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ABSTRAK

     Penelitian bertujuan mengetahui pengaruh sari seduh teh hitam terhadap pengekspresian
PPAR ã sel adiposa jaringan lemak visera Rattus norvegicus strain Wistar. Duabelas ekor
tikus (Rattus norvegicus strain Wistar) jantan umur 6-8 minggu, berat 200 gram, diberi 4
macam perlakuan, yaitu A (diet tinggi lemak + SSTH 0 g/hari), B (diet tinggi lemak + SSTH
0,015 g/hari), C (diet tinggi lemak + SSTH 0,030 g/hari) dan D (diet tinggi lemak + SSTH
0,045 g/hari) selama 90 hari. Setelah masa perlakuan, tikus dibedah dan diambil lemak
viseranya. Jaringan tersebut kemudian dibuat preparat dengan metode parafin. Jumlah sel
yang mengekspresikan PPAR ã dianalisis dengan menggunakan pewarnaan immunohistokimia
dan untuk mengkonfirmasi bentuk sel adiposa digunakan pewarnaan Hematoxylene&Eosin.
Antibodi primer yang digunakan adalah  anti PPAR  gamma poliklonal antibody rabbit IgG
dan antibodi sekunder biotin-goat-anti rabbit IgG. Hasil penelitian menunjukkan jumlah sel
adiposa yang mengekspresikan PPAR ã mengalami penurunan seiring dengan penambahan
dosis SSTH. Hal tersebut mengindikasikan  SSTH dapat menurunkan pengekspresian PPAR ã
pada sel adiposa jaringan lemak visera.
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Pendahuluan
Jaringan adiposa merupakan salah

satu jaringan penyambung yang terdiri dari
sel-sel adiposa dan tersebar di seluruh tubuh.
Sel-sel adiposa tersebut berperan sebagai
mediator penting pada berbagai proses
fisiologi dan pathologi yang berkaitan
dengan metabolisme energi (Morrison dan
Farmer, 2000). Distribusi sel-sel adiposa
dalam tubuh dapat digunakan untuk
memprediksi resiko kesehatan, terutama
timbunan lemak di bagian intraabdominal
atau visera. Jumlah lemak yang terdapat pada
daerah tersebut sangat penting untuk
menentukan gangguan yang terjadi pada
metabolisme lemak dan glukosa (Elbers,dkk,
1997). Gangguan terhadap metabolisme
tersebut menyebabkan berbagai penyakit,
terutama obesitas (Morrison dan Farmer,
2000). Obesitas saat ini menjadi masalah
kesehatan masyarakat di seluruh dunia,
termasuk Indonesia. Obesit1 as telah menjadi
suatu penyakit epidemi yang bersifat
patogenik yang dapat memicu timbulnya
penyakit kronis yang berkaitan dengan diet,
seperti diabetes, penyakit kardiovaskular,

hipertensi, stroke dan bentuk kanker tertentu
(WHO, 2003).

Regulasi metabolisme lemak dan
glukosa berperan penting dalam homeostatis
energi dalam tubuh. Menurut Soeatmadji
(2005) regulasi metabolisme lemak dan
glukosa dalam tubuh melibatkan modulasi
aktifitas berbagai protein. Hal itu dapat
terlaksana dengan memodulasi kecepatan
transkripsi oleh berbagai faktor transkripsi.
Salah satu faktor transkripsi tersebut adalah
Peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR). Faktor transkripsi ini memegang
peranan penting dalam berbagai fungsi
selular termasuk metabolisme lemak,
proliferasi sel, diferensiasi adipogenesis dan
pensinyalan inflamatori (Sigma-aldrich,
2006). PPAR terdiri dari tiga subtipe, yaitu
PPAR alfa, PPAR beta dan PPAR  gamma.
Subtipe PPAR yang berhubungan dengan
regulasi perkembangan sel lemak adalah
PPAR  gamma (Medterms, 2006). Diet tinggi
lemak memicu peningkatan jumlah asam
lemak bebas dan peningkatan aktivasi PPAR
gamma, sehingga menstimulasi
penyimpanan lemak, adipogenesis dan
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obesitas (Croston, 2007).
Pada saat ini banyak dilakukan

penelitian mengenai bioaktif yang
terkandung dalam tanaman. Menurut
Ostaszewski (2002), senyawa yang termasuk
dalam bioaktif adalah polifenol, fitoestrogen,
fitosterol, phytates dan poliunsaturated fatty
acids. Sebagian besar senyawa tersebut
merupakan antioksidan. Salah satu bahan
alami alternatif yang berpotensi dalam terapi
obesitas adalah penggunaan teh hitam (Ca-
mellia sinensis). Hal ini disebabkan oleh
adanya komponen polifenolik, seperti
teaflavin yang telah dilaporkan memiliki
peranan dalam aktivitas biologi (Lee, 2004).
Aktivitas antioksidan teaflavin yang
terkandung dalam teh hitam lebih tinggi
daripada senyawa polifenolik yang
terkandung dalam teh hijau, yaitu catesin.
Teaflavin banyak diteliti sebagai agen
pelindung penyakit kardiovaskular dan
kanker karena kemampuannya dalam bidang
farmakimia, termasuk antihipertensi,
antioksidatif, dan aktivitas hipolipidemik
(Leung, dkk, 2001). Oleh karena itu,
kemampuan komponen polifenolik yang
terkandung dalam teh hitam diduga dapat
mempengaruhi jumlah sel adiposa yang
mengekspresikan pengekspresian PPAR
gamma.

Berdasarkan latar belakang tersebut di
atas, permasalahan yang dipecahkan dalam
penelitian ini adalah apakah sari seduh teh
hitam berpengaruh terhadap jumlah sel
adiposa yang mengekspresikan PPAR
gamma  pada jaringan lemak visera Rattus
norvegicus strain Wistar. Sedangkan tujuan
dari penelitian ini adalah untuk untuk
mengetahui pengaruh sari seduh teh hitam
terhadap jumlah sel adiposa yang
mengekspresikan PPAR gamma  pada
jaringan lemak visera Rattus norvegicus
strain Wistar.

Metode Penelitian
Waktu dan Tempat Penelitian

 Penelitian dilaksanakan pada bulan
Juli 2006 – November 2007. Pemeliharaan
dan pemberian perlakuan kepada hewan
coba dilakukan di Laboratorium
Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang, sedangkan
pewarnaan Hematoksilin-Eosin (H&E) dan
Imunohistokimia dilakukan di Laboratorium
Patologi Klinik Faal Fakultas Kedokteran
dan Laboratorium Biologi Molekuler,

Universitas Brawijaya Malang.

 Perlakuan Hewan Coba
Hewan coba yang berjumlah 12 ekor

dibagi menjadi empat kelompok perlakuan
dan pembagian tersebut menggunakan
rancangan acak lengkap. Rancangan ini
memberikan peluang dalam mengukur
pengaruh perlakuan pada kelompok
eksperimen dengan cara membandingkan
kelompok eksperimen dengan kelompok
kontrol. Empat kelompok perlakuan meliputi
Kelompok A (hanya diberikan diet tinggi
lemak), Kelompok B (diet tinggi lemak +
SSTH 0,015 gr/hari), Kelompok C (diet
tinggi lemak + SSTH 0,03 gr/hari),
Kelompok D (diet tinggi lemak+ SSTH
0,045 gr/hari). Ulangan yang dilakukan
untuk masing-masing kelompok adalah tiga
kali. Sebelum perlakuan, dilakukan
pengadaptasian tikus di laboratorium selama
7 hari dengan pemberian diet normal
sebanyak 30,5 g/hari. Pembuatan pakan
untuk diet normal ialah dengan
mencampurkan PAR-S dan tepung terigu cap
”Gunung Bromo” dengan total kadar lemak
9,73 %. Selanjutnya, tikus-tikus tersebut
diberi perlakuan sesuai dengan kelompok
perlakuan selama 90 hari.

SSTH dibuat dengan cara menyeduh
1 gram teh hitam dengan 100 mL air
mendidih lalu didiamkan selama kurang
lebih 15 menit, kemudian disaring dan
diambil filtratnya. Untuk kelompok
perlakuan B dengan dosis 0,015 gram/hari,
pada hewan coba diberikan 1,5 mL SSTH,
kelompok perlakuan C dengan dosis 0,03
gram/hari diberikan 3 mL SSTH, dan
kelompok perlakuan D dengan dosis 0,045
gram/hari diberikan 4,5 mL SSTH.
Pembuatan pakan tinggi lemak terdiri dari
pencampuran PAR-S, tepung terigu cap
”Gunung Bromo”, kolesterol, asam cholat
dan minyak babi dengan kadar lemak sebesar
30,10%. Asupan pakan tikus untuk diet
tinggi lemak kurang lebih 15,26 g/ hari. Pada
akhir perlakuan, dilakukan pengambilan
jaringan adiposa di bagian visera tikus
perlakuan.

Pewarnaan Hematoxylene&Eosin dan
Imunohistokimia Jaringan Adiposa
Hewan Coba

Jaringan adiposa tikus yang diperoleh
kemudian direndam dalam PFA
(paraformaldehyde) 4% dalam suhu 4°C.



Setelah itu, jaringan tersebut dicuci sebanyak
dua kali menggunakan Phosphate Buffer
Saline (PBS) masing-masing selama 15
menit dan dicuci kembali dengan PBS
selama 30 menit. Selanjutnya, dilakukan
perendaman dengan seri etanol 70 % dan
90% di suhu ruang dengan waktu  1 jam
untuk setiap larutan. Untuk perendaman
dengan etanol 100% dilakukan dua kali
dengan waktu perendaman masing-masing
1 jam. Kemudian, jaringan tersebut direndam
dalam xylol I dan xylol II. Lama perendaman
setiap larutan xylol tersebut adalah 1 jam
Langkah berikutnya adalah melakukan
perendaman dalam parafin cair I selama 1
jam dan kemudian dilanjutkan dalam parafin
cair II yang telah diisikan ke dalam kubus
aluminium foil selama 1 jam pula.
Perendaman dalam parafin I dan II dilakukan
di dalam oven yang bersuhu 62°C.
Aluminium foil yang telah berisi parafin dan
jaringan adiposa tersebut kemudian
diletakkan di atas wadah yang telah berisi
air dan es batu. Setelah parafin memadat,
dilakukan pemotongan untuk mendapatkan
sayatan parafin yang berukuran 4-5 ìm.

Sayatan parafin yang didapatkan dari
perlakuan sebelumnya diletakkan dalam
obyek gelas. Obyek gelas tersebut kemudian
dimasukkan kedalam oven dengan suhu
40°C selama 10-12 jam. Selanjutnya, obyek
gelas tersebut direndam dalam xylene I
selama 10 menit dan xylene II selama 5
menit. Preparat tersebut kemudian dicuci
dengan etanol 100 %, 90 % dan 70 %,
masing-masing selama 5 menit. Pencucian
selanjutnya ialah dengan PBS selama 5
menit sebanyak tiga kali dan dicuci dengan
air mengalir selama 5 menit. Preparat
tersebut  kemudian diberi pewarna
hematoksilin selama 2 menit dan dicuci
dengan air mengalir selama 2 menit. Setelah
itu dilanjutkan dengan pewarnaan eosin
selama 10 menit dan dicuci dengan air
mengalir kembali selama 5 menit. Setelah
itu dilakukan pencucian dengan  etanol 70%,
etanol 90%, etanol 100% dan xylol.
Selanjutnya preparat ditutup kover gelas
dengan menggunakan enthelan. Preparat
hasil pewarnaan ini digunakan sebagai
kontrol.

Selain diwarnai dengan pewarna
H&E, sayatan parafin dari jaringan adiposa
hewan coba dibuat preparat dengan metode
pewarnaan imunohistokimia.  Sayatan
parafin diletakkan dalam obyek gelas yang

kemudian direndam dalam xylene I selama
10 menit, dalam xylene II selama 5 menit,
etanol 100 % selama 5 menit, etanol 90 %
selama  menit dan etanol 70 % selama 5
menit. Setelah itu dilakukan pencucian
dengan PBS sebanyak tiga kali, dengan
waktu 5 menit untuk setiap pencucian.
Selanjutnya preparat tersebut direndam
dalam 10 mM buffer sitrat pH 7,2-7,4 yang
telah dipanaskan dalam suhu 70°C selama 5
menit dan dimasukkan dalam oven bersuhu
90°C. Setelah 15 menit, dilakukan
pendinginan dengan cara memberikan air
dingin di luar wadah preparat. Kemudian
dilakukan pencucian dengan PBS sebanyak
tiga kali masing-masing selama 5 menit.
Setelah itu, preparat dimasukkan ke dalam
0,3% H

2
O

2
 di suhu ruang selama 15 menit.

Kemudian dilakukan pencucian dengan PBS
selama 10 menit hingga 3 kali pencucian.
Selanjutnya, dilakukan bloking dengan 2%
susu skim selama 30 menit di suhu ruang
dan diberi antibodi pertama yaitu anti PPAR
gamma  antibodi poliklonal rabbit IgG (Bio
Vision) (1:200). Setelah semalam, preparat
dicuci dengan PBS selama 5 menit dengan
frekuensi pencucian sebanyak 3 kali.
Kemudian, dilakukan pemberian antibodi
kedua yaitu biotin-goat-antirabbit IgG
(1:500) selama 1 jam di suhu ruang. Setelah
itu, dicuci kembali dengan PBS sebanyak 3
kali, masing-masing selama 5 menit.
Langkah berikutnya adalah melakukan
perendaman dengan streptavidin peroksidase
selama 20 menit dalam suhu ruang.
Selanjutnya, dilakukan pencucian kembali
dengan PBS selama 5 menit, sebanyak 2 kali
dan 1 kali selama 10 menit. Perlakuan
selanjutnya ialah pewarnaan DAB (3,3
diaminobenzidinetetrahydrochloride) di
bawah mikroskop Olympus BX2. Setelah
dilakukan pewarnaan DAB, dilakukan
pencucian PBS kembali sebanyak tiga kali
selama 10 menit. Kemudian, preparat
tersebut diberi counter stain dengan Meyer
Hematoxylene selama 2 menit dan
dilanjutkan dengan pencucian air mengalir
selama 2 menit. Langkah selanjutnya ialah
dilakukan perendaman dalam etanol 70 %
selama 2 menit, etanol 90 % selama 2 menit,
100% etanol dua kali masing-masing selama
2 menit, xylene I selama 2 menit dan xylene
II selama 2 menit. Selanjutnya, preparat
diberi enthelan dan ditutup dengan kover
gelas.

Preparat hasil pewarnaan H&E dan



imunohistokimia, selanjutnya diamati
dengan menggunakan mikroskop NIKON
optiphot 21 dengan sistem Difference
Interference Contrast yang dilengkapi
dengan kamera digital yang telah terhubung
dengan program AverTV sehingga dapat
tervisualisasi melalui layar komputer.

Penghitungan Persentase Sel Adiposa
Jaringan Lemak Visera yang
Mengekspresikan PPAR ã

Pada penelitian ini dilakukan
penghitungan persentase sel adiposa dari
jaringan lemak visera yang mengekspresikan
PPAR gamma  (Hansen, dkk, 1998). Setiap
perlakuan dilakukan dengan tiga kali
ulangan. Dalam setiap ulangan dilakukan
penghitungan sel adiposa yang
mengekspresikan PPAR gamma   pada tiga
potongan jaringan. Di setiap jaringan
ditentukan tiga lapang pandang, yaitu bagian
atas, tengah dan bawah. Penghitungan sel
tersebut dilakukan pada perbesaran 200x
dengan mikroskop cahaya Olympus BX2.
Hasil perhitungan sel tersebut kemudian
dipersentasekan dengan jumlah sel
keseluruhan yang terdapat dalam setiap
lapang pandang. Hasil rata-rata persentase
sel yang didapatkan kemudian ditabulasi dan
dianalisis.

Analisis Data
Persentase sel adiposa visera yang

mengekspresikan PPAR gamma  pada setiap
kelompok perlakuan dianalisis dengan one
way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji
Tukey dalam program SPSS 12 untuk
mendapatkan informasi mengenai beda
nyata antar variasi dosis sari seduh teh hitam
pada perlakuan.

Hasil dan Pembahasan
Persentase sel adiposa yang

mengekspresikan PPAR gamma  mengalami
penurunan seiring dengan penambahan dosis
SSTH (Gambar 1). Perhitungan tersebut
diperoleh melalui perhitungan inti sel
adiposa yang bewarna coklat dari hasil
pewarnaan immunohistokimia (Gambar 2).

Pemberian SSTH 0,015 g/hari dapat
menurunkan jumlah sel yang
mengekspresikan PPAR gamma, akan tetapi
dosis yang dapat memberikan efek
penurunan secara maksimal adalah SSTH
0,030 g/hari. Sebab, pada penambahan dosis
SSTH di atas 0,030 g/hari memberikan efek

yang hampir sama dengan SSTH 0,030 g/
hari. Hal ini ditunjukkan dengan hasil uji
statistik yang sama untuk SSTH 0,030 g/hari
dengan SSTH 0,045 g/ hari. Penurunan
persentase sel yang mengekspresikan PPAR
gamma  tersebut menunjukkan bahwa SSTH
dapat menurunkan jumlah sel adiposa yang
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Gambar 1. Rasio sel lemak visera yang

      mengekspresikan PPAR  ã pada tiap

       perlakuan (P<0,05)
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Gambar 2. Hasil pewarnaan immunohistokimia dengan antibodi anti PPAR γ 

 A : SSTH 0 g/hari;                                     B : SSTH 0,015 g/hari; 

 C : SSTH 0,030 g/hari;                               D : SSTH 0,045 g/hari; 

                             : sel yang mengekspresikan PPAR γ ; 

                  1 skala : 0,01 mm (Perbesaran 400 x) 

mengekspresikan PPAR gamma  pada
jaringan lemak visera Rattus norvegicus
strain Wistar.

TNF á dapat menginduksi
pembentukan iNOS. Peningkatan iNOS
menyebabkan peningkatan produksi NO
yang dapat memicu kegagalan insulin dalam
menstimulasi transport glukosa sehingga
terjadi resistensi insulin. Resistensi insulin
berarti ketidaksanggupan insulin memberi
efek biologik yang normal pada kadar gula
darah tertentu sehingga dibutuhkan kadar
insulin yang lebih banyak untuk mencapai
kadar glukosa darah yang normal (Merentek,
2006).  PPAR gamma  berperan dalam



penyimpanan asam lemak di dalam sel
adiposa sehingga resistensi insulin
menyebabkan peningkatan pengekspresian
PPAR ã.

Semakin banyak PPAR gamma  yang
teraktivasi, maka asam lemak yang
berlimpah di plasma dapat disimpan di dalam
jaringan adiposa sehingga konsentrasi asam
lemak di plasma berkurang (Soeatmadji,
2005). Oleh karena itu, apabila enzim iNOS
dihambat, maka produksi NO akan menurun
dan resistensi insulin akan menurun juga,
sehingga pengekspresian PPAR gamma
mengalami penurunan pula. Hal ini
bersesuaian dengan hasil penelitian yang
menunjukkan bahwa persentase sel yang
mengekspresikan PPAR  ã pada perlakuan
tanpa SSTH lebih tinggi dibandingkan
dengan perlakuan lain yang menggunakan
SSTH (Gambar .3).
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Gambar  3. Jalur penghambatan SSTH terhadap pengekspresian PPAR  γ pada sel adiposa
                           : Penghambatan oleh SSTH 

 

Gambar 4. Sel lemak visera Rattus norvegicus
strain Wistar (Pewarnaan ematoxylene&Eosin);
1 skala : 0,01 mm (Perbesaran 400x)

Sel lemak dari hasil visualisasi
preparat yang diwarnai dengan
Hematoxylene&Eosin (Gambar 4)
berbentuk bulat dengan inti yang terletak di
tepi sehingga dapat diketahui jenis lemak
tersebut, yaitu termasuk dalam golongan
lemak unilokular.  Pada bagian tengah sel
berupa lumen yang merupakan vakuola
lemak yang telah kosong, karena tetes lipid
telah terlarut oleh alkohol dan xylol pada
proses pembuatan preparat (Junqueira, dkk,
1998).

Kesimpulan
Persentase sel adiposa yang

mengekspresikan PPAR gamma  mengalami
penurunan seiring peningkatan dosis SSTH.
Hasil penelitian tersebut menunjukkan
SSTH dapat menurunkan pengekspresian
PPAR gamma  sel adiposa jaringan lemak
visera Rattus norvegicus strain Wistar.
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