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ABSTRACT

Free radicals in cigarette smoke can destroy tissue and cells of the body. The activity of free radicals can be 
reduced by antioxidants from external and internal. The objective of this research is to investigate the effects 
of vitamin C and vitamin E combination on the histopathology of rat liver exposed by subcronic cigarette 
smoke. This research using true experimental study with post test only control group design. The sample of 
this research we used  32 Wistar rat, ages between 2-3 months, weight 150-200 grams divided 8 grouped. 
Cigarette smoke exposed for 10 weeks. Parameter will be measured is the number of liver cells damage 
(necrosis). Data analysis uses the One-Way ANOVA method followed by Turkey test. The result show the 
number of liver cells damage are significantly decrease. The conclution vitamin C and vitamin E combination 
decrease the number of the liver cells damage of the rat liver, that has been exposed to subcronic cigarette 
smoke at optimal doze 0,20 mglg bw vitamin C and 0,04 lUlg bw vitamin E.
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PENDAHULUAN

Merokok dapat menyebabkan berbagai macam 
gangguan kesehatan, baik pada perokok itu sendiri 
maupun pada orang lain di sekitamya. Telah 
diinformasikan bahwa setiap delapan detik satu 
orang meninggal karena rokok. Namun demikian, 
jumlah perokok di negara berkembang terus 
meningkat walaupun di negara maju telah 

 mengalami penurunan (1). Di kawasan ASEAN 
konsumsi rokok menurun, kecuali di Indonesia. 
Dalam sepuluh tahun terakhir, konsumsi rokok di 
Indonesia mengalami peningkatan sebesar 44,1% 
dan saat ini Indonesia menduduki peringkat ke-4 
sebagai negara dengan jumlah perokok terbanyak 
di dunia setelah Amerika Serikat, Cina, dan Jepang 
(2).

Berdasarkan lamanya, merokok dapat dibedakan 
menjadi merokok akut, subkronik dan kronik. Yang 
dimaksud subkronik adalah selama 10% masa 
hidup, pada manusia selama ±6 tahun (3).

Rokok mengandung kurang Iebih 4000 elemen-
elemen, dan setidaknya 200 diantaranya 

 dinyatakan berbahaya bagi kesehatan (4). Asap 
rokok merupakan salah satu sumber radikal bebas. 
Dalam satu kali hisap, perokok memasukkan kurang 
lebih 1016 molekul radikal bebas dan berbagai 
bahan kimia tar, asbestos, H 0 , dan lain-lain ke 2 2

dalam tubuhnya. Selain datang dari luar tubuh, 
radikal bebas juga dihasilkan dari proses 
metabolisme di dalam tubuh kita. Radikal bebas 
merupakan molekul yang tidak stabil yang dapat

menyebabkan kerusakan berbagai organ tubuh, 
seperti paru-paru, hepar, dan jantung (5).

Hepar merupakan salah satu organ utama tubuh 
kita yang amat rentan karena merupakan filter dari 
bahan-bahan toksik yang masuk ke dalam tubuh, 
selain itu hepar memiliki sistem sirkulasi ganda 
sehingga akumulasi bahan-bahan toksik di hepar 
lebih besar (6). Pada hepar, radikal bebas dapat 
menyebabkan perubahan struktur dan fungsi (7). 
Mekanisme kerja yang mendasarinya adalah lipid 
peroksidasi yang selanjutnya menyebabkan 
kerusakan membran sel. Hal ini menyebabkan 
perubahan biokimia yang bersifat kompleks dan 
akhirnya dapat mangakibatkan kerusakan sel hepar 

 (8). Kerusakan sel hepar yang mekanismenya 
didasari oleh kerusakan membran sel adalah 
nekrosis (9).

Sebenarnya dalam tubuh sudah terdapat enzim 
yang dapat menangkal radikal bebas, namun bila 
jumlah radikal bebas berlebihan, seperti pada 
perokok, tubuh memerlukan antioksidan dari luar 
untuk menangkal radikal bebas (10). Dari berbagai 
penelitian diketahui bahwa vitamin C dan vitamin E 
merupakan antioksidan yang dapat megurangi 
peluang terjadinya berbagai macam penyakit akibat 
radikal bebas. Juga telah diketahui bahwa vitamin C 
dapat meregenerasi vitamin E secara efektif 
meskipun vitamin C bekerja pada sitoplasma dan 
vitamin E bekerja pada membran sel (11). Sehingga 
timbul pertanyaan, apakah kombinasi vitamin C dan 
vitamin E dapat memberikan efek yang optimal 
dalam meredam aktifitas radikal bebas dan 
mengurangi kerusakan sel tubuh, khususnya sel 
hepar, akibat paparan asap rokok subkronik. Timbul 
juga pertanyaan berapakah dosis kombinasi yang 
paling efektif mengingat penelitian Subandi (2000) 
menunjukkan bahwa dosis vitamin C 0,2 mg/g BB
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pada tikus merupakan dosis optimal dan pemberian 
vitamin C di atas dosis tersebut efektivitasnya justru 
menurun (12).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
manfaat pemberian antioksidan dari luar berupa 
kombinasi vitamin C dan vitamin E yang dilarutkan 
dalam minyak wijen untuk mengurangi kerusakan 
sel, khususnya sel hepar, yang disebabkan oleh 
radikal bebas pada perokok subkronik. Penelitian ini 
menggunakan minyak wijen sebagai pelarut vitamin 
E untuk memudahkan pemberian vitamin E pada 
hewan coba. Minyak wijen memiliki efek antioksidan 
karena mangandung sesaminol yang berfungsi 
sebagai scavenger radikal peroksid. Penelitian yang 
dilakukan oleh Fatmawati (2004) menunjukkan 
bahwa kombinasi minyak wijen dan vitamin E 
mempunyai efek sinergis dalam menghambat 
stress oksidan pada liver (13).

Dalam penelitian ini digunakan rokok kretek karena 
rokok kretek memiliki kemampuan memicu radikal 
bebas yang Iebih kompleks daripada rokok putih, 
hal ini terbukti dari tingkat peroksidasi lipid akibat 
rokok kretek yang Iebih tinggi dibandingkan 

 perokidasi lipid akibat rokok putih (14). Diketahui 
pula bahwa jenis rokok yang diproduksi di Indonesia 
tergolong unik, rokok kretek jauh Iebih dominan 
daripada rokok putih yang sebenarnya relatif kecil 
resikonya terhadap gangguan kesehatan (15).

METODE 

Penelitian ini menggunakan studi true experimental 
dengan post test only control group design, untuk 
mengetahui bagaimana pengaruh pemberian 
kombinasi vitamin C dan vitamin E terhadap 
gambaran histopatologi hepar tikus (Rattus 
norwegicus strain Wistar) yang dipapar asap rokok 
kretek sub kronik. Penelitian ini menggunakan 
rancangan acak Iengkap. Hewan coba yang 
digunakan  hewan coba (Rattus novergicus Strain 
Wistar, umur 2-3 bulan dengan berat badan 150-200 
gram) sebanyak empat dimasing-masing kelompok. 
Pemaparan sub kronik asap rokok dalam penelitian 
ini diberikan sebanyak 1 batang per hari selama 10 
minggu. Vitamin C dan E yang diberikan adalah 
vitamin C murni (proanalisa) berbentuk pulvis dan 
diperoleh dari perusahaan obat tertentu.

Parameter yang diukur adalah jumlah sel hepar 
yang mengalami kerusakan (nekrosis) dengan 
kategori perubahan ukuran, bentuk dan warna. 
Perubahan ukuran hepatosit akibat pembengkakan 
merupakan manifestasi awal pada semua bentuk 
kerusakan hepar. Hal itu dIsebabkan oleh 
masuknya cairan ekstraseluler akibat kerusakan 
membran sel (16). Bentuk sel hepar yang 
mengalami nekrosis menjadi irreguler akibat 
terjadinya kerusakan membran sel. Sel hepar yang 
mengalami nekrosis berwarna lebih merah karena 
adanya peningkatan kemampuan untuk mengikat 
eosin (16).

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah 
pemaparan asap rokok kretek subkronis dan 
pemberian vitamin C dan E. Sedangkan variabel 

tergantungnya adalah jumlah sel hepar tikus (Rattus 
novergicus Strain Wistar) yang mengalami 
kerusakan (nekrosis).

Tikus dibagi menjadi 1 kelompok kontrol negatif , 
satu kelompok kontrol positif, satu kelompok 
dengan minyak wijen saja (0,5 ml) dan lima 
kelompok perlakuan dengan variasi dosis Vitamin C 
dan E. Kelompok perlakuan terdiri dari Kelompok 3 
(k3): dipapar asap rokok kretek subkronis + vitamin 
C 0,2 mg/g BB tikus. Kelompok 4 (k4): dipapar asap 
rokok kretek subkronis + vitamin E 0,04 IU/g BB 
tikus. Kelompok 5 (k5): dipapar asap rokok kretek 
subkronis + (vitamin E 0,04 IU + vitamin C 0,2 mg)Ig 
BB tikus Kelompok 6 (k6): dipapar asap rokok kretek 
subkronis + (vitamin E 0,04 IU + vitamin C 0,4 mg)Ig 
BB tikus. Kelompok 7 (k7): dipapar asap rokok 
kretek subkronis + (vitamin E 0,04 lU + vitamin C 0,8 
mg)/g BB tikus

Aklimatisasi hewan coba dilakukan dalam kandang 
dengan kondisi laboratorium yang sama selama 7 
hari.Vitamin C diberikan dengan cara dilarutkan ke 
dalam aquades sesuai dengan rincian. Vitamin E 
diberikan dengan cara dilarutkan ke dalam minyak 
wijen sesuai dengan dosis 0,04 IU/g BB tikus. 
Kemudian vtamin C dan vitamin E diberikan peroral 
1 kali per hari selama 10 minggu. Pemaparan asap 
rokok dengan menggunakan rokok kretek dilakukan 
dengan bantuan alat yang disebut smoking pump. 
Setelah 10 minggu hewan coba dibius dengan 
menggunakan eter, kemudian dimatikan, dibedah, 
diambil organ heparnya dan difiksasi dengan 
formalin 10%. Selanjutnya dibuat preparat 
histopatologi hepar. Penghitungan jumlah sel hepar 
yang rusak dilakukan dengan menggunakan 
mikroskop cahaya binokuler perbesaran 1000x 
dengan 28 lapangan pandang yang berbeda dan 
dijumlahkan sehingga menghasilkan 1 data.

Data yang diperoleh dItabulasi sesuai dengan 
kelompok kemudian dianalisa statistik dengan 
metode One-Way ANOVA dan dilanjutkan dengan 
uji Tukey menggunakan program SPSS 12 dengan 
tingkat kepercayaan p = 0,05.

HASIL

Hasil analisis menunjukkan perbedaan jumlah 
hepatosit rusak yang signifikan (p = 0,00) antara 
kelompok perlakuan. Selanjutnya hasil analisa 
tersebut dipertajam dengan menggunakan Post 
Hoc Multiple comparation, Equal Variance by Tukey.

Analisa tersebut menunjukkan bahwa jumlah 
hepatosit yang mengalami kerusakan (nekrosis) 
pada kelompok kontrol positif (k1) berbeda nyata (p 
= 0,000) dengan semua kelompok perlakuan asap 
rokok subkronik yang diberi vitamin dan kelompok 
normal. Diantara kelompok vitamin dapat dilihat 
bahwa kelompok k3 tidak berbeda nyata dengan 
kelompok k4 (p = 0,877) dan k7 (p = 0,139), tetapi 
berbeda nyata dengan k5 (p = 0,000) dan k6 (p = 
0,000). k4 berbeda nyata dengan k5 (p = 0,000) dan 
k6 (p = 0,009), tetapi tidak berbeda nyata dengan k7 
(p = 0,810). Sedangkan k5 tidak berbeda nyata 
dengan k6 (p = 0,926) dan berbeda nyata dengan k7 
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(P = 0,017), k6 tidak berbeda nyata dengan k7 (p = 
0,204).

Tabel 1. Hasil Penghitungan Jumah Sel Hepar yang 
Rusak (Nekrosis)

 1 2 3 4 Rata-rata 

N 48 62 53  45 52  
k1  739  707  692 766  726  
k2  604  580  621 599  601  
k3  468  364  380 347  389,75  
k4

 
347

 
354

 
417

 
286

 
353,5

 
k5

 
193

 
213

 
216

 
218

 
210

 
k6

 
235

 
229

 
246

 
260

 
242,5

 
k7

 
215

 
375

 
327

 
336

 
313,25

 

 
Tabel 2. Turkey HSD

Perlakuan 
Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 6 
N 4 52      
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Keterangan:
Kelompok pada kolom yang sama menunjukan hasil yang tidak 
berbeda nyata, sedangkan kelompok pada kolom yang berbeda 
menunjukkan hasil yang berbeda nyata.

DISKUSI

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
pengaruh pemberian kombinasi vitamin C dan 
vitamin E peroral terhadap gambaran histopatologi 
hepar pada tikus (Rattus novergicus strain Wistar) 
yang dipapar asap rokok kretek subkronik.

Pada kelompok tikus yang dipapar asap rokok 
subkronik tanpa pemberian vitamin (k1), sel hepar 
yang mengalami nekrosis menunjukkan angka yang 
paling tinggi. Hal ini dapat terjadi karena asap rokok 
banyak mengandung radikal bebas baik pada 
komponen tar maupun komponen gas. Selain itu, 
komponen tar juga mengandung ion besi yang 
dapat mengkatalisa pembentukan radikal peroksil 
dan hidrogen peroksida (18). Semiquinon dan 
hidroquinon pada tar juga dapat melepaskan ion 
besi dan protein feritin sehingga lebih banyak ion 

 besi yang bebas (19). Radikal bebas yang berasal 
dan asap rokok masuk ke dalam paru melalui 
saluran nafas, kemudian dibawa oleh aliran darah 
menuju ke jantung dan diedarkan ke seluruh tubuh, 
termasuk hepar (20). Radikal bebas menyerang 
membran plasma yang terdiri dari komponen lipid 

 dan komponen protein. Komponen lipid akan
mengalami peroksidasi dengan cara menarik atom 
H dari rantai samping PUFA, menghasilkan radikal 
karbon. Kemudian radikal karbon akan bereaksi 
dengan oksigen menjadi radikal peroksil, inilah  

yang menyerang ulang rantai samping PUFA 
menghasilkan radikal karbon baru dan peroksida 
lipid. Reaksi ini akan bedangsung terus secara 
berantai dan berakhir bila bertemu dengan radikal 
bebas lain atau dengan antioksidan. Komponen 
protein yang berfungsi sebagai kanal ion, pompa 
ion, reseptor, enzim, pembangkit energi, akan 
teroksidasi pada bagian yang mempunyai gugus 
sulfhidril menjadi ikatan disulfida, yang akan 
menyebabkan ikatan silang (cross link) antar 
molekul protein, menyebabkan degradasi 
depolimerisasi protein, dan sifat protén menjadi 
kaku dan mudah putus, sehingga protein membran 
akan kehilangan berbagai fungsnya. Keadaan 
tersebut akan menyebabkan kanal ion terbuka, 

2+maka diduga kuat Ca  ekstra seluler yang 
mempunyai konsentrasi lebih tinggi dari sitosol akan 

2+masuk ke dalam sel, sehingga Ca  di dalam sitosol 
akan meningkat (18,21).

Radikal bebas masuk ke dalam sel, akan merusak 
komponen-komponen intraseluler sepert i  
sitosekleton, organella, protein non membran, 
molekul ades, enzim-enzim dan DNA. Radikal 
bebas akan menyerang komponen enzim terutama 
ATP ase yang tersusun dari rangkaian asam amino 
yang mengandung gugus sulfhidril, sehingga ATP 
ase menjadi inaktif, maka fungsinya sebagai 

2+pengendalian Ca  sitosol akan terganggu. Dengan 
2+terganggunya peran regulasi Ca  maka akan terjadi 

2+peningkatan Ca  di dalam sitosol. Radikal bebas 
juga menyerang membran mitokondria dan ER. 

2+Karena Ca  di dalam mitokondria dan ER lebih 
tinggi, ditambah tidak berfungsinya ATP ase dan 
1,4,5 inositol tri phosphate (IP3) dalam 
pengendalian Ca di dalam mitokondria dan ER 

2+maka akan terjadi efluks Ca   ke dalam sitosol. 
2+Terlepasnya Ca  dan ER mengakibatkan 

perubahan konformasi dari reseptor IP  yang 3

memicu pembukaan kanal ion pada membran 
2+plasma, maka terjadilah influks Ca  dari ekstra 

seluler ke dalam sitosol yang makin meningkatkan 
2+Ca  sitosol (18,21).

2+Peningkatan konsentrasi Ca  sitosol disamping 
disebabkan hal-hal tersebut diatas juga disebabkan 
adanya peroksida lipid yang terbentuk akibat 
peroksidasi PUFA. H O  secara langsung juga 2 2

2+menyebabkan peningkatkan Ca  dan penurunan 
2+sintese ATPase. Peningkatan Ca  sitosol akan 

menyebabkan peningkatan aktifitas fosfolipase, 
protease dan endonuklease. Peningkatan aktifitas 
protease akan merusak komponen protein, aktifasi 
fosfolipase akan merusak membran lipid1 dan 
aktifasi endonuklease akan merusak untaian DNA 
(18,21). Hal ini menyebabkan perubahan biokimia 
yang bersifat kompleks dan akhirnya dapat 
mangakibatkan kerusakan sel hepar (8). Kerusakan 
sel hepar yang mekanismenya didasari oleh 

 kerusakan membran sel adalah nekrosis (9). Pada 
pemaparan asap rokok kapasitas proteksi 

 antioksidan juga tertekan. Senyawa aldehid dalam
asap rokok dapat menekan SOD yang berfungsi 
sebagai antioksidan enzimatik (18). Selain itu, pada 
perokok terdapat penurunan kadar vitamin C (22). 
Hal ini akan semakin memperparah nekrosis sel  
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hepar akibat radikal bebas.

Pada tikus yang dipapar asap rokok subkronik dan 
diberi vitamin C 0,2 mg/g BB (k3), jumlah sel hepar 
yang nekrosis menurun. Hal ini disebabkan karena 
vitamin C merupakan antioksidan yang dapat 
menetralisir radikal bebas yang bersifat aqueous 
(23). Vitamin C merupakan scavenger radikal bebas 
yang efektif dan berperan sebagai agen pereduksi 
(pendonor elektron) (17). Hal ini sesuai dengan 
penelitian yang dilakukan oleh Wicaksono (2001) 
yang menyimpulkan bahwa vitamin C dapat 
menurunkan aktifitas radikal bebas pada jaringan 
hepar tikus Wistar (24).

Demikian pula dengan hepar tikus yang dipapar 
asap rokok subkronik dengan pemberian vitamin E 
0,04 IU/g BB (k4), jumlah sel hepar yang nekrosis 
menurun karena vitamin E bertindak sebagai 
antioksidan dengan memutuskan berbagai reaksi 
rantai radikal bebas pada membran. Tokoferol 
mendonorkan atom hidrogen kepada radikal babes 
peroksil dan asam lemak tak jenuh ganda yang telah 
mengalami peroksidasi (25). Penelitian yang 
dilakukan oleh Ham dan Liebler peda hepar tikus 
yang mengalami pecoksidasi lipid menunjukkan 
bahwa pada tikus yang mendapat suplementasi 
vitamin E tingkat peroksidasi lipidnya menurun (10)

Akan tetapi perlu diingat bahwa efek antioksidan 
yang dihasilkan oleh vitamin E pada penelitian ini 
juga dipengaruhi oleh minyak wijen yang digunakan 
sebagai pelarut. Pada tikus yang dipapar asap rokok 
subkronik dengan pemberian minyak wijen 0,5 ini 
(k2) juga didapatkan penurunan jumlah sel hepar 
yang mengalami kerusakan. Hal ini dapat terjadi 
karena minyak wijen juga mempunyai efek 
antioksidan. Penelitian yang dilakukan oleh 
Fatmawati (2004) menunjukkan bahwa kombinasi 
minyak wijen dan vitamin E mempunyai efek 
sinergis dalam menghambat stress oksidatif pada 
liver (13). Pada penelitian ini digunakan minyak 
wijen karena vitamin E yang digunakan jumlahnya 
sangat sedikit, sehingga dibutuhkan pelarut yang 
dapat homogen dangan vitamin E, yang dapat 
memudahkan pembedan vitamin E pada hewan 
coba. Sampai saat ini minyak wijen masih dianggap 
sebagai pelarut vitamin E yang paling baik.

Pada pemberian kombinasi vitamin C 0,2 mg/g BB 
dan vitamin E 0,04 iu/g BB (k5) diperoleh jumlah sel 
hepar nekrosis yang paling sedikit diantara semua 
kelompok tikus yang dipapar asap rokok. Hal ini 
sesuai dengan penelitian yang dilakukan Subandi 
(1998) yang menunjukkan bahwa dosis vitamin C 
0,2 mg/g BB merupakan dosis yang paling efektif 
(12). Ini juga sesuai dengan penelitian Lambalet, et 
al (1985) yang menunjukkan bahwa vitamin C dan 
vitamin E mempunyai efek yang sinergis sebagai 
antioksidan. Pemberian kombinasi kedua vitamin 
tersebut jauh lebih efektif dalam menekan 
peroksidasi pada mikrosom hepar tikus daripada 
pemberian vitamin C dan vitamin E secara terpisah, 
karena vitamin C dapat meregenerasi vitamin E 
radikal menjadi bentuk antioksidan. Chen (1981) 
melaporkan bahwa pemberian vitamin C dapat 
meningkatkan kadar vitamin E (10).

Namun pada pemberian kombinasi vitamin E dan 
vitamin C dengan dosis yang lebih tinggi dari 0,2 
mg/g BB (k6 dan k7), jumlah sel hepar yang nekrosis 
malah lebih banyak. Hal ini sesuai dengan penelitian 
Subandi (1998) tentang kadar SOD yang lebih jelek 
pada pemberian vitamin C di atas dosis 0,2 mg/g BB 
(12). Ini disebabkan karena pada dosis yang lebih 
tinggi, vitamin C dapat memberikan efek pro oksidan 
(23,26). Vitamin C dapat mengalami reaksi auto 
oksidasi membentuk askorbat radikal (23). Selain itu 
vitamin C juga dapat meningkatkan pelepasan besi 

3+dan kompleks protein kemudian mereduksi Fe  
2+menjadi Fe  dan mengkatalis pembentukan radikal 

hidroksil melalul reaksi fenton (26).

Pada orang sehat, askorbat dosis tinggi tidak 
menimbulkan masalah karena ketersediaan ion 
logam untuk dikatalisa terkontrol. Askorbat akan 
difiltrasi dan direasorbsi oleh ginjal untuk di uptake 
sesuai  dengan kebutuhan dan s isanya 
diekskresikan lewat urin (18).

Penelitian ini membuktikan bahwa radikal bebas 
dapat menimbulkan nekrosis pada sel hepar secara 
bermakna dan pemberian kombinasi vitamin C dan 
vitamin E terbukti dapat meminimalisir nekrosis sel 
hepar dengan dosis kombinasi yang paling efektif 
adalah 0,2mg/g BB vitamin C dan 0,04 IU/g BB 
vitamin E. Namun pada kelompok dengan dosis 
kombinasi yang optimal sekalipun, jumlah sel hepar 
yang mengalami nekrosis tetap Iebih banyak 
daripada kelompok normal. Hal ini menunjukkan 
bahwa baik vitamin C maupun vitamin E tidak dapat 
mengatasi seluruh radikal bebas yang ada.

KESIMPULAN 

Pemberian kombinasi vitamin C dan vitamin E yang 
dilarutkan dalam minyak wijen peroral pada tikus 
yang dipapar asap rokok kretek subkronik 
memberikan efek yang lebih baik dalam mengurangi 
jumlah sel hepar yang mengalami kerusakan 
daripada pemberian sEcara terpisah. Dosis 
kombinasi yang paling efektif adalah vitamin C 
0,2mg/g BB dan vitamin E 0,04 IU/g BB.

Secara teknis penelitian perlu dikembangkan 
standar pemaparan asap rokok, komputerisasi 
pengukuran jumlah sel untuk meningkatkan 
obyektifitas dan akurasi. Penelitian selanjutnya 
perlu dilakukan dengan dosis vitamin C yang lebih 
rendah dan variasi dosis vitamin E.
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