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ABSTRACT
 Introduction: Chronic traumatic encephalopathy (CTE) is progressive neurodegenerative syndrome caused by 

repeated blunt object injury affects the head. This condition results in degeneration of tau, a protein that can help stabilize 
and support certain structures in brain’s cells, including internal transport system of the brain’s cell. Repeated injuries 
cause the degeneration of tau proteins that proteins misfold and change their form and then become free radicals cause 
neuron death. Alpha lipoic acid (ALA) is one of the antioxidant can bind free radicals and regenerate antioxidant vitamin 
C, vitamin E, and coenzyme Q10.

Aim: To exam the effectiveness of alpha lipoic acid to inhibit the degeneration of tau protein in immunohistochem-
istry experimental animals’s brain.

Methods: Experimental study in vivo of CTE model in rat by dropped 245g load on the head at 35cm height. 28 rats 
were randomly assigned to 7 groups; normal group without treatment, negative control group is given NaCl 0.9% 1.5mL, 
positive control group is given citicholine 6.75mg, group A is given ALA 1.0125mg, group B is given ALA 2.025mg, group 
C is given ALA 4.05mg, group D is given ALA 8.1mg and received 30 days CTE treatment. Experiment was conducted in 
May 2017 at Medical Faculty University of Jember. Tau protein degeneration were scored immunohistochemically.

 Results: Group D showed the closest to normal, while group A showed most tau protein degeneration (190.25±26.89) 
compared to normal group (53.25±43.39). Group D also showed lower tau protein score compared to positive control 
significantly.

Discussion: Alpha lipoic acid is able to inhibit the progression of tau protein degeneration on immunohistochemistry 
staining of animal’s brains in CTE model. 
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ABSTRAK
Pendahuluan: Chronic traumatic encephalopathy (CTE) adalah sindrom neurodegeneratif progresif akibat cedera 

berulang benda tumpul yang mengenai kepala. Cedera berulang tersebut menyebabkan degenerasi protein tau, yaitu protein 
yang dapat membantu menstabilkan dan mendukung struktur tertentu dalam sel otak, termasuk sel dari sistem transportasi 
internal. Akibatnya, protein tau gagal melipat dan mengubah bentuk, sehingga menjadi radikal bebas yang dapat menye-
babkan kematian neuron. Alpha lipoic acid (ALA) adalah salah satu senyawa antioksidan yang mampu mengikat radikal 
bebas dan meregenerasi antioksidan vitamin C, vitamin E, dan koenzim Q 10. 

Tujuan: Mengetahui efektivitas pemberian alpha lipoic acid dalam menghambat progresivitas degenerasi protein 
tau pada gambaran imunohistokimia otak hewan coba.

Metode: Studi eksperimental in vivo model CTE pada tikus dengan dijatuhi beban 245g di kepala pada ketinggian 
35cm. Terdapat 28 tikus yang dibagi menjadi 7 kelompok, yaitu: kelompok normal tanpa perlakuan, kelompok kontrol (-) 
diberikan NaCl 1,5mL, kontrol (+) diberikan sitikolin 6,75mg, kelompok A diberikan ALA 1,0125mg, kelompok B diberi-
kan ALA 2,025mg, kelompok C diberikan ALA 4,05mg, serta kelompok D diberikan ALA 8,1mg dan mendapat perlakuan 
CTE selama 30 hari. Penelitian dilakukan pada bulan Mei 2017 di Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Pemeriksaan 
skor degenerasi protein tau berdasarkan gambaran imunohistokimia.  

Hasil: Kelompok D dengan dosis tertinggi 8,1mg merupakan gambaran degenerasi protein tau paling sedikit 
mendekati normal, sedangkan kelompok A dengan dosis terendah 1,0125mg merupakan gambaran degenerasi protein tau 
paling banyak (190,25±26,89), jauh lebih tinggi dibandingkan kelompok normal (53,25±43,39). Demikian pula kelompok 
D dengan kontrol positif menunjukkan skor degenerasi protein tau kelompok D lebih rendah dibandingkan dengan kontrol 
positif secara bermakna.

Diskusi: Pemberian ALA dosis tinggi mampu menghambat progresivitas degenerasi protein tau pada gambaran 
imunohistokimia otak hewan coba yang mengalami cedera kepala berulang.

Kata kunci: Alpha lipoic acid, chronic traumatic encephalopathy, protein tau
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PENDAHULUAN
Chronic traumatic encephalopathy (CTE) adalah 

sindrom neurodegeneratif progresif yang disebabkan 
oleh cedera benda tumpul yang mengenai kepala 
secara tunggal, episodik, atau berulang dan transfer 
kekuatan akselerasi perlambatan ke otak. Penyakit 
tersebut ditandai dengan atrofi belahan otak, lobus 
temporal medial, talamus, badan mamilari, dan 
batang otak dengan dilatasi ventrikel dan fenestrasi 
kavum septum pelusidum.1

Berdasarkan studi epidemiologi dari 51 kasus 
neuropatologi, sebanyak 46 kasus positif CTE pada 39 
petinju, 5 pemain rugbi, 1 pegulat, dan 1 pemain sepak 
bola.2 Atrofi sebagian otak mengakibatkan disfungsi 
kognitif dengan kehilangan memori episodik dan 
fungsi eksekutif, yang selanjutnya mengakibatkan 
penyakit pada anggota gerak, berbicara, dan kelainan 
okular seiring dengan semakin buruknya tingkah 
laku.3

Cedera kepala berulang dapat menyebabkan 
degenerasi protein tau, suatu protein penting di otak. 
Protein ini berfungsi mengikat dan menstabilkan 
mikrotubul, organel yang mendukung transportasi 
sepanjang akson, glikoprotein, neurotransmiter, 
dan segala yang berhubungan dengan sistem 
transportasi internal sel.4 Degenerasi protein tau 
melalui dua jalur, yaitu: (1) krisis energi seluler 
mengakibatkan peningkatan kebutuhan glukosa 
pada otak, namun pasokan glukosa otak tidak 
mencukupi; dan (2) imunotoksisitas mengaktifkan 
sinyal-sinyal pro-inflamasi yang menyebabkan 
neurotoksisitas menyerang neuron.5-6 Degenerasi ini 
menyebabkan protein tau gagal melipat, sehingga 
protein tau terlepas ke dalam sel dan mengaktifkan 
reaksi berantai radikal bebas. Reaksi radikal bebas 
menyebabkan kematian neuron menyebar ke sel-sel 
di dekatnya semakin progresif, yang dapat dilihat 
dari gambaran imunohistokimia jaringan otak.7-8

Pencegahan CTE selama ini hanya memakai 
helm sebagai alat pelindung diri pada benturan 
kepala, seperti pada permainan rugbi atau hoki, 
namun belum efektif dan tidak bisa meminimalisir 
terjadinya CTE. Hal ini karena benturan yang mampu 
dikompensasi manusia adalah sebesar 60 Gforce, 
sedangkan benturan yang dialami para atlet lebih dari 
60 Gforce, bahkan sampai 100 Gforce.9

Penatalaksanaan dari cedera kepala selama ini 
juga menggunakan sitikolin sebagai neuroprotektor 
yang mampu memberikan efek perbaikan saraf, 
perbaikan kognitif, dan mengikat radikal bebas 
pascacedera kepala. Namun sitikolin tidak bisa 
menghambat hiperfosforilasi protein tau, sehingga 
perlu mekanisme lain untuk menghambat jalur 
tersebut.10-12

Alpha lipoic acid (ALA) adalah molekul 
disulfida alami dengan sifat antioksidan dan 
antiinflamasi. Sebelum menjadi antioksidan poten, 
ALA direduksi oleh enzim tertentu untuk menjadi 
dihidro alpha lipoic acid (DHLA), yakni bentuk 
aktif antioksidan yang bermanfaat bagi tubuh. Zat 
tersebut berfungsi untuk menghambat stres oksidatif 
dengan cara mengurangi aktivitas nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase (NOX), 
phox stands 22 for phagocytic oxidase (p22phox), dan 
hiperfosforilasi protein tau penyebab radikal bebas. 
Zat tersebut tidak melewati membran mitokondria, 
sehingga menargetkan aktivitas nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) membran 
plasma. Meskipun mekanisme ini tidak sepenuhnya 
diketahui, ALA dapat mengurangi radikal bebas yang 
menjadi racun bagi tubuh dan mengurangi aktivitas 
hiperfosforilasi yang mengakibatkan degenerasi 
protein tau. Berdasarkan hal tersebut ALA berpotensi 
mencegah terjadinya CTE di masa depan, namun 
penelitiannya masih terbatas.13   
TUJUAN 

Mengetahui efektivitas pemberian ALA dalam 
menghambat progresivitas degenerasi protein tau 
pada gambaran imunohistokimia otak hewan coba.
METODE

Penelitian ini merupakan penelitian 
eksperimental murni secara in vivo dengan rancangan 
post test only randomized control group design 
terhadap hewan coba pada bulan Mei 2017. Sampel 
penelitian berupa 28 tikus putih jantan Rattus 
norvegicus galur wistar yang dikelompokkan menjadi 
tujuh, yaitu kelompok normal, dua kelompok kontrol, 
dan empat kelompok perlakuan (disebut kelompok 
eksperimen).

Kelompok normal adalah yang tidak diberikan 
perlakuan cedera kepala berulang; kelompok kontrol 
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negatif diberikan perlakuan cedera kepala berulang 
dan NaCl 0,9% sebesar 1,5ml; kelompok kontrol 
positif diberikan perlakuan cedera kepala berulang 
dan dosis sitikolin sebesar 6,75mg, kelompok A 
sampai D yang diberikan perlakuan cedera kepala 
berulang dan dosis ALA berturut-turut sebesar 
1,0125mg, 2,025mg, 4,05mg, dan 8,1mg. 

Hewan coba diperoleh dari FK Universitas 
Brawijaya, yaitu tikus yang berumur 2-3 bulan 
dengan berat badan 150-200gram, bergerak aktif, 
sehat, dan normal.  Kriteria ekslusi meliputi hewan 
coba yang tidak mau makan dan mati selama 
penelitian berlangsung. Pemeliharaan dan perlakuan 
hewan coba, serta pengambilan sampel otak 
dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Jember (FKUJ). Adapun 
pemeriksaan skor degenerasi protein tau dilakukan 
di Laboratorium Histologi FKUJ, dan pembuatan 
preparat imunohistokimia di Laboratorium Patologi 
Anatomi Fakultas Kedokteran (FK) Universitas 
Airlangga, Surabaya.  

Alat cedera kepala dibuat sendiri dengan 
memodifikasi sebuah model berupa pendulum untuk 
menyerang garis tengah kepala pada sudut dan 
kekuatan tertentu. Alat ini mempunyai ketinggian 
35cm dengan sudut 90º dan memiliki beban 245g. 
Hantaman yang dihasilkan sebesar 0,84J. Keparahan 
cedera kepala ditentukan oleh berat dan tinggi dari 
beban yang dijatuhkan.14 Sebelum perlakuan cedera 
kepala, agar tikus tidak merasa kesakitan diberikan 
petidin 0,45mg intravena (IV) untuk analgesik dan 
midazolam 0,75mg IV untuk anestesi.15-16

Hewan coba diberikan ALA (Tokyo Chemical 
Industry) 8,1mg dan sitikolin (Dexa Medica®) 
6,75mg secara intraperitonial pada 5 menit sebelum 
perlakuan cedera kepala berulang, setiap hari selama 
30 hari. Dosis ALA dan sitikolin untuk tikus ini 
didapatkan dari dosis efektif ALA 600mg dan dosis 
efektif sitikolin 250mg yang dikonversi ke dosis 
tikus per 150gBB.17-20 Penurunan dosis mengikuti 
pedoman dari farmakope Indonesia 2014 dan  
jumlah tikus setiap kelompok mengikuti pembagian 
rumus Federer.21 

Pewarnaan imunohistokimia dilakukan sesuai 
dengan prosedur tetap FK Universitas Airlangga, 
yaitu sediaan dilakukan deparafinisasi selama 5 

menit, direhidrasi alkohol 96% selama 4 menit. 
kemudian dicuci dengan air mengalir selama 5 menit. 
Selanjutnya dilakukan blocking endogen peroksidase 
0,5% selama 30 menit, cuci dengan air mengalir 
selama 5 menit, dilakukan decloaking chamber 
110º selama 30 menit dengan larutan diva. Sediaan 
didinginkan selama 30 menit dan dicuci dalam 
phosphat buffer saline (PBS) pH 7,4 selama 3 menit, 
dilakukan blocking dengan normal horse serum 
5% selama 30 menit, dan ditambahkan antibodi 
primer protein tau 1:200 selama 60 menit. Sediaan 
dicuci kembali dalam PBS pH 7,4 selama 3 menit, 
ditambahkan universal link selama 30 menit, dicuci 
dalam PBS pH 7,4 selama 3 menit, ditambahkan 
tekravidin HRP label selama 30 menit, kemudian 
dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 3 menit. Dilakukan 
penambahkan diamono benzidin (DAB) dan substrat 
buffer selama 2-5 menit, kemudian dicuci dengan 
air mengalir selama 5 menit, dilakukan counterstain 
dengan hematoxilin eosin selama 5-10 menit, dicuci 
dengan air mengalir selama 5 menit, dan direhidrasi 
dengan alkohol 96% selama 5 menit. Akhirnya  
sediaan dilakukan clearing selama 5 menit dan dibuat 
mounting dengan cover glass.22 

Pemeriksaan degenerasi protein tau meng-
gunakan mikroskop Olympus CX31 LED pembesaran 
400x pada 6 lapang pandang pada tiap objek glass 
dengan metode blinding dan minimal 2 orang 
pengamat. Pengukuran skor degenerasi protein tau 
sebagai berikut; skor = (intensitas kuat x persentase 
kuat) + (intensitas sedang x persentase sedang) + 
(intensitas lemah x persentase lemah) + (intensitas 

Gambar 1. Alat Cedera Kepala Berulang
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normal x persentase normal). Persentase didapat dari 
jumlah sel degenerasi protein tau per seluruh jumlah 
sel protein tau normal dikali 100%.8,23-24

Data yang dianalisis ialah gambaran 
imunohistokimia jaringan otak. Analisis data yang 
digunakan ialah uji normalitas dan uji varian. Jika 
diperoleh sebaran data normal (p>0,05) digunakan 
analisis data one way Anova, sedangkan untuk 
menilai perbedaan yang signifikan pada tiap 
kelompok digunakan uji post hoc least significant 
difference (post hoc LSD). Jika sebaran data tidak 
normal (p<0,05) digunakan analisis data  Kruskal- 
Wallis dilanjutkan  dengan  uji Mann-Whitney untuk 

mengetahui perbedaan yang signifikan pada tiap 
kelompok. Perbedaan kelompok signifikan jika nilai 
p<0,05.
HASIL

Hasil gambaran otak hewan coba yang diberi 
perlakuan cedera kepala selama 30 hari menunjukkan 
degenerasi protein tau pada tiap kelompok yang dibuat 
dengan pewarnaan imunohistokimia perbesaran 400x 
(Gambar 2). Hasil gambaran histopatologi pada 
masing-masing kelompok didapatkan gambaran 
ekspresi dari protein tau pada sel glial. Kelompok 
A dengan dosis tertinggi 8,1mg/150gBB merupakan 
gambaran ekspresi protein tau paling sedikit 

Gambar 2. Gambaran Degenerasi Protein Tau Jaringan Otak
Kelompok normal (N), kontrol negatif (K-), kontrol positif (K+), perlakuan A, B, C, D menunjukkan degenerasi protein 

tau yang ditunjuk pada panah hitam.
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mendekati normal, sedangkan kelompok D dengan 
dosis terendah 1,0125mg/150gBB merupakan 
gambaran ekspresi protein tau paling banyak. 

Hasil gambaran imunohistokimia pada 
masing-masing kelompok didapatkan gambaran 
degenerasi protein tau berupa bintik-bintik coklat 
kehitaman. Kelompok D dengan dosis tertinggi 
8,1mg merupakan gambaran degenerasi protein 
tau paling sedikit mendekati normal (Tabel 1), 
sedangkan kelompok A dengan dosis terendah 
1,0125mg merupakan gambaran degenerasi protein 
tau paling banyak (190,25±26,89), jauh lebih tinggi 
dibandingkan kelompok normal (53,25±43,39). 
Tabel 1. Skor Degenerasi Protein Tau Tiap  Kelompok 

(n=28)
Perlakuan Rerata ± Standar Deviasi

Normal 53,25±43,39
Kontrol Negatif 165±49,82
Kontrol Positif 124±39,01
Kelompok A 190,25±26,89
Kelompok B 148,5±57,56
Kelompok C 133,5±34,14
Kelompok D 63±14,58

Selanjutnya dilakukan analisis homogenitas 
data menggunakan uji Saphiro-Wilk dan Levene’s 
test yang menunjukkan data terdistribusi normal dan 
memiliki varian yang sama (p>0,05). Dilakukan uji 
one way Anova untuk mengetahui perbedaan yang 
signifikan antar kelompok penelitian (data tidak 
dicantumkan) dengan hasil terdapat minimal dua 
kelompok yang memiliki rerata skor degenerasi 
protein tau yang berbeda signifikan (p=0,001).

Uji lanjutan post hoc LSD digunakan untuk 
mengetahui perbedaan antar kelompok (Tabel 2), yaitu 

semua kelompok menunjukkan berbeda signifikan 
terhadap kelompok normal, kecuali kelompok D. 
Hal ini disebabkan rerata skor degenerasi protein tau 
kelompok D hampir mendekati kelompok normal. 
Kelompok D dengan kontrol positif menunjukkan 
perbedaan signifikan, yang menunjukkan skor 
degenerasi protein tau kelompok D lebih rendah 
dibandingkan dengan kontrol positif (Gambar 3).
PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 
efektivitas ALA dalam menghambat progresivitas 
degenerasi protein tau pada CTE. Berdasarkan hasil 
penelitian, kelompok normal yang tidak diberikan 
perlakuan cedera kepala berulang memiliki rerata 
skor degenerasi protein tau sebesar 53,25±43,39, 
sedangkan kelompok kontrol negatif yang diberikan 
perlakuan cedera kepala berulang dan NaCl 0,9% 
memiliki rerata  skor 165±49,82. Hasil rerata skor 
degenerasi protein tau kelompok normal lebih rendah 
daripada kelompok kontrol negatif dan menunjukkan 
perbedaan yang signifikan. Hal ini menunjukkan 
perlakuan cedera kepala berulang pada penelitian 
ini menyebabkan terjadinya degenerasi protein tau 
yang progresif. Kelompok kontrol negatif terjadi 
degenerasi protein tau karena tidak diberikan obat 
untuk menghambat proses degenerasi tersebut, 
sehingga degenerasi semakin progresif melalui jalur 
krisis energi seluler dan imunotoksisitas.8,24

Kelompok kontrol positif yang diberikan 
perlakuan cedera kepala berulang dan dosis sitikolin 
6,75mg memiliki rerata skor degenerasi protein tau 
sebesar 124±39,01, sedangkan kelompok kontrol 
negatif yang diberikan perlakuan cedera kepala 
berulang dan NaCl 0,9% memiliki rerata skor 

Tabel 2. Hasil Post Hoc LSD
Normal Negatif Positif A B C D

Normal 0,001** 0,021** 0,000*** 0,003** 0,010* 0,735

Negatif 0,001** 0,164 0,384 0,568 0,280 0,002**

Positif 0,021* 0,164 0,030* 0,298 0,741 0,044*

A 0,000*** 0,384 0,030* 0,157 0,059 0,000***

B 0,003** 0,568 0,398 0,157 0,603 0,007**

C 0,010* 0,280 0,741 0,059 0,603 0,022*

D 0,735 0,002** 0,044* 0,000*** 0,007** 0,022*

LSD: least significant difference, *Perbedaan rerata signifikan (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001.
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degenerasi protein tau sebesar 165±49,82. Hasil rerata 
skor degenerasi protein tau kelompok kontrol positif 
lebih rendah daripada kelompok kontrol negatif, 
tetapi tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan. 
Hal ini menunjukkan sitikolin sebagai neuroprotektor 
tidak mampu menghambat progresivitas degenerasi 
protein tau, karena kerja sitikolin dengan cara 
memperbaiki kerusakan membran saraf lewat sintesis 
fosfatidilkolin daripada menghambat progresivitas 
degenerasi protein tau.10

Hasil rerata skor degenerasi protein tau 
kelompok kontrol negatif  lebih rendah daripada 
kelompok A tetapi tidak menunjukkan perbedaan 
yang signifikan. Hasil rerata skor degenerasi protein 
tau kelompok B dan C lebih rendah daripada 
kelompok kontrol negatif, tetapi tidak menunjukkan 
perbedaan yang signifikan. Hal ini menunjukkan 
dosis ALA kelompok A, B, dan C sebesar 1,0125mg, 
2,025mg, dan 4,05mg tidak mampu menghambat 
progresivitas degenerasi proten tau pada perlakuan 
cedera kepala berulang.

Kelompok A yang diberikan perlakuan 
cedera kepala berulang dan dosis ALA sebesar 
1,0125mg memiliki rerata skor degenerasi protein 
tau sebesar 190,25±26,89, sedangkan kelompok D 
yang diberikan perlakuan cedera kepala berulang 
dan dosis ALA sebesar 8,1mg memiliki rerata skor 
degenerasi protein tau sebesar 63±14,58. Hasil rerata 

skor degenerasi protein tau kelompok D lebih rendah 
daripada kelompok A dan menunjukkan perbedaan 
yang signifikan. Hal ini menunjukkan semakin besar 
dosis yang diberikan semakin rendah skor degenerasi 
protein tau.

Kelompok D yang diberikan perlakuan cedera 
kepala berulang dan dosis ALA sebesar 8,1mg 
memiliki rerata skor degenerasi protein tau sebesar 
63±14,58, sedangkan kelompok kontrol positif yang 
diberikan perlakuan cedera kepala berulang dan dosis 
sitikolin 6,75mg memiliki rerata skor degenerasi 
protein tau sebesar 124±39,01. Hasil rerata skor 
degenerasi protein tau kelompok D lebih rendah 
daripada kelompok kontrol positif dan menunjukkan 
perbedaan yang signifikan. Hal ini menunjukkan 
kelompok D yang diberikan dosis ALA sebesar 
8,1mg lebih baik dalam menghambat progresivitas 
degenerasi protein tau daripada kelompok kontrol 
positif yang diberikan dosis sitikolin sebesar 6,75mg 
pada perlakuan cedera kepala berulang. 

Hasil rerata skor degenerasi protein tau 
kelompok D lebih rendah daripada kelompok kontrol 
negatif secara signifikan. Hasil rerata skor degenerasi 
protein tau kelompok normal lebih rendah daripada 
kelompok D, tetapi tidak menunjukkan perbedaan 
yang signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa 
kelompok D dengan dosis ALA sebesar 8,1mg mampu 
menghambat progresivitas degenerasi protein tau dan 

Gambar 3. Rerata Skor Degenerasi Protein Tau Tiap Kelompok
Perbedaan rerata signifikan (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001 dibanding kelompok normal.
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hampir mendekati hasil rerata skor degenerasi protein 
tau kelompok normal. Hal tersebut sesuai dengan 
penelitian sebelumnya dengan dosis ALA sebesar 
10mg/Kg mampu menghambat terjadinya degenerasi 
protein tau pada perlakuan cedera kepala berulang.13 
Selain menghambat progresivitas degenerasi protein 
tau, ALA juga memiliki sifat menghambat radikal 
bebas dan meregenerasi antioksidan lain.25-27

Keterbatasan penelitian ini ialah hanya 
menggunakan degenerasi protein tau sebagai 
indikator dalam melihat CTE, sedangkan ada 
indikator lain yang memengaruhi patogenesis CTE 
yaitu Nox, ROS, dan p22phox. Perlu penelitian lebih 
lanjut tentang hubungan Nox, ROS, dan p22phox 
terhadap CTE sebagai variabel tambahan.
KESIMPULAN

Pemberian alpha lipoic acid mampu 
menghambat progresivitas degenerasi protein tau 
pada gambaran imunohistokimia otak hewan coba.
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