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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh vitamin E terhadap kadar MDA serum tikus putih
(Rattus novergicus) diabetes melitus. Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Sebanyak 25
ekor tikus dibagi secara acak menjadi 5 kelompok: kelompok kontrol negatif yaitu tikus non-diabetes (KN),
kelompok kontrol positif yaitu tikus diabetes tanpa diberi vitamin E (KP), tikus diabetes yang diberi vitamin E
dosis 50 1U/kgbb/hr (P1), 100 1U/kgbb/hr (P2), dan 150 1U/kgbb/hr (P3) selama 28 hari. Selama penelitian tikus
diberi pakan dan air minum secara ad libitum. Pada hari ke-29, dilakukan pengkoleksian serum darah untuk
pemeriksaan kadar MDA secara spektofotometri. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis varian
(ANAVA) dan dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan rata-rata (+SD) kadar MDA serum
adalah 13,44 £ 3,15 umol/l (KN), 22,18 + 6,44 umol/l (KP), 19,01 + 5,25 umol/l (P1), 14,86 + 4,11 pumol/l (P2),
dan 12,25 + 2,45 umol/l (P3). Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian vitamin E dapat menurunkan kadar
MDA serum. Pemberian vitamin E dosis 150 1U/kgbb/hari lebih baik dibandingkan dengan dosis 100 IU/kgbb/hari
dan 50 IU/kgbb/hari dalam menurunkan kadar MDA serum. Kesimpulan dari penelitian ini adalah pemberian
vitamin E dapat menurunkan kadar MDA serum tikus putih diabetes melitus.
Kata kunci : diabetes, MDA serum, dan vitamin E.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of vitamin E on serum MDA level in white rat (Rattus
novergicus) diabetes mellitus. This study used a complete randomized design (CRD). 25 rats were divided
randomly into 5 groups: negative control group in which the rats were non-diabetes (KN), potitive control group
in which the rats diabetes rats without E vitamin (KP), diabetes rats given vitamin E with the doses of 50
IU/kgbw/day (P1), 100 1U/kgbw/day (P2), and 150 1U/ kgbw/day (P3) for 28 days. During the study, rat were fed
with food and water in ad libitum. On the 29th day, the collection of blood serum was done to check the MDA level
using the spectophotometer. Acquired data were analysed by using Analysis of Variance (ANOVA) then proceed
with Duncan test. The result showed the mean (+SD) of MDA serum level was 13,44 + 3,15 umol/l (KN), 22,18 +
6,44 umol/l (KP), 19,01 + 5,25 pmol/l (P1), 14,86 £ 4,11 pmol/l (Py), dan 12,25 £ 2,45 pmol/l (P3). The results of
the study showed that fedding of vitamin E could reduce serum MDA levels.The fedding of vitamin E 150
1U/kgbw/day was better than 100 1U/kgbw/day and 50 1U/kgbw/day in lowering serum MDA levels. The conclusion
of the study showed that fedding of vitamin E can decrease the MDA serum level in diabetes mellitus.
Keywords : diabetes, serum MDA, and vitamin E.

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) adalah suatu penyakit metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia. Hiperglikemia adalah peningkatan kadar glukosa dalam sirkulasi darah yang
terjadi akibat kurangnya sekresi insulin, resistensi insulin terhadap sel, ataupun keduanya
(Kunwar dan Priyadarsini, 2011). Terjadinya hiperglikemia dapat mengakibatkan peningkatan
produksi radikal bebas ataupun reactive oxygen species (ROS) seperti superoksida (O2), radikal
hidroksil (OH"), dan hidrogen peroksida (H202) (Bartosikova dkk., 2003; Soviana dkk., 2014).
ROS adalah senyawa oksigen yang tidak stabil dan sangat reaktif disebabkan karena
mengandung satu elektron yang tidak berpasangan pada orbital terluarnya (Maslachah dkk.,
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2008), ROS cenderung menarik elektron dari molekul-molekul penting disekitarnya seperti dari
protein, lipid, dan DNA (Yang dkk., 2002).

Keberadaan ROS di dalam tubuh secara fisiologis dapat dinetralisir dengan mekanisme
pertahanan endogen yang bekerja sebagai anti radikal bebas. Mekanisme pertahanan terhadap
radikal ini melalui produksi suatu zat yang disebut antioksidan (Suryohudoyo, 2000). Pada
kondisi hiperglikemia, peningkatan produksi ROS yang melebihi kapasitas pertahanan enzim
antioksidan sel menyebabkan terjadinya stres oksidatif yang diiringi dengan terjadinya
disfungsi dan kerusakan pada sel jaringan (Palmeira dkk., 2001). Peningkatkan produksi ROS
menyebabkan kerusakan sel pada bagian lipid membrane yang dikenal dengan reaksi
peroksidasi lipid. Peningkatan ROS pada membran sel meningkatkan terbentuknya
malondialdehida (MDA) (Hendromartono, 2000). MDA merupakan produk hasil peroksidasi
lipid oleh radikal bebas dalam tubuh yang menjadi salah satu indikator untuk menentukan stres
oksidatif dalam tubuh dan merupakan biomarker stres oksidatif (Jeyabalan dan Caritis, 2006).

Untuk mengetahui keadaan stres oksidatif pada pasien DM, telah dilakukan beberapa
penelitian yang memeriksa kadar MDA serum dan didapatkan peningkatan kadar MDA serum
pada kelompok DM dibandingkan dengan kelompok non DM (Mahboob dkk., 2005). Jumlah
MDA yang terdeteksi menggambarkan banyaknya peroksidasi lipid yang terjadi (Grotto dkk,
2009).

Pada kondisi stres oksidatif, produksi ROS yang tinggi akan meningkatkan aktivitas
enzim antioksidan untuk menetralisir ROS sehingga jumlahnya dalam tubuh menjadi berkurang
(Stiphanuk, 2000). Oleh karena itu, dibutuhkan suplemen antioksidan dari luar seperti obat,
makanan atau minuman (Astuti dkk., 2008).

Vitamin E adalah vitamin yang larut dalam lemak terdiri atas dua isomer, yaitu tokoferol
dan tokotrienol (Stolzenberg-Solomon dkk., 2009). Vitamin E sebagai antioksidan eksogen
memiliki kemampuan memutuskan reaksi rantai radikal (Valko dkk., 2007), sehingga dapat
menghambat ROS dan stres oksidatif (Rafighi dkk., 2013). Hasil penelitian Jusup (2014)
membuktikan bahwa pemberian vitamin E 50 1U/kgbb/hr pada mencit yang stres oksidatif dapat
menurunkan kadar MDA secara signifikan.

Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, maka diperlukan suatu penelitian yang
mengkaji tentang pengaruh pemberian vitamin E terhadap kadar MDA serum tikus putih
(Rattus norvegicus)diabetes melitus.

MATERIAL DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan desain
penelitian Post Test Only Control Group Design, dengan menggunakan rancangan acak
lengkap (RAL). Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih (Rattus
norvegicus) strain Wistar sebanyak 25 ekor, berjenis kelamin jantan, dalam keadaan sehat,
berumur 3-4 bulan dengan bobot badan antara 150-200 gram yang diperoleh dari Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Syiah Kuala, Banda Aceh. Tikus-tikus tersebut diadaptasikan
selama 7 hari dan ditempatkan dalam kandang yang dirancang khusus berdinding triplek dan
kawat kasa, alas sekam padi serta diperlengkapi dengan tempat air minum dan pakan. Setelah
masa adaptasi selesai semua tikus tersebut dibagi secara acak menjadi 5 kelompok perlakuan,
masing-masing perlakuan terdiri dari 5 ekor tikus. Pembagian kelompok perlakuan dilakukan
secara acak menggunakan sistem lottery (undian).

Kelompok 1 sebagai kontrol negatif (KN), kelompok 2 sebagai kontrol positif (KP),
kelompok 3 sebagai perlakuan 1 (P1), kelompok 4 sebagai perlakuan 2 (P2), dan kelompok 5
sebagai perlakuan 3 (P3). Masing-masing perlakuan diulangi sebanyak lima kali. Selama
perlakuan semua tikus putih diberi pakan ransum standar sebanyak 10% dari bobot badan dan
minum secara ad libitum. Berat badan dan aktivitas tikus putih terus diperhatikan agar tikus
dapat bergerak aktif sehingga tidak ada sampel yang dikeluarkan.
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Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer (Turner SP-
870), vortex mixer (Thermolyne), sentrifus (seri Biofuge 15, Heracus Sepatech), mikroskop,
blood glucose test meter (GlucoDr), hemositometer, timbangan digital, minor set bedah,
water bath, sonde lambung, pipet mikro, tabung reaksi, objek gelas, spuit steril, cawan petri,
gelas arloji, dan kandang tikus yang dilengkapi dengan peralatan makan dan minum. Bahan-
bahan yang digunakan adalah aloksan, vitamin E, larutan alkohol 70%, kloroform 10%,
larutan NaCl 0,3%, larutan NaCl 0,9%, aquades, HCI 1N, Na-Thio, dan TBA 0,67%.

Pembuatan tikus diabetes menggunakan induksi aloksan dosis 120 mg/kgbb dosis
tunggal secara intraperitoneal. Setelah 7 hari, dilakukan pengukuran kadar glukosa darah puasa
sebelum pemberian vitamin E dengan metode tes strip menggunakan alat GlucoDr atau Blood
Glucose Test Meter. Tikus putih dinyatakan menderita diabetes melitus apabila kadar glukosa
darah puasa melebihi 126 mg/dL (Mansjoer, 2008). Vitamin E diberikan menggunakan sonde
lambung selama 28 hari. Pada hari ke-29 setelah pemberian vitamin E, dilakukan pengambilan
sampel darah melalui sinus orbitalis. Darah didiamkan hingga terbentuk serum, kemudian
dikoleksi untuk pengukuran kadar MDA serum.

Pemeriksaan kadar MDA serum dilakukan di Laboratorium Fisiologi Hewan Institut
Pertanian Bogor, Jawa Barat. Pengukuran kadar MDA serum menggunakan metode
Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS). Uji dimulai dengan menambahkan 100 pL
serum dengan 1 ml Nacl 0,9%, lalu disentrifus pada kecepatan 8.000 rpm selama 20 menit.
Kemudian ditambahkan 550 pL akuades, dan 100 uL TBA. Setelah dihomogenkan dengan
vorteks, ditambahkan 250 pl HCL IN dan divorteks kembali. Selanjutnya ditambahkan 100 pL
Na-Thio, dihomogenkan dengan disentrifus pada kecepatan 500 rpm selama 15 menit.
Supernatan yang terbentuk dipindahkan pada microtube baru. Setelah itu, dipanaskan dalam
water bath 100°C selama 30 menit. Absorbansi diukur dengan spektofotometer UV-1601 pada
panjang gelombang 535 nm (Janero, 2001).

Analisis Data

Data yang diperoleh berupa kadar MDA serum dianalisis dengan menggunakan
analisis varian (ANAVA) pola satu arah. Perbedaan antar perlakuan dianalisis dengan uji
lanjutan berganda Duncan. Analisis statistik dilakukan dengan bantuan program Sofware
Statistical Product and Solutions (SPSS) 16.0 for Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kadar Malondialdehida (MDA) Serum Tikus Putih
Malondialdehida (MDA) merupakan senyawa hasil peroksidasi lipid yang umumnya
digunakan sebagai indikator terjadinya stres oksidatif. Hasil pemeriksaan kadar MDA
serum didapatkan kadar MDA serum tikus putih pada berbagai kelompok perlakuan
sebagaimana disajikan pada Gambar 1.

Kadar MDA Serum (pmol/I)

KN KP P1 P2 P3

Gambar 1. Histogram kadar MDA serum tikus putih DM dan pemberian vitamin E berbagai
tingkat dosis
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Berdasarkan Gambar 1 diatas menunjukan adanya perbedaan rata-rata kadar MDA
serum yang nyata antar kelompok perlakuan (P<0,05). Pada kelompok kontrol negatif (KN)
adalah 13,44 + 3,15 pumol/l, kemudian mengalami peningkatan menjadi 22,18 + 6,44 pmol/l
pada kelompok perlakuan tikus yang diinduksi aloksan (KP), kemudian turun kembali pada
kelompok tikus yang dinduksi aloksan dan vitamin E dengan dosis 50 1U/kgbb/hr (P1), 100
IU/kgbb (P2) dan 150 1U/kgbb (P3), secara berturut-turut adalah 19,01 £ 5,25 umol/I, 14,86 +
4,11 pmol/l dan 12,25 + 2,45 pmol/I.

Hasil ini membuktikan bahwa tikus putih DM vyang diinduksi aloksan dapat
meningkatkan kadar MDA serum. Sedangkan pemberian vitamin E dosis 50 — 150 1U/kgbb/hr
pada tikus putih DM yang diinduksi aloksan dapat menurunkan kadar MDA serum. Pemberian
vitamin E dosis 150 IU/kgbb/hr paling efektif dalam menurunkan kadar MDA serum tikus putih
DM yang diinduksi aloksan.

Meningkatnya kadar MDA serum darah tikus putih pada kelompok perlakuan DM yang
diinduksi aloksan (KP) pada penelitian ini kemungkinan disebabkan terjadinya peningkatan
ROS dalam sirkulasi. Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian yang dilaporkan oleh beberapa
peneliti sebelumnya bahwa induksi aloksan dapat menyebabkan hiperglikemia dan berperan
penting dalam peningkatan produksi ROS dan peroksidasi lipid yang berlebihan pada tingkat
jaringan (Foote dkk., 2002; Suparman, 2012). Lebih lanjut Suarsana dkk. (2011) menyatakan
tingginya kadar glukosa darah meningkatkan pembentukan ROS, melalui reaksi oksidasi
reduksi sehingga mendorong lebih banyak donor elektron NADH dan FADH2 masuk ke dalam
rantai transport elektron. Peningkatan laju transport elektron turut berkontribusi dalam
peningkatan pembentukan anion superoksida (O2-) salah satu unsur ROS sehingga terjadi stress
oksidatif (Aitken dan Roman, 2008). Stres oksidatif yang terjadi pada kondisi hiperglikemia
berasal dari peningkatan produksi ROS di mitokondria melalui mekanisme autooksidasi
glukosa, glikasi non-enzimatik, aktivasi protein kinase C (PKC), aktivasi hexosamine pathway
enzimatik (Evans dkk., 2002; Tang dkk., 2012), rendahnya konsentrasi antioksidan di jaringan,
serta gangguan aktivitas pertahanan antioksidan enzimatik seperti SOD, GPx dan CAT (Poitot
dan Robertson, 2008).

Pada kondisi hiperglikemik, peningkatan produksi ROS yang melebihi kapasitas
antioksidan sel menyebabkan peningkatan stres oksidatif yang diiringi dengan terjadinya
peroksidasi lipid pada membran sel sehingga akan meningkatkan MDA sebagai hasil
peroksidasi lipid (Maslachah dkk., 2008; Soviana dkk., 2014) serta kerusakan pada sel jaringan
(Palmeira dkk., 2001; Kumar dkk., 2005; Maslachah dkk., 2008; Suparman, 2012). Telah
dilaporkan bahwa MDA secara sistemik memiliki hubungan parameter metabolik pada subjek
diabetes tipe | dan Il. Pasien dengan kontrol metabolik yang buruk, akan menunjukkan
konsentrasi MDA plasma tertinggi, berbeda secara signifikan dengan kelompok pasien kontrol
metabolik yang lebih baik (Nakhjavani dkk., 2010). Lebih lanjut beliau juga menjelaskan
bahwa peningkatan kadar MDA secara sangat signifikan berkorelasi dengan lamanya pasien
menderita DM.

Hasil penelitian ini juga memperlihatkan bahwa pada kelompok perlakuan pemberian
vitamin E terjadi penurunan kadar MDA serum. Penurunan kadar MDA serum seiring dengan
peningkatan dosis yang diberikan. Rata-rata kadar MDA pada kelompok KP adalah 22,18 +
6,44 pmol/l turun menjadi 19,01 £ 5,25 umol/l pada kelompok P1, 14,86 + 4,11 umol/l pada
kelompok P2 dan dan 12,25 * 2,45 umol/l pada kelompok P3. Hal ini terjadi karena peran aktif
vitamin E sebagai antioksidan dalam mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada membran sel.
Hasil ini didukung dengan laporan studi oleh Jain dan Palmer (1997), bahwa pada kondisi DM
pemberian vitamin E dapat menghambat stres oksidatif sehingga menekan produksi MDA.

Mekanisme vitamin E mampu menekan MDA diperkirakan terjadi melalui efek
antioksidan primer ini sebagai scavenger radikal bebas dan memutus reaksi berantai dengan
radikal peroksil dengan cara menyumbangkan satu atom dan bersama-sama enzim SOD,
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sehingga mampu memperlambat dan mencegah berlangsungnya reaksi peroksidasi lipid yang
pada akhirnya akan menekan produk MDA (Winarsi, 2005). Demikian juga Mayes (1995),
menyatakan bahwa vitamin E mempunyai afinitas terhadap pemutusan reaksi rantai radikal
dengan cara memindahkan hidrogen fenolat kepada radikal peroksil dari asam lemak tak jenuh
ganda yang telah mengalami peroksidasi, kemudian radikal fenoksi bereaksi dengan radikal
bebas peroksil selanjutnya.

Pemberian vitamin E dapat menurunkan kadar MDA serum seperti yang terlihat pada
kelompok tikus DM yang diberi vitamin E dosis 50 — 150 1U/kgbb/hr, terlihat adanya penurunan
MDA serum mendekati jumlah normal (KN). Sejalan dengan hasil penelitian Jusup (2014),
menunjukkan bahwa pemberian vitamin E dengan dosis 50 1U/kgbb/hr yang stres oksidatif
dapat menurunkan kadar MDA secara signifikan. Hal ini membuktikan bahwa pemberian
vitamin E dapat mencegah terjadinya peroksidasi lipid yang dievaluasi melalui kadar MDA
serum.

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengujian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa
pemberian vitamin E dapat menurunkan kadar MDA serum tikus putih (Rattus novergicus)
diabetes melitus. Pemberian vitamin E dosis 150 1U/kgbb/hari lebih baik dibandingkan dengan
dosis 100 1U/kgbb/hari dan 50 1U/kgbb/hari dalam menurunkan kadar MDA serum.
Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menambah jumlah sampel tikus dan
dikandangkan secara individu untuk hasil yang lebih baik terhadap penurunan kadar MDA
serum.
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