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Abstrak

Efek asam lipoat terhadap komplikasi diabetes mellitus telah banyak diteliti. Efek protektif asam lipoat
(ALA) terhadap aterosklerosis pada diabetes mellitus masih perlu diteliti. Penelitian ini bertujuan untuk men-
getahui pencegahan lesi aterosklerosis oleh asam alfa lipoat pada tikus diabetes mellitus (DM) tipe 2. Se-
banyak 21 ekor tikus wistar jantan yang dibagi menjadi 3 kelompok; kelompok kontrol, kelompok DM dan
kelompok DM +ALA. Induksi DM tipe 2 dilakukan dengan pemberian streptozotocin (50 mg/kg) diikuti oleh
nikotinamide (110 mg/kg) dosis tunggal intraperitoneal. Asam lipoat diberikan peroral (60 mg/kg) selama
3 minggu setelah hewan coba terdiagnosis DM. Penelitian yang merupakan penelitian eksperimental den-
gan desain post test only with control ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Riau bulan Juni - Oktober 2016. Hasil penelitian memperlihatkan skor aterosklerosis pada kelompok
DM+ALA lebih rendah dibandingkan kelompok DM dan perbedaan ini bermakna secara statistik. Asam lipoat
dapat mencegah pembentukan lesi aterosklerosis pada tikus DM tipe 2.
Kata kunci: asam alfa lipoat; aterosklerosis; diabetes.

The Effect of Alpha Lipoic Acid in Preventing Atherosclerosis Lesion on
the Abdominal Aorta of Diabetes Mellitus Type 2 Rats

Abstract

Various studies have studied the clinical use of alpha-lipoic acid (ALA) for treating diabetic complica-
tions. The protective effect of lipoic acid in atherosclerosis induced by diabetes mellitus type 2 (DM type 2)
still needs further study. This study was aimed to investigate the protective effect of ALA in atherosclerosis
induced by DM type 2. Twenty one rats were divided into 3 groups: control, DM-treated and DM+ALA-treated
group. Type-2 diabetes was induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (60 mg/kg) followed by
nicotinamide (110 mg/kg). ALA was administered orally at a dose of 60 mg/kg body weight/day throughout the
feeding period for three weeks. This study was an experimental study with post-test only with control method
which was conducted at Biochemistry laboratory, Faculty of Medicine Universitas Riau from June-October
2016. This study showed that DM+ALA treated group achieved lower atherosclerosis scores than DM-treated
group and the difference between the two groups was statistically significant. In conclusion, alpha lipoic acid
can prevent atherosclerosis lesions induced by diabetes
Keywords: alpha lipoic acid; atherosclerosis; diabetes.
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Pendahuluan

Diabetes melitus (DM)adalah penyakit metabolik
kronik yang disebabkan oleh ketidakmampuan sel
menggunakan glukosa akibat kurangnya produksi
atau tidak adekuatnya insulin.! Klasifikasi etiologis
DM menurut American Diabetes Association dibagi
menjadi dua yaitu DM tipe | atau /Insulin Dependent
Diabetes Mellitus/IDDM dan DM tipe Il atau Insulin
Non-dependent Diabetes Mellitus. Diabetes mellitus
tipe 1 disebabkan kerusakan sel B pankreas yang
menghasilkan insulin. Sedangkan DM tipe 2 terjadi
akibat resistensi pada reseptor insulin.?

Menurut survei yang dilakukan WHO (World
Health Organization), Indonesia menempati urutan
keempat dengan jumlah penderita DM terbesar
di dunia setelah India, Cina dan Amerika Serikat.
Prevalensinya 8,6% dari total penduduk, diperkirakan
pada 1995 terdapat 4,5 juta penderita DM dan pada
tahun 2008, angka ini meningkat sampai 8,4 juta.
Diperkirakan pada tahun 2025 akan menjadi 12,4 juta
orang atau urutan kelima terbanyak di dunia.?®

Diabetes Melitus merupakan penyakit kronis
yang akan berlangsung seumur hidup sehingga
berpotensi menimbulkan komplikasi. Keadaan
hiperglikemia atau kadar gula di atas normal
dapat menimbulkan komplikasi mikrovaskuler dan
makrovaskuler. Komplikasi makrovaskuler dari DM
adalah penyebab utama kematian seperti penyakit
jantung koroner (PJK), pembuluh darah perifer
dan stroke." Komplikasi makrovaskuler tersebut
terutama merupakan akibat dari suatu aterosklerosis.
Proses aterosklerosis terjadi dalam waktu yang
lama dan secara bertahap.* Ada beberapa tahapan
aterosklerosis menurut klasifikasi histologis yaitu:
tipe I, I, lll, IV, V dan V1.5 Berdasarkan gejala klinis
aterosklerosis dapat dibagi atas tahap inisiasi, tahap
progresi dan tahap komplikasi berupa angina stabil
dan angina tidak stabil.®

Aterosklerosis merupakan proses inflamasi
yang terutama mengenai arteri-arteri berukuran
sedang, yaitu arteri karotis, arteri koronaria,
cabang besar aorta torakalis dan aorta abdominal,
dan pembuluh darah besar ekstremitas bawah.’
Penelitian Rohani et alf pada pasien penyakit arteri
koroner memperoleh kesimpulan bahwa terdapat
hubungan antara penebalan intima-media pada
arteri karotis dan aorta torakalis dengan stenosis
arteri koronaria. Lokasi pembuluh darah yang
merupakan predileksi terjadinya aterosklerosis
pada tikus putih adalah aorta.®'°

Beberapa penelitian memperlihatkan
bahwa stres oksidatif berperan dalam terjadinya
aterosklerosis. Stres oksidatif terjadi akibat
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ketidakseimbangan radikal bebas dengan
antioksidan. Radikal bebas adalah atom atau
molekul yang elektron terluarnya tidak mempunyai
pasangan, sangat reaktif dan mampu bereaksi
dengan molekul disekitarnya." Aterosklerosis
diawali oleh masuknya Low Density Lipoprotein
(LDL) ke bagian dalam dinding arteri, selanjutnya
LDL ini mengalami oksidasi menjadi LDL
teroksidasi (oxLDL). Lipoprotein yang teroksidasi
ini akan difagositosis oleh makrofag yang juga akan
menghasilkan radikal bebas sehingga semakin
meningkatkan stress oksidatif.?

Meskipun berbagai penelitian telah dilakukan
untuk menganalisis efek penggunaan antioksidan
terhadap aterosklerosis tetapi masih terdapat
perbedaan efek antioksidan terhadap aterosklerosis
tersebut. Adanya perbedaan ini  kemungkinan
karena perbedaan jenis antioksidan, dosis, lamanya
pemberian dan tahap aterosklerosis yang terjadi."®

Salah satu antioksidan yang menarik untuk
diteliti efeknya terhadap aterosklerosis adalah asam
a lipoat (ALA). Asam lipoat merupakan antioksidan
yang poten yang berfungsi sebagai kofaktor pada
kompleks multienzim, seperti piruvatdehidrogenase
dan ketogutarat dehidrogenase. Bentuk reduksi
asam lipoat, dihidrolipoat merupakan antioksidan
yang lebih poten. Asam lipoat bersifat ampifilik
dan terdistribusi pada membran sel dan sitosol
dan dapat menembus sawar darah otak. Aktifitas
antioksidan ALA dalam bentuk redoks mampu
mengembalikan aktivitas oksidan (vitamin C, E
dan glutation) dengan meregenerasi antioksidan
tersebut.’ Penelitian asam lipoat selama ini lebih
banyak terhadap sistem saraf, bahkan asam lipoat
di Jerman telah digunakan untuk pasien neuropati
diabetik selama 30 tahun dan studi metaanalisis
menunjukkan pengobatan dengan asam lipoat 600
mg selama 3 minggu dapat mengurangi defisit
neuropati secara bermakna.’®

Penelitian efek asam lipoat sebagai terapi pada
neuropati diabetik telah banyak dilakukan. Sampai
saat ini masih terbatas penelitian mengenai efek
protektif ALA terhadap terjadinya aterosklerosis
pada hewan coba. Pemberian asam lipoat (78
mg/kgBB/hari) selama 2 minggu pada mencit
hiperkolesterolemia menunjukkan kemampuan
asam lipoat mencegah aterosklerosis.’® Penelitian
pada mencit dan tikus yang diinduksi diabetes
tipe 1 didapatkan bahwa ALA dapat mencegah
terjadinya aterosklerosis.” Penelitian pada tikus
diabetes mellitus tipe 2 yang diberikan asam
lipoat dosis 100 mg/kg/hari selama 8 minggu
mengurangi perubahan morfologi vaskuler."”
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Penelitian menunjukkan pemberian ALA dengan
dosis rendah (31-62 mg/kgBB/hari pada tikus
wistar selama 2 tahun tidak memberikan efek
samping. Sedangkan pemberian asam lipoat 121
mg/kgbb/hari selama 4 minggu mengakibatkan
gangguan fungsi hepar.’”® Oleh karena itu efek
asam lipoat terhadap aterosklerosis pada diabetes
mellitus tipe 2 dengan dosis asam lipoat yang
lebih rendah dan tahap awal aterosklerosis perlu
diteliti. Pemberian streptozotocin + nicotinamide
pada hewan coba dapat menimbulkan DM tipe 2.
Hal ini yang mendorong dilakukannya penelitian
eksperimental pemberian ALA pada tikus DM tipe
2 kemudian dianalisis lesi aterosklerosis pada
aorta abdominalnya. Penelitian ini penting untuk
dasar pengembangan ALA sebagai pencegahan
aterosklerosis pada pasien DM tipe 2.

Metode

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan
etik dari Unit Etika Penelitian Kedokteran dan
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas
Riau dengan surat keterangan lolos kaiji etik nomor
211/UN.19.5.1.1.8/UEPK/2016. Penelitian yang
merupakan penelitian eksperimental dengan
desain post test only with control ini dilakukan
di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas Riau bulan Juni - Oktober 2016. Sebagai
subyek penelitian digunakan 21 ekor tikus wistar
jantan berumur + 2-3 bulan, berat badan 200-250
g. Seluruh hewan coba dibagi secara acak menjadi
3 kelompok, masing masing kelompok terdiri dari
7 ekor. Kelompok tersebut adalah kelompok | yaitu
kelompok tikus yang diberi diet standar dan air
layak minum, kelompok Il yaitu kelompok tikus yang
diberi streptozotocin + nikotimide dan kelompok |l
yaitu kelompok tikus yang diberi streptozotocin +
nikotimide dan ALA disamping diet standar.

Induksi diabetes mellitus tipe 2 dilakukan dengan
streptozotocin (STZ) intraperitoneal (50 mg/kg),
diikuti oleh pemberian intraperitoneal nicotinamide
(110 mg/kg) 15 menit kemudian. Induksi dilakukan
pada tikus yang sebelumnya sudah dipuasakan
selama 12 jam. Tikus dikategorikan DM tipe 2 jika
pada hari ke-3 induksi memiliki kadar glukosa darah
> 250 mg/dL." Pemberian ALA dilakukan pada tikus
DM dengan sonde lambung dengan dosis 60 mg/
kgBB /hari setiap hari selama 3 minggu.'®

Setelah 3 minggu pemberian ALA dilakukan
pengambilan aorta abdominal. Sebelumnya tikus
dibius dengan jalan memasukkannya ke dalam
bejana yang telah jenuh dengan uap eter. Aorta yang
telah dipotong difiksasi selama + 24 jam dalam bufer
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formalin. Selanjutnya dilakukan pembuatan slide
mikroskopik dengan pewarnaan Hematoksilin Eosin
(HE). Analisis dilakukan dibawah mikroskop cahaya.
Penilaian dilakukan dengan pembesaran 400x
dan pada 9 lapangan pandang. Setiap parameter
dinilai dengan skoring. Setiap lapangan pandang
dinilai dengan skoring sebagai berikut? : 0: utuh; 1:
terdapat makrofag, sel busa; 2: proliferasi otot polos,
infiltrasi lipid medial dan fibrosis/kalsifikasi; 3: defek
permukaan (fisura/ulserasi/ hematom/ trombus.
Skor tiap slide mikroskopik dijumlahkan dan dihitung
rata-ratanya. Penilaian dilakukan oleh ahli patologi
anatomi. Data skor gambaran histopatologis aorta
disajikan sebagai rata-ratatSD. Uji statistik yang
digunakan adalah uji Mann Whitney.

Hasil

Telah dilakukan induksi DM pada 14 ekor tikus
dengan pemberian streptozotocin dan nikotinamid
pada kelompok Il dan lll. Hasil pemeriksaan
glukosa darah pada hari ke-3 induksi DM dapat
dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Kadar Glukosa Darah Sewaktu pada
Hari Ke-3 Induksi (mg/dL)

Ulangan Kelompok
I I I
1 188 473 557
2 150 474 479
3 123 434 449
4 202 438 435
5 188 477 373
6 192 509 437
7 194 533 372
Rata-rata 176,71 476,86 443,14

Kadar glukosa darah rata-rata pada kelompok
Il dan Il lebih tinggi dari kelompok I. Semua tikus
yang diinduksi DM memiliki kadar glukosa > 250
mg/dL sehingga dapat digunakan sebagai sampel
dalam penelitian. Semua tikus pada kelompok |
memiliki kadar glukosa darah < 250 mg/dL sehingga
dapat digunakan sebagai kontrol.

Hasil pemeriksaan slide mikroskopik pada
berbagai kelompok dapat dilihat pada tabel 2.
Skor aterosklerosis paling tinggi pada kelompok
DM (kelompok II) diikuti oleh kelompok DM+ALA
(kelompok IIl) dan terakhir kelompok kontrol
(kelompok 1). Untuk mengetahui kebermaknaan
perbedaan antar kelompok diuji dengan Kruskal-
Wallis dilanjutkan dengan uji Mann Whitney.
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Tabel 2. Skor Rata-rata Gambaran Histopatologis Aorta Abdominal

Ulangan Kelompok
I (Kontrol) 1II(DM) TII(DM+ALA)
1 0 2 0
2 0 2 2
4 0 1,56 0
5 0 2 0,89
6 0 2 0
7 0 2 0
8 0 2 2
Rata-rata+SD 0 1,94+0,172b 0,69+0,94

a= p < 0,05 dibandingkan kelompok | : * = p < 0,05 dibandingkan kelompok I1I

Berdasarkan Tabel 2 terdapat perbedaan yang
bermakna skor aterosklerosis antara kelompok

DM dengan kelompok kontrol. Perbedaan yang
bermakna juga didapatkan antara kelompok
DM+ALA dengan kelompok DM.

Gambar 1. Pemeriksaan Mikroskopik Aorta Abdominal (A,B,C pewarnaan HE 100x, D: 400x).
A). Kelompok kontrol. B,D). Kelompok DM C). Kelompok DM+ALA

Gambar 1A memperlihatkan gambaran
mikroskopik aorta abdominal pada kelompok |
yaitu kelompok tikus yang diberi diet standar dan
air layak minum. Pada gambar terlihat tampilan
pembuluh darah yang utuh, tidak ditemukan adanya
penebalan tunika intima atau sel busa. Pada
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kelompok DM terlihat penebalan tunika intima
dan proliferasi otot polos (1), sel busa (2). Gambar
1C merupakan gambaran mikroskopik aorta
abdominal pada salah satu kelompok IIl (DM+ALA)
yang memperlihatkan gambaran mikroskopik aorta
abdominal seperti kelompok kontrol.
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Pembahasan

Pemberian STZ (50 mg/kgBB) diikuti oleh 110
mg/kgBB nikotinamid intraperitoneal pada penelitian
ini berhasil mendapatkan tikus DM. Streptozotocin
digunakan untuk induksi diabetes mellitus pada
hewan coba karena efek sitotoosiknya pada sel 3
pankreas. Pemberian nikotinamid 15 menit setelah
pemberian STZ dapat mengurangi kerusakan
yang timbul pada sel  pankreas. Pemberian STZ-
nikotinamid akan menginduksi DM tipe 2 pada
hewan coba.

Hiperglikemia yang terus menerus
menimbulkankomplikasimakrovaskuler. Komplikasi
makrovaskuler dari DM adalah penyebab utama
kematian seperti penyakit jantung koroner (PJK),
pembuluh darah perifer dan stroke." Komplikasi
makrovaskuler tersebut terutama merupakan
akibat dari suatu aterosklerosis. Pada penelitian ini
aterosklerosis pada hewan coba dinilai setelah 3
minggu. Sebagian besar hewan coba (75%) pada
kelompok DM tersebut memiliki skor 2 yaitu lesi
berupa penebalan intima dan proliferasi otot polos.
Jika dikaitkan dengan tahap aterosklerosis maka
hewan coba ini berada pada tahap progresi.?’ Tahap
progresi aterosklerosis ditandai oleh terbentuknya
lapisan sel busa dan proliferasi sel otot polos.?’

Pada tahap inisiasi aterosklerosis terjadi
disfungsi endotel dan aktivasi endotel akibat
peningkatan stres oksidatif dan inflamasi. Disfungsi
endotel berkaitan dengan gangguan vasorelaksasi
akibat berkurangnya ketersediaan NO". Aktivasi
endotel berkaitan dengan peningkatan ekspresi
molekul adhesi dan NFkB. Pada kondisi normal,
NO- diproduksi oleh sel endotel yang dikatalisis
oleh eNOS. Untuk dapat berfungsi, eNOS berada
dalam bentuk dimer, memerlukan substrat L-arginin
dan kofaktor tetrahidro L-biopterin (BH4) dan
mengalami fosforilasi.?!

Diabetes mellitus akan meningkatkan produksi
senyawa oksigen reaktif SOR pada dinding vaskuler.
Superoksida akan bereaksi dengan NO* membentuk
peroksinitrit (ONOQO"). Kofaktor BH4 sangat sensitif
terhadap oksidasi oleh peroksinitrit sehingga menjadi
rusak. Hal ini selanjutnya akan mengakibatkan eNOS
mengalami uncoupling dan mengalami disfungsi
sehingga produknya bukan NO-, tetapi superoksida.??
Penurunan NO° mengakibatkan  pengaktifan
NFkB.Z22 NFkB merupakan faktor transkripsi gen
yang megkode faktor pertumbuhan, molekul adhesi
dan sitokin. Adanya ekspresi molekul adhesi seperti
P-selectin dan vascular cell adhesion molecule-1
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(VCAM-1) akan memperantarai perlengketan monosit
dan limfosit sirkulasi. Monosit selanjutnya melakukan
migrasi dan diapedesis. Adanya interaksi sel monosit
dengan sel endotel mengakibatkan peningkatan
produksi Metaloproteinase Matriks Monosit (MMP 9)
untuk menembus sel endotel. Monosit selanjutnya
berdiferensiasi menjadi makrofag sebagai respon
terhadap Macrophage Colony-Stimulating Factor
(M-CSF) dan stimulus lainnya. Selanjutnya terjadi
ekspresi berbagai reseptor, seperti scavenger
receptor dan Toll-like receptors (TLRs). Scavenger
receptor memperantarai pengambilan partikel oxLDL
oleh makrofag yang mengakibatkan terbentuknya sel
busa.?’

Penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian
asam lipoat dengan dosis 60 mg/kgBB/hari
menurunkan kejadian aterosklerosis pada tikus DM dan
penurunan ini bermakna secara statistik. Pencegahan
aterosklerosis terhadap tikus DM ini terlihat dari
keadaan pembuluh darahnya yang masih utuh seperti
pembuluh darah normal. Pemberian streptozotocin +
nicotinamide akan menimbulkan hiperglikemia yang
meningkatkan produksi radikal bebas.’® Pemberian
ALAakan menekan radikal bebas yang terbentuk akibat
hiperglikemia sehingga lesi vaskuler pembentukannya
ditekan. Dosis ALA dan lama pemberian ALA pada
penelitian ini lebih kecil dibandingkan penelitian lain.
Budin et al'” menggunakan ALA 100 mg/kgBB/hari
selama 8 minggu untuk mencegah lesi aorta torakalis
pada tikus DM.

Kemampuan antioksidan ALAdan metabolitnya
asam dihidrolipoat (DHLA) sangat poten. Asam
lipoat mempunyai kemampuan untuk mendaur
ulang antioksidan lain seperti vitamin C, vitamin
E dan glutation.?® Asam lipoat dapat meredam
radikal hidroksil, oksigen singlet, hidrogen
peroksida, asam hipochlorida, peroknitrit dan nitrit
oksida. DHLA dapat meredam peroksil dan radikal
superoksida. Tidak hanya sebagai antioksidan,
asam lipoat juga memperbaiki pengambilan
glukosa oleh sel, meningkatkan aktivitas eNOS,
meningkatkan nuclear erythroid 2-related factor
(Nrf2) yang merupakan faktor transkripsi yang
mengatur respon antioksidan. Asam lipoat
menurunkan ekspresi MMP-9 dan VCAM-1 dengan
cara menekan NFkB.2?®

Kesimpulan

Asam lipoat dapat mencegah pembentukan
aterosklerosis pada aorta abdominal tikus diabetes
mellitus tipe 2.
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