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Abstract: Excessive physical training or overtraining can increase the production of free
radicals such as peroxide, superoxide, and hydroxyl radicals. These free radicals can cause
apoptosis of various organ cells, including liver. This study was aimed to prove that
overtraining led to hepatocyte apoptosis in male Wistar rats (Rattus norvegicus). This was
an experimental laboratory study. Samples were 16 healthy male Wistar rats, aged 2.5-3
months, weighing £200 grams, which were divided into 2 groups (n= 8 rats), as follows:
control group (PO) and treatment group (P1). The control group was not given any treatment
(sedentary lifestyle) meanwhile the treatment group was given overtraining (60 minutes of
swimming, 7 times a week for 3 weeks). After 3 weeks of treatment, all rats were euthanized
with ketamine to obtain the liver specimens. The apoptotic index was examined in
histopathological slides with HE staining, 3 fields of views each, at 400 times magnification.
The results showed that excessive physical training increased the apoptotic index in
hepatocyte cells by ~700%. The apoptosis index in the PO group was 0.78+0.31%, whereas
in the P1 group was 5.42+0.44% (p<0.001). In conclusion, overtraining leads to apoptosis in
the hepatocytes of male Wistar rats.
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Abstrak: Pelatihan fisik berlebih dapat meningkatkan produksi radikal bebas seperti radikal
peroksida, superoksida, dan hidroksil. Radikal bebas ini dapat berlanjut menyebabkan
apoptosis berbagai sel-sel organ, termasuk hati. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan
bahwa pelatihan fisik berlebih dapat meningkatkan indeks apoptosis pada hepatosit tikus
(Rattus norvegicus) Wistar jantan. Pada penelitian ini digunakan 16 ekor tikus wistar jantan
berumur 2,5-3 bulan dengan berat badan +200 gram dan sehat, dibagi menjadi 2 kelompok
(n= 8 ekor) yaitu kelompok kontrol (P) dan perlakuan (P1). Kelompok kontrol tidak
diberikan perlakuan sedangkan kelompok perlakuan diberi pelatihan berlebih. Setelah 21 hari
perlakuan, tikus dieuthanasi dengan menggunakan ketamin untuk diambil organ hati. Indeks
apoptosis diperiksa pada sediaan histopatologik dengan pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)
pada 3 lapang pandang pembesaran 400x. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pelatihan
fisik berlebih meningkatkan indeks apoptosis pada hepatosit sebesar ~700%. Indeks
apoptosis pada kelompok PO ialah 0,78+0,31%, sedangkan pada kelompok P1 ialah
5,42+0,44% (p<0,001). Simpulan penelitian ini ialah pelatihan fisik berlebih meningkatkan
indeks apoptosis pada hepatosit tikus Wistar jantan.
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Akumulasi  kerusakan  oksidatif yang
disebabkan oleh tingginya radikal bebas
dalam tubuh merupakan salah satu etiologi
dari berbagai penyakit khususnya penyakit
degeneratif. Radikal bebas adalah suatu
molekul reaktif dengan satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan pada orbit
terluar.® Radikal bebas dapat berasal dari
dalam tubuh maupun luar tubuh. Radikal
bebas yang berasal dari dalam tubuh dapat
terjadi akibat proses enzimatik (oleh mito-
kondria, membran plasma, lisosom, retiku-
lum endoplasma, dan inti sel) maupun
akibat proses nonenzimatik (pada reaksi
inflamasi dan iskemia). Radikal bebas yang
berasal dari luar tubuh diakibatkan oleh
adanya polutan seperti asap rokok, asap
kendaraan bermotor, radiasi sinar UV, sinar
X, sinar gamma, konsumsi makanan tinggi
lemak, kafein, alkohol, pestisida atau zat
beracun lainnya.? Selain itu radikal bebas
juga dapat dipicu oleh adanya stres atau
pelatihan fisik berlebih.*>

Pelatihan fisik berlebih adalah volume
latihan yang terlalu banyak, intensitas pela-
tihan yang terlalu tinggi, durasi pelatihan
yang terlalu panjang, atau frekuensi pela-
tihan yang terlalu sering yang menghasil-
kan penurunan Kinerja jangka panjang, atau
bahkan ditandai oleh penurunan Kkinerja
yang spesifik.® Banyak penelitian menun-
jukkan bahwa pelatihan fisik berlebih dapat
mengakibatkan stres oksidatif. Hal ini
karena aktivitas fisik berlebih dapat
meningkatkan konsumsi oksigen sampai
100-200 kali lipat. Umumnya 2-5% dari
oksigen yang dipakai dalam proses meta-
bolisme akan menjadi ion superoksid,
sehingga saat aktivitas fisik berat terjadi
peningkatan produksi radikal bebas yang
akan memicu terjadinya stres oksidatif dan
dapat merusak semua sel di dalam tubuh
termasuk sel-sel hati atau hepatosit."”’

Hati merupakan organ yang paling
penting dalam proses metabolisme. Hati
terdiri dari kumpulan sel-sel yaitu hepato-
sit, sel stelata, sel Kupffer, dan sel unik
lainnya. Hepatosit berperan dalam banyak
proses penting di dalam tubuh seperti meta-
bolisme obat, degradasi ammonia, sintesis
albumin, metabolisme bilirubin, dan meta-

bolisme senyawa radikal. Patofisiologi
organ hati sangat erat kaitannya dengan
status antioksidan didukung fakta bahwa
aktivitas antioksidan hati ialah yang
terbesar dibandingkan organ lain dalam
tubuh.® Patofisiologi tersebut khususnya
integritas hepatosit dapat sangat berkaitan
dengan status redoks di dalam tubuh dan
secara mudah diamati melalui perubahan
struktur maupun fungsi hati.®°

Pelatihan fisik berlebih adalah volume
latihan yang terlalu banyak, intensitas
pelatihan yang terlalu tinggi, durasi pela-
tihan yang terlalu panjang, atau frekuensi
pelatihan yang terlalu sering yang meng-
hasilkan penurunan kinerja jangka panjang,
atau bahkan ditandai oleh penurunan
kinerja yang spesifik.® Banyak penelitian
menunjukkan bahwa pelatihan fisik berle-
bih dapat mengakibatkan stres oksidatif.
Hal ini karena aktivitas fisik berlebih dapat
meningkatkan konsumsi oksigen sampai
100-200 kali lipat. Umumnya 2-5% dari
oksigen yang dipakai dalam proses meta-
bolisme akan menjadi ion superoksid,
sehingga saat aktivitas fisik berat terjadi
peningkatan produksi radikal bebas yang
akan memicu terjadinya stres oksidatif dan
dapat merusak semua sel di dalam tubuh
termasuk sel-sel hati atau hepatosit."”’

Telah dibuktikan bahwa pelatihan fisik
berlebih dapat menyebabkan kerusakan sel
beta pankreas,’ dan juga kerusakan sel-sel
ginjal,®> melalui induksi ketidakseimbangan
growth hormone (GH) dan induksi aktivitas
protease sistemik yang dimediasi oleh
radikal bebas.* Pelatihan fisik berlebih
dapat meningkatkan stres oksidatif, dan
penelitian sebelumnya juga menjelaskan
mekanisme apoptosis yang terjadi pada
kondisi sustained stres oksidatif akibat
perlakuan parakuat.® Penelitian ini bertu-
juan untuk membuktikan bahwa pelatihan
fisik berlebih dapat meningkatkan indeks
apoptosis pada hepatosit tikus (Rattus
norvegicus) Wistar jantan.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini ialah eksperimental,
dengan menggunakan randomized post test
only control group design.'* Sampel yang
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digunakan ialah tikus yang memenuhi
kriteria inklusi (tikus Wistar jantan, umur
2,5-3 bulan, berat badan £200 gram, sehat
yang ditandai dengan tikus aktif dan mau
makan). Jumlah sampel dalam penelitian
ini didasarkan pada rumus Zhong (2009)
dan didapatkan 8 ekor/kelompok.*
Kelompok kontrol tidak diberikan
perlakuan atau sedentary lifestyle selama
21 hari (P0O) dan kelompok perlakuan diberi
pelatinan berlebih selama 21 hari (P1).
Pelatihan fisik berlebih ialah tikus dire-
nangkan selama 60 menit berdasarkan
waktu maksimal kemampuan renang tikus
dalam ember yang berisi air dengan diame-
ter +30 cm dan kedalaman 40 cm,
dikeringkan selama =15 menit. Perlakuan
diberikan 7 kali seminggu selama 2 minggu
dengan periode pemulihan selama 24 jam.?
Untuk menjaga agar tikus tetap bergerak
selama waktu yang ditentukan maka dila-
kukan rangsangan pada ekor tikus dengan
lidi setiap kali tikus berhenti berenang.
Tanda kelelahan berupa tikus hampir teng-
gelam oleh karena menurunnya kekuatan
otot, menurunnya waktu reaksi dan fre-
kuensi gerakan, serta menurunnya reflek.
Setelah 21 hari perlakuan, tikus
dieuthanasi dengan menggunakan ketamin
untuk diambil organ hati, difiksasi dengan
medium transpor bufer formalin 10% dan
dilakukan pemeriksaan apoptosis. Pemerik-
saan indeks apoptosis hepatosit dilakukan

A

dengan menggunakan pewarnaan rutin
Hematoksilin-Eosin (HE) sesuai prosedur
baku.'® Indeks apoptosis merupakan rasio
jumlah hepatosit yang mengalami apoptosis
dibandingkan jumlah hepatosit normal pada
hati masing-masing 3 lapang pandang
dengan pembesaran mikroskop 400 Kali
kemudian hasil yang didapat dirata-
ratakan.***

Data penelitian ini diolah dengan
meng-gunakan SPSS Version 17.0 for
Windows pada tingkat kepercayaan 95%.
Langkah-langkah analisis data yang diker-
jakan ialah sebagai berikut: 1) analisis
deskriptif, 2) uji normalitas data dengan
Shapiro-Wilk Test, 3) uji homogenitas data
dengan Levene’s Test, dan 4) uji kompa-
rasi menggunakan independent T test.

HASIL PENELITIAN

Indeks apoptosis pada penelitian ini
dinilai pada sediaan histopatologik hati
yang diwarnai dengan pewarnaan HE. Pada
pewarnaan HE, sel yang apoptosis tampak
piknotik (inti sel menjadi lebih padat), sel
mengerut, dan sitoplasma menjadi lebih
eosinofilik. Indeks apoptosis adalah sel-sel
yang mengalami apoptosis dibandingkan
dengan sel-sel normal pada hati masing-
masing 3 lapang pandang, dengan mikros-
kop Olympus CX-41 (Japan), pembesaran
400 kali, dan difoto dengan menggunakan
kamera Optilab pro (Gambar 1).

Gambar 1. Pemeriksaan apoptosis hepatosit dengan menggunakan pewarnaan rutin HE.
A) Kelompok kontrol; dan B) Kelompok perlakuan (400x), panah hitam menunjukkan
hepatosit normal, panah merah menunjukkan hepatosit yang mengalami apoptosis
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Indeks apoptosis berdasarkan pewar-
naan HE yang didapatkan dari 3 lapang
pandang/sampel kemudian dianalisis dan
disajikan secara deskriptif meliputi rerata,
simpangan baku, median, nilai minimum
dan nilai maksimum (Tabel 1).

Untuk menentukan analisis komparasi
yang tepat, maka dilakukan uji normalitas

Tabel 1. Analisis Deskriptif

dan homogenitas data, yang merupakan
prasyarat uji parametrik. Pada penelitian ini
uji normalitas data dilakukan dengan
Shapiro-Wilk Test dan uji homogenitas data
dengan menggunakan Levene’s Test. Hasil-
nya menunjukkan bahwa data terdistribusi
normal (p>0,05); dengan varian yang
homogen (p>0,05) (Tabel 2).

Kelompok N Rg;(z)i)ta SB Median Min. Maks.
Kontrol (P0O) 8 0,78 0,31 0,80 0,28 1,21
Perlakuan (P1) 8 5,42 0,44 5,40 4,76 6,08

Ket: N= Jumlah sampel; SB= Simpangan Baku; Min.= Nilai Minimum; Maks.= Nilai Maksimum

Tabel 2. Normalitas dan Homogenitas Data

Uji Kelompok N p Keterangan
Normalitas Kontrol (P0) 8 0,950 Normal
Perlakuan (P1) 8 0,801 Normal
Homogenitas Kontrol dan Perlakuan 16 0,516 Homogen
Karena data terdistribusi normal BAHASAN

dengan varian yang homogen, maka syarat
uji parametrik terpenuhi. Analisis kompa-
rasi dilakukan dengan independent T test.
Hasilnya menunjukkan bahwa indeks apop-
tosis antar kelompok kontrol (P0) dan
kelompok perlakuan (P1) berbeda secara
bermakna (p<0,05) (Gambar 2).
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Gambar 2. Boxplot perbandingan rerata indeks
apoptosis antar kelompok
**p<0,05 dianalisis dengan independent T test

Pada penelitian ini, dibuktikan bahwa
pelatihan fisik berlebih dapat meningkatkan
indeks apoptosis pada hepatosit sebesar
~700%, vyaitu dari 0,78+0,31 menjadi
5,42+0,44% (p<0,001). Hal ini sudah
banyak dibuktikan oleh penelitian sebelum-
nya bahwa pelatihan fisik berlebih dapat
menyebabkan berbagai patologi yang ber-
kaitan dengan kerusakan jaringan akibat
akumulasi sel-sel yang mengalami apop-
tosis.

Pada penelitian ini, pelatihan fisik
berlebih dibuktikan dapat merusak sel-sel
hati, sehingga fungsi hati akan terganggu.
Hal ini juga didukung oleh penelitian
sebelumnya yang menyebutkan bahwa
pelatihan fisik berlebih merusak fungsi hati
ditandai dengan meningkatkan kadar serum
dari parameter fisiologi hati yaitu enzim
aspartate transaminase (AST) dan alanine
aminotransferase (ALT).*

Pelatihan fisik berlebih merupakan
salah satu penyebab patologi berbagai
penyakit yang berkaitan dengan stres
oksidatif. Hal ini disebabkan karena
pelatihan fisik berlebih meningkatkan
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konsumsi oksigen sampai 100-200 kali
lipat. Peningkatan oksigen ini memicu
peingkatan pelepasan radikal bebas, yang
secara fisiologis memang terjadi pada
membran dalam mitokondria yang terlibat
dalam rantai transer elektron yang akan
terlibat dalam proses oksidasi lemak
membran sel otot. Proses tersebut disebut
peroksidasi lipid."

Sumber lain pembentuk ROS selama
pelatihan, terutama pelatihan fisik berlebih
ialah santin oksidase (XO). Pelatihan berle-
bih dapat mengakibatkan iskemia atau
hipoksia di daerah tertentu dari tubuh. ATP
akan dikonversi ke adenosin difosfat, ade-
nosin monofosfat, inosin, dan akhirnya
hiposantin.®® Dalam kondisi fisiologis
normal, santin dehidrogenase merupakan
bentuk dominan dari XO, yang dapat
mengatalisis oksidasi hiposantin menjadi
santin atau lebih lanjut oksidasi santin
menjadi asam urat dengan menggunakan
NAD"* sebagai akseptor elektron. Pada
kondisi iskemia, santin dehidrogenase
dikonversi ke XO oleh oksidasi sulfhidril.
Sebaliknya pada kondisi reperfusi, terjadi
pembentukan anion superoksida dan H,O..
XO ini bertanggung jawab atas produksi
ROS dan kerusakan jaringan selama atau
setelah aktivitas fisik berlebih."%

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa pelatihan fisik berlebih
dapat meningkatkan indeks apoptosis pada
hepatosit tikus (Rattus norvegicus) Wistar
jantan.

Hasil penelitian ini dapat digunakan
sebagai dasar untuk melakukan penelitian
lanjutan tentang mekanisme proses apop-
tosis hepatosit dan jalur molekuler yang
terlibat akibat pelatihan fisik berlebih.
Selain itu, hasil penelitian ini dapat
dijadikan dasar teori untuk penelitian klinis
pada manusia, khususnya pada kelompok
masyarakat dengan risiko tinggi pelatihan
fisik berlebih. Diharapkan hasil penelitian
ini dapat dijadikan pedoman, informasi,
pengetahuan dan edukasi pada masyarakat
khususnya olahragawan atau atlet dan
instruktur olahraga, tentang dampak negatif

dari olahraga yang berlebihan terhadap
kerusakan hati.
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