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PENGARUH PEMBERIAN JUS ALPUKAT (Persea americana M.)
TERHADAP KADAR MDA DAN KADAR TNF-a

(Studi Eksperimental Pada Tikus Wistar Jantan Yang Diberi
Paparan Asap Rokok)

ABSTRAK

Latar Belakang : Rokok merupakan sumber radikal bebas eksogen yang
mengganggu keseimbangan radikal bebas dan antioksidan dalam tubuh, yang
mengakibatkan stres oksidatif. Stress oksidatif mengakibatkan kerusakan jaringan
yang memicu reaksi inflamasi di sel endotel pembuluh darah yang ditandai
dengan dilepaskannya mediator-mediator inflamasi berupa sitokin-sitokin
terutama TNF-o. Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus alpukat (Persea
americana M.) terhadap kadar MDA dan Kadar TNF-a

Metode : Jenis penelitian adalah eksperimental laboratorium dengan pendekatan
post test only control group design. Subyek penelitian sebanyak 20 ekor tikus
wistar yang masuk Kriteria inklusi dibagi menjadi 4 kelompok secara acak yaitu
K1, K2, K3, dan K4. Kelompok K1 diberikan pakan standard tanpa diberi paparan
asap rokok dan K2 diberikan pakan standard yang diberi paparan asap rokok
selama 14 hari. Kelompok K3 dan K4 diberi jus alpukat dengan dosis 2,7
gram/200g BB/hari dan 5,4 gram/200g BB/hari. Pada hari ke 15, tikus wistar
jantan kemudian diambil darahnya guna pemeriksaan kadar MDA dan kadar TNF-
a. Data di analisis menggunakan uji normalitas dengan uji Shapiro Wilk, uji
homogenitas data dengan uji Levene test dan dilanjutkan dengan uji One Way
Anova.

Hasil : Rerata kadar MDA dan kadar TNF-a tertinggi pada kelompok K2
dibanding kelompok K1,K3, dan K4. Uji One Way Anova pada kadar MDA dan
TNF-a menunjukkan perbedaan signifikan terhadap antar kelompok dengan nilai
p = 0,000.

Kesimpulan : Pemberian jus alpukat dengan dosis 2,7 gram/200g BB/hari dan 5,4
gram/200g BB/hari, dapat menurunkan kadar MDA dan TNF-a pada tikus wistar
setelah pemberian asap rokok.

Kata kunci : Jus Alpukat, MDA, TNF-a, Asap Rokok
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EFFECT OF GIVING AVOCADO JUICE (Persea americana M.) ON MDA
LEVELS AND TNF-a LEVELS

(Experimental Study on Wistar Male Rats Exposed to Cigarette Smoke)

ABSTRACT

Background: A Cigarette is one of free oxygen radicals which have to interfere a
free radical’s balance and antioxidant in the body. It involves oxidative stress. The
Axidate stress involves failure system that have trigger inflamation response. In
endothelual calss blodvessel that have pinned exiting the inflammation reaction in
the from of cytokines especially TNF-a. It functioned to known the effect of
awarding avocado juice to MDA and TNF-a.

Method: This research used the experimental laboratorium method that
approached post test only control group design. The subject of this research used
20 wister rats which kind of inclusion. It shared in 4 sections as ramdom services.
Such as K1, K2, K3 and K4. K1 have given a standart weft. It have been done
without smoking display. Meanwhile, K2 have given a standart weft that have
used smoking display during 14 days. K3 and K4 have given avocado juice dose.
It was as much as 2,7g/200g weight/days and 549/200g weight/days. On the fifth
day, the specimen have taken the blood. It could know the results of MDA and
Tnf-a. The data analysist used the normality test by Shapiro Wilk, homogenity,
Levene, and one way anova test.

The Result: The result of this research have a highest rate. The highest rate was
K2. It could be proven for One Way Anova test in MDA and Tnf rate. It showed
the difference significant to between categoryies. Which is p=0,000 scores.

The Conclusion: The conclusion of this research have been giving the avocado
juice with 2,79/200g weight/days and 5,49/200g weight/days. Then it could
reduce the MDA and Tnf-a rate on the wistar rat. It have been since giving the
smoking display.

Keyword: Avocado Juice, MDA, Tnf, Smoking Display
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BAB |

PENDAHULUAN

1. 1. Latar Belakang

Rokok merupakan sumber radikal bebas eksogen yang mengganggu
keseimbangan radikal bebas dan antioksidan dalam tubuh, yang
mengakibatkan stres oksidatif.' Selain mengandung radikal bebas, asap
rokok juga diketahui mengandung berbagai senyawa toksik seperti senyawa
nikotin, tar, karbon monoksida, karbon dioksida, PAH (Polynuclear
Aromatic Hydrocarbon) dan hidrogen peroksida. Zat-zat tersebut akan
mengakibatkan kerusakan dan gangguan fungsi sel serta mempengaruhi
fungsi sistem organ.? Penggunaan produk tembakau di indonesia masih
cukup tinggi, terdapat 60,8 juta laki-laki dewasa dan 3,7 juta perempuan
dewasa yang merupakan perokok. Menurut data Riskedas (2018), prevalensi
merokok di kelompok usia 10-19 tahun mengalami peningkatan dari 7,2%
pada tahun 2013 menjadi 9,1% pada tahun 2018.2

Kandungan berbahaya dari rokok dihisap ke dalam saluran pernafasan
kemudian masuk ke dalam pulmo. Reaktivitas ROS akan merusak DNA,
protein, dan lipid penyusun sel. Kondisi seperti ini kemudian dapat
menyebabkan stres oksidatif. Merokok dapat meningkatkan peroksidasi
lipid, menginduksi aktivitas enzim antioksidan sebagai mekanisme
mempertahankan diri, dan menghasilkan gangguan keseimbangan yang
dinamis antara oksidasi dan antioksidan.” Radikal bebas dapat menyebabkan

meningkatkan peroksidasi lipid yang kemudian mengalami dekomposisi



menjadi Malondialdehyde (MDA) dalam darah. MDA merupakan penanda
kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas.> Penelitian yang
dilakukan Somwanshi et.al., (2013) peningkatkan kadar MDA disebabkan
akibat adanya paparan asap rokok.® Peningkatan ROS serta peroksidasi lipid
meningkatkan kadar MDA sebagai biomarker stres oksidatif yang terdapat
dalam serum darah perokok.’

Stress oksidatif mengakibatkan kerusakan jaringan yang memicu
reaksi inflamasi di sel endotel pembuluh darah yang ditandai dengan
dilepaskannya mediator-mediator inflamasi berupa sitokin-sitokin terutama
TNF-0.® Respon inflamasi melalui regulasi NF-KB mengakibatkan
terjadinya peningkatan jumlah leukosit terutama makrofag untuk
mensintesis TNF-a dalam mempertahankan sistem imunitas.’® Penelitian
yang dilakukan Kusumastuty et.al., (2015) bahwa rata-rata kadar TNF-a
yang diukur dengan metode ELISA pada tikus yang terpapar asap rokok
lebih tinggi jika dibandingkan dengan kelompok yang tidak terpapar asap
rokok yaitu 69,1 pg/ml pada kelompok yang dipapar asap rokok dan 36,4
pg/ml pada tikus yang tidak dipapar asap rokok.'® Penelitian yang dilakukan
Oktaviana (2018) paparan asap rokok terbukti menyebabkan peningkatan
kadar TNF-a.**

Nutrisi yang kaya dengan antioksidan merupakan faktor penting
dalam memperbaiki kadar MDA sumber antioksidan makanan terdapat
dalam sayuran dan buah.** Kandungan vitamin C dan E mempunyai peranan

penting dalam melawan radikal bebas.’* Perlawanan utama terhadap stres



1.2

oksidatif ini dapat dicapai dengan pemberian antioksidan. Antioksidan
adalah senyawa yang melindungi jaringan dari kerusakan akibat oksidasi.

Antioksidan dibutuhkan untuk menghindari peningkatan kadar MDA
akibat dari paparan asap rokok.' Buah alpukat mengandung senyawa
antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari stress oksidatif.” Kandungan
yang khas dari buah alpukat ini adalah sumber vitamin B komplek, selain itu
juga terkandung vitamin A, vitamin C, vitamin E, disamping lemak, protein,
karbohidrat, mineral, tannin, dan senyawa-senyawa lain.*® Flavonoid
sebagai kandungan lain pada buah alpukat memiliki aktivitas kuat terhadap
antioksidan.* Senyawa flavonoid yang tinggi dan dapat digunakan sebagai
antioksidan, antiinflamasi, anti-kanker dan anti-hipertensi.*” Penelitian yang
dilakukan Yuniastuti et.al., (2015) pemberian jus alpukat (Persea
americana M.) dapat menurunkan kadar MDA plasma.*®

Berdasarkan latar belakang di atas, diperlukan penelitian lebih lanjut
mengenai pengaruh pemberian jus alpukat terhadap kadar MDA dan kadar

TNF-o pada tikus yang diberi paparan asap rokok.

Perumusan Masalah
Apakah pemberian jus alpukat (Persea americana M.) berpengaruh
terhadap kadar MDA dan Kadar TNF-a pada tikus wistar jantan yang diberi

paparan asap rokok?



1. 3. Tujuan Penelitian
1. 3. 1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus alpukat (Persea
americana M.) terhadap kadar MDA dan Kadar TNF-a pada tikus wistar
jantan yang diberi paparan asap rokok
1. 3. 2. Tujuan Khusus
a. Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus alpukat (Persea
americana M.) terhadap kadar MDA pada tikus wistar jantan
yang diberi paparan asap rokok
b. Untuk mengetahui pengaruh pemberian jus alpukat (Persea
americana M.) terhadap kadar TNF-o pada tikus wistar jantan
yang diberi paparan asap rokok
c. Untuk mengetahui perbedaan pengaruh jus alpukat (Persea
americana M.) terhadap kadar MDA dan Kadar TNF-a pada

tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok

1. 4. Originalitas Penelitian
Originalitas penelitian menyajikan perbedaan dan persamaan bidang
kajian yang diteliti antara peneliti dengan peneliti-peneliti sebelumnya. Hal
ini dimaksudkan untuk untuk menghindari adanya pengulangan kajian

terhadap hal-hal yang sama.



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Penelitian
Shireen A Al-  Cigarette Penelitian ini  Hasilnya
tameemi, smoking menggunakan menunjukkan
Najwa J increases plasma  cross- peningkatan yang
Hameed, levels of IL-6 sectional signifikan dalam IL-
Karina B and TNF-a study 6 dan TNF-a
Gomes, plasma orang
Hussein A perokok bila
Abis dibandingkan dengan
2022" non-perokok.
Etha Rambung Electric Eksperimental Rokok elektrik
2020%° Cigarettes’s dengan menyebabkan stres
Effect to The rancangan oksidatif
MDA Levels In  penelitian sehingga kadar MDA

Blood of Wistar
Rat

post test only
control group
design

kelompok perlakuan
meningkat secara
signifikan
dibandingkan dengan
kelompok kontrol

Yunita Surya  Pengaruh Eksperimental Bahwa parasetamol
Pratiwi, Pemberian dengan dosis tinggi
Sulistiana Ekstrak Kulit rancangan meningkatkan secara
Prabowo Buah  Alpukat penelitian bermakna kadar
2018% (Persea post test only MDA jaringan hepar
Americana) control group  dan ekstrak kulit
Terhadap Kadar design alpukat (Persea
Malondialdehida americana)
(MDA) Jaringan menurunkan secara
Hepar Tikus tidak bermakna
Putih (Rattus kadar MDA jaringan
norvegicus) hepar karena kulit
Jantan Galur alpukat mengandung
Wistar yang flavonoid,
Diinduksi hydroxycinnamic
Parasetamol acids, keratinoid,
Dosis Tinggi vitamin C, dan
vitamin E yang
berfungsi sebagai
antioksidan.
Penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya karena

penelitian ini dilakukan dengan variable, jumlah sampel, dan lokasi



penelitian yang berbeda. Selain itu, penelitian ini akan menganalisis
pengaruh pemberian jus alpukat (Persea americana M.) terhadap kadar
MDA dan Kadar TNF-a pada tikus wistar jantan yang diberi paparan asap

rokok.

1. 5. Manfaat Penelitian
1. 5. 1. Manfaat Teoritis
Mengetahui pengaruh pemberian jus alpukat terhadap kadar MDA

dan kadar TNF-a akibat diberi paparan asap rokok.

1.5. 2. Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan memberi informasi dan manfaat
ilmiah bagi ilmu kesehatan serta ilmu kedokteran dan juga dapat dijadikan

referensi bagi penelitian-penelitian selanjutnya.
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2. 1. Malondialdehyde (MDA)
2. 1. 1. Definisi Malondialdehyde (MDA)

Malondialdehyde (MDA) merupakan metabolit hasil
peroksidasi lipid oleh radikal bebas.?> MDA adalah senyawa
dialdehida yang merupakan produk akhir peroksidasi lipid di dalam
tubuh. Senyawa ini memiliki tiga rantai karbon dengan rumus
molekul CsH40O% MDA juga merupakan produk dekomposisi dari
asam amino, karbohidrat kompleks, pentosa dan heksosa. Selain itu,
MDA juga produk yang dihasilkan radikal bebas melalui reaksi
ionisasi dalam tubuh dan produk samping biosintesis prostaglandin,
yang merupakan produk akhir dari oksidasi lipid membran. Selain
itu, MDA juga merupakan metabolit komponen sel yang dihasilkan
radikal bebas. Oleh karena itu, konsentrasi MDA tinggi
menunjukkan adanya proses oksidasi dalam membran sel. Status
antioksidan yang tinggi biasanya diikuti oleh penurunan kadar
MDA.? Di antara biomarker (penanda) stres oksidatif yang paling
sering digunakan sebagai parameter laboratorium adalah
malondialdehide. MDA dapat dijumpai di plasma, serum dan urin.
Peroksidasi lipid dan kerusakan seluler merupakan indikasi

terjadinya stres oksidatif.**



2.1. 2. Mekanisme MDA

Malondialdehyde (MDA) dapat terbentuk apabila radikal
bebas hidroksil seperti Reactive Oxygen Species (ROS) bereaksi
dengan komponen asam lemak dari membran sel sehingga terjadi
reaksi berantai yang dikenal dengan peroksidasi lemak. Peroksidasi
lemak tersebut akan menyebabkan terputusnya rantai asam lemak
menjadi berbagai senyawa toksik dan menyebabkan kerusakan
pada membran sel.® Terjadi reaksi berantai yang menghasilkan
sejumlah radikal lipid dan senyawa yang sangat sitotoksik terhadap
endotel.?

Radikal-radikal lipid ini bereaksi dengan logam-logam
transisi bebas dalam darah, seperti Fe’* dan Cu®* menghasilkan
aldehida toksik, salah satunya adalah MDA. Eliminasi MDA dari
sirkulasi dengan bantuan enzim aldehid dehydrogenase dan
thiokinasi di hepar terjadi dalam waktu 2 jam pada tikus namun 10-
30% melekat semi-permanen melekat pada protein dan dihilangkan

dalam waktu 12 jam. Toksisitas MDA meningkat karena

reaktivitasnya yang tinggi terutama terhadap protein dan DNA.?
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Gambar 2. 1. Mekanisme Pembentukan MDA

2. 1. 3. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Kadar MDA

a. Nutrisi
Nutrisi atau makanan adalah salah satu hal yang dapat
mempengaruhi kadar MDA. Nutrisi yang kaya dengan
antioksidan merupakan faktor penting dalam memperbaiki kadar
MDA Sumber antioksidan makanan terdapat dalam sayuran dan
buah.*

b. Hiperkolesterolemia
Hiperkolestetolemia dalam jangka panjang akan mengakibatkan
terjadinya reactive oxygen species (ROS) dan akan muncul
radikal — radikal bebas yang dapat meningkatkan stress
oksidatif. Produksi ROS yang meningkat dapat mendegradasi
lemak tak jenuh ganda membentuk MDA dan mengakibatkan
komplikasi.?’

c. Latihan Fisik
Latihan fisik juga mempengaruhi kadar malondialdehyde.
Terdapat dua penelitian terkait pengaruh latihan fisik terhadap
kadar malondialdehyde. Latihan fisik yang sesuai prosedur FITT
akan mengakibatkan kadar perbaikan kadar malondialdehyde."?
Tetapi apabila tidak sesuai dengan prosedur FITT (aktivitas fisik
maksimal) justru akan mengakibatkan kenaikan kadar

malondialdehyde.?
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d. Paparan Asap Rokok
Pada perokok terjadi ketidakseimbangan radikal bebas yang
masuk dengan antioksidan yang dihasilkan sehingga pemberian
asupan antioksidan dari luar tubuh dibutuhkan. Dalam
rnenurunkan kadar radikal bebas dapat dilakukan dengan cara
menentukan kadar malondialdehyde (MDA\) di dalam darah.?®
2. 1. 4. Pengukuran MDA
Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBARS
(Thiobarbiturat Acid Reative Substance). Proses peroksidasi lipid
yang diperantarai oleh radikal bebas menghasilkan senyawa
MDA.* Prinsip kerja dari pengukuran MDA adalah reaksi MDA
molekul tunggal dengan dua molekul asam thiobarbiturat (TBA)
membentuk warna merah muda diukur pada spektrofotometer

panjang gelombang 532 nm.*

2. 2. Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)
2. 2. 1. Definisi TNF-a
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) merupakan salah satu
sitokin yang mendukung terjadinya proses inflamasi. Sitokin
didalam tubuh merupakan protein yang berfungsi sebagai pengatur
pemberi

informasi antara sel dengan cara menggerakkan reaktivitas imunitas
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spesifik dan non spesifik. TNF-a. merupakan sitokin yang dihasilkan
oleh akitvasi magrofah dan monosit, selain itu TNF-o juga
dihasilkan oleh aktivasi dari beberapa sel lainnya seperti sel T, sel
mast, sel B dan fibroblast.*?
2. 2. 2. Aktivitas Biologis TNF-a

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) memiliki peran sebagai
growth factor pada sel B dan proses pematangan pada sel dendritik,
sedangkan pada sel T, TNF-a berperan sebagai stimulus terjadinya
apoptosis. TNF-a mengatur TCR (T cell receptore) negatif dalam
melawan autoreaktif oleh sel T dan melakukan induksi apoptosis
pada sel T dalam darah perifer. TNF-o juga mampu merangsang anti
apoptosis molekur serta melakukan aktivasi NF-Kb dalam melawan
mediasi apoptosis. TNF-o. melakukan aktivasi terjadinya peradangan
sekunder yang ditandai dengan nekrosis dan kerusakan jaringan
sehingga dapat mempengaruhi imunitas.*®

Makrofag merangsang sitokin TNF-a karena rangsangan dari
IFN-y yang diaktifkan oleh sel T (CD4+ dan CD8+) dan NK. TNF-
a memiliki peran sebagai aktivasi inflamasi akut pada mikroba dan
bakteri gram negatif. Kadar TNF-o. memiliki tingkatan dan peran
berbeda dalam klasifikasi inflamasi. Kadar TNF-a yang kecil bekerja
untuk mengaktivasi sel endotel dan leukosit pada sel leukosit dan
berfungsi sebagai stimulasi terjadinya inflamasi akut atau lokal.

Kadar TNF-o yang sedang menimbulkan demam pada otak, APP
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(acute phase protein) pada hati dan mempengaruhi leukosit pada
sumsum tulang belakang akibat inflamasi sistemik. Pada kadar
TNF-a yang tinggi dapat memberikan efek pada kelainan patologi
syok seperti pada hati yang dapat menyebabkan hipoglikemia, pada
pembulum darah menyebabkan trombus, retensi darah dan dapat
menyebabkan apoptosis akibat rangsangan dari inflamasi.>
2. 2. 3. Mekanisme TNF-a

Tumor necrosis factor alpha (TNF-o)  pertama Kkali
ditemukan pada tahun 1975, dapat menyebabkan nekrosis
hemoragik tumor. Dengan demikian, TNF-o dianggap sebagai salah
satu sitokin anti kanker yang paling menjanjikan. Sejak saat itu, dua
mekanisme utama untuk aksi anti kanker yang telah diajukan.
Ditemukan dijaringan dasar TNF-a pada kerusakan pembuluh darah
yang ada pada tumor, sehingga menyebabkan nekrosis tidak
langsung ke sel tumor. Selain itu, TNF-a tampaknya sangat
berkaitan dengan kemoterapi dan liposom yang dimana dapat
meningkatkan permeabilitas pembuluh darah, akumulasi obat di
lokasi tumor ditemukan bahwa TNF-a dapat bekerja secara
langsung pada sel-sel ganas dengan menginduksi apoptosis tetapi
efek sitotoksik dapat muncul hanya dengan adanya inhibitor
metabolik lainnya. Berdasarkan temuan ini, beberapa uji klinis telah

dilakukan untuk menguji potensi terapeutik TNF-o dalam berbagai
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jenis  kanker, tetapi kebanyakan dari mereka gagal
membuktikannya.*®

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) adalah anggota dari
superfamily, TNF-a terdiri dari 19 sitokin yang mengatur sejumlah
aktivitas biologis seperti inflamasi, apoptosis, produksi kemokin
dan metabolisme. Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) adalah
polipeptida 17-kDa yang dihasilkan dari pembelahan proteolitik
dari prekursor terintegrasi membran 26-kDa dan Transmembrane
Tumor Necrosis Factor (tmTNF) dari TNF-a yang mengubah
Enzim Trans Arterial Chemoembolisation (TACE). Zat ini
disekresikan oleh sel imun dan non-imun yang di produksi oleh
makrofag, limfosit, sel endotel, fibroblas, neuron, adiposa dan
jaringan otot, serta mengikuti rangsangan mikroba dan endogen.
Baik Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor (STNF) dan
Transmembrane Tumor Necrosis Factor (tmTNF) aktif secara
biologis dan berinteraksi dengan dua subtipe reseptor glikoproteinik
trimerik: reseptor TNF 1 (TNFR1, p55, CD120a) dan Reseptor TNF
2 (TNFR2, p75, CD120b). Sementara TNFR1 adalah reseptor yang
diekspresikan di semua sel yang berinti dan mengikat STNF,
TNFR2 adalah subtipe yang dapat diinduksi, biasanya diekspresikan
oleh sel sistem kekebalan, aktivitas biologis dan tmTNF. Sel
pengekspres Transmembrane Tumor Necrosis Factor (tmTNF)

saling mentransduksi pensinyalan intraseluler melalui interaksi
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langsung dengan sel-sel yang membawa TNFR. Melalui aktivasi
jalur NF-xkB1, TNF-o mempunyai produksi sitokin terhadap
inflamasi seperti IL-1B, IL-6, IL-8 dan molekul adhesi (misalnya
molekul adhesi antar sel). Oleh karena itu, TNF-o berimplikasi pada
pertahanan tubuh terhadap agen infeksi, tetapi juga merupakan
faktor kunci dalam promosi dan pemeliharaan inflamasi pada
penyakit inflamasi kronis.*

2. 2. 4. Transduksi Sinyal TNF-a

Transduksi sinyalnya mempengaruhi ikatan dengan reseptor
permukaan seperti TNF-a reseptor 1 (TNFR1 atau p5S5TNFR) dan
TNF-a reseptor 2 (TNFR2 atau p75TNFR). Reseptor pSSTNFR
terlibat dalam proses sitotoksis dan apoptosis sedangkan receptor
p75TNFR terlibat dalam survival dan proliferasi sel. Ikatan TNF-a
dengan p55TNFR akan menginduksi trimerisasi dan pemanggilan
protein adaptor TNF Resceptor Associated Death Domain
(TRADD) untuk ikut memanggil pula Receptor Interacting Protein
(RIP), TRAF2, dan FADD. Kesemuanya itu akan memediasi
aktifnya caspace 8 dan 10 yang menginisiasi apoptosis. Reseptor
p55TNFR juga mengaktivasi jalur transduksi sinyal seperti NF-«j,

ERK, INK.*’
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Gambar 2. 2. Transduksi sinyal TNF-o*
2. 2. 5. Fungsi TNF-a.

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) mempunyai beberapa
fungsi dalam proses inflamasi, yaitu dapat meningkatkan peran pro
trombotik dan merangsang molekul adhesi dari sel leukosit serta
menginduksi sel endotel, berperan dalam mengatur aktivitas
makrofag dan respon imun dalam jaringan dengan merangsang
faktor pertumbuhan dan sitokin lain, berfungsi sebagai regulator
dari hematopoetik serta komitogen untuk sel T dan sel B serta
aktivitas sel neutrofil dan makrofag. Tumor nekrosis faktor-alfa
juga memiliki fungsi tambahan yang menguntungkan termasuk
peranannya dalam respon imun terhadap bakteri, virus, jamur, dan
invasi parasit.®

Hampir semua proses inflamasi mengakibatkan aktivasi
makrofag jaringan dan infiltrasi monosit darah. Aktivasi ini

menyebabkan banyak perubahan dalam sel, di antaranya ialah
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produksi TNF, IL-1, dan IL-6 vyaitu sitokin-sitokin yang
meyebabkan efek multipel pada hospes. Efek-efek ini meliputi yaitu
induksi demam, respon fase akut hepatik yang disertai lekositosis,
produksi protein fase akut seperti C-Reactive Protein, dan

diferensiasi atau aktivasi dari sel T, sel B dan makrofag.*®

2. 2. 6. Hubungan TNF-a dengan rokok
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Gambar 2. 3. Peran TNF-a terhadap Proses Inflamasi™®
Banyak penelitian menemukan bahwa respon inflamasi paru
terhadap pajanan gas atau asap rokok ditandai dengan peningkatan
jumlah neutrofil, makrofag dan limfosit T yang didominasi oleh
CD8+, peningkatan konsentrasi sitokin proinflamasi seperti
leukotrien B4, IL-8, TNF-oa dan bukti bahwa stress oksidatif

disebabkan oleh inhalasi asap rokok atau yang diaktifkan oleh sel
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inflamasi. Peningkatan jumlah limfosit T yang didomisasi oleh
CD8+ tidak hanya ditemukan pada jaringan paru tetapi juga pada
kelenjar limfe paratrakeal.*°

Makrofag yang diaktifkan asap rokok dan zat iritan lainnya
akan melepaskan netrofil, IL8 dan TNF-a yang kembali
menstimulasi makrofag dan netrofil mengeluarkan zat-zat protease
seperti netrofil elastase, capthesin dan Matriks Metalo Protease
(MMP) yang merusak dinding alveoli, jaringan penunjang pada
parenkim paru dan juga menstimuli terjadinya hipersekresi
mukus.Asap rokok ini juga mengaktifkan sel epitel di saluran
pernapasan untuk mengaktifkan T limfosit khususnya CD8 yang
dapat langsung membuat kerusakan pada dinding alveoli dan juga
dengan mengeluarkan berbagai macam mediator inflamasi, salah
satunya TNF-a. Sel epitel yang terpajan asap rokok akan
menyebabkan pembentukan  fibroblas meningkat sehingga
menyebabkan terjadinya fibrosis. Fibroblas akan diaktifasi oleh
Growth Factor yang dilepaskan oleh makrofag dan sel epitel.
Enzim-enzim ini pada kondisi normal akan diatasi oleh protease
inhibitor, termasuk alpha 1 antitripsin, SLPI dan Tissue Inhibitor
Metalo Protease (TIMP). Mekanisme obstruksi saluran napas
adalah obstruksi oleh sekret pada saluran napas akibat produksi
sekret yang berlebihan disertai penebalan kelenjar-kelenjar,

submukosa, secara potensial merupakan komponen obstruksi
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saluran napas yang reversibel. Reaksi oksidasi stress dari asap
rokok atau dari sel inflamasi memiliki beberapa efek antara lain :
menurunkan aktivitas dari antiprotease, mengaktivasi Nuklear
factor kB, meningkatkan sekresi sitokin IL8, meningkatkan
produksi TNF-o, meningkatkan isoprotanase yang berperan dalam
bronkokontriksi dan kebocoran plasma dan efek langsung terhadap

saluran napas atau bronkokontriksi.**

2. 3. Alpukat (Persea americana M.)

Tanaman alpukat (Persea americana M.) berasal dari Amerika
Tengah yang beriklim tropis dan telah menyebar hampir ke seluruh
negara sub-tropis dan tropis termasuk Indonesia. Hampir semua orang
mengenal dan menyukai buah alpukat, buah alpukat mempunyai
kandungan gizi yang tinggi. Di samping daging buahnya, biji alpukat
juga memiliki potensi karena proteinnya tinggi.*

Tanaman alpukat berupa pohon dengan ketinggian 3-10 m, rating
tegak dan berambut halus, daun berdesakan diujung ranting, bentuk bulat
telur atau corong, awalnya berbulu pada kedua belah permukaannya dan
lama-kelamaan menjadi licin. Bunga alpukat berupa malai dan terletak di
dekat ujung ranting, bunganya sangat banyak berdiameter 1-1,5 cm,
berwarna kekuningan, berbulu halus dan benang sari dalam 4 karangan,

buah alpukat berbentuk bola lampu sampai bulat telur, berwarna hijau
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kekuningan berbintik ungu, gandul/halus, dan harum, biji berbentuk bola

dan hanya terdapat satu biji dalam 1 buah.®®

2. 3. 1. Taksonomi Buah Alpukat
Berdasarkan penggolongan dan tata nama tumbuhan, buah
alpukat termasuk ke dalam klasifikasi sebagai berikut :

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (Berkeping dua/dikotil)
Sub kelas  : Magnoliidae

Ordo : Laurales

Famili : Lauraceae

Genus : Persea

Spesies : Persea americana Mill.*!
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Gambar 2.4. Tanaman dan Buah Alpukat*

2. 3. 2. Kandungan Alpukat

Pada buah alpukat, mengandung banyak senyawa-senyawa yang

penting bagi tubuh manusia diantaranya yaitu:

Tabel 2.1. Komposisi kimiawi buah alpukat dalam 100 gram daging buah

Komponen Kadar
Energi buah (kal) 85 —-233
Air (%) 67,49 — 84,30
Protein (%) 0,27-1,7
Lemak (gram) 6,5— 25,18
Karbohidrat (gram) 5,56 — 8
Abu (gram) 0,70-1,4
Vitamin (mg):
A 0,13-0,51
B 0,025-0,12
B, 0,13-0,23
Bs 0,79-2,16
B 0,45
@ 2,3-7
D 0,01
E 3
K 0,008
Mineral (mg) :
Ca 10
Fe 0,9
s) 20

Sumber : Kalie™

Tabel 2.2. Konstituen fitokimia buah Persea americana

Komposisi

Buah (mg/100g)

Saponin

0.14+0.01
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Tannin 0.12+0.03
Flavonoid 4.25+0.16
Alkaloid 0.14+0.00
Fenol 2.94+0.13
Steroids 1.88+0.19

Sumber : Arukwe?’

Padahal bila melihat dari kandungan gizinya yang
mengandung vitamin, seperti vitamin A, vitamin B, vitamin C, dan
vitamin E. Kandungan lain yang terdapat dalam buah alpukat adalah
lemak, karbohidrat, asam folat, dan protein.*

Asam askorbat atau vitamin C merupakan antioksidan larut
air yang mampu memindahkan senyawa elektron, selain itu juga
mampu menghilangkan oksigen reaktif dan mencegah LDL
teroksidasi. Antioksidan tersebut mampu bereaksi dengan radikal
bebas.?

Flavonoid sebagai kandungan lain pada buah alpukat
memiliki aktivitas kuat terhadap antioksidan sehingga mampu
melindungi dari zat toksik ataupun stress oksidatif di suatu organ
dan mencegah adannya kerusakan sel. **> Senyawa flavonoid yang
tinggi dan dapat digunakan sebagai antioksidan, antiinflamasi, anti-

kanker dan anti-hipertensi.*’

2. 3. 3. Manfaat Alpukat

Dengan kandungan nutrisi yang banyak tersebut maka

alpukat dapat dimanfaatkan untuk berbagai kebutuhan, diantaranya:
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1. Lemak monosaturated (tak jenuh) yang terdapat di dalam
alpukat mengandung aleic acid yang terbukti mampu
meningkatkan kadar lemak sehat dalam tubuh, dan mengontrol
diabetes. Dengan menggunakan alpukat sebagai sumber lemak,
penderita diabetes dapat menurunkan kadar triglycerides sampai
20%.

2. Lemak tak jenuh ini juga sangat baik untuk mengurangi kadar
kolesterol. Diet rendah lemak yang menyertakan alpukat telah
terbukti mampu menurunkan kadar kolesterol jahat, dan
meningkatkan kadar kolesterol baik dalam darah.

3. Alpukat juga banyak mengandung serat yang sangat
bermanfaat untuk mencegah tekanan darah tinggi, penyakit
jantung, dan beberapa jenis kanker.

4. Alpukat juga mengandung potassium 30% lebih banyak di
banding nanas.”

2. 3. 4. Buah Alpukat sebagai Antioksidan
Senyawa oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species = ROS)
adalah senyawa radikal yang dapat menyerang berbagai substrat
dalam tubuh termasuk lipid, asam nukleat dan protein. Ketika
paparan radikal bebas dalam tubuh berlebihan maka tubuh dapat
mengalami gangguan fungsi sel, kerusakan struktur sel, molekul
termodifikasi yang tidak dapat dikenali oleh sistem imun dan

bahkan mutasi. Semua bentuk gangguan tersebut dapat memicu
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munculnya berbagai penyakit, mulai dari kerusakan sel atau
jaringan, penyakit autoimun, penyakit degeneratif, hingga kanker.?®
Keadaan di atas menyebabkan tubuh memerlukan suatu asupan
yang mengandung suatu senyawa yaitu antioksidan yang mampu
menangkap dan menetralisir radikal bebas tersebut sehingga
reaksi—reaksi lanjutan yang menyebabkan terjadinya stres oksidatif
dapat berhenti dan kerusakan sel dapat dihindari atau induksi suatu
penyakit dapat dihentikan. Reaksi terminasi antioksidan biasanya
terjadi dengan cara menangkap radikal hidroksil (*OH) pada tahap
reaksi peroksidasi lemak, protein atau molekul lainnya pada
membran sel normal sehingga kerusakan sel dapat dihindari.
Antioksidan dalam makanan atau minuman dapat berupa
antioksidan alami seperti yang terkandung dalam sayur-sayuran,
buah-buahan dan minuman maupun antioksidan sintetis yang
sengaja ditambahkan (zat aditif) pada makanan dan minuman yang
dikonsumsi.*’

Buah alpukat (Persea americana M.) merupakan buah
tropis yang penting dan merupakan sumber fitokimia lipofilik yang
baik seperti asam lemak tunggal tak jenuh, karotenoid, vitamin E
dan sterol. Buah alpukat mengandung molekul bioaktif yang
melindungi sel-sel tubuh manusia terhadap radikal bebas. Analisis
fitokimia menunjukkan adanya alkaloid, terpenoid, saponin, tanin,

fenolat dan flavonoid pada buah alpukat.?®
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2. 4. Asap Rokok
2. 4. 1. Definisi Asap Rokok

Asap rokok mengandung lebih dari 4000 jenis zat organik
berupa gas maupun partikel yang berasal dari daun tembakau.
Komponen dalam asap rokok dibagi menjadi 2 bentuk yaitu fase
gas dan fase tar (fase partikulat). Fase gas merupakan fase dengan
berbagai macam gas yang berbahaya diantaranya terdiri dari
nitrosopirolidin, vinil klorida, formaldehid, hydrogen sianida,
nitrosamine, akrolein, urean, asetaldehida, ammonia piridin,
hidrasin, nitrogen oksida, dan karbon monoksida. Sedangkan fase
tar merupakan bahan yang terserap dari penyaringan asap rokok
menggunakan filter cartridge dengan ukuan pori-pori 0,1um. Fase
ini terdiri dari dibensakridin, dibensokarbol, bensopirin, fluoranten,
hidrokarbon aromatik, polinuklear, naftalen, nitrosamine yang tidak
menguap, nikel, arsen, alkaloid tembakau, nikotin, dan alkaloid
tembakau.*® Radikal bebas dari asap fase tar memiliki waktu paruh
yang lebih lama (beberapa jam hingga bulan) dibandingkan dengan

fase gas yang hanya memiliki waktu paruh beberapa detik.*

2. 4. 2. Bahan yang terkandung dalam Asap Rokok
1. Nikotin
Organik spesifik yang terkandung dalam daun tembakau.

Senyawa ini dapat menimbulakan efek psikologis berupa
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ketagihan bagi perokok. Nikotin ini berpengaruh pada beratnya
rasa isap dalam rokok. Semakin tinggi kadar nikotin maka
semakin berat rasa isapnya sedangkan asap rokok yang
memiliki kadar nikotin rendah memiliki rasa yang enteng
(hambar).*®

Mekanisme adiksi nikotin terjadi karena adanya interaksi
antara nikotin dengan Nicotinic Acetylcholine Receptors
(nAChRs) pada otak di daerah mesolimbik dopamin system di
Ventral Tegmental Area (VTA) neuron yang mengawali
aktivasi Central Nervus System (CNS) termasuk system
Mesoaccumbens Dopamin. Reseptor nikotin ini mengatur
pelepasan dopamin. Nikotin mengubah aktivitas VTA untuk
meningkatkan sekresi dopamin.’®** Dopamin yang dilepaskan
berperan dalam pengontrolan fungsi aktivitas lokomotorik
kognisi, emosi, reinsformen positif, serta regulasi endokrin.
Akibat dari pelepasan dopamin ini pun akan menimbulkan
perasaan nyaman bagi perokok.>

Penggunaan nikotin secara akut maupun kronik dapat
menimbulkan toleransi. Toleransi akut terjadi akibat desentsasi
reseptor, yaitu saat nikotin berikatan dengan reseptor nikotin
akan terjadi perubahan alosterik dan reseptor nikotin menjadi
tidak sensitif terhadap nikotin beberapa waktu. Penggunaan

kronik akan meningkatkan jumlah reseptor nikotinik 50%
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yang mungkin merupakan akibat dari desentisasi reseptor.®
Dalam keadaan tersebut jika nikotin tidak tersedia, maka
pelepasan dopamin dan neurotransmitter lainnya akan menurun
dibawah normal sehingga menimbulkan efek putus obat.
Gejala yang timbul akibat putus obat tersebut antara lain rasa
cemas, sulit berkonsetrasi, sulit istirahat, gangguan depresi,

dan depresi.**

2. Tar

Tar adalah kondensat asap yang merupakan total residu
dihasilkan saat rokok dibakar setelah dikurangi nikotin dan air
yang bersifat karsinogenik.>® Saat rokok dihisap, tar masuk
rongga mulut sebagai uap padat asap rokok, setelah dingin
akan menjadi padat dan membentuk endapan berwarna coklat
pada permukaan gigi, saluran nafas, dan paru — paru.>®

Pada rokok yang menggunakan filter dapat mengalami
penurunan kandungan tar sekitar 5-15 mg. Walaupun rokok
diberi filter, efek karsinogenik tetap bisa masuk dalam paru-
paru, ketika pada saat merokok hirupannya dalam-dalam,
menghisap berkali-kali dan jumlah rokok yang digunakan
bertambah banyak.>’

3. Karbon Monoksida
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Karbon monoksida merupakan senyawa berupa gas, tidak
berwarna, tidak berbau, mudah terbakar, dan dipakai dalam
pembuatan berbagai senyawa organik dan anorganik. Gas
karbon monoksida yang terdapat dalam rokok tidak akan
menyebabkan keracunan pada perokok namun efek buruknya
akan terjadi secara lamban pada jalan nafas.’

Gas CO mempunyai kemampuan mengikat hemoglobin
yang terdapat dalam eritrosit, lebih kuat dibandingkan oksigen,
sehingga setiap ada asap tembakau, disamping kadar oksigen
udara yang sudah berkurang, ditambah lagi eritrosit akan
semakin kekurangan oksigen karena yang diangkut adalah
CO.%® Dalam rokok terdapat CO sejumlah 2%-6% pada saat
merokok, sedangkan CO yang dihisap oleh perokok paling
rendah sejumlah 400 ppm sudah dapat meningkatkan kadar

karboksihemoglobin dalam darah sejumlah 2-16%.>

2. 4. 3. Asap Rokok Sebagai Radikal Bebas
Asap rokok merupakan hasil pembakaran tembakau dalam
bentuk aerosol yang mengandung sekitar 10'° partikel / mL, terdiri
dari polimer karbon yang mudah menyerap dengan logam berat
teradsorbsi, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), N-
nitrosamin dan bahan kimia lainnya. Partikulat (tar) terdiri dari
partikel halus dan sangat halus (0,1-1,0 um, diameter aerodinamis)

yang menembus jauh ke dalam alveoli. Beberapa komponen larut
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air dari tar, ACT dapat menghasilkan anion superoksida (O?) dan
selanjutnya H?0? dan radikal hidroksil reaktif (HO), yang
menyebabkan kerusakan oksidatif pada lipida membran seluler,
protein, enzim dan DNA.*®

Secara fisiologis, tubuh melakukan metabolisme untuk
menghasilkan energi melalui respirasi yang terjadi dalam tiap sel
sel tubuh dan menghasilkan radikal bebas. Radikal bebas ini
mempunyai tenaga yang besar untuk membunuh virus dan
bakteri.>® Radikal bebas dapat merusak jaringan normal terutama
dalam jumlah banyak. Akibat yang dapat ditimbulkan dari aktivitas
radikal bebas berupa gangguan produksi DNA, lapisan lipid pada
dinding sel, pembuluh darah, prostaglandin, kerusakan sel serta
mengurangi  kemampuan sel untuk beradaptasi dengan
lingkungannya.® Salah satu marker radikal bebas dalam tubuh
adalah malondialdehid (MDA). Malondialdehid (MDA) terbentuk
dari peroksidasi lipid pada membran sel, yaitu reaksi antara radikal
bebas (radikal hidroksi) dengan poly unsaturated fatty acid
(PUFA). Reaksi tersebut terjadi secara berantai yang menghasilkan
hasil akhir berupa hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida
menyebabkan dekomposisi beberapa produk aldehid yang bersifat
toksik terhadap sel. MDA merupakan salah satu aldehid utama

yang terbentuk.?
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Tipe radikal bebas yang terpenting dalam tubuh vyaitu
derivate dari Oksigen, yaitu Reactive Oxygen Stress (ROS),
diantaranya adalah anion superoksida (O2-), radikal hidroksil (-
OH), nitrit oksida (NO-), triplet (302), asam hipoklorus (HOCI),
hydrogen peroksida (H,0-) radikal alkoxyl (LO-).*

Selain dari dalam tubuh, radikal bebas pun dapat berasal dari
luar tubuh seperti obat obatan, radiasi, dan asap rokok. Secara
normal tubuh mempunyai suatu antioksidan untuk menjinakkan
radikal bebas dalam tubuh yaitu Superokside Dismutase (SOD),
enzim katalase, dan Glutathione Sulphydril (GSH). Namun jika
jumlah oksidan berlebihan maka antioksidan yang tersedia belum
cukup mengatasinya. Oleh karena itu diperlukan antioksidan yang
berasal dari luar tubuh seperti flavonoid, vitamin A, vitamin C,
vitamin E, selenium, seng, dan L-sistein untuk mengatasi kelebihan
jumlah oksidan dalam tubuh.®? Berdasarkan fungsinya antioksidan
sendiri dibagi menjadi 5 macam yaitu : 1) antioksidan primer yang
berguna untuk mencegah terbentuknya radikal bebas baru,
contohnya SOD dan enzim katalase, 2) antioksidan sekunder
berguna untuk menangkap radikal bebas dan mencegah terjadinya
reaksi berantai, contohnya vitamin C, vitamin E, dan beta karoten,
3) antiksidan tersier berguna untuk memperbaiki sel sel dan
jaringan yang rusak akibat radikal bebas contohnya enzim metionin

sulfosida reductase, 4) oxygen scavenger berguna untuk mengikat
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oksigen sehingga tidak mendukung reaksi oksidasi, contohnya
vitamin C, 5) chelators yang berguna untuk mengkatalisis reaksi
oksidasi, contohnya asam sitrat dan asam amino.*

Asap rokok memiliki kandungan oksidan eksogen yang
tinggi untuk tubuh. Mekanisme peningkatan senyawa oksidan pada
tubuh yang disebabkan oleh asap rokok diantaranya : 1) melalui
paparan oksidan secara langsung yang terdapat pada asap rokok
fase tar dan gas, 2) Secara tidak langsung asap rokok ini
mengaktivasi makrofag dan neutrofil yang akan mengeluarkan
senyawa oksidan endogen, dan 3) Senyawa radikal oksigen
endogen yang terbentuk secara fisiologis melalui reaksi rantai
pernafasan dalam mitokondria.®*

Berikut ini adalah gambar komponen radikal bebas yang

dihasilkan oleh asap rokok :
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Gambar 2.5. Komponen Asap Rokok®
2. 5. Pengaruh Pemberian Jus Alpukat terhadap Kadar MDA dan Kadar

TNF-a pada Paparan Asap Rokok

Kadar radikal bebas bisa menimbulkan terbentuknya kondisi stress
oksidatif dan merangsang terbentuknya peroksidasi lipid pada membran sel
yang akan menghasilkan Malondialdehyde (MDA). MDA dijadikan sebagai
biomarker kadar radikal bebas di dalam tubuh. Dampak negatif yang
ditimbulkan oleh radikal bebas yaitu dapat dinetralisir oleh antioksidan di
dalam tubuh.®®

Asap rokok merupakan salah satu sumber radikal bebas eksogen
yang dapat menyerang DNA, protein dan lipid serta dapat memicu respon

peradangan pada saluran udara perifer dan parenkim paru.®" Pemberian
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asap rokok pada kelompok kontrol negatif bekerja dengan cara
menyebabkan pergerakan makrofag, neutrofil dan limfosit T ke dalam
saluran pernapasan dan memicu aktivasi dari berbagai mediator inflamasi
dan faktor kemotaktik, yaitu TNF-a, IL-6, IL8, MCP-1, leukotriene LTB4,
ROS dan sekresi enzim proteolitik seperti MMP-9 dan MMP-12.3%" TNF-q
disekresikan oleh makrofag yang diaktivasi oleh asap rokok melalui jalur
classic MAPK yang memediasi pembentukan protease dan sitokin inflamasi
sehingga pemaparan asap rokok dapat menyebabkan peningkatan TNF-a
dan menginisiasi respon inflamasi.*°

Asap rokok bisa mengakibatkan Spesies Oksigen Reaktif (ROS).
ROS merupakan oksidan yg sangat reaktif. Dampak negatif senyawa tadi
timbul lantaran aktivitasnya, sebagai akibatnya bisa merusak komponen sel
yang sangat penting buat mempertahankan integritas sel. ROS yang
terbentuk bisa memulai suatu reaksi berantai yang akan terus berlanjut
sampai ROS itu dihilangkan oleh sistem antioksidan.®® Keadaan ROS yang
terlalu berlebih bisa mengakibatkan keadaan stres oksidatif. Stres oksidatif
merupakan ketidakseimbangan antara jumlah radikal bebas dengan
antioksidan tubuh. Pada saat kondisi stres oksidatif, menyebabkan membran
sperma mengalami peroksidasi lipid, kerusakan DNA dan apoptosis.”

Pada saat jumlah radikal bebas mengalami peningkatan akibat
stress, radiasi, asap rokok, dan polusi lingkungan mengakibatkan sistem
pertahanan tubuh tidak cukup buat menangani kelebihan radikal bebas

tersebut sehingga membutuhkan tambahan antioksidan dari luar untuk
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melindungi tubuh akibat dari serangan radikal bebas.”* Antioksidan pada
makanan atau minuman bisa berupa antioksidan alami misalnya yang
terkandung pada sayur-sayuran, buah-buahan dan minuman.*’

Buah alpukat (Persea americana M.) mengandung molekul
bioaktif yang melindungi sel-sel tubuh manusia terhadap radikal bebas.
Analisis fitokimia menunjukkan adanya alkaloid, terpenoid, saponin, tanin,
fenolat dan flavonoid pada buah alpukat.”> Selain itu alpukat juga
mengandung senyawa lain yang bermanfaat bagi tubuh seperti karotenoid,
Monounsaturated Fatty Acid (MUFA), mineral, protein, vitamin A, Vitamin
B (B1, B2, B3, B5, B6, dan B12), Vitamin C, Vitamin E dan Vitamin K1.”
Kandungan flavonoid pada alpukat memiliki aktivitas antioksidan total yang
tinggi. Flavonoid merupakan senyawa golongan polifenol yang bisa
berperan menjadi antioksidan yang menaruh proteksi terhadap oksidasi dan
kerusakan radikal bebas, dan mempunyai aktivitas antiinflamasi.
Mekanisme flavonoid menstabilkan Reactive Oxygen Species (ROS)
merupakan bereaksi dengan senyawa reaktif dari radikal sehingga menjadi
inaktif.” Flavonoid berfungsi sebagai antioksidan dengan metode
mendonasikan atom hidrogennya ataupun melalui kemampuannya
mengkelat logam, terletak dalam bentuk glukosida (mengandung rantai

samping glukosa) ataupun dalam bentuk bebas yang disebut aglikon.”
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BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Asap rokok mengandung berbagai senyawa toksik seperti senyawa
nikotin, tar, karbon monoksida, karbon dioksida, PAH (Polynuclear
Aromatic Hydrocarbon) dan hidrogen peroksida. Hal ini akan
mengakibatkan kerusakan dan gangguan fungsi sel serta mempengaruhi
fungsi sistem organ.? Kandungan kimia berbahaya yang terdapat pada asap
rokok karena pembakaran yang tidak sempurna membentuk radikal bebas.
Radikal bebas dari pembakaran rokok berikatan dengan oksigen reaktif
menghasilkan reactive oxygen species (ROS)."

Ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan didalam
tubuh menghasilkan stress oksidatif. Stres oksidatif dapat menyebabkan
terjadinya peroksidasi lipid.”” Radikal bebas dapat menyebabkan
meningkatkan peroksidasi lipid yang kemudian mengalami dekomposisi
menjadi malondialdehyde (MDA) dalam darah. MDA merupakan penanda
kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas.”® Pada perokok terjadi
ketidakseimbangan radikal bebas yang masuk dengan antioksidan yang
dihasilkan sehingga pemberian asupan antioksidan dari luar tubuh
dibutuhkan.”®

Asap rokok yang mengandung radikal bebas masuk ke dalam
paruparu dan mengaktivasi makrofag. Keadaan tersebut memicu aktivasi

NF-kB dan fosforilasi inhibitor NF-kB (IkB). Selanjutnya IkB mengalami
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degradasi proteosomal sehingga NF-kB berikatan dengan target gen dan
menstimulasi terjadinya transkripsi gen inflamasi di dalam nukleus. Aktivasi
NF-kB yang mengalami peningkatan direspon oleh makrofag untuk
memproduksi dan mensekresi sitokin proinflamatori TNF-o sebagai
indikator terjadinya inflamasi.” Sitokin TNF-a bekerja dengan mengatur
aktivasi, diferensiasi, dan proliferasi sel dalam proses inflamasi.®°

Efek flavonoid sebagai antioksidan dapat menstabilkan Reactive
Oxygen Species (ROS) melalui reaksi dengan senyawa reaktif dari radikal
sehingga stres oksidatif menurun dan peroksidasi lipid dapat ditekan.
Penurunan ROS juga mengakibatkan NF-kB dan fosforilasi IkB tidak
teraktivasi sehingga terjadi penurunan produksi TNF-o oleh makrofag.
Penurunan TNF-a dan peroksidasi lipid dapat menekan terjadinya inflamasi
dan kerusakan jaringan. Perlawanan utama terhadap stres oksidatif ini dapat
dicapai dengan pemberian antioksidan. Peningkatan ROS pada paparan asap
rokok dapat dinetralkan dengan mengkonsumsi antioksidan dari luar tubuh
seperti jus alpukat yang memiliki kandungan flavonoid, vitamin A, vitamin

B, vitamin C, vitamin E yang memiliki kandungan antioksidan yang tinggi.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori



3. 2. Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3. 3. Hipotesis
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Ada pengaruh pemberian jus alpukat (Persea americana M.) terhadap

kadar MDA dan kadar TNF-a pada tikus wistar jantan yang diberi paparan

asap rokok.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4. 1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian adalah eksperimental laboratorium dengan
pendekatan post test only control group design dengan menggunakan hewan
coba tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok. Tujuannya adalah
untuk mengetahui kadar MDA dan kadar TNF-a pada kelompok kontrol

dengan kelompok perlakuan setelah diberi jus alpukat.

" Kl » OK1

M K2 » OK2
S » R

» K3 » OK3

» K4 » OK4

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S : Subyek penelitian

R : Randomisasi menjadi 4 kelompok

K1 : Kelompok kontrol dengan pemberian pakan standard tanpa diberi
paparan asap rokok

K2 : Kelompok perlakuan dengan pemberian pakan standard yang
diberi paparan asap rokok selama 14 hari

K3 : Kelompok perlakuan diberi pakan standard dan pemberian jus

alpukat dengan dosis 2,7 gram/200g BB/hari yang di beri paparan
asap rokok selama 14 hari

K4 : Kelompok perlakuan diberi pakan standard dan pemberian jus
alpukat dengan dosis 5,4 gram/200g BB/hari yang di beri paparan
asap rokok selama 14 hari

OK1 : Observasi pada kelompok 1

OK2  : Observasi pada kelompok 2
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OK3 : Observasi pada kelompok 3
OK4  : Observasi pada kelompok 4

4. 2. Populasi dan Sampel Penelitian
4.2. 1. Populasi
Populasi peneltian yaitu tikus wistar jantan berumur 8
minggu, dengan berat 150-200 gram, yang didapat dari
Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi UGM Yogyakarta.
Tikus dipelihara dengan pakan standar Comfeed AD Il dan air
minum berupa air putih. Suhu ruangan pemeliharaan berkisar 28° —
30° C dengan ventilasi dan ruangan yang cukup. Tikus kemudian
dilakukan adaptasi selama 7 hari sebelum diberi perlakuan.
4. 2. 2. Teknik Pengambilan Sampel
Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara
simple random sampling. Tikus wistar jantan sebanyak 20 ekor
yang masuk kriteria inklusi dibagi menjadi 4 kelompok secara acak
sederhana, dengan satu kelompok kontrol dan tiga sebagai
kelompok perlakuan.
4.2.2. 1. Kriteria Inklusi
Kondisi fisik sehat, bergerak aktif dan tidak terlihat

adanya abnormalitas anatomi pada tikus.
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4.2.2. 2. Kriteria Eksklusi
Tikus percobaan yang tidak aktif, lemah, cacat, serta
telah mati sebelum mendapat perlakuan.
4. 2. 2. 3. Kriteria Drop Out
Mati selama penelitian.
4. 2. 3. Sampel
Besar sampel untuk penelitian eksperimental menggunakan
hewan coba menurut WHO (2000) adalah sebanyak 5 ekor tiap
kelompoknya. Pada penelitian ini terdapat 4 kelompok yaitu 1
kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Sehingga dapat
ditentukan jumlah keseluruhan sampel yang digunakan :
Jumlah sampel = 5 x Jumlah Kelompok
=5x4
= 20 ekor tikus
Jadi jumlah sampel 20 ekor tikus, kemudian untuk setiap kelompok
ditambah 1 ekor untuk mengantisipasi sampel yang drop out.
Total sampel = Jumlah sampel + 1x Jumlah Kelompok
=20+ (1 x 4)
= 24 ekor tikus

Jadi total sampel yang digunakan 24 ekor tikus.®
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4.3.1. Variabel
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4.3.1.1. Variabel Bebas

Pemberian Jus Alpukat (Persea americana M.)
4. 3. 1. 2. Variabel Tergantung

a. Kadar Malondialdehyde (MDA)

b. Kadar TNF-a
4.3.1. 3. Variabel Prakondisi

Paparan Asap Rokok

4. 3. 2. Definisi Operasional

4. 3. 2. 1. Jus Alpukat (Persea americana M.)

Sediaan alpukat dalam bentuk jus dibuat dengan
penghacuran daging alpukat dengan alat blender.
Diberikan kepada tikus wistar jantan dengan dosis berbeda
untuk tiap kelompok perlakuan yaitu 2,7 gram/hari dan 5,4
gram/hari di sonde sebelum diberi paparan asap rokok
selama 14 hari.

Skala : Ordinal

4. 3. 2. 2. Malondialdehyde (MDA)
Malondialdehyde (MDA) digunakan sebagai
indikator atau penanda stres oksidatif, MDA terbentuk dari
peroksidasi lipid di membran sel, yaitu reaksi antara

radikal bebas (radikal hidroksi) dan Poly Unsaturated
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Fatty Acid (PUFA).” Kadar MDA diperiksa dari sampel
darah pada hari ke 15 dengan menggunakan metode
TBARS dibaca menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 532 nm dengan satuan nmol/ml.

Skala : Rasio

4.3.2.3. TNF-a

4.3.2.4.

Pemeriksaan TNF-o dilakukan pada hari ke 15,
dalam penelitian ini sampel darah diambil dari sinus
orbital lalu darah dibuat serum 0,2 ml untuk tiap tikus,
kemudian diukur kadar TNF-a menggunakan kit Immulite
TNF-a dengan metode ELISA reader. Satuan kadar TNF-
o adalah ng/ml.
Skala : Rasio
Asap Rokok

Paparan asap rokok menggunakan rokok kretek
sebanyak 4 batang perhari selama 14 hari. Paparan asap
rokok diberikan kepada kelompok (K2, K3 dan K4)
kecuali kelompok kontrol tidak diberikan paparan asap
rokok. Pengasapan ke tikus diberikan dengan cara
perkelompok, pemaparan dengan menggunakan spuit
tanpa jarum yang dihubungkan dengan selang diameter +
3 mm kedalam kotak kaca sebanyak 4 batang perhari

secara berturut-turut.
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Skala : Rasio

4. 4. Bahan atau Materi Penelitian

4. 4. 1. Bahan Pemberian
Jus Alpukat (Persea americana M.)

4. 4. 2. Bahan Pembuatan Asap Rokok
Rokok Kretek

4. 4. 3. Bahan Pemeriksaan MDA
a. Serum tikus
b. Larutan TBA 0,37% dalam HCI 0,25 N
c. Larutan TCA 15%

4. 4.4, Bahan Pemeriksaan TNF-a
a. Semen tikus

b. Reagen Kit TNF-a

4.5. Peralatan

a. Kandang tikus dengan tempat pakan dengan ukuran P : 40 cm, L : 30
cm, T:30cm

b. Timbangan tikus “Nigushi Scale”

c. Gunting kecil

d. Pisau silet

e. Sonde oral

f. Sarung tangan

g. Kapas counter
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h. Pipet tetes

i. Tabung Eppendorf

J. Cuvet

k. Waterbath dengan suhu 95°C
I. Spektrofotometer

m. Sentrifuge

n. Mikropipet

0. ELISA reader

p. Kamera digital

g. Kotak kaca untuk paparan asap rokok

4. 6. Cara Penelitian dan Alur Penelitian
4. 6. 1. Cara Persiapan Sebelum Perlakuan

a. Sampel penelitian yaitu hewan coba harus masuk dalam
kriteria inklusi, diambil secara acak sederhana sebanyak 20
ekor dengan rincian terdapat 4 kelompok dengan jumlah
masing-masing sampel tiap kelompoknya adalah 5 ekor, terdiri
dari satu kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan,
kemudian diadaptasikan terlebih dahulu selama 7 hari.

b. Sampel sebanyak 20 ekor tikus jantan galur wistar diaklimitasi
di Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi UGM
Yogyakarta.

¢. Jumlah makanan yang diberikan perhari pada tikus 15-20 gram

dan air minum berupa air putih.
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d. Pada 4 kelompok tikus diberikan makanan berupa pakan
standar Comfeed AD Il produksi PT. Japta Comfeed Indonesia,
TBK dengan kadungan nutrisi terdiri dari:®

- Air : Maksimal 12%
- Protein kasar : Minimal 15%
- Lemak kasar :3-7%

- Serat kasar  : Maksimal 6%
- Abu : Maksimal 7%
- Kalsium :0,9-1,1%

- Phosphor 0,6 - 0,9%

- Coccidiotat : +

- Antibiotik  :+

e. Tikus ditempatkan di kandang terpisah, sesuai kelompok
dengan suhu lingkungan 28 - 30° C. Kandang dibersihkan dari
kotoran tikus secara teratur.

4. 6. 2. Cara Pembuatan Jus Alpukat
Buah alpukat dicuci bersih, dikupas kulitnya, diambil
daging buahnya dan dipotong-potong kemudian dimasukkan ke
dalam blender listrik. Dosis konsumsi jus alpukat harian untuk
manusia = 300 gram/hari.®® Konversi dosis manusia (70kg) dan
pada tikus (BB = 200gram) vyaitu 0,018. Sehingga didapatkan

dosis pertama 2,7 gram/hari dan dosis kedua 5,4 gram/hari.
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Selanjutnya jus alpukat dengan dosis tersebut diberikan
pada tikus peroral dengan sonde satu kali sehari sebelum diberi
paparan asap rokok selama 14 hari.

4. 6. 3. Cara Pemberian Paparan Asap Rokok

Pemberian paparan asap rokok kretek dilakukan pada hari
ke 8 setelah adaptasi, asap rokok diberikan dengan cara
pemaparan dengan menggunakan spuit tanpa jarum yang
dihubungkan dengan selang diameter £ 3 mm kedalam kotak kaca
berukuran 50 cm x 30 cm dan diberikan 4 batang rokok kretek
perhari secara berturut-turut per kelompok (K2, K3 dan K4)
kecuali kelompok kontrol tidak diberikan paparan asap rokok.

4. 6. 4. Perlakuan Hewan Coba

Penelitian dilakukan dengan menggunakan tikus wistar
jantan umur 8 minggu dengan berat badan 150 — 200 gram
sebanyak 20 ekor. Penelitian dibagi 4 kelompok dan diberi
perlakuan. Setiap kelompok terdiri dari 5 ekor tikus wistar jantan.
Pembagian kelompok sebagai berikut:

1) Kelompok kontrol (K1) : 5 ekor tikus wistar jantan diberikan
pakan standard tanpa diberi paparan asap rokok.

2) Kelompok perlakuan (K2) : 5 ekor tikus wistar jantan
diberikan pakan standard yang diberi paparan asap rokok

selama 14 hari.
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3) Kelompok perlakuan (K3) : 5 ekor tikus wistar jantan
diberikan pakan standard dengan penambahan pemberian jus
alpukat dengan dosis 2,7 gram/200g BB/hari yang di beri
paparan asap rokok selama 14 hari.

4) Kelompok perlakuan (K4) : 5 ekor tikus wistar jantan
diberikan standard dengan penambahan pemberian jus alpukat
dengan dosis 5,4 gram/200g BB/hari yang di beri paparan asap
rokok selama 14 hari.

5) Pada hari ke-15, tikus wistar jantan kemudian diambil
darahnya guna pemeriksaan kadar MDA kadar TNF-a.

4. 6. 5. Prosedur Pemeriksaan Malondialdehyde (MDA)

a. Darah tikus wistar jantan diambil sebanyak 1 ml melalui sinus
orbital.

b. Sampel darah disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama
30 menit, kemudian diambil supernatan sebanyak 200 pL
dimasukkan kedalam tabung sentrifuge. Ditambahkan larutan
TCA 15% sebanyak 2000 pL dan larutan TBA 0,37% dalam
HCI 0,25N sebanyak 2000 pL.

c. Dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 95° C selama 60
menit.

d. Didinginkan sampai mencapai suhu 30° C dan masukkan

kedalam kolom Sep-Park C18.
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e. Sebelum digunakan kolom dicuci terlebih  dahulu
menggunakan methanol 5 ml dan air lalu dibuang.

f. Campuran sampel dimasukkan kedalam kolom dan dibuang.

g. TBA dilusi dari kolom dengan cara menambahkan 4 ml
methanol dan kemudian ditampung dalam cuvet.

h. Kepekatan warna dibaca menggunakan alat spektofotometri
pada panjang gelombang 532 nm.

4. 6. 6. Prosedur Pemeriksaan TNF-a

a. Menambahkan 200 pl air pembilas ke dalam masing-masing
sumur. Aspirasi sumur untuk menghilangkan cairan dan cuci
plate 4x dengan menggunakan 300 pl air pembilas setiap
sumuran. Setelah bilasan terakhir, balik plate untuk
menghilangkan cairan residu dan noda dengan handuk kertas.
Catatan: sebelum well kering sempurna, segera dilakukan
langkah selanjutnya.

b. Menambahkan 100 ul standar atau sampel untuk setiap well
rangkap dua. Tutup dengan sediaan Plate Sealer. Inkubasi
dalam suhu kamar setidaknya 2 jam.

¢. Mengaspirasi sumuran untuk menghilangkan cairan dan cuci
plate 4x seperti pada langkah 1.

d. Menambahkan 100 ul cairan pendeteksi antibodi (0,5 ug/ml)
setiap sumur. Tutup dengan sediaan Plate Sealer. Inkubasi

pada suhu ruang selama 2 jam.
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. Mengaspirasi dan mencuci plate 4x seperti pada langkah 1.

. Menambahkan 100 ul cairan Color Development Enzyme (1:20
Pengenceran) setiap sumur. Menutup dengan sediaan Plate
Sealer dan menginkubasi 30 menit pada suhu ruang (atau 37°C
selama 30 menit).

. Mengaspirasi dan mencuci plate 4x seperti pada langkah 1.

. Menambahkan 100 ul Color Development Solution untuk tiap
sumur. Menginkubasi pada suhu kamar untuk suatu ketepatan
pengembangan warna (1-8 menit). Menambahkan 100 ul stop

solution pada tiap sumur untuk menghentikan reaksi warna.

i. Menggunakan microtiter plate reader, dan membaca plate

pada panjang gelombang 450 nm.
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20 tikus wistar jantan sehat diadaptasi selama 7 hari

A

Randomisasi
v
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4

5 ekor tikus 5 ekor tikus 5 ekor tikus

5 ekor tikus kelompok kelompok kelompok

kelompok perlakuan perlakuan perlakuan
kontrol diberi diberi Pakan diberi Pakan diberi Pakan

Pakan standard + standard + jus standard + jus

standard paparan asap alpukat 2,7 alpukat 5,4
rokok selama gram/200g gram/200g

14 hari BB/hari + BB/hari +

paparan asap
rokok selama
14 hari

paparan asap
rokok selama
14 hari

v

\4

A4

A\ 4

Hari ke 15 dilakukan pemeriksaan kadar MDA dan kadar TNF-a.

A 4

Analisis Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian

4.7. Teknik Pengumpulan Data
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Teknik pengumpulan data yang digunakan dalam penelitian adalah
menggunakan (pengamatan). Dalam metode observasi, peneliti melakukan
pengamatan secara langsung terhadap tikus wistar jantan dan mengamati

perubahan atau hal - hal yang akan diteliti.

Tempat dan Waktu Penelitian
a. Penelitian menggunakan hewan coba tikus dilakukan di laboratorium
pusat studi pangan dan gizi Universitas Gajah Mada Y ogyakarta.
b. Pemeriksaan kadar MDA dan kadar TNF-a dilakukan di laboratorium

pusat studi pangan dan gizi Universitas Gajah Mada Y ogyakarta.

Metode Analisis Data

Data rerata kadar MDA dan kadar TNF-a disajikan secara deskriptif
dalam bentuk tabel dan grafik. Kemudian data dilakukan uji normalitas
dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji Levene test.
Distribusi data kadar MDA dan Kadar TNF-a normal dan homogen
sehingga dilanjutkan dengan uji parametrik uji One Way Anova yang
didapatkan dengan nilai p<0,05 sehingga dilanjut dengan uji poshoc dengan

uji Tukey.
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BAB V

HASIL DAN PENELITIAN

5. 1. Hasil Penelitian

Penelitian ini menggunakan sampel 20 ekor tikus wistar jantan yang
terbagi menjadi 4 kelompok masing-masing berjumlah 5 ekor tikus wistar
jantan, yaitu 1 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Kelompok 1
yaitu kelompok kontrol dengan pemberian pakan standard tanpa diberikan
paparan asap rokok, kelompok 2 vyaitu kelompok perlakuan dengan
pemberian pakan standard yang diberi paparan asap rokok selama 14 hari,
kelompok 3 yaitu kelompok perlakuan diberi pakan standard dan pemberian
jus alpukat dengan dosis 2,7 gram/200g BB/hari yang diberi paparan asap
rokok selama 14 hari, serta kelompok 4 yaitu kelompok perlakuan diberi
pakan standard dan pemberian jus alpukat dengan dosis 5,4 gram/200g
BB/hari yang diberi paparan asap rokok selama 14 hari. Penelitian pemberian
jus alpukat (Persea aericana M) terhadap kadar MDA dan kadar TNF-o pada

tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok selama 14 hari.
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5. 1. 1. Hasil Analisis Pengukuran MDA dan TNF-a
Pengukuran kadar MDA dan TNF-o pada tikus wistar jantan yang
diberi paparan asap rokok selama 14 hari. Penelitian diperoleh hasil
pengukuran yang disajikan pada table 5.1. berikut:

Tabel 5.1. Hasil Pengukuran MDA dan TNF-a

Kelompok MDA  Mean+SD  TNF Mean + SD

1 1.65 6.21
2 1.89 5.52
I 8\ _idafl 1.88+£0.20 6.01 5.58+0.31
4 214 6.31
5 1.71 5.82
Laass o 18.58
2 9.6 19.07
K2 3 1034  9.90+0.42 18.87 18.89+0.28
o997 19.27
5 10.28 18.67
1 519 10.86
o VLTS 11.36
NERaE el 485+0.26 1056 10.92+0.30
4 481 11.06
5 463 10.76
1 314 8.29
2  2.89 7.89
K4 3 245 3.00+0.34 7.6 7.34+0.48
4 332 8.59
5 3.2 7.4

One Way Anova 0.000 0.000
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9.90+0.42
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K1 K2 K3 Ka
MDA

Gambar 5.1. Grafik Nilai Rata-rata Kadar MDA pada masing-
masing kelompok

Kadar MDA
Berdasarkan gambar 5.1. menginformasikan rata-rata dan
standar deviasi kadar MDA pada tikus wistar dari empat kelompok,

untuk kelompok kontrol K1 memiliki rata-rata MDA 1,88 + 0,20

I+

,kelompok perlakuan K2 memiliki rata-rata MDA 9.90 + 0.42,
kelompok perlakukan K3 memiliki rata-rata MDA 4.85 * 0.26,

serta kelompok perlakuan K4 memiliki rata-rata MDA 3.00 £ 0.34.

TNF-a
20 18.89+0.28
15
10.92 0.30
10
5 5ale 031 7.34+0.48
5
0
K1 K2 K3 K4
mTNF

Gambar 5.2. Grafik Nilai Rata-rata Kadar TNF-a pada
masing-masing kelompok
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Kadar TNF-a

Berdasarkan gambar 5.2. menginformasikan rata-rata dan
standar deviasi kadar TNF-a pada tikus wistar dari empat
kelompok, untuk kelompok kontrol K1 memiliki rata-rata TNF-o
5.58 £ 0.31, kelompok perlakuan K2 memiliki rata-rata TNF-o
18.89 + 0.28 , kelompok perlakukan K3 memiliki rata-rata TNF-a
10.92 + 0.30, serta kelompok perlakuan K4 memiliki rata-rata
TNF-a 7.34 £ 0.48.

Berdasarkan analisis deskriptif dari keempat kelompok pada
penelitian ini, dapat diketahui bahwa kelompok perlakukan K2
yaitu pemberian asap rokok tanpa pemberian jus alpukat (Persea

americana M) memiliki kadar MDA dan TNF-a paling tinggi

sedangkan kelompok kontrol K1 tanpa pemberian asap rokok
memiliki rata-rata MDA dan TNF-a paling rendah, yang artinya
pada keadaan normal, radikal bebas yang terbentuk didalam tubuh

sangat lambat dan perlahan.

5. 1. 2. Uji Normalitas
Uji normalitas terhadap kadar MDA dan TNF-a pada tikus
yang dipapar asap rokok berdasarkan pemberian juas alpukat

(Persea americana M.) dapat dilihat melalui tabel berikut ini:



56

Tabel 5.2. Uji Normalitas (Shapiro-Wilk)

Kadar MDA P Kadar TNF-a P

Kelompok 1 0.727 Kelompok 1 0.802
Kelompok 2 0.526 Kelompok 2 0.794
Kelompok 3 0.554 Kelompok 3 0.940
Kelompok 4 0.382 Kelompok 4 0.816

Berdasarkan tabel 5.2. dapat diketahui bahwa uji normalitas
Shapiro wilk diperoleh bahwa pada kadar Malondialdehyde (MDA)
dan Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-o) dengan nilai signifikasi
lebih besar dari 0,05 p>0,05, sehingga hal ini dapat diartikan bahwa

data distribusi tersebut dinyatakan normal.

5. 1. 3. Uji Homogenitas
Uji homogenitas terhadap kadar MDA dan TNF-o pada
tikus wistar yang dipapar rokok berdasarkan pemberian jus apukat
didapatkan hasil sebagai berikut:

Tabel 5.3. Uji Homogenitas Levene Test

Kadar P
MDA 0.283
TNF- a 0.306

Berdasarkan tabel 5.3. dapat diketahui bahwa uji homogenitas
kadar MDA dan TNF-a pada pengaruh pemberian jus alpukat (Persea

americana M.) yang dipapar asap rokok diperoleh bahwa nilai sig
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pada kadar MDA dan TNF-o memiliki nilai lebih dari p-value 0,05
maka dapat disimpulkan bahwa data tersebut dinyatakan memiliki

ragam yang homogen.

Uji One Way Anova

Uji pengaruh pemberian jus alpukat (Persea americana M.)
terhadap kadar MDA dan TNF-a pada tikus yang terpapar asap rokok
dapat dilihat melalui tabel berikut:

Tabel 5.4. Hasil Uji Beda One Way Anova

Kadar P
MDA 0.000
TNE- o 0.000

Berdasarkan tabel 5.4. menginfornasikan bahwa uji beda
pengaruh pemberian jus alpukat (Persea americana M.) terhadap
kadar MDA dan TNF-a pada tikus yang dipapar asap rokok
menghasilkan statistika uji F sebesar 604.016 untuk MDA dan
1261.114 untuk TNF-o sementara untuk nilai sig. 0.000. Sehingga
berdasarkan uji ANOVA diperoleh bahwa untuk Kadar MDA dan
TNF-o dengan nilai sig sebesar 0,000 yang artinya ada pengaruh
pemberian jus alpukat (Persea americana M) terhadap kadar MDA

serta kadar TNF-a.
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5. 1. 5. Uji Tukey

Tabel 5.5. Hasil Analisis Kadar MDA dengan Uji Pos Hoc Tukey

K2 K3 K4
K1 0,000 0,000 0,000
K2 0,000 0,000
K3 0,000

Berdasarkan tabel 5.5. diperoleh bahwa terdapat perbedaan
yang signifikan antara masing-masing kelompok kadar MDA dimana
(P< 0,05). perbedaan tersebut terdapat pada K1 dengan K2 dengan
nilai 0,000, K1 dengan K3 dengan nilai 0,000, K1 dengan K4 dengan
nilai 0,000. Selain itu K2 dengan K3 dengan nilai 0,000, K2 dengan
K4 dengan nilai 0,000, serta K3 dengan K4 dengan nilai 0,000. Dari
nilai tersebut maka dapat dilihat bahwa masing-masing kelompok
pada kadar MDA terdapat perbedaan yang signifikan.

Tabel 5.6. Hasil Analisis Kadar TNF dengan Uji Pos Hoc Tukey

K2 K3 K4
K1 0,000 0,000 0,000
K2 0,000 0,000
K3 0,000

Berdasarkan tabel 5.6. diatas diperoleh bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan antara masing-masing kelompok pada

kadar TNF-a dimana (P< 0,05). perbedaan tersebut terdapat pada K1
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dengan K2 dengan nilai 0,000, K1 dengan K3 dengan nilai 0,000, K1
dengan K4 dengan nilai 0,000. Selain itu K2 dengan K3 dengan nilai
0,000, K2 dengan K4 dengan nilai 0,000, serta K3 dengan K4
dengan nilai 0,000. Dari nilai tersebut maka dapat dilihat bahwa
masing-masing kelompok pada kadar TNF-a terdapat perbedaan

yang signifikan.

5. 2. Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengauh pemberian jus
alpukat (Persea Americana M.) terhadap kadar MDA dan kadar TNF-a pada
tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok dalam waktu 14 hari.
Tikus wistar jantan sebanyak 20 ekor yang masuk kriteria inklusi dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kelompok kontrol (K1) yaitu tanpa asap rokok,
sedangkan kelompok perlakuan ada tiga yaitu kelompok perlakukan dengan
pemberian pakan standard yang diberi paparan asap rokok selama 14 hari
(K2), kelompok perlakukan diberi pakan standard dan pemberian jus
alpukat dosis 2,7 gram/ 200g BB/hari serta diberi paparan asap rokok
selama 14 hari (K3), kelompok perlakuan diberi pakan standard dan
pemberian jus alpukat dengan dosis 5,4 gram/ 200g BB/hari serta diberi
paparan asap rokok selama 14 hari (K4).

Pada penelitian ini dilakukan pengukuran kadar MDA pada
kelompok perlakuan untuk mengetahui kadar MDA pada kondisi
perlakukan dan dibandingkan dengan kelompok kontrol. Berdasarkan

analisis deskriptif, rata-rata kadar MDA pada kelompok control K1 berkisar
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1.88 + 0.20 sedangkan kelompok perlakuan tanpa pemberian jus alpukat K2
berkisar 9.90+ 0.42, sementara kelompok K3 4.85 + 0.26 dan K4 besarnya
3.00 % 0.34 yaitu kelompok-kelompok perlakuan pemberian asap rokok dan
pemberian jus alpukat (Persea americana M.) dengan berbeda dosisnya.
Hasil keempat kelompok terlihat kadar MDA yang paling besar adalah
kelompok perlakuan pemberian asap rokok (K2) tanpa pemberian jus
alpukat, data tersebut menunjukan bahwa pemberian asap rokok sebagai
bentuk perlakuan berdampak pada peningkatan radikal bebas dalam tubuh
tikus wistar yang ditunjukan kadar MDA sebagai marker terjadinya stres
oksidatif. Asap rokok memiliki kandungan senyawa bahan kimia yang
bersifat toksik maupun karsinogen®*, Kandungan tersebut biasa kita anggap
sebagai radikal bebas (reactive oxygen spesies/ ROS) yang mana hal ini
mengakibatkan aktivitas merokok atau terpapar asap rokok bisa menjadi
salah satu faktor yang menyebabkan peningkatan kadar radikal bebas
didalam tubuh selain adanya produksi radikal bebas itu sendiri secara alami
olenh tubuh. Pada kondisi wajar, radikal bebas tersebut akan dapat
dihilangkan ditangkap, dibersihkan, dan ditahan pembentukannya dengan
mengkonversinya menjadi suatu senyawa radikal dengan bentuk yang lebih
stabil sehingga tidak sampai pada pembentukan reaksi berantai dengan
menyerang senyawa lain®>. Namun, seringkali paparan radikal bebas ini
terlalu tinggi akibat aktivias manusia seperti adanya paparan zat kimia,
contohnya merokok, baik yang sengaja (perokok aktif), maupun tidak

(perokok pasif) serta tingginya aktivitas fisik yang dilakukan®®. Kondisi
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dmana terjadi ketidakseimbangan antara konsentrasi radikal bebas dengan
antioksidan didalam tubuh mampu menghasilkan kondisi yang disebut stres
oksidatif®".

Berdasarkan hasil penelitian, kelompok K2 adalah kelompok
dengan rata-rata MDA tertinggi 9.90+ 0.42, hal ini dikarenakan paparan
radikal bebas yang tinggi (jangka wkatu 14 hari) tidak disertai dengan
adanya bantuan pemberian asupan antioksidan eksogen. Hal ini menunjukan
bahwa paparan radikal bebas tersebut tidak mampu untuk dikompensasi
oleh mekanisme pertahanan tubuh karena danya konsentrasinya yang tinggi
dan tubuh menjadi jatuh dalam kondisi stres oksidatif. Selain kadar MDA
dalam penelitian ini juga mengukur kadar TNF-a yang didapatkan hasil
pada kelompok kontrol K1 5.58 + 0.31, kelompok perlakukan tanpa
pemberian jus alpukat K2 18.89 + 0.28, kelompok perlakuan dengan
pemebrian jus alpukat beda dosis yaitu K3 10.92 + 0.30, serta K4 7.34 +
0.48. Dari penelitian dihasilkan kadar TNF-a paling tinggi adalah kelompok
perlakuan tanpa pemberian jus alpukat (K2), hal ini disebabkan paparan
radikal bebas yang terus menerus selama 14 hari tidak disertai pemberian
terapi antioksidan sehinngga tidak ada yang menangkap radikal bebas yang
berasal dari asap rokok tersebut. Pemberian asap rokok ini bekerja dengan
cara menyebabkan pergerakan makrofag, neutrofil, dan limfosit T kedalam
saluran pernapasan dan memicu aktivasi dari berbagai mediator inflamasi
dan faktor kemotaktik, yaitu TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1, leukotrine LTB4,

ROS, dan sekresi enzim proteolitik seperti MMP-9 dan MMP-12%8, TNF-a
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disekresikan oleh makrofag yang diaktivasi oleh asap rokok melalui jalur
classic MAPK yang meemditasi pembentukan protease dan sitokin
inflamasi sehingga pemaparan asap rokok dapt menyebabkan pengingaktan
TNF-a dan menginisiasi respon inflamasi'®. Pada saat radikal bebas (asap
rokok) maka produksi ROS (Reactive Oxygenated Spesies) maka terjadi
ketidakseimbangan antara jumlah radikal bebas dengan antioksidan
endogen, sehingga terjadilah ketidakstabilan (stres) oksidatif. Stres
oksidatif menyebabkan peroksidasi lipid berlebihan dan menghasilkan kadar
MDA meningkat.

Kelompok perlakuan K3 dan K4 yaitu kelompok yang diberi
perlakuan namun diberi jus alpukat (Persea americana M.) dengan
perbedaan dosis memiliki kadar MDA dan TNF-a diantara kelompok
kontrol (K1) dan kelompok perlakuan tanpa pemberian jus alpukat (K2), hal
ini disebabkan jus alpukat mengandung vitamin A, vitamin B, vitamin C,
dan vitamin E, lemak, karbohidrat, asam folat, dan protein, dimana vitamin
C merupakan antioksidan larut dalam air, dimana antioksidan tersebut
mampu bereaksi dengan radikal bebas. Kandungan lain flavonoid memiliki
aktivitas kuat terhadap antioksidan sehingga mampu melindungi dari zat
toksik disuatu organ dan mencegah kerusakan sel. Hal ini dapat disimpulkan
bahwa terdapat pengaruh pemberian jus alpukat terhadap kadar MDA dan
TNF-a, semakin tinggi dosis jus alpukat yang diberikan pada tikus
didapatkan hasil kadar MDA dan TNF-a semakin menurun, dengan dosis

jus alpukat 200mg/kgBB merupakan dosis yang mempu menurunkan kadar
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MDA dan TNF-a. Asap rokok memproduksi sejumlah besar ROS (Reactive
Oxygenated Spesies) yang mengaktivasi signal intraseluler pada sel endotel
yang memicu aktivasi gendan pembentukan mediator inflamasi yang
mengakibatkan  Sitokin-inflamasi.  Sitokin inflamasi  tersebut juga
diakibatkan oleh aktivasi makrofag dan molekul lain  NF-kB serta
fosforilasi IkB yang meningkatkan kadar TNF-0. Ada beberapa
keterbatasan dalam penelitian ini diantaranya yaitu perlu dilakukan
pemeriksaan kadar Malondialdehyde (MDA) pada histologi jaringan paru
sebagai marker stress oksidatif akibat paparan asap rokok, kadar jus alpukat
(Persea americana M.) dalam tubuh tikus sebelumnya tidak diukur terlebih
dahulu, dan perlu penelitian lebih lanjut tentang jenis rokok yang berbeda

pada tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6. 1. Kesimpulan
1. Pemberian jus alpukat (Persea americana M.) mempengaruhi kadar MDA
pada tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok selama 14 hari.
2. Pemberian jus alpukat (Persea americana M.) mempengaruhi kadar
TNF-o pada tikus wistar jantan yang diberi paparan asap rokok selama 14

hari.

6. 2. Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat
diberikan sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan pemeriksaan kadar Malondialdehyde (MDA) pada
histologi jaringan paru sebagai marker stress oksidatif akibat paparan asap
rokok.

2. Perlu penelitian lebih lanjut tentang kadar jus alpukat (Persea americana
M.) dalam tubuh tikus sebelumnya tidak diukur terlebih dahulu.

3. Perlu penelitian lebih lanjut tentang jenis rokok yang berbeda pada tikus

wistar jantan yang diberi paparan asap rokok.
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