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 Pengaruh Pemberian Vitamin C dan E

PENDAHULUAN

Diabetes melitus adalah gangguan metabolisme yang secara genetis dan klinis termasuk heterogen dengan menifestasi hilangnya toleransi terhadap karbohidrat. DM ditandai oleh hiperglikemia puasa, aterosklerotik, mikro angiopati dan neuropati. DM jika tidak ditangani secara baik maka akan timbul komplikasi pada berbagai organ tubuh, baik secara mikro vaskuler (nefropati, retinopati dan neuropati) maupun makro vaskuler, Penyakit Jantung Koroner (PJK), stroke dan kaki diabetik. Di negara barat 80% kematian disebabkan oleh aterosklerosis diabetik yaitu akibat PJK, sedangkan ¼ kematian disebabkan oleh penyakit pem-buluh darah yang lain seperti, stroke dan penyakit pembuluh darah Perifer Vascular Disease (PVD).(1)
         Hiper glikemia dapat meningkatkan pembentukan radikal bebas melalui beberapa mekanisme, dengan arti kata terjadinya peningkatan “stress oxidative“. Peningkatan stress oksidatif pada penderita DM menyebabkan terjadinya ketidak seimbangan antara radikal bebas dengan anti oksidan dalam tubuh (endogen) dan peningkatan produksi MDA di dalam membran eritrosit. Dimana MDA merupa-kan petanda peroksida lipid. DM juga meningkatkan kolesterol darah yang menyebabkan aterosklerosis.(2)
         Malondialdehid (MDA) merupakan salah satu produk final dari lipid peroksidasi, senyawa ini terbentuk akibat degradasi dari radikal bebas hidroksil (OH() terhadap asam lemak tak jenuh, yang selanjutnya di transformasi menjadi radikal yang sangat reaktif. Kemampuan radikal hidroksil membentuk reaksi rantai dengan abstraksi 1 atom hidrogen dari membran sel terbentuklah lipid peroksida. Kelanjutan dari reaksi ini terputusnya rantai asam lemak menjadi senyawa MDA, 9-hidroksi nonenal, etana dan pentana. Semua aldehid ini  mempunyai daya perusak yang tinggi terhadap sel tubuh. Kadar MDA akan meningkat sesuai dengan fungsi intensitas oksidatif, sehingga MDA akan berkurang bila sistem pertahanan baik.(3) 

         Efek radikal bebas yang tidak seimbang dengan anti oksidan endogen pada penderita DM dan kemungkinan terjadinya komplikasi dapat di antisipasi dengan anti oksidan eksogen seperti vitamin C dan vitamin E. Vitamin C dan vitamin E telah di kenal sebagai anti oksidan non enzimatis. Terutama vitamin E adalah suatu anti oksidan yang sangat reaktif dalam menangkap radikal bebas, sehingga berubah menjadi radikal yang lebih stabil. Vitamin E merupakan anti oksidan yang bekerja pada membran sel karena vitamin E mudah larut dalam lemak.
        Vitamin C merupakan suatu anti oksidan yang mempunyai sifat polaritas yang tinggi karena banyak mengandung gugus hidroksil sehingga mudah larut dalam air. Karena itulah vitamin C terdapat di dalam cairan ekstra seluler. Hal ini memberikan keuntungan karena vitamin C mudah di ubah oleh tubuh. Oleh karena itu vitamin C dapat bereaksi dan mampu menetralisir radikal bebas yang bersifat “aqeuos”.(4)
         Penelitian dilakukan menggunakan kelinci, dimana kelinci diberi aloksan sehingga kelinci menderita DM, terhadap kelinci percobaan di ukur kadar MDA dan Kolesterol darah. Selanjutnya kelinci di beri anti oksidan vitamin C dan vitamin E. Setelah itu dilakukan pemeriksaan kadar MDA dan kolesterol darah.

         Untuk penetapan kadar MDA dengan menggunakan metode “placer” dengan cara kolorimetri dengan alat spektrofotometer spektronik 21 digital pada panjang gelombang 532 nm. Pengukuran kadar kolesterol dengan metode Liebermann Burchart.      

CARA KERJA
Bahan

         Binatang percobaan yang digunakan adalah kelinci jantan, berjumlah 20 ekor, umur 2 – 3 bulan dengan berat badan 300 – 400 gram. Kelinci ini di aklimatisasi dalam kondisi laboratorium selama 1 minggu dengan diberi makan dan minum yang cukup. Pada hari terakhir diukur glukosa darah kelinci. Kelinci di pilih untuk kelompok adalah kelinci yang mempunyai glukosa darah normal (60 – 120 mg/dl). Dari 20 kelinci di pilih secara acak 12 ekor yang mempunyai kadar glukosa darah normal.
Rancangan Percobaan

Terdiri dari 3 kelompok kelinci, masing-masing kelompok sebanyak 4 ekor. Kelompok I : 

Adalah kelompok kontrol negatif. Kelinci pada kelompok ini hanya di beri makan dan minum yang cukup. 

Kelompok II :
Adalah kelompok kontrol positif. Kelinci pada kelompok ini di beri perlakuan dengan aloksan dengan konsentrasi 150 mg/kg BB secara intra peritonial. Setelah itu di ukur kadar glukosa darah setiap hari sampai kelinci dinyatakan DM, yaitu dengan kadar glukosa darah >150 mg/dl. Selanjutnya pemeriksaan kadar MDA dan kolesterol darah dilakukan pada hari terakhir.

Kelompok III :
Adalah kelompok perlakuan. Kelinci di beri perlakuan dengan aloksan dengan konsen-trasi 150 mg/kg BB secara intra peritonial, setelah  dinyatakan DM  dengan pengu-kuran glukosa darah, kelinci pada kelompok ini di beri kombinasi vitamin C dan E secara oral selama 15 hari dengan dosis vitamin C, 7 mg/hari dan vitamin E, 4,2 IU/ hari. Pemeriksaan kadar MDA dan kolesterol darah dilakukan pada hari terakhir. Pengambilan sampel darah kelinci dilakukan dari arteri carotis interna.

Cara pengukuran MDA dan kolesterol darah kelinci

a.  Pengukuran MDA

     Penetapan kadar MDA darah kelinci menggunakan metoda Placer et. al, berdasarkan reaksi Thiobarbituric Acid (TBA) dengan MDA. Prinsip metoda ini adalah pengaruh panas dan asam akan mempercepat dekomposisi lipid peroksida menjadi MDA. MDA yang di produksi selama peroksidasi bereaksi dengan TBA menghasilkan kromogen merah muda yang selanjutnya di ukur spektrofotometer Spectronic 21 digital pada panjang gelombang 532 nm. Satuan MDA digunakan nmol/ml.

b.  Pengukuran kolesterol 

     Penetapan kadar kolesterol darah kelinci menggunakan metoda Liberman Burchard. Prinsip metoda ini adalah reaksi pembentukan warna hijau – biru dari kolesterol dengan reagen pewarna (asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat). Selanjutnya di ukur dengan spektrofotometer Spectronik 21 digital pada panjang gelombang 578 nm.

HASIL 

Pengukuran kadar glukosa darah 

         Hasil pengukuran kadar glukosa darah puasa sebelum dan sesudah induksi aloksan dapat di lihat pada tabel 1.
     Tabel 1. Hasil pengukuran kadar glukosa darah puasa sebelum 
dan sesudah induksi aloksan
	No
	Kadar glukosa darah puasa kelinci

	
	Sebelum di induksi aloksan 
(mg/dl)
	Setelah di induksi aloksan (mg/dl)

	 1
	100
	169

	 2
	82
	147

	 3
	85
	156

	 4
	96
	163

	 5
	91
	154

	 6
	92
	141

	 7
	116
	176

	 8
	112
	181

	 9 
	81
	169

	 10
	96
	166

	 11
	89
	171

	 12
	103
	152

	 13
	82
	*

	 14
	91
	*

	 15
	90
	*

	 16
	99
	*

	 17
	114
	**

	 18
	90
	**

	 19
	136
	**

	 20
	101
	**

	  X
	97,3
	162,8


Keterangan : *kelinci untuk kontrol   
                   **kelinci mati

Berdasarkan tabel 1 terlihat bahwa terjadi peningkatan kadar glukosa darah puasa kelinci setelah diinduksi aloksan dan 10 ekor diantaranya dinyatakan DM.
Malondialdehid (MDA) dan kolesterol darah
Tabel 2. Pengaruh pemberian Vitamin C dan E terhadap kadar MDA dan kolesterol kelinci  diabetes melitus akibat induksi aloksan
	Kelompok

N=4
	MDA 
(X ± SD)

(nmol/ml)
	Kolesterol 
(X ± SD) 

(mg/dl)

	I
	4,256 ± 0,423
	74,976 ± 21,592

	II
	9,476 ± 0,469
	60,563 ± 10,924

	III
	7,327 ± 1,428
	78,451 ± 15,158


Keterangan :

I    :  Kelompok kontrol negatif. Kelompok yang tidak di beri apa-apa.
II : Kelompok kontrol positif. Kelompok yang diinduksi, tanpa pemberian vitamin  C  dan vitamin E.
III: Kelompok    kontrol   perlakuan. Kelompok yang diinduksi, dengan pemberian vitamin C dan vitamin E.
Dari hasil analisis secara statistik dengan Anova satu arah untuk rerata kadar MDA, terdapat perbedaan yang bermakna (p < 0,01) antara kelompok kontrol negatif dengan kelompok positif, antara kelompok negatif dengan kelompok perlakuan dan antara kelompok positif dengan kelompok perlakuan. Dan tidak terdapat perbedaan yang bermakna (p > 0,01) secara statistik pada rerata kadar kolesterol. 

PEMBAHASAN

         Pengukuran glukosa darah kelinci sebelum dan sesudah pemberian aloksan pada tabel 1 menunjukan terjadinya pening-katan kadar glukosa darah puasa kelinci. Pemberian aloksan dapat menim-bulkan hiper glikemia yang permanen karena aloksan secara selektif merusak sel ( pankreas yang mensekresi hormon insulin melalui pengambilan secara cepat aloksan oleh sel-sel ( pankreas, pembentukan senyawa Reactive Oxygen Species (ROS) dan peningkatan kalsium sitolsolik secara simultan pada sel ( pankreas.(5,6)
          Hasil pengukuran kadar MDA darah diperlihatkan pada tabel 2, dimana kelompok kontrol negatif memiliki kadar rerata MDA darah terendah yaitu 4,256 ± 0,423 nmol/ml. Analisis statistik menunju-kan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p < 0,01) antara kelompok kontrol negatif dengan kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan. Hal ini disebabkan karena kelinci pada kelompok kontrol negatif tidak diinduksi dengan aloksan, sehingga tidak terjadi DM yang akan menyebabkan terjadinya stres oksidatif. Pada keadaan normal, radikal bebas tetap dihasilkan secara fisiologis namun dapat dinetralisir oleh anti oksidan endogen (super oksida dismutase, katalase dan glutation peroksidase) sehingga pembentukan radikal bebas yang baru dapat di cegah atau radikal bebas yang ada di ubah menjadi molekul yang kurang memiliki dampak negatif dan pada akhirnya dapat mengurangi efek negatif radikal bebas terhadap asam lemak yang akan menyebabkan terbentuknya MDA.

         Pengukuran MDA pada kelompok kontrol positif (tabel 2) memiliki kadar rerata MDA darah tertinggi yaitu 9,476 ± 0,469 nmol/ml. Analisis statistik menunju-kan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,01) dengan kelompok kontrol negatif dan terdapat perbedaan yang bermakna dengan kelompok perlakuan. Hal ini sesuai dengan teori pada DM bahwa meningkatnya kadar glukosa darah menye-babkan meningkatnya kadar radikal bebas dalam tubuh. Peningkatan radikal bebas ini melalui mekanisme pengaktifan jalur poliol (poliol path way), auto oksidasi glukosa dan glikasi protein. Produksi radikal bebas yang berlebihan yang tidak seimbang dengan anti oksidan endogen menyebabkan stress oksidatif. Radikal bebas berdampak negatif tehadap membran sel terutama asam lemak tak jenuh (fosfolipid dan glikolipid). Radikal bebas dapat menimbulkan reaksi rantai yang di kenal dengan peroksidasi lipid. Akibat akhir dari reaksi ini adalah terputusnya rantai asam lemak menjadi senyawa yang toksik terhadap sel, diantaranya adalah MDA. Disamping itu tidak adanya suplementasi anti oksidan eksogen vitamin C dan E yang dapat menangkap radikal bebas menyebabkan kelompok kontrol positif memiliki kadar MDA lebih tinggi dari pada kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan.

         Pengukuran MDA pada kelompok perlakuan (tabel 2) memiliki kadar rerata MDA darah yang lebih rendah (7,327 ± 1,428 nmol/ml) dari kadar rerata MDA darah kelompok kontrol positif, namun lebih tinggi dari kadar rerata MDA darah kelompok kontrol negatif. Analisis statistik menunjukan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna (p< 0,01) dengan kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukan bahwa pemberian vitamin C dan E dapat menurunkan kadar MDA darah mendekati kadar MDA darah dalam keadaan fisiologis karena keadaan stres oksidatif masih tetap terjadi pada DM, namun lebih baik dari pada kelompok kontrol positif.  Hal ini juga membuktikan bahwa kombinasi vitamin C dan E sebagai anti oksidan memberikan efek perlindungan yang baik. Pemberian anti oksidan kombinasi vitamin C dan E memberikan efek sinergi menghambat peroksidasi lemak. Vitamin E berperan sebagai pertahanan primer terhadap radikal lipofilik, sedangkan vitamin C merupakan garis pertama pertahanan anti oksidan pada plasma dari berbagai stres oksidatif, sehingga kadar rerata MDA darah kelompok perlakuan lebih rendah dibanding kan dengan kadar MDA darah kelompok kontrol positif yang tidak mendapat suplementasi vitamin C dan E.

         Noguchi dan Niki, meneliti bahwa pemberian vitamin C dan E secara kom-binasi memberikan efek yang sinergis mencegah lipid peroksida. Ketika anti oksidan mencegah radikal bebas akan membentuk radikal-radikal anti oksidan. Radikal vitamin E dapat memisahkan radikal peroksil lain yang dapat meng-hasilkan produk lain. Produk ini dapat bereaksi dengan radikal vitamin E lain sehingga terbentuk sebuah dimer atau produk yang disproporsi, selanjutnya di reduksi oleh reduktan (vitamin C dan ubiquinon) untuk membentuk kembali vitamin E.

         Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diketahui bahwa hiper- glikemia dapat meningkatkan kadar radikal bebas dalam tubuh yang selanjutnya dapat menyebabkan stres oksidatif yang ditandai dengan terjadinya peningkatan kadar MDA darah. Selain itu dapat diketahui bahwa terdapat pengaruh pemberian vitamin C dan E terhadap kadar MDA darah kelinci DM yang di induksi aloksan.

         Hasil pengukuran kolesterol (tabel 2) menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol positif kadar rerata kolesterol mengalami penurunan dibandingkan kelompok kontrol negatif, sedangkan pada kelompok perlakuan memperlihatkan kenaikan rerata kadar kolesterol diban-dingkan dengan kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol positif, namun tidak memperlihatkan perbedaan yang bermakna (p>0,01) secara statistik. Dari hasil ini terlihat bahwa pada kelompok positif belum berpengaruh terhadap kadar kolesterol, walaupun kelinci sudah menderita DM. Selanjutnya pada kelompok perlakuan dengan pemberian vitamin C dan E juga tidak memberikan pengaruh terhadap kadar kolesterol darah kelinci. Jadi pemberian anti oksidan vitamin C dan E terhadap kelinci DM tidak memberikan pengaruh terhadap kadar kolesterol.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang di peroleh, dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Pemberian vitamin C dan E dosis 7 mg/hari dan 4,2 IU/hari berpengaruh secara bermakna menurunkan kadar MDA darah kelinci DM akibat di induksi aloksan.

2. Pemberian vitamin C dan E dosis 7 mg/hari dan 4,2 IU/hari tidak ber-pengaruh secara bermakna terhadap kadar kolesterol darah kelinci DM akibat diinduksi aloksan.

SARAN
         Perlu dilakukan penelitian lanjutan pengaruh pemberian vitamin C dan E  terhadap aktivitas enzim anti oksidan endogen seperti katalase, Super Oksida Dismutase (SOD), glutation peroksidase.
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THE EFFECT OF VITAMIN C AND E SUPPLEMENTATION ON  BLOOD MDA AND CHOLESTEROL OF ALLOXAN INDUCED-DIABETES


MELLITUS RABBITS





ABSTRACT 


Uncontrolled diabetes mellitus (DM) caused stress oxidative. Oxidative stress was a condition caused by inbalance free radicals and anti oxidant in the human body. Production free radicals increased lipid peroxidation that can produced malondialdehyd (MDA). Exogenous anti oxidant like vitamin C and E are needed to prevent the effects of free radicals on diabetic patients and diabetic complication. This study was aimed to investigate the effects of vitamin C and E supplementation on blood MDA and Cholesterol of alloxan induced-diabetes mellitus rabbits. �          The experimental laboratory research conducted 12 rabbits weight of 300-400 gram and age between 2 - 3 months and later divided into 3 groups. The first group was the negative control, second group was the positive control (alloxan induced), third group was treated with vitamin C (7 mg/day) and vitamin E (4.2 IU/day) per oral for 15 days. Data were analyzed using One Way Anova with convidence of degree 99%. �          Results showed mean MDA blood level in negative control group was 4.256 ± 0.423 μmol/ml, positive control group was 9.476 ± 0.469 μmol/ml, treated group was 7.327 ± 1.428 μmol/ml. Result showed significant differences in mean of MDA blood levels of rabbits between the 3 groups (p <0.01) and three was no significant differences in mean cholesterol blood of rabbits between the 3 groups (p> 0.01). From this study can be concluded that vitamin C and E supplementation has potential effect in MDA blood level and but not change to cholesterol blood alloxan induced-diabetes mellitus rabbits. ��Keywords: diabetes mellitus - vitamin C - Vitamin E - malondialdehid - cholesterol
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