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Abstrak

Rendahnya status antioksidan endogenus memicu perkembangan kondisi sindrom metabolik (SM). Penelitian ini
bertujuan untuk mengeksplorasi aktivitas enzim antioksidan superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation
peroksidase (GSH-PX) dalam plasma wanita penderita sindrom metabolik. Penelitian dilakukan periode Maret—
November 2010, dengan responden penelitian adalah 30 wanita yang memiliki kriteria sebagai berikut: kadar gula
darah >normal, body mass index >25 kg/m?, hipertrigliseridemia, high-density lipoprotein (HDL) rendah, usia >40
tahun, dan tinggal di Purwokerto. Seleksi responden dimulai melalui survey di poliklinik internis Rumah Sakit
Umum Margono Soekarjo Purwokerto. Kepada calon responden dijelaskan tentang tujuan penelitian, kondisi SM,
dan perkembangannya. Calon responden yang bersedia bergabung diminta menandatangani informed consent,
diukur berat badan, tinggi badan, dan tekanan darahnya. Diambil sampel darahnya 2 mL, intravena, ditentukan
kadar glukosa darah, trigliserida, dan HDL. Bagian plasma, diuji aktivitas enzim SOD, katalase, dan GSH-PX.
Data dipresentasikan sebagai rata-rata + standard error. Status antioksidan wanita penderita sindrom metabolik
rendah, ditunjukkan oleh aktivitas SOD 379,3 Unit/mg protein, katalase 6,42 Ul/mg protein, dan GSH-PX 804,9
nmol/g protein, serta kadar malondialdehid (MDA) sebesar 2.943,4 pmol/mL. Karena itu responden perlu asupan
kaya antioksidan. Simpulan, status antioksidan peroksidase sama rendah yang ditunjukkan oleh rendahnya aktivitas
enzim SOD, katalase, dan glutation peroksidase. [MKB. 2012;44(1):7-12].
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The Activity of Superoxide Dismutase, Catalase and Glutathione Peroxidase
Enzymes in Metabolic Syndrome Women

Abstract

The low endogenous antioxidant status induced development of metabolic syndrome (MetS) condition. The aim
of this research was to explore superoxide dismutase (SOD), catalase (Cat), and glutathione peroxidase (GSH-PX)
plasma activity on metabolic syndrome women plasma. Respondents were thirty women with blood glucose level
>normal, body mass index >25 kg/m?, hypertrigliceridemic, low level cholesterol-high-density lipoprotein (HDL),
the age >40 years and live in Purwokerto. Respondents’ selection was started by a survey at internist polyclinic of
Margono Soekarjo General Hospital Purwokerto. They were motivated and given an explanation about aim of the
research, their diseases and development risk who were willing to be respondents were asked to sign the informed
consent. Then, their body weight, height and blood pressure were measured. Their blood sample of 2 mL were
taken intravenously and tested for blood glucose, triglyceride and HDL levels. Plasma was tested for the activities
of SOD, Cat and GSH-PX enzymes. Presented data was mean + standard error. The antioxidant status of MetS
women were low, showed on the activities of SOD, catalase, and glutathione peroxidase enzyme were 379.3 Unit/
mg protein, 6.42 Ul/mL, 804.9 nmol/g protein respectively, and malondialdehyde (MDA) level was 2,943.4 pmol/
mL. Therefore, they need food enrich antioxidant. In conclusions, peroxidase antioxidant status was similar shown
by low SOD, catalase and glutathione peroxidase enzyme activity, [MKB. 2012;44(1):7-12].
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Pendahuluan

Obesitas merupakan ciri utama dalam sindrom
metabolik (SM), disertai hiperglikemia, hipertrigli-
seridemia, dan kolesterol high-density lipoprotein
(HDL) rendah.! Noronha dkk.> melaporkan bahwa
SM dipengaruhi oleh tingginya stres oksidatif,
yang lambat laun berkembang menjadi penyakit
vaskular. Volpato dkk.* menambahkan bahwa risiko
SM lebih tinggi terjadi pada wanita dibandingkan
dengan pria.

Kenyataannya kondisi SM, terjadi peningkatan
pengiriman glukosa ke jaringan adiposa. Sel endotel
di jaringan adiposa memacu peningkatan wuptake
glukosa melalui transporter glukosa, sehingga
terjadi hiperglikemia yang meningkatkan aktivitas
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oksidase, dan produksi senyawa oksigen
reaktif mitokondria. Peningkatan senyawa oksigen
reaktif (SOR) menyebabkan stres oksidatif dan
mengaktivasi sinyal inflamasi, sehingga endotel
yang teraktivasi menarik sel proinflamasi makrofag.?
Weisberg dkk.* melaporkan bahwa makrofag yang
infiltrasi pada jaringan adiposa penderita obesitas,
merupakan sumber paling utama sitokin inflamasi.
Sejak itu makrofag diketahui memproduksi SOR,
karena makrofag yang infiltrasi ke dalam adiposa
juga berkontribusi dalam meningkatkan aktivitas
NADPH oksidase dan produksi SOR di dalam
jaringan tersebut.

Stres oksidatif didefinisikan sebagai kondisi
ketidakseimbangan produksi SOR dan status anti-
oksidan endogenus.’ Kondisi demikian merupakan
komorbiditas obesitas, diabetes melitus, serta
gangguan fungsi ginjal.® Tingginya stres oksidatif
ditunjukkan oleh rendahnya status antioksidan
selular, didukung oleh tingginya produk peroksidasi
lipid, namun demikian hingga saat ini belum ada
data yang mengungkap status antioksidan selular
pada wanita penderita sindrom metabolik. Karena
itu penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi
aktivitas enzim antioksidan superoksida dismutase
(SOD), katalase, dan glutation peroksidase (GSH-
PX) pada wanita penderita sindrom metabolik.

Metode

Penelitian dilakukan di kota Purwokerto, pada
bulan Maret-November 2010, dengan melibatkan
30 wanita penderita sindrom metabolik. Seleksi
responden diawali dengan survei di Poli Penyakit
Dalam RS Umum Daerah Margono Soekarjo
Purwokerto, dilanjutkan dengan penelusuran alamat
calon responden, kemudian dimotivasi dan diberi
penjelasan tentang penyakit serta perkembangannya.
Responden harus memenubhi kriteria sebagai berikut:
kadar gula darah lebih dari normal (puasa >100

mg/dL; 2 jam postprandial >126 mg/dL; sewaktu
>200 mg/dL), hipertrigliseridemia (>150 mg/dL),
kolesterol HDL rendah (<50 mg/dL), usia 40—65
tahun, body mass index (BMI) >25 kg/m?, tinggal
di Purwokerto, dan bersedia menandatangani ikut
dalam penelitian (informed consent). Penelitian
ini dilengkapi ethical clearance yang diperoleh
dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas
Gadjah Mada Yogyakarta.

Calon responden diberi kebebasan mengambil
keputusan untuk mengikuti atau tidak dalam
penelitian ini. Bagi calon responden yang bersedia
bergabung dalam penelitian ini, diukur berat
badan (dalam kg) dan tinggi badan (dalam m).
Selanjutnya diambil sampel darahnya (sewaktu)
sebanyak 2 mL, intravena menggunakan venoject
ber-ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA).
Sebagian sampel darah ditentukan kadar gula
(glucocard test strip 1I), trigliserida dan HDL,
sedangkan lainnya dipisahkan plasmanya untuk
ditentukan aktivitas enzim antioksidan SOD,
katalase, dan GSH-PX.

Pengukuran trigliserida (metode colorimetric
enzymatic test) menggunakan gliserol fosfat-
oksidase (GPO).”

Sampel darah sebanyak 10 mL ditambahkan
reagen trigliserida sebanyak 1.000 pL. Blanko
yang digunakan yaitu reagen sebanyak 1.000 uL.
Masing-masing larutan dihomogenkan, kemudian
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 20-25 °C
atau 10 menit pada suhu 37 °C. Absorbansi sampel
dibaca pada panjang gelombang 500 nm.

Pengukuran kadar HDL menggunakan serum
0,1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang telah berisi 0,25 mL reagen HDL. Sesudah
itu dihomogenkan dan larutan sampel diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruangan, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 2.000 rpm selama
10 menit. Supernatan sebanyak 100 pL direaksikan
dengan 1.000 pL reagen kolesterol. Sampel dibaca
pada fotometer dengan panjang gelombang 546 nm.

Aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD)
total plasma pada awalnya dibuat larutan stok
SOD. Aktivitas SOD diukur berdasarkan laju
penghambatan reduksi ferisitokrom c oleh anion
superoksida yang dihasilkan oleh xantin/xantin
oksidase. Xantin teroksidasi menjadi asam urat,
sedangkan anion superoksida yang terbentuk
selanjutnya mereduksi ferisitokrom c¢. Reduksi
ferisitokrom c¢ diamati berdasarkan kenaikan
absorbansi pada panjang gelombang 550 nm.
Pengukuran aktivitas ini berlangsung pada suhu
25 °C, larutan xantin oksidase harus tetap dalam
keadaan dingin sebelum digunakan. Medium
reaksi segera disiapkan sebelum pengukuran
dengan memasukkan 2,9 mL larutan A (campuran
larutan 0,76 mg xantin dalam 10 mL 0,001 M
NaOH, dengan larutan 1,8 mg sitokrom c¢ dalam
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100 mL bufer fosfat pH 7,8 tanpa EDTA) ke dalam
tabung reaksi 3 mL. Selanjutnya ditambahkan
50 uL larutan baku (kontrol) atau sampel dan
divorteks perlahan. Reaksi dimulai dengan
menambahkan 50 uL larutan B (xantin oksidase
2,88 mg/mL dalam bufer fosfat EDTA) dan
divorteks perlahan. Diamati perubahan absorban
yang terjadi pada spektrofotometer. Untuk blanko
digunakan bufer fosfat sebagai pengganti sampel
dan sebagai kontrol digunakan akuabides yang
proses ekstraksinya sama dengan proses ekstraksi
untuk sampel.?’

Aktivitas enzim katalase plasma diawali dengan
pembuatan lisat: 200 ulL plasma ditambahkan
800 uL larutan 0,5% triton X-100, kemudian
dipersiapkan larutan standar untuk pengukuran
sampel. Dibuat larutan induk dengan melarutkan
10 uL katalase dalam 50 mL bufer fosfat. Larutan
standar dibuat dengan melarutkan 0,5 mL larutan
induk dalam 9,5 mL bufer fosfat (1/20) dan 0,5
mL larutan induk dalam 19,5 mL bufer fosfat
(1/40). Sebanyak 10 uL lisat dicampurkan dengan
12,5 mL bufer fosfat. Reaksi mulai terjadi setelah
ditambahkan 1 mL H,O,. Seluruh larutan divorteks
perlahan, lalu penurunan absorbansi dibaca dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 240 nm,
dengan selang waktu 15 detik, 30 detik, 45 detik,
dan 60 detik. Nilai A240 berkisar 0,02—0,10.'°

Aktivitas enzim glutathione peroxidase (GSH-
PX) plasma dilakukan dengan cara sebanyak
100 uL plasma diencerkan dengan 200 uL NaCl
fisiologis (larutan 0,85% NaCl). Diambil 0,1 mL
larutan tersebut dan ditambahkan 0,4 mL triton-X
0,5%, dan seterusnya disebut hemolisat. Ke
dalam tabung uji diambil 100 uL hemolisat dan
ditambahkan 100 uL larutan Drabkin lalu dikocok,
kemudian ditambahkan 2,6 mL bufer fosfat dan

Tabel 1 Profil Responden

dikocok perlahan. Berturut-turut ditambahkan 0,1
mL NADPH, 0,01 mL GSSG-R, 0,01 mL NaN3,
0,1 mL GSH, dan dikocok.

Sebelum dibaca laju absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 340 nm,
ke dalam kuvet silika yang berisi larutan yang akan
dibaca absorbansinya ditambahkan 1 mL H,O,
Pembacaan absorbansi dilakukan dengan selzang
waktu 1 sampai 2 menit. Untuk pembuatan blanko
digunakan 100 ulL akuades sebagai pengganti
hemolisat.’ Satuunit aktivitas GSH-PX didefinisikan
sebagai banyaknya GSH-PX yang diperlukan untuk
mengoksidasi 1 umol NADPH per menit.

Semua data yang diperoleh dipresentasikan
sebagai rata-rata + standard error.

Hasil

Secara umum responden yang berjumlah 30
wanita dengan rentang usia 40—65 tahun, BMI
27,33-39,95 kg/m?, kadar gula darah sewaktu
190-357 mg/dL, trigliserida 131-501 mg/dL,
dan HDL 29,9-50,9 mg/dL (Tabel 1). Status
antioksidan responden ditunjukkan oleh aktivitas
enzim SOD, katalase, dan glutation peroksidase
dalam plasma (Tabel 2).

Pembahasan

Dalam penelitian ini, aktivitas enzim SOD rata-rata
penderita SM sebesar 7.782,05 Unit/mL plasma
atau 379,3 Unit/mg protein plasma, lebih rendah
dibandingkan dengan wanita sehat dengan usia sama
(1.917,31 Unit/mg protein plasma) temuan Winarsi
dkk." Rendahnya aktivitas SOD membuktikan

Karakteristik Rentang Rata-rata + SE
Usia (tahun) 40-65 50,4+3,9
BMI (kg/m?) 27,33-39,95 31,9+1,8
Gula darah sewaktu (mg/dL) 190-357 219+19
Trigliserida (mg/dL) 131-501 217,5+54
HDL (mg/dL) 29,9-50,9 46,6+4,7
Kolesterol total (mg/dL) 216,7 + 68

*SE=standard error; n=30

Tabel 2 Status Antioksidan Responden

Aktivitas Enzim Antioksidan

Rata-rata + SE

SOD (Unit/mg protein)
Katalase (Ul/mg protein)
GSH-PX (nmol/g protein)
Kadar MDA (pmol/mL)

379,3+150
6,42+2
804,9+529
2.9434+189,7

*SE=standard error; n=30
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tingginya stres oksidatif dalam tubuh, sehingga
tidak mampu mengeliminasi banyaknya oksidan
(radikal bebas).

Tingginya stres oksidatif juga berkaitan dengan
kondisi penderita yang mengalami obesitas, yang
memiliki BMI 31,89 kg/m?. Pada kondisi obesitas,
semakin luas jaringan adiposa dapat menimbulkan
kondisi hipoksia (kekurangan O,). Pialoux dkk.'?
menjelaskan bahwa hipoksia yang terjadi kronik
meningkatkan stres oksidatif dengan memproduksi
SOR berlebihan tanpa mengompensasikannya
pada aktivitas enzim antioksidan. Beberapa studi
membuktikan bahwa selama hipoksia, produksi
SOR meningkat sehingga menekan kerja enzim
SOD. Hal ini terjadi karena hipoksia merupakan
trigger inhibisi parsial aktivitas rantai transpor
elektron yang diakibatkan bocornya elektron dari
kompleks I, sehingga mengakibatkan terbentuknya
SOR. Yuan dkk."” menambahkan bahwa selama
siklus hipoksia/reoksigenasi, SOR terbentuk secara
enzimatis melalui jalur xantin oksidase. Di sisi lain
SOR juga terbentuk saat iskemia/reperfusi, karena
itu tingkat stres oksidatif penderita obesitas semakin
tinggi yang berdampak pada rendahnya aktivitas
enzim SOD.

Dikatakan pula bahwa aktivitas kompleks
NADPH oksidase merupakan sepertiga bagian
jalur produksi SOR selama siklus hipoksia-
oksigenasi.' Dengan demikian, dapat diasumsi
bahwa makin lama terjadi hipoksia (obesitas yang
tidak segera ditangani), makin tinggi kadar stres
oksidatif, meningkatkan marker oksidasi lipid, dan
menurunkan aktivitas enzim SOD. Peroksidasi
lipid merupakan suatu marker kerusakan oksidatif
(oxidative injury) yang dipresentasikan sebagai
malondialdehid (MDA). Kadar MDA dalam
plasma penderita SM sebesar 2.943,4 pmol/mL,
lebih tinggi dibandingkan dengan orang schat.
Malondialdehid merupakan senyawa toksik yang
dapat mengganggu keutuhan membran sel, karena
itu bila kadarnya tidak segera diturunkan, maka
akan mengganggu berfungsinya sel.

Rendahnya aktivitas enzim antioksidan
juga terjadi pada enzim katalase (134,07 Ul/mL
plasma atau 6,42 Ul/mg protein). Beberapa studi
membuktikan stres oksidatif sistemik berkaitan
erat dengan BMI,'>!¢ artinya makin besar BMI,
makin tinggi stres oksidatif. Mahadev dkk."
menambahkan bahwa dalam sel adiposa penderita
obesitas ditemukan NADPH oxidase 4 (NOX4),
yaitu suatu member nitrogen oxides (NOX) yang
berperan penting dalam pembentukan H,O,
(oksidator kuat yang mudah berubah menjadi
SOR). Karena itu, semakin tinggi BMI, semakin
tinggi pulaNOX4 dan terbentuknya H,0,, sehingga
kerja enzim katalase untuk mengkatalisnya makin
berat, yang akhirnya menekan aktivitasnya.

Ditegaskan pula bahwa perkembangan SM

10

yang berkaitan dengan obesitas diperantarai lemak
yang terakumulasi dalam sel adiposa, maupun
kolesterol dalam makrofag yang infiltrasi ke dalam
adiposa. Lemak yang terakumulasi dalam bentuk
kolesterol total sebesar 216,7 mg/dL, lebih tinggi
dibandingkan dengan kadar normal, sehingga
menyebabkan disregulasi produksi sitokin IL-6
(interleukin-6), yang ternyata kadarnya sangat
tinggi (22,09 pg/mL). Tingginya sitokin inflamasi
tersebut juga meningkatkan produksi SOR dan
mempertinggi tingkat stres oksidatif, sebaliknya
menekan aktivitas enzim antioksidan, termasuk
enzim katalase.

Aktivitas GSH-PX pada penderita SM 16,40
nmol/mL plasma atau 0,80 nmol/mg protein.
Aktivitasnya jauh lebih rendah dibandingkan
dengan GSH-PX plasma wanita premenopause
(65,46 nmol/mg protein), temuan Winarsi dkk.’
Kerja enzim GSH-PX untuk mengubah H,0O,
menjadi H/O dan O,, namun dengan luasnya
permukaan tubuh penderita SM, kemungkinan
ketersediaan O, berkurang. Hal seperti ini mungkin
karena tumpukan H,O, tidak dapat dikonversikan
menjadi O, dengan sempurna, akibat rendahnya
aktivitas enzim tersebut.

Pada kenyataannya rendahnya aktivitas enzim
SOD, katalase, dan glutation peroksidase didukung
oleh tingginya kadar malondialdehid plasma. Kadar
MDA penderita SM 2.943.4 pmol/mL, lebih tinggi
dibandingkan dengan temuan Dakshinamurty dkk.'®
yaitu 830 pmol/mL.

Tingginya stres oksidatif juga dipengaruhi usia
penderita SM (50,4 tahun). Hal ini terjadi karena
bertambahnya usia seseorang, diikuti dengan
meningkatnya produksi radikal bebas, sel tubuh
mengalami degenerasi, sehingga kerja sel tidak
optimal, dan berdampak pada rendahnya aktivitas
enzim selular (SOD, katalase, dan glutation
peroksidase). Temuan ini mendukung pendapat
Hansel dkk."” yang menyatakan bahwa kondisi
obesitas secara independen berkorelasi dengan
tingginya stres oksidatif dan marker inflamasi.
Meningkatnya stres oksidatif dan inflamasi
berperan penting dalam inisiasi dan progresivitas
penyakit vaskular, yang ternyata kadarnya tinggi
ditemukan pada penderita penyakit kardiovaskular.

Mekanisme yang bertanggung jawab terhadap
tingginya stres oksidatif pada wanita SM obes belum
dapat diketahui, namun yang jelas, jaringan adiposa
merupakan salah satu mediator stres oksidatif dan
inflamasi yang penting karena berkontribusi pada
produksi SOR dan sitokin proinflamasi, termasuk
IL-6.° Ekspresi serta sekresi mediator tersebut
meningkat seiring dengan besarnya sel adipose
yang digambarkan oleh distribusi lemak tubuh.
Terakumulasinya kelebihan lemak viseral (bukan
lemak subkutan), berkaitan dengan makin tingginya
produksi sitokin inflamasi. Karena itu, dapat
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diyakini bahwa besarnya sel adiposa merupakan
faktor utama yang mempengaruhi rendahnya status
antioksidan wanita penderita SM obes.

Stres oksidatif penting dalam patofisiologi
diabetes melitus/kardiovaskular, karena itu perlu
dicari upaya untuk menghambat perkembangan
kondisi SM yang dapat menurunkan berat badan
penderita, dan selanjutnya akan berdampak pada
sel adiposa, perbaikan hipoksia, serta menurunnya
tingkat stres oksidatif yang akhirnya meningkatkan
aktivitas enzim antioksidan.

Simpulan, status antioksidan pada penderita SM
sifatnya rendah yang ditunjukkan oleh rendahnya
aktivitas enzim SOD, katalase, dan glutation per-
oksidase, serta didukung oleh tingginya kadar MDA
plasma.
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