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HUBUNGAN OKSIDA NITRAT DAN NILAI HISTOPATOLOGIS PADA
ENDOTOKSEMIA

(Correlation Between Nitric Oxide Levels and Histopathology Scores During
Endotoxemia)

Sotianingsih!, Suharyo?, Lisyani S3, Guntur HA*

ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin from the outer membrane of Gram-negative bacteria, which has an important role in the
occurrence of sepsis. Exposure to LPS will stimulate increase of nitric oxide (NO). Nitric oxide is a bioregulator of apoptosis and has some
sepsis prognostic role of apoptosis regulators within the gastrointestinal cells. The objective of the study is to know if endotoxemia induces
an increase in NO levels and histopathology scores as well as the existing relationship between them. This study is an observational
intervention. The subjects were 48 male mice Balb/C, divided into 2 groups. The samples consisted of 24 tail as control group (group A)
and 24 as treatment group (group B). The A group as well as the B group is divided into 4 subgroups according to the time of termination.
The levels of NO were examined by Griess method. Histopathology score was examined by HE and read as a score of 0-5. There was a
statistically significant difference between the mean NO in the treatment group with the control group at the termination of the group
of 12h (p=0.009), 24h (p=0.015), 36h (p=0.014), 48h (p=0.002) and the whole group (p=0.0001), as well as between the mean
histopathology score at the termination time of 12 h (p=0.0001), 24h (p=0.0001), 36h (p=0.0001), 48h (p=0465) and the whole group
(p=0.0001). Increase in NO and histopathology scores in all groups of mice (r=0.527) showed a statistically significant correlation. NO
levels and histopathology scores are increased during endotoxemia and thus have a significant correlation.

Key words: Nitric oxide, lipopolysaccharide, endotoxemia

ABSTRAK

Lipopolisakarida (LPS) terdapat pada membran luar bakteri Gram negatif yang memiliki peran penting terjadinya sepsis. Pajanan
LPS akan mendorong peningkatan Nitric Oxide (NO). Oksida nitrat adalah bioregulator apoptosis dan peran terkait perjalanan
penyakit di pengaturnya, dalam sel pencernaan. Kajian ini bertujuan untuk mengetahui agar dapat menjelaskan endotoksemia
yang diimbas peningkatan kadar NO dan nilai histopatologis serta hubungan yang ada di antaranya. Penelitian ini merupakan
intervensi observasional. Subjek 48 ekor mencit Balb/C jantan, dibagi menjadi dua (2) kelompok, yaitu 24 ekor kelompok pembanding
(kelompok A), dan 24 ekor kelompok perlakuan (kelompok B). Kelompok dibagi menjadi empat (4) subkelompok sesuai dengan waktu
terminasi. Kadar NO diperiksa dengan metode Gries, nilai histopatologi diperiksa dengan pewarnaan HE dan dibaca dengan nilai
0-5. Hasil amatan menunjukkan ada perbedaan statistik yang bermakna antara NO kelompok perlakuan dan kelompok pembanding
pada terminasi jam ke-12 (p=0,009), 24 (p=0,015), 36 (p=0,014), 48 (p=0,002 ) dan seluruhnya (p=0,0001), serta antara rerata
nilai histopatologis pada terminasi jam ke-12 (p=0,0001), 24 (p=0,0001), 36 (p=0,0001), 48 (p=0,465) dan seluruh kelompok
(p=0,0001). Peningkatan NO dan nilai histopatologis di semua kelompok mencit (r=0,527) ada hubungan yang bermakna secara
statistik. Didasari penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa kadar NO dan nilai histopatologis akan meningkat selama endotoksemia
dan memiliki hubungan yang bermakna.

Kata kunci: Oksida nitrat, lipopolisakarida, endotoksemia

PENDAHULUAN bioregulator apoptosis. Hasilan NO akan berpengaruh
dalam mengatur kondisi apoptosis yang berperan
pada pembentukan penyakit.> Kejadian apoptosis
saluran cerna akan menentukan pemulihan dari
sepsis.®7 Proses apoptosis dapat terjadi melalui jalur,
yang kejadiannya di mitokondria akan mengakibatkan
pelepasan sitokrom c¢ yang kemudian membentuk
kompleks apoptosome di sitosol. Apoptosis saluran
cerna ditandai dengan kejadian perubahan mukosa

Lipopolisakarida (LPS) merupakan toksin di dalam
membran luar bakteri Gram negatif yang memiliki
peran penting terjadinya sepsis. LPS masuk ke dalam
tubuh akan menyebabkan aktivasi kaskade perantara
proinflamasi tertentu dan pencegahannya.l-2 Pajanan
LPS akan merangsang peningkatan Nitric Oxide (NO)3,
yang dihasilkan dari endotel.# Oksida nitrat merupakan

Instalasi laboratorium Patologi Klinik RSUD Raden Mattaher, Jambi. E-mail: sotianingsih@yahoo.com
Guru Besar Program Studi Doktor Ilmu Kedokteran/Kesehatan Program Pascasarjana Undip Semarang
Guru Besar Bagian Patologi Klinik Undip Semarang

Guru Besar Bagian Ilmu Penyakit Dalam UNS Surakarta

AW oN =

201



berupa hilangnya villi mukosa,® deskuamasi epitel,
lamina propria terlepas, pendarahan dan ulserasi.’
Pada penelitian ini diajukan permasalahan apakah
kondisi endotoksemia menyebabkan kenaikan kadar
NO dan nilai gambaran histopatologis sel saluran cerna
terdapat hubungan di antaranya? Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui dan menjelaskan bahwa
pada kondisi endotoksemia terjadi kenaikan kadar
NO dan nilai gambaran histopatologis sel saluran
cerna serta ada hubungan di antaranya. Telitian ini
diharapkan dapat memberikan dasar untuk penelitian
lebih lanjut tentang jalur apoptosis yang terjadi di
kondisi endotoksemia, sehingga dapat dicarikan cara
menanganinya yang tepat.

METODE

Bahan yang digunakan ialah LPS Escherichia coli
0127: B8 1.3129 (Sigma, St Louis, MO), reagensia NO
metode Griess dan pewarnaan HE. Penelitian ini
bersifat intervensi observasional. Subjek adalah 48 ekor
mencit Balb/c jantan dengan berat badan antara 25-35
gram, diperoleh dari LPPT UGM Unit IV. Subjek dibagi
menjadi dua (2) kelompok. Sampel terdiri dari 24 ekor
kelompok pembanding (kelompok A) disuntik 250 uL
larutan garam steril dalam intra peritoneal, 24 ekor
kelompok perlakuan (kelompok B) disuntik dengan
0,1 mg LPS (Sigma) dalam 250 uI. larutan yang sama.
Kelompok A dibagi menjadi empat (4) subkelompok
sesuai jam terminasi, yaitu pada jam ke-12, 24, 36 dan
48,10 demikian juga yang dilakukan di kelompok B.
Semua mencit diambil sampel darahnya dari plexus
periorbital sebanyak 1 cc dan diperiksa kadar NO
dengan metode Griess. Pemeriksaan histopatologis
diambil jaringan saluran cerna setelah subjek
diterminasi dengan cara dislokasi leher. Jaringan
diberi warna HE dan dibaca oleh dua (2) pembaca
dengan nilai antara 0—5.1! Pemeriksaan histopatologis
dengan pengecatan HE: nilai 0= tidak ada kerusakan
mukosa, 1= terdapat kerusakan epitel di ujung villi,
2= kerusakan epitel meluas hingga di luar ujung villi
tanpa terjadinya perpendekkan villi, 3= kerusakan
sub jumlah keseluruhan villi, 4= kehancuran jumlah
keseluruhan villous dengan kerusakan kripta ringan
sampai sedang, 5= kehancuran jumlah keseluruhan
villi dan kerusakan kripta parah (lihat Gambar 1-4)
Analisis dilakukan setelah uji kesesuaian antar dua (2)
pembaca dan diambil reratanya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada pengamatan terdapat perbedaan yang
bermakna secara statistik antara rerata NO kelompok

Gambar 1. Pengecatan Hematoksilin dengan nilai 2.
Apoptosis terjadi di sel epitel permukaan mukosa
saluran cerna yang mengalami pengikisan ringan.
Terjadi sembab villi, dengan sebukan ringan
leukosit pmn dan limfosit.

Gambar 2. Pengecatan Hematoksilin dengan nilai 3. Tampak
sel saluran cerna sembab, villi memendek,
dengan deskuamasi atau kerusakan atap mukosa
villi. Sebukan sel radang (+)

Gambar 3. Pengecatan HE dengan nilai 4. Tunika serosa
menipis sampai menghilang. Terjadi kerusakan di
villi saluran cerna, kenyataan semua epitel pelapis
villi menghilang. Villi memendek dan tidak tampak
potongannya melintang. Tampak sebukan sel
radang (+)
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Gambar 4. Pengecatan HE di kelompok pembanding. Villi
masih utuh dengan beberapa sel Goblet, tunika
serosa dan muskularis tampak utuh

perlakuan dengan yang pembanding di kelompok
pembatasan jam ke-12 (p=0,009), 24 (p=0,015),
36 (p=0,014), 48 (p=0,002) dan seluruh kelompok
(p=0,0001) (lihat Tabel 1); juga antara rerata angka
gambaran histopatologis kelompok perlakuan dengan
yang pembanding di terminasi jam ke-12 (p=0,0001),
24 (p=0,0001), 36 (p=0,0001), 48 (p=0,465) dan
seluruh kelompok (p=0,0001) (lihat Tabel 2).

Di kelompok perlakuan rerata NO dan nilai
histopatologis reratanya lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok pembanding (lihat Tabel 1 dan 2).

Nilai gambaran histopatologis subkelompok terminasi
jam ke-48 tidak berbeda daripada antara kelompok
perlakuan dan yang pembanding (p=0,465).
Peningkatan NO dan gambaran histopatologis di
seluruh kelompok mencit (r=0,527) terdapat
hubungan yang bermakna secara statistik.

Peningkatan oksida nitrat dan nilai gambaran
histopatologis apoptosis sel saluran cerna terjadi
dalam kondisi endotoksemia. Peningkatan NO yang
disebabkan reaksi inflamasi akibat pajanan LPS
akan mempengaruhi pengembangan buluh darah
(vasodilatasi) dan merupakan sebab utama terjadinya
renjatan dalam kondisi endotoksemia.

Pada jam ke-48 tidak ditemukan perbedaan
nilai gambaran histopatologis karena hal tersebut
di kelompok perlakuan mengalami penurunan,
sehingga tidak berbeda dengan yang pembanding.
Terdapat kenasaban antara NO dan nilai gambaran
histopatologis yang berarti peningkatan NO merupakan
bioregulator apoptosis, sehingga terjadi peningkatan
gambarannya di sel saluran cerna.

SIMPULAN DAN SARAN

Dalam kondisi endotoksemia akan terjadi
peningkatan kadar NO dan kenaikan angka gambaran
histopatologis sel saluran cerna pada jam ke-12, 24 dan
36, yang masing-masing mempunyai kenasaban.

Tabel 1. Uji beda rerata NO antara kelompok perlakuan dan yang pembanding

Kelompok LPS (umol/liter)

Kelompok larutan garam (umol/liter)

Rera(tsal; SB Median Min Max Rere;;::))i SB Median Min Max P
NO_1 176,185+49,40 206,81 110,80 210,10 107,92+47,92 87,21 76,33 203,11 0,0092
NO 2 174,39+46,36 200,45 107,51 210,10 88,43+42,02 90,28 34,48 148,95  0,0152
NO_3 123,58+43,30 118,18 76,33 171,52 60,48+17,99 63,41 36,59 80,84 0,014b
NO 4  123,28+28,08 119,41 9504 174,9 79,14+16,21 83,52 4720 93,15  0,0022
NO 149,35+47,72 135,21 76,33 210,10 83,99+36,27 82,28 34,48 203,11 0,00012

a yji nontolok ukur/Mann Whitney

b yji tolok ukur/uji t

Tabel 2. Uji beda rerata angka gambaran histopatologi antara kelompok perlakuan dan pembanding

Kelompok LPS (umol/liter)

Kelompok larutan garam (umol/liter)

Rera(tSaD? SB Median Min Max Rer?t;]l);_'_ SB Median Min Max P
HE 1 3,30+0,18 3,30 3,10 3,50 0,37+0,16 0,35 0,20 0,60 0,0001P
HE 2 2,22+0,15 2,26 2,00 2,40 0,50+0,15 0,50 0,30 0,70 0,0001P
HE 3 1,42+0,15 1,45 1,20 1,60 0,52+0,12 0,50 0,40 0,70 0,0001P
HE 4 0,52+0,19 0,45 0,30 0,80 0,43+0,191 0,40 0,20 0,70 0,465P
HE 1,86+1,06 1,80 0,303 3,50 0,45+0,6 0,40 0,20 0,70 0,0001P

a yji nontolok ukur/Mann Whitney

b yji tolok ukur/uji t
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