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Abstract

Background: Inflammation is a defense reaction involving cells, mediators,
and blood vessels, including platelets, to eliminate causes of cell damage.
Carrageenan is a cause of cell damage that induces platelets through the
NF-kB pathway by TLR-4 signaling. The combination of astaxanthin and
vitamin E has anti-inflamatory effects characterized by a decrease in
platelet count by suppressing NF-kB, COX-2, and ROS activity. Objective: This
study aims to determine the effect of the combination of astaxanthin and
vitamin E on platelet counts in male Wistar rats induced by carrageenan.
Method: This study was experimental with a post-test only control group
design. A total of 30 rats were adapted for 7 days with the same feed and
drink, then the rats were divided into a normal group (n=10), a sick group
(n=10), and a treatment group (n=10). The treatment group was given a
combination of 0.72 mg/kgBW astaxanthin and 24.1 mg/kgBW vitamin E.
One hour later, the sick and treatment groups were given a 0.1 mL injection
of 1% carrageenan and waited for 24 hours, while the normal group was
only given standard feed. The platelet count was measured using a
hematology analyzer. The data were analyzed using the Shapiro Wilk test,
Levene Statistic, Kruskal Wallis, and followed by the Mann Whitney Post Hoc
test. Result: The mean platelet count was 144.86 x 10°/uL in the normal
group, 316.79 x 10°/uL in the sick group, and 214.07 x 10°/ulL in the
treatment group. The results of the normality test KP (p<0.05), KN and KS
(p>0.05), homogeneity (p<0.05), Kruskal Wallis (p<0.05) were significantly
different, and the Post Hoc Mann Whintney (p<0.05) showed significant
differences between all groups. Conclusion: Data analysis revealed an anti-
inflammatory effect of the combination of astaxanthin and vitamin E in
carrageenan-induced rats.
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Latar Belakang: Inflamasi adalah reaksi pertahanan yang melibatkan sel, mediator, dan pembuluh
darah termasuk trombosit untuk mengeliminasi penyebab jejas sel. Karagenan 1% merupakan
penyebab jejas sel yang menginduksi trombosit melalui jalur NF-kB oleh persinyalan TLR-4. Kombinasi
astaxanthin dengan vitamin E memiliki efek antiinflamasi yang ditandai dengan penurunan jumlah
trombosit dengan menekan aktivitas NFkB, COX-2, dan ROS. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek kombinasi astaxanthin dengan vitamin E terhadap jumlah trombosit tikus putih
jantan galur wistar yang diinduksi karagenan. Metode: Jenis penelitian ini eksperimental dengan
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desain penelitian post-test only control group design. Sejumlah 30 ekor tikus diadaptasi selama 7 hari
dengan pakan dan minum yang sama, selanjutnya tikus dibagi dalam kelompok normal (n=10),
kelompok sakit (n=10), dan kelompok perlakuan (n=10). Kelompok perlakuan diberi kombinasi
astaxanthin 0,72 mg/kgBB dengan vitamin E 24,1 mg/kgBB. Satu jam berikutnya, kelompok sakit dan
perlakuan diberikan injeksi karagenan 1% 0,1 mL dan ditunggu hingga 24 jam, sedangkan kelompok
normal hanya diberi pakan standar. Jumlah trombosit diukur menggunakan haematology analyser.
Data dianalisis menggunakan uji Shapiro Wilk, Levene Statistic,Kruskal Wallis, dan dilanjutkan
dengan uji Pos Hoc Mann Whitney. Hasil: Rerata jumlah trombosit Kelompok Normal (144,86 103 /
uL), Kelompok Sakit (316,79 10° / uL), dan Kelompok Perlakuan (214,07 10? / uL). Hasil uji normalitas
KP (p<0,05), KN dan KS (p>0,05), homogenitas (p<0,05), Kruskal Wallis (p<0,05) berbeda signifikan,
Post Hoc Mann Whintney (p<0,05) menunjukkan adanya perbedaan signifikan antar semua kelompok.
Kesimpulan: Analisis data didapatkan terdapat efek antiinflamasi kombinasi astaxanthin dengan
vitamin E pada tikus yang diinduksi karagenan.

Kata Kunci: Astaxanthin, Inflamasi, Karagenan, Trombosit, Vitamin E

A. PENDAHULUAN

Inflamasi adalah reaksi pertahanan yang melibatkan sel, mediator, dan pembuluh darah
termasuk trombosit untuk mengeliminasi penyebab jejas sel, seperti benda asing (Kumar et
al., 2023). Salah satu contoh benda asing adalah polisakarida tersulfat yaitu Kappa-carragenan
yang mengaktivasi jalur NF-kB oleh persinyalan TLR-4 dan merusak sel endotel vaskular.
Kerusakan sel endotel vaskular akan mengubah fosfolipid menjadi asam arakidonat oleh
enzim fosfolipase dan akan dimetabolisme oleh enzim COX menghasilkan TXA2 dan oleh
enzim LOX menghasilkan ROS (Hannoodee & Nasuruddin, 2024; Liu et al., 2023; Lopes et al,,
2020; Tao et al, 2024). Tromboksan A2 (TXA2) akan menginduksi aktivasi trombosit yang
akan meningkatkan jumlah trombosit (Kojok et al,, 2019; Kumar et al., 2023).

Trombosit meningkat pada tahap resolusi (perbaikan jaringan) saat inflamasi akut
ataupun kronis (Kumar et al., 2023). Inflamasi banyak mendasari berbagai penyakit, misalnya
asma, diabetes melitus, penyakit jantung, dan lainnya. Penyakit Jantung merupakan penyakit
yang tercatat sebagai alasan utama kematian di Indonesia dengan prevalensi sebesar 0,5%
pada tahun 2013 dan meningkat menjadi 1,5% pada tahun 2018 (Kemenkes, 2018). Hasil
penelitian Ariastuti et al, (2024) menyatakan bahwa terdapat perkiraan kematian pasien
penyakit jantung coroner sebanyak 23,3 juta pada tahun 2030 (Ariastuti et al, 2024). Pada
penyakit jantung, trombosit sangat berpengaruh dalam kejadian tromboinflamasi, seperti
arterosklerosis yang bisa berkembang menjadi arterotrombosis pada pasien Sindrom
Koroner Akut (SKA) (Kojok et al, 2019). Oleh sebab itu, pemanfaatan agen antiinflamasi alami
penting sebagai strategi pencegahan inflamasi.

Astaxanthin merupakan antioksidan dan antiinflamasi dari ekstrak alga, memiliki

struktur kimia yang dapat menyumbangkan elektron ataupun mengikat radikal bebas untuk
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membersihkan ROS dan kerusakan oksidatif (Pereira et al., 2020). Penelitian terdahulu oleh
Deng et al., (2017) dalam Laja, (2021), menyatakan bahwa astaxanthin 30mg/KgBB dapat
mengatur keseimbangan antar ROS dan TXA2Z, menurunkan pembekuan darah melalui
mekanisme penghasilan antioksidan, proteksi sel endotel, dan penekanan aktivasi jalur NF-«B
(Laja, 2021). Sedangkan vitamin E yang mengandung antioksidan dan antiinflamasi kuat
dengan sifat larut dalam lemak, akan mengubah radikal peroksil menjadi hidroperoksil lipid
pada membran yang akan mencegah kerusakan sel (Putri et al., 2024). Vitamin E dengan dosis
40 mg/kgBB dalam penelitian Cunha et al, (2023) dinyatakan dapat meningkatkan kadar
antioksidan dan menekan kadar sitokin proinflamasi. Selain itu, vitamin E juga dapat
menekan transkripsi NF-kB-dependent gen, menghambat kerja dan ekspresi gen COX-2 yang
nantinya menghambat proses antiinflamasi (Rishel & Basyir, 2018).

Berdasarkan uraian di atas, peningkatan aktivasi mediator proinflamasi serta komponen
darah, khususnya trombosit, diharapkan menurun setelah pemberian kombinasi astaxanthin
dengan vitamin E. Kombinasi ini memiliki efek antiinflamasi melalui mekanisme penekanan
aktivitas NF-kB dan COX-2 serta menjaga keseimbangan ROS dengan TXA2 (Laja, 2021; Rishel
& Basyir, 2018). Hal tersebut menjadi landasan penelitian untuk menguji efek antiinflamasi
kombinasi astaxanthin dengan vitamin E terhadap jumlah trombosit pada tikus putih jantan

galur wistar yang diinduksi karagenan.

B. METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan desain Post — Test Only Control Group. Data untuk penelitian
ini akan dikumpulkan dari 30 sampel subjek pada waktu yang sama. Subjek penelitian adalah
tikus putih jantan galur wistar (Rattus novergicus) yang dipelihara di Laboratorium Gizi Pusat
Studi Pangan dan Gizi (PSPG) Universitas Gadjah Mada dengan kriteria usia 2 bulan dan berat
badan 175-200 gram. Besar 30 sampel tersebut didapatkan dari rumus Federer, (1956),
diperoleh 9 tikus tiap kelompok dan digunakan rumus 1/(1-f) untuk mengantisipasi adanya
sampel yang mati atau drop out, dimana f merupakan presentase sampel uji yang mati atau
drop out (10%) (Lala & Sari, 2023). Sampel dipilih menggunakan metode consecutive
berdasarkan dengan kriteria inklusi dan eksklusi pada penelitian. Sejumlah 30 ekor tikus
diadaptasi selama 7 hari dengan pakan dan minum yang sama, selanjutnya tikus dibagi dalam
kelompok normal (n=10), kelompok sakit (n=10), dan kelompok perlakuan (n=10) dengan
teknik simple random sampling (undian). Kelompok perlakuan diberi kombinasi astaxanthin

0,72 mg/kgBB dengan vitamin E 24,1 mg/kgBB. Satu jam berikutnya, kelompok sakit dan
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perlakuan diberikan injeksi karagenan 1% 0,1 mL dan ditunggu hingga 24 jam, sedangkan
kelompok normal hanya diberi pakan standar.

Larutan kombinasi Astaxanthin dengan vitamin E dibuat dengan melarutkan
0,72mg/KgBB bubuk astaxanthin merek Natural MPL yang berasal dari mikroalga
Haematococcus pluvialis dan 24,1 mg/KgBB vitamin E merek [Pl ke dalam aquades dengan
perbandingan 1:1. Sedangkan karagenan 1% dibuat dengan melarutkan 100 mg karagenan ke
dalam 10 mL NaCl fisiologis 0,9%. Pengambilan darah dilakukan melalui sinus orbitalis dan
akan dihitung jumlah trombosit menggunakan haematology analyser.

Analisis data dalam penelitian ini menggunakan program IBM SPSS Statistics 23 dimulai
dengan uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas Levene Statistic. Analisis data dengan
uji Shapiro-Wilk dan Levene Statistic didapatkan p<0,05 yang menunjukkan sebaran data tidak
normal dan tidak homogen, sehingga dilanjutkan dengan analisis data menggunakan uji non

parametrik Kruskal-Wallis dan uji Mann-Whitney.

C. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian dilakukan pada tanggal 9-17 Juni 2025 yang dilakukan di Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung meliputi penyusunan proposal, penyiapan bahan
penelitian, dan analisis data. Sedangkan untuk pelaksanaan penelititian dilaksanakan di Pusat
Studi Pangan dan Gizi (PSPG) Universitas Gadjah Mada. Pelaksanaan penelitian dilakukan
dengan sampel 30 tanpa adanya hewan yang mati ataupun drop out. Hasil rerata jumlah
trombosit setiap kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.1.

Hasil pemeriksaan di atas disimpulkan bahwa KS memperlihatkan rerata jumlah
trombosit tertinggi (316,79 10°® / uL) sementara, KN memperlihatkan rerata jumlah
trombosit terendah (144,86 10°® / pL) dan KP memperlihatkan rerata jumlah trombosit
214,07 103/uL yang berada diantara KN dan KS atau lebih tinggi dibandingkan KN namun
lebih rendah dibandingkan KS. Hal tersebut menunjukkan adanya efek pemberian kombinasi
astaxanthin dengan vitamin E terhadap jumlah trombosit. Secara keseluruhan penelitian ini
menunjukkan bahwa induksi karagenan meningkatkan jumlah trombosit secara Klinis,
sedangkan pemberian kombinasi astaxanthin dengan vitamin E mampu menurunkan jumlah

trombosit yang mendekati kelompok normal.
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Rerata Jumlah Trombosit
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Gambar 1. 1. Rerata Jumlah Trombosit antar Kelompok

Data jumlah trombosit pada setiap kelompok diuji normalitas menggunakan uji Shapiro
Wilk dan uji homogenitas menggunakan uji Levene Statistic. Hasil uji normalitas didapatkan
distribusi data normal pada kelompok KN dan KS (p=0,843 dan p=0,234), sedangkan untuk
KP mendapatkan distribusi data tidak normal dengan p=0,000 atau p<0,05 sesuai dengan
Tabel 1.1. Hasil uji homogenitas didapatkan nilai p=0,044 (p<0,05) yang menunjukkan bahwa
variasi data jumlah trombosit antar ketiga kelompok tidak homogen. Analisis perbedaan data
jumlah trombosit sesuai dengan Tabel 1.2, menggunakan Uji Kruskal Wallis dan
mendapatkan hasil p=0,000 (p<0,05) yang menunjukkan setidaknya terdapat dua kelompok
yang mempunyai rerata jumlah trombosit berbeda secara signifikan. Analisis dilanjutkan

dengan Uji Post Hoc Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan jumlah trombosit antar

kelompok.
Tabel 1. 1. Hasil Uji
Normalitas, p-value
Kelompok Shapiro Wilk  Levene Kruskal Wallis
KN 0,843* 0,044 0,000
KS 0,234*
KP 0,000

Homogenitas, dan Kruskal Wallis

Keterangan : * = distribusi data normal
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Tabel 1. 2. Hasil Analisis Perbedaan Jumlah Trombosit antar Dua Kelompok

p value
Kelompok
Uji Man Whitney
Normal (KN) Sakit (KS) 0,000
Perlakuan (KP) 0,000
Sakit (KS) Perlakuan (KP) 0,000

Hasil Uji Mann-Whitney pada Tabel 1.2., menggambarkan terdapat perbedaan jumlah
trombosit antar kelompok KN dengan KS dan KP, serta terdapat perbedaan jumlah trombosit
antara kelompok KS dengan kelompok KP. Nilai p dari ketiga kelompok memiliki nilai yang
sama yaitu p=0,000 (p<0,05) yang menunjukan perbedaan signifikan antar kelompok.
PEMBAHASAN

Rerata jumlah trombosit pada Gambar 1.1. menunjukkan perbedaan pada rerata jumlah
trombosit KS (316,79 10° / uL) yang mendapatkan induksi karagenan 1% mempunyai rerata
jumlah trombosit yang lebih tinggi dibandingkan KN (144,86 10°® / pL) dan memiliki
perbedaan yang signifikan (p<0,05). Jumlah trombosit yang lebih tinggi tersebut
menunjukkan bahwa pemberian karagenan 1% berhasil membuat tikus putih jantan galur
wistar mengalami inflamasi yang sejalan dengan teori karagenan 1% akan mengaktifkan jalur
NFxB melalui persinyalan TLR-4 yang menginduksi IL-13 dan ezim fosfolipase yang
mengubah fosfolipid menjadi asam arakidonat. Asam arakidonat akan dimetabolisme menjadi
dua jalur utama enzim, yaitu jalur siklooksigenase dengan bantuan enzim COX menjadi
prostaglandin, prostasiklin, dan tromboksan A2, serta jalur lipooksigenase yang distimulasi
oleh enzim LOX yang menghasilkan lipoksin, leukotrin, dan menghasilkan produk sampingan
berupa ROS. Hal tersebut akan mengakibatkan kerusakan pada sel endotel dan memicu
agregrasi trombosit yang akan meningkatkan jumlah trombosit (Hannoodee & Nasuruddin,
2024; Kumar et al,, 2023; Lopes et al.,, 2020; Tao et al., 2024; Widyarini et al., 2023).

Efek pemberian kombinasi astaxhantin dengan vitamin E dapat dilihat dari perbedaan
rerata jumlah trombosit KP (214,07 103 / uL) dengan hasil lebih rendah dibandingkan jumlah
trombosit KS (316,79 10® / pL) dengan nilai p<0,05 yang berarti memiliki perbedaan
signifikan. Hal tersebut menggambarkan bahwa kombinasi astaxanthin dengan vitamin E
memiliki efek sebagai antiinflamasi, yang sejalan dengan penelitian bahwa astaxanthin yang
berasal dari karotenoid memiliki peran dalam pemblokiran sinyal NF-kB melalui penekanan

degradasi IkB-a yang mengakibatkan penghambatan Monocyte Chemoattractant Protein-1
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(MCP-1) dan molekul inflamasi lainnya (IL-6, VEGF, ICAM-1) dan menghambat produksi ROS
melalui peningkatan enzim antioksidan, heme oxygenase-1 (HO-1), protein target Nrf2, dan
glutathione peroksidase-1 sehingga akan terjadi keseimbangan antara ROS dan TXA2 (Chang
et al., 2020; Laja, 2021; Nair et al,, 2023). Hal yang sama untuk vitamin E dengan struktur
utama tocopherol berperan sejalan bersama astaxanthin dalam menghambat transkripsi NF-
kB dan COX-2 sehingga terjadi proses antiinflamasi, serta memodulasi fungsi imun yang
melindungi oksidasi asam lemak tak jenuh ganda terhadap kerusakan oksidatif yang
dihasilkan sebagai akibat dari aktivitas metabolik yang tinggi (Lewis et al.,, 2020; Liao et al,,
2022; Wu et al., 2024).

Hasil jumlah trombosit pada penelitian ini menunjukkan bahwa antara KN dengan KP
menggambarkan adanya perbedaan signifikan. Namun, pemberian suspensi kombinasi
astaxanthin 0,72 mg/kgBB/hari dengan vitamin E 24,1 mg/kgBB/hari belum dapat

mengembalikan jumlah trombosit pada jumlah parameter normal.

D. KESIMPULAN

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa kombinasi astaxanthin dengan vitamin E
memiliki efek antiinflamasi terhadap jumlah trombosit pada tikus putih jantan galur wistar
yang diinduksi karagenan. Rerata jumlah trombosit pada kelompok normal yang mendapat
diet pakan standar adalah sebesar 144,86 10% / pL, meningkat pada kelompok sakit yang
diinduksi karagenan 1% menjadi 316,79 10° / uL, dan kembali menurun pada kelompok
perlakuan yang diberi kombinasi 0,72 mg/kgBB astaxanthin dengan 24,1 mg/kgBB vitamin E
menjadi 214,07 10% / pL. Hasil analisis statistik menunjukkan adanya perbedaan bermakna
antar kelompok, yang menunjukkan bahwa kombinasi astaxanthin mampu menekan jumlah
trombosit akibat induksi karagenan
SARAN

Pelaksanaan penelitian secara umum berjalan lancar, walaupun terdapat beberapa
keterbatasan antara lain: peneliti belum melakukan variasi dosis astaxanthin dan vitamin E
untuk optimalisasi dosis, sehingga tidak mendapatkan hasil yang sama dengan kelompok
normal. Penelitian ini juga hanya melihat jumlah trombosit, sedangkan trombosit pada
penelitian ini tergantung pada ekspresi NFxB, COX-2, dan kadar ROS. Sehingga perlu
dilakukan penelitian lanjut mengenai variasi dosis dan meneliti ekspresi NFxB dan COX-2,

serta kadar ROS.
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