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ABSTRACT

Atherosclerosis can happen easily on animal that are given high cholesterol diet. Alphalipoic acid isuniversal antioxidant
that very effectiveto reducefreeradicals, includelipid peroxide. The goal of thisresearch wasto find out the prohibition
of atherosclerosis|esion development on male mice aortathat was given high cholesterol diet by alphalipoic acid. This
was an experimental laboratory research with post test only design. Eighteen adult male mice were segregated into
three groups labelled as group NaCl 0,9%, yolks and ALA.. The experiment was design for 6 weeks. The measured
parameter was atherosclerosislesion score of groups|abelled. The statistical test result showed the significant difference
of sometested groups. Therewas astatistically significant difference between alphalipoic acid and yolks group (p=0,008),
but thereisno significant difference was found between ALA and NaCl 0,9% group (p=0,126). Asthe conclusion, this
study proves that alphalipoic acid has the effects to prohibition of atherosclerosis lesion development on male mice

aortathat are given high cholesterol diet.
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Perubahan pola hidup masyarakat dan pola
makan telah memicu timbulnyaberbagai gangguan
kesehatan seperti diabetes melitus dan penyakit
kardiovaskular (PKV).! Studi epidemiologi
menunjukkan bahwa ada keterkaitan antara status
kesehatan dan usia harapan hidup suatu masyarakat
dengan pola konsumsi. Masyarakat yang
mengonsumsi diet tinggi lemak mempunyai resiko
lebih tinggi untuk menderita penyakit degeneratif,
misalnya penyakit hati dan PKV.2

Aterosklerosis merupakan penyakit degeneratif
arteri besar dan sedang, yang ditandai dengan
penimbunan lipid dan fibrosis. Aortadan arteri besar
maupun sedang paling banyak terkena dan
menyebabkan terjadinya keadaan klinis yang
bermacam-macam.?

1 Coresponding Author. Bagian BiokimiaFakultas Kedokteran
Universitas Riau.?Bagian Patologi Klinik Fakultas
Kedokteran Universitas Riau.® Fakultas Kedokteran
Universitas Riau, J.Diponegoro No.1 Pekanbaru

Aterosklerosis di Amerika serikat merupakan
penyebab kematian paling utama dibandingkan
dengan penyakit lain, sehingga memicu banyak
penelitian yang mana menghasilkan perbedaan
pendapat tentang cara pengendaliannya.* Penyakit
kardiovaskular yang di dalamnyatermasuk penyakit
jantung koroner (PJK) menempati urutan pertama
penyebab seluruh kematian didunia. Berdasarkan
survel kesehatan rumah tangga (SKRT) tahun 2001,
penyebab kematian nomor satu di Indonesiaadalah
PKV dengan prevalens 26,4%. Dataterakhir Dinas
Kesehatan menyebutkan, hingga tahun 2010
prevalensi PKV di Indonesia terus meningkat dan
akan tetap menjadi penyebab kematian nomor satu,
jikatidak dikendalikan secepatnya.®

Hasil penelitian The Cholesterol Lowering
Atherogenesis Study (CLAS) menunjukkan
pemberian antioksidan memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap penurunan penyakit
aterosklerosis.t Asam alfa lipoat (alphalipoid acid
= ALA) menunjukkan aktivitas antioksidan yaitu
menangkap radikal bebas serta mempunyai
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kemampuan mendaur ulang antioksidan lain seperti
vitamin C, vitamin E, glutation dan juga memiliki
kemampuan mengatur kadar lipid darah yaitu
melindungi low density lipoprotein (LDL) dari
oksidasi dan melindungi dari resiko PKV.¢

Biasanya pemakaian ALA sebagai suplemen
antioksidan di Indonesia adalah untuk memelihara
kesehatan kulit, untuk penderitadiabetes melitusdan
untuk memelihara fungsi hati. Penggunaan ALA
sebagai suplemen dalam pencegahan aterosklerosis
belum dikenal.”

Penelitian yang dilakukan oleh Amom dkk
melaporkan adanya penurunan kolesterol total
plasma dan kadar LDL plasma, dan juga adanya
pengurangan pembentukan lesi aterosklerosis pada
aortakelinci yang dibandingkan dengan aortakelinci
yang tidak diberi suplementasi ALA yang diukur
menggunakan sistem analisis komputer.®

Penelitian yang dilakukan oleh Shih
mel aporkan penurunan kolesterol total sebesar 40%
dan penurunan &-lipoprotein sebesar 42% pada
burung puyuh. Shih menyimpulkan bahwa ALA
mempunyai efek proteksi dalam mencegah
peningkatan lipid darah dan aterosklerosis.®
Walaupun menurut Shih, aterosklerosis pada aorta
dari burung puyuh dianggap karakteristik dari
penyakit manusia, namun dalam penerapan hasil
ekstrapolas pada manusia, harus didukung dengan
penelitian pada hewan lain.®

Tujuan penelitian ini adal ah untuk mengetahui
kemampuan ALA untuk mencegah pembentukan
lesi aterosklerosis padaaortamencit yang diberi diet
tinggi kolesterol.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dengan design post test only with
control.

Alat dan Bahan Pendlitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah
spuit 1 cc, sondelambung, minor set, tissue cassette,
tissue processor (micro-spin STP-120), dan
embedding center (microm EC 350-1), manual
microtom (micromHM 315), waterbath (microm SB
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80), oven (memmert) , kaca objek, deck glass,
mikroskop cahaya (motic B1 series system
IMi Cr OSCOpES).

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah
kuning telur mentah yang berasal dari jenis ayam
ras sebagai diet tinggi kolesterol, asam alfa lipot
sebagai anti oksidan, aquadest sebagai pengencer,
NaCl 0,9% sebagai kontrol negatif, jagung lumat
merek B12 sebagai pakan mencit, eter, formalin
10%, xylol I, 11, 111, parafin cair, etanol, lithium
karbonat, alkohol 70%, 80%, 96%, hematoxylin
eosin, dan entelan.

Prosedur Pendlitian

Mencit diadaptasikan dengan lingkungan baru
selama satu minggu. Mencit diberi makan dan
minum seperti biasa. Mencit dibagi dalam 3
kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari 6
mencit. Masing-masing kel ompok akan memperoleh
perlakuan yang berbeda.

- Kelompok | yaitu kelompok mencit yang diberi
larutan NaCl 0,9% melalui sonde lambung
disamping diet standar sebagai kontrol negatif.

- Kelompok I yaitu kelompok mencit yang diberi
kuning telur 20,5 g/kgBB mela ui sondelambung
disamping diet standar

- Keéompok 111 yaitu kelompok mencit yang diberi
diet kuning telur 20,5 g/kgBB melalui sonde
lambung dan ALA 0,078 g/kgBB disamping diet
standar.

Asam lipoat diberikan selama 2 minggu pada
kelompok 11l yaitu pada minggu ke-5 dan 6
perlakuan. Penentuan dosis asam alfa lipoat
berdasarkan dosis aman asam alfa lipoat yang
dikonsumsi oleh manusia, yaitu 200-1800 mg/hari.®
Di dalam penelitianini dipakai dosis 600 mg/ hari.
Penentuan dosis berdasar atas dosis terapi pada
manusia (berat badan 70 kg) dikonversikan kepada
mencit (berat badan 20 g).

Kuning telur diberikan pada kelompok Il dan
11 selama 6 minggu. Kuning telur yang diberikan
adalah kuning telur ayam mentah yang berasal dari
jenis ayam ras dengan menggunakan sonde sehari
sekali padasiang hari selama 6 minggu. Pemberian
kuning telur maksimal 1 ml pada mencit. Pada
kelompok I11 pada minggu ke-5 dan 6 diberikan
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kuning telur dan ALA. Interval antara pemberian
ALA dengan pemberian pakan tinggi kolesterol
adalah selama 1 jam.

Pengambilan aorta dilakukan setelah mencit
dikorbankan terlebih dahulu. Aorta yang baru
diambil di tempatkan dalam wadah yang telah beri
label untuk masing-masing kelompok, kemudian
ditambahkan formalin 10% sampai seluruh
terendam dan segera ditutup rapat. Setelah itu

Tabel 1. Parameter penilaian lesi aterosklerosis®

sampel aorta dibawa ke Laboratorium Patol ogi
Anatomi Rumah Sakit Umum Daerah Arifin
Achmad Pekanbaru untuk dibuat slide mikroskopik.
Pewarnaan yang digunakan adalah hematoxylin
eosin (HE). Analisis dilakukan dibawah mikroskop
cahaya. Penilaian dilakukan dengan pembesaran
400x. Setiap parameter dinilai dengan skoring. Skor
tiap slide mikroskopik dijumlahkan dan dihitung
rata-ratanya. Skor aorta pada masing-masing
kelompok dibandingkan.

PARAMETER

EOR

tuh
terdapat makrofag, sel busa

terdapat abumulas lipid intrasel ototpolos
grade 2 + sedilat lipid ekstrasel otot polos
grade 2 + hanyak lipid ekestrasel ototpolos

inti lipid dan lapisan fibross
defelr permulcaan, hematom, trombus

f N T N = ="

HASIL

1. Gambaran histopatologi aorta mencit
seluruh kelompok perlakuan Gambaran
histopatologi aorta mencit kelompok |

Gambar 1. Gambaran mikroskopik aorta mencit
kelompok NaCl 0,9%

Gambar 1 memperlihatkan gambaran
mikroskopik aortamencit padakel ompok percobaan
yang diberi NaCl 0,9%. Pada gambar terlihat
pembuluh darah aorta dengan tampilan yang utuh,
tidak ditemukan adanyabutiran sel radang, sel busa,
lipidintrasd, lipid ektrasel, 1apisan fibrosis maupun
trombus.

Gambaran histopatologi aorta mencit
kelompok [1

Gambar 2. Gambaran mikroskopik aorta mencit
kelompok kuning telur

21



JK, Jilid 5, Nomor 1, Maret 2011, Hal. 19-25

(a) gambaran lesi aterosklerosis padaaortamencit dengan
skor 3

(b) gambaran lesi aterosklerosispadaaortamencit dengan
skor 4

(c) gambaran lesi aterosklerosis padaaortamencit dengan
skor 6

Pada gambar 2 di atas terlihat adanya
pembentukan lesi aterosklerosis pada aorta mencit
yang diberi kuning telur, dimana pada gambar 2(a)
ditemukan adanya lipid ektrasel yang jumlahnya
sedikit pada penampang dinding aorta, begitu juga
dengan gambar 2(b) juga ditemukan adanya lipid
ektrasel dalam jumlah yang relatif banyak jika
dibandingkan dengan gambar 2a, lain halnyadengan
gambar 2(c) dimanaditemukan sudah terbentuknya
trombus dalam lumen aorta.

Gambaran histopatologi aorta mencit
kelompok ALA

Gambar 3.

Gambaran mikroskopik aorta mencit
kelompok ALA

(a) gambaran lesi aterosklerosis padaaortamencit dengan
skor 0

(b) gambaran les aterosklerosis padaaortamencit dengan
skor 1

Pada gambar di atas terlihat pada sebagian
sediaan aortatidak mengalami pembentukan lesi dan
masih ada sebagiannya lagi yang mengalami
pembentukan lesi aterosklerosis pada aorta mencit
yang diberi ALA, namun sudah mengalami
penurunan jika dibandingkan dengan kelompok
yang hanya diberi kuning telur sgja. Pada gambar
3(a) tidak ditemukan adanya butiran sel radang, sel
busa, lipid intrasel, lipid ektrasel, lapisan fibrosis
maupun trombus, yang artinya pembul uh darah aorta
dengan tampilan utuh, sedangkan pada gambar 3(b)
sudah ditemukan sel radang dan sel busa pada
sediaan aorta mencit.

Total skor lesi aterosklerosis aortamencit, dari
yang terbesar sampai yang terkecil secara berturut-
turut adalah kelompok kuning telur, kelompok asam
afalipoat dan kelompok NaCl 0,9% (tabel 2).

Tabel 2. Skor rata-rata gambaran histopatol ogi mencit jantan pada berbagai perlakuan

Eelomp ok
Ulan gan [ I1 I11
1 a 4 1
2 a 3 1
3 a 3 -
4 a i a
5 a 4 1
fi 1 - 1

Untuk mengetahui signifikansi perbedaan
tersebut dilakukan analisis uji Kruskal-Wallis dan
untuk mengetahui kelompok yang memberikan
perbedaan bermaknatersebut dilakukan analisispost
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hoc dimana untuk uji Kruskal-Wallis digunakan uji
Mann-Whitney. Hasilnya dapat dilihat pada Tabel
4.2 berikut ini;
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Tabel 3. Perbandingan pengaruh asam alfa lipoat terhadap skor lesi aterosklerosis aorta mencit dengan
Mann-Whitney (p<0,05)
Perlakuan Signifilkzansi
MaCl 0,9% ws Kuning telur (p=0,0043*
Funing telur vs Asam alfa lipoat (p=0,00&y*
MaCl 0,9% s Asam alfa lipoat (p=0,1263**

Keterangan:

*  (significant): terdapat perbedaan yang bermakna
secara statistik

** ns (non significant): tidak ada perbedaan yang
bermakna secara statistik

Pada Tabel 3 dapat dilihat bahwa terdapat
perbedaan yang bermaknaantarakelompok | dengan
kelompok 11, dan kelompok Il juga memiliki
perbedaan yang bermakna secara statistik dengan
kelompok 111, namun kelompok | dengan kel ompok
11 tidak terdapat perbedaan yang bermakna
bermakna secara statistik.

PEMBAHASAN

Kuning telur sering diberikan pada hewan coba
dengan tujuan meningkatkan kadar kolesterol.
Tingginyakenaikan kadar kolesterol karenakuning
telur yang diberikan mengandung tinggi kolesterol
dan asam lemak jenuh.® Aterosklerosis dapat timbul
dengan mudah pada hewan yang diberi diet tinggi
kolesterol. Oleh karena itu, komponen utama plak
aterosklerosis adalah kolesterol .*t

Kelompok yang diberi perlakuan diet tinggi
kolesterol pada penelitian ini memperlihatkan
gambaran lesi aterosklerosis pada sediaan
mikroskopis berupa sel busa, lipid ekstrasel, dan
trombus pada sediaan aorta mencit. Kolesterol
diangkut didalam lipoprotein padaplasma, proporsi
terbesar terdapat di dalam LDL. Diet tinggi
kolesterol meningkatkan pembentukan LDL plasma
dimana LDL memiliki sifat aterogenik sehingga
melekat kuat pada dinding pembuluh darah dan
menyebabkan penimbunan komponen lipid.
Keadaan ini mempermudah terjadinya proses
oksidasi oleh radikal bebas dan menyebabkan
kerusakan oksidatif padalipid yang dikenal dengan
peroksidasi lipid.1?

Menurut hipotesis modifikasi oksidatif, LDL

awalnya terakumulasi di lapisan subendotel arteri
dan teroksidasi oleh senyawa-senyawa oksidan,
antara lain ion superoksida yang disekresi oleh
makrofag dan sel-sel otot polos menjadi minimally
modified LDL.*3** Minimally modified LDL belum
bersifat sitotoksik terhadap sel endotel, tetapi
memicu gen-gen tertentu seperti gen untuk cell
adhesion molecule (CAM), gen-gen kemokin, serta
gen-gen faktor pertumbuhan (platelet derivated
growth factor (PDGF), fibroblast growth factor
(FGF) dan monocyte stimulating factor (M-SCF).
Ekspresi gen-gen sel endotelium tersebut
memperparah keadaan. Peningkatan pemaparan
CAM menyebabkan lebih banyak monosit
menempel padaendotelium. Setelah menempel, sal-
sel tersebut akhirnyamenembus | apisan endotelium
memasuki jaringan subintima yang dibantu oleh
senyawa-senyawa kemokin, sedangkan M-SCF
memicu diferensiasi monosit menjadi makrofag.
Akibatnya lebih banyak makrofag dalam ruang
subi ntima sehingga pembentukan sel busa semakin
banyak. Selanjutnya PDGF akan memicu migrasi
sel otot polos memasuki ruang subintima, sedangkan
FGF memicu proliferasi sel otot polos, fibroblasdan
juga memicu sekresi kolagen oleh fibroblas.
Selanjutnya terjadi perangsangan oksidasi LDL
lebih lanjut. Oksidasi LDL bersifat sitotoksik
sehingga pada akhirnya menyebabkan nekrosis sel
busa dan terjadilah penumpukan lipid ekstrasel.
Nekrosis endotelium karena pengaruh oksidasi LDL
memicu terjadinya trombus.®®

Berdasarkan hasil penelitian terbukti bahwa
pemberian asam alfalipoat selama 2 minggu dapat
menurunkan skor lesi aterosklerosis pada aorta
mencit jika dibandingkan dengan kelompok yang
diberi perlakuan diet tinggi kolesterol. Hasil
penelitian yang didapat sesuai dengan hasil
penelitian sebelumnya. Amom (2008)8 selama 10
minggu pada kelinci yang diberi diet tinggi
kolesterol 1% dan menggunakan ALA 4,2 g/kgBB
perhari sebagai antioksidan, dimanaALA diberikan

23



JK, Jilid 5, Nomor 1, Maret 2011, Hal. 19-25

melalui oral. Penelitian ini melaporkan adanya
penurunan kolesterol total plasma dan kadar LDL
plasma, dan jugaadanya pengurangan pembentukan
lesi aterosklerosis pada aorta kelinci yang
dibandingkan dengan aortakelinci yang tidak diberi
suplementasi AL A yang diukur menggunakan sistem
analisa komputer.®

Asam alfa lipoat dan bentuk tereduksinya,
DHLA adalah antioksidan yang kuat. ALA dapat
meningkatkan glutation jaringan dan meregenerasi
level vitamin C dan E endogen. Hal-hal ini sepanjang
demonstrasinya dikualifikasikan sebagai kandidat
utama untuk mengevaluasi peningkatkan
kemampuan dalam mencegah disfungsi endotel .5
Asam alfalipoat larut dalam lemak dan air. Asam
alfa lipoat sangat efektif untuk mereduksi radikal
bebas, termasuk lipid peroksida, pada membran
selular karena ALA larut lemak. Asam alfa lipoat
juga mampu untuk mendapatkan akses ke sitosol,
di mana secara efektif menangkap radikal bebas
pada mitokondria karena ALA larut air.'6

Stres oksidatif merupakan salah satu faktor
yang menghubungkan antara hiperkolesterolemia
dengan patogenesis aterosklerosis.® Efek anti
inflamasi dan antiaterosklerosis berhubungan
dengan kemampuan ALA dalam menurunkan
akumulasi makrofag pada dinding arteri melalui
mekanisme penghambatan macrophag associated
integrin (Mac-1) dan MCP-1. Asam alfalipoat juga
mensupresi ekspresi CAM sehingga mencegah sel-
sel darah putih (granulosit, monosit dan limfosit)
menempel pada dinding pembuluh darah.®>’

Adanya pengurangan pembentukan lesi
aterosklerosis padaaortamencit pada penelitian ini
juga dapat dihubungkan dengan penurunan kadar
kolesterol pada plasma mencit maupun penurunan
kadar MDA pada plasma mencit. Asam alfa lipoat
dapat menurunkan kadar kolesterol total darah
melalui pengaturan aktivitas enzim yang berperan
dalam metabolisme kolesterol. Asam alfa lipoat
dapat menurunkan aktivitas HMG-CoA reduktase.
Enzim HMG-CoA reduktase adalah enzim yang
berperan dalam biosintesis kolesterol dengan cara
mengubah HMG-CoA menjadi mevalonat dan
akhirnyameval onat akan diubah menjadi kolesterol.
Adanya penurunan aktivitas HM G-K 0-A reduktase
akan menyebabkan sintesiskolesterol dari hati akan
menurun.®® Asam alfa lipoat juga mampu untuk
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menginisiasi sintesisreseptor LDL di hati sehingga
meningkatkan uptake kolesterol kembali ke sistem
hepatik.®

KESIMPULAN

Asam alfa lipoat dapat menurunkan dapat
mencegah pembentukan lesi aterosklerosis aorta
mencit jantan yang diberi diet tinggi kolesterol. Hasil
uji Mann-Whitney menunjukkan adanya hubungan
yang bermakna antara kelompok asam alfa lipoat
dengan kelompok kuning telur (p=0,008).
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