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Efek pemberian Chlorophyllin terhadap kadar nitric oxide dan
malondialdehida tikus hiperkolesterolemia
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ABSTRACT

Background : Endothelial dysfunction is well-known as an early stage of atherosclerosis. Increased oxidative stress in
hypercholesterolemia triggers endothelial dysfunction that is characterized by decreased biological availability of nitric oxide
(NO). Experimental studies showed that chlorophyllin had an effective antioxidant activity.

Objectives : To determine the effect of chlorophyllin on nitric oxide (NO) and malondialdehyde (MDA) level of
hypercholesterolemic rats.

Methods : Post test only randomized control group used twenty four male Sprague Dawley rats were randomly divided into
four groups: without treatment (technical control/K1), hypercholesterolemic (negative control/K2), hypercholesterolemic with
chlorophyllin at dose of 1,8 mg/200 g/d (P1) and hypercholesterolemic with chlorophyllin at dose of 3,34 mg/200g/d (P2).
Chlorophyllin was dissolved in water and was given via nasogastric tube for 21 days after the rats got hypercholesterolemia.
Total cholesterol level of blood was measured by CHOD-PAP method, level of NO plasma was measured by Griess reaction
and level of MDA plasma was measured by TBARS method. Hypothesis test was analyzed by One Way Anova continued by
Post hoc LSD test and Kruskall Wallis by significant level of 0,05.

Results :NO plasma level was the lowest in group P2 (0.203+0.015 uM) and the highest in the group K2 (0,224+0,001 uM),
but no difference of NO plasma level among groups (p = 0.118). There were differences in MDA plasma level among the
groups (p = 0.001). P1 and P2 groups had lower MDA plasma level than K2 (2.40+0.11 nmol/ml), indicated by (1.94 +0.07
nmol/ml, p=0.0001) and (1,37 +0.13 nmol/ml, p=0.0001) respectively, but still higher than K1 (0.94+0.05 nmol/ml,
p=0.0001).

Conclusion : The treatment of chlrophyllin does not have an effect of NO plasma level, but gives an effect of lower MDA
plasma level.
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ABSTRAK

Latar Belakang: Disfungsi endotel dikenal sebagai tahap awal dari aterosklerosis. Peningkatan stres oksidatif pada
hiperkolesterolemia memicu disfungsi endotel yang ditandai dengan penurunan ketersediaan biologis oksida nitrat (NO). Studi
eksperimental menunjukkan bahwa klorofilin memiliki aktivitas antioksidan yang efektif.

Tujuan: Mengetahui pengaruh klorofilin pada oksida nitrat (NO) dan malondialdehid (MDA) tingkat tikus
hiperkolesterolemia.

Metode: Penelitian eksperimen dengan rancangan post test only dilakukan terhadap 24 ekor tikus Sprague Dawley secara
acak dibagi menjadi empat kelompok: tanpa pengobatan (kontrol teknis / K1), hiperkolesterolemia (kontrol negatif / K2),
hiperkolesterolemia dengan klorofilin pada dosis 1,8 mg / 200 g / d (P1) dan hiperkolesterolemia dengan klorofilin pada dosis
3,34 mg / 200g / d (P2). Klorofilin dilarutkan dalam air dan diberi melalui pipa nasogastrik selama 21 hari setelah tikus
mendapat hiperkolesterolemia. Kadar kolesterol total darah diukur dengan metode CHOD-PAP, tingkat NO plasma diukur
dengan reaksi Griess dan tingkat MDA plasma diukur dengan metode TBARS. Uji hipotesis dianalisis dengan One Way Anova
dilanjutkan dengan Post hoc LSD tes dan Kruskall Wallis pada tingkat signifikan 0,05.

Hasil: Kadar NO plasma yang terendah pada kelompok P2 (0,203 + 0,015 M) dan tertinggi pada kelompok K2 (0.224 + 0.001
M), tetapi tidak ada perbedaan tingkat NO plasma antar kelompok (p = 0,118). Ada perbedaan plasma MDA antar kelompok
(p = 0,001). P1 dan P2 kelompok plasma MDA lebih rendah dibanding dengan K2 (2,40 + 0,11 nmol / ml), ditandai dengan
(1,94 0,07 nmol / ml, p = 0,0001) dan (1,37 0,13 nmol / ml, p = 0,0001). Kadar MDA kelompok K1 lebih tinggi (0,94 + 0,05
nmol / ml, p = 0,0001).

Simpulan: pengobatan chlrophyllin tidak memiliki efek pada tingkat NO plasma, tetapi memberikan efek penurunan plasma
MDA.

Kata kunci: klorofilin, oksida nitrat, malondialdehid, hiperkolesterolemia

PENDAHULUAN Hiperkolesterolemia merupakan salah satu faktor

risiko terjadinya aterosklerosis yang prosesnya
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Disfungsi endotel ditandai adanya hilangnya
keseimbangan fungsi atau penurunan ketersediaan
biologis nitric oxide (NO). NO dikenal sebagai
endothelium-derived relaxing factors (EDRF) yang
memiliki peran penting dalam menjaga homeostasis
vaskuler.>® NO memegang peranan penting dalam
regulasi homeostasis vaskuler yaitu menjaga
keseimbangan  mekanisme  vasokonstriksi  dan
vasodilatasi, mencegah dan menstimulasi proliferasi
dan migrasi sel otot polos, serta trombogenesis dan
fibrinolisis.*

Penurunan kadar NO plasma ditemukan pada
pasien dengan hiperkolesterolemia yang disebabkan
adanya peningkatan stres oksidatif yang kemudian
memicu gangguan jalur dari endothelium Nitric Oxide
Synthase (eNOS).> Gangguan yang diakibatkan antara
lain yaitu penurunan aktivitas dan ekspresi eNOS,
penurunan sensitivitas NO dan peningkatan degradasi
NO yang berikatan dengan superoksida (Oz) menjadi
senyawa reaktif peroksinitrit (ONOO") (Kawasima,
2004).5 Peroksinitrit juga merupakan oksidan yang
potensial dalam meningkatkan oksidasi lipid,
khususnya Low Density Lypoprotein (LDL).

Peningkatan stres oksidatif pada
hiperkolesterolemia memicu terjadinya peroksidasi
lipid. Peroksidasi lipid yang tidak terkendali berefek
langsung pada kerusakan membran sel dan mengawali
berbagai penyakit seperti jantung koroner, stroke,
diabetes mellitus, penuaan dan lain-lain (Utami,
2010).” Salah satu indikator yang sering digunakan
untuk mengetahui adanya peroksidasi lipid dalam
tubuh adalah kadar malondialdehyde (MDA) plasma.®

Antioksidan diketahui bermanfaat untuk mengatasi
adanya stres oksidatif. Pengaruh antioksidan terhadap
fungsi endotel antara lain quercetin yang memacu
peningkatan ketersediaan biologis eNOS pada
diabetes mellitus dan puerarin yang dapat
memperbaiki ekspresi eNOS dan menurunkan indeks
aterogenik pada tikus hiperkolesterolemia. °

Klorofilin merupakan turunan dari klorofil yang
larut air dan mengandung ikatan garam Na-Cu bersifat
lebih stabil dari klorofil. Salah satu manfaat klorofilin
sebagai antioksidan yang efektif, khususnya dalam
mengikat oksidan seperti OH- dan O;.1° Hasil
penelitian Nurdin (2008),* menunjukkan bahwa
klorofilin dosis 3,34 mg/200 g tikus dari ekstrak daun
cincau berpengaruh pada profil lipid tikus
hiperkolesterolemia. Penelitian oleh Fathin (2010),'2
menunjukkan bahwa dosis 1,8 mg/200 g pada tikus
dapat menurunkan kadar total kolesterol darah.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
klorofilin terhadap kadar NO dan kadar MDA pada
tikus hiperkolesterolemia.

Efek pemberian chlorophyllin ...

METODE DAN BAHAN

Penelitian ini termasuk eksperimental murni dengan
rancangan post test only randomized control group
design.’® Dua puluh empat tikus Sprague Dawley
jantan berumur 8 minggu dibagi secara acak menjadi
4 kelompok, yaitu kelompok kontrol teknik (K1)
diberi pakan standar dan tanpa perlakuan. Kelompok
kontrol negatif (K2) diinduksi hiperkolesterolemia
tanpa perlakuan; kelompok perlakuan 1 (P1) diinduksi
hiperkolesterolemia dengan perlakuan klorofilin dosis
1,8 mg/200 g BB/hari; kelompok perlakuan 2 (P2)
diinduksi  hiperkolesterolemia dengan perlakuan
klorofilin dosis 3,34 mg/200 g BB/hari.

Induksi hiperkolesterolemia dengan pemberian
lemak babi 2 ml/hari (10% dari pakan sehari 20 g)
melalui sonde selama 14 hari yang kemudian
dilanjutkan hingga akhir penelitian. Klorofilin
dilarutkan dalam air sebanyak 1 ml diberikan melalui
sonde selama 21 hari. Induksi hiperkolesterolemia dan
pemberian klorofilin diberikan di pagi hari.

Pengambilan sampel darah melalui pembuluh
darah mata (plexus reorbitalis). Darah dipisahkan
menjadi serum menggunakan alat sentrifus. Variabel
yang diukur adalah kadar NO plasma dengan reaksi
Griess, kadar MDA plasma dengan metode TBARS,
sedangkan kadar kolesterol total dengan CHOD-PAP.

Pemeliharaan hewan coba dan pemeriksaan kadar
kolesterol total dan MDA plasma dilakukan di Pusat
Studi Pangan dan Gizi UGM, sedangkan pemeriksaan
kadar NO plasma di Laboratorium Penelitian dan
Pengujian Terpadu (LPPT) UGM, Yogyakarta.
Penelitian dilakukan setelah memperoleh dengan
Ethical Clearance dari Komisi Etik Penelitian
Kesehatan (KEPK) FK UNDIP/RSUP dr. Kariadi No.
018/EC/FK/RSDK/2014 tertanggal 20 Januari 2014.

Data kadar MDA plasma dianalisis menggunakan
uji One Way Anova yang dilanjutkan dengan Post hoc
LSD , sedangkan data kadar NO plasma menggunakan
uji Kruskall Wallis.** Adanya perbedaan ditemukan
jika nilai p<0,05, analisa dilakukan dengan nilai
derajat kemaknaan 0,05.

HASIL

Berat Badan Tikus Selama Per cobaan

Berat badan tikus di semua kelompok mengalami
peningkatan selama penelitian. Pada awal adaptasi,
tidak terdapat perbedaan berat badan antara kelompok
dengan nilai p=0,978 (p>0,05) yang berarti bahwa
tikus yang digunakan memiliki kondisi dan
karakteristik berat badan yang homogen pada awal
penelitian (gambar 1).
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Pada akhir penelitian, kenaikan berat badan pada
kelompok K2 lebih tinggi daripada kedua kelompok
perlakuan secara signifikan masing-masing Yyaitu
p=0,041(P1) dan p=0,23(P2), (p<0,05),sedangkan
berat badan antara kelompok perlakuan (P1 dan P2)
tidak berbeda dengan nilai p=0,780 (p>0,05) (gambar
1).
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Gambar 1. Diagram perJB'gHan berat badan tikus
selama percobaan.
Ket: @ = K1, m=K2, A=P1dan X = P2
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Gambar 2. Diagram perubahan kadar kolesterol total
darah tikus selama percobaan
Ket: € = K1, =K2, A=Pldan X =P2

Kadar kolesterol total darah di awal penelitian antara
kelompok menunjukkan tidak adanya perbedaan
dengan nilai p=0,726 (p>0,05) yang berarti antara
kelompok memiliki karakteristik kadar kolesterol total
darah yang homogen (gambar 2). Kenaikan kadar
kolesterol total darah terjadi pada ketiga kelompok
setelah  diinduksi  hiperkolestrolemia. Di  akhir
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penelitian, kadar kolesterol total darah pada kelompok
K2 terus meningkat, sedangkan kelompok perlakuan
mengalami penurunan. Kelompok P2 memiliki kadar
kolesterol total darah lebih rendah dibanding P2
(p=0,0001).

Pengaruh Kilorofilin Kadar Nitric Oxide (NO)
plasma

Hasil penelitian menunjukkan rerata kadar NO
plasma tertinggi pada kelompok K2 vyaitu
0,224+0,001uM , sedangkan terendah pada kelompok
P2 yaitu 0,203+0,015uM. Uji beda yang dilakukan
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan kadar NO
plasma di antara kelompok penelitian (p=0,018). Hal
tersebut dapat disimpulkan bahwa tidak ada pengaruh
pemberian klorofilin terhadap kadar NO plasma pada
tikus hiperkolesterolemia (tabel 1).
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Gambar 3. Diagram kadar NO plasma tikus di akhir
percobaan
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Gambar 4. Diagram kadar MDA plasma tikus di akhir
percobaan
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Pada akhir penelitian kelompok P2 memiliki kadar
MDA terendah di antara kelompok perlakuan yaitu
1,37+0,13 nmol/ml atau 57% lebih rendah daripada
kelompok K2, namun masih lebih tinggi dibanding
kelompok K1 yaitu 0,94+0,05 nmol/ml. Uji beda yang

Efek pemberian chlorophyllin ...

dilakukan menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
kadar MDA plasma di antara kelompok penelitian.
Hal ini berarti ada pengaruh pemberian klorofilin
terhadap kadar MDA plasma pada tikus
hiperkolesterolemia (tabel 1).

Tabel 1. Pengaruh klorofilin terhadap kadar nitric oxide plasma dan kadar malondialdehyde plasma

Kelompok perlakuan

Parameter K1 K2 P1 P2 p
Kadar NO (uM) 0,218+0,016  0,224+0,001 0,220+0,003  0,203+0,015 0,118°
Kadar MDA (nmol/ml) 0,94+0,05 2,40+0,11 1,94+0,07 1,37+0,13 0,0012

2Uji One Way Anova
®Uji Kruskal Wallis

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini induksi hiperkolesterolemia dapat
memicu kenaikan berat badan. Pemberian lemak
secara  terus  menerus  memicu  terjadinya
keseimbangan energi positif disebabkan lemak
memiliki nilai konversi yang lebih tinggi daripada
karbohidrat dan protein (4 kkal/g), yaitu 9 kkal/g.
Kelebihan asupan energi secara  akumulatif
menyebabkan menumpuknya jaringan lemak sehingga
memacu kenaikan berat badan pada tikus.*® Kenaikan
berat badan kelompok diinduksi hiperkolesterolemia
yang lebih tinggi daripada kelompok kontrol juga
ditemukan oleh Yan et al.’

Sintesa kolesterol di tubuh prosesnya melalui dua
jalur yaitu endogen dan eksogen. Dua pertiganya
dipenuhi melalui jalur endogen, sisanya dari eksogen
yaitu dari asupan makanan.'® Kandungan kolesterol
yang tinggi pada lemak babi (85,17 mg/100g)
meningkatkan sintesis kolesterol melalui jalur
eksogen.” Sintesis kolesterol juga dipicu dengan
adanya asam lemak jenuh, terutama dengan rantai C >
14.*> Asam lemak jenuh memicu sintesa kolesterol,
khususnya LDL-kolesterol dalam hati. Asam lemak
jenuh juga menurunkan ekspresi reseptor LDL dalam
hati sehingga terjadi akumulasi LDL di plasma dan
peningkatan pembentukan LDL dari VLDL.'® Lemak
babi mengandung tinggi asam lemak jenuh, terutama
jenis palmitat dan stearat (rantai C>14).

Pada penelitian ini tidak ditemukan perbedaan
kadar NO plasma antara kelompok penelitian. Induksi
hiperkolesterolemia maupun pemberian perlakuan
klorofilin tidak memberikan efek kadar NO plasma
dibanding kelompok kontrol teknik. Keadaan tersebut
menunjukkan bahwa induksi hiperkolesterolemia yang
diberikan tidak memiliki efek terhadap fungsi endotel.
Hasil penelitian ini mendukung Lorkowska et al,*®
tikus hiperkolesterolemia (hipertensi/non-hipertensi)
tidak mempengaruhi fungsi endotel dengan mengukur
kemampuan dilatasi pembuluh darah. Disfungsi
endotel ditemukan hanya pada tikus yang diinduksi

diet tinggi fruktosa yang memicu resistensi insulin
dan hipertrigliseridemia,?® walaupun pada penelitian
Garjani et al,®® keadaan hiperkolesterolemia dapat
memicu adanya disfungsi endotel dengan mengukur
kemampuan relaksasi pada pembuluh aorta thoracic.

Superoksida dismustase (SOD) merupakan enzim
utama yang berperan menetralkan superoksida (O:-)
menjadi hidrogen peroksida (H:02)yang kemudian
dikonversi menjadi air oleh katalase (CAT) dan
glutation peroksidase (GSH-Px).2? Menurut White et
al,? aktivitas SOD tidak cukup efektif mengikat Oz
yang meningkat pada keadaan hiperkolesterolemia.
Hal tersebut didukung oleh Wu JH et al,®* bahwa
aktivitas SOD tidak membaik meski diberikan
senyawa antioksidan. Penurunan kadar NO plasma
berkaitan dengan O, yang kadarnya tergantung
aktivitas SOD, namun baik kadar O, atau aktivitas
SOD pada penelitian ini tidak dapat dijelaskan dan
menjadi keterbatasan penelitian ini.

Pada penelitian ini, kadar NO terendah justru
terdapat di kelompok P2 dan tertinggi kelompok K2,
walaupun tidak berbeda signifikan. Kadar NO plasma
yang lebih rendah daripada kelompok K1 merupakan
tanda menurunnya ketersediaan biologis NO. Pada
keadaan hiperkolesterolemia disertai
hiperhomosisteinemia disebabkan homosistein
merupakan fraksi dari lipoprotein.?® Menurut Emsley
et al,® pemberian Cu?®* pada keadaan
hiperhomosisteinemia memicu penghambatan
relaksasi dimediasi NO. Konsentrasi Cu?* yang tinggi
menurunkan kemampuan enzim CAT dan SOD serta
mengkatalisis produksi O* dan H,O. sehingga
menyebabkan penurunan produksi NO endotel.?’
Konsentrasi Cu?* yang tinggi juga mengoksidasi LDL
yang kemudian memicu peroksidasi lipid sehingga
mengganggu fungsi normal sel endotel melalui
penurunan kadar NO.%% Berdasarkan mekanisme
tersebut diduga kandungan Cu?* pada Kklorofilin
mempengaruhi kadar NO plasma.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa klorofilin
berpengaruh terhadap kadar MDA plasma. Hasil ini
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mendukung penelitian Nurdin dkk (2008),** bahwa
pemberian Kklorofilin dari daun cincau dapat
menurunkan  kadar MDA pada  tikus
hiperkolesterolemia. Hasil penelitian serupa juga
didapatkan oleh Jiangwei M et al (2011),*° yang
menunjukkan bahwa pemberian antioksidan (ekstrak
Astragalus mongholicus) dapat menurunkan kadar
MDA pada tikus dengan diet tinggi kolesterol.
Keadaan hiperkolesterolemia dapat memicu terjadinya
peningkatan stres oksidatif akibat produksi berlebihan
dari radikal bebas, diantaranya yaitu O,", NO", radikal
hidroksi (OH") dan radikal lipid (LOH").% Peningkatan
radikal bebas berpotensi memicu terbentuknya
senyawa reaktif oksigen seperti H,O, dan senyawa
reaktif nitrogen seperti peroksinitrit (ONOO") atau
senyawa reaktif lain seperti asam hipoklorus
(HOCI).3t Senyawa reaktif tersebut kemudian bereaksi
dan mengoksidasi lipid yang tidak jenuh (PUFA)
pada membran sel atau disebut peroksidasi lipid yang
kemudian memicu kerusakan membran sel serta
komponen di dalam sel.*

Antioksidan berperan dalam mempengaruhi reaksi
rantai  tersebut dengan memindahkan produk
intermediet radikal bebas, menghambat agen oksidasi
lain.®® Pemberian senyawa antioksidan juga
berpengaruh meningkatkan aktivitas CAT dan GSH-
Px yang berfungsi dalam konversi H,O, menjadi air,
H,O, diketahui juga senyawa reaktif yang dapat
memicu peroksidasi lipid.?

Salah satu peran klorofilin yang sangat penting
adalah sebagai anti oksidan. Secara in vitro, klorofilin
melindungi sel dari stres oksidatif dengan menangkap
Reactive Oxygen Species (ROS) yang terbentuk,®
khususnya senyawa yang mengandung singlet oxygen
seperti OH-, 02 dan 10,.1° yang kemudian membentuk
senyawa kloroperoksi radikal yang mencegah adanya
peroksidasi lipid. Klorofilin juga berpengaruh efektif
mencegah peroksidasi lipid dalam keadaan enzim
SOD tidak aktif dan penurunan GSH-Px.??

SIMPULAN
Pemberian Klorofilin tidak memberikan pengaruh
pada kadar NO plasma pada tikus

hiperkolesterolemia. Pemberian klorofilin dosis 3,34
mg/200 g BB/hari memberikan pengaruh kadar MDA
plasma yang lebih rendah dibanding kelompok lain
yang hiperkolesterolemia.

SARAN
Perlu penelitian lebih lanjut dengan mengukur kadar

O, atau aktivitas SOD dan pemeriksaan fungsi
endotel lain seperti kemampuan relaksasi endotel.
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