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ABSTRACT

Hypercholesterolemia increases xanthonine oxidoreductase (XO) which
produces free radicals that trigger inflammation, increase leukocyte,
atherosclerosis, aging, ischemia, hemolysis, stroke and death. This study aimed
to analyze the effect of H. nobilispolysaccharide as an antihypercholesterolemic on
the leukocyte profile of hypercholesterolemic rats. This study used randomized
design experiment with for treatments and three repetition. 12 male rats of the
Sprague Dawley strain into four groups: the (hypercholesterolemic) K+ group
(standart diet plus 1% cholesterol); the PCh group who were fed standard diet+
1% cholesterol + H. nobilis polysaccharide at a dose of 400 mg/kg BW for 28
days simultaneously; the Ch group which was fed with 1% cholesterol for 28 days
and then continued with standard feed and the ChP group which was fed 1%
cholesterol for 28 days then continued with H. nobilis polysaccharide 400 mg/kg
BW until the 56th day. White Blood Cell and differentiation leukocyte were analyzed
at the end of treatment. The result showed that supplementation H. nobilis
polysaccharide, significantly decrease leucocyte but did not affect the
differentiation of leucocyte.
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| PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Hiperkholesterolemia dapat menimbulkan banyak masalah (Siswono 2012),
menyebabkan peningkatan xanthonine oxidoreductase yang akan menghasilkan
radikal bebas dan memicu terjadinya peradangan dan peningkatan jumlah leukosit.
Penumpukan kolesterol dapat menyebabkan penyempitan dan penyumbatan pada
pembuluh darah (Loos 2008). Berdasarkan laporan Badan Kesehatan Dunia (WHO)
tahun 2002, tercatat sebanyak 4,4 juta kematian akibat hiperkolesterolemia atau
sebesar 7,9% dari jumlah total kematian. Hiperkolesterolemia ditandai dengan
adanya peningkatan kadar koleterol dalam darah melebihi batas normal > 200
mg/dL. Kondisi hiperkolesterolemia terutama fraksi LDL dapat menyebabkan
menempelnya monosit masuk ke dinding pembuluh darah (Silverthorn et al. 2002)
dan terbentuknya plak aterosklerosis pada lapisan dinding pembuluh darah arteri
yang menyebabkan pengerasan pembuluh darah sehingga menjadi kaku dan dapat
menghambat aliran darah (Loos 2008).

Kadar kolesterol dalam darah dapat diturunkan dengan mengurangi makanan
dengan kadar kolesterol tinggi (kolesterol eksogen) dan mengkonsumsi sayur, buah,
dan makanan yang mengandung asam lemak esensial. Selain itu, sintesis kolesterol
(kolesterol endogen) dapat dihambat dengan mengkonsumsi obat-obatan kimia
seperti golongan asam fibrat, resin, penghambat Hidroksi Metilglutaril Ko-enzim A
(HMG CoA) reduktase (statin) dan asam nikotinat (niasin) (Adesta 2010) , dan juga
pemanfaatan hasil pertanian seperti daun kelor, dan pemanfaatan hasil laut seperti
teripang (Kharisma 2012).

Pemanfaatan teripang sebagai antihiperkolesterolemia sudah dipelajari oleh
Windari (2017) dan Fitrah et al. (2019). Mekanisme kerja teripang dalam
menurunkan hiperkolesterolemia adalah melalui perannya sebagai antioksidan dan
penghambat HMG CoA reduktase. Pengaruh suplementasi teripang pada tikus
hiperkolesterolemia terhadap gambaran profil leukosit belum pernah diteliti.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan menganalisis profil leukosit tikus hiperkolesterolemia
yang diberi polisakarida teripang H. nobilis.

1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi ilmiah profil
leukosit tikus hiperkolesterolemia yang diberi polisakarida teripang H. nobilis.



Il METODE PENELITIAN
2.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2017 hingga Agustus
2018 di Rumah Sakit Hewan Fakultas Kedokteran Hewan dan Laboratorium
Fisiologi Fakultas Kedokteran Hewan IPB University. Penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan atas perlakuan etik dari Komisi Etik Hewan IPB
dengan no: 91-2018IPB

2.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tikus dengan
perlengkapannya, sonde lambung; alat untuk menghitung jumlah lekosit
meliputi: syring, tabung berantikoagulan EDTA, pipet leukosit, kamar hitung
Neubauer, mikroskop cahaya, dan hand counter. Bahan yang digunakan: pakan
standard tikus, cholesterol, polisakarida teripang H. nobilis, ketamine, xylazin,
larutan Turk, methanol dan pewarna Giemsa.

2.3 Prosedur Penelitian

Penelitian ini menggunakan tikus jantan strain Sprague Dawley sebanyak
12 ekor (250 £ 15¢g) umur 2.5 bulan. Tikus diaklimatisasi selama 14 hari. Tikus
tersebut dibagi dalam empat kelompok:
Kelompok pencegahan:

K+ : Kelompok pencegahan (kontrol positif) hiperkolesterolemia, tikus
diberi pakan standar +kolesterol 1% selama 28 hari
PCh  : Kelompok pencegahan hiperkolesterolemia yang diberi pakan standar +

Kolesterol 1% dan polisakarida H. nobilis dosis 400 mg/kg BB secara
bersamaan selama 28 hari.

Kelompok pengobatan:

Ch : Kelompok pengobatan kontrol hiperkolesterolemia, yang diberi pakan
standar+ 1% kolesterol selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan
pakan standard pada 28 hari berikutnya

ChP . Kelompok pengobatan hiperkolesterolemia yang diberi pakan
standar + kolesterol 1% selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan
pemberian polisakarida H. nobilis400 mg/kg BB selama 28 hari berikutnya.

3.3.1 Pengambilan Sampel Darah

Tikus pada hari ke-28 untuk kelompok pencegahan dan hari ke-56 untuk
kelompok pengobatan dianastesi menggunakan kombinasi ketamine (70 mg/kg
BB) dan xylazin (10 mg/kg BB). Tikus diposisikan pada arah dorsal rekumbensi dan
jantung tikus diketahui letaknya dengan palpasi. Darah diambil melalui prosedur
kardiocentesis, karena penelitian ini merupakan bagian penelitian lain yang
memerlukan organ untuk pengamatan, jadi setelah tikus dianestesi, diambil sampel
darahnya. Sampel darah kemudian ditampung dalam tabung
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) untuk selanjutnya dihitung jumlah
leukosit dan diferensiasinya.



3.3.2 Perhitungan leukosit

Darah diambil sampai tanda 0.5 pada pipet pengencer leukosit. Larutan Turk
dihisap sampai tanda 11 pada ujung pipet. Pipet diangkat dari cairan, pipet dikocok
selama 30 detik. Kamar hitung diletakkan mendatar di atas meja dengan kaca
penutup. Pipet dikocok selama 3 menit dan buang cairan dalam batang kapiler
sebanyak 3 tetes. Ujung pipet disentuhkan dengan sudut 30 derajat pada permukaan
hitung dengan menyinggung pinggir kaca penutup. Leukosit dihitung pada 4 kotak
kamar hitung. Hasil penghitungan akhir yaitu jumlah seluruh sel leukosit dari 4
kotak (n butir) dikalikan dengan 50 per mma3.

3.3.3 Perhitungan Diferensial Leukosit

Sampel darah diteteskan pada kaca preparat dan diratakan menggunakan
kaca preparat lain di depan tetesan darah tersebut dengan sudut 40 derajat. Kaca
preparat kedua didorong ke depan hingga membentuk apus tipis. Setelah kering,
preparat apus tersebut difiksasi dengan metanol selama 3 menit dibiarkan mengering
di udara. Preparat kemudian diwarnai dengan larutan pewarna Giemsa selama 30
menit. Selanjutnya preparat dicuci dengan air mengalir sampai pewarna tidak larut
lagi dan dibiarkan mengering di atas rak. Setelah kering preparat diperiksa di bawah
mikroskop dengan perbesaran obektif 100x.

2.3 Analisis Data

Data dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA), bila
perlakuan berpengaruh nyata dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil.



111 HASIL DAN PEMBAHASAN

Data pengaruh pemberian polisakarida H. nobilis terhadap jumlah leukosit
disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Pengaruh supplementasi polisakarida teripang H, nobilis terhadap jumlah
Leukosit

K+ PCh Ch ChP

Jumlah 8883+ 24132 7883 + 7282 5900 + 18292 3950+975°
lekosit
(butir/mmd)

Keterangan

Superscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan berbeda nyata.

K : Kelompok pencegahan ( k o ntrol positif) hiperkolesterolemia, tikus diberi pakan standar
+ kolesterol 1% selama 28 hari

PCh : Kelompok pencegahan hiperkolesterolemia yang diberi pakan standar + Kolesterol 1%
dan polisakarida H. nobilis dosis 400 mg/kg BB secara bersamaan selama 28 hari.

Ch : Kelompok pengobatan, kontrol hiperkolesterolemia, yang diberi pakan standar+ 1%
kolesterol selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan pakan standard pada 28 hari
berikutnya

Chp : Kelompok pengobatan hiperkolesterolemia yang diberi pakan standar + kolesterol
1% selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan pemberian polisakarida H. nobilis 400
mg/kg BB selama 28 hari berikutnya.

Supplementasi polisakarida teripang H. nobilis, berpengaruh nyata terhadap
jumlah leukosit tikus hiperkholesterolremia (P<0.05). Pada kelompok pencegahan,
tidak ada perbedaan yang nyata antara tikus yang tidak diberi polisakarida teripang
H. nobilis (K+) yakni sebesar 8883 + 2413 butir/mm?3, dengan tikus yang diberi
polisakarida teripang H. nobilis (PCh) sebesar 7883 + 728 butir/mm3. Ini berarti
bahwa pemberian polisakarida teripang H. nobilis tidak efektif digunakan
bersamaan dengan pakan tinggi kholesterol.

Pada kelompok pengobatan, pemberian polisakarida teripang H. nobilis
setelah tikus mengalami hiperkholesterolemia, menurunkan jumlah lekosit sebesar
1950 butir/mm3, pada tikus hiperkholesterolemia yang tidak diberi polisakarida
teripang (Ch = 5900+ 1829 butir/mm?q), dan yang diberi polisakarida teripang (ChP
= 3950+975 butir/mm?), walau secara statistic tidak nyata. Hal ini bisa disebabkan
karena ulangan yang sangat kecil (3) atau standard deviasi atau keragaman data yang
sangat besar.

Pada Ch (tikus yang diberi tambahan cholesterol selama 28 hari, kemudian
diberhentikan pemberian kholesterolnya) dan kelompok ChP, yang diberi tambahan
cholesterol selama 28 hari, dihentikan pemberian kholesterolnya, diberi polisakarida
teripang; kedua kelompok ini jumlah lekositnya lebih rendah daripada kelompok
pencegahan. Hal ini diduga, pada saat pemberian kholesterolnya dihentikan, maka
tubuh tikus akan melakukan relasi untuk menurunkan cholesterol darahnya, dengan
menggunakan cholesterol yang dimakan menjadi hormone steroid atau
mengeluarkannya menjadi garam empedu. Penurunan kadar cholesterol darah juga
akan berdampak penurunan julah lekosit.

Pemberian supplementasi polisakarida teripang H, nobilis sangat nyata
menurunkan jumlah leukosit, menjadi sebesar 3950+975 butir/mm?® sangat nyata
lebih rendah daripada jumlah leukosit hiperkholesterolemia (K+) sebesar 8883+
2413 butir butir/mm?®. Hal ini berarti bahwa pemberian polisakarida teripang H
nobilis, efektif dilakukan bila terjadi peningkatan kadar cholesterol. Artinya



pemberian polisakarida H, nobilis bisa digunakan untuk pengobatan tingginya kadar
cholesterol di dalam darah.

Pemberian polisakarida teripang H. nobilis berpengaruh nyata terhadap
penurunan jumlah leukosit. Penurunan leukosit yang terjadi disebabkan oleh
kemampuan antihiperkolesterolemia yang dimiliki oleh teripang dalam menurunkan
kadar kolesterol di dalam darah (Windari 2015). Fitrah et al (2019) menyebutkan
bahwa kelompok tikus yang diberi polisakarida teripang H. nobilis memiliki tingkat
kolesterol yang lebih rendah. Pemberian teripang akan menyebabkan penurunan
jumlah LDL di dalam darah sehingga apabila jumlah LDL di dalam darah menurun
maka reaksi peradangan akan menurun dan hal ini menyebabkan jumlah leukosit di
dalam darah juga akan ikut menurun. Penurunan kolesterol juga dapat dilakukan
dengan cara menghambat kerja dari enzim HMG KoA reduktase dimana
pembentukan kolesterol dimulai dari perubahan asetil koA menjadi 3-hidroksi-3-
metilglutaril- KoA (HMG-Ko0A), kemudian HMG-KoA akan diubah menjadi asam
mevalonat setelah itu asam mevalonat akan menjadi bahan pembentukan kolesterol
setelah melalui proses oksidasi dan reduksi lebih lanjut sehingga terbentuklah
kolesterol (Murray et al.2009). Enzim yang bertugas sebagai katalisator adalah
enzim HMG KoA reduktase, dengan pemberian teripang proses pengubahan HMG
KoA menjadi asam mevalonat akan terhambat karna enzim HMG KoA reduktase
yang seharusnya berikatan dengan HMG KoA akan cenderung berikatan dengan
teripang. Fitrah et al. (2019) menyebutkan bahwa bentuk polisakarida dari teripang
hampir mirip dengan HMG KoA sehingga menyebabkan enzim HMG KoA
reduktase lebih memilih berikatan dengan teripang dari pada HMG KoA. Teripang
merupakan inhibitor kompetitor HMG KoA untuk berikatan dengan enzim HMG
KoA reduktase, hal ini yang menyebabkan proses pembentukan asam mevalonat
menjadi terhambat sehingga pembentukan kolesterol juga ikut terhambat.

Pemberian polisakarida H.nobilis yang digunakan sebagai pengobatan lebih
efektif dari pada digunakan sebagai pencegahan. Hal ini sesuai dengan hasil yang
diperoleh pada Tabel 1 dimana pada kelompok pengobatan (ChP) leukosit tikus
hiperkolesterolemia mengalami penurunan lebih banyak dari pada kelompok
pengobatan (PCh). Hal ini karena pada kelompok pengobatan, kolesterol yang ada
di dalam darah diturunkan melalui proses penghambatan kerja enzim HMG KoA
Reduktase (Murray 2009) dan hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Fitrah et al. (2019)

Pada saat kondisi hiperkolesterolemia, jumlah LDL akan meningkat pada
pembuluh darah. Peningkatan ini akan menyebabkan terbentuknya plak pada epitel
pembuluh darah sehingga menyebabkan terjadinya kerusakan pada dinding epitel
pembuluh darah. Kerusakan tersebut dapat menyebabkan terjadinya peradangan,
sehingga ketika terjadi peradangan maka jumlah leukosit di dalam darah akan
mengalami peningkatan (Hazen 2010).

Tabel 2. Pengaruh polisakarida H. nobilis terhadap diferensiasi leukosit

Normalx K+ Pch Ch Chp
. . a a a a
Limfosit(%) 66,6 — 90,3 7414 66+12.6 70£12 61.7+10
Neutrofil(%) 6,2 267 24+45° 33+11.5° 27412 36.7+9.5a
Monosit (%) 0,8 — 3,8si 140.6° 1.3+0.6% 2417 240
. N a a a
Eusinofil(%) 0,2-35 0 1.3+2 1+1 0.7£0.6

Basofil (%) 0-08 0 0 0 0




Keterangan: * = referensi Giknis dan Cliford (2008),

K+ . Kelompok pencegahan (ko ntrol positif) hiperkolesterolemia, tikus diberi pakan
standar +kolesterol 1% selama 28 hari.

PCh : Kelompok pencegahan hiperkolesterolemia yang diberi pakan standar + Kolesterol 1%
dan polisakarida H. nobilis dosis 400 mg/kg BB secara bersamaan selama 28 hari.

Ch : Kelompok pengobatan, kontrol hiperkolesterolemia, yang diberi pakan standar+ 1%
kolesterol selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan pakan standard pada 28 hari
berikutnya.

ChpP . Kelompok pengobatan hiperkolesterolemia yang diberi pakan standar +

kolesterol 1% selama 28 hari pertama dan dilanjutkan dengan pemberian polisakarida H.
nobilis 400 mg/kg BB selama 28 hari berikutnya.

Pada Tabel 2 tampak bahwa pada setiap data jenis leukosit, superscriptnya
sama, ini berarti bahwa suplementasi polisakarida teripang H. nobilis tidak
berpengaruh terhadap diferensiasi leukosit. Persentase dari setiap jenis leukosit,
masih dalam kisaran normal. Ini berarti bahwa suplementasi polisakarida H.
nobilis tidak mengganggu komposisi jenis jenis leukosit (diferensiasi leukosit).

Pada kelompok pencegahan, didapatkan hasil limfosit kelompok K+ sebesar
(74 £ 4%) dan kelompok PCh sebesar (66 + 12.6%). Pada neutrofil didapatkan hasil
neutrofil kelompok K+ sebesar (24 + 4.5%) dan kelompok PCh sebesar (33 +
11,5%). Pada monosit diperoleh hasil kelompok K+ sebesar (1 +0.6%) dan
kelompok PCh sebesar (1.3 + 0.6%). Pada eusinofil diperoleh hasil kelompok K+
sebesar (0 £ 0) dan kelompok PCh sebesar (1.3 £ 0.6%).

Pada kelompok pengobatan, diperoleh hasil limfosit kelompok Ch sebesar
(70 = 12%) dan kelompok ChP sebesar (61.7 + 10%). Pada neutrofil didapatkan
hasil kelompok Ch sebesar (27 £ 12%) dan kelompok ChP sebesar (36.7 £ 9.5%).
Pada monosit didapatkan hasil kelompok Ch sebesar (2 = 1) dan kelompok ChP
sebesar (2 £ 0%). Pada eusinofil didapatkan hasil kelompok Ch sebesar (1 £+ 1) dan
kelompok Ch% sebesar (0.7 + 0.6%).



IV SIMPULAN DAN SARAN

4.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian polisakarida teripang H. nobilis berpengaruh nyata terhadap jumlah
leukosit. Suplementasi polisakarida teripang H. nobilis menurunkan jumlah leukosit
pada tikus hiperkholesterolemia. Hal ini sejalan dengan penurunan kadar cholesterol
di dalam darahnya. Polisakarida teripang H. nobilis lebih efektif digunakan sebagai
pengobatan dari pada pencegahan. Pemberian polisakarida teripang H. nobilis tidak
berpengaruh nyata terhadap diferensiasi leukosit.

4.2 Saran

Perlu penelitian lebih komprehensif dalam pemanfaatan polisakarida teripang H.
nobilis. Dari penelitian ini dapat disarankan penggunaan polisakarida teripang
H.nobilis lebih baik untuk mengobati hiperkholesterolemia daripada mencegah
terjadinya hiperkholesterolemia.
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