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RINGKASAN 

PENGARUH ANTIOKSIDAN PROBUCOL TERHADAP KADAR 
MALONDIALDEHIDE (MDA) DALAM DARAH DAN JUMLAH " CIRCULATING 
ENDOTHEL" PADA TIKUS PUTIB YANG MENERIMASTRESSOR 
(Li6k Masla.:hah, Sri Agus Soedjarwo, RaIuDi Sugihartuti) 

elah dilakukan penelitian tentang pengaruh pemberian antioksidan Probucol temadap 

'adar Malondialdehide (MDA) dalam darah dan jumlah "Circulating Endothelu pada tikus 

utih yang menerima stressor. 

ampel penelitian ini menggunakan binatang percobaan tikus albino W~star jantan dengan 

erat badan sekitar 200 gram, umur 3 bulan. 

enelitian ini menggunakan rancangan acak lenglap. VariabeJ penelitian terdiri dari 

ariabel bebas yaitu pemberian stressor dan pemberian antioksidan Probucol, variabel 

rgantuog yaitu kadar Malondialdehide,jumlah sel endotel pada "Circulating Endothel" 

ibat pemberian antioksidan Probucol pada tikus putih yang menerima stressor, dan 

ariabel kemiaJi yaitu tilms berjenis kelamin jantan, umur 3 bulan dengan berat barlan yang 

ragam serta kandang kondisi sama, pakan tikus adalah pakan ayam yang dibuat pellet 

rosedur peneJifian pada penelitian ini meliputi pemberian stressor pada fikus diJakukan 

ngan memberikan beban kerja aktivitas fisik (swimmimg stress) "behavior Despair' 

ngan beban ekor 2 % dari berat badan tikus, kemudian dimasukkan kedalam air. 

rincian mengenai perlakuan temadap masing-masing kelolDpok adalah sebagai berikut : 

elompok kontrol (Pol): 7 ekor tikus banya diberi pelarut obat selama 3 minggu. 

elompok (Po2) : 7 ekor tilrus diberi pelarut obat dan diberi perlakuan stress selama 3 

inggu. Kelompok perJakuan (PI) : 7 ekor tikus diberi Probucol dosis I , 5 mw'ekor dan 

d beri perlakuan stress selama 3 minggu. Kelompok (P2) : 7 ekor tilms diberi Probucol 

d sis n, 10 mglekor dan diberi perJakuan stress selama 3 minggu. Kelompok (P3) : 7 ekor 

ti diberi Probucol dosis ill, 20 mglekor dan diberi perlalruan stress selama 3 minggu. 

iii 
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enetapan kadar Malondialdebide dalam darah dilakukaa dengao metode "EpsiDosa 

ansila 1973 C( sedangkan pemeriksaan jmnlah --Circulating Endothel" mengguoakan 

and RosBJDan 1973 yang dimodifikasi dan dikembangkan oleh 

ata yang terbmpul dari pemeriksaan Icadar Malondialdehide (MDA) dan jmnlah 

'Circulating EndotheJ" dianalisis dengan uji anaIisis varian (Anava). Bila terdapat 

erbedaan diantara kelompok perlakuao, dilanjutkan deugan uji LSD. Untuk melibat 

relasi kadar MDA dalam darah dengan jmnlah "Circulating Fndothel " diguoakan uji 

relasi dengan "Seater plof- . Untuk meogetahui ap~ koefisien korelasi suatu sampel 

. suatu perJakuan tidale teJjadi karena suatu kebetulan saja dilakulam tUi" r cc (rho). 

asH penelitian dan analisis statistik mentmjukkan pada kelolDpok kontrol (pol) jib 

d bandingkan dengan kelompok stressor (Po2) rata-rata kadar MDA memmjukkan 

p ningkatan yang bermalma pada P < O,OS, ke)ompok kontroJ (pol) dibandingkao dengan 

k lompok stressor yang diberi antioksidan Probucol pada berbagai dosia ( Pl,P2,P3) 

nWljukkan pen1D1Dlan kadar MDA yang bermakna pada P< O,OS. Kelompok stressor 

02) dibandingkan dengan kelompok stressor yang diberi antioksidan Probucol pada 

b rbagai dosis (Pl,P2,P3) mentmjukkan penurunan kadar MDA yang bermalma pada 

P 0,05. Sedangkan jmnlah "Circulating Endothel" memmjukkan pada kelompok kontrol 

ol} jika dibandingkan dengao kelompok stressor (p02) rata-rata jwnlah cCCirculating 

dolbel " memmjukkao peningkatan yang bermakna pada P<O,05. KeJompok komol (pol) 

di andingkan dengan kelo~ok stressor yang diberl antioksidan ProbucoJ pada berbagai 

d sis (PI) menunjukkan perbedaan yang bennalma pada P<O,05 d;m deu~ (P2,P3) tidak 

m nunjukkan perbedaan yang benn~ P>O,05. Kelompdk stressor (Po2) jika 

di andingkan dengan kelompok stressor yang diberi antioksidan Probucol pada berbagai 

~dcat dosis (Pl,P2,P3) memmjukkan perbedaan yang bennaknapadaP>O,OS. 

K reJasi antara kadar MDA dalam darah dan jmnJah "Circulating Endothel" = 0,719. 

ungan kadar MDA dalam darah deogaD jumlah "Circulating Eodothel" deogan uji 

iT 
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"r"(rho) hasiJnya menuqjukkan HI diterima pada P,0,05. Model regresinya y= 2,49 + 
2,07x. 

Kesimpulao dari Penelitiao ini adalah pemberi8ll stressor pada tikus putih dapat 

menyebabkan peningkatan leadar MDA dalam darah dan "Circulating Endothel". 

Pemberian Antioksidan Probucol dosis 5, 10, 20 mglekor dapat menyebabkan penunman 

kadar MDA danjumlah "Circulating Endothel" pada tikus putih yang menerima stressor. 
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SUMMARY 

THE EFFECf OF ANTIOXIDANT PROBUCOL ON BLOOD MALONDIAwEHYDE 
(MDA) LEVEL AND TOTAL CIRCULATING ENDOTHELIUM IN RATS EXPOSED 
TO STRESSOR 

Lilik Maslachah, Sri Agus Soedj8IWo, Rahmi Sugihartuti 
Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University 

The influence ofsntioxidantProbucol administration on blood malondialdebyde (MDA) 

level and total Circulating endothelium in rats exposed to stressor has been studied 

Sample were 3 months old male Albino Wistar Rats with body weight of about 200 gram. 

his study used complete random design. Variables consisted of independent variables, 

i.e., stressor and antioxidant Probucol administration., dependent variables i,e., 

aloudialdehyde level, total circulating endothelium caused by antioxidant Probucol 

inistration in rats exposed to stressor, and control variables i,e., mwe rats about 3 

oWlths old with s~miJar body weight, fed wih chicen food pellet produced by PT Charoen 

okphand ,and placed in cages with similar condition. 

rocedures used in this study was done by exposing the rats to stressor, i,e., by giving 

C ehavior despair", a physical activity working load ( swimming stress) with tail load as 

uch as 2 % ofrats body weight Rats were then put into the water. Details oftreabnent to 

e ch group were as follows: Control groups consisted of Pol Group of 7 rats that were 

g en per oral Probucol solutio for 3 weeks, and P02 Group of 7 rats that were given 

P obucol solution and stress behavior for 3 web. Treatment groups consisted ofPl groups 

o 7 rats that were given Probucol dose I (5 mglrat) and stress behavior for 3 weeks; P2 

oup of 7 rats that were given Probucol dose n (10 mglratO and stress behavior for 3 

w eks;and P3 Group of 7 rats that were given Probucol dose m( 20 mg/rat) and stress 

vi 
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Blood MaIondiadebyde level determination was done using ccEpsinosa mausiJa 1973" 

methode, while total circulating endotheliwn examination was done using ccHladovic and 

Rossman 1973 cc method, modified and developed by Widjayanto (1996) 

Data collected from malondialdehyde (MDA) level examination and Circulating 

endothelimn was analyzed usiD8 variance analysis (Anava). When the defference between 

treatment group was found, the analysis was continued using LSD test To find whether 

correlation test with "Scarter plof' was used, and "r" (rho) test was used to find wether 

correlation coefficient of sample in any trea1ment occUlTed due to coincidence. 

esults and statistical analysis showed that there was a significant increase of mean MDA 

evel (P,O,O.5) in control group (Pol) than in stressor group (po2). Significant decrease of 

A level (P<O,05) was found in control group (Pol) than in stressor group with 

ioxidant Probucol in various doses (Pl,P2,P3), while MDA level decreased 

ignificantly (P<O,O.5)in stressor group (P02) than in stressor groups with antioxidant 

obucol in various doses (PI,P2,P3). 

addition, result and statistical analysis also showed that mean Circulating endothelium 

j lcreased significantly (P<0,05) in control group (pol) than in stressor group (P02). 

omparison between control group (POl) and stressor group with antioxidant Probucol in 

Brious doses (PI,P2) showed significant difference (P<o,05), and with (P3) showed no 

s gnificant difference (P.>0.05). Stressor group (p02) , compared to stressor with 

tioxidant Probucol in various doses (PI,P2,P3) , showed significant difference (P<0,05). 

It can be concluded that stressor administration to rats may increase blood MDA level and 

circulating endothelium. Administration of antioxidant Probucol with dose of 5,10,20 

'rat may decrease MDA and total circulating endothelium in rats exposed to stressor. 
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1.1 Latar Belak.ang Masalab 

BABI 

PENDAHULUAN 

DaJum keadaan yang semakin komplek menjeiong era globaJisasi dan adanya 

lekan81l kesulitan hidup yang semakin herat saal ini membuat banyak orang tidak 

dapat beradaptasi. yang akhimya akan mernpengamhi keseimbangan (homeostasis) 

didalruu tubuhnya, yang pada keadaan kronik dapat menimbulkan gangguan terbadap 

sistem organ dengan tingkatan yang berbedaMbeda Makhluk hidup akan memberikan 

respon terhadnp pengaruh lingkungan hidupnya, respon ini dimaksudkan untuk 

menjaga kondisi homeostasis individu lersebut. Tetapi lingkungan hidup tidak 

sclamanya bersahaba~ bila lingkungan tidak dijaga dengan baik malm akan menjadi 

sumber mau penyebab stress (stressor). Stress merupakan suatu respon dari organisme 

terhadap suaiu rangsangan fi siko kimia, somatik. psikis. psikososiallmltural dan lain-

1..011, iI~ tefoge Jlitas rangsangan dapat berasal da1'i lua1' atau dalam orgnnisme itu 

sendiri (Covelli > (992). 

BiJa b~blUI rnngsfUlg~Ul yang diberikan melebihi batas ambang. maka akan 

menimbulkan respon stress, yaitu respon yang terjadi pada saat individu tidak mampu 

IIhmgalasi beban fi sik atau psikologik (Riley. 1981). Latihan fi sik bcrat bisa 

merupakall s l.r~ssor yang dapal menyebabkan seseorang berada dolrun kondisi yang 

patologik (Clmndrasoma, Taylor, 1991). 

Studi terbaru mellunjukkan bahwa kejadian depres i. hipertensi dan penyakit 

:U1tung, adaJah penyakit yang diperkirakan ada hubunsannya deugan respon stres 
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yang memegang perman penting dalam masalab kesehatan (Atkinso~ et aI., 1993). 

Selama latihan fisik yang berat dapat dilepaskan radilcal bebas yang salah 

satunya berasal dati xanthine oxida yang terdapat dalam sel endotel pembuluh darah 

kapiJer. Xanthine oxida diJaporkan terlibat dalam sejumlah penyakit tennasuk 

kernsakan jaringan selama iskemia pada usus, paru, o~ jantung dan otot nmgka 

xanthine oxidase mengalami oxidasi menghasilkan hipoxanthine ~ 

xanthine ~ asam ural. Selama stress metaboJik xanthine debidrogenase berubah 

secara reversibel dan itTeversibel menjadi bentuk enzim xanthine oxidase dan 

peningkatan pembentukan AMP yang barus dieJiminasi secara terus-menems dan sel. 

Penumpukan AMP ini menyebabkan hipoxanthine menumpuk pada infra dan eksfra 

seluler yang menyebabkan aktivitas enzim xanthine oxidase semakin tinggi. Peranan 

xanthine oxida sebagai penghasil radikal oksigen sangat besar seloma stress oxidatif 

karena erek xanthine oxida memperkecil hambatan kerusakan jaringan. TeJah 

dilaporkan juga bahwa aktivasi neutrofil disebabkan oleh perubahan xanthine 

dehidrogenase menjadi xanthine oxidase pada sel endotel, dan penyumbatan dapat 

terjadi karana akumulasi dan adbesi neutrofil pada dinding endotel dan jaringan yang 

lain dan dalam waktu yang lama dapat menimbulkan iskemia dan nekrosis sel 

(Sjodin. Westing> Apple .1990). 

Endotel mempunyai peran yang sangal penting dalam meqjaga integritas 

embuluh darah. Pada keadaan normal mediator vasodilatasi pam pembuluh darah 

alah EDRF (Endothelium-Derive Relaxing Factor) dan ProstasikJin. EDRF tidak 

anya bekerja untuk dilatasi otot polos pembuluh darah. tetapi juga berperan 

engbambat proliferasi otot pol os, agregasi platelet, merangsang disagregasi platelet 
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dan menghambat adhesi platelet pada pennukaan endotel. Selain itu juga EDRF 

bekeJja sebagai agen 8Iltiin1Jamasi dengan meoghambat adhesi dari monosit dan 

neutrofil pada pennukaan endotel dan bekerja sebagai anti oksidan. EDRF dapat 

mencegah oxidasi WL sebagai mediator oxidasi atherogenik, yang ditunjukkan 

dengan EDRF bekerja menghambat atherosklerotik. Proses fdherosklerotik 

disebabkan oleh peningkatan dan akumulasi LDL (Low Density Lipoprotein) pada 

rwmg subendotel. Dengan menurunnya peJepasan EDRF peranan perlindungan 

terhadap endotel juga menurun sehingga sel aktif meningkatkan proses atherogenesis 

yang prosesnya diperantai oleh peningkatan oxidasi dari LDL dan stress oksidan 

dalam dinding pembuluh darah (FIavahan and Vanhoutte , 1995). 

Endotel merupakan target organ salah satu penyakit yaitu hipertensi. hal ini 

terjadi karena adanya atherosklerotik pada pembuluh darah. Hipertensi merupakan 

faktor risiko pada morbiditas dan mortalitas untuk peyakit kardiovaskuler (Luscher 

and Tanner ,1993). 

Perbaikan fungai endotel dengan pemberian terapi antioksidan belum banyak 

diketahui. Probucol sebagai obat dislipidemia mempunyai efek antioksidan yang 

dopa! menghambat proses atherogenik karena adanya oxidasi LDL pada dinding 

pembuJuh darah arteri, sehingga dapat menghambat ateroma yang tidak tergantung 

efeknya pada lemak darah (Opia , 1991). Radikal bebas mempunyai kemampuan 

untuk inaktivasi EDRF atau berinteraksi dengan transduksinya yang dapat dicegah 

atau dihambat oleh antioksidan Probucol, disamping itu antioksidan Probucol dapat 

meningkatkan pelepasan EDRF (Evans •. and Bruckdorfer • 1992). 
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Probueol sebagai antioksidan yang poten berpengaruh terhadap AOEs 

(Antioxidant Enzy11Z/!) dan kadar MDA pada tikus yang mengalami nefrektomi 

subtotal pada tingkat kronik Hal ini menunjukkan bahwa terapi dengan Probucol 

sangal oyata pada gaogguan fuogsi renal yang dihubuogkao deogan kemampuanoya 

mempertahankan pertahanao glomerular AOEs (Z tang, D Ii, L Li, et al., 1996). 

Probueol dapat meourunkan kadar basal VCAM-l, MCSF sangal n~ basil 

ini meodukung bahwa VCAM-l, MCSF memainkan perao penting dalam proses 

atherogenesis dan diyakini bahwa antiatherogenik dari Probueol mempunyai peran 

penting (J Fmebis. et at., 1997). 

DeogaD merujuk pada fakta diatas peoulis meoeoba menggunakao antioksidan 

Probueol untuk mencegah disfungsi eodote} yang disebabkan oleb adanya stressor. 

1.2 Rumusan Masalah 

Dan latar belakang permasalahan yang diuraikao sebelumnya, permasalahao 

dalam peneliti80 ini dirumuskan sebagai berikut: 

1. Apakah pemberian antioksidan Probueol dapat menghambat peningkatan kadar 

Malondialdehide tikus putih yang menerima stessor ., 

2. Apakah pemberian antioksidan Frobueol dapat menghambat peningkatan jumJah 

"CirculaJillg Endothef' tikus putib yang menerimastressor" 
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1.3 Bipotesis 

Berdasarkan permasalaban dan tinjauan teori diIYukan hipotesis sebagai berikut 

1. Pemberian antioksidan Probucol pada tikus putih dapat menghambat peningkatan 

kadar Malondialdehide pada tikus yang menerima stressor. 

2. Pemberian antioksidan Probucol pada tileus putih dapat menghambat peninglcatan 

jumlah "Circulating Endothel" pada tilcus yang menerima stressor. 
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1.t.Stress 

BABII 

TINJAUAN PUSTAKA 

Stress merupakan suatu keadaan yang esensial 1Dltuk kehidupan, rioya 

tanpa stress kehidupan itu juga akan berhenti. Bila kehidupan tidak terpenuhi, baik 

fisik ,psikis maupuo sosial maka akan teJjadi gangguan keseimban~ lalu ada 

upaya untuk mengembalikan keseimbangan yang terganggu maka keadaan ini 

dinamakan stress. Sumber stress bersifat holistik, demikian pula stress artinya 

punya dimensi fisik, psikik maupun sosial (Handoko, 1999). 

Latihan fisik merupakan pemberian beban fisik bagi tubuh yang teratur. 

terprogram dan memenuhi prinsip latihan, sehingga fungsi-fuogsi sistem tubuh 

tetap faaJi. Tetapi bila beban yWIg diberikan melebihi batas ambang. maka akan 

menimbulkan respon stress, yaitu respoo yang terjadi pada saat iodividu tidak 

mampu meogatasi beban fisiko Latjbuo fism yang menimbulkan respon stress 

merupakan suatu stressor (Riley, 1981). 

R.eaksi stress sebenamya adalah suatu reaksi daripada faktor-faktor 

pembebanan. Selain itu tidak semua iodividu mempuoyai reaksi stress yang sarna, 

karena itu Buatu keadaan dinamakan stressor tergantung juga pada bagaimana 

individu meoaosgapi kejadian tersebut Orang bisa mengatasi stressnya akan 

meojadi semakio matang dan kuat, sebaliknya akan meojadi sakit, misalnya 

timbul gangguan cemas. depresi.. psikosis atau gangguan medik lainnya 

(Notosoedirdjo, 1998). 

6 
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1.1.1 HubUlllan Stress Deillan Penyakit 

Selama latihan dengan intensitas tinggi aliran oksigen kedalam sel otot 

rangka meningkat sangat besar, bersamaan dengan ini kebutuhan ATP yang 

berlebihan dan lebih cepat dari pada pembentukan ATP. Pada stress metabolik, 

didaJam sel dapat terjadi beberapa perubahan biokimia, yaitu peningkatan 

kecepatan pembentukan radikal bebas dari semiquinone dan xanthine oxida. 

Peningkatan pembentukan radika1 bebas yang sangat cepat ini. yang melebihi 

kemampuan kapasitas dari sistem pertahanan seluler akan menyebabkan serangan 

dari radikal bebas pada membran sel sehingga dapat menimbulkan hilangnya 

pemliabilitas dan nekrosis sel serta dapat menyebabkan kerusakan otot rangka dan 

iuflwnasi yang teIjadi dari reaksi kimia pada tingkat subseJuler. Radikal bebas 

dihasilkan oleh kerusakan dalam sistem metabolik akibat "stress oksidoJil', dan 

pembentukan radikal ini kemudian dapat menimbulkan proses traumatik didalam 

jaringan yang diawaJi dengan reaksi kimia berantai seperti peroksidasi lipid 

(Sjodin, et aI., 1990). 

1.1.1 Mediator Yan~ DilepaskanPada Keadaan Stress 

Peranan xanthine oxidase sebagai penyebab kerusakan jaringan melalui 

pembentukan radikal oksigen dimulai dari proses katalisis xanthine oxidase pada 

oksidasi hypoxanthin meqjadi xanthine, juga pada oksidasi xanthine menjadi asam 

w·at. NAn + digunakan sebagai pemberi elektron dalam reaksi mi. Basil oksidasi 

xanthine dehidrogenase ini menggunakan molekul oksigen (02) dari NAD+ 

ilebagai pemberi elektron. MoJekuJ oksigen ini direduksi dan membentuk radikal 

superokside anion (02') (Sjodin, et al" 1990). 
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Seiring dengan perubahan xanthine dehidrogenase meqiadi xanthine oxidase 

iJelama stress metabolik, sistem adenylate kinase digunskan untuk menghasiJkao 

ATP dan AMP dari 2 molekul ADP (Gollnick, 1986). HasH kedua dari reaksi ini 

salah sahmya adalah AMP yang fuogsinya sebagai inhibitor yang terns menerus 

dieliminasi dari sel. Pemecahan AMP menyebabkan hipoxanthine menumpuk 

dalam intra dan ekstra seluler dan akhimya menyebabkan aktivitas xanthine 

oxidase meningkat (Van Bilse~ et ai .• 1989). 

Xanthine oxida sebapi pembentuk radikal bebas oksigen selama stress 

oksidatif memberikan ef8k hambatan minimal terhadap kerusakao jaringan juga 

perubahan xanthine debidrogenase menjadi xanthine oxidase dapat mengaktifkan 

uttufrofil (Massey, et aI., 1970). 

Radikal Superokside anion (~') mempunyai efek toksik terhadap sel stan 

jaringan yang ringan tetapi adanya akwnulasi radika1 superokside anion dapat 

juga berperan terhadap patogenesis kerusakan jaringan yang diikuti oleh 

mobilisasi dan aktivasi sel inflamasi. Transport 02' melalui chanel anionik dari sel 

membran ferjadi dalam intraseluler tempat dimana ferjadi reduksi feritin yang 

menghasilkan radika1 hidroksil (HO') yang dibentuk dari ~O:! melalui reaksi 

dismuiase (Ward, er ai .• 1988), 

2.1.3 Peranan Xanthine ODda Selama Pemberian Stressor 

Peranan xanthine oxida sebagai pembentuk radikal oksigen selama stress 

metabolik dapat juga terjadi pada hewan yang mengalami iskemia. Akumulasi 

AMP menyebabkan meningkatnya hipoxanthine dalam otot rangka dan plasma. 

Sel8lljutnya bipoxanthine diubah menjadi asam ural melalui xanthine oxidase 

selama latihan dengan intensitas tinggi. Kadar asam ural yang tinggi yang 
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dihasilkan selama latihan menunjukkao bahwa xanthine dehidrogenase aktif 

karena xanthine dehidrogenase juga menyebabkan sumber asam urat pada waktu 

istirahat. Penurunan kadar ATP intraseluler dan adanya akumu1asi hipoxanthine 

dan asam WlIl dalam plasma sebagai implikasi kelelahan latihan akibat stress 

metaboJilc seperti juga pada iskemia (Rubayi, and Vanhoutte~ 1986; Sjodin,et al., 

1990). 

Selsma kelelaban lati~ pembentukan ATP terganggu, bokan karena 

kekurangan oksigen tetapi karena kecepatan pembentukan ATP yang tidak 

seimbang dengan pemakai8ll A TP yang sangat tinggi sehingga menyebabkan 

penurunan ketersediaan ATP di dalam set Oleh karena ito pada perubahan 

xanthine dehidrogenase menjadi xanthine oxidase, oksigen terus menerus 

direduksi menjadi superokside anion (Stainsby, et al., 1989). 

2.1.4 Stress Oluidatif 

Apabila perlahanan antioksidan tubuh tidak betul-betul eieJctU: malta dapat 

menyebabkan peniogkatan pembentukan radikal bebas. Hal ini akan meng

akibmkan kerusakan jaringan yang sering dinyatakan sebagai stress oksidatif 

Stress oksidatif dapat ditimbulkan oleh panas, trauma, sinar ultraviolet, 

ultrasound. infeksi, radiasi, f8Cun, olah fB8Il berlebih, iskemia yang dapat 

menyebabkan kerusakanjaringan dan selanjutnya dapal menimbulkan : 

1. Fagositosis dan aktivasi yang dapat menghasilkao : OJ··, HaOJ, NO·, HOCI. 

2. Pelepasan asam arakhidonat, pembentokao enzim peroksidase oleh aktivasi 

~nzim lipoksigenase, sildooksigenase. 

3. Pelepasan ion metal dari protein penyimpanan dan transport (Fe, Cu) akan 

merangsang pembentukan OH·, 
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4. Pelepasan protein beme, yang akan bereaksi dengan peroksidase dan 

melepaskan ion Fe2+. 

5. Oangguan pada pertahaD8D antioksidan (misalnya kehilangan glutation dari 

sel). 

Stress oksidatif dapat merusak sel-sel, dan menimbulkan penyakil Jadi 

kegagalan sistem antioksidan tubuh akan menyebabkan perlindungan temadap 

serangan antioksidan bilang (Wijaya. 1996), 

2.2 Radikal Debas 

2.2.1 Macam-macam Radikal Debas 

Oksidan dapat berasal dari luar tubuh ( eksternal oksidan ) misalnya berupa 

bahan pencemar (pollutant), obat-obat~ asap rokok, kelcurangan nutrisi, radiasi 

sinal' gwwna, UV, sedangkan oksidan yang terbentuk dalam tubuh sendiri 

(internal oksidan ) seperti misalnya H202 dU. Oksidan yang terlibat daJam 

berbagai proses patologis sebasian besar merupakan oksidan endogen yang 

terbentuk dalam tubuh kita sendiri, yang disebut sebagai senyawa oksigen reaktif 

(R~actiV€ Oxygen Compound. ROC. atau Reactive Oxygen SpeEies, ROS). ROS 

sebagian berbentuk radikaJ seperti radikaJ hidroksiJ (OH'), radikal peroksiJ ("OOH) 

dan superoksida (*<h'), sebagian Jagi bukan radikaJ : hidrogen peroksida CH202), 

anion hipoklorit (CIO-) dan oksigen singlet e~) (Swyohudoyo .1997). 

Dalum keadaan fisioJogis peristiwa ini terjadi di mitokondri~ rnelalui apa 

yang disebut rantai respinfii, Pada peristiwa ini NADH bertindak sebagai senyawa 

pelepas elektron. Dari keempat senyawa oksigen reaktif H20 2 dan O2 merupakan 

senyawa induk untuk terbentuknya senyawa-senyawa reaktif yang lain. Diantara 
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senyawa-senyawa oksigen reaktif; radikal hidroksil (OH) merupakan senyawa 

yang paling reaktif dan oleh mena itu paling berbabaya (Wijaya, 1996; 

Suryohudoyo.1997). 

Gambar 1. Hubungan antara berbagai senyawa oksigen reaktifyang Jain 
(Sumber: Gutteridge, et aI .• 1990; SUl)'ohudoyo, 1997). 

2.2.1 'aktor.'aktor Yang Mempengaruhi PeJepasan Radikal Bebas 

Radikal bebas secara berkesinambungan dibuat oleh tubuh kita melalui: 

1. Reaksi redok biokimiawi yang melibatkan oksigen, yang merupakan bagian 

dan metabolisme sel normal. Superoksida dibuat dengan menambahkan satu 

elektron pada molekuI oksigen. Superoksida ini dibuat secara tidak seng~a, 

dimana banyak molekul dalam tubuh bereaksi langsung dengan oksigen untuk 

membentuk superoksida contohnya Katekolamin, Tetrahidrofolat dan lain-

JaiJL Superoksidajenis ini tidak dapat dihindarkan. 

2. Proses fagositosis, yang merupakan bagian dan reaksi inflamasi yang 

lerkontrol. Proses fagositosis ini akan menghasilkan sejumlah besar 

superoksida sebagai bagian dari mekanisme yang bertujuan untuk membunuh 

mikroorganisme asing. Pada inflamasi kroms mekanisme perlindungan normal 

ini akan bersifat merusak. 
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3. Reapons terhadap radiasi, BlDar ultraviolet, polusi lingkungan, merokok, 

olahraga yWlg berlebihan dan iskemia Radiasi elektromagnetik dengan 

panjang gelombang rendah (misalnyn sinar gamma) dapat memecah air dalam 

tubuh untuk menghasilkan rndikal Hidroksil (OH·), rndikal ini akan 

menyernng moleknl yang berdekatan densannya, dan dopa! menimbulkan 

reaksi berantai 

Jadi setiop rndikal beb .. yang terbentuk oloh tubuh dopat momulai suntu 

feaksi berantai yang akan terus berlanjut sampai radikal bebos itu dihilnngkan 

oteh radikaJ bebas yang lain dan lebih penting oleh sis1em anlioksidan tubllh 

(Evan, and Bruedorfer, 1992; Wijaya, 1996). 

2.2.3 Implik.sl R.dik.I neb •• rerh.d.p Berb'gat Penyaklt 

ROS merupaknn senyawa oksigen reaktif dan semuanyn merupnkan oksidnn 

yang sanga! kuat, walaupun derajat kekuatannya berbeda-becla Dampak aktivitas 

oksidan dapat sanga' luBS. dan sering mekanisme molekulernya masih belum 

diketahui secarajelas. Padadammya semuaoksidan dapat bereaksi dengan semua 

sellyawa yang dapat melepnskBIl elektron., le tapi yang paling penting adalah 

reaksinya terhadap liga jenis senyawa yang berfungsi untuk mempertahankrul 

ifll~grilas sel yait ll : 

1. Asaro lemak khu9usnya asam lernak takjenuhjamak (Polyunsaturated Fatty 

~kid, PUPA) yang merupakan komponen rnembran se l. 

2. DNA yang merupakan pernJlgka( genetik se l. 

3. Protein yang melaksrumkan berb<l8ai peran penting sepel1i : enzim, reseptor, 

antibodi dan pembentuk matrik ekstra se l serta sitoskeleton. 

PERf~nAKAAN 1\.11 L IK -I 
hlVEHSJ f.\,5 a ' ~ I_ \NOOA 

"-__ S-.:U_' 1: -" . j ,' ... _. 
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Di8lltara seoyawa oksigeo reaktif, radikal bidrokBii merupakan seoyawa yang 

paling reaktif; karena itu paling berbahaya dan dapat merusak tisa jenis senyawa 

yang penting uotuk mempertahankan integritas sel (Evan, and Brucdorfer, 1992; 

Wjjaya, 1996; Suryohudoyo, 1997). 

1. Dampo. Terlladap A.a. Lemak Tak JeDub Jamak (PUlA) 

Kompooen terpenting membran sel adalah fosfolipi~ glikolipid dan 

kolesterol. Dua komponen pertama men,gandung asam talc jenuh jamak 

(Polyunsaturated Fatty Acid, PUPA). Justru asam-as8JD tak jenuh ini (Hnoleat, 

linolenat, arakidooat) dan asam-asam talc jenuh turunannya: asam eikosahek 

saenoat dan asam dokosahek saenoat sangat rawan terhadap BerangaD radikal, 

terutama radikal hidroksil. RadikaJ hidroksil dapat menimbulkan reaksi rantai 

yang dikenal dengan nama lipid peroksidasi : 

LH --'OH --I~~ V+H20 
Radikal 

lipid 

L'+02 - ... ~~ LOO' 
Radikal 

Peroksilipid 

LOO'+LH "LOOH+L" 
Lipid 

peroksida 

Akibat akhir dari reaksi rantai ini adaJah terputusnya rantai karbon &sam lemak 

yang menghasilkan berbsgai senyawa antara lain aldehid-aldehid seperti 

malondialdehid (MDA), 9-bidroksi nonenal serta senyawa hidrokarbon seperti 

~tana (C2~), pentana (CSHI2) yang bersifDt toksik terbadap sel. Dapat pula terjadi 

ikatan silang (cross linking) antara 2 rantai asam lemak yang timbul karena reaksi 

antara dua radikal : 
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Rt·+R2· ~ RrR2 

ilemua ini mengakibatkan kerusakan parah pada membran sel, sehingga 

membahayakan kebidupan sel (Ev~ and Brucdorfer, 1992; Wijaya, 1996; 

Suryohudoyo, 1997). 

z. Dampllk Terhadap DNA 

Radikal hidrobil dapat menimbulkan berbagai perubahan pada DNA yang 

antara lain berupa hidrolcsiJasi basa timin dan sitosin., pembukaao cincin pmio dan 

pirimidin serta terputusnya rantai fosfodiester DNA Bila kerusakan tak terlalu 

parah. maka masih dapat diperbaiki oleh sistem perbaikan DNA (DNA repair 

system). 

Akau tetapi jika kerusakannya terlalu parah, misalnya rantai DNA terputus 

di banyak tempm, maka kerusakan ini tRk dapat diperbaiki, akhimya sel mati. 

Pada perbaikan DNA, nukleotida yang basanya rusak, dapat diganti namun sering 

talc sempurna, sehingga te1jadi mutasi. Bila mutasi ini teJjadi pada jenis gen 

khusus, yaitu proto~onkogen atau anti onkogen mw dapat menimbulkan kanker. 

Rantai DNA yang terputus dapat disambung kembali, tetapi penyambungannya 

sering kunmg sempmna sehingga teIjadi delesi &tau translokasi (Ev~ and 

Brucdorfer.1992~ Wijaya, 1996; Swyohudoyo. 1997). 

3. Dampak T erhadap Protein 

Olcsidan dapat merusak protein karena dapat bereaksi dengan asam amino 

penyusun protein, khususnya asam amino sitein yang mengandung gugusan 

Bulfidril (-SH): 

RSH+·OH ~ RS'+H20 

RS + RS· ~ R-S-S-R 
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Pembentukan ikatan disulfida (8-8) menimbulkao ikatao intra maupun antar 

molekul protein sebingga protein kehilangaD fuogsi biologisnya (Misaloya emm 

kebilangan aktivitasnya). Protein dapat juga bereaksi dengan aldehid basil 

peroksidasi lipid sehiogga meDimbulkan apa yang disebut AGE (Advanced 

G(vcosy/ated Endproducts) yang dapat merusak fungsi biologis protein (Evan, and 

Brucdorfer, 1992; Wijaya, 1996; 8uryohudoyo, 1997). 

2.2.4 Mekanisme Keraswn JariDcan Akibat R.adilla. Bebas 

(Jarasch, et al., 1981; Bruder, et aJ.. 1982) didalam (Ward, 1988) 

mengatakan bahwa Xanthine oxida terdapat dalam sel endotel dan sebagai Bumber 

radikaJ superokside anion (O:!l Kemudian 02- memerlukan besi dan bersama

sarna dengan H:z02 menyebabkan kematian sel endotel melaJui reaksi fenton 

menghasilkao pembentukan radika1 hidroksil (HO·) yang dapat meng-aktitkan 

neutrofil sehingga. dapat meningkatkao kemampuan neulrofil untuk membunuh sel 

endote!. 

Produk-produk oksigen yang dihasilkan menyebabkan peJepasan epitel dan 

sel endotel dari membran dasar yang menimbulkao kerusakao atau gaogguan 

penneabilitas (HarJ~ et aJ .• 1981). Kemampuan makrofilg untuk menghasil-kan 

radikaJ oksigen dengan meJepaslam sitokin ioterleukin (lL-l) dan tumor necrosis 

factor (TNF). IL-I dan TNF dapat secara langsung mengawaJi produksi oksidan. 

Sitokin ini akan meningkatkan radilcal olcsigen sebagai perantara kerusakan. 

Kontak sel endote) dengao IL-l dan TNF menyebabkao pembahan daJam Bel 

endotel seperti peningkatan kepekaan terhadap radikal oksigen sebagai peraotara 

kerusakao jaringan dengan aktivasi neulrofiJ. Kerusakan sel endotel teljadi dengan 

adanya H202 dan besi. Kemampuan sitokio untuk mempengaruhi kepekaan sel 
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endotel terbadap kerusakan brena makrofBg mempunyai efek positif terbadap 

neufrofil yang secara bersamaan menyebabkan kerusakan jaringan (Ward, et aJ 

1988). 

Penyebab kerusakao 
jaringan 

- Panas 
• Mekanis (trauma) 
• Infeksi 
- Radiasi 
• Suara tinggi 
• Racun 
- KchiJangm <h 

(lScbaemia) 

kematian 8el, 
kerusakan 
membran 

pelepas&n ion 
logam tansisi 

1 
aktivasi dari peningkatan 

sikloobigenase ---.. peroksidasi lipid 
dan Jipoksigenase daJamjaringan 

~// 
memberikan 
kontribusi 
nyata pada 
kerusakan 

meluas 

Fenomena tidak 
berarti dari 

kerusakan jarin3an 

Gambar 2. Penyebab kematian sel karena peningkatan reaksi radikal bebas 
dalamjaringan (Somber: Outteridge, et m., 1990 ). 

2.3lndotel 

2.3.1 Ji'DDgsi Bndotel Pada Sistem Biololis. 

Se! endoteJ mempunyai peraoan sangat penting dalam menja,ga fungsi 

fisiologis normal dari dinding pembuluh ~ jika sel ini menjadi disfimgsi 

maka akan terjadi perubaban patofisiologi dalam pembuluh darah. 

Dalam keadaan normal endotel memainkan penman penting daJam 

melindungi dan menjaga fungsi fisiologis dari dinding pembuluh darah, 

menghambat konCraksi dan juga migrasi dan pertumbuhan dari Bel of of polos 

pembulub darah. Juga ~f menghambat proses koogulasi dan merangsang 
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pelarutan gumpal8ll yang telab dibentuk di dalam lumen (Fibrinolisis). Endotel 

juga mempunyai penn penting sebagai anti infIamasi dan mengatur adhesi dan 

migrasi sel iuflamasi kedalam dan menembus dinding pembuluh darah juga aktif 

dalam mengatur funpi organ (Flavahan, and Vanhouten, 1995). 

Sel endotel dapat meJepaskan bennacam-macam mediator vasoaktif yang 

diaktivasi oleh berbagai nmgsangan. Pada kondisi normal mediator vasodilator 

yang dilepasJam adalah "Endothelium Derived Relaxing Factor' (EDRF, NO stau 

NO donor) dan prostasiklin. Prostasiklin menyebabkan relaksasi dari otot polos 

pembuluh darah dengan merangsang adenyl siklase sehingga teIjadi peoingkatan 

kadar siklik AMP otot polos. EDRF merangsang guanylate siklase dan 

meningkatkan kadar sildile: GMP. Endotel juga melepaskan subtansi yang dapat 

meningkatkan hiperpolsrisasi dsri otot polos pembuluh darah dan relaksasi. Studi 

terbaru menunjukkan bahwa NO dapat menyebabkan biperpolBrisasi, efek ini 

mungkin diperantarai oleh sildik OMP stau eiek langsung dari NO pada Ca 

chaneJ. Efek EDRF untuk menyebabkan biperpolarisasi tergantung juga pada 

adanya &tau tidak adanya regangan pada pembuluh darah. Regangan ini langsung . 

memodulasi aktivitas otot polos Ca chanel &tau sensitivitasnya pada NO 

(FJavahan, 1992; Busse, et ai., 1993; Flav~ and Vanhoutte, 1995). 

Mediator "endothelium derived vasodilator" mempunyai erek penting yang 

lain pada dinding pembuluh darah yang memberi konbibusi untuk berperan 

menjaga endolel. Agen ini bekerja tidak hanya untuk diJatasi pembuluh darab, ia 

juga dapat menghambat proliferasi otot polos, agregrasi platelet, menghambat 

adhesi platelet pada pennukaan endoteJ. EDRF juga bekerja sebagai antiinflamasi 

dengan menghambat adhesi monosit dan neutrofil pada permukaan endolel, dan 
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bekerja sebagai antioksidan. EDRF dapat mencegah oksidasi LDL sebagai 

mediator atherogenik. Kemampuan kerja EDRF untuk menghambat peningkatan 

pertumbuhan lesi atherosklerosis ditunjukkan dengan kemampuan dari L-arginine 

sebagai prekursor EDRF untuk menghambat pertumbuhan lesi (FI~ and 

Vanhoutte, 1995). 

"Endothelium derived vasodilator' yaDglam yang juga memberi kontribusi 

untuk berperan menjaga endotel adalah prostasildin, seperti juga EDRF ia juga 

dapat mengbambat pertumbuhan otol polos dan aktivasi platelet Endotel juga 

melepaskan mediator kontraktil yang disebut "Endothelium Derived Contracting 

Factor" (EDCFs) yang disebut juga endotelin. Endotelin ini menyebabkan 

kontraksi dengan mengaktivasi reseptor spesifik pada olot pol os. HOeFs juga 

dapat dihasilkan dari metabolisme sikloolcsigenase dari asam arakhidonik, yang 

menghasilkan tromboxane dan prostaglandin ~ yang mengaktivasi reseptor yang 

sama serta superoksida yang dapat menyebabkan kontraksi secara Jangsung atau 

tidak Jangsung dengan inaktivasi NO (Vanhoutte, 1993). 

1.3.2 Bndotel Sehacai Peneatur Tonus dan Pertumhuhau Vaskuter 

Sel endotel menjadi pusat perbatian sekarang ini. Pada tabun 1980 telah 

diketahui bahwa sel endotel sebagai somber utama dan prostasildin yang 

berfungsi sebagai vasodilator dan inhibitorplateJet yang disebut sebagai 

"Endothelium Derived Relaxing Factor'. "Endothelium Derived Relaxing Factor' 

ini diidentifikasikan sebagai nitric oxide yang diketabui berfbngsi sebagai 

pengatur tonus vaskuler dan platelet Konsep ini kemudian berlcembang bahwa sel 

~ndotel juga dapat mempengaruhi respon dari sel otot polos pembuluh darah. 
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Baru-baru ini diketahui juga bahwa nitric oxide bekelja sebagai modulator 

pertumbuhan (Luscher, Rubanyi, et aJ., 1993). 

Hambatan 
Agregasl 
Platelet 

Gambar 3. Proses h"ansduksi signal sel endotel 
(Sumber: Flavahan, et aJ., 1995). 

EndoteJ dalam mengatur tonus vascular dengan melepaskan faktor relaksasi 

dan kontraksi yang keduanya datam keadaan basal diaktivasi oleh 

neurolransmiter, hormon, atau rangsangan fisiko RangsangaD fisik seperti shear 

stress mempengaruhi CCendothelium dependent vasodilatasr ( Luscher TF, and 

Tanner Fe, 1993). 

Modu1asi irama vaskuJer dilaksanakan oleh endotel melalui sintesis dan 

pelepasao NO. NO yang dihasilkan oleh endotel, disintesis dari L-arginin dengan 

Hambatan 
Adhesl 
Monoslt 

Dan Platelet 
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bantuan eozim NO sintase (NOS). Pada sintesis ini L-arginin mula-mula akan 

dihidrolisis menjadi basil antara N-hidroksil-L-argi~ dan kemudian akan 

teroksidasi dan menghasilkan NO dan sitrulin. NO akan mengaktivasi guanilat 

aiklase, dan mengakibatkan terbentuknya siklile: GMP (cOMP) dan menyebabkan 

relaksasi sel olot polos dari dinding vaskuler (Wijaya A, 1998). 

Sel endolel koroner mengatm- irama vaskuler melalui modulasi kosentrasi 

vasoaktiv lolcal (seperti nukleotida &denio, amin biogenik dan bradikinin). dan 

melalui sintesis dan peJepasan NO, EDHF (Endothelium Derived Hyperpolaring 

Factor) dan prostasiklin. Shear stress yang dihasilkan dari hemodinamik aliran 

darah merupakan stimulus untuk produksi NO basal secara berkesinamblUlgan, 

yang akan mencegah konlraksi neurogenik dan mitogenik. Pelepasan NO yang 

tergantung pada shear stress ini mewakili sistem parakin yang sangat efektif untuk 

menjaga aliran darah yang cukup. Pada tingkat translaipsi NO yang dihasilkan 

oleh endolel akan menurunkan pengaturan ekspresi beberapa macam gen (MCP-l, 

P-selektin, dan VCAM-l), dan akan menginhibisi adhesi leukosit dan trombosit 

EDHF dapat ikut mengatur irama vaskuler, lerutama pada situasi pengurangan 

produksi NO yang berkaitan dengan disfungsi endotel. Prostasiklin meningkatkan 

sildik AMP dalam otot polos dan platelet sehingga dapat meyebabkan relaksasi 

dan dapat menghambat interaksi monosit dengan endolel, menghambat adhesi dan 

agregasi Irombosit, merangsang relaksasi sel olot polos dan menurunkan 

akumulasi lipid ( Wijaya, 1988). 

Endotel sebagai somber dati faldor kontraksi. Hasil dari siklooksigenase 

seperti tromboxan A2 (TX A2) dan prostaglandin H2 (POO2) mempunyai 

pengaruh langsung kontraksi vaskuler sedangkan anion superoksid (0£) 
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mengindukBi pemngkatan kontraksi dengan menginaktivasi nitrik Oxide (NO). 

Endotelin (ET) juga. angiotensin n (A D) sebagai fiddor C'endothelium derived 

contractinlt~ yang dihasilkan oleh sel endotel (Vanhoutte, 1993; Luscher, and 

Tanner, 1993). 

Endotel juga sebagai pengatur pertumbuhan vaskuler dengan menghasilkao 

filktor pertumbuhan seperti Fibroblast Growth Factor (FOP), Platelet-Derived 

Growth Factor (PDOF) dan juga endotelin. Faldor-faktor ini mempunyai peranan 

pada respon proliferasi sel otot polos vaskuler. Pada endotel yang rusak atau 

mengalami disfungsi akan teljadi peningkaian aktivitas prokoagul~ terutama 

yang disebabkan oleh interaksi antara faktor jaringan (TF) dan filktor VIla TF 

merupakan kofaktor untuk VIla, untuk mengaktivasi faktor IX dan X yang 

menghasilkan trombin, dan dapat merangsang migrasi sel otot polos melalui 

adhesi platelet, dan pelepas8D faktor pertumbuhan seperti PDOF dan FOF 

(Wijaya, 1998) 

t.3.3 PeraD I Ddotel Pada peDyakit Kardiovaskuler 

Endotel mempunyai peran penting dalam mengatur sirlrulasi dengan 

melepaskan mediator yang dapat mempengaruhi bukan hanya reaktivitas vaskuler 

tetapi juga. remodeling vaskuler dan koagulasi. EDRF adatah endogenous 

oitroglicerin memainkao peranan dalam pengaturan tonus vaskuler dan menjaga 

aliran darah koroner selama peningkatao kebutuhan metabolik. Gangguan endotel 

pembuluh darah untuk melepaskan NO sebagai mediator vasodilatasi dapat 

disebabkan karena penlD'Unan pembentukannya, pemngkatan degradasi, 

peOlD'Unan s8nsitivitas pada pembeotukan NO atau gabungan dari filktor tersebut 
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fungsionaJ dari endotel. Pada pembuluh darah hipertensi sel endotel volumenya 

meningkat, &da penonjolan kedalam lumen, fibrin dan sel adhesi meningkat pada 

roang subintimal. Interaksi dari platelet dan monos it dengan endotel meningkai 

pada pembuluh darah hipertensi. Beberapa pengaruh dari endotel sebagai pengatur 

vaskuler yang terjadi pada arteri hipertensi meliputi peolU"Unan pembentukan NO 

dan peoiogkatan pembentukan prostaglandin lb dan penurunan kepekaan pada 

NO dan peoingkatan kadar endotelin. Keseimbangan dari relaksasi yang 

tergantung endotel dan kootraksi pada pembuluh darah hiperteosi memberikan 

perao pada peningkatan resistensi pembuluh darah perifer atau komplikasi 

peoyakit kardiovaskuler (Luscher, 1990~ Luscher, Boulanger et aJ., 1993; 

Luscher, and Tanner, 1993). 

HiperDpidemia dan Atherosklerosis 

Hiperlipidemia dan atherosklerosis berhubungan dengan pembeotukan dan 

respoo otot polos pembuJuh darah pada NO dan stimulasi jalur sikiooksigenase, 

faktor kontraktin& anion superoksid, angiotensin n dan endoteJin. Pacla 

atherosklerosis LDL khususoya LDL teroksidasi teljadi akumulasi, LDL 

teroksidasi ini akao meoginduksi ekspresi preproendotelin messenger RNA dan 

meningkatkan pelepasan endotelin. LDL teroksidasi juga secsra langsung 

mengaktivasi produksi endotelio dengan mengaktivasi fosfolipase C selanjutkan 

mengaktifkan protein kinase C untuk melepaskan endotelin. Peningkatan 

endotelin ini berperao sebagai vasokontriktor pada pembuluh darah arterosklerosis 

dan pada tempat terteotu akan berkembang menjadi plak atherosklerosis. Plak 

artherosklerosis ini mengaodung sejumlah elemen seluler abnormal yang meliputi 

leukosit, makro&.g dan adhesi platelet, yang melepaskan agen vasoaktif; termasuk 
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Ketidakpekaan mekanisme ini menimhulkan gangguan patologi yang senng 

di sebut disfungsi endotel (Sozmen, et al. , 1988). 

Lelak eodatet secara anatomi yang strategis an(era alimn darah (lumen) don 

otot polos Vaskuler (lapisan media dinding pembuluh darah). endotel sangal tepat 

sebugai organ larget dan modulator dari lekannn darah atan dnri pengamh 

hormonal . Pengaruh fungsi endatel seperti gangguan pelepasan EDRF alan 

pewlIgkatan pelepassn EDCF merupakWl faktor penting daJam menimbulkan 

kondisi patologi tennasuk penyakit kardiovaskuler dan adanya pengaruh 

"Mecham cal Forces" seperti tekanan dan shear stress khususnya pada tempal 

percabaJigan dimana a1iran darnh tidak laminar (Luscher, and Tanner, 1993~ 

Drexler, 1996). 

Aging (penua:ln) 

Umumnya aging (penuaan) dihubungkan dengan penwunan pembentukan 

laklor relaksasi dan meningkatkan pembentukan laklor kontraksi Aging 

(Penuaan) merupakan salah satu faktor penting yang menentukan penyakit 

vaskuler. Pada aorta dari tikus, aging (PeDuaan) berhubungan dengan peningkatan 

pembentukan dari EDCF (prostaglandin H2) juga menurunkan pelepasan EDRF 

(Luscher. 1990; Luscher, Boulanger, e{ al., 1993; Luscher, and Tanner, 1993). 

Hipnhnsi 

Endotel StUigat nyata sebagai target dnri peningkalan teknnaJl darah. Sel 

eodolel sangal peka terhadap pengaruh fi sik sepert i aliran darah. Pada hipertensi 

perubahan morfologi yang menyolok terjadi pada lapisnn intima Pengaruh fi sik 

seperti shear stress, ke lenturan dan lekallwi meningkatkan perubahwt filOgsionaJ 

dari sel clOdolel. Hipertens i berhubungan dengan pembahan morfologi dan 
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tromboksan A2 dari platelet dan leukosit, leukotrine dati leukosit, oksigen derived 

radikal d&ri leukosit dan makrofag dan vasokontriktor prostanoid dari leukosit 

LDL teroksidasi menurunkBll relaksasi yang tergantung endotel yBllg meropakan 

efek dari penurunan pembentukan NO. Pada artherosklerosis juga terjadi 

defisiensi signal membran daJam sel endotel~ defisiensi arginin dan peningkatan 

degradasi EDRF oleh anion superoxide (Luscher, Boulanger, et al., 1993; 

Luscher, and Tanner, 1993; Drexler, 1996). 

Ada beberapa langkah strategis yang dapat dilakukan untuk memperbaiki 

kerusakan endotel pada proses atherosklerosis antara lain dengan jalan : Terapi 

untuk menurunkBll kholesterol, konsumsi makanan yang kaya minyak ikan. 

pemberian L-arginine sebagai prekursor NO dan mencegah degradasi NO melalui 

inaktivasi radikal bebas superokside dengan superokside dismutase. LangkBh ini 

penting dalam pencegahan penyakit arteria koronaria khususnya penyakit 

kardiovaskuler (Meredith, et ai., 1993). 

2.3.3 DlsrUllIsi Sellndotel 

Modulasi sel endotel untuk melepaskan EDRF dalam jumlah sedikit akan 

menghilBllgkan peranan molekul ini. Sel juga akan aldif meningkatkan proses 

atherogenik dengan mengekspresikan molekul adhesi dari monosit sirkulasi 

(VCAM, ICAM-l) dan dengan melepaskan molekul khemotaktik sebagai target 

pengambilan monosit (MCPl = Monosft Chemotaktik MoJekuJ), faktor 

deferensiasi monosit (M-CSF, Macrophage Colony Stimulating Factor) yang 

mengatur migrasi, proliferasi. defereD:Siasi dBll metabolisme monosit, makrofag 

dan signal khemotatik dan mitogenik untuk otot polos vascular (PDGD. bFGF) 
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yang menstimulasi infiltrasi dan proliferasi sel otot kedalam roang subendotel 

(Flavahan, and Vanhoutte, 1995; Wijaya, 1998). 

Modulasi sel endotel juga menghasilkan spesies oksigen reaktif seperti 

superokside anion yang mempunyai kontribusi pada oksidasi LDL dan 

meningkatkan oksidan saress dalam dinding pembuluh darah. Perubahan 

molekuler yang teIjadi pada disfungsi atau modulasi Bel endote) juga diinduksi 

oleh minimal modillkasi LDL (MM LDL). MM LDL akan meningkatkan adhesi 

monosit pada permukaan endotel, menginduksi ekspresi MCP-l, M-CSF, O-CSF 

(Granulocyte Colony Stimulating Factor) dan GM-CSF (Granulocyte

Macrophage CSF) dan meningkatkan aktivitas prokoagulan pada sel endotel 

dengan menginduksi ekspresi faktor jaringan, reseptor dan kofaktor dari fBktor 

VIYVIla (Wijaya, (998). 

Oangguan signal dari endotel protein Oi2 akan menurunkan peranan 

protektif dari endotel dengan menurunkan pelepasan EDRF sabagai respon 

aktifasi fisiologik dari sel. Oangguan signal protein Oujuga menyebabkan endotel 

aktif mengembangkan proses penyakit Endotel protein Gu menghambat adenyl 

siklase yang menyebabkan penurunan kadar siklik AMP dalam endotel. Hambatan 

fungsi protein GiJ akan menyebabkan peningkatan siklik AMP dalam andotel 

yang merupakan "dependent aktiva/ion" dari fBktor translaipsi nuklear NFkB 

yWlg menyebabkan peniogkatan adhesi monosil, pelepasan Monosit Chemotatlk 

Protein (MCP-l), faktor jaringan. pelepasanMakrofag Colony Stimulating Factor 

(M-CSF) dan faktor pertumbuhan sitokin (Flavahan, and Vanhoutte, 1995; Wijaya 

1998). 
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Gambar 4. Rangsangan TerjadinyaDisfungsi Endotel 
(Sumber:Wijaya, 1998). 
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(Aktifasi ) 

( Respons] 

Reaktif oksigen spesies dapat secara langsung mempengaruhi proses signal 

transduksi protein G (Pieper aM, and Gross GJ, 1989). Peningkatan stress 

oksidatif dapal terjadi sebagai penyebab dari disfungsi dalan protein Gu. 

Aktivasi NFkB selaJu dihubungkan dengan stress oksidatif dan eJapat meningkat 

oleh peoiogkatan spesies oksigen reaktit: oleh karena siklik AMP merupakan 

perantara aktivasi NFkB disebabkan oleh gangguan protein ~ alan oleb MM 

LDLjugaoleb peningkatao stress oksidatif(Collins, 1993). 
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2.4 ANTI-OKSIDAN 

Aktivitas oksidan dapat diredam oleh anti-oksidan. Dalam pengertian kimia 

antioksidan adalah senyawa pemberi elektron (e/eldron donor), tetapi dalam arti 

biologis, pengertian antioksidan lebih luas yaitu semua senyawa yang dapat 

meredam dampak aktivitas oksidan, termasuk enzim dan protein pengikat logam. 

Terdapat dua kelompok antioksidan dalam tubuh kita : 

1. Anti-oksidan pencegah (preventive anti-oxidant), mencegah terllimpunnya 

senyawa oksidan secara berlebihan. 

Pada dasarnya antioksidan jenis ini tertuju pada terbentuknya radikal 

hidroksil, yaitu radikal yang paling berbahaya Untuk membentuk radikaJ 

llidroksil diperlukan tiga komponen yaitu : log8JD transisi Fe atau Co, H202 dan 

"Ch.. Agar reaksi tak tetjadi, maka harns dicegah adanya ion Fe +-1+ atau Cu ++ 

bebas, untuk itu berperan sebagai protein pengikat logam adalah : 

- transienn dan feritin untuk Fe dan 

- seruloplasmin dan albumin untuk Cu 

A. Antioksidan yang menghambat pembentukan ·02' adalah : 

Enzim superoksida dismutase (SOD) yang mengkatalisis reaksi dismutase : 

2·~·+2W ~ Ha~ +02 

B. Antioksidan yang menghambat pembentukan H202 melalui dua jenis enzim 

yaitu: 

-Katalase, yang menghasilkan reaksi dismutase ~<h : 

2Ha~ ~ lBJO + 02 

-Peroksidase, yaitu sekumpulan enzime yang mengkatalisis reaksi sebagai 

berikut: 
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Diantara peroksidase, yang paling penting adalah 81utation peroksidase (OSPx), 

yang mengkataJisis reaksi : 

2GSH + ~02 --t~"'GSSG + 2~O 

Apabila radikaJ hidroksil masib siYa terbentuk, maka muih ada sarana untuk 

meredamnya tanpa memberi kesempatan untuk memulai reaksi rantai. Sarana 

tersebut berupa senyawa-senyawa sulfidril (sistein dan glutation) dan asam 

askorbat (vitamin C) (Evan, and Brucdorfer, 1992; Wijaya, 1996; Suryohudoyo, 

1997). 

2. Anti-oksidan pemutus rantai (chain breaking-anti-oxidant). Mencegah reaksi 

rantai yang berkelanjutan. 

DaIam kelompok antioksidan ini termasuk vitamin E (tokoferol), beta 

karoten dan tiga senyawa yang juga berperan sebagai antioksidan pencegah, yaitu 

sistein, glutation dan asam askorbat. Tokoferol dan beta karoten bersifat lipofilik 

(Iamt dalam lemak), sisanya hidrofilik (Iarot dalam air). Anti oksidan Iipofilik 

berperan pada membran sel, sedangkan. antioksidan hidrofilik berperan dalarn 

sitosol dan cairan ekstra sel. Reaksi rantai terutama terjadi pada membran sel, 

berupa reaksi peroksidasi lipid. Karena membran sel banya dapat ditembus oleb 

enyawa lipofilik, maka yang berperan disini adalah antioksidan lipofilik 

hususnya vitamin E (tokoferol). Didalam membran sel. tokoferol bereaksi 

e08M radikallipid (V) dan peroksilipid (LOO·). 

Toc-H + L" ---t.~ Toc' + LH 
Radikal 
tokoferil 
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RadikaI tokoferil (Toc') tak terlaIn· reaktif karena teljadinya resonansi yang 

disebabkan oleh delokalisasi elektron intramolekuler. Radikal tokoferil ini dapat 

hilans den gal) dua cara : 

1. Radikal tokoferil mengalami reaksi intramolekul, menghasilkan tokoferil 

qui non (TQ) yang non radikal. 

2. Radikal tokoferil bila mencapai permukaan membran akan bereaksi dengan 

antioksidan hidrofilik seperti asam askorbat, sistein dan glutatioD (Evan CR, 

and Brucdorfer, 1992; Wijaya, 1996; Suryohudoyo, 1997). 

1.5 Antioksidan Probucol 

2.5.1 Straktar Kimia 

Probucol mengandung dua molekul tertiary butylatedhydroxytoluene yang 

dibubullgkan deogan jembatan sulfur-carboo-sulfur. Srtukturnya dianalogkan 

dengan tbutyl-hydl'oxytoluene yang merupakan antioksidan BIrr. umumnya 

digunakan sebagai food additive (Godmen, 1995), Struktur Probucol sebagaj 

berikut: 

Oambar 7. Stuktur kimia Probucol 
(Sumber : Evan, et al ., 1992; Godmen, 1995 ). 
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%.5.2 Sifat Kimia Fuik 

Probucol berupa serbuk kristal pooh, tidak larot dalam air tetapi larot dalam 

alkohol, spirtus, sanga! larot dalam' k1orotbrm dan propil alkohol, dan harns 

lerl indung dari sinar matahari (Reynolds, 1993). 

%.5.3 Mekanisme Kerja 

Penurunan kadar LDL dihubungkan dengan peoingkatan kecepatan 

pembersihan LDL dari plasma Pada individu normal pembersihan teIjadi lewat 

reseptor LDL. Pembersihan LDL oleh Probucol lewat mekanisme reseptor 

independen. Probucol menginduksi perubahan komposisi LDL sehingga 

menyebabkan peningkatan kecepatan pembersihan LDL. Efek penurunan kadar 

kholeserol HDL oleh Probucol belum diketahui dengan jelas. Studi kinetik 

mengatakan bahwa Probucol menginduksi penurunan kecepatan produksi Apo A

I. Disamping itu Probucol juga meoingkatkan jumlah dan aktivitas Cholesterol 

Ester Transfer Protein (CETP) yang mengakibatkan transfer ester kholesterol 

lID L pada lipoprotein lain untuk mas uk kedalam hati. Probucol meoingkatkao 

pengaogkutan kholesterol roden yang disebut "Selective Uptalee Pathway" yang 

memperaotarai pengangkutan kholesterol dari lipoprotein pada sel independen 

untuk uptake partikellipoprotein (Godmen, 1995). 

Mekanisme dari Probucol menuruokan kadar HDL dan efeknya pada 

Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) menuqjukkan bahwa tempi dengan 

Probucol dapat meningkatkan kadar CETP mRNA dan aktivitas CET spesifdc 

ada hCETP-CHO eel line, dan juga Probucol dapat meniogkatkan pengeluanm 
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kholesterol dari hCETP-CHO yang dapat menyebabkan pentU1lnan kadar 

kholesterol intarseluler (Ou J, Saku, et a/., 1998). 

2.5.4 Probucol Sebagai Antioluidan 

Probucol adalah komponen antioksidan Ijpofilik yang poten. Perlcembangan 

sebagai antioksidan digunakan dalam pabrik atau industri CCtires", tetapi Probucol 

mempunyai aktivitas peourunan kadar kholesterol dan mulai dipasarlam selama 

beberapa tabuo ini untuk agen hipolipidemi. Potensioya sebagai antioksidan 

ditemukan sekitar tabuo 1986 dan tabun 1987 dilaporkan bahwa Probucol dapat 

menghambat atheroskJerosis pada kelinci. Efek aktivitasnya sebagai antioksidan 

dibubungkan <!engan kemampuannya menghambat atau melindungi LDL dari 

oksidasi (Godmen, 1995). 

Probucol dopat mengurangi oksidasi LDL yang dapat mengganggu sintesis 

dari POI2 dan vWF. HasH ini meounjukkan bahwa Probucol dapat memberikan 

keuntungan dalam pencegahan atherosklerosis oleb adanya intervensi adhesi 

monosit pada sel endotel. Efek ini dibubungkan dengan pengarub oksidasi LDL 

dalam menginduksi ekspresi P-selektin dan mencegah sintesis POI2 (Li, Chen, 

el aJ .• 1998). 

Oksidasi LDL memainkan penn pada proses atherogenesis, mekanisme 

efek biologi dari oksidasi IDL ini secara invivo berhubungan dengan aktivasi dari 

faktor transkripsi nukJear kappa B dalam endotel, seperti juga ekspresi endotel 

pada interceUuler adhesion molekul-l. Pada pemberian injeksi LDL bersama 

dengan antioksidan Probucol menunjukkan adanya akumulasi apolipoprotein B 
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didalam arteri tetapi akspresi dan oksidasi WL-spesifik epitope mengaJami 

penurunan dalam waldu 24 jam (Calara, Dimayuga, et al., 1998). 

Antioksidan Probucol tidaJc hanya mencegah oksidasi LDL tetapi WL juga 

dapat menginduksi sekresi ET-l pada sel endoteI pembuluh darah. Peningkatan 

Ca2+ dari sel endotel akan membuka ''voltage dependent Ca2+ chanel") untuk 

menginduksi pelepasan Er -1 (Chen, Tseng, et al., 1998). 

Data terbaru menunjukkan bahwa pengobatan dengan Probucol dapat 

mencegah superokside anion radikal yang dapat menginduksi inaktivasi EDRF 

dan menurunkan stress oksidan melalui penurunan kadar superokside anion 

radikal (Inoue, Ohara, et al .• 1998). 

2.5.5 'armakokiDetika 

Absorbsi Probucol dipengaruhi oleh kandungan lemale dalam diel 

kosentrasi puncak dalam darah meningkat jika obat diberikan bersama makanan. 

Probucol ditransport kedaJam celah hidrophobik partikel lipoprotein yang kaya 

pmtikeJ LDL. Dalamjaringan Jemak Probucol sebagai partisi. Pemakaian selama 

4 bulan tidak memperlihatkan peningkatan kadar puncak dalam plasma Efek pada 

kadar lipoprotein khususya HDL dapat dilihat selama 6 bulan. Ekskresinya 

ebagian besar lewai empedu. Probucol tersedia untuk pemberian oral, dose 500 

8 2X sebari bersama makaJlan (Reynolds, 1993~ Godmen, 1995) . 

.5.6 Penlpnaan Terapi 

Probucol digunakan dalam pengobatan hiperkholesterolaemia dengBn 

ekanisme kerjanya meningkatkan. pembersihan (c1irens) IIDL dan LDL 
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kholesterol dari sirkulasi tanpa mepengaruhi trigliserida dengan meningkatkan 

~kskresi kholesterol dari empedu. Probucol mempunyai efek antioksidan pada 

proses atherogenik karena oxidasi LDL yang dalam jumlah tinggi akan mudah 

masuk kedalam dinding arteri sehingga Probucol dapat menghambat ateroma 

dengan tidak tergantung efeknya pada lipid darah (Opie, 1991; Reynolds, 1993; 

Godmen, 1995). 

Efek Probucol menurunkan kadar kholesterol plasma tanpa mempeogaruhi 

kadar trigliserida, penurunan kadar kholesterol LDL cukup bervariasi, pada 

sebagian besar sUbyek penW1Jnan antara 20 % &tau lebih. Pengguoaan sebagai 

agen tuoggai rata~rata. penurunannya antara 1 o~ 15 %. Sedangkan penurunan kadar 

khoJesteroJ HDL cukup konstan dan rata-rata penurunannya aotara 20-30 % 

(Oodmeo,1995). 
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BABIII 

TUJUAN DAN MANF'AAT PRNRLITIAN 

3.1 TujuaD PCDeUtiaD 

3.1.1 TujuaD Umum 

Untuk mengetahui pengaruh pemberian antioksidan Probucol pada tikus 

putih yang menerima stressor. 

3.1.2 TajuaD Khasus 

1. Untuk membuktikan bahwa antioksidan Probucol dapat menghambat 

peningkatan kadar Malondialdehide pada tikus putih yang menerima 

stressor. 

2. Untuk membuktikan bahwa antioksidan Probucol dapat menghambat 

peningkatan jumlah "Circulating EndotheP' tikus putih yang menerima 

stressor. 

3.2. ~{aDfaat PeDelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat secara i1miah sebagai 

berilrut: 

Memberikan informasi bahwa pemberian antioksidan khususnya Probucol 

dapat mencegah peningkatan efek kadar Malondialdehide, dan perubahan 

jumlah "Circulatlng Endother" akibat pelepasan radikaJ bebas yang 

bernubungan dengan stressor. 
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BABIV 

l\.1ETODE PENELITIAN 

4.1 R.ancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan memakai 

Rancangan Acak Lengkap (Steel and Tome, 1981). 

4.% Sampel dan Delar Sampel 

Dalam penelitian ini digunakan binatang percobaan tikus albino Wistar jantan 

dengan berat badan sekitar 200 gram, sehat dengan umur sekitar 3 bulan. Besar 

sampel untuk setiap perlakuan sebanyak 7 ekor. 

4.3 Vilriabel Penelitian 

A.. Variabel Debal. 

Dalarn penelitian ini digunakan kombinasi 2 variabel bebas, yaitu : 

Variabel pemberian stressor 

Variabel penambahan antioksidan Probucol 

• Variabel Kendali 

Dalam penelitian ini digunakan beberapa variabel kendali. Yaitu ; 

Tikus yang digunakan beJjenis kelaminjantan 

Usia tilcus kurang lebih 3 bulan 

Digunakan tiJcus dengan bera! badan yang seragam 

Pakan tilcus adalah pakan ayam dari PT Cbaroen Pokpband yang dibuat pellet 

Kandang dengan kondisi sarna 
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c. Variabel Akibat (TergantUDg) 

iii Kadar Malondialdehide akibat pemberian antioksidan Probucol pada tileus yang 

menerima stressor. 

if JumJah sel endotel pada "Circulating Endothe1" akibat pemberian autioksidan 

Probucol pada tilrus yang menerima stressor. 

4.4 Defmisi Operasional Variabel 

a Stressor adalah pemberian beban kerja aktivitas flsik dengan memasukkan 

hewan percobaan tilcus dengan diberi beban pada ekor 2 % BB (Brady, et 

aJ., 1979) kedalam air supaya berenang hingga lelah, dengan menggunakan 

stop watch tiap hari dimulai pukul 07.00 -07.30 pagi selama 3 minggu. 

b. Kadar Malondialdehide adalah basil dari reaksi peroksidasi lipid yang terjadi 

akibat peristiwa oksidasi pada lipid yang mengandung 88am lemak dengan 

banyak ikatan rangkap didaJam sel tubuh tileus dan ditandai dengan 

terbentuknya senyawa Malondialdehide yang diperoleh dengan mengukur 

selisih kosentrasi tes dengan absorban dari basil pemeriksaan serum dengan 

menggunakan Na Thiobarbiturat. 

c. "Circulating EndothelCC (CE) adalah endotel yang lepas (terdspat inti) dan 

berada daJam sirkulasi (per 1,8 Cmm) . 

.5 Bahan daD IDstrumeD PeDeitiaD 

.5.1 HewaD PereobaaD 

Dalam penelitian ini digunakan tileus putib (Rattus norvergicus) strain Wistar 

tan, wnur 3 bulan, sehat dengan bera! badan sekitar 200 gram. 
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4.5.2 Bahan Pakan dan Minuman 

Pakan yang digunakan dalam penelitian ini daJah pakan anak ayam buatan PT 

Charoen Pokpband Indonesia, animal Feedmill Co. Ltd. 

Air minum yang digunakan adaJah air bersih dari PDAM Surabaya 

Pemberian pakan dan air minum dilakukan secara adlibitum. 

4.5.3 Bahan Kimia 

Bahan kimia yang digunakan daJam peneJitian ini adaJah reagensia dengan 

de.,yat kemumian p.a (program analisis) yang meliputi : Disodium EDT A, TEP (1,1, 

3~3-tetraetoksipropana), asam tiobarbiturat, asam klorida pekat, asetonitril, 8lr 

demineralisata, serbuk Probucol, Na Citral, Adrenalin, Na CI , eter anestbesi. 

4.5.4 InstrllDlea 

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adaIah : kandang tikus, bak air, 

onde lambung, aJat-aiat be~ stop watch, alat suntik 5 ml sekali paksi, pot plastik, 

eraca analitis, tabUDg reaksi beserta raknya, pipet ukur, mikroskop, Improve 

eubauer dan dan spektrofotometer. 

6 Waktu dan Tempat PeneJitiaa 

Penelitian ini dilakukan selama 3 bulan dimulai awal bulan Mei hingga 

ustus 2001. Pemeriksaan kadar Malon dialdehide dan "CirkuJating Endothel" 

d lalrukan di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Farmasi Kedokteran, Fakultas 

~ dokteran Universitas Airlangga. 
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L Tabap Persiapan 
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Selmuh hewan percobaan yang berumUT 3 bulan dikondisikan dengan 

Jingkungan. pakan, selama 7 bari, sambil diamati kondisi kesehatannya 

IL Pemberian Stressor pada tikus 

Pemberian stressor pada tikus dilakukan dengan memberikan beban kerja 

aktivitas fisik renang "Behavioural despait' (Willner, 1990). S&tu hari sebelmn 

direnangkan tikus ditimbang berat badannya untuk menentukan berat beban pada 

ekor, dengan beban ekor 2 % dari berat badan tikus, kemudian memasukkan hewan 

coba kedaJam air dan diusahakan supaya hewan berenang, kemudian hewan coba 

irangsang 3x secara mekanik (menekan pantatnya) tidak memberikan gerakan 

erenang &tau dengan mengbitlmg sampai 5 kali, maka hewan coba diangkat dari air. 

ilalrukan setiap hari selama 3 minggu tisp pukul 07.00 WIB selama 30 menit 

m TahapPerlakuan 

SelW1Jb bewan percobaan dibagi secara seak dalam 5 keJompok, masing

asing kelompok terdiri dari 7 ekor tikus. Probucol diberikan secara oral dengan 

enggunakan sonde sehari sekali selama 3 minggu setelah kim-kim 30 menit tikus 

iberi perlakuan sfressor selama 3 minggu juga perincian mengenai perlakuan 

t rhadap masing-masing kelompok adalah sebagai berilrut : 

elompok Kontrol: 

elompok Pol: 7 ekor tikus hanya diberi pelarut Probucol peroral salama 

3 minggu. 
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Kelompok Po2: 7 ekor tikus diberi pelarut Probucol dan diberi perlakuan stress 

s61ama 3 minggu. 

Kelompok perlakuan : 

Kelompok PI : 7 ekor tikus diberi Probucol dosis I (5 m&,ekor) dan diberi 

perlakuan stress selama 3 minggu. 

Kelompok P2 : 7 ekor tikus diberi Probucol dosis n (10 mglekor) dan diberi 

perlakuan stress selama 3 minggu. 

Kelompok P3 : 7 ekor tikus diberi Probucol dosis m (20 mglekor) dan diberi 

perlakuan stress selama 3 minggu. 

Pacla hari ke-terakbir setelah meodapat perlakuan seluruh hewan percobaan dari 

SeDlua keloD1pok dianastesi dengan eter dan diambil darahnya sebanyak 5-8 ml 

meJaJui jantung (cardiac pwzcrure), dimasukkan dalam tabuog yang telab diisi 

dengan anti koagulansia Na Sitrat 3,8 % (1:10) untuk sampel pemeriksaan 

'Circulating Endothel" yaitu sekitar 2 m1 darah dan 200 UI asam sitrat. Uotuk 

6meriksan Kadar MDA serum sisa darah tBnpa koagulansia kemudian didiamkan 

eloma 1/2 jam, selanjutnya dipusingkan selama 10 menit, serum diambil don 

isimpan pada -20oe, sampai dilakukan pemeriksaan MDA selanjut 

.8 Pemeriluaan sampel darah 

.1 Pendapan kadar malondialdehida dalam darah 

Peoetapan kadar Malondialdehida dalam darah dilakukan dengan metoda 

smosa Mansila (1973). Pengukunmnya berdasarkan jumlah Malondialdehida yang 

b reaksi dengan reagen asam Tiobarbiturat. Kadar Malondialdehida yang terdeteksi 

. dianggap proporsional dengan kosentrasi peroksida lipid plasma 
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Tahap penetapan kadarnya adalah sebagai berikut: 

1. Kedalam 0,5 m1 plasma ditwnbahkan 2,5 ml larutao 20 % TCA, kemudian 

campuran dibiarkan selama 10 menit pada Bubu kamar. 

2. CampW1lO disentrifugasi pada 3500 rpm selama 10 menit dan supematannya 

didekantasi. 

3. Eodapan dicuci satu kaJi dengan larutan 0,05 M H2S0.,. 

4. Selanjutnya kedalam endapan ditambahkan 2,5 ml 0,05 M H2S04 dan 3,0 ml 0,2 

% TBA dan 2 M Natrium Sulfal dan campw-an dipanaskan dalam penangas air 

mendidih selama 30 manit 

5. Setelah pendinginan di dalam air dingin, kromogen yang dibasilkan diekstraksi 

dengan 4,0 ml n-butanol dengan pengocokan terns menems selama 10 menit 

6. Fase n-butanol dipisabkan dengan sentrifugasi pada 300 rpm selama 10 menit. 

dan serapannya diamati pada panjang gelombang 533 nm. 

7. Dihitung kadar Malonaldehide dalam plasma dengan menggunakan persamaan 

garis regresi dari 1rurva baku larutao Malondialdehide . 

.8.2 Cara memperoleh daD penghitangan endotel 

Pemeriksaan "Ci rcu1ating Endothel" menggunakan metode lDadovec and 

ossman (1973), dengan modifikasi metode yang dikembanglcan oleb Widjayanto, 

idodo. Rudiyano (1995) . 

. Darah tikus sebanyak 2 ml ditambah Na Citrat 3,8 % 0,2 ml (10:1), sentrifugasi 

dengan subu 4oC, 395 g selama 20 menit (Membuat PRP). 
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