kolesterol
total pada kelompok kontrol negative (KO0) terdapat perbedaan yang signifikan
dengan kelompok kontrol positif (p=0.004), kelompok kontrol positif (KO0)
tidak terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P1
(p=0.109), KO terdapat perbedaan yang signifikan dengan Kelompok P2
(P=0.004), K1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan
P1 (p=0.004), K1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok
perlakuan P2 (p=0.004), P1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan
kelompok P2 (p=0.004). Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa
pemberian VCO dengan dosis VCO 0,9 mL/200 gr BB/ hari, berpengaruh
secara signifikan diikuti oleh dosis 0,45 mL/200 gr BB/ hari terhadap
penurunan kadar kolesterol total pada tikus wistar jantan dengan hiperkolestrol
sehingga pernyataan hipotesis dapat diterima.

5.1.2 Kadar TNF-a

Tabel 5.2 menunjukkan bahwa rerata kadar TNF-a terendah yaitu pada
kelompok kontrol (KO), kemudian berturut-turut diikuti kelompok perlakuan
pertama (P1) dan kelompok perlakuan kedua (P2). Kelompok kontrol positif
(K1) mendapatkan rerata kadar TNF-a tertinggi. Kelompok diuji menggunakan
uji shapiro wilk dengan hasil data berdistribusi normal dan menggunakan uji
levene test untuk homogenitas menunjukkan hasil homogen (p=0.003) maka

analisis data menggunakan one way anova dan menunjukkan perbedaan
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bermakna antar kelompok (p=0.000). Untuk mengetahui kelompok mana yang
berbeda makna dilakukan uji Post Hoc dengan uji Tamhane’s T2 seperti yang
disajikan Tabel 5.4.

Tabel 5.4 Perbedaan kadar TNF-a antar 2 kelompok

menggunakan uji Tamhane’s T2

Kelompok p-Value
KO vs K1 0.000*
KO vs P1 0.011*
KO vs P2 0.000*
K1 vs P1 0.000*
K1 vs P2 0.000*
P1vs P2 0.003*

Kadar TNF-a
|
90
80
70
60
50
40
30
20
10

mKO mKl mPl mP2

Gambar 5.2. Rerata kadar TNF-o. (ng/L)
Hasil uji Tamhane’s T2 pada tabel 5.4 menunjukkan kadar TNF-a pada
kelompok kontrol negative (KO0) terdapat perbedaan yang signifikan dengan

kelompok kontrol positif (p=0.000), kelompok kontrol positif (K0) terdapat
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perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P1 (p=0.011), KO
terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok P2 (P=0.000), K1
terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P1 (p=0.000),
K1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P2
(p=0.000), P1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok P2
(p=0.003). Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian VCO
dengan dosis dosis VCO 0,9 mL/200 gr BB/ hari, berpengaruh secara
signifikan ditkuti oleh dosis 0,45 mL/200 gr BB/ hari terhadap penurunan kadar
TNF-a pada tikus wistar jantan dengan hiperkolestrol sehingga pernyataan
hipotesis dapat diterima.
5.1.3 Jumlah Leukosit

Tabel 5.2 menunjukkan bahwa rerata jumlah leukosit terendah yaitu
pada kelompok kontrol (KO), kemudian berturut-turut diikuti kelompok
perlakuan pertama (P1) dan kelompok perlakuan kedua (P2). Kelompok
kontrol positif (K1) mendapatkan rerata kadar jumlah leukosit tertinggi.
Kelompok diuji menggunakan uji shapiro wilk dengan hasil data berdistribusi
normal dan menggunakan uji levene test untuk homogenitas menunjukkan
hasil homogen (p=0.424) maka analisis data menggunakan one way anova dan
menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p=0.000). Untuk
mengetahui kelompok mana yang berbeda makna dilakukan uji Post Hoc

dengan uji Tukey seperti yang disajikan Tabel 5.5.
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Tabel 5.5 Perbedaan Jumlah Leukosit antar 2 kelompok

menggunakan uji Tukey

Kelompok p-Value
KO vs K1 0.000*
KO vs P1 0.004*
KO vs P2 0.000*
K1lvsP1 0.000*
K1 vs P2 0.000*
P1vs P2 0.001*

Jumlah Leukosit

12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

EBKO mKl1 mPl mP2

Gambar 5.3. Rerata kadar jumlah leukosit (sel/mm?3)

Hasil uji Tukey pada tabel 5.5 menunjukkan jumlah leukosit pada
kelompok kontrol negative (KO) terdapat perbedaan yang signifikan dengan
kelompok kontrol positif (p=0.000), kelompok kontrol positif (KO) terdapat
perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P1 (p=0.004), KO
terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok P2 (P=0.000), K1

terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P1 (p=0.000),
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K1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok perlakuan P2
(p=0.000), P1 terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok P2
(p=0.001). berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian VCO
dengan dosis dosis VCO 0,9 mL/200 gr BB/ hari, berpengaruh secara
signifikan diikuti oleh dosis 0,45 mL/200 gr BB/ hari terhadap penurunan
jumlah leukosit pada tikus wistar jantan dengan hyper kolestrol sehingga
pernyataan hipotesis dapat diterima.
5.2 Pembahasan

Penelitian ini menggunakan sampel 24 ekor tikus wistar jantan yang
terbagi menjadi 4 kelompok masing-masing berjumlah 6 ekor tikus, yaitu
kelompok kontrol negatif (K) dengan pemberian pakan standar tanpa diberi
diet tinggi kolesterol, kelompok kontrol positif (K1) dengan pemberian pakan
standar yang diberi diet tinggi kolesterol, kelompok perlakuan (P1) diberi VCO
dengan dosis 0,9 mi/200 gr BB/hari yang diberi diet tinggi kolesterol, dan
kelompok perlakuan (P2) diberi VCO dengan dosis 0,45 ml/200 gr BB/hari
yang diberi diet tinggi kolesterol. Hari ke 21 dilakukan pemeriksaan kadar
kolesterol total, TNF-a, dan jumlah leukosit. Penelitian ini menggunakan tikus
wistar karena mempunyai kemiripan dengan manusia dalam hal fisiologi,
anatomi, dan banyak gejala dan kondisi manusia yang dapat direplikasikan

pada tikus.
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Hiperkolesterol adalah keadaan dimana terjadi peningkatan kadar
kolesterol di dalam darah dan yang menjadi pemicunya adalah pola hidup High
fat diet. Hiperkolesterol berkontribusi terhadap terjadinya stress oksidatif yang
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan pada jaringan atau inflamasi.
Kelompok perlakuan K1, P1, dan P2 menunjukkan adanya peningkatan kadar
kolesterol (>200 mg/dL ) setelah diberikan masing-masing diet tinggi kolesterol
sebanyak 4 mL secara peroral selama 7 hari.

Hasil pemeriksaan kadar kolesterol total pada kelompok K1 yang
diberikan diet tinggi kolesterol tanpa pemberian VCO mengalami peningkatan
yang signifikan dibanding dengan kelompok kontrol (KO), kelompok yang
diberi VCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari (P1) dan 0,45 mL/200 g
BB/hari (P2) seperti pada tabel 5.2. Penurunan kadar kolesterol total pada
kelompok kontrol (KO) mendapatkan hasil yang sama dengan kelompok
perlakuan (P1) yang diberi diet tinggi kolesterol dan diberi VCO dengan dosis
0,9 mL/200 g BB/hari, kemudian disusul oleh kelompok P2 yang diberi diet
tinggi kolesterol dan diberi VCO dengan dosis 0,45 mL/200 g. Dosis 0,45
berbeda makna dengan kelompok normal akan tetapi dosis 0,45 sudah mulai
memberikan efek walaupun penurunannya belum sampai mencapai kadar
normal. Hal ini disebabkan karena VCO mempunyai kandungan berupa MCT
yang dapat berfungsi sebagai ligan yang dapat mengaktivasi reseptor PPAR-a

yang sangat berperan penting dalam metabolisme lipid..83 Hasil penelitian
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sebelumnya juga mengatakan bahwa pemberian VCO 10% pada tikus diabetes
selama 3 minggu menunjukkan bahwa terjadi penurunan konsentrasi
trigliserida, kolesterol total, LDL, VLDL, dan peningkatam pada parameter
HDL.® Penelitian yang dilakukan oleh Tria ranti dkk mendapatkan hasil bahwa
pemberian VCO dengan dosis 2 x 30 ml selama 2 minggu pada 19 orang
penderita hipertensi mengalami perbedaan yang signifikan (p<0.05) untuk
parameter pemeriksaan kadar kolesterol sebelum dan setelah pemberian VCO.8

Hasil pemeriksaan kadar TNF-a pada kelompok yang diberi diet tinggi
kolesterol tanpa pemberian VCO (K1) mengalami peningkatan yang signifikan
dibanding dengan kelompok kontrol (KO0), kelompok perlakuan yang diberi
VCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari (P1) dan 0,45 mL/200 g BB/hari (P2)
seperti pada tabel 5.2. Hal ini menunjukkan adanya keterkaitan erat antara
hiperkolesterol dengan produksi TNF-a sebagai sitokin proinflamasi. ¥ Kadar
TNF-o pada kelompok kontrol (KO) dan kelompok yang diberi diet tinggi
kolesterol dengan pemberian VCO (K1) dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari
(P1) mengalami penurunan yang signifikan disusul dengan pemberian VCO
0,45 mL/200 g BB/hari (P2) dibanding dengan kelompok perlakuan tanpa
diberi VCO (K1) seperti pada tabel 5.2. Dosis 0,45 berbeda makna dengan
kelompok normal akan tetapi dosis 0,45 sudah mulai memberikan efek
walaupun penurunannya belum sampai mencapai kadar normal. Pemberian

VCO terbukti dapat menekan TNF-a sebagai sitokin proinflamasi yang mampu
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menyebabkan inisasi inflamasi atau peradangan, dimana hal ini disebabkan
olen kondisi stress oksidatif akibat pemberian diet tinggi kolesterol.
Kandungan VVCO berupa asam laurat yang dapat mencapai 44-55% memegang
peranan penting dalam proses tersebut. Asam laurat ketika masuk ke dalam
tubuh akan segera diubah menjadi monolaurin. Monolaurin tersebut dapat
memodulasi proliferasi sel imun. Proliferasi sel imun diyakini mampu
menekan proses inflamasi yang terjadi di dalam tubuh.” Penelitian yang
dilakukan oleh Nasution secara invitro pada sel Raw 264.7 menggunakan VCO
dengan konsentrasi 62,5 mikrogram/mL menunjukkan hasil bahwa VCO
mampu menghambat ekspresi gen TNF-a, dan sitokin lainnya. Kesimpulan
akhir VCO efektif memiliki aktivasi antiinflamasi. Penelitian yang dilakukan
oleh Sandeep dkk juga menunjukkan hasil yang sama yaitu pada sel THP-1
yang dipapar lipopolisakarida setelah diberikan VCO mengalami penurunan
kadar sitokin proinflamasi termasuk kadar TNF-q.°
Hasil pemeriksaan jumlah leukosit pada kelompok yang diberi diet
tinggi kolesterol tanpa pemberian VCO (K1) mengalami peningkatan yang
signifikan dibanding dengan kelompok kontrol (KO), kelompok perlakuan
yang diberi VCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari (P1) dan 0,45 mL/200
g BB/hari (P2) seperti pada tabel 5.2. Pemberian diet tinggi kolesterol akan
menyebabkan peningkatan asam lemak bebas yang pada keadaan

hiperkolesterol merusak mekanisme fisiologis membran sel. Hal tersebut
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berpengaruh terhadap sinyal aktivasi sel inflamasi dan polaritas permukaan
sel. Sel yang mengalami kerusakan akan mengekspresikan demage-
associated molecular pattern (DAMP). DAMP kemudian akan dikenali oleh
pattern recognition receptor (PRR) yang merupakan receptor yang terdapat
pada sel imun seperti leukosit, untuk segera melakukan fagositosis pada sel
yang rusak. Penelitian yang dilakukan oleh fathul hidayah mendapatkan hasil
bahwa terdapat korelasi antara jumlah monosit dengan kadar kolesterol total
dengan nilai p = 0.038 (<0.05).2

Jumlah leukosit pada kelompok kontrol (KO) mengalami penurunan
yang paling rendah dibanding yang diberi diet tinggi kolesterol dengan
pemberian VCO (K1) dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari (P1), VCO 0,45
mL/200 g BB/hari (P2) dan kelompok perlakuan tanpa diberi VCO (K1)
seperti pada tabel 5.2. Dosis 0,45 berbeda makna dengan kelompok normal
akan tetapi dosis 0,45 sudah mulai memberikan efek walaupun penurunannya
belum sampai mencapai kadar normal. Kelompok kontrol pengalami
penurunan yang paling rendah disebabkan karena tidak diberinya perlakuan
disusul dengan kelompok P1 dan P2. Hal tersebut disebabkan oleh kandungan
VCO berupa asam lemak jenuh rantai sedang atau MCT yang memberikan
efek imunodulator.® Penelitian yang dilakukan oleh Diyah mendapatkan
hasil yaitu pada tikus wistar jantan yang dipapar staphylococcus aureus dan

diberi VCO memiliki jJumlah leukosit yang lebih rendah dibandingkan dengan
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tikus yang tidak diberikan VCO.'® Penelitian ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh Noor Soesanti dan Ruben dimana pada hasil
penelitiannya menyebutkan bahwa pemberian VCO 0.003 mL/hari pada
mencit Mus musculus Balb/c jantan dengan hiperglikemik tersensitisasi
ovalbumin mampu menurunkan persentase basophile, normalisasi persentase

neutropil dan tidak meningkatkan kreatinin darah.

5.3 Keterbatasan Penelitian

Hiperkolesterol berkontribusi terhadap kejadian stress oksidatif yang
dapat menyebabkan disregulasi respon proinflamasi dimana hal tersebut
sangat berkontribusi terhadap kejadian sindrom metabolik. Pemeriksaan
penanda stress oksidatif dengan parameter MDA sangat diharapkan untuk
ditindak lanjuti baik melalui sampel serum maupun melalui pemeriksaan
preparat histologis. Selain itu, untuk mengetahui secara pasti komposisi dari
VCO sangat diharapkan untuk dilakukan pemeriksaan terlebih dahulu sebelum

digunakan dalam penelitian.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan mengenai pengaruh
pemberian VCO terhadap kadar kolesterol total, TNF-a, dan jumlah leukosit
selama 20 hari dapat disimpulkan bahwa;

6.1.1 Pemberian VCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari dan 0,45 mL/200 g
BB/hari dapat menurunkan kadar kolesterol total darah pada tikus wistar
jantan dengan hiperkolesterol

6.1.2  Pemberian VVCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari dan 0,45 mL/200 g
BB/hari dapat menurunkan kadar TNF-a. pada tikus wistar jantan dengan
hiperkolesterol

6.1.3  Pemberian VCO dengan dosis 0,9 mL/200 g BB/hari dan 0,45 mL/200 g
BB/hari dapat menurunkan jumlah leukosit total pada tikus wistar jantan
dengan hiperkolesterol

6.2 Saran
Perlu dilakukan uji komposisi dari VCO terlebih dahulu sebelum

digunakan dalam penelitian dan pemeriksaan MDA setelah pemberian VCO
pada tikus wistar jantan dengan hiperkolesterol, baik itu menggunakan sampel

serum maupun dengan pemeriksaan preparat histologi dan juga uji
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pendahuluan untuk mengetahui secara pasti kandungan dari VCO yang

digunakan.
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LAMPIRAN 1

TABEL KONVERSI DOSIS HEWAN DAN MANUSIA

20g  200g 400g 15kg 1kg 4kg 12kg 70kg
Mencit Tikus Marmot Kelinci Kucing Kera Anjing Manusia

20¢g 1,00 700 1229 2780 23,770 64,10 124,20 287,90
mencit
200 g 0,14 1,00 1,74 3,30 420 920 17,80 56,00
Tikus
400 g 0,08 0,57 1,00 2,25 2,0 520 10220 31,50
Marmot
15kg 0,04 025 144 1,00 1,08 240 4,50 14,20
Kelinci
1 kg 0,03 023 041 0,92 1,00 220 4,10 13,00
Kucing
4 kg 0,016 0,11 0,19 042 0,5 1,00 1,90 6,10
Kera
12 kg 0,008 0,06 0,10 0,22 0,2 0,52 1,00 3,10
Anjing
70 kg 0,0026 0,018 0,31 0,07 0.13 0,16 032 1,00
Manusia

(Sumber : Anisah™)
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LAMPIRAN 2
PERHITUNGAN PEMBUATAN DOSIS VCO

Dosis VCO yang dianjurkan adalah 2,5-3 sendok makan 3 x sehari atau
setara dengan 37,5-45 mL/hari untuk orang dewasa dengan berat badan 45-67 kg®®
dan 50 mL untuk orang dewasa dengan berat badan 70 kg.*® Dosis optimal jika
dikonversi dengan ketentuan : manusia 70 kg setara dengan tikus 200 gr adalah

0,018.%

e Dosisl

Dosis x Faktor Konversi

50 mL x 0,018 = 0,9 mL/200 gr BB
e Dosis 2

Dosis x Faktor Konversi

25 Ml x 0,018 = 0,25 mL/200 gr BB



BERAT BADAN TIKUS (gram)

LAMPIRAN 3
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Sebelum Perlakuan

Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok 1V

I (1) 169 gr I1(1) 177 gr I (1) 164 gr IV (1) 158 gr
I (2) 163 gr 11(2) 178 gr 11 (2) 160 gr IV (2) 163 gr
I (3) 165 gr 1 (3) 169 gr 11 (3) 161 gr IV(3) 162 gr
I (4) 167 gr I (4) 161 gr 11 (4) 161 gr IV (4) 161 gr
I (5) 163 gr I (5) 166 gr 11 (5) 164 gr IV (5) 173 gr
| (6) 162 gr 11 (6) 164 gr 11 (6) 168 gr IV (6) 160 gr
Setelah Perlakuan

Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok 1V
(1) 160 gr (1) 172 gr (1) 167 gr IV (1) 170 gr
I (2) 168 gr I (2) 186 gr H(2) 160 gr IV (2) 168 gr
I (3) 174 gr 11(3) 176 gr i (3) 166 gr IV(3) 176 gr
| (4) 166 gr I (4) 170 gr 11 (4) 169 gr IV (4) : 170gr
1 (5) 165 gr 11 (5) 172 gr 11 (5) 162 gr IV () : 172gr
| (6) 165 gr 11 (6) 165 gr 111 (6) 177 gr IV (6) 165 gr




LAMPIRAN 4
HASIL KOLESTEROL TIKUS (mg/dL)
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Sebelum Pemberian Diet Tinggi Kolesterol

Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok IV
1 (1) 118 (1) 139 11 (1) 137 IV (1) : 100
1 (2) 133 1 (2) 114 11 (2) 114 IV (2) : 110
I (3) 120 I1(3) 110 11 (3) 122 IV(3) 124
| (4) 118 I1(4) 134 11 (4) 115 IV (4) 132
| (5) 107 11(5) 111 L1 (5) 100 IV (5) : 103
| (6) 121 11 (6) 120 11 (6) 130 IV (6) : 101
Setelah Pemberian Diet Tinggi Kolesterol

Kelompok | Kelompok I Kelompok 111 Kelompok IV
I (1) 114 (1) 200 (1) 211 IV (1) 280
1(2) 130 11 (2) 244 1 (2) 230 IV (2) 240
I (3) 122 I (3) 260 I (3) 223 IV(3) 216
| (4) 117 I1(4) 224 I (4) 260 IV (4) 220
I (5) 104 I1(5) 253 I (5) 249 IV (5) 251
| (6) 120 11 (6) 210 11 (6) 217 IV (6) : 234




LAMPIRAN 5

OLAH DATA SPSS

1. Rerata (Mean) dan Standar Deviasi

- Kolesterol
Statistics
KO K1 P1 P2
Valid 6 6 6 6
N
Missing 0 0 0 0
Mean 48.4333 77.1067 53.2900 62.2650
Std. Deviation 3.37293 4.81187 4.21094 1.58205
- TNF alfa
Statistics
KO K1 P1 P2
Valid 6 6 6 6
N
Missing 7 7 7 7
Mean 142.50 202.17 160.67 183.33
Std. Deviation 2.345 1.941 7.967 3.266
- Leukosit
Statistics
KO K1 P1 P2
Valid 6 6 6 6
N
Missing 0 0 0 0
Mean 4800.00 11150.00 6483.33 8350.00
Std. Deviation 428.952 1019.313 808.497 539.444
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2. Uji Normalitas (Shapiro Wilk)

- Kolesterol
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
KO .164 6 .200° .940 6 .658
K1 .250 6 .200" .816 6 .081
P1 426 6 .001 .627 6 .001
P2 .165 6 .200" .982 6 .962
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
- TNF alfa
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
KO .190 6 .200" .934 6 .614
K1 .226 6 .200" 912 6 452
P1 .207 6 .200" .887 6 .304
P2 .207 6 .200" 918 6 492

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

a. Lilliefors Significance Correction
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- Leukosit
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
KO .258 6 .200" .920 6 .503
K1 .205 6 .200" .916 6 476
P1 .292 6 119 .885 6 .295
P2 242 6 .200° .939 6 .651
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
3. Uji Homogenitas (L.evene test)
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
TNF alfa (ng/L) 6.415 3 20 .003
Leukosit (sel/mm3) .975 20 424
Kolesterol Total (mg/dl) 2.154 3 20 125

Jadi dapat disimpulkan bahwa

- Kadar TNF alfa menunjukkan normal dan tidak homogen sehingga

dilakukan uji One Way Anova kemudian dilanjut dengan uji post hoc

dengan uji Tamhane’s T2

- Jumlah Leukosit menunjukkan normal dan homogen sehingga dilakukan uji

One Way Anova kemudian dilanjut dengan uji post hoc dengan uji Tukey

- Kadar Kaolesterol Total menunjukkan tidak normal dan homogen sehingga

dilakukan uji Kruskal Wallis kemudian dilanjut dengan uji Man Whitney.



4. uji One way Anova pada TNF-alfa
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ANOVA
TNF alfa (ng/L)
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 12222.333 3 4074.111 195.401 .000
Within Groups 417.000 20 20.850
Total 12639.333 £23

Dependent Variable: TNF alfa (ng/L)

Multiple Comparisons

Tamhane
(I) Kelompok  (J) Kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound

K1 -59.667" 1.243 .000 -63.76 -55.58

KO P1 -18.167" 3.390 .011 -31.34 -5.00
P2 -40.833" 1.641 .000 -46.32 -35.34
KO 59.667" 1.243 .000 55.58 63.76

K1 P1 41.500 3.347 .000 28.22 54.78
P2 18.833" 1.551 .000 13.49 24.18
KO 18.167" 3.390 .011 5.00 31.34

P1 K1 -41.500" 3.347 .000 -54.78 -28.22
P2 -22.667" 3.515 .003 -35.64 -9.69
KO 40.833" 1.641 .000 35.34 46.32

P2 K1 -18.833" 1.551 .000 -24.18 -13.49
P1 22.667" 3.515 .003 9.69 35.64

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




5. Uji One Way Anova pada Leukosit
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ANOVA
Leukosit (sel/mm3)
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 133291250.000 3| 44430416.667 81.988 .000
Within Groups 10838333.333 20 541916.667
Total 144129583.333 23
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Leukosit (sel/mm3)
Tukey HSD
(I) Kelompok  (J) Kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
K1 -6350.000" 425.016 .000 -7539.59 -5160.41
KO P1 -1683.333" 425.016 .004 -2872.93 -493.74
P2 -3550.000" 425.016 .000 -4739.59 -2360.41
KO 6350.000" 425.016 .000 5160.41 7539.59
K1 P1 4666.667" 425.016 .000 3477.07 5856.26
P2 2800.000" 425.016 .000 1610.41 3989.59
KO 1683.333" 425.016 .004 493.74 2872.93
P1 K1 -4666.667" 425.016 .000 -5856.26 -3477.07
P2 -1866.667" 425.016 .001 -3056.26 -677.07
KO 3550.000" 425.016 .000 2360.41 4739.59
P2 K1 -2800.000" 425.016 .000 -3989.59 -1610.41
Pl 1866.667" 425.016 .001 677.07 3056.26

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Uji Kruskal Wallis pada kadar kolesterol total

Test Statistics®P

Kolesterol Total

(mg/dl)
Chi-Square 19.287
df 3
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

Uji Mann Whitney pada kolesterol total

- KOYCRER-KE KO dengan P1

Test Statistics?

Test Statistics?®

Kolesterol Total Kolesterol Total

(mg/di) (mg/dl)
Mz.ann-Whitney U . ¢ Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 21.000 Wilcoxon W 29.000
z -2.882 2 -1.601
Asymp. Sig. (2-tailed) .004 Asymp. Sig. (2-tailed) 109
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .132b

. ing Variable: Kel k
a. Grouping Variable: Kelompo a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties. .
b. Not corrected for ties.



- KO dengan P2

Test Statistics?

Kolesterol Total

- Kl dengan P2
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Test Statistics?

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

Kolesterol Total

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

- K1 dengan P1

Test Statistics?

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

Kolesterol Total

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

- P1 dengan P2

Test Statistics?®

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

Kolesterol Total

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.

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

a. Grouping Variable: Kelompok

b. Not corrected for ties.




LAMPIRAN 6

DOKUMENTASI PENELITIAN
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TeLur vy

Pembagian tikus wistar secara random
menjadi 4 Kelompok

Bahan-bahan makanan diet tinggi
kolesterol

Ektra Virgin Coconut Qil (VCO)
Merek Siola

Pengambilan darah melalui sinus
orbital
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Pemberian diet tinggi kolesterol melalui Pemberian larutan dosis VCO melalui
oral dengan cara di Sonde oral dengan cara di Sonde

Pusat Studi Pangan dan Gizi UGM Serum tikus yang berjumlah 24 sampel
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