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INTISARI

Aterosklerosis merupakan suatu kondisi terjadinya pengerasan dan
penyempitan arteri secara progresif akibat timbunan lemak dengan disertai
peradangan. Aterosklerosis sangat dipengaruhi kadar kolesterol, merokok,
hipertensi, diabetes mellitus, obesitas, dan kurang aktivitas fisik yang merupakan
sumber radikal bebas dalam tubuh. Superoxide Dismutase (SOD) merupakan
antioksidan yang berperan dalam mengkatalisis radikal bebas di dalam tubuh.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan dari metode
induksi aterosklerosis terhadap kadar Superoxide Dismutase pada tikus jantan galur
wistar.

Penelitian studi eksperimental dengan rancangan Post Test Control Group
Design menggunakan tikus sebagai hewan coba. Tikus yang digunakan pada
penelitian ini sebanyak 24 ekor yang dibagi menjadi 4 kelompok penelitian terdiri
dari K(-) diberikan pakan standar dan air minum ad libitum, K(1) diberikan injeksi
adrenalin disertai diet tinggi lemak, K(2) diberikan paparan asap rokok, K(3)
diberikan kombinasi metode induksi aterosklerosis. Penelitian dilakukan di PSPG
UGM pada Agustus - September 2021. Pengujian dengan metode uji Anova setelah
itu dilanjut dengan Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan antar kelompok
menggunakan aplikasi SPSS versi 22.

Hasil penelitian didapatkan rerata pada kelompok kontrol negatif K(-) :
79,41+£4,15%, K1: 39,70+2,08%, K2: 45,34+2 53%, K3: 35,29+4,26%. Hasil
analisis uji Anova didapatkan p<0,05. Data dilanjutkan untuk analisis uji Post Hoc,
didapatkan hasil yaitu terdapat perbedaan bermakna pada seluruh kelompok
penelitian dengan nilai p>0,05.

Kesimpulan penelitian secara statistik membuktikan bahwa terdapat
perbedaan metode induksi aterosklerosis terhadap kadar Superoxide Dismutase
(SOD) pada tikus jantan galur wistar.

Kata kunci: Superoxide Dismutase, Antioksidan, Radikal Bebas, Aterosklerosis,
SOD
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Aterosklerosis merupakan suatu kondisi terjadinya pengerasan dan
penyempitan arteri secara progresif akibat timbunan lemak dengan disertai
peradangan (Hunjri dan Rahmah, 2019). Stres oksidatif adalah kondisi yang
menggambarkan adanya ketidakseimbangan antara radikal bebas dan
antioksidan yang berfungsi dalam mempertahankan kondisi terhadap
kerusakan jaringan yang terjadi (Arief dan Widodo, 2018). Salah satu
antioksidan yang mereduksi ROS adalah Superoxide Dismutase (SOD) yang
merupakan salah satu antioksidan enzimatik intraseluler (endogen) yang paling
kuat yang akan mengkatalisis konversi anion superoksida menjadi oksigen dan
hidrogen peroksida (Kurutas, 2016). Penelitian mengenai model kombinasi
induksi aterosklerosis menggunakan injeksi adrenalin, diet tinggi lemak, dan
paparan asap rokok dengan penanda antioksidan SOD masih jarang dilakukan.

Data WHO (2018) sekitar 73% penyebab kematian di dunia adalah
penyakit tidak menular (PTM) dan 35% di antaranya adalah disebabkan karena
penyakit jantung dan pembuluh darah (WHO, 2018). Jumlah kasus penyakit
jantung di Indonesia pada akhir tahun 2019 mencapai 11.592.990 kasus di
Indonesia (Direktorat Pencegahan dan Pengendalian Penyakit Tidak Menular,
2019). Provinsi Jawa Tengah pada tahun 2021 menempati urutan ke 5 penyakit
jantung dari total jumlah kasus penyakit tidak menular (PTM) dengan

prevalensi 2% dari total kasus penyakit tidak menular (PTM) di Provinsi Jawa



Tengah (Dinas Kesehatan Jawa Tengah, 2021). Kasus tertinggi penyakit
jantung koroner (PJK) provinsi Jawa Tengah di Kabupaten Kudus (4.433
kasus) diikuti Kota Semarang (2.093 kasus) dan Kabupaten Brebes (1099
kasus), sedangkan Kabupaten Semarang sebesar 167 kasus (Dinas Kesehatan
Provinsi Jawa Tengah, 2016)

Hewan percobaan yang banyak dimanfaatkan sebelumnya untuk
penelitian aterosklerosis yaitu kelinci, mencit, tikus, dan babi. Model hewan
coba tikus sering digunakan dalam penelitian aterosklerosis karena
kemampuan beradaptasi dan produktifitasnya. Tikus mempunyai sisi yang
menguntungkan karena mudah untuk beradaptasi serta mempunyai banyak
karakteristik yang sama dengan manusia yaitu hewan dengan pola makan
omnivora. Tikus secara fisiologi kebal terhadap pengembangan aterosklerosis,
diet tinggi kolesterol, atau adrenalin yang dapat menyebabkan timbulnya
penyakit pada tikus (Karam et al., 2018). Penelitian yang dilakukan oleh
Nasution et al., (2017) mengenai pemberian induksi aterosklerosis dengan
menggunakan injeksi adrenalin 0,006 mg i.v. disertai dengan diet intermittent
kuning telur pada tikus memperlihatkan penurunan kadar antioksidan di dalam
tubuh tetapi tidak sampai memperlihatkan suatu keadaan stress oksidatif yang
dapat menyebabkan terjadinya inflamasi dan mempengaruhi pembentukan
plak aterosklerosis. Penelitian mengenai pemberian paparan asap rokok pada
tikus selama 28 hari memperlihatkan penurunan kadar SOD tetapi tidak sampai
menimbulkan keadaan stres oksidatif di dalam tubuh yang merupakan salah

satu penanda pemicu terjadinya aterosklerosis (Suryadinata et al., 2017)..



Penelitian sebelumnya juga menyebutkan bahwa perilaku merokok adalah
salah satu penyebab aterosklerosis dalam pembuluh darah arteri yang
menyebabkan disfungsi endotel. Disfungsi endotel membuat tunika intima
arteri tidak dapat menghasilkan Nitric Oxide (NO) sebagai antioksidan
pembuluh darah (Malaeny et al., 2017). Sel endotel vaskular rentan terhadap
terjadinya stres oksidatif saat terpapar radikal bebas. Hal ini menyebabkan
peningkatan risiko terjadinya lesi aterosklerotik (Rahmayanti dan Hanriko,
2020).

Penelitian tentang metode induksi aterosklerosis hingga saat ini belum
diketahui mana yang paling tepat untuk menimbulkan plak aterosklerosis pada
model hewan coba tikus jantan galur wistar non modifikasi genetik, oleh sebab
itu penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui perbedaan metode induksi
aterosklerosis terhadap kadar SOD pada tikus jantan galur wistar (Rahmayanti
& Hanriko, 2020). Penelitian dilakukan dengan menggunakan faktor diet tinggi
lemak menggunakan diet kuning telur yang diberikan secara intermiten disertai
dengan injeksi adrenalin yang diberikan pada hari pertama dilakukan selama
28 hari dengan mengacu pada saran penelitian sebelumnya, serta menggunakan
paparan asap rokok pada hewan coba dengan mengacu pada OECD Guideline

no.412 tentang toksisitas inhalasi subakut, yaitu selama 28 hari (OECD, 2018).

1.2. Rumusan Masalah



Apakah terdapat perbedaan metode induksi aterosklerosis terhadap

kadar Superoxide Dismutase pada tikus jantan galur wistar?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Penelitian bertujuan untuk mengetahui perbedaan dari metode
induksi aterosklerosis terhadap kadar Superoxide Dismutase pada tikus

jantan galur wistar.

1.3.2. Tujuan Khusus
1.3.2.1. Mengetahui pengaruh metode induksi aterosklerosis dengan
diet tinggi lemak disertai injeksi adrenalin selama 28 hari
terhadap kadar Superoxide Dismutase pada tikus jantan galur
wistar.
1.3.2.2. Mengetahui pengaruh metode induksi aterosklerosis dengan
paparan asap rokok sebanyak selama 28 hari terhadap kadar
Superoxide Dismutase pada tikus jantan galur wistar.
1.3.2.3. Membandingkan perbedaan gabungan metode induksi
aterosklerosis diet tinggi lemak, injeksi adrenalin, dan paparan
asap rokok selama 28 hari terhadap Superoxide Dismutase pada

tikus jantan galur wistar.

1.4. Manfaat Penelitian



1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Hasil penelitian diharapkan dapat memperluas wawasan
pengetahuan serta menjadi pertimbangan dalam pemilihan metode
induksi aterosklerosis pada hewan coba tikus wistar yang akan diberi
perlakuan pencegahan atau terapi aterosklerosis.
Manfaat Praktis

Diharapkan hasil penelitian dapat dipergunakan untuk
mempertimbangkan faktor risiko maupun pencegahan pasien dengan
aterosklerosis yang memiliki kebiasaan merokok, diet tinggi lemak,

atau hipertensi.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Superoxide Dismutase
2.1.1. Definisi Superoxide Dismutase

Antioksidan adalah senyawa yang berfungsi untuk dapat
menghambat dampak negatif yang dihasilkan oleh radikal bebas, selain itu
antioksidan memiliki peran untuk membentuk sistem pertahanan atau
sistem imun tubuh dari bentuk serangan radikal bebas yang berbahaya
untuk tubuh manusia. ~Antioksidan adalah senyawa yang bisa
memperlambat, menunda, serta. mengantisipasi dari adanya proses
oksidasi lipid (Yuslianti, 2018).

Sumber antioksidan dapat terbagi menjadi 2 macam antioksidan
yakni antioksidan enzimatik yang berasal dari dalam tubuh (antioksidan
endogen) beserta antioksidan non enzimatik (antioksidan eksogen).
Sistem biologis manusia, antioksidan enzimatik dapat diproduksi secara
alami dalam tubuh, yaitu katalase (CAT), glutation peroksidase (GPx),
Superoxide Dismutase (SOD). Antioksidan non enzimatik (eksogen)
sendiri yaitu antioksidan yang diperoleh asalnya melalui luar tubuh
manusia, terdiri dari antioksidan yang berada di alam sekitar serta serta
antioksidan yang berasal dengan cara didapatkan melalui hasil sintesis
reaksi kimia (Yuslianti, 2018).

Superoxide Dismutase (SOD) ialah jenis antioksidan enzimatik

yang diproduksi oleh tubuh. SOD merupakan antioksidan bentuk enzim



yang memiliki peran untuk menetralisir radikal superoksida. Enzim SOD
mengkatalisis reduksi radikal anion superoksida (O2") menjadi hidrogen
peroksida (H202) dan oksigen (O2) (Yuslianti, 2018).

Radikal bebas adalah suatu bentuk atom yang mempunyai 1 atau
lebih dari 1 elektron yang tidak berpasangan pada kulit terluarnya, maka
dari itu radikal bebas memiliki sifat yang radikal dan sangat reaktif. Jenis
dari radikal bebas sangat banyak, tetapi jumlah terbanyak adalah radikal
bebas yang ada dalam sistem biologis yaitu radikal bebas turunan oksigen
atau Reactive Oxygen Species (ROS) (Yuslianti, 2018). Reactive Oxygen
Species (ROS) mencakup superoksida (O2), hidroksil (OH), peroksil
(ROQ), hidrogen peroksida (H»02), singlet oksigen (*02), oksida nitrit
(NO), peroksinitrit (ONOO") dan asam hipoklorit (HOCI). Superoksida
merupakan salah satu jenis radikal bebas yang banyak ditemukan dalam
tubuh. Dalam tubuh terjadi reaksi dimana superoksida akan diubah
menjadi hidrogen peroksida (H20z). Hidrogen tersebut akan dilepaskan
dan pada saat tahap propagasi akan direduksi menjadi radikal hidroksil
(OH"). Hasil akhir dari radikal hidroksil tersebut yang akan mengakibatkan
terbentuknya peroksidasi lipid di membran sel yang pada akhirnya akan
menyebabkan terjadinya kerusakan sel (Wahjuni, 2015).

Stres oksidatif adalah sebuah keadaan yang muncul yang
diakibatkan oleh karena terjadinya ketidakseimbangan antara produksi
radikal bebas dan sistem pertahanan antioksidan di dalam tubuh. Tubuh

membutuhkan senyawa tertentu yakni antioksidan untuk bisa menetralisir



2.1.2.

dan menangkap adanya radikal bebas yang ada di dalam tubuh, sehingga
reaksi lanjutan yang menimbulkan keadaan stres oksidatif dapat
dihentikan dan kerusakan sel dapat dicegah (Wahjuni, 2015).
Faktor yang Mempengaruhi Kadar Superoxide Dismutase

Kadar antioksidan yang ada di dalam tubuh dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor. Faktor yang berpengaruh terhadap peningkatan
kadar antioksidan dalam tubuh adalah dengan mengkonsumsi antioksidan
yang didapatkan dari luar tubuh yang berasal dari tanaman seperti seperti
kayu, kulit kayu, akar, batang, daun, bunga, buah, biji, dan serbuk sari
seperti vitamin A, vitamin C, vitamin E, dan senyawa fenolik (flavonoid)
(Wahjuni, 2015). Terjadinya stres oksidatif mempunyai implikasi pada
beberapa jenis penyakit, tetapi dengan menambah konsumsi antioksidan
alami yang diperoleh dari tumbuhan, makanan, atau minuman mencegah
terjadinya penyakit yang timbul akibat stres oksidatif salah satu contohnya
adalah penyakit jantung, peradangan ginjal, peradangan hati, dan penyakit
jantung (Puspitasari et al., 2016).

Superoxide Dismutase (SOD) merupakan salah satu antioksidan
enzimatik dan metaloenzim dalam tubuh karena aktivitasnya tergantung
pada kofaktor logam Cu, Fe, Zn dan Mn. Berdasarkan hal ini SOD
dikelompokkan menjadi Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD, dan EC-SOD.
Cu/Zn-SOD ditemukan dalam sitosol, kloroplas tanaman tingkat tinggi
dan berada di ekstraseluler, Mn-SOD ditemukan dalam mitokondria sel

eukariot dan peroksisom, Fe-SOD ditemukan berikatan dengan kloroplas,



dan EC-SOD pada cairan ekstraseluler mamalia. Aktivitas SOD
dipengaruhi oleh derajat stress oksidatif dalam komponen seluler. Kerja
enzim SOD dapat dilihat pada banyaknya produk peroksidasi lipid dari
setiap organel. Tingginya aktivitas SOD akan tergambarkan oleh
rendahnya produk oksidasi lipid (Parwata, 2016).

Penurunan aktivitas SOD di dalam tubuh dapat terjadi oleh karena
beberapa faktor yang berhubungan dengan peningkatan jumlah radikal
bebas yang berasal dari lingkungan. Paparan radikal bebas yang berasal
dari lingkungan tersebut yang dapat mengakibatkan gangguan pada
kestabilan membrane oleh karena pembentukan peroksidasi lipid dalam
tubuh yang menyebabkan kerusakan dari enzim intraseluler, selain itu
penurunan Kketersediaan biometal dapat mempengaruhi aktivitas SOD
sebagai antioksidan metaloenzim. Kadar antioksidan di dalam tubuh juga
dapat terjadi penurunan yang disebabkan peningkatan kadar oksidan di
dalam tubuh yang menjadi sumber utama terbentuknya radikal bebas yang
berpotensi merusak tubuh, meskipun secara fisiologis senyawa oksidan
juga diperlukan secara fisiologis oleh tubuh untuk proses penyembuhan
luka. Keadaan dimana tubuh menyerap lebih banyak radikal bebas
daripada antioksidan yang dihasilkan oleh tubuh menyebabkan
antioksidan yang berperan untuk menetralisir jumlah radikal bebas yang
ada dalam tubuh menjadi tidak optimal dan menyebabkan terjadinya
keadaan stres oksidatif dalam tubuh (Wahjuni, 2015). Contoh radikal

bebas yang berasal dari lingkungan adalah paparan radiasi pengion (dapat
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berasal dari paparan sinar matahari, sinar-X, sinar kosmik, serta dari
pembangkit listrik), dinitrogen oksida (terutama dari knalpot mobil) dan
ozon, lemak tak jenuh, asap rokok (baik perokok aktif maupun perokok
pasif), logam berat (seperti merkuri, kadmium, dan timah hitam), alkohol,
serta senyawa yang ditemukan dari makanan, udara dan air yang semuanya
berkontribusi terhadap produksi radikal bebas yang berasal dari

lingkungan dan masuk ke dalam tubuh (Ghosh & Deb, 2014).

2.2. Aterosklerosis
2.2.1. Definisi Aterosklerosis
Aterosklerosis merupakan penyakit yang ditandai dengan adanya
perkembangan lesi di tunika intima yang disebut dengan “ateroma” (plak
ateromatosa atau aterosklerotik). Ateroma dikenal sebagai istilah plak
ateromatosa yang merupakan lesi menonjol yang terdiri dari pusat massa
yang lunak (terutama kolesterol dan ester kolesterol, dengan partikel

nekrotik) ditutupi oleh jaringan ikat (Kumar et al., 2013).
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SN SN - — SENTRAL NEKROSIS (Debris

;‘ 74 : g sel, kristal kolesterol, sel buih,
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SN S . e R e
) .-“\ .‘ '::‘ P MEDIA

Gambar 2.1. Struktur Dasar Plak Ateromatosa (Kumar et al., 2013)

2.2.2. Faktor Risiko Aterosklerosis
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Munculnya penyakit aterosklerosis dapat dipengaruhi oleh
beberapa hal faktor risiko yang menyebabkan munculnya penyakit
aterosklerosis yaitu faktor risiko yang tidak dapat dimodifikasi dan faktor
risiko yang dapat dimodifikasi. Salah satu contoh faktor risiko yang tidak
dapat dimodifikasi genetik dimana riwayat keluarga mempunyai
keterkaitan dengan timbulnya aterosklerosis, faktor usia yaitu semakin tua
usia seseorang maka akan semakin berisiko terjadinya aterosklerosis yang
memicu terjadinya penyakit jantung koroner (PJK), selain itu faktor yang
tidak dapat dimodifikasi adalah jenis kelamin dimana wanita yang
memasuki masa menopause dan usia tua akan semakin meningkat insiden
penyakit aterosklerosis melebihi insiden pada pria (Kumar et al., 2013).

Beberapa- faktor risiko yang dapat dimodifikasi menimbulkan
terjadinya aterosklerosis yakni:

a. Hiperlipidemia

Komponen kolesterol utama yang dapat menyebabkan
peningkatan risiko - aterosklerosis yaitu kolesterol Low-Density
Lipoprotein (LDL). Low-Density Lipoprotein (LDL) berfungsi
untuk menyalurkan kolesterol ke jaringan perifer, selain itu peran
dari High-Density Lipoprotein (HDL) adalah untuk memobilisasi
kolesterol dari plak pembuluh darah yang sedang terbentuk ataupun
yang sudah tersedia serta membawa kolesterol tersebut ke hati untuk

diekskresikan bersama dengan bilirubin. Jumlah High-Density
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Lipoprotein (HDL) yang tinggi memiliki pengaruh dalam hal

penurunan risiko penyakit aterosklerosis (Kumar et al., 2013).

. Hipertensi

Hipertensi merupakan faktor risiko utama lain pada penyakit
aterosklerosis. Orang yang memiliki penyakit hipertensi akan
meningkatkan risiko sebanyak 60% terjadinya penyakit jantung
koroner (PJK) (Kumar et al., 2013).

Merokok

Merokok merupakan faktor risiko banyak ditemui pada pria, akan
tetapi baik pria maupun wanita memiliki peran sama untuk
terjadinya peningkatan insiden dan keparahan aterosklerosis oleh
karena merokok. Merokok 1 bungkus ataupun lebih dalam sehari
selama bertahun-tahun memiliki risiko berlipat ganda terjadinya
kematian yang disebabkan karena penyakit jantung koroner (PJK),
sementara itu berhenti merokok bisa menurunkan risiko tersebut
(Kumar et al., 2013).

. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus dihubungkan dengan bertambahnya jumlah
kolesterol dalam darah serta meningkatkan risiko terjadinya
aterosklerosis. Kasus infark akan meningkat dua kali lipat pada
penderita diabetes jika dibandingkan dengan penderita non-diabetes

(Kumar et al., 2013).
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2.2.3. Klasifikasi Lesi Aterosklerosis

American  Heart  Association  membedakan  tahapan
perkembangan aterosklerosis ke dalam 8 jenis. Lesi tipe | yang adalah lesi
yang dilihat dengan terciptanya foamy cell, sementara lesi tipe Il dilihat
dengan adanya lapisan yang mencakup sejumlah sel busa. Lesi tipe Ill
disebut lesi menengah yang berisikan lipid ekstraseluler dan tidak ada inti
yang baik, sedangkan lesi tipe IV telah membentuk lipid ekstraseluler dan
tidak adanya inti yang baik, sedangkan lesi tipe 1V telah membentuk lipid
ekstraseluler yang konfluen. Lesi tipe \ berisikan inti lipid yang
mempunyai kapsula fibrosa, baik tanpa ataupun dengan kalsifikasi,
sementara dalam lesi tipe VI ada fibroatheroma dengan defek kapsula
fibrosa misalnya trombosis ataupun hemoragik. Lesi tipe VII serta VIII
termasuk hasil regresi lipid lesi 1V-VI, yang mana dominasi kalsifikasi
ada dalam lesi tipe VIl maupun mendominasi perubahan jaringan fibrosa

ada dalam lesi tipe VIl (Porwal et al., 2016).
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Gambar 2.2. Klasifikasi Tipe Aterosklerosis (Porwal et al., 2016).
2.2.4. Patogenesis Aterosklerosis

Aterosklerosis merupakan sekumpulan kondisi kompleks yang
melibatkan pembuluh darah dan komponen didalamnya yaitu endotel
vaskular dan vasa vasorum. Area yang biasanya terjadi pembentukan lesi
aterosklerosis adalah di sekitar aorta dan arteri koroner. Proses awal yaitu
adanya perubahan kolesterol LDL yang ada di dalam tubuh berubah oleh
karena mengalami oksidasi dan menyebabkan terbentuknya LDL
teroksidasi (Ox-LDL). Hal tersebut akan meningkatkan risiko apabila
Nitric Oxide (NO) yang mempunyai fungsi dalam pembuluh darah yaitu
untuk melindungi dinding endotel pembuluh darah arteri terhadap zat
seperti Ox-LDL, trombosit dan monosit dalam jaringan berubah menjadi

makrofag yang berisiko dapat mengakibatkan penempelan di dinding
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endotel dan terbentuk trombus. Endotel dapat menjadi aktif apabila
terdapat kerusakan didalamnya dan mengalami gangguan fungsi kemudian
dapat terjadi deendotelisasi dengan atau tanpa disertai proses adhesi
trombosit. Molekul plasma dan molekul lain seperti lipoprotein
berdasarkan jenis ukuran dan konsentrasinya dapat melakukan
ekstravasasi menembus endotel yang rusak dan masuk melalui ruang sub
endothelial pembuluh darah. Senyawa LDL teroksidasi (Ox-LDL) yang
yang telah lama di dalam tubuh dapat berubah menjadi zat yang bersifat
sitotoksik, kemotaktik, proinflamasi, serta proaterogenetik. Sel endotel
akan sulit untuk memproduksi Nitric Oxide (NO) pada keadaan tersebut,
dimana Nitric Oxide (NO) yang memiliki berperan sebagai senyawa yang
melindungi pembuluh darah menjadi tidak optimal serta fungsi endotel
untuk dilatasi menjadi berkurang (Adi, 2014).

Senyawa Nitric Oxide (NO) yang berkurang akan menyebabkan
pelepasan sel-sel adhesi seperti VCAM-1, Intercellular Adhesion
Molecule-1, E selectin, P selectin dan berkurangnya jumlah senyawa
Nitric Oxide (NO) menyebabkan terjadinya penangkapan sel monosit dan
sel T, yang kemudian sel monosit akan melalui endotel pembuluh darah
lalu memasuki lapisan intima dinding pembuluh dan berdiferensiasi
menjadi makrofag yang kemudian akan mencerna sekumpulan Ox-LDL
yang ada di lapisan endotel pembuluh darah dan berubah menjadi sel busa
(foam cell). Makrofag yang telah berubah menjadi foam cell macrophage

selanjutnya mengumpul jadi satu di dinding pembuluh darah, membentuk
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membentuk fatty streak. Seiring berjalannya waktu Fatty streak akan terus
bertambah menjadi besar diiringi dengan proses proliferasi jaringan ikat
fibrosa dan jaringan otot polos pembuluh darah sekitar sehingga akan
terbentuk plak yang semakin lama akan semakin membesar. Plak yang
terus berkembang akan menonjol ke arah dalam dari lumen pembuluh
darah arteri akan mengakibatkan aliran darah akan berkurang dan
menyebabkan timbunan yang besar dari jaringan ikat padat yang membuat
dinding pembuluh darah menjadi kaku dan tidak elastis. Garam kalsium
juga berperan nantinya dapat mengendap bersamaan dengan sejumlah
kolesterol dan lipid yang sudah terakumulasi di dalam dinding pembuluh
darah yang dapat mengakibatkan pembuluh darah akan mengeras akibat
terjadinya kalsifikasi pembuluh darah (Guyton et al., 2016).
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Gambar 2.3. Perkembangan Plak Aterosklerosis
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(Guyton et al., 2016)

2.3. Metode Induksi Aterosklerosis
2.3.1. Paparan Asap Rokok

Rokok merupakan produk olahan tembakau dengan zat campuran
atau tanpa campuran yang dibungkus dengan kertas, berbentuk silinder
dengan panjang 70-120 mm dan diameter sekitar 10 mm (Khasanah,
2018). Produksi antioksidan di dalam tubuh perokok aktif dengan jumlah
paparan radikal bebas di dalam tubuhnya tidak seimbang, sehingga
antioksidan tidak cukup untuk menangkal radikal bebas yang ada di dalam
tubuh perokok aktif, sehingga konsumsi antioksidan dari luar tubuh sangat
dibutuhkan. Pemeriksaan kadar Malondialdehyde (MDA) dalam darah
merupakan salah satu indikator yang baik untuk mengetahui penurunan
kadar radikal bebas yang ada di dalam tubuh (Effendi, 2022). Dalam
kandungan asap rokok terdapat lebih dari 4000 jenis zat organik baik
berupa gas maupun partikel yang berasal dari daun tembakau. Asap rokok
memiliki dua fase yang berbeda yaitu, fase gas dan fase tar (fase
partikulat). Nitrosopyrrolidine, vinil Klorida, formaldehid, hydrogen
sianida, nitrosamine, akrolein, urea, acetaldehyde, ammonia piridin,
hidrogen, nitrogen oksida, dan karbon monoksida merupakan zat yang
berbahaya yang dapat ditemukan pada fase gas. Zat yang diserap dari
penyaringan asap rokok melalui filter cartridge dengan ukuran pori-pori
0,1um merupakan fase tar. Dibensakridin, dibensokarbasol, benzopiren,

fluoranthene, hidrokarbon aromatik, polinuklear, naftalen, nitrosamine
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yang tidak menguap, nikel, arsen, alkaloid tembakau, nikotin, dan alkaloid
tembakau merupakan kandungan dalam rokok yang masuk dalam fase tar

(Effendi, 2022).

2.3.1.1 Klasifikasi dan Kandungan Rokok
Bahan baku utama pembuatan rokok adalah dari daun tembakau
kering kemudian digulung menggunakan kertas dan berukuran panjang
antara 70 mm hingga 120 mm berdiameter sekitar 10 mm. Rokok
konvensional biasanya digunakan dengan cara dibakar pada salah satu
ujungnya, kemudian dihisap melalui rongga mulut pada ujung yang lain

(Glantz & Bareham, 2018).

Penggolongan rokok konvensional berdasarkan penggunaan filter
terbagi menjadi dua jenis, yaitu rokok filter dan rokok non filter. Rokok
yang telah diolah dan dilengkapi dengan gabus yang berada di
pangkalnya merupakan jenis rokok filter, sedangkan rokok non filter
merupakan rokok yang saat digunakan tanpa menggunakan filter atau
gabung yang berada di pangkalnya. Rokok non filter lebih berbahaya
dibandingkan rokok filter karena tidak ada filter di dalamnya, sehingga
kandungan nikotin dan tar yang dikeluarkan oleh rokok non filter lebih

besar (Setyanda et al., 2015).

Rokok konvensional dan rokok elektrik merupakan
penggolongan jenis rokok berdasarkan cara kerjanya dari rokok. Hasil

dari teori Negoro, (2017) adalah pembagian rokok konvensional
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berdasarkan dari jenis bahan bakunya dibedakan menjadi 3 yaitu, rokok
kretek, rokok putih, dan rokok klembak. Bahan baku dari rokok kretek
yaitu daun tembakau kering dan cengkeh yang diberikan tambahan zat
tertentu untuk menimbulkan efek tertentu dari rokok. Bahan baku dari
rokok putih yaitu daun tembakau yang diberikan zat tertentu untuk
mendapatkan aroma dan rasa tertentu, sedangkan rokok klembak yaitu
berbahan dasar seperti rokok kretek dan rokok putih akan tetapi rokok
klembak ditambahi dengan kemenyan sebagai zat khusus yang dapat
menghasilkan aroma dan efek tertentu dari rokok itu sendiri (Negoro,

2017).

Rokok elektrik adalah rokok dalam bentuk modern dan berbentuk
elektronik dengan perangkat baterai sebagai sumber energy dari rokok
(Glantz & Bareham, 2018). Perangkat di dalam rokok elektrik mencakup
baterai, elemen pemanas listrik (atomizer), dan kartrid yang dapat diganti
atau diisi ulang dengan cairan (e-liquid) yang terdiri dari propilen glikol
atau gliserol, air, perasa makanan, nikotin, dan bahan kimia lain.
Komponen utama rokok elektrik adalah e-liquid (larutan penyedap) yang
biasanya mengandung propilen glikol, gliserin dan perasa alami atau
buatan lainnya dengan dosis nikotin di dalamnya yaitu 0- 18 mg/mL
seperti (Prochnow, 2017). Salah satu bahan baku rokok yaitu nikotin,
dimana nikotin mempunyai efek samping dalam tubuh vyaitu
meningkatkan tekanan darah, jantung berdebar, dan menimbulkan

penyempitan pembuluh darah. Penggunaan rokok elektrik yang
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menggunakan e-liquid atau konsumsi 1 pc catridge (150 hisapan) setara
dengan konsumsi 10 batang rokok konvensional (bahan baku tembakau)

(Bahri et al., 2015).

Penelitian yang dilakukan olen Kunaedi dan Nur (2018)
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara kelompok
perlakuan yang diberikan rokok konvensional baik rokok kretek maupun
rokok filter dengan rokok elektrik terhadap timbulnya hipoksia. Waktu
yang dibutuhkan untuk menimbulkan terjadinya hipoksia pada paparan
asap rokok filter dibandingkan dengan rokok kretek dengan rerata waktu
5 menit menyebabkan hewan uji mati. Semakin banyak paparan asap
rokok yang diberikan, semakin besar efek hipoksia yang dihasilkan. Uji
hipoksia yang dilakukan selama penelitian pada kelompok kontrol yang
dipaparkan asap rokok dengan menggunakan rokok elektrik
menunjukkan hasil negatif untuk memunculkan hipoksia, sehingga dapat
dikatakan dampak hipoksia rokok elektrik jauh lebih ringan daripada

dengan rokok kretek maupun filter (Kunaedi & Nur, 2018).

2.3.2. Injeksi Adrenalin disertai Diet Tinggi Lemak
Penelitian dengan pemberian injeksi adrenalin secara intravena
dengan dosis 0,006mg/200grBB pada hari pertama kemudian dilanjut
pemberian diet kuning telur 2cc/200gBB tikus pada hari ke-2 sampai ahri
ke-42 melalui oral pada subjek hewan coba memperlihatkan hasil yaitu
terjadi peningkatan kadar kolesterol total, trigliserida, dan LDL.

Pemberian adrenalin berfungsi untuk memunculkan terjadinya stress pada
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hewan coba dan menaikkan tekanan darah. Adrenalin sendiri adalah
hormon katekolamin yang mendorong terjadinya proses lipolisis. Lipolisis
akan berlangsung di dalam jaringan adiposa diikuti dengan pelepasan
lemak bebas ke dalam plasma dan bergabung dengan albumin.
Peningkatan sekresi VLDL oleh hati yang melibatkan sekresi
triasilgliserol dan kolesterol tambahan ke dalam sirkulasi darah adalah
pengaruh dari peningkatan asam lemak bebas yang ada di dalam plasma

(Maris et al., 2016).

Kuning telur digunakan = untuk menimbulkan terjadinya
hipertrigliseridemia pada tikus yang bertujuan untuk meniru efek pola
makan pada penderita dislipidemia dengan pola makan yang tidak sehat.
Penelitian yang dilakukan oleh (Sutejo et al., 2017) memperlihatkan
perkembangan hiperkolesterolemia pada saat mencit diberikan diet tinggi
kuning dengan menggunakan kuning telur bebek. Hiperkolesterolemia
mengakibatkan produksi radikal bebas dalam tubuh karena terbentuknya
reaksi hidroksilasi kolesterol. Tingginya radikal bebas di dalam tubuh akan
mengakibatkan gangguan pada Apo CII. Apo Cll adalah sebagai kofaktor
dari enzim LPL, fungsi LPL akan terganggu apabila terdapat gangguan
pada Apo CII. Akumulasi trigliserida akan tetap terjadi didalam darah

karena terjadinya disfungsi LPL (Roslizawaty et al., 2016).

2.3.2.1 Kandungan Kuning Telur
Kandungan telur terdiri dari asam amino, vitamin, mineral,

karbohidrat, dan lemak. Jenis protein yang terdapat dalam telur
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merupakan jenis protein yang mudah dicerna dan bermutu tinggi. Jumlah
lemak pada kuning telur mencapai 32%, sedangkan jumlah lemak pada
putih telur lebih sedikit. Kandungan putih telur lebih banyak proteinnya,
sedangkan kuning telur lebih banyak kandungan lemaknya. Lemak pada
telur terdiri dari trigliserida, fosfolipid, dan kolesterol. Trigliserida dan
fosfolipid pada telur berfungsi untuk produksi energi yang dibutuhkan
dalam aktivitas sehari-hari. Kuning telur cukup tinggi kandungan

kolesterolnya. (Widarta, 2018).

Kulit telur, putih telur dan kuning telur merupakan komponen
utama dari telur. Ketika komponen telur tersebut memiliki komposisi
yang berbeda-beda tergantung dari jenis telurnya. Adapun komposisi dari

komponen tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Komposist putih telur, kuning telur dan cangkang untuk
setiap jenis unggas (Tolik et al., 2014)

% (berdasarkan berat telur)

e Berat _
Telur (9)  pytih Telur uning Kulit telur
Telur

Burung 113 50.7 32.7 7.4
Puyuh

Ayam 58 55,8 31,9 12,3
Angsa 200 52,5 35,1 12,4
Kalkun 85 55,9 32,3 11,8
Bebek 80 52,9 35,6 12,5
Burung Unta 1580 59,8 20,4 19,8
Ayam 40 52.3 35.1 12,6
Mutiara

Telur bebek kandungan nutrisinya hampir setara dengan komposisi

telur unggas lainnya. Pada tabel 2.2 dibawah ini, memperlihatkan
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perbandingan kandungan gizi telur bebek dan unggas lain dari segi

kandungan nutrisinya:

Tabel 2.2. Kandungan gizi telur (Oktaviani et al., 2012).
Jenis Unggas Protein (%) Lemak (%) Karbohidrat (%)

Ayam Ras 12,7 11,3 0,9
Ayam Buras 13,4 10,3 0,9
Itik 13,3 14,5 0,7
Bebek 13,1 14,6 1,8
Angsa 13,9 13,3 15
Merpati 13,8 12,0 0,8
Kalkun 13,1 11,8 1,7
Burung Puyuh 13,1 11,1 1,6

2.4. Hubungan Merokok terhadap Kadar Superoxide Dismutase

Kandungan dan jumlah molekul oksidan atau radikal bebas yang
terdapat pada asap rokok dalam sekali hisap mencapai 104 molekul yang
masuk ke dalam tubuh. Radikal bebas yang masuk dalam tubuh dari paparan
asap rokok tersebut seperti anion superoksida (O2"), hidrogen peroksida (H20>),
radikal hidroksil (OH") dan radikal peroksil (ROO") (Adyttia et al., 2014).

Radikal superoxide merupakan salah satu jenis radikal bebas yang
mempunyai waktu paruh relative lama dan memiliki kemampuan untuk
berikatan dengan sel sehingga dapat merangsang terjadinya reaksi peroksidasi
lipid yang mengakibatkan timbulnya kerusakan serta kematian sel yang lebih
besar dibandingkan dengan radikal bebas lainnya (Hininger-Favier et al.,
2016). Antioksidan enzimatik yang diproduksi secara alami didalam tubuh

seperti contohnya superoxide dismutase (SOD) dapat menetralisir adanya
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radikal bebas superoxide (Gutowski & Kowalczyk, 2013). Radikal bebas akan
berusaha untuk mempertahankan posisi yang lebih stabil dengan cara
memperoleh pasangan elektron yang berasal dari molekul sel di sekitarnya,
akan tetapi molekul sel di sekitarnya yang telah kehilangan elektronnya akan
menjadi radikal bebas. Peradangan, kerusakan DNA atau sel yang dapat
menyebabkan timbulnya lesi aterosklerotik yang memicu terjadinya disfungsi
endotel, semua dapat terjadi akibat terjadinya stress oksidatif yang berlangsung
kronis dan dapat bertahan di dalam dalam jangka waktu yang lama (Held,
2015).

Jumlah radikal bebas akan terus bertambah di dalam tubuh apabila
terjadi paparan asap rokok secara langsung terus-menerus. Radikal bebas yang
masuk dalam tubuh serta jumlah antioksidan yang ada di dalam tubuh menipis
maka akan memicu terjadinya stres oksidatif di dalam tubuh (Wahjuni, 2015).

Superoxide dismutase (SOD) merupakan salah satu antioksidan
endogen yang diproduksi di dalam tubuh yang mempunyai peran untuk
menetralisir sejumlah radikal bebas yang masuk ke dalam tubuh. Jenis
antioksidan endogen secara biologis dapat diproduksi oleh tubuh, akan tetapi
jika jumlah radikal bebas yang masuk dalam tubuh lebih banyak, maka tubuh
membutuhkan antioksidan tambahan dari luar tubuh (antioksidan eksogen)
(Kahnamoei et al., 2014). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Suryadinata et
al., (2017) menyatakan bahwa konsumsi suplemen antioksidan SOD-gliadin
yang berasal dari luar tubuh dapat menurunkan radikal bebas di dalam tubuh

yang berasal dari dari paparan asap rokok (Suryadinata et al., 2017). Hasil
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penelitian Kusumastuty et al., (2014) menyebutkan bahwa tepung daun ubi
jalar ungu sebagai antioksidan eksogen dapat mencegah terjadinya penurunan
kadar SOD pada tikus dengan paparan asap rokok (Kusumastuty et al., 2014).
Beberapa literatur menyebutkan bahwa perokok memiliki kadar SOD lebih
rendah daripada yang bukan perokok. Kadar SOD yang lebih rendah antara
perokok yang dibandingkan dengan non perokok juga ditemukan pada hasil
penelitian Saggu et al., (2012) di India. Hasil lain juga menunjukkan pada
penelitian yang dilakukan (Abdul-Rasheed & Al-Rubayee, 2013) di Irak dan
Jenifer et al., (2015) di Taiwan juga menyatakan kadar SOD pada perokok
lebih rendah daripada nonperokok (Abdul-Rasheed dan Al-Rubayee, 2013;

Jenifer et al., 2015).

Hubungan Diet Tinggi Lemak Disertai Injeksi Adrenalin terhadap Kadar
Superoxide Dismutase

Perubahan pola hidup yang terjadi di masyarakat seperti
mengkonsumsi makanan tinggi lemak merupakan salah satu faktor risiko
terjadi dislipidemia. Peningkatan kadar Kolesterol total, peningkatan kadar
Trigliserida (TG), peningkatan kadar Low-Density Lipoprotein (LDL), serta
penurunan kadar High-Density Lipoprotein (HDL) menyebabkan timbulnya
kondisi metabolik yang dikenal dengan istilah dislipidemia (Arsana et al.,
2021). Anion superoksida merupakan salah satu bentuk radikal bebas yang
diproduksi secara berlebihan pada penderita dislipidemia akibat adanya
peningkatan  aktivitas NADH/NADPH oksidase (Wahjuni, 2015).

Ketidakseimbangan antara jumlah radikal bebas dan kadar antioksidan di
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dalam tubuh memicu timbulnya kondisi stres oksidatif (Novidiyanto et al.,
2016). Terjadinya stres oksidatif dapat menstimulasi terbentuknya peroksidasi
lipid, sehingga dapat merusak membran sel yang ditandai dengan peningkatan
kadar Malondialdehid (MDA) dan penurunan aktivitas enzim Superoxide
Dismutase (SOD). Malondialdehid (MDA) akibat adanya peningkatan reaksi
radikal bebas dapat menjadi salah satu indikator utama untuk mengetahui
keadaan stres oksidatif (Widyaningsih et al., 2015).

Paparan polusi udara dapat meningkatkan konsentrasi atau
pembentukan molekul radikal bebas yang dapat menginduksi terbentuknya
produk peroksidasi lipid di dalam tubuh. Penelitian yang dilakukan oleh Sutejo
et al.,, (2017) merangsang terbentuknya hiperlipidemia yang ditimbulkan
dengan menginduksi berupa injeksi adrenalin adrenalin intravena dengan dosis
0,006mg/200grBB pada hari pertama dan diet tinggi lemak menggunakan
kuning telur bebek 5g/200grBB setiap hari selama 21 hari memunculkan
terjadinya peroksidasi lipid. Kesimpulan yang sama juga dibuktikan oleh hasil
penelitian Maulana (2019) yang menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
signifikan antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol negatif yaitu
berupa peningkatan kadar LDL dan penurunan kadar HDL dalam tubuh. Hal
ini terjadi sebagai akibat dari pemberian diet tinggi lemak yang mengakibatkan
perubahan profil lipid. Salah satu mekanisme yang dapat menimbulkan stres
oksidatif adalah perubahan profil lipid yang akan menyebabkan peningkatan
radikal bebas di dalam tubuh dan memungkinkan terjadinya penurunan kadar

antioksidan di dalam tubuh (Maulana et al., 2019).
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Penelitian yang dilakukan oleh Thrisnadia et al., (2019) pada
kelompok yang diberikan diet tinggi lemak selama 8 minggu menghasilkan
peningkatan kadar MDA yang signifikan dibandingkan dengan kelompok tikus
yang tidak diberikan diet tinggi lemak, hal ini dideteksi dengan adanya
peningkatan ROS yang ada di dalam membran sel. Peningkatan radikal bebas
memicu terjadinya peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid adalah suatu reaksi
rantai radikal bebas yang diawali dengan terbebasnya hidrogen dari suatu asam
lemak tak jenuh ganda oleh radikal bebas. Peningkatan ROS dapat
mengakibatkan timbulnya stres oksidatif yang dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan dari DNA, protein, dan lemak, sehingga antioksidan sangat
dibutuhkan untuk menetralisir adanya radikal bebas (Moghadamtousi et al.,
2015). Penelitian yang dilakukan oleh Saraswati et al., (2018) menunjukkan
adanya peningkatan kadar SOD pada tikus jantan galur wistar yang diberikan
minyak goreng disertai dengan pemberian ekstrak kulit manggis dengan dosis
400mg/kgBB selama 28 hari, meskipun peningkatan kadar SOD tidak
signifikan secara statistic dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya

(Saraswati et al., 2018).

Hubungan Kadar Superoxide Dismutase Terhadap Aterosklerosis
Aterosklerosis adalah pengerasan dinding arteri akibat terbentuknya

plak ateromatosa. Penyakit sindrom pembuluh darah ini terjadi sebagai respon

berkembangnya peradangan kronis oleh karena peningkatan kadar Low

Density Lipoprotein (LDL) dan penumpukan leukosit pada makrofag.
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Komplikasi aterosklerosis yang kronis menyebabkan suplai darah ke jaringan
tidak cukup sehingga mengakibatkan iskemia (Wahjuni, 2015). Salah satu
penyebab terjadinya aterosklerosis yaitu adanya paparan radikal bebas yang
berasal dari faktor lingkungan misal makanan tinggi kolesterol, kurangnya
olahraga, merokok, stress (Farahdika dan Azam, 2015).

Kadar radikal bebas berbentuk reactive oxygen species (ROS) yang
meningkat di dalam tubuh serta menurunnya kemampuan tubuh untuk
menetralisir ROS oleh karena adanya kondisi ketidakseimbangan antara
jumlah radikal bebas dan antioksidan di dalam tubuh mengakibatkan terjadi
peroksidasi lipid, perubahan protein, dan kerusakan DNA dalam sel, sehingga
akan memicu keadaan stres oksidatif. Stres oksidatif terjadi karena inisiasi
proses peroksidasi membran lipid pada kolesterol low density lipoprotein
(LDL) yang mengakibatkan perubahan atau kerusakan struktur membran,
menonaktifkan ikatan membran dengan reseptor atau enzim yang dapat
mengganggu fungsi normal sel dan mengakibatkan timbulnya kerusakan
oksidatif sel lebih lanjut (Yuslianti, 2018).

Aterosklerosis bisa muncul fewat proses inflamasi kronik maupun
stres oksidatif. Sel endotel melakukan pengaturan elastisitas pembuluh darah
atau mengantisipasi pembekuan darah dan melepas Nitric Oxide (NO) pada
dinding pembuluh darah, sehingga keadaan stres oksidatif dan inflamasi tidak
terjadi (Kattoor et al., 2019). Sel endotel pembuluh darah merupakan sel yang
bersifat semipermeabel yang berfungsi untuk mengatur dan mencegah infiltrasi

molekul tertentu yang berbahaya. Penting untuk diingat bahwa sel endotel
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adalah salah satu jenis sel yang rentan terhadap stres oksidatif dan mudah untuk
mengalami gangguan fungsi sel, sehingga dapat menimbulkan suatu kelainan
(disfungsi). Aterosklerosis adalah kelainan pembuluh darah yang disebabkan
oleh karena suatu kondisi stres oksidatif di dalam tubuh. Ketidakseimbangan
antara jumlah radikal bebas dalam tubuh dan kadar antioksidan yang dihasilkan
oleh tubuh menyebabkan terjadinya keadaan yang disebut dengan stres
oksidatif. Keadaan stres oksidatif inilah yang menyebabkan seluruh radikal
bebas tidak dapat dinetralisir didalam tubuh oleh antioksidan mengakibatkan
kerusakan sel dan jaringan yang lebih luas. Jumlah radikal bebas yang berlebih
di dalam tubuh akan mengakibatkan peningkatan produksi sitokin proinflamasi
seperti Interleukin-6 (IL-6) atau Tumor Nekrosis Faktor-alpha (TNF-a) dan
menyehabkan pelepasan leukosit polimorfonuklear (PMN). PMN adalah
sumber radikal bebas seperti superoxide anion, hydroxyl radical, nitrous oxide
dan hydrogen peroxide yang semuanya berbahaya dan dapat merusak jaringan
sel (Wahjuni, 2015).

Sel endotel yang sehat mempunyai keseimbangan Nitric Oxide (NO)
maupun endothelin-1. Pembentukan Nitric Oxide (NO) oleh antioksidan
endogen penting karena untuk dilatasi pembuluh darah dalam sistem
kardiovaskuler. Faktor risiko yang tidak terkendalikan memunculkan
gangguan pelepasan Nitric Oxide (NO) maka efek ET-1 (vasoaktif/kontraksi)
akan mendominasi akibat menurunya sintesis Nitric Oxide (NO) ataupun
meningkatkan inaktivasi Nitric Oxide (NO) oleh hubungan dengan anion

superoksida maupun meningkatkan sistem renin angiotensin aldosterone serta
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sistem saraf simpatis. Jalur ET-1 membuat reaksi oksidasi LDL oleh sel endotel
pada aorta menjadi meningkat. Disfungsi endotel mengakibatkan
vasokonstriksi abnormal dalam pembuluh darah yang mengakibatkan
terjadinya proliferasi, migrasi sel otot polos vaskuler, agregasi pltelet, serta
penambahan permeabilitas endotel. Makromolekul akan mudah untuk
berpenetrasi ke dinding pembuluh darah, sehingga menyebabkan terbentuknya
plak aterosklerosis, serta terjadi sekresi molekul adhesive. Hal tersebut akan
memunculkan perlekatan monosit maupun platelet ke dinding pembuluh darah
yang menyebabkan pengerasan pada dinding pembuluh darah (Jannah et al.,
2013).

Pembentukan oksidan serta proses peroksidasi lipid dapat diantisipasi
dengan menggunakan antioksidan. Antioksidan enzimatik secara alami akan
memberi perlindungan pada LDL dari proses oksidasi lipid. Antioksidan
enzimatik yang diproduksi secara alami oleh tubuh seperti Glutation
peroksidase (GPx), katalase (CAT), dan Superoxide Dismutase (SOD)
memiliki peran untuk mencegah kerusakan sel, mencegah timbulnya penyakit,
serta berperan untuk menjaga jaringan dari kerusakan yang diakibatkan ROS
(Werdhasari, 2014). SOD dapat bereaksi secara langsung dengan reactive
oxygen species (ROS) yang mengakibatkan proses pembentukan lesi
aterosklerosis dengan cara menetralisir radikal bebas yang ada berada di tubuh
agar tidak menyebabkan timbulnya keadaan stres oksidatif, sehingga mencegah

terbentuknya lesi aterosklerosis (Wahjuni, 2015).
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2.9. Hipotesis
Terdapat perbedaan dari setiap metode induksi aterosklerosis terhadap
kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur wistar (Rattus

Norvegicus).

UNISSULA
el | gl leluinda




BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini yaitu penelitian eksperimental laboratorik, dengan
menggunakan pendekatan post test control design yang memakai binatang
percobaan untuk objek penelitian. Percobaan dilaksanakan menggunakan
simple randomized sampling. Kelompok penelitian dibedakan menjadi empat,
yakni Kelompok Kontrol (K(-)) Kelompok Perlakuan 1 (K1), Kelompok
Perlakuan 2 (K2), serta Kelompok Perlakuan 3 (K3). Pembagian kelompok

perlakuan yakni:

K(-) > O()
K1 > O1
Wistar |[=» X F» RA < S
. K2 02
\ K3 > 03
‘ 1 minggu ‘ 28 hari

Gambar 3.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan :
X : Waktu adaptasi
RA : Random alokasi (simple random sampling)

K(-) :Kelompok Kontrol Negatif, tikus jantan galur wistar yang hanya diberi pakan

standar beserta air minum ad libitum lamanya 28 hari
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K1 : Kelompok Perlakuan 1, tikus jantan galur wistar yang diinjeksi adrenalin di
hari pertama dilanjut dengan diet tinggi lemak hari kedua hingga 28 hari.

K2 : Kelompok Perlakuan 2, tikus jantan galur wistar yang terpapar asap rokok
20 batang per hari selama 28 hari.

K3 : Kelompok Perlakuan 3, wistar yang diinjeksi adrenalin dengan diet tinggi
lemak serta paparan asap rokok 20 batang per hari selama 28 hari.

O(-) : Output kelompok kontrol. Hasil pemeriksaan kadar SOD tikus jantan galur
wistar kelompok K(-).

01 : Output kelompok perlakuan 1. Hasil pemeriksaan kadar SOD tikus jantan
galur wistar kelompok K1.

02 : Output kelompok perlakuan 2. Hasil pemeriksaan kadar SOD tikus jantan
galur wistar kelompok K2.

03 . Output kelompok perlakuan 3. Hasil pemeriksaan kadar SOD tikus jantan

galur wistar kelompok K3.

3.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel Penelitian
3.2.1.1 Variabel Bebas
Metode Induksi Aterosklerosis
3.2.1.2 Variabel Tergantung
Kadar enzim Superoxide Dismutase
3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1  Metode Induksi Aterosklerosis

e Paparan Asap Rokok
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Pemberian paparan asap rokok pada kelompok
perlakuan2 (K2) dan kelompok perlakuan 3 (K3)
sebanyak 20 batang rokok per hari selama 28 hari dalam
ruangan khusus. Paparan asap rokok dilakukan secara
membakar rokok yang sudah dihubungkan ke smoking
pump maka asap rokok masuk ke smoking chamber lalu
dihirup oleh mencit yang terdapat di dalam (Simatauw dan
Unitly, 2019).

Satuan : 20 batang rokok per hari
Skala : Nominal (Ya/Tidak)
Injeksi Adrenalin

Pemberian injeksi- adrenalin pada hari pertama
perlakuan yang diberikan pada kelompok perlakuan 1
(K1) dan kelompok perlakuan 3 (K3) dengan kombinasi
metode induksi aterosklerosis. Pemberian 1 kali injeksi
adrenalin bitatras di hari pertama perlakuan dengan cara
intravena, lewat vena pada ekor tikus, menggunakan dosis
injeksi 0.006 mg/200 grBB per kali (Maris et al., 2016).
Satuan : mg/grBB per kali
Skala : Nominal (Ya/Tidak)

Diet tinggi lemak:
Pemberian diet tinggi lemak dengan menggunakan

10 gram kuning telur bebek secara intermittent tiap 2 hari
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sekali pada kelompok perlakuan 1 (K1) dan kelompok

perlakuan 3 (K3) yang diberikan kombinasi metode

induksi aterosklerosis. Pemberian 10 gram kuning telur

bebek lewat sonde lambung tiap dua hari sekali (Pratiwi

et al., 2016).

Satuan : gr/grBB

Skala : Nominal (Ya/Tidak)
Kadar SOD

Bioassay® (SOD) ELISA Kit digunakan untuk

menganalisis kadar SOD yang merupakan parameter
antioksidan dalam darah yang berasal dari darah vena di
dalam tubuh tikus jantan galur wistar, dengan hasil yang
dinyatakan dalam satuan 9% dan diukur dengan
menggunakan spektrofotometri. Kadar SOD yang dianggap
normal pada penelitian adalah sesuai dengan kadar SOD
pada kelompok  kontrol. Skala rasio digunakan untuk
perhitungan dengan karakteristik data yaitu nilai “nol” tetap
diikutkan perhitungan pada data, sehingga rasio dari nilai
skala dapat dibandingkan tiap kelompok. (Alfatin, 2021).
Satuan : %

Skala : Rasio
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Penelitian ini menggunakan subjek uji tikus jantan galur wistar. Besar
sampel ditentukan berdasarkan rumus Federer sebagai berikut (Krisnawati,
2017);

t-1)(-1)>15

4-1)(r-1)>15

3r-3 =>18
r >6
Keterangan :

t = jumlah kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
r = jumlah sampel
Penelitian mempergunakan 6 ekor tikus masing-masing kelompok
perlakuan untuk mengantisipasi jika terdapat tikus yang drop out ketika
dilaksanakannya penelitian. Kelompok penelitian ini berjumlah 4 kelompok
yaitu 1 kelompok kontrol beserta 3 kelompok perlakuan, maka total tikus yang
diperlukan pada saat penelitian jumlahnya 24 ekor tikus.
3.3.1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi adalah kriteria pada subjek uji penelitian yang
dapat mewakili sampel penelitian dan memenuhi syarat sebagali
sampel. Kriteria inklusi dalam penelitian ini yaitu:
o Tikus jantan galur wistar yang sehat dan bergerak aktif
e Tikus berumur 40 minggu
e Berat badan tikus 180 — 200 gram

o Tidak terdapat kelainan anatomi pada tikus
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3.3.2. Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi adalah kriteria pada subjek penelitian yang
tidak dapat mewakili untuk sampel penelitian oleh karena tidak
memenuhi syarat sebagai sampel. Tidak terdapat kriteria eksklusi pada
penelitian ini.
3.3.3. Kiriteria Drop Out
Kriteria drop out adalah kriteria dimana subjek penelitian tidak
dapat digunakan dalam penelitian atau mengalami pengguguran selama
proses penelitian. Kriteria drop out dalam penelitian ini yaitu:
e Tikus mengalami penurunan berat badan >10%

e Tikus mati selama proses penelitian

3.4. Instrumen dan Bahan
3.4.1. Instrumen

1. 'Wadah air minum
2. Kandang hewan
3. Wadah pakan standar
4. Timbangan Hewan
5. Sonde lambung
6. Jarum 25 gauge untuk injeksi adrenalin
7. Spuitlcc
8. Kaotak berlubang

9. Kandang tikus dengan paparan asap rokok
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10. Spektrofotometer

3.4.2. Bahan

1.

8.

9.

Tikus jantan galur wistar berusia 40 minggu, bobot 180-200 gram,
aktivitas serta perilaku normal, sehat

Injeksi adrenalin bitatras

Kuning telur bebek

Rokok kretek

Pakan hewan standar AIN 93

Air minum ad libitum

Plasma darah tikus wistar jantan

EDTA

BioVision® Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit

3.5. Cara penelitian

3.5.1. Pembagian Kelompok Penelitian

24 ekor tikus yang masuk ke dalam kriteria inklusi dan telah

melewati tahap penyesuaian selama satu minggu dibagi menjadi 4

kelompok perlakuan:

1) K(-): Kelompok kontrol

2) K1: Kelompok injeksi adrenalin dilanjut dengan diet tinggi

lemak selama 28 hari

3) K2: Kelompok paparan asap rokok 20 batang per hari selama 28

hari
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4) K3: Kelompok injeksi adrenalin dilanjut dengan diet tinggi
lemak disertai paparan asap 20 batang per hari selama 28 hari.
Pembuatan Pakan Standar
Pemberian minuman dilakukan secara ad libitum dan pakan
standar diberikan berdasarkan diet murni AIN-93M, dengan komposisi
seperti yang tercantum pada Tabel 3.1

Tabel 3.1. Formulasi Pakan Standar AIN-93M (Widayati et al., 2020).

BAHAN (g/kg diet)
Cornstarch 465.992
Casein (>85% protein) 140.000
Dextrinized cornstarch (90-94% tetrasaccharides) 155.000
Sucrose 100.000
Soybean oil (no additives) 40.000
Fiber 50.000
Mineral mix (AIN-93G-MX) 35.000
Vitamin mix (AIN-93-VX) 10.000
L-cystine 1.800
Choline Bitartrate (41.1% choline) 2.500
Tert-Butylhydroguinone (TBHQ), mg 8.0

Injeksi Adrenalin

Pemberian injeksi adrenalin diberikan pada hari pertama
perlakuan dengan cara injeksi intravena di ekor tikus dilakukan secara:
tikus dimasukkan ke kotak berlubang lalu ekor tikus ditarik keluar
lewat lubang kotak, ekor tikus dikompres menggunakan kapas yang
diberi air hangat selama sekitar lima menit supaya ada vasodilatasi
vena, injeksi adrenalin dengan cara ujung jarum dimasukkan ke vena
memiliki kemiringan lima belas derajat serta lakukanlah aspirasi, jika

pada tabung syringe ada darah artinya ujung jarum telah masuk ke vena,
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injeksi adrenalin 0,006 mg/200 gr BB dilaksanakan secara perlahan
(Nasution et al., 2017).
Pemberian Diet Tinggi Lemak

Pembuatan diet tinggi lemak dilaksanakan secara; memisahkan
kuning dan putih telur, menciptakan emulsi kuning telur secara kuning
telur dikocok secara perlahan untuk mendapatkan emulsinya,
melakukan penimbangan emulsi kuning telur. Pemberian diet tinggi
lemak ditetapkan sebanyak 3-4%BB tikus ataupun 10 gram/200 gr BB,
diberikan melalui sonde lambung setiap 2 hari sekali. Pemberian diet
tinggi lemak diberikan kepada seluruh tikus mulai hari ke-2 hingga hari
terakhir perlakuan yang diberikan secara intermiten setiap 2 hari sekali
(Nasution et al.; 2017)
Paparan Asap Rokok

Tahap paparan asap rokok dilaksanakan dahulu menyiapkan alat
yang dipergunakan pada pemaparan ini yakni smoking pump yang
dirangkal dengan smoking chamber. Proses pemaparan dilaksanakan
setiap pagi dengan menggunakan paparan asap rokok 20 batang rokok
per hari pada masing-masing kelompok perlakuan tikus kedua (K2) dan
ketiga (K3). Pemaparan dilakukan selama 28 hari dengan menggunakan
rokok kretek dengan kandungan tar 39 mg dan nikotin 2,3 mg per batang
rokok. Enam ekor mencit dari kelompok perlakuan 2 (K2) dan
kelompok perlakuan 3 (K3) dimasukkan ke smoking chamber lewat

bagian atas smoking chamber, selanjutnya kembali ditutup. Empat
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batang rokok kretek dipasangkan di pipa yang dikoneksikan dengan
pump. Rokok kretek yang sudah dipasangkan di pump dibakar
mempergunakan korek api lalu nyalakan pump, maka asap rokok masuk
ke smoking chamber. Penghitung waktu dipasang guna memahami
waktu yang dipakai dalam menghabiskan 1 batang rokok kretek.
Smoking chamber akan terisikan asap rokok pada saat proses
pemaparan asap rokok serta perilaku bisa dilihat pada smoking chamber
(Wulandari, 2016a).
Perlakuan Pada Hewan Coba
Sesudah menentukan besar sampel tikus jantan galur wistar
kemudian akan dimasukkan dalam kandang hewan yang ada di
Laboratorium Hewan Coba Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah
Mada. Pada saat berlangsungnya penelitian sampel akan memperoleh
air minum serta pakan yang sama. Guna pengadaptasian, sampel
hanyalah diberi air minum dan pakan standar ad libitum selama 7 hari
pertama. Di hari selanjutnya sampel akan dilakukan pembagian dengan
random menjadi 4 kelompok yakni:
1. Kelompok Kontrol (K(-))
Kelompok ini hanyalah diberikan pakan standar beserta air
minum ad libitum selama 28 hari.
2. Kelompok Perlakuan 1 (K1)
Kelompok ini akan diberikan pakan standar, air minum ad

libitum, maupun di injeksi adrenalin di hari pertama dan dilanjut
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dengan pemberian diet tinggi pada hari kedua hingga 28 hari
secara intermiten.
3. Kelompok Perlakuan 2 (K2)

Kelompok ini akan diberikan air minum ad libitum, pakan

standar, serta paparan asap rokok 20 batang per hari selama 28

hari.

4. Kelompok Perlakuan 3 (K3)

Kelompok ini akan diberikan air minum ad libitum, pakan

standar, di injeksi adrenalin dengan diet tinggi lemak dan

paparan asap rokok 20 batang per hari selama 28 hari.

3.5.7. Prosedur Pengambilan Darah Vena Tikus

Tikus difiksasi pada posisi supinasi, selanjutnya dilaksanakan
anestesi mempergunakan ketamin intramuskular memiliki dosis 40
mg/kgBB sampai terbius. Tikus dilakukan pembedahan dengan cara
vertikal mengikuti linea media dari abdomen ke arah toraks
menggunakan gunting hingga terbuka semuanya. Darah diambil
melalui jantung lewat pungsi ventrikel kiri dengan spuit 5 cc,
selanjutnya dimasukkan ke vacutainer yang sudah diberi EDTA guna
pemeriksaan serum. Darah dibiarkan mengalir ke tabung EDTA
sejumlah 5 cc kemudian bolak balik secara perlahan. Sampel darah
disentrifugasi menggunakan centrifuge memiliki kecepatan 3.000 rpm
selama lima belas menit di suhu ruangan pisahkan plasmanya,

masukkan kedalam microtube. Dilakukan disentrifuge kembali selama
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sepuluh menit memiliki kecepatan 6.000 rpm, selanjutnya ambil
supernatannya. Plasma yang didapatkan selanjutnya dimasukkan ke
microtube 1 cc lalu dilakukan penyimpanan di freezer dalam suhu -70°
C. Hindarilah pajanan maupun kontaminasi langsung pada sinar
matahari (Wulandari, 2016).
3.5.8. Pengukuran Kadar SOD

Aktivitas enzim plasma total Superoxide Dismutase (SOD)
awalnya dibuat sebagai larutan stok SOD. Aktivitas SOD diukur
berdasarkan laju penghambatan reduksi fercytochrome c oleh anion
superoksida yang dihasilkan oleh xantin/xantin oksidase. Xanthine
dioksidasi menjadi asam urat, sedangkan anion superoksida yang
terbentuk  selanjutnya mereduksi - ferricytochrome c. Reduksi
ferricytochrome ¢ diamati berdasarkan peningkatan absorbansi pada
panjang gelombang 550 nm. Pengukuran aktivitas ini dilakukan pada
suhu 25°C, larutan xantin oksidase harus disimpan dalam keadaan
dingin sebelum digunakan. Media reaksi disiapkan segera sebelum
pengukuran dengan memasukkan 2,9 mL farutan A (campuran larutan
0,76 mg xantin dalam 10 mL 0,001 M NaOH, dengan larutan 1,8 mg
sitokrom ¢ dalam 100 mL buffer fosfat pH 7,8 tanpa EDTA) ke dalam
tabung reaksi 3 mL. Kemudian ditambahkan 50 uL larutan standar
(kontrol) atau sampel dan divorteks perlahan. Reaksi dimulai dengan

menambahkan 50 uL larutan B (xantin oksidase 2,88 mg/mL dalam
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buffer fosfat EDTA) dan divorteks secara perlahan. Diamati perubahan

absorban yang terjadi pada spektrofotometer (Septiawati, 2013).
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3.6. Alur Penelitian

24 ekor tikus jantan galur wistar berumur 40
minggu dengan berat badan 180-200 gram

v
Adaptasi pakan standar dan air ad libitum
(7 hari)
v
Randomisasi
v v v v
Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Kontrol K(-) Perlakuan 1 K(1) Perlakuan 2 K(2) Perlakuan 3 K(3)
(6 ekor tikus) (6 ekor tikus) (6 ekor tikus) (6 ekor tikus)
v v v v
Pakan standar dan air Pakan standar dan air
ad libitum + injeksi Pakan standar ad libitum + diinjeksi
Pakan standar adrenalin 0.006 dan air ad adrenalin 0.006 mg/200
dan air ad mg/200 grBB per libitum + grBB per satu kali
libitum satu kali dilanjutkan paparan asap dengan diet kuning
dengan diet kuning rokok 20 batang telur 10 gr/200 grBB
telur 10 gr /200 grBB per hari setiap 2 hari sekali dan
setiap 2 hari sekali paparan asap rokok 20
batang per hari
v ! v v
Perlakuan selama 28 hari
v
Pengambilan sampel darah dan pemeriksaan kadar SOD
v

Analisis dan uji statistik

Gambar 3.2. Alur Penelitian
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Tempat dan waktu penelitian
3.7.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi
(PSPG) Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
3.7.2. Waktu Penelitian

Penelitian diadakan bulan Agustus 2021 — September 2021.

Analisis Hasil

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan program software statistic
memakai pengujian homogenitas data mempergunakan uji levene’s test beserta
uji Saphiro-Wilk bagi pengujian normalitas. Data terdistribusi normal serta
homogen dengan P>0,05, sehingga diteruskan uji One Way Anova untuk
mengetahui perbedaan-antar kelompok, dari uji One Way Anova didapatkan
hasil p<0,05 yang berarti terdapat perbedaan bermakna, kemudian dilakukan
uji Post Hoc LSD untuk mengetahui uji perbedaaan antara dua kelompok.
Analisis data dilaksanakan menggunakan program SPSS (Notoatmodjo,

2012).



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Penelitian ini mengenai perbedaan metode induksi aterosklerosis
terhadap kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur wistar
(Rattus Norvegicus) yang diberi injeksi adrenalin pada hari pertama disertai
diet tinggi lemak secara intermittent dan paparan asap rokok selama 28 hari.
Total sampel tikus yang digunakan adalah 24 ekor tikus. Setelah dilakukan
intervensi selama 28 hari, didapatkan hasil bahwa tidak terdapat tikus yang
mengalami dropout karena penurunan berat badan >10% atau mati. Hasil
analisis rerata berat badan tikus sebelum dan setelah diberikan intervensi

tertera pada tabel 4.1.

Tabel 4.1. Data Rerata Pengukuran Berat Badan Tikus (Rattus Norvegicus)

I;g:]c;rlrilgsrlf n BB Awal (gram) BB Akhir (gram)
K() 6 183.67+£3.9 232.17+5.1
K1 6 182+3.1 280.5+ 2.3
K2 6 184.67+3.7 283.17+ 4.1
K3 6 185.83+4.0 311.5+ 3.2
Keterangan:

K(-) : Kelompok yang hanya diberikan pakan standar dan air minum ad libitum

K1 :Kelompok perlakuan pemberian injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak

K2 : Kelompok perlakuan pemberian paparan asap rokok

K3 : Kelompok perlakuan pemberian injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak
dan paparan asap rokok

48
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100,00%
90,00% 79,41 £ 4,15%
80,00%
70,00%

60,00% 45,34 % 2,53%
39,70 + 2,08%
50,00% 0 35,29 + 4,26%

40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Rerata Kadar SOD (%)

K(-) K1 K2 K3
Kelompok Penelitian

Gambar 4.1. Diagram Batang Data Rerata Kadar Superoxide Dismutase
(%)
Keterangan:
K(-) : Kelompok yang hanya diberikan pakan standar dan air minum ad libitum

K1 : Kelompok perlakuan pemberian injeksi adrenalin disertai diet tinggi
lemak

K2 : Kelompok perlakuan pemberian paparan asap rokok

K3 : Kelompok perlakuan pemberian injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak
dan paparan asap rokok

Kadar rerata Superoxide Dismutase pada kelompok kontrol K(-)
didapatkan hasil 79,41 + 4,15%,. Data kelompok perlakuan 2 (K2) yang
diberikan perlakuan dengan paparan asap rokok, jika dibandingkan dengan
kelompok kontrol K(-) mengalami penurunan sebesar 45,34 + 2,53%, akan
tetapi jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan yang lain rerata
kelompok perlakuan 2 (K2) lebih tinggi hal ini dikarenakan kelompok
perlakuan 2 (K2) hanya diberikan induksi menggunakan paparan asap rokok
saja. Kelompok perlakuan 1 (K1) mengalami penurunan menjadi 39,70 +

2,08% akibat adanya induksi adrenalin dosis injeksi 0.006 mg/200 grBB
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disertai diet tinggi lemak dengan menggunakan kuning telur bebek 10 gram.
Data rerata kelompok perlakuan 3 (K3) yang diinduksi secara kombinasi
menggunakan injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak dan paparan asap
rokok menunjukkan kadar rerata Superoxide Dismutase yang mengalami
penurunan yang bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan yang lainnya yaitu sebesar 35,29 + 4,26%. Hasil uji

statistik dapat dilihat pada tabel 4.2.

Tabel 4.2. Hasil Analisis Uji Normalitas, Homogenitas, dan One Way

Anova
p-value
Kelompok Normalitas Homogenitas One Way
(Shapiro Wilk) (Levene) Anova

K(-) B3 .284** 0.000***
K1 .960*
K2 .830*
K3 .985*

Keterangan: * = data terdistribusi normal, ** = varian data homogeny, ***=

berbeda bermakna

Tabel 4,2 menunjukkan hasil analisis normalitas data pada tiap
kelompok terpenuhi (p>0.05) dengan varian data pada keempat kelompok
yang diuji homogenitas didapatkan hasil homogen (p>0.05), sehingga syarat
pengujian hipotesis dengan uji parametrik dapat dilakukan yaitu dengan uji
One Way Anova. Uji One Way Anova tersebut diperoleh nilai p sebesar
0,000 (p<0,05) yang artinya data kadar Superoxide Dismutase pada keempat
kelompok uji memiliki perbedaan rerata yang signifikan. Analisis lebih

lanjut dilakukan untuk mengetahui perbedaan kadar Superoxide Dismutase
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antar kelompok, yaitu dengan uji Post Hoc LSD dan diperoleh hasil sebagai

berikut:
Tabel 4.3. Hasil analisis Uji Post Hoc LSD

Kadar Superoxide K(-) K1 K2 K3
Dismutase
K(-) - .000* .000* .000*
K1 - .009* .036*
K2 - .000*
K3 -

Keterangan: (*) perbedaan bermakna

Tabel 4.3 menunjukkan hasil uji Post Hoc LSD yaitu adanya tanda
bintang (*) pada semua kelompok yang menjelaskan bahwa setiap
kelompok memiliki perbedaan yang signifikan terhadap kelompok lain.
Kelompok kontrol negatif yang hanya diberikan pakan standar dan air
minum ad libitum memiliki perbedaan yang signifikan terhadap kelompok
perlakuan 1 (K1), kelompok perlakuan 2 (K2), dan kelompok perlakuan 3
(K3). Kelompok perlakuan 1 (K1) yang diberikan perlakuan berupa injeksi
adrenalin disertai diet tinggi lemak memiliki perbedaan yang signifikan
terhadap kelompok kontrol negatif K(-), kelompok perlakuan 2 (K2), dan
kelompok perlakuan 3 (K3). Kelompok perlakuan 2 (K2) yang diberikan
perlakuan berupa paparan asap rokok memiliki perbedaan yang signifikan
terhadap kelompok kontrol negatif K(-), kelompok perlakuan 1 (K1), dan
kelompok perlakuan 3 (K3). Kelompok perlakuan 3 (K3) yang diberikan
perlakuan berupa injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak dan paparan
asap rokok memiliki perbedaan yang signifikan terhadap kelompok kontrol

negatif K(-), kelompok perlakuan 1 (K1), dan kelompok perlakuan 2 (K2).
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4.2. Pembahasan

Hasil penelitian rerata kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada setiap
kelompok perlakuan memperlihatkan perbedaan yang signifikan dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Penurunan kadar SOD dapat dilihat pada hasil
pengukuran rerata SOD pada ketiga kelompok baik yang diberikan perlakuan
berupa injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak dan paparan asap rokok. Hal
ini sejalan dengan teori yang menjelaskan penurunan antioksidan di dalam
tubuh, semakin tinggi paparan yang diberikan membuat produksi ROS di
dalam tubuh meningkat dan terjadi penurunan kadar antioksidan SOD yang

dapat menyebabkan terbentuknya keadaan stress oksidatif (Ardiaria, 2019).

Kelompok perlakuan yang diinduksi paparan asap rokok terjadi
penurunan kadar SOD. dibandingkan dengan kelompok kontrol akan tetapi
memiliki kadar SOD paling tinggi dibandingkan kelompok perlakuan yang
lain. Penurunan kadar enzim antioksidan akibat paparan rokok terjadi karena
dalam tubuh terjadi ketidakseimbangan antara pertahanan dan detoksifikasi.
Diketahui enzim antioksidan merupakan pertahanan pertama dalam tubuh
ketika terjadi ROS (Qussay et al., 2017). Hal ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Wulandari, (2016) dimana tikus jantan galur wistar yang
dipaparkan asap rokok tiga batang per hari selama 14 hari memiliki kadar SOD
yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok perlakuan yang diberikan
ekstrak kulit buah rambutan sebagai pemicu peningkatan antioksidan yaitu
dengan hasil rerata kadar SOD pada kelompok yang hanya diberikan paparan

asap rokok adalah 29,45 + 3,50% dan rerata kadar SOD pada kelompok dengan
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paparan asap rokok disertai pemberian ekstrak rambutan terjadi peningkatan
kadar SOD sebesar 42,91 + 6,62% (Wulandari, 2016). Penelitian lain yang
dilakukan oleh Joshi et al., (2020) membandingkan kadar SOD pada orang
perokok dan bukan perokok didapatkan hasil kadar SOD pada orang yang tidak
merokok lebih tinggi yaitu sebesar 208.56+75.63% dibandingkan dengan
orang perokok dengan kadar SOD yaitu sebesar 44.45+£16.60% (Joshi et al.,
2020). Enzim SOD juga berfungsi sebagai katalisator reaksi dismutase dari
anion superoksida menjadi H20: dan O.. Enzim SOD melindungi sel-sel tubuh
dan mencegah terjadinya proses peradangan yang diakibatkan oleh radikal
bebas. Reaksi yang dikatalis SOD terjadi sangat cepat dan adanya kadar SOD
di dalam sel dan jaringan dalam jumlah yang cukup dan seimbang akan
menjaga konsentrasi anion superoksida (O2) (Raddam et al., 2017). Proses
fosforilasi dalam mitokondria menyebabkan 1 molekul O tereduksi oleh 4
elektron bersama-sama dengan ion H* membentuk 2 molekul H.O sedangkan
ketika proses fosforilasi berlangsung tidak sempurna maka akan terbentuk
senyawa radikal bebas (Lisdiana, 2021). Radikal bebas dapat menyerang
molekul penting seperti DNA, protein dan lipid, radikal bebas juga dapat
memperbanyak diri, sehingga akan menciptakan kerusakan yang signifikan

dalam tubuh (Fitria et al., 2013).

Penurunan kadar SOD pada kelompok perlakuan yang diberikan injeksi
adrenalin disertai diet tinggi lemak dan kadar rerata SOD paling rendah terjadi
pada kelompok dengan pemberian kombinasi induksi aterosklerosis. Hal ini

sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Nasution et al, (2017)
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menyatakan bahwa tikus jantan galur wistar yang diberi injeksi inisial
adrenalin 0,006 mg i.v. pada hari pertama, dilanjutkan dengan diet intermittent
kuning telur 10 mg tiap dua hari sekali selama 30 hari didapatkan hasil bahwa
rerata kadar kolesterol total, trigliserida, kolesterol LDL meningkat dan kadar
kolesterol HDL menurun pada kelompok yang hanya diberikan induksi
aterosklerosis, sehingga menyebabkan terjadinya peningkatan radikal bebas
dan menimbulkan stress oksidatif yang memicu terbentuknya plak
aterosklerosis. (Nasution et al., 2017). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Setiawan et al., (2016) pada tikus kondisi hiperkolesterolemia dengan
pemberian diet tinggi lemak menunjukkan kadar SOD paling rendah terdapat
pada kelompok penelitian yang hanya diberikan diet tinggi lemak yaitu sebesar
79,23 U/ml dibandingkan dengan kelompok perlakuan dengan hasil kadar SOD
sebesar 239,14 U/ml (Setiawan et al., 2016). Penelitian yang dilakukan oleh
Sriyanti et al., (2019) didapatkan hasil bahwa kadar rerata SOD pada orang
yang mengalami obesitas pada kelompok kontrol lebih rendah yaitu sebesar
0,42+0,12 U/ml jika dibandingkan dengan orang yang mengalami obesitas
yang diberikan intervensi perlakuan dengan hasil kadar SOD sebesar
0,45+0,14U/ml (Sriyanti et al., 2019). Penurunan rerata kadar SOD pada
kelompok perlakuan dengan pemberian kombinasi induksi aterosklerosis
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Nuruzzaman, (2019) tikus yang
diberikan perlakuan dengan menggunakan induksi aterosklerosis secara

kombinasi dengan diet tinggi lemak dan paparan immobilization stress dapat
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menyebabkan peningkatan kadar MDA oleh karena banyaknya paparan radikal

bebas yang masuk ke dalam tubuh tikus (Nuruzzaman, 2019).

Pemberian injeksi adrenalin menyebabkan timbulnya suatu stres fisik
di dalam tubuh, adanya stress fisik menyebabkan gerakan otot yang cepat untuk
membentuk metabolisme anaerobik di dalam tubuh. Tenaga yang dihasilkan
berasal dari pemecahan ATP yaitu dari hasil pemecahan ADP atau AMP yang
berlangsung di mitokondria. Pelepasan energi disertai dengan peningkatan
aliran elektron dalam rangkaian respirasi mitokondria menyebabkan
terbentuknya oksigen reaktif (Oz) dan H.O; dan adanya upaya pembentukan
ATP (Wahjuni, 2015). Stres fisik akan menyebabkan berkurangnya jumlah
ATP dan meningkatnya jumlah ADP yang akan merangsang proses ADP
katabolisme dan konversi Xanthine dehydrogenase menjadi Xanthene oxidase.
Xanthene oxidase inilah akan membentuk radikal bebas (O."). Terbentuknya
radikal bebas akan menyebabkan ketidakseimbangan yang disebut sebagai
stress oksidatif dengan hasil akhir rusaknya lemak, protein, dan DNA

(Wahjuni, 2015).

Komposisi injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak menyebabkan
terjadinya kondisi hiperlipidemia. Hiperlipidemia meningkatkan pembentukan
LDL dan trigliserida. Kondisi ini akan memicu terjadinya inflamasi di dalam
tubuh (Sari et al., 2019). Proses terjadinya inflamasi juga memiliki peran dalam
peningkatan radikal bebas dan penurunan kadar antioksidan di dalam tubuh.
Kondisi ketidakseimbangan pada proses reaksi reduktase ini dapat

menyebabkan penurunan antioksidan atau terjadi stres oksidatif (Tazkia et al.,
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2019). Mekanisme aterosklerosis akibat stress oksidatif diawali oleh
terbentuknya peroksidasi lipid pada lapisan intima (sub endotel) yang
kemudian bermigrasi ke sel endotel dan selanjutnya menyebabkan kerusakan
sel endotel (disfungsi endotel) yang berdampak pada berkurangnya aktivitas
sintesis, dan inaktivasi nitrit oksida. Pada sel endotel, lipid peroksidasi
menginduksi adhesi leukosit endotel, mensekresi monosit chemotactic protein-
1 (MCP-1), dan makrofag colony-stimulating factor (M-CSF). Keadaan sel
endotel mengalami disfungsi, sehingga LDL akan mudah masuk ke dalam
lapisan intima (sub endotel), dan teroksidasi oleh enzim 15-lipooksigenase atau
INOS menjadi bentuk LDL-teroksidasi (ox-LDL) yang dipicu oleh karena
adanya ROS yang menangkap atom H® maka akan terbentuk hidroperoksida
lipid. Ox-LDL selanjutnya mengalami kemotaksis menuju monosit, sehingga
monosit diambil dan diikat oleh sel endotel dengan perantara atau mediator
beberapa molekul adhesi pada permukaan sel endotel, seperti intercellular cell
adhesion molecule-1(ICAM-1), endothelial leucocyte adhesion molecule-1
(ELAM-1), dan vascular cell adhesion molecul-1 (VCAM-1) untuk bermigrasi
masuk ke dalam lapisan intima (sub endotel). Proses ini juga peran dari regulasi
prostaglandin dan sitokin (Parwata, 2016). M-CSF memicu diferensiasi
monosit menjadi jaringan makrofag. Ox-LDL tidak lagi dikenal oleh reseptor
LDL, melainkan diambil oleh reseptor scavenger pada permukaan makrofag.
Reseptor scavenger di atas permukaan makrofag memfasilitasi masuknya ox-
LDL ke dalam semua sel, dan mentransfer makrofag yang berisi akumulasi

lemak menjadi sel busa. Makrofag dan sel busa terus berkembang dengan



57

bantuan berbagai mediator inflamasi, seperti IL-4.IL-10, sitokin pro inflamasi
membentuk plak fibrous pada lapisan intima dan mudah pecah (Wahjuni,

2015).
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil

kesimpulan bahwa:

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

Terdapat perbedaan yang bermakna dari metode induksi aterosklerosis
masing-masing kelompok, baik dengan menggunakan injeksi adrenalin,
diet tinggi lemak, dan paparan asap rokok menunjukkan hasil yang
signifikan terhadap kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus
jantan galur wistar (Rattus Norvegicus).

Rerata kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur
wistar (Rattus Norvegicus) pada kelompok kontrol negatif (K(-)) yang
hanya diberikan pakan standar dan air ad libitum selama 28 hari
didapatkan hasil 79,41 + 4,15%.

Rerata kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur
wistar (Rattus Norvegicus) pada kelompok perlakuan 1 (K1) yang
diinduksi dengan injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak selama 28
hari didapatkan hasil 39,70 + 2,08%.

Rerata kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur
wistar (Rattus Norvegicus) pada kelompok perlakuan 2 (K2) yang
diinduksi paparan asap rokok selama 28 hari didapatkan hasil 45,34 +

2,53%.
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5.1.5.

5.2. Saran
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Rerata kadar Superoxide Dismutase (SOD) pada tikus jantan galur
wistar (Rattus Norvegicus) pada kelompok perlakuan 3 (K3) yang
diinduksi injeksi adrenalin disertai diet tinggi lemak dan paparan asap

rokok selama 28 hari didapatkan hasil 35,29 * 4,26%.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran terkait dengan

keterbatasan penelitian ini adalah:

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.24.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar konsentrasi
Superoxide Dismutase (SOD) sampai dengan tahap jaringan dan
membran sel

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengukuran kadar
Superoxide Dismutase (SOD) pada sampel selain darah dan pengukuran
secara langsung pada tingkat sel

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kandungan
rokok mana yang lebih signifikan dapat menurunkan kadar Superoxide
Dismutase (SOD).

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui berapa persen
kadar radikal bebas yang dapat menyebabkan penurunan kadar

Superoxide Dismutase (SOD).
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