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PENGARUH PEMBERIAN VITAMIN C TERHADAP KADAR
MALONDIALDEHYDE (MDA), KADAR HEMOGLOBIN (Hb), DAN
KADAR INTERLEUKIN-6 (IL-6) PADA TIKUS WISTAR JANTAN YANG
DIBERI OVERTRAINING EXERCISE
(Studi Eksperimental Pada Tikus Jantan Galur Wistar)

Murni Wahyu Setyowati', Hadi Sarosa®, Atina Hussaana’
Universitas Islam Sultan Agung Semarang

Abstrak

Latar Belakang: latihan fisik berlebihan (overtraining execise) membutuhkan
konsumsi oksigen lebih banyak jika dibandingkan dengan exercise yang terukur.
Kondisi overtraining exercise mengakibatkan terjadinya stress oksidatif,
menurunnya kadar Hb, dan terjadinya reaksi inflamasi. Oleh sebab itu dibutuhkan
pasokan antioksidan dari luar tubuh seperti vitamin €. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahut pengaruh pemberian vitamin C terhadap penurunan kadar
Malondialdehyde (MDA), peningkatan kadar Hemogloblin (Hb), dan penurunan
kadar Interleukin-6 (IL-6) pada tikus jantan galur wistar yang diberi aktivitas fisik
berlebihan.

Metode: Penelitian menggunakan ecksperimen dengan pendekatan post fest
randomized control group design. Subyek penclitian berjumlah 30 ekor tikus jantan
galur wistar yang dibagi secara acak menjadt 5 kelompok. Kelompok K1, K2, K3,
K4, dan K5. K1 ialah kelompok kontrol. K2 ialah kelompok yang hanya diberi
“overtraining ecercise”, K3, K4, dan K5 merupakan kelompok dengan aktivitas
fisik berlebihan ' diberikan Vitamin C dengan dosis 9mg/ekor, 18mg/ekor,
36mg/ekor. Hari ke 29 pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar MDA, Hb, dan
IL-6. Uji beda dilakukan dengan “One Way Anova” dan dilanjutkan dengan uji
“Post Hoc™.

Hasil: Terdapat perbedaan yang bermakna pada kadar MDA, Hb, dan IL-6 antar
kelompok (p<0,005). Pemberian Vitamin C dengan dosis 9, 18, dan 36 mg/ml/hari
menurunkan kadar MDA, menaikkan kadar Hb, dan menurunkan kadar IL-6.

Kesimpulan: Pemberian Vitamin C berpegaruh pada kadar MDA, Hb, dan IL-6
pada tikus jantan galur wistar yang diberi aktivitas fisik berlebihan.

Kata Kunci: Vitamin C, Malondialdehyde (MDA), Hemogloblin (Hb),
Interleukin-6  (IL-6)
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EFFECT OF VITAMIN C ON MALONDIALDEHYDE, HEMOGLOBLIN
AND INTERLEUKIN-6 LEVELS IN RAT MODEL OF OVERTRAINING
EXERCISE

Murni Wahyu Setyowati', Hadi Sarosa®, Atina Hussaana’

Faculty of Medicine, Sultan Agung Islamic University of Semarang

Abstract
Background: Overtraining execise requires more oxygen consumption compared

to measurable exercise. It will result in oxidative stress, decreased Hb levels, and
an inflammatory reaction leading to the need for antioxidants from outside the body
such as vitamin C. To determine the effect of the administration of vitamin C on
malondialdehyde (MDA), hemogloblin (Hb), and interleukin-6 (IL-6) levels in m

rat model of overtraining.

Method: Experimental research using a randomized control group post test design.
Performed on 30 male Wistar rats were randomly divided. into 5 groups. K1 served
as the control group. K2 undertook overtraining. K3, K4, and K5 were treated with
overtraining and vitamin C at the dose of 9, 18, 36 mg/ml/day, respectively. On day
29, blood sample was taken for the evaluation of MDA, Hb and IL-6 levels“One Way
Anova” followed by “Post Hoc” test was applied for the statistical analysis.

Results: There were significant differences in MDA, Hb and IL-6 levels among the
groups (p<0.005). The administration of vitamin C at the dose of 9 mg/ml/day, 18
mg/ml/day and 36 mg/ml/day reduced Malondialdehyde (MDA) levels, increased
Hemogloblin (Hb) levels, and reduced Interleukin-6 (IL-6) levels.

Conclusion: The administration of vitamin C affects on MDA, Hb and IL-6 level.

Keywords: Vitamin C, Malondialdehyde (MDA), Hemogloblin (Hb), Interleukin-6
(IL-6)
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Melakukan exercise adalah salah satu keperluan esensial untuk setiap
orang, jika dilakukan secara rutin dan dijadwalkan maka akan meningkatkan
kinerja berbagai sistem tubuh.! Akan tetapi, penting untuk memperhatikan
prinsip dasar latihan karena aktivitas fisik juga dapat menjadi sumber stres
fisik. Jika prinsip dasar tersebut diabaikan, hal ini dapat menyebabkan masalah
kesehatan.! Salah satu contohnya adalah "Overtraining Exercise" atau latihan
yang berlebihan.? Jenis latihan ini memerlukan lebih banyak konsumsi oksigen
dibandingkan dengan - latithan yang teratur. Saat terjadi proses fosforilasi
oksidatif] sekitar 4-5% dari oksigen yang terlibat akan mengalami transformasi
menjadi Reactive Oxygen Species (ROS). Namun, pada latihan fisik yang
berlebihan ("Overtraining Exercise"), produksi ROS dapat meningkat hingga
100 kali lipat lebih tinggi.® Peningkatan produksi radikal bebas bisa
menyebabkan rusaknya lipid, protein, dan DNA, serta mengganggu fungsi sel
yang pada akhirnya dapat mengarah pada kematian sel baik melalui nekrosis
maupun apoptosis. Hal ini juga memiliki kontribusi dalam proses patogenesis
berbagai penyakit.* Stres oksidatif merujuk pada ketimpangan antara
pembentukan radikal bebas (pro-oksidan) dan sistem pertahanan tubuh
(antioksidan).>  Stres oksidatif terjadi karena sistem antioksidan tubuh

berkurang akibat ketidakmampuan pertahanan tubuh dalam meredam produksi



radikal bebas, sehingga dibutuhkan suplai antioksidan external seperti vitamin
C. Vitamin C adalah antioksidan yang memiliki kekuatan yang signifikan
dalam mencegah proses oksidasi di dalam tubuh manusia. Vitamin C mudah
larut air dan yang paling mudah diekskresikan, namun penting untuk
memahami efek antioksidan yang dimilikinya terhadap kadar malondialdehyde
(MDA), kadar Hemogloblin (Hb) kadar interleukin-6 (IL-6), jumlah leukosit,
dan trombosit saat kondisi overtraining exercise.”

Latihan berlebihan akan menyebabkan kelelahan pada atlet, yang
membuat mereka rentan terhadap infeksi.® Dalam studi kasus pada pelari
marathon, ditemukan bahwa 33% dari total 140 atlet mengalami infeksi saluran
nafas. Program latihan bagi seorang atlet biasanya terdiri dari 5-6 sesi latihan
setiap minggunya, seringkali, pelari marathon menambahkan latihan pada pagi
dan sore hari di pusat pelatihan, yang dapat menyebabkan peningkatan hingga
enam kali lipat dalam insiden infeksi saluran nafas setelah kompetisi.
Penelitian lain juga mengindikasikan bahwa latihan berintensitas tinggi dapat
meningkatkan pergerakan neutrofil dan monosit dalam aliran darah. ® Latihan
berlebihan menyebabkan pemicuan proses peradangan pada lapisan endotel
pembuluh darah, yang dicirikan oleh pelepasan mediator peradangan seperti
sitokin, termasuk interleukin-6 (IL-6).°

Asam askorbat merupakan istilah lain dari vitamin C, adalah salah
satu yang tersering digunakan sebagai agen antioksidan. Berperan sebagai
koenzim dan kofaktor, vitamin C bermanfaat dalam melawan radikal bebas.

Secara kimiawi, vitamin C memiliki kemampuan untuk berinteraksi dengan



sebagian besar radikal bebas dan oksidan yang terdapat dalam tubuh.!® Studi
sebelumnya menunjukkan bahwa pemberian suplemen vitamin C pada dosis
1,8 mg dapat mengurangi tingkat stres oksidatif setelah perlakuan selama 14
hari pada tikus jantan galur Wistar setelah melakukan aktivitas fisik maksimal.’
Penelitian lain telah mengonfirmasi bahwa pemberian vitamin C sebanyak 500
mg selama periode 7 hari dapat meningkatkan tingkat Hemoglobin (Hb) dan
mengurangi konsentrasi Malondialdehyde (MDA) pada atlet yang terlibat
dalam aktivitas fisik yang intens.!! Memberikan dosis 500 mg vitamin C
kepada pasien Tuberkulosis (TB) selama 10 hari menyebabkan peningkatan
kadar limfosit."> Memberikan suplemen vitamin C selama 4 minggu dapat
mengakibatkan peningkatan jumlah limfosit pada pasien yang mengidap
HIV/AIDS.!3  Studi yang dilakukan oleh Dwikuntari pada tahun 2016
menyatakan bahwa pemberian dosis 1000 mg vitamin C per hari dapat
mengurangi kadar IL-6 dalam serum pada pasien pneumonia.'*

Latihan yang berlebthan meningkatkan tingkat stres oksidatif,
sehingga diperlukan jumlah antioksidan eksternal yang besar untuk meredam
dampak stres oksidatif tersebut. Malondialdehyde (MDA) adalah indikator
yang digunakan untuk mengukur tingkat stress oksidatif, yang terjadi sebagai
hasil akhir dari peroksidasi lipid.!® Stres oksidatif dapat menyebabkan
kerusakan pada jaringan, memicu respons inflamasi di sel endotel pembuluh
darah. Respons ini dicirikan dengan pelepasan mediator inflamasi seperti
sitokin, khususnya interleukin 6 (IL-6).!” Respons inflamasi yang diatur oleh

NF-KB menyebabkan peningkatan jumlah leukosit dan trombosit untuk



1.2.

1.3.

menjaga integritas sistem kekebalan tubuh.'® Untuk mengatasi kondisi
tersebut, diperlukan antioksidan eksternal seperti vitamin C untuk menekan
produksi Reactive Oxygen Species (ROS). Vitamin C berperan sebagai
kofaktor pada proses reaksi enzimatik di dalam tubuh dan memiliki potensi
untuk menambah komponen sistem imun, dengan harapan dapat
mempengaruhi kadar malondialdehyde (MDA), kadar hemoglobin (Hb), dan
kadar interleukin-6 (IL-6) pada tikus jantan galur Wistar yang mengalami

latihan fisik berlebihan.

Perumusan Masalah
Bagaimana pengaruh pemberian Vitamin C terhadap kadar

malondialdehyde (MDA), kadar Hemogloblin (Hb), dan kadar interleukin—6

(IL-6) pada tikus wistar jantan yang diberi overtraining exercise?

Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian Vitamin C terhadap kadar
malondialdehyde (MDA), kadar Hemogloblin (Hb), dan kadar
interleukin—6 (IL—6) pada tikus wistar jantan yang diberi overtraining

exercise.



1.3.2. Tujuan Khusus

1.3.2.1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian vitamin C dosis 9, 18,
36 mg/hari terhadap penurunan kadar malondialdehyde (MDA)
pada tikus jantan galur wistar yang diberi overtraining exercise.

1.3.2.2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian vitamin C dosis 9, 18,
36 mg/hari terhadap peningkatan kadar Hemogloblin (Hb) pada
tikus jantan galur wistar yang diberi overtraining exercise.

1.3.2.3. Untuk mengetahui pengaruh pemberian vitamin C dosis 9, 18,
36 mg/hari terhadap penurunan kadar interleukin—6 (IL-6) pada

tikus jantan galur wistar yang diberi overtraining exercise.

1.4. Originalitas Penelitian
Kerangka penelitian yang orisinal menyoroti perbedaan dan kesamaan

dalam domain penelitian yang diteliti oleh peneliti dengan studi-studi
sebelumnya. Hal ini bertujuan untuk menghindari duplikasi penelitian terhadap
topik yang sama, yang dapat dilihat dalam tabel 1.1.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode penelitian ~ Hasil Penelitian
Penelitian

Yuniarti,  Pengaruh Penelitian Hasil ~ menunjukkan

Elsa Latihan eksperimental, rata-rata kadar IL-6

2014"Y Submaksimal =~ Rancangan -pretest sebelum latihan
Terhadap submaksimal adalah




Kadar posttest control 4,242.8 pg/ml,
Interleukin-6 design group meningkat  menjadi
Pada Siswa 7,243,6 pg/ml setelah
Pusat latihan.  Peningkatan
Pendidikan kadar 1L-6 secara
Latihan Pelajar signifikan tinggi
Sumatera Barat secara statistik nilai
p<0,001.
Sinaga, Pengaruh Penelitian Latihan fisik maksimal
Rika Pemberian eksperimental, dapat mengurangi
Nailuvar  Vitamin C Rancangan -prefest tingkat = hemoglobin
2015" Terhadap posttest control (Hb) dan
Kadar design group meningkatkan tingkat
Malondialdehi malondialdehyde
d dan (MDA), sedangkan
Haemoglobin pemberian vitamin C
Atlet pada dapat meningkatkan
Aktivitas Fisik tingkat Hb dan
Maksimal mengurangi  tingkat

MDA pada atlet yang
melakukan latihan

fisik maksimal




Silvi Efektivitas Penelitian quasi Minuman kombinasi
Lailatul minuman experimental maltodekstrin dan
Mahfida, = kombinasi dengan rancangan vitamin C Dberefek
Istiti maltodekstrin ~ within subject pada penurunan
Kandarina, dan vitamin C design limfosit dan monosit
Arta terhadap setelah latihan selama
Farmawati hitung  jenis 30 menit
201520 leukosit  pada
atlet sepak bola
Resmanto  Pengaruh Penelitian Penclitian ini
20177 Pemberian eksperimental, menyimpulkan bahwa
Vitamin C Post test  only terjadi  peningkatan
sebagai control design jumlah leukosit pada
Antioksidan group latihan fisik maksimal,
terhadap dan vitamin C dosis 65
Jumlah mg/kgBB/hari  dapat

Leukosit dan
Trombosit
pada Latihan
Fisik
Maksimal.
(Penelitian

Eksperimental

meningkatkan jumlah
trombosit pada latihan

fisik maksimal.




Laboratorium

pada  Mencit

(Mus

musculus)
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Setelah maksimal.

Melakukan

Aktivitas Fisik
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Oleh karena itu, perbedaan antara penelitian-penelitian dalam tabel 1.1
adalah bahwa belum ada yang menginvestigasi dampak pemberian antioksidan
vitamin C terhadap tingkat malondialdehyde (MDA), hemoglobin (Hb), dan
interleukin-6 (IL-6) pada tikus wistar jantan yang mengalami overtraining

exercise.

1.5. Manfaat Penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis

Dapat menjawab dampak pemberian vitamin C terhadap
penurunan - tingkat - malondialdehyde (MDA), peningkatan tingkat
hemoglobin (Hb), dan penurunan tingkat interleukin-6 (IL-6) pada tikus
jantan galur Wistar yang menjalani overtraining exercise merupakan
langkah dalam pengembangan ilmu.

1.5.2. Manfaat Praktis
Mengembangkan penggunaan vitamin C sebagai antioksidan

untuk meningkatkan fungsi kekebalan atau sistem imunitas tubuh.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Latihan Fisik
2.1.1. Definisi

Latihan fisik, yang berasal dari kata "exercise" dalam Bahasa
Inggris, merujuk pada aktivitas gerakan tubuh yang melibatkan otot
rangka dan memerlukan penggunaan energi. ! Kombinasi umum dari
latihan fisik meliputi dua jenis aktivitas, yakni aktivitas anaerobik dan
aerobik.?

Latihan aerobik merupakan salah satu cara latihan guna
mendapatkan oksigen sebanyak — banyaknya.?* Dalam aktivitas aerobik,
pembentukan ATP sebagai sumber energi sangat tergantung pada
ketersediaan oksigen. Beberapa contoh aktivitas aerobik meliputi
berenang, berlari, dan bersepeda.”> Sedangkan untuk latihan anaerobik
tidak membutuhkan oksigen dalam Kegiatannya membentuk sumber
energi.?® Energi yang diperoleh dalam kegiatan anaerobik berasal
dari otot yang berkontraksi tanpa memerlukan oksigen yang
dihirup. Beberapa contoh kegiatan anaerobik termasuk lari sprint
jarak pendek, angkat beban, dan High Intensity Interval Training

(HIT).>
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2.1.2.Latihan Fisik Berlebihan (Overtraining Excercise)

Latihan fisik berlebihan (overtraining exercise) merupakan sebuah
aktivitas berlebihan yang disebabkan karena frekuensi aktivitas yang
terlalu sering dan durasi aktivitas yang terlalu panjang.?® Jika latihan
dilakukan tujuh kali dalam seminggu, itu dianggap memiliki frekuensi
yang sangat tinggi, sedangkan jika latihan dilakukan hanya sekali dalam
seminggu, itu dianggap memiliki frekuensi yang sangat rendah.?’

Overtraining exercise dapat meningkatkan produksi radikal bebas,
yang mengakibatkan terjadinya stres oksidatif. Ketika seseorang terlalu
banyak berlatih fisik (overtraining exercise), kebutuhan oksigen dalam
tubuh bisa meningkat hingga 100-200 kali lipat dari kondisi istirahat,
yang dapat mengakibatkan penurunan fungsi sistem kekebalan tubuh.°
Saat melakukan latihan fisik berlebihan (overtraining exercise), terdapat
beberapa jalur potensial yang terkait dengan produksi oksidan di dalam
tubuh, yang meliputi:

Tabel 2.1 Jalur Potensial Pembentukan Oksidan>!

Jalur Mekanisme

Fosforilasi Oksidatif | Kebutuhan oksigen yang meningkat bisa
menyebabkan kebocoran elektron dalam
aliran elektron di mitokondria, yang pada
gilirannya menyebabkan pembentukan anion

superoksida.
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Xanthin Oksidase

Ketika jantung mengalami fase iskemia yang
kemudian diikuti oleh reperfusi, ATP
mengalami degradasi menjadi AMP. Kondisi
ketika oksigen terbatas mengakibatkan AMP
berubah menjadi hipoksantin, Setelah itu,
anion superoksida bisa berubah menjadi
xantin dan asam urat melalui tindakan enzim
xantin oksidase. Proses ini juga dapat
berpotensi memicu pembentukan radikal

superoksida dan radikal hidroksil.

Autooksidasi

Setelah mencapai aktivitas fisik maksimum,
peningkatan katekolamin melalui aktivasi -
adrenergik akan menghasilkan Reactive
Oxygen Species (ROS). Oksihemoglobin
akan mengalami transformasi menjadi
methemoglobin, yang memicu pembentukan

radikal superoksida.

Respon inflamasi

Latihan fisik yang mengakibatkan kerusakan
jaringan akan memicu aktivasi sel-sel
inflamasi,  berperan  sebagai  sumber
tambahan produksi Reactive Oxygen Species

(ROS).
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2.2, Vitamin C
2.2.1. Definisi Vitamin C

Vitamin C diproduksi dari glukosa dalam hati pada semua
mamalia, kecuali manusia. Ini disebabkan oleh ketiadaan enzim
gluonolaktone oksidase yang diperlukan untuk mengubah precursor
vitamin C, yaitu 2-keto-1-gulonolakton, menjadi vitamin C. Oleh karena
itu, di dalam tubuh manusia tidak dapat memproduksi vitamin c secara
alamiah.>?

Vitamin C adalah senyawa karbon yang larut dalam air dan
memiliki rumus kimia C6H806. Dalam kondisi yang tidak dicampur
dengan bahan lain, vitamin C cenderung mudah teroksidasi dan bisa
berubah secara - terbalik menjadi asam dechidro-L-askorbat dengan
kehilangan dua atom hidrogen. Dengan berat molekul 176, vitamin C
dapat dengan mudah teroksidasi oleh panas, logam, dan cahaya. Vitamin
C tidak larut dalam lemak dan cenderung terurai oleh oksigen dalam
larutan basa. Namun, vitamin C tetap stabil dalam larutan netral jika tidak

terpapar oksigen.*

2.2.2.Fungsi Vitamin C
Nama lain dari Vitamin C adalah asam askorbat, merupakan salah
satu antioksidan alami yang mudah diperoleh dan tersedia dengan harga
yang terjangkau jika dikonsumsi dari sumber alami. Sebagai antioksidan,

vitamin C berperan dalam mengikat molekul oksigen (O2), sehingga
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mencegah terjadinya reaksi oksidasi (oxygen scavenger).3* Vitamin C
sendiri sudah lama dipercaya memiliki kemampuan sebagai antioksidan
dan merupakan vitamin yang paling populer dikalangan masyarakat
awam dibandingkan dengan vitamin lainnya. Vitamin C merupakan
antioksidan alami yang larut dalam air, sehingga lebih efektif dalam
melawan radikal bebas, baik sebagai antioksidan primer maupun
sekunder. Dalam tubuh, asam askorbat bertindak sebagai antioksidan
primer dengan menyumbangkan atom hidrogen. Selain itu, vitamin C
juga penting dalam sintesis kolagen, Sebuah protein yang melimpah
terdapat dalam tulang rawan, kulit, dentin, dan endotelium vaskular.
Peranannya dalam pemulihan luka dan kemampuan tubuh untuk
melawan infeksi-dan stres juga harus diperhatikan.?’

Asupan Vitamin C yang direkomendasikan untuk memenuhi
kebutuhan nutrisi antara 45mg/hari — 90mg/hari. Sedangan untuk
kebutuhan Vitamin C sebagai suplementasi yaitu 500mg/hari —

2000mg/hari.*®

2.3. Malodiandehyde (MDA)
2.3.1. Definisi
Malondialdehyde (MDA) terbentuk sebagai hasil akhir dari
oksidasi lipid yang diinduksi oleh radikal bebas selama exercise

maksimal yang intens. Oleh karena itu, untuk mengevaluasi tingkat
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radikal bebas dan kapasitas oksidasi tubuh secara tidak langsung,
pengukuran kadar MDA sering digunakan sebagai indikator utama.>’
Malondialdehyde (MDA) terbentuk melalui peroksidasi lipid,
dimulai dengan kehilangan atom hidrogen (H) dari molekul lipid tak
jenuh dalam rantai panjang oleh gugus radikal hidroksil (OH).
Mekanisme tersebut menjadikan lipid sebagai radikal, yang akan
bereaksi dengan atom oksigen (O2) membentuk radikal peroksil (OO).
Akhirnya, ini menghasilkan Malondialdehyde (MDA) dengan ikatan tak

jenuh lebih dari tiga.*®
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Gambar 2.1 Mekanisme pembentukan Malodiandehyde (MDA)?®
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2.3.2. Metode Pengukuran MDA

Konsentrasi Malondialdehyde (MDA) bisa diukur dengan
mengadopsi modifikasi metode uji asam tiobarbiturat (TBA)
menggunakan spektrofotometri. Dalam metode ini, 400 pl sampel
dideproteinasi dengan menambahkan 200 pl trichloroacetic acid (TCA)
20%. Selanjutnya, sampel diinkubasi pada suhu 96°C selama 10 menit
setelah ditambahkan 400 ul larutan TBA 0,67%. Setelah inkubasi,
sampel didinginkan hingga suhu ruang, dan serapan diukur pada panjang
gelombang 532 nm setelah proses pengvortexan dan sentrifugasi

supernatan pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit.>

2.4. Pengaruh Latihan Fisik Berlebihan (Overtraining Excercise) terhadap
Peningkatan ROS dan Kadar MDA

Reactive Oxygen Species (ROS) adalah molekul yang sangat reaktif
secara oksidatif yang dibuat di dalam mitokondria, terdiri dari radikal bebas
dan molekul nonradikal. Enzim lipoksigenase ikut serta dalam pembentukan
radikal bebas.*!

Selama aktivitas fisik maksimal (Overtraining Exercise), terdapat dua
mekanisme pembentukan radikal bebas. Mekanisme pertama melibatkan
pelepasan elektron superoksida dari mitokondria. Hal tersebut terjadi karena
adanya peningkatan konsumsi oksigen 20 — 100 kali saat melakukan aktifitas
fistk  maksimal (Overtraining Excercise) sehingga memicu pembentukan

radikal bebas diberbagai jaringan tubuh. Kondisi ini terjadi karena adanya
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proses iskemia perfusi ketika seseorang melakukan aktivitas fisik maksimal
(Overtraining Exercise), proses tersebut melibatkan periode relatif hipoksia
pada organ-organ seperti ginjal, hati, dan usus yang tidak sedang aktif. Hal ini
dilakukan untuk mengarahkan aliran darah ke otot dan kulit sebagai respons
terhadap aktivitas yang sedang berlangsung.*?

Reactive oxygen species memiliki kapasitas untuk merusak sel.
Membrane lipid akan rusak melalui rangkaian reaksi peroksidasi lipid, ini
disebabkan oleh membran sel kaya akan polyunsaturated fatty acid (PUFA).
Proses peroksidasi lipid pada membran dapat mengakibatkan kenaikan
permeabilitas membran sel, menurunnya transportasi kalsium di retikulum
sarkoplasma, terganggunya fungsi mitokondria dan enzim, bersama dengan
pembentukan metabolit yang bersifat beracun.*? Jika peningkatan radikal bebas
dalam tubuh melewati ambang batas kemampuan tubuh untuk menetralkannya,
dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan. Ketika asam lemak terputus,
reactive oxygen species dapat menghasilkan berbagai senyawa yang bersifat
toksik bagi sel, termasuk Malondialdehida (MDA). MDA yang dihasilkan akan
dibebaskan ke dalam sirkulasi darah, sehingga kadar MDA dalam darah dapat
berfungsi sebagai penanda tidak langsung dari peningkatan Reactive Oxygen
Species. Proses peroksidasi lipid menghasilkan MDA sebagai produk akhir,
yang sering dipakai sebagai biomarker biologis dari peroksidasi lipid dan

mencerminkan tingkat stres oksidatif.**
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2.5. Kadar Hemoglobin (Hb)
2.5.1. Definisi

Hemoglobin (Hb) adalah protein tertramerik yang terdapat dalam
eritrosit dan mengikat molekul heme, yang merupakan senyawa porfirin
dengan inti besi. Hemoglobin memiliki peran krusial dalam tubuh
manusia, seperti sebagai transporter oksigen ke jaringan, pembawa
karbon dioksida, dan proton carrier dari jaringan perifer ke organ
pernapasan. Apabila jumlah Hemoglobin (Hb) dalam eritrosit menurun,
kemampuan eritrosit untuk mengangkut oksigen ke seluruh jaringan
tubuh akan menurun juga, yang dapat mengakibatkan kekurangan
oksigen atau anemia.

Di tengah molekul Hemoglobin (Hb), terdapat sebuah porfirin
cincin heterosiklik yang mengandung satu atom besi yang berikatan
dengan oksigen. Porfirin ini; yang mengandung besi, dikenal sebagai
heme. Setiap subunit Hemoglobin (Hb) memiliki satu molekul heme,
sehingga secara total, Hemoglobin (Hb) dapat membawa empat molekul
oksigen. Zat besi yang terikat pada molekul heme berperan dalam
transportasi oksigen dan karbon dioksida melalui darah, dan gugus heme
ini memberikan warna merah pada darah. Struktur Hemoglobin (Hb)
terdiri dari empat kelompok heme dan empat rantai polipeptida yang
secara keseluruhan memiliki 574 asam amino. Rantai polipeptida ini

terdiri dari dua rantai o dan dua rantai , dimana masing-masing

18



mengikat satu kelompok heme. Tiap rantai a mengandung 141 asam

amino, sementara tiap rantai B mengandung 146 asam amino.*®
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Gambar 2.2 Stuktur Hemoglobin 47

2.6. Pengaruh Latihan Fisik Berlebihan (Overtraining Excercise) terhadap

Kadar Hb

Latihan fisik berlebihan (Overtraining Excercise) memicu terbentuknya
radikal bebas yang sangat reaktif dan tidak terkontrol sehingga mengakibatkan
terjadinya ikatan silang (cross — link) pada DNA, protein dan lipid. Kerusakan
membrane sel terjadi karena terganggunya fluiditas dan permeabilitas akibat
peroksidasi lipid di membrane sel. Protein dapat mengalami kerusakan
langsung akibat paparan radikal bebas yang mempengaruhi beragam jenis
protein, mengacaukan aktivitas enzim serta fungsi struktural protein.?’

Melakukan latihan fisik dapat meningkatkan tingkat metabolisme, yang
menghasilkan peningkatan produksi ion hidrogen dan asam laktat dapat terjadi,

yang mengakibatkan penurunan pH dalam tubuh. Akibatnya, afinitas antara
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2.7.

oksigen dan hemoglobin dapat berkurang. Sebagai akibatnya, emoglobin akan
melepaskan oksigen lebih banyak, meningkatkan suplai oksigen ke otot.
Peningkatan pengiriman oksigen ini pada akhirnya dapat mengakibatkan
penurunan kadar hemoglobin.*8

Selain itu latihan fisik berlebihan (Overtraining Excercise) yang
dilakukan juga dapat menyebabkan kerusakan eritrosit karena adanya stress
oksidatif yang terjadi. Eritrosit akan sangat mudah mengalami hemolisis saat
terjadinya proses peroksidasi lipid pada membrane sel. Terjadinya hemolisis
pada eritrosit ini akan membuat haemoglobin terbebas dan akan membuat
kadar haemoglobin pada eritrosit menurun dan jika kondisi ini terjadi terus

menurun maka akan menyebabkan sport anemia.*’

Interleukin — 6 (IL-6)
2.7.1.Definisi Interleukin — 6 (IL-6)

Interleukin-6 (IL-6) adalah sitokin yang memiliki efek beragam,
termasuk mengatur pertumbuhan sel, koordinasi interaksi antarsel, serta
merangsang reaktivitas imun dalam kedua jenis imunitas, baik
nonspesifik maupun spesifik. Produksi IL-6 berasal dari berbagai jenis
sel, seperti sel T, makrofag, osteoblas, sel pembuluh darah, dan sel otot
halus di tunika media. >

Interleukin-6 (IL-6) merupakan jenis sitokin yang dikategorikan
sebagai pro-inflamasi. Karena itu, IL-6 sering dijadikan indikator untuk

mengevaluasi tingkat peradangan pada sel endotel di pembuluh darah.>!
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Konsentrasi normal Interleukin-6 (IL-6) dalam serum biasanya kurang
dari 4 pg/ml. Jika kadar IL-6 meningkat, ini menunjukkan adanya proses
inflamasi dalam tubuh. Peningkatan IL-6 dapat mengakibatkan kenaikan
suhu tubuh, dan jika peningkatannya bersifat kronis, dapat menyebabkan

kerusakan jaringan yang disertai dengan peradangan. >

2.7.2.Cara Pengukuran Interleukin — 6 (IL-6)

Konsentrasi Interleukin-6 (IL-6) dapat diukur dengan metode
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), sebuah metode
biokimia dalam konteks bidang imunologi yang digunakan untuk
mengidentifikasi antibodi atau antigen pada sampel yang spesifik. Nilai
normal Interleukin-6 (IL-6) yang diukur dengan ELISA adalah kurang

dari 11 nanogram per mililiter (ng/mL).>*

2.8. Pengaruh Latihan Fisik Berlebihan (Overtraining Excercise) terhadap
Kadar Interleukin — 6
Latihan fisik yang berlebihan dan menyebabkan kelelahan dapat
menciptakan stres oksidatif merujuk pada ketidakseimbangan antara produksi
radikal bebas dan sistem pertahanan antioksidan tubuh, dapat memicu respons
inflamasi, yang pada gilirannya dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan.
Reaksi inflamasi yang diinduksi oleh latihan fisik yang berlebihan memicu
terbentuknya sel-sel inflamasi seperti neutrofil, yang kemudian menjadi

sumber tambahan produksi reactive oxygen species (ROS).>
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2.9.

Proses inflamasi yang terjadi pada sel endotel pembuluh darah,
terjadinya reaksi inflamasi ditandai oleh pelepasan mediator-mediator
inflamasi seperti interleukin-6 (IL-6), salah satu jenis sitokin proinflamasi yang
berperan dalam respons inflamasi. Oleh karena itu, IL-6 dapat berfungsi
sebagai indikator untuk mengevaluasi tingkat inflamasi pada sel endotel
pembuluh darah yang disebabkan oleh mikrotrauma selama latihan fisik
berlebihan (Overtraining Exercise), yang menyebabkan peningkatan kadar

IL-6.%

Pengaruh Vitamin C terhadap Kadar MDA, Kadar Hb, dan Kadar
Interleukin-6 pada Aktivitas Fisik Berlebihan

Vitamin C berperan dalam menetralkan stres oksidatif dalam tubuh
dengan cara donasi atau transfer elektron. Ini efektif dalam melawan
peroksidasi lipid yang disebabkan oleh penumpukan Reactive Oxygen Species
(ROS). Vitamin C berperan dengan menyumbangkan elektron untuk mencegah
oksidasi senyawa lainnya, dan juga menghentikan pembentukan anion
superoksida, radikal hidroksil, dan lipid hidroperoksida. Ketika diberikan
sebagai antioksidan eksternal, vitamin C mampu mengurangi jumlah radikal
bebas dalam tubuh, menghambat peroksidasi lipid, dan mencegah kerusakan
sel. Akibatnya, kadar Malondialdehyde (MDA) yang meningkat karena stres
oksidatif dapat ditekan.

Vitamin C berperan sebagai antioksidan yang dapat menghambat

peroksidasi lipid pada membran sel, yang mencegah penghancuran sel darah
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merah dan pelepasan hemoglobin. Ini menghindari penurunan kadar
hemoglobin dalam darah. Kekurangan asupan antioksidan dalam tubuh dapat
menyebabkan eritrosit mudah pecah atau mengalami hemolisis, yang berujung
pada penurunan kadar Hb.#

Latihan fisik berlebihan dapat memicu peningkatan produksi reactive
oxygen species (ROS) karena peningkatan tingkat metabolisme aerobik dan
kekurangan pasokan oksigen dalam tubuh, yang menyebabkan stres oksidatif.
Kekurangan oksigen dalam tubuh dapat memicu stres oksidatif yang
menginduksi reakst inflamasi pada sel endotel pembuluh darah, yang dicirikan
oleh pelepasan mediator inflamasi seperti sitokin proinflamasi, terutama
Interleukin-6 (IL-6). Karena itu, konsentrasi Interleukin-6 (IL-6) dapat
berfungsi sebagai indikator mengevaluasi tingkat inflamasi pada sel endotel
pembuluh darah sebagai respons terhadap mikrotrauma otot yang diakibatkan

oleh aktivitas fisik yang berlebihan.?®
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Latihan berlebihan adalah kegiatan yang meningkatkan kebutuhan
oksigen, menyebabkan kebocoran elektron dari sistem transportasi
mitokondria, dan menghasilkan radikal bebas yang termasuk dalam ROS.!
Peningkatan ROS dapat menghancurkan lipid, protein, DNA dan
mengakibatkan nekrosis atau apoptosis yang turut berperan dalam patogenesis
berbagai penyakit.” Peningkatan apoptosis hematopoetic stem cell meningkat
yang mengakibatkan peningkatan kadar Hemoglobin (Hb). Kebutuhan otot
terhadap oksigen meningkat saat melakukan overtraining exercise sekitar 100-
200 kali lipat daripada saat beristirahat. Selama melakukan latihan aerobik,
terjadi peningkatan konsentrasi oksigen dalam darah yang merupakan hasil
sekunder dari peningkatan output jantung karena hipertrofi otot jantung. Hal
ini memungkinkan pembentukan lebih banyak hemoglobin (Hb), serta
perkembangan sistem pernapasan selama latihan aerobik.>!

ROS meruakan molekul oksidatif yang sangat reaktif yang sebagian
besar dihasilkan di dalam mitokondria. Mereka terdiri dari dua kelompok
utama: radikal bebas dan nonradikal. Radikal bebas meliputi radikal hidroksil
(‘OH), anion superoksida (-O2-), dan radikal peroksil (-RO2), sementara
nonradikal mencakup hidrogen peroksida (H202) dan peroksida organik

(ROOH).» Enzim lipoksigenase juga dapat berkontribusi dalam pembentukan
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radikal bebas.>® Sistem aerobik adalah suatu proses oksidasi ini terjadi di dalam
mitokondria untuk menghasilkan energi. Proses ini melibatkan bahan makanan
seperti glukosa, asam lemak, dan asam amino, yang diambil dari makanan
berinteraksi dengan oksigen melalui beberapa tahap metabolisme untuk
menghasilkan energi yang signifikan. Energi ini kemudian dimanfaatkan untuk
mengubah adenosine monofosfat dan adenosine difosfat menjadi adenosine
trifosfat (ATP). ATP yang dihasilkan melalui proses metabolisme aerobik
dapat digunakan untuk mendukung aktivitas fisik dalam jangka waktu yang
cukup lama. #®

Reactive oxygen species (ROS) menyebabkan kerusakan pada
peroksidasi lipid dapat menyebabkan kerusakan peristiwa pada lapisan lipid
membran melalui serangkaian reaksi oksidasi lipid.** Hal ini terjadi akibat
membran sel memiliki tingkat peroksidasi lipid yang tinggi, yang dapat
mengakibatkan meningkatnya permeabilitas membran sel, menurunnya
transportasi kalsium dalam retikulum sarkoplasma, terganggunya fungsi
mitokondria ' serta enzim, - terbentuknya metabolit karena keberadaan
polyunsaturated fatty acid (PUFA) yang bersifat beracun.®! Ketika peroksidasi
lipid terjadi, konsentrasi MDA dalam tubuh meningkat. MDA berperan sebagai
indikator aktivitas radikal bebas yang diproduksi oleh stres oksidatif dalam
tubuh. >3

Latihan berlebihan dapat mengubah banyak jalur pensinyalan sel yang
terlibat dalam aktivasi, termasuk NF-kB dan activatory protein-1 (AP-1).

Faktor-faktor ini memengaruhi regulasi pembentukan kemokin inflamasi dan
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apoptosis. Stress oksidatif dapat merusak dinding sel endotel pembuluh darah
dan menyebabkan proses peradangan dengan pelepasan mediator proinflamasi
seperti sitokin.!! Cytokine proinflammatory seperti TNF-o, IL-6, dan IL-1j
yang dihasilkan oleh makrofag tipe 1 (M1) bertugas untuk merangsang sel
inflamasi. Proses ini melibatkan diferensiasi monosit menjadi makrofag yang
kemudian bergerak menuju area luka dengan bantuan monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1). Makrofag, yang memiliki peran krusial
dalam proses penyembuhan luka, berfungsi untuk menelan bakteri dan materi
mati. Kemudian, mereka dapat mengalami diferensiasi menjadi makrofag
efferositosis (M2), yang menghasilkan sitokin antiinflamasi seperti 1L-4, IL-
10, dan IL-13. %

Stres oksidatif dapat diredakan dengan menggunakan antioksidan, di
antaranya adalah vitamin C yang merupakan antioksidan eksternal dan
merupakan substansi di dalam tubuh yang akan melawan munculnya radikal
bebas. Antioksidan dalam vitamin € juga mampu mencegah peroksidasi lipid
pada membran sel, yang dapat mencegah hemolisis eritrosit dan pelepasan
hemoglobin, sehingga dapat menjaga kadar hemoglobin dalam darah tetap
stabil. Vitamin C bertindak sebagai donor elektron, mampu menyumbangkan
elektron pada proses biokimia sel. Vitamin C dapat secara langsung menyerap
radikal bebas oksigen, entah dengan atau tanpa bantuan enzim katalisator.
Tingkat kecepatan reaksinya terhadap senyawa oksigen reaktif lebih tinggi

daripada komponen lainnya. Selain itu, vitamin C juga melindungi
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makromolekul penting dari oksidasi, sehingga dapat mengurangi kadar MDA,

meningkatkan kadar hemoglobin, dan menurunkan IL-6.%

o
UNISSULA
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Vitamin C
Kadar
malondialdehida
\ 4
Akt1v1tas' F.1s1k Berleplh s Kb
(Overtraining Exercise) e
Kadar
Interleukin-6

Gambar 3.2 Skema Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis
Pemberian Vitamin C memiliki dampak terhadap pengurangan kadar
malondialdehyde (MDA), peningkatan kadar Hemoglobin (Hb), dan
penurunan kadar interleukin-6 (IL-6) pada tikus jantan galur Wistar yang

mengalami overtraining exercise.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan eksperimen, dengan rancangan penelitian
menggunakan post-test only control group design, melibatkan tikus galur

Wistar sebagai subjek penelitian.

oK
L) e)
e S0

-~ SN f 5| ox3
L, k4 }——»[ OK4]
=

Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S : Subyek penelitian

R : Pengelompokan secara acak dilakukan menjadi lima kelompok

K1 : Kelompok yang hanya diberi pakan standar tanpa menjalani latihan
fisik berlebihan.

K2 : Kelompok yang diberi pakan standar dan menjalani latihan fisik
berlebihan.

K3 : Kelompok perlakuan yang menerima suplemen vitamin C dosis

9mg/hari dan menjalani latihan fisik berlebihan.
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4.2.

K4

OK1

OK2

OK3

OK4

OK5

: Kelompok perlakuan yang menerima suplemen vitamin C dosis
18mg/hari dan menjalani latihan fisik berlebihan. K5

Kelompok perlakuan yang menerima suplemen vitamin C dosis
36mg/hari dan menjalani latihan fisik berlebihan.

: Pengamatan dilakukan pada kelompok control negatif

: Pengamatan dilakukan pada kelompok control positif
: Pengamatan dilakukan pada kelompok perlakuan 1
: Pengamatan dilakukan pada kelompok perlakuan 2

: Pengamatan dilakukan pada kelompok perlakuan 3

Populasi dan Teknik Pengambilan Sampel

4.2.1.

4.2.2.

Populasi

Populasi penelitian terdiri dari tikus jantan galur Wistar di PAU,
Universitas Gajah Mada, Yogyakarta. Tikus disimpan dengan
memberikan pakan pellet sesuai standar yang telah ditetapkan dan
diberikan air minum berupa akuades pada suhu kamar sekitar 28° — 32°
C, dengan ventilasi yang memadai dan lingkungan yang cukup. Sebelum

mendapatkan perlakuan, tikus kemudian diadaptasi selama satu minggu.

Teknik Pengambilan Sampel

4.2.2.1. Kriteria Inklusi

a. Tikus jantan
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b. Tikus yang aktif, sehat, dengan perilaku dan aktivitas
normal
¢. Umur 8 minggu

d. Memiliki berat badan antara 150 hingga 200 gram

4.2.2.1. Kriteria Ekslusi
a. Tikus mati

b. Tikus mengalani kondisi sakit selama proses perlakuan

4.2.3.Jumlah Sampel
Menurut pedoman WHO, jumlah sampel minimal adalah 5 ekor
per kelompok dengan tambahan cadangan sebesar 10% (1 ekor). Sampel
dipilih secara acak menggunakan metode alokasi random sampling dan
kemudian dibagi menjadi 5 kelompok. Total tikus yang digunakan dalam

penelitian ini adalah 30 ekor.

4.3. Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel

4.3.1.1. Variabel Bebas
Pemberian Vitamin C
4.3.1.2. Variabel Tergantung
1) Kadar malondialdehyde
2) Kadar HB

3) KadarIL-6

32



4.3.1.3. Variabel Prakondisi

Latihan fisik yang dilakukan adalah berenang selama sekitar

30 menit.

4.4. Definisi Operasional
4.4.1.Vitamin C
Pemberian vitamin C dengan dosis 9 mg/hari, 18 mg/hari, dan
36mg/hari di sonde sebelum melakukan aktivitas fisik berat selama 28
hari.

Skala : Rasio

4.4.2. Malondialdehyde (MDA)
Malondialdehyde (MDA) adalah produk akhir dari peroksidasi lipid.
Dalam penelitian ini, MDA digunakan sebagai penanda stres oksidatif.
Konsentrasi MDA diukur dalam sampel darah pada hari ke-29 dengan
metode TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) dan
pembacaan dilakukan pada spektrofotometer pada panjang gelombang
532 nm. Hasilnya dilaporkan dalam satuan nmol/mL

Skala : Rasio

4.4.3. Kadar Hb

Kadar Hb dalam darah hewan coba yang diambil pada hari ke 29

penelitian dan dinyatakan dalam satuan sel/mm?, yang diperiksa
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menggunakan Automatic Hematology Analizer.

Skala : Rasio

4.4.4. Kadar Interleukin-6 (I1L-6)

Banyaknya IL-6 di dalam serum darah hewan coba yang diambil pada

hari ke 29 pada penelitian dan dinyatakan dalam satuan ng/mL yang

diukur menggunakan metode ELISA.

Skala : Rasio

4.5. Instrumen dan Bahan Penelitian

4.5.1.Peralatan Penelitian

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Kandang tikus dengan tempat pakan dengan ukuran P: 40cm,
L: 30cm, T: 30cm

Timbangan tikus “Nigushi Scale”

Mikroskop cahaya

Gunting kecil

Pinset sirurgik

Pisau silet

Gelas obyek

Cawan petri

Sarung tangan

10) Kapas counter

11) Pipet tetes
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12) Tabung ependorf

13) Kamera digital

14) Spektrofotometer

15) Reagen TBA untuk mengukur MDA
16) ELISA reader

17) Hematologi Autoanalizer.

4.5.2.Hewan Coba
Tikus Wistar jantan yang akan digunakan dalam penelitian ini memiliki
usia 8 minggu dan berat badan antara 150 hingga 200 gram. Tikus Wistar
jantan ini diperoleh dari pembiakan di PAU, Universitas Gajah Mada,
Yogyakarta. Sebanyak 30 ekor tikus-jantan Wistar dipilih dari hasil

pembiakan sebagai subjek penelitian.

4.6. Cara Penelitian
4.6.1. Proses Pembuatan dan Cara Pemberian Vitamin C
Dosis vitamin C disesuaikan dengan berat tikus, dihitung menjadi
9 mg/ekor/hari, 18 mg/ekor/hari, dan 36 mg/ekor/hari. Dalam penelitian
ini, bubuk vitamin C dilarutkan ke dalam air destilasi dengan rasio 2 ml
per ekor.
4.6.2. Perlakuan Hewan Coba
Penelitian ini melibatkan 30 tikus jantan Wistar berusia 8 minggu

dengan berat badan 150 - 200 gram. Tikus-tikus ini dikelompokkan
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menjadi 5 kelompok, dengan masing-masing kelompok menerima

perlakuan tertentu. Maisng — masing kelompok terdapat 6 tikus jantan

Wistar. Perincian pembagian kelompok adalah sebagai berikut:

1.

Kelompok 1: 6 ekor tikus jantan Wistar diberi pakan standar
tanpa menjalani latihan fisik berlebihan

Kelompok 2: 6 ekor tikus jantan Wistar diberi pakan standar dan
menjalani latihan fisik berlebihan selama 28 hari.

Kelompok 3: 6 ekor tikus jantan Wistar diberi pakan standar
dengan penambahan  vitamin C dosis 9 mg/ekor/hari dan
menjalani latihan fisik berlebihan selama 28 hari.

Kelompok 4: 6 ekor tikus jantan Wistar diberi pakan standar
dengan penambahan vitamin -C dosis 18 mg/ekor/hari dan
menjalani latihan fisik berlebihan selama 28 hari

Kelompok 5: 6 ekor tikus jantan Wistar diberi pakan standar
dengan penambahan vitamin C dosis 36 mg/ekor/hari dan

menjalani latthan fisik berlebihan selama 28 hari.

Pada hari ke-29, dilakukan pengambilan darah dari tikus jantan

Wistar untuk pemeriksaan enzim malondialdehyde, kadar Hb, dan

kadar Interleukin-6.
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4.7. Alur Penelitian

Tikus Wistar Jantan. 30 Ekar
Adaptasi
K1 K2 K3 K4 K5
6 Ekar, 6 Ekar, 6 Ekor, 6 EKor, 6 Ekar,
Pakan Pakan Pakan, Pakan.
standas Rakan standart standas. © standar.+
tanpa. WT vitamin C vitamin C vitamin C
overtrainzirglg ovelrtramzuszg bﬁg/@k@d ézglg/ ckor/ ;ggg/ ekor/
bari hagi 28hari + 28hari + 28hari +
overtraining overtraining overtraining

A

Hari k¢, 29 dilaknkan. pemeriksaan kadar enzino MDA, Kadar Hb dan Kadar IL - 6

Analisa Data

Gambar 4.2 Skema Alur Penelitian




4.8.

4.9.

4.10.

Teknik Pengambilan Data

Data dalam penelitian ini dikumpulkan menggunakan teknik observasi.
Dalam teknik observasi, peneliti secara langsung mengamati tikus Wistar
jantan dan mencatat semua perubahan atau aspek yang relevan dengan tujuan

penelitian.

Tempat dan Waktu Penelitian
a. Penelitian dilakukan menggunakan tikus sebagai hewan uji di PAU
Universitas Gajah Mada, Yogyakarta
b. Pemeriksaan MDA, Hb, dan IL. — 6 dilakukan di PAU Universitas
Gadjah Mada, Yogyakarta.
c. Penelitian dilakukan selama periode 28 hari pada bulan Oktober -

November 2023

Analisis Data

Penelitian ini melakukan perbandingan rata-rata parameter, yakni kadar
enzim MDA, kadar Hb, dan kadar IL-6 pada empat kelompok pada hari ke-
29. Data disajikan secara deskriptif, dan uji Shapiro-Wilk digunakan untuk
menilai normalitas distribusi data. Homogenitas antar kelompok diuji
menggunakan uji Levene. Untuk menentukan signifikansi pengaruh
perlakuan terhadap kadar enzim MDA, kadar Hb, dan kadar IL-6, dilakukan
analisis one-way ANOVA. Analisis data untuk membandingkan perbedaan

antar setiap kelompok dilakukan dengan uji post hoc.
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BAB YV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
Telah dilakukan studi di PAU Universitas Gadjah Mada Yogyakarta

yang mengevaluasi pengaruh pemberian vitamin C terhadap kadar
malondialdehyde (MDA), kadar hemoglobin (Hb), dan kadar interleukin—6
(IL-6) pada tikus jantan galur Wistar yang diberi latihan fisik berlebihan
selama 28 hari. Latihan fisik berlebthan dalam penelitian ini dilakukan dengan
sesi renang selama 30 menit setiap harinya. Total 30 tikus jantan galur Wistar
dipilih secara acak dan dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok pertama
(control negatif) hanya diberi pakan standar tanpa exercise berlebihan.
Kelompok kedua hanya diberi pakan standar dan menjalani exercise
berlebihan. Kelompok ketiga diberi pakan standar ditambah vitamin C dengan
dosis 9 mg/ekor/hari dan latihan fisik berlebihan. Kelompok keempat diberi
pakan standar ditambah vitamin C dengan dosis 18 mg/ekor/hari dan latihan
fisik berlebihan. Kelompok kelima diberi pakan standar ditambah vitamin C
dengan dosis 36 mg/ekor/hari dan exercise berlebihan. Exercise berlebihan
yang dilakukan yaitu renang selama 30 menit setiap harinya selama periode 28
hari.

Pada hari ke — 29, tikus jantan wistar diambil darahnya melalui vena
orbita sebanyak 2ml guna pemeriksaan kadar Malondialdehyde, kadar Hb, dan
kadar [Interleukin-6. Kadar Malondialdehyde diukur dengan menggunakan

metode TBARS dibaca pada spektofotometer 532nm sedangkan untuk kadar
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Hb diukur dengan menggunakan Automatic Hematology Analizer. Dan untuk
kadar  Interleukin-6 diukur dengan menggunakan ELISA. Untuk hasil

penelitian tersebut tertera pada tabel 5.1.

TABEL 5.1 Hasil Analisis Rerata Kadar Malondialdehyde (MDA), Kadar
Hemogloblin (Hb), Dan Kadar Interleukin—6 (1L—6)

Kelompok

K1 K2 K3 K4 K5 Sig.(p)
Variabel | N=5 N=5 N=5 N=5 N=5

Mean | Mean | Mean | Mean | Mean

#SD) | (SD) | (SD) | (#SD) | (+SD)
Kadar 1,87 10,17 8,92 6,71 6,13

MDA (£0,30) | (£0,30) | (£0,40) | (£0,31) | (£0,24)

Shapiro | 0,982* | 0,696* | 0,703* | 0,365* | 0,591*

Wilk

Levene 0,726**
Test

Anova 0,000%**

Kadar | 1538 | 9,18 | 942 [ 11,60 | 11,99
Hb | (+0,36) | (£0,24) | (20,35) | (£0,44) | (+0,26)
Shapiro | 0,193 | 0,868* | 0,902* | 0,732* | 0,675*

Wilk

Levene 0,606**
Test

Anova 0,000%**

Kadar | 2624 | 8049 | 70,97 | 56,81 | 51,67
IL-6 | (£0,49) | (£0,97) | (£1,53) | (£0.46) | (+1,50)

Shapiro | 0,800* | 0,985* | 0,960* | 0,797* | 0,419*

Wilk

Levene 0,018
Test

Anova 0,000%**

Keterangan: *Normal >0,05 **Homogen >0,05
***Signifikan<0,05
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5.1.1.Kadar Malondialdehyde (MDA)

Tabel 5.1 menggambarkan bahwa rerata kadar Malondialdehyde
(MDA) terendah terdapat pada kelompok 1, diikuti oleh kelompok 5,
kelompok 4, dan kelompok 3 secara berurutan. Kelompok 2 memiliki
rerata kadar MDA yang paling tinggi. Hasil uji Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa data kadar Malondialdehyde (MDA) pada semua
kelompok memiliki distribusi yang normal (p>0,05). Uji homogenitas
menggunakan Levene test menunjukkan homogenitas (p=0,726),
sehingga dilakukan uji parametrik One-way ANOVA. Hasil uji One-way
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang  signifikan antara
kelompok (p=0,000). Untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki
perbedaan yang signifikan, dilakukan uji post hoc LSD seperti yang

dijelaskan di bawah ini.

Kadar MDA
12 10,1683
\1 g 8.9217
8 ﬁ 6,717 6,125
\ =]

4 1,8717

: ﬁ
0
MDA (nmol/ml)

EK1 mK2 mK3 mK4 mK5

Gambar 5.1. Grafik rerata kadar Malondialdehyde (MDA)
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Dari analisis uji post hoc LSD pada Tabel 5.2, terlihat variasi
rerata kadar MDA antar kelompok. Kesimpulannya adalah pemberian
Vitamin C secara signifikan memengaruhi penurunan kadar
Malondialdehyde (MDA) pada tikus jantan galur Wistar yang diberi
latihan fisik berlebihan. Signifikansi perbedaan rerata kadar MDA antar

kelompok dalam penelitian ini tercermin dalam grafik/tabel di bawah ini:

Tabel 5.2. Perbedaan rerata kadar MDA antar 2 kelompok dengan uji

posthoe LSD

5.1.2.Kadar Hemoglobin (Hb)

Darihasil uji posthoc LSD pada Tabel 5.3, diperoleh rerata kadar
Hb antar kelompok. Kesimpulannya adalah terdapat perbedaan yang
signifikan dalam rerata kadar Hb antara K1 dan K2, K1 dan K3, K1 dan
K4, K1 dan K5, K2 dan K4, K2 dan K5, K3 dan K4, serta K3 dan K5.
Namun, perbedaan rerata antara K2 dan K3 serta K4 dan K5 tidak
signifikan. Signifikansi perbedaan rerata kadar Hemoglobin (Hb) antar
kelompok dalam penelitian ini tergambar dalam grafik/tabel di bawah

ni:
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Kadar Hb

18

15,38

dalam rerata rata antara K2 dan K3 serta K4 dan K5. Signifikansi perbedaan
rerata kadar Hemoglobin (Hb) antar kelompok dalam penelitian ini

terlihat dalam grafik/tabel di bawah ini:
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Tabel 5.3. Perbedaan rerata kadar Hb antar 2 kelompok dengan uji

posthoc LSD

5.1.3.Kadar Interleukin — 6 (1L-6)

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata kadar Interleukin-6 (IL-6)
terendah terdapat pada kelompok 1, diikuti secara berurutan oleh
kelompok 5, kelompok 4, dan kelompok 3. Sedangkan kelompok 2
memiliki rerata kadar IL-6 yang tertinggi. Berdasarkan uji Shapiro-Wilk,
data kadar Interleukin-6 (IL-6) pada seluruh kelompok menunjukkan
distribusi normal (p>0,05). Namun, uji homogenitas menggunakan
Levene test menunjukkan ketidakhomogenan (p=0,018), sehingga
digunakan uji parametrik One-way ANOVA. Hasil uji One-way
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara
kelompok (p=0,000). Untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki
perbedaan yang signifikan, dilakukan uji post hoc Tamhane seperti yang

dijelaskan di bawah ini.
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Kadar IL-6

100

80,49 70,97
80 I
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K1 mK2 mK3 mK4 mKS5

Gambar 5.3. Grafik rerata kadar Interleukin — 6 (IL-6)

Berdasarkan hasil uji post hoc Tamhane pada Tabel 5.4, terlihat
adanya perbedaan rerata kadar [[.-6 antara kelompok. Dari analisis ini,
dapat disimpulkan bahwa pemberian Vitamin C memiliki dampak
signifikan dalam menurunkan kadar Interleukin-6 (IL-6) pada tikus
jantan galur Wistar yang mengalami latihan fisik berlebihan. Signifikansi
perbedaan rerata kadar IL-6 antar kelompok dalam penelitian ini

tercermin dalam grafik/tabel di bawah ni:

Tabel 5.4. Perbedaan rerata kadar IL-6 antar 2 kelompok dengan uji

posthoc Tamhane
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5.2. PEMBAHASAN

Latihan berlebihan menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan antara
produksi radikal bebas dan sistem pertahanan antioksidan, hal ini terjadi karena
produksi radikal bebas lebih besar dibandingkan dengan kemampuan sistem
pertahanan antioksidan dalam tubuh.** Pada keadaan overtraining exercise
akan meningkatkan kebutuhan oksigen yang lebih tinggi 10 — 15 kali.®
Penggunaan oksigen yang berlebihan dapat menyebabkan electron dari
mitokondria mengalami kebocoran sehingga menjadi Reactive Oxygen
Species (ROS).% Stress oksidatif yang terjadi juga dapat merusak sel dengan
reaksi peroksid lipid yang dapat meningkatkan produksi Malondialdehyde
(MDA) sebagai penanda tidak langsung adanya peningkatan ROS (Reactive
oxygen species).** Temuan dari studi ini mengindikasikan bahwa aktivitas
olahraga yang dilakukan secara berlebihan akan meningkatkan stres oksidatif
dalam tubuh. Hal ini disebabkan oleh peningkatan konsumsi oksigen selama
aktivitas otot rangka. Akibat dari latihan berlebihan yaitu kerusakan oksidatif
pada protein dan lipid di dalam miosit. Senyawa oksidatif ini memicu berbagai
mekanisme sinyal sel dan mengatur ekspresi beberapa gen dalam sel eukariot,
menyebabkan perubahan transkripsi, serta merusak stabilitas mRNA.¢! MDA
terbentuk sebagai konsekuensi dari peroksidasi lipid pada membran sel adalah
hasil dari interaksi radikal bebas, terutama radikal hidroksil, dengan PUFA
dalam rantai lipid. Proses ini berlangsung secara berantai dan menghasilkan
hidrogen peroksida sebagai akhiran. Lipid hidroperoksida yang terbentuk dapat

diuraikan dan diubah oleh logam transisi, menghasilkan senyawa karbonil
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pendek seperti aldehida dan keton, yang memiliki sifat sitotoksik.
Pembentukan MDA terjadi selama peroksidasi lipid karena pemutusan ikatan
karbon.°

Seperti yang ditunjukkan dalam penelitian oleh Sinaga, ditemukan
bahwa pemberian vitamin C menghasilkan penurunan kadar MDA pada tikus
jantan galur Wistar yang mengalami overtraining exercise.?” Antioksidan yang
terdapat dalam Vitamin C diperlukan oleh tubuh guna menetralkan radikal
bebas yang terbentuk sebagai akibat dari kekurangan elektron, serta untuk
menghambat serangkaian reaksi yang menghasilkan radikal bebas yang dapat
memicu stres oksidatif. Ini dilakukan dengan transfer elektron atau
Memberikan elektron untuk mencegah senyawa lain dari mengalami oksidasi
dan menangkap anion superoksida, radikal hidroksil, dan lipid hidroperoksida
adalah salah satu fungsi Vitamin C sebagai antioksidan eksogen. Dengan
mengurangi radikal bebas, Vitamin C dapat menghambat peroksidasi lipid dan
mencegah kerusakan sel dalam tubuh.®?

Stress oksidatif yang disebabkan oleh overtraining exercise juga dapat
mengakibatkan kerusakan eritrosit dimana eritrosit dalam darah mudah lisis
karena proses peroksidasi lipid yang merusak membrane sel dan merusak
organisasi sel sehingga menyebabkan penurunan dari kadar Hb.*” Menurunnya
kadar Hb jg dipengaruhi oleh peningkatan volume plasma dalam darah dan
melarutkan eritrosit sehinga kadar Hb di dalam darah menjadi rendah.%? Di
samping itu, peningkatan aktivitas metabolisme yang intensif menghasilkan

peningkatan produksi asam, termasuk ion hidrogen dan asam laktat. Hal ini
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menyebabkan penurunan pH dalam tubuh, yang dapat mengakibatkan
hemolisis intravaskular, yang pada gilirannya menyebabkan penurunan kadar
hemoglobin.%

Pemberian vitamin C terbukti meningkatkan Hb pada tikus jantan galur
Wistar yang menjalani latihan fisik berlebihan, seperti yang terdokumentasikan
dalam penelitian yang dilakukan oleh Sinaga.’” Sebagai antioksidan Vitamin
C akan melepaskan electron guna mencegah senyawa lain mengalami oksidasi,
electron ini akan menjadi radikal askorbil yang relative stabil dan tidak reaktif.
Setelah radikal askorbil terbentuk, tahapan selanjutnya adalah free radical
scavenging, dimana radikal bebas reaktif direduksi menjadi senyawa yang
kurang aktif, yang kemudian menghasilkan peningkatan kadar hemoglobin.
Vitamin C dikenal sebagai agen free radical scavenging yang efektif.?’

Peningkatan kadar interleukin-6 pada kondisi overtraining exercise
karena adanya kerusakan sel jaringan sehingga mengaktifkan sel — sel
inflamasi.> Sel — sel iyang mengalami inflamasi akan melepaskan mediator
inflamasi salah satunya IL- 6.2* Proses inflamasi yang terjadi akan
menyebabkan kerusakan pada jaringan otot dan akan mengakibatkan
terganggunya proses fisiologis dari otot.** Pemberian vitamin C memiliki
potensi untuk menghasilkan penurunan kadar IL-6 setelah melakukan
overtraining exercise. Ini terjadi karena suplemen tersebut mengurangi stres
oksidatif, yang mengakibatkan perlambatan respons inflamasi.®> Penelitian
yang dilakukan oleh Wibawa menunjukkan bahwa konsumsi vitamin C mampu

menurunkan kadar IL-6 pada tikus jantan galur Wistar yang mengalami
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overtraining exercise. Penelitian lain juga menyatakan bahwa vitamin C,
sebagai zat yang memiliki kemampuan kuat sebagai agen pereduksi radikal,
Vitamin C memiliki kemampuan untuk mengurangi stres oksidatif serta risiko
kerusakan jaringan otot akibat latihan fisik yang berlebihan. Suplemen vitamin
C juga dapat menurunkan peroksidasi lipid dalam kurun waktu 1-2 jam setelah
exercise, dengan vitamin C berperan sebagai agen yang menetralisir hydrogen
peroksida.®¢

Pemberian Vitamin C dengan dosis 36mg/200gBB/hari pada penelitian
ini terbukti secara signifikan dapat menurunkan kadar MDA, Hb, dan IL-6
setelah diberi overtraining exercise. Dosis Vitamin C 36mg/200gBB/hari
setara dengan dosis Vitamin C 2000mg/hari pada manusia. Walaupun secara
signifikan dapat menurunkan kadar MDA, Hb, dan IL-6 setelah diberi
overtraining exercise pemberian Vitamin C ini tidak dapat menurunkan kadar

MDA, Hb, dan IL-6 seperti pada kelompok kontrol.

5.3. Keterbatasan Penelitian
Peneliti tidak melakukan pengukuran kadar MDA, Hb, dan IL-6 sebelum
diberikan perlakuan, sehingga tidak diketahui kadar MDA, Hb, dan IL-6 awal.
Hanya diasumsikan bahwa kadar MDA, Hb, dan IL-6 sama dengan kelompok

kontrol.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian tentang pengaruh
pemberian vitamin C terhadap kadar malondialdehyde (MDA), kadar

Hemogloblin (Hb), dan kadar interleukin—6 (IL-6) pada tikus jantan galur

wistar yang diberi overtraining exercise, dapat disimpulkan beberapa hal

seperti yang tercantum dibawah ini:

6.1.1. Pemberian vitamin C dengan dosis 36mg/200gBB/hari secara bermakna
dapat menurunkan kadar Malondialdehyde (MDA) pada tikus jantan
galur wistas yang diberi overtraining exercise.

6.1.2. Pemberian vitamin C dengan dosis 36mg/200gBB/hari secara bermakna
dapat meningkatkan kadar Hemoglobin (Hb) pada tikus jantan galur
wistas yang diberi overtraining exercise.

6.1.3. Pemberian vitamin C dengan dosis 36mg/200gBB/hari secara bermakna
dapat meningkatkan kadar Interleukin 6 (IL-6) pada tikus jantan galur

wistas yang diberi overtraining exercise.

6.2. Saran
6.2.1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap kadar asam laktat
karena penurunah kadar Hb pada kondisi overtraining exercise

dipengaruhi oleh kadar asam laktat.
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6.2.2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai histopatologi mediator
pro inflamasi yang terbentuk pada jaringan otot untuk melihat apakah
mediator pro inflamasi juga terbentuk di jaringan otot tidak hanya di

dalam darah.
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