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ABSTRACT

Atherosclerosis is a complex chronic disease characterized by the
accumulation of lipid, trombosits, neutrophils, monocytes, and macrophages
within arterial walls. Atherosclerosis could be induced in animal model ( Rattus
novergicus ) by feeding atherogenic diet. The goal of this research was to analyze
histopathological of coronary artery on male Rattus novergicus strain wistar after
fed atherogenic diet for 5 weeks. This research was an experimental laboratory
research with post test only with control design. Twelve male rats were
segregated into two groups ( n=6 ) labelled as control fed standart and
atherogenic group fed atherogenic diet containing cholic acid 0,2%, fat 5%, egg
yolk 2% and induction with vitamin D3. After 5 weeks coronary artery was taken
and histological slides were made and colored with Hematoxylin Eosin. The
measured parameter were atherosclerosis lession score. The result showed 66%
sampels that given standart diet and 100% sampels that given atherogenic diet
showed atherosclerosis lession.The statistical test result showed there is no
significant difference between control group and atherogenic group. ( p=0,328 ).
The conclusion, atherosclerosis occurred in 4 sampels ( 66% ) of control group
and 6 sampels ( 100% ) of atherogenic group. There was no significant difference
in coronary artery histopathology Rattus novergicus between the control group
with atherogenic group.
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PENDAHULUAN penyebab kematian yang utama pada
pria dan wanita di Amerika Serikat
Aterosklerosis adalah suatu dan negara barat lainnya® Di
keadaan kronis yang ditandai oleh Indonesia dalam satu tahun terdapat
akumulasi lemak,  trombosit, 500.000 kasus baru dan 125.000
neutrofil, monosit dan makrofag di meninggal dunia akibat
dinding arteri sehingga terbentuk aterosklerosis.* Aterosklerosis hanya
plak yang menyebabkan mengenai arteri, dengan lokasi yang
penyempitan, pengerasan bahkan paling sering terkena adalah arteri
sumbatan total pada koroner, aorta, dan arteri serebral >

arteri.“?Aterosklerosis  merupakan
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Faktor resiko aterosklerosis
adalah hiperkolesterolemia (
peningkatan kolesterol total dan low-
dencity  lipoprotein  cholesterol
(LDL-C) ), inflamasi, stres oksidatif
dan resistensi insulin.
Hiperkolesterolemia merupakan
faktor penting dalam patogenesis
aterosklerosis ~ terutama  karena
kenaikan kadar LDL.° Kondisi
hiperkolesterolemia pada hewan
percobaan dapat dibuat dengan cara
memberikan konsumsi pakan tinggi
kolesterol.”

Pakan yang dapat
mengakibatkan aterosklerosis disebut
pakan aterogenik. Pakan aterogenik
dapat dibuat dengan menambahkan
pakan standar tikus dengan kuning
telur dan lemak kambing.® Pada
percobaan yang dilakukan oleh
Lestari dan Muchtadi, kolesterol
darah tikus dapat ditingkatkan
konsentrasi nya dengan memberikan
kolesterol 1,5% dari kuning telur
ayam, lemak kambing 10%, dan
minyak kelapa 1%.° Sedangkan
Endang dkk menggunakan campuran
pakan standar 50 %, tepung terigu 25
%, kolesterol 2 %, asam kolat 0,2 %,
minyak babi 5 %, dan air 17,8 %
sebagai  diet aterogenik  yang
diberikan selama 90 hari pada tikus
wistar. ™

Srivastava et al
mengungkapkan bahwa  untuk
menginduksi  aterosklerosis  pada
mencit  (high-fat/high-cholesterol)
diperlukan diet yang ditambah
dengan asam kolat (cholic acid).
Asam  kolat  berperan  dalam
penurunan high dencity lipoprotein
(HDL)." Tanpa penambahan asam
kolat pemberian diet aterogenik
selama 8 minggu tidak dapat
meningkatkan kadar kolesterol dan
terbentuknya  sel busa  yang
bermakna. Pemberian diet aterogenik

dengan ditambahkan asam kolat
yang dilakukan selama 90 hari dapat
meningkatkan kadar kolesterol darah
yang akan mengakibatkan
terbentuknya foam cell secara
bermakna. ™

Untuk induksi aterosklerosis,
penambahan vitamin D3 dilakukan
untuk  meningkatkan  kalsifikasi
pembuluh darah dan stimulasi
proliferasi sel otot polos pembuluh
darah. '* Pemberian 62.500 U
vitamin D3/kg diet selama tiga bulan
pada babi akan mengakibatkan
terbentuknya penebalan pada
fibromuskular intimal nya, dan
setelah 3 bulan penghentian vitamin
D3 akan ditemukan lesi
aterosklerosis.**

Hewan coba tikus putih
(Rattus norvegicus) strain  Wistar
dapat digunakan sebagai hewan
model aterosklerosis dengan
pemberian diet aterogenik.*? Jenis
kelamin tikus yang dipilih adalah
tikus yang berjenis kelamin jantan
dan sehat karena pada tikus betina
terdapat estrogen yang
mempengaruhi metabolisme lemak
dan kolesterol.*

Penelitian yang dilakukan
oleh  Yanuartono  menyebutkan
bahwa pemberian diet tinggi lemak
dengan kolesterol yang normal
ataupun yang tinggi pada tikus putih
selama 3 minggu, belum
menunjukkan  perubahan  pada
pembuluh darah. Sedangkan setelah
pemberian diet tinggi lemak dengan
kolesterol yang normal ataupun yang
tinggi pada minggu ke 6 akan
menunjukkan keadaan terbentuknya
ateroma. *°

Berdasarkan kepustakaan
diatas, peneliti ingin melakukan
penelitian tentang gambaran
histopatologi arteri koronaria Rattus
novergicus strain  Wistar jantan
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setelah 5 minggu pemberian diet
aterogenik.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini bersifat eksperimental
laboratorik dengan desain penelitian
post test only with control, untuk
mengetahui perubahan pada dinding
arteri koronaria yang telah diberi diet
aterogenik  selama 5  minggu.
Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium  Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Riau dan
Laboratorium  Patologi  Anatomi
RSUD Arifin Ahmad Provinsi Riau
pada bulan September 2013 sampai
Oktober  2014. Subjek dalam
penelitian ini adalah tikus wistar
jantan ( Rattus novergicus ) yang
berjumlah 12 ekor yang berumur 2-3
bulan dengan berat badan rata — rata
160 — 240 gram yang dibagi dalam
dua kelompok, vyaitu kelompok
kontrol dan kelompok aterogenik.

1. Kelompok kontrol

Kelompok yang diberi pakan
standar tanpa diberi diet aterogenik
dan vitamin D3.

2. Kelompok aterogenik

Kelompok yang diberikan diet
aterogenik yang mengandung kuning
telur 0,2 %, asam kolat 2 %, lemak
kambing 5%  dan pakan pakan
standar 92,8 % vyang diberikan 20
gram setiap hari serta diberikan
vitamin D3 pada minggu pertama
dengan cara disondekan.

Pemeriksaan histopatologi

Pada minggu ke-5 tikus dibedah dan
di ambil areteri koronaria tikus
tersebut untuk dilakukan
pemeriksaan histopatologi. Jaringan
yang di ambil akan diwarnai dengan
pewarnaan Hematoxylen Eosin ( HE

)

Analisis Data

Data dianalisis dengan statistic
dengan menggunakan uji statistik
Mann Whitney dengan o = 0,05

Etika Penelitian

Penelitian ini telah lolos kaji
etik olen Unit Etika Penelitian
Kedokteran / Kesehatan Fakultas
Kedokteran Universitas Riau
berdasarkan penerbitan Surat
Keterangan Lolos Kaji Etik nomor :
91/UN19.1.28/UEPKK/2014

HASIL

Penelitian  dilakukan  di
Laboratorium  Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Riau dan
Laboratorium  Patologi  Anatomi
Rumah Sakit Umum Daerah ( RSUD
) Arifin Ahmad Provinsi Riau pada
bulan  September 2013 sampai
Oktober 2014 tentang gambaran
histopatologi arteri koronaria Rattus
novergicus strain  wistar jantan
setelah pemberian diet aterogenik
selama 5 minggu mendapatkan hasil
sebagai berikut.

Gambaran histopatologi
kelompok kontrol terlihat adanya
gambaran  makrofag, sel Dbusa,
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akumulasi  lipid intrasel  dan tertera pada tabel 4.1
ekstrasel, dan ateroma seperti yang

Tabel 4.1. Tabel akumulasi makrofag, sel busa, lipid intra sel, lipid ekstrasel,
dan ateroma pada penampang arteri koronaria Rattus novergicus
strain wistar jantan kelompok kontrol.

Sampel No  Makrofag Sel .Llpld Lipid Ekstrasel Ateroma
Busa intrasel 0 + ++
1 : : i y i i i
2 i i i N i i i
3 N N N i N i i
4 N N N i : N N
5 N N N i : N N
6 N N N i : N N
Jumlah 4 4 4 2 1 3 3
Persentase 70 % 70 % 70% 33% 17% 50% 50 %
Keterangan :
v : Ada
- : Tidak ada
+ . Sedikit akumulasi lipid intrasel
++ : Banyak akumulasi lipid ekstrasel
Gambaran histopatologi akumulasi lipid intra dan ekstrasel
kelompok aterogenik yang diberikan serta gambaram ateroma seperti yang
pakan aterogenik terlihat adanya tertera pada tabel berikut ini.

gambaran makrofag, sel busa,

Tabel 4. 2 Tabel akumulasi makrofag, sel busa, lipid intrasel, lipid ekstrasel
dan ateroma pada penampang arteri koronaria Rattus novergicus
strain wistar jantan kelompok aterogenik

Sampel Sel Lipid Lipid Ekstrasel

No Makrofag Busa intrasel 0 + + Ateroma

1 v v v N :

2 v V v .- -

3 v v v - - A v

4 v y v - J

5 v v v - N v

6 V V V - - N v
Jumlah 6 6 6 0 1 5 4

Persentase 100 % 100 % 100% 0% 17% 83 % 70 %
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Keterangan :

\ : Ada

- : Tidak ada

+ : Sedikit akumulasi lipid intrasel
++ : Banyak akumulasi lipid ekstrasel

Tabel 4. 2 Data gambaran mikroskopis pada arteri koronaria tikus putih jantan
galur wistar yang diberi pakan standar selama 8 minggu

4.3 Perbandingan skor penilaian
lesi aterosklerosis arteri koronaria

Rattus novergicus strain wistar

jantan pada berbagi perlakuan.

Tabel 4.3 Perbandingan skor gambaran histopatologi arteri koronaria Rattus
novergicus strain wistar jantan pada berbagai perlakuan.

Perlakuan
Ulangan
Kelompok kontrol ~ Kelompok aterogenik
1 0 4
2 0 6
3 3 6
4 6 6
5 6 6
6 6 3
p = 0,324*
Keterangan :

*(significant) : tidak terdapat perbedaan yang bermakna secara statistik.

Untuk menganalisis data penelitian
ini digunakan analisis dengan uji t
tidak berpasangan, namun karena
sebaran data yang tidak normal dan
varians yang tidak sama walaupun
sudah dilakukan transformasi data

maka digunakan uji Mann-Whitney,
yang memberikan hasil p > 0,05,
berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna antara kelompok kontrol
dengan kelompok diet aterogenik.
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Gambar 1.Gambaran histopatologi
arteri  koronaria tikus pada
kelompok kontrol perbesaran 40x

Gambar 2. Gambaran hitopatologi
arteri  koronaria tikus pada
kelompok aterogenik

PEMBAHASAN

Penelitian ini  dilakukan untuk
mengetahui pengaruh diet aterogenik
terhadap gambaran histopatologi
Rattus novergicus strain  wistar
jantan yang diberi diet pakan
aterogenik  selama 5  minggu.
Gambaran ini dibandingkan dengan
kelompok kontrol yang hanya diberi
diet pakan standar. Dari kedua
kelompok tersebut dilihat apakah ada

perbedaan yang bermakna antara
kedua kelompok tersebut.

Pengaruh Pemberian Diet
Aterogenik Terhadap Gambaran
Histopatologi Rattus novergicus
strain wistar jantan

Berdasarkan hasil penelitian
didapatkan bahwa pemberian diet
aterogenik selama 5 minggu dapat
menyebabkan akumulasi makrofag,
sel busa, lipid intrasel, lipid
ekstrasel, ateroma, trombus dan
proliferasi otot polos pada arteri
koronaria Rattus novergicus.

Penelitian yang dilakukan
oleh  Yanuartono ( 2007 )
menyebutkan bahwa sudah terbentuk
ateroma pada aorta tikus yang diberi
diet lemak tinggi kolesterol tinggi
selama 6 minggu. Diet yang
digunakan adalah kolesterol murni (
ICN, Spain ), lemak hewan, vitamin,
kasein, maizena, mineral, agar,
sukrosa.®® Rai (2009 ) juga
melakukan penelitian dengan
menggunakan white rabbit sebagai
hewan coba dan campuran 1 %
kolesterol, 1 % metionin, 5 % peanut
oil sebagai diet aterogenik, pada
pemberian  selama 4  minggu
menunjukkan hasil bahwa telah
terjadi disfungsi endotel, penebalan
intima minimal namun belum terjadi
ateroma.’ Penelitian lain yang hanya
menggunakan 1 cc kuning telur
sebagai diet aterogenik juga telah
pernah dilakukan oleh Mustofa (
2014 ) dengan mengamati arteri
koronaria selama 49 hari atau kurang
lebih 7 minggu, menunjukkan hasil
bahwa terdapat penebalan arteri
koronaria tikus,kerusakan pada sel
endotel dan plak aterosklerosis.*®

Sedangkan pada penelitian ini
yang menggunakan campuran diet
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aterogenik ( kuning telur, lemak
kambing dan asam kolat ) ditambah
dengan pemberian vitamin D3 yang
terbukti dapat meningkatkan
kalsifikasi pembuluh darah dan
proliferasi otot polos, pada minggu
ke 5 sudah ditemukan gambaran
ateroma pada arteri koronaria tikus.

Penelitian yang sama juga
telah dilakukan oleh Ramlis (2014 )"
yang menggunakan diet aterogenik
yang sama namun Yyang diamati
adalah pembentukan aterosklerosis
pada aorta torasika bahwa pada
minggu ke 5 telah terdapat lesi
aterosklerosis pada aorta torasika.

Menurut teori, setelah aorta
abdominalis pembuluh darah yang
paling sering terkena aterosklerosis
adalah arteri koronaria dan pembuluh
di sirkulus Willis. Aterosklerosis
sendiri diawali dengan adanya jejas
endotel yang kronis. Jejas ini dapat
dipicu oleh adanya pengelupasan
mekanis, gaya hemodinamik,
pengendapan kompleks imun, dan
diet yang mengandung banyak
lemak. Namun, diperkirakan dua
determinan penting yang mungkin
berperan  besar adalah adanya
gangguan hemodinamik dan
konsumsi diet hiperkolesterolemia.*®

Adanya peran gangguan
hemodinamik ini didukung oleh
kecenderungan terbentuknya plak,
jejas dan gangguan aliran pada
ostium pembuluh cabang, titik
percabangan, dan di sepanjang
posterior aorta abdomen. Arteri
koronaria sendiri adalah arteri yang
memiliki percabangan yang
memperdarahi jantung. *°

“ Hasil penelitian ini belum dipublikasikan.
Terimakasih kepada Annisa Ramlis yang
telah mengizinkan datanya untuk digunakan
dalam skripsi ini.

Pemberian diet pakan
aterogenik  bisa  mengakibatkan
keadaan hiperlipidemia terutama
hiperkolesterolemia.
Hiperkolesterolemia dapat langsung
mengganggu fungsi sel endotel
melalui pembentukan radikal bebas
oksigen yang mendeaktivasi nitrat
oksida, yang merupakan faktor
pelemas endotel yang paling utama.
Selain itu juga terjadi penimbunan
lipoprotein di dalam intima di tempat
yang  permeabilitas  endotelnya
meningkat.  Perubahan  kimiawi
lemak yang dipicu oleh radikal bebas
yang dihasilkan dalam makrofag atau
sel endotel di dinding arteri akan
menghasilkan LDL teroksidasi, yang
akan ditelan oleh makrofag melalui
scavenger receptor ( reseptor
penyapu ) Yyang berbeda dengan
reseptor LDL pada umumnya. 19

Monosit dan makrofag akan
melekat ke endotel melalui molekul
perekat endotel spesifik yang
terbentuk di permukaan sel endotel
yang sudah rusak. Setelah itu
makrofag akan bermigrasi diantara
sel endotel sehingga mulai memasuki
lapisan intima. Di dalam lapisan
intima makrofag akan menelan
lipoprotein terutama LDL yang
teroksidasi sehingga menjadi sel
busa. *°

Makrofag juga menghasilkan
interleukin 1 dan faktor nekrosis
tumor yang meningkatkan perlekatan
leukosit. Beberapa kemokin seperti
monocyte chemoattractantt protein 1
juga akan semakin membuat leukosit
masuk ke dalam plak yang sudah
terbentuk. Makrofag menghasilkan
oksigen toksik yang menyebabkan
LDL juga teroksidasi dalam lesi, dan
sel ini  mengeluarkan  faktor
pertumbuhan yang mungkin berperan
dalam proliferasi sel otot polos.
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Proliferasi sel otot polos dan
pengendapan matriks ekstrasel oleh
sel otot polos di intima mengubah
bercak perlemakan menjadi ateroma
fibrofatty matang dan berperan
menyebabkan pertumbuhan progresif
lesi aterosklerosis. *°

Pengaruh Pemberian Pakan
Standar Terhadap Gambaran
Histopatologi Rattus novergicus
strain wistar jantan

Dari penelitian yang
dilakukan didapatkan hasil bahwa
dari 6 tikus putih jantan yang diberi
pakan standar 4 tikus menunjukkan
gambaran histopatologi makrofag,
sel busa, lipid intra dan ekstrasel
bahkan ateroma. Hasil yang sama
juga tampak pada penelitian Ramlis (
2014 ) bahwa pada kelompok kontrol
aorta torasika Rattus novergicus
strain wistar jantan yang diamati
selama 5 minggu  juga sudah
terbentuk lesi aterosklerosis.
Sedangkan penelitian yang dilakukan
Yanuartono ( 2007 ), kelompok
kontrol yang hanya diberi pakan
standar tidak menunjukkan gambaran
lesi aterosklerosis sama sekali.’®
Berdasarkan  data  kepustakaan,
timbulnya gambaran seperti tersebut
diatas dapat disebabkan oleh
beberapa faktor, tidak hanya faktor
makanan namun faktor lain seperti
jenis kelamin, kelainan genetik,
kegemukan, kurang gerak, stres,
serta adanya infeksi juga turut
berperan.’® Hal ini telah dibuktikan
oleh penelitian Permana dkk ( 2013 )
yang mebuat keadaan periodontitis
pada tikus dan mengamati arteri
koronaria tikus menggunakan wire
ligature  diameter 0,5 —mm,
Porphyromonas  gingivalis  tipe
ATCC 33277 dengan dosis 5 ug/0,05
mL PBS, ketamin ( KTM 100 )

dengan dosis 80 mg/kg ditambah
akuades steril dan pakan jenis B76
menyebutkan bahwa periodontitis
mempengaruhi  pembentukan lesi
aterosklerosis koroner dan
menyebabkan penebalan  dinding
arteri  koroner pada model tikus
periodontitis.?’

Semua faktor yang
mempengaruhi aterosklerosis
tersebut nanti nya akan menimbulkan
jejas endotel yang kronis yang
nantinya akan berujung pada
disfungsi  endotel, meningkatnya
permeabilitas  pembuluh  darah,
perlekatan leukosit, dan trombosis.
LDL nanti nya akan mudah
memasuki lumen pembuluh darah
dan selanjutnya akan di oksidasi
menjadi LDL teroksidasi. Monosit
darah akan melekat pada endotel,
bermigrasi ke intima dan akhirnya
akan berubah menjadi makrofag dan
sel busa. Trombosit yang juga ikut
melekat pada  endotel akan
mengeluarkan faktor nya bersamaan
dengan makrofag atau sel vaskuler
lainnya menyebabkan terjadi migrasi
atau perpindahan sel otot polos dari
media ke dalam intima. Proliferasi
sel otot polos di intima dan
pengeluaran matriks  ekstrasel
sehingga terjadi akumulasi kolagen
dan proteoglikan. Pada akhirnya
terjadilah penumpukan lemak di
dalam sel dan diluar sel.*®

SIMPULAN

1. Pemberian  diet  aterogenik
selama 5 minggu pada Rattus
novergicus strain wistar jantan
dapat menimbulkan lesi
aterosklerosis pada 3 sediaan
dinding pembuluh darah arteri
koronaria berupa makrofag,sel
busa, lipid intrasel dan lipid
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ekstrasel 100 % serta ateroma
sebanyak 66 %.

2. Pemberian diet pakan standar
selama 5 minggu pada Rattus
novergicus strain wistar jantan
dapat menimbulkan lesi
aterosklerosis  pada  seluruh
dinding pembuluh darah arteri
koronaria berupa makrofag,sel
busa, dan lipid intrasel sebanyak
70 %, lipid ekstrasel 67 % serta
ateroma sebanyak 50 %.

3. Tidak ada perbedaan yang
bermakna antara kelompok yang
diberi diet pakan standar dengan
kelompok yang diberi diet

aterogenik.
SARAN
1. Perlu dilakukan  penelitian

lanjutan dengan variasi diet
aterogenik yang berbeda serta

alternatif ~ untuk  mengobati
aterosklerosis.
2. Perlu dilakukan  penelitian

histopatologi  dengan  teknik
pewarnaan yang lebih spesifik.
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