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ABSTRAK

Latar Belakang: Diet tinggi lemak dapat menyebabkan hiperkolesterolemia yang berperan
terhadap terjadinya disfungsi endotel. Disfungsi endotel berhubungan dengan molekul adesi,
sitokin dan Reactive Oxygen Species yang memicu inflamasi sehingga berkembangnya
aterosklerosis. Beberapa studi telah membuktikan bahwa penurunan kadar kolesterol daj
memperbaiki fungsi endotel. Arginin, merupakan asam amino yang berperan pada sintesis
Nitrat Oksida yang berperan sebagai vasodilator, dan anti oksidan pada respon inflamasi.
Tujuan: Untuk mengetahui pengaruh arginin terhadap kadar IL-6, IL-17 dan TGF-p pada
tikus putih dengan diet tinggi lemak .

Metode: Empat kelompok tikus, yang terdiri masing-masing dari lima ekor diberi pakan
standar ditambah dengan lemak sapi selama lima minggu, dimana satu kelompok (PI) tidak
mendapat arginin dan tiga kelompok mendapatkan arginin dengan dosis 100 (P2), 200 (P3)
dan 400 (P4) mg/kg BB/hari selama 20 hari. Sebagai kontrol (K) adalah kelompok yang
hanya mendapat pakan standar. Pada akhir penelitian, kadar IL-6, IL-17 dan TGF-P diukur
dengan metode ELISA.

Hasil: Dari penelitian ini, diketahui bahwa terdapat peningkatan kadar kholesterol setelah
pemberian diet tinggi lemak. Kadar IL-6 pada kelompok perlakuan P2 (17,72+17,95).
P3(15,49+5,09) dan P4(27,60+18,88) lebih rendah dari pada kelompok kontrol (35,20+13,59)
dengan p<0,05. Kadar IL-17 pada kelompok perlakuan P2 (9,64+2,86), P3 (7,204+4,09, dan
P4 (11,90+0,88) lebih tinggi dari pada kelompok kontrol. Kadar TGF-p pada kelompok
perlakuan P2(13,27£5,96), P3(13,39+ 4,52), lebih rendah daripada kelompok kontrol (18,06
+10,97), tapi kadar P4 (17,59+7,37) tidak berbeda secara signifikan dengan kelompok
kontrol.

Kesimpulan: Arginin berperan pada sitokin yang berperan pada inflamasi karena
hiperkolesterolemia akibat diet tinggi lemak.

Kata kunci: diet tinggi lemak, hiperkolesterolemia, IL-6,IL-17 dan TGF-P

LATAR BELAKANG

Makanan, baik yang berasal dari hewani maupun nabati mengandung tiga
makronutrien utama yaitu lemak, karbohidrat dan protein. Lemak berperan peran penting
dalam menjaga kesehatan kulit dan rambut, melindungi organ tubuh terhadap getaran,
menjaga suhu tubuh, dan meningkatkan fungsi sel yang sehat (Nelson & Cox, 2005). Asupan
lemak yang terkandung dalam makanan akan dipecah oleh enzim lipase menjadi asam lemak,
yang dibutuhkan oleh tubuh karena mengandung energi tinggi. Asam lemak esensial
dibutuhkan untuk transprtasi dan absorbsi vitamin yang larut dalam lemak seperti vitamin
AD,E, dan K. Diet lemak tinggi dapat meningkatkan kolesterol dalam darah
(hiperkolesterolemia) yang menyebabkan akumulasi kolesterol dalam makrofag sehingga
memicu respon inflamasi. Meskipun respon inflamasi memberikan efek menguntungkan
dalam mengatasi infeksi, tetapi akan memberikan efek merugikan pada penyakit yang
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Berdasarkan rantai hidrokarbonnya, asam lemak terdiri dari asam lemak jenuh dan

asam, lemak kak “ewck. Nsam \emal\t jernih terdapat dalam produk hewani seperti susu, krim,
keju, dan daging berlemak. Juga terdapat dalam beberapa produk nabati termasuk minyak
kelapa, minyak biji palm dan vegetable shortening. Asupan dalam jumlah banyak, secara
signifikan akan meningkatkan kadar kolesterol LDL dan HDL. Asam lemak tak jenuh
terdapat dalam minyak tumbuh-tumbuhan seperti minyak dari zaitun, kacang tanah, jagung,
kacang kedelai, dan biji bunga matahari. Asam lemak ini menurunan kadar kolesterol HDL
dan LDL dalam darah. LDL akan menyebabkan terjadinya disfungsi endotel memicu
ekspresi sitokin, kemoatraktan dan molekul adesi sehingga monosit dapat bermigrasi ke sub
endotel, yang merupakan proses inflamasi. Disfungsi endotel melipu merupakan tahap awal
teijadinya aterosklerosis (Nelson & Cox, 2005: Liby, 2011).

Disfungsi endotel menyebabkan peningkatan permeabilitas pembuluh darah sehingga
LDL mampu menembus lapisan endotel dan terakumulasi dalam makrofag, membentuk sel
busa yang akan memicu produksi sitokin pro-inflamasi. Makrofag akan memproduksi 1L-12
dan IL-18 yang menginduksi IFN-y, dimana IFN-y menyebabkan diferensiasi T naive
menjadi Thl yang aterogenik. Disamping itu makrofag juga memproduksi sitokin anti-
mflamasi IL-10 dan TGF-P yang memicu diferensiasi Treg. IL-6 bersama TGF-P dan IL-23
memicu sel Thl7 untuk memproduksi IL-17. Sitokin dan growth factors menyebabkan
proliferasi otot polos yang akan memicu timbulnya plak aterosklerosis (Zhou, et al., 2007,
Takatori, et al., 2009).

IL-17 merupakan sitokin pro-inflamasi yang memiliki enam isoform dengan lima
subunit reseptor. Sel sel yang dapat diaktivasi oleh IL-17 adalah sel epitel, endotel, dan
fibroblas, disamping itu juga makrofag dan sel dendrit. Jalur aktivasi IL-17 yang teijadi
melalui nuclearfactor (NF)-KB akan menyebabkan ekspresi gen sitokin pro-inflamasi seperti
tumour necrosis factor-a (TNF-a), IL-1, IL-6, dan granulocyte-macrophage colony-
stimulatingfactor (GM-CSF)], Kemokin, matrix metalloproteinases dan peptida antimikroba.
IL-17 meningkatkan granulocyte colony-stimulatingfactor (G-CSF) untuk rekrutmen netrofil
ke tempat inflamasi. Hai ini berhubungan dengan dugaan bahwa IL-17 berperan pada
pembentukan plak aterosklerosis (Gafen,2009; Outfella et al.,2011; Liuzzo et al.,2013). IL-6
adalah sitokin yang bersifat pleitropik, disekresi oleh sel sel dari sistem imun non-spesifik
seperti sel dendrit, monosit, makrofag sel mast, limfosit B, fibroblas, endotel, keratinosit dan
sel T yang teraktivasi. Banyak penelitian yang telah membuktikan bahwa IL-6 berperan
penting untuk mengatur keseiimbangan antara Thl 7 yang menghasilkan IL 17 dan Treg. IL-
16 bersama dengan TGFp IL-17 menginduksi diferensiasi T naive menjadi TH17,
sebaliknya, IL-6 menginhibisi diferensiasi T naive menjadi Treg. TGF-P merupakan sitokin
yang multifungsi, diproduksi oleh sel non-imun dan imun, termasuk makrofag. Meskipun
telah diketahui bahwa TGF-P berperan penting pada regulasi seluler, namun masih banyak
yang belum diketahui jalur aktivasinya. Protease, integrin, pH dan reactive oxygen species
(ROS) merupakan faktor yang diketahui berperan untuk mengaktivasi TGF-P (Das, ef al.,
2009; Sanjabi, et al., 2009; Gutcher, et al., 2011).

Arginin merupakan asam amino yang berperan sebagai substrat untuk sintesis nitric
oxide (NO) oleh endotel secara invivo melalui konversi oleh endothelial nitric oxide synthase
(eNOS). Oksida nitrat berperan penting untuk mempertahankan homeostasis sistem
kardiovaskuler dengan mengatur vasodilatasi. Disamping itu NO berperan untuk
angiogenesis, menghambat proliferasi sel otot polos pembuluh darah, mengurangi ekspresi
molekul adesi dan menghambat pelepasan endotelin-1 yang berperan pada mekanisme
vasokonstriksi pembuluh darah (Gomic & Creager, 2004). Arginin dipergunakan sebagai
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terapi untuk penyakit yang berhubungan dengan sirkulasi seperti penyakit jantung koroner,
demensia, dan disfungsi erksi, atau sebagai suplemen pada penyakit infeksi, penyembuha
luka, dan peningkatan kemampuan atlit. Penggunaan arginin dapat memberikan efek samping
berupa penununan tekanan darah, gangguan pernafasan, edema tungkai, nyeri dada, sakit
kepala, mual dan muntah, dan peningkatan risiko infeksi herpes simpleks (Oomen et al.,200).

METODE

Hewan coba dalam penelitian ini adalah 25 ekor tikus putih Rattus norvegicus jantan
galur Wistar umur 8 minggu dengan berat badan 200-300 gram, diperoleh dari Peternakan
Hewan Coba Fakultas Farmasi universitas Andalas. Hewan coba dibagi atas 5 kelompok
dimana satu kelompok merupakan kelompok kontrol (K) yang diberi diet pakan normal, dan
empat kelompok yang lain (PI, P2 ,P3 dan P4) mendapat tambahan lemak sapi dalam bentuk
cair melalui sonde 2ml/200kgBB/hari (Susanti, 2014; Yunita, 2014). Setelah dua minggu,
dilakukan pemeriksaan kadar kolesterol total untuk menentukan status hiperkolesterolemia
pada hewan coba. Kemudian pada tiga kelompok hewan coba hiperkolesterolemi yaitu P2,
P3 dan P4 diberikan arginin masing-masing dengan dosis 100 mg/kgBB/hari,
200mg/kgBB/hari dan 400mg/kgBB/hari selama 20 hari. Setelah perlakuan yaitu pada akhir
minggu kelima dilakukan pemeriksaan kadar IL-6, IL-17 dan TGF-P serum darah hewan
coba dengan metode ELISA, dan data yang diperoleh diolah secara statistik. Penelitian ini
telah mendapatkan rekomendasi dari Komite Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas
Andalas.

HASIL

Dari hasil penelitian, setelah pemberian lemak sapi pada empat kelompok hewan
coba, terlihat adanya perbedaan kadar kolestreol darah total pada kelompok perlakuan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol seperti terlihat pada tabel 1.

No Kelompok Rata-Rata+SD
1 K 55.60£2.61
2 PI 88.60+8.03
3 P2 86.70+6.63
4 P3 83.44+8.40
5 P4 90.43+6.05

Tabel 1: Rerata Kadar Kolesterol (mg/dl) Pada Kelompok Kontrol (K), Kelompok Diet
Tinggi Lemak (P2), Kelompok Diet Tinggi Lemak Dengan Pemberian Arginin 100 mg/kgBB
(P2), 200mg/kgBB (P3) dan 400mg/kgBB (P4)

Hasil pemeriksaan sitokin IL-6, IL-17 dan TGF-P terlihat pada tabel 2. Dengan
mempergunakan uji Kolmogorof Smirnof diketahui bahwa kadar IL-6 terdistribusi normal
denganp value 0,165, sehingga data diolah menggunakan uji one way ANOVA. Pada hewan
coba hiperkolesterolemia yang tidak mendapat arginin (P1) lebih tinggi daripada kelompok
kontrol dan kelompok hewan coba hiperkolesterolemia yang mendapat arginin (P2, P3 dan
P4). Dengan uji adar IL-6 terdistribusi normal, sehingga dengan uji one way ANOVA, rerata
kadar IL-6 pada kelompok hewan coba hiperkolesterolemia yang mendapat arginin (P2, P3,
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J- e terlihat lebih rendah dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapat arginin
maupun kelompok kontrol (p<0,05). Kadar IL-6 pada kelompok hiperkolesterolemia
mendapat arginin dengan dosis 400mg/kgBB cenderung lebih tinggi dibandingkan

kelompok yang mendapat arginin dengan dosis 100 dan 200 mg/kgBB, walaupun

berbeda secara statistik (p> 0,05)

2: Rerata Kadar IL-6, IL-17 dan TGF-P Pada Kelompok Kontrol (K), Kelompok Diet
Lemak (P2), Kelompok Diet Tinggi Lemak Dengan Pemberian Arginin 100 mg/kgBB
(P2), 200mg/kgBB (P3) dan 400mg/kgBB (P4)

Kelompok IL-6 (pg/ml) IL-17 (pg/ml) TGF-P (pg/ml)

1 K 35.20+13.59 0.67+0.22 18.06 £10.97
2 Pl 98.72+13.59 2.96+2.15 11.49 +4.92
t 3 P2 17.72+17.95 9.64+2.86 13.2745.96
4 P3 15.49+£5.09 7.20+4.09 13.39+4.52
5 P4 27.60+18.88 11.90=1-4.88 17.59+7.37

Kadar IL-17 pada kelompok hewan coba hiperkolesterolemia (P) lebih tinggi
ingkan kelompok kontrol yang mendapat pakan standar (K). Pada kelompok hewan
hiperkolesterolemia yang mendapatkan arginin (P2, P3 dan P4) terlihat kadar IL-17
tinggi daripada yang tidak mendapatkan arginin (Pl). Kadar IL-17 paling tinggi
pada kelompok hewan coba hiperkolesterolemia yang mendapat arginin dengan
400 mg/kgBB/hari dengan perbedaan yang signifikan secara statistik (p<0,05).
Kadar TGF-p pada hewan coba hiperkolesterolemia lebih rendah dibandingkan

kelompok kontrol. Namun pada kelompok hiperglikemia yang mendapat arginin
dosis 400 mg/kgBB/hari (P4) terlihat kadar TGF-P tidak berbeda dengan kelompok

1(P>0,05).
Usl1

Dari hasi peneliti;m ini, pemberian diet lemak tinggi yang berasal dari lemak sapi

a dua minggu telah meningkatkan kadar kolesterol darah pada hewan coba. Lemak sapi

andung asam lemak jenuh dan kolesterol, yang bila dikonsumsi akan diabsorbsi dalam
cerna dalam bentnk kilomikron dan masuk kedalam aliran darah. Enzim lipoprotein
dfpermukaan endote/ mengkatalisis pemecahan trigliserida didalam kiiomikron
i lemak bebas dan energi. Konsumsi lemak tinggi secara signifikan tidak hanya
gkatkan kadar kolesterol LDL, akan tetapi sekaligus meningkatkan kadar kolesterol

cengan demikian secara otomatis meningkatkan kadar kolesterol total darah,
busanti (2014) dan memperlihatkan bahwa pemberian lemak sapi pada hewan

A j8 hari meningkatkan kadar kolesterol darah total. SV er al. yangmddallm
memberikan diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol selama tiga minggu
mendapatkan bahwa terjadi peningkatan kolesterol total, LDL dan OxLDL.

IL-6 pada kelompok hewan coba dengan diet lemak tinggi dibandingkan
mkontrol yang mendapat diet pakan standar. Hal ini disebabkan karena
LDL akan menyebabkan disfuhgsi endotel, sehingga makrofag yang
menjadi sel busa akan mengktifasi sel imun untuk memproduksi IL-6. IL-6
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can P4) terlihat lebih rendah dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapat arginin
(PI), maupun kelompok kontrol (p<0,05). Kadar IL-6 pada kelompok hiperkolesterolemia
yang mendapat arginin dengan dosis 400mg/kgBB cenderung lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok yang mendapat arginin dengan dosis 100 dan 200 mg/kgBB, walaupun
tsdak berbeda secara statistik (p> 0,05)

Tabel 2: Rerata Kadar IL-6, IL-17 dan TGF-P Pada Kelompok Kontrol (K), Kelompok Diet
Tinggi Lemak (P2), Kelompok Diet Tinggi Lemak Dengan Pemberian Arginin 100 mg/kgBB
(P2), 200mg/kgBB (P3) dan 400mg/kgBB (P4)

Kelompok IL-6 (pg/ml) IL-17 (pg/ml) TGF-p (pg/ml)

1 K 35.20£13.59 0.67+0.22 18.06 £10.97
2 Pl 98.72+13.59 2.96+2.15 11.49+4.92
3 P2 17.72+17.95 9.64+2.86 13.2745.96
4 P3 15.49+5.09 7.20+4.09 13.39+4.52
5 P4 27.60+18.88 11.90+4.88 17.59+7.37

Kadar IL-17 pada kelompok hewan coba hiperkolesterolemia (P) lebih tinggi
iingkan kelompok kontrol yang mendapat pakan standar (K). Pada kelompok hewan
hiperkolesterolemia yang mendapatkan arginin (P2, P3 dan P4) terlihat kadar IL-17
tinggi daripada yang tidak mendapatkan arginin (P1). Kadar IL-17 paling tinggi
>at pada kelompok hewan coba hiperkolesterolemia yang mendapat arginin dengan
400 mg/kgBB/hari dengan perbedaan yang signifikan secara statistik (p<0,05).

Kadar TGF-P pada hewan coba hiperkolesterolemia lebih rendah dibandingkan

san kelompok kontrol. Namun pada kelompok hiperglikemia yang mendapat arginin
pn dosis 400 mg/kgBB/hari (P4) terlihat kadar TGF-P tidak berbeda dengan kelompok
>1(p>0,05).

:KUSI

Dari hasi penelitian ‘ini, pemberian diet lemak tinggi yang berasal dari lemak sapi
ia dua minggu telah meningkatkan kadar kolesterol darah pada hewan coba. Lemak sapi
igandung asam lemak jenuh dan kolesterol, yang bila dikonsumsi akan diabsorbsi dalam
ran cerna dalam bentuk kilomikron dan masuk kedalam aliran darah. Enzim lipoprotein
jfease dipermukaan endotel mengkatalisis pemecahan trigliserida didalam kilomikron
;ascajadi lemak bebas dan energi. Konsumsi lemak tinggi secara signifikan tidak hanya
|®emngkatkan kadar kolesterol LDL, akan tetapi sekaligus meningkatkan kadar kolesterol
_ darah, dengan demikian secara otomatis meningkatkan kadar kolesterol total darah.
|'teelitian Susanti (2014) dan memperlihatkan bahwa pemberian lemak sapi pada hewan
jjpfea selama 18 hari meningkatkan kadar kolesterol darah total. Shi et al. yang melakukan
ilitian dengan memberikan diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol selama tiga minggu
.baboon, mendapatkan bahwa teijadi peningkatan kolesterol total, LDL dan OxLDL.

Kadar IL-6 pada kelompok hewan coba dengan diet lemak tinggi dibandingkan
;an kelompok kontrol yang mendapat diet pakan standar. Hal ini disebabkan karena
erol LDL akan menyebabkan disfungsi endotel, sehingga makrofag yang
formasi menjadi sel busa akan mengktifasi sel imun untuk memproduksi IL-6. IL-6
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sebagai mediator solubel yang berfungsi sebagai regulator inflamasi vaskuler, akan be
dari lapisan sub mukosa kedalam lumen, sehingga kadar IL-6 dalam darah terdeteksi
tinggi pada kelompok hewan coba dengan diet lemak tinggi. Arginin berperan se
prekusor untuk pembentukan NO oleh sel endotel, sehingga pemberian arginin
meningkatkan kembali NO yang berkurang akibat proses inflamasi. Dalam hal ini ar:
berperan dalam regenerasi endotel. Oomen et al/, 2000 melakukan penelitian
mengetahui apakah diet arginin menurunkan risiko kematian penderita penyakit ja
koroner pada kelompok usia lanjut, dengan hipotesis bahwa arginin yang merup
prekusor NO dapat memperbaiki disfungsi endotel dan meningkatkan aktivasi trombosit
aterosklerosis. Dari hasil penelitian tersebut, ternyata tidak terdapat hubungan antara
arginin dengan angka kematian penyakit jantung koroner, karena tidak terukurnya as
arginin yang dikonsumsi. Hasil penelitian Tousoulis ef al, 2002 menemukan
pemberian arginin secara oral dalam waktu lama pada penderita dengan hiperkolesterok
hipertensi, dan perokok dapat memperbaiki fungsi endotel, namun tidak memberikan
pada fungsi endotel penderita diabetes melitus.

Kadar IL-17 pada penelitian ini memperlihatkan bahwa hewan coba den:
hiperkolesterolemia karena diet tinggi lebih tinggi daripada“hewan coba dengan diet p
standar. Kolesterol merupakan faktor aterogenik pada dalam pembuluh darah, yang me
respon imun non-spesifik maupun spesifik. IL-17 dapat berperan ganda yaitu sel
proaterogenik dan sebagai proteksi terjadinya aterosklerosis. Pada jaringan p'
aterosklerosis, IL-17 memperlihatkan efek proaterogenik, dimana terlihat ekspresi IL-17
IFN-y yang berperan untuk menginduksi proses inflamasi. Induksi IL-17 dengan ada
sitokin anti-inflamasi akan memberikan efek protektif darn regulasi (Taleb et al,2]
Zaragosa et «/.,2014). Pada penelitian ini kadar IL-17 pada kelompok hewan coba
hiperkolesterolemia lebih tinggi daripada kelompok kontrol, dalam hal ini selama ti
minggu pemberian argini, endotel masih berada pada tahap aterorosklerosis, dimana IL-il
berperan sebagai faktor aterogenik.

Dari hasil penelitian ini, kadar TGF-P pada kelompok hewan coba dengan diet tir
lemak, lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Zhou et al,2C
melakukan penelitian yang membuktikan bahwa pemberian pakan diet tinggi kolesterol
poloksamer pada mencit, akan meningkatkan kadar kolesterol dan trigliserida da
Hiperkolesterolemia yang parah, menyebabkan peningkatan TGF-p 1 dalam darah, pada lesi§
terlihat peningkatan TGF-P 1, sel CD4 dan Th3 pada lesi. Arginin pada kelompok hewan coba?
hiperkholesterolemia berperan sebagai imunoregulator yaitu sebagai imunosupresif p
inflamasi. TGF-P dan IL-6 akan memicu Thl7 untuk memproduksi IL-17 dan IL-10, dim
dalam hal ini IL-17 dapat menimbulkan efek anti-inflamasi melalui supresi diferensiasi sel.
Thl patogen.

KESIMPULAN

Arginin berperan terhadap kadar IL-6 dan IL-17 sebagai sitokin pro-inflamasi dan
TGF-P sebagai sitokin anti-inflamasi pada hiperkolesterolemia akibat diet tinggi lemak
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