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ABSTRAK

Nama - Kurniasan
Program Studi - Ilmu Biomedik
Judul - Efek Pemberian Mangiferin dibandingkan dengan

Pioglitazon terhadap Resistensi Insulin pada
Tikus yang Diinduksi dengan Diit Tinggi
Fruktosa

Latar Belakang: Mangiferin (MGR) adalah glikosida xanton yang pertama kali
diisolasi dari Mangifera indica. Efek anti hiperglikemik dan anti hiperlipidemik
MGR merupakan akibat dari aktivasi peroxisome proliferator activated gamma
(PPARy) dan AMP-activated protein kinase (AMPK). Aktivasi PPARy
menyebabkan peningkatan transkripsi gen glucose transporter 4 (GLUT4)
sedangkan aktifasi AMPK menyebabkan stimulasi translokasi GLUT4 ke
membran sel serta peningkatan oksidasi asam lemak. Mekanisme tersebut sama
dengan tiazolidinedion (TZD), yaitu obat yang digunakan untuk pengobatan
resistensi insulin.

Metode: Tikus Spraque Dawley jantan diinduksi resistensi insulin selama 6
minggu dengan memberikan larutan fruktosa 60% melalui sonde dan fruktosa
10% sebagai air minum. Setelah induksi resistensi insulin selesai dilakukan terapi
dengan MGR 50 mg/kgBB/hari atau MGR 100 mg/kgBB/hari atau pioglitazon
(PIO) 3 mg/kgBB/hari diberikan selama 4 minggu dan selama itu induksi fruktosa
tetap dilakukan. Pemeriksaan kadar glukosa, trigliserida, insulin, dan perhitungan
nilai HOMA-IR dilakukan pada akhir minggu ke-6 sedangkan kadar kolesterol
total plasma puasa, kadar protein kinase C alfa otot, serta tingkat ekspresi mRNA
GLUT4 otot dan lemak diperiksa pada akhir minggu ke-10.

Hasil: Pada tikus dengan resistensi insulin yang mendapatkan MGR 50
mg/kgBB/hari dan MGR 100 mg/kgBB/hari terdapat kecenderungan penurunan
kadar trigliserida dan kolesterol total puasa, sedangkan kecenderungan penurunan
kadar glukosa dan insulin puasa serta nilat HOMA-IR ditemukan pada kelompok
yang mendapatkan MGR 50 mg/kgBB/hari bila dibandingkan dengan kelompok
yang tidak mendapatkan terapi (IND FRK). Pada kelompok yang mendapatkan
PIO 3 mg/kgBB/hari terdapat penurunan kadar glukosa, trigliserida, insulin,
kolesterol total puasa, dan nilai HOMA-IR yang berbeda bermakna dengan
kelompok IND FRK. Peningkatan ekspresi mRNA GLUT4 pada jaringan otot dan
lemak terlihat pada kelompok yang mendapatkan MGR dan PIO, dan peningkatan
ekspresi tersebut sedikit lebih besar pada kelompok yang mendapatkan PIO. Pada
pemeriksaan kadar PKCa tidak ditemukan adanya perbedaan yang bermakna di
semua kelompok.

Kesimpulan: Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian MGR 50
mg/kgBB memiliki potensi untuk memperbaiki resistensi insulin meskipun
perbaikan tersebut masih belum optimal dibandingkan dengan kelompok yang
mendapatkan PIO 3 mg/kgBB/hari.

Kata kunci: mangiferin, resistensi insulin, HOMA-IR, mRNA GLUT4, fruktosa
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ABSTRACT

Name : Kurniasari

Study Program : Biomedical Science

Title - Effect of Mangiferin versus Pioglitazon Against
Insulin Resistance in Rats Induced by High
Fructose Diet

Introduction: Mangiferin (MGR) is a glucoside xanthone that is first isolated
from Mangifera indica. Anti-hyperglycemic and anti-hiperlipidemic effect of
mangiferin related to activation of peroxisome proliferator activated gamma
(PPARY) and AMP-activated protein kinase (AMPK). Mangiferin act as PPARy
agonist and activate glucose transporter 4 (GLUT4) gene transcription while
activation of AMPK leads to GLUT4 translocation to cell membrane and fatty
acids oxidation. This mechanism are same as tiazolidinedion (TZD), which is one
of medicine used for insulin resistance treatment.

Methode: Male Spraque-Dawley rats are fed with high fructoce concentration
(60% on direct oral and 10% in drinking water) for 6 weeks (IND FRK) to
induced insulin resistance. Treatment with MGR 50 mg/kgBW/day or 100
mg/kgBW/day or pioglitazone (PIO) 3 mg/kgBW/day is given for 4 weeks after
insulin resistance induction. Fasting plasma glucose, triglyceride, insulin, and
HOMA-IR value are measured in the end of sixth and tenth week. Fasting plasma
total cholesterol, muscle protein kinase C (PKCa) level, and mRNA GLUT4
expression level in muscle and white adipose tissue are measured in the end of
tenth week.

Result: In this study we found that MGR 50 mg/kgBW and MGR 100 mg/kgBW
had tendention to decreased fasting plasma triglyceride and total cholesterol,
while MGR 50 mg/kgBW/day also had tendention to decreaced fasting plasma
glucose and insulin, and HOMA-IR value. In PIO treated rats, there were
significant decreasement of fasting plasma glucose, triglyceride, insulin, and total
cholesterol, and HOMA-IR value compared with untreated rats. Increase
expression level of mRNA GLUT4 in muscle and adipose tissue were observed in
rats given MGR 50 and 100 mg/kgBW/day and PIO 3 mg/kgBW/day. Expression
level of muscle and adipose mRNA GLUT4 in PIO treated rats were higher than
in MGR treated rats. In all study groups there were no significant difference of
muscle PKCa level.

Conclusion: MGR 50 mg/kgBW/day has potention to improve insulin resistance
even though this effect less than PIO 3 mg/kgBW/day.

Key Words: mangiferin, insulin resistance, HOMA-IR, mRNA GLUT4, fructose
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Kebiasaan dan  gaya hidup manusia saat ini memberikan dampak yang
besar bagi keschatan. Berat badan lebih dan obesitas telah menjadi masalah
keschatan yang sering ditemukan bahkan pada anak dan remaja.' Pada tahun
2012, sekitar 12% dari penduduk dunia menderita obesitas.” Di Indonesia
prevalensi obesitas pada individu usia lebih dari 18 tahun adalah 11,7%
sedangkan prevalensi berat badan lebih pada kelompok dengan usia yang sama
adalah 10%. Data terscbut berdasarkan Rinkesdas tahun 2010.° World Health
Statistics, pada tahun yang sama melaporkan bahwa 10% dari penduduk dunia
memiliki kadar glukosa darah diatas normal * Di Indonesia, berdasarkan data dari
Riset Kesehatan Dasar tahun 2007, prevalensi diabetes di daerah perkotaan adalah
5,7%."

Obesitas terutama obesitas sentral dapat menyebabkan resistensi insulin.
Obesitas sentral dan resistensi insulin bersama dengan intoleransi glukosa,
dislipidemia dan hipertensi merupakan komponen dari sindrom metabolik, yang
diketahui dapat meningkatkan risiko penyakit kardiometabolik.' Penyakit
kardiometabolik yang sering ditemukan adalah diabetes melitus tipe 2, penyakit

jantung koroner, dan stroke.

Salah satu kebiasaan yang memiliki peranan besar dalam menyebabkan
terjadinya obesitas adalah pola makan yang tidak sehat Hal ini terlihat dari
kebiasaan masyarakat sekarang mengkonsumsi makanan ringan dan minuman
berkemasan. Kebiasaan mengkonsumsi fruktosa kadar tinggi seperti yang terdapat
dalam berbagai macam makanan serta minuman berkemasan merupakan salah
satu faktor yang berperan pada peningkatan kejadian obesitas yang disertai
dengan resistensi insulin, Penelitian yang menggunakan model induksi resistensi
insulin dengan menggunakan diit tinggi fruktosa pada berbagai spesies hewan
coba telah banyak dilakukan. Hasil yang diperoleh bervariasi berupa peningkatan

Universitas Indonesia



2

berat badan, penurunan sensitifitas insulin, dan hipertrigliseridemia’ Ketiga

keadaan tersebut dapat ditemukan pada individu dengan sindrom metabolik.

Fruktosa merupakan monosakarida yang memegang peranan penting
dalam menyebabkan terjadinya resistensi insulin. Hal ini dikarenakan oleh adanya
peningkatan /ipogenesis de novo di hati pada konsumsi fruktosa yang berlebih.
Peningkatan /ipogenesis de novo akan menyebabkan peningkatan sekresi dan
penurunan klirens very low density lipoprotein (VLDL)-triasilgliserol schingga
mengakibatkan terjadinya hipertnasilgliserolemia. Keadaan inilah yang
menyebabkan peningkatan lemak viseral dan penumpukan lemak ektopik di otot.
Kedua hal inilah yang secara langsung memegang peranan dalam terjadinya

resistensi insulin.*®

Pada individu dengan resistensi insulin terjadi gangguan signal tranduksi
insulin sehingga respon sel terhadap insulin menurun. Salah satu protein yang
berperan dalam regulasi signal tranduksi insulin adalah protein kinase C isoform
alfa (PKCa) seperti yang dikemukakan dalam penelitian yang dilakukan oleh
Cipok dkk dan Oriente dkk.”' Selain itu, Avignon dkk'' menemukan hubungan
antara kadar dan aktivasi PKCa dengan resistensi insulin. Pada penelitian tersebut
ditemukan bahwa pada tikus Goto-Kakizaki terdapat peningkatan kadar dan

aktifasi PKCa di membran sel serta penurunan kadar dan aktifasi PKCa di sitosol.

Saat ini terapi resistensi insulin salah satunya adalah dengan menggunakan
obat golongan tiazolidinedion (TZD). TZD merupakan agonis peroxisome
proliferator-activeted receptor gamma (PPARy) dan aktifator AMP-activated
protein kinase (AMPK) yang digunakan untuk mengatasi resistensi insulin. TZD.
Akan tetapi, penggunaan TZD jangka panjang dapat menyebabkan terjadinya
beberapa efek samping yang cukup serius, seperti edema, peningkatan berat
badan, dan kehilangan massa tulang.'>" Peningkatan berat badan terjadi akibat
peningkatan jaringan lemak subkutan dan retensi cairan,” Kehilangan massa
tulang menyebabkan terjadinya osteoporosis sedangkan adanya retensi cairan

1213 Oleh karena itu,

dapat meningkatkan risiko terjadinya gagal jantung kongestif.
penemuan obat lain yang memilki efek samping yang lebih ringan perlu

dilakukan.
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Salah satu kandidat terapi resistensi insulin yang diharapkan lebih aman
adalah mangiferin. Mangiferin adalah glukosida xanton yang banyak terdapat
pada berbagai tanaman seperti Mangifera indica, Anemarrhena asphodeloides,dan
Salacia oblonga."*'* Mangiferin telah dibuktikan melalui penelitian in vitro dan
in vivo memiliki efek anti diabetik'® dan anti hiperlipidemik.'* Pada penelitian
yang dilakukan oleh Mahali SK dan Manna SK'” pada tahun 2012 ditemukan
bahwa mangiferin dapat berikatan dengan ligand binding domain PPARy
meningkatan kemampuan PPARy untuk berikatan dengan DNA.'? Selain itu,
ditemukan bahwa mangiferin juga mencegah terjadinya down regulation PPARY
dengan cara menghambat aktivasi nuclear factor kappa B (NFxB), Dimitrov M
dkk'® yang melakukan penelitian pada tahun 2011 menemukan bahwa mangiferin
yang diberikan secara oral praktis tidak toksik. Akan tetapi, absorbsi mangiferin
kurang baik pada pemberian oral. Pada penelitian tersebut disebutkan bahwa LDy

mangiferin yang diberikan secara oral pada mencit adalah 4984 mg/kgBB."

Salah satu penelitian yang telah dilakukan untuk melihat potensi
mangiferin untuk mengatasi sindrom metabolik adalah penelitian yang dilakukan
pada tahun 2012 oleh Niu Y dkk." Penelitian dilakukan dengan menggunakan sel
HepG2 yang diberikan asam oleat dan tikus Wistar yang diinduksi dengan diet
tinggi lemak. Dari penelitian tersebut diketahui bahwa terdapat penurunan kadar
asam lemak bebas (FFA) secara signifikan pada kelompok hiperlipidemia yang
diberikan mangiferin bila dibandingkan dengan kelompok kontrol dan kelompok
hiperlipidemia tanpa perlakuan. Hal ini dikarenakan mangiferin mempromosikan
katabolisme FFA di hepar melalui aktivasi AMPK. Pengaruh mangiferin terhadap
penurunan kadar FFA ini penting karena kadar FFA yang tinggi dapat
menyebabkan terjadinya resistensi insulin."* Pada penelitian lain yang dilakukan
Giron MD dkk'® dengan menggunakan mangiferin yang diisolasi dari Salacia
oblonga ditemukan bahwa mangiferin menstimulasi upfake glukosa pada sel otot
rangka L6 dan sel adiposit 3T3. Stimulasi uptake glukosa oleh mangiferin lebih
besar dibandingkan dengan rosiglitazon dan metformin. Mangiferin meningkatan
translokasi GLUT4 ke membran plasma dan menstimulasi ekspresi protein
GLUT4. Dua jalur signal mangiferin melibatkan aktivasi PPARy dan peningkatan
fosforilasi 5" AMPK."¢
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Pada penelitian ini digunakan tikus yang diinduksi dengan diit tinggi
fruktosa sehingga terjadi resistensi insulin.""*® Pemberian diit tinggi fruktosa
diharapkan menyebabkan resistensi insulin, yang terlihat dari peningkatan kadar
glukosa dan insulin plasma puasa serta peningkatan nilai HOMA-IR. Pada
penelitian ini dilakukan pengukuran kadar insulin, glukosa, trigliserida, dan
kolesterol total pada plasma, serta kadar PKCa pada jaringan otot dan ekspresi
mRNA GLUT-4 pada jaringan otot dan lemak. Pemberian mangiferin diharapkan
dapat menurunan kadar glukosa, trigliserida, dan kolesterol total plasma puasa,
serta memperbaiki hiperinsulinemia dan nilai HOMA-IR. Selain itu, juga
diharapkan terjadi peningkatan ekspresi mMRNA GLUT4 pada jaringan otot dan
lemak dan juga peningkatan kadar PKCa di sitosol sel. Penelitian ini terutama
akan berfokus pada PKCa dan mRNA GLUT4. PKCa berperan dalam jalur
transduksi sinyal insulin dan aktifasi PKCo berhubungan dengan resistensi
insulin. GLUT4 berperan dalam uptake glukosa ke dalam sel melalui perantaraan
insulin sehingga peningkatan ekspresi mRNA GLUT4 akibat dari pemberian
mangiferin dapat memperbaiki resistensi insulin. Efek mangiferin akan
dibandingkan dengan obat golongan tiazolidenidion, yakni pioglitazon yang telah

terbukti efektif dalam mengatasi resistensi insulin.
1.2. Rumusan masalah

Mangiferin diketahui memiliki efek anti hiperglikemik dan anti
hiperlipidemik. Akan tetapi, efek pemberian mangiferin terhadap resistensi insulin

sampai saat ini masih belum diketahui.
1.3. Tujuan penelitian
Tujuan umum;

Menganalisis pengaruh pemberian mangiferin dibandingkan dengan pioglitazon

terhadap resistensi insulin pada tikus yang diinduksi dengan diit tinggi fruktosa.
Tujuan khusus:

1. Menganalisis pengaruh pemberian mangiferin dibandingkan dengan

pioglitazon terhadap resistensi insulin pada tikus yang diinduksi dengan
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diit tinggi fruktosa melalui pemeriksaan kadar insulin, glukosa,
tngliserida, dan kolesterol total dalam darah.

19

Menganalisis pengaruh pemberian mangiferin dibandingkan dengan
pioglitazon terhadap resistensi insulin pada tikus yang diinduksi dengan
diit tinggi fruktosa melalui pemeriksaan ekspresi mRNA GLUT-4 pada
jaringan otot dan lemak viseral.

(7]

Menganalisis pengaruh pemberian mangiferin dibandingkan dengan
pioglitazon terhadap resistensi insulin pada tikus yang diinduksi dengan

diit tinggi fruktosa melalui pemeriksaan kadar PKCa pada jaringan otot
1.4.  Manfaat penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar penelitian selanjutnya baik
studi pada hewan maupun pada manusia untuk menilai potensi mangiferin sebagai
pilihan terapi atau terapi adjuvan resistensi insulin dengan efek samping minimal

pada pasien dengan resistensi insulin.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 [nsulin

Insulin adalah hormon anabolik paling poten yang diketahui sampai saat
ini. Peranan insulin sangat penting, antara lain scbagai promotor sintesa dan
penyimpanan karbohidrat, lipid, dan protein, serta menghambat degradasi dan
pelepasan kembali ke sirkulasi.” Hepar, otot skelet, dan jaringan adiposa adalah
organ target kerja insulin, Pada otot skelet dan jaringan adiposa terjadi stimulasi
translokasi transporter glukosa (GLUT) 4. Insulin juga berperan dalam
menurunkan aktifitas hormon sensitive lipase (HSL) sehingga menghambat efluks

asam lemak bebas keluar dari sel adiposit,”
2.1.1. Sekresi insulin

Sekresi insulin ke sirkulasi darah dipengaruhi oleh kadar glukosa darah.
Peningkatan kadar glukosa darah akan merangsang sckresi insulin yang terjadi
terutama terjadi sctelah konsumsi makanan yang mengandung glukosa. Hal ini
dipengaruhi oleh kerja hormon inkretin, yaitu: glucose like peptide-1 (GLP-1) dan
glucose dependent insulinotropic polypeptide (GIP). GIP disckresikan oleh sel K
yang terdapat di duodenum dan jejenum bagian proksimal sedangkan GLP-1
disckresikan olch sel L yang terdapat pada usus kecil bagian distal dan kolon.
Kadar kedua hormon ini mulai naik pada 10-15 menit setelah konsumsi

makanan, 2%

Glukosa yang ada di dalam sirkulasi darah masuk ke dalam sel beta
pankreas melalui perantaraan GLUT2. Kemudian glukosa terscbut akan
dimetabolisme dan masuk ke dalam siklus krebs di mitokondria dan menghasilkan
adenosine triphosphate (ATP). Hal ini menyebabkan peningkatan kadar ATP
yang akan mengakibatkan penutupan K" ATP sensitive channel (Karp) sehingga
terjadi depolarisasi membran sel. Depolarisasi membran sel menyebabkan
terbukanya voltage dependent calcium channel (VDCC) sehingga terjadi influks
Ca® ke dalam sel yang disertai dengan peningkatan kadar Ca®' sitosol. Selain
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meningkatkan kadar ATP, metabolisme glukosa juga meningkatkan kadar sitrat di
dalam sel. Sitrat diperlukan untuk sintesis malonil KoA yang berperan dalam
inhibisi terhadap carnitine palmitoyliranferase 1 (CPT-1). Inhibisi tersebut akan
menyebabkan tegadinya peningkatan asil KoA rantai panjang di sitosol, yang
berperan sebagai mediator sekresi insulin melalui esterifikasi a-gliserol fosfat
sehingga terbentuk diasilgliserol (DAG). DAG tersebut kemudian akan
mengaktifasi protein kinase C (PKC). Aktifasi PKC menyebabakan peningkatan
kadar Ca® intrasel yang kemudian akan menyebabkan fusi vesikel yang
mengandung granula-granula insulin dengan membran sel sehingga terjadi sekresi

insulin. >

GIP dan GLP-1 menstimulasi sekresi insulin melalui ikatan dengan
reseptornya masing-masing di sel beta pankreas. Ikatan tersebut menyebabkan
aktifasi adenilat siklase yang kemudian akan menyebakan peningkatan kadar
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) intraseluler. Adanya peningkatan kadar
cAMP menyebabkan aktifasi protein kinase A (PKA) dan Epac2/cAMP-regulated
guanine nucleotide exchange factor Il (cAMP-GEFII). Aktifnya PKA
menyebabkan fosforilasi subunit sulfonylurea receptor I(SURI) sehingga
mengakibatkan penutupan saluran K rp dan memfasilitasi terfjadinya depolarisasi
membran. PKA bersama dengan phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
menyebabkan inhibisi saluran Kv sehingga terjadi perpanjangan potensial aksi.
Depolarisasi membran menyebabkan voltage-gated Ca’* channels (VDCC)
terbuka sehingga terjadi konsentrasi Ca™* intrasel yang memicu fusi granula-
granula yang mengandung insulin dengan membran plasma dan meningkatkan
sekresi insulin dari sel beta pankreas. Selain itu, mobilisasi Ca®* menstimulasi
sintesis ATP di mitokondria, yang menyebabkan semakin meningkatnya
depolarisasi membran sel melalui penutupan saluran Kare. Peningkatan kadar
Ca™" intrasel juga mempromosikan transkripsi gen proinsulin. Faktor transkripsi
Pdx-1 merupakan target penting aksi GLP-lpada ekspresi gen insulin.
Pengurangan atau eliminasi ekspresi Pdx-1 berasosiasi dengan penurunan ekspresi
GLP-1R dan hilangnya efek GLP-1 pada sel beta. Aktifasi Epac?2 menyebabkan
peningkatan densitas granula-granula yang mengandung insulin dan berada di
dekat membran plasma sehingga memfasilitasi sekresi insulin dari sel beta 2*®
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2.1.2. Jalur signal insulin

Reseptor insulin (IR) terdini dari sub-unit a dan sub-unit §. Terdapat dua
isoform IR, yaitu IR-A dan IR-B. IR-B adalah bentuk isoform IR yang memilki
12 asam amino pada gugus karboksil terminal pada sub-unit @, sedangkan IR-A
tidak. IR-B lebih banyak terdapat di hepar, otot, dan adiposa. Reseptor insulin
merupakan tirosin kinasc yang mengkatalisa fosforilasi scjumlah substrat
intraselular termasuk insulin receptor substrate (IRS) yang memilki empat
anggota keluarga, yaitu IRS 1-4. IRS-1 merupakan salah satu substrat utama
reseptor insulin, IRS-1 memiliki domain untuk pengikatan dengan IR yang telah
mengalami fosforilasi. Ikatan antara IR dan IRS-1 akan menyebabkan fosforilasi
pada residu-residu tirosin dari IRS-1. Residu tirosin yang telah terfosforilasi pada
IRS-1 berperan sebagai situs docking untuk berbagai protein yang mengandung
domain sre-homology-2 (SH2), antara lain phosphatidylinositol 3-kinase (P13K).
IRS memperantarai dua jalur tranduksi utama insulin. Jalur yang pertama adalah
jalur PI3K- profein kinase B (Akt) yang bertanggung jawab terutama terhadap
aksi insulin dalam mptake glukosa dan aksi metabolik lainnya. Pada jalur PI3K-
Akt terjadi aktifasi PI3K. PI3K yang telah teraktifasi akan mengubah
phosphatidylinositol 3,4 biphosphate [P1(3,4)P2] menjadi phosphatidylinositol
345 riphosphate  [P1(3,4,5)P3]. [P1(3,4,5P3] akan berikatan dengan
phosphoinositide~dependent kinase-1 (PDK-1). Hal ini menyebabkan akitfasi Akt.
Akt memperantari berbagai aktifitas metabolik insulin, antara lain pada promosi
sintesis glikogen, lipid, dan protein, serta pada inhibisi glukoneogenesis. Selain
itu, aktifasi Akt akan menyebabkan translokasi GLUT-4 ke membran sel. Jalur
kedua adalah jalur Ras-mitogen activated protein kinase (MAPK) yang
memperantarai ekspresi gen serta berinteraksi dengan jalur PI3K-Akt untuk

mengontrol pertumbuhan dan diferensiasi sel.*"**
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Gambar 2.1. Jalur signal tranduksi insulin®*
2.1.3. Resistensi insulin

Individu tertentu dikatakan mengalami resistensi insulin bila individu
tersebut memiliki kadar insulin yang normal atau tinggi yang disertai penurunan
respon biologis jaringan target insulin terhadap insulin. Pada kondisi prediabetes,
resistensi insulin terutama terjadi pada otot skelet dan jaringan lemak. Resistensi
insulin pada kedua organ ini dikenal sebagai resistensi insulin perifer. Pada
awalnya resistensi insulin ditandai dengan adanya hiperinsulinemia tanpa disertai
hiperglikemia. Hal ini terjadi karena adanya usaha dari tubuh untuk
mempertahankan kadar glukosa darah yang normal dengan meningkatkan sekresi
insulin. Pada saat peningkatan sekresi insulin tidak dapat lagi mempertahankan
kadar glukosa darah yang normal, maka akan terjadi hiperglikemia. Apabila
hiperglikemia terus berlanjut, akan terjadi kerusakan sel salah satunya adalah sel
beta pankreas yang berperan dalam sekresi insulin. Hal ini akan mengakibatkan
terjadinya penurunan sekresi insulin. Mekanisme terjadinya resistensi insulin ada
beberapa macam, antara lain akumulasi lipid ektopik, stress retikulum
endoplasmik, aktifasi unfolded protein response, dan inflamasi sistemik.”

Akumulasi lemak di semua jaringan yang bukan merupakan jaringan
adiposa adalah akumulasi lemak cktopik. Akumulasi ektopik lemak pada otot
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skelet memberikan peranan penting dalam terjadinya resistensi insulin.
Penimbunan lemak cktopik, yaitu trigliserid dan lemak intermmediate (asam
linoleat, seramid, dan diasilgliserol) terjadi akibat peningkatan kadar asam lemak
bebas yang melebihi kapasitas metabolismenya. Lemak cktopik ini kemudian
akan mengaktifkan protein kinase C (PKC) isoform teta (©). Aktifasi PKC ©
menyebabkan aktifasi mhibior of kB kinase (IKK) dan jun N-terminal kinase
(JNK). Hal ini akan mengakibatkan forforilasi serin 307(312) dari IRS-1.
Fosforilasi alternatif ini mengakibatkan gangguan interaksi antara reseptor insulin
dengan IRS-1 dan degradasi IRS-1 schingga terjadi gangguan jalur signal

insulin.®®

Mckanisme yang kedua, yaitu stress pada retikulum endoplasma
menyebabkan resistensi insulin melalui gangguan pelipatan terhadap protein yang
normal dan aktifasi unfolded protein response (UPR). UPR akan menginduksi
jalur INK yang berperan dalam fosforilasi residu serin pada IRS-1 dan akhirnya

berakibat pada munculnya resistensi insulin.*

Inflamasi sistemik, seperti yang terjadi pada individu dengan obesitas juga
menyebabkan terjadinya resistensi insulin. Asupan kalori berlebih menyebabkan
hipertrofi sel adiposit yang akan membangkitkan sinyal untuk recruitment,
proliferasi dan diferensiasi sel adiposit baru. Apabila penyimpanan kelebihan
lemak ini tidak dapat diimbangi dengan adipogenesis, maka sel lemak akan
mengalami hipertrofi berlebih. Hal ini akan mengakibatkan disfungsi adiposit,
adiposit yang patologis, yang disertai dengan munculnya respon endokrin dan
imunologis. Pada jaringan adiposa dari individu dengan obesitas ditemukan
adanya inflamasi dan infiltrasi progresif oleh makrofag. Pada mulanya sel adiposit
yang hipertrofi mensckresikan tumor necrosis factor-a (TNF-o) dalam jumlah
sedikit. TNF-a ini kemudian akan menstimulasi preadiposit dan sel endotel untuk
menghasilkan monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) yang berperan dalam
menarik makrofag ke jaringan adiposa. Makrofrag tersebut juga akan
mensekresikan MCP-1 yang akan menyebabkan semakin banyak makrofag yang
tetarik ke jaringan adiposa. Selain itu, makrofag-makrofag tersebut akan
mensekresikan sitokin pro-inflmasi seperti interleukin-6 (IL-6), interleukin-1f
(IL-1pB), dan TNF-a yang akan mengaktifkan inhibitor of kB kinase (IKK) melalui
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jalur meclear factor kappa BINEXB) dan fun N-terminal kinase (JNK) melalui
Jalur jun N-terminal kinaselactivator protein=1 (INK/AP-1). IKK dan JNK akan
memfosforilasi residu serin 312 pada IRS-1 sehingga menyebabkan ganggunn
pada sinyal tranduksi insulin, Selain itu, pada proses inflamasi juga dapat terjadi
induksi protein suppressor of cylokine signaling (SOCS) dan mitrle oxide (NO)
yang dapat mempromosikan degradasi IRS-1. NO juga dapat mengurangi aktifitas

PI3K/Akt melalui proses s-nitrosilasi residu serin spesifik dari Akt ¥

2.2,  Fruktosa
2.2.1. Metabolisme fruktosa

Fruktosa adalah heksosa yang memiliki rmus kimia yang identik dengan
glukosa, yaitu CgHy204 dan berbeda dengan glukosa pada posisi atom carbon yang
kedua. Pada fruktosa terdapat gugus keton sedangkan pada glukosa terdapat gugus
aldehid. Sumber fruktosa antara lain (ruktosa murni atau sirup jagung tinggi

fruktosa atau berasal dari sukrosa.”

Fruktosa masuk ke enterosit melalui perantaraan GLUTS dan kemudian
keluar dari enterosit melalui GLUT2 untuk selanjutnya berdifusi ke dalam
pembuluh darah. Sebagian kecil fruktosa yang masuk enterosit diubah menjadi
glukosa dengan bantuan  glukosa-6-fosfatase  dan  menycbabkan  sedikit

peningkatan kadar glukosa darah.”

Fruktosa yang sampai ke hati melalui pembuluh darah porta dengan cepat
dimetabolisme. Fruktosa sama seperti glukosa masuk ke hepatosit dengan bantuan
GLUT2. Di hepatosit kedua heksosa ini akan diubah menjadi asctil KoA namun
melalui jalur yang berbeda. Perbedaan ini terletak pada enzim yang terlibat dalam
metabolisme fruktosa dan glukosa. Proses glikolisis glukosa di hati dikontrol oleh
enzim glukokinase. Kerja enzim ini dipengaruhi oleh konsentrasi glukosa di
dalam sirkulasi porta. Selain glukokinase juga terdapat enzim fosfofruktokinase
yang merubah glukosa-6-fosfat menjadi fruktosa-6-fosfat dan kemudian menjadi
fruktosa-1,6-difosfat. Fosfofruktokinase diinhibisi oleh ATP dan sitrat. Proses
glikolisis glukosa juga dircgulasi olch insulin melalu stimulasi ckspresi gen

glukokinase dan meningkatkan aktifitas enzim glikolisis. Ketiga mekanisme inilah
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yang menyebabkan proses glikolisis yaitu pemecahan glukosa menjadi piruvat

terkontrol. >’

Fruktosa dikonversi menjadi triose fosfat dengan bantuan enzim
fruktokinase yang memilki Km (konsentrasi substrat yang diperlukan laju reaksi
setengah dari maksimal) yang rendah schingga proses konversi ini berlangsung
cepat. Selain itu, tidak ada regulasi dari insulin dan inhibisi oleh ATP maupun
sitrat. Fruktosa, sama seperti glukosa, akan diubah menjadi asetil KoA yang
kemudian akan diubah menjadi asam lemak yang digunakan untuk sintesis
trigliserida. Akan tetapi, karena metabolisme fruktosa tidak memilki mekanisme
regulasi seperti glukosa, maka konsumsi fruktosa kadar tinggi dapat menyebabkan
peningkatan kadar trigliserida yang lebih tinggi diibandingkan dengan glukosa.*’
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I SN
I —
] Fructokinase Ghucose 6-P +—F Giycogen

Frotztogheaiomerase
lrsle  (§) Fractose 6-P

Chage () I lmmm O AT

] Frocooes * Golsohespralase Cilsate
Fructose 1.P Fraclose 1.6-bizphospnata s
5 /t\n
G umaﬁ.\’ Dihydrosyacelone ¢=—b Glycuraldetyde
" | Dhowfm A l

Gtycorol 3-P ,\‘
J |
Acyl glycerols Acyl-CoA 4——>Acely-Cod—Cilrale

) \

vLDL COy4 ATP

Gambar.2.2. Metabolisme fruktosa di hati.”
2.2.2. Fruktosa dan resistensi insulin

Fruktosa tidak menstimulasi sekresi insulin dari sel beta pankreas. Hal ini
mungkin disebabkan oleh tidak adanya GLUTS di sel beta pankreas.*® Akibat dari
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hal ini adalah kadar insulin postpandrial yang lebih rendah setelah konsumsi

fruktosa dibandingkan dengan glukosa.

Fruktosa bersifat sangat lipogenik karena dapat meningkatkan de novo
lipogenesis di hati sehingga menyebabkan peningkatan sekresi very low density-
iryglicerides (VLDL-TG) dari hati, penurunan klirens VLDL-TG di jaringan
adiposa, dan penurunan oksidasi lemak di otot skelet. Lipogenesis yang
meningkat ini disebabkan selain karena ketersediaan bahan baku yang tinggi,
yaitu asam lemak, juga disebabkan oleh peningkatan ekpresi gen lipogenesis yang
terjadi pada diit tinggi fruktosa kronik. Hal ini disebabkan oleh peningkatan
ckspresi  sterol regulatory element-binding profein-lc  (SREBP-Ic) dan
carbohydrate regulatory elemem-binding protein (ChREBP). Peningkatan
ckspresi faktor transkripsi SREBP-1c ini tidak dipengaruhi oleh insulin.™*

Konsumsi fruktosa kadar tinggi dalam waktu dua minggu sudah bisa
menyebabkan peningkatan ekpresi gen lipogenesis. Hal ini akan menyebabkan
peningkatan deposit lemak di jaringan adiposa dan penimbunan lemak ektopik di
jaringan lainnya, seperti di otot. Pada kedua jaringan tersebut, diit fruktosa kadar
tinggi akan menyebabkan aktifasi jalur inflamasi yang berperan dalam

mengganggu jalur sinyal insulin.’
2.2.3. Induksi resistensi insulin dengan diit tinggi fruktosa pada hewan coba

Induksi resistensi insulin pada berbagai macam hewan coba dengan
menggunakan fruktosa kadar tinggi telah banyak dilakukan. Konsentrasi, cara dan
lama pemberian fruktosa pada penelitian-penelitian tersebut bervariasi. Pada
penelitian yang dilakukan oleh Sil dkk’' pada tahun 2013, dengan menggunakan
tikus Spraque Dawley yang diinduksi dengan diit tinggi fruktosa 60% selama 6
minggu, sudah berhasil meningkatan kadar glukosa, insulin, dan tngliserida, serta
nilai HOMA-IR dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapatkan
fruktosa®' Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Jalal dkk™ pada tahun 2007
dengan menggunakan fruktosa 10% sebagai air minum, ditemukan adanya
peningkatan kadar trigliserida puasa dan nilai fasting insulin resistance index

(F[RDI]J

Universitas Indonesia



16

2.3. GLUT4 dan resistensi insulin

GLUT4 adalah transporter yang berperan dalam memasukan glukosa ke
dalam sel. GLUT4 terdapat dalam jumlah yang tinggi pada otot skelet dan
jaringan adiposa. Pada keadaan tidak terstimulasi hanya 5-10% dari jumlah
keseluruhan GLUT4 intrasel yang dickspresikan pada permukaan sel adiposit dan
otot skelet. Sebagian besar GLUT4 tersimpan di dalam vesikel yang terdapat di
sitosol. Insulin menyebabkan perubahan jumlah GLUT4 yang berada di
permukaan sel menjadi 20-50% dari total GLUT4 intrasel. Hal ini terjadi akibat
pengaruh insulin terhadap translokasi GLUT4 dari sitosol ke membran sel. Selain
itu, aktifasi reseptor insulin setelah berikatan dengan insulin juga menyebabkan

penurunan endositosis GLUT4.»*?*

Jumlah ekspresi gen GLUT4 dapat dipengaruhi oleh kondisi patologis.
Pada tikus yang diinduksi menjadi diabetes dengan streptozosin ditemukan
adanya penurunan jumlah ekspresi mRNA GLUT4. Penurunan ekspresi mRNA
GLUT4 tergantung pada organ yang diteliti. Perubahan ini terjadi lebih awal dan
nyata pada jaringan lemak dibandingkan dengan otot skelet. Pada penelitian lain
yang dilakukan oleh Garvey dkk,* yang meneliti mengenai perubahan ekspresi
mRNA GLUT4 dan jumlah protein GLUT4 pada otot skelet (vastus lateralis)
ditemukan bahwa tidak ada perbedaan antara individu dengan berat badan normal
dengan individu yang mengalami obesitas dengan resistensi insulin, individu
dengan gangguan toleransi glukosa, dan individu dengan diabetes tipe 2. Hal ini
berbeda penelitian yang diakukan oleh Kampmann dkk’’ pada tahun 2011, yang
meneliti mengenai ekspresi mRNA dan protein GLUT4 pada subjek manusia
dengan resistensi insulin yang parah menemukan adanya penurunan ekspresi
mRNA dan protein GLUT4. Pada individu dengan resistensi insulin, gangguan
uptake glukosa di otot skelet disebabkan oleh gangguan redistribusi GLUT4 ke
membran sel.” Pada jaringan adiposa, hasil penelitian yang diperoleh mengenai
penurunan ekspresi mRNA dan protein GLUT4 pada subjek dengan resistensi
insulin ditemukan pada berbagai penelitian. Penurunan ekspresi ini mulai terjadi

sejak awal adanya resistensi insulin,*®
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Pada tkus dengan sindrom metabolik ditemukan adanya perurunan
jumlah GLUT4 yang terdapat pada semua jaringan seositif insulin™ Canalho
dkk® pada tahun 2005 melakukan peselitian menggumakan mencht dan
menemukan bahwa ekspresi berlebthan GLUTH secana selekuf pada janingan
adiposa dapat memperbaiki resistensi insulin. Pada peoelitian lain yaog dilakukan
oleh Atkinson dkk*' ditemukan bahwa ekspresi berlebihan GLUTS pada otce
skeletal mencit meningkatkan sensitifitas msulin Pepemuan-pepemuan inilah
yang menyebabkan GLUT4 menjadi target terapi untuk individu dengan resistensi
insulin dan diabetes melitus.

2.4. Protein kinase c alfa (PKCa) dan resistensi insulin

Protein kinase C (PKC) merupakan kinase yang memilki peranan penting
pada berbagai jalur signaling sel PKC terdin atas tiga kelompok, yaitu
konvesionalklasik, novel, dan atipikal. Perbedaan antara kenige kelompok mi
terletak pada struktur N~terminal regulatory domains. Pads domain tersehut
terdapat domain C1 dan C2 yang merupakan tempat ikatan dengan diasilgliserol
(DAG) dan Ca*™". PKC tipe klasik (cPKC) dan novel (nPKC) memilki kedua
domain tersebut, meskipun nPKC tidak memilki domain C2 yang sebanyak ¢PKC.
PKC tipe atipikal (aPKC) tdak memiliki kedua domain tersebut Hal m
menunjukan bahwa cPKC untuk menjadi aktif memeriukan DAG dan Cz™", aPKC
hanya memerlukan DAG, dan aPKC tidak memeriukan keduanya Domamn Cl
yang terdapat pada cPKC dan nPKC benkatan dengan DAG di membran sehingga
dapat dikatakan bahwa cPKC dan nPKC yang dalam keadaan akuf berada di

membran sel.

PKC alfa (PKCa) termasuk dalam protein kinase C tipe klasik dan
berperan dalam jalur sinyal tranduksi insulin. Insulin dapat mengaktifasi PKCa
dan begitu pula PKCa dapat memodulasi signal insulin Regulasi signal insulin
dilakukan oleh PKCa melalui regulasi protein IR dan IRS. PKCa secara
konstitutif berada dalam keadaan berasosiasi dengan IRS-1. Stimulasi insulin
menyebabkan disosiasi kedua protein dalam waktu 5 menit Orente dkk
menunjukan bahwa pemberian inhibitor selektif PKCa menyebabkan peningkatan
fosforilasi IR dan IRS-1 dan penurunan degradasi insulin.'® Penemuan ini juga

Universitas Indonesia



18

didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Cipok dkk’ Pada penelitian
tersebut ditemukan bahwa inhibisi yang dilakukan terhadap PKCa meningkatkan
efek insulin dalam menurunkan kadar glukosa darah.

PKC tipe konvensional (cPKC) juga diduga memilki peranan dalam
resistensi insulin. Hal ini didasarkan pada adanya peningkatan kadar Ca*
intraselular pada penderita resistensi insulin sehingga peningkatan aktivitas ¢cPKC
di otot skelet dan jaringan adiposa menyebabkan down-regulation stimulasi
transpor glukosa oleh insulin.* Selain itu, pada penelitian lain yang dilakukan
oleh Avignon dkk* ditemukan bahwa pada tikus dengan resistensi insulin
terdapat peningkatan kadar dan aktifasi PKCa di membran sel yang disertai
dengan penurunan kadar dan aktifasi PKCa di sitosol. Hal ini menunjukan

peranan aktifasi PKCa dalam terjadinya resistensi insulin.

2.5. Homeostatic Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR)

Homeostatic Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR) adalah
suatu model penilaian resistensi insulin yang telah secara luas digunakan untuk
menilai resistensi insulin pada berbagai penelitian. Nilai HOMA-IR dihitung
dengan mengalikan kadar insulin puasa (mU/L) dengan kadar glukosa puasa
(mmolUL) dan membaginya dengan faktor pembagi, yaitu 22,5. Penilaian
resistensi insulin dengan menggunakan nilai HOMA-IR lebih mudah dan praktis
dibandingkan dengan menggunakan metode hiperinsulinemic-euglycemic clamp,
yang merupakan gold standard dalam menentukan resistensi insulin.*' HOMA-IR
dapat digunakan sebagai pelengkap atau tambahan dalam mendiagnosa resistensi
insulin karena memilki korelasi yang bermakna dengan indeks resistensi yang
dihitung dengan menggunakan metode hiperinsulinemic-euglycemic clamp (r = -
0,625; p<0,0001). Selain itu, HOMA-IR juga dapat digunakan untuk pemantauan
keberhasilan terapi. Hal ini terlihat dari adanya korelasi yang bermakna dengan
hasil yang diperoleh dari hiperinsulinemic-euglycemic clamp (r = -0,726;
p<0,0001).* Penelitian epidemiologi yang dilakukan untuk menentukan cur-off
dari nilai HOMA-IR dari berbagai populasi telah banyak dilakukan dan
memberikan nilai-nilai yang berbeda. Pada studi epidemiologi yang dilakukan
pada populasi Spanyol ditemukan bahwa nilai cut-off HOMA-IR adalah 1,85 pada
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pria dan 2,07 pada wanita usia 50 tahun untuk diagnosis resistensi insulin dengan
peningkatan risiko kardiometabolik.* Pada penelitian lain yang dilakukan pada
populasi Meksiko-Amerika ditemukan nilai cur off HOMA-IR adalah sebesar 3,8
pada individu dengan usia lebih dari 18 tahun *

2.6.  Terapi resistensi insulin

2.6.1 Tiazolidinedion
2.6.1.1 Mekanisme kerja

Tiazolidinedion (TZD) adalah suatu agonis peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARy). PPARy adalah anggota keluarga reseptor
nukleus yang terutama diekspresikan di jaringan adiposa, dan di hati dalam
jumlah yang lebih sedikit. Aktifasi transkripsi gen oleh hetrodimer ini dapat
diperantarai oleh ikatan agonis pada /igand binding domain (LBD) ataupun tanpa
dipengaruhi ikatan agonis-reseptor tersebut. Pada keadaan tidak berikatan dengan
ligan, PPARy berada dalam bentuk hetrodimer dengan retinoid X receptor (RXR)
melekat pada peroxisome proliferator response element (PPRE) yang terdapat
pada DNA. Heterodimer ini berasosiasi dengan kompleks korepresor yang
memiliki aktifitas histon deasetilase sehingga menekan proses transkripsi. Ikatan
antara agonis PPARy dengan LBD yang terdapat pada reseptor akan
menyebabkan perubahan konformasi PPARy yang memungkinkan recuitment
kompleks protein koaktifator dan kemudian mengaktifkan berbagai gen
targemya,”'“

Gen GLUT4 merupakan salah satu gen target PPARy. Pada jaringan
adiposa, PPARy melekat pada promoter gen GLUT4 dan merepresi transkripsi
gen tersebut. Hal ini dipengaruhi oleh adanya situs fosforilasi mitogen activated
protein kinase (MAPK) pada Ser112 dari PPARy yang intak. Ligan sintetik
PPARYy, seperti rosiglitazon dan TZD lainnya, bila berikatan dengan LBD pada
PPARy akan menyebabkan hilangnya represi transkripsi gen GLUT4. Hal ini akan
menyebabkan peningkatan ekpresi gen GLUT4 yang kemudian akan
meningkatkan respon jaringan terhadap insulin.*’ Hal ini merupakan salah satu
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alasan penggunaan TZD scbagai terapi untuk mengatasi resistensi insulin pada

pasien diabetes tipe 2.

TZD selain merupakan agonis PPARY, juga dapat mengaktifkan AMP-
activated protein kinase (AMPK). AMPK memilki peranan penting dalam
meregulasi metabolisme glukosa dan lipid. Pemberian TZD meningkatan
adiponcktin yang akan menakibatkan peningkatan sirtuin 1 dan menurunan
membran potensial mitokondria yang mengakibatkan peningkatan rasio
AMP:ATP. Kedua hal inilah yang menstimulasi terjadinya aktifasi AMPK. Efek
AMPK pada metabolisme glukosa yang menguntungkan terlihat pada
meningkatnya sintesis glikogen dan translokasi GLUT4 dan sitosol ke membran
sel. Peningkatan sintesis glikogen terjadi akibat stimulasi AMPK langsung
terhadap enzim glikogen sintase sedangkan stimulasi translokasi GLUT4 terjadi
akibat cfek langsung dari AMPK terhadap TBCID1 yang merupakan keluarga
dari protein Rab-GTPase. Pada metabolisme lipid, aktifasi AMPK menyebabkan
stimulasi oksidasi beta asam lemak di mitokondria serta menghambat sintesis
kolesterol dan trigliserid. Peningkatan oksidasi asam lemak terjadi akibat
peningkatan fosforilasi enzim acetyl-CoA carboxylase (ACC) sehingga enzim ini
menjadi inaktif. ACC mengkatalisa sintesis malonyl CoA yang merupakan
inhibitor penting carnitine palmitoyliransferase (CPT1). CPT1 merupakan enzim
yang berperan dalam oksidasi asam lemak. Inaktifasi ACC menyebabkan
peningkatan oksidasi asam lemak karena penurunan inhibisi CPT1 oleh malony!
CoA. Inhibisi sintesis kolesterol di hati terjadi akibat inhibisi terhadap aktifitas
enzim HMG-CoA reductase sedangkan inhibi sintesis trigliserida terjadi melalui
inhibisi terhadap aktifitas liver X receptor-a (LXRa) di hati.*

TZD meningkatkan sensitifitas insulin serta menurunkan kadar lipid
intraselular di hati dan otot, dan memperbaiki sinyal transduksi insulin pada
penderita diabetes tipe 2. Pioglitazon adalah salah satu obat golongan TZD.
Penggunaan pioglitazon terutama ditujukan untuk pengontrolan kadar glukosa
darah dan perbaikan sensitifitas insulin

2.6.1.2 Efek samping
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Troziglitazon, rosiglitazon, dan pioglitazon adalah obat-obat golongan
TZD. Troziglitazon sudah ditarik dari peredaran karena efek toksiknya pada hati.
Rosiglitazon digunakan secara terbatas di berbagai negara karena -efek
sampingnya yang cukup serius, yaitu meningkatkan risiko terjadinya infark
miokardium dan kematian. Di Indonesia, semua obat yang mengandung
rosiglitazon dibekukan surat ijin edarnya.” Pioglitazon merupakan obat golongan
TZD yang paling baru dan memiliki efek samping yang kurang lebih sama dengan
rosiglitazon tetapi dengan risiko gagal jantung dan kematian yang lebih rendah.**
Efck samping pioglitazon antara lain cdema, peningkatan berat badan dan

kehilangan massa tulang.'*"

PPARy berperan dalam formasi, reabsorpsi, dan remodelling tulang. Hal
ini berhubungan dengan fungsi PPARy sebagai faktor transkripsi yang diperlukan
untuk diferensiasi adiposit. Diferensiasi adiposit di sumsum tulang juga
dipengaruhi oleh agonis ini. PPARY berperan dalam menstimulasi diferensiasi sel
punca mesenkim menjadi adiposit dan tidak berdiferensiasi menjadi osteoblas
serta menstimulasi diferensiasi sel punca homeopoetik menjadi osteoklas. Selain
itu, PPARY juga meningkatkan regulasi ekspresi receptor activator of nuclear
Jactor-kappaB ligand (RANKL), suatu ligan receptor activator of miclear factor-
kappaB (RANK), yang bila keduanya akan menyebabkan terjadinya
osteoklastogenesis. Pada osteoklas, PPARy juga mengontrol ekspresi protein c-fos
yang berperan penting dalam perkembangan osteoklas dan aktifitas signal
RANK %

Edema perifer yang terjadi akibat pemberian PPARy berhubungan dengan
retensi sodium sehingga terjadi penurunan ekskresi sodium dan volume urin serta
berhungan dengan peningkatan permeabilitas vaskular. Edema perifer yang terjadi
dapat menyebabkan peningkatan berat badan, edema paru, dan gagal jantung

kongestif **
2.6.3 Mangiferin

Mangiferin adalah suatu glukosida xanton yang terdapat pada berbagai
tanaman, antara lain: Mangifera indica, Salacia oblonga, Hyperricum aucheri,
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dan lainnya. Penclitian mengenai cfek terapeutik dari senyawa ini telah banyak

dilakukan, diantaranya adalah efek anti hiperglikemik dan anti hiperlipidemik.'*'®

OH HO 0, OH

HO oH
HO OH 0

Gambar 2.3. Struktur kimia mangiferin®®

2.6.3.1 Efek terapetik

Salah satu penelitian mengenai efek ini telah dilakukan oleh Muruganadan
dkk pada tahun 2004. Muruganadan dkk" melakukan penclitian dengan
mengunakan tikus Wistar yang diinduksi menjadi diabetik dengan streptozotosin.
Pada penelitian ini, tikus dengan diabetes tipe 2 yang mendapatkan mangiferin
yang diisolasi dari Mangifera indica sebanyak 10 dan 20 mg/kgBB yang
diberikan secara intraperitoneal satu kali sehari selama 14 hari. Pada hari terakhir,
pada tikus-tikus tersebut dilakukan tes toleransi glukosa oral degan memberikan
glukosa 2 g/kg pada 4 mL/kg dalam NaCl 0,9%. Mangiferin diberikan 30 menit
sebelum dilakukan uji tersebut, Pada penelitian ini ditemukan bahwa mangiferin
memilki efek hipoglikemik dan hipolipidemik. Efek hipoglikemik ini mungkin
berhubungan dengan efek ekstrapankreatik mangiferin yaitu berupa peningkatan
proses glikolisis dan glikogenesis yang disertai dengan penurunan
glukoneogenesis dan glikogenolisis. Selain itu, efek hipoglikemik ini juga terjadi
akibat efek hambatan mangiferin terhadap enzim a-glukosidase yg terdapat di

usus sehingga pemecahan karbohidrat dan absorbsi glukosa terhambat."*

Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Giron dkk'® pada tahun 2008,
digunakan ckstrak Salacia oblonga yang kemudian difraksinasi untuk
memperoleh mangiferin. Penelitian ini bertujuan untuk melihat efek mangiferin
dari ekstrak ini pada kultur sel L6 myotube tikus terhadap uptake glukosa. Hasil
yang diperoleh dari penelitian ini adalah peningkatan bermakna 2-deoxy-glucose
(2-DG) uptake pada kultur sel yang diinkubasi dengan ekstrak selama 18 jam.
Efek ini diperantarai oleh peningkatan jumlah total transporter GLUT4. Selain itu,
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juga ditemukan mangiferin dapat memfosforilasi 5’-AMPK dengan kekuatan yang
sama dengan AMPK aktifator aminoimidazole carboxamide ribonucleotide
(AICAR), yaitu sebesar 1,5 kali. Efek mangiferin terhadap uptake glukosa juga
dipengaruhi oleh inhibitor PPAR. Pemberian inhibitor ini menyebabkan

penurunan upfake glukosa pada kultur sel.'®

Efek anti hiperlipidemik dari mangiferin juga berhubungan dengan aktifasi
AMPK. Penelitian mengenai hal ini sudah dilakukan oleh beberapa peneliti. Salah
satunya adalah penelitian yang dilakukan oleh Niu dkk'* yang meneliti efek anti
hiperlipidemik mangiferin pada tikus yang diberikan diit tinggi lemak. Pada
penelitian ini dosis mangiferin yang diberikan pada tikus adalah 50, 100, dan 150
mg/kgBB selama 6 minggu secara oral. Pemberian mangiferin 50, 100 dan 150
mg/kgBB dapat menurunkan kadar asam lemak bebas plasma dan pemberian
mangiferin 100 dan 150 mg/kgBB dapat menurunkan kadar trigliserida plasma
secara bermakna dibandingkan dengan tikus yang tidak mendapatkan mangiferin.
Niu dkk'* mengemukakan bahwa efek ini berhubungan dengan aktifasi AMPK di
hati yang menyebabkan penurunan kadar asam lemak bebas. Aktifasi AMPK akan
menyebabkan peningkatan aktifitas ekspresi protein CPT-1 dan inhibisi aktifitas
AcC.M

Pada penelian lain yang dilakukan oleh Mahali dan Manna'” pada tahun
2012 ditemukan mangiferin mempengaruhui PPARy melalui dua mekanisme,
yaitu sebagai ligan dan bukan ligan. Mangiferin sebagai agonis PPARy terbukti
dengan ditemukannya ikatan hidrogen antara mangiferin dengan His44p,
Tyr473,Cys285, dan Ser282 dari PPARy. Tempat ikatan antara mangiferin
dengan PPARy berbeda dari tempat ikatan troziglitazone dengan PPARY.
Pengaruh mangiferin terhadap PPARy juga terlihat dari inhibisi terhadap aktifasi
nuclear factor kappa B (NF-xB). Inhibisi terhadap NF-kB menyebabkan aktifasi
PPARy. Selain itu, mangiferin juga dapat mempengaruhi PPARy dengan
menghambat jalur Mitogen-activated protein kinases/Extracellular  signal-
regulated (MAPK/ERK), yaitu dengan menghambat fosforilasi ERK. Hal ini
menyebabkan fosforilasi PPARy oleh ERK menurun sehingga aktifitas transkripsi
PPARy meningkat dan traslokasi PPARy ke sitoplasma terhambat.'”
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2.6.3.2 Absorbsi dan toksisitas mangiferin pada pemberian oral

Penclitian mengenai farmakokinetik dan toksisitas mangiferin telah
dilakukan oleh beberapa peneliti, Dimitrov dkk'® pada tahun 2011 meneliti
mengenai toksisitas akut mangiferin yang diisolasi dari Hypericum aucheri yang
diberikan secara oral dan intra peritonel pada mencit. Pada penelitian tersebut
ditemukan LD50 pada pemberian oral adalah 4984 mg/kgBB dan pada pemberian
intra peritoneal adalah 490 mg/kgBB. Selain itu, juga dilakukan penilaian
terhadap indeks absorbsi dengan melakukan perbandingan LD50 i.p dengan LD50
p.o. Hasil yang diperoleh adalah 0,1 (10%) yang menunjukan absorbsi mangiferin
yang kurang baik pada pemberian secara oral.'" Peneliti lain, yang melakukan uji
toksisitas mangiferin pada pemberian oral dengan menggunakan dosis 0, 100,
200, dan 400 mg/kgBB dengan menggunakan tikus tidak ditemukan tanda-tanda
toksisitas seperti penurunan berat badan, peningkatan kadar serum transaminase,
maupun peningkatan kadar urea dan kreatinin darah. Sitotoksisitas baru muncul
setelah 24 jam pemberian mangiferin, saat kadar mangiferin dalam darah

mencapai 400 pmol/L."*
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3.1

3.2.

3.3.

3.3.1

BAB 111

METODE PENELITIAN

Rancangan penelitian

Studi ini merupakan studi eksperimental yang dilakukan pada tikus

dengan menggunakan kontrol positif (pioglitazon) dan negatif (CMC).

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian dilakukan di Departemen Farmakologi Kedokteran

Universitas Indonesia (FKUI) dan berlangsung selama 6 bulan.

Bahan dan alat penelitian

Bahan penelitian dan hewan coba

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian adalah sebagai berikut:

f

AR

10.
11.
12.
13.
14.

Tikus jantan galur Spraque-Dawley dari Pusat Pengujian Obat dan
Makanan Nasional (PPOMN)

Makanan tikus

Fruktosa dari Merck”™

Pioglitazon (Actos™) dari Takeda

Mangiferin dalam bentuk bahan aktif yang diisolasi dari Mangifera
indica dengan kemurnian 95,8% dan dibeli dari Plamed Science
Technology Inc.

Carboxylmethylcellulose (CMC)

Kit untuk pemeriksaan kolorimetri glukosa, trigliserid, dan
kolesterol total dari DiaSys".

Kit ELISA untuk pemeriksaan insulin dari ALPCO”

Phosphate Buffer Saline (PBS) 1 X dani Bio Basic Canada Inc.
Protease Inhibitor Coctail (P8340-1mL) dari Sigma-Aldrich®
Dimethy! Sulfoxide (D8418-50mL) dari Sigma-Aldrich®
Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit Thermo-Scientific”

Bovine serum albumin (BSA) dari Thermo-Scientific®

Tripure” untuk isolasi RNA

25
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15.  Kit untuk sintesis cDNA dari Roche”
16.  Kit untuk RT-PCR dari Roche™
17.  Alkohol absolut, isopropanol, kloroform untuk isolasi RNA

3.3.2. Alat penelitian

Alat-alat yang dipakai untuk penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Sentrifus berpendingin TOMMY™

2. Tissue homogenizer Ultra turax

3. Spektrofotometer PerkinElmer" Lambda 25

4. ELISA reader dari BioRad”

5. Light Nano Cycler dari Roche”

6. Neraca analitik

7. Alat-alat gelas (Pyrex™)

8. Sonde

9. Perlengkapan bedah hewan (gunting, pisau bedah, pinset)
3.4. Prosedur penelitian

Pada penelitian ini digunakan tikus jantan galur Spraque Dawley usia 12-
16 minggu dengan berat 150-200 gram. Selama penelitian semua hewan
percobaan ditempatkan di dalam ruangan dengan suhu 25°C yang diatur siklus
terang gelapnya. Makanan yang diberikan adalah makanan tikus standar dan

minum diberikan secara ad libitum.

Jumlah hewan coba dalam tiap kelompok yang akan digunakan dalam

penelitian ini dihitung dengan menggunakan rumus Federer.

Jumlah hewan per kelompok: (n-1) (t-1) > 15
t = jumlah kelompok
n = jumlah sampel tiap kelompok
Hasil perhitungan: (n-1) (t-1) > 15
4n-4>15
n>4,75 2 n=5
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Berdasarkan hasil - perhitungan  dintas, maka  pada wetiap  kelompok
digunakan 5 ckor tikus schingga jumluh keseluruhan tikus yang digunakan sdalih
25 ckor, Akan tctapi, pada pemeriksaan kadar insulin puass mingg ke-10 salah
satu tikug memilki nilai yang jauh diatas nilai tikus yang lainnya sehingga tikus
tersebut dikeluarkan dari penclitian sehingga jumlah sampel keseluruhan menjadi
24 ckor tikus,

o Kelompok normal (N): tidak diinduksi dengan fruktosa dan tidak
diberikan perlakuan.

o Kelompok perlakuan: diinduksi dengan fruktosa dan diberikan
perlakuan

Induksi fruktosa dilakukan dengan menggunakan larutan fruktosa 60%
yang diberikan dengan menggunakan sonde sebanyak dua kali schari dan larutan
fruktosa 10% yang dicampur dengan air minum dan diberikan secara ad
libitum >
Kelompok perlakuan setelah diinduksi fruktosa saja sclama 6 minggu
diberikan perlakuan dan dibagi secara random menjadi 4 kelompok, yaitu:

o Kelompok 1: carboxyl-methyl-cellulose (CMC) 0,5% secara oral
o Kelompok 2: mangiferin 50 mg/kg dalam CMC 0,5% secara oral
o Kelompok 3: mangiferin 100 mg/kg dalam CMC 0,5% secara oral
o Kelompok 4: pioglitazon 3 mg/kg dalam CMC 0,5% secara oral

Pada keempat kelompok ini induksi fruktosa terus dilakukan sampai
minggu ke-10 dihitung dari awal induksi. Kadar fruktosa yang diberikan untuk
induksi serta dosis mangiferin dan pioglitazon yang digunakan sesuai dengan

penclitian-penclitian sebelumnya.

3.5.  Protokol penelitian
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3.5.1. Bagan kerjn penclitinn

Induksi resistensi insulin dengan Fruktosa 60% melalui
sonde dan 10% sebagai air minum (kelompok perlakuan)

U Selama 6 minggu

Pemeriksaan kadar glukosa, insulin, dan trigliserida plasma

ﬂ

Pemberian terapi MGR 50 mg/kgBB, atau MGR 100
my/kg BB, atau P10 3 mg/kgBB, atau CMC 0,5%

U Selama 4 minggu

Tikus dimatikan dengan dekapitasi

7~

Jaringan otot vastus lateralis dan
lemak intraperitoncal diambil

7

Pemeriksaan
PKCua dari
jaringan otot

N\

28

Plasma tikus diambil

ll

Pemeriksaan ckspresi
mRNA GLUT4 dari
jaringan oot dan lemak

Pemeriksaan:

I,
2.

Glukosa
Trigliserid
a

Insulin
Kolesterol
total
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3.5.2. Cara kerja

Sebelum penclitian ini dimulai, terlebih dahulu dilakukan permohonan
persetujuan ctik kepada komisi etik FKUI. Setelah persetuan diperolch, seluruh
hewan coba diaklimatisasi selama 2 minggu. Setelah aklimatisasi sclesai
dilakukan pengambilan darah baseline dari vena ekor sebanyak £1 mL. Sebelum
diambil darahnya tikus dipuasakan sclama %14 jam. Darah terscbut ditampung
dalam tabung berlapis EDTA dan kemudian discntrifugasi pada kecepatan 3000
rpm selama 10 menit dengan suhu 4°C. Plasma yang terkumpul akan digunakan
untuk pemeriksaan kadar glukosa dan trigliserida. Tikus-tikus tersebut kemudian
dibagi dalam dua kelompok, yaitu kelompok normal/tanpa perlakuan dan
kelompok induksi fruktosa/perlakuan. Tikus yang termasuk dalam kelompok
normal diberikan makanan standar dan minum air ad libitum sedangkan tikus
yang masuk dalam kelompok perlakuan selain diberikan makanan standar juga
diberikan larutan fruktosa 60% melalui sonde dan minum larutan fruktosa 10% ad

libitum. Hal ini terus dilakukan selama 10 minggu sampai penelitian selesai.

Pada hari pertama minggu ke-7, dilakukan pengambilan darah kedua, yang
juga dilakukan dalam keadaan puasa. Darah tersebut diambil dari vena ekor
sebanyak 1-1,5 ml dan akan diproses dengan cara yang sama schingga diperoleh
plasma yang akan digunakan untuk pemeriksaan kadar glukosa, trigliserid, dan
insulin, Setelah pengambilan darah selesai tikus kelompok induksi kembali
diberikan fruktosa dan dimulai pemberian CMC, mangiferin atau pioglitazon,
yang terus diberikan sclama 4 minggu. Pembagian kelompok dilakukan

sebelumnya secara acak.

Setelah 10 minggu masa penelitian dihitung dari mulai dilakukannya
induksi fruktosa, semua tikus di terminasi dengan cara dekapitasi. Darah yang
diambil digunakan untuk pemeriksaan kadar glukosa, trigliserid, insulin, dan
kolesterol total. Selain itu, dari semua tikus tersebut diambil otot (vastus lateralis)
dan lemak intraperitoneal. Otot dan lemak tersebut akan dibuat homogenatnya dan
digunakan untuk pemeriksaan mRNA GLUT4.

Selama 10 minggu penelitian, semua tikus ditimbang berat badannya

setiap hari dan dimonitor tingkah laku dan kejadian diare.
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3.5.3. Pembuatan larutan fruktosa

Pada penelitian ini digunakan dua kadar larutan fruktosa, yaitu larutan
fruktosa 60% dan 10%. Fruktosa yang digunakan adalah D-fructose for
biochemistry dari Merck™. Kedua larutan tersebut dibuat dengan melarutkan
fruktosa dalam akuades.

3.5.4. Penetapan kadar glukosa, trigliserid, dan kolesterol total

Kadar glukosa, trigliserid, dan kolesterol total diperiksa dengan
menggunakan metode kolorimetri dengan kit dari DiaSys™. Pada pemeriksaan ini
digunakan spektrofotometer. Sampel sebanyak 10 pL ditambah dengan reagen
dari kit tersebut sebanyak 1000 pL. Akuabiades yang ditambahkan reagen
digunakan sebagai blako sedangkan larutan standar yang ditambahkan reagen
digunakan sebagai standar. Setelah semua bahan dimasukan ke dalam tabung
reaksi, vorteks digunakan agar semua bahan tercampur dengan baik. Kemudian
dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit. Semua larutan diperiksa
dengan menggunakan kuvet kuarsa 1 mL dan dibaca pada panjang gelombang 546
nm. Pembacaan absorban dilakukan mulai dan blanko, standar, dan kemudian
sampel. Semua pengerjaan dilakukan secara duplo. Kadar glukosa, trigliserid, dan

kolesterol total masing-masing dihitung dengan menggunakan rumus dibawah ini:

(Absorbansi sampel-absorbansi blanko)

Kadar glukosa (mg/dL) = - . X100
(Absorbansi standar-absorbansi blanko)

(Absorbansi sampel-absorbansi blanko)
(Absorbansi standar-absorbansi blanko)

Kadar trigliserid (mg/dL) =

(Absorbansi sampel-absorbansi blanko)

Kadar kolesterol total dL) = = X200
. ) (Absorbansi standar-absorbansi blanko)

3.5.5. Penetapan kadar insulin

Kadar insulin diukur dengan menggunakan metode ELISA dengan kit dari
ALPCO®. Pada pemeriksaan ini digunakan sampel sebanyak 10 uL. Standar yang
digunakan berasal dari kit. Kurva standar dibuat dengan menggunakan program
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Microsoft Excel” Absorbansi standar dan sampel dikoreksi dengan menggunakan
absorban standar zero. Setclah itu, kadar sampel dihitung dengan menggunakan

persamaan kurva standar yang ada.

3,5.6. Pembuatan homogenat dan pemeriksaan kadar protein kinase C alfa

(PKCa)

Kadar protein kinase C alfa (PKCa) diukur dengan terlebih dahulu
membuat homogenat dari otot, Homogenat dibuat dengan menghancurkan 100 mg
jaringan otot dalam 1 mL phosphate buffer saline (PBS) yang sudah dicampur
dengan 0,5 uL protease inhibitor dari Sigma”. Protease inhibitor tersebut dibuat
dengan melarutkannya ke dalam 1 mL DMSO. Kemudian homogenat tersebut
disimpan di dalam lemari es suhu -20°C selama satu malam. Setelah itu,
homogenat di freeze-thaw sebanyak dua kali untuk memecah membran sel. Hal ini
kemudian dilanjutkan dengan melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 5000 g
sclama S menit pada suhu -8°C. Superatan dari hasil sentrifugasi tersebut
disimpan di dalam lemari es dengan suhu -20°C. Supernatan ini kemudian akan
digunakan untuk pemeriksaan kadar PKCa dengan menggunakan metode
sandwich ELISA dengan kit dari CUSABIO”. Pada pemeriksaan dengan ELISA,

dilakukan pengenceran sebanyak 20 kali.
3.5.7. Pemeriksaan kadar protein total otot

Pemeriksaan kadar protein total otot dilakukan dengan menggunakan
supernatan dari homogenat yang sama dengan yang digunakan pada pemeriksaan
kadar PKCa. Sebelum menambahkan sampel ke dalam microplate dilakukan
pengenceran sampel sebanyak 25 kali. Standar BSA dan sampel yang digunakan
sebanyak 10 pL dan kemudian ditambahkan dengan 300 pL reagen Bradford.
Setelah itu dilakukan inkubasi selama 10 menit pada suhu 25°C. Absorbansi
dibaca pada panjang gelombang 595 nm dengan menggunakan microplate reader.
Kadar protein total yang diukur pada pemriksaan ini akan digunakan untuk
menghitung kadar PKCa dalam ng/mg protein.

3.5.8. Pembuatan homogenat dan isolasi RNA

Homogenat otot dan lemak dibuat dengan menggunakan 100 mg jaringan

tersebut dalam 1 mL Tripure. Setelah itu, homogenat diinkubasi selama 5 menit
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pada suhu 15-25°C dan kemudian ditambahkan kloroform 0,2 mL lalu divorteks
selama 15 detik dan diinkubasi kembali pada suhu yang sama selama 15 menit.
Kemudian dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g selama 15 menit
pada suhu 2°C dan diambil lapisan pertama dari tiga lapisan yang terbentuk.
Lapisan tersebut kemudian dipresipitasi dengan isopropanolol sebanyak 0,5 mL
per 1 mL Tripure dan dicampur dengan inversi. Setelah itu, diinkubasi selama 10
menit pada suhu ruang dan kemudian dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan
12.000g selama 10 menit pada suhu 2°C. Pelet kemudian dicuci dengan etanol
75% sebanyak 1 mL dan divorteks selama 1 menit. Setelah itu dilakukan
sentrifugasi dengan 7500 g selama 5 menit dengan suhu 2°C dan supernatan yang
ada dibuang. Pelet kemudian diletakan pada dry bath dengan suhu 45°C sampai
kering. Kemudian pellet diresuspensi dengan RNA free water sebanyak 20 uL dan
diinkubasi di dry bath selama 15 menit dengan suhu 56°C.

3.5.9, Sintesis cDNA

RNA yang sudah diisolasi diubah menjadi cDNA dengan menggunakan kit
dari Roche® yaitu Trancriptor First Strand cDNA Synthesis Kit. cDNA kemudian

disimpan di dalam lemari es dengan suhu -20°C

3.5.10. Real-time PCR

PCR dilakukan dengan menggunakan kit dari Roche®, yaitu FastStart
Essential DNA Green Master. Alat yang digunakan adalah LightCycler Nano dari
Roche®

3.5.11. Perhitungan ekpresi gen GLUT4

Ekpresi mRNA GLUT4 pada otot dan lemak dihitung dengan
menggunakan metode 2¢**? dari Livak Schmittgen. Ekpresi mMRNA GLUT4
dinormalisasi terhadap ekpresi mRNA beta aktin.

3.5.12. Perhitungan Homeostatic Model Assessment-Insulin  Resistance
(HOMA-IR)

Resistensi insulin dapat dinilai dari HOMA-IR. Perhitungan HOMA-IR
memerlukan kadar insulin dan glukosa puasa. Rumus yang digunakan untuk
menghitung HOMA-IR adalah sebagai berikut:
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[kadar insulin puasa (mU/L) X kadar glukosa puasa (mmol/L)]
22,5

HOMA-IR =

3.5.13. Pengolahan dan analisa data

Semua data pada penelitian ini disajikan dalam bentuk meantSD. Setiap
data di dalam penelitian ini diuji normalitas distribusi dan homogenisitas
variansnya. Uji normalitas dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro Wilk,
sedangkan uji homogenisitas dilakukan dengan uji Levenne. Kedua uji ini
dilakukan untuk menentukan jenis uji yang akan digunakan untuk analisa data
penelitian, Semua data yang memenuhi syarat untuk uji parametrik akan diuji
dengan menggunakan uji ANOVA sedangkan yang tidak memenuhi syarat akan
diuji dengan menggunakan uji Kruskal Wallis. Perbedaan bermakna yang
ditemukan pada uji ANOVA akan dilanjutkan dengan uji LSD sedangkan untuk
uji Kruskal Wallis akan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Batas kemaknaan
yang digunakan pada penelitian ini adalah 0,05.
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BABIV
HASIL PENELITIAN

4.1. Pemantauan perubahan berat badan tikus selama 10 minggu

Tikus ditimbang dengan menggunakan timbangan analog. Hasil
pengukuran berat badan setiap tikus dicatat setiap hari. Berat badan masing-
masing tikus dalam satu kelompok dirata-rata setiap minggunya selama 10
minggu. Pada setiap kelompok terdapat peningkatan berat badan saat akhir
penelitian bila dibandingkan dengan awal penelitian.

Tabel4.l.  Berat badan awal dan akhir, berat otot vastus lateralis,
dan berat lemak intraperitoneal

Kelompok BBawal(g) BBakhir(g) ABB Beratotot  Berat Lemak
© (® ®

Normal 196.65+£14,05 343,33z71,39 146,68 0,94x0,21 0,36+0,08

IND FRK 186,85£10,66 311,29+4901 12444 0,91+0,13 0,29+0,06

IND FRK + 1833521420 321494719 138,14 0,9620,19 0,3£0,03
MGR 50

IND FRK + 17652805 327,88%26,65 151,38 095009  0,43+0,20
MGR 100

IND FRK + 193,242309 312445463 11924 0842008  0,38+0,12

PIO3

Keterangan: data yang disajikan adalah mean = SD. IND FRK: Induksi frukiosa
tanpa terapi, IND FRK+MGR50: Induksi frukiosa dengan terapi mangiferin 50
mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100: Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100
mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi fruktosa dengan terapi pioglitazon 3
mg/kgBB/hari.
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Gambar 4.1. Berat badan rata-rata tiap kelompok sclama 10 minggu. IND

FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS50: Induksi fruktosa dengan

terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100: Induksi frukiosa dengan

terapi mangiferin 100 mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi fruktosa dengan

tcrapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.
4.2. Pemeriksaan Kadar Glukosa Plasma

Pada Gambar 4.2 dibawah terlihat belum adanya perbedaan bermakna

kadar glukosa minggu ke-6 antara kelompok normal dengan kelompok lainnya.
Pada minggu ke-10, terlihat adanya peningkatan kadar glukosa dibandingkan pada
minggu ke-6. Perbedaan bermakna dapat dilihat pada kadar glukosa minggu ke-
10 antara kelompok IND FRK dengan kelompok normal dan kelompok IND FRK

dengan kelompok IND FRK + P10 3.

2 minggu keé
B minggu ke-10

g 104

£ o

a

2 °

i

% 2

3

n

IND FRK IND FREAMGR 50 IND FREAMGR 100 IND FREAPIO )

N ] 5 b 5 5 ] L) 4 i b

Rerala M| 52 612 | .78 57 | 687 63 | 117 636 | 351

SD 0,263 | 0,241 0T | 0953 1,267 | 0,681 0915 | 0,35 0,808 | 03

Gambar 4.2. Kadar glukosa plasma puasa minggu ke-6 dan minggu ke-10, Data
disajikan scbagai nilai rerata £ SD. *) p < 0.05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs
kelompok IND FRK. IND FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/han, IND FRK+PIO3:
Induksi fruktosa dengan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.
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4.3. Pemeriksaan Kadar Trigliserida Plasma

Pada gambar 4.3 telah dapat dilihat adanya perbedaan yang bermakna
antara kadar trigliserida kelompok normal dengan kelompok lainnya. Pada bagian
yang menunjukan kadar trigliserida minggu ke-10, dapat dilihat adanya perbedaan
bermakna antara kelompok IND FRK dengan kelompok IND FRK + PIO 3 dan
kelompok IND FRK + MGR 50 serta kelompok normal. Akan tetapi, tidak terlihat
adanya perbedaan bermakna antara kelompok IND FRK dengan dan IND FRK +
MGR 100, meskipun kadar pada kelompok tersebut lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok IND FRK.

- 20 minggu ke-6
s
g 10+ S minggu ke-10
E *
3
3
o
2]
)
g
4
]
i
:
5 5 5 5 5 5 4 4 3 5
Hemala 228 | 20 481 | 478 49 | 540 190 | 56 621 | 1%
SD 0464 | 0,03 092 | 1400 080 | a2 0299 | 1,099 1657 | 0,931

Gambar 4.3. Kadar trigliserida plasma puasa minggu ke-6 dan minggu ke-10.
Data disajikan scbagai nilai rerata £ SD. *) p <0.05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05
vs kelompok IND FRK. IND FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS50:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/han, IND FRK+PIO3:
Induksi fruktosa dengan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.

4.4. Periksaan kadar insulin plasma

Hasil pemeriksaan kadar insulin plasma minggu ke-6 dan minggu ke-10
disajikan pada Gambar 4.4. Pada gambar tersebut dapat dilihat sudah adanya
perbedaan bermakna antara kadar insulin minggu ke-6 kelompok normal dengan
kelompok lainnya. Perbedaan bermakna antara kadar insulin minggu ke-10
terlihat pada kelompok normal dengan kelompok IND FRK dan antara kelompok
IND FRK +PIO 3 dengan kelompok IND FRK.
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Gambar 4.4. Kadar insulin plasma puasa minggu ke-6 dan minggu ke=10, Data
disajikan scbagai nilai rerata £ SD. *) p < 0,05 vs kelompok Normal; #) p < 0,05 vs
kelompok IND FRK. IND FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0;
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FREK+MGR100;
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kpBB/hari, IND FRK4PIO):
Induksi fruktosa denpan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.

4.5. Perhitungan HOMA-IR

Nilai HOMA-IR dibandingkan antara tiap kelompok pada minggu ke-6
dan minggu ke-10. Nilai terscbut ditampilkan pada Gambar 4.5. Pada gambar
tersebut dapat dilihat adanya perbedaan bermakna nilai HOMA-IR minggu ke-6
antara kelompok normal dengan kelompok lainnya. Sclain itu, gambar tersebut
juga menunjukan adanya perbedaan bermakna antara HOMA-IR minggu ke-10
kelompok normal dengan kelompok IND FRK dan kelompok IND FRK + P10 3
dengan kelompok IND FRK.

B4 . 2 mingge keb
B minggs ke 10

L

Nilai HOMAA4R

s it
DMK T INDIHKI PO

N 3 3 3 3 3 3 1 i y | 3
Perala 125] 153 141 324 3l 1. 11l 476 100] 142
50 0,219 0,386 0432 0917 0,542 1,130 0554 1518 1,064 0464

Gambar 4.5. Nilai HOMA-IR minggu ke-6 dan minggu ke-10, Data disajikan
scbagai nilai rerata + SD. *) p <0.05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs kelompok
IND FRK. IND FRK: Induksi frukiosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0; Induksi
fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100; Induksi
fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi
fruktosa dengan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari,
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4.6  Pemeriksaan kadar kolesterol total plasma

Pada penelitian ini dilakukan pemeriksaan kadar kolesterol total pada
minggu ke-10. Kadar kolesterol total dibandingkan antara kelompok normal
dengan kelompok perlakuan. Pada Gambar 4.6. dapat dilihat adanya perbedaan
bermakna antara kelompok normal dengan kelompok IND FRK dan kelompok
IND FRK dengan kelompok PIO 3

= 4 [ "
ﬂ 3 — [
82

3

= '

-

L. ]

B oo - .

g Nl IND PR NI FICHMICTL 50 IND MRS MMM 106 [IND PRI 3
N 3 i i 1 3
Rerata 184 434 10 A6 120
S0 0,10 0.1 a7 0% a3

Gambar 4,6, Kadar kolesterol total puasa minggu ke-10, Data disajikan sebagai
nilai rerata + SD. *) p < 0,05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs kelompok IND
FRK. IND FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0: Induksi fruktosa
dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/han, IND FRK+MGR100: Induksi fruktosa
dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi fruktosa
dengan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/han.

4.7. Kadar protein kinase C alfa pada otot

Kadar protein kinase C alfa (PKCa) dalam pg/mL pada jaringan otot
diukur pada akhir minggu ke-10. Perhitungan kadar protein jaringan otot
dilakukan dengan menggunakan homogenat yang sama untuk memperoleh kadar
PKCa dalam pg/mg protein. Pada setiap kelompok penelitian tidak ditemukan
adanya perbedaan yang bermakna.
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Gambar 4.7.1. Kadar PKCa otot minggu ke-10 (ng/mL). Data disajikan scbagai
pilai rerata 4 8D, IND FRK: Induksi frukiosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/han, IND FRK+MGRI100;
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3:
Induksi fruktosa dengan tcrapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.
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Gambar 4.7.2. Kadar protein total otot minggu ke-10 (mg/mL). Data disajikan
scbagai nilai rerata + SD. N: jumlah sampel. IND FRK: Induksi fruktosa tanpa
terapi, IND FRK+MGRS0: Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50
mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100: Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100
mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi fruktosa dengan terapi pioglitazon 3
mg/kgBB/hari,
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Gambar 4.7.3. Kadar PKCu otot minggu ke-10 (pg/mg profein), Dala disajikan
scbagal nilai remty & SD, IND FRK: Induksi fruktosa tanpa tcrapi, IND
FRK+MGRS0: Induksi fruktoss dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/han, IND
FRK+MGR100: Induksi lrukiosa dengan terpi mangiferin 100 mg/kgBB/Mhar, IND
FRK+PIO3: Induksi fruktosa dengan terapi pioglitazon 3 mg/kgBB/han,

4.8.  Ekpresi mRNA GLUT4 pada otot vastus lateralis
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Perbandingan ckspresi mRNA GLUT4 antara kelompok perlakuan

dilakukan sctelah nilai ¢t masing-masing sampel dinormalisasi dengan nilai ct

rata-rata kelompok normal. Pada Gambar 4.8 dapat dilhat adanya perbedaan

bermakna antara kelompok normal dengan kelompok IND FRK dan antara

kelompok IND FRK dengan kelompok perlakuan lainnya.
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Gambar 4.8, Ekspresi mRNA GLUTH pada otot vastus lateralis, Data disajikan
sebagai nilai rerata £ SD. *) p < 0,05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs kelompok
IND FRK. IND FRK: Induksi frukiosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0: Induksi
fruklosa dengan terapi mangiferin 50 mg/kgBB/hari, IND FRK+MGR100: Induksi
fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mg/kgBB/hari, IND FRK+PIO3: Induksi
fruktosa dengan tcrapi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari.
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4.9, Ekpresi mRNA GLUTY padn lemnk inteaperitoneal

Perbandingan  ckspresi mRNA - GLUT4  antara kelompok  perlakuan
dilakukan setelah niloi ¢t masing-musing snmpel dinormalisasi dengan nilai ct
rata-ratn kelompok normal, Padn Gambar 4.9 dapat dilhat adanya perbedaan
bermakna antara kelompok normal dengan kelompok IND FRK dan antara

kelompok IND FRK dengan kelompok perlakuan lainnya.
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Guambar 4.8. Ekspresi mRNA GLUT4 pada lemak intraperitoneal. Data
disajikan scbagai nilai rerta £ SD, *) p < 0.05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs
kelompok IND FRK. IND FRK: Induksi frukiosa tanpa lerapi, IND FRK+MGRS0:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 50 mg/AkgBB/Mar, IND FRK+MGR100:
Induksi fruktosa dengan terapi mangiferin 100 mkgBB/hari, IND FRK+PIO3;
Induksi fruktosa dengan tempi pioglitazon 3 mg/kgBB/hari,
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BAB YV
PEMBAHASAN

Pada penelitian ini digunakan fruktosa kadar tinggi untuk menginduksi
resistensi insulin pada hewan coba. Metode induksi ini dipilih karena
menggambarkan kondisi saat ini, yaitu semakin banyaknya minuman berkemasan
yang menggunakan fruktosa sebagai pemanis yang beredar dan dikonsumsi dalam
jumlah yang cukup banyak olch masyarakat dan berakibat pada peningkatan
kejadian obesitas dan resistensi insulin, Penelitian ini secara garis besar terdiri
dari dua tahap. Tahap pertama adalah induksi dengan fruktosa 60% melalui sonde
dan fruktosa 10% yang dicampur dengan air minum sehingga terjadi resistensi
insulin. Tahap pertama berlangsung sclama 6 minggu. Setelah dipastikan tikus

telah menderita resitensi insulin, penelitian dilanjutkan ke tahap berikutnya.

Pada peneltian ini, resistensi insulin ditentukan dengan membandingkan
nilai HOMA-IR kelompok normal dengan kelompok lainnya. HOMA-IR dihitung
dengan menggunakan nilai glukosa dan insulin puasa. Pada penelitian ini, dapat
dilihat adanya perbedaan bermakna pada nilai HOMA-IR minggu ke-6 dan kadar
insulin plasma puasa minggu ke-6 antara kelompok normal dan kelompok
induksi. Akan tetapi, kadar glukosa plasma puasa minggu ke-6 antara tiap
kelompok penclitian tidak menunjukan adanya perbedaan yang bermakna,
meskipun kadar glukosa pada kelompok perlakuan cenderung lebih tinggi
dibandingkan kelompok normal. Hal ini mungkin dikarenakan resistensi insulin
yang terjadi pada akhir minggu ke-6 masih berupa peningkatan kadar insulin saja
dan belum disertai dengan peningkatan kadar glukosa plasma puasa. Peningkatan
kadar insulin ini merupakan respon tubuh untuk mempertahankan kadar glukosa

dalam batas yang normal *®

Pada akhir minggu ke-6, juga dilakukan pemeriksaan kadar trigliserida
plasma puasa. Perbedaan bermakna dapat dilihat pada kadar trigliserida puasa
antara kelompok normal dengan kelompok induksi. Peningkatan kadar trigliserida
ini terjadi karena adanya peningkatan lipogenesis de novo di hati yang merupakan
akibat dari pemberian fruktosa konsentrasi tinggi. Hipertrigliserida inilah yang
akhirnya menyebabkan terjadinya resistensi insulin yang terlihat pada peningkatan
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kelompok IND FRK, meskipun dapat dilihat adanya penurunan nilai HOMA-IR
minggu ke-10 bila dibandingkan dengan nilai HOMA-IR minggu ke-6 pada tikus
yang memperolech mangefrin 50 mg/kgBB (Gambard.S). Salah satu pemikiran
mengenai penyebab dari perbedaan hasil pada penelitian ini dengan penelitian-
penclitian sebelumnya adalah adanya perbedaan metode yang digunakan pada
penelitian ini dengan yang digunakan oleh penclitian terdahulu. Pada penelitian
terscbut mangiferin dilarutkan di dalam akuades dan diberikan pada tikus yang
diinduksi menjadi  diabetik dengan  streptozotosin.”  Selain itu, sifat
farmakokinetik dari mangiferin, yaitu absorbsi yang kurang baik pada pemberian
oral," mungkin juga ikut berperan schingga kadar mangifenin di dalam plasma
masih belum cukup untuk memberikan efek anti hipergikemik dan anti
hipertrigliseridemia seperti yang ditemukan pada penclitian terdahulu. Pada
penelitian ini juga diperiksa kadar kolesterol total plasma setelah pemberian
mangiferin dan pioglitazon. Pada kelompok mangiferin tidak ditemukan adanya
perbedaan kadar kolesterol total dengan kelompok IND FRK. Hal ini sama seperti
yang ditemukan pada penelitian yang dilakukan oleh Niu dkk."*

Pada penelitian ini juga dilakukan pemeriksaan terhadap kadar PKCa.
PKCa merupakan salah satu isoform dari PKC konvensional yang diaktifkan oleh
diasilgliserol (DAG).* Peningkatan kadar DAG pada otot dapat disebabkan oleh
peningkatan kadar asam lemak bebas yang melebihi kapasitas metabolismenya.
Hal ini menyebabkan peningkatan kadar dan aktifasi PKC konvensional, salah
satunya adalah PKCa. Pada hasil pemeriksaan kadar PKC alfa (sitosol) pada
jaringan otot yang diukur pada minggu ke-10 ditemukan tidak adanya perbedaan
bermakna antara kelompok penelitian. Hasil tersebut berbeda dengan hasil dari
penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Avignon dkk.'° Pada penelitian tersebut
ditemukan adanya penurunan kadar PKCa di sitosol sel otot tikus dengan
resistensi insulin. Penurunan ini disebabkan oleh lebih banyaknya PKCa yang
teraktivasi oleh DAG sehingga kadar PKCa pada membran lebih tinggi'
Perbedaan ini mungkin disebabkan oleh perbedaan metode dan hewan coba yang
digunakan. Pada penelitian tersebut digunakan metode western blor dan tikus
Goto-Kakizaki (GK). Pada penelitian ini digunakan metode ELISA dan kemudian
membagi kadar PKCa dengan kadar protein total. Hal ini ditujukan untuk
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mencegah bias dari hasil yang diperoleh pada pemeriksaan ELISA. Kadar PKCu
yang tinggi bisa disebabkan karena kadar protein total jaringan yang tinggi dan
sebaliknyn, schingga untuk mengeliminasi faktor tersebut perlu dilakukan koreksi,
yaitu dengan membagi kadar PKCa dari pemeriksaan ELISA dengan kadar

protein total jaringan,

Pada penelitian ini juga dilakukan pemeriksaan ckspresi mRNA GLUT4 di
jaringan otot, Hasil yang diperoleh pada penelitian ini adalah penurunan ckspresi
mRNA GLUT4 pada kelompok IND FRK. Hal ini sesuai dengan yang ditemukan
oleh Kampmann dkk," yaitu terdapat penurunan ckspresi mRNA GLUT4 pada
kondisi resistensi insulin yang berat seperti yang terdapat pada pasien DM lipe 2.
Akan tetapi, penurunan ckpresi yang diperoleh pada penelitian ini sedikit lebih
besar dibandingkan dengan penelitian tersebut. Hal ini mungkin discbabkan oleh
perbedaan asal sampel maupun subjek penclitian yang digunakan. Selain itu,
penelitian ini juga menunjukan adanya peningkatan ekspresi mRNA GLUT4 pada
tikus yang memperoleh mangiferin 50 mg/kgBB dan 100 mg/kgBB. Peningkatan
ckpresi ini sebanding dengan ckpresi mRNA GLUT4 yang normal. Hal yang sama
juga ditemukan pada kelompok tikus yang mendapatkan pioglitazon. Namun,
peningkatan ekpresi pada kelompok pioglitazon ini lebih tinggi dibanding
kelompok mangiferin, Selain itu, juga dilakukan pemeriksaan ckspresi mRNA
GLUT4 pada jaringan lemak intraperitoncal, Pada penclitian ini, hasil yang
diperoleh pada jaringan lemak intraperitoncal scjalan dengan hasil pada
pemeriksaan ekspresi mRNA GLUT4 pada jaringan otot. Penurunan ekspresi
mRNA GLUT4 pada jaringan lemak yang ditemukan pada penelitian ini sama
seperti yang ditemukan oleh Saravanan dkk® dan Gayet dkk.®' Saravanan dkk®
melakukan peneltian dengan menggunakan tikus Wistar jantan yang diberi diit
dengan komposisi asam lemak trans yang dapat menginduksi terjadinya resistensi
insulin. Hal ini didasarkan pada penelitian sebelumnya oleh Ibraham dkk pada
tahun 2005. Pada penclitian yang dilakukan oleh Saravanan dkk® ditemukan
adanya penurunan ckspresi mRNA GLUT4 lemak (epididimis) pada tikus yang
memperoleh diit tersebut. Penurunan ckpresi mRNA GLUT4 pada penclitian
tersebut lebih kecil (~40%) dibandingkan penelitian ini (~60%). Pada peneltian
yang dilakukan oleh Gayet dkk,®' juga ditemukan adanya penurunan ekspresi
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mRNA GLUT4 jaringan lemak (visceral) pada anjing beagles betina yang
diberikan diit tinggi lemak untuk menginduksi terjadinya resistensi insulin. Pada
penclitian tersebut penurunan ckspresi yang diperoleh adalah sebesar 2 kali
kelompok kontrol. Hal yang sama juga ditemukan pada jaringan otot skelet ®!
Peningkatan ckspresi mRNA GLUT4 pada jaringan olot skelet berhubungan
dengan perbaikan resistensi insulin, seperti yang dikemukakan oleh Tsao dkk ©
Tsao dkk menemukan bahwa pada mencit transgenik dengan overckspresi mRNA
GLUT4 terdapat peningkatan ckspresi protein GLUT4 yang disertai dengan
peningkatan uptake 2-deoxyglucose (2,5 kali normal) setelah stimulasi insulin.
Peningkatan ckspresi mRNA GLUT4 pada jaringan lemak juga berhubungan
dengan perbaikan resistensi insulin, Pada penelitian yang dilakukan oleh Atkinson
dkk ditemukan bahwa peningkatan moderat ckspresi mRNA GLUT4 pada
jaringan lemak (2-3 kali) dapat meningkatkan sensitifitas insulin pada mencit
transgenik yang diberikan diit tinggi lemak.*' Pada penclitian ini adanya
peningkatan ckspresi mRNA GLUT4 pada kelompok yang mendapatkan
mangiferin tidak sesuai dengan hasil yang diperoleh pada pemeriksaan kadar
glukosa darah, Salah satu hal yang mungkin menyebabkan ketidaksesuaian hasil
terscbut adalah adanya gangguan pada proses translasi atau translokasi protein
GLUT4 schingga meskipun terdapat peningkatan ckpresi pada tingkat gen, tidak
ditemukan adanya perbaikan kadar glukosa darah.

Pada penelitian ini dapat dilihat adanya suatu pola, yaitu perbaikan
resistensi insulin yang lebih nyata pada kelompok yang mendapatkan mangiferin
dosis yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok yang mendapatkan dosis
yang lebih tinggi. Hasil yang ditemukan ini merupakan akibat dari farmakokinetik
mangiferin yang tidak linear,” schingga penambahan dosis akan menyebabkan
penurunan cfek. Hal ini mungkin berhubungan dengan sifat mangiferin sebagai
antioksidan, yang pada kadar yang tinggi akan berperan sebagai prooksidan.
Mangiferin sebagai antioksidan dan sekaligus juga scbagai aktivator PPARy
bekerja dengan menginhibisi NF-xB. Radikal bebas yang dihasilkan akibat
pemberian mangiferin dengan dosis yang lebih tinggi dapat menyebabkan aktifasi
NF-xB. Hal ini akan menyebabkan penurunan aktivitas PPARy sehingga terjadi
penurunan transkripsi gen GLUT4 yang berakibat pada penurunan ekspresi
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mRNA GLUT4. Penurunan ini akan berakibat menurunnya jumlah protein

GLUT4 yang tersedia untuk uptake glukosa ke dalam sel.

Pada penelitian ini juga diobservasi perubahan dan perbandingan antara
berat badan kelompok tikus yang diinduksi fruktosa dengan kelompok normal.
Setelah 10 minggu pemberian fruktosa kadar tinggi tidak ditemukan adanya
perbedaan bermakna berat badan antara kelompok induksi dan kelompok normal.
Fruktosa kadar tinggi, seperti yang terdapat pada minuman yang mengandung
high fructose corn syrup, pada beberapa penelitian ditemukan dapat menyebabkan
peningkatan berat badan. Meskipun demikian, juga terdapat beberapa penelitian
yang tidak mendukung hubungan antara pemberian fruktosa kadar tinggi dengan
peningkatan berat badan. Salah satu penelitian yang menunjukan hubungan antara
fruktosa kadar tinggi dan peningkatan berat badan adalah penelitian yang
dilakukan oleh Bocarsly dkk.** Pada penelitian tersebut ditemukan bahwa tikus
yang mendapatkan akses larutan fruktosa 8% selama 12 jam per hari ditambah
dengan makanan standar dengan total masa perlakuan selama 21 hari mengalami
peningkatan berat badan yang bermakna dibandingkan dengan kelompok yang
hanya mendapatkan makanan standar.** Penelitian lain oleh Saphiro dkk,*® yang
melakukan pemberian fruktosa kadar tinggi (60,4 %) dalam diit selama 6 bulan
pada tikus, tidak tampak peningkatan berat badan pada tikus tersebut
dibandingkan kontrol. Pemberian diit tinggi lemak setelah diit tinggi fruktosa
pada tikus tersebut menyebabkan peningkatan berat badan.® Hal ini dikarenakan
adanya penurunan respons terhadap leptin sehingga terjadi peningkatan nafsu
makan. Pada penelitian ini tidak ditemukan adanya perbedaan bermakna berat
badan antara kelompok induksi fruktosa dengan kelompok normal. Hal ini
mungkin disebabkan karena masa perlakuan yang lebih singkat (10 minggu vs 6
bulan) sehingga belum terjadi resistensi leptin. Selain itu, perbedaan komposisi
diit standar yang digunakan pada penelitian ini dengan penelitian yang dilakukan
oleh Bocarsly dkk* juga mungkin mempengaruhi peningkatan berat badan.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Pada penelitian ini dapat disimpulkan:

B

6.2.

Pada kelompok hewan coba yang mendapatkan mangiferin 50
mg/kgBB/hr dan mangiferin 100 mg/kgBB/hari terdapat kecenderungan
penurunan kadar trigliserida puasa dan kolesterol total puasa, sedangkan
kecenderungan  penurunan  kadar  glukosa  puasa,  perbaikan
hiperinsulinemia, dan penurunan nilai HOMA-IR hanya terlihat pada
kelompok yang mendapatkan mangiferin 50 mg/kgBB/hari. Akan tetapi,
penurunan dan perbaikan yang dicapai tersebut masih  belum setara
dengan kelompok yang mendapatkan pioglitazon.

Pada kelompok hewan coba yang mendapatkan mangiferin 50
mg/kgBB/hr dan 100 mg/kgBB/hari terdapat peningkatan ekspresi mMRNA
GLUT4 pada otot dan jaringan adiposa, dan peningkatan tersebut hampir
menyamai kelompok yang mendapatkan pioglitazon.

Pada penelitian ini tidak ditemukan adanya perbedaan kadar PKCa otot
pada semua kelompok penelitian schingga dapat disimpulkan bahwa

resistensi insulin tidak dipengaruhi oleh kadar PKCa.

Saran

Pada penelitian ini terdapat kckurangan sehingga untuk penelitan selanjutnya

disarankan:

1.

Memperpanjang masa induksi resistensi insulin agar diperoleh tingkat
resistensi insulin yang maksimal.
Melakukan analisa terhadap jumlah protein GLUT4 dan translokasinya ke

membran sel.
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3. Melakukan pemeriksaan jumlah dan aktivitas protein kinase C isoform
lain yang memiki peranan dalam uptake glukosa ke dalam sel, antara lain
protein kinase C isoform zeta (PKCY).

4, Melakukan pemeriksaan aktivasi PPARy dan AMPK schingga dapat
dianalisa dengan jelas mekanisme kerja mangiferin dalam memperbaiki
resistensi insulin.

5. Meclakukan penyesuaian dosis mangiferin yang dapat memberikan

perbaikan resistensi insulin yang optimal.
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LAMPIRAN 1

CONTOH DATA KURVA STANDAR

Kurva standar ELISA Insulin
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Lamplran 2

Data Berat Badan

T BBmgg BB mgg

V]

ke (%) ke 10 (1)

Kelompok BB mgy T I_lmg-u“
ke-1 (1) ke-3 (1)

Normal 196,65414,05 221,25.37,85

IND FRK 186,85:410,66 210,63:425,96

IND FRK -+ 1833541420 214,55430,88

MGR 50

IND FRK 4+ 176,5¢8,05  201,0642742

MGR 100

IND FRK + 193,2423,09  214,98437 34

PIO3

273,05£55,13  343,33471,39
256,1433,79  311,29449,01
256,98440,95 321,49447,19

201,03420,07 327,44+26,65

258,3551,54 312,44454,63
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Lampiran 3

60

Data Pemeriksaan Parameter Plasma Minggu ke-6

Kelompok Glukosa Trigliserida Insulin  HOMA-IR
(mmol/L) (mg/dL) (mg/dL)
Normal
1 5,63 37,25 6,01 1,50
2 4,90 40,30 4,46 0,97
3 5,02 54,59 4,38 1,09
4 5,03 32,07 5,79 1,30
5 5.45 41,34 5,74 1,39
MeantSD  544+0,265 41,138,351  538:0,670  1,24+0,219
IND FRK
1 5711 74,33 1,50 1,92
2 5,80 69,79 6,92 1,78
3 6,47 74,51 6,87 1,97
B 6,01 115,16 14,79 3,95
5 6,56 82,86 8,36 2,44
MeantSD  6,12+0,372 86,6+16,784  8,89+3354  2,41+0,892
IND FRK + MGR 50
1 195 86,57 10,53 3,12
2 5,67 91,02 14,74 3,7
3 4,82 67,88 12,76 2,74
4 531 71,62 13,99 3,30
5 5,04 65,05 11,42 2,55
MeantSD  576+1,267  88,89+16,031  12,69+1,744  3,21+0,542
IND FRK + MGR 100
1 6,52 74,93 8,08 2,34
2 5,12 72,65 11,37 2,59
3 1,39 68,11 10,81 3,55
4 6,30 65,40 8,76 2,45
MeantSD  6,33£0,934 70,27+4,311  9,76+1,584 2,73+0,554
IND FRK +PIO 3
1 5,16 79,40 8,53 1,96
2 6,81 118,02 13,72 4,15
3 6,22 82,21 11,99 3,31
4 6,27 135,20 8,45 2,35
5 733 144,30 15,43 5,03
MeantSD  6,36+0,81 111,83+£29,865 11,6243,109  3.36+1,264
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Lampiran 4
Data Pemeriksaan Parameter Plasma Minggu ke-10

Kelompok Glukosa Trigliserida Insulin Kolesterol  HOMA-IR
(mmol/L) (mg/dL) (mU/L) Total (mg/dL)_
Normal
1 5,49 43,77 8,58 52,11 2,09
2 4,97 42,76 6,22 49,38 1,38
3 5,21 43,33 6,54 53,94 1,52
4 4,94 44,01 4,72 49,68 1,04
5 5,38 43,41 6,87 50,37 1,64

MeantSD  520:0241 432580700  6,59+1,383  51,0961,909  1,53:0,386

IND FRK

l 8,66 165,01 11,04 78,85 425
2 7,09 119,11 8,40 73,38 2,62
3 7,04 119,52 1,44 71,43 2,33
4 8,97 102,09 10,68 81,30 4,26
5 17,13 104,77 8,58 77,44 2,72

MeantSD 7,780,953  122,10+25286  9,23+1,557 76,484,028 3,240,937

IND FRK

+MGR 50
1 5,76 93,50 124 63,46 1,85
2 6,97 96,68 1,06 81,33 2,15
3 738 88,68 8,25 59,65 2,58
4 7,61 126,01 13,17 56,94 4,46
5 1,07 81,85 522 83,66 1,64

Mean<SD -6,3710.&1 97,34£16,973  8,19+2,994  69,01£12,552  2,53+1,130

IND FRK

+MGR 100
1 7.44 95,33 8,70 68,65 2,88
2 8,21 99,34 7,19 53,58 2,63
3 7,90 81,95 22,85 79,84 8,02
4 7,54 128,89 16,50 63,67 5,53

MeantSD 77740356  101,38£22,482 138147276  67,69:10,78 4,762,539
IND FRK

+PIO 3
1 497 70,33 5,04 59,50 1,11
2 5,56 65,04 474 51,98 1,17
3 5,44 66,02 9,26 50,08 2,24
4 5,69 92,201 522 64,611 1,32
5 5,87 101,67 4,80 62,51 1,25

MeansSD 550560339  79,05:16,783  S81+1934  STI3:6,421 1,240,464

Universitas Indonesia



Lampiran §

62

Data Tingkat Ekspresi mRNA GLUT4 pada Otot

Kelompok ct f-aktin ¢t GLUT4  delta ct AAct S
Normal
1 27.395 27,046 -0,349
2 26,56 26,084 -0,476
3 28,3895 28,044 -0,346
4 26,1035 25,447 -0,657
5 27,1235 26,604 -0,520
Rata-rata -0,469
IND FRK
1 28 426 28,992 0,566 1,035 0,488
2 25,127 25,1585 0,032 0,501 0,707
3 27,8825 28,669 0,787 1,256 0,419
4 28,3585 28,6725 0,314 0,783 0,581
5 24 386 24 8715 0,486 0,955 0,516
Rata-ratazSD 0,556+0,1208
IND FRK
+ MGRS0
1 29,2935 28814 -0,4795 -0,0105 1,007
2 26,0225 26,0935 0,071 0,54 0,688
3 24,25 24,164 -0,086 0,383 0,767
4 26,2285 25,2195 -1,009 -0,54 1,454
5 26,817 26,1685 -0,6485 -0,1795 1,132
Rata-rataxSD 1,010+0,3062
IND FRK
+MGRI100
| 26,635 26,127 -0,508 -0,039 1,027
2 26,895 26,714 -0,181 0,288 0,819
3 28,267 28,1135 -0,1535 0,3155 0,804
4 29.6 29,0555 -0,5445 -0,0755 1,054
Rata-rataxSD 0,926+0,1329
IND FRK
+ PIO3
1 28,595 27,8655 -0,7295  -0,2605 1,198
2 26,353 25,7085 -0,6445 -0,1755 1,129
3 29,258 28,531 -0,727 -0,258 1,196
4 28,208 27,0305 -1,1775  -0,7085 1,634
5 27,958 26,9455 -1,0125  -0,5435 1,458
Rata-rataxSD 1,323+0,2146
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Lampiran 6
Data Tingkat Ekspresi mRNA GLUT4 pada Lemak

Kelompok ct f-aktin__ ct GLUT4 Act AAct "
Normal
| 35,398 32,264 -3,134
2 29,049 21,112 -1,937
3 34,542 30,7815 -3,7605
4 35,691 29,2345 -6,4565
5 36,7705 29,753 -7,0175
Rata-rata -5,6611
IND FRK
1 37,957 33,197 -4.76 0,9011 0,535
2 33,973 29,633 -4.34 1,3211 0,400
3 35,0045 30,6345 4,37 1,2911 0,409
4 36,6615 31,9935 -4,668 0,9931 0,502
5 29,185 26,574 -2,611 3,0501 0,121
Rata-ratatSD 0,393+0,1633
IND FRK +
MGR 50
1 35,924 29,605 -6,319 -0,6579 1,578
2 37,287 31,4655 -5,8215 -0,1604 1,118
3 37,864 33,1925 -4,6715 0,9896 0,504
4 37,057 31,1055 -5,9515 -0,2904 1,223
5 34,34 29,043 -5,297 0,3641 0,777
Rata-ratazSD 1,040+0,4140
IND FRK +
MGR 100
1 35,447 29,5085 -5,9385 -0,2774 1,212
2 36,7 31,614 -5,086 0,5751 0,671
3 34,1635 29,634 -4,5295 1,1316 0,456
4 36,8895 30,975 -5,9145 -0,2534 1,192
Rata-ratatSD 0,883+0,3788
IND FRK +
PIO 3
1 36,376 30,534 -5,842 -0,1809 1,134
. 37,028 31,2375 -5,7905 -0,1294 1,094
3 32,147 25,9485 -6,1985 -0,5374 1,451
-+ 35,53 28,6645 -6,8655 -1,2044 2,304
5 33,275 27,542 -5,733 -0,0719 1,051
Rata-rata+SD 1,407+0,5260
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Lampiran 7
Data Pemeriksaan Protein Kinase C Alfa
Kelompok PKCa Protein total otot PKCa
(ng/mL) (mg/mL) (ng/mg protein)
Normal
1 37,67 21,75 1,35
2 25,67 284 0,90
3 23,00 26,64 0,86
4 41,67 20,25 2,06
5 39,00 21,78 1,79
MeanzSD 33,40+8,454 24,97+3,710 1,39+0,530
IND FRK
1 29,00 20,11 1,44
2 3433 19,69 1,74
3 34,33 24,97 1,37
4 31,67 36,64 0,86
5 3233 32,89 0,98
MeantSD 323342211 26,867,623 1,28+0,357
IND FRK + MGR 50
1 29,67 28,03 1,06
2 37,00 29,56 1,12
3 21,67 3747 0,73
4 35,00 40,81 0,93
5 19,00 27,06 0,70
MeantSD 28,47+7,95 32,586,164 0,91+0,188
IND FRK + MGR 100
1 3433 46,78 0,73
2 43,00 61,36 0,70
3 31,00 41,08 0,75
4 25,67 23,44 1,09
MeantSD  33,50+7,270 43,17£15,678 0,82+0,184
IND FRK+PIO 3
1 39,67 38,17 1,04
2 23,67 20,67 1,15
3 32,33 23,712 1,36
4 20,33 2233 0,91
5 29,67 2L 1,07
MeantSD  29,13+7,563 26,528+7,014 1,110,191
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ABSTRAK

Latar Belakang: Mangiferin (MGR) adalzh glikosida xanton yang pertama kali diisolasi dari
Mangifera indica. Efek anti hiperglikemik dan anti hiperlipidemik MGR merupakan akibat
dan aktivasi peroxisome proliferator activated gamma (PPARy) dan AMP-activated protein
fnase (AMPK). Aktivasi PPARy menyebabkan peningkatan transknipsi gen ghucose
transporter 4 (GLUT4) sedangkan aktifasi AMPK menyebabkan stimulasi translokasi
GLUT4 ke membran sel serta peningkatan oksidasi asam lemak. Mekanisme tersebut sama
dengan tiazolidinedion (TZD), yaitu obat yang digunakan untuk pengobatan resistensi
mnsulin.

Metode: Tikus Spraque Dawley jantan diinduksi resistensi insulin selama 6 minggu dengan
memberikan larutan fruktosa 60% melalui sonde dan fruktosa 10% sebagai air minum.
Setelah induksi resistensi insulin selesai dilakukan terapi dengan MGR 50 mg/kgBB/hani atzu
MGR 100 mg/kgBB/hari atau pioglitazon (P10) 3 mg/kgBB/hari diberikan selama 4 minggu
dan selama itu induksi fruktosa tetap dilakukan. Pemeriksaan kadar glukosa, trigliserida,
insulin, dan perhitungan nilai HOMA-IR dilakukan pada akhir minggu ke-6 sedangkan kadar
kolesterol total plasma puasa, kadar protein kinase C alfa otot, serta tingkat ekspresi mRNA
GLUT4 otot dan lemak diperiksa pada akhir minggu ke-10.

Hasil: Pada tikus dengan resistensi insulin yang mendapatkan MGR 50 mg/kgBB/hari dan
MGR 100 mg/kgBB/hari terdapat kecenderungan penurunan kadar trigliserida dan kolesterol
total puasa, sedangkan kecenderungan penurunan kadar glukosa dan insulin puasa serta nilai
HOMA-IR ditemukan pada kelompok yang mendapatkan MGR 50 mg/kgBB/hari bila
dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapatkan terapi (IND FRK). Pada kelompok
yang mendapatkan PIO 3 mg/kgBB/hari terdapat penurunan kadar glukosa, trigliserida,
insulin, kolesterol total puasa, dan nilai HOMA-IR yang berbeda bermakna dengan kelompok
IND FRK. Peningkatan ekspresi mRNA GLUT4 pada jaringan otot dan lemak terlihat pada
kelompok yang mendapatkan MGR dan PIO, dan peningkatan ekspresi tersebut sedikit lebih
besar pada kelompok yang mendapatkan PIO. Pada pemeriksaan kadar PKCa tidak
ditemukan adanya perbedaan yang bermakna di semua kelompok.

Kesimpulan: Pada penclitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian MGR 50 mg/keBB
memiliki potensi untuk memperbaiki resistensi insulin meskipun perbaikan tersebut masih
belum optimal dibandingkan dengan kelompok yang mendapatkan PIO 3 mg/kgBB/hari.

Kata kunci: mangiferin, resistensi insulin, HOMA-IR, mRNA GLUT4, fruktosa

ABSTRACT

Background: Mangiferin (MGR) is a glucoside xanthone that is first isolated from
-'-40_-'"3!{!1'0 indica. Anti-hyperglycemic and anti-hiperlipidemic effect of mangiferin related to
acuvation of peroxisome proliferator activated gamma (PPARY) and AMP-activated protein
kinase (AMPK). Mangiferin act as PPARY agonist and activate glucose transporter 4
(GLUTS) gene transcription while activation of AMPK leads to GLUTA translocation to cell
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membdrane and fatty acids oxidation. This mechamism are same as tazolidinedion (TZD),
which 15 one of medicine used for insulin resistance treatment.

Methode: Male Spraque-Dawley rats are fed with high fructoce concentration (60% on direct
oral and 10% in dninking water) for 6 weeks (IND FRK) to induced insulin resistance
Treatment with MGR 50 mg/kgBW/day or 100 mg/kgBW/day or pioglitazone (P10) 3
mg keBW/day is given for 4 weeks after insulin resistance induction Fasting plasma glucose,
mlyveende, insulin, and HOMA-IR value are measured in the end of sixth and tenth week
Fasting plasma total cholesterol, muscle protein kinase C (PKCa) level, and mRNA GLUT4
expression level in muscle and white adipose tissuc are measured in the end of tenth week
Result: In this study we found that MGR 50 mg/kgBW and MGR 100 mg/kgBW had
tendention to decreased fasting plasma tnglyceride and total cholesterol, while MGR 50
mg/kgBW/day also had tendention to decreaced fasting plasma glucose and insulin, and
HOMA-IR value. In PIO treated rats, there were significant decreasement of fasting plasma
glucose, tnglyceride, insulin, and total cholesterol, and HOMA-IR value compared with
untreated rats. Increase expression level of mMRNA GLUT4 in muscle and adipose tissue were
observed in rats given MGR 50 and 100 mg/kgBW/day and P10 3 mg/kgBW/day Expression
level of muscle and adipose mRNA GLUT4 in PIO treated rats were higher than in MGR
treated rats. In all study groups there were no significant difference of muscle PKCa level.
Conclusion: MGR 50 mg/kgBW/day has potention to improve insulin resistance even though

this effect less than P10 3 mg/kgBW/day.

Key Words: mangiferin, insulin resistance, HOMA-IR, mRNA GLUT4, fructose

PENDAHULUAN

Resistensi  insulin - seningkali  ditemukan  pada
individu  dengan  obesitas  sentral.  Prevalensi
obesitas sentral di Indonesia pada individu dewasa
usia > 18 tahun meningkat dan 18,8% pada tahun
2007 menjadi  266% pada tahun 2013
Peningkatan ini berhubungan crat dengan pola dan
gaya hidup masyarakat Indoncsia sckarang ini,
yailu infake makanan berlebih yang discrtai dengan
kurangnya aktivitas. Salah satu  pengobatan
resistensi insulin adalah dengan thiazolidinedion
(TZD), yaitu pioglitazon. Akan (ctapi, penggunaan
pioglitazon scbagai peningkal sensitifitas insulin
dibatasi olch cfek samping yang cukup serius, yaitu
cdema dan penurunan massa fulang = Mangiferin
adalah glukosida xanton yang banyak terdapat pada
berbagai tanaman, salah satunya adalah Mangifera
indica  (mangga).! Mangiferin memiliki LDy,
sebesar 4984 mg/kgBB/oral. Efck anti diabetik dan
anti hiperlipidemik dari mangiferin telah dibuktikan
pada berbagai penclitian® Mangiferin dapat
berikatan dengan ligand binding domain PPARy
schinggn meningkatan kemampuan PPARy untuk
berikatan dengan DNA® Selain itu, ditemukan
bahwa mangiferin menurunan kadar FFA melalui
aktivasi AMPK. Hal ini penting karena kadar FFA
yang tinggi dapat menycbabkan fterjadinya
resistensi insulin® Pada penlitian yang lain juga
ditemukan bahwa mangiferin dapat menstimulasi
uptake glukosa pada sel otot rangka L6 dan scl
adiposit 3T3 melalui peningkatan translokasi
GLUT4 ke membran plasma dan stimulasi ckspresi

protein GLUT4.” Semua studi terscbut mendukung
mangiferin scbagai kandidat terapi untuk resistensi
insulin,

METODE PENELITIAN

Studi i merupakan studi cksperimental yang
dilakukan pada tkus dengan rancangan
berpembanding positif (Pioglitazon) dan negaiif
(CMC  0,5%). Penclitan i dilakukan di
Departemen Farmakologi dan Terapetik Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia. Tikus  yang
digunakan pada penclitian ini adalah tikus jantan
strain Spraque Dawley usia 12-16 minggu dengan
berat badan 150-200 gram. Tikus yang digunakan
pada penelitian ini berasal dari Pusat Pengujian
Obat dan Makanan Nasional (PPOMN). Jumlah
sampel pada tiap kelompok adalah 5 ekor kus.

Penclitian terdin dari dua tahap, yaitu tahap induksi
resistensi insulin dan tahap terapi. Pada tahap |
likus dibagi dalam 2 kelompok. (A) kelompok
normal yang tidak diinduksi dan tidak mendapatkan
perlakuan. (B) kelompok perlakuan mendapatkan
fruktosa Tahap I berlangsung sclama 6 minggu.
Pada tahap 11 penclitian tikus pada kelompok (B)
dibagi menjadi 4 kelompok. (I) kelompok yang
mendapatkan fruklosa tanpa mendapatkan terapi.
(II) kelompok yang mendapatkan fruktosa dan
mangiferin 50 mg/kgBB/hari. (IIT) kelompok yang
mendapatkan  fruktosa dan  mangiferin 100
mg/kgBB/hari. (IV) kelompok yang mendapatkan
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o3 &m peoghneea 3 mpkeBBhan. Frukiosa
xn.m‘mmphnhpkclmtnﬂxhhh
Soiosy 60% melila soode dun frultos 10‘.\1.:3
Soumper denem 3T mivem $cr od Lbitum,
Nomsform v digmmalon adabh bakan akef
wamy dacbs dm Mengfera indica dengan
S $3 8% don dibels dani Plomed Science
—molegy .

Soxooidn dmb pos dibkekon pada akhir
o k8 dam kb minegm kel0. Pusa
Siximion selyma 14-16 pm Pada akhir minggu
A== camdh &bl don vena ekor. Plasma yang
wink Goalion éan damh akan digunalkon untuk
o kndor glokosa, trigliserida, dan insulin
=t Pada akhr mimggm ke-10 dilakulan
=r==ms pach selmuh bewan coba. Darah dan
:m__ct:{s:m;m@n:d:pusadnmbﬂm:k

o gibkoo tiglserida msulin dan kolesterol
=l past Owt yang digunalon adabh vastus
~zer=ix, sedangion lemak yang digunakan adalah
semecksaon kadar protein kimse C alfa (PKCa)
S tmgor ckspresi mRNA GLUTY, sedangkan
= lemak akon dipeniksa tingkat ekspresi mRNA
GLUT4. Paca aidur minggu ke<6 dan ke-10 akan
Sz ol HOMA-R (glukosa puasa (mmol/L)
X === peasy (mUL)] / 22.5. Nilai HOMA-IR
= aichr minggn ke<6 digumakan sehagai penentu
i=herhaaian induksi.

Fooocksan  kadar glukosa, ngliserida, dan
memzemalon kit don Diasys® secara enzimatik
Specics denzan menggumakan kit ELISA dani
ATPCO®. Pemerksan kadar PKCa dilakukan
demmm mengunakan kit ELISA dari CUSABIO®.
Tmgior ekspresi mRNA GLUTY akan diperiksa
demgon menggumiban metode RT-PCR. Primer
GLUT4 yang aian digunakan pada penclitian ini:
TCACCCACACTGTGCCCCATCTACG,
arrsense CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG:
L UT4sense:AGCGTAGGTAACACTTTCT antis
s CCGCCCTTAGTTGGTCAGAAG.  Pada
f-aicm diakwlon dengan menggunakan 3-step
ampittication (demamrasi: 94°C selama 30 detik:
zmealing 56°C sclama 30 detik; elongasi: 72°C
sciama 60 detik).

EASIL

Femiberian frukdosa 60% melalui sonde dan 10%
daam v mmum meningkatkan secara bermakna
mizz HOMA-R, mamm ladar glukosa plasma
p=sa belum meningkat bermakna dibandingkan
izicopok normal. (Tabel 2)
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Pembertan  mangifenn 50 mg/kgBB/han mampu
menurunkan kadar glukosa. insulin, kolesterol total,
dan nilu HOMA-IR dibandingkan kelompok yang
tidak mendapatian terapi, mamum masth belum
bermakma Pada dosis terschut, mangifenn sudah
menununkan kadar trighsenda plasma puasa secan
bermakna dibandingkan dengan kelompok vang
tidak mendapatkan terape (Tabel 2)

Pembenan mangiferin 100 mg/kgBB/lan mampu
menurunian kadar tngliserida dan kolesterol total
puasa Namun, penuruman terscbut masth belum
berbeda bermakma dengan kelompok yang tidak
mendapatkan terapy Mangiferin 100 mg/kgBB
belum mampu mepurunkan kadar glikosa dan
insulin plasma puasa (Tabel 2)

Pada pemeriksaan tingkat ckspresi mRNA GLUTH
pada janngan olol dan adiposa  dilemukan
penurunan ckspresi pada kelompok yang tidak
mendapatkan terapi sedangkan pada kelompok yan
mendapatian terapi lerdapat peningkatan cksprest
yang bermakna dibandingkan kelompok yang tidak
temapt.  Pada  kelompok yang
meodapatkan  pioglitizon 3 mg/kgBB/Man
peningkatan ckspresi mRNA GLUTH sedikit lebih
tinggi dibandingkan kelompok yang mendapatkan
mangiferin. (Gambar 1 dan Gambar 2)
Pada pemeriksaan kadar PKCa jaringan otot udak
ditemukan perbedaan bermakna pada  setip
kelompok penelitian. (Gambar 3)
Pada penclitian ini dilakukan observasi terhadap
perubahan berat badan dari awal sampai akhir
penclitian dan  membandingkan berat  badan
kelompok tikus mendapatkan fruktosa dengan
kelompok normal. Peningkatan berat badan dapat
dilihat pada semua kelompok penelitian Berat
badan akhir kelompok yang mendapatkan diit
fruktosa kadar tinggi tidak berbeda bermakma
dengan kelompok normal. (Tabel 1)

PEMBAHASAN

Fruktosa kadar tinggi, scperti yang terdapat pada
minuman yang mengandung high fructose comn
syrup, pada beberapa penelitian ditemukan dapat
menyebabkan peningkatan berat badan. Meskipun
demikian, terdapat beberapa penclitian yang tidak
menemukan hubungan antara pemberian frukiosa
kadar tinggi dengan peningkatan berat badan. Salah
salu penelitian yang menunjukan hubungan antara
frukiosa kadar tinggi dan peningkatan berat badan
adalah penclitian yang dilakukan oleh Bocarsly
dkk '® Pada penelitian terscbut ditemukan bahwa
tikus yang mendapatkan akses larutan 8% sirup
jagung tinggi {rukiosa sclama 12 jam per hari dan
diberi makanan standar selama 21 hani mengalami
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Tabel 1. Data berat badan hewan coba

69

Kelompok BB mpg BB mpg BB mgg BB mpeg
ke-1(g) ke-3 (g) ke-6 () ke-10(g)
Normal 196,65£14,05 2212543785 2739545513 3433347139
IND FRK 186,85£10,66 210632259  256,1:33,79 311,29:49,01
IND FRK + MGR  18335:1420  214,55¢3088  25898:4095 3214944719
50
IND FRK + MGR  176,5¢8,05  201,06:2742  261,63:2007  327,88:26,65
100
INDFRK +PIO 3 1932:23,09 2149843734 2583545154 3124415463
-ghel 2. Hasil pemeriksaan parameter biokimia darah minggu ke-6 dan ke-10
¥ Parameter yang diperiksa
Glukosa puasa Insulin puasa HOMA-IR Trighserida puasa ~ Kolesterol
Kelompok (mmol/mL) (mUIL) (mmol/mL) total puasa
(mmol/mL)
Minggu  Minggu  Minggu  Minggu  Minggu  Minggu  Minggu  Minggu Minggu
ke-6 ke-10 ke-h ke-10 ke-b ke-10 ke-b ke-10 ke-10
“Normal 542026 SH0M  54:067  66:138 12:022 158039 23046 241004 28:0,11
INDFRK 614037  781095" 894335° 924156  24:089° 321004° 48:09) 68:090° 4202
IND 584127 691068 1274174 824299 32:054°  25:113"  49:089° 541094 38070
FRK+MGR
w L] L] L] L] L] L] .
IND 632093 784036 98158 138728 27:055 488254 391024 5,6:1,10 3.8:0,60"
FRK+MGR
100 .
IND 6,44081 550034 11,63,017 58£193° 274055 14:046" 6261660 441093 32406
FRK+PIO3

Ket Data disapkan sebagai mlas rerata £ SI. (*) p < 0,05 terhadap kelompok normal, () p < 0,05 terhadap Lelompok IND FRK. IND FRK Induksi
fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0' Induksi fruktosa dengan terapi mangifenn 50 mg/kgBibhan, IND FRK+MGRI00: Induksi frukiosa dengan terapi
mangiferin 100 mypkeBiMan, IND FRE+PIO3: Induksi fruktosa denpan terapi proghtazon 3 mp/keBBhan

Ekspres! mRNA GLUT4 Otot
=

s

IND PR

DOFRRCHSS N FRKAMGH 100 1D PRI
N 5 5 1 5
Rerata [ 1 am I
50 [T [ am 21

Gambar 1. Ekspresi mRNA GLUTY pada olot vasius laferalis. Dala disajikan schagai
nilai rerata £ SD. *) p < 0.05 vs kelompok Normal; #) p < 0.05 vs kelompok IND FRK. IND
FRK: Induksi fruktosa tanpa terapi, IND FRK+MGRS0: Induksi fruktosa dengan terapi
mangiferin 50 mg/kgB&/hari, IND FRK+MGR 100: Induksi fruktosa dengan terapi mangilerin
100 mghkgBBmari, IND FRK+PIO3: Induksi fruktosa dengan tempi pioglitazon 3

mg/kgBBhari,
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.;-lun;{:.l lenadi  peringlatan  okudasi  asam

Peningkatan ini menyebabkan penuruman
l.r.-lm:dum balan baku yang diparlukan uniuk
wntcws TG di hati yang akan beralabat pada
pemurunan sekresi VLDL-TG

Penurunan kadar inglisenda, pads kelompok yang
mendapatlan  mangifenn, juga dikuti  dengan
penununan  kadar - kolesterol  fotal, - walaupun
penuruman  ferscbut  ndak  cukup  signifikan
penurunan sckresk VLDL-TG umumnya  ditkuti
dengan penurunan sintesis kolesicrol fow density
lipoprotein (LDL) yang akan tlampak pada
penurunan kadar kolestcrol total. Akan ictapi, pada
Londisi terdapat penurunan kadar kolesterol LDL
yang disertar dengan peningkatan kadar kolesierol
high density lipoprotein (HDL), perubalan kadar
kolestcrol total mungkin tidak terlalu jelas,

Efck mangifenn \crhadap perbaikan profil lipid
dilarapkan dapat memperbaiki resistensi insulin.
Penurunan kadar glukosa dan insulin puasa pada
kelompok yang mendapatkan mngirmn masihi
belum optimal. Hal im tidak scsuai danm yang
ditemukan  oleh  Scllamuthu yang,
membenkan mangiferin 40 ngkgBBﬂmn per oral
dan mengamali penurunan kadar plukosa darah
yang berbeda bermakna dengan kelompok yang
tidak mendapatkan terapi. Perbedaan hasil yang
ditemukan pada penclitian ini mungkin discbabkan
olch perbedaan metode dengan penelitian terscbut,
Scllamuthu  dkk'"*  menggunakan  akua sebagi
pelarut mangiferin, sedangkan pada penelitian ini
digunakan CMC, Penggunaan CMC scegai pelarut
pada penchitian i uu scsuai dengan yang dilakukan
olch Niu dkk’ Seclain i, Scllamuthu dkk
menggunakan  streplozotosin untuk  menginduksi
diabetes pada tkus sedangkan pada penelitian ini
dipunakan diit tinggi fruktosa untuk menginduksi
resistensi insulin.

Nilai  HOMA-IR  merupakan nilai  yang
menggambarkan resistensi insulin yang tergantung
dari kadar glukosa dan insulin puass. HOMA-IR
bisa digunakan untuk follow-up terapi resistensi
insulin karcna memilki korclasi yang signifikan
dengan nilai  hiperinsulinemic-cugycemic - clamp
yang merupakan ‘qufu' standar dalam mencniukan
resistensi insulin.”” Pada penclitian ini ditemukan
penurunan nilai HOMA-IR pada kelompok yang
mendapatkan  mangifenin 50 mg/kgBB/hari dan
pioglirizon 3 mg/kgBB/Man. Peourunan ini
menunjukan  perbaikan resistensi insulin  pada
kedua kclompok terscbut, meskipun perbaikan
terscbut masih belum optimal pada kelompok yang
mendapatkan mangiferin,

Pada penclitian ini, terlihat adanya kecenderungan
perbaikan pada scluruh parameter biokimia darah
pada kelompok tikus yang mendapatkan mangiferin
50 mg/kgBB/Mari. Hasil terapi yang belum optimal
ini mungkin discbabkan olch absorpsi mangiferin

7

yang kurang bak poda pemberan per oral wpery
yang, telah dikemukakan olch Dimatrov dik ' Pada
penclittan  lerchul, dilakukan  pembacn  indeks
absorbsr mangferin yang dibenkan per oral dan
dibandingkan dengan yang dibenkan wcara inr
pentoncal  dan dicrmuban  indcks  absorba
manglenin per oral adalah 10% " Mesapun telah
dhiketabus balwa indeks absorbr per oral mangifenn
rendah, penelitian i 1etap membenlan mangifenn
secara oral karcra rencam penggumaan mangfenn
schagai obat yang dibenkan secara oral Selain u,
hal m juga didasarkan pada penclivan yang
dilakukan ~ Scllamuthy  dikk'* yang  quga
menggunakan palur pembenan yang sarma.

GLUT4  merupakan  transporier p‘ukou _yang
memasukan glukosa dan luar ke dalam sl '™ Pada

resistensi  insulin  lerdapal  ponurunan  ekspresi
mF.NA GLUTS, seperi yang ditemukan olch
pmann @k, Sarvanan dkK”, dan Gayet
dkk . pen Penurunan ini mungkin diakibatkan olch
peningkatan sitokin proinflamasi, sepert fumor
mcmm Joctor alpha (TNFa) pada resistenss
insulin’ yang dapat mengaktifkan jalur nuclear
Jocior kappa B (NFXB). Aktifasi jalur NFB akan
l:c:akipul pada penurunan akiivitas  transknpsi
PPARY," schingga transknpsi gen yang dikontrol
olch PPARY akan menurun, antara lain gen
GLUT4® Hal ini menycbabkan penunuman
ckspresi mRNA GLUTY pada resistenst insulin.
Pada kelompok yang mendapatkan mangiferin dan
pioglitazon dapat diamati peningkatan ckspresi
mRNA GLUTH. Peningkatan ini discbabkan olch
pemngkalan  aktivilas  transknips  PPARYy.
Mangifenn dan pioglitazon bekena sebagai agonis
PPARy dan mengaktifkan transkripsi gen GLUTA.*
Sclain itu, mangiferin juga menginhibisi NFxB
schingga mencegah penurunan aktivitas PPARy.*
Pemberian  mangifein dan piogliatzon
meningkatkan ckspresi mRNA  GLUT4  pada
Jjanangan otol dan jaringan lemak. Tingkat ckspresi
pada otol dan lemak hampir sama. Akan tctapi,
penurunan ckspresi pada jaringan adiposa Iebih
besar dibandingkan dengan janngan otot, schingga
secara kescluruhan dapat dikatakan peningkatan
ckspresi mRNA GLUT4 di jaringan adiposa lebih
besar dibandingkan di jaringan otol. Hal ini
mungkin disebabkan olch ckspresi PPARy yang
Iebih tinggi pada jaringan adiposa.
Peningkatkan ckspresi mRNA GLUTY di jaringan
olol dan jamngan adiposa akibal pemberian
mangiferin  tidak disertai  dengan  perbaikan
parameter biokimia darah, seperti penurunan kadar
glukosa dan insulin plasma yang optimal. Hal ini
berbeda dengan yang dikemukakan oleh Tsao dkk™
dan Atkinson dkk** Tsao dkk® menemukan
peningkatan  uplake  2-deomygplucose  setelah
stimulasi dengan insulin pada ofot tikus transgenik
dengan overckspresi mRNA GLUT4. Hal yang
scrupa ditemukan oleh Atkinson dik™ pada
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janngan  adiposa  mencit  transgenik  dengan
overckspresi mRNA GLUTY yang diberikan diit
nnggi lemak, yaitu peningkatan sensitifitas insulin
pada jaringan lemak tersebut.  Perbedaan imi
mungkin terjadi akibat adanya gangguan pada
proses translasi atau translokasi GLUT4 sehingga
perbaikan pada tingkat gen tidak discrtai dengan
perbaikan kadar glukosa dan insulin plasma.

PKCa merupakan salah satu protein yang berperan
dalam jalur tranduksi sinyal insulin, Diasilgliscrol
(DAG)  dapat  mengaktivasi  PKCu  dan
menycbabkan translokasi protein ini ke membran.™
Pada resistensi insulin terdapat peningkatan DAG
di jaringan, antara lain otot skelel, yang dapat
menggangeu  sinyal  tranduksi  insulin,  Pada
penelitian yang dilakukan oleh Avignon dkk, ™
ditemukan peningkatan kadar PKCa di membran
dan penurunan kadar PKCa di sitosol sel otot skelet
tikus  Goto-Kakizaki (GK) dibandingkan dengan
pkus  kelompok normal. Tikus GK - memiliki
fenotip, antara lain resistensi insulin yang terlihat
dari adanya hiperinsulinemia. Perbedaan hasil yang
ditemukan pada penclitian ini dengan penelitian
terdabu  terscbut  mungkin - disebabkan  oleh
perbedaan metode pemeriksaan. Pada penelitian
yang dilakukan oleh Avignon dkk™ digunakan
Western Blot untuk menentukan kadar PKCa di
membran dan sitosol sel, sedangkan pada penelitian
ini digunakan ELISA. Sclain itu, Avignon dkk
menggunakan tikus GK yang memilki karakieristik
yang hampir sama antar individu sedangkan pada
penelitian tikus Spraque Dawley yang memilki
karakteristik yang lebih variatif antar individu,

Pada penclitian ini juga dapat dilihat suatu pola,
yaitu perbaikan resistensi insulin yang lebih nyata
pada kelompok tikus yang mendapatkan mangiferin
50 mp/kgBB/hari dibandingkan kelompok tikus
yang mendapatkan dosis mangiferin yang lebih
besar, yaitu 100 mg/kgBB/hari. Hal ini discbabkan
oleh Kinetika mangiferin yang tidak linear,”
schingga pada penambahan dosis terjadi penurunan
efek. Selain itu, perlu diingat bahwa mangiferin
memilki sifat antioksidan." Pada umumnya,
antioksidan pada kadar yang tinggi dapat bersifat
prooksidan. Hal ini mungkin juga menyebabkan
pada dosis yang lebih tinggi cfek yang
dimunculkan kurang baik dibandingkan dosis yang
lebih  tinggi. Adanya  prooksidan  akan
menyebabkan munculnya radikal bebas yang dapat
mengaktifasi NFxB. Aktifasi NFkB menyebabkan
penurunan aktivitas PPARy schingga menurunkan
ekpresi GLUT4. Hal ini akan berakibat pada
penurunan efek perbaikan resistensi insulin.

KESIMPULAN
Pada penclitian ini dapal disimpulkan pemberian
mangiferin  dengan dosis 50 mgkgBB/hari

berpotensi untuk memperbaiki resistensi insulin
meskipun  hasil yang diberikan masih belum
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optimal  dibandingkan  dengan  pioglitazon 3
my/kgBB/hari.
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