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RINGKASAN

Dwi Norma Retnaningrum

Pengaruh Exstra Virgin Olive Oil (EVOO) Dalam Menurunkan Kadar Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNF-a) dan Meningkatkan Nitric Oxide (NO) Pada Tikus Wistar Model
Preeklamsia. Program Studi = Magister Kebidanan Fakultas Kedokteran ' Universitas
Brawijaya. Ketua Komisi Pembimbing: Dr. dr. Bambang Rahardjo, Sp. OG (K); Anggota:
Dr. rer. Nat. Tri Yudani MR., M. App., SC

Belum adanya penyebab pasti awal terjadinya preeklamsia, namun diduga
disebabkan oleh hipoksia plasenta dan disfungsi endotel.Kondisi tersebut mengakibatkan
terjadi menurunnya aliran darah arteri sepiralis yang berakibat terjadinya kegagalan
invasi trofoblas atau remodeling arteri spiralis pada awal kehamilan sehingga tidak
mampu melebar dengan sempurna. Sitokin-sitokin pro inflamasi seperti Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNF-a) akan terpicu karena kondisi hipoksia. Pada kondisi preeklamsia
TNF-a berperan sebagai pemicu peran aktif terjadinya disfungsi endotel. Keadaan
disfungsi endotel akan memicu terjadinya vasokontriksi yang menyebabkan tekanan
regulasi pada arteri, sehingga menyebabkan berkurangnya pembentukan vasodilatasi
diantaranya adalah nitric okside (NO).

TNF-a merupakan salah satu sitokin pro inflamasi yang dapat memicu terjadinya
disfungsi endotel karena kebocoran pada pembuluh darah endotel dan apoptosis pada
sel-sel endotel. Disfungsi endotel akan mengakibatkan ketidakseimbangan atanra
vasokontriktor dan vasodilatato. NO adalah salah satu zat mediator parenkin yang
merupakan vasodilator dan menstimulasi otot polos. Beberapa penelitian tingkat NO yang
rendah menunjukkan peningkatan vasokontriksi yang berakibat tekanan darah
meningkat.

Zaitun merupakan tanaman yang banyak ditemukan didaerah mediterania yang di
manfaatkan untuk kesehatan sejak zaman dahulu.Extra virgin olive oil (EVOOQO) diperoleh
dari zaitun dengan cara mekanik yang tidak menyebabkan perubahan pada komposisi
minyak. Penelitian tentang EVOO telah dilakukan oleh berbagai peneliti dalam spektrum
luas yang mengexsplorasi kandungannya sebagai antiinflamasi dan
antioksidan.Kandungan polifenol dan tokoferol dapat digunakan sebagai anti inflamasi
dan juga antioksidan. Hasil pemeriksaan kandungan antioksidan didalam EVOO sebesar
48,56 yang berarti sangat kuat. Kandungan hidroksitirosol pada polifenol didalam EVOO
dapat menghambat produksi sitokin proinflamasi dengan inaktivasi NF-kB sehingga
menghambat produksi TNF-a. EVOO sebagai antioksidan bekerja dengan menghambat
ROS dengan mengikat O2', H202, OH dan ONOO" sehingga menyebabkan disfungsi
endotel yang berakibat terjadinya penurunan kadar NO.

Studi ini bertujuan untuk membuktikan peranan EVOO dalam menurunkan kadar
TNF-a dan meningkatkan NO pada tikus wistar model preeklamsia. Penelitian
eksperimental ini menggunakan pendekatan post test only control group design. Kadar
TNF-a dan NO pada tikus wistar model preeklamsia akan diukur setelah diberikan
perlakuan dengan pemberian berbagai dosis EVOO dengan cara di sonde. Pada studi ini
menggunakan 20 ekor tikus wistar bunting yang dibagi menjadi 5 kelompok, masing-
masing kelompok 4 ekor tikus wistar bunting. Kelompok kontrol negatif merupakan
kelompok tikus wistar bunting normal dengan injeksi PBS. Kelompok kontrol positif
adalah kelompok tikus wistar bunting yang diinjeksi L-NAME 125 mg/kgBB. Kelompok
perlakuan 1 merupakan kelompok tikus wistar bunting di injeksi L-NAME 125 mgkgBB
dan diberikan EVOO 0,5 mL/hari. Kelompok perlakuan 2 adalah kelompok tikus wistar
bunting di injeksi L-NAME dan diberikan EVOO 1 mL/hari. Kelompok perlakuan 3 adalah
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kelompok tikus wistar bunting di injeksi L-NAME 125 mg/kgBB dan diberikan EVOO 2
mL/hari. Analisis data menggunakan bantuan SPSS 23 for Windows, dilakukan uji
normalitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk dengan p-value > 0.05 yang menunjukkan
data terdistribusi normal. Tikus wistar model preeklamsia mengandung kadar TNF-a
sangat tinggi bila dibandingkan dengan bunting normal (p-value = 0.002). Serta nilai
rerata kadar NO pada tikus wistar model preeklamsi lebih rendah dari pada tikus bunting
normal (p-value=0.004).

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data kadar TNF-a dan NO pada kelima
kelompok pengamatan didapatkan ada perbedaan bermakna. Pada pemeriksaan kadar
TNF-a (p-value=0.011) dan pemeriksaan kadar NO (p-value=0.15). Hasil dari uji LSD
kadar TNF-a didapatkan bahwa dari ketiga dosis perlakuan menunjukkan ada perbedaan
bermakna dengan kelompok kontrol positif. Untuk uji LSD pada kadar NO menunjukkan
terdapat perbedaan bermakna antara kontrol positif dengan kelompok perlakuan 3.
Sedangkan dosis yang paling optimum untuk menurunkan kadar TNF-a dan
meningkatkan kadar NO adalah dosis 2 mL/hari. Dari penelitian ini dapat disimpulakn
bahwa ekstra virgin olive oil dapat menurunkan TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha)
dan meningkatkan NO (Nitric Okside) pada tikus wistar model preeklamsia. Untuk uji
korelasi pada kadar TNF-a dengan NO menunjukkan ada hubungan yang bermakna
dengan tingkat keeratan -0.73, menunjukkan hubungan kuat berlawanan. Bila ada
peningkatan kadar TNFa akan terjadi penurunan kadar NO dan jika ada penurunan kadar
TNF-a maka akan terjadi peningkatan kadar NO pada tikus wistar model preeklamsia.
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SUMMARY

Dwi Norma Retnaningrum

The Effect of Extra Virgin Olive Oil (EVOO) on Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) Level
and Increase Nitric Oxide (NO) on Preeclampsia Wistar Rat. Midwifery Master Degree
Program. Faculty of Medicine. The University of Brawijaya. Head of Supervisory Board:
Dr. dr. Bambang Rahardjo, Sp. OG (K); Member of Supervisory Board: Dr. rer. Nat. Tri
Yudani MR., M. App., SC

The initial exact cause of preeclampsiahas not been found, but it is suspected to be
caused by placental hypoxia and endothelial dysfunction. This condition results in
decreased spiral artery blood flow which results in trophoblast invasion failure or spiral
artery remodelling at the beginning of pregnancy which is not able to widen perfectly.
Proinflammatory cytokines such as Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) is triggered
due to hypoxic conditions. In the condition of preeclampsia, TNF-a acts as a trigger for
endothelial ' dysfunction. The condition of endothelial dysfunction will  trigger
vasoconstriction which causes regulatory pressure in the arteries, causing a reduction in
vasodilation formation including nitric oxide (NO).

TNF-a is one of the proinflammatory cytokines that can lead to endothelial
dysfunction due to leaks in the endothelial arteries and apoptosis in endothelial cells.
Endothelial “dysfunction will result in an imbalance between vasoconstrictor and
vasodilator. NO is one of the parenkin mediators which is a vasodilator and stimulates the
smooth muscle. In some studies, low levels of NO showed increased vasoconstriction
which resulted in increased blood pressure.

Olive is a plant that is commonly found in the Mediterranean region which has been
used for health since ancient times. Extra virgin olive oil (EVOOQ) is obtained from olives in
a mechanical way that does not cause changes in the composition of the oil. Research on
EVOO has been conducted by several researchers in a broad spectrum that explores its
content as an anti-inflammatory and antioxidant. The content of polyphenols and
tocopherols can be used as anti-inflammatory and antioxidants. The result of the
antioxidant content in the EVOO is 4856 which means it is very strong. The
hydroxytyrosol content of polyphenols in EVOO can inhibit the production of
proinflammatory cytokines by inhibiting NF-kB so that inhibiting TNF-a production

This study aims to prove the role of EVOO in reducing TNF-a levels and to increase
NO in Wistar rats in the model of preeclampsia. This experimental study used a post-test
only control group design approach. The levels of TNF-a and NO in Wistar rats in the
model of preeclampsia will be measured after being treated with various doses of EVOO
use of sonde. This study used 20 pregnant Wistar rats divided into 5 groups, each group
has 4 pregnant Wistar rats. The negative control group was a group of normal pregnant
Wistar rats with PBS injection. A positive control group is a group of pregnant Wistar rats
injected with L-NAME 125 mg / kgBB. Treatment group 1 was a group of pregnant Wistar
rats at L-NAME injection 125 mg kgBB and given EVOO 0.5 ml/day. The second
treatment group was pregnant Wistar rats in L-NAME injection and given EVOO 1
mL/day. The treatment group 3 was a group of pregnant Wistar rats at L-NAME injection
125 mg/kg body weight and given EVOO 2 mL/day. The data was analysed using SPSS
23 for Windows, the normality of the data was tested using the Shapiro-Wilk test with p
value> 0.05 which was normally distributed. Wistar rats in the preeclampsia model
contain very high levels of TNF-a when compared to normal pregnant (p = 0.002). As well
as the mean value of NO levels in Wistar rats, was lower than in normal pregnant rats (p
= 0.004).
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Based on the results of the One Way Anova test on TNF-a and NO levels in the five
observation groups, there were significant differences. On examination of TNF-a levels
(p-value = 0.011) and NO levels (p-value = 0.15). The results of the LSD test for TNF-a
levels showed that from the three treatment dose these were significant differences with
the positive control group. For the LSD test at the NO level, there is a significant
difference between the positve control and the treatment group 3. The most optimum
dose for reducing TNF-a levels and increasing NO levels is a dose of 2 mL/day. From this
study, it can be concluded that extra virgin olive oil can reduce TNF-a (tumour necrosis
factor-alpha) and increase NO (nitric oxide) in Wistar rats in the preeclampsia model. To
test the correlation on levels of TNF-a with NO, there is a significant relationship with the
level of closure -0.73, indicating a strong opposite relationship. If there is an increase in
TNFa levels there will be a decrease in NO levels. Whereas if there is a decrease in TNF-
a levels, there will be an increase in NO levels in Wistar rats in the preeclampsia model.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tingkat kesejahteraan suatu negara dapat dilihat dari salah satu indikator
berupa angka kematian ibu (AKI). Angka kematian ibu dalam 100.000 kelahiran
hidup (KH) sebesar 239 pada negara berkembang, dan kondisi di negara maju
dari 100.000 KH hanya 12 (WHO, 2015). Survei Demografi dan Kesehatan
Indonesia (SDKI) mendapatkan data pada tahun 2012 AKI per 100.000 KH
sebesar 359, sedangkan pada tahun 2015 menurut Survei Penduduk. Antar
Sensus (SUPAS) 2015 menunjukkan berkurangnya AKI menjadi 305/100.000
KH (Laptah Dit Kesga, 2016). Tetapi hal tersebut masih tergolong tinggi bila
dilihat dari target Milenium Development Goals (MDG’s) tahun 2015 yaitu per
100.000 KH AKI sebesar 102. Sekarang Indonesia memiliki target yang sesuai
dengan Sustainable Development Goals (SDG’s) yaitu AKI 70/100.000 KH pada
tahun 2030 (Kemenkes RI, 2015). Angka kematian Ibu di Jawa Timur dari tahun
2013-2015 cenderung turun, tetapi di tahun 2016 mengalami peningkatan lagi
mencapai 91,00 per 100.000 KH (Dinkes Jatim, 2017).

Penyebab terbesar terjadinya AKI di Indonesia menurut Direktorat
Kesehatan Ibu tahun 2013 adalah perdarahan, sedangkan preeklamsia
menempati posisi ke dua sebagai penyebab AKI. Tetapi di Jawa Timur
preeklamsia yang merupakan penyebab tertinggi AKI pada tahun 2016 yaitu
sebanyak 165 atau sebesar 30,90% orang. Kejadian preeklamsia cenderung
meningkat sejak tahun 2012 (Dinkes Jawa Timur, 2017).

Preeklamsia timbul pada usia kehamilan diatas 20 minggu dengan
munculnya tanda hipertensi dan proteinurin. Sebelumnya, edema merupakan

salah satu penanda terjadinya preeklamsia, tetapi saat ini hal tersebut dianggap
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merupakan kondisi fisiologis dan kurang spesifik dalam menetapkan diagnosa
preeklamsia. Sejauh ini upaya yang sering dipilih agar kondisi ini tidak
membahayakan bagi pasien adalah dengan mengakhiri kehamilan (Delta, 2004).
Proses terjadinya preeklamsia hingga saat ini masih belum diketahui secara
pasti. Faktor janin dan juga faktor ibu sangat berperan terhadap kejadian
preeklamsia (Report of the national institutes of healt, 2000; Leeners et al., 2006;
Cunningham et al., 2012).

Terjadinya hipoksia plasenta, disfungsi endotel dan juga penambahan sitokin
proinflamasi disinyalir berhubungan dengan terjadinya preeklamsia. Sel endotel
merupakan sel yang terletak diantara pembuluh darah dan jaringan pada
manusia. Selain sebagai penghalang terhadap difusi makromolekul ke jaringan,
terdapat fungsi lain yaitu sebagai pengaturan tonus otot polos pembuluh darah,
koagulasi dan haemostasis, angiogenesis dan pertahanan tubuh. Disfungsi
endotel mengakibatkan terjadinya hipoksia dan hipertensi akibat dari kegagalan
sel endotel dalam menjaga keseimbangan antara vasokontriksi dan vasodilatasi
dalam substansi. Hal ini disebabkan adanya kegagalan saat remodeling vaskuler
trofoblas pada arteri, dengan ditandai oleh plasentasi yang tidak memadai
(Dharma et al., 2005; Susianto et al., 2009).

Hipoksia menyebabkan pengembangan pengaturan sekresi mediator-
mediator inflamasi dari plasenta yang bekerja pada endotel vaskuler, termasuk
faktor imun, dan sitokin inflamasi diduga berperan penting pada proses patologi
penyakit ini. Respon inflamasi melibatkan aktivasi dari berbagai faktor
transkripsi. Salah satu yang berperan penting pada respon inflamasi adalah
Nuclear Faktor Keppa Beta (NF-kB). Suatu studi menunjukkan bahwa NF-k
merupakan pengatur dari ekspresi gen inflamasi, dan memicu produksi sitokin
yang mempengaruhi inflamasi seperti Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) dan

interleukin-6 (IL-6) (Laresgoiti-servitje, 2012). Meningkatnya sebagian sitokin
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seperti TNF-a terbukti terjadi pada kondisi preeklamsia, oleh karena itu bisa
dijadikan penanda kejadian preeklamsia. Paparan sitokin inflamasi, juga akan
mengganggu kerja sel endotel, selain itu stres hemodinamik, stres oksidatif dan
juga hiperkolesterolema juga akan mempengaruhi kerja sel endotel (Dharma et
al., 2005; Xiao et al., 2012; Laresgoiti-Servitje and Gomes-Lopez, 2012; Anom &
Kusuma, 2012; Laksana, 2013; Rahardjo et al., 2014; xie et al., 2014).

Stres oksidatif pada preeklamsia menyebabkan bertambahnya produk lipid
peroksidasi yang sangat dicurigai mengganggu fungsi endotel dan timbulnya
gejala  klinik pada preeklamsia. Stres oksidatif mengakibatkan ketidak
seimbangan antara vasokontriksi- dan vasodilatasi yang mengarah pada
hipertensi dan hipoksia. Salah satu faktor vasodilator adalah nitric oksida (NO).
Berkurangnya jumlah NO akan menyebabkan terjadinya  vasokontriksi.
Pengeluaran lipid peroksida dalam darah bisa diketahui melalui pengukuran NO
yang merupakan marker vasodilator sangat kuat dan dianggap memiliki efek
besar pada fungsi endotel gestasional (Santosa et al., 2007; Trachtenberg and
Here, 2009; Nagai et al., 2012; Motta-Mejia et al., 2017).

Kondisi stres oksidatif bisa mereda dengan pemberian antioksidan.
Mengkonsumsi antioksidan dapat menangkap radikal bebas dan menurunkan
dampak negatif dari oksidan. Berdasarkan sumbernya antioksidan berasal dari
endogen (enzim/dalam tubuh) dan eksogen (dari luar tubuh/makanan). Salah
satu sumber alami antioksidan dari tumbuhan adalah zaitun (olea europaea)
yang merupakan penghasil extra virgin olive oil (EVOO). EVOO merupakan
minyak zaitun murni yang komposisinya masih asli dari minyak zaitun karena
pemrosesnnya dengan pemerasan buah zaitun dibawah suhu yang sesuai
dengan menggunakan alat, sehingga tidak ada perubahan akibat panas pada
komponen-komponen minyak (I0OC, 2013). EVOO mengandung senyawa fenolik

(polivenol) yang sangat tinggi sehingga disebutkan dapat menangkal radikal
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bebas, juga sebagai antiinflamasi dengan cara menekan aktifasi NF-kB sehingga
dapat mengganggu pengeluaran sitokin inflamasi (Keceli et al., 2001; Aisah et
al., 2010; Aisyah et al., 2015).

Beberapa penelitian ‘menyebutkan bahwa L-NAME dapat menyebabkan
hipoksia pada plasenta tikus. L-NAME merupakan anti eNOS yang dapat
meningkatkan ROS yang mengakibatkan terjadinya hipoksia pada plasenta. Dari
kondisi hipoksia tersebut membuat timbulnya beberapa kondisi yang dapat
memicu munculnya gejala klinis preeklamsia pada tikus hamil dengan terjadinya
disfungsi endotel. Kadar TNF-a meningkat 2 kali lipat pada kondisi kehamilan
dengan preeklamsia (Catarino et al., 2012).

Berdasarkan latar belakang di atas, penderita preeklamsi mengalami kondisi
hipoksia plasenta yang menyebabkan peningkatan TNF-a sehingga memicu
disfungsi endotel yang berakibat penurunan NO. Kondisi hipoksia plasenta
menjadi penyebab bertambahnya radikal bebas yang berakibat terjadinya stres
oksidatif dan berdampak pada disfungsi endotel. EVOO dengan kandungan
poifenol tinggi berperan sebagai anti inflamasi dan antioksidan sehingga di
asumsikan dapat mengurangi kondisi disfungsi endotel aitu dengan
menurunkan TNF-a dan meningkatkan nitric oxide (NO). Selain itu EVOO juga
merupakan antiinflamasi dengan menghambat aktifasi NF-kB sehingga kadar
TNF-a menurun (Dharma et al., 2005; Susianto et al., 2009; Laresgoiti-servitje,
2012). Oleh karena itu dilakukan peneltian mengenai pengaruh EVOO terhadap
kadar TNF-a dan NO pada Tikus putih wistar model preeklamsia adalah untuk
membuktikan asumsi tersebut.

1.2 Rumusan Masalah

Dari uraian diatas dapat dirumuskan permasalahan penelitian sebagai berikut:
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1.2.1 Rumusan masalah umum

Apakah pemberian EVOO dapat menyebabkan penurunan kadar tumor
necrosis factor-a (TNF-a) dan peningkatan kadar Nitric Oxide (NO) ‘pada tikus
wistar model preeklamsia?
1.2.2 Rumusan masalah khusus
1. Apakah pemberian L-NAME 125 mL/kgBB dapat meningkatkan kadar TNF-a

dan menurunkan kadar NO pada tikus wistar model preeklamsia?

N

Apakah pemberian EVOO dapat menurunkan kadar tumor necrosis factor-a

(TNF-a) pada tikus wistar model preeklamsia?

3. Apakah pemberian EVOO dapat meningkatkan kadar Nitric Oxide (NO) pada
tikus wistar model preeklamsia?

4. Apakah terdapat hubungan antara dosis extra virgin olive oil terhadap kadar
TNF-a dan kadar NO pada tikus wistar model preeklamsia?

5. Apakah terdapat hubungan antara kadar TNF-a dengan kadar NO pada tikus
wistar model preeklamsia?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
Untuk membuktikan efek pemberian EVOO terhadap penurunan kadar tumor

necrosis factor-a (TNF-a) dan peningkatan kadar Nitric Oxide (NO) pada tikus

wistar model preeklamsia.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Untuk menganalisa hubungan pemberian L-NAME 125 mL/kgBB dalam
meningkatkan kadar TNF-a dan menurunkan kadar NO pada tikus wistar
model preeklamsia

b. Untuk menganalisis efek pemberian EVOO terhadap penurunan kadar tumor

necrosis factor-a (TNF-a) pada tikus wistar model preeklamsia.



c. Untuk menganalisis efek pemberian EVOO terhadap peningkatan kadar
Nitric Oxide (NO) pada tikus wistar model preeklamsia.
d. Untuk menganalisa korelasi antara dosis EVOO dengan kadar tumor necrosis

factor alpha (TNF-a) dan kadar (Nitric Oxide) NO pada tikus wistar model

repository.ub.ac.id

preeklamsia.

e. Untuk menganalisa adanya hubungan antara kadar TNF-a dengan kadar NO
pada tikus wistar model preeklamsia.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis
Menjadi dasar penggunaan antioksidan dari bahan alami zaitun beserta

produk olahannya, sehingga bisa dimanfaatkan untuk mencegah preeklamsia

pada kehamilan.

1.4.2 Manfaat Praktis

a. Membuka kemungkinan antioksidan dari bahan alami EVOO dan produk
olahannya, sebagai alternatif pencegahan terjadinya preeklamsia pada
kehamilan.

b. Memberikan prospek yang lebih baik terhadap pengembangan dan budi daya
tanaman zaitun (Olea europea) beserta hasil olahannya, sehingga memiliki

banyak manfaat dibidang pangan dan kesehatan.

<C
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Konsep Dasar Preeklamsia
2.1.1 Definisi Preeklamsia

Preeklamsia adalah gangguan pada kehamilan dengan terjadinya
pertambahan tekanan darah sistolik =2 140 mmHg dan diastolic 2 90 mmHg,
diukur setidaknya dua kali empat jam terpisah, dan proteinuria > 0,3 g per 24 jam
atau = 1+ dengan menggunakan dipstick urin setelah 20 minggu kehamilan
(Gathiram & Moodley, 2016).

The International Society for the Study mendefinisikan bahwa preeklamsia
merupakan kondisi yang ditandai dengan hipertensi setidaknya 140/90 mmHg
pada dua kesempatan terpisah minimal 4 jam dengan proteinuria dalam 24 jam =
0,3% (rasio protein/kreatinin 0,30 mg/mmol), pada kehamilan setelah 20 minggu
pada wanita normal tensi dan selesai sampai 6 minggu postpartum (Streegers,
2010; Kennyet al., 2015).

The National Higt Blood Pressure Education Program (NHBPEP) tahun 2000
Working Group on Higt Blood Pleassure in Pregnancy menjelaskan bahwa
preeklamsi merupakan peningkatan tekanan darah 2140/90 mmHg dan protein
urea 21 dipstik yang terjadi sesudah usia kehamilan 20 minggu (Cunningham et
al., 2013).

2.1.2 Klasifikasi Hipertensi

Sesuai dengan American Congress of Obstetricians and Gynecologi (ACOG)

(2013) hipertensi pada kehamilan dapat digolongkan menjadi 4 katagori yaitu:
1. Hipertensi kronik
Yaitu hipertensi yang sudah terjadi sebelum kehamilan atau didiagnosa sebelum

usia 20 minggu. Terjadinya hipertensi yang didiagnosa pada awal kehamilan dan
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berdiam sampai 12 minggu setelah melahirkan juga dapat dikatakan sebagai
hipertensi kronis.
2. Preeklamsia-eklamsia
Kondisi dimana terjadi hipertensi pada saat kehamilan setelah usia 20 minggu
sampai postpartum dengan disertai proteinuria pada wanita yang sebelumnya
dalam kondisi normal. Sedangkan eklamsia adalah kondisi preeklamsia dengan
disertai kejang.
3. Preeklampsi superimposed pada hipertensi kronik
Kondisi - akibat terganggunya hipertensi kronik yang menimbulkan resiko
terjadinya PE/E yang bertumpang. tindih dengan hipertensi kronik sehingga
kondisi tersebut semakin meningkat. Preeklamsia superimposed didiagnosa bila
sudah terjadi hipertensi dalam kehamilan sebelumnya dan cenderung memiliki
resiko yang lebih berat terhadap pertumbuhan janin.
4. Hipertensi gestasional
Hipertensi yang terdeteksi pada saat pertengahan kehamilan dan tidak disertai
proteinuria. Bila tidak diikuti dengan preeklamsia, tekanan darah pada hipertensi
gestasional/transisional akan kembali setelah 12 minggu (Cunningham et al.,
2013).
2.1.3 Patofisiologi Preeklamsia

Banyak penelitian yang sudah dilakukan tentang preeklamsia, tetapi
penyebab preeklamsia belum diketahui dengan pasti. Maka preeklamsia disebut
‘the disease of theories” karena begitu banyaknya mekanisme yang dijelaskan
tentang penyebab preeklamsia, tetapi belum juga menjelaskan secara pasti
penyebab preeklamsia. Diduga bahwa preeklamsia merupakan penyakit
multifaktorial yang melibatkan ibu, janin dan plasenta (Cunningham et al., 2013).

Berikut merupakan faktor-faktor penyebab terjadinya preeklamsia diantaranya:
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2.1.3.1 Iskemia Plasenta

Pada invasi normal, invasi lapisan meometrium dan desidua terjadi dua tahap
dilakukan oleh proliferasi trofoblas, yaitu endovaskuler dan intersisial. Pertama,
arteri spiralis ibu di invasi oleh trofoblas dengan mengganti endometrium oleh
material jaringan fibrinoid dengan menghancurkan jaringan otot polos dinding
arteri dan jaringan elastis pada tunika media. Kondisi seperti ini selesai pada 12
minggu dan terjadi proses sampai deciduo myomaterial junction (DeChemey,
2003).

Pada kasus preeklamsia terjadi disfungsi trofoblas. Kondisi tersebut
disebabkan adanya peningkatan kolagen tipe IV sehingga trofoblas mengalami
kesulitan invasi melalui matrik ekstra selular. Pada kasus ini- menunjukkan
kurangnya invasi dari trofoblas. Kondisi klinis yang ditemukan pada kasus
preeklamsia yaitu invasi trofoblas tidak mampu menembus meskipun telah
mencapai sekitar arteri spiralis (Kliman, 2000). Hal ini akan diikuti oleh
remodeling arteri spinalis yang gagal sehingga menyebabkan sirkulasi
uteroplasenta terganggu. Perbedaan kondisi kehamilan normal dan preeklamsia

bisa terlihat pada gambar dibawah ini:
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Gambar 2.1 Perbandingan invasi trofoblas pada kehamilan normal dan
preeklamsia.
Keterangan: Pada kehamilan normal, invasi endovaskuler cytotrofoblas menyebabkan

terjadi remodeling arteri spiralis. Kondisi tersebut menghasilkan
melebarnya. arteri spiralis maternal dan membentuk saluran dengan

ketahanan yang rendah dan tidak memberikan respon terhadap pengaruh

vasomotor. Keseluruhan isi trofoblas akan berubah menjadi sel-sel fenotip
endotel selama proses invasi, yang disebut “pseudovaskulogenesis” (atas).
Invasi trofoblas abnormal pada karakteristik preeklamsi diikuti dengan
gangguan remodeling vaskuler dari arteri spiralis (bawah). Kegagalan
sitotrofobas dalam meniru fenotip vaskuler mengakibatkan invasi yang
dangkal sehingga berakibat transformasi arteri spiralis yang sempit. Hal

tersebut berakibat, adanya arteri- miometrium yang sempit: dan shunt

arterivenosa yang minimal pada morfologi plasenta (Wathen, 2011).

Kondisi tersebut menyebabkan iskemia plasenta yang terjadi akibat
penurunan sirkulasi darah menghasilkan bahan vasoaktif yang ditransfer ke
sirkulasi maternal, diantaranya ROS dan sitokin yang akan menyebabkan

terjadinya disfungssi endotel. Produksi ROS secara berlebihan dapat memicu
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terjadinya stres oksidatif karena konsentrasi antioksidan yang berlebihan.
Selanjutnya akan mengakibatkan rusaknya lemak, DNA dan juga protein yang
dapat mengakibatkan kelainan fungsi organ dan jaringan (Hung et al., 2002).
2.1.3.2 Stres Oksidatif

Preeklamsia merupakan sindrom pada kehamilan dengan gejala tekanan
darah dan protein urin yang meningkat. Teori stres oksidatif merupakan salah
satu teori yang berkaitan dengan patofisiologi preeklamsia. Hal ini terjadinya
karena kegagalan invasi trofoblas pada saat implantasi. Stres oksidatif akan
memicu kerusakan sel endotel dan akan memicu manifestasi klinis preeklamsia
(Subandrete, 2007).

Stres oksidatif merupakan kondisi ketidakseimbangan antara antioksidan
dengan jumlah oksidan, sehingga menyebabkan terjadinya kerusakan sel. Pada
kondisi stres oksidatif muskuler dinding arteri spiralis menjadi kaku, sehingga
membuat tidak lancarnya perfusi ke plasenta. Kondisi-kondisi tersebut terjadi
secara bersamaan menyebabkan terjadinya sumbatan trombotik kemudian
terjadi disolusi yang menyebabkan kondisi diplasenta mengalami hipoksia-
reoksidatif secara berulang. Kondisi tersebut memicu aktivasi xiatin oksidase
(Cunningham et al., 2013).

Xiatin oksidase merupakan sumber penting yang menghasilkan superoxide
pada sinsitiotrofoblas, dan sel vilus stromal. Selain itu xiatin oksidase juga
berperan dalam terjadinya kerusakan plasenta yang diakibatkan oleh radikal
bebas. Terjadinya kematian sel plasenta dan perfusi yang tidak memadai
mengakibatkan terlepasnya mikrovesikal sinsitiotrofoblas ke saluran maternal.
Pada kondisi preeklamsia ditemukan mikrovesikal sinsitiotrofoblas yang
meningkat dan berkaitan langsung dengan neutrofil maternal. Kondisi tersebut
selanjutnya berperan pada keadaan disfungsi endotel (Hubel, 1999; Hung, 2007;

Cunningham et al., 2013).
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Radikal bebas pada kondisi = preeklamsia dilepaskan oleh desidua
menyebabkan kerusakan sel endotel. Reaktive Oxygen Species (ROS), seperti
anion peroksida dan radikal hidroksil menyebabkan asam lemak tak jenuh pada
membran  fosfolipid mengalami konversi  menjadi peroksida lipid. Terjadinya
pembentukan peroksida lipid mengakibatkan rusaknya sel endotel karena radikal
bebas lebih toksik. Produksi NO menjadi terganggu akibat kerusakan pada sel
endotel, oleh sebab itu mempengaruhi keseimbangan pada TXA2 dan PGI2
berupa akselerasi produksi TXA plasenta dan inhibisi produksi PGI2. Stres
oksidatif mengakibatkan bertambahnya produksi sel makrofag lipid (Munzel et al.,
2005).
2.1.3.3 Inflamasi

Inflamasi merupakan suatu kondisi tubuh dengan gejala rubor, tumor, color,
dolor dan fungsi untuk pertahanan tubuh karena suatu infeksi atau kerusakan
jaringan. Awal dari suatu inflamasi melibatkan pembuluh darah dengan
berkumpulnya leokosit pada bagian yang mengalami peradangan karena suatu
proses transduksi plasma dan peredaran darah yang merupakan mekanisme
migrasi sel-sel lekosit. Sitokin yang keluar disaat terjadi peradangan adalah IL-1,
TNF-a dan kemokin seperti IL-8. Protein-protein pengatur sistem komplemen
pada peradangan yaitu PGE2, IL-10, TGF[, dan glukokortikoid (Abbas, 2005).

Pada ibu hamil didapatkan peningkatan respon inflamasi seperti leukositosis,
produksi sitokin proinflamasi diantaranya IL-6, IL12 dan TNF-a, bertambahnya
aktivitas fagosit dan priming monosit. Pada kehamilan preeklamsia kondisi
diperparah akibat dari meningkatnya sitokin proinflamasi diantaranya IL-6, IL-1j,
IL8 dan TNF-a. Pada NK sel, makrofag/monosit dan trofoblas memproduksi TNF-
a yang menyebabkan terjadinya kebocoran pada pembuluh darah endotel dan
apoptosis sehingga berakibat aktivasi endotel sitemik. Kondisi tersebut membuat

perubahan fungsi dan struktur dalam sel termasuk didalamnya terjadinya stres
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oksidatif, sekresi vasokontriktor, mikrotrombosis. Aktivitas kaskade komplemen
dan tingginya tingkat tromboksan. Bisa disebutkan bahwa respon inflamasi ini
menyebabkan banyaknya perubahan lokal dan sitemik sebagai penanda
preeklamsia karena mepengaruhi regulasi- tekanan arteri dan aliran darah
menyebabkan disfungsi pada endotel vaskuler ibu sehingga berakibat terjadinya
vasokontriktor (Saucedo et al., 2014; Szarka et al., 2010).
2.1.3.4 Disfungsi endotel

Disfungsi endotel merupakan suatu kondisi dimana terjadi kegagalan adaptasi
adekuat endotel terhadap stimulasi spesifik. Kondisi tersebut ditandai dengan
peningkatan proinflamasi, penurunan vasodilatasi dan sifat protrombin. Fungsi
endotel terganggu ditandai dengan adanya peningkatan molekul adesi karena
adanya paparan stres hemodinamik, stres oksidatif dan paparan sitokin inflamasi.
Selain itu sitokin juga dapat diproduksi oleh sel endotel. Sitokin merupakan
penjaga komunkasi dengan jaringan dan leukosit yang merupakan sebagai
mediator peptide. Melalui thrombus dan inflamasi sitokin mengaktivasi endotel.
Terjadinya aktivasi ' thrombus akan menghambat fibrin dihancurkan dan
merangsang aktivitas prokoagulan protein C. Pada kondisi preeklamsia terjadi
pengurangan pada zat yang bersifat vasodilator diantaranya NO, PGI2 dan

endotel derived relaxing (ADRF) (Endemann et al., 2004; Rodrigo et al., 2007).
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Gambar 2.2. Kerja sel-sel endotel

Keterangan: Sel endotel yang bertanggung jawab untuk sejumlah fungsi fisiologis,
diantaranya: 1) pengaturan tonus pembuluh darah melalui produksi
seimbang vasodilator dan vasokontriktor; 2) pengendalian fluiditas darah
dan koanggulasi melalui produksi faktor-faktor yang mengatur aktivitas
trombosit, sistem fibrinolitik dan kaskade pembekuan dan 3) pengaturan
inflamasi melalui proses expresi sitokin dan adhesi molekuler. Ach
(asetilkolin); ATR (Reseptor Angiotensin-1l); BK (Bradikinin); EDHF
(Faktor hyperpolarization endothelium yang diturunkan); NO (nitric oxide);
PAI-1 (Plasma activator inhibitor activator plasminogen-1); PGH2
(Prostaglandin H2); PGI2 (Prostasiklin); Oz2" (Onion superoksida); t-PA
(activator Plasminogen jaringan); TM (Thrombomudulin); TxA2 (A2
tromboksan); vVWF (factor von Willebrand) (Cristina et al., 2013).

Vasodilator yang . berkurang mengakibatkan peningkatan vasokontriktor
antara lain kadar endotelin plasma sehingga berakibat penurunan nutriuresis,
filtrasi ginjal, resistensi perifer sehingga memicu terjadinya hipertensi yang
merupakan manifestasi dari preeklamsia. Turunnya perfungsi plasenta juga
berkaitan dengan faktor imun. Faktor imun yang terganggu akan mempengaruhi
invasi dari plasenta. Sitokin proinflamasi merusak/mengaktivasi sel endotel

sehingga berakibat terjadinya perfusi abnormal (Baratawijaja & Rengganis, 2010)

BRAWIJAYA

2.2 Inflamasi pada preeklamsia
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2.2.1 Definisi Inflamasi

Inflamasi  yaitu suatu respon perlindungan dengan tujuan menghilangkan
penyebab gangguan sel dengan cara membuang sel dan jaringan yang rusak
karena kerusakan asal (Baratawidjaja & Rengganis, 2013). Inflamasi adalah
respon protektif suatu lokasi yang ditimbulkan oleh cidera atau  gangguan
jaringan, dengan merusak, memangkas atau mengurung baik agen penyebab
masalah ataupun jaringan yang cidera. Tanda terjadinya inflamasi pada kondisi
klinis yaitu nyeri (dolor), panas (color), kemerahan (Rubor), bengkak (tumor) dan
berkurangnya fungsi (Subowo, 2013).
2.2.2 Proses inflamasi

Proses inflamasi diawali dengan - keterlibatan pembuluh darah dan
berkumpulnya sel leukosit didalam sel darah akibat peradangan karena suatu
mekanisme perpindahan sel-sel leukosit dari peredaran darah dan transduksi
plasenta. Ekspresi molekul adesi di atur oleh mediator pada permukaan sel
endotel dan leukosit, yang berakibat adesi sel-sel leukosit di seluruh permukaan
sel endotel pembuluh darah di daerah peradangan. Setelah itu akan diikuti
terjadinya migrasi yang melewati celah antar sel endotel dengan tujuan jaringan
dalam daerah peradangan yang dipengaruhi oleh perbedaan kadar kemotaktik.
Sitokin TNF, IL-1 dan IL-8 terlibat pada proses peradangan yang diatur oleh
protein-protien sistem komplemen (Subowo, 2009).
2.2.3 Peran Sitokin dalam Inflamasi

Berbagai sel menghasilkan sitokin mengatur respon terjadinya inflamasi.

TNF-a, IL-6 dan IL-1 adalah sitokin yang sangat berperan terjadinya inflamasi.
Sitokin tersebut memiliki berbagai macam fungsi, ada yang bersifat pleitropik
yaitu dapat menghasilkan efek lebih dari satu gen. Peran sitokin termasuk
memicu terjadinya perubahan pada endotel vaskuler yang mendorong masuknya

leokosit ke lokasi inflamasi. Sitokin-sitokin tersebut juga dapat menimbulkan
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respon fase akut dan berlanjut pada proses perbaikan jaringan (Playfair & Chain,
2013).
Monosit/sel makrofag merupakan penghasil dari ke tiga sitokin tersebut.

Ketiga sitokin tersebut sangat berkaitan karena akan mempengaruhi pengeluaran
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dari sitokin lain, diantaranya TNF dan IL-1 dapat merangsang pelepasan IL-6,
pelepasan TNF dan IL-1 dapat terinduksi dari IL-6, TNF dapat menginduksi
pembebasan IL-1 dan IL-6. Peredaran darah dapat membawa ketiga sitokin
tersebut sehingga menimbukkan terjadinya peradangan yang disebut “respon
fase akut”. Manifestasi hal tersebut adalah timbulnya demam dan perubahan
kandungan beberapa jenis protein yang dihasilkan oleh hepatosit di dalam serum
(Subowo, 2009).

Pada tahap awal terjadinya peradangan, terjadi pelepasan mediator yang
mengatur molekul adesi pada sel endotel dan leukosit. Proses tersebut
menyebakan beberapa tahap ekstravasasi leukosit, yaitu bergeraknya ke dinding
pembuluh darah sampai dengan keluarnya dari pembuluh darah sampai menuju
tempat inflamasi. Kemudian proses peradangan akan di pertahankan oleh IL-1,
TNF-a dan IL-8. Komplemen yang mengatur peradangan adalah PGE2, TGFp,
IL-10 dan Glukokortikoid (Subowo, 2009).

2.2.4 Respon Inflamasi Pada Preeklamsia

Inflamasi merupakan reaksi lokal jaringan terhadap luka atau infeksi yang
menyertakan lebih banyak mediator dari pada respon imun yang didapat. Setelah
terjadi luka timbul vasodilatasi di dalam jaringan yang memproduksi peningkatan
volume darah sehingga terjadi perdarahan. Permiabel jaringan yang bertambah
berakibat terjadinya edema, TNF a dan IL-1. Pada saat inflamasi terjadi

perpindahan leukosit melalui daerah inflamasi dan berpindah ke rongga jaringan

IVERSITA
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melalui dinding kapiler yang disebut ektravasasi. Pada inflamasi dini terjadi fase

UN
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puncak pada 6 jam pertama pada migrasi neutrofil (Baratawidjaja & Rengganis,
2010).
2.2.5 Peran tumor necrosis factor (TNF-a) pada preeklamsia

TNF-a dihasilkan oleh makrofag, sel T, nature killer cell , sel mast dan
beberapa sel lain salah satunya adalah endotel. Efek yang timbul dari
peningkatan TNF-a adalah pleiotropik pada sistem imun, perkembangan embrio,
tissue homeostasis, dan plasentasi. Dalam pengaturan proses inflamasi peran
sitokin ini sangat penting karena berpengaruh terhadap keluarnya sitokin yang
lain seperti IL-1,IL-6, monocyl chemotracrant protein (Cackovic et al., 2008;
Subowo, 2009; Baratawidjaja & Reganis, 2013; Gathiram, 2016).

Produksi TNF-a yang berlebihan dapat merusak fungsi endotel sehingga
berakibat okulasi pada pembuluh darah, mengurangi aliran darah dan
meningkatkan permiabilitas endothelium. TNF- a diaktifasi oleh sistem kekebalan
tubuh sehingga berakibat pada sekresi zat vasoaktif oleh endotel dan
menyebabkan koanggulasi intravaskuler. Gangguan endotel yang merupakan
mekanisme preeklamsia berawal dari faktor plasenta yang merangsang monosit
dan neutrofil untuk merangsang produksi TNF-a. Oleh karena itu temuan
tersebut menunjukkan meningkatnya serum TNF-a diduga menjadi bagian dari
patogenesis preeklamsia. Dalam kehamilan normal, TNF-a memberikan peran
dalam memodifikasi. pertumbuhan dan invasi trofoblas pada arteri spiralis
maternal. Di samping itu, kontribusi dari TNF-a adalah berperan pada plasentasi
abnormal, stres oksidatif dan gangguan endotel (Cackovic et al., 2008;
Baratawijdaja & Rangganis, 2010).

2.3 Disfungsi Endotel pada Preeklamsia
2.3.1 Definisi Disfungsi Endotel
Sel endotel adalah pembatas antara rongga ekstravaskuler dan darah. Pada

kondisi normal sel endotel berfungsi menghambat adhesi sel, keluarnya cairan
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rongga intravaskuler dan koagulasi. Selain itu sel endotel berfungsi sebagai
pencegah terjadinya thrombosis, pengatur otot vaskuler, dan mengatur perfusi
jaringan dengan pelepasan komponen = vasodilatator = (prostasiklin/PG12,
adhenosin dan nitric oxide (NO) dan juga komponen endotelin. Pada kondisi
preeklamsi terjadi kerusakan pada sel endotel yang luas akibat dari plasenta
yang mengalami hipoksia (Lyall & Greer, 1996; Walsh, 2006; Powe et al., 2007;
Gilbert et al., 2010).

Kondisi penurunan perfusi pada plasenta dan hipoksia akan mengakibatkan
pelepasan dan mensintesis lebih banyak faktor-faktor vasoaktif seperti sitokin
proinflamasi, soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), angiotesin Il (ANG 1)
dan juga type 1 receptor autoantibodies (AT:-AA). Disfungsi endotel disebabkan
oleh faktor-faktor tersebut (Chen 2009; gilbert, 2010; Powe et al., 2011; Hassan
et al., 2013; Masoura et al. 2014).

2.3.2 Marker Disfungsi Endotel

Senyawa yang dikeluarkan oleh endotel adalah Endothelium Derived Factors
(EDRFs) diantaranya Nitric Oxide (NO), Prostasiklin dan Faktor relaksasi
hiperpolarisasi (Endotelium Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF)). NO sebagai
reseptor endotel spesifik berdasarkan asetilkolin, bradikinin dan serotonin yang
mempengaruhi dalam pembentukannya. Sintesis NO pada pembuluh darah
berpengaruh terhadap tonus pada pembuluh darah sehingga berperan pada
pengaturan pembuluh darah. Prostasiklin dihasilkanoleh endotel sebagai bentuk
respon terjadinya hipoksia dan adanya stres. Kondisi prostasiklin meningkatkan
cAMP pada tromosit dan otot polos. Selain mengeluarkan EDRTS, endotel juga
mengeluarkan susbtansi faktor kontriksi diseut Endotelium Derived Contracting
factor (EDCFs) yaitu Endotelin-1 (ET-1), tromboksan A2 (TXA2), Prostaglandin
H2 (PGH2) dan angiotensin Il (ANG Il). ET-1 menyebabkan iskemi pada

konsentrasi yang  tinggi akibat kontraksi. Angiotensin Il menyebabkan
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vasokontriksi poten dan menstimulasi garam dan air karena akibat ploriferasi dan
migrasi sel otot polos (;). Disfungsi endotel menyebabkan terjadinya vasokontriksi
pada seluruh arteri didalam tubuh, dimana kondisi vasokontriksi jangka panjang
dapat menyebabkan tekanan @ regulasi « dalam @ arteri, sehingga dapat
menyebabkan terjadinya penurunan  pembentukan vasodilator seperti NO.
Kondisi vasodilator akan memicu pembentukan dari vasokontriktor seperti ET-1,
ANG Il yang mengkibatkan terjadinya hipertensi dan juga retensi air dan garam
yang menjadi penanda terjadinya preeklamsia (Sowinski, 2000; Galigorsky and
Gross, 2001; Taddei et al., 2002; Ana et al., 2013).

2.3.3 Akibat Disfungsi Endotel

Keadaan hipoksia akan mengaktivasi faktor transkripsi didalam sel yaitu
Hipoksia Inducible Factor (HIF) dan Nuclear Factor-Kappa Beta (NF-kB). Faktor
transkripsi tersebut adalah faktor penting dalam adaptasi selular. HIF dalam
makrofag yang mengalami hipoksia akan merangsang terbentunya sFltl dan
TNF-a berlebihan (Patot et al., 2004).

Pengeluaran TNF-a yang berlebihan okulasi pada pembuluh darah, aliran
darah regional berkurang dan meningkatkan permeabilitas dari endotel sehingga
akan mengakibatkan rusaknya sel endotel. Aktivitas dari TNF a diperantarai oleh
kekebalan tubuh yang dapat mensekresi zat vasoaktif akibat dari rusaknya
endotel dan menyebabkan koagulasi intravascular dan permeabilitas vascular
(Roudsari et al., 2009).

Preeklamsia mempunyai karakteristik adanya disfungsi endotel. Sel endotel
memberikan respon yang beragam pada sirkulasi darah. Terjadinya kondisi
tersebut diproduksi oleh matriks sel endotel akibat dari interaksi dengan sirkulasi
darah. Pada kondisi ini terjadi ketidakseimbangan antara vasokontriksi dan
vasodilator (NO). Disfungsi endotel atau aktivasi endotel yang berlebihan

merupakan manifestasi  klinis pada preeklamsia, termasuk didalamnya
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peningkatan permeabelitas sel endotel dan agresi trombosit. Respon sitokin
proinflamasi (TNF-a, IL-1 dan IL-6) abnormal berperan dalam patogenesis
preeklamsia. Peningkatan stres oksidatif adalah komponen dasar dari keadaan
yang memberikan keterkaitan antara plasentasi abnormal dan sindrom maternal.
Peningkatan stres oksidatif yang dipengaruhi oleh produksi reaktif oksigen
species (ROS) yang berlebihan dan reaktif nitrogen species (RNS), seperti super
oksida (02), radikal peroksid (H202, radikal hidroksil (OH-), menyebabkan
pengikatan antioksidan terhadap radikal bebas tidak adekuat. Yang termasuk
RNS adalah nitric oxside (NO), peroxynitrite (ONOO-) dan nitrogen dioksidan
(NO2). RNS terutama berasal dari NO, yang terbentuk dari O2 L-arginine dan
reaksi dengan superoxide anion yang membentuk peroxynitrit. Peroxynitrit
mampu merangsang lipid peroksidasi dan nitrosantion dari banyak molekul tirosin
yang biasanya bertindak sebagai mediator fungsi enzim dari signal transduksi
(Lopez et al., 2001; Parra, 2009; Agarwal et al., 2011; Proston et al., 2012).

2.4 Tumor Necrosis Factor a (TNF-a)

Tumor Necrosis: Factor alpha (TNF-a) merupakan sitokin multipoten kuat
karena memberikan respon pada berbagai variasi sel termasuk didalamnya yaitu
autokrin dan parakrin pusat reproduksi. Yang termasuk didalam proses tersebut
adalah pengembangan embrio, pengembangan luteal dan juga diferensiasi
plasenta. Hal tersebut sudah banyak yang membuktikan bahwa TNF-a
mempengaruhi pada proses terjadinya awal kehamilan (Agius & Press,2012;
Azizieh & Raghupatty, 2014).

Reseptor TNF-a(TNF-Rs) ada dua yaitu TNF-R1 (dikenal sebagai p55/p60,
tipe-l, TNF-R55, TNF-RB atau CD120a) dengan masa molekul 55-60 kDa dan
TNF-R2 (p75/p60, tipe Il, TNF-R75, TNF-Ra atau CD120b) dengan berat molekul
75-80 kDa.  Kedua reseptor tersebut memiliki pengaruh pada kehamilan

manusia. Dari masing-masing reseptor tersebut memiliki pengaruh terhadap
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sinyal intraseluler yang berbeda, selain itu mereka juga memiliki peran yang
tumpang tindih dan juga efek kooperatif. Pada membrane yang terikat TNF-R1
memiliki fungsi melakukan kegiatan sebagaian besar proinflamasi TNF pada
kondisi yang cepat, sedangkan TNF-R2 terlibat pada jangka panjang sampai
akhir dari sitokin ini. -Bentuk-bentuk yang larut pada reseptor ini dapat
menetralkan efek. Pada saat kehamilan normal, sitokin ini muncul pada sirklasi
ibu, cairan amnion dan plasenta (Agius & Press, 2012).

Pada manusia TNF-a mengakibatkan proses apoptosis vili primer sel
trofoblas, membuat perkembangan janin tikus terhambat dan secara in vitro
terjadi proses ploriferasi sel trofoblas. Pada tikus hamil yang normal pemberian
TNF-a mengakibatkan abortus (Haider & Knofler, 2009).

Pada kondisi preeklamsia TNF-a berperan sebagai mediator terjadinya
disfungsi endotel sel. Produksi TNF-a berlebihan dihasilkan oleh vili plasenta
diinduksi oleh terjadinya cidera hipoksia yang mempengaruhi sel-sel endotel,
dengan menyebabkan apoptosis dan regulasi mlekul adesi. Kelebihan faktor
produksi plasenta seperti faktor pertumbuhan endotel vaskuler reseptor-1
(dikenal sebagai soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1)), dan anti angiogenik
yang merupakan pengikat faktor partumbuhan endotel-endotel vaskuler dan
pertumbuhan plasenta. Akibatnya melepaskan endothelium  sistemik faktor
survival penting, mengurangi jumlah kompleks adesi pada membrane sitoplasma,
yang menuju ke permeability vaskuler. Angiotensin Il tipe-1 (ATI-AA) meningkat
bersamaan-sama dengan sitokin, membuat terjadinya disfungsi endotel vaskuler
ibu (Agius & Press, 2012; Redman & Sargent, 2010).

Pengaruh biologis TNF-a adalah sebagai berikut:

a. Penyaluran monosit dan neutrofil ke tempat yang mengalami infeksi untuk
membunuh mikroba.

b. Merangsang keluarnya molekul adesi sel endotel vaskuler untuk leukosit.
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c. Menginduksi makrofak dalam memproduksi kemokin dan ketotaksis dan
penyaluran leukosit.
d. Merangsang sekresi IL-1 oleh fagosit mononuclear memiliki efek seperti

TNF-a.

2.5 Nitric Oxide (NO)

Nitric oxide merupakan suatu molekul yang diproduksi dari berbagai macam
tipe sel yang mempunyai efek menguntungkan dan juga merugikan ditingkat
vaskuler maupun seluler (Moncada & Higgs, 2002). Nitric oxide (NO) merupakan
suatu zat mediator parenkin yang sangat penting karena meregulasi otot vaskuler
dan homeostasis. Selain itu vasodilator dan menstimulasi otot polos. Nitric oxide
(NO) juga memberikan efek antiaterogenik yang poten, termasuk agregasi
platelet, inhibisi proliferasi sel otot halus dan interaksi leukosit dengan endotel.
Selain itu NO terbukti mempengaruhi tonus moigenik dan pada uterus
mempengaruhi resistensi vaskuler arteri pada kehamilan normal, sebagai faktor
relaksasi dari miometrium, dan pada preeklamsi mempengaruhi sirkulasi
uteroplasenter (Santosa et al., 2007).

Endotelium merupakan organ endokrin yang dapat mengatur fungsi
mikrosirkulasi. Salah satu yang dihasilkan adalah NO, yang merupakan sebagai
vasodilator endogen. Fungsi utamanya adalah inhibisi agregasi trombosit dan
vasodilatasi lokal. NO merupakan endotelin-derived relaxing factor (EDRFs) yang
merupakan transformasi asam amino L-arginin menjadi sitrulin dengan jalur L-
arginine-nitric oxide dengan enzim NO sintase (NOS) yang diperatarai oleh
cGMP. Asam amino dalam sirkulasi dan ADMA (asymmetrical demethylarginine)
dapat menghambat NOS. NO diproduksi oleh pengaruh asetil kolin, bradikinin,
serotonin dan mrupakan endotel spesifik (Szabo et al., 2004).

Famili-famili yang termasuk didalam enzim NO sintase yaitu kalsium

dependent diantaranya constitutive Nitric Okside Sintase (cNOS), didalamnya
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termasuk neuronal Nitric Okside Sintase (nNOS), dan endotelial Nitric Okside
Sintase (eNOS), sedangkan calsium independent yaitu inducible isofom Nitric
Okside Sintase (iNOS). nNOS berfungsi sebagai neurotransmiter pada
kardiovaskuler pada sistem otonom, selain itu juga terdapat pada otot rangka,
ginjal, pangkreas dan miokard. eNOS beberapa dapat ditemukan pada sel imun,
eNOS dapat bekerja lokal dalam pengaturan tekanan darah pada endotel
pembuluh darah (Szabo et al., 2004).

iINOS dapat ditemukan dibebrapa sel, tetapi pada kondisi normal tidak aktif.
Ekspresi dari INOS bisa terjadi pada paru-paru, ginjal, pembuluh darah, sel imun,
otot polos dan pangkreas. Pemicu aktivasi dari iINOS adalah adanya sitokin
proinflamasi seperti endooksin, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-1
(IL-) dan interferon- (IFN-). Dalam mengaktifasi INOS pada manusia hal yang
memberikan peranan yaitu transkripsi dari messenger ribonucleid acid (mMRNA)
berikatan dengan faktor transkripsi seperti IFN regulatory factors-1 (IRF-1) dan
juga nuclear factor kappa B (NF-kB). Terbentuknya NO dapat dipengaruhi
aktivasi iINOS selain itu juga mempengaruhi jumlah L-arginine (Moncada and
Higgs 2002).

2.6 N(G)- Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME)

Telah banyak diketahui bahwa Nitric Oxide (NO) dalam pembuluh darah sel
endotel sangat penting untuk pengaturan ketegangan pembuluh darah. N-nitro-
L-arginin metal ester (L-NAME) merupakan inhibitor NO synthase (NOS), yaitu
dengan aktivitas dari nitro L-arginine metal ester (L-NAME) di pusat. Perubahan
produksi NOS sangat berpengaruh pada perubahan tekanan darah. Pemberian
L-NAME secara akut maupun kronis dapat menyebabkan perubahan tekanan
darah dan reaktivitas vaskuler karena penurunan dari Nitric Okside (NO)
(Kopincova, 2012). Pemberian nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) terbukti

dapat menginduksi preeklamsia (Amaral et al., 2017).
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Relaksasi dan regulasi tegangan pada vaskuler sangat dipengaruhi oleh
sintesis NO pada kehamilan normal. Terjadinya peningkatan tekanan darah
merupakan gejala bila terjadi hambatan dalam produksi NO. selain itu hambatan
dapat menumbulkan karakter fisiologis dan juga patologis yang serupa/mirip
dengan kondisi hipertensi primer. Penghambatan L-NAME pada NO dapat
menyebabkan peningkatan tekanan darah dan terjadinya vasokontriksi (Shu et
al., 2018).

2.7 Tikus Putih (Rattus Norvegicus) Galur Wistar

Tikus wistar banyak dimanfaatkan sebagai hewan coba karena sifatnya yang
mudah dikembangbiakan, dapat beradaptasi dengan baik, mudah dipelihara
dalam jumlah besar, dan berukuran lebih besar dari mencit (Akbar, 2010).

2.7.1 Karakteristik Tikus Wistar

Menurut Hendrich (2006) klasifikasi tikus wistar dalam hewan coba sebagai
berikut: Fillum: Chordate; Subfilum: Vertebrata; Classis: Mammalia; Subclassis:
Plasentalia; Ordo: Rodentia; genus: Rattus; Spesies: Rattus Norvegicus; Familia:
Muridae.

Tikus wistar memiliki karakteristik yang sangat cerdas dan resisten terhadap
infeksi. Memiliki ukuran tidak begitu besar dan suka hidup bergerombol dan juga
tidak begitu fototobik, selain itu kegiatannya tidak terganggu keberadaan
manusia disekitarnya. Terdapat dua ciri yang membedakannya dengan mencit
atau hewan coba yang lain, yaitu kondisi yang tidak dapat muntah pada tikus
putih karena struktur pencernaan yang tidak memiliki empedu dan anatomi yang
tidak begitu lazim pada esophagus. Rattus Norvegicus (galur Wistar) merupakan
salah satu contoh hewan coba penelitian yang sering digunakan baik penelitian
biomedis atau biologi, karena mempunyai kelebihan yaitu kondisi fisiologi yang
mirip mamalia lain pada umumnya (Mangkoewidjojo, 1988). Rattus Norvegicus

mudah dipelihara dan beradaptasi (Hem, 2005). Kemampuan reproduksinya
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sangat bagus dengan masa kehamilan yang pendek, sehingga sangat cocok bila
digunakan dalam jumlah besar (Hendrich, 2006). Selain itu pemantauan masa
subur tidak lama karena memiliki siklus estrus yang pendek (4-5 hari) (Lohmiller

& Swing, 2006). Jenis yang banyak digunakan sebagai model penelitian adalah
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long evans, Sprague dawley dan wistar (Akbar, 2010).

Tabel 2.1 Data nilai Fisiologis Tikus Wistar

Kriteria

Nilai

Berat badan dewasa

Jantan : 300-400g;

Betina : 180-250¢g

Berat lahir 5-6

Lama siklus birahi 4-5 hari

Lama kebuntingan 21-23 hari
Oestrus postpartum Fertile

Jumlah anak 6-12 ekor

Usia lepas sapih 21 hari

Usia pubertas 6-8 minggu
Usia dewasa 6-9 minggu
Usia dikawinkan 10 minggu
Bobot lahir 5-6 gram
Implantasi 5-6 hari setelah fertilisasi
Konsumsi makanan per berat badan per hari 10 g/100g/hari
Konsumsi minuman per berat badan perhari 10-12/100g/hari
Waktu pemeliharaan komersil 4-5 bulan

Komposisi air susu

13% lemak, 9,7% protein,

Jangka hidup 3-4 tahun
Temperatur rectal 36-40°C
Detak Jantung 250-450 kali/menit
Tekanan darah
Sistol 84-134 mmHg
Diastol 60mmHg
Laju Pernafasan 70-115 kali/menit
SerumProtein (g/dI) 5.6-7.6
Kreatinin 0,2-0,8

Sumber : Wolfensohn (2013)

Tikus rattus norvegicus pada masih muda sudah dapat dibedakan antara
jantan ataupun betina yaitu pada tikus jantan jarak antara pepila genetalia dan

anogenital yang lebih panjang dari pada betina. Pada jantan umur 7 hari jaraknya
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5mm, sedangkan pada betina hanya 2,5 mm. pada betina putting susu sudah
terlihat sejak usia 8-15 hari (Malole dan Pramono, 1989).
2.7.2 Siklus Reproduksi
Siklus estrus (birahi) merupakan nama untuk beberapa mamalia pada siklus
reproduksi. Estrus merupakan kondisi dimana tikus betina secara fisiologis dan
psikologis menginginkan jantan untuk berkopulasi. Pada kondisi estrus terjadi
perubahan tingkah laku dan organ reproduksi seksual yang dipengaruhi
olehhipofisis, hipotalamus dan juga ovarium. Kondisi tersebut mampu berubah
karena pengaruh faktor dari luar yaitu dari suhu, hubungan sosial, status nutrisi,
cahaya (Akbar 2010). Untuk memastikan masa estrus dapat dilakukan dengan
cara ulas vagina/apus vagina dan melihat kondisi epitel sel vagina dengan
berbagai tingkat diferensiasi. Menurut Partodiharjo (1992) siklus estrus memiliki
empat fase yaitu diantaranya adalah:
1. Proestrus
Kondisi tersebut merupakan kondisi menjelang terjadinya estrus biasanya
berlangsung kurang lebih 12 jam. Gejala-gejala yang timbul adalah birahi
mulai timbul tetapi masih belum mau menerima jantan (Smith &
Mangkoewidjojo, 1988). Folikel di ovarium selama 2-3 hari tubuh semakin
cepat sebelum terjadinya estrus, hal tersebut terjadi karena melakukan
persiapan pelepasan ovum dari ovarium (ovulasi), pada kondisi ini folikel de
graf dipengaruhi oleh FSH dan estrogen. Pengurangan sekresi progesterone
dan peningkatan estrogen berakibat terjadinya perubahan fisiolois
(perubahan folikel, uteri, servik, meningkatnya vaskularisasi, meningkatnya
pertumbuhan endometrium, meningkatnya keratinisasi epitel vagina) dan juga
munculnya birahi (Akbar, 2012; Nursyah, 2012). Fase ini dapat diketahui dari
hasil ulas vagina terdapat kemunculan tunggal atau bertumpuk dari dominasi

sel epitel berinti (Smith- dan Mangkoewidjojo, 1988) dan sel darah putih
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berkurang, terdapat lendir yang banyak dan sel epitel bertanduk (Akbar,
2010).
2. Estrus

Fase lanjutan dari proestrus adalah estrus. Fase ini terjadi kurang lebih 12

repository.ub.ac.id

jam. Pada kondisi ini tikus jantan sudah diterima oleh tikus betina dan sudah
siap untuk kopulasi. Selain itu kondisi folikel de graf sudah siap untuk
menghasilkan estradiol yang dapat mempengaruhi perubahan pada saluran
reproduksi betina (Toelihere, 1985).
3. Metestrus
Fase ini merupakan kelanjutan dari estrus berlangsung selama 21 jam (Beker
et al., 1990). Stadium pada malestrus terbagi menjadi 2 yaitu yang pertama
terjadi selama 15 jam dan kedua selama 6 jam. Pada kondisi ini perkawinan
tidak terjadi, pada uterus sedang fase sekretoris, di ovarium terdapat corpora
luteal dan folikel-folikel kecil, mulai muncul CL dan sel granulose folikel yang
diperankan oleh LH dari adenohiphofisa (Smith dan Mangkoewidjojo, 1988).
4. Diestrus
Kelanjutan dari fase metestrus adalah diestrus. Fase ini merupakan fase
terakhir dengan lama 60-70 jam. Pada kondisi ini terjadi penebalan
endometrium, berkurangnya kontraksi uterus, hipertropi pada kelenjar,
mukosa vagina menipis, perpindahan leukosit bertambah banyak (Turner

Bagnara, 1988). Kondisi tersebut dipengaruhi oleh hormon progesterone,
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sehingga terjadi pematangan korpus luteum (Akbar, 2010).
2.7.3 Macam-macam cara membuat tikus model preeklamsia

Beberapa cara dapat digunakan untuk membuat tikus model preeklamsia
yaitu diantaranya resistensi insulin, membuat uterus iskemia, membuat

gangguan pada sistem NO, merangsang keaktifan saraf otonom, aktivasi pada
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respon inflamasi dan aktivasi sirkulasi protein yang mengganggu angiotensin
(Podjarny, 2004).
2.7.3.1 Model preeklamsia inflamsi

Kondisi peradangan karena kehamilan normal, pada kasus preeklamsia
terjadi inflamasi yang lebih kuat oleh karena itu sitokin inflamasi lebih banyak
yang diproduksi dari pada kehamilan normal (Redman, 2003). Sitokin inflamasi,
yang diproduksi oleh plasenta, lebih banyak pada preeklampsia dibandingkan
kehamilan normal. Pada plasenta normal, terdapat konsentrasi L-arginine yang
adekuat, yang memungkinkan aktivitas eNOS normal untuk membentuk NO.
Pada preeklampsia, konsentrasi L-arginine yang lebih rendah dari normal
disebabkan oleh overekspresi arginase Il. Kondisi ini, bersama dengan keadaan
oksidan yang tinggi menginduksi eNOS uncoupling dengan peningkatan
pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS), lebih banyak sintesis peroxynitrite,
dan stres oksidatif lanjutan (Noris, 2004).

Pada tikus bunting, ada peralihan dari sitokin anti-inflamasi ke pro-inflamasi
setelah pemberian lipopolisakarida. Pada tikus, injeksi dosis rendah
lipopolisakarida menyebabkan peningkatan tekanan darah, proteinuria, jumlah
trombosit rendah. Selanjutnya, pada tikus hamil yang diberikan lipopolisakarida
ditemukan berkurangnya NO, yang ditunjukkan oleh kadar arginin plasma
menurun mendekati-nol. Perfusi plasenta yang buruk pada preeklamsia, dapat
menyebabkan peningkatan sekresi TNFa. TNFa pada tikus preeklampsia
berhubungan dengan penurunan kadar NOS dan berkurangnya relaksasi
pembuluh darah (Alexander, 2002; Giardina, 2002).
2.7.3.2 Model preeklamsia sistem saraf simpatis

Pada wanita hamil dengan kondisi stres akan meningkat pada kondisi
preeklamsia dan juga kejadian IUFED. Pada ibu hamil kondisi stres akan hilang

ketika setelah melahirkan (Greenwood, 2001). Saraf simpatis meningkat pada
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studi yang dilakukan pada tikus, kondisi tersebut dapat memicu sindrom
preeklamsia. Kondisi tikus karena stres kronis akibat tekanan seperti jumlah
populasi dikandang yang terlalu banyak dan juga kondisi yang terlalu bising
menyebabkan tekanan darah tinggi, disfungsi endotel, penurunan berar badan
dan juga IUGR. Rendahnya kondisi trombosit pada tikus akibat dari
hiperstimulasi yang menginduksi enzim hati. Pada tikus tidak hamil dan hamil
normal tidak terjadi peningkatan kadar neropinefrin dibandingkan dengan tikus
dengan preeklamsia (Takiuti, 2002).

2.7.3.3Model Preeklamsia Dengan Iskemia Uteri

Dasar dari model preeklamsia model ini adalah pada kondisi preeklamsia
aliran darah pada uteroplasenta berkurang antara 50% sampai 70%. Terjadinya
hipertensi dapat diakibatkan karena iskemia uteroplasenta. Pada kondisi hamil
normal terjadi pelebaran arteri spinalis pada trimester yang berfungsi
meningkatkan aliran uteroplasenta dan mengurangi resistensi pembuluh darah
(Lunell, 1984).

Pada tikus kondisi hipertensi dan proteinuria dapat diakibatkan karena
terjadinya kontriksi aorta. Cara yang digunakan untuk menjadikan preeklamsia
pada model ini yaitu dengan membuat penyempitan aorta perut bawah serta
kedua arteri ovarium dilakukan untuk menekan kompensasi aliran darah
plasenta. Setelah itu di amati proteinuria, hipertensi dan penurunan fungsi ginjal
pada ibu hamil (Cavanagh, 1985).

Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Granger (2006) mengurangi perfusi
uteroplasenta dengan memasang klip perak hari ke 14 dan 21 pada aorta dan
ovarium rahim. Pada kebuntingan hari ke-19 terdapat peningkatan spesifik pada
tekanan darah rata-rata 20-30 mmHg, disfungsi endotel, proteinuria, dan

hambatan pertumbuhan janin (Gilbert, 2010).

29



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

2.7.3.4 Model Preeklamsia penghambatan sintase nitrit oksida

Pada penelitian dengan menggunakan babi, kelinci dan juga tikus, tindakan
blockade pada sintesis NO dapat meningkatkan tekanan darah sistemik. Nitric
Oxide (NO) merupakan vasodilator sangat kuat yang disintesis oleh asam amino
L-arginine, oleh Nitric okside synthase (NOS). Selanjutnya pembuatan model
preeklamsia dengan pemberian nitroL-Arginine metal ester (L-NAME) pada tikus
bunting. Pemberian L-NAME berakibat terjadi perkembangan model preeklamsia
dengan ditandai peningkatan tensi, proteinuria, trombositopenia, dan
pembatasan pertumbuhan intrauterine (Salas, 1995; Hefler, 2001).

Pemberian L-NAME berakibat terjadinya gangguan pensinyalan NO disemua
arteri. Kekurangan produksi NO pada kehamilan menyebabkan manifestasi
menyerupai preeklamsia. Model ini sangat berguna untuk menunjukan
manifestasi defisiensi NO pada preeklamsia (Paulus, 2008).
2.7.3.5 Model Preeklamsia Hiperinsulin

Pada beberapa penelitian menyebutkan bahwa wanita dengan preeklamsia
mengalami hiperinsulinemia dan resisten terhadap insulin meskipun sudah dua
bulan pasca bersalin, sehingga beberapa peneliti melaporkan terdapat hubungan
yang kuat antara preeklamsia dan hiperinsulinemia. Smith (2006) menyebutkan
bahwa terdapat data klinis menunjukkan kondisi hiperglikemia yang terjadi pada
awal atau pertengahan kehamilan dapat menjadi pemicu terjadinya hipertensi
pada kehamilan dengan prosentase terjadinya sekitar 5-10%.

Pada penelitian dengan menggunakan hewan coba yang diberikan insulin
secara subkutan sehingga berakibat hiperinsulinemia menunjukkan peningkatan
tekanan darah pada tikus hamil, hipertrigliseridemia, dan pengurangan ekskresi
natrium meskipun proteinuria tidak berubah. Kondisi diabetes sendiri berkaitan
dengan peningkatan stres oksidatif dan aktivasi ROS, sehingga mengakibatkan

penurunan NO dan peningkatan peroksinitrite (Podjamy, 2001; McCarthy, 2011).
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2.8 Extra Virgin Olive Oil (EVOO)
2.8.1 Tanaman Zaitun (Olea europaea)

Zaitun (Olea europaea) merupakan pohon perdu, tergolong family Oleaceae
dan merupakan tanaman daerah tropis di dunia. Pohon zaitun apabila sudah
hidup puluhan, ratusan hingga ribuan tahun dapat tumbuh menjadi besar. Usia
agar tumbuhan ini dapat memproduksi secara maksimal yaitu pada usia 15-20
tahun. Pohon zaitun terkenal karena buahnya dan meruakan tanaman komersial
di daerah Mediterania dan merupakan sumber utaman minyak zaitun. Meskipun
sekarang banyak wilayah didunia membudidayakan tanaman zaitun, mediterania
masih tetap berfungsi sebagai area produksi utama penanaman zaitun yang
terhitung sekitar 98% dari produksi dunia (Ghanbari, 2012).

Diantara tanaman tua di Mediterania, pohon zaitun (Olea europaea) adalah
spesies yang paling ikonik karena kepentingan ekologis, ekonomi dan
kulturalnya. Tanaman ini dianggap sebagai indikator biologis terbaik dari iklim
mediterania dan penanamannya telah menyertai munculnya peradaban
Mediterania awal. Zaitun telah digunakan sebagai sumber makanan dan
pengobatan selama berabad abad, juga dalam ritual agama. Misalnya untuk
mengawetkan orang mati, sehelai daun zaitun pada kisah pelarian nabi Nuh dari
banjir dan dalam Al-Quran memuiji zaitun sebagai buah berharga (Besnard et al.,
2013; Diez et al., 2015).

2.8.2 Taksonomi Tanaman Zaitun (Olea europaea)

Kingdom : Green Plantae

Deuvisi : Magnoliophyta-flowering plants
Kelas : Magnoliopsida-Dicotyledons
Subklas . Asteridae

Famili : Oleaceae-ash, privet,lilac and olives
Genus : Olea
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Spesies : Europaea

(Wani, 2015)

Gambar 2.3 Tanaman Olea europaea

Keterangan: Tanaman zaitun merupakan tanaman perdu yang memiliki buah
yang kecil. Buah zaitun ketika muda berwarna kehijauan dan ketika
sudah tua berwarna gelap keunguan (Fehri et al., 1998).

2.8.3  Kandungan dalam Extra Virgin Olive Qil (EVOOQO)

Extra Virgin Olive Oil (EVOOQ) didapatkan hanya melalui sarana fisik yaitu
dengan penekanan mekanis atau langsung pada buah zaitun dibawah kondisi
termal ringan yang tidak menyebabkan perubahan dalam komposisi minyak.
Pada tindakan ini tidak menggunakan perawatan apapun kecuali dengan
mencuci, dekantasi, sentrifugasi dan filtrasi (Nugraheni, 2012).

Keuntungan dari minyak zaitun dalam kesehatan terutama berasal dari
kandungan didalamnya: yang banyak akan asam lemak tak jenuh tunggal
(MUFAS), bioaktif fungsional diantaranya tokoferol, karetenoid, fosfolipid dan
phenolic, dengan aktifitas biologis yang bermacam-macam (Covas, 2008).
Komponen-komponen tersebut sangat bervariasi berkaitan dengan rasa yang
unik pada minyak zaitun. Unsur-unsur gizi yang terkandung di dalam Extra Virgin
Oil antara lain air (50), protein (1.6%) minyak (22%), karbohidrat (19,1%),
selulosa (5.8%), zat anorganik (1,5%) dan senyawa fenolik (1-3%). Senyawa
penting lain yang terdapat dalam zaitun adalah pektin, asam organik dan pigmen.
Asam organik menunjukkan aktivitas ~metabolik yang dihasilkan dari

pembentukan dan degradasi senyawa lainnya (Cunha, 2001).
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Menurut Assy (2009) pada setiap 100 g EVOO terdapat kandungan lemak 95
g (90-99% fraksi gliserol) dengan komposisi MUFA 73,7 g; SFA 13,5 g; dan
PUFA 7,9 g. Di dalam minyak zaitun mengandung asam lemak yang cukup
banyak yaitu SFA (asam palmitat, asam stearat), MUFA (asam oleat, asam
palmitoleat) dan PUFA (asam linoleat, asam linolenat). Pada EVOO memiliki
komponen paling banyak adalah asam oleat (golongan MUFA), dengan
kandungan sekitar 55-57% dari jumlah asam lemak (Nugraheni, 2012).

Kandungan gizi yang dimiliki EVOO dinilai berasal dari adanya kandungan
asam lemak tak jenuh tunggal (MUFAS) yang besar, seperti asam oleat, sterol
(terutama B-sitosterol), hidrokarbon (squalene, senyawa vlatil, tokoferol (terutama
a-tokoferol), pigmen seperti klorofil, karotenoid (B Karoten), Lutein dan
antioksidan. EVOO diketahui memiliki kandungan senyawa fenolik dan vitamin E
(tokoferol) yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan jenis minyak lainnya
(Jadhay, 2010).
(Kochhar, 2001).

Tabel 2.2 Kandungan Extra Virgin Olive Oil (EVOO)

Kandungan EVOO Per sendok /15 mL
Energi 0g
Karbohidrat 91g¢
Asam Lemak 13 ¢

Asam Lemak Tak Jenuh Tunggal (MUFA) 66 g

Asam Lemak Tak Jenuh Ganda (PUFA) 12 g
Omega-3 <15g¢g
Omega-6 35-21g
Protein 0g

Vitamin E 14 mg (93%)
Vitamin K 62 mg (59%)

(USDA, 2012)
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Extra Virgin Olive Oil (EVOO) banyak digunakan untuk persiapan makanan,

kosmetik dan industri farmasi (Ghanbari et al, 2012). Pengaruh EVOO karena

fraksi gliserol sejal dulu berpengaruh terhadap kesehatan Asam oleat disinyalir

dapat meningkatkan kadar HDL plasma dan dapat mengurangi LDL. Oleh karena

itu asam oleat dianggap mampu mencegah penyakit penyebab kematian di

negara industri yaitu kardiovaskular.

Tabel 2.3 Komposisi Asam Lemak yang Terkandung Dalam Minyak

Zaitun
Jenis Asam Kadar (%)
Asam Oleat 55-83
Asam Linoleat 3,5-21
Asam Palminat 7,5-20
Asam Strearat 0,5-5
Asam a-Linolenat 0-5

(USDA, 2012)

Fraksi non-gliserol yang berfungsi sebagai antioksidan senyawa fenolik,

squalene, klorofil, tokoferol, klorofil (pigmen warna) dan 3-karoten

Senyawa Fenolik

Merupakan antioksidan alami yang kuat. Bersama vitamin E dan karotenoid
memainkan peran penting melawan peradangan, kanker, penyakit arteri
coroner, diabetes, penyakit saraf degeneratif. Senyawa fenolik didalam
minyak zaitun (hidrokortisol, oleuropein, caffeic acid, coumaric acid, vanillic
acid. Senyawa fenolik dapat disintesis secara alami oleh tanaman sebagai
respon terhadap kondisi stres seperti infeksi, luka, dan radiasi UV (Ghanbari
etal., 2012.

Tokoferol (Vitamin E)

Vitamin yang larut lemak yang terdapat di minyak zaitun dalam porsi banyak

adalah vitamin E. Tokoferol dibagi menjadi 4 jenis yaitu tokoferol alfa, beta,
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gamma dan delta. Pada keempat jenis tokoferol tersebut kandungan paling
tinggi konsentrasinya adalah jenis alfa. Kandungan hampir 90% dari total
tokoferol dalam minyak zaitun (Beltran et al., 2014).
e Squalene
Konsentrasi squalene dalam minyak zaitun berkisar 2.500-9.250 mikrogram
per gram. Sedangkan di minyak lain hanya 16-370 mikrogram per gram.
Secara alamiah squalene tersebar diseluruh organ dan jaringan diseluruh
tubuh. Squalene merupakan bagian dari sintesis kolesterol, hormon steroid
dan vitamin dalam tubuh. Squalene memiliki sifat anti kanker.
¢ Klorofil dan B-Karoten
Warna minyak zaitun murni dari kandungan klorofil, feofinin dan karotenoid.
Tinggi kandungan kadar tergantung dari kematangan buah, kultivasi zaitun,
tanah dan kondisi iklim, prosedur ekstraksi dan pengolahan. Klorofil dan
feofitin mempu melindungi minyak terhadap oksidasi dalam keadaan gelap,
sedangkan karotenoid melindungi dari oksidasi dalam keadaan terang.
Ketiga pigmen tersebut memudahkan penyerapan minyak di dalam tubuh.
Polifenol didalam extra virgin olive oil bekerja sebagai antioksidan yang
sangat baik. Poifenol didalam AVOO menurut Cunha (2001) bekisar 1-3%. Hasil
pemeriksaan antioksidan (nomor: 0263/THP/LAB/2018) di Laboratorium
Pengujian Mutu dan Keamanan Pangan Universitas Brawijaya dengan hasil IC50
sebesar 48,56. Dengan range nilai sangat kuat bila kurang dari 50, kuat (50-100),
sedang (101-150), dan rendah (151-200). Antioksidan tersebut merupakan suatu
enzim yang dapat melindungi tubuh dengan cara menangkap radikal bebas dan
membuangnya sebelum menimbulkan masalah). Polifenol biasanya dapat
ditemukan pada tumbuhan lain. Tanda kas dari zat ini adalah memiliki gugus

fenol yang bamyak didalam molekulnya. Kndungan polifenol mempengaruhi dari
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warna tumbuhan tersebut. Selain zaitun tanaman yang mengandung polifenol

antara lain teh hujau, teh putih, anggur merah, anggur putih, delima dan coklat

hitam. Kadar polifenol pada teh putih adalah 0,99. Oleh krena itu lebih besar
kandungan polifenol dalam zaitun karena didalam zaitun sebesar 1-3 (Cunha,

2001; Orey, 2008; Widyasanti, 2016).

2.8.4 Kualitas minyak zaitun

Berikut ini merupakan hasil-hasil pemrosesan Zaitun:

a. Extra virgin merupakan hasil dari zaitun nomer 1. Produk ini memiliki
keasaman kurang dari 1% dapat langsung diminum tanpa pengolahan kimia
dan memiliki rasa buang yang kuat. Produk ini sangat dianjurkan untuk
kesehatan.

b. Virgin merupakan memprosesan minyak melalui proses mekanik  yaitu
dengan perasan tanpa pemanas, tingkat keasaman pada produk ini adalah 1-
5%.

c. Pure merupakan bahan yang diolah dengan bahan kimia. Produk ini
merupakan bahan sulingan yang dicampur dan memiliki tingkat keasaman 3-
4%.

d. Extracted and refined merupakan bahan dengan menggunakan pelarut kimia
pada sisa perasan pertama.

e. Pomace merupakan hasil yang diperoleh dari pengolahan ke dua dan
mengandung keasaman 5-10%.

Dr Deane adalah pakar minyak zaitun berpendapat bahwa extra virgin
merupakan suatu produk minyak yang dapat langsung dikonsumsi tanpa
pengolahan lebih lanjut. Kandungan dialam extra virgin olive oil masih memiliki
seluruh kandungan alami yang dimiliki zaitun yaitu vitamin, mineral, antioksidan
dan produk-produk kesehatan yang lain yang dimiliki oleh buah zaitun yang telah

matang (Orey, 2008).
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2.8.5 Extravirgin olive oil sebagai antioksidan dan antiinflamasi

Reactive Oxygen Species (ROS) terbentuk akibat dari stres oksidatif,
diketahui 'memiliki peran terhadap terjadinya dari beberapa penyakit yang
sasarannya adalah lipid, protein dan asam deoksiribonukleat (DNA) pada mahluk
hidup (Jenifer, 1996). Pada penelitian in vivo didapatkan bahwa kandungan
polifenol didalam zaitun berperan sebagai antioksidan dengan menunda
aterosklerosis (Visioli, 2000). Beberapa penelitian baik pada wanita atau pria
menunjukkan bahwa dengan mengganti saturated fatty acid (SFA) dengan
monounsaturated fatty acid (MUFA) pada zaitun dapat menurunkan tekanan
darah (Mensink, 1988). Kandungan yang menguntungkan pada minyak zaitun
yaitu adanya polifenol yang tinggi dapat - memberikan perlindungan pada fungsi
endotel vaskuler sehingga dapat menjaga tekanan darah. Senyawa fenolik pada
EVOO telah terbukti memberikan efek yang menguntungkan pada oksida lipid,
kerusakan oksidatif DNA dan stres oksidatif baiik secara in vivo ataupun in vitro.
Oksidasi LDL (oxLDL) dianggap sebagai resiko utama terjadinya aterosklerosis
dan CVD, karena menginduksi terbentuknya plak di dalam dinding arteri. Pada
studi manusia dan hewan secara in vivo menunjukkan penurunan oksidasi LDL
dengan mengkonsumsi fenolik minyak zaitun. Menurut penelitian lain kandungan
polifenol dalam EVOO terbukti mengurangi reaktif oksigen spesies (ROS) dan
juga memiliki efek pembersihan radikal bebas yang secara efektif. Sebuah studi
cross over acak menemukan bahwa asupan minyak zaitun yang diperkaya
fenolik (400 mg/kg) secara signifikan menurunkan kadar F2-isoprostane. F2-
isoprostane merupakan hasil dari peroksidasi radikal bebas yang diinduksi dari
asam arakidonat, asam lemak yang terikat membrane (Ruano et al., 2005;
Marrugat et al., 2004; Covas et al., 2006; Covas, 2007; Goya et al. 2007; De la

Torre-Carbot et al., 2010; ; Cioffi et al., 2010).
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Selain berpotensi sebgai antioksidan, aktivitas biologis fenolat minyak zaitun
pada enzim telah diuji dalam bermacam-macam model seluler (missal platelet,
leukosit dan makrofag) yang relevan untuk kondisi manusia. Kebanyakan fenolat
minyak - zaitun bersifat amphiphilic  dan - mempunyai kesanggupan untuk
memodulasi enzim seperti cyclo dan lioxygenase, NADPH oxidase dan nitric
oxide synthase, didalam fungsi-fungsi dari sel-sel tersebut. Hidroksitirosol
merupakan komponen dari polifenol yang bekerja menghambat produksi molekul
pro-inflamasi  dan juga menghambat aktivitas lipoksigenase arakidonat
(Kohyama, 1997; Puerta, 1999).

Tabel 2.4 Manfaat fenolat zaitun/minyak zaitun pada kesehatan

Aktivitas Biologis Potensi target klinis

Akivitas antioksidan Kardiofaskular dan penyakit
degenerative

Aktivitas anti peradangan Menghambat enzim proinflamasi

Aktivitas anti aterogenik Penyakit jantung korones, pukulan

Aktivitas antimikroba Penyakit menular

Aktivitas anti tumor Berbagai jenis kanker

Agregasi anti platelet Penyakit jantung koroner, pukulan

Aktivitas anti Hipertensi Hipertensi

Peningkatan vitamin A dan aktivitas B- Antiaging/perlindungan kulit
karoten

Meningkatnya aktivitas kekebalan Penyakit manular, berbagai kanker
tubuh

Penurunan kadar plasma kolesterol . Penyakit jantung koroner

dan LDL teroksidasi
Sumber: Ghanbari, 2012.

Senyawa phenolic yang terkandung didalam EVOO menurut Santangelo
(2017) dapat digunakan sebagai anti inflamasi dan juga antioksidan dengan
memicu bertambahnya sitokin antiinflamasi misalnya IL-10, enzim anti oksidan
glutathione peroxidase (GPx) dan transkripsi antioksidan factor Nrf2 yang

meningkat. Menurut berbagai penelitian mengatakan proses polifenol dalam
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EVOO dalam menghambat inflamasi yaitu dengan menghambat pada NF-kB dan
p38MAPK (Richard, 2011; Lu, 2013; Sato, 2016). Telah dilakukan penelitian
senyawa fenolik didalam EVOO memiliki kemampuan sebagai antiinflamasi yang
signifikan. Dalam penelitian yang dilakukan baik secara in vivo ataupun in vitro,
senyawa fenolik didalam EVOO mampu mengurangi respon inflamasi dalam
tubuh sehingga mampu mengurangi peradangan kronis. Bukti lain menujukkan
fenolik, oleuropein aglikon dapat menghambat tumor necrosis factor alpha (TNF-
a) menginduksi matriks metalloprotein 9 (MMP-9) di sel monosit, dan ini memiliki
implikasi terhadap beberapa penyakit berbasis inflamasi. Camargo (2009)
menyebutkan kandungan fenolik EVOO dengan dosis 70 mg/kg sampai 398
mg/kg dapat menurunkan beberapa gen inflamasi termasuk NF-kB dan COX-2
(Khymenets et al.,, 2009; Corona et al., 2009; Konstantinidou et al., 2010;
Dell’'Agli et al., 2010; Cicerale et al., 2012).

Jenis Virgin Olive Oil dikatakan cocok untuk dikonsumsi karena pada
dasarnya dibuat tanpa bahan tambahan sedangkan Extra Virgin Olive Oil adalah
sebutan uang diakui untuk sebagian kecil minyak zaitun yang lolos standar ketat
International Olive Association (I0C). Minyak zaitun yang diizinkan untuk disebut
Extra Virgin sangat langka dan jumlahnya sedikit. Produsen utama Extra Virgin
Olive Oil adalah Italia dengan persentase 45% dan Spanyol berada pada posisi
kedua dengan presentase 30%. Borges merupakan nomer - 2 - yang
direkomendasikan Extra Virgin Olive Oil terbaik. Borges di hasilkan dari zaitun
yang berkualitas tinggi di dataran mediterania (Mybest, 2018). Informasi gizi

Borges Extra Virgin Olive Oil dalam 1 porsi (10 mL) adalah:
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:_..é' Tabel 2. 5 Informasi Gizi Borges Extra Virgin Olive Oil
= _
— Per porsi
o Energi 377 Kj
= 90 kkal
o
= Lemak 10 g
=
e Lemak Jenuh 159
Lemak Trans 0g
Lemak Tak Jenuh Tunggal 849
Kolesterol 0g
Protein 09
Karbohidrat 0g
Serat Og
Gula 0g
Sodium 0mg
Kalium 0mg

Sumber: Fatsecret Platform API, 2018
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Penyebab terjadinya preeklamsia sampai saat ini masih belum diketahiu
secara pasti. Dari berbagai penelitian terdahulu yang telah dilakukan salah satu
penyebab dari preeklamsia dapat dari faktor genetik, inflamasi, peningkatan stres
oksidatif, iskemia plasenta dan disfungsi endotel. Selain itu beberapa ahli
menyatakan pengaruh implantasi plasenta yang abnormal merupakan salah satu
faktor penyebab terjadinya preeklamsia yaitu kegagalan sel trofoblas dalam
melakukan invasi pada dinding arteri spiralis sehingga menyebabkan penurunan
aliran darah pada plasenta karena arteri spiralis tidak melebar yang berakibat
terjadinya hipoksia dan iskemia plasenta (Dharma et al., 2005; Susiantoet et al.,
2009).

Hipoksia yang berkelanjutan akan mengaktivasi pembentukan Nf-kB
sehingga memicu diproduksinya sitokin proinflamasi salah satunya adalah TNF-
a, yang berdasarkan Xie (2011) sering dijadikan marker dari aktivasi sistem imun
dan menyebabkan disfungsi endotel (Abbas & Lichtman, 2008; Xie et al., 2011;
Xiao et al., 2012; Baratawijdaja & rengganis, 2013). Respon dari suatu inflamasi
melibatkan beberapa faktor transkripsi diantaranya adalah Nf-kB yang sangat
berpengaruh pada respon inflamasi (Rahardjo et al., 2014).

Kondisi iskemia plasenta juga dapat menyebabkan terjadinya stres oksidatif
yang ditandai oleh peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) dan radikal
bebas yang berakibat terbentuknya peroksida lemak. Akumulasi peroksida lemak
akan mengakibatkan rusaknya endotel akibat dari terbentuknya radikal toksik,
kondisi tersebut akan merubah produksi nitrit oksida dengan mengganggu
keseimbangan prostaglandin. Akibat lain dari stres oksidatif adalah pembentukan
produksi sel busa yang merupakan awal pembentukan lemak pada
ateroschlerosis, aktivitasi koagulasi  mikrovaskuler, yang ditandai dengan
peningkatan permeabilitas kapiler dan trombositopenia dengan ‘bermanifestasi

klinis odem dan proteinuria (Cunningham, 2013).
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Inflamasi dan stres oksidatif memicu terjadinya perusakan endotel, kondisi
ini terjadi ketidak seimbangan antara vasokontriksi dan vasodilatasi, sehingga
menyebabkan terjadi hipertensi dan peningkatan permiabilitas vaskuler yang

manisfestasi klinisnya edema dan proteinuria.
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3.2 Kerangka Konsep Penelitian
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Pemberian nitro-L-arginine  methyl ester (L-Name) terbukti dapat
menginduksi preeklamsi (Amaral et al., 2017). Peningkatan anion superoksida
(02), hidrogen peroksida (H202), radikal hidroksi (OH) dan peroksinitrit (ONOO)
merupakan penanda dari peningkatan stres oksidatif (Baktiyani, 2010). Sel
inflamasi seperti monosit, leukosit dan neutrofil akan teraktivasi dengan
berubahnya fungsi endotel pada sirkulasi maternal (Wang et al., 2007, Faas et
al., 2010). Perubahan tersebut akan mengakibatkan terjadinya aktivasi oksidan
pada sel endotel (Faas et al., 2010).

Oksidan meningkat pada sirkulasi maternal yang terdapat di plasma
preeklamsia. Peningkatan oksidan mengakibatkan terjadinya stres oksidatif
(Baktiyani, 2010). Stres oksidatif terjadi disproposion antara antioksidan dan
prooksidan yang ditandai dengan bertambahnya kadar ROS (O2* OH:, H.O2 dan
ONOQ) atau berkurangnya antioksidan dan penurunan NO.

Stres oksidatif akan mempengaruhi fungsi endotel dengan mengaktivasi sel
inflamasi yaitu monosit, leukosit dan neutrifil. Aktivasi leukosit pada sirkulasi
maternal merupakan sumber potensial peningkatan ROS vyaitu dengan
pelepasan protease pada sel endotel oleh leukosit. Injeksi L-NAME
mengakibatkan eNOS encoupling sehingga mengakibatkan peningkatan oksidan
yang dapat memicu terjadinya inflamasi dengan mengaktivasi NF-xB. Factor
tanskripsi NF-xB teraktivasi akan memicu sekresi sitokin proinflamasi TNF-a.
Peningkatan TNF-a akan menyebabkan terjadinya disfungsi endotel yang diawali
dengan memicu ROS. Disfungsi pada sel endotel mengakibatkan terjadinya
vasokontriksi dengan timbulnya gejala preeklamsia seperti hipertensi dan protein
urin (Saucedo et al, 2014).

Ekstrak methanol dari evoo polifenol terbukti memiliki aktivitas antiinflamasi
dan antioksidan. Polifenol ‘memiliki- kemampuan menghambat sitokin pro

inflamasi dengan mekanisme penghambatan NF-kB dan p38MAPK ( Richard,
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2011; Lu, 2013; Sato, 2016). EVOO merek Borges telah diuji kadar kandungan
antioksidan IC50 di laboratorium Pengujian Mutu dan Keamanan Pangan
Universitas Brawijaya didapatkan hasil 48,56 (nomor: 0263/THP/LAB/2018)
dengan keterangan kandungan antioksidan dari suatu senyawa dianggap sangat
kuat bila kurang dari 50,kuat (50-100), sedang (101-150), dan kurang (151-200),
pada pengukuran antioksidan IC50.

Preeklamsia mengalami kondisi hipoksia plasenta yang berakibat terjadinya
peningkatan TNF-a yang akan mengakibatkan terjadinya disfungsi endotel yang
memicu penurunan NO. Kondisi hipoksia plasenta menjadi penyebab terjadinya
stres oksidatif dan berdampak pada disfungsi endotel (Dharma et al., 2005;
Susianto et al., 2009). EVOO dengan kandungan polifenol yang tinggi berperan
sebagai antioksidan dan antiinflamasi sehingga di asumsikan dapat mengurangi
terjadinya disfungsi endotel dengan menghambat aktifasi NF-kB  sehingga
menurunkan kadar TNF-a dan meningkatkan NO. Oleh karena itu dlakukan
penelitian pada tikus putih (ratus novergicus) model preeklamsia adalah untuk
membuktikan asumsi tersebut.

3.3 Hipotesis

Pemberian EVOO dapat menurunkan kadar tumour necrosis factor alpha
(TNF-a) dan menngkatkan nitric oksida (NO) pada Rattus norvergicus model
preeklamsia.

3.3.1 Sub Hipotesis

1. Pemberian L-NAME 125 mL/kgBB dapat meningkatkan kadar TNF-a dan
kadar NO pada tikus wistar model preeklamsia

2. Pemberian Extra Virgin Olive Oil (EVOO) menurunkan kadar TNF-a pada
tikus model preeklamsia.

3. Pemberian Extra Virgin Olive Oil (EVOO) meningkatkan kadar NO pada tikus

model preeklamsia.
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. Terdapat korelasi antara dosis EVOO dengan kadar TNF-a dan kadar NO

pada tikus wistar model preeklamsia.
Terdapat korelasi antara kadar TNF-a dengan kadar NO pada tikus wistar

model preeklamsia
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BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Desain Penelitian
Penelitian ini  merupakan true experimental dengan menggunakan

pendekatan posttest only control group design. Dalam studi ini dilakukan
intervensi terhadap tikus wistar yang diberikan ekstrak EVOO (Ekstrak Virgin
Olive Oil) dengan berbagai dosis kemudian dilanjutkan dengan paparan L-NAME.
Subjek pada penelitian ini berjumlah 5 kelompok. Parameter yang diamati akibat
adanya perlakuan tersebut pada penelitian ini adalah kadar Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNF-a) dan Nitric Oxide (NO) pada tikus wistar model preeklamsia.
4.2 Sampel Penelitian

Tikus wistar (Rattus Novergicus) diperoleh dari LPPM UGM.
4.2.1 Besar Sampel

Dalam studi ini estimasi besar sampel pada tiap perlakuan ditentukan
berdasarkan jumlah sampel tiap perlakuan atau jumlah pengulangan (n) dan
jumlah kelompok perlakuan (p) sebanyak 5 kelompok, kemudian dihitung sebagai

berikut dengan rumus Solimun (2002):

P(n-1) >15
Pn—p =215
5n-5 =15
5n = 20
n =24

Hasil dari penghitungan didapatkan banyak sampel minimal 4 ekor tikus
putin bunting tiap kali pengulangan. Dengan demikian 4 ekor tikus bunting

masing-masing kelompok untuk 5 kelompok. Jadi total sampel adalah 20 ekor
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tikus putih bunting di tambah 10% dari jumlah sampel sebagai cadangan pada
setiapkelompok perlkuan, sehingga menjadi 28 ekor tikus putih bunting.

Tabel 4.1.Kelompok penelitian

SUBYEK L-NAME EVOO

Kontrol Negatif (K-) - -

Kontrol Positif (K+) 125 mg/KgBB -

Kontrol perlakuan 1 (P1) 125 mg/KgBB 0,5 mL/hari
Kontrol perlakuan 2 (P2) 125 mg/KgBB 1 mL/hari
Kontrol perlakuan 3 (P3) 125 mg/KgBB 2 mL/hari

4.2.2 Kiriteria Inklusi dan Eksklusi
Sampel penelitian ini diilih berdasarkan ketentuan:
1. Kriteris inklusi:
a. Tikus wistar
1) Tikus putih bunting dengan usia gestasi hari pertama kebuntingan
2) Usia minimal 8 minggu
3) Berat badan 150-200 gram
4) Sehat dalam arti mampu bergerak aktif, bulu lebat berwarna putih
dan tidak cacat
5) Tekanan darah sistole = 140 mmHg dan atau protein urin 2+1 setelah
diinjeksi L-Name
2. Kriteria Eksklusi
a. Tikus yang melahirkan sebelum penelitian selesai dilakukan.
b. Tikus yang keadaannya melemah (sakit) atau mati saat penelitian
berjalan.

c. Tikus pernah mendpat perlakuan sebelumnya pada penelitian lain.
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4.3 Tempat Dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di laboratorium Biosains, Laboratorium Biomedik,
dan laboratorium Faal Fakultas Kedoktera Universitas Brawijaya Malang. Waktu

pelaksanaan dilakukan pada bulan Februari sampai Mei 2019.
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4.4 Bahan Dan Alat
4.4.1 Bahan dan alat pemeliharaan hewan coba
a. Pakanan hewan coba adalah makanan ternak (PT. Japfa Comfeed

Indonesia, TBK. Buduran Sidoarjo) sesuai standar oprasional prosedur
(SOP) di laboratorium farmakologi fakultas kedokteran universitas
brawijaya Malang dengan komposisi jagung kuning, asam amino esensial,
wheat bran, palm olein, mineral esensial, premix dan vitamin dengan
kandungan sebagai berikut:

Tabel 4.2 Kadar Nutrisi Hewan Coba

NO Kandungan Jumlah
1 Air Maksimum 12%
2 Protein kasar Minimum 12%
3 Lemak kasar 3-7%
4  Serat kasar Maksimum 8%
5 Abu Maksimum 10%
6 Kalsium 0.9-1.2%
7  Fosfor 0.7 —1.0%
8 Coccudiostat +
9  Antibiotic +

Keterangan: Pakan diproduksi oleh PT. Japfa Comfeed Indonesia, TBK.
Buduran-Sidoarijo.

Pakan diberikan pada tikus bunting 40 gram per ekor setiap hari.

b. Air minum yang digunakan adalah air mineral saat adaptasi dan
selanjutnya diberikan air keran yang dimasukkan dalam botol/nipple dan
diletakkan diatas sangkar. Pemberian air minum secara ad libitum.

c. Kandang tikus yang digunakan dari box plastic dengan ukuran 45 cm x 35

cm x 12 cm dan ditutup dengan kawat berjaring. Masing-masing kandang

BRAWIJAYA
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ditempati 4 tikus putih bunting dan menjadi 1 kelompok. Dilakukan
pengantian sekam setiap 3 hari sekali.

d. Mengukur berat badan tikus buting dengan menggunakan timbangan
balance analitik dengan satuan gram. Menimbang berat badan tikus putih
dilakukan setiap minggu, pada hari pertma kehmilan, hari ke 7 kehamilan,
hari ke 14 kehamilan dan hari ke 19 kehamilan.

e. Handscoon dan masker.

4.4.2 Bahan dan Alat Perlakuan Hewan Coba
4421 Pemberian EVOO
a. Bahan : EVOO (Borges Spanyol).
b. Alat: Spuit 1 cc, sonde lambung.
4.4.2.2 Paparan L-NAME
a. Bahan : L-NAME (C7H1sNs04.HCI) merek Cayman Chemical cas registry no.
51298-62-5, PBS, Aguades, Kapas alcohol.

b. Alat : Spuit 1cc, Timbangan mikro digital, mortar, gelas ukur.

4.4.3 Bahan dan alat Pembedahan Hewan Coba

a. Bahan: NaCl

b. Alat: stik besi, sarung tangan, jarum, timbangan mikro digital, spuit 5cc,
pinset, gunting bedah, jarum, vacutainer, klem dan papan bedah (tempat
pembedahan).

4.4.4 Bahan dan alat Pemeriksaan NO

a. Alat:Elabscience NO colorimetric Assay Kit (no catalog Elabscience E-BC-
K036, dengan panjang gelombang 550 nm), tubes, micropipette, vortex
mixer, microplate reader (550 nm), larutan cromogenik, griess reagent R1,
reagent R2, reagent R3, .reagent R4, reagent R5, dan reagent R6.

b. Bahan: serum tikus yang dijadikan subyek penelitian.
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4.45 Bahan dan alat untuk pemeriksaan TNF-a
Melakukan pemeriksaan kadar TNF-a dengan menggunakan metode ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) menggunakan Elabscience ELISA kit

with pre-coated plates Rat TNF-a no. E-EL-R0019.
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a. Bahan ELISA kit: Wash buffer, Matrix A, reference standart, Standard
dilutions, Biotinylated Detection Ab Diluent, HRP Conjugate Diluent,
Substrate reagent, Stop Solution.

b. Alat pada pemeriksaan kadar TNF-a:Tabung eppendorf, santrifuse dengan
pengaturan suhu (Mikro 2206 A Hettic Zentrifugen), micro ELISA Plates,
Pipet mikro, tip biru, tip putih, tip kuning, vortex, ELISA reader, microplate
reader dengan filter panjang gelombang 450 nm.

4.4.6 Bahan dan alat perlakuan Hewan Coba

a. Alat pemaparan L-NAME

spuit 1 cc, tourniquet, kapas alcohol, senrifuse, plain vacunttainer

b. Pemaparan EVOO

Spuit 3cc, sonde lambung dan kapas alkohol

4.5 Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas (Independent): polifenol dari extra virgin olive oil (evoo)
dengan dosis berbeda yaitu 0,5 ml, 1 ml, dan 2 ml.

2. Variabel Tergantung (Dependent): kadar TNF-a dan NO pada tikus wistar
bunting model preeklamsia.

4.6 Definisi Operasional

1. Tikus bunting
Tikus wistar betina yang telah dikawinkan dengan tikus jantan dan telah
memiliki tanda-tanda seperti vaginal plug sebagai tanda telah terjadinya
kopulasi dan adanya peningkatan berat badan secara progresif sebagai

tanda kebuntingan (Heyne, 2015).
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. Tikus model preeklamsia

Tikus wistar bunting yang diinjeksi L-NAME secara intra peritoneal dengan
dosis 125mg/kgBB diberikan tiap hari sejak usia kehamilan 13-18 dan
didiagnosa preeklamsia dengan kriteria tensi sistole 2140 mmHg dan atau
proteinurin = +1 (Zhu, 2016).

Kadar TNF-a

Kadar TNF-a yang merupakan sitokin pro-inflamasi, berperan pada proses
inflamasi dan produksi oleh makrofag. Kadar TNF-a diambil dari bahan
serum darah jantung kemudian diukur menggunakan metode ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) dengan no catalog Elabscience
TNF-a E-EL-R009. Hasil pengukuran-menggunakan satuan pg/ml.

Kadar NO

Didapat dengan mengukur produk akhir yang stabil dari oksidasi NO yaitu
sampel berupa serum dan diperiksa menggunakan metode colorimetric
dengan no catalog Elabscience E-BC-K036, dengan panjang gelombang 550
nm. Hasil pengukuran menggunakan satuan pmol/L

Extra virgin olive oil (EVOQ) adalah extra virgin olive oil (EVOO) dengan
merek dagang Borges. Pemberian melalui peroral menggunakan sonde
lambung pada perlakuan 1, 2 dan 3 dengan dosis masing-masing 0,5
mi/hari, 1 ml/hari dan 2 ml/hari setiap hari mulai dari kebuntingan hari
pertama sampai hari ke 18.

Paparan L-Name

L-NAME merupakan NOS inhibitor (C7H1sNsO4HCI) berupa kristal padat
dengan berat molekul 269,7kDa dan kemurnian 99%. Pemberian injeksi L-
NAME secara intra peritoneal sebanyak 125 mg/KgBB per hari mulai hari ke

13-18 kebuntingan.

53



4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Aklimatisasi Hewan Coba
Melakukan aklimatisasi (penyesuaian lingkungan) tikus putih sebagai sampel

selama 1 minggu (7hari) sebelum diberikan perlakuan (Ridwan, 2013). Selama
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aklimatisasi tikus putih ditempatkan dalam kandang, diberikan pakan dan

minuman mineral secara ad libitum. Melakukan aklimatisasi supaya tikus putih

beradaptasi dengan lingkungan sekitar tempat tinggal, pakan, minuman, suhu
dan cahaya sehingga menegah terjadinya stres pada tikus wistar (Widiartini et al,

2013).

4.7.2 Pemeliharaan hewan coba
Penelitian ini menggunakan hewan coba yaitu tikus wistar yang diperoleh

dari LPPT UGM, Pemeliharaan dilakukan dengan cara:

a. Tikus wistar ditempatkan dalam kandang yang berasal dari plastik dengan
ukuran 45 cm x 35 cm x12 cm setiap kandang ditepati 4 ekor tikus wistar.
Memberikan kandang alas dari sekam padi dengan ketebalan 1,5cm — 2cm.
Tutup kandang terbuat dari kawat seperti jaring. Mengganti sekam setiap 3
hari sekali pada pagi hari untuk menjaga kebersihan kandang,
mempertahankan kelembapan ruangan dengan suhu ruangan yang baik
untuk tikus sekitar 27-28%°C. mengatur pencahayaan ruangan 12 jam
terang (06.00-18.00) dan 12 jam gelap (18.00-06.00) (Zade, 2014).

b. Tikus wistar diberikan pakan standar berbentuk pallet, terbuat dari jagung,
dedek, asam amino esensial, minyak, mineral, vitamin dam garam.
Presentase kandungan bahan pakan adalah air maksimum 12%, protein
kasar minimum 12%, lemak kasar 3-7%, sarat kasar maksimum 8%, abu
maksimum 10%, kalsium 0,9-1,2% dan fosfor 0,7-1,0% san antibiotic.

Mencampur makanan dengan menambahkan air. Mencampur semuanya
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secara merata dengan konsistensi tidak keras. Memberikan tikus makan 50

gr/ekor/hari.

c. Memberikan tikus wistar air minum berupa air mineral secara ad libitum
menggunakan botol sebanyak 60 cc saat aklimatisasi. Selanjutnya selesai
aklimatisasi memberikan air minum dari air keran secara ad libitum.

4.7.3 Prosedur Pengawinan dan Pembuntingan hewan coba
Tikus wistar yang dikawinkan berusia lebih dari 8 minggu. Mengawinkan

tikus wistar bertujuan mendapatkan tikus yang bunting. Proses membuntingkan

dilakukan berdasarkan fenomena biologis berupa lee boot effect, Pheromone
effect dan Whitten effect. Fenomena biologis ini diterapkan selama masa
aklimatisasi. Pertama menerapkan lee boot effect, yaitu beberapa tikus betina
ditempatkan dalam satu kandang, saat ini tikus putih dalam fase un-estrus.

Kedua menerapkan Pheromone effect, yaitu memebrikan paparan bau-bauan

yang berasal dari tikus jantan dan memberikan sekam dari kandang tikus jantan

ke kandang tikus berina. Ketiga terjadi Whitten effectyaitu setelah 72 jam
pemaparan sekam tikus putih jantan tikus putih betina mengalami birahi atau

fase estrus (Fitri et al., 2015).

Tikus wistar betina dikawinkan dengan mencampur tikus putih jantan dengan
tikus betina dalam 1 kandang dengan perbandingan 1:1 pada pukul 16.00 —
05.00 WIB dengan- dibiarkan selama 1 malam. Keesokan harinya pada pagi hari
(05.00), jika ditemukan atau tidak ditemukan vaginal plug maka dihitung hari
pertama kehamilan (Zade, 2014; Samsuria, 2009). Memberikan label (permanen
board marker) pada semua tikus yang dianggap bunting, selanjutnya
memasukkan tikus putih kedalam kelompok secara random. Tikus putih yang
tidak bunting atau tidak digunakan akan disumbangkan ke laboratorium Biosain

untuk dimanfaatkan sebagai hewan percobaan dalam praktikum. Observasi
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kebuntingan dapat dilakukan berdasarkan peningkatan berat badan secara
progresif (Heyne, 2015) dan pembesaran abdomen tikus.
4.7.4 Prosedur Pembuatan Hewan Coba Model Preeklamsia
Tikus wistar model preeklamsia dibuat dengan cara melarutkan L-NAME
secara intraperitonial sebanyak 125 mg/kgBB per hari, sejak kebuntingan hari ke
13-18 (Zhu, 2016). Injeksi L-name dilakukan satu kali sehari yaitu jam 15.00.
Pemberian injeksi intraperitonial pada tikus maksimal 0,2 ml. Dosis L-name yang
digunakan sebanyak 125 mg/kgBB (Zhu, 2016). Satu tablet PBS dilarutkan
dalam 100c aquades.
Perhitungan dosis pemberiannya adalah sebagai berikut:
1. Dosis L-Name vyang digunakan 125 mg/KgBB. Pemberian secara
intraperotineal maksimal diberikan 0,2 cc setiap tikus.
2. Perhitungan dosis L-NAME setiap tikus estimasi BB 200 gram
L-NAME 125 mg/KgBB = 125/1000 x 200 = 12,5 mg/ tikus
3. Pelarutan L-NAME menggunakan cara:
Larutan PBS = 1 tablet PBS (Phospate Buffer Saline) dilarutkan dengan 100
cc aguades.
4. Pada kontrol negatif, diberikan injeksi PBS sebanyak 0,2 cc secara
intraperitoneal dilakukan 1 kali perhari dari kebuntingan 13-18.
Langkah-langkah pemberian injeksi sebagai berikut:
a. Masing-masing serum L-NAME dimasukkan kedalam spuit 1 ml sebanyak
0,2 cc.
b. Kaki sampai pangkal ekor dipegang.
c. Telapak tangan mencengkeram mulai bagian belakang tubuh dengan
telunjuk dan jempol secara perlahan diletakkan disamping kiri leher.

d. Tangan yang lain digunakan untuk menyuntik.
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e. Tentukan lokasi penyuntikan yaitu secara intraperitonial, jarum diinjeksikan
dari obdomen yaitu pada daerah dibawah permukaan kulit, dengan menarik
kulit tikus agar tidak terkena kandung kemih, hati dan rahim (Anonim, 1995).

f.  Setelah itu melepaskan tikus dan mengembalikan kekandang.

4.7.5 Pengukuran tekanan darah

Pengukuran tekanan darah sebanyak 3 kali pada kebuntingan 12, 15 dan 19.
Pengukuran tekanan darah dengan cara Tail Cuff method menggunakan alat
Kent scientific CODA.

Prosedur pemeriksaan di laboratorium Fisiologi FK UB disesuaikan pada

prosedur alat pengukuran tekanan darah sebagai berikut:

a. Sebelum memulai pengukuran, angkat CODA dan mengukur suhu ekor
hewan dengan menunjuk thermometer infamerah di dasar ekor itu.
Pengukran tekanan darah diukur jika suhu 32 dan 35°C

b. Memposisikan hewan coba pada pegangan yang berbentuk seperti tabung
dengan memastikan ekor hewan coba berada diluar.

c. Menggeser manset VPR sampai ekor, dengan ujung diameter yang lebih
besar pertama, seperti mencapai manset oklusi. Gunakan manset satu
ukuran lebih besar dari bagian ekor.

4.7.6 Pengukuran protein urin
Pengukuran protein urin dilakukan pada usia hari 12, 15 dan 19 kebuntingan,
yaitu dengan cara tikus ditempatkanpada kandang metabolit. Urin diukur

menggunakan urinalisys reagen test strips dengan merek Uriscan 3GPH strip.

4.7.7 Penentuan dosis EVOO

Pemberian EVOO mengacu pada penelitian Nugraheni (2012) dan Irianti et al
(2017). Mengacu pada diet masyarakat Mediterania, kebutuhan minyak zaitun

harian adalah 30-50 gram. Jika dikonversikan dalam dosis sesuai berat badan
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tikus, maka= 30 x 0.018 = 0.54 = 0.5 gram/ hari. Evoo yang diberikan pada tikus

Wistar bunting model preeklamsia dengan dosis :

- Perlakuan 1 : 0,5 gr/hari

- Perlakuan 2 : 1 gr/hari

- Perlakuan 3 : 2 gr/hari

Sediaan EVOO dalam penelitian ini berupa cairan sehingga ketiga dosis
tersebut diubah kedalam satuan millimeter dengan rumus (Nugraheni, 2012):

S

v
Keterangan:
p (rho) = masa jenis (g/cm?)
m= masa (gr)
V= Volume (cm?)
Diketahui :
p EVOO =0,92 gran/cm?®
icm®*  =1ml

Untuk menghitung volume maka V = %. Diketahui masa jeniscairan (EVOO)

0.92 gr/ cm®. Dengan demikian penghitungan volume EVOO masing-masing

dosis adalah:

Perlakuan 1: V.= 2 =25 = 0.54 ml = 0,5 mL
p 092

Perlakuan 2: V=2= =109 ml=1mL
p 092

Perlakuan 3: V=2= 2 =217 mL=2 mL
p 092

Langkah pemberiannya adalah sebagai berikut:
1. Memasukkan EVOO ke dalam spuit 3 cc yang telah disambung dengan

sonde dibagian ujungnya.
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2. Memegang bagian tengkuk tikus dengan pelan dan hati-hati.
3. Memasukkan sonde ke dalam mulut tikus melalui langit-langit secara
perlahan sampai ke faring lalu esophagus

4. Selanjutnya mendorong EVOO yang ada didalam spuit kedalam
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esophagus hingga mencapai lambung
5. Setelah itu melepaskan mencit dan mengembalikannya ke kandang.
4.7.8 Pembedahan dan Pengambilan Bahan Pemeriksaan
Pengambilan serum dilakukan dalam beberapa tahap:

1. Disiapkan set alat dan bahan untuk bedah minor: gunting, pinset, spuit 1
cc, mikropipet dan tabung ependorf

2. Tikus dieksekusi pada usia gestasi ke 19 dengan menggunakan metode
Cervical dislocation.

3. Tikus yang sudah tidak bergerak, diletakkan ke alas papan dengan posisi
terlentang, keempat telapak kaki ditancapkan pada nahl. Perut mencit
dibedah menggunakan minor surgery set. Dilakukan sayatan vertikal
pada dinding perut, dilanjutkan ke samping kiri dan kanan sampai terlihat
organ jantung.

4. Darah mencit diambil langsung dari jantung kanan dengan menggunakan
spuit 5 cc.

5. Sampel darah didiamkan selama 12 jam dalam suhu 4°C kemudian
disentrifugasi. Serum darah yang telah terpisah diambil dengan
menggunakan mikropipet dan masukkan ke dalam ependorf.

6. Serum darah disimpan dalam suhu -40°C sampai saat dilakukan
pengukuran.

4.7.9 Metode Pengukuran TNF-a
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Pemeriksaan kadar TNF-a dilakukan dengan menggunakan metode ELISA

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) menggunakan Elabscience ELISA kit

with pre-coated plates Rat TNF-a no. E-EL-R0019 pada serum tikus dengan

tahapan sebagai berikut:

1.

Ditempatkan semua reagen pada  suhu kamar sebelum digunakan.
Dilanjutkan mengerjakan standard dan sampel rangkap dua atau rangkap
tiga. Menggunakan satu buah kurva standar untuk masing-masing esaay.
Tambahkan solution standar ke dua kolom pertama: setiap konsentrasi
larutan ditambahkan duplikat. Isi setiap wel dengan 100 pL. Inkubasi selama
90 menit dengan suhu 37°C.

Buang sampel tanpa dicuci. Segera tambahkan 100uL Biotinylated pada
masing-masing well. Inkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C.

Tuang larutan dari masing-masing well. Tambahkan 350 uL buffer, dimkan
selama 1-2 menit kemudian buang larutan dari-masing-masing well dan
tepuk kering di atas kertas penyerap yang bersih. Ulangi langkah sampai 3
kali.

Tambahkan 100 pL solusion HRP konjugate pada masing-masing well.
Tutup dengan sealer plat. Inkubasi selama 30 menit di suhu 37°C ditempat
gelap.

Aspirasi atau tuang larutan dari masing-masing well. Ulangi pencucian lima
kali seperti langkah 4.

Tambahkan 90 uL substrat reagen kes etiap lubang. Tutup sealer plat baru.
Inkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C ditempat gelap.

Tambahkan 50 pL dari stop solution ke masing-masing wel.

Membaca absorbansi pada 450 nm dalam waktu 30 menit dengan ELISA

reader.

4.7.10 Metode Pengukuran NO
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Pemeriksaan NO menggunakan Colorimetri dari catalog Elabscience E-BC-

K036, dengan panjang gelombang 550 nm. Ringkasan prosedur dapat dijelaskan

sebagai berikut.

1.

2.

10.

11.

Sampel di encerkan sampai 200 mcl.

Sampel diberi reagent 1(200 mcg) dan reagent 2 (100 mcg), kemudian
divortek.

Sampel disentrifuse dngan kecepatan 3100 g/rcf selama 10 menit pada suhu
kamar.

Setelah itu sampel dilarutkan dalam larutan campuran cromogenik dengan
air 1,9ml.

Larutan cromogenik dicampur reagent 3, reagent 4 dan reagent 5 dengan
perbandingan 3: 3: 2.

Reagent 6 diencerkan untuk membuat standart sesuai dengan konsentrasi
300, 200, 150, 100, 40, 20, 10, 0 pmol/L.

Setelah diencerkan sesuai standart kemudian diberi air sesuai dengan
standart.

Kemudian dicampur reagent 1 dan 2 (standart direaksikan dicampur reagent
1 dan 2.

Selanjutnya di vortex, kemudian disentrifuse selama 10 menit dengan suhu
20°C dengan kecepatan 3100gaus.

Kemudian mereaksikan dengan diberi cromogen 80ul.

Baca absorbansi pada panjang gelombang 550 nmmenggnakan pembaca

plat.
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4.8 Alur Penelitian

Aklimatisasi tikus selama 7 hari

v

Dikawinkan
v
Tikus bunting

v
Randomisasi (sample)

v
Pemberian EVOO pada UK 01-18
A J

Pengukuran tekanan darah dan protein
urin pada UK 12

repository.ub

/ \
Injeksi PBS pada UK 13 sampai 19 Injeksi L-NAME UK 13 sampai 19
I
Kontrol /’%
negative Kontrol positif KP 1 KP 2 KP 3
dekor tikus+ 4 ekor tikus + 4 ekor model | |4 ekor Model 4 ekor Model
PBS L-NAME 125 preeklamsi + | [preeklamsi + preeklamsi +
mg/kgBB EVOO 05ml | EVOO 1 mi EVOO 2 ml

!

Pengukuran tekanan darah dan protein
urin pada UK15 dan 19

\ 4
Tikus diterminasi pada usia gestasi hari ke 19

A 4
Pengambila sampel darah

A 4
Pengukuran kadar NO dan TNF-a

A 4
Analisis dan pengolahan data
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=
2

Gambar 4.1 Alur Penelitian
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4.9 Analisis Data

Analisa data dimulai dengan melakukan Shapiro-Wilk untuk uji normalitas
data. Pengujian ini digunakan untuk membuktikan normalitas data sebagai syarat
uji parametrik atau non parametrik yang akan digunakan. Kriteria data
terdistribusi normal jika p value > 0.05 (Santoso, 2005).

Uji hipotesa menggunakan One Way Anova untuk mengetahui pengaruh
variable dan membandingkan rerata variable terukur antara kelompok kontrol
dengan perlakuan. Jika pada uji tersebut didapatkan Hg ditolak atau kesimpulan
ada perbedaan bermakna (signifikan), maka analisis dilanjutkan dengan  uji
perbandingan berganda yaitu dipilih uji Beda Nyata terkecil/BNT (Least
Significant Difference/LSD) (Steel and Torrie, 1995). Tujuan dilakuka LSD untuk
menemukan dosis berapa yang mempunyai pengaruh yang paling bermakna.
Untuk melihat nilai-pengaruh dari kedua variabel menggunakan analisis korelasi.
Analisi ini digunakan untuk menentukan pengaruh EVOO terhadap kadar TNF-a
dan kadar NO pada wistar model preeklamsia. Semua perhitungan dilakukan

dengan bantuan piranti lunak (software) SPSS for Windows 23.
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Pembuatan Tikus Model Preeklamsia

Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan pengaruh pemberian EVOO
dengan dosis 0.5 ml, 1 ml dan 2 ml dari awal kebuntingan terhadap kadar NO
dan TNF-a pada tikus model preeklamsia, dengan jumlah kelompok sampel
sejumlah 4 ekor tikus bunting dengan usia gestasi 1-19 hari setiap kelompok.
Tikus yang digunakan adalah tikus betina galur wistar dengan berat badan 150-
250 berjumlah 50 ekor dan menghasilkan 26 ekor.

Tikus bunting model preeklamsia dibuat dengan menginjeksi L-NAME dosis
125 mg/kgBB pada usia gestasi hari 13 sampai 18 (Zhu et al., 2016). Untuk
mengkonfirmasi tikus dalam kondisi preeklamsia dilakukan pengukuran tekanan
darah dan pengecekan protein urin. Kondisi preeklamsia di tandai dengan
tekanan darah > 140 mmHg pada sitole dan > 90 mmHg pada diastole (Johns et
al, 1996) dan protein = positive satu (+) (Kusumawati, 2004 ). Karakteristik dasar

tikus berdasarkan kelompok perlakuan dapat dilihat pada table 5.1 berikut ini:
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Tabel 5.1 Karakteristik Tikus Bunting Model Preeklamsia yang Diberi
Extra Virgin Olive Oil

Tek darah H
= B LG UL L L) S Protein urin (g/L)
= Kelompok Sistolik Diastolik
e G12 G15 G19 G12 G15 G19 G12 G15 G19
= Kontro| | 12225 12875 124:  86% 965 9675
=5 ; +14.17 +9.3 29.6 5.65 + +32.7 negatif negatif Negatif
negatif
o 9.67
o T + +
= Kontrol 1155+ 150.75 162.75 86.75 109+ 117.2 _ 0.475 +
. . 14.97 +9.5 +25.1 + 6.27 315 negatif 0.3
positif 0.35
2.62
101.5+ 149.75 138 66.75 112.0 103.
+ +
P1 20.3 +1.25 +8.75 + +2.9 75+ negatif 0'422_0' 0(')1157_
15.67 7.27 ’
149.5 123.25 79.25 113.2 87t
+
P2 T i +12.5 +£7.27 +9.3 + 4.08 negatif 1.00 AR
+7.97 0.15
14.5
120. 75 156.5 113.25 86.5 131.0 81+
+ +
P3 +16.4 +6.85 + +8.5 + 8.01 negatif 06157_ 0'(())155_
16.85 4.08 ) ’

Keterangan: Karakteristik pemilihan tikus model preeklamsia berdasarkan hipertensi dan
protein urin. Tekanan darah di ukur tiga kali yaitu pada usia gestasi 12(G12),
gestasi 15(G15) dan gestasi 19 (G19) dalam satuan mmHg. Kontrol negatif
merupakan tikus bunting normal. Kontrol positif merupakan tikus model
preeklamsia dengan injeksi L-NAME 125 mg. P1 adalah tikus model preeklamsia
dengan pemberian EVOO 0.5mg/hari. P2 adalah tikus model preeklamsia dengan
pemberian EVOP 1 mg/hari. P3 adalah tikus model preeklamsia dengan pemberian
EVOO 2mg/hari. Protein urin 0.3 setara dengan (+). Protein urin 1.0 setara dengan
(++). Protein urin 3.0 sama dengan (+++). Protein urin >10 sama dengan (++++)
(Cunningham et al., 2013).

Tampak jelas menggambarkan karakteristik tikus dari masing-masing
kelompok. Setelah diinjeksi L-NAME 125 mg/kg/BB tikus bunting pada usia
gestasi hari ke 13 sampai 18 baik kelompok kontrol positif maupun kelompok
perlakuan mengalami hipertensi. Gambaran tekanan darah sistolik dan diastolic

dapat dilihat dalam grafik berikut.
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Gambar 5.1 Hasil Pengukuran Tekanan Darah Sistolik Tikus Bunting

Model Preeklamsia uang diberi Extra Virgin Olive Qil.

Keterangan: Rerata tekanan darah sistolik tikus bunting model preeklamsia
diukur hari ke 12, 15, dan 19 kebuntingan pada kelompoktikus
wistarbunting normal (kontrol-), tikus wistar model preeklamsia
(kontrol +), tikus Wistar model preeklamsia dengan pemberian
EVOO 0.5 mL/hari (P1), tikus wistar model preeklamsia dengan
pemberian EVOO 1 mlL/hari (P2) dan tikus wistar model
preeklamsia dengan pemberian EVOO 2 mL/hari (P3).

Terjadi peningkatan tekanan darah tikus wistar bunting pada kontrol positif,
P1, P2 dan P3 setelah diberikan injeksi L-NAME pada hari ke 15. Pada kontrol
positif terlihat tekanan darahnya tetap tinggi sampai hari ke 19. Pada grafik
tersebut juga terlihat penurunan tekanan darah setelah hari ke 19 pada P1, P2
dan P3. Sedangkan perubahan tekanan darah diastolik dapat dilihat pada grafik

berikut.

BRAWIJAYA

66



o
' . .
S Tekanan Darah Diastolik
-
= __ 140
- [eTs]
—
s % 120 0
= £ 100
P ~ ~— =
(] 'T; 80 ‘
o =
= 8 60
= 2
;f“ 40
8 20
C
T 0
i) G12 G15 G19
K3
N ar e Pl e=@==P2 P3

Gambar 5.2 Hasil Pengukuran Tekanan Darah Diastolik Tikus Bunting

Model Preeklamsia uang diberi Extra Virgin Olive Qil.

Keterangan: Rerata tekanan darah sistolik tikus bunting model preeklamsia
diukur hari ke 12, 15 dan 19 kebuntingan pada tikus wistar bunting
normal (kontrol -), tikus wistar model preeklamsia (kontrol +), tikus
Wistar model preeklamsia dengan pemberian EVOO 0.5mL/hari
(P1), tikus wistar model preeklamsia dengan pemberian EVOO
ImL/hari (P2) dan tikus wistar -model preeklamsia dengan
pemberian EVOO 2mL/hari (P3).

Tampak terjadi peningkatan darah diastolik pada usia gestasi 15 pada kontrol
(+), P1, P2 dan P3. Pada kontrol (+) terlihat tekanan darah tetap tinggi sampai
usia gestasi 19, sedangkan pada kelompok dosis pemberian EVOO P1, P2 dan
P3 terjadi penurunan pada gestasi 19.

Pemilihan tikus model preeklamsia yang akan diberikan perlakuan dilakukan
secara randomisasi. Setelah ditemukan vagial plug dan diperkirakan hamil
seluruh mencit dipelihara sampai 19 hari. Kelompok kontrol negatif dan positif
dipelihara sampai 19 hari demakan makanan standar, tetapi kelompok kontrol
positif pada hari ke 13 diberi injeksi L-NAME 125 mg/kgBB. Sedangkan pada
kelompok perlakuan pada hari 1 sampai 18 kebuntingan diberikan berbagai dosis

extra virgin olive oil (EVOO) yaitu 0.5 mL/hari, 1 mL/hari dan 2 mL/hari.
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5.2 Analisa Data
5.2.1 Hasil Uji Prasyarat Parametrik

Pada studi ini variabel kadar TNF-«x dan kadar NO berskala data rasio,
sehingga untuk membuktikan hipotesis penelitian dipilih pendekatan analisis
statistik parametrik. Untuk membuktikan hipotesis data di analisi terlebih dahulu.
Analisis yang dilakukan sebagai prasyarat parametrik adalah data terbukti
terdistribusi normal. Apabila data tidak terdistribusi normal digunakanlah analisis
statistik non parametrik. Pada studi ini uji Shapiro-Wilk digunakan untuk uji
normalitas. Kriteria data terdistribusi normal bila p-value > 0.05 sedangkan data
tidak terdistribusi normal bila p-value < 0.05. Tabel dibawah ini merupakan hasil
dari uji Shapiro-Wilk.

Tabel 5.2 Hasil uji normalitas data

p-value
Kelompok Pengamatan kadar Konsentrasi  Distribusi
TNF-oc NO
K () 0.921 0.088 Normal
K(+) 0.130 0.870 Normal
P1 0.087 0.992 Normal
P2 0.217 0.883 Normal
P3 0.515 0.170 Normal

Keterangan: Jika p-value > 0.05 maka data terdistribusi normal, sedangkan data tidak
terdistribusi normal jika p-value < 0.05. K (-) merupakan tikus bunting normal.
K (+) merupakan tikus bunting model preeklamsia. P 1 merupakan tikus
bunting model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO 0.5 mL/hr. P 2
merupakan tikus bunting model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO
1 mL/hr. P 3 merupakan tikus bunting model preeklamsia dengan pemberian
dosis EVOO 2 mL/hr.

Pada Tabel 5.2 memperlihatkan bahwa data terditribusi normal karena semua
data kadar TNF-a beserta kadar NO pada kelompok pengamatan memiliki nilai p-
value > 0.05.

Semua prasyarat uji parametrik sudah terpenuhi karena semua data
terdistribusi normal. Selanjutnya untuk membuktikan hipotesis penelitian data
dianalisis dengan uji statistika parametrik One Way ANOVA.

5.2.2 Hasil Uji One Way ANOVA dan Multiple Comparasion
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5.2.2.1 Hasil Uji Kadar TNF-a

Perbandingan rerata kadar TNF-o pada kelima kelompok sampel pengamatan
dengan masing-masing kelompok n = 4 ekor menggunakan uji Anova one way
diperoleh ada perbedaan yang bermakna p=0.011<c. Selanjutnya pada uiji
Multiple Comparisons LSD (Least Significant Difference) untuk menentukan
kelompok mana yang berbeda bermakna.

Tabel 5.3 Perbandingan kadar TNF- (pg/mL)

Kelompok pengamatan Rerata £+ SD p-value
K () 99.9+10.9°
K(+) 312.6+171.6%
P1 143.5+29.3° C()ZS
P2 167.0452.3° e
P3 92.1+2.9°

Keterangan: Pada rerata + sd menunjukkan hasil uji LSD jika tidak ada perbedaan yang
bermakna bila p-value>0.05 dan ada perbedaan yang bermakna jika p-
value<0.05. K (-) merupakan tikus bunting normal. K (+) merupakan tikus
bunting model preeklamsia. P 1 merupakan tikus bunting model preeklamsia
dengan pemberian dosis EVOO 0.5 mL/hr. P 2 merupakan tikus bunting
model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO 1 mL/hr. P. 3 merupakan
tikus bunting model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO 2 mL/hr.

Berdasarkan hasil uji LSD rerata kadar TNF-« antara kelompok kontrol
negatif (tikus wistar yang bunting normal) (99.9£10.9 pg/mL) dengan kelompok
kontrol positif (tikus wistar yang bunting yang dibuat model preeklamsia)
(312.6+171.6 pg/mL) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna

(p=0.002<tx). Tampak nilai rerata kadar TNF-« pada kelompok kontrol positif jauh

besar bila dibandingkan dengan rerata kadar TNF-« pada kelompok kontrol
negatif.

Selain itu hasil uji LSD kadar TNF-x antara kelompok kontrol positif (tikus
bunting yang preeklamsia) (312.6+171.6°pg/mL) dengan kelompok P1 atau
kelompok tikus bunting preeklamsia + EVOO dosis 0,5 mL/hr (143.5+29.3pg/mL)

menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata. Tampak nilai rerata
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kadar TNF-« kelompok kontrol positif lebih besar bila dibandingkan dengan
rerata kadar TNF-oc pada kelompok P1.
Demikian pula ada perbedaan yang bermakna rerata kadar TNF-oc antara

kelompok kontrol positif (tikus bunting yang preeklamsia) (312.6+171.62pg/mL)
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dengan kelompok P2 atau kelompok perlakuan preeklamsia + EVOO dosis 1
mL/hr (167.0£52.3°pg/mL). Pada nilai rerata kadar TNF-« kelompok P2
menunjukkan nilai yang lebih kecil bila dibandingkan dengan rerata kadar TNF-«
kontrol positif.

Hasil di Tabel 5.3 menunjukkan pula bahwa ada perbedaan yang bermakna
rerata kadar TNF-« antara kelompok kontrol positif (tikus bunting yang
preeklamsia) (312.6+171.6% pg/mL) dengan kelompok P3 atau kelompok
perlakuan preeklamsia + EVOO dosis 2 mL/hr (92.1+2.9 pg/mL). Nilai rerata
kadar TNF-x kelompok kontrol positif jauh lebih besar bila dibandingkan dengan
rerata kadar TNF-« pada kelompok P3.

Pada penjelasan hasil dari Tabel 5.4 di atas maka dapat diartikan bahwa
perlakuan pemberian EVOO dosis 0,5 mL/hr, dosis 1 mL/hr, dan dosis 2 mL/hr
pada tikus wistar bunting model preeklamsia berpengaruh bermakna terhadap
penurunan kadar TNF-«. Pada histogram di bawah ini menujukkan rerata kadar

TNF-« pada kelima kelompok sampel.
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312.6+171.6°

I
| 167.052.3"

99.9+10.9 143.5£29.3° 92.142.9°

Kadar TNF-alpha (pg/mL)

kelompok pengamatan

Gambar 5.3 Rerata kadar TNF-oc pada tikus wistar bunting model

preeklamsia.

Keterangan: Kontrol (-) yang merupakan tikus bunting normal, kontrol (+) merupakan
tikus wistar model preeklamsia, P1 merupakan kelompok perlakuan
yang diberikan EVOO 0.5 mL/hari, P2 yaitu kelompok perlakuan yang
diberikan EVOO 1 mL/hari dan P3 kelompok perlakuan dengan
pemberian EVOO 2 mL/hari.

Pada Gambar 5.3 menunjukkan rerata kadar TNF-« pada tikus Wistar bunting
normal (kontrol negatif), tikus wistar bunting preeklamsia (kontrol positif), dan 3
kelompok tikus wistar bunting preeklamsia dengan pemberian EVOO berturut-
turut dosis 0,5 mL/hr, dosis 1 mL/hr, dan dosis 2 mL/hr. Tampak pada gambar
tersebut batang rerata kadar TNF-« tertinggi pada kelompok kontrol positif dan
yang terendah pada batang rerata kadar TNF-« pada kelompok P3. Sedangkan
rerata kadar TNF-« tampak menurun pada kelompok P1, P2, dan P3 bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Penurunan kadar TNF-« seiring
dengan peningkatan dosis EVOO yang diberikan, meskipun ketiga macam dosis
EVOO tidak berbeda bermakna kadar TNF-xcnya secara statistik.
5.2.2.2 Hasil Uji Kadar NO

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada kelima kelompok sampel
pengamatan dengan masing-masing kelompok n = 4 ekor di dapatkan data

konsentrasi NO ada perbedaan yang bermakna rerata konsentrasi NO dengan
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nilai p-value = 0.015<x, Selanjutnya pada uji perbandingan Multiple
Comparisons/LSD (Least Significant Difference) ditampilkan pada table berikut
ini.

Tabel 5.4 Perbandingan Kadar NO

Kelompok pengamatan Rerata + SD p-value
K () 0.36+0.08"
K (+) 0.17+0.072
P1 0.230.08° 18 RagE
P2 0.27+0.08%°
P3 0.36+0.08°

Keterangan: Pada rerata + sd menunjukkan hasil uji LSD jika tidak ada perbedaan yang
bermakna bila p-value>0.05 dan ada perbedaan yang bermakna jika p-
value<0.05. K (-) merupakan tikus bunting normal. K (+) merupakan tikus
bunting model preeklamsia. P 1 merupakan tikus bunting model preeklamsia
dengan pemberian dosis EVOO 0.5 mL/hr. P 2 merupakan tikus bunting
model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO 1 mL/hr. P 3 merupakan
tikus bunting model preeklamsia dengan pemberian dosis EVOO 2 mL/hr.

Berdasarkan hasil uji LSD rerata kadar NO kelompok kontrol positif (tikus
wistar bunting yang preeklamsia) (0.17£0.07 ymol/L) dengan kelompok kontrol
negatif (tikus wistar yang bunting normal) (0.36+0.08 umol/L) menunjukkan

bahwa ada perbedaan yang bermakna (p=0.004<). Berdasarkan nilai reratanya

kadar NO tampak pada kelompok kontrol positif lebih kecil nilainya bila
dibandingkan dengan nilai rerata kadar NO pada kelompok kontrol negatif.

Hasil uji LSD juga memperlihatkan bahwa tidak ada perbedaan yang
bermakna rerata kadar NO antara kelompok P1 atau kelompok perlakuan
preeklamsia + EVOO dosis 0,5 mL/hr (0.23+0.08 pmol/L) dengan kelompok
kontrol positif (tikus wistar yang dipapar preeklamsia) (0.17+£0.07 pmol/L).
Meskipun tampak ada peningkatan rerata kadar NO pada kelompok P1 bila
dibandingkan dengan rerata kadar NO pada kelompok kontrol positif, tetapi
peningkatan ini tidak bermakna secara statistik. Hal ini berarti bahwa tikus wistar

bunting preeklamsia+ EVOO 0,5 mL/hr hanya akan mampu meningkatkan sedikit
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kadar NO bila dibandingkan dengan tikus wistar bunting preeklamsia, meskipun
peningkatan ini tidak bermakna.
Hasil tersebut menunjukkan bahwa antara kelompok P2 atau kelompok

perlakuan preeklamsia + EVOO dosis 1 mL/hr (0.27+0.08 pmol/L) dengan
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kelompok kontrol positif (0.17+0.07 pmol/L) tidak ada perbedaan yang bermakna.
Meskipun tampak ada peningkatan rerata kadar NO pada kelompok P2 bila
dibandingkan dengan rerata kadar NO pada kelompok kontrol positif, tetapi
secara statistik peningkatan ini tidak bermakna.

Pada Tabel 5.4 kelompok P3 atau kelompok perlakuan preeklamsia + EVOO
dosis2 mL/hr (0.36+0.08umol/L) dengan kelompok kontrol positif (tikus Wistar
yang dipapar preeklamsia) (0.17+£0.07 pmol/L) memperlihatkan ada perbedaan
yang bermakna rerata kadar NO. Tampak nilai rerata kadar NO kelompok P3
lebih besar bila dibandingkan kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus wistar
bunting preeklamsia + EVOO 2 mL/hr akan meningkatkan kadar NO bila
dibandingkan dengan tikus wistar bunting preeklamsia yang tidak diberikan
EVOO. Dengan kata lain pemberian EVOO 2 mL/hr dapat meningkatkan kadar
NO pada tikus wistar bunting preeklamsia.

Selanjutnya rerata kadar NO pada kelima kelompok sampel tersebut

ditampilkan pada gambar di bawabh ini.
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0.360.08° ‘ 0.360.08°

0.27+0.08%"
0.23+0.082

Konsentrasi NO (umol/L)

0.17+0.072

kelompok pengamatan

Gambar 5.4 Rerata kadar NO pada tikus wistar bunting model

preeklamsia.

Keterangan: Kontrol (-) yang merupakan tikus bunting normal, kontrol (+) merupakan
tikus wistar model preeklamsia, P1 merupakan kelompok perlakuan
yang diberikan EVOO 0.5 mL/hari, P2 yaitu kelompok perlakuan yang
diberikan EVOO 1 ml/hari dan P3 kelompok perlakuan dengan
pemberian EVOO 2 mL/hari.

Histogram tersebut adalah rerata kadar NO pada tikus wistar bunting normal
(kontrol negatif), tikus wistar bunting preeklamsia (kontrol positif), dan 3
kelompok tikus wistar bunting preeklamsia dengan pemberian EVOO berturut-
turut dosis 0,5 mL/hr, dosis 1 mL/hr, dan dosis 2 mL/hr. Tampak pada gambar
tersebut batang rerata kadar NO tertinggi pada kelompok kontrol negatif dan
kelompok P3 dan yang terendah pada batang rerata kadar NO pada kelompok
kontrol positif. Sedangkan rerata kadar NO tampak meningkat pada kelompok
P1, P2, dan P3 bila dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Peningkatan
kadar NO seiring dengan peningkatan dosis EVOO vyang diberikan, meskipun
peningkatan ini tidak bermakna secara statistik. Jadi pemberian EVOO ketiga
dosis (P3) tersebut mampu meningkatkan kadar NO pada tikus bunting yang
preeklamsia.

5.2.3 Hasil Uji Korelasi
Berdasarkan hasil analisis data dari uji korelasi Spearman antara

dosis extra virgin olive oil (EVOO) dengan kadar tumor necrosis factor alpha
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(TNF-a) pada tikus wistar model preeklamsia menunjukkan hubungan tidak
bermakna secara statistik. Sedangkan uji korelasi Spearman antara dosis exstra
virgin olive oil (EVOQO) dengan dengan kadar nitric okside (NO) pada kelompok
tikus wistar model preeklamsia menunjukkan hubungan bermakna secara
statistic.  Untuk uji hasil korelasi Pearson antara kadar TNF-a dan kadar NO
terdapat hubungan bermakna secara statistik. Hal pemeriksaan ditunjukkan pada
table berikut.

Tabel 5.5 Hasil uji korelasi

Variabel yang Koefisien Art p-value
dihubungkan korelasi
Dosis terhadap kadar 056 W HIEV IS EREE 0.057
TNF-a
Dosis terhadap kadar NO 0.59° Kuat 2043
Kadar TNF-a terhadap ™ 0.007
kadar NO -0.73 Kuat

Keterangan: Tanda (*)korelasi bernilai signifikan sebesar 0.05. Tanda (**) artinya korelasi
bernilai signifikan sebesar 0.01.

Pada tabel 5.5 menujukkan bahwa tidak ada korelasi bermakna
antara dosis extra virgin olive oil (EVOO) terhadap kadar TNF-a deengan p-
value=0.057 (p>0.05). Sedangkan pada pemberian dosis extra virgin olive oil
(EVOO) terhadap kadar NO menunjukkan ada hubungan/korelasi bermakna
dengan p-value=0.043 (p<0.05) dan menunjukkan korelasi yang kuat dan searah
(0.53). Hasil uji korelasi antara kadar TNF-a dan kadar NO menunjukkan adanya
korelasi bermakna dengan p-value=0.007 (p<0.05) dan ditunjukkan keeratan
hubungan -0.73. Nilai tersebut menunjukkan hubungan kuat yang berlawanan,

yaitu makin rendahnya TNF-a, maka NO semakin meningkat.
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BAB 6
PEMBAHASAN

6.1 Pembuatan Tikus Model Preeklamsia

Pembuatan tikus model preeklamsi pada studi ini menggunakan tikus
bunting yang diinjeksi L-NAME sebanyak 125 mg/kgBB. L-NAME berperan
sebagai NO sintase inhibitor untuk mengubah L-arginine menjadi NO. Tidak
terbentuknya NO sebagai vasodilator menyebabkan pembuluh darah mengalami
vasokontriksi. Vasokontriksi vaskuler memicu peningkatan tekanan darah sistolik
dan diastolik yang mirip dengan kondisi preeklamsia (Podjarny et al., 2004;
McCarthy et al., 2011; Suzuki et al.,, 2014; Zhu et al., 2016). Model ini telah
terbukti menunjukkan peningkatan tekanan darah dan proteinuria. Hal tersebut
berhubungan dengan aktivitas nitric oxide synthase (NOS) terhambat (Well et al.,
2014; Zhu et al., 2016). Hasil pembuatan tikus model preeklamsia menunjukkan
gejala umum preeklamsia yaitu bertambahnya tekanan darah dan protein urin,
tetapi pada tikus bunting yang diinjeksi PBS tidak mengalami peningkatan
tekanan darah dan proteinurin.

Kondisi preeklamsia akibat pemberian L-NAME mengakibatkan tidak
terbentuknya NO akibat dari penghambatan NO sintase yang mengakibatkan
pembuluh darah mengalami vasokontriksi karena NO sebagai vasodilator tidak
terbentuk. Akibatnya tekanan darah menjadi meningkat, yang kondisinya mirip
dengan keadaan preeklamsia (Suzuki et al., 2014; Zhu et al., 2016). Pada
penelitian ini terjadi peningkatan tekanan darah (>140/90 mmHg) pada
kebuntingan hari ke 15 atau 3 hari setelah pemberian L-NAME dan pada kontrol
positif (tikus bunting model preeklamsia) tekanan darah tetap dalam kondisi
hipertensi. Kondisi tersebut menunjukkan keberhasilan pembuatan tikus bunting

model preeklamsia.
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Penurunan tekanan darah terjadi setelah pemberian extra virgin olive olil
(EVOO) pada tikus model preeklamsia yang dibuat di studi ini pada kebuntingan
hari ke 19. Kondisi preeklamsia sangat berhubungan dengan keadaan stres
oksidatif dan peningkatan respon inflamasi yang menyebabkan perubahan lokal
dan sitemik yang mempengaruhi regulasi tekanan darah dan aliran darah
sehingga berakibat terjadinya disfungsi pada endotel vaskuler ibu yang berakibat
terjadinya vasokontriktor (Saucedo et al., 2014). EVOO mengandung polifenoll
dengan konsentrasi tinggi yaitu hydroxytyrosol dan oleuropein yang mampu
menurunkan kondisi inflamasi dan stres oksidatif penyebab disfungsi endotell
(Parkonson dan Cicerale, 2016; Peyrol et al., 2017; George et al., 2018).
Mekanisme kerjanya yaitu dengan mencegah terjadinya reaksi berantai (ROS)
dan menangkap senyawa radikal (Chichton et al., 2013).

Pada studi ini tekanan darah pada kelompok perlakuan dengan pemberian
EVOO tidak mengalami peningkatan atau memiliki rerata tekanan darah yang
tidak jauh berbeda dengan kontrol negatif. Hal ini membuktikan bahwa
antioksidan dalam EVOO kemungkinan dapat menstabilkan aktivasi sel
endothelium sehingga tidak terjadi peningkatan tekana darah. Selain itu EVOO
yang kaya akan polifenol, hidroksitirosol dan tirosol dapat mencegah
pembentukan oksidasi peroxynitrite dan meningkatkan NO serta menekan
respon endotel akibat produksi ROS terhambat sehingga terjadi vasodilatasi
(Keita et al., 2013). Oleh karena itu dapat memperbaiki tekanan darah pada tikus.
Pada penelitian ini juga mengalami peningkatan SOD sebagai bentuk respon
tubuh untuk melawan stres oksidatif yang ditandai dengan peningkatan MDA
(Agnes, 2019).

Kandungan MUFA (lemak tak jenuh) didalam EVOO mampu mengurangi
ACE (Angiotensin-Converting Enzim) vyaitu enzim yang mengatur regulasi

tekanan darah. ACE disebut juga sebagai inhibitor atau menurunkan kadar NO
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serta 8-isoprostanes (sejenis radikal bebas dan senyawa prostaglandin) yang
rendah (Villarejo et al., 2015). ACE adalah enzim yang berperan pada sistem
rennin angiotensin tubuh yang mengatur vasokontriksi arteri dan volume
ekstraseluler (missal plasma, darah, cairan jaringan tubuh dan limfa). Proses
kerja ACE yaitu dengan mengubah angiotensin (AT) | menjadi AT Il dan
degradasi bradikinin (penghancuran peptide di dalam tubuh yang membantu
untuk membuka dan memperbesar pembuluh darah sehingga memungkinkan
lancarnya aliran darah keseluruh tubuh dan menurunkan tekanan darah)
(Sherwood L, 2004).

Perubahan tekanan darah kondisi preeklamsia juga dapat dilihat pada
kondisi protein urin. Pada penelitian ini di dapat perubahan protein urin terutama
pada tikus bunting model preeklamsia (kontrol positif). Kondisi proteinuria pada
preeklamsia diakibatkan karena disfungsi endotel yang berakibat permeabilitas
meningkat pada vaskular sehingga terjadi proteinuria dan edema (Dharma et al.,
2005).

Pada kondisi PE diketahui bahwa organ ginjal mengalami perubahan
penurunan pada aliran darah akibat dari hipovolemik. Akibat dari kerusakan sel
glomerolus menjadikan permeabilitas. membrane basalis meningkat  sehingga
terjadi kebocoran dan berakibat proteinuria. Pada umumnya kondisi preeklamsia
ditandai adanya peningkatan proteinuria, edema dan juga peningkatan tekanan
darah. Kondisi tersebut didasarkan pada kerusakan sel endotel kapiler dan juga
hipoalbuminemia (Brown, 2003).

6.2 Pengaruh Pemberian Extra Virgin Olive Oil (EVOO) terhadap Kadar
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) pada Tikus Model Preeklamsia

Produksi TNF-a yang berlebihan dapat mengakibatkan terjadinya disfungsi
endotel, sehingga berakibat berkurangnya aliran darah dan juga meningkatnya

permiabilitas endothelium sehingga membuat banyaknya perubahan secara lokal
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dan sistemik sebagai penanda preeklamsia karena mempengaruhi regulasi
tekanan darah dan aliran darah pada endotel vaskuler yang berpengaruh pada
terjadinya vasokontriktor (Saucedo et al., 2014). L-NAME yang diinjeksikan
merupakan inhibitor NO synthase (NOS), yaitu dengan aktivitas dari nitro L-
arginine metal ester (L-NAME). Pembuatan preeklamsia dengan menggunakan
L-NAME akan meningkatkan ROS. Kondisi stres oksidatif dan mengakibatkan
kerusakan pada sel endotel, sel-sel plasenta, dan menstimulasi produksi sitokin
pro inflamasi (TNF-a, IL-6) akibat aktifasi dari NF-kB yang berlebihan (Xuan et
al., 2016).

Pada studi ini dapat dibuktikan bahwa kadar TNF-a pada kelompok tikus
bunting normal lebih rendah dari pada kadar tikus setelah diinjeksi L-NAME
(p=0.02). Hasil tersebut dapat dikatakan bahwa pada kondisi tikus preeklamsia
memiliki kadar TNF-alebih tinggi dibandingkan dengan tikus bunting normal. Jadi
dapat disimpulkan bahwa preeklamsia dapat berakibat terhadap peningkatan
TNF-a pada tikus Wistar yang bunting.

Kondisi tersebut sama dengan studi yang dilakukan oleh Wicaksono (2015)
yang menyebutkan bahwa kadar TNF-a dan IL 6 pada ibu hamil dengan
preeklamsia lebih tinggi dari pada hamil normal. Tingginya kadar pro inflamasi
(TNF-a, IL-6) akan menginduksi perubahan sel T menjadi Thl7, sehingga
menyebabkan penurunan fungsi dari - Treg. Kondisi lebih lanjut akan
menyebabkan sel B teraktivasi menjadi sel B CD19+ CD5+. Sifat autoreaktif dari
sel B mengakibatkan pada pasien preeklamsia mensekresi tingginya AT1AA.
AT1AA yang terbentuk akan berikatan dengan AT1 Reseptor (AT1R) yang akan
menginduksi TNF-a dan sFLt-1 kembali (Zhou et al., 2010).

Terdapat perbedaan bermakna dari kelima kelompok perlakuan dengan
p=0.011 antara TNF-a kontrol positif (tikus model preeklamsia) dengan kelompok

perlakuan yang diberikan EVOO baik dosis 0,5 mL/hari, 1 mL/hari dan 2 mL/hari.
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Secara umum dapat dikatakan bahwa terjadi penurunan kadar TNF-a serum
dengan pemberian EVOO diberbagai dosis. Jadi pemberian EVOO ketiga dosis
tersebut mampu menurunan kadar TNF-« pada tikus bunting yang preeklamsia.
Sedangkan dosis EVOO yang dianggap paling cepat mampu menurunkan kadar
TNF-c adalah dosis 1 dengan pemberian 0.5 mL/hr, karena dengan pemberian
lebih kecil EVOO sudah mampu menurunkan kadar TNF-a kelompok dosis 1
dengan nilai rerata yang dekat dengan kadar TNF-a pada kelompok kontrol
negatif. Namun demikian karena tidak terdapat perbedaan yang bermakna rerata
kadar TNF-a antara ketiga dosis perlakuan. Keadaan ini diartikan bahwa ketiga
dosis EVOO yang diberikan memiliki kemampuan yang sama dalam hal
menurunkan kadar TNF-a. Kondisi tersebut dapat terjadi kemungkinan karena
EVOO dengan porsi minimum (25-50 mL/hari) sudah memiliki kandungan yang
bersifat antimikroba, antioksidan dan anti inflamasi (Fung et al., 2009). Pada
penelitian ini D1 dengan dosis 0.5 mL/hari (pada tikus) setara dengan 30
mL/hari (pada manusia), sehingga dapat diartikan bahwa pada ketiga dosis yang
diberikan pada penelitian ini mampu memberikan dampak yang signifikan.

Hasil uji korelasi antara dosis pemberian extra virgin olive oil (EVOO)
dengan kadar TNF-a menunjukkan korelasi tidak bermakna atau tidak signifikan
dengan p value=0.057 (p>0.05) yang artinya hubungan dari pemberian ke tiga
dosis tersebut tidak menimbulkan perbedaan bermakna kadar TNF-a pada tikus
wistar model preeklamsia antara perlakuan 1, 2 dan 3. Kondisi tersebut
kemungkinan bisa disebabkan karena pada studi ini jarak antar dosis
berdekatan sehingga belum bisa menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
kadar TNF-a dari ketiga dosis tersebut.

Tumor necrosis factor a (TNF-a) adalah sitokin multipoten yang kuat karena

memberikan respon pada berbagai sel termasuk didalamnya autokrin dan
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parakrin pada pusat reproduksi, yang termasuk didalamnya pembentukan
plasenta, perkembngan embrio dan juga luteal (Agius &press, 2012; Azizieh &
Raghupatty, 2014).

Pemberian extra virgin olive oil (EVOO) pada tikus wistar model preeklamsia
dapat menurunkan sitokin proinflamasi pada kasus preeklamsia karena EVOO
memiliki kandungan polifenol yang bersifat antiinflamasi dan menunjukkan
kemampuan dalam menghambat sitokin-sitokin _inflamasi seperti TNF-q,
interleukin-6, dan faktor-faktor transkripsi NF-kB (Cicerale et al., 2012).
Impellizzeri (2011) mengemukakan bahwa kandungan fenolik EVOO, oleuropein
agliko dapat melemahkan respon inflamasi pada model tikus peradangan. Pada
penelitian lain menyebutkan bahwa asupan EVOO yang diperkaya fenolik (70
mg/hari — 398 mg/hari) mampu menurunkan ekspresi beberapa gen inflamasi
diantaranya NF-kB-dan COX-2 (Camargo et al.,2009).

6.3 Pengaruh Pemberian Extra Virgin Olive Oil (EVOO) terhadap Kadar
Nitric Oxide (NO) pada Serum Tikus Model Preeklamsia

Disfungsi endotel merupakan salah satu karakteristik dalam terjadinya
preeklamsia, yang dipicu oleh peningkatan sFL-1 pada plasenta akibat dari
aktifasi dari faktor transkripsi HIF-1a (Tal et al., 2010). Soluabel fms-like tyrosisne
kinase 1 (sFLt-1) berikatan dengan VEGF melalui peredaran darah maternal, hal
tersebut brakibat VEGF bebas yang berikatan dengan reseptor berkurang serta
memicu terjadinya kerusakan sel endotel (Karumanchi and Epstein, 2007).
Kondisi berkurangnya VEGF bebas juga mengakibatnya terjadinya aktivasi pada
eNOS berkurang yang mengakibatkan sel endotel mengalami penurunan sintesis
NO (Forstemann and sessa, 2012).

Pada penelitian pembuatan tikus model preeklamsia dengan menginjeksi L-
NAME dengan dosis 125 mg/kgBB (Zhu et al., 2016). Model ini terbukti membuat

tekanan darah, protein urin, IUFD (intrauterin fetal death) dan retardasi
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pertumbuhan janin (Zhu et al., 2016). L-NAME yang diinjeksikan pada tikus
bunting akan menghambat inhibitor sinthase NO, sehingga menyebabkan
vasokontriksi karena terhambatnya NO. Akibat yang bisa timbul bila terjadi
vasokontriksi adalah terjadinya perubahan tekanan darah (Shu et al., 2018).
Pemberian L-name berakibat terjadinya gangguan pensinyalan NO disemua
arteri (Paulus, 2008).

Pemeriksaan pada kadar NO tikus wistar bunting model preeklamsia
menunjukkan penurunan yang signifikan (p=0.004) dari pada tikus bunting
normal. Kondisi tersebut dapat diartikan terjadi perbedaan bermakna antara
kadar NO pada kontrol positif- dengan kadar NO pada kontrol negatif. Hal ini
berarti bahwa tikus wistar bunting model preeklamsia akan menunjukkan
konsentrasi NO yang rendah bila dibandingkan dengan tikus wistar yang bunting
normal. Preeklamsia dapat berakibat terhadap penurunan konsentrasi. NO pada
tikus wistar yang bunting. Hasil penelitian ini sesuai dengan studi yang dilakukan
oleh Santosa (2007) yaitu pada penelitian yang melibatkan wanita hamil normal
dan wanita hamil dengan preeklamsia untuk membuktikan NO pada wanita hamil
normal lebih tinggi dari pada wanita dengan preeklamsia. Salah satu teori
menyebutkan bahwa semakin tinggi tekanan darah sistolik dan diastolik- maka
kadar NO dalam darah semakin rendah, kondisi tersebut dikarenakan NO
merupakan senyawa yang bersifat vasodilator. Semakin besar kerusakan endotel
akibat stres oksidatif maka akan mengurangi produksi NO dan akan
menyebabkan tekanan darah semakin bertambah tinggi (Norris et al., 1999; Choi
JW et al., 2002).

Studi yang dilakukan oleh Sandrim (2010) pada pasien preeklamsia
memperlihatkan adanya peningkatan Soluabel fms-like tyrosisne kinase 1 (sFLt-
1) dan soluble endoglin (sEng) disertai penurunan NO, Faktor angiogenik disini

sFLt-1 dan sEng mempengaruhi produksi NO. sintesis. Penelitian yang dilakukan
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untuk pembuatan tikus wistar model preeklamsia sesuai dengan keadaan
manusia, yaitu NO mengalami penurunan pada model preeklamsia dari pada
hamil normal.

Terdapat perbedaan bermakna dari kelima kelompok kontrol perlakuan
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dengan p=0.015 antara NO kontrol positif (tikus- model preeklamsia) dengan
kelompok perlakuan yang diberikan EVOO baik dosis 0,5 mL/hari, 1 mL/hari, dan
2 mlL/hari. Secara umum dapat dikatakan bahwa terjadi peningkatan kadar NO
serum dengan pemberian EVOO diberbagai dosis. Jadi pemberian EVOO ketiga
dosis tersebut mampu meningkatkan kadar NO pada tikus bunting model
preeklamsia. Sedangkan dosis EVOO yang dianggap paling cepat mampu
meningkatkan kadar NO adalah dosis 3 yaitu 2 mL/hr, hal ini dikarenakan rerata
kadar NO pada dosis 3 yang paling dekat dengan kelompok kontrol negatif.
Selain itu secara statistik terbukti dari ke tiga kelompok perlakuan hanya dosis 3
yaitu pemberian 2 mL/hari yang mampu memberikan dapak yang bermakna.
Kondisi NO pada perlakuan 1 dengan pemberian EVOO 0,5 mL/hari dan
perlakuan 2 dengan pemberian EVOO 1 mlL/hari dinyatakan belum mampu
meningkatkan NO secara signifikan bisa disebabkan karena pada kondisi tikus
bunting model preeklamsia terjadi peningkatan apoptosis karena stres oksidatif
yang berlebihan sehingga terjadi penurunan ekspresi Hsp70 dan protein Bcl-2
yang menyebabkan terjadinya disfungsi endotel yang berakibat meningkatnya
vasokontriksi (Teguh et al., 2010). Pemberian EVOO secara signifikan mampu
menghambat MGO (methylgliyoxal) yang telah diketahui mejadi salah satu
penyebab induksi apoptosis dan meenyebabkan kerusakan dalam sel endotel.
Penghambatan MOG ini mampu meningkatkan ekspresi Bcl-2 dengan merubh

produksi ROS dalam intraseluler, sehingga mampu mengurangi terjadinya
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dengan kandungan fenolik yang tinggi adalah pada dosis 70 mg/hari - 389
mg/hari. Pada penelitian ini dosis 3 (2 mL/hari) setara dengan 90 mg/hari pada
manusia. Pada uji korelasi juga menunjukkan adanya hubungan antara
pemberian dosis EVOO dengan kadar NO (p value= 0.043<a) dengan koefien
korelasi 0.59* yang artinya hubungan kuat antara dosis dengan kadar NO. Nilai
positif dapat diartikan bahwa dengan pemberian dosis EVOO semakin besar
maka akan meningkatkan kadar NO.

NO merupakan mediator yang mempengaruhi regulasi otot vaskuler dan
homeostasis. Selain itu NO juga merupakan vasodilator dan dapat menstimulasi
otot polos. NO juga mempengaruhi tonus miogenik dan pada kehamilan normal
mempengaruhi resistensi vaskuler arteri yaitu sebagai faktor relaksasi dari
miometrium, sedangkan pada preeklamsia mempengaruhi sirkulasi uteroplasenta
(Santosa et al., 2007).

Pemberian extra virgin olive oil (EVOQ) pada tikus model preeklamsia dapat
menurunkan kondisi stres oksidatif karena EVOO memiliki bahan aktif polifenol
dan hidroksitirosol yang dapat meningkatkan NO pada sintase endotel dan
menurunkan sintesis ET-1 (Carnevale et al., 2014). Pada studi lain juga
menyebutkan bahwa konsumsi EVOO dapat meningkatkan ekspresi basal eNOS
dan menurunkan mRNA ET-1 yang disebabkan oleh induksi ekspresi ROS.
Karena: polifenol minyak zaitun seperti-hydroxytyrosol kemungkinan memiliki
kemampuan dapat merangsang eNOS, terutama melalui aktivasi hon genomic
dalam sel endotel. Kondisi tersebut dapat mengurangi stres oksidatif dengan
mensintesi NO yang dirangsang oleh Ach (Carolina et al., 2014).

Penurunan kadar NO setelah pemberian EVOO, diduga kandungan fenol
yang terkandung didalamnya sebagai senyawa polar yang mampu untuk

menekan radikal bebas. EVOO juga mengandung komponen sederhana lainnya
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seperti hidroxytyrosol yang merupakan antioksidan yang tinggi dari pada vitamin
C dan E (Lopez et al., 2008). Kondisi ini sama dengan penelitian yang lain yang
menyebutkan kandungan fenol yang banyak dalam EVOO sebesar 579,2 mg/kg
dan a tokoferol didalam mencapai 90% sebagai antioksidan (Nakbi et al., 2010).

Mekanisme kerja EVOO untuk meningkatkan NO adalah sebagai antioksidan
pemulus rantai radikal bebas, dalam hal ini diperankan oleh kandungan a
tokoferol yang berperan dengan cara memindahkan hydrogen fenolat pada
radikal bebas dari asam lemak tak jenuh (PUFA) yang telah mengalami
peroksidasi sehi,ngga terbentuklah senyawa yang stabil (Murryay et al., 2000).
Selain sebagai antioksidan alami yang dapat membuang radikal bebas,
kandungan polifenol dan a tokoferol dapat menekan oksidasi asam lemak tak
jenuh sehingga dapat mempertahankan fungsi dari membrane dan mencegah
terjadinya kerusakan pada sel endotel sehingga kondisi tetap seimbang (Murray
et al., 2000). Irianti (2017) menyatakan kandungan tokoferol di dalam EVOO
dapat menyeimbangkan antara produksi radikal bebas dengan antioksidan.

Kandungan MUFA yang terdapat pada EVOO mampu melindungi kerusakan
pada hepar dan sel lain karena proses oksidasi yaitu dengan cara aktifitas
peroksida lipid terhambat. Mekanisme kerjanya dengan mempertahankan
marker-marker enzim antioksidan dan juga enzim pada serum hepar pada
kondisi mendekati normal (Nekbi et al., 2010). Kelebihan lain dari EVOO adalah
tidak rusaknya kandungan hidroksitirosol sebagai antioksidan meskipun telah
dicerna.

6.4 Hubungan Antara Kadar Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) dan
Kadar Nitric Oxide (NO) Pada Tikus Wistar Model Preeklamsia

Pada kehamilan dengan preeklamsia akan terjadi peningkatan dari sitokin
pro inflamasi diantaranya IL-6, IL-8 dan TNF-a pada NK sel terjadi kebocoran

pada pembuluh darah endotel dan apoptosis karena makrofak dan monosit
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memproduksi TNF-a yang berlebihan, sehingga berakibat aktivasi endotel
sistemik. Kondisi tersebut membuat perubahan fungsi dan struktur dalam sel
termasuk didalamnya terjadi stres oksidatif, sekresi vasokontriktor dan
mikrotrombosis. Kondisi stres oksidatif akan memicu radikal bebas yang
menyebabkan terjadi kerusakan pada sel endotel. Reaktive Oxygen Species
(ROS). Seperti anion peroksida dan radikal hidroksil menyebabkan asam lemak
tak jenuh pada membran fosfolipid mengalami konversi menjadi peroksida lipid.
Kondisi terbentuknya peroksida lipid karena kerusakan endotel menyebabkan
produksi NO terganggu (Munzel et al., 2005; Abbas, 2005).

Hasil uji korelasi antara kadar TNF-a dan kadar NO pada tikus wistar model
preeklamsia menunjukkan adanya korelasi bermakna (p-value=0.007<a) dan
ditunjukkan keeratan hubungan -0.73. Nilai tersebut menunjukkan hubungan kuat
yang berlawanan. Bila ada peningkatan kadar TNF-a akan terjadi penurunan
kadar NO dan jika ada penurunan TNF-a akan terjadi peningkatan NO pada tikus
wistar model preeklamsia. Dari hasil korelasi tersebut membuktikan kerangka
konsep pada penelitian ini yaitu terdapat hubungan yang berlawanan antara
sitokin proinflamasi dengan produksi vasodilator pada kondisi preeklamsia. Hal
ini juga menguatkan konsep teori yang telah ditemukan pada bab 2 sebelumnya,
dimana pemberia extra virgin olive oil (EVOO) yang mengandung antioksidan
dan antinflamasi (polifenol) diduga-mampu menurunkan faktor inflamasi secara
optimal.

Kondisi tersebut sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Dharma
dan Susianto yaitu pada keadaan preeklamsia terjadi kondisi hipoksia plasenta
yang berakibat terjadinya peningkatan TNF-a yang akan mengakibatkan
terjadinya disfungsi endotel yang memicu penurunan NO. Kondisi hipoksia

plasenta menjadi penyebab terjadinya stres oksidatif dan berdampak pada
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disfungsi endotel (Dharma et al., 2005; Susianto et al., 2009). EVOO dengan
kandungan polifenol yang tinggi berperan sebagai antioksidan dan antiinflamasi
sehingga di asumsikan dapat mengurangi terjadinya disfungsi endotel dengan
menghambat aktifasi ~ NF-kB  sehingga menurunkan - kadar TNF-a dan
meningkatkan NO

Kondisi preeklamsia juga disebabkan karena disfungsi endotel. Salah satu
penyebab disfungsi endotel karena peningkatan sitokin proinflamasi diantaranya
adalah TNF-a dan interleukin (IL). Sitokin tersebut berperan pada kondisi stres
oksidatif yang terkait preeklamsia. Hal ini ditandai dengan terdapatnya oksigen
reaktif dan radikal bebas yang menyebabkan pembentukan peroksida lemak
(lipid peroksida) proses tersebut yang menghasilkan radikal yang sangat toksik
yang dapat merusak sel endotelial dan mempengaruhi produksi nitrat oksida
(nitric-oxide) dan mengganggu keseimbangan prostaglandin (Goya L, 2007).

Studi ini memiliki keterbatasan vyaitu peneliti tidak bisa mengendalikan
stresor sebelum dilakukan tensi terkait dengan mobilisasi hewan tikus dan
perlakuan sebelum ditensi, sehingga dikhawatirkan mempengaruhi hasil tensi.
Oleh karena itu perlakuan yang dapat memicu kondisi stres jangan dilakukan
sebelum tikus di ukur tekanan darahnya. Pada studi ini pemberin EVOO pada
tikus wistar bermanfaat dalam menurunkan TNF-a dan meningkatkan NO, tetapi
perlu dilakukan uji toksisitas sebelum diberikan kepada manusia agar tidak

membahayakan kondisi ibu hamil.
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1.

BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Injeksi L-NAME dapat meningkatkan TNF-a dan menurunkan kadar
NO pada tikus Wistar model preeklamsia.

Extra Virgine Olive Oil (EVOO) dapat meningkatkan kadar Nitric
Okside pada tikus Wistar model preeklamsia.

Extra Virgine Olive Oil (EVOO) dapat menurunkan kadar Tumour
Necrosis Factor Alpha pada tikus Wistar model preeklamsia.
Pemberian Extra Virgine Olive Oil (EVOQO) dengan dosis 0.5
mL/hari, 1 mL/hari dan 2 mL/hari dapat menurunkan kadar TNF-a
pada tikus wistar model preeklamsia. Sedangkan pada kadar NO
hanya dosis 2 mL/hari yang dapat meningkatkan kadar NO pada
tikus wistar model preeklamsia

Meningkatnya kadar TNF-a mengakibatkan menurunnya kadar NO
dan sebaliknya semakin turunnya kadar TNF-a menyebabkan

meningkatnya kadar NO pada tikus wistar model preeklamsia.

Saran

1.

Perlu-adanya pemeriksaan lanjutan tentang manfaat EVOO pada
dosis 0,5 mlL/hari, 1 mL/hari dan 2 mL/hari pada parameter-
parameter yang menjadi pemicu terjadinya preeklamsia pada
manusia.

Perlu adanya uji toksisitas pada EVOO dosis 0.5 mL/hari, 1 mL/hari

dan 2 mL/hari sebelum diberikan kepada manusia.
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Untuk penelitian selanjutnya perlu jarak lebih besar antara dosis
EVOO agar dapat melihat perubahan kadar dari parameter setelah

diberikan perlakuan.

. ‘Adanya perbedaan dosis pemberian EVOO pada tikus model

preeklamsia dengan manusia sehingga diperlukan konversi dosis
yang sesuai dan aman digunakan manusia terutama. pasien
preeklamsia.

Pada penelitian selanjutnya perlu penelitian lebih lanjut terhadap
mekanisme pada sitokin inflamasi lainnya melalui NF-kB yang erjadi
didalam sel terkait pemberian EVOO pada tikus wistar model
preeklamsia.

Perlunya penelitian lebih lanjut mengenai barometer-barometer
lainnya seperti sLF-1, ADMA, SENG, SOD dan VEGF untuk lebih
menyempurnakan penelitian tentang EVOO sebagai salah satu

terapi herbal untuk preeklamsia.
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Lampiran 3 Bukti Accepted Jurnal
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UNIVERSITAS GADJAH MADA
LABORATORIUM PENELITIAN DAN PENGUJIAN TERPADU

SURAT KETERANGAN
Nomor : 22.62/1/UN1/LPPT-UGM/2019

Yane bertanda tangan di bawah ini:

drh. Dwi Lilick Kusindarta, MP PhD

Nama
NIP . 19680526199512 1 001
Jabatan Kabid Unit Pra Klinik — LPP1 UGM.

Menerangkan bahwa ;

Nama : Yulia Silvani

NIK : 2012088707042001
Instansi Prodi S1 Kebidanan Fakultas Kedokteran UNIBRAW

pada bulan Januari 2019 membeli Tikus putih (Rattus nurvegicus L.) galur Wistar betina
usia 2 bulan sejumlah 50 (Lima puluh) ekor dan Jantar. usia 2 bulan sejumlah 15 (Lima
Belas) ekor dari Unit Pra-Klinik LPPT Universitas Gadjah Mada.

Hewan tersebut dalam keadaan masih Fertil dan tidak terinfeksi penyakit sehingga tidak
menularkan penyakit. Menurut keterangan dari yang bersangkutan hewan tersebut akan
dibawa ke Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang Jawa Timur dan akan
digunakan sebagai hewan percobaan Penelitian.

Demikian surat keterangan ini dibuat, agar dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Atas kerjasama yang baik diucapkan banyak terima kasih

Yogyakarta, 21 Januari 2019
Kabid Wi} Pra- Klinik dan Pengembangan
wobidan PPT UGM

drh.'Dwi Lliek Kusindarta, MP. PhD
NIP : 19680526199512 1 001
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UNIVERSITAS

Sekip Utara, JI, Kaliurang Km. 4 Yogyakarta 55281 - Telp. (0274) 548348, 546868 - Fax (0274) 548348
E-mall : Ippt_nfo@mail.ugm.ac.id - Website : www.Ippt.ugm.ac.id
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Lampiran 4 Analisis Data
A. Statistik TNF-a

Data Konsentrasi
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K(-) K(+) D1 D2 D3
90,80 507,00 170,40 215,00 95,60
115,00 406,80 158,40 187,00 92,80
93,20 368,60 142,00 172,80 91,40
100,50 368,00 103,10 93,10 88,60
90,80 507,00 170,40 215,00 95,60

Hasil uji normalitas

Tests of Normality

kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
pengamatan Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Kadar TNF- kontrol (-) .230 4 . .894 4 404
alpha (pg/mL)  kontrol (+) (pre) .299 4 . 841 4 .200
ZlL /(k':’rr)e +EVO005 230 4 . 930 4 594
r2 /(kﬁ’rr)e +EVOO 1 204 4 . 905 4 456
ﬁ /(/r:;]rrt)e +EVOO2 155 4 . 998 4 1995

a. Lilliefors Significance Correction

Hasil uji homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
TNFAIlfa(pg/mL)
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.845 4 15 .061

BRAWIJAYA

106



.aC.|

Hasil uji komparasi semua kelompok

-
—= Oneway
——
B Descriptives
E Kadar TNF-alpha (pL)
"o 95% Confidence
o Interval for Mean
L Std. Std. Lower Upper
T N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum Maximum
kontrol (-) 4| 99.875 10.8945 5.4472 82.539( 117.211 90.8 115.0
kontrol (+) (pre) 4(312.600| 171.5713| 85.7857 39.592| 585.608 168.0 507.0
EqJL/(r?rr)e +EVOO 0.5 143.475 29.3259| 14.6630 96.811| 190.139 103.1 170.4
qul_/(r?rr)e +EVOO 1 4|166.975| 52.2776| 26.1388 83.790| 250.160 93.1 215.0
Z?_/(/ﬁrr‘)* +EVOO 2 4| 92100 29143 14572 87.463| 96.737 88.6 95.6
Total 20| 163.005| 109.2138| 24.4210 111.891| 214.119 88.6 507.0
ANOVA
Kadar TNF-alpha (pg/mL)
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 127155.047 4 31788.762 4.794 .011
Within Groups 99470.582 15 6631.372
Total 226625.629 19

Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Kadar TNF-alpha (pg/mL)

LSD
95% Confidence
Mean Interval
() kelompok Difference Lower Upper
pengamatan (J) kelompok pengamatan (I-9) Std. Error | Sig. Bound Bound
kontrol (-) kontrol (+) (pre) -212.7250°| 57.5820 .002| -335.458 -89.992
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) -43.6000| 57.5820 461 -166.333 79.133
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) -67.1000| 57.5820 .262| -189.833 55.633
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) 7.7750| 57.5820| .894| -114.958| 130.508
kontrol (+) (pre)  kontrol (-) 212.7250°| 57.5820 .002 89.992| 335.458
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) 169.1250"| 57.5820 .010 46.392( 291.858
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) 145.6250"| 57.5820 .023 22.892| 268.358
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) 220.5000"| 57.5820 .002 97.767| 343.233
P1 (pre + EVOO kontrol (-) 43.6000| 57.5820 461 -79.133| 166.333
0,5 mL/kg BB/hr) kontrol (+) (pre) -169.1250"| 57.5820| .010| -291.858| -46.392
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) -23.5000| 57.5820 .689| -146.233 99.233
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) 51.3750| 57.5820| .386| -71.358| 174.108
P2 (pre + EVOO kontrol (-) 67.1000| 57.5820 .262 -55.633| 189.833
1 mL/kg BB/hr)  kontrol (+) (pre) -145.6250"| 57.5820 .023| -268.358 -22.892
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) 23.5000| 57.5820 .689 -99.233| 146.233
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) 74.8750| 57.5820 213 -47.858| 197.608
P3 (pre + EVOO kontrol (-) -7.7750] 57.5820| .894[ -130.508| 114.958
2mL/kg BB/hr)  kontrol (+) (pre) -220.5000"| 57.5820| .002| -343.233| -97.767
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) -51.3750 57.5820 .386| -174.108 71.358
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) -74.8750| 57.5820| .213| -197.608 47.858

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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B. Statistik NO

Data konsentrasi NO
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K() K(+) D1 D2 D3
0.41854 0,08363 0.16729 0.16737 0,25134
0.33482 0,16729 0.16988 0.25095 0.33488
0.25240 0,16735 0.25509 0.33457 0.41831
0.42471 0,25092 0.33459 0.33467 0.42225
0.41854 0,08363 0.16729 0.16737 0,25134

Hasil Uji Normalitas

Tests of Normality

kelompok Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
pengamatan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Konsentrasi NO kontrol (-) .273 4 . .884 4 .358
(umol/L) kontrol (+) (pre) .250 4 . .945 4 684
gé(rere”;r)Evoo 281 4 . 873 4 310
ZZL /(kﬁ’rr)e +EVOO1 283 4 . 864 4 274
Z?_/(k?rr)e +EVOO2 217 4 . 877 4 326

a. Lilliefors Significance Correction

Hasil Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

NO(umol/L)
Levene Statistic dfl df2 Sig.
271 4 15 .892
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Hasil uji komparasi semua kelompok

Oneway

Konsentrasi NO (umol/L)

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum Maximum
kontrol (-) 41.357618 .0812474 | .0406237 .228335 .486900 .2524 4247
kontrol (+) (pre) 41.167298 | .0682959( .0341479( .058624( .275971 .0836 .2509
P1 (pre + EVOO 231713 0797993 | .0398997 104734 358691 1673 3346
0,5 mU/kg BB/hr) ' : ' ' ' ' '
P2 (pre + EVOO
1 m(ll_olkg BB/hr) 41.271890( .0800688 | .0400344| .144483 .399297 .1674 .3347
P3 (pre + EVOO
> m(ll_D/kg BB/hn) 41.356695( .0809721| .0404860( .227850 .485540 .2513 4223
Total 20| .277042 .1025084 | .0229216 .229067 .325018 .0836 4247
ANOVA
Konsentrasi NO (umol/L)
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .108 4 .027 4.405 .015
Within Groups .092 15 .006
Total .200 19
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Konsentrasi NO (umol/L)
LSD
95% Confidence
Mean Interval
() kelompok Difference Lower Upper
pengamatan (J) kelompok pengamatan (I-9) Std. Error |  Sig. Bound Bound
kontrol (-) kontrol (+) (pre) .1903200"| .0553181 .004| .072412 .308228
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) .1259050"| .0553181 .038 .007997 .243813
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) .0857275| .0553181 1421 -.032180 .203635
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) .0009225| .0553181 .987| -.116985 .118830
kontrol (+) (pre)  kontrol (-) -.1903200°| .0553181 .004| -.308228 -.072412
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) -.0644150( .0553181 .262| -.182323 .053493
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) -.1045925( .0553181 .078] -.222500 .013315
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) -.1893975"| .0553181 .004] -.307305 -.071490
P1 (pre + EVOO kontrol (-) -.1259050"| .0553181 .038| -.243813 -.007997
0,5 mL/kg BB/hr)  kontrol (+) (pre) .0644150( .0553181 .262| -.053493 .182323
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) -.0401775] .0553181 A79| -.158085 .077730
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) -.1249825"| .0553181 .039] -.242890 -.007075
P2 (pre + EVOO kontrol (-) -.0857275| .0553181 .142| -.203635 .032180
1 mL/kg BB/hr)  kontrol (+) (pre) .1045925| .0553181| .078| -.013315| .222500
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) .0401775| .0553181 A79| -.077730 .158085
P3 (pre + EVOO 2 mL/hr) -.0848050| .0553181 146 -.202713 .033103
P3 (pre + EVOO kontrol (-) -.0009225( .0553181 .987| -.118830 .116985
2mL/kg BB/hr)  kontrol (+) (pre) .1893975"| .0553181| .004| .071490 .307305
P1 (pre + EVOO 0,5 mL/hr) .1249825"| .0553181 .039 .007075 .242890
P2 (pre + EVOO 1 mL/hr) .0848050 | .0553181 .146] -.033103 .202713
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*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

—g C. Uji korelasi
- 1. Hasil uji korelasi dosis terhadap kadar TNF-a
jE—
F:’ Nonparametric Correlations
= Correlations
e
(=P Dosis TNF alpha
j=—
Spearman's rho Dosis Correlation Coefficient 1,000 -,562
Sig. (2-tailed) . ,057
N 12 12
TNF alpha  Correlation Coefficient -,562 1,000
Sig. (2-tailed) ,057
N 12 12

2. Hasil uji korelasi-dosis terhadap kadar NO

Nonparametric Correlations

Correlations

Dosis NO
Spearman's rho Dosis Correlation Coefficient 1,000 ,591"
Sig. (2-tailed) . ,043
N 12 12
NO Correlation Coefficient ,591" 1,000
Sig. (2-tailed) ,043
N 12 12

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

3. Hasil uji korelasi kadar TNF-a dengan kadar NO

Correlations

Correlations

NO TNF alpha
NO Pearson Correlation 1 -, 730"
Sig. (2-tailed) ,007
N 12 12
TNF alpha  Pearson Correlation -, 730" 1
Sig. (2-tailed) ,007
N 12 12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 5 Surat Keterangan Pembelian Tikus

UNIVERSITAS GADJAH MADA
LABORATORIUM PENELITIAN DAN PENGUJIAN TERPADU

SURAT KETERANGAN
Nomor : 22.62/1/UN1/LPPT-U GM/2019

Yang bertanda tangan di bawabh ini :

drh. Dwi Lilick Kusindarta, MP hD

Nama
NIP . 19680526199512 1 001
Jabatan Kabid Unit Pra Klinik — LPPT UGM.

Menerangkan bahwa ;

Nama + Yulia Silvani
NIK : 2012088707042001

Instansi Prodi S1 Kebidanan Fakultas Kedokteran UNIBRAW

pada bulan Januari 2019 membeli Tikus putih (Rattus nurvegicus L.) galur Wistar betina
usia 2 bulan sejumlah 50 (Lima puluh) ekor dan Jantar. usia 2 bulan sejumlah 15 (Lima
Belas) ekor dari Unit Pra-Klinik LPPT Universitas Gadjah Mada.

Hewan tersebut dalam keadaan masih Fertil dan tidak terinfeksi penyakit sehingga tidak
menularkan penyakit. Menurut keterangan dari yang bersangkutan hewan tersebut akan
dibawa ke Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang Jawa Timur dan akan
digunakan sebagai hewan percobaan Penelitian.

Demikian surat keterangan ini dibuat, agar dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Atas kerjasama yang baik diucapkan banyak terima kasih

ngak-ma ZI J.mu.m 2019

N3N o
drh.'Dwi Lifiek Kusindarta, MP. PhD
NIP : 19680526199512 1 001

Sekip Utara, JI, Kall\nm Km. 4 Yogyakarta 55281 - Telp. (0274) 548348, 546868 - Fax (0274) 548348
-mall : Ippt_Info@mail.ugm.ac.id - Website : www.Ippt.ugm.ac.id
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Lampiran 6 Dokumentasi Penelitian
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Pengukuran Tekanan Darah Pengukuran Proteinuria

Sonde EVOO Injeksi L-NAME
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Pembedahan dan Pengambilan Sampel
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Pengukuran kadar TNF-a
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Pengukuran kadar NO
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Lampiran 7 Pencatatan berat badan janiin dan induk tikus bunting model
preeklamsia

Berat badan janin
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SAMPEL1 | SAMPEL2 | SAMPEL3 | SAMPEL 4 RERATA
KELOMPOK

(GRAM) (GRAM) (GRAM) (GRAM) | (GRAM % SD)
K- 2.83 1.44 2.42 3.85 2.64+ 0.99
K+ 0.82 0.94 1.42 0.81 0.99+ 0.29
D1 1.36 1.24 1.32 1.36 1.32+0.057
D2 2.24 2.33 1.44 1.82 1.96+ 0.19
D3 3.2 2.33 2.37 2.88 2.69+ 0.40

Berat badan induk tikus bunting

KELOMPOK BB G 1 (gram) | BB G 10 (gram) | BB G 19 (gram)
K(-) Sampel 1 164.5 189 201
Sampel 2 195 215 234
Sampel 3 197.5 243 258
Sampel 4 163 177 197
K (+) Sampel 1 173 189 205
Sampel 2 165 176 187
Sampel 3 189 248 237
Sampel 4 181 235 221
D1 Sampel 1 159.5 173 206
Sampel 2 191 238 243
Sampel 3 163 177 195
Sampel 4 180 195 213
D2 Sampel 1 175.5 198 209
; Sampel 2 187 223 238
é Sampel 3 193 216 244
g g Sampel 4 185 199 211
% D3 Sampel 1 151.5 199 218
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Lampiran 8 Hasil uji antioksidan EVOO

.ub.ac.id

LABORATORIUM PENGUJIAN MUTU DAN KEAMANAN PANGAN
(TESTING LABORATORY OF FOOD QUALITY AND FOOD SAFETY)
JURUSAN TEKNOLOGI HASIL PERTANIAN
FAKULTAS TEKNOLOGI PERTANIAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
JI. Veteran, Malang 65145, Telp. (0341) 573358
E-mail : labujipangan_thpub@yahoo.com
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KEPADA : Siti Anisah,dkk
FK-UB
MALANG

LAPORAN HASIL UJI

REPORT OF ANALYSIS
Nomor / Number 1 0263/THP/LAB/2018
Nomor Analisis / Analysis Number 1 0263
Tanggal penerbitan / Date of issue : 12 April 2018

Yang bertanda tangan di bawah ini menerangkan, bahwa hasil pengujian
The undersigned ratifies that examination
Dari contoh / of the sample (s) of :MINYAK ZAITUN

Untuk analisis  / For analysis
Keterangan contoh / Description of sample -
Diambil dari / Taken from D -

Oleh / By s
Tanggal penerimaan contoh / Received : 26 Februari 2018

Tanggal pelaksanaan analisis / Date of analysis : 26 Februari 2018
Hasil adalah sebagai berikut / Resulted as follows  :

PARAMETER HASIL
ANTIOKSIDAN IC50 48,56
(mg/ml)
HASIL PENGUJIAN INI HANYA BERLAKU UNTUK Ketua,

CONTOH-CONTOH TERSEBUT DI ATAS. PENGAMBIL
CONTOH BERTANGGUNG JAWAB ATAS KEBENARAN
TANDING BARANG

Dwi RukmiP., STP, MP
700504 199903 2 002

119



BRAWIJAYA

IVERSIT

UN

-
o
3
-2
|
—
e
o
—
L ]
L=
=
an
.

RIWAYAT HIDUP

Dwi Norma Retnaningrum, lahir di Banyuwangi,
31 Juli 1986 anak kedua dari tiga bersaudara putri dari
bapak Paidi Winoto dan Ibu Sri Hardaningsih. Lulus SD
Negeri 9 Kebondalem tahun 1999, lulus SMP Negri 1

Cluring tahun 2002 dan lulus SMA Negeri 1 Genteng

tahun 2005. Tahun 2005 melanjutkan pendidikan D-Il| \' f

Kebidanan di POLTEKES Kemenkes Malang, lulus

tahun 2008. Melanjutkan pendidikan D-IV Bidan Pendidik tahun 2010 di

POLTEKES kemenkes Malang, lulus tahun 2011. Pada tahun 2017 mengambil
pendidikan program studi Magister Kebidanan di Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Tahun 2008 sampai 2014 penulis bekerja di RSIA
Melati Husada Malang, tahun 2015 sampai sekarang bekerja sebagai dosen di

STIKES Widyagama Husada Malang.
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