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ABSTRACT

Penelitian ini bertujuan untuk mengungkapkan kontribusi peroksidasi lipid terhadap kerusakan sel hati akibat

keracunan Aflatoksin 3, .

Penelitian ini bersifat eksperimental murni dengan rancangan faktorial, mempergunakan 3 faktor lama pemberian
dan 4 faktor dosis pemberian. Digunakan 96 ekor tikus putih jantan (Rattus Norvegicus galur Wistar), yang
berumur £ 2 bulan, berat badan 180-200g, dibagi atas 12 kelompok. Masing-masing kelompok terdiri atas 8 ekor
tikus yang masing-masing kelompok diberikan Aflatoksin B, secara oral dengan dosis 0 g, 10 ug, 15 pg dan 20
ng yang dilarutkan dengan 0,2 ml propilen glikol, setiap hari selama 12 minggu, 16 minggu dan 20 minggu. Pada
akhir percobaan, masing-masing tikus dimatikan dan diperiksa kadar malonaldehid jaringan hati dengan metode
Uchiyama & Mihara (1978), kerusakan sel hati dengan sayatan histologis yang diwarnai dengan hematoksilin

eosin. Hasil penelitian dianalisis dengan ANAVA. dengan p < 0,05.

Analisis hasil penelitian ini menunjukkan bahwa : 1) ada perbedaan yang sangat nyata antara lama pemberian
Aflatoksin B,, 12 minggu dengan 20 minggu dengan dosis 10 mg dan 20 mg terhadap peningkatan malonaldehid
jaringan hati dan kerusakan sel hati. 2) tidak ada ada perbedaan yang nyata antara dosis 10 mg AFB, dengan 15
mg, atau dosis 15 mg dengan dosis 20 mg dan lama pemberian AFB, selama 12 minggu dengan 16 minggu atau
16 minggu dengan 20 minggu terhadap peningkatan kadar malonaldehid jaringan hati. 3) makin lama pemberian

dan makin tinggi dosis Aflatoksin 3, akan semakin meningkatkan kerusakan sel hati.

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa Aflatoksin 8, menimbulkan kerusakan sel hati tidak hanya akibat

peroksidasi lipid yang terjadi tetapi ditimbulkan juga oleh banyak faktor.

Kata kunci : Aflatoksin B, kerusakan sel hati, peroksidasi lipid

ABSTRACT

The experiment used 96 white rats (Rattus norvegicus) with age around eight weeks old and weight 180-200
grams, divided into four groups of 24 rats each, based on the dosages of Aflatoxin B, given. Each group was

divided further into three subgroups of eight rats based on the length of exposure time of Aflatoxin 8, .

Four dosages of Aflatoxin B, were administered orally everyday into different groups, consisted of O ug, 10 g,
15 ug, and 20 ug, dissolved in 0.2 ml propylene glycol. Three subgroups received the dosage for 12 weeks, 16
weeks, and 20 weeks. At the end of the experiment, the rats were sacrificed, malondialdehyde were analyzed
using Uchiyama and Mihara method. Liver cell damages were examined using histological slices stained by
haematoxilin eosin. Data was analyzed using analysis of variance, and P<0.05 was considered to be signifi-

cantly different.

Data analysis shows that : 1) there were significant differences between the effects of 12 weeks and 20
weeks exposure, and between dosage of 10 pg and 20 pg on increasing malondialdehyde of liver tissue and
liver cell damage. This also showed that increasing exposure time and dosages of Aflatoxin 3, increasing in
malondialdehyde of liver tissue and liver cell damage. 2) There were no significant differences between dos-
ages 10 pg and 15 ug, between 15 pg and 20 ug, between 12 weeks and 16 weeks, and between 16 and 20
weeks exposures, on increasing malondialdehyde of the liver tissue. 3) the more Aflatoxin 8, was given the more
liver cells damage. Itis concluded that aflatoxin 31 may cause liver cell damage as the result of liver peroxidation

and many other factors as well.

Keywords: Aflatoxin B, liver cell damage, lipid peroxidation
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PENGANTAR

Aflatoksin B, (AFB,), merupakan salah satu
persoalan yang serius di bidang higiene makanan,
karena disamping bersifat sebagai hepatokarsinogen
yang kuat juga mempunyai sifat clastogenic, mito-
inhibitory danindirect genotoxict234.5.6

Didalam tubuh AFf3, akan menimbulkan kerusak-
an pada bermacam-macam organ tubuh. Walaupun
demikian, hati adalah sasaran utama dengan menim-
bulkan kerusakan sel hati mulai dari yang ringan
seperti degenerasi sampai pada yang berat seperti
karsinoma hepatoseluler4®7. Namun mekanisme
terjadinya kerusakan dan perubahan sel hati akibat
pemberian AFf, belum jelas.

Pemberian AFf, yang menimbulkan degenerasi
bengkak keruh sampai dengan kematian menanda-
kan telah terjadi kerusakan pada membran sel yang
menyebabkan meningkatnya permeabilitas membran
sel. Keadaan ini akan meningkatkan kebocoran
substansi yang secara normal tidak boleh melewati
membran tersebut, seperti Ca**, enzim-enzim
intraseluler yang seharusnya berada di dalam sel.
Akibat kerusakan membran sel, enzim-enzim
tersebut akan keluar dari sel menuju ruang intra-
vaskuler, sehingga kadar enzim tersebut meningkat
di dalam serum 89.10.1%.12

AFB, dimetabolisme di dalam hati dengan meng-
hasilkan metabolit yang reaktif. Perubahan ini
dikatalisasi oleh enzim P-450 dengan cara meng-

Kerangka Operasional Penelitian

oksidasi AFB, melalui reaksi rantai hidroklasi
substrat'***. Reaksi rantai ini akan menghasilkan O.°
(superoksida) dan H,O, pada rantai 4 dan 5 rantai
hidroklasi substrat P-450. O,° yang terbentuk sangat
berbahaya bila terdapat bersamaan dengan H,O,
karena dapat membentuk radikal hidroksil (OH°),
suatu bentuk ROS yang sangat berbahaya.
Disamping itu H,0, yang terbentuk dapat membentuk
OH° bila bereaksi dengan logam transisi seperti Fe**
dan Cu? melalui reaksi Fenton***%*",

Dalam keadaan normal tanpa induksi pem-
bentukan dan O,°, H,0, pembentukan OH°, dapat
diredam oleh enzim antioksidan tubuh seperti
katalase dan superoxide dismutase (SOD). Tetapi
induksi yang terus menerus akan menyebabkan
enzim ini lumpuh, sehingga memudahkan pem-
bentukan OH° **. Akibat ketidak seimbangan antara
pembentukan ROS dengan enzim anti oksidan tubuh
akan timbul stres oksidatif. Salah satu tandanya
adalah peningkatan peroksidasi lipid*®2°2*,

Berdasarkan hal-hal tersebut diatas, maka
dalam penelitian ini akan diungkap kontribusi
peningkatan peroksidasi lipid terhadap kerusakan
sel hati akibat lama pemberian dan kadar AFf,.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini bersifat eksperimental murni

Tikus Putih umur £ 2 bulan, BB 180-12 gr

el e

Kelompok diberi AFB, Opg
10 ug, 15ug dan 209
selama 12 minggu

Kelompok diberi Af B,
0 ug,10 pg 15 pg dan 20 pug
selama 16 minggu

Kelompok diberi AFp, Oug,
10 ng, 15 ug dan 20 ug
selama 20 minggu

11

1L

11

1. MDA Jaringan hati.
2. Sediaan histopatologis hati

1. Kadar MDA Jaringan hati. 1.
2. Sediaan histopatologis hati

Kadar MDA Jaringan hati.
2. Sediaan histopatologis hati
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Pemeriksaan MDA Jaringan Hati

Penentuan kadar MDA dengan menggunakan
Spektrofotometer dilakukan dengan metode Uchia-
yama dan Mihara (1978), yang berdasarkan fluore-
sensi yang terbentuk antara senyawa thio barbiturat
dengan MDA.

Pemeriksaan Histopatologis Hati

Potongan hati yang sudah diredam dalam for-
malin 10 %, minimum selama 2 jam diproses dan
dibuat sediaan histologis dengan metode laborato-
rium Anatomi Histologi Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Airlangga (Hariadi, 2000). Untuk pemeriksaan
gambaran histopatologis hati digunakan mikroskop
cahaya. Tiap-tiap sediaan sampel penelitian diamati
di bawah mikroskop. Dari masing-masing sediaan
ditentukan 5 medan pandang mikroskop yang
berpusat pada vena sentralis. Pada awal pemeriksaan
dilakukan pengamatan secara umum terhadap
struktur sel hati, baik yang masih dalam keadaan
normal maupun yang mengalami kerusakan. Kemudian
dilakukan pemeriksaan dan penghitungan jumlah sel
hati yang mengalami kerusakan pada bagian yang
padat sel hati dengan berpusat pada vena sentralis.
Dihitung sel sebanyak 50 buah dengan pembesaran
400x, dan ditentukan berapa sel yang mengalami
bengkak keruh, lemak, nekrosis dan displasia.

ANALISIS DATA

Hasil analisis di laboratorium yang diperoleh
terdiri dari hasil analisis MDA jaringan hati, gambaran
histopatologis sel hati. Data yang diperoleh dianalisa
secara statistik dengan menggunakan analisis
ANAVA. Bila terdapat perbedaan diikuti dengan Tur-
key HSD.

HASIL PENELITIAN

Dalam penelitian ini telah dilakukan pemeriksa-
an pengaruh AF, terhadap kerusakan sel hati akibat
proses oksidatif pada 96 ekor tikus putih jantan (Rat-
tus norvegicus) yang berumur lebih kurang dua bulan
dengan berat badan antara 180-200g yang dibagi
atas 12 kelompok perlakuan.

Hasil analisa statistik penelitian dapat dilihat
pada Tabel -Tabel dibawah ini.

1. Pengaruh lamapemberian dan dosis AFB
terhadap kadar MDA jaringan hati tikus
putih

Hasil analisis pengaruh lama pemberian dan
dosis AFB_ terhadap kadar MDA jaringan hati tikus
putih dapat dilihat pada Tabel 1.1, 1.2, 1.3 dan 1.4
di bawah ini.

Tabel 1.1. Nilai rerata kadar MDA (pg/ml) jaringan hati tikus putih akibat pemberian AFB,
pada bermacam-macam dosis dan lama pemberian

Nilai rerata kadar MDA setelah pemberian Af; (u g)

Lama Pemberian

0 10 15 20
12 minggu 0,12 + 0,025 0,21.+ 0,02 0,24 + 0,03 0,24 £0,01
16 minggu 0,13+0,01 0,23+0,03 0,25+ 0,03 0,26 £ 0,02
20 minggu 0,13+ 0,01 0,26 + 0,03 0,32 + 0,03 0,35+ 0,07

Tabel 1.2. Hasil analisis kadar MDA (pg/ml) jaringan hati tikus putih pada bermacam-macam
dosis pemberian AFB,

Dosis AfB, (ug)

0 10 15 20
Rata-rata Kadar MDA 0,122 0,23° 0,27 ¢ 0,28°¢
Simpangan Baku 0,02 0,04 0,05 0,06

Keterangan: Nilai rata-rata yang diikuti superskrip berbeda, berbeda nyata (p < 0,05).

Hasil analisis pengaruh lama pemberian AF, terhadap kadar MDA jaringan hati tikus putih dapat

dilihat pada Tabel 1.3.
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Tabel 1.3 Hasil Analisis kadar MDA (pg/ml) jaringan Hasil analisis pengaruh interaksi dosis dan lama
hati tikus putih pada bermacam-macam pemberian AF, terhadap MDA jaringan hati tikus
lama pemberian AFp, putih dapat dilihat pada Tabel 1.4.

12 16 20

Rata-rata Kadar 0202 0222 Q27 2. Pengaruh lama pemberian dan dosis AFf,
’ ' ' terhadap kerusakan sel hati tikus putih

MDA
- Hasil analisis pengaruh lama pemberian dan
Simpangan Baku 0,06 0,06 0,09 dosis AFB, terhadap kerusakan sel hati tikus putih
dapat dilihat pada Tabel 2.1,2.2, 2.3 dan 2.4

Keterangan: Rerata yang diikuti superskrip berbeda,
berbeda nyata (p < 0,05).

Tabel 1.4. Hasil analisis interaksi dosis dan lama pemberian AFp, terhadap kadar MDA (pg/ml)
jaringan hati tikus putih

Dosis 0 10 15 20

Lama 12 16 20 12 16 20 12 16 20 12 16 20

12 - ns ns S S S S S S S S S

0 16 - ns S S S S S S S S S
20 - S S S S S S S S S

12 - ns S ns ns S ns ns S

10 16 - ns ns ns S ns ns S
20 - ns ns S ns ns S

12 - ns S ns ns S

15 16 - S ns ns S
20 - S S Ns

12 - ns S

20 16 - S
20 -

ns = tidak bermakna (p > 0,05); s = bermakna (p < 0,05)

Tabel 2.1. Nilai rerata sel hati tikus putih yang rusak akibat pemberian AF, menurut dosis
dan lama pemberian yang berbeda / 50 sel

Lama Nilai rerata sel hati yang rusak setelah pemberian Afp ; (L gr)/50 sel
Pemberian 0 10 15 20
12 minggu 0 73,78 + 3,54 80,38 + 3,54 95,88 + 8,00
16 minggu 0 81,75+ 5,44 102,88 + 8,98 117,75+13,50
20 minggu 0 99 + 9,18 123,25 + 9,78 137,88+16,82

Hasil analisis pengaruh dosis AFB, terhadap kerusakan sel hati dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Hasil analisis jumlah sel hati tikus putih yang rusak akibat pemberian AFf,
pada bermacam-macam dosis

Dosis Aff3 4 (1g)

0 10 15 20
Rerata Kerusakan Sel Hati 0® 84,71° 102,17° 117,17¢
Simpangan Baku 0 12,54 19,76 21,69

Keterangan: Rerata yang diikuti superskrip berbeda, berbeda nyata (p < 0,05).
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Hasil analisis pengaruh lama pemberian AFB, terhadap kerusakan sel hati tikus putih dapat dilihat

pada Tabel 2.3.

Tabel 2.3. Hasil analisis jumlah kerusakan sel hati tikus putih akibat pemberian AFf,
pada bermacam-macam lama pemberian

Lama Pemberian Aff; (minggu)

12 16 20
Rerata Kerusakan Sel Hati 62,412 75,59 ° 90,03 °¢
Simpangan Baku 37,95 46,92 55,61

Keterangan: Nilai rata-rata yang diikuti superskrip berbeda, berbeda

nyata (p < 0,05).

Hasil analisis pengaruh interaksi dosis dan lama pemberian AFf, terhadap kerusakan sel hati tikus

putih dapat dilihat pada Tabel 2.4.

Tabel 2.4. Hasil analisis interaksi dosis dan lama pemberian AFp, terhadap kerusakan sel hati tikus putih

Dosi L 0 10 15 20
OIS Lama 1,716 20 12 16 20 12 16 20 12 16 20
12 - ns ns S s S S S S S S S
0 16 - ns S s S S S S S S S
20 - S s S S S S S S S
12 - s ns S ns S S S S
10 16 - S ns S S ns S S
20 - S ns S ns S S
12 - S S S S S
15 16 - S ns S S
20 - S ns S
12 - S S
20 16 - S
20 -

Keterangan : ns = tidak bermakna (p > 0,05); s = bermakna (p < 0,05)

PEMBAHASAN

1. Pengaruhlama pemberian dan dosis AF,
terhadap kadar MDA jaringan hati tikus putih

Hasil penelitian yang didapatkan menunjukkan
terjadi peningkatan kadar MDA jaringan hati tikus
putih setelah pemberian AF$, 10 mg, 15 mg dan 20
mg baik selama 12 minggu, 16 minggu maupun 20
minggu. Ini menunjukkan ketidak mampuan enzim
SOD dan katalase jaringan hati tikus putih me-
netralisir dan H,O, yang terbentuk akibat proses
oksidatif pada biotransformasi AFf, yang dikatali-
sator oleh enzim P-450 sehingga terbentuk OH°
suatu bentuk ROS yang sangat berbahaya. OH°
mempunyai target pada tiga jenis senyawa yang
penting untuk mempertahankan integritas sel yaitu
lipid, protein dan DNA. Pada membran lipid OH°
menimbulkan kerusakan melalui serangkaian
kegiatan yang dikenal dengan peroksidasi lipid dan

akan menghasilkan produk dekomposisi lipid.
Produk ini mempunyai bermacam-macam bentuk,
salah satunya adalah malonaldehid. Pada penelitian
ini hanya akan diukur kadar MDA saja, karena mudah
dideteksi dengan test TBA yang merupakan satu
pemeriksaan yang sederhana, tetapi cukup akurat,
karena kenaikan MDA menggambarkan terjadinya
peningkatan peroksidasi lipid (Shen, 1994).

Dari hasil penelitian didapatkan bahwa pening-
katan kadar MDA jaringan hati akan semakin me-
ningkat pada peningkatan dosis, dimana pem-berian
AFp, 10 mg akan meningkatkan kadar MDA jaringan
hati yang berbeda secara bermakana (p=0,000) de-
ngan tikus putih yang mendapat AFB, 15 mg
(p=0,001) dan tikus-tikus putih yang mendapat AFf3
20 mg (0,000). Hasil ini menunjukkan bahwa makin
tinggi dosis AFf3, yang diberikan akan meningkatkan
peroksida lipid, sebagai akibat dari semakin ketidak
mampuan enzim SOD dan katalase menetralisir dan
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H,O, yang terbentuk akibat proses oksidatif pada
biotransformasi AFf, yang dikatalisator enzim
sitokrom P-450.

Ditinjau dari lama pemberian AFB,, ternyata
semakin lama pemberian AFB, akan semakin
meningkatkan kadar MDA jaringan hati tikus putih.
Ini disebabkan semakin lama pemberian AFB akan
semakin meningkatkan pembentukan dan H,0,
akibat proses oksidatif pada biotransformasi AFf,
oleh enzim sitokrom P-450.

2. Pengaruh lama pemberian dan dosis AFB,
terhadap kerusakan sel hati

Pemeriksaan secara makroskopik dapat dilihat
bahwa warna hati pada tikus putih yang tidak
mendapat AFp terlihat berwarna coklat kemerahan,
warna yang terdapat pada hati yang normal.
Pemberian AFB, 10 mg, 15 mg dan 20 mg selama
12 minggu, 16 minggu dan 20 minggu akan merubah
warna hati mulai dari coklat pucat kekuningan sampai
coklat kekuningan dengan belang putih. Warna pucat
kekuningan disebabkan oleh karena sel hati meng-
alami degenerasi, sedangkan warna kuning dengan
belang putih disebabkan karena sel hati sudah
mengalami nekrosis (Cotran et al., 1999). Warna
hati kekuningan dengan belang putih terlihat makin
meningkat dengan makin lamanya pemberian dan
makin meningkatnya dosis AFf, . Hal ini menunjuk-
kan bahwa makin banyak sel hati yang mengalami
kerusakan dengan makin meningkatnya dosis dan
lama pemberian AFB, Pada pemeriksaan secara
makroskopik tidak ditemukan nodul-nodul yang
menandakan telah terjadi keganasan.

Secara mikroskopik, dari hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa kerusakan sel hati tikus putih
berbeda secara bermakna antara pemberian AFf3
10 mg, 15 mg dan 20 mg dengan tikus-tikus putih
yang tidak mendapat AFf.. Demikian pula dengan
lama pemberian, kerusakan sel hati ternyata berbeda
bermakna antara pemberian 12 minggu, 16 minggu
dan 20 minggu. Bila dihubungkan dengan kadar MDA
jaringan hati, ternyata kerusakan sel hati lebih tinggi
dari pada kadar MDA yang merusak membran lipid.
Ini menunjukkan bahwa proses oksidatif yang meni-
mbulkan kerusakan sel hati tidak saja disebabkan
oleh peroksidasi lipid, tapi juga disebabkan oleh
banyak faktor.

Sel yang dipapari dengan stres oksidatif yang
kuat akan mengalami kematian. Keadaan ini terjadi
juga didalam penelitian ini, dimana didapatkan bahwa
sel hati mengalami nekrosis pada setiap pemberian
AFB , dan pada setiap lama pemberian, dimana
makin lama pemberian dan semakin meningkat
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dosis akan menambah kematian sel. Kematian sel
hati akibat paparan AFp, ini disebabkan oleh
beberapa faktor :

1. Stres oksidatif yang kuat akan mengakibatkan
penipisan ATP semakin buruk, sehingga sito-
skleton akan terurai.

2. Peningkatan ROS yang dihasilkan oleh induksi
AF, juga akan meningkatkan aktivasi PARP,
sehingga terjadi deplesi NAD* atau NADP*.
Akibatnya sel tidak dapat lagi membuat ATP yang
akan menyebabkan sel menjadi mati.

3. Penyebab kematian sel yang lain adalah karena
peningkatan kadar Ca** intraseluler yang akan
mengubah sejumlah aktivitas enzim yang
berpotensi merusak sel, seperti fosfolipase, pro-
tease dan endonuklease.

4. Akibat induksi AFB, yang meningkatkan pem-
bentukan ROS akan menimbulkan pembengkak-
an mitokondria, yang akan mempercepat
kematian sel karena terbukanya porus antara
membran dalam dan luar mitokondria. Pem-
bukaan porus ini akan menyebabkan tumpahnya
isi matriks mitokondria, sehingga fosforilasi
oksidatif mitokondria mengalami krisis.

5. Peningkatan MDA yang menandakan peningkat-
an peroksidasi lipid juga mempercepat kematian
sel hati dengan cara meningkatkan permeabilitas
membran sel.

Ditinjau dari interaksi dosis dan lama pemberian
AFB, ternyata pemberian AFf, 20 mg selama 20
minggu, berbeda secara bermakna dengan pemberi-
an AFf, 10 mg selama 10 minggu, 15 minggu dan
20 minggu, pemberian AFB, 15 mg selama 12
minggu, 16 minggu dan 20 minggu serta pemberian
AFp, 20 mg selama 10 minggu dan 16 minggu. Hal
ini juga membuktikan bahwa semakin lama
pemberian AFB, semakin tinggi kerusakan sel hati
tikus putih. Pada penelitian juga didapatkan AF(3,
10 mg selama 12 minggu lebih banyak sel hati yang
mengalami degenerasi bengkak keruh. Makin tinggi
dosis pemberian AFB, dan makin lama pemberian
AF(, degenerasi bengkak keruh makin berkurang,
tetapi sel hati yang mengalami nekrosis bertambah
banyak. Hal ini menunjukkan makin tinggi kadar
MDA yang terbentuk makin tinggi terjadi peroksidasi
lipid sehingga disregulasi Ca*™ dan deplesi ATP akan
semakin meningkat sehingga akan meningkatkan
pula kerusakan sel hati tikus putih.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
kerusakan sel hati akibat AFf, bukan sepenuhnya
disebabkan oleh peroksidasi lipid saja, tetapi banyak
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Gambar 1. sel hati tikus putih yang mengalami nekrosis hebat setelah di induksi AF, 20 mg
selama 20 minggu. 1. Nekrosis, 2. Sel Normal (HE, 200x)

disebabkan oleh faktor-faktor lain seperti kerusakan
membran plasma, kerusakan mitokondria, disregu-
lasi Ca™ dan deplesi ATP. Kerusakan sel hati melalui
proses oksidatif ini juga akan diperparah oleh
kerusakan protein dan kerusakan DNA. Semakin
lama dan semakin tinggi dosis AF B, akan menyebab-
kan semakin tinggi kerusakan sel hati tikus putih.

KESIMPULAN

1.

Peningkatan peroksidasi lipid mem-punyai
kontribusi dalam kerusakan sel hati akibat
pemberian AFf,

Ternyata banyak faktor-faktor yang berperan
dalam menimbulkan kerusakan sel hati akibat
pemberian AFf, disamping peningkatan perok-
sidasi lipid.
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