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ABSTRACT

This study aims to determine the effect of intracisternal injection of Ochratoxin A against
neuromuscular coordination of postweaning Mice. In the experimental group, each of
treatment 0.5, 1.0, 1.5 ug OA (Sigma Chemicals Ltd.) was dissolved in 1 ul of 0.1 M sodium
bicarbonate, are injected into the cisterna cerebellomedularis once on day 5 after birth with
Hamilton microinjection 26-gauge size. In the control group, 2 ul of 0.1 M sodium bicarbonate
was injected info the same area. Mice were maintained until the age of 21 days
(postweaning), then test the ability of the neuromuscular coordination using swimming test.
The reaction of mice in the swimming test in the water observed in terms of the direction of
swimming, swimming angle and the use of limbs. The results showed that Ochratoxin A
decline in the ability of the neuromuscular caused postweaning mice in terms of the direction
of swimming, swimming angle and the use of limbs.
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian secara intracisternal
Ochratoksin A terhadap koordinasi neuromuscular Mencit pascasapih. Pada kelompok
eksperimen, masing-masing perlakuan 0,5; 1,0 dan 1,5 g OA ( Sigma Chemicals Ltd )
dilarutkan dalam 1 gl 0,1 M natrium bikarbonat, disuntikkan ke dalam cisterna
cerebellomedularis sekali pada hari ke-5 setelah lahir dengan microinjeksi Hamilton ukuran
26-gauge. Pada kelompok kontrol, 2 ¢l 0,1 M sodium bikarbonat disuntikkan ke daerah yang
sama. Mencit dipelihara sampai umur 21 hari (pascasapih), kemudian dilakukan uiji
kemampuan koordinasi neuromuskular dengan uji aktifitas berenang. Kemudian reaksi anak
mencit setelah masuk ke dalam air diamati dalam hal arah berenang, sudut berenang dan
penggunaan anggota badan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Ochratoksin A
menyebaban penurunan kemampuan neuromuskular mencit pascasapih dalam hal arah
berenang, sudut berenang dan penggunaan anggota badan.

Kata Kunci : Ochratoksin A, Mencit, Pascasapih, neuromuskular




1. PENDAHULUAN.

Sistem saraf pusat merupakan salah satu sistem yang mempengaruhi perilaku,
sehingga apabila terjadi kelainan perkembangan atau gangguan perkembangan pada sistem
saraf pusat dapat menyebabkan terjadinya penyimpangan perilaku. Penyimpangan perilaku
pada hewan percobaan berkaitan erat dengan terganggunya fungsi sistem saraf pusat
karena terhambatnya perkembangan otak dan terganggunya produksi neurotransmitter [1].

Pengujian perilaku bermanfaat dalam mengevaluasi perilaku tahap pasca lahir akibat
pendedahan pralahir berbagai faktor eksternal terhadap perilaku tahap pasca lahir karena
perilaku merupakan indikator fungsional proses-proses integratif dari sistem saraf tepi, baik
sensoris maupun motoris. Penyimpangan perilaku dapat merupakan indikator dini terhadap
adanya efek toksik dan teratogenik suatu senyawa kimia, sebab adanya perubahan sudah
dapat diketahui sebelum gejala klinis dan kelainan struktural [2].

Penyimpangan perilaku didasari oleh proses biokimiawi di dalam otak, khususnya
menyangkut peran neurotransmitter, terutama asetilkolin, norepinefrin, dopamin dan
serotonin [3]. Pengaturan proses belajar dan mengingat serta berbagai aktifitas muskular
dipengaruhi oleh siotonin dan dopamin [4].

Ochratoxin A merupakan mikotoksin utama dari kelompok ochratoxin yang bersifat
toksis. OA merupakan derivat dihydro-isocoumarin yang diikat peptida dengan fenilalanin
(Phe) dan banyak ditemukan pada gandum, minyak tumbuhan, kopi, anggur dan daging
unggas [5]. Penelitian mengenai pengaruh ahlt dan kronis dari OA pada sistem saraf masih
belum banyak dilakukan [6]. OA dilaporkan neurotoksik pada tikus jantan dewasa diberi OA
dalam makanan. Neurotoksisitas, ditandai dengan konsentrasi laktat dehidrogenase yang
dilepaskan dari jaringan otak seperti mesencephalon ventral, hippocampus, dan striatum
daripada di otak kecil [7].

Berat molekul OA (C,H13CINO;) adalah 403,8 Da. Secara struktural OA sangat mirip
dengan asam amino fenilalanin (Phe), sehingga merupakan penghambat kompetitif pada
beberapa enzim yang menggunakan Phe sebagai substrat seperti Phe-tRNA synthetase
yang pada akhirnya akan menghambat sintesis protein [8]. OA berbentuk kristal tidak
berwarna yang larut dalam pelarut organik, bersifat optik aktif dan berpendar biru di bawah
sinar ultraviolet. OA merupakan mikotoksin yang sangat stabil pada beberapa pelarut yang
berbeda. Penyimpanan OA dalam metanol dibawah suhu -20°C dapat bertahan sampai
beberapa tahun [9].




Selama kebuntingan akhir, calon microneuron, yaitu sel-sel granulosa, sel-sel
granulosa membentuk lapisan di luar (lapisan granular eksternal / EGL), sehingga sel-sel
aktif membelah dan menyebar ke seluruh permukaan calon cerebellum [10]. Calon sel
Purkinje bermigrasi dari daerah ventrikel radial menuju permukaan luar otak kecil (korteks),
dan setelah posisi tertentu akan membedakan sel ke sel Purkinje . Dalam otak yang normal
berbentuk Purkinje cell monolayer tepat di bawah lapisan granular eksternal (EGL) , dan
dendrit bercabang tumbuh di lapisan molekul (ML). Di sisi lain , sel-sel granulosa yang
terletak di membagi korteks oleh mitosis dan mensintesis Reelin , kemudian berpimih ke
bagian dalam lapisan granular intern (IGL) melalui ML dan Purkinje Sel Layer (PCL) . Reelin
adalah protein yang disekresikan oleh sel-sel granulous ekstraseluler selama migrasi awal
dan berfungsi sebagai matriks adhesi molekul yang membantu posisi pengaturan pola sel-sel
saraf [10].

OA menurunkan jumlah sel-sel Purkinje cerebellum otak fetus mencit. OA juga
mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan otak fetus mencit (Mus musculus L.)
setelah pendedahan selama organogenesis [12]. Berdasarkan hal tersebut, maka penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh injeksi intracisternal OA terhadap koordinasi

neuromuscular anak mencit pascasapih.

2 METODE PENELITIAN.

Bahan uji adalah OA diperoleh dari SIGMA-Aldrich Chemical Co., img dilarutkan
dalam larutan 0,1 M sodium bikarbonat 0,1 pl larutan tiap ekor anak mencit. Hew* uji yaitu
30 ekor anak mencit jantan (Mus musculus L.) sekelahiran, umur + 5 hari. Alat yang
digunakan dalam penelitian ini adalah kandang untuk pemeliharaan hewan percobaan,
microinjeksi Hamiltor.ukuran 26-gauge, akuarium berukuran 65 cm (p) x 35 cm (t) x 45 cm
(I) dan kamera digital sebagai alat dokumentasi.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan
dan masing-masing 6 ulangan. Pada kelompok eksperimen, 0,5; 1,0 dan 1,5 pg OA
dilarutkan dalam 0,1 upl 0,1 M natrium bikarbonat, disuntikkan ke dalam cisterna
cerebellomedularis sekali pada hari ke-5 setelah lahir oleh Microinjeksi Hamilton 26-gauge.
Pada kelompok kontrol placebo, 2 pyl 0,1 M sodium bikarbonat disuntikkan ke daerah yang
sama [13], sedangkan kontrol tidak diberi perlakuan apa-apa.

Mencit dipelihara sampai umur 21 hari (pascasapih), kemudian dilakukan uji

kemampuan koordinasi neuromuskular dengan uji aktifitas berenang. Pada uiji ini, disiapkan




air hangat dengan suhu 27°C- 30°C di dalam akuarium berukuran 65 cm (p) x 35 cm (1) x 45
cm (l), sebanyak 2/3 tinggi akuarium. Kemudian anak mencit dijatuhkan tepat di bagian
tengah akuarium dari ketinggian sekitar 10 cm di atas permukaan air. Gambar 1
menunjukkan reaksi anak mencit setelah masuk ke dalam air diamati dalam hal arah
berenang, sudut berenang dan penggunaan anggota badan dan diberi nilai menurut metode
Schapiro [14].
a. untuk arah berenang, nilai :

0 :tenggelam

1 :terapung

2 : berputar-putar

3 :lurus
b. untuk sudut berenang (Gambar 1), nilai :

0 :kepala dan tubuh berada di bawah permukaan air

: permukaan kepala dan sebagian hidung di atas permukaan air
: bagian kepala sebatas mata di atas permukaan air
: bagian kepala, mata dan setengah telinga di atas permukaan air

W N =

: kepala dan seluruh telinga ada di atas permukaan air
c. untuk penggunaan anggota badan, nilai :

1 :tidak menggunakan anggota badan

2 :menggunakan keempat anggota badan

3 : menggunakan kedua kaki belakang saja.
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Gambar 1. Penilaian sudut berenang anak mencit menurut metode Schapiro
(1970), yaitu nilai 0, 1, 2, 3, dan 4
Keterangan :
Garis merupakan batas permukaan air
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN.

Pengamatan terhadap koordinasi motoris dilakukan dengan melakukan uji aktifitas
berenang. Uji ini merupakan uji yang baik untuk pengamatan koordinasi refleks dan motoris,
sebab melibatkan berbagai gerakan motoris dan keseimbangan, yang antara lain
dikordinasikan oleh cerebellum dan korteks cerebrum [15]. Adanya kecenderungan
perubahan nilai aktifitas memiliki arti penting sebagai ciri adanya penyimpangan perilaku [16].
Penguijian pralahir dengan berbagai faktor eksternal terhadap perilaku pascalahir merupakan
indikator fungsional proses integratif dari sistem saraf pusat dan sistem saraf tepi, baik
sensoris maupun motoris. Pendedahan dosis sub teratogenik dari suatu teratogen pada
tahap akhir organogenesis yang tidak menimbulkan malformasi akan memunculkan kelainan
fungsional vyaitu terhambatnya sistem saraf pusat yang dimanifestasikan sebagai
penyimpangan perilaku [17].

Tabel 1. Kemampuan motoris pada uji aktivitas berenang anak mencit
setelah pemberian OTA dosis 0,50 mg/kgbb; 1,0 mg/kgbb dan 1,5
mg/kgbb selama periode organogenesis

Perlakuan Arah Berenang Sudut Berenang Penggunaan Anggota

(mg/kgbb) X+ SD X +SD Badan
X +SD

Kontrol 3,000 + 0,000 a 4,000 £ 0,000 a 3,000 £ 0,000 a

Plasebo 3,000 + 0,000 a 4,000 + 0,000 a 3,000 + 0,000 a

0,5 2,750 + 0,463 ab 3,750 + 0,463 ab 2,750 + 0,463 ab

1,0 2500 +£0,535b 3,375+ 0,518 b 2,375+ 0,744 be

1,5 2125+£0,353b 3,250+ 0,886 b 2,000+ 0,756 ¢

Keterangan : huruf yang sama dibelakang angka pada satu kolom menunjukkan
tidak ada beda nyata.
Skor arah berenang :0-4
Skor sudut berenang : 0 — 4
Skor penggunaan anggota badan : 1 — 3 (Schapiro ef al., 1970).

Hasil pengamatan mengenai kemampuan Kkoordinasi motoris anak mencit tahap
pascasapih (umur 21 hari) pada uji berenang ditunjukkan pada Tabel 1 dan Gambar 2. Dari
hasil tersebut menunjukkan terjadi penurunan kemampuan koordinasi motoris pada uiji
berenang dalam hal arah berenang, sudut berenang dan penggunaan anggota badan pada
semua kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol dan plasebo. Penurunan
kemampuan koordinasi motoris pada anak mencit tahap pascasapih tersebut sejalan dengan

peningkatan dosis pada tiap kelompok perlakuan. Penurunan yang signifikan terjadi pada




dosis 1,0 ug dan dosis 1,5 pg. Semakin tinggi dosis OTA yang diberikan, maka koordinasi

anak mencit umur 21 hari pascasapih akan semakin menurun.

b B L) )
o o o

® Arah Berenang

ilai Uji Aktifitas Berenang

1.5 ® Sudut Berenang
1.0 - # Penggunaan anggota badan
0.5 A
Z 0.0 : : : .
Kontrol Placebo 0.5 1 1.5
Perlakuan (ng/kgbb)

Gambar 2. Histogram kemampuan koordinasi motoris pada uji aktifitas berenang
Keterangan : semakin tinggi dosis pemberian OTA, maka nilai uji aktifitas
koordinasi motoris akan semakin menurun,

Untuk pengujian pada umur 21 hari (pascasapih) dengan parameter arah berenang
terdapat perbedaan nyata antara kontrol dan plasebo dengan kelompok perlakuan, meskipun
untuk dosis OA 0,5 ug tidak berbeda nyata dengan kontrol dan plasebo. Antara dosis 0,5 pg
dengan dosis 1,0 pg dan dosis 1,5 pg tidak berbeda nyata antar perlakuan. Hal ini berarti
bahwa peningkatan dosis pemberian OA tidak mempunyai pengaruh terhadap uji aktifitas
berenang dalam hal arah berenang.

Untuk uji aktifitas dalam hal sudut berenang antara kontrol dan plasebo berbeda nyata
dengan perlakuan. Pada pemberian dosis OA 0,5 pug belum memberikan pengaruh yang
berarti terhadap sudut berenang mencit umur 21 hari, sedangkan pada dosis 1,0 pug dan 1,5
Hg sudah memberikan pengaruh yang nyata. Dalam hal sudut berenang ini, dari hasil
pengamatan didapatkan bahwa kenaikan dosis pemberian OA belum memberikan hasil yang
signifikan terhadap pengujian sudut berenang. Hal ini berarti bahwa pemberian OA
mempengaruhi aktifitas uji berenang mencit, tetapi peningkatan dosis tidak memberikan
pengaruh yang berarti dan sebagian besar mencit perlakuan masih bisa mempertahankan
lubang hidungnya diatas permukaan air.

Untuk parameter uji berenang dalah hal penggunaan anggota badan, Ea-rdapat beda

nyata antara kelompok kontrol dan plasebo dengan kelompok perlakuan. Meskipun pada




dosis OA 0,5 ug tidak berbeda nyata dengan kontrol dan plasebo, namun peningkatan dosis
OA memperlihatkan pengaruh yang signifikan. Hal ini berarti bahwa semakin tinggi dosis OA
maka akan semakin menurunkan indeks nilai penggunaan anggota badan dalam uiji
berenang mencit pasca sapih umur 21 hari. Mencit dewasa yang normal pada saat berenang
hanya menggunakan dua tungkai belakang saja, sedangkan kedua tungkai depannya melipat
didepan dada sambil mempertahankan kedudukan kepala di atas permukaan air. Untuk
mencit yang mengalami malformasi menggunakan keempat tungkainya pada saat berenang.
Hal ini menunjukkan adanya kerusakan pada sensory motor cortex (SMC) pada mencit yang
mengalami malformasi [18].

Nilai aktivitas berenang anak mencit yang diamati pada tiga parameter yaitu arah
berenang, sudut berenang dan penggunaan anggota badan menunjukkan penurunan dengan
semakin tingginya dosis pemberian OA. Hal ini berarti bahwa OA juga dapat berpotensi
sebagai teratogen perilaku. Adanya kecenderungan perubahan nilai aktivitas berenang
memiliki arti penting sebagai ciri adanya penyimpangan perilaku. Sesuai dengan latar
belakang bahwa OTA mempunyai sifat neurotoksik yang mampu mempengaruhi susunan
saraf terutama pada sistem saraf pusat [19].

Penyimpangan perilaku sangat erat kaitannya dengan perubahan fisik maupun kimia
di dalam jaringan otak. Otak merupakan organ yang berfungsi sebagai pusat pengaturan dan
pengolahan, serta tempat proses mental yang mencakup proses belajar dan mengingat [20].
Penyimpangan perilaku sejalan dengan terjadinya perubahan konsentrasi neurotransmiter di
berbagai wilayah otak. Penurunan kemampuan aktivitas berenang pada tikus sejalan dengan
penurunan konsentrasi asetilkolin, serotonin dan norepinefrin di striatum; serotonin di korteks;
oksipital, norepinefrin dan dopamin di hipokampus dorsal serta norepinefrin di hipokampus
ventral [21].

Penurunan konsentrasi neurotransmiter otak berpengaruh terhadap kemampuan
susunan saraf untuk mencerna dan menyampaikan impuls. Hal ini disebabkan oleh
terganggunya fungsi neurotransmiter. Neurotransmiter berfungsi sebagai zat kimia
penghantar impuls saraf dari satu neuron ke neuron lain, sehingga dengan berkurangnya
konsentrasi neurotransmiter atau terganggunya aktivitas neurotransmiter otak akan
berpengaruh pada kurangnya kemampuan anak mencit untuk merespon stimulus [22].
Penurunan konsentrasi neurotransmiter di otak berkaitan erat dengan terjadinya
penyimpangan perilaku. Perilaku belajar dan mengingat memungkinkan untuk memberikan

respon terhadap rangsangan yang datang dari luar seperti menyelamatkan diri atau




menghindar dari situasi tertentu dan mendekati obyek, sehingga berperan penting karena
mempunyai nilai adaptif bagi organisme.

Reseptor asetilkolin bertanggung jawab terhadap penyaluran impuls saraf ke
konstraksi motoris [23]. Pemberian OA diduga mengganggu penyaluran impuls saraf ke
konstraksi motoris sehingga akan mempengaruhi fungsi otak dan perilaku anak mencit dalam
merespons impuls. Otak yang sedang berkembang memiliki sinapsis lebih banyak
dibandingkan dengan otak dewasa dan dibentuk berdasarkan rangsangan yang diterima
selama masa perkembangan. Jika terjadi peningkatan aktifitas neural, yaitu dengan adanya
OA, maka proses perkembangan sinapsis dapat terhambat dan bersifat permanen terhadap
anatomi sinapsis dan fungsi otak. Hal inilah yang menyebabkan terjadinya kemunduran
dalam proses belajar dan perilaku anak mencit yang ditandai dengan menurunnya nilai-nilai
aktifitas dari beberapa parameter seperti arah berenang, sudut berenang dan penggunaan
anggota badan pada kelompok perlakuan OA hila dibandingkan dengan kontrol dan plasebo.

Penurunan koordinasi motorik mencit setelah pemberian OA juga berhubungan
dengan penurunan jumlah sel Purkinje cerebellum. Sel Purkinje merupakan sel utama
cerebellum dan merupakan satu-satunya sel output korteks cerebellum. Sel Purkinje
menerima input eksitasi dari mossy fibers (melalui sel-sel granul dan paralle/ fibers) dan dari
neuron-neuron nucleus olivarius inferior (melalui climbing fibers). Masing-masing sel Purkinje
menerima input dari sekitar 100.000 paralle/ fibers, tetapi hanya satu yang dari climbing
fibers. Interneuron sel stellat, sel basket dan sel Golgi juga menerima input dari parallel
fibers. Sel stellat dan sel basket akan menyebabkan inhibisi sel-sel Purkinje ketika sel Golgi
menginhibisi sel granul. Input dari parallel fibers dan inhibisi interneuron menghasilkan
pelepasan impuls dari sel Purkinje yang dikenal sebagai simple spikes, sebaliknya climbing
fibers menghasilkan pelepasan impuls yang diperpanjang, kadang-kadang berupa osilasi,
dikenal sebagai complex spikes [24]. OA menurunkan jumlah sel Purkinje cerebellum otak
fetus mencit setelah pendedahan selama periode organogenesis [25].

Sel Purkinje cerebellum juga memodulasi output cerebellum, yang bertanggung jawab
dalam aspek pembelajaran motorik dari fungsi cerebellum. Pemberian OTA akan
menurunkan jumlah sel Purkinje sehingga mengganggu proses penerimaan input dari mossy
fibers dan climbing fibers dan modulasi output cerebellum. Gangguan proses ini akan
menyebabkan proses transmisi output dari cerebellum ke upper motor neuron (UMN)
terganggu sehingga menyebabkan penurunan koordinasi motorik.




4. SIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa Ochratoxin A yang diberikan secara
intracisternal pada anak mencit umur 5 hari menyebabkan penurunan koordinasi
neuromuscular pada uji aktifitas berenang dengan menurunkan nilai uji pada arah berenang,

sudut berenang dan penggunaan anggota badan. OA merupakan teratogen perilaku.
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