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Abstrak

Inflamasi vaskular merupakan kondisi patologis yang mendasari terjadinya gangguan pada pembuluh darah. NADPH
oksidase merupakan enzim sentral yang mengaktivasi kaskade inflamasi sehingga dihasilkan superoxide (Reactive
Oxygen Species), aktivasi sel fagosit, pengeluaran sitokin proinflamasi dan kerusakan jaringan vaskular.

Aktivasi PPAR y akan menginhibisi faktor transkripsi NF-xB dan menurunkan ekspresi gen sitokin proinflamasi.
Pioglitazon dan telmisartan berkerja sebagai full dan partial agonis PPAR-y. Diharapkan kedua agen ini dapat berperan
dalam mencegah inflamasi vaskular dengan aktivasi PPAR .

Tikus Wistar jantan usia 10 minggu (n= 30) dilakukan randomisasi ke dalam enam kelompok, 5 ekor tikus tiap
kelompok, perlakuan selama 8 minggu. Kelompok 1 :kontrol negatif. Kelompok 2 : diberi NaCl 8% dan aquades 5 ml.
Kelompok 3 dan 4 : diberi NaCl 8% serta pioglitazon secara berurutan dengan dosis 3 mg/kgBB dan 6 mg/kgBB.
Kelompok 5 dan 6 : diberi NaCl 8% serta telmisartan secara berurutan dengan dosis 6 mg/kgBB dan 12 mg/kgBB.
Kadar TGF-B dan IL-10 dianalisis dengan ELISA. Uji ANOVA dilanjutkan dengan pos hoc test (Boferroni test)
digunakan untuk menganalisis variabel.

Kadar TGF B1 dan IL-10 kelompok 3-6 menunjukkan penurunan signifikan dibandingkan kelompok 2. Telmisartan
dan pioglitazon menurunkan kadar TGF-B1 dan IL-10 pada jaringan aorta tikus putih seiring peningkatan dosis.

Kata kunci : telmisartan, pioglitazon, TGF 1, IL 10, aorta

Abstract

Vacsular inflammation is a pathological condition that responsible for initiation of vascular damage. NADPH oxidase
is a central enzym that activate inflammation cascade to produce Reactive Oxygen Species, phagocyte activation,
cytokine proinflammation release and vascular damage.

PPAR y activation will inactivate transcription factor NF-kB and down regulate gene expression for cytokine
proinflammation. Pioglitazon and telmisartan have a potential as full agonis and partial agonis PPAR-y. It is expected
that pioglitazon and telmisartan have optimal effect to decrease vascular inflammation.

Ten-week-old male Wistar Rat (n = 30) were randomized into six groups, and each group consisted of 5 rats. Group 1 :
negative control. Group 2 : rats were induced by intake Nacl 8% doses 2% body weight for eight weeks. Group 3 :
rats were induced by intake Nacl 8% doses 2% body weight and pioglitazon 3 mg/kgBB for eight weeks. Group 4 : rats
were induced by intake Nacl 8% doses 2% body weight and pioglitazon 6 mg/kgBB for eight weeks. Group 5 : rats
were induced by intake Nacl 8% doses 2% body weight and telmisartan 6 mg/kgBB and group 6: rats were induced by
intake Nacl 8% doses 2% body weight and telmisartan 12 mg/kgBB for eight weeks. TGF-41 and IL-10Collagen were
assessed by ELISA. ANOVA test followed pos hoc test (Bonferroni test) was used to analyzed each variable.

TGF-B1 and IL-10 significantly decreased in group 3-6 compared in group 2. Pioglitazon and telmisartan decrease
TGF-B1 and IL-10 in aorta tissue wistar rats.
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1. Pendahuluan

Proses inflamasi vaskular merupakan kondisi
patologis yang mendasari terjadinya berbagai
gangguan vaskular, seperti peripheral arterial
disease (PAD) yang berujung pada terjadinya
aterosklerosis dan oklusi pembuluh darah
perifer.! Proses penyempitan dan oklusi
pembuluh darah perifer ini akan berdampak
serius terhadap organ-organ target, seperti
jantung, otak, dan ginjal. Gangguan pembuluh
darah perifer pada organ jantung akan
menyebabkan terjadinya serangan jantung,
sedangkan gangguan pembuluh darah perifer
pada organ otak dan ginjal akan menyebabkan
terjadinya stroke dan gagal ginjal.?

NADPH oksidase merupakan enzim
sentral yang berperan dalam proses inflamasi
vaskular. Aktivasi NADPH oksidase akan
mengaktivasi kaskade inflamasi sehingga

dihasilkan superoxide (Reactive Oxygen
Species). ROS menyebabkan terjadinya
rekrutmen dan aktivasi sel-sel fagosit,

terutama makrofag. Aktivasi makrofag akan
menyebabkan  pengeluaran  sitokin  pro-
inflamasi, seperti TNF o, IL-6 dan IL-12 serta
terjadi pengeluaran ROS (Reactive Oxygen
Species).  Sitokin  pro-inflamasi  akan
menyebabkan teraktivasinya sel limfosit T
helper (sel Th 1). Aktivasi Sel Thl akan
meningkatkan aktivitas makrofag sehingga
terjadi pengeluaran ROS (Reactive Oxygen
Species) yang lebih optimal. ROS (Reactive
Oxygen Species) akan menyebabkan terjadinya
inflamasi jaringan vaskular secara langsung.
Penelitian Shuangtao menunjukkan pengaruh
suplementasi natrium klorida 8% dalam
mengaktivasi produksi ROS pada jaringan
vaskular  tikus putih  melalui  aktivasi
angiotensin 11 dan NADPH oksidase.’
Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y (PPAR y) merupakan faktor
transkripsi yang terikat pada membran nukleus
yang diyakini memiliki efek antiinflamasi
poten. Aktivasi PPARs oleh ligand akan
menyebabkan inhibisi faktor transkripsi NF-
kB, yang selanjutnya akan menurunkan
ekspresi gen sitokin inflamasi sehingga akan

menurunkan respon inflamasi.> Pioglitazon
dan telmisartan merupakan agen yang berkerja
masing-masing sebagai full agonis dan partial
agonis PPAR-y. Pioglitazon selama ini
digunakan sebagai obat anti diabetes golongan
thiazolidinnediones (TZD) sedangkan
telmisartan merupakan obat anti hipertensi
golongan angiotensin | receptor blockers
(ARB).

Pemberian pioglitazon dan telmisartan
dengan variasi dosis diharapkan dapat
berpengaruh terhadap sitokin antiinflamasi,
TGF-p1 dan IL-10 pada jaringan vaskular
tikus putih Wistar model inflamasi vaskular.

2. Metode

Hewan Coba

Tikus Wistar jantan, usia 10 minggu dan berat
badan antara 150-200g, didapatkan dari
Laboratorium  Penelitian dan  Pengujian
Terpadu (LPPT) Universitas Gadjah Mada
(UGM) Unit 4 Yogyakarta. Kegiatan
penelitian ini telah mendapat persetujuan etik
dari komisi etik LPPT UGM.

Prosedur Penelitian

Tikus Wistar jantan usia 10 minggu (n=
30) dilakukan randomisasi ke dalam enam
kelompok, tiap kelompok 5 ekor tikus.
Kelompok 1 : kontrol negatif. Kelompok 2 :
diberi NaCl 8% dosis 2% berat badan selama 8
minggu dan aquades 5 ml. Kelompok 3: diberi
NaCl 8% dosis 2 % berat badan dan
pioglitazon 3 mg/kgBB, kelompok 4: diberi
NaCl 8% dosis 2 % berat badan dan
pioglitazon 6 mg/kgBB, kelompok 5: diberi
NaCl 8% dosis 2% berat badan dan telmisartan
6 mg/kgBB dan kelompok 6 : diberi NaCl
8% dosis 2% berat badan dan telmisartan 12
mg/kgBB selama 8 minggu.®

Pengambilan Jaringan

Tikus dilakukan anestesi dengan eter dan
didekapitasi. Organ jantung segera diisolasi
dari rongga dada dan dilakukan pengambilan
aorga guna pemeriksaan kadar TGF-B1 dan IL-
10.
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Analisis TGF-p1

Sampel (50 mg) dicuci dengan PBS 1%
sebanyak 5 kali hingga bersih. Sampel
ditumbuk  dengan  mortar,  kemudian
tambahkan 0,5 mL sample buffer dan
sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan diambil. Solid
phase sandwich ELISA (Rat TGF-B1 ELISA
kit, Boster) digunakan untuk analisis
konsentrasi TGF-B1. Masukkan sampel dan
standar ke mikroplate, kemudian inkubasi pada
suhu 37°C selama 90 menit. Tambahkan
biotinylated antibodi dan inkubasi plate pada
suhu 37°C selama 60 menit, cuci 3 kali dengan
PBS 0,01M. Tambahkan ABC working
solution dan inkubasi plate pada suhu 37°C
selama 30 menit. Cuci plate dengan PBS 0,01
M. Tambahkan TMB colour developing agent
dan inkubasi plate pada suhu 37°C selama 20
menit. Tambahkan TMB stop solution dan
baca nilai OD pada mikroplate reader 450 nm.
Selanjutnya, dibuat kurva standar antara nilai
OD dengan konsentrasi sehingga didapatkan
konsentrasi kadar TGF-B1 dalam pg/mL.

Analisis IL-10

Sampel (50 mg) dicuci dengan PBS 1%
sebanyak 5 kali hingga bersih. Sampel
ditumbuk  dengan mortar, kemudian
tambahkan 0,5 mL sample buffer dan
sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan diambil. Solid
phase sandwich ELISA (Rat IL-10 ELISA Kit,
Boster) digunakan untuk analisis konsentrasi
IL-10. Masukkan sampel dan standar ke
mikroplate, kemudian inkubasi pada suhu
37°C selama 90 menit. Tambahkan
biotinylated antibodi dan inkubasi plate pada
suhu 37°C selama 60 menit, cuci 3 kali dengan
PBS 0,01M. Tambahkan ABC working
solution dan inkubasi plate pada suhu 37°C
selama 30 menit. Cuci plate dengan PBS 0,01
M. Tambahkan TMB colour developing agent
dan inkubasi plate pada suhu 37°C selama 20
menit. Tambahkan TMB stop solution dan
baca nilai OD pada mikroplate reader 450 nm.
Selanjutnya, dibuat kurva standar antara nilai

OD dengan konsentrasi sehingga didapatkan
konsentrasi kadar 1L-10 dalam pg/mL.

Statistik

Hasil analisis ditampilkan sebagai mean +
SEM. Berat badan dibandingkan antar
kelompok dengan uji ANOVA dilanjutkan
dengan pos hoc (bonferroni test). Rerata
konsentrasi TGF-p1 dan fraksi volume
kolagen dibandingkan antar kelompok dengan
uji ANOVA dilanjutkan pos hoc (Bonferroni
test). Perbedaan bermakna secara statistik
apabila p< 0,05.

3. Hasil

Berat Badan Hewan Coba

Tabel 1 menunjukkan terjadi penambahan
berat badan hewan coba antara sebelum
perlakuan dan setelah perlakuan. Penambahan
berat badan hewan coba terjadi pada semua
kelompok hewan coba, sebagaimana terlihat
pada Tabel 1 dibawah ini.

Tabel 1. Rerata berat badan hewan coba sebelum
dan setelah perlakuan

Kelom Rerata Rerata Penambaha
pok Berat Berat n berat
Badan Badan badan (g)
sebelum setelah (Mean +
perlakuan  perlakuan SEM)_
(9) (9
(Mean £ (Mean %
SEM) SEM)
1 196,58 +1,8 233,39 + 36,81+1,6
2 183,40 + 3,8 0.3 48,57 + 3,13
3 183,28 + 2311’%7 * 44 47 + 3,54
4 3,29 . 3741403
187,84 + 3,2 227,75+
5 T 2.7 43,38 +4,11
6 186,90+ oy595+  3836+421
3,28
1,1
18; 32 T 23028+
! 2,1
226,34 +

2,5
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Keterangan :

e Kelompok 1: kelompok hewan coba yang
tidak mendapat asupan natrium klorida,
pioglitazon maupun telmisartan

e Kelompok 2: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan aquadest 5 mL

e Kelompok 3: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 6 mg/kgBB

e Kelompok 4: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 12 mg/kgBB

e Kelompok 5: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 3 mg/kgBB

e Kelompok 6: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 6 mg/kgBB

Kadar TGF-p1 Jaringan Aorta Hewan
Coba

Tabel 2 menunjukkan kadar TGF-B1 pada
jaringan aorta hewan coba kelompok 1,2, 3, 4,
5 dan 6. Berdasarkan uji one- way ANOVA
terdapat perbedaan yang bermakna antara
kelompok 1,2,345, dan 6, p = 0,00.
Selanjutnya, berdasarkan pos hoc test
didapatkan adanya perbedaan yang bermakna
antara kelompok 1 dan kelompok 2, p = 0,00.
Hasil ini  menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna kadar TGF- B1
antara kelompok yang mendapat suplementasi
natrium klorida 8% dengan kelompok yang
tidak mendapat suplementasi natrium klorida
8%.
Berdasarkan pos hoc test , terdapat perbedaan
yang bermakna antara kelompok 2 dengan
kelompok3, 4, 5, dan 6 masing-masing p=0,00.
Hasil ini  menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna kadar TGF-B1antara
kelompok yang tidak mendapat telmisartan
ataupun pioglitazon dengan kelompok yang
mendapat telmisartan dosis 6 mg/kgBB dan 12

mg/kgBB serta dengan kelompok yang
mendapat pioglitazon 3 mg/kgBB dan 6
mg/kgBB.

Tabel 2. Kadar TGF-B1 Jaringan Aorta dengan
Pemeriksaan ELISA

No. Kelompok Kadar TGF-B1 (pg/mL)

(Mean = SEM)

1. Kelompok 1 90,05 + 4,28

2.. Kelompok 2 136,41 £ 6,19

3. Kelompok 3 69, 96 + 3,51

4. Kelompok 4 43,97+ 3,25

5. Kelompok 5 99,65+ 4,12

6. Kelompok 6 49,76 + 4,34
Keterangan :
e Kelompok 1 : kelompok hewan coba

yang tidak mendapat asupan natrium
klorida, pioglitazon maupun telmisartan

e Kelompok 2 : kelompok hewan coba
yang mendapat natrium klorida 8% dosis
2% berat badan hewan coba dan aquadest 5
mL

e Kelompok 3 : kelompok hewan coba
yang mendapat natrium klorida 8% dosis
2% berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 6 mg/kgBB

e Kelompok 4 : kelompok hewan coba
yang mendapat natrium klorida 8% dosis
2% berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 12 mg/kgBB

e Kelompok 5 : kelompok hewan coba
yang mendapat natrium klorida 8% dosis
2% berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 3 mg/kgBB

e Kelompok 6 : kelompok hewan coba yang
mendapat natrium Kklorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 6 mg/kgBB

Kadar IL-10 Jaringan Aorta Hewan Coba
Tabel 3 menunjukkan kadar IL-10 pada
jaringan aorta hewan coba kelompok 1,2, 3, 4,
5 dan 6. Berdasarkan uji one- way ANOVA
terdapat perbedaan yang bermakna antara
kelompok 1,23,45, dan 6, p = 0,00.
Selanjutnya, berdasarkan pos hoc test
didapatkan adanya perbedaan yang bermakna
antara kelompok 1 dan kelompok 2, p = 0,00.
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Hasil ini  menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna kadar IL-10 antara
kelompok yang mendapat suplementasi
natrium klorida 8% dengan kelompok yang
tidak mendapat suplementasi natrium klorida
8%.

Berdasarkan pos hoc test , terdapat
perbedaan yang bermakna antara kelompok 2
dengan kelompok3, 4, 5, dan 6 masing-masing
p=0,00. Hasil ini menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna kadar IL-10 antara
kelompok yang tidak mendapat telmisartan
ataupun pioglitazon dengan kelompok yang
mendapat telmisartan dosis 6 mg/kgBB dan 12
mg/kgBB serta dengan kelompok yang
mendapat pioglitazon 3 mg/kgBB dan 6
mg/kgBB.

Tabel 3. Kadar IL-10 Jaringan Aorta dengan
Pemeriksaan ELISA

No. Kelompok Kadar IL-10 (pg/mL)
(Mean £ SEM)
1. Kelompok 1 60,05 + 3,48
2.. Kelompok 2 116,41 + 4,69
3. Kelompok 3 49,96 + 3,11
4, Kelompok 4 23,97+ 3,25
5. Kelompok 5 49,65 + 3,82
6. Kelompok 6 29,76 + 4,34
Keterangan :

e Kelompok 1: kelompok hewan coba yang
tidak mendapat asupan natrium klorida,
pioglitazon maupun telmisartan

e Kelompok 2: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan aquadest 5 mL

e Kelompok 3: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 6 mg/kgBB

e Kelompok 4: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan telmisartan
dosis 12 mg/kgBB

e Kelompok 5: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium Kklorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 3 mg/kgBB

e Kelompok 6: kelompok hewan coba yang
mendapat natrium klorida 8% dosis 2%
berat badan hewan coba dan pioglitazon
dosis 6 mg/kgBB

4. Pembahasan

Pemberian natrium klorida 8% berperan dalam
menimbulkan respon inflamasi vaskular.
Natrium Kklorida konsentrasi tinggi (NaCl 8%)
akan mengaktivasi angiotensin Il melalui jalur
aldosteron-endogenous oabain (EO)-
angiotensin 11, selanjutnya NADPH oksidase
teraktivasi.” Aktivasi NADPH oksidase akan
mengaktivasi kaskade inflamasi sehingga

dihasilkan superoxide (Reactive Oxygen
Species). ROS menyebabkan terjadinya
rekrutmen dan aktivasi sel-sel fagosit,

terutama makrofag. Aktivasi makrofag akan
menyebabkan  pengeluaran  sitokin  pro-
inflamasi, seperti TNF o, IL-6 dan IL-12 serta
terjadi pengeluaran ROS (Reactive Oxygen
Species).  Sitokin  pro-inflamasi  akan
menyebabkan teraktivasinya sel limfosit T
helper (sel Th 1). Aktivasi Sel Thl akan
meningkatkan aktivitas makrofag sehingga
terjadi pengeluaran ROS (Reactive Oxygen
Species) yang lebih optimal. ROS (Reactive
Oxygen Species) akan menyebabkan terjadinya
inflamasi jaringan vaskular secara langsung.®
Penelitian Shuangtao menunjukkan pengaruh
suplementasi natrium klorida 8% dalam
mengaktivasi produksi ROS pada jaringan
vaskular  tikus putih  melalui  aktivasi
angiotensin 11 dan NADPH oksidase.” Selain
mengaktivasi NADPH oksidase, angiotensin 1l
juga berfungsi dalam regulasi tekanan darah.
Angiotensin Il akan menyebabkan peningkatan
tekanan darah melalui jalur renin-angiotensin-
aldosteron.® Penelitian Shuangtao menyatakan
bahwa pemberian natrium klorida 8% berperan
dalam menimbulkan respon inflamasi vaskular
melalui aktivasi angiotensin II.

Pioglitazon merupakan golongan
tiazolidindion (TZD) yang merupakan obat
antidiabetik. Obat antidiabetik ini berkerja
sebagai full-agonis dari PPAR ( Peroxisome
Proliferator- Activated Reseptor) vy, yang akan
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berperan dalam mengurangi resistensi insulin
pada jaringan perifer. Selain efek tersebut,
PPAR vy berperan dalam metabolisme lipid
serta berbagai aktivitas biologis lainnya.
Sedangkan, Telmisartan merupakan obat
antihipertensi golongan ARB (Angiotensin |
Receptor Blocker) dan telah teridentifikasi
sebagai partial agonis dari PPAR (peroxisome
proliferator activator receptor) v.>'% Aktivasi
PPAR vy akan menyebabkan rekrutment
nuclear corepressor (NCoR) sehingga akan
terjadi inhibisi NF-kB dan inhibisi produksi
sitokin pro inflamasi.** Penurunan sitokin pro
inflamasi ini menyebabkan penurunan respon
inflamasi sehingga terjadi pula penurunan
produksi sitokin anti inflamasi dalam hal ini
TGF-B1 dan IL-10.

5. Kesimpulan

Pioglitazon dan Telmisartan berpengaruh
menurunkan kadar sitokin anti inflamasi TGF-
B1 dan IL-10 pada jaringan aorta tikus putih
seiring dengan peningkatan dosis.
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