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ABSTRAK

EFEK PAPARAN SODIUM FLUORIDA TERHADAP PERILAKU
TERKAIT FUNGSI KOGNITIF DAN RESEPTOR NMDA
PADA MENCIT (Mus musculus)

(Hafizah Khairin, Desember 2023, 80 halaman)

Fakultas Kedokteran Universitas Sriwijaya

Latar Belakang: Fluorida merupakan salah satu mineral yang jumlahnya
melimpah di alam. WHO telah menyatakan adanya daerah endemis fluorosis
akibat konsumsi jumlah fluorida yang berlebihan. Penelitian terdahulu telah
mengungkapkan bahwa fluorida memiliki efek neurotoksisitas dan mengganggu
fungsi kognitif pada domain memori. Pembentukan memori erat kaitannya dengan
glutamat dan reseptornya yang terdiri dari NMDA dan AMPA. Studi ini bertujuan
untuk mengetahui efek paparan sodium fluorida pada perilaku terkait fungsi
kognitif dan reseptor NMDA pada mencit.

Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental invivo dengan pendekatan
posttest only control group. Tiga puluh dua ekor mencit galur C57BL/6 usia 70
minggu dibagi ke dalam empat kelompok pelakuan dosis Sodium Fluorida (NaF):
kelompok kontrol (NaF 0 mg/L), kelompok NaF 1 (2,5 mg/L), kelompok NaF 2 (5
mg/L), dan kelompok NaF 3 (10 mg/L). Tikus diinduksi NaF selama 8 minggu
perlakuan. Setelah perlakuan pemberian NaF, mencit dilakukan uji OLT dan ORT
untuk melihat rasio diskriminasi yang akan diinterpretasikan pada perilaku terkait
fungsi kognitif. Setelah dilakukan uji OLT dan ORT, mencit didekapitasi dan
diambil hipokampus untuk diperiksa kadar protein subunit NMDAR, yaitu Grin2a
menggunakan western blot.

Hasil: Setiap kelompok pemberian NaF memiliki hasil rasio diskriminasi OLT
dan ORT lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol. (Bonferroni test:
p<0,001-p=0,003) Akan tetapi, setiap kelompok dosis NaF tidak memiliki
perbedaan signifikan (Bonferroni test:p>0,05). Pemeriksaan protein subunit
Grin2a masih dalam tahap pengerjaan, karena proses optimasi awal yang belum
berhasil dilakukan.
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Kesimpulan: Paparan fluorida dengan dosis (2,5-10) berpengaruh pada
penurunan fungsi kognitif.

Kata Kunci: Sodium Fluorida, Fungsi Kognitif, OLT, ORT, Reseptor NMDA.

ABSTRACT

THE EFFECTS OF SODIUM FLUORIDE EXPOSURE
ON MICE’s (Mus musculus) COGNITIVE FUNCTION-RELATED
BEHAVIORS AND NMDA RECEPTORS
(Hafizah Khairin, December 2023, 80 pages)
Faculty of Medicine, Sriwijaya University

Background: Fluoride is one of the minerals that are abundant in nature.
WHO has declared the existence of fluorosis endemic areas due to excessive
consumption. Fluoride has a neurotoxicity effect and impaired the cognitive
function in memory domain. Memory formation is closely related to
glutamate and its receptors (NMDA and AMPA). This study aimed to
determine the effect of sodium fluoride exposure on cognitive function-
related behavior and NMDA receptors.

Method: This study was an invivo experimental study with a posttest only
control group design. Thirty-two C57BL/6 strain mice aged 70 weeks were
divided into four groups of Sodium Fluoride (NaF) doses: NaF group 1 (2.5
mg/L), NaF group 2 (5 mg/L), and NaF group 3 (10 mg/L), and one control
group (NaF 0 mg/L). Mice were induced NaF for 8 weeks. After exposure,
mice were tested for OLT and ORT to observe the ratio of discrimination on
cognitive function-related behaviors. Then, mice were decapitated and
hippocampus was analyzed to measure NMDAR subunit protein: Grin2a with
western blot method.

Results: Each NaF group had a lower OLT and ORT discrimination ratio
compared to the control group (Bonferroni test: p<0,001-p=0,003). However,
there were not significant differences between NaF doses groups (All of
Bonferroni test: p>0,05). The examination of Grin2a subunit proteins is still
in progress, due to the unsuccessful optimization process yet.

Conclusions: Exposure to fluoride at doses (2.5-10) has an effect on
cognitive function decline.

Keywords: sodium fluoride, cognitive function, OLT, ORT, NMDA receptor.
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RINGKASAN

EFEK PAPARAN SODIUM FLUORIDA TERHADAP PERILAKU TERKAIT
FUNGSI KOGNITIF DAN RESEPTOR NMDA PADA MENCIT (Mus musculus)
Karya Tulis llmiah berupa Skripsi, 27 Desember 2023

Hafizah Khairin; Supervised by Dr. dr. Siti Sarahdeaz Fazzaura Putri, M. Biomed
and dr. Eka Febri Zulissetiana, M. Biomed

Medical Education Study Program, Faculty of Medicine, Sriwijaya
University.
XVIII + 80 pages, 8 tables, 16 figures, 4 appendices

Fluorida adalah salah satu mineral yang berlimpah di alam. Organisasi Kesehatan
Dunia telah menyatakan bahwa Indonesia adalah salah satu daerah endemis
fluorosis, karena konsumsinya yang berlebihan. Penelitian sebelumnya telah
membahas bahwa fluoride memiliki efek neurotoksisitas pada gangguan fungsi
kognitif dalam domain memori. Selain itu, dihipotesiskan bahwa pembentukan
memori terkait dengan glutamat dan reseptor yang terdiri dari NMDA dan AMPA.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh paparan natrium fluorida
terhadap perilaku terkait fungsi kognitif dan reseptor NMDA pada tikus. Ini
adalah studi eksperimental invivo dengan pendekatan posttest only control group.
Tiga puluh dua tikus (Mus musculus) strain C57BL / 6 berusia 70 minggu dibagi
menjadi empat kelompok. Tiga kelompok menerima dosis Sodium Fluoride
(NaF): kelompok NaF 1 (2,5 mg / L), kelompok NaF 2 (5 mg / L), dan kelompok
NaF 3 (10 mg / L), sementara satu kelompok sebagai kontrol (NaF 0 mg / L),
tikus telah diinduksi NaF selama 8 minggu intervensi. Setelah terpapar NaF, tikus
tikus menjalani tes OLT dan ORT untuk melihat rasio diskriminasi perilaku yang
berkaitan dengan fungsi kognitif. Setelah itu, tikus didekapitasi untuk
mendapatkan hippocampus mereka. Hippocampus diisolasi untuk pengukuran
kadar protein subunit reseptor NMDA (Grin2a) dengan metode western blot.

Hasil pengukuran OLT dan ORT menunjukkan rasio diskriminasi berikut:
Kelompok NaF 2,5 mg / L (OLT = -0,321+0,218; ORT = -0,110%0,224),
kelompok NaF 5 mg / L (OLT = -0,441+0,208; ORT = 0,077 %= 0,283), dan
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kelompok NaF 10 mg / L (OLT = -0,079+0,191; ORT=-0,175£0,282), sedangkan
kelompok kontrol (OLT=0,445+0,311; ORT = 0,717+0,115). Hasil uji one-way
ANOVA menunjukkan bahwa setiap kelompok pemberian NaF memiliki rasio
diskriminasi yang berbeda (OLT: F3; 16=13.685.p<0.001; ORT: F3;
16=14.850=14.850.p<0.001). Tes tindak lanjut pasca-hoc Bonferroni
menunjukkan bahwa ketiga kelompok yang diinduksi NaF memiliki nilai OLT dan
ORT yang lebih rendah dibanding kontrol (OLT: p<0,001-0,003; ORT: hal<0.001-
0.018). Sementara itu, setiap kelompok yang diinduksi NaF tidak memiliki nilai
yang berbeda satu sama lain (OLT dan ORT; p>0,05). Pengukuran kadar protein
reseptor subunit NMDA dari Grin2a belum diperoleh, karena proses optimasi
belum berhasil

Paparan fluoride dapat menimbulkan kerusakan di berbagai sel, termasuk di sel
neuron. Fluoride memicu terjadi stres oksidatif, kerusakan langsung organela, dan
apoptosis. Fluoride mampu menimbulkan kerusakan sel melalui berbagai
mekanisme. Di dalam sel fluoride akan berikatan dengan hydrogen menjadi
bentuk protonated hydrogen-fluoride (HF). Hal ini akan menimbulkan penurunan
pH dan ketidakseimbangan elektrolit. Fluoride juga mengikat logam berat
(metallo-fluoride). Ikatan logam berat secara langsung menimbulkan toksisitas
pada sel. Logam berat mengganggu pengikatan berbagai rantai metabolisme
didalam sel. Dampak dari gangguan ikatan tersebut telah menghambat sintesis
protein, dan disrupsi organela. Fluorida juga meningkatkan produksi ROS di
dalam sel sehingga mengakibatkan apoptosis yang dimediasi pada tiga jalur: yaitu
jalus disfungsi mitokondria, disfungsi retikulum endoplasma, dan death receptor.

Paparan fluorida yang rendah dan tinggi sama-sama berpengaruh pada penurunan
fungsi kognitif, namun saat ini belum diketahui efek paparan NaF terhadap kadar

Grin2a di reseptor NMDA karena tahap optimasi belum berhasil dilakukan.

Kata Kunci: Sodium Fluorida, Fungsi Kognitif, OLT, ORT, Reseptor NMDA
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SUMMARY

THE EFFECTS OF SODIUM FLUORIDE EXPOSURE ON MICE’s (Mus
musculus) COGNITIVE FUNCTION-RELATED BEHAVIORS AND NMDA
RECEPTORS

Scientific Papers in the form of Thesis, December 27, 2023

Hafizah Khairin; Supervised by Dr. dr. Siti Sarahdeaz Fazzaura Putri, M. Biomed
and dr. Eka Febri Zulissetiana, M. Biomed

Program Studi Pendidikan Dokter, Fakultas Kedokteran, Universitas
Sriwijaya,
XVIII + 80 halaman, 8 tabel, 16 gambar, 4 lampiran

Fluoride is one of the minerals that are abundant in nature. World Health
Organization has stated that Indonesia is the one of the fluorosis endemic areas,
due to their excessive consumption. Previous research has discussed that fluoride
has a neurotoxicity effect on impaired cognitive function in the memory domain.
In addition, it is hypothesized that memory formation is related to glutamate and
receptors consisting of NMDA and AMPA.

This study aimed to determine the effect of sodium fluoride exposure on cognitive
function-related behavior and NMDA receptors in mice. This is an invivo
experimental study with a posttest only control group approach. Thirty-two mice
(Mus musculus) strain C57BL/6 aged 70 weeks were divided into four groups.
Three groups received doses of Sodium Fluoride (NaF): NaF group 1 (2.5 mg/L),
NaF group 2 (5 mg/L), and NaF group 3 (10 mg/L), while one group as a control
(NaF 0 mg/L), rats had been induced NaF for 8 weeks of treatment. After
exposure to NaF, mice have undergone OLT and ORT tests to see the ratio of
behavioral discrimination related to cognitive function. After that, mice were
decapitated to get their hippocampus. The hippocampus was isolated for
measurement of NMDA receptor subunit protein (Grin2a) levels by the western
blot method.
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The OLT and ORT measurement results showed the following discrimination
ratios: NaF group 2.5 mg/L (OLT=-0.321+0.218; ORT=-0.110£0.224), NaF group
5 mg/L (OLT=-0.441+0.208; ORT=0.077+0.283), and NaF group 10 mg/L
(OLT=-0.079+0.191; ORT=-0.175+0.282), while the control group
(OLT=0.445£0.311; ORT=0.717+0.115). The results of the one-way ANOVA test
showed that each group administering NaF had a different discrimination ratio
(OLT: Fs3;16=13.685.p<0.001; ORT: F3:16=14.850=14.850.p<0.001). Bonferroni's
post-hoc follow-up tests showed that all three NaF-induced groups had lower OLT
and ORT values than controls (OLT: p<0.001-0.003; ORT: p<0.001-0.018).
Meanwhile, each NaF-induced group did not have different values from each
other (OLT and ORT; p>0.05). Measurement of NMDA subunit receptor protein
levels of the Grin2a has not been obtained, because the optimization process has
not been successful.

Exposure to fluoride can cause damage in various cells, including neurons.
Fluoride triggers oxidative stress, direct organ damage, and apoptosis. Fluoride is
capable of inflicting cell damage through various mechanisms. Inside the cell
fluoride will bind to hydrogen to form protonated hydrogen-fluoride (HF). This
will lead to a decrease in pH and electrolyte imbalance. Fluoride also binds heavy
metals (metalloid-fluoride). Heavy metal bonding directly causes toxicity to cells.
Heavy metals interfere with the binding of various metabolic chains within cells.
The impact of the bond disruption has inhibited protein synthesis, and organ
disruption. Fluoride also increases ROS production within cells, resulting in
apoptosis mediated in three pathways: mitochondrial dysfunction, endoplasmic
reticulum dysfunction, and death receptors.

Both of low and high fluoride exposure have an effect on cognitive function
decline. However, the effect of NaF exposure on Grin2a levels at NMDA
receptors has not been measured due to the optimization stage has not been
successfully carried out.

Keywords: sodium fluoride, cognitive function, OLT, ORT, NMDA receptor
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Fungsi kognitif merupakan sistem otak pada individu dalam mengatur
proses kognisi dan mental untuk persepsi, penalaran, perolehan pengetahuan,
pemilahan informasi, dan pemecahan masalah’? Domain sensasi, persepsi,
kemampuan motorik, atensi dan konsentrasi, memori, fungsi eksekutif, kecepatan
proses belajar, dan keterampilan berbahasa adalah domain yang berperan dalam
pengaturan fungsi kognitif pada manusia.® Fungsi kognitif pada manusia terus
mengalami perubahan pada setiap pertambahan usia. Ketika individu memasuki
usia lanjut (usia > 65 tahun) mulai terjadi proses penuaan. Proses penuaan
didefinisikan penurunan fungsi fisiologis tubuh akibat kerusakan internal secara
bertahap sehingga individu sampai di titik mengalami kematian. Fungsi fisiologis

yang menurun pada proses penuaan berhubungan sistem organ pada tubuh.*

Proses penuaan pada manusia memiliki dampak penurunan fungsi kognitif.°
Secara fisiologis, penurunan kognitif dapat terjadi akibat perubahan struktur dan
fungsi otak seiring dengan proses menua walaupun pada setiap individu
menciptakan variasi penurunan domain kognitif yang berbeda. Selain faktor usia,
beberapa faktor yang dapat merusak fungsi kognitif otak antara lain penyakit saraf
terkait usia, penyakit saraf akibat trauma fisik, faktor hormonal, dan faktor
lingkungan.®

Penurunan fungsi kognitif akibat faktor lingkungan berkaitan dengan
paparan kimia yang bisa menjadi zat toksik pada otak.’ Beberapa logam dan
mineral yang dapat menyebabkan neurotoksik dan berpengaruh pada kognitif
ialah timbal, arsen, silica, dan merkuri.”° Selain zat ini, salah satu mineral yang
sekarang banyak diteliti yang dapat mempengaruhi fungsi kognitif otak adalah

fluorida®®.

Fluorida merupakan salah satu mineral yang paling banyak tersebar di bumi.

Senyawa ini berasal dari bebatuan. Fuoirida dapat ditemukan dengan jumlah yang



bervariasi di dalam makanan, minuman, suplemen, dan produk kesehatan seperti
pasta gigi berflourida. Sumber flourida terbanyak salah satunya ialah air yang
berasal dari perairan alami, seperti air tanah, sungai, danau, dan laut.>®
Kebanyakan masyarakat mengolah dan mengonsumsi air minum langsung
perairan. Kemungkinan mineral seperti fluorida dapat masuk ke dalam tubuh
dengan konsentrasi yang tidak dapat ditentukan.

Meskipun tidak semua perairan tercemar fluorida, World Health
Organization (WHO) menyatakan terdapat daerah endemik fluorosis terkait
dengan paparan fluorida tinggi yang ditemukan di beberapa tempat di dunia, salah
satunya ada di Indonesia.'” Penelitian mengenai fluorida di Indonesia sudah
dilakukan di daerah sekitar kawasan vulkanik, salah satunya pada kaki Gunung
Kawah Ijen konsentrasi flourida pada sungai yang digunakan sebagai sumber air
di kawasan tersebut, yaitu 0.51-3.15 ppm.’® Kecamatan Asembagus sebagai
daerah yang menggunakan sumber air tersebut tercatat sebagai daerah endemik
fluorosis dengan konsentrasi flourida lebih dari ambang batas yang telah
ditetapkan, yaitu rata-rata 2,5 mg/L.1*?° Ambang batas maksimal kandungan
flourida dalam air minum telah ditetapkan oleh WHO dan Kemenkes, yaitu 1,5
mg/L.??? Beberapa studi mengidentifikasi adanya peningkatan kasus fluorosis
gigi pada anak-anak dan dewasa sebagai dampak tertelannya flourida berlebih dari
batas paparan yang dianjurkan.!* WHO melaporkan efek lain dari paparan flourida
berlebih, antara lain fluorosis tulang, kanker, dan gangguan ginjal.?* Environment
Protection Agency (EPA) Amerika Serikat juga memaparkan efek lain seperti,

hipotiroidisme, gangguan enzim dan elektrolit, serta efek neurotoksisitas.??

Neurotoksisitas fluorida memiliki kaitannya pada gangguan fungsi kognitif.
Pada pengaturan fungsi kognitif terdapat komponen, seperti glutamat dan
reseptornya. Glutamat merupakan neurotransmitter eksitatorik yang berfungsi
dalam mekanisme molekuler fungsi kognitif khususnya penyampaian memori.
Glutamat berinteraksi dengan reseptor N-metil-d-aspartat receptor (NMDAR),
amino-3-hydroxy-5-methy-4-isoxazole propionate receptor (AMPAR), dan kainate
receptor. Interaksi glutamat dengan reseptor akan menginisiasi potensial aksi

dalam penyampaian impuls pada proses learning dan memory.



Neurotoksisitas fluorida telah diteliti terhadap gangguan fungsi kognitif
manusia yang menyatakan adanya hubungan konsumsi air minum berflourida
tinggi dengan gangguan fungsi kognitif pada lansia (usia > 60 tahun) dengan
metode pengukuran MoCA-B dan AD-8.2* Penelitian lain di daerah Cina meneliti
lansia 60 tahun yang mengalami fluorosis menggunakan MMSE memiliki potensi

untuk mengalami gangguan kognitif lebih rentan.®

Penelitian neurotoksisitas fluorida pada hewan coba telah dikembangkan.
Beberapa studi memaparkan adanya gangguan penyampaian dan pembentukan
memori akibat induksi fluorida. Penelitian eksperimental sodium fluorida pada
mencit yang dilakukan beberapa tes perilaku kognitif menggunakan novel object
recognation test, Morris water maze test, dan elevated-plus maze menunjukkan
adanya penurunan fungsi kognitif mencit.?® Berkaitan dengan penelitian
histopatologi dan struktural terkait fungsi kognitif, pada otak mencit yang
diinduksi fluorida menilai jumlah sel glial dan sel piramidal di korteks serebral
yang mengalami penyusutan. Penelitian yang sama menunjukkan mikrotubuli di
neuron penyusun hipokampus, seperti mikrotubule-associated protein 2 (MAP2),
synaptophysin (SYP), dan drebrin (Dbn) pada tingkat mRNA didapatkan hasil
penurunan ekspresi protein tersebut.?’ Di hipokampus, kepadatan neuron juga
menurun dikarenakan neurogeneratif struktur cornu amonus (CA) dan girus
dendatus akibat disfungsi mitokondria dan stress oksidatif oleh paparan fluorida
dalam jangka panjang.?®2® Pada tingkat protein penyusun sel neuron, seperti kadar
postsynaptic density protein 95 (PSD-95), rasio protein sub unit AMPA (Grial,
Gria2, dan Gria3) dan subunit NMDA (Grinl, Grin2, dan Grin3) pada membran
sel neuron juga mengalami penurunan akibat paparan fluorida. Pada penelitian
terhadap kadar protein reseptor glutamat yang dinilai pada RT-PCR didapatkan
hasil protein Grin2a mengalami penyusutan paling signifikan.*®-3? Dari beberapa
penelitian ini dapat disimpulkan fluorida dapat mempengaruhi struktur di
hipokampus otak yang berdampak pada penurunan Kinerja otak sehingga
mempengaruhi fungsi kognitif.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan mengetahui dampak fluorida pada

fungsi kognitif hewan coba. Peneliti telah melakukan eksperimen pada mencit



(Mus muculus) galur C57BL/6 yang diinduksi sodium fluorida dengan menilai
perilaku kognitif mencit dan pemeriksaan protein pada reseptor NMDA di
hipokampus otak mencit untuk mengukur apakah ada hubungan yang signifikan

pada penurunan fungsi kognitif.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah terdapat efek paparan sodium flourida pada perilaku terkait fungsi

kognitif dan reseptor NMDA pada mencit?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui efek paparan sodium fluorida pada perilaku terkait fungsi
kognitif dan reseptor NMDA pada mencit.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui efek paparan sodium flourida terhadap fungsi memori melalui tes
Object Location Test (OLT) dan Object Recognation Test (ORT) mencit.
2. Mengetahui efek paparan sodium fluorida terhadap kadar protein Grin2a pada

reseptor NMDA di hipokampus mencit.

1.4 Hipotesis Penelitian

Paparan sodium flourida dalam kadar dan durasi paparan tertentu memiliki

efek dalam penurunan fungsi kognitif pada mencit.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Teoritis

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi bahan literatur tentang
pengetahuan dan wawasan ilmiah pada penelitian hewan coba kedepannya dalam
melakukan penelitian terhadap tes kognitif pada mencit (Mus muculus) akibat

paparan flourida.



1.5.2 Manfaat Kebijakan

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi pertimbangan kebijakan
pemerintah tentang pengaturan kualitas air minum terkait dengan batas paparan
flourida pada air minum. Selain itu, penelitian ini dapat menjadi pertimbangan
pemerintah dalam melakukan skrining fungsi kognitif secara dini pada lansia yang
tinggal di daerah endemik fluorida.
1.5.3 Manfaat Masyarakat

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi pertimbangan dalam
mengedukasi masyarakat dalam memilah sumber air minum dan menghindari air

minum dengan paparan fluorida yang tinggi.
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