Haematococcus cataract

by Mohamad Agus Salim

Submission date: 21-Apr-2023 01:22AM (UTC+0700)
Submission ID: 2070547466

File name: Artikel_G4.pdf (354.93K)

Word count: 2910

Character count: 17395



Pengaruh Mikroalga Haematococcus pluvialis terhadap Pembentukan Katarak pada
Lensa Mata Mencit (Mus musculus) yang Diinduksi Naftalen

Mohamad Agus Salim

Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Sunan Gunung Djati Bandung Indonesia

E-mail : agus salim@uinsgd.ac id

ABSTRAK

Saat ini mikroalga Haematococcus pluvialis dikenal sebagai salah satu sumber makanan
fungsional yang berkhasiat bagi kesehatan manusia, namun efektivitas untuk mengobati
penyakit mata masih dipertanyakan. Penelitian ini bertujuand\ntuk menganalisis keefektifan
dari mikroalga H. pluvialis dalam melawan perkembangan katarak pada lensa mata mencit
(Mus musculus) yang diinduksi naftalen. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap
dengan 6 ulangan. Mencit strain Webster betina dengan berat 30-35 g diberi perlakuan lewat
mulut yaitu naftalen (g!’kg berat badan (BB)/hari) dan/atau biomasa H. pluvialis ( g/kg
BB/hari) selama 28 hari percobaan. Paramater yang diamati yaitu derajat kekeruhan lensa,
kadar protein terlarut dan kadar air lensa mata mencit. Begitupun morfologi dari lensa diamati
menggunakan mikroskop bedah dengan pencahayaan dari bawah. Hasilnya dapat terlihat bahwa
biomasa H. pluvialis mampu menurunkan derajat kekeruhan lensa mata mencit. Sebaliknya
perlakuan naftalen menghasilkan lensa mata dengan derajat kekeruhan tertinggi. Begitupun
perlakuan biomasa H. pluvialis ini dapat meningkatkan kadar protein terlarut dan kadar air lensa
mata mencit. lﬁimpulan dari penelitian ini yaitu biomasa H. pluvialis efektif menurunkan
perkembangan katarak pada lensa mata mencit yang diinduksi naftalen.

Kata Kunci: Haematococcus pluvialis, Katarak, Mencit, Naftalen.

ABSTRACT

Currently, microalgae of Haematococcus pluvialis is known as a source of functional food that
'ﬁnurriri(}us Sfor human health, but its effectiveness for treating eye diseases is still questionable.
This study aims to analyze the effectiveness of the H. pluvialis microalgae in fighting the
ﬁve!apmem of cataracts in the eye lenses of mice (Mus musculus) induced by naphthalene.
This study used a completely randomized design with 6 replications. Female Webster strain
mice weighing 30-35 g were treated by mouth, namely mﬁmalme (1 glkg body weight
(BW)lday) and / or H. pluvialis biomass (2 glkg BWiday) for 28 days of experiment. The




parameters observed were the degree of lens turbidity, dissolved protein content and water
content of the mice's eye lenses. Likewise, rlﬁnorphrﬂr)gy of the lens was observed using a
surgical microscope under light from below. The results showed that H. pluvialis biomass was
able to reduce the &qree of opacity of the mice's eye lenses. On the other hand, naphthalene
treatment resulted in the eye lens with the highest deﬁe of turbidity. Likewise, the treatment
of H. pluvialis biomass could z'm‘rea.ﬁ the dissolved protein content and the water content of
the mice's eye lens. The conclusion of this study is that H. pluvialis biomass is effective in
reducing the development of cataracts in the eye lens of naphthalene-induced mice.

Keywords: Cataract, Haematococcus pluvialis, Mice, Naphthalene.

PENDAHULUAN

Katarak merupakan penyakit mata yang sudah dikenal luas sebagai salah satu penyakit
degeneratif dengan karakteristik khas yaitu berkurangnya penglihatan akibat kekeruhan lensa
mata. Di dunia terdapat 18 juta jiwa mengalami kebutaan akibat katarak (Lim et al. 2018)
Perkembangan terbentuknya katarak dapat terjadi dengan cepat namun umumnya akan bertahap
sejalan dengan bertambahnya usia manusia (Li et al., 2019). Kesadaran masyarakat mengenai
penyakit katarak masih rendah sehingga jumlah kasus dari tahun ke tahun semakin bertambah.
Penyakit katarak akan mempengaruhi kesehatan mata bahkan dapat menyebabkan kebutaan.
Perkembangan katarak di daerah tropis seperti Indonesia lebih cepat 15 tahun dibandingkan
dengan negara-ncga%di subtropis (Thiagarajan and Manikandan, 2013)

Lensa mata merupakan jaringan yang tersusun oleh sel-sel yang hanya hidup sekali
sepanjang umur manusia yang artinya tidak dapat beregenerasi. Kandungan protein dari lensa
merupakan kandungan terbesar bila dibandingkan dengan organ lainnya, yaitu kurang lebih
35% dari berat segarnya (Tsai et al., 2019). Protein lensa dikenal dengan nama kristalin yang
menentukan derajat kekeruhan lensa (Tewari et al., 2019). Bila terjadi stres oksidatif pada lensa
mata, maka akan menyebabkan agregasi, fragmentasi dan pengendapan protein yang dapat
menambah kekeruhan lensa (Daszynski et al., 2019). Salah satu penyebab kekeruhan pada lensa
mata adalah senyawa naftalen yang bersifat toksik. Naftalen sebagai sumber radikal bebas,
ketika masuk ke dalam tubuh pada konsentrasi sekitar 1 g/kg berat badan akan menyebabkan
oksidasi yang berlebihan dan berujung pada pembentukan katarak (Atif et al., 2014).
Perkembangan pembentukan katarak dapat diamati pada hewan model seperti salah satunya

yaitu mencit (Kim et al., 2016).




Sampai saat ini belum ditemukan obat untuk menyembuhkan penyakit katarak yang
efektif sehingga prosedur pembedahan menjadi prioritas utama dalam penanganan penyakit ini
(Makley et al., 2015). Meskipun operasi katarak merupakan prosedur yang paling aman dan
efektif di dunia, namun tetap saja ada resikonya yaitu komplikasi (Alshamrani, 2018). Salah
satu yang paling sering terjadi setelah dilakukannya operasi katarak adalah kekeruhan kapsular
posterior atau dikenal dengan katarak sekunder (Al-Holou et al., 2016). Oleh karena itu,
manajemen yang efektif dalam mencegah perkembangan katarak tetap diperlukan karena jika
pembentukan katarak dapat ditunda sampai dengan 10 tahun saja maka dapat mengurangi
kebutuhan operasi hingga 45% (Ho et al., 2018).

Bahan alami yang mampu mencegah atau menghambat pembentukan katarak terus
diupayakan agar dapat menurunkan perkembangan penyakit ini. Salah satu perhatian
difokuskan pada mikroalga Haematococcus pluvialis yang memiliki berbagai senyawa
antioksidan potensial untuk digunakan melawan katarak (Régnier et al., 2015). Selain masa
reproduksinya yang pendek, H. pluvialis memiliki metabolit sekunder berupa pigmen (terutama
astaxanthin), berbagai enzim, asam organik yang berfungsi sebagai antioksidan yang
diharapkan dapat menunda atau mencegah berkembangnya kaﬂ’ak. Selanjutnya, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh perlakuan biomassa H. pluvialis terhadap pembentukan

katarak pada lensa mata mencit yang diinduksi naftalen.

METODE
Rancangan percobaan

Mencit Webster dengan berat 30-50 g dibagi secara acak menjadi empat grup dan setiap
grup berisi enam ekor mencit. Grup kontrol (grup G1) menerima akuabides Sml / kg BB / hari,
grup G2 menerima biomassa H. pluvialis, grup G3 menerima Naftalen dan grup G4 menerima
biomagsa H pluvialis + naftalen. Hewan dalam grup G2 dan G4 menerima biomassa H. pluviglis
(p.0) (2 g/ kg BB / hari). Sedangkan naftalen diberikan 1 g Hﬁ?:B.fhari pada tiga hari awal dan
2 g / kg BB/hari setelahnya. Semua grup di atas dipelihara selama 28 hari dan di hari ke 29
dilaksanakan pengamatan katarak menggunakan mikroskop bedah dengan pencahayaan dari
bawah. Selanjutnya semua lensa dipisahkan dari mata mencit untuk pengukuran protein terlarut
pada lensa dengan metode Lowry dan kadar air lensa.

Analisis morfologi katarak




Lensa diperiksa di bawah mikroskop bedah dengan latar belakang garis kisi-kisi
(Ahmed et al., 2011). Derajat kekeruhan digrupkan sebagai berikut :

Scores Derajat Kekeruhan (opasifikasi)
0 Tidak adanya kekeruhan
(garis kisi-kisi terlihat jelas)
+ Sedikit keruh

(garis kisi-kisi berkabut minimal, dengan garis kisi-
kisi masih terlihat)
++ Terdapat kekeruhan difus
menyebar hampir di seluruh lensa (mengaburkan
garis kisi-kisi, dengan garis kisi-kisi terlihat samar)
+++ Terdapat kekeruhan tebal yang luas
kekeruhan hampir di seluruh lensa
(kekeruhan total, dengan garis kisi-kisi
tidak terlihat sama sekali)

Pengukuran protein (metode Lowry)

Untuk pengukuran kadar protein terlarut pada lensa mata, lensa dikeringkan di atas
kertas saring dan ditimbang. Homogenat 20% B/V disiapkan di dalam aquadest, menggunakan
penghomogen jaringan. Homogenat disentrifugasi (g = 7000) selama 15 menit dan supernatan
digunakan untuk pengukuran kadar protein terlarut lensa. 5 ml larutan alkali ditambahkan ke 1
ml supernatan yang diperoleh setelah sentrifugasi homogenat 20% tersebut dan didiamkan
selama 10 menit. 0.5 ml reagen Folins e kemudian ditambahkan dan tabung dikocok untuk
mencampur larutan. Setelah inkubasi 30 menit, absorbansi larutan diukur menggunakan
spektrofotometer pada A=750 nm (Tiwari etal., 2011).

Kalibrasi kurva standar protein

100 ml serum albumin sapi (100 pg / ml) disiapkan dan volume yang berbeda diambil
dalam 10 tabung reaksi. Ke semua tabung ditambahkan aquadest untuk membuat volume di
setiap tabung menjadi 1 ml. Konsentrasi protein dalam tabung ini diukur dengan cara yang sama
seperti sampel. Selanjutnya grafik diplot antara konsentrasi protein dan kepadatan optik. Plot
standar kalibrasi yang diperoleh digunakan untuk mengukur konsentrasi protein dalam setiap

ml sampel.




Kadar air lensa

Untuk perngukuran kadar air lensa, lensa dipisahkan dari mata mencit dan berat
segarnya ditimbang. Lensa kemudian dikeringkan pada oven 110 °C untuk mendapatkan berat
keringnya. Selanjutnya perbedaan berat segar dan berat kering digunakan untuk penghitungan
persentase kadar air pada lensa tersebut.

Nilai disajikan dalam bentuk rata-r%:t standar error. Hasilnya dianalisis menggunakan
uji ANAVA (analisis variansi) satu arah yang dilanjutkan dengan uji lanjut jarak berganda
Duncan. Bila nilai P <0,05 maka dinyatakan berbeda nyata.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Morfologi lensa

Dalam penelitian ini, transparansi lensa dianggap sebagai parameter yang sangat
penting dalam menilai lensa. Semua lensa dari mencit di grup G1 dan G2 menunjukkan
transparan sempurna (Gambar 1, G1 dan G2), karenanya tidak ada kekeruhan maka dinyatakan
memiliki derajat nol pada hari ke 28 (Tabel 1), yang diamati dengan mikroskop bedah.
Kekeruhan lengkap ditunjukkan pada semua mencit pada grup G3 (Gambar 1, G3), sehingga
memiliki derajat kekeruhan plus tiga (+++). Sebaliknya, beberapa lensa dalam grup G4 hanya
menunjukkan sedikit kekeruhan (derajat kekeruhan plus satu (+)) dan dengan demikian terjadi
perlambatan perkembangan katarak (Gambar 1. G4). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
biomassa H. pluvialis pada konsentrasi 2 g/kg BB/hari (grup G2) telah secara efisien menjaga

transparansi lensa.

Gambar 1. Penampilan morfologi lensa mencit pada berbagai n'lakuan setelah 28 hari.
G1 = tanpa perlakuan (kontrol), G2 = H. pluvialis 2 g / kg BB / harfEl3 = naftalena
1 g /kg (BB)/ hari (dalam minyak jagung) dan G4 = H. pluvialis 2 g/ kg BB / hari
+ naftalena 1 g / kg BB / hari.




Hasil penelitian menunjukkan bahwa biomassa H. pluvialis dapat mencegah kekeruhan
lensa dengan menggunakan sifat anti-kataraktogenik. Katarak yang diinduksi naftalen telah
banyak digunakan untuk menguji potensi obat anti-katarak. Karena morfologi serta manifestasi
toksik dari katarak yang diinduksi oleh naftalen dilaporkan serupa dengan katarak yang
berkaitan dengan usia, kataraktogenesis naftalen pada mencit telah digunakan sebagai model
hewan yang berharga untuk mempelajari etiologi katarak terkait usia pada manusia (Kothadia
et al.,2011). Naftalena yang tertelan dimetabolisme di hati menjadi senyawa stabil naftalen-1,
2-dihidrodiol dan selanjutnya dimetabolisme menjadi 1,2 naphtoquionone (NQ) oleh enzim
dihidrodiol dehidrogenase. NQ memiliki kemampuan bereaksi cepat dengan glutathione atau
gugus protein sulfhydryl dan menyebabkan alkilasi. Hal ini mengarah pada pembentukan
jembatan disulfida yang menyebabkan pengendapan protein dengan berat molekul tinggi,
sehingga terjadi kekeruhan di lensa. Pembentukan NQ dianggap sebagai mekanisme yang
mendasari perkembangan katarak pada hewan yang diberi perlakuan naftalen (Kumari dan

Anbarasu, 2014).

Tabel 1. Pemeriksaan morfologi dan penilaian derajat kekeruhan lensa mencit dengan
perlakuan yang bervariasi pada akhir percobaan.

No Grup Jumlah lensa Derajat
Kekeruhan

1 G1 : kontrol 5 0

2. G2 : H. pluvialis 5 0

3. G3 : Naphthalene 5 +HH+

4 G4 : H. pluvialis + Naphthalene 5 +

K.eteremgem : G1 = tanpa pel'l‘:lkl.n (kontrol),

G2 = H. pluvialis 2 gfkg BB/hari,

G3 = naftalena 1 @8g (BB)/hari (dalam minyak jagung) dan

G4 = H. pluvialis Zg/kg BB/hari + naftalena 1 g/kg BB/hari
Kadar protein terlarut dan air lensa

Ka% protein terlarut dan kadar air pada lensa mata mencit yang diinduksi naftalen

(grup G3) menunjukkan penurunan yang berbeda nyata (P <0,05) dibandingkan dengan grup
kontrol (grup G1). Sedangkan sebaliknya, pcr&kuan biomasa H. pluvialis dengan dosis 2 g/kg
BB/hari (grup G2) menunjukkan peningkatan yang berbeda nyata (P <0,05) pada kadar protein

terlarut dan kadar air lensa dibandingkan dengan grup kontrol (grup G1) (Tabel 2).




Tabel 2. Pengaruh biomassa H. pluvialis terhadap kadar protein terlarut dan air lensa pada
katarak yang diinduksi oleh naftalen pada mencit

Grup Perlakuan Kadar Protein Terlarut Kadar Air
(x 107 pg/ml) (%)

Gl Kontrol 042 0,02 (b) 33x11.300c)

G2 H. pluvialis 048 £0,04 (a) 59 + 467(a)

G3 Naphthalene 039 0,01 (c) 30+ 1054(c)

G4 H. pluvialis + Naphthalene 046 +0.03 (ab) 45+ 731(h)

Keterangan : Nilai rata-rata + standar error, n = 5 untuk setiap grup. Huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan berbeda nyata (p<005).

Pada data hasil yang diperoleh terlihat bahwa biomassa H. pluvialis mampu mencegah
perkembangan katarak pada mencit yang diinduksi naftalen. Pengukuran biokimia lensa
menunjukkan bahwa mencit yang diberi perlakuan biomassa H. pluvialis meningkat kadar
protein terlarut dan kadar air lensa dibandingkan dengan grup kontrol. Hal ini mengindikasikan
bahwa biomassa H pluvialis memberikan efek yang menguntungkan pada sistem pertahanan
anti oksidatif seperti peningkatan kadar protein terlarut dan kadar air. Terdapat kemungkinan
bahwa sifat anti-oksidatif dari biomassa H pluvialis berkontribusi pada efek pencegahan katarak
yang diamati dalam penelitian ini. Katarak sebagai salah satu penyebab kebutaan pada mata
manusia yang ditandai dengan perkembangan yang progresif berupa agregasi, fragmentasi dan
pengendapan protein lensa (Santhoshkumar et al., 2014). Lensa mata harus memiliki tingkat
transparansi yang tinggi karena memiliki fungsi membiaskan dan memfokuskan cahaya ke
retina (Singh et al., 2012). Kejernihan lensa berasal dari banyaknya kandungan protein yang
larut dalam air yang disebut kristalin (Nakazawa et al., 2015). Lensa tumbuh sepanjang masa
dari protein dan perubahan nyata terjadi pada fungsi dan struktur kristal lensa (Lee etal., 2010).
Mikroalga memiliki kandungan zat bioaktif yang beragam dengan struktur kimiawi dan
aktivitas biologis yang berbeda (Tiwari et al., 2014). Mikroalga air tawar H pluvialis, motil
uniseluler memiliki kemampuan mengakumulasi ketokarotenoid, astaxanthin sebagai senyawa
bioaktif (Chu dan Pang, 2014). H pluvialis memiliki anatomi antioksidan pada sel vegetatif dan
astaxanthin ketokarotenoid antioksidan pada sel kista yang melindungi mikroalga terhadap stres

oksidatif lingkungan (Daszynski et al., 2019).




SIMPULAN

Dari penelitian yang sudah dilaksanakan dapat ditarik kesimpulan bahwa mikroalga
Haematococcus pluvialis memiliki kemampuan untuk mencegah toksisitas senyawa naftalen
pada lensa mata mencit yang memicu perkembangan katarak. Hal tersebut dapat dilihat dengan
pemberian biomasa H pluvialis ke hewan model ini mampu meningkatkan transparasi lensa,

kadar protein terlarut dan kadar air lensa

SARAN
Kajian molekuler dapat ditindaklanjuti untuk lebih memahami mekanisme perlakuan
biomasa H. pluvialis dan naftalen terhadap perkembangan katarak pada lensa mata hewan

model mencit.
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