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ABSTRAK
Defisiensi vitamin D dan kalsium sering dihubungkan dengan peningkatan stress
oksidatif. Kondisi stres oksidatif dapat menyebabkan kerusakan sel dan stress
metabolik dapat menginduksi penyakit degenerative. Beberapa parameter yang
sering digunakan untuk mengukur stres oksidatif yaitu MDA (malondialdehyde)
dan SOD (superoxide dismutase) yang bisa ditemukan di darah atau jaringan tubuh.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar MDA dan aktivitas SOD pada
organ hati tikus dengan defisiensi vitamin D dan kalsium. Penelitian ini
menggunakan rancangan pra-eksperimental (pre-experimental) dengan design
static group comparison. Sebanyak 12 ekor tikus putih (Rattus novergicus) jantan
galur Wistar dibagi menjadi dua kelompok. Kelompok pertama (K+) vyaitu
kelompok kontrol sehat tanpa diberikan perlakuan apapun dan kelompok kedua (K-
) yaitu kelompok defisiensi dengan diberikan pakan tanpa kandungan vitamin D
dan kalsium (AIN-93M Termodifikasi (vitamin D and calcium depleted)). Setelah
14 hari perlakuan, dilihat kadar MDA dan aktivitas SOD di jaringan organ hati.
Pengukuran kadar MDA menggunakan TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances) dan pengukuran aktivitas SOD dengan menggunakan Superoxide
Dismutase (SOD) Activity Assay Kit. Hasil penelitian menunjukkan kadar MDA
pada kelompok defisiensi (K-) lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol (p<
0.001) dan aktivitas SOD lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol (p<0.001).
Kadar MDA lebih tinggi dan aktivitas SOD lebih rendah pada kelompok tikus
defisieni (K-) dibandingkan kelompok tikus kontrol sehat (K+). Kondisi defisiensi
vitamin D dan kalsium meningkatkan kondisi stres oksidatif pada organ hati tikus.

Kata Kunci: MDA (Malondialdehyde), SOD (Superoxide Dismutase), Defisiensi
Vitamin D, Kalsium, Stres Oksidatif

Malondialdehyde (MDA) Levels and SOD (Superoxide Dismutase) Activity in
Vitamin D and Calcium Deficiency Rat

ABSTRACT
Vitamin D and calcium deficiencies are often associated with increased oxidative
stress. Oxidative stress conditions can cause cell damage and metabolic stress and
induce degenerative diseases. Several parameters that are often used to measure
oxidative stress are MDA (malondialdehyde) and SOD (superoxide dismutase)
which can be found in blood or body tissue. This study aims to determine MDA
levels and SOD activity in the livers of mice with vitamin D and calcium deficiency.
This research used a pre-experimental design with a static group comparison
design. A total of 12 male Wistar white rats (Rattus novergicus) were divided into
two groups. The first group (K+) is a healthy control group without any treatment
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and the second group (K-) is a deficiency group given feed without vitamin D and
calcium content (Modified AIN-93M (vitamin D and calcium depleted)). After 14
days of treatment, the MDA levels and SOD activity in the liver tissue were seen.
MDA levels were measured using TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) and SOD activity was measured using the Superoxide Dismutase
(SOD) Activity Assay Kit. The results showed that MDA levels in the deficiency
group (K-) were higher than in the control group (p<0.001) and SOD activity was
lower than in the control group (p<0.001). MDA levels were higher and SOD
activity was lower in the group of deficient mice (K-) compared to the group of
healthy control mice (K+). Vitamin D and calcium deficiency conditions increase
oxidative stress conditions in the liver of rat.

Keywords: MDA (Malondialdehyde), SOD (Superoxide Dismutase), Vitamin D
Deficiency, Calcium Deficiency, Oxidative Stress

PENDAHULUAN

Masalah kesehatan defisiensi vitamin D dialami oleh lebih dari setengah
penduduk di dunia (Palacios and Gonzalez, 2014). Defisiensi vitamin D ini tidak
hanya terjadi di negara-negara barat akan tetapi juga di negara dengan iklim tropis
(Chin et al., 2014). Prevelansi defisiensi vitamin D banyak terjadi pada anak usia
1-5 tahun sebanyak 50 % dan anak usia 6-11 tahun sebanyak 70% (kadar vitamin
D dalam darah <30 ng/mL) di negara Amerika. Pada penelitian yang telah
dilakukan di Kuala Lumpur ditemukan sebanyak 60% dari 504 wanita mengalami
defisiensi vitamin D. Sebanding dengan studi cross-sectional di Indonesia,
Sumatera Utara ditemukan 95% dari 156 subjek penelitian juga mengalami
ketidakcukupan vitamin D (Keumala S et al., 2014). Kondisi defisiensi vitamin D
dihubungkan dengan beberapa penyakit yang berkaitan dengan stress metabolik
seperti diabetes mellitus, kardiovaskuler dan obesitas (Melguizo-Rodriguez et al.,
2021). Defisiensi vitamin D berkontribusi pada peningkatan stress oksidatif dan
inflamasi (Asghari, Hamedi-Shahraki and Amirkhizi, 2021) (Untari et al., 2023).
Faktor yang mempengaruhi kekurangan vitamin D antara lain paparan sinar
matahari, pengobatan, pigmentasi kulit dan rendahnya konsumsi sumber makanan
vitamin D (Holick, 2017).

Vitamin D bermanfaat untuk penyerapan dan homeostatis kalsium di tubuh
(Murdaca et al., 2019). Kecukupan vitamin D dapat meningkatkan penyerapan
kalsium dan apabila kadar vitamin D tidak memadai maka penyerapan kalsium
tidak lebih dari 10-15% dari asupan makanan

Kondisi defisiensi kalsium dapat menyebabkan gangguan metabolik dan
patologis (Wang et al., 2013). Di mitokondria, kalsium berperan penting dalam
pembentukan ATP (adenosine triphospate) dan ROS (reactive oxygen species)
(Bertero and Maack, 2018). Defisiesi vitamin D dapat meningkatkan stress
osksidatif, inflamasi dan kerusakan mitokondria (Sanz et al., 2020). Indikator stress
oksidatif dapat dilihat dari tingginya kadar MDA (malondialdehyde) dan rendahnya
aktivitas SOD (superoxide dismutase). Tingginya kadar MDA (malondialdehyde)
juga merupakan indicator peroksidasi lipid (Avelar et al., 2015). Enzim gluthatione
dan SOD (superoxide dismutase) merupakan mekanisme pertahanan alami tubuh
dalam merespon kondisi stres metabolik (Jomova et al., 2024) . Aktivitas SOD
dapat dilihat di jaringan hati subjek tikus.(Yunarsa and Adiatmika, 2018).
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Penelitian terkait defisiensi suatu zat gizi perlu dilakukan mengingat semakin
meningkatnya prevalensi kejadian penyakit kronis dan degeneratif yang berujung
pada meningkatnya morbiditas dan mortalitas di masyarakat. Penelitian ini juga
dapat digunakan untuk menjawab dari hipotesa penelitian apakah pada kondisi
defisiensi vitamin D dan kalsium dapat meningkatkan kondisi stres oksidatif yang
dapat dilihat pada parameter kadar MDA (Malondialdehyde) dan aktivitas SOD
(Superoxide Dismutase). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar MDA
dan aktivitas SOD pada jaringan organ hati tikus dengan defisiensi vitamin D dan
kalsium.

METODE

Jenis penelitian yang digunakan merupakan rancangan pra eksperimen (pre-
experimental design) dengan rancangan penelitian static group comparison dengan
ditambah pembanding. Penelitian ini dilakukan perlakuan pada satu kelompok
objek penelitian kemudian setelahnya baru dilakukan pemeriksaan efek dengan satu
kelompok subyek penelitian sebagai pembanding atau kontrol (Hardisman, 2021).

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi (PSPG)
Universitas Gajah Mada, Yogyakarta pada bulan Januari-Maret 2022 . Sebanyak 12
ekor tikus putih (Rattus novergicus) jantan galur Wistar dengan usia 8-12 minggu
(usia dewasa) dibagi menjadi dua kelompok. Kelompok pertama (K+) yaitu
kelompok kontrol sehat tanpa diberikan perlakuan apapun dan kelompok kedua (K-
) yaitu kelompok tikus defisiensi yang diberikan pakan tanpa kandungan vitamin D
dan kalsium (AIN-93M Termodifikasi (vitamin D and calcium depleted)). Setelah
14 hari perlakuan, kemudian dilihat kadar MDA dan aktivitas SOD di jaringan hati.
Tikus diterminasi dengan Ketamin 100 mg/kg secara intramuscular. Organ hati
diambil dan dicuci dengan larutan PBS atau NaCl, setelah itu ditiriskan dan
ditimbang beratnya.

Pengukuran MDA menggunakan TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances) yaitu metode kolorimetri dengan thiobarbituric acid (TBA). Organ hati
dengan berat 1 gram dihomogenkan dengan homogenizer hingga halus. Kemudian
500 pl NaCl 0,9% ditambahkan dan dilakukan homogenasi. Homogenat diambil
dan dipindahkan ke tabung ependorf. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm selama 20 menit dan diambil supernatannya. Supernatan
sebanyak 100 pL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 550 ul,100 ul TCA,
100 uL HCL 1 N ,100 puL Na-Thio 1% dan dihomogenkan kembali. Setelah itu
disentrifugasi 500 rpm selama 10 menit, dipanaskan dalam water bath 95-100°C
selama 30 menit. Sampel kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang maksimum ( A maks = 532 nm).

Pengukuran aktivitas SOD dengan menggunakan Superoxide Dismutase
(SOD) Activity Assay Kit dari Biovision Inc, secara kuantitatif mengukur aktivitas
SOD supernatant sampel jaringan hati. Jaringan hati dibersihkan dengan PBS atau
150 mM KCL untuk menghilangkan sel darah merah. Jaringan hati dihomogenisasi
dengan homogenizer. Setelah terbentuk larutan homogenant, kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 14000 x g selama 5 menit untuk mendapatkan
supernatan. Supernatan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit dan diukur
absorbansi pada panjang gelombang 450 nm menggunakan microplate reader.

Analisis data menggunakan uji t tidak berpasangan (independent t-test). Uji
normalitas data menggunakan uji Saphiro Wilk (subyek<50). Hasil uji statistik
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ditampilkan sebagai rata-rata SD dan signifikansi pada p< 0,001. Penelitian ini
disetujui oleh Komisi Bioetik Penelitian Kedokteran/Kesehatan, Fakultas
Kedokteran ~ Universitas  Islam  Sultan  Agung Semarang  dengan
No0.29/1/2022/Komisi Bioetik.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Data rerata kadar MDA dan aktivitas SOD di jaringan hati tikus (mean+SD)
disajikan pada tablel. 1 berikut ini :

Tabel 1. Rerata kadar MDA dan aktivitas SOD

Perlakuan Kadar MDA Aktivitas SOD  pvalue
(nmol/g) (%)

Asupan vitamin D dan 1,19 +0.22 79,51 + 3,06 0,000*

kalsium normal (K+)

Tidak ada  asupan 9,79 +£0.28 32,24 + 3,53 0,000*

vitamin D dan kalsium

(K-)

*Uji t tidak berpasangan (independent t-test), *p<0,001

Berdasarkan tabel.1 menunjukkan bahwa pada kelompok defisiensi vitamin
D dan kalsium (K-) memiliki kadar MDA lebih tinggi 8 kali lipat dibandingkan
pada kelompok control sehat. Pada kelompok defisiensi vitamin D dan kalsium (K-
) juga memiliki aktivitas SOD yang lebih rendah 2x lipat dibandingkan pada
kelompok kontrol sehat. Defisiensi vitamin D dan mineral dapat menurunkan status
metabolisme yang dapat meningkatkan pembentukan radikal bebas ROS (reactive
oxygen species) dan peningkatan stress oksidatif (Gemcioglu et al., 2021). Dalam
kondisi fisiologis, ROS berperan penting dalam produksi energi, fagositosis,
pertumbuhan sel, dan regulasi persinyalan antar sel akan tetapi jika berlebihan dapat
merusak berbagai biomolekul (Tsikas, 2017).

Defisiensi vitamin D dapat menginduksi kondisi stress fisiologis,
menurunkan kemampuan anti-oksidan endogen, menekan pertumbuhan dan
melemahkan imunitas bawaan (Jomova et al., 2024). Defisiensi vitamin D dapat
menurunkan aktivitas respirasi mitokondria dan ekspresi antioksidan, sehingga
kedua mekanisme ini berkontribusi terhadap peningkatan kondisi stress oksidatif
yang berakibat pada kerusakan dan kematian sel (Wimalawansa, 2019). Defisiensi
kalsium juga dapat menginduksi peningkatan pembentukan ROS (reactive oxygen
species) (Bertero and Maack, 2018). Penurunkan respirasi mitokondria akibat
disregulasi vitamin D dan kalsium dapat meningkatkan produksi ROS (reactive
oxygen species) Yyang berkontribusi pada akumulasi kerusakan oksidatif
seluler.(Berridge, 2017)(Bertero and Maack, 2018).

ROS dapat menyerang berbagai makromolekul termasuk protein, DNA dan
lipid seperti asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) (Tsikas, 2017). Oksidasi lipid
asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) menghasilkan pembentukan malondialdehyde
(MDA) yang sering menjadi indikator peroksidasi lipid (Bannigida, Nayak and
Vijayaraghavan, 2020) (Singh et al., 2020). Produk akhir dari peroksidasi lipid
PUFA khususnya asam arakidonat menghasilkan malondialdehyde (MDA), 4-
hidroksi-2-nonenol (4-HNE) dan F-2 isoprostan yang banyak diidentifikasi hampir
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di seluruh tubuh termasuk di jaringan hati, ginjal, otak, paru-paru dan otot rangka
(Tsikas, 2017). Peningkatan ROS juga dapat menyebabkan penurunan antioksidan
endogen sehingga meningkatkan peroksidasi lipid pada membran sel (Halliwell,
2015) (Hauck and Bernlohr, 2016). Peroksidasi lipid dapat menyebabkan perubahan
struktur, fluiditas, permeabilitas membran dan aktivitas protein membran (Sun et
al., 2022).

Pengukuran peroksidasi lipid yang reliabel dapat dilakukan dengan mengukur
konsentrasi atau kadar MDA pada cairan biologis yang kaya akan lipid seperti
plasma atau serum dan jaringan termasuk sel (sel darah merah dan trombosit)
(Tsikas, 2017)(Sun et al., 2022). Secara biologis MDA dalam bentuk bebas atau
kovalen yang terikat dengan protein, asam nukleat, lipoprotein dan asam amino
tertentu (Tsikas, 2017). Mayoritas MDA yang bersirkulasi terikat pada protein
plasma dengan konsentrasi total berkisar 2,2 + 0,3 uM dalam plasma manusia
sehat.(Tsikas, 2017). Pada penelitian subjek manusia, kondisi stres oksidatif dapat
ditandai apabila kadar MDA > 3 nmol/L di serum (Banjare et al., 2017). Induksi
agregasi platelet (trombosit) asam arakidonat dikaitkan dengan pembentukan
sejumlah besar MDA di plasma darah (Tsikas, 2017). Sejalan dengan hasil
penelitian ini bahwa pada kelompok kontrol negatif hewan coba yang tidak
diintervensi menunjukkan kadar MDA yang lebih tinggi dibanding kelompok
lainnya. Hal ini didukung oleh penelitian sebelumnya pada hewan coba di jaringan
hati dengan defisiensi vitamin D dan kalsium tanpa perlakuan menunjukkan kadar
MDA lebih tinggi dibandingkan kelompok lainnya (Wu et al., 2020)(Choi and
Jung, 2017).

Tikus dengan defisiensi vitamin D dan kalsium (kontrol negatif)
menunjukkan penurunan yang signifikan aktivitas SOD di jaringan hati hingga 2
kali lipat dibandingkan dengan kontrol sehat. Defisiensi vitamin D dapat
mengganggu fungsi kerja mitokondria dan meningkatkan stress oksidatif
(Wimalawansa, 2019). Defisiensi atau disregulasi kalsium juga dapat menginduksi
peningkatan produksi ROS di dalam tubuh (Bertero and Maack, 2018). Kondisi
stress oksidatif intraseluler dipengaruhi oleh sistem pertahanan redox (regulasi
pembentukan ROS dan pertahanan antioksidan seluler) (Pervaiz et al., 2020).
Defisiensi vitamin D dapat meningkatkan kondisi stres oksidatif di dalam tubuh
(Adelani et al., 2020).

Kondisi stress oksidatif dapat menurunkan pertahanan antioksidan seluler
terutama glutathione, SOD (superoxide dismutase), calatase dan peroksiredoksin
(Pervaiz et al., 2020) Kekurangan nutrisi seperti kalsium juga dapat menyebabkan
peningkatan kerusakan oksidatif yang menurunkan pertahanan antioksidan tubuh
superoxide dismutase (SOD)(Choi and Jung, 2017) Superoxide dismutase
merupakan biomolekul penting yang bertindak sebagai enzim pertahanan
antioksidan dan mengkatalisis reaksi dismutasi radikal superoksida (Singh et al.,
2020). Penurunan aktivitas SOD (superoxide dismutase), CAT (catalase) dan GPX
(glutathione peroxidase) di jaringan hati ditunjukkan pada penelitian hewan coba
dengan defisiensi vitamin D (Wu et al., 2020).

Penelitian ini berhasil membuat subyek tikus mengalami kondisi defisiensi
vitamin D dan kalsium secara bertahap dengan memberikan pakan AIN-93M
Termodifikasi selama 14 hari ditandai dengan kadar MDA yang lebih tinggi dan
aktivitas SOD yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok tikus kontrol
sehat. Penelitian ini merupakan penelitian awal pra-ekperimental untuk model
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tikus defisiensi vitamin D dan kalsium yang dapat dilanjutkan dengan intervensi
pengobatan dan modifikasinya menggunakan zat gizi tertentu.

SIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini yaitu kadar MDA (Malondialdehyde) pada
jaringan hati lebih tinggi pada kelompok tikus defisiensi vitamin D dan kalsium
dibandingkan kelompok tikus kontrol sehat. Aktivitas SOD (Superoxide
Dismutase) pada jaringan hati lebih rendah pada kelompok tikus defisiensi vitamin
D dan kalsium dibandingkan kelompok tikus kontrol sehat. Pada penelitian ini,
pembatasan asupan vitamin D dan kalsium dapat meningkatkan potensi kondisi
stres oksidatif di jaringan hati.
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