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KADAR BESI DAN MALONDIALDEHID PLASMA
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Abstrak 

 Tujuan penelitian ini adalah menentukan korelasi kadar besi dan malondialdehid plasma pada pasien preeklampsia. Iskemia plasenta yang mengawali terjadinya pre eklampsia menyebabkan terlepasnya besi dan produk-produk stres oksidatif ke dalam sirkulasi maternal. Akibatnya terjadi akumulasi Spesies Oksigen Reaktif (ROS) yang dapat mencetuskan lipid peroksida yang salah satu produk akhirnya ialah malondialdehid (MDA). 
Penelitian ini adalah observasional analitik dengan desain studi potong lintang (cross sectional study).  Subjek penelitian terdiri dari 2 kelompok, yaitu 24 pre eklampsia dan 24 hamil normal dengan usia kehamilan yang sama (matching). Sampel plasma dari semua subjek di periksa kadar Fe total plasma dengan menggunakan AAS (Atomic Absorption Spectrofotometre). Sedangkan kadar MDA plasma diperiksa dengan metode TBARS C18 spektro foto meter.

Kadar Fe total plasma pada pre eklampsia lebih tinggi dari pada hamil normal (161,69+81,01 vs 110,24+37,08 μg/dl., p<0,05). Sedangkan kadar MDA plasma pre eklampsia juga lebih tinggi dari pada hamil normal (2,50+0,20 vs 0,90+0,12 μmol/l., p<0,05).  Tetapi tidak terdapat korelasi antara Fe total dengan MDA plasma pre eklampsia (r = -0,182., p>0,05). Tetapi pada hamil normal didapatkan korelasi negatif rendah tidak bermakna (r = -0,300, p>0,05). Walaupun tidak bermakna, terdapat kecenderungan korelasi negatif pada ke-2 kelompok. Hasil analisis variabel perancu (kadar hematokrit dan leukosit) didapatkan hanya kadar leukosit kelompok hamil normal yang berkorelasi positif terhadap MDA (r = 0,457, p < 0,05). Sedangkan pada pre eklampsia ditemukan kadar leukosit berkorelasi rendah tidak bermakna terhadap MDA (r = 0,221, p>0,05).

Kesimpulan penelitian ini ialah iskemia plasenta menyebabkan kadar besi total dan MDA plasma subjek pre eklampsia lebih tinggi dari pada hamil normal. Tidak adanya korelasi antara kadar besi total dengan MDA plasma karena besi yang dapat mencetuskan lipid peroksida hanya besi bebas (Fe++) bukan besi total plasma.

Kata kunci: besi, stres oksidatif, MDA,  preeklampsia
PENDAHULUAN


Pre eklampsia adalah suatu penyakit yang langsung disebabkan oleh kehamilan. Teori penyebab penyakit ini ialah iskemia plasenta. Iskemia plasenta akan memicu stres oksidatif yang melepaskan produk radikal bebas ke dalam sirkulasi ibu, sehingga terjadi disfungsi sel endotel yang berujung pada pre eklampsia.(1,2)

Stres oksidatif terjadi karena akumulasi Reactive Oxygen Species (ROS) akibat produksi berlebihan yang tidak disertai peningkatan tersedianya berbagai 
anti-oksidan. Tetapi, bagaimana stres oksidatif menyebabkan preeklampsia masih diperdebatkan.(3,4)
Iskemia plasenta juga menyebabkan peningkatan destruksi sel eritrosit, sehingga spesies besi yang dihasilkan oleh proses tersebut akan ikut memicu stres oksidatif melalui pembentukkan lipid peroksida baik di plasenta maupun di sirkulasi ibu. Lipid peroksida ini dapat diidentifikasi sebagai malondialdehid (MDA) dalam plasma.(5,6) Stres oksidatif makin di perparah oleh meningkatnya kadar besi yang di kandung oleh mitokondria plasenta seiring dengan bertambahnya usia kehamilan.(7)
Pada kondisi fisiologis, besi berada dalam bentuk hemeprotein (hemoglobin, katalase, dll) dan non-hemeprotein (transferin, feritin, dll). Tidak ada besi bebas (Fe++) dalam serum. Dalam serum, besi dioksidasi dari Fe++ menjadi Fe+++ oleh ceruloplasmin yang mengandung ferrok-sidase, kemudian diangkut oleh transferin ke berbagai jaringan. Penyimpanan besi terutama di jaringan hepar, limpa dan sumsum tulang. Dalam sel-sel ini, besi di simpan sebagai Fe+++ dalam bentuk feritin.(8,9) 


Besi bebas atau Non Protein Bound Iron (NPBI) atau Non Transferin Bound Iron (NTBI) hanya berada selama lebih kurang satu menit di dalam sel dan tidak terdapat dalam serum atau plasma. Besi bebas dalam sel diredam oleh feritin, sedangkan di plasma di cegah keberadaan-nya oleh sistem ceruloplasmin-transferin. Besi bebas ini hanya dapat di ukur dengan metode Bleomycin Test dan Fluorogenic dihydrorhodamine 123 test.(3,10)

Reactive Oxygen Species (ROS) terdiri dari radikal super oksida (O2-), hidrogen peroksida (H2O2), peroksil lemak (LOO●), radikal hidroksil (OH●).(11)
Besi terlibat dalam pembentukkan radikal adalah melalui reaksi Fenton;

Fe++ + H2O2  (  Fe+++ + OH- + OH● (9)  

Reaksi berantai lipid peroksida di- mulai dengan ekstraksi satu atom hidrogen dari ikatan rangkap terkonjugasi dalam asam lemak oleh Fe++ atau radikal lain.  Tahap pembentukkan lipid peroksida ini terdiri dari; Inisiasi( Propagasi( Degradasi( Terminasi. Salah satu produk degradasinya ialah malondialdehid.(9)  

Peningkatan produksi ROS oleh mitokondria, netrofil dan lain-lain yang tidak disertai peningkatan enzim anti oksidan/substansi anti oksidan (seperti; glutation, vitamin E-C, asam urat, gugus sulfhidril dan lain-lain) akan menyebabkan akumulasi ROS yang berujung pada pem-bentukkan lipid peroksida, kerusakan protein/DNA dan ekspresi gen.(3)
Permasalahan yang di kaji pada penelitian ini ialah akibat bocornya besi dan lipid peroksida ke sirkulasi pasien pre eklampsia akan menimbulkan peninggian kadar besi total dan MDA plasma. Hal tersebut akan menimbulkan pertanyaan; Bagaimanakah perbandingan kadar besi total antara preeklampsia dan hamil normal?. Bagaimanakah perbandingan kadar MDA plasma antara preeklampsia dan hamil normal?. Bagaimana pula korelasi besi total dengan MDA plasma baik pada preeklampsia maupun hamil normal ?.


 Penelitian ini bertujuan mem-bandingkan kadar besi total antara pre- eklampsia dan hamil normal, kadar MDA plasma antara preeklampsia dan hamil normal dan mengkaji korelasi kadar besi total dengan MDA plasma baik pada pre- eklampsia maupun hamil normal.

CARA PENELITIAN

Penelitian dilakukan secara analitik observasional dengan desain potong lintang (Cross Sectional Study) bertempat di RSUP Dr. Sardjito Yogyakarta. Populasi penelitian adalah ibu hamil trimester III yang datang ke Bagian Obgyn. Subjek penelitian adalah  preeklampsia dan hamil normal dengan usia kehamilan yang sama (matching).


Pemilihan subjek secara consecutive sampling dengan menggunakan rumus besar sampel untuk uji hipotesis dua kelompok berpasangan. Power penelitian ini ialah 90%, dengan Zα = 1,645 dan Zβ = 1,282.  Selisih rerata ke-2 kelompok untuk pengukuran Fe = 50, sedangkan MDA = 1.  Simpang baku gabungan Fe = 39,23 dan MDA = 1.(12,13) 


Kriteria inklusi ialah; Ibu hamil dengan diagnosis preeklampsia dan hamil normal dengan usia kehamilan lebih dari 28 minggu.  Kriteria eksklusi adalah; ibu hamil dengan riwayat hipertensi kronik, riwayat penyakit ginjal dan ibu hamil yang baru saja mendapat transfusi darah.


Alat pengambil darah subjek ialah; spuit injeksi, manset, kapas alkohol. Kadar Fe total plasma di periksa dengan Atomic Absorption Spectrofotometre (AAS) Perkin Elmer 3110. Kadar MDA plasma ditentukan dengan menggunakan spektrofotometer sebagai Thio Barbituric Acid Reactive Substances C18 (TBARS C18).


Penelitian dimulai setelah mendapat-kan persetujuan ethical clearence dari Komisi Etik Penelitian Kedokteran Kesehatan Fakultas Kedokteran UGM. Kerjasama dengan Bagian Obstetri Ginekologi RSUP Dr. Sardjito Yogyakarta untuk mendapatkan subjek dan menegakkan diagnosis preeklampsia dan hamil normal.  Persetujuan untuk diikutsertakan dalam penelitian di dapat setelah subjek menanda tangani informed consent. Pengambilan darah dilakukan dari vena fossa cubiti sebanyak + 5 ml. Untuk pemeriksaan kadar besi total, darah sebanyak 2,5 ml dimasukkan ke dalam tabung bebas mineral yang mengandung anti koagulan heparin. Sisa 2,5 ml dimasukkan ke dalam tabung berisi anti koagulan EDTA untuk pemeriksaan kadar MDA plasma.  Kemudian sampel di simpan pada suhu -70ºC. Pemeriksaan kadar Fe total plasma dilakukan dengan bekerja sama dengan Laboratorium Kimia Analitik FMIPA UGM. Sedangkan pemeriksaan kadar MDA plasma dilakukan di Laboratorium Gizi Gedung Pusat Antar Universitas (PAU) UGM.


Analisis statistik dengan SPSS 12.0. Pada perbedaan rerata kadar Fe total di uji dengan Wilcoxon test karena data kadar Fe plasma subjek preeklampsia tidak terdistribusi normal. Perbedaan rerata MDA di uji dengan paired samples t-test.  Korelasi Fe total dengan MDA pada pre-eklampsia diuji dengan Spearman test karena data kadar Fe plasma subjek pre- eklampsia tidak terdistribusi normal. Korelasi Fe total dengan MDA pada hamil normal di uji dengan Pearson product moment. Perbedaan rerata rasio Fe/MDA di uji dengan paired samples t-test. Peranan variabel pengganggu hematokrit dan leukosit di uji dengan multiple regression.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil yang di dapat selama + 4 bulan penelitian di kamar bersalin dan poli klinik Obgyn RSUP Dr. Sardjito, Yogyakarta adalah 24 pasang subjek dengan usia kehamilan yang sama (interval usia kehamilan 2 minggu).

Tabel 1. Perbedaan rerata Fe total, MDA plasma dan rasio Fe/MDA

	
	Variabel
	PE

(n=24)
	HN

(n=24)
	P

	1


	Fe 

(μg/dl)
	161,69

 + 81,00


	110,24

 + 37,10


	0,024

	2


	MDA

(μmol/)l
	2,50

 + 0,20


	0,90 

+ 0,12


	0,000

	3
	Fe/MDA
	65,62
 + 34,42
	126,43 + 52,01
	0,000


Kadar Fe dan MDA = Rerata + SD                          Coefficient of Variance Fe     : 4,10%         Coefficient of Variance MDA: 2,79%
Hasil analisis perbedaan rerata pada Tabel 1 didapatkan rerata Fe total plasma pada preeklampsia lebih tinggi bermakna (p<0,05) di banding hamil normal.


Hasil tersebut konsisten dengan penelitian Raman dkk, Rayman dkk, Hubel dkk dan Serdar dkk.(5,12,14,15)

Peningkatan Fe total plasma dapat berasal dari; Destruksi eritrosit pada area nekrotik dan hemoragik plasenta, mening-katnya katabolisme heme, feritin dari iskemia plasenta dan kerusakkan hepar, enzim katalase plasenta yang meninggi pada preeklampsia dan mungkin juga oleh besi bebas NPBI. Meskipun rerata Fe total plasma preeklampsia lebih tinggi dari hamil normal, tetapi masih dalam batas normal antara 50-175 μg/dl. Pada Tabel 1 juga terlihat bahwa rerata kadar MDA plasma pada preeklampsia lebih tinggi bermakna (p<0,05) dari pada hamil normal. Hasil ini konsisten dengan penelitian Scalera dkk, Dermawan dan Atamer dkk.(5,6,13,14,16-18)

Tingginya kadar MDA plasma pada preeklampsia mungkin berasal dari; peningkatan NADPH oksidase dan xantin oksidase plasenta yang menyebabkan kerusakkan oksidatif, kemudian lepasnya produk-produk stres oksidatif ke dalam sirkulasi maternal, sehingga terjadi akumulasi ROS yang dapat memicu lipid peroksida.(2,3,19)

Analisis perbedaan rerata rasio Fe/MDA pada Tabel 1, didapatkan rerata rasio Fe/MDA pada pre eklampsia lebih rendah bermakna (p<0,05) di banding hamil normal. Artinya, kadar MDA pada pre eklampsia yang lebih dari dua kali hamil normal, ternyata tidak diikuti oleh peninggian Fe total dengan kelipatan yang sama. Keadaan ini mungkin karena aktifitas anti oksidan endogen plasenta seperti CuZn-Super Oksida Dismutase (CuZn-SOD) dan vitamin E yang lebih tinggi pada kelompok hamil normal.(6)

Tabel 2. Korelasi antara Fe total dan MDA

	
	KORELASI 

Fe  – MDA
	r
	r2
	P

	1
	preeklampsia

(n=24)
	-0,182
	0,033
	0,395

	2
	hamil normal

(n=24)
	-0,300
	0,09
	0,155


 r =koefisien korelasi            

 r2=koefisien determinan     


Analisis korelasi antara Fe total dan MDA plasma pada tabel 2 menunjukan tidak ada korelasi yang bermakna secara statistik (p>0,05), baik pada preeklampsia maupun hamil normal. Hal tersebut disebabkan karena kadar Fe total hanya menentukan MDA sebesar 3,3% (r=-0,182; r2=0,033), sedangkan pada hamil normal 9% (r=-0,3; r2=0,09). Jadi ada faktor-faktor lain yang ikut menentukan kadar MDA sebesar 96,7% pada preeklampsia dan 91% pada hamil normal.


 Berdasarkan koefisien determinan, terlihat bahwa korelasi Fe total dengan MDA plasma juga lebih kuat pada kelompok hamil normal. Korelasi pada hamil normal konsisten dengan hubungan kadar Cu dengan MDA plasma pada hamil normal trimester III. Adanya kesamaan ini mungkin karena Cu merupakan logam transisi ke-2 setelah Fe yang terlibat dalam reaksi Fenton untuk memicu lipid peroksida.(20,21) 

Penelitian Serdar, juga membukti-kan telah terjadi peningkatan kadar Fe, Cu dan ceruloplasmin dalam serum pasien pre eklampsia. Uotila dkk, menyatakan bahwa korelasi Fe total dan MDA plasma lebih kuat pada hamil normal juga disebabkan oleh kadar lipid peroksida yang mencapai maksimal pada trimester II kemudian turun lagi pada trimester III kehamilan normal.(7,15)
Tidak adanya korelasi bermakna secara statistik antara Fe total dengan MDA pada hamil normal mungkin karena Fe total tidak dapat menginisiasi lipid peroksida karena yang mampu mencetuskan reaksi berantai tersebut adalah Fe bebas tetapi NPBI ini tidak terdapat dalam plasma normal. Dilain pihak, progresivitas kehamilan akan meningkatkan pertahanan anti oksidan endogen, sehingga meredam pembentukkan lipid peroksida berlebih-an.(3,20)

Korelasi yang tidak bermakna secara statistik antara Fe total dan MDA plasma pada preeklampsia mungkin disebabkan oleh terdapatnya Fe bebas (Fe++) dalam plasma. Hal ini terbukti secara klinis pada penelitian Rayman dkk yang menunjukkan meskipun Fe total pada pre eklampsia lebih tinggi dari hamil normal tetapi tidak disertai oleh peninggian apotransferin (protein transpor Fe utama dalam serum),  akibatnya  keberadaan Fe bebas mungkin bertanggung jawab atas tingginya kadar MDA pada pre- eklampsia.(5)
Disamping itu, tidak adanya korelasi Fe total dengan MDA pada ke-2 kelompok subjek mungkin karena Fe++ juga terlibat dalam; Kerusakan protein melalui interaksi radikal bebas dengan asam amino arginin, histidin, lisin, fenilalanin, tirosin menurut Beal, DNA pun rentan di rusak melalui reaksi Fenton, Fe++ dapat di redam oleh tersedianya anti oksidan pemutus rantai seperti vitamin E-C, asam urat, bilirubin dan sulfhidril.(3,7)

Tabel 3. Korelasi variabel perancu terhadap kadar MDA

	Variabel

Perancu
	r
	 r2 
	P

	Preeklampsia :

Hematokrit (%)

Leukosit (x103/μl)
	0,405

-0,103

0,221
	0,164

0,011

0,049
	0,634

0,299

	Hamil Normal : 
Hematokrit (%)

Leukosit(x103/μl)
	0,531

-0,016

0,457
	0,282

0,000

0,209
	0,940
0,025


Dari analisis peranan variabel perancu (hematokrit dan leukosit) pada Tabel 3 terhadap MDA plasma didapatkan bahwa hematokrit dan leukosit tidak menunjukkan korelasi yang bermakna (p>0,05) terhadap kadar MDA plasma pada preeklampsia. Analisis regresi multipel memperlihatkan variabel perancu ini hanya menentukan 16,4% (r=0,405; r2=0,164) kadar MDA plasma pada subjek preeklampsia.

Pada hamil normal didapatkan hanya leukosit yang menunjukkan korelasi bermakna (p<0,05) terhadap MDA plasma.  Sedangkan hematokrit tidak berkorelasi (p>0,05) dengan MDA plasma. Analisis regresi multipel menghasilkan variabel perancu ini menentukan 28,2% (r=0,531; r2= 0,282) kadar MDA pada hamil normal.


Jadi terdapat faktor-faktor di luar variabel perancu yang menentukan kadar MDA plasma pada preeklampsia sebesar 83,6% dan pada hamil normal sebesar 71,8%. Kemungkinan faktor-faktor tersebut ialah logam transisi selain Fe dan radikal bebas lain yang mampu mengekstraksi atom hidrogen dari ikatan rangkap asam lemak.

KESIMPULAN
Iskemia plasenta pada preeklampsia menyebabkan kadar Fe total plasma lebih tinggi dari pada hamil normal. Akumulasi ROS pada preeklampsia menyebabkan kadar MDA plasma lebih tinggi dari pada hamil normal. Korelasi yang tidak bermakna secara statistik antara kadar Fe total dengan MDA plasma pada pre- eklampsia dan hamil normal disebabkan karena besi yang dapat mencetuskan lipid peroksida hanya Fe bebas (Fe++), bukan besi total plasma.
SARAN
Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengkaji korelasi kadar besi bebas dan anti oksidan terhadap pembentukkan lipid peroksida pada preeklampsia. Desain penelitian lanjutan hendaknya berbentuk cohort study dengan jumlah subjek yang lebih besar.
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LEVEL OF IRON AND MALONDIALDEHYDE PLASMA 


 IN PREECLAMPSIA





ABSTRACT


The objective of this studi was to determine correlation between level of iron and malondialdehyde plasma in preeclamptic patients. Placental ischemia could result in release of iron and products of oxidative stress in to maternal circulation which then initiated preeclampsia. An increased oxidative stress could lead to production of Reactive Oxygen Species (ROS). Accumulation of ROS can initiate a lipid peroxidation to final end product such as Malondialdehyde (MDA). 


An analytic investigation by a cross sectional study had been carried out.  Twenty-four preeclamptic patients were matched with healthy pregnant women in gestational age.  Plasma samples from all of subjects were determined level of total iron with a Atomic Absorption Spectrofotometre (AAS). Plasma MDA were measured colorimetrically as a TBARS C18, then spectrofotometre was used.


Total plasma iron was significantly higher in the preeclamptic patients than in normal pregnancies (161.69+81.01 vs 110.24+37.08 μg/dl; p<0.05). Plasma MDA also was significantly higher in preeclamptic patients than in normal pregnancies (2.50+0.20 vs 0.90+0.12 μmol/l., p<0.05). No correlation was found between plasma iron end  MDA in preeclamptic patient (r=-0.182; p>0.05). Furthermore, low negative correlation was detected in normal pregnancies (r=-0.300; p>0.05). Although there is no significant correlation in each group, the relationship trend to be negative correlation. The result from confounding variables (hematocrit and leukocytes) analyses found only leukocytes from normal pregnancies which has positive correlation with MDA (r = 0.457; p<0.05). No correlation between leukocytes and MDA was found in preeclamptic patients (r= 0.221; p>0.05).


The conclusion of this studi is the placental ischemia could lead to plasma total iron and MDA in preeclamptic patients is higher than normal pregnancies. There is no correlation between total iron and MDA because iron which has capability to initiate lipid peroxidation only free iron (Fe++), not plasma total iron.
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