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ABSTRACT

Wiryatun Lestariana - Effect of dietary vitamin A against the toxic effect of aflatoxin B: on the cytochrome
P450 in the liver microsomal protein of Rattus norvegicus rats

Liver cytochrome P450 microsomal protein metabolizes certain xenobiotic compounds into reactive inter-
mediates which covalently bind to DNA, RNA or protein of nucleus. The action of cytochrome P450 can be
influenced by nutrition status and environmental pollution. Aflatoxin B1 (AFB1) is the environmentai exposure
problem in the countries with tropical climate. Aflatoxin By can also be oxidized by cytochrome P450 to DNA
and protein - binding metabolites and can give rise to cell injury, mutation and cancer. The objective of this
study is to investigate the effect of dietary vitamin A (deficient, adequate, fourfold-adequate)} against the toxic
effect of AFB1 in the liver cytochrome P450 microsomal protein of rats. Variance analysis of the result showed
that the Interaction of the vitamin A in the diet and treatment with AFB1 had no significant effect. However
the rats with dietary deficient and adequate In vitamin A, treated with AFB; showed significantly increased the
cytochrome P450 (p<0.001). The dietary fourfold-adequate in vitamin A was able to maintain the
concentration of cytochrome P450 in liver microsomal protein of rats treated with AFB1 within normal range.
It is concluded that the effect of dietary vitamin A against the toxic effect of AFB in liver cytochrome P450
microsomal protein of rats depends on the vitamin A concentrations in the diet consumed.
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ABSTRAK

Wiryatun Lestarlana - Pengaruh kandungan vitamin A dalam ransum terhadap efek toksik aflatoksin B: pada
sitokrom P-450 dalam protein mikrosoma hati tikus Rattus norvegicus

Sitokrom P-450 dalam protein mikrosoma hati memetabolisis senyawa xenobiotika tertentu menjadi metabolit
reaktif yang dapat berikatan kovalen dengan DNA, RNA dan protein inti. Aktivitas sitokrom P-450 dapat
dipengaruhi oleh berbagal faktor di antaranya adalah faktor status nutrisi dan cemaran lingkungan. Aflatoksin
B1 merupakan masalah cemaran lingkungan di negara-negara yang mempunyai iklim tropis. Sitokrom P450
juga memetabolisis aflatoksln B+ menjadi metabolit AFB1 reaktif yang dapat berikatan secara kovalen dengan
makromolekul inti dan dapat mengakibatkan sel cidera, mutasi dan kanker. Tujuan utama penelitian ini adalah
untuk mengetahul pengaruh kandungan vitamin A dalam ransum terhadap efek toksik AFB, pada sitokrom
P-450 dalam protein mikrosoma hati tikus. Hasil analisis statistik dengan ANAVA menunjukkan bahwa
antaraks] kandungan vitamin A dalam ransum dan pemberian AFB: mempunyai pengaruh yang tidak bermakna
terhadap kadar sitokrom P-450. Namun demikian, tikus yang mendapatkan ransum defisien dan cukup vitamin
A, pemberian AFB; mengalami peningkatan kadar sitokrom P-450 secara bermakna {p <0,001). Sedang
ransum yang mengandung vitamin A 4 X cukup dapat mempertahankan kadar sitokrom P-450 dalam protein
mikrosoma hati tikus yang diberi AFB1 tetap dalam kisaran normal. Dari hasil penelitian ini dapat diambil
kesimpulan bahwa pengaruh kandungan vitamin A dalam ransum terhadap efek toksik AFB; pada sitokrom
P-450 dalam protein mikrosoma hati tikus tergantung pada kadar vitamin A dalam ransum yang dikonsumsi.

Wiryatun Lestariana, Department of Biochemistry, Faculty of
Medicine, Gadjah Mada University, Yogyakarta, Indonesia

(B.1.Ked, Vol. 30, No. 1:15-20, Maret 1998)
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PENGANTAR

Di dalam organ dan jaringan manusia atau
hewan terdapat sejumlah enzim yang mampu
memetabolisis senyawa larut dalam lemak men-
jadi larut dalam air yang selanjutnya dapat de-
ngan mudah diekskresikan!. Sistem enzim yang
terlibat dalam reaksi tersebut di antaranya adalah
sistem enzim mixed-function oxidases yang me-
ngandung komponen-komponen NADH - sito-
krom P-450 reduktase, sitokrom P-450 dan fos-
folipid yang terutama terdapat pada membran
retikulum endoplasma halus sel hati. Sistem en-
zim ini mengkatalisis oksidasi berbagai senyawa
endogen (hormon steroid, asam-asam lemak) dan
eksogen (xenobiotika: obat, alkohol, DDT, afla-
toksin) menjadi metabolit reaktif dan metabolit
-teroksidasi yang lain. Metabolit reaktif dapat
berikatan secara kovalen dengan DNA, RNA dan
protein sel. Senyawa yang terbentuk secara ko-
valen ini da at mengakibatkan sel cedera, mutasi
dan kanker'””. Kadar sitokrom P-450 dapat
dipengaruhi oleh berbagai faktor yaitu galur, jenis
kelamin, genetik, status nutrisi dan cemaran ling-
kungan. Kenaikan kadar sitokrom P-450 dapat
meningkatkan metabolisme senyawa-senyawa
endogen dan eksogen tersebut di atas?. Hasil pe-
nelitian menunjukkan bahwa senyawa-senyawa
vitamin A dan analognya dapat menghambat
aktivitas sistem enzim mixed-function oxtdases
hati tikus yang diberi hidrokarbon pohsxkhk
Peneliti lain melaporkan bahwa tikus yang meng-
konsumsi ransum cukup vitamin A, pemberiam
polybrominated biphenyl meningkatkan kadar
51tokrom P-450 dalam protein mikrosoma hati
tikus®. Aflatoksin B 1 (AFB}) adalah metabolit
sekunder yang dihasilkan terutama oleh kapang
Aspergillus ﬂavus7. Di negara-negara yang mem-
punyai iklim tropis, AFB{ merupakan masalah
lingkungan karena 4. flavus penghasil AFB; pada
kondisi tersebut mudah tumbuh. Aflatoksin By
dalam tubuh mengalami biotransformasi menjadi
metabolit AFB; reaktif (epoksida AFBj) dan
pembentukan epoksxda AFB; dipengaruhi oleh
kadar sitokrom P-450°, Dilaporkan bahwa lebih
dari 90% insidensi karsinoma hepatoselular dise-
babkan olch faktor lingkungan yang di antaranya
adalah AFB®.

Mengingat AFB| merupakan masalah ling-
kungan dan terbentuknya metabolit reaktif AFBj
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dipengaruhi oleh kadar sitokrom P-450, kadar
sitokrom P-450 dapat dipengaruhi oleh senyawa-
senyawa vitamin A dan cemaran lingkungan serta
meningkatnya kadar sitokrom P-450 dapat
meningkatkan metabolisme senyawa endogen
(hormon steroid, asam-asam lemak), maka tujuan
penelitian ini ialah untuk mengetahui pengaruh
kandungan vitamin A dalam ransum (defisien,
cukup, 4 X cukup) terhadap efek toksik AFB
pada kadar sitokrom P-450 dalam protein mikro-
soma hati tikus.

BAHAN DAN CARA

Bahan

Hewan percobaan yang digunakan adalah
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan diperoleh
dari Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan
(UPHP) Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta,
umur 1-2 bulan dengan berat badan 62-68,5 gram
dan tampak sehat (kadar protein 6-7 gram/dl
serum).

Ransum tikus adalah ransum defisien vitamin
A (Ransum dasar = R.d.), ransum cukup vitamin
A (3.000 TU/kg R.d.) dan ransum 4 X cukup
vitamin A (12.000 TU/kg R.d.). Vitamin A yang
digunakan retinil palmitat, diperoleh dari F.
Hoffman La Roche & Co, Limited company, lot.
No. 001068 d 20, CH. 4002, Basle-Switzerland.

Aflatoksin B diperoleh dari Sigma grade
A-6636.

Cara

Tahapan penelitian. Empat-puluh delapan ekor
tikus yang telah memenuhi persyaratan yang
ditentukan dalam penelitian ini dibagi secara acak
menjadi 12 kelompok yaitu kelompok I s/d XIIL
Masing-masing kelompok terdiri dari empat ekor
tikus. Selanjutnya masing-masing tikus dalam
kelompoknya diperlakukan menurut alur perco-
baan dari awal sampai akhir (GAMBAR 1). Tikus
dalam kelompok I s/d VI adalah kelompok tikus
yang dimatikan pada awal percobaan untuk
ditentukan kadar sitokrom P-450 dalam protein
mikrosoma hati’. Data yang diperoleh dari tikus
kelompok I s/d VI dipergunakan untuk meng-
gambarkan' kondisi awal kadar sitokrom P-450
dalam protein mikrosoma hati tikus kelompok
VII s/d XII. Selanjutnya masing-masing tikus
dalam kelompok VII s/d X1I tersebut selama 16
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Kelompok | Ransum defisien vitamin A = Ransum cukup Ransum lebih dari cukup
(K) tikus Ransum dasar = R.D. vitamin A vitamin A = R. 4 x cukup
3.000 IU/kg R.D. 12.000 IU/kg R.D
KIs/d VI K vl K VIl KIX KX KXI K XII
+0,2ml +15ug +0,2ml +15ug +0,2ml +0,2ml
p.g./ekor/ AFB1/0,2ml | p.g/ekor/ AFB1/0,2 ml | p.g/ekor/ AFB/0,2 mi
hari/oral .p.g./hari/oral | hari/oral p.g./hari/oral | hari/oral p.g./hari
pada awal pada akhir percobaan
percobaan dilakukan pemeriksaan*
dilakukan
pemeriksaan*
*kadar total sitokrom P-450 dalam mikrosoma hari tikus

Keterangan

p-g. = propilen glikol; AFB; = aflatoksin B, yang dilarutkan dalam 0,2 ml p.g.; Tikus K I &/d K VI: kelompok
tikus yang dimatikan pada awal percobaan; Tikus K VII s/d K XII: kelompok tikus yang diperlakukan selama

16 minggu

GAMBAR 1. - Bagan alur percobaan -

minggu, setiap hari diberi ransum sesuai dengan
kelompoknya dan diberi minum air PAM sepuas-
nya serta diberi 0,2 ml propilen glikol per oral
dengan sonde. Propilen glikol adalah pelarut
AFB. Pada akhir percobaan semua tikus dipua-
sakan selama kurang lebih 10 jam dan selanjutnya
tikus dimatikan, hatinya diambil, ditimbang ke-
mudian ditentukan kadar sitokrom P-450 dalam
protein mikrosoma hatinyag.

Analisis data

Hasil pengukuran kadar sitokrom P-450 total
dalam protein mikrosoma hati tikus pada akhir
percobaan dianalisis secara statistik dengan
analisis variansi (ANAVA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berat hati tikus

Rerata berat hati tikus pada akhir percobaan
selama minggu disajikan dalam TABEL 1. Dalam
TABEL 1 tampak bahwa berat hati tikus yang
mendapatkan AFB; lebih rendah daripada berat
hati tikus yang ransumnya sama tetapi tidak men-
dapatkan AFBj. Berat hati tikus yang menda-
patkan ransum yang kandungan vitamin A-nya 4

X cukup, baik yang mendapatkan AFB| maupun
tidak (K XI da K XII) menunjukkan berat hati
yang lebih besar dan bermakna dibanding dengan
berat hati tikus kelompok lain. Di lain pihak berat
hati tikus antar kelompok yang ransumnya ber-
beda kandungan vitamin A-nya, menunjukkan
perbedaan bermakna hanya pada tikus yang
mendapatkan ransum defisien vitamin A dan
cukup vitamin A (p<0,01) serta pada tikus yang
mendapatkan ransum defisien vitamin A dan 4 X
cukup vitamin A (p<0,005). Tikus yang meng-
konsumsi ransum yang kandungan vitamin A-nya
sama, pemberian AFB| mempunyai pengaruh
yang tidak bermakna pada berat hati tikus. Per-
bedaan berat hati tersebut kiranya hanya disebab-
kan oleh pengaruh kandungan vitamin A dalam
ransum yang dikonsumsi saja; Kusumawati'® dan
Suhartono' melaporkan bahwa ada perbedaan
bermakna berat hati tikus antara tikus yang
mengkonsumsi ransum cukup vitamin A dan
ransum defisien vitamin A (p<0,05). Kusuma-
wati'® melaporkan bahwa berat hati tikus dewasa
yang mendapatkan ransum cukup vitamin A
adalah 6,79 £ 0,18 gram dan Suhartono'! adalah
7,01 + 0,59 gram. Hasil penelitian ini menunjuk-
kan bahwa berat hati tikus yang mendapatkan
ransum cukup dan 4 X cukup vitamin A mendu-

+alb
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TABEL 1. ~ Berat hati tikus (gram) pada akhir percobaan 16 minggu

Kelompok tikus Jenis ransum yang Jenis perlakuan Berat hati
N=4 dikonsumsi X+1S8.D.
Kelompok VIII defisien vitamin A +0,2mlp.g. 6,28 + 0,45
(Ransum dasar= R.d.)
Kelompok VIII defisien vitamin A + 15 ng AFBy/ 6,05 10,29
0,2 mlp.g.
Kelompok IX cukup vitamin A +0,2mlp.g. 6,89 £0,43
3.000 IU/kg R.d.
Kelompok X cukup vitamin A + 15 ug AFBY/ 6,79 £ 0,46
0,2 mlp.g.
Kelompok XI 4 x cukup vitamin A +0,2mlpg. 7,06+0,35
‘ 12.000 IU/kg R.d.
Kelompok XII 4 X cukup vitamin A + 15 ng AFBY/ 7,0710,10
0,2mip.g.

p.g. = propilen glikol = pelarut AFB}

AFB; = aflatoksin B

Keterangan kemaknaan

1. Antar K VIIdan K IX, K X p<0,01
2. Antar K V1l dan K XI, K XII p< 0,005
3. Antar K VIIIdan K IX, K X Pp<0,005
4. Aatar K VIII dan K X1, K XII p<0,001
5. Antar KIX, K X dan K XLLK Xil  p<0,05

TABEL 2. - Kadar sitokrom P-450 total (nmol/ mg protein) dalam
protein mikrosoma hati tikus pada awal percobaan

- Kelompok tikus Kadar sitokrom P-450 Kelompok tikus Kadar sitokrom P-450
N=4 (X+18.D) N=4 (X+18D)
I = VI 0,712 £0,052 I = VIl 0,711 0,051
m = 1IX 0,709 + 0,050 v = X 0,710 £0,050
Vv = Xl 0,710 £ 0,051 VI = Xl 0,710 +0,052

Keterangan kemaknaan

Antar K I s/d K VI menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna

kung hasil penelitian Kusumawati dan Suhartono.
Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
kandungan vitamin A dalam ransum mempunyai
pengaruh yang bermakna pada berat hati tikus,
sedang pengaruh pemberian AFB| terhadap berat
hati tikus yang mengkonsumsi jenis ransum sama
tidak bermakna. Namun demikian, karena sasaran
utama toksisitas AFB| adalah hati’ maka fungsi
vitamin A sebagai agen khemopreventif terhadap
efek toksik AFB;| perlu dibuktikan dengan
penetapan kadar sitokrom P-450 dalam protein
mikrosoma hati tikus. Hal ini perlu diteliti sebab
kadar sitokrom P-450 mempunyai peran penting
dalam biotransformasi AFB)| menjadi epoksida
AFB; reaktif’.

Kadar sitokrom P-450 total dalam protein
mikrosoma hati pada awal percobaan

Kadar sitokrom P-450 dalam protein mikro-
soma hati tikus K VII s/d K XII pada awal per-
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cobaan diperoleh dari penetapan kadar sitokrom
P-450 dalam protein mikrosoma hati tikus kelom-
pok I s/d VI, yaitu kelompok tikus yang dimati-
kan pada awal percobaan (TABEL 2). Data TA-
BEL 2 menunjukkan bahwa kadar sitokrom
P-450 total dalam protein mikrosoma hati tikus
antar kelompok tersebut menunjukkan perbedaan
yang tidak bermakna. Data ini dapat diartikan
bahwa kadar sitokrom P-450 total dalam protein
mikrosoma hati tikus antar kelompok VII s/d XII
pada awal percobaan menunjukkan perbedaan
yang tidak bermakna.

Kadar sitokrom P-450 dalam protein mikro-
soma hati tikus pada akhir percobaan 16
minggu

Kadar sitokrom P-450 total dalam protein
mikrosoma hati tikus kelompok VII s/d XII
disajikan dalam TABEL 3. Pada TABEL 3 ditun-
jukkan bahwa kadar sitokrom P-450 total yang
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TABEL 3. ~ Kadar sitkrom P-450 total dalam protein mikrosoma hati tikus (nanomol/mg protein)

pada akhir percobaan 16 minggu

Kelompok Jenis ransum yang Perlakuan Kadar sitokrom
tikus dikonsumsi tikus per hari /ekor P-450 total
N=4 (X+118.D)
vl defisien vitamin A (R.d.) + 0,2 ml propilen glikol (p.g) 1,74 £ 0,09
Vit defisien vitamin A (R.d.) + 15 ug AFB1/ 0,2 mip.g. 3,57+0,31
IX cukup vitamin A +0,2mlp.g. 1,00 £ 0,06
(3.000 IU Vit. A/kkg Rd.)
X cukup vitamin A + 15 ug AFBY/ 0,2 ml p.g 2,55+£0,17
X1 4 x cukup vitamin A +0,2mip.g. 0,99 £ 0,05
(12.000IU Vit. A/kg R.d.)
X1 4 X cukup vitamin A + 15 pg AFB1/0,2 ml p.g. 0,97 £ 0,34

Keterangan kemaknaan

1. Pengaruh antaraksi vitamin A dalam ransum dan pemberian AFB| menun_]ukkan perbedaan tidak

bermakna

2. Pengaruh kadar vitamin A dalam ransum saja Antar K VIIdan K IX, K XI p <0,001
3. Pengaruh pemberian AFB| pada tikus yang mengkonsumsi jenis ransum sama

AntarKIII danKIV; KIXdanK X p<0,001

tinggi adalah kelompok tikus yang mengkon-
sumsi ransum cukup dan defisien vitamin A juga
mendapatkan AFB; (2,55 £ 0,17 dan 3,57 £ 0,31
nmol/mg protein mikrosoma hati). Akan tetapi,
tikus yang mengkonsumsi ransum 4 X cukup
vitamin A, meskipun mendapatkan AFB|, kadar
sitokrom P-450 total dalam protein mikrosoma
hatinya hampir sama dengan kadar sitokrom
P-450 total hati tikus yang hanya mengkonsumsi
ransum cukup dan ransum 4 x cukup vitamin A
saja, yaitu kurang lebih 1 nanomol/mg protein
mikrosoma hati. Hasil-hasil tersebut setelah
dianalisis dengan ANAVA, pengaruh antaraksi
kandungan vitamin A dalam ransum dan pembe-
rian AFB1 menunjukkan pengaruh yang tidak
bermakna. Akan tetapi kandungan vitamin A da-
lam ransum dan pemberian AFB| masing-masing
mempunyai pengaruh yang bermakna (p<0,001).

Pengaruh kandungan vitamin A dalam ran-
sum terhadap kadar sitokrom P-450

Pada TABEL 3 ditunjukkan bahwa pada tikus
yang mengkonsumsi ransum defisien vitamin A,
kadar sitokrom P-450 di dalam hatinya menun-
jukkan kadar yang paling tinggi dan berbeda ber-
makna (p<0,001) dengan tikus yang mengkon-

sumsi ransum cukup dan 4 X cukup vitamin A.
Lestariana’ “ melaporkan bahwa tikus yang meng-
konsumsi ransum defisien vitamin A tersebut
pada akhir percobaan status vitamin A-nya me-
nunjukkan defisiensi. Pada umumnya kenaikan
kadar sitokrom P-450 total dalam protein mikro-
soma hati suatu organisme blasanya karena
adanya proses detoksifikasi atau aktivasi'. Tetapi
dalam kasus ini kiranya kenaikan itu disebabkan
karena tubuh tikus kelompok tersebut telah
mengalami defisiensi vitamin A. Dilaporkan
bahwa kadar sitokrom P-450 dapat dipengaruhi
oleh berbaga1 faktor, diantaranya adalah faktor
status nutrisi*. Pada TABEL 3 juga ditunjukkan
bahwa tikus yang mendapatkan ransum cukup
vitamin A dan 4 X cukup vitamin A menun-
jukkan kadar sitokrom P-450 total dalam hatinya
hampir sama yaitu sekitar 1 nmol/mg protein
mikrosoma hati. Berdasarkan hasil-hasil peneliti-
an, kadar-kadar tersebut adalah dalam kisaran
normal; Craddock et al.'* dan Yoo et al.

melaporkan bahwa tikus yang mengkonsumsi
ransum yang kandungan vitamin A-nya cukup
selama 18 minggu kadar sitokrom P-450 total da-
lam hatinya berkisar antara 0,86 - 1,04 nmol/mg
protein. Dari hasil penelitian ini dapat diambil
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kesimpulan bahwa ransum yang defisien vitamin
A meningkatkan secara bermakna (p<0,001)
kadar sitokrom P-450 total dalam protein mikro-
soma hati tikus.

Pengaruh pemberian aflatoksin By terhadap
kadar sitokrom P-450

Pada TABEL 3 ditunjukkan bahwa pemberian
AFB| mempunyai pengaruh yang sangat ber-
makna (p<0,001) hanya pada kadar sitokrom
P-450 total dalam hati tikus yang mengkonsumsi
ransum defisien dan cukup vitamin A. Pada ke-
lompok tikus tersebut terjadi kenaikan kadar
sitokrom P-450 di dalam hatinya. Hasil ini me-
nunjukkan bahwa dalam tubuh tikus tersebut
terjadi peningkatan proses biotransformasi AFB|
menjadi epoksida AFB; yang reaktif’. Sedang
pada tikus yang mengkonsumsi ransum 4 X
cukup vitamin A, pemberian AFB| tidak mening-
katkan kadar sitokrom P-450 total dalam protein
mikrosoma hati tikus tersebut. Hasil ini membuk-
tikan bahwa vitamin A dapat digunakan sebagai
agen khemopreventif terhadap efek toksik AFB].
Dalam hal ini kerja vitamin A mungkin meng-
hambat aktivitas sistem enzim mixed-function
oxidases seperti yang telah dibuktikan oleh Hill
dan Shihs, yang melaporkan bahwa senyawa-
senyawa vitamin A dan analognya dapat meng-
hambat mixed-function oxidases yaitu sistem
enzim yang memetabolisis hidrokarbon poli-
siklik dan xenobiotika lainnya.

SIMPULAN

Pengaruh kandungan vitamin A dalam ransum
terhadap efek toksik aflatoksin Bj pada kadar
sitokrom P-450 dalam protein mikrosoma hati
tergantung pada kadar vitamin A dalam ransum
yang dikonsumsi. Pada ransum yang defisien dan
cukup vitamin A, pemberian aflatoksin B; me-
ningkatkan kadar sitokrom P-450 total dalam
protein mikrosoma hati tikus, sedang pada ran-
sum yang mengandung vitamin A lebih dari cu-
kup, kenaikan kadar sitokrom P-450 yang di-
sebabkan oleh aflatoksin B| dapat dihambat.
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