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Abstract

This study showed an evidence of the treatment of exposing 0.1% concentrated (subanesthetic) halothane air during an hour perday will cause on increase in the oxidization process of the liver tissues starting from the 1st week which then will cause the liver parenchyma disfunction and secretion system in the 2nd and 3rd week. In the 6th week and with the increase cel regeneration, increase the function body endurance system, example : increase antioxidant activity in the body and detoxificant function of the liver tissues. The liver disfunction in the 12th week will cause the increase in proteine synthetic system.
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Pendahuluan

Halotan adalah senyawa senobiotik yang masih banyak digunakan sebagai obat anestesi unhalasi, Karena dapat menimbulkan induksi cepat, dengan efek anestesi yang dalam. Tetapi beberapa literature menyatakan bahwa halotan dapat mengakibatkan kerusakan hati, terutama pada penderita yang mendapat tindakan anestesi halotan secara berulang. Dokter bedah, dokter anestesi dan petugas medis lainnya yang bertugas di kamar operasi, merupakan personil yang secara berulang (sering) terpolusi udara halotan walaupun pada dosis subanestesi, berarti juga memiliki resiko besar untuk terjadinya kerusakan pada hati. Menurut Boswell & Collins (1996), Nunn, Utting & Burnell (1989) dan Farrell (1988) metabolisme reduksi halotan di hati menghasilkan senyawa yang bersifat toksik yaitu klorodifluoroetilen (CDE) dan klorotrifluoroetan (CTE). Klorodifluoroetilen (CDE) merupakan senyawa yang sangat mudah tereduksi, sedangkan klorotrifluoroetan (CTE) merupakan radikal bebas yang dapat menyebabkan kerusakan sel hati.

Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki electron yang tidak berpasangan, sehingga mempunyai aktivitas tinggi untuk menarik electron dari senyawa-senyawa lain yang rentan terhadap proses oksidasi, seperti asam lemak tak jenuh. Dalam tubuh manusia yang banyak mengandung asam lemak tak jenuh adalah lipid membrane. Proses oksidasi asam lemak tak jenuh merupakan sumber utama produksi radikal bebas in vivo (Murray, 1990). Selain radikal bebas, proses oksidasi asam lemak tak jenuh juga menghasilkan senyawa malondialdehid, yang merupakan hasil akhir dari proses tersebut. Dengan demikian maka konsentrasi malondialdehid di dalam hati dapat dijadikan indicator dari proses peroksidasi di dalam tubuh. Karena asam lemak tak jenuh sangat berperan dalam menjaga keutuhan struktur membrane, maka peningkatan proses peroksidasi di dalam tubuh, akan mengakibatjab kerusakan berbagai jaringan terutama hati (nekrosis hepatosit).

Sel hati merupakan jaringan utama yang menjadi sasaran dari peningkatan konsentrasi radikal bebas, karena hati merupakan tempat terjadinya proses metabolisme senyawa senobiotik. Kerusakan membrane pada sel hati, mengakibatkan disekresikannya sejumlah enzim GPT, GOT, GGT dan ALP ke dalam darah. Oleh karena itu meningkatnya aktivitas enzim tersebut di dalam darah, dapat dijadikan indicator adanya gangguan hati. Sehingga yang menjadi permasalahan pada penelitian ini adalah :
1. Apakah terpaparnya sel hati oleh udara halotan dengan dosis subanestesi selama 1 jam perhari dapat mengakibatkan gangguan sel hati, yang dilihat melalui peningkatan konsentrasi malondialdehid dalam hati serta nekrosis hepatosit dan peningkatan aktivitas enzim GPT, GOT, GGT, ALP dalam dalam darah.

2. Apakah terdapat pengaruh waktu pemberian paparan udara halotan dengan dosis subanestesi selama 1 jam perhari terhadap terjadinya gangguan sel hati, yang dilihat melalui peningkatan konsentrasi malondialdehid dalam hari serta nekrosis hepatosit dan peningkatan aktivitas enzim GPT, GOT, GGT, ALP dalam darah.

Metode Penelitian

Bahan dan Alat Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah larutan sodium dodecyl sulphat (SDS), larutan etilendiamintetraasetat (EDTA), asam asetat teknis, larutan thiobarbituric acid (TBA), larutan butylated hydroxytoluene (BHT), larutan NaCl fisiologis (0,9%), Halotan, gas O2, Aquadest, kristal es, stik GPT, GOT, ALP test (Boehringer) dan formalin, parafin, alcohol dan pewarna hematoxylin eosin.

Alat-alat yang digunakan adalah spektrofotometer (reflotron, spectronic -20D), vaporizer (Fluotec Mark II (Fraser Harlake, Orchard Park, NY), the Ohmeda Tec 4 (Ohio Medical Products, Madison, WI) dan Drager 19.1), centrifuge, penangas air, pipet mikro, pemanas, mikroskop (Olympus) yang dilengkapi dengan lensa okuler mikrofotografi, perlengkapan bedah mencit, berbagai macam alat gelas serta perlengkapan kandang mencit.

Perlakuan Terhadap Hewan Coba

Penelitian dilakukan selama 12 minggu secara eksperimental dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) sederhana, terhadap enam kelompok perlakuan hewan coba (mencit betina strain Bulb/C) yang berumur 6-7 minggu dan berat badan yang sama. Selain itu dilakukan pengontrolan terhadap kesehatan hewan coba, selama observasi satu minggu. Kesehatan diukur dari tingkah laku dan perubahan berat badan. Tiga puluh lima ekor hewan coba (termasuk 5 ekor cadangan), yang akan diperlakukan untuk 6 kelompok. Keenam kelompok perlakuan tersebut adalah : 1 kelompok control normal dan 4 kelompok yang diberi paparan udara halotan dengan dosis subanestesi (0,1%): 1 jam/hari (Lind, 1993), masing-masing selama 1,2,3,6 dan 12 minggu.

Pemberian paparan udara halotan dilakukan dengan menggunakan alat vaporizer Fluotec Mark II (Fraser Harlake, Orchard Park, NY), the Ohmeda Tec 4 (Ohio Medical Products, Madison, WI) dan Drager 19.1, yang memungkinkan pengeluaran halotan dengan konsentrasi sesuai keinginan, pada temperature antara 20-350C, dengan kecepatan alir 2-10 L permenit (Boswell & Collins, 1996).

Pemeriksaan terhadap parameter penelitian (konsentrasi malondialdehid hati dan nekrosis hepatosit serta aktivitas enzim GPT, GOT, GGT, ALP dalam darah) dilakukan pada minggu ke 0, 1, 2, 3, 6 dan 12 tgerhadap lima ekor mencit untuk setiap kali pemeriksaan. Konsentrasi malondialdehid diukur dengan menggunakan metoda Thiobarbititric Acid-Reative Substances (TBARS), berdasarkan reaksi antara senyawa malondialdehid dengan senyawa thiobarbituric acid, yang akan membentuk warna merah pada saat pemanasan. Warna yang terbentuk diabsorpsi dengan alat spektrofotometer (spectronic-20D). Penentuan nekrosis hepatosit dilakukan melalui pewarnaan hematoxylin eosin. Untuk aktivitas enzim GPT, GOT, GGT dan ALP diukur dengan alat spektrofotometer (reflotron) yang bekerja pada panjang gelombang sinar nampak, berdasarkan pembentukan warna dari reaksi enzimatis.

Penentuan Konsentrasi Malondialdehid
Prosedur kerja metoda TBARS dilakukan dengan cara mencampur dengan baik sejumlah bahan berturut-turut 700 μl homogenate hati, 200 μl larutan SDS, 50 μl larutan BHT, 50 μl larutan EDTA, 1500 μl asam asetat, 1500 μl larutan TBA. Lalu panaskan dengan penangas air 1000C, selama 60 menit, segera dinginkan dalam bake s, kemudian disentrifus dengan kecepatan 2300 rpm selama 10 menit. Supernatan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer sinar nampak (spectronic-20D) pada panjang gelombang maksimum (λ = 532 nm). Hasil pengukuran (absorbansi), dihitung konsentrasinya menggunakan kurva kalibrasi standart malondialdehid.

Penentuan Jumlah Nekrosis Hepatosit

Jaringan hati difiksasi dengan formalin 10%, kemudian diblok menggunakan parafin setelah didehidrasi dengan serial alcohol 70%, 80%, 90%, 98% dan alcohol absolute. Blok parafin disayat dengan mikroton setebal 5 μm untuk diwarnai dengan hematoxylin eosin. Penentuan jumlah nekrosis hepatosit dilihat dengan mikroskop (Olympus) yang dilengkapi dengan lensa okuler mikrofotografi dengan perbesaran 400X. Area perhitungan terdapat dalam skala luas yang terletak di tepi vena.

Penentuan Aktivitas Enzim GPT, GOT, GGT dan ALP

Darah diambil dari ekor mencit dengan cara memotong bagian ujung distal sepanjang 3-5 mm dan mengurut-urut ekornya, sampai mengeluarkan darah. Sebanyak 32 μl darah, diteteskan pada kertas stik Reflotron test, aktivitas enzim diukur berdasarkan kepekatan warna yang dibentuk dari reaksi enzimatis yang berbeda-beda sesuai dengan jenis enzim yang diukur. Warna diabsorpsi pada panjang gelombang sinar nampak (λ = 567 nm), yang ekuivalen dengan aktivitas enzim yang bersangkutan. Aktivitas enzim dapat dibaca pada alat Reflotron.

Analisis Data
Data hasil percobaan dianalisis dengan sidik ragam ANAVA, menggunakan uji F pada α = 0,05. Sedangkan untuk melihat perbedaan terhadap perubahan nilai parameter yang diamati, diuji dengan menggunakan beda nyata terkecil (BNT).

Hasil Penelitian dan Pembahasan

Tabel 1. Hasil analisis statistic, berupa nilai rata-rata, SD dan uji BNT
	Parameter
	Minggu Ke
	Nilai BNT α=0,05

	
	0
	1
	2
	3
	6
	12
	

	Malondialdehid (μmol/L)
	0,134

+ 0,058

a
	0,408

+ 0,004

b
	0,730

+0,074

c
	0,778

+0,051

c
	0,406

+0,018

b
	0,886

+0,097

d
	0,078

	Jumlah Nekrosis Hepatosit
	12,051

+ 0,511

a
	14,958

+ 0,180

b
	15,518

+0,366

b
	21,053

+1,158

c
	15,452

+0,323

b
	21,342

+0,323

c
	0,749

	GPT (IU/L)
	15,870

+ 6,731
a
	24,140

+ 4,719

ab
	49,300

+14,581

c
	38,180

+21,110

bc
	28,400

+10,021

ab
	20,230

+9,426

a
	16,121

	GOT (IU/L)
	20,236 +18,737  a
	55,400

+13,118

ab
	76,220

+8,590

b
	158,360

+59,375

c
	60,320

+24,183

b
	56,220

+17,788

ab
	37,772

	GGT (IU/L)
	3,330

+ 0,720

a
	6,840

+1,477

b
	6,460

+0,999

b
	6,300

+1,407

b
	2,800

+0,000

a
	3,360

+0,879

a
	1,251

	ALP (IU/L)
	443,000 +180,072 bc
	538,800

+179,320

c
	325,000

+7,846

ab
	319,000

+141,076

ab
	331,400

+75,345

ab
	189,400

+88,715

a
	166,923


Keterangan :

GPT
: aktivitas enzim glutamat-pyruvat transaminase dalam darah
GOT
: aktivitas enzim glutamat-oksalat transaminase dalam darah
GGT
: aktivitas enzim γ-glutamil transferase dalam darah
ALP
: aktivitas enzim alkali fosfatase dalam darah

Setiap angka yang diikuti dengan huruf sama, berarti tidak berbeda nyata

Pada α = 0,05 (untuk ssatu jenis parameter tertentu)

Peningkatan Peroksidasi dan Nekrosis Sel pada Jaringan Hati

Halotan atau dengan nama kimia 2-bromo-2chloro-1,1,1-trifluoroethana adalah obat anestesi inhalasi yang akan dimetabolisme di dalam hati. Menurut Boswell dan Collins (1996), Nunn, Utting & Burnell (1989) dan Farrel (1988) metabolisme reduksi halotan menghasilkan senyawa yang bersifat toksik yaitu CDF dan CTF. CDF merupakan senyawa yang mudah tereduksi sehingga dapat bertindak sebagai oksidator, sedangkan CTF merupakan suatu radikal bebas. Radikal bebas adalah atom atau molekul yang memiliki elektron yang tidak berpasangan, sehingga mempunyai aktivitas tinggi untuk menarik elektron dari suatu senyawa yang rentan terhadap proses oksidasi, serta dapat mengakibatkan 
terjadinya reaksi rantai (Suryohudoyo, 1993). Meningkatnya konsentrasi radikal bebas di dalam jaringan hati dapat mengakibatkan terjadinya gangguan hati.

Konsentrasi malondialdehid hati diukur untuk mengetahui oksidasi yang terjadi di dalam jaringan hati mencit akibat paparan udara halotan, yang dapat menyebabkan kerusakan pada sel hati, yang selanjutnya dapat mengakibatkan gangguan fungsi hati.

Hasil pemeriksaan konsentrasi malondialdehid hati mencit yang diberi paparan udara halotan dengan dosis subanestesi selama 1 jam perhari menunjukkan bahwa pemberian paparan udara halotan dapat mengakibatkan peningkatan secara bermakna proses oksidasi pada jaringan hati, mulai minggu ke 1 sampai dengan minggu ke 12 setelah pemberian, tetapi pada minggu ke 6 terjadi penurunan nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati secara bermakna. Perubhan nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati dari awal perlakuan sampai minggu ke 12 setelah perlakuan adalah sebagai berikut : pada awal perlakuan, nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati sebesar 0,134 μmol/L, meningkat secara bermakna pada minggu ke 1 menjadi 0,408 μmol/L, selanjutnya meningkat lagi secara bermakna pada minggu ke 2 menjadi 0,730 μmol/L, kemudian berubah menjadi 0,778 μmol/L pada minggu ke 3, tetapi nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati ini menurun secara bermakna pada minggu ke 6 dengan nilai rata-rata yang tak berbeda nyata dengan hasil pemeriksaan minggu ke 1, yaitu sebesar 0,406 μmol/L, kemudian meningkat kembali secara bermakna pada minggu ke 12 hingga mencapai nilai rata-rata 0,886 μmol/L. Konsentrasi malondialdehid tersebut menunjukkan tingginya tingkat oksidasi yang terjadi pada jaringan hati, yang dapat mengakibatkan kerusakan membran sel, hal tersebut juga didukung oleh banyak sel yang rusak (nekrosis hepatosit). Nilai rata-rata nekrosis hepatosit dari awal perlakuan sampai minggu ke 12 setelah perlakuan adalah sebagai berikut : pada awal perlakuan, nilai rata-rata nekrosis hepatosit sebesar 12,051; meningkat menjadi 14,958 pada minggu ke 1, kemudian meningkat lagi pada minggu ke 2 dan ke 3 yaitu menjadi 15,518 dan 21,053. Tetapi pada minggu ke 6 terjadi penurunan secara bermakna nilai rata-rata nekrosis hepatosit yaitu menjadi 15,452 seiring dengan menurunnya nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid, kemudian meningkat kembali hingga mencapai 21,342 pada minggu ke 12. Penurunan nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati pada minggu ke 6 yang diikuti dengan menurunnya nilai rata-rata nekrosis hepatosit tersebut, mungkin disebabkan oleh meningkatnya fungsi pertahanan tubuh seperti : peningkatan aktivitas antioksidan endogen dan peningkatan fungsi detoksikasi senyawa senobiotik halotan.

Gangguan Fungsi Hati

Mencit yang diberi paparan udara halotan dengan dosis subanestesi selama 1 jam perhari mengakibatkan peningkatan nilai rata-rata aktivitas enzim GPT di dalam darah pada minggu ke 1 menjadi 24,140 IU/L dan meningkat secara bermakna pada minggu ke 2 menjadi 49,300 IU/L, kemudian menurun secara bermakna pada minggu ke 3 menjadi 38,180 IU/L dan menurun terus pada minggu ke 6 sebesar 28,400 IU/L hingga keadaan tidak berbeda nyata pada minggu ke 1. Hal ini menunjukkan adanya gangguan parenkhim hati, karena aktivitas enzim GPT merupakan enzim yang digunakan sebagai metoda skrining adanya gangguan hati (Nemesanszky, Donal & Rosalki, 1996; Kuntz, et al., 1984). Keadaan ini juga didukung oleh peningkatan nilai rata-rata aktivitas enzim GOT di dalam darah yang berbeda nyata dengan nilai normalnya, yaitu dari 20,236 IU/L menjadi 55,400 IU/L pada minggu ke 1, dan 76,220 IU/L pada minggu ke 2 dan 158,360 IU/L pada minggu ke 3 serta 60,320 IU/L pada minggu ke 6, serta peningkatan nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati dari 0,134 μmol/L menjadi 0,408 μmol/L pada ke 1; 0,730 μmol/L pada minggu ke 2 Dan 0,778 μmol/L pada minggu ke 3 serta 0,406 μmol/L pada minggu ke 6.

Aktivitas enzim GGT dan ALP digunakan sebagai indikator adanya gangguan sistem sekresi hati. Nilai rata-rata aktivitas enzim GGT pada minggu 1 menunjukkan peningkatan dari keadaan normalnya yaitu menjadi 6,840 IU/L, kemudian terjadi penurunan sampai pada minggu ke 12.

Nilai rata-rata aktifitas enzim ALP pada pemeriksaan minggu ke 1 meningkat secara bermakna menjadi 538,800 IU/L, terus menurun hingga 325,000 IU/L pada minggu ke 2 dan menurun lagi menjadi 319,000 IU/L pada minggu ke 3 tetapi pada minggu ke 6 meningkat menjadi 331,400 IU/L, yang tidak menunjukkan perbedaan nyata dibandingkan dengan nilai normalnya (443,000 IU/L), berarti tidak terjadi gangguan sistem sekresi hati. Tetapi pada pemeriksaan minggu ke 12, nilai rata-rata aktifitas enzim ALP adalah 189,400 IU/L, menunjukkan penurunan yang berbeda nyata, dibandingkan nilai normalnya. Pada saat ini juga terjadi peningkatan yang berbeda nyata nilai rata-rata konsentrasi malondialdehid hati, menjadi 0,886 μmol/L. Nilai tersebut merupakan nilai rata-rata tertinggi konsentrasi malondialdehid hati, berarti proses oksidasi pada jaringan hati mencapai puncak maksimum pada minggu ke 12. Keadaan ini juga didukung oleh tingginya nilai rata-rata nekrosis hepatosit yaitu mencapai 21,342. Jadi pada minggu ke 12 ini diduga adanya gangguan pada sistem sintesis protein, terutama pada pasca translasi pembentukan enzim GGT dan ALP. Hasil pemeriksaan minggu ke 12 terhadap aktifitas enzim GPT dan GOT juga menunjukkan penurunan jika dibandingkan dengan hasil pemeriksaan minggu ke 6. Jadi penurunan aktifitas enzim GPT dan GOT tersebut berarti bukan menuju ke arah normal melainkan karena adanya gangguan pada sistem sintesis protein.

Kesimpulan

Dari hasil penelitian diperoleh kesimpulan sebagai berikut :


1. Terpaparnya sel hati oleh udara halotan dengan dosis subanestesi selama 1 jam perhari dapat meningkatkan proses oksidasi pada jaringan hati yang selanjutnya dapat mengakibatkan terjadinya gangguan hati.
2. telah terjadi regenerasi sel, meningkatnya fungsi pertahanan tubuh seperti : peningkatan aktifitas antioksidan endogen dan peningkatan fungsi detoksikasi senyawa senobiotik halotan. Sedangkan pada minggu ke 12 terjadi gangguan parenkhim, sistem sekresi sampai pada sistem sintesis protein.
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