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Indera rasa pengecap merupakan kebutuhan dasar untuk mengetahui ﬁsio\fc'igis kondisi /
tubuh secara keseluruhan serta hubungannya dengan kondisi dalam tubuh. Kepekaan Indera
Rasa dapat dipengaruhi aktivitas serta kondisi baik dari luar maupun dai dalam, salah satunya
aktivitas otot skelet untuk melaksanakan pengunyahan dan penelanan. (Sasaki-Otomaru ef al,
2011, Sunarani, 2013, Watanabe ef al, 2015). Koordinasi pergerakan saat mengunyah diatur
melalui input sensoris dari penglihatan, tactile sense, dan aroma dan rasa makanan (Wheeler,
1984;Newmann, 2006, Silverstorn, 2014). Pada beberapa tahun terakhir telah banyak
dilakukan penelitian tentang hubungan antara aktivitas mengunyah dengan berbagai proses
lain dalam tubuh. Aktivitas mengunyah telah terbukti berkaitan dengan stres dan fungsi
kognitif (Kubo er al, 2010; Sasaki-Otomaru et al, 2011). Intensitas mengunyah yang diamati
dengan cara pemberian makanan dengan tingkat kekerasan makanan yang berbeda dapat
berpengaruh pada morfologi dan fungsi learning dan memory pada hipokampus, serta
berpengaruh pada kadar hormon kortikosteron (Yamamoto et al, 2008; Okihara et al, 2104;
Akizawa et al., 2013; Hioki ef al., 2009). Penelitian selanjutnya membuktikan bahwa kadar
kortikosteron dapat mempengaruhi kemampuan mengecap rasa manis dan menurunkan
ekspresi TIR3 pada taste bud (Ogawa et al., 2015; Okamoto et al., 2010). Aktivitas
mengunyah dengan dapat menyebabkan perubahan rasa pengecap manis dan umami/gurih
dari ekspresi TIR1 dan TIR3. Penelitian tentang hubungan antara aktivitas mengunyah
dengan berbagai aspek telah dilakukan, namun hubungan antara aktivitas mengunyah dengan
kemampuan memori spasial, tingkat stres dan kemampuan pengecap masih belum pernah
dilakukanterutama pada masa pertumbuhkembangan masih belum dapat dijelaskan.

Gangguan pengunyahan diduga merupakan faktor risiko demensia (Chen ef al, 2015).
Pengamatan pada hewan coba tentang respon gangguan mengunyah akibat kehilangan gigi
pada mencit galur senesence-accelerated mouse prone 8 (SAMP), terbukti dapat
mempengaruhi fungsi hipokampus (Kawahata ef al, 2014). Pengamatan lain pada hewan coba
membuktikan bahwa penurunan aktivitas mengunyah dapat menurunkan kemampuan
learning dan memori (Kubo et al, 2010).Sementara penelitian yang dilakukan oleh Hioki et
al, menyatakan bahwa gangguan pengunyahan dapat meningkatkan kadar kortikosteron,
sehingga menyimpulkan bahwa gangguan pengunyahan merupakan sumber stres, dan dapat
menurunkan jumlah neuron pada hipokampus (Hioki er al., 2009). Penelitian lain mengamati
stres pada tikus, dapat menurunkan ekspresi TIR3. TI1R3 merupakan reseptor untuk rasa
manis (Parker er al., 2014). Penelitian Chaudhari N, Pereira and Roper SD, 2009
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menyatakan bahwa TIR] dan TIR3 adalah reseptor untuk rasa umami atau gurih.
Berdasarkan serangkaian penelitian tersebut, maka perlu dilakukan penelitian tentang
hubungan antara aktivitas mengunyah dengan kemampuan memori spasial, tingkat stres dan
kemampuan mengecap.

Penelitian ini dilakukan untuk lebih memahami tentang aktivitas mengunyah dengan
kemampuan memori spasial, tingkat stres dan kemampuan pengecap terutama pada masa
pertumbuhkembangan. Perbedaan aktivitas mengunyah dilakukan dengan memberikan
makanan dengan tingkat kekerasan yang berbeda. Pada tikus, aktivitas mengunyah dimulai
sejak usia 12 hari, dan fungsi kunyah terbentuk sempurna pada usia 18-21 hari (Pereira ef al,
2015) dengan menggunakan tikus berusia 21 hari.

Analisis data menggunakan uji anova menunjukkan kemampuan memori, dengan
jumlah benar (K1=6,57 + 1,81; K2=2,43 + 1,97; K3=2,57 + 2,51) dan salah (K1=1,57 + 1,72;
K2=6,71 + 1,25; K3=7,86 £ 0,90), jumlah sel piramid (K1=169,14 + 27,25; K2=130,14 + 29,32;
K3=128,14 + 39,02) dan ekspresi BDNF (K1=85,27 + 19,78; K2=49,57 + 20,90; K3=36,86 +
28,97) pada kelompok K1 lebih tinggi secara signifikan daripada kelompok K2 dan K3.
Pemberian makanan standar menunjukkan kemampuan memori spasial, jumlah sel piramid
dan ekspresi BDNF pada hipokampus yang lebih tinggi daripada pemberian makanan lunak
dan keras.

Penelitian tahun ke dua dilakukan untuk mengetahui hubungan antara ekspresi TIRI,
T1R3 pada taste bud akibat pemberian makanan dengan tingkat kekerasan yang berbeda.

Kata kunci: TIRI1, TIR3, mastikasi.
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PRAKATA

Alhamdulillah, akhirnya penelitian tahun pertama dari 2 tahun yang disetujui untuk
mendapatkan dukungan dana Lembaga Penelitian dan Inovasi Universitas Airlangga melalui
anggaran DRPM 2018 tentang “Kemampuan Memori Spasial, Kadar Kortikosteron dan
Ekspresi TIR3 dan T1R1pada Rasa Pengecap Manis dan Umami akibat Pemberian Makanan
dengan Tingkat Kekerasan Makanan yang Berbeda”dapat diselesaikan dengan baik.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikanperbedaan kemampuan memori spasial,
kadar kortikosteron dan ekspresi TIR3dan TIRldan akibat pemberian makanan dengan
tingkat kekerasan makanan yang berbeda.

Akhir kata, semoga penelitian ini yang akan terus berlanjut dapat menambah
pengetahuan tentang pengaruh fungsi kunyah terhadap hipokampus, kadar kortikosteron dan
ekspresi TIR3dan TIRI, bisa dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya dan dijadikan
pedoman dalam pola asuh anak, terutama dalam pemberian makanan pada anak serta
digunakan sebagai motivasi bagi masyarakat dalam menjaga kesehatan gigi. Kritik dan saran

peneliti perlukan agar penelitian ini akan semakin berkembang.

Surabaya, 12 September 2018

Peneliti
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Mengunyah adalah proses pergerakan ritmis dan volunter dari rahang bawah dan otot
pengunyahan sebagai tahap awal dari proses pencernaan makanan (Sasaki-Otomaru ef al,
2011, Watanabe et al, 2015).Koordinasi pergerakan saat mengunyah diatur melalui input
sensoris dari penglihatan, factile sense, dan aroma makanan (Wheeler, 1984; Newmann,
2006). Pada beberapa tahun terakhir telah bayak dilakukan penelitian tentang hubungan
antara aktivitas mengunyah dengan berbagai proses lain dalam tubuh. Aktivitas mengunyah
telah terbukti berkaitan dengan stres dan fungsi kognitif (Kubo ef al, 2010; Sasaki-Otomaru
el al, 2011). Intensitas mengunyah yang diamati dengan cara pemberian makanan dengan
tingkat kekerasan makanan yang berbeda dapat berpengaruh pada morfologi dan fungsi
learning dan memory pada hipokampus, serta berpengaruh pada kadar hormon kortikosteron
(Yamamoto er al, 2008; Okihara ef al, 2104; Akizawa et al., 2013; Hioki er al., 2009).
Penelitian selanjutnya, membuktikan bahwa kadar kortikosteron dapat mempengaruhi
kemampuan mengecap rasa manis dan menurunkan ekspresi T1R3 pada taste bud (Ogawa et
al., 2015; Okamoto et al., 2010).Aktivitas mengunyah dengan dapat menyebabkan
perubahan rasa pengecap manis dan umami/gurih dari ekspresi TIR1 dan TIR3. Penelitian
tentang hubungan antara aktivitas mengunyah dengan berbagai aspek telah dilakukan, namun
hubungan antara aktivitas mengunyah dengan kemampuan memori spasial, tingkat stres dan
kemampuan pengecap masihbelum pernah  dilakukan terutama pada masa
pertumbuhkembangan masih belum dapat dijelaskan.

Kemampuan mengunyah yang baik merupakan faktor penting untuk proses pencernaan
dan kemampuan memori. Telah terbukti bahwa aktvitas mengunyah memiliki peranan
penting karena merupakan salah satu sumber input sensoris menuju hipokampus (Chen et al,
2015). Respon penurunan aktivitas mengunyah akibat gangguan pengunyahan terbukti
menyebabkan perubahan morfologis hipokampus yang ditandai dengan penurunan jumlah sel
piramid, hipertrofi astrosit, penurunan dendritic spine di regio cornu amonis (CA); dan
penurunan proliferasi sel di dentate gyrus (Kubo et al, 2013). Penelitian lain juga
menyebutkan bahwa penurunan aktivitas otot dapat menurunkan aliran darah ke otak
sehingga menurunkan metabolisme otak (Ericsona er al, 2011; Heyman er al, 2016).

Hubungan antara aktivitas mengunyah dengan hipokampus didapat dari jalur neural. Input
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somatosensoris dari sistem pengunyahan dapat memberikan pengaruh pada hipokampus
melalui proyeksi sinaps dari talamus dan korteks serebri (Chen et al, 2015).Brain Derived
Neurotrophic factor (BDNF) memiliki peranan penting dalam fungsi learning and memory
pada hipokampus (Okihara et al, 2014). Zat BDNF adalah neurotrofin yang mendukung
kelangsungan hidup, pertumbuhan dan plastisitas neuron, dan banyak ditemukan di
hipokampus (Maass ef al, 2016).Hipokampus berperan dalam mengendalikan pelepasan
berbagai hormon oleh hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Corticotropin-releasing
hormone (CRH) diproduksi oleh hipotalamus merangsang sekresi adrenocorticotropic
hormone (ACTH) dari pituitari anterior, yang merangsang pelepasan kortikosteron dari
korteks adrenal(Chen, 2015). Kadar hormon kortikosteron yang tinggi dapat menurunkan
sensitifitas terhadap rasa manis, melalui penurunan ekspresi mRNA TIR3 pada lidah
(Okamoto et al., 2010).

Gangguan pengunyahan diduga merupakan faktor risiko demensia (Chen et al, 2015).
Pengamatan pada hewan coba tentang respon gangguan mengunyah akibat kehilangan gigi
pada mencit galur senesence-accelerated mouse prone 8 (SAMP), terbukti dapat
mempengaruhi fungsi hipokampus (Kawahata ef al, 2014). Pengamatan lain pada hewan coba
membuktikan bahwa penurunan aktivitas mengunyah dapat menurunkan kemampuan
learning dan memori (Kubo es al, 2010). Penelitian yang dilakukan oleh Hioki et al,
menyatakan bahwa gangguan pengunyahan dapat meningkatkan kadar kortikosteron,
sehingga menyimpulkan bahwa gangguan pengunyahan merupakan sumber stres, dan dapat
menurunkan jumiah neuron pada hipokampus (Hioki ef al., 2009). Penelitian lain mengamati
stres pada tikus, dapat menurunkan ekspresi TIR3. TIR3 merupakan reseptor untuk rasa
manis (Parker et al., 2014). Penelitian Chaudhari N, Pereira and Roper SD, 2009
menyatakan bahwa TIR1+T1R3adalah reseptor untuk rasa umami atau gurih. Berdasarkan
serangkaian penelitian tersebut, maka perlu dilakukan penelitian tentang hubungan antara
aktivitas mengunyah dengan kemampuan memori spasial, tingkat stres dan kemampuan
mengecap.

Penelitian ini dilakukan untuk lebih memahami tentang hubungan antara aktivitas
mengunyah dengan kemampuan memori spasial, tingkat stres dan kemampuan pengecap
terutama pada masa pertumbuhkembangan. Perbedaan aktivitas mengunyah dilakukan
dengan memberikan makanan dengan tingkat kekerasan yang berbeda. Pada tikus, aktivitas
mengunyah dimulai sejak usia 12 hari, dan fungsi kunyah terbentuk sempurna pada usia 18-
21 hari (Pereira et al, 2015). Oleh karena itu, penelitian ini menggunakan tikus berusia 21

hari. Tikus merupakan hewan omnivora yang memakan tumbuhan, biji-bijian dan serangga

2
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(Shiels et al, 2013; Shiels & Pitt, 2014). Oleh karena itu, dalam penelitian ini hewan coba
diberikan makanan berupa campuran biji-bijian.

LAPORAN PENELITIAN Kemampuan Memori Spesial ... Jenny Sunariani



/) 5
. &:ktfﬁ"‘\‘e./bi’/g .:zl ﬁ?"\“m
BAB 2 S Sra 448 ™
\.\S{% ?'9',‘: :"?;}‘/‘1
TINJAUAN PUSTAKA 7

2.1 Pengunyahan

Sistem pengunyahan merupakan unit fungsional dalam tubuh yang berperan dalam
proses mengunyah, menelan dan berbicara. Sistem pengunyahan terdiri dari sendi
temporomandibula, otot pengunyah, gigi dalam oklusi serta sistem saraf dan vaskuler yang
mendukung struktur tersebut. Pergerakannya diatur oleh sistem saraf yang terdiri dari otak,
batang otak serta sistem saraf pusat. Kontrol dari setiap pergerakan bertujuan untuk mencapai
fungsi yang optimal dengan kerusakan jaringan yang minimal (Newman, 2006; Okeson,
2008).

Ddalam sistem pengunyahan, terdapat empat jenis reseptor sensoris yaitu muscle
spindle, yang merupakan organ reseptor spesifik yang ada di jaringan otot; golgi tendon, yang
terletak di tendon; pacinian corpuscle, yang terletak di tendon, sendi, periosteum, fascia dan
jaringan sub kutan dan nociceptor, yang ditemukan di seluruh jaringan di sistem
pengunyahan (Okeson, 2008).

Muscle spindle adalah organ sensoris yang terdapat pada otot skeletal, terletak paralel
dengan extrafusal fiber. Muscle spindle berperan dalam mengirimkan informasi tentang
perubahan panjang otot. Bagian dari muscle spindle yang bertindak sebagai reseptor terletak
di tengah, yang akan terstimulasi saat bagian tengah spindle meregang. Eksitasi muscle
spindle dapat terjadi melalui dua cara, yaitu pemanjangan seluruh bagian otot sehingga
meregangkan bagian tengah spindle, kontraksi bagian ujung spindle yang meregang hingga
bagian tengahnya (Guyton, 2006).

Golgitendon merupakan reseptor sensoris berkapsul yang melalui sabut tendon otot.
sekitar 10 hingga 15 sabut otot terhubung pada satu golgitendon, yang akan terstimulasi
ketika sabut otot menegang. Perbedaan utama dari musclespindle dan golgitendon adalah,
musclespindle mendeteksi panjang otot dan berperan dalam pengaturan panjang otot,
semetara golgi tendon mendeteksi dan mengatur ketegangan otot (Guyton, 2006).

Untuk mendukung pengunyahan, dibutuhkan fleksibilitas Ligamen periodontal untuk
mempertahankan posisi gigi, memberikan suplai nutrisi dan memiliki fungsi proprioseptif.
Ligamen periodontal terdiri dari sabut kolagen dan jaringan neurovaskuler (Pileicikiene dan
Surna, 2004). Proses mengunyah dilakukan oleh otot pengunyahan yang memberikan tekanan

melalui gigi. Apabila tidak dikontrol dengan tepat, tekanan tersebut dapat menyebabkan
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kerusakan pada gigi dan jaringan lain dalam sistem pengunyahan. Fungsi kontrol tekanan
pada saat mengunyah dilakukan oleh mekanoreseptor periodontal. Mekanoreseptor jaringan
periodontal memberikan informasi tentang posisi statis rahang, tekanan yang didapat oleh
gigi serta mengatur kekuatan tekanan kunyah. Mekanoreseptor jaringan periodontal juga
memberikan respon terhadap pergerakan rahang dan tekanan kunyah secara dinamis, untuk

melindungi gigi dan jaringan periodontal (Tiirker et al, 2007).

Efferant (motor) i
neuron f 4

Intemeurons

Tngeminal
spinal tract
nucleus
Inhibitory eflect
+ = Excitatory eflect

Gambar 2.1Mekanisme Feedback dalam Proses Mengunyah (Okeson, 2008)

Otot yang tergolong dalam otot pengunyahan adalah otot masseter, temporalis,
pterygoideus medialis dan pterygoideus lateralis. Otot masseter berbentuk persegi empat
Merupakan otot berbentuk segi empat tebal, terdiri dari dua lapisan; lapisan superfisial,
dengan origo pada processus zygomaticus dua pertiga bagian ventral dari tepi caudalarcus
zygomaticus dan insersio pada tuberositas masseterica. Sementara lapisan profunda, dengan
origo pada sepertiga bagian dorsal dari tepi caudalarcus zygomaticus, seluruh facies medialis
arcus zygomaticus, dan insersio pada ramus mandibula dan facies lateralis processus
muscularis mandibula (Wheeler, 1984).

Otot pengunyahan pada prinsipnya terdiri dari dua kelompok, yaitu otot elevator dan
otot depresor. Otot yang berperan dalam elevasi mandibula adalah masseter,
pterygoideusmedialis, dan temporalis. Selain berperan dalam elevasi mandibula, sabut dari
otot temporalis yang mengarah ke posterior juga berperan dalam gerakan protrusi mandibula,
bersama dengan bagian superfisial dari otot masseter. Sementara itu, bagian internal dari otot
masseter berperan untuk menjaga kestabilan posisi kondil pada articulareminencia. Selain
berperan untuk elevasi mandibula, otot prerygoideusmedialis juga aktif dalam gerakan
protrusi. Otot pterygoideuslateralisinferior berperan dalam gerakan depresi dan protrusi
mandibula, sedangkan preryvgoideusiaterialissuperior, bersama dengan otot elevator

menggerakkan kondil ke arah anteromedial (Newman, 2006).
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Lidah memiliki berbagai fungsi, yaitu fungsi bicara, pengunyahan serta menjaga
stabilitas faringeal. Bagian anterior lidah memilki peranan dalam berbicara dan mengunyah,
sementara bagian posterior memiliki peranan penting dalam menjaga jalan napas bagian atas.
Berbicara dan mengunyah membutuhkan fungsi motoris halus, sementara menjaga jalan
napas bagian atas membutuhkan tegangan otot yang stabil. Oleh karena itu, bagian anterior
dan posterior lidah berbeda secara anatomis dan fisiologis (Zaidi et al, 2012).

Taste buds adalah organ sensoris perifer yang memberikan respon terhadap berbagai
stimulus rasa. Pada lidah terdapat sekitar 10.000 taste bud, dengan badan berbentuk ovoid
berukuran 50-70 pm. Sinyal dari rasa akan ditransmisikan melalui jalur sinaps antara sel
gustatory dan saraf aferen, melalui gustatory end organ. Sabut saraf aferen mengirimkan
sinyal menuju sistem saraf pusat melalui tiga macam neuron. Berdasarkan bentuknya, taste
bud pada mamalia dapat digolongkan menjadi empat tipe, yaitubasal cell, dark cell, light cell
dan intermediate cell, yang kemudian disebut sebagai tipe I, tipe 11, tipe HI dan tipe IV. Sel
tipe I, 11 dan III merupakan perwakilan dari berbagai tahap diferensiasi perkembangan taste
cell, dengan light cell merupakan bentuk mature. Sel taste bud tipe IV merupakan sel
progenitor yang muncul selama masa turnover sel. Basal cell berasal dari sel epitel di sekitar
taste bud, yang akan berdiferensiasi menjadi taste cell baru, dengan waktu paruh 10 hari. Jika
saraf sensoris terputus, maka taste bud yang diinervasi akan mengalami degenerasi dan
kemudian menghilang. Sel tipe Il dan IIl yang diketahui sebagai taste receptor untuk
mengirimkan output sinyal rasa melewati lintasan sampai ke korteks serebri. Pada ujung
apikal taste cell terdapat mikrovili yang memiliki proyeksi menuju taste pore, lubang kecil
pada permukaan dorsal lidah, tempat taste cell terpapar bahan dalam rongga mulut (Ganong,
2010; Suzuki, 2007).

Persepsi rasa memiliki peranan penting dalam nafsu makan dan pemilihan makanan.
Rasa manis merupakan identifikasi terhadap nutrien yang mengandung energi, umami
merupakan pengenalan terhadap asam amino, rasa asin dapat menjadi penentu dalam
keseimbangan diet elektrolit, kemudian rasa asam dan pahit dapat digunakan sebagai
peringatan terhadap asupan bahan yang memiliki potensi bahaya atau racun. Kemampuan
pengecap yang menimbulkan persepsi rasa tidak hanya membantu dalam evaluasi kandungan
nutrisi dalam makanan, tetapi juga mencegah masuknya bahan yang berbahaya (Okamoto ef
al., 2010). Kemampuan persepsi terhadap rasa dipengaruhi oleh faktor genetik, hormonal,
metabolik dan faktor psikologis (Gurel er al., 2013).
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2.2. Hipokampus

Hipokampus merupakan struktur berbentuk huruf C yang terdiri dari kepala, badan
dan ekor (Destrieux ef al, 2013). Hipokampus terdiri dari dentate gyrus, cornu ammonis (CA)
dan subiculum. Dentate gyrus adalah regio input, yang menerima input dari enthorinal cortex
(Wible, 2013). Berdasarkan susunan sel piramid, CA terbagi menjadi 4 daerah, yaitu CA,
(bagian yang dekat dengan subiculum) hingga CA, (pada bagian cekung dentate gyrus).
Sebuah lapisan putih tipis yang disebut a/veus menutupi CA dan pada bagian medial berakhir
sebagai fimbria (Destrieux ef al, 2013).
Hipokampus memiliki struktur lamellar, yaitudlveus, Stratum Oriens, Stratum pyramidale,
Stratum radiatum dan Stratum lacunosum-moleculare.
Area yang disebut sebagai parahippocampal gyrus pada manusia terdiri dari beberapa bagian.
Bagian dorsal dari parahippocampal gyrus (inferior dari fisura hipokampus), disebut
subiculum. Enthorinal cortex memberikan input kepada hipokampus melalui dua jalur, yaitu
melalui proyeksi menuju dentate gyrus dan CA;; serta menuju CA, dan subiculum.
Subiculum kemudian akan mengirimkan input mayor kembali ke enthorinal cortex (Wible,
2013).

Collaters!

Gambar 2.2 Potongan Koronal Hipokampus (Wible, 2013)

Enthorinal cortex memiliki hubungan resiporkal dengan perirhinal dan
parahippocampal cortices, sehingga, hipokampus dapat terhubung dengan berbagai area di
korteks melalui enthorinal, perirhinal dan parahippocampal cortices. Pada hipokampus juga
terdapat sabut yang berjalan secara longitudinal, berfungsi untuk eksitasi dari bagian yang
berbeda di hippocampal formation (Wible, 2013).

Hipokampus merupakan struktur yang terlibat dalam proses learning and memory.
Hipokampus berperan penting dalam pembentukan memori episodik dan spasial.

Learningadalah proses mendapatkan informasi, sedangkan memory adalah kemampuan untuk
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menyimpan dan menggunakan informasi yang telah dipelajari. Secara fisiologis, memori
terbentuk karena adanya proses transmisi sinaps antar neuron, membentuk sirkuit neuron di
otak. Jalur sinaps yang baru terbentuk atau hasil dari modifikasi jalur sinaps yang sudah ada
disebut dengan memory fraces, yang akan tersimpan dan dapat teraktivasi saat berpikir untuk
mengingal memori yang sudah tersimpan. Memori ini dipengaruhi oleh plastisitas yang
ditentukan leh pengalaman atau kebiasaan. (Guyton, 2006; Ganong, 2010: Deng et al, 2010).

Hal lain yeng mempengaruhi penyimpanan memori adalah adanya hubungan antar
sinaps dari neuron yang aktif. Plastisitas neuron dalam proses learning dapat diamati melalui
long term potentiation (L.TP) dan long term depression (LTD). LTP berfungsi meningkatan
respon potensial post-sinaps secara berkelanjutan sebagai respon dari stimulasi pre-sinaps.
sedangkan LTD menurunan kekuatan sinaps. Induksi LTP disebabkan oleh influks ion
kalsium pada post-sinaps. LTD diinduksi oleh stimulasi yang lebih lambat dari neuron pre-
sinaps dan disertai dengan peningkatan kadar ion kalsium yang lebih rendah daripada LTP.
LTP dan LDP melibatkan dua macam reseptor glutamat, yaitu yaitu N-methyl-D-aspartate
receptor (NMDAR) dan a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid receptor
(AMPAR) (Lynch, 2004; Ganong, 2010; Liischer dan Malenka, 2012).

Gambar 2.3 Mckanisme L'TP dan LTD (Lischer dan Malenka, 2012)

Fungsi hipokampus dalam pembentukan memori adalah menyatukan berbagai input
untuk membuat dan memungkinkan penyimpanan serangkaian kejadian, yang menghasilkan
memori jangka panjang pada regio korteks. Hipokampus berinteraksi dengan berbagai regio
korteks melalui sekelompok bagian otak yang saling terhubung di bagian medial lobus
temporalis (Wible, 2013).

Neuron piramid adalah jenis neuron yang ditemukan di korteks serebri pada sebagian
besar mamalia, burung, ikan dan reptil. Neuron piramid juga ditemukan pada struktur
subkorteks seperti hipokampus dan amigdala. Neuron piramid banyak ditemukan pada

struktur yang berhubungan dengan fungsi kognitif. Nama piramid didapat berdasarkan
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bentuknya; soma yang berbentuk seperti teardrop atau piramid membulat. Neuron piramid
Juga cenderung memiliki dendrit panjang berbentuk kerucut yang muncul dari ujung runcing

soma (apical dendrite) dan sekumpulan dendrit pendek yang muncul dari ujung membulat

i Temporammonic :
T—_pattay |

\\

I-hwoam
¥ Mossy cells | Ihﬁm]
+ . o

Gambar 2.4 Sirkuit Neuron pada Hipokampus Rodent (Deng er al., 2010)

Neurogenesis pada individu dewasa berasal dari neural progenitor cell (NPC), terjadi
pada dua area yaitu pada zona subventrikuler (SVZ) dari ventrikel lateral dan zona
subgranuler (SGZ) dari dentate gyrus di hipokampus. Neuron yang berasal dari SVZ
bermigrasi dan menjadi neuron granuler dan neuron periglomeruler di bulbus olfactorius.
Neuron yang berasal dari SGZ berdiferensiasi dan membentuk jaringan sel granuler di
dentate gyrus (Deng et al., 2010).

Neurogenesis dewasa adalah perkembangan otak dewasa dengan serangkaian proses
perkembangan yang diperlukan untuk pembentukan neuron baru. Neurogenesis pada
hipokampus dewasa hanya terjadi pada satu jenis neuron, yaitu granule cell di dentate gyrus.
Granule cell adalah neuron excitatory di dentate gyrus yang menerima input dari enthorinal
cortex dan mengirim proyeksi akson menuju area CAj, berakhir di struktur sinaps besar yang
memiliki banyak interneuron yang disebut bouton (Kempermann et al, 2015).

Diferensiasi NSC dewasa ditentukan oleh ekspresi dari berbagai faktor transkripsi.
Prox1 adalah salah satugen yang terekspresi pada sel neuroepitelial dan di sel granuler

dentate gyrus pada saat perkembangan embrionik dan saat dewasa. Prox| memiliki peranan
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penting dalam menentukan hasil dari siklus sel dari neural progenitor cell dan sel setelah
mitosis, termasuk sel granuler yang baru terbentuk pada dentate gyrus. Penghapusan gen
Prox1 pada sel granuler setelah mitosis dapat mengubah identitas sel menjadi sel piramid.
Prox1 tidak hanya penting untuk survival dan maturasi neuron, tetapi juga menentukan hasil
setelah mitosis, untuk menjadi sel granuler atau sel piramid. Proses ini juga ditentukan oleh
signaling Wnt, yang mengatur ekspresi Prox! dan NeuroD pada proses neurogenesis dewasa.
Signaling Wnt dianggap sebagai signal instruktif untuk menentukan nasib sel setelah mitosis
untuk bermigrasi menuju dentate gyrus atau CA; (Iwano ef al., 2012).

Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) adalah salah satu dari molekul yang
terlibat dalam pengaturan neurogenesis (Smith er al, 2015). BDNF adalah anggota dari
neurotrofin yang memiliki peranan penting dalam perkembangan, survival dan regenerasi
neuron baik pada sistem saraf pusat maupun perifer. BDNF memiliki peranan penting dalam
long term potentiation (LTP), plastisitas sinaps yang penting dalam pembentukan memori
jangka panjang (Okayasu, 2004; Murray dan Holmes, 2011).

2.3 Stres.

Stres merupakan respon tubuh terhadap ancaman emosional atau fisik. Stres adalah
proses yang melibatkan persepsi, appraisal dan respon terhadap kejadian atau rangsangan
yang dianggap berbahaya. Rangsangan dari stresor memicu respon terhadap stres yang secara
temporer mengubah fungsi fisiologis tertentu dalam tubuh. Perubahan tersebut berkaitan
dengan peningkatan aksis hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) yang menyebabkan
pelepasan hormon glukokortikoid, terutama kortisol, dan mengaktifkan sistem saraf simpatis
sehingga melepaskan adrenalin dan noradrenalin. Salah satu perubahan yang terjadi sebagai
respon terhadap stres adalah perubahan asupan makanan dan energi (Yau & Potenza, 2013;
Gurel et al., 2013).

Respon terhadap stres, yang bertujuan untuk mempertahankan keadaan allostasis,
terdiri dari kaskade respon adaptif yang terjadi melalui dua jalur. Jalur pertama adalah
aktivasi sistem simpatis adrenal medullary, yang melepas katekolamin (adrenalin dan
noradrenalin) yang terjadi pada masa stres akut. Komponen utama selanjutnya adalah aksis
hypothalamic-pituitary adrenal (HPA). Aksis HPA adalah sistem neuroendokrin dengan
umpan balik inhibitory yang melibatkan sekresi hormon dari kelenjar adrenal. Stres
merangsang pelepasan hormon corticotropin releasing factor (CRF) dari paraventricular
nucleus (PVN) hipotalamus yang selanjutnya merangsang sintesis hormon

adrenocorticotropic (ACTH) dari kelenjar pituitari anterior. ACTH kemudian mencetus
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produksi glukokortikoid (GC) seperti kortisol atau kortikosteron pada korteks adrenal (Yau &
Potenza, 2013).

GC disekresi menuju sirkulasi dari korteks adrenal dan dapat berinteraksi dengan
berbagai proses dalam organisme yang mengatur fungsi berbagai sistem organ termasuk hati,
otot, sistem imun, pankreas, jaringan lemak dan otak. Efek tersebut dapat terjadi baik secara
cepat atau lambat. Penelitian yang dilakukan pada beberapa tempat terhadap beberapa spesies
menyatakan bahwa efek cepat dari GC dimediasi oleh aktivasi satu atau lebih reseptor terkait
membran. Aksi delayed dari GC terjadi melalui aktivasi reseptor sitosilik yang tergolong
dalam nuclear receptor superfamily, yaitu reseptor kortikosteroid tipe 1 atau
mineralokortikoid, dan kortikosteroid tipe 1I, atau glukokortikoid. Reseptor kortikosteroid
interseluler ini menginisiasi aktivasi transkripsi atau menghambat transkripsi melalui
translokasi ikatan ligan reseptor ke nukleus dan berikatan dengan elemen respon
glukokortikoid pada regio promotor dari glucocorticoid-regulated gene yang berbeda. GC
Jjuga dapat mengatur transkripsi tanpa berikatan secara langsung pada DNa, tetapi melalui
faktor transkripsi (Tasker et al., 2006).

2.4, Indera Rasa Pengecap Manis dan Umami

Pengunyahan merupakan proses dalam proses pencernaan, tetapi pengunyahan juga
memiliki peran dalam kesehatan tubuh secara umum, termasuk fungsi kognitif. Hasil
penelitian membuktikan bahwa aktivitas mengunyah dapat meningkatkan aliran darah
menuju korteks dan mengaktifkan korteks somatosensoris, supplementary motor, dan korteks
insular, juga striatum, talamus dan serebelum. Mengunyah meningkatkan kadar oksigen
dalam korteks prefrontal dan hipokampus, yang merupakan struktur penting dalam proses
learning and memory. Penelitian epidemologi menunjukkan bahwa penurunan jumlah gigi
yang tersisa, penggunaan gigi palsu dan kekuatan gigit yang rendah berhubungan dengan
peningkatan risiko demensia (Chen er al, 2015).

Pengunyahan mengaktifkan respon sistem saraf otonom yang menyebabkan
peningkatan aktivitas metabolisme. Aktivitas pengunyahan meningkatkan aliran darah tidak
hanya pada jaringan di rongga mulut, tetapi juga di otak. Peningkatan cerebral blood flow
(CBF), membantu respon dari sinyal sensoris yang dikirim dari sistem pengunyahan menuju
otak melalui effector pada sistem pengunyahan. Peningkatan tekanan parsial karbon dioksida
hasil dari aktivitas metabolisme mekanisme feedback neuron sensoris dan motoris pada
korteks, diduga menyebabkan dilatasi lumen kapiler. Berdasarkan penemuan tersebut,

stimulus sensoris dari ligamen periodontal dan muscle spindle otot masseter diduga mencapai
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pembuluh darah serebral pada saat aktivitas mengunyah melalui jalur afferen trigeminal,
menyebabkan dilatasi kapiler, dan meningkatkan CBF. Penelitian yang mengamati perbedaan
CBF saat clenching pada subyek edentulous dan pengguna implan. CBF pada pengguna
implan secara signifikan lebih tinggi (Watanabe, 2015).

Gigi memberikan sinyal sensoris yang unik dan berbeda dari sentuhan dan arah yang
spesifik saat oklusi, mengunyah bolus, menentukan tekstur dan kekerasan makanan serta
mengendalikan gerakan otot pengunyahan dan menelan. Sifat spesifik tersebut dimiliki oleh
ligamen periodontal (Chen ez al, 2015). Mechanoreseptor jaringan periodontal memberikan
informasi tentang tekanan oleh gigi untuk mekanisme umpan balik dengan otot pengunyahan,
untuk sehingga dapat mengatur kekuatan tekanan kunyah (Tirker et al, 2007).

Informasi sensoris dari rongga mulut ditransmisikan melalui nervus trigeminus
sensoris menuju nukleus sensoris trigeminal, serebelum, nuklei motoris hipoglosus dan
reticular formation di batang otak. Reticular formation dan ascending reticular activating
system diperlukan untuk merangsang otak untuk atensi, persepsi dan dalam proses belajar.
Neuron pada nukleus sensoris trigeminal mencapai bagian ventral posterior dari nukleus
talamus, reticular formation dan hipotalamus. Informasi sensoris dari nukleus talamus bagian
ventral posterior berakhir pada korteks somatosensoris. Neuron pada korteks somatosensoris
akan memproyeksikan akson menuju somatosensory association area, yang memiliki
proyeksi resiprokal dengan enthorinal cortex. Enthorinal cortex adalah sumber aferen utama
bagi dentate gyrus hipokampus. Karena itu, informasi sensoris dari sistem pengunyahan
dapat mempengaruhi hipokampus melalui talamus dan korteks serebri (Chen et al, 2015).

Hipokampus berperan dalam mengendalikan pelepasan berbagai hormon oleh
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Corticotropin-releasing hormone (CRH)
diproduksi oleh hipotalamus merangsang sekresi adrenocorticotropic hormone (ACTH) dari
pituitari anterior, yang merangsang pelepasan kortikosteron dari korteks adrenal. Karena
bersifat lipofilik, kortikosteron dapat memasuki otak. Hipokampus memiliki jumlah reseptor
glukokortikoid terbanyak, sehingga menjadi target aksi bagi hormon stres. Hipokampus
menerima proyeksi dari sabut saraf noradrenergik, serotogenik dan dompaminergik dari Jocus
coeruleus, raphe nuclei dan ventral tegmental area, yang merupakan bagian dari ascending
reticular activating system. Karena itulah, hubungan antara aktivitas mengunyah dengan
hipokampus didapat dari berbagai jalur neural (Chen ef al, 2015).

Pada keadaan stres, peningkatan kadar hormon kortikosteron dapat mempengaruhi
Jjaringan lain melalui interaksi dengan reseptor glukokortikoid (Parker et al., 2014). Kadar

hormon kortikosteron yang tinggi dapat menurunkan sensitifitas terhadap rasa manis, melalui
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penurunan ekspresi mMRNA TIR3 dan TIRI pada lidah (Okamoto et al., 2010). Hormon
kortikosteron berikatan dengan GC receptor pada sitoplasma taste bud. Setelah memasuki
nukleus, kompleks glukokortikoid dengan reseptornya akan mempengaruhi beberapa faktor
transkripsi. Salah satunya adalah interaksi dengan faktor transkripsi proinflamatori seperti
NF-kB, sehingga menghambat aktivitasnya. Perubahan serupa juga terjadi pada faktor
transkripsi TIR3 dan TIRI. Ikatan yang membentuk kompleks GC receptor dapat
menimbulkan respon negatif dari promoter T1R3dan T1R1, sehingga menghambat transkripsi

(Ogawa et al., 2015).

Gambar 2.5:T1R1, T1R2 dan T1R3
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3.1 Tujuan Penelitian
3.1.1 Tujuan Umum
Membuktikan perbedaan kemampuan memori spasial, kadar kortikosteron dan ekspresi
TIR3dan TIRIldan akibat pemberian makanan dengan tingkat kekerasan makanan yang
berbeda
3.1.2 Tujuan Khusus
1. Membuktikan hubungan antara kemampuan memori spasial, jumlah sel piramid dan
ekspresi BDNF pada hipokampus dengan pemberian makanan lunak.
2. Membuktikan hubungan antara kemampuan memori spasial, jumlah sel piramid dan
ekspresi BDNF pada hipokampus dengan pemberian makanan keras.
3. Membuktikan hubungan antara ekspresi TIR3 dan T1Rl1pada taste bud dengan
pemberian makanan lunak.
4. Membuktikan hubungan antara ekspresi TIR3 pada taste bud dengan pemberian
makanan keras.
5. Membuktikan perbedaan kemampuan memori spasial, dan ekspresi T1R3dan
T1R lakibat pemberian makanan dengan tingkat kekerasan makanan yang berbeda.
3.2 Manfaat Penelitian
3.2.1 Manfaat Teoritis
Untuk menambah pengetahuan tentang pengaruh fungsi kunyah terhadap hipokampus,

kadar kortikosteron dan ekspresi TIR3dan TIRI.

3.2.2 Manfaat Praktis
1. Untuk dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya.
2. Untuk dijadikan pedoman dalam pola asuh anak, terutama dalam pemberian
makanan pada anak.

3. Untuk digunakan sebagai motivasi bagi masyarakat dalam menjaga kesehatan gigi
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4.1  Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah analitik eksperimental, dengan menggunakan
tikus (Rattus novergicus) sebagai hewan coba.
4.2  Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah post test control group design, yaitu koleksi data
dilakukan setelah terapi, hal ini dilakukan karena setiap pengambilan sampel penelitian,
hewan penelitian harus dikorbankan sehingga tidak memungkinkan menggunakan sampel

yang sama untuk mendapatkan data pre test.

I—'K 01
R » P1 [ 02
]—>92—>03

Keterangan:

R : Pembagian kelompok sampel secara acak

K : Kelompok kontrol, tanpa perlakuan, diberikan makanan normal
Pl : Perlakuan 1, tikus diberikan makanan lunak

P2 : Perlakuan 2, tikus diberikan makanan keras

01,02, 03 : Observasi setelah 8 minggu

4.3  Sampel Penelitian
4.3.1 Sampel

Sampel penelitian ini adalah tikus jantan usia 3 minggu dengan berat 50-70 gram.
Setelah adaptasi selama 7 hari sampel terbagi dalam tiga kelompok secara acak. Tikus
diberikan makanan lunak, normal dan keras selama 8 minggu (Yamazaki er al, 2008).
Kemudian, dilakukan uji kemampuan memori, diambil jaringan otak tikus untuk pemeriksaan

histologi dan imunohistokimia.

4.3.2 Besar Sampel
Besar sampel tiap kelompok pada penelitian ini dihitung menggunakan rumus
Lemeshow (1990):
2 (Za+ZB )2 xSc?
(Xc—Xt)?

n=
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Keterangan:

n = Nilai besar sampel

Za = Nilai standar normal untuk a 0,05 = 1,645

ZB = Nilai standar normal untuk p 0,20 = 0,842

Sc = Simpangan baku kelompok kontrol dari literatur
Xc = Rerata kelompok 1

Xt = Rerata kelompok 2

4.4  Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah tingkat kekerasan makanan.

4.4.2 Variabel Antara

Variabel antara pada penelitian ini adalah:

1. Jumlah sel piramid

2. Ekspresi BDNF

3. Jumlah sel taste bud

4. Ekspresi TIR1

5. Ekspresi TIR3

4.4.3 Variabel Tergantung
Variabel tergantung pada penelitian ini adalah:
1. Kemampuan memori spasial
2. Tingkat stres

3. Kemampuan pengecap

4.4.4 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah ruang penelitian, peralatan, pemilihan
alat ukur dari hasil penelitian, bahan-bahan yang digunakan pada penelitian, kandungan

nutrisi pada makanan, usiatikus.

4.5  Definisi Operasional
1. Tingkat kekerasan makanan adalah bentuk makanan, yang berupa biji-bijian utuh
untuk makanan keras, biji-bijian yang dihaluskan untuk makanan lunak, dan makanan
standar berupa pelet yang disediakan oleh kandang hewan Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga.
2. Jumlah sel piramid adalah angka yang diperoleh dari penghitungan sel piramid yang
terdapat pada preparat sediaan histologi hipokampus tikus menggunakan pengecatan

hematoksilin eosin dan dilihat dengan mikroskop dengan perbesaran 400x.
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4.6
4.6.1

4.6.2

4.7

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Ekspresi Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) adalah jumlah sel yang
mengekspresikan BDNF, diperiksa menggunakan metode imunohistokimia dengan
antibodi poliklonal yang diperoleh dari spesimen hipokampus dan dilihat dengan
mikroskop dengan perbesaran 1000x.

Kemampuan memori adalah kemampuan tikus untuk mengingat tata letak ruangan
yang dihitung dengan waktu yang dibutuhkan untuk menyelesaikan uji maze radial 8
lengan.

Tingkat stres adalah kadar hormon kortikosteron dalam serum yang dianalisa
menggunakan metode elisa.

Kemampuan pengecap adalah hasil pengamatan histologi dari lidah melalui
penghitungan jumlah sel taste bud dan ekspresi TIR3 dan TIRI.

Jumlah sel taste bud adalah angka yang diperoleh dari penghitungan sel taste bud
yang terdapat pada preparat sediaan histologi lidah tikus menggunakan pengecatan
hematoksilin eosin dan dilihat dengan mikroskop dengan perbesaran 400x.

Ekspresi TIR3 dan T1R1 adalah jumlah sel yang mengekspresikanTIR3 dan T1RI,
diperiksa menggunakan metode imunohistokimia dengan antibodi poliklonal yang
diperoleh dari spesimen hipokampus dan dilihat dengan mikroskop dengan perbesaran
400x.

Waktu dan Tempat Penelitian
Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan mulai bulan Mei 2018 hingga Juli 2018

Tempat Penelitian

. Modifikasi makanan hewan coba dilakukan di kandang hewan Fakultas Kedokteran

Hewan Universitas Airlangga.

Pemeliharaan, uji tingkat stres dan tes kemampuan memori spasial dilakukan di
kandang hewan coba Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.

Pembuatan preparat, pemeriksaan kadar hormon dan pemeriksaan imunohistokimia
dilakukan di laboratorium patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Airlangga.

Bahan Penelitian
Bahan penelitian yang digunakan adalah tikus (Ratfus novergicus), xylene, H,0,,

parafin, Hematoksilin Eosin, antibodi BDNF, antibodi TIR3 dan dan TIR1, alkohol 70%,
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alkohol 90%, formalin buffer 10%, streptavidin drop, kromogen. Alat yang digunakan adalah
kandang, object glass, cover glass, mikroskop, maze radial delapan lengan, stopwatch,
timbangan.

Binatang coba yang dipakai adalah tikus jantan (3 minggu) dibagi menjadi tiga
kelompok, yaitu kelompok kontrol yang mendapat makanan standar, kelompok perlakuan 1,
diberi makanan lunak; dan kelompok perlakuan 2, diberi makanan keras. Hewan coba bebas
mengakses makanan dan air. Hewan coba ditempatkan dalam kandang standar dengan alas
serutan kayu, di suhu ruang (23 + 1°C) dan siklus gelap-terang 12 jam. Kandang dibersihkan
setiap satu minggu sekali.

Berat badan tikus dari setiap kelompok diukur pada awal dan akhir periode
cksperimen. Penghitungan berat badan dilakukan untuk memastikan setiap kelompok
perlakuan mendapatkan asupan nutrisi yang sama.

Makanan untuk kelompok kontrol berupa pelet, disediakan oleh kandang hewan
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Pelet yang digunakan adalah BR2,
diproduksi oleh PT. Jaj¥fa. Untuk kelompok perlakuan, diberikan makanan berupa campuran
kecepantan rendah. Campuran biji-bijian yang digunakan adalah makanan merk Hamsfood.

Setiap kelompok perlakuan mendapatkan makanan dengan kandungan nutrisi yang sama.

4.8 CaraKerja
4.8.1 Pemeliharaan Hewan Coba

Tikus jantan (3 minggu) dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu kelompok kontrol yang
mendapat makanan standar, kelompok perlakuan 1, diberi makanan lunak; dan kelompok
perlakuan 2, diberi makanan keras. Hewan coba bebas mengakses makanan dan air. Hewan
coba ditempatkan dalam kandang standar dengan alas serutan kayu, di suhu ruang (23 + 1°C)

dan siklus gelap-terang 12 jam. Kandang dibersihkan setiap satu minggu sekali.

4.8.2 Pengukuran Berat Badan Tikus
Berat badan tikus dari setiap kelompok diukur pada awal dan akhir periode
eksperimen. Penghitungan berat badan dilakukan untuk memastikan setiap kelompok

perlakuan mendapatkan asupan nutrisi yang sama.

4.8.3 Pakan Hewan Coba
Makanan untuk kelompok kontrol berupa pelet, disediakan oleh kandang hewan
Fakuitas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Pelet yang digunakan adalah BR2,

18

LAPORAN PENELITIAN Kemampuan Memori Spesial ... Jenny Sunariani



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

sishil nrAsouin van ¢ intA dweoimond setoaboey e 8 eliod milsmna L0V Joie
Sewaegiz Laigaot ieastol el soene cpeetesndun ale i ey Veane omsbesd!

RTRATGIT

ihsiern Guedib tupgnnn & netasi, i delehe wctsath g ndos pmpenit
A nggAubion Aognciod ghnske s wrphiom suc ot doninolod iisy Aospnotss
atdoe veloos ngesH st anasdnn Bl D aueaciion Mgieoled msh Gsent agoidsin bl
sl Gesash winsld ganbest atol sadingrasih sdov sl e il asesdan csedi g
s i andit pagibue A aaed DU vogeteaeion asldie anh OV s e Coumern abie sl el st
Aiidve wg it g Anlive

shebog ddn ash lsos gbeg soleil dogiobad qaitee st udis aelsd el
bl Guitor sEAbssigem Aslor toaedulib suhsd tered awgenideoas® o numtiegads
i tin bt e peegen msdicnhnoin neadeivi

as el wuabasy duio neduiioeii: olag eguiud ouned Accuaiod Ao s
LS8 delsb apadunueily gy ulet wpgishi s cetievsdolt asaoll wastiobudl ey il
Mo e Bt Qi vadvodin midehny donmted ot et 0 dule zdolaongih
nhureab want asdgagsgnyn msboodsdil s mefrieiin vy et ke asiiid-igd
Locvanstl deam nonsdem deinbs audinngil 2on agdideg s datais neanoeead

Sufee i i angauboed ageuob snraslsan

e cisdebion doqenoled qeis?

[ S SRR TR B R 2
seh 3 et nmeililons't L0

aevg tosund daemoisd win g Slogreoied s ihaizean fundil (ueonine T pinsl a4
Acareesiod aeb cdsnnl nepcdsar nadih LT sowidniilg doareeb il ashias asncdi nasbiot

deeeatd o v eao el e

fony ~sisd ing newsil ecisd nensdoon feddn O risanitg
UF ] 20 aainpy odoe 1l e utiee il nineul siingtz anshaeh mmish isionnetity wde

A A yuuniny uing quiise aitiomedil, ausbos A sl S gimmet-rplon asidi ol

AU asbedl yerdl uivaduanatt SEL
shotveg s neh dgwen wbog weleib dogaelud guiree fwb ol osbed w8

.

doarguivsd quitve ogligaum A mednduih o abed nied aszaodidgnot amhuge s

SN el belHan uoel aAisshiarn ey Al
pdo'} sesti pudatt LAL

apaed oeseesd dola aedeibozin ol soiud Boenpnd dogaolud s asaedei A

SAG dalebe pndunoeil cosg doiv spggnaliid ssiiewnal) aneadi ageadole 2olednd)

21

LAPORAN PENELITIAN Kemampuan Memori Spesial ... Jenny Sunariani



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

diproduksi oleh PT. Japfa. Untuk kelompok perlakuan, diberikan makanan berupa campuran
biji-bijian utuh, dan campuran biji-bijian yang dihaluskan menggunakan blender dengan
kecepantan rendah. Campuran biji-bijian yang digunakan adalah makanan merk Hamsfood.
Setiap kelompok perlakuan mendapatkan makanan dengan kandungan nutrisi yang sama.

4.8.4 Uji Kemampuan Memori

Pemeriksaan kemampuan memori spasial dilakukan dengan metode maze radial 8
lengan. Maze radial yang digunakan terdiri dari papan yang terletak di sentral dengan delapan
lengan yang tersusun radial mengelilingi papan di tengah. Diameter tengah maze 36 cm
dengan pintu identik. Masing-masing lengan berukuran panjang 80 cm lebar 6 cm dan tinggi
20 cm. Lempeng tengah dibuat transparan dan lengan terbuat dari PVC buram (Prasetya dan
Yuliani, 2014).

Sebelum dilakukan uji maze sebenarnya, tikus diadaptasikan terhadap alat maze radial
8 lengan. Penyesuaian dilakukan pada hari ke-51, tikus diletakkan pada bagian tengah
lempeng selama 5 menit dengan lengan tidak diberi umpan. Selanjutnya, setiap hari tikus
hanya diberi makan 5 gram, tetapi tetap diberi minum. Pada hari ke-52, tikus dibiarkan di
bagian tengah lempeng selama 5 menit, masing-masing lengan diberi umpan pada pintu
masuk, bagian tengah dan bagian ujung lengan. Pada hari ke-53, umpan diletakkan pada
bagian tengah dan ujung lengan. Pada hari ke-54, umpan hanya pada bagian ujung (Sanyoto,
2016).

Pada hari ke-55 dilakukan uji maze sebenarnya. Pada ujung lengan diberikan cawan
berisi pakan 100 mg. Tikus diletakkan dalam lempeng, dengan pintu tertutup dan tikus
dibiarkan adaptasi selama 30 detik, kemudian pintu diangkat sehingga tikus bebas bergerak
ke segala arah. Uji diakhiri setelah tikus mengkonsumsi pakan di seluruh lengan atau setelah
10 menit. Kesalahan dicatat jika tikus memasuki lengan yang umpannya telah dimakan

sebelumnya atau jika tikus tidak memakan umpan (Sanyoto, 2016).

4.8.5 Cara Penghitungan Sel Piramid

Tikusdidekaputasi dan dilanjutkan pengambilan jaringan otak. Jaringan otak yang
didapat ditempatkan pada neutral buffered formalin 10% selama 2 jam. Otak dipindahkan
dan ditempatkan pada larutan formaldehid yang baru selama 24 jam kemudian didehidrasi
menggunakan etanol (70% selama 24 jam; 90% selama | jam) kemudian dibilas dengan
xylene dan diberikan parafin. Pemotongan coronal dilakukan dengan mikrotom dengan
ketebalan 5um, diletakkan pada object glass dan dilakukan pengecatan rutin menggunakan
hematoxylin dan eosin (HE). Pengamatan pada preparat dilakukan menggunakan mikroskop
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(Aminet al, 2014). Metode Pembacaan jumlah sel piramid dengan pewarnaan HE dilihat di
bawah mikroskop dengan perhitungan pada 5 lapangan pandang berbeda dengan perbesaran
400x (Han et al, 2015).

4.8.6 Cara Penghitungan Ekspresi BDNF

Jaringan otak dalam bentuk blok parafin dipotong secara koronal dengan ketebalan
Spm menggunakan mikrotom. Kemudian dicelupkan air hangat dengan suhu 20°-30°C,
kemudian diletakkan pada object glass yang sebelumnya telah diolesi dengan L-lysine, lalu
dikeringkan dengan hot plate. Preparat otak pada object glass direndam dalam Xylol 1, 11, H]I,
masing-masing 3 menit. Kemudian direndam dalam alkohol absolut I & II masing-masing 3
menit. Preparat dimasukkan dalam larutan alkohol 96%, 90%, 80%,70% masing-masing 3
menit dan dibilas dengan air mengalir selama 5 menit. Jaringan yang telah dikeringkan,
dimasukkan dalam larutan H,O, selama 5-10 menit, kemudian dicuci dengan phosphate
buffer saline (PBS) 2 kali masing-masing selama 4 menit. Selanjutnya, preparat direndam
dalam trypsin (0,025%) selama 1S5 menit dalam inkubator dengan suhu 37°C, dan dicuci
dengan PBS sebanyak dua kali selama 4 menit. Preparat kemudian diteteskan Ultra V block
selama 5 menit, kemudian dibilas. Kemudian diberikan antibodi primer anti BDNF selama 60
menit, dicuci dengan PBS sebanyak dua kali masing-masing selama 4 menit. Kemudian
diteteskan Biotinylated link Drops (yellow) selama 30 menit, dicuci PBS sebanyak dua kali
selama 4 menit. Setelah itu diberikan DAB (3,3, diaminobenzena) kromogen yang diencerkan
dengan diluent 2% selama 6-10 menit, kemudian dicuci dengan PBS sebanyak dua kali
masing-masing selama 4 menit dan diberikan aquadest selama 4 menit. Setelah dilakukan
pengecatan, dilakukan counterstain menggunakan hematoxylin meyer, dan dibilas dengan air
mengalir selama 5 menit. Selanjutnya, object glass ditutup. Jaringan diamati di bawah

mikroskop dengan pembesaran 1000 kali (Nareswari, 2016).

4.8.7 Cara Pengamatan Sel Taste Buds

Potongan lidah dari hewan coba difiksasi dalam 10% buffered formalin selama 2 jam.
Lidah dipindahkan dalam larutan formaldehid yang baru dan direndam selama 24 jam.
Selanjutnya dilakukan dehidrasi dengan cara direndam dalam etanol (70% selama 24 jam;
90% sclama 1 jam) dan difiksasi dalam parafin. Blok parafin dipotong menggunakan
mikrotom dengan ketebalan Spm dan dilakukan pengecatan menggunakan hematoxylin eosin.
Pembacaan dilakukan pada lima lapang pandang yang berbeda dengan perbesaran 400x
(Fernandez et al., 2016).
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4.8.8 Cara Penghitungan Ekspresi TIR1 dan TIR3

Lidah bagian posterior dalam bentuk blok parafin dipotong menggunakan mikrotom
dengan ketebalan Sum. Dilakukan antigen recovery menggunakan citrate buffer pada suhu
100°C, dan aktivitas peroksidase endogen diblok dengan cara diinkubasi pada suhu ruang
dengan metanol absolut yang mengandung hidrogen peroksida 3%. Slide dipreinkubasi
dengan 10% serum kelinci pada suhu ruang untuk menghindari reaksi yang tidak diinginkan
dengan antibodi sekunder. Kemudian diinkubasi dengan antibodi poliklonal TIR3 dan TIRI
pada suhu 4°C selama satu malam dan diikuti dengan antibodi sekunder selama satu jam pada
suhu ruang. Setelah itu diberikan DAB (3,3, diaminobenzena) kromogen yang diencerkan
dengan diluent 2% selama 6-10 menit, kemudian dicuci dengan PBS sebanyak dua kali
masing-masing selama 4 menit dan diberikan aquadest selama 4 menit. Setelah dilakukan
pengecatan, dilakukan counterstain menggunakan hematoxylin meyer, dan dibilas dengan air
mengalir selama 5 menit. Selanjutnya, object glass ditutup. Jaringan diamati menggunakan

mikroskop dengan perbesaran 400x (Fernandez ef al., 2016).

4.9 Prosedur Pengumpulan Data
Data yang dikumpulkan adalah:
a. Skor uji maze radial 8 lengan
Waktu yang dibutuhkan untuk menyelesaikan maze
Banyak kesalahan yang dilakukan saat uji maze
b. Gambar otak bagian hipokampus hasil pengecatan dengan HE dan imunohistokimia
dengan antibodi BDNF
Jumlah sel piramid
Jumlah sel yang mengekspresikan BDNF
Kadar hormon kortikosteron dalam darah

¢ & o

™

Gambar lidah hasil pengecatan dengan imunohistokimia

g. Jumlah sel yang mengeskpresikan TIR3 dan T1R1

4.10 Pengolahan dan Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengamatan kemampuan spasial, jumiah sel piramid dan
ekspresi BDNF, kadar hormon kortikosteron, tingkat stres, ekspresi TIR3 ditampilkan dalam
rata-rata dan standar deviasi. Data dianalisis dengan uji normalitas dan homogenitas, untuk
mengetahui apakah data yang diperoleh berdistribusi normal dan homogen atau tidak.
Selanjutnya, analisis perbedaan menggunakan uji one way anova. Untuk memudahkan
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perhitungan statistik digunakan SPSS. Bila didapatkan harga kemaknaan yang lebih besar
dari harga o = 0,05 maka hipotesis nol (Ho) diterima dan bila tidak didapatkan harga
kemaknaan yang lebih kecil dari harga o = 0,05 maka Ho ditolak.
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5.1.
Justifikasi Anggaran

Anggaran Biaya

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

BAB 5

BIAYA PENELITIAN

;"'v"'l‘. A A 'D .

{ PERPUSTAKAAN

| rVERSITAS AIRLANGGA |
T USURABAYA

B

P

-

¥

e

b
'8 9

i
]
|
]

. Waktu Minggu | Honor Tahun | Honor Tahun
No | Item Honor | Honor/jam (jam/minggu) Ke 1 (Rp) Ke 2 (Rp)
| | Pelaksana 1 100.000 10 1.000.000 1.000.000
2 | Pelaksana 2 100.000 10 1.000.000 1.000.000
3 | Pelaksana 3 10.00 10 1.000.000 1.000.000
Sub Total 3.000.000
Pembelian Bahan Habis Pakai
Harga -
No | Item Bahan Justifikasi Kuantitas Sat::in Tahun Tahun
ke 1 ke 2
(RP)
1 | Tikus Binatang Coba 30 50.000 | 1.500.000 | 1.500.000
2 | Sewa Kandang 8
100.000 | 800.000 800.000
Hewan Pemeliharan
3 Hemogenisasi dan 15
pengaturan
75.000 [ 1.125.000 [ 1.125.000
Pakan Hewan pakan/nutrisi sesuai
Coba kelompok
4 | Pemeliharan Menjaga kesehatan 60
36.000 |2.160.000 | 2.160.000
Hewan binatang
5 | Sekam selama Menjaga kehangatan 10
15.000 150.000 150.000
pemeliharan binatang coba
6 | Antibodi BDNF | Pemeriksaan IHC I 7.000.000 | 7.000.000 | 7.000.000
7 | Antibodi TIR1 | Pemeriksaan IHC 1 7.000.000 | 7.000.000 | 7.000.000
8 | Antibodi TIR3 | Pemeriksaan IHC 1 7.000.000 | 7.000.000 | 7.000.000
9 | Elisa Kit Pemeriksaan Serum 1 8.000.000 { 8.000.000 { 8.000.000
10 | Pembuatan Blok | Fiksasi organ yang 4
1.750.000
Parafin diteliti 7.000.000 | 7.000.000
11 | Pemotongan Pemeriksaan Organ 4 2.000.000 | 8.000.000 | 8.000.000
slide
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12 | Pengecatan HE | Pengambilan lokasi
4 1.500.000 | 6.000.000 { 6.000.000
secara tepat
13 | Preparat Untuk pengukuran
Histologi SDNF 30 80.000 | 2.400.000 | 2.400.000
Hipokampus
14 | Preparat Pemeriksaan dan 30 200.000 | 6.000.000 ( 6.000.000
Imunohistokimia Perhit
(BDNF) erhitungan
15 | Preparat Pemeriksaan dan 30 200.000 | 6.000.000 | 6.000.000
Imunohistokimia Perhitungan
(TIR1) ung
16 | Preparat Pemeriksaan dan 30 200.000 | 600.000 | 600.000
Imunohistokimia Perhit
(TIR1) itungan
17 | Analisa dan Analisa | 1.000.000 | 1.000.000 | 1.000.000
Statistic
18 | Kertas dan Alat | Proposal dan pelaporan ] 1.000.000 ) 1.000.000 } 1.000.000
Tulis
19 | Internet dan Cari Data dan 1 900.000 | 900.000 900.000
Puisa komunikasi
20 | Rapat dan Membicarakan rencana 5 1.800.000 | 1.800.000 | 1.800.000
Konsumsi dan ide
Sub Total 96.050.000
Perjalanan
) . Kuantitas | Honor | Tahun Tahun
No Perjalanan Justifikasi sa;m;n ke 1 (Rp) | ke2 (Rp)
P
1 | Perjalanan 1 Konsultasi dan rencana 1 650.000 | 650.000 650.000
pembelian barang
2 | Perjalanan 2 Penelitian dan staining 1 650.000 | 650.000 650.000
3 | Perjalanan 3 Penhitungan hasil 1 650.000 | 650.000 650.000
staining dan analisa
Sub Total 1.950.000 | 1.950.000
TOTAL ANGGARAN YANG DIPERLUKAN SETIAP TAHUN
TOTAL ANGGARAN YANG DIPERLUKAN TAHUN 1 TAHUN 2
160.000.000 100.000.000
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5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Data Penelitian
S.1.1.1 Gambaran Jumlah Sel Piramid pada Hipokampus dengan Pewarnaan

Hematoxilin Eosin (HE)

Pengamatan histologi hipokampus dilakukan menggunakan mikroskop mikroskop
cahaya Nikon H600L, digital camera DS Fi2 300 megapixel. Pengamatan dilakukan pada
lima lapang pandang yang berbeda dengan perbesaran 400x.Gambaran histologi pada
kelompok 1 (K1) sebagai kontrol kontrol yang diberikan makanan standar menunjukkan
jumlah sel piramid (panah) yang lebih tinggi daripada kelompok 2 (K2) yang diberikan
makanan halus dan kelompok 3 (K3) yang diberikan makanan keras dapat dilihat pada
gambar 5.1.

Gambar 5. 1Gambaran histologi sel piramid (panah) pada hipokampus kelompok kontrol (K1), kelompok
makanan halus (K2) dan kelompok makanan keras (K3). (Pewarnaan: HE, perbesaran 400x, mikroskop
cahaya Nikon H600L, digital camera DS Fi2 300 megapixel)
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5.1.1.2 Gambaran Jumlah Sel Piramid yang Mengekspresikan BDNF pada

Hipokampus dengan Pewarnaan Imunohistokimia

Pengamatan ekspresi BDNF menggunakan metode pengecatan imunohistokimia
dilakukan menggunakan mikroskop mikroskop cahaya Nikon H600L, digital camera DS Fi2
300 megapixel. Pengamatan dilakukan pada lima lapang pandang yang berbeda dengan
perbesaran 400x. Gambaran histologi pada kelompok 1 (K1) sebagai kontrol kontrol yang
diberikan makanan standar menunjukkan jumlah ekspresi BDNF pada sel piramid (panah)
yang lebih tinggi daripada kelompok 2 (K2) yang diberikan makanan halus dan kelompok 3

(K3)y

Gambar 5. 2 Gambaran sel piramid pada hipokampus yang mengeskpresikan BDNF (panah) pada kelompok
kontrol (K1), makanan halus (K2) dan makanan kasar (K3). (Pewarnaan immuno histokimia,
Pembesaran 400x; mikroskop Nikon H600L; camera DS Fi2 300 megapixel)

5.1.2 Hasil Uji Analisis Statistik

Data yang diperoleh dari penelitian ini dianalisis menggunakan uji statistik Analysis
Of Variance (ANOVA) (p<0.05), kemudian dilanjutkan menggunakan uji LSD untuk
mengetahui perbedaan pada setiap kelompok.
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5.1.2.1 Berat Badan Tikus

Berat badan hewan coba dapat dilihat pada Tabel 5.1. Kelompok kontrol memiliki
berat badan tertinggi (177,14 + 37,29) daripada kelompok yang diberikan makanan lunak
(161,43 = 15,74), dan kelompok yang diberikan makanan keras (151,43 + 30,24) memiliki berat
badan terendah. Hasil uji Anova dari berat badan hewan coba di akhir periode penelitian
menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan antar kelompok (p=0,276).

Tabel 5.1 Rata-rata dan Standar Deviasi Berat Badan K1, K2, dan K3

Kelompok Rata-rata + SD Nilai p
Kelompok 1 177,14 £ 37,29 0,276
Kelompok 2 161,43 + 15,74
Kelompok 3 151,43 + 30,24

5.1.2.2 Hasil Uji Maze Radial 8 Lengan
a. Jumiah Lengan yang dimasuki

Jumlah benar lengan yang dimasuki pada uji maze radial 8 lengan dapat dilihat pada
Tabel 5.2. Berdasarkan hasil uji maze radial 8 lengan, kelompok kontrol (6,57 + 1,81)
memiliki jumlah benar lengan terbanyak bila dibandingkan dengan kelompok dengan
makanan lunak (2,43 + 1,97) dan makanan keras (2,57 + 2,51). Hasil uji anova dari jumlah
lengan yang dimasuki dengan benar menunjukkan ada perbedaan signifikan (p=0,001).
Kemudian, dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui perbandingan antar kelompok.
Hasil uji LSD menunjukkan bahwa kelompok K1 memasuki lengan lebih banyak secara
signifikan bila dibandingkan dengan kelompok K2 (p=0,001) dan K3 (p=0,001), sedangkan
antara kelompok K2 dan K3 tidak ada perbedaan yang signifikan (p=0,893).

Tabel 5.2 Rata-rata dan Standar Deviasi Jumiah Lengan yang Dimasuki pada K1, K2,
dan K3

Kelompok Rata-rata + SD Nilai p
Kelompok 1 6,57+ 1,81*°
Kelompok 2 2,43 % 1,97 0,001
Kelompok 3 2,57 +£2,51°
b. Jumlah Kesalahan
27
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Hasil uji maze radial 8 lengan dapat dilihat pada Tabel 5.3. Berdasarkan uji maze
radial 8 lengan, jumlah kesalahan pada kelompok K1 (1,57 + 1,72) lebih tinggi bila
dibandingkan dengan kelompok K2 (6,71 + 1,25) dan kelompok K3 (7,86 + 0,90). Hasil uji
anova dari jumlah kesalahan memasuki lengan menunjukkan ada perbedaan signifikan
(p=0,000) antar kelompok. Kemudian, dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui
perbandingan antar kelompok, yang menunjukkan jumlah kesalahan pada kelompok K3 lebih
tinggi secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok K1 (p=0,000) dan K2 (p=0,000).
Sementara antara kelompok K2 dan K3 tidak ada perbedaan yang signifikan (p=0,169).

Tabel 5.3 Rata-rata dan Standar Deviasi Jumlah Lengan yang Salah pada K1, K2, dan
K3

Kelompok Rata-rata = SD Nilai p
Kelompok 1 1,57+ 1,72*°
Kelompok 2 6,71 & 1,25 0,000
Kelompok 3 7,86 + 0,90°

5.1.2.3 Jumiah Sel Piramid

Hasil penghitungan sel piramid pada hipokampus dapat dilihat padaTabel 5.4.
Berdasarkan hasil pengamatan, kelompok K1 (169,14 + 27,25) memiliki jumlah sel piramid
yang lebih tinggi daripada kelompok K2 (130,14 + 29,32) dan K3 (128,14 + 39,02). Hasil uji
anova dari jumlah sel piramid pada hipokampus menunjukkan ada perbedaan signifikan
(p=0,049) antar kelompok. Kemudian, dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui
perbandingan antar kelompok, yang menunjukkan pada kelompok K1 terdapat sel piramid
yang secara signifikan lebih banyak bila dibandingkan dengan kelompok K2 (p=0,036) dan
K3 (p=0,029). Sementara antara kelompok K2 dan K3 tidak ada perbedaan yang signifikan
(p=0,909).

Tabel 5.4 Rata-rata dan Standar Deviasi Jumlah Sel Piramid pada K1, K2, dan K3

Kelompok Rata-rata + SD Nilai p
Kelompok 1 169,14 + 27,25
Kelompok 2 130,14 + 29,32%¢ 0,049
Kelompok 3 128,14 + 39,02°
28
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5.1.2.4 Ekspresi BDNF

Hasil pengamatan ekspresi BDNF dapat dilihat pada Tabel 5.5. Berdasarkan hasil
pengamatan, kelompok K1 (85,27 + 19,78) memiliki ekspresi BDNF yang lebih tinggi bila
dibandingkan dengan kelompok K2 (49,57 + 20,90) dan kelompok K3 (36,86 + 28,97).Hasil uji
anova dari jumlah sel piramid yang mengekspresikan BDNF pada hipokampus menunjukkan
ada perbedaan signifikan (p=0,006) antar kelompok. Kemudian dilanjutkan dengan uji LSD
untuk mengetahui perbandingan antar kelompok, yang menunjukkan pada kelompok Ki
terdapat ekspresi BDNF yang secara signifikan lebih tinggi bila dibandingkan dengan
kelompok K2 (p=0,017) dan K3 (p=0,002).Sementara antara kelompok K2 dan K3 tidak ada
perbedaan yang signifikan (p=0,326).

Tabel 5.5 Rata-rata dan Standar Deviasi Jumlah Sel Piramid yang Mengekspresikan
BDNF pada K1, K2, dan K3

Kelompok Rata-rata + SD Nilai p
Kelompok 1 85,27 + 19,78%°
Kelompok 2 49,57 + 20,90>° 0,006
Kelompok 3 36,86 + 28,97°
5.2 Pembahasan

Penelitian ini menggunakan model hewan coba yang memiliki kebiasaan mengunyah
makanan dengan tingkat kekerasan makanan yang berbeda, untuk mendapatkan pengukuran
intensitas mengunyah. Subjek penelitian ini menggunakan tikus lepas sapih, usia 28 hari agar
dapat mengamati respon intensitas mengunyah sejak dini. Hewan coba dibagi menjadi tiga
kelompok, yaitu kelompok kontrol (K1) diberikan makanan standar berupa pellet, kelompok
(K2), serta kelompok perlakuan yang diberikan makanan keras berupa campuran biji-bijian
utuh (K3).

Pada penelitian ini, dilakukan pengukuran berat badan untuk memastikan hewan coba
pada setiap kelompok tumbuh dengan normal. Berdasarkan pengamatan berat badan hewan
coba di awal dan akhir masa penelitian, menunjukkan bahwa terjadi peningkatan berat badan
pada seluruh kelompok. Hasil analisis statistik menunjukkan tidak ada perbedaan berat badan
yang signifikan pada masing-masing kelompok. Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa

tikus memberikan respon yang lebih besar terhadap makanan yang keras. Tikus yang

29
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mendapatkan makanan keras dapat tumbuh dengan normal, tetapi menunjukkan tingkat
pertumbuhan yang lebih rendah, yang ditunjukkan dengan rata-rata berat badan kelompok
makanan keras sedikit lebih rendah, tetapi tidak signifikan secara statistik (Fox, 2007).
Penelitian ini juga memberikan hasil yang sama, sehingga dapat dikatakan bahwa tingkat
kekerasan makanan tidak berpengaruh terhadap pertumbuhan. Penelitian lain juga
membuktikan tidak ada hubungan signifikan antara kemampuan mengunyah dengan Body
Mass Index (BMI) (Indrasari ef al., 2016).

Otot penutup mulut memberikan kekuatan untuk koordinasi saat pergerakan
pengunyahan. Kebutuhan fungsional pada otot tersebut tergantung pada diet dan makanan
sehari-hari. Otot skeletal merupakan jaringan otot heterogen yang tersusun atas serabut
dengan aktivitas myosin dan ATPase yang berbeda, serta memiliki sifat dan kecepatan
kontraksi yang berbeda. Otot tersusun atas serabut miofibril yang terdiri dari filamen tipis dan
filamen tebal. Filamen tebal terdiri dari myosin; dan filamen tipis terdiri dari actin,
tropomyosin dan troponin. Proses kontraksi otot merupakan proses s/iding dari filamen tipis
menuju filamen tebal. Proses sliding tersebut terjadi ketika myosinheads berikatan dengan
actin, dan menggerakkan filamen tipis menuju pusat sarkomer (Ganong, 2010; Hoh, 2002).

Otot terdiri atas tiga jenis serabut otot, yaitu tipe 1 (slow-oxidative); tipe 11A (fast-
oxidative glycolytic); dan tipe IIB (fast glycolytic). Pembagian tipe terkait dengan volume
penyebaran mitokondria pada serabut otot.Proporsi serabut otot dan jenis myosin heavy chain
(MyHC) pada otot masseter dan sifat metabolik dapat bervariasi saat postnatal. Penelitian
sebelumnya membuktikan bahwa pada tikus yang diberikan makanan lunak, menunjukkan
presentase serabut tipe IIA yang lebih sedikit dan serabut tipe 1IB yang lebih banyak pada
lapisan profunda otot masseter. Kebiasaan mengunyah makanan lunak dapat mengakibatkan
stres yang mempengaruhi aktivitas enzim pada otot masseter dan menyebabkan perubahan
aktivitas metabolisme otot, sehingga pemberian makanan lunak dapat mempengaruhi
mekanisme pengunyahan (Ganong, 2010; Hoh, 2002; 1de & Sato, 2006).

Pada penelitian ini, hasil uji memori menggunakan maze radial 8 lengan
menunjukkan tikus pada kelompok K2 dan K3 memiliki kemampuan memori spasial yang
lebih rendah secara signifikan dibandingkan dengan kelompok K. Hasil pengamatan
histologi pada jumlah sel piramid dan ekspresi BDNF pada hipokampus kelompok K1 lebih
tinggi secara signifikan daripada kelompok K2 dan K3.

Untuk menguji kemampuan memori, digunakan uji maze radial 8 lengan dengan
melakukan pengamatan pada 2 hal, jumlah lengan jumiah lengan yang dimasuki untuk

pertama kali dihitung sebagai pilihan benar, dan jumlah tikus memasuki lengan yang sama
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kedua kali dianggap sebagai pilihan salah. Uji mazeradial 8 lengan dapat dilakukan dengan
dua cara, pengamatan working memory dan pengamatan reference memory. Uji mazeradial
dapat dilakukan menggunakan empat hingga tujuh belas lengan, dengan jumlah standar
adalah delapan lengan. Semakin banyak jumlah lengan, semakin sulit uji bagi hewan coba.
Pada penelitian ini, dilakukan uji untuk mengetahui working memory, dengan cara
memberikan umpan pada setiap lengan (Vorhees et al, 2014). Berdasarkan hasil uji yang
dilakukan pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa tikus pada kelompok K1 memiliki
kemampuan memori spasial yang lebih baik bila dibandingkan dengan kelompok K2 dan K3.

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian sebelumnya, yang menyatakan bahwa
pemberian makanan lunak dapat menurunkan kemampuan memori spasial, serta
mempengaruhi morfologi hipokampus yang ditandai dengan jumlah sel piramid yang lebih
rendah (Okihara et al, 2014; Ekuni et al, 2007; Yamamoto et al, 2009). Penelitian lain juga
menyatakan bahwa pemberian makanan cair dapat menurunkan ekspresi BDNF yang
mempengaruhi perkembangan serta survival neuron piramid pada hipokampus sehingga
menyebabkan penurunan fungsi memori (Okihara et al, 2014; Yamamoto ef al, 2008).

Pada penelitian ini, kelompok K3 memiliki kemampuan memori spasial, jumlah sel
piramid, dan ekspresi BDNF yang lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok K1, dan
tidak ada perbedaan yang signifikan bila dibandingkan dengan kelompok K2. Hasil ini
bertentangan dengan penelitian sebelumnya yang mengamati pengaruh pemberian makanan
keras, membuktikan bahwa mengunyah makanan yang keras dapat meningkatkan survival
neuron serta aktivitas Neural Stem Cell (NSC) pada dentategyrus hipokampus, sehingga
dapat meningkatkan kemampuan memori (Akazawa et al, 2013). Tikus yang baru lahir akan
menyusu tanpa ada tambahan asupan air atau makanan lain sampai usia 14 hari. Proses sapih
dimulai dari usia 14 hari dan berhenti menyusu pada usia 30 hari. Selama proses sapih, terjadi
perubahan dari gerakan suckling menuju mengunyah, dan peningkatan aktivitas otot penutup
rahang. Oleh karena itu, frekuensi firing dari motor neuron otot penutup rahang akan
meningkat seiring dengan pertambahan usia untuk persiapan aktivitas mengunyah (Walcher
& Peters, 1971). Penelitian lain menyatakan bahwa kemampuan adaptasi fisiologis organ
akan meningkat sesuai dengan pertambahan usia, sehingga memungkinkan adanya perbedaan
tekanan mengunyah terkait dengan efisiensi otot pada usia yang berbeda (Leong ef al., 2012).

Aktivitas mengunyah merupakan perpaduan pola pergerakan motorik yang terdiri dari
pergerakan rahang, lidah, bibir dan pipi. Pola pergerakan tersebut terus berubah sesuai
dengan feedback sensoris dari rongga mulut. Pola pergerakan yang terbentuk sesuai dengan

tekstur dan kekerasan makanan yang sedang dicerna. Kemampuan mengunyah pada tikus
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dimulai pada akhir minggu kedua postnatal, bersamaan dengan erupsi gigi, tetapi tidak
tergantung pada proses erupsi gigi. Pada tikus, pergerakan saat mengunyah membutuhkan
perintah dari korteks menuju Central Pattern Generator (CPG) di batang otak, sementara
gerakan suckling tidak memerlukan perintah dari CPG (Stricker & Wood, 2004).

Beberapa penelitian menggunakan model hewan coba yang mengalami gangguan
pengunyahan melalui pencabutan gigi (Kawahata et al, 2014; Hioki ez al, 2009), pemberian
peninggian gigit (Yamada ef al, 2013; Ekuni ef al, 2013), serta pemberian makanan lunak
memberikan hasil penurunan fungsi hipokampus, yaitu memori spasial dan kemampuan
learning (Okihara et al, 2014; Tsutsui et al, 2007). Penelitian lain membuktikan bahwa fungsi
memori dari hipokampus yang menurun akibat pemberian makanan lunak dapat ditingkatkan
kembali dengan pemberian makanan keras (Mendes ef al, 2013; Utsugi ef al, 2014). Oleh
karena itu, aktivitas mengunyah memiliki peranan penting dalam menjaga fungsi hipokampus
(Azuma et al, 2017; linuma et al, 2014).

Aktivitas mengunyah memiliki peran penting dalam homeostasis tubuh. Gigi
memberikan sensasi tekan tertentu untuk mengatur tekanan oklusal, informasi kontak intra
oral untuk mengatur bolus makanan, informasi tentang tesktur dan kekerasan makanan, serta
mengatur aktivitas otot untuk mengunyah dan menelan (Kurahashi et al, 2014). Stimulasi dari
aktivitas mengunyah memiliki fungsi penting terkait kesehatan fisik, mental dan sosial.
Kemampuan mengunyah dapat berpengaruh pada status nutrisi, kesehatan umum serta
aktivitas sehari-hari. Pada usia tua, gangguan pengunyahan akibat kehilangan gigi merupakan
faktor risiko demensia, sementara pada usia pertumbuhkembangan, penurunan aktivitas
mengunyah akibat gangguan pengunyahan dapat menurunkan fungsi learning dan memory
(Okihara et al, 2014).

Informasi sensoris dari rongga mulut ditransmisikan melalui rervus trigeminus
sensoris dan berakhir pada korteks somatosensoris. Neuron pada korteks somatosensoris akan
terproyeksi hingga mencapaienthorinal cortex, yang berhubungan dengan hipokampus.
Semakin banyak hipokampus menerima input sensoris perifer dari lingkungan sckitar,
semakin baik fungsi hipokampus. Penurunan aktivitas mengunyah berpengaruh terhadap
morfologi dan fungsi dari hipokampus, yang penting dalam proses learning dan memory.
Penurunan fungsi mengunyah dapat menyebabkan perubahan degeneratif pada
mekanoreseptor jaringan periodontal, sehingga menyebabkan penurunan feedback sensoris
dari ligamen periodontal saat aktivitas mengunyah. Peningkatan stimulus sensoris melalui
environmentalenrichment atau latihan fisik juga terbukti dapat meningkatkan fungsi kognitif
dari hipokampus(Chen et al., 2015; Ono et al., 2010).
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Kekerasan makanan diterima sebagai informasi sensoris oleh mechanoreceptor
jaringan periodontal. Mechanoreceptor jaringan periodontal memberikan informasi tentang
tekanan yang didapat oleh gigi untuk mekanisme feedbackkepada otot pengunyahan,
sehingga dapat mengatur kekuatan tekanan kunyah(Tirker ef al, 2007).

Selain berhubungan melalui jalur neural, aktivitas mengunyah juga dapat
meningkatkan kadar oksigen dalam hipokampus melalui aktivitas otot pengunyahan.
Aktivitas otot pengunyahan dapat meningkatkan aliran darah ke otak sehingga meningkatkan
metabolisme otak (Ericsona ef al, 2011; Heyman et al, 2016). Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh So er al (2017), menyatakan bahwa aktivitas otot yang berlebih dapat
menurunkan kemampuan memori. Aktivitas otot yang berlebih juga terbukti meningkatkan
kadar hormon glukokortikoid yang menurunkan fungsi hipokampus (Inoue ef al, 2015).

Beberapa penelitian membuktikan bahwa penurunan aktivitas mengunyah akibat
kehilangan gigi, memberikan respon yang sama dengan stres, sehingga dapat menyebabkan
berbagai respon pada sistem saraf autonom dan sistem endokrin. Kehilangan gigi
mengaktifkan aksis HPA dan mentransmisikan sinyal pada hipotalamus untuk meningkatkan
pelepasan hormon CRH, yang menginduksi sekresi ACTH dari kelenjar pituitari anterior,
sehingga menstimulasi korteks adrenal untuk memproduksi glukokortikoid pada tikus, yang
berperan sama seperti kortisol pada manusia (Kurahashi et al, 2014). Peningkatan kadar
hormon glukokortikoid akibat gangguan pengunyahan dapat merusak sistem negative
feedback dari aksis HPA, sehingga menambah peningkatan sekresi hormon glukokortikoid
(Azuma et al, 2017). Glukokortikoid bersifat lipofilik, sehingga dapat menembus blood brain
barrier (BBB). Hipokampus memiliki jumlah reseptor glukokortikoid terbanyak, sehingga
menjadi target aksi bagi hormon stres (Chen et al., 2015).

Input pada hipokampus berpengaruh terhadap neurogenesis dan densitas sinaps pada
regio dentate gyrus dan CA; hipokampus. Densitas sinaps tersebut diatur oleh kadar BDNF
(Yamamoto et al, 2008).Ekspresi BDNF ditemukan pada otak mamalia yang sedang
berkembang dan mamalia dewasa. BDNF adalah golongan neurotrofin yang tersebar di
korteks, dengan konsentrasi tertinggi didapat pada hippocampal formation. BDNF memiliki
peranan penting dalam pertumbuhkembangan dan pemeliharaan fungsi otak melalui
menginduksi plastisitas sinaps dan meningkatkan kemampuan learning dan memory (Maass
et al, 2016; Okihara er al, 2014). Tingkat kekerasan makanan berpengaruh pada ekspresi
BDNF pada hipokampus, yang dapat mempengaruhi neurogenesis, kemampuan memori

spasial, proses learning dan perubahan perilaku (Smith e/ al, 2015).
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Pada penelitian ini, terdapat keterbatasan berupa kesulitan dalam memberikan
makanan dengan nutrisi yang sama dengan tingkat kekerasan yang berbeda. Oleh karena itu,
penelitian ini menggunakan jenis makanan yang berbeda sebagai kontrol, yaitu pellet yang
memiliki tingkat kekerasan lebih rendah daripada biji utuh, namun lebih tinggi daripada biji-
bijian yang dihaluskan. Namun, masih terdapat perbedaan kandungan dalam makanan
tersebut. Dengan keterbatasan dalam penelitian ini, maka perlu dilakukan penelitian
selanjutnya dengan menggunakan makanan dengan tingkat kekerasan yang berbeda dan

kandungan nutrisi yang sama.

5.3 Hasil Luaran yang Dicapai

1. Submitted artikel ke jurnal internasional

Judul artikel:

“The Difference of Brain-Derived Neurotrophic Factor Expression and Pyramid Cell Count
during Mastication of Food with Varying Hardness”

Jurnal/ Kuartil:

Joumnal of Applied Oral Science/ Q2

Status:

Sudah melakukan submitted
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BAB7

RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

1. Menunggu Accepted artikel
2. Melakukan penelitian tahap ke dua:
= Melakukan pemeriksaan peran pengunyahan (aktivitas otot) terhadap
indera Rasa Pengecap
= Membandingkan hasil penghitungan jumlah TRCs (taste Receptors Cells)
dengan denganpemberian makanan yang perbedaan
= Melakukan penentuan pemilihan makanan yang dapat merangsang fungsi

sel
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BAB 8
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah aktivitas mengunyah dengan pemberian
makanan standar menghasilkan kemampuan spasial, jumlah sel piramid pada hipokampus
dan jumlah ekspresi BDNF yang lebih tinggi dibandingkan dengan pemberian makanan lunak

dan keras.

7.2 Saran

Saran belum ada karena penelitian “Kemampuan Memori Spasial, Kadar
Kortikosteron dan Ekspresi TIR3 dan TIR! pada Rasa Pengecap Mans dan Umami akibat
Pemberian Makanan dengan Tingkat Kekerasan Makanan yang Berbeda” belum selesai.
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