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ABSTRAK

Asam alfa lipoat (ALA) telah banyak digunakan dalam pencegahan dan mengatasi komplikasi diabetes akibat spesies
oksigen reaktif (ROS). Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa ALA dapat mencegah peningkatan stres
oksidatif pada ginjal tikus diabetes mellitus (DM) tipe 1. Penelitian eksperimental menggunakan Post Test Only Control
Group dilakukan terhadap 30 tikus Wistar jantan. Sampel dipilih secara acak ke dalam kelompok normal (NTA), DM (DTA),
DM dengan terapi per oral ALA 80 (DA8O), 200 (DA200), dan 500 (DA500) mg/kg berat badan/hari. Variabel yang diukur
pada penelitian ini adalah kadar malondialdehid (MDA) yang diukur dengan spektrofotometri, bobot dan histologi ginjal
dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar malondialdehid tertinggi ialah
pada kelompok DA8O (45,500 +9,4538; p=0,870) dan rasio bobot ginjal/berat badan tertinggiialah pada kelompok DA200
(0,013 £0,0060; p =0,537) namun secara statistika hasilnya tidak bermakna. Pengamatan histologi pada glomerulus ginjal
menunjukkan adanya kerusakan (pembentukan stroma dan pengecilan ukuran inti sel) pada kelompok DTA, DA80, DA200,
dan DA500. Kesimpulan dari penelitian ini adalah pemberian ALA per oral dalam waktu empat minggu tidak bisa
menurunkan stres oksidatif maupun memperbaiki histologi ginjal pada DMT1, bahkan memperburuk gambaran histologi
ginjal.
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ABSTRACT

Alpha lipoic acid has been widely used in the prevention and management of diabetes complications caused by reactive
oxygen species (ROS). This study aims to prove that ALA may prevent an increase in oxidative stress in the rats'kidney type 1
diabetes mellitus. Experimental studies used Post Test Only Control Group carried out on 30 male Wistar rats. Samples
were assigned randomly into normal (NTA), DM (DTA), DM with therapy of ALA 80 (DA80), 200 (DA200), and 500 (DA500)
mg/kgBW/d per oral. The variables measured in this study were the levels of malondialdehyde (MDA) by using
spectrophotometry, kidney weights and histology stained with hematoxylin and eosin. The results show that the highest
MDA level was in DA80 (45,500+9,4538; p=0,870) and highest ratio of kidney weight/body weight was in DA200
(0,013+0,0060; p=0,537) but statistically not significant. Histological observation on the renal glomerulus showed defects
(development of stroma and shrinkage of cells nuclei) in DTA, DA80, DA200, and DA500 groups. This study concludes that
the oral administrations of ALA for 4 weeks neither decrease oxidative stress nor improve kidney histology in TIDM, but
worsen the histological profiles of kidney.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus merupakan sekelompok gangguan
metabolik yang ditandai dengan hiperglikemia (1).
Hiperglikemia dapat meningkatkan produksi radikal bebas
terutama spesies oksigen reaktif (ROS) (2). Dalam kondisi
normal, ROS akan berperan dalam proliferasi sel dan
kekebalan tubuh. Disisi lain kadar ROS yang berlebihan
dapat menyebabkan kerusakan dan kematian sel (3).

Pada pasien diabetes, terjadi peningkatan peroksidasi
lipid akibat peningkatan produksi radikal bebas yang
menjadi penyebab utama terjadinya komplikasi pada
diabetes mellitus (4). Malondialdehid (MDA) merupakan
produk sekunder dari peroksidasi lipid setelah terpapar
ROS dan radikal bebas yang dapat digunakan sebagai
indikator terjadinya kerusakan membran sel (5).

Peningkatan stres oksidatif berperan pada patogenesis
terhadap komplikasi yang terjadi karena hiperglikemi,
termasuk nefropati. Hiperglikemi perlu diatasi dengan
pemberian terapi antioksidan untuk mencegah
peningkatan stres oksidatif. Asam alfa lipoat (ALA) telah
banyak digunakan dalam pencegahan dan mengatasi
komplikasi pada diabetes. Dosis ALA yang digunakan pada
penelitian-penelitian sebelumnya berbeda-beda pada
setiap organ yang diteliti. Belum ada penetapan dosis ALA
yang digunakan untuk mencegah komplikasi pada semua
organ. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan
bahwa ALA dapat mencegah peningkatan stres oksidatif
pada ginjal tikus diabetes mellitus tipe 1 dengan
menggunakan tiga macam dosis untuk menilai
peningkatan bobot ginjal, kadar MDA, dan perubahan
histologiginjal pada DM tipe 1.

METODE
Kelompok Penelitian dan Induksi Diabetes

Subjek yang dipilih pada penelitian ini adalah 30 ekor tikus
jantan (Rattus novergicus) galur Wistar, usia 75-90 hari.
Penetapan jumlah subjek dihitung dengan rumus Federer
dan memperhitungkan mortalita tikus model Diabetes
yang mencapai 40% serta persetujuan Komite Etik FKUB.
Subjek dimasukkan ke dalam 5 kelompok yaitu kelompok
NTA (normal), DTA (diabetes tanpa ALA), DAS8O
(diabetes+ALA 80mg/kgBB/hari), DA200 (diabetes+ALA
200mg/kgBB/hari), DA500 (diabetes+ALA
500mg/kgBB/hari). Induksi diabetes dilakukan dengan
injeksi intraperitoneal streptozotocin dosis tunggal
60mg/kg setelah tikus dipuasakan selama +20 jam.
Glukosa darah puasa diukur setelah tiga hari injeksi.
Penetapan diabetes mellitus jika glukosa darah
>200mg/dl. Suplemen ALA disiapkan dari serbuk Thioctic
Acid (Jiangsu Tohope Pharmaceutical CO., LTD, Changshu,
Cina) yang dilarutkan dalam minyak zaitun. ALA diberikan
pada kelompok Ill, 1V, dan V selama 28 hari yang dimulai
tujuh hari sejak awitan diabetes. Bentuk sediaan dan dosis
ALA yang digunakan pada penelitian ini mengacu pada
hasil penelitian terdahulu (6). Tikus dikorbankan pada hari
ke-29 dan segera diambil darah dari jantung serta
dilakukan preparasi histologi ginjal. Semua perlakuan
pada hewan coba telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya dengan keterangan kelaikan etik nomor 220/EC
KEPK-S1-FARM/03 2014.
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Penimbangan Bobot Ginjal

Penimbangan dilakukan baik untuk berat badan tikus
maupun ginjal (KERN 440-33N dengan ketelitian
timbangan 0,01 gram).

Pemeriksaan Kadar Malondialdehid (MDA)

Pemeriksaan kadar MDA berdasarkan reaksi antara MDA
dengan molekul Thiobarbituric Acid (TBA). Sampel ginjal
yang dihomogenisasi, diambil 10 mg dicampurkan dengan
natrium tiobarbiturat 1%, TCA 100%, dan HCl 1N yang
diukur secara spektrofotometri padaA 532nm.

Pengamatan Histologi Ginjal

Pengamatan histologi ginjal baik kiri maupun kanan
dilakukan dengan pewarnaan Hematoksilin dan Eosin 1%
dengan ketebalan * 3-5 mikron. Jaringan diproses dengan
mesin Tissue Tex Processor. Preparat jaringan ginjal
kemudian diamati menggunakan mikroskop cahaya
perbesaran 200 dan 400 kali dan direkam secara digital.
Jumlah stroma dan inti sel glomerulus dihitung dari
gambar histologi yang diperoleh.

Analisis Statistika

Data kadar MDA dan bobot ginjal yang didapatkan
disajikan dalam rerata + simpangan baku (SD). Analisis data
dilakukan dengan menggunakan uji beda Kruskal-Walis, uji
korelasi Pearson-Product Moment dan uji antar kelompok
Mann-Whitney dengan SPSS versi 20.00 untuk analisis
kadar MDA dan bobot ginjal Hasil analisis dikatakan
bermakna bila p £0,05.

HASIL

Analisis statistik data rasio bobot ginjal terhadap berat
badan tikus menunjukkan perbedaan rata-rata yang tidak
bermakna (p=0,537). Uji korelasi Pearson-Product
Moment menunjukan korelasi positif lemah, namun tidak
bermakna (r=0,366, p=0,148).
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Gambar 1. Grafik batang rasio bobot ginjal terhadap berat

badan tikus
Keterangan: Data ditampilkan dalam rerata = simpangan baku (SD)

Data rasio bobot ginjal terhadap berat badan dapat dilihat
pada Gambar 1. Tikus pada kelompok DA200
menunjukkan rasio bobot ginjal paling tinggi. Rasio bobot
ginjal kelompok NTA, DTA, DA80, dan DA500 memiliki rata-
ratayangtidak jauh berbeda.

Jurnal Kedokteran Brawijaya, Vol. 28, No. 3, Februari 2015



650

0.0+

550+

0.0

2507

400+

-
-

—
i

350

Mean MDA

300+

2504

MDA | (ng/ml)

200

1507

100

50

NTA oTa Das Daz00
kelompok
Error Bars: +-1 S0

Gambar 2. Grafik Batang Kadar MDA pada Ginjal Tikus
Keterangan: Data ditampilkan dalam rerata + simpangan baku

Analisis kadar MDA pada ginjal tikus menunjukkan
perbedaan rata-rata yang tidak bermakna (p=0,870).
Analisis korelasi Pearson-Product Moment menunjukkan
korelasi positif yang lemah dan tidak bermakna (r=0,111,
p=0,632). Data kadar MDA pada ginjal tikus dapat dilihat
pada Gambar 2. Kelompok DA80 memiliki kadar MDA
yang paling tinggi, kelompok DTA memiliki kadar MDA
yang paling rendah dibandingkan kelompok NTA, DAS8O,
dan DA200, namun secara statistik perbedaan tidak
bermakna.

Glomerulus

— Ruang
Bowman

Gambar 3. Struktur glomerulus ginjal tikus NTA
Keterangan: (a) Struktur glomerulus ginjal normal pada tikus kondisi
non-diabetes mellitus. (b) dan (c) Struktur glomerulus ginjal tikus non-
diabetes mellitus menunjukkan adanya pelebaran ruang Bowman.
Perbesaran 400x.

Pengamatan histologi dilakukan pada bagian glomerulus
ginjal. Hasil pengamatan histologi pada kelompok NTA
menunjukkan adanya pelebaran pada ruang Bowman.
Gambaran struktur glomerulus kelompok NTA dapat
dilihat pada Gambar 3.

Gambar 4. Struktur glomerulus ginjal tikus diabetes
dengan dan tanpa ALA
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Gambar 4. Struktur glomerulus ginjal tikus diabetes
dengan dan tanpa ALA (lanjutan)

Keterangan:
(a) Struktur glomerulus ginjal tikus kelompok DTA menunjukkan adanya
jaringan stromayang rusak dan pengecilan ukuranintisel.
(b) Struktur glomerulus ginjal tikus kelompok DTA yang menunjukkan
terjadinya pelebaran ruang bowman dan berkurangnya jumlahintisel.
(c) dan (d) Struktur glomerulus ginjal tikus kelompok DA80 mengalami
kerusakan pada jaringan stroma, pelebaran ruang bowman, pengecilan
ukuranintisel, serta berkurangnyajumlahintisel.
(e) Struktur glomerulus tikus kelompok DA200 menunjukkan adanya
jaringan stroma yang rusak, pelebaran ruang Bowman, serta
berkurangnya jumlahintisel.
(f) Struktur glomerulus ginjal tikus kelompok DTA200 mengalami
penurunan jumlah intisel, bahkan hampir tidak ada.
(g) dan (h) Struktur glomerulus ginjal tikus kelompok DA500 menujukkan
terjadinya kerusakan pada hampir seluruh jaringan stroma, serta
penurunan jumlah inti sel. Tanda panah merah menunjukan jaringan
stroma, sedangkan tanda panah hijau inti sel glomerulus. Perbesaran
400x.

Hasil pengamatan histologi pada kelompok DTA, DA8O,
DA200, dan DA500 menunjukkan adanya pelebaran ruang
Bowman, jaringan stroma yang rusak, pengecilan ukuran
inti sel, serta penurunan jumlah inti sel (Gambar 4).
Gambaran histologi glomerulus ginjal pada kelompok NTA
menunjukkan pelebaran ruang bowman yang hampir
sama dengan kelompok DTA, dan DA80. Gambaran
histologi glomerulus pada kelompok DTA, DA80, DA200,
dan DA500 menunjukkan kerusakan yang hampir sama.

Pada kelompok DA200 terjadi penurunan jumlah inti sel
yang lebih besar dari pada kelompok DTA, DA80, dan
DA500. Kelompok DA500 menunjukkan kerusakan pada
jaringan stroma yang lebih parah dibandingkan dengan
kelompok perlakuan lainnya. Kerusakan jaringan stroma
ini dapat dilihat adanya bulatan putih pada glomerulus.
Pelebaran ruang bowman pada kelompok DTA dan DA80O
menunjukkan pelebaran ruang bowman yang hampir
sama dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya.
Pengecilan ukuran inti sel pada kelompok DTA, DAS8O,
DA200, dan DA500 lebih besar dibandingkan pada
kelompok NTA. Inti sel pada kelompok NTA yang tidak
mendapatkan terapi ALA memiliki ukuran yang lebih besar.
Jika dilihat dari jumlah inti, maka kelompok diabetes
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dengan maupun tanpa ALA memiliki jumlah inti lebih
sedikit daripada kelompok tikus normal (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah stroma dan inti sel glomerulus tikus normal
dan diabetes dengan dan tanpa Asam lipoat Alfa (N=4
glomerulus per preparat kelompok)

Kelompok .
Perlakuan I Stroma Z Inti Sel

NTA 12 237

DTA 23 170

DA80 38 168

DA200 33 175

DA500 103 143

DISKUSI

Pada kondisi diabetes mellitus, perubahan pertama yang
terlihat pada ginjal adalah pembesaran ukuran ginjal dan
hiperfiltrasi. Glukosa yang difiltrasi akan direabsorbsi oleh
tubulus ginjal dan sekaligus membawa natrium,
bersamaan dengan efek insulin yang merangsang
reabsorbsi tubuler natrium, sehingga menyebabkan
volume ekstrasel meningkat dan terjadilah hiperfiltrasi.
Hiperfiltrasi glomerulus pada kondisi diabetes mellitus
selalu disertai dengan peningkatan bobot ginjal (7). Pada
penelitian ini, kelompok DA200 menunjukkan rasio bobot
ginjal lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok NTA,
DTA, DA80, dan DA500. Hal ini mungkin disebabkan
karena hiperfiltrasi glomerulus pada kelompok DA200
lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan
lainnya sehingga peningkatan bobot ginjal juga lebih
besar. Pada kelompok perlakuan diabetes yang diterapi
dengan ALA selama 4 minggu menunjukkan penurunan
bobot ginjal pada dosis 80mg/kg berat badan dan
500mg/kg berat badan dari pada dosis 200mg/kg berat
badan, namun hasil uji statistik tidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna. Hal ini disebabkan karena ALA
tidak dapat mencegah peningkatan bobot ginjal yang
disebabkan oleh diabetes mellitus. ALA dapat
menghambat kerusakan pada ginjal, namun ALA tidak
dapat mencegah terjadinya hiperfiltrasi pada glomerulus

(9/8).

Pada penelitian ini, kadar MDA pada kelompok DAS8O
menunjukkan hasil yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok lainnya. Hal ini menujukkan bahwa stres
oksidatif pada kelompok DA8O lebih besar dibandingkan
dengan kelompok perlakuan yang lain. Kelompok DTA
memiliki kadar MDA lebih rendah dibandingkan kelompok
lainnya yang kemungkinan disebabkan karena adanya
peningkatan aktivitas antioksidan enzimatis pada ginjal
kelompok DTA. Antioksidan enzimatis merupakan
antioksidan endogenus yang dapat menghambat
pembentukan radikal bebas dengan cara memutuskan
reaksi berantai (polimerasi), kemudian mengubahnya
menjadi produk yang lebih stabil (10). Pada kelompok
DA200 terjadi penurunan kadar MDA dibandingkan
kelompok DA8O. Hal ini mungkin disebabkan karena ALA
pada dosis 200mg/kg berat badan memiliki efek
antioksidan dalam mengatasi ROS yang lebih baik
dibandingkan dengan ALA dosis 80mg/kg berat badan,
namun berdasarkan hasil analisis statistika perbedaan
tersebut tidak bermakna. Hasil yang tidak bermakna ini
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mungkin disebabkan karena memang pada 4 minggu
diabetes belum menunjukkan perbedaan pada aktivitas
stres oksidatif, atau stes oksidatif masih dapat
dikompensasi oleh homeostasis ginjal. Hsl tersebut juga
dapat menjelaskan mengapa ALA tidak terlihat
berpengaruh terhadap MDA di ginjal, walaupun mungkin
berpengaruh terhadap penanda stres oksidatif yang lain
seperti 4-hidroksinenal, isoprostan, 8-hidroksiguanin dan
thiaminglikol (9).

Pada histologi ginjal kelompok NTA menunjukkan
terjadinya pelebaran pada ruang Bowman seperti pada
kelompok perlakuan lainnya. Ruang Bowman adalah ruang
di mana filtrat plasma glomeruler dialirkan saat
meninggalkan kapiler melalui membran filtrasi (10,11).
Pelebaran ruang Bowman ini dapat terjadi akibat tekanan
volume urine yang terlalu besar atau glomerulus yang
mengecil. Pengecilan glomerulus ginjal juga dapat
disebabkan karena terjadi fibrosis pada glomerulus ginjal,
namun, ukuran inti sel pada kelompok NTA lebih besar
dibandingkan kelompok DTA, DA80, DA200, dan DA500.
Jumlah inti sel pada kelompok NTA juga tidak mengalami
penurunan jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan
lainnya. Jaringan stroma pada glomerulus ginjal NTA
menujukkan kondisi yang baik dan tidak mengalami
kerusakan.

Kelompok DTA menujukkan adanya pelebaran ruang
Bowman yang diakibatkan karena tekanan volume urin.
Pada kelompok DTA juga terjadi kerusakan pada jaringan
stroma dan pengecilan ukuran inti sel. Namun kerusakan
jaringan stroma ini tidak begitu parah dibandingkan
dengan kelompok DA80, DA200, dan DA500. Hal ini
mungkin disebabkan karena adanya peningkatan
antioksidan pada tubuh tikus kelompok DTA. Peningkatan
antioksidan dapat menghambat aktivasi sel mesangial
melalui glukosa darah dan memperbaiki diabetes
nefropati (12). Kelompok DA80 dan DA200 menunjukkan
adanya pelebaran padaruang bowman, pengecilan ukuran
inti sel, berkurangnya jumlah inti sel, dan Kerusakan pada
jaringan stroma. Pada kelompok DA80 nampak bahwa
kerusakan yang terjadi pada jaringan stroma lebih besar
dibandingkan dengan kelompok DA200 yang ditunjukkan
dengan adanya bulatan putih yang lebih besar dan lebih
banyak pada glomerulus ginjal kelompok DAS80. Hal ini
disebabkan karena efektivitas ALA pada dosis 200mg/kgBB
dapat menghambat kerusakan jaringan yang disebabkan
karena oksidatif besi dan dapat meregenerasi vitamin C
dan vitamin E dari bentuk teroksidasinya (13). ALA juga
bermanfaat sebagai antiinflamasi dengan menghambat
aktivasi faktor nuklear kB (NF-kB) (14). Pada kelompok
DA500, jaringan stroma yang rusak lebih parah dan
penurunan jumlah inti selnya lebih besar. Kerusakan
jaringan stroma dapat disebabkan karena adanya
penumpukan lemak, protein, atau senyawa lainnya. Hal ini
disebabkan karena ALA pada dosis 500mg/kgBB tidak
dapat mengatasi kerusakan yang disebabkan karena
peningkatan stres oksidatif pada kondisi diabetes mellitus
dan menyebabkan peningkatan mortalitas.

Kesimpulan dari penelitian ini ialah terapi ALA per oral
pada kondisi diabetes mellitus tipe 1 dalam jangka waktu
empat minggu tidak dapat menurunkan stres oksidatif
pada ginjal. Walaupun pada dosis ALA200mg/kgBB/hari
menunjukkan penurunan kadar MDA namun hasilnya
tidak bermakna sehingga tidak dapat dijadikan sebagai
pedoman terapi tambahan untuk mengatasi stres oksidatif
pada ginjal.
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