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Abstrak

Pendahuluan: Injeksi D-galaktosa (D-gal.i.p.) intraperitoneal yang dapat mempercepat penuaan telah
digunakan untuk mengembangkan model penuaan. Penelitian sebelumnya menggunakan D-galaktosa jangka
panjang selama 4 minggu untuk menginduksi penuaan pada mencit menimbulkan kesulitan waktu dan biaya
pengobatan. Para peneliti sedang mencoba mencari tahu apakah pemberian D-gal dosis tinggi dalam jangka
pendek. aku p. pada tikus mampu menginduksi tanda-tanda signifikan yang mirip dengan penuaan alami, yaitu
peningkatan stres oksidatif dan myostatin. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui jalur penuaan otot
pada tikus akibat pemberian D-galaktosa dosis tinggi dalam waktu singkat. Metode: Rancangan penelitian studi
eksperimen, in vivo, dilakukan di laboratorium terpadu FKIK Universitas Katolik Atma Jaya Jakarta
menggunakan 22 ekor tikus Sprague Dawley, jantan, umur 6-12 minggu, berat 200-350 gram. Sebelas ekor tikus
diinduksi intraperitoneal (G-ip) D-galaktosa 300 mg/kg/hari selama 7 hari. 11 ekor tikus sisanya diinduksi
dengan NaCl 0,9% i.p (N-ip). Pada penelitian ini pengukuran berat badan, lingkar gastrocnemius, CRP dan
kadar myostatin blood elisa dibandingkan antara hari ke 7 dan hari ke 0 untuk melihat efek sistemik injeksi D.
Galaktosa. Data dianalisis menggunakan SPSS versi 20. Hasil: Pemberian D-gal jangka pendek. i.p secara
signifikan meningkatkan peradangan sistemik. dan tingkat myostatin. Pada kelompok perlakuan terjadi
peningkatan aktivitas superoksida dismutase meskipun lebih rendah dibandingkan NaCl 0,9% i.p. kelompok.
Kesimpulan: Dosis Tinggi Waktu singkat D-gal. injeksi mungkin membuat penuaan alami yang dapat
berkembang pada tikus paling cepat satu minggu.

Kata Kunci : Intra Peritoneal D-Galactosa, stres oksidatif, superoksida dismutase, peradangan.
Abstract

Introduction: Intraperitoneal injection of D-galactose (D-gal.i.p.) can accelerate aging has been used to
develop a model of aging. Previous research using long-term D-galactose for 4 weeks to induce aging in mice
raises difficulties in time and treatment costs. Researchers are trying to find out if giving high doses of D-gal
short-term. i.p. in mice was able to induce significant signs similar to natural aging, namely increased oxidative
stress and myostatin. The aim of this study was to find out the pathways of muscle aging in rats as a result of
administration of high dose short time D-galactosa. Methods: The research design of an experimental study, in
vivo, was carried out in the integrated laboratory of FKIK Atma Jaya Catholic University Jakarta using 22
Sprague Dawley rats, male, aged 6-12 weeks, 200-350 grams. Eleven rats were induced intraperitoneal (G-ip)
D-galactose 300 mg/kg/day for 7 days. the remaining 11 rats were induced by NaCl 0.9% i.p (N-ip). In this
study, measurements of body weight, gastrocnemius circumference, CRP and myostatin blood elisa levels were
compared between day 7 and day O to see the systemic effect of D. Galactose injection. Data were analyzed
using SPSS version 20. Result: Short term administration of D-gal. i.p significantly increased systemic
inflammation and myostatin level. In treatment groups, there was an increased superoxide dismutase activity
although it was lower compared to the NaCl 0.9% i.p. group. Summary: Hight Dose Short time D-gal. injection
might make natural aging that can develop in mice as early as one week.
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I. PENDAHULUAN

Banyak metode yang telah digunakan dalam
penelitian ~ hewan  percobaan  untuk
menginduksi penuaan dini, salah satunya
menggunakan D-Galaktosa (D-gal.) yang
merupakan gula pereduksi. Pada konsentrasi
normal D-gal dimetabolisme menjadi
glukosa tetapi pada dosis tinggi dapat diubah
menjadi aldosa dan hidro peroksida. melalui
aksi galaktosa oksidase yang menghasilkan
pembentukan anion superoksida dan turunan
oksigen sebagai radikal bebas.

Induksi kronis D-gal. dapat menyebabkan
penurunan kognitif dan motorik yang
merupakan gejala penuaan, oleh karena itu
dianggap sebagai model percepatan penuaan.
Namun patomekanisme D-galaktosa yang
menginduksi proses penuaan otot masih
belum jelas. Selama ini penggunaan D-
galaktosa biasanya dalam waktu 4-6 minggu
dengan dosis 60-150 mg/kg berat badan.
Kekurangan induksi kronis D-gal dengan
dosis tersebut memerlukan waktu penelitian
yang lama sehingga meningkatkan biaya
penelitian.>® Pengguaan D-galaktosa dosis
tinggi dalam waktu singkat belum diketahui
efeknya terhadap penuaan otot.

Il. METODE

Penelitian ini menggunakan desain studi
eksperimen in vivo yang dilakukan di
Laboratorium Terpadu FKIK Universitas
Katolik Atma Jaya Jakarta. Penelitian ini
menggunakan 22 ekor tikus Sprague Dawley
jantan dengan rentang usia 6-12 minggu dan
berat 200-350 gram. Sebelas ekor tikus
diinduksi intraperitoneal (G-IP) dengan D-
galaktosa sebanyak 300 mg/kg/hari selama 7
hari, sementara 11 ekor tikus sisanya
diinduksi dengan NaCl 0,9% intraperitoneal
(N-IP). Pada penelitian ini, dilakukan
pengukuran berat badan, lingkar
gastrocnemius, pengukuran kadar CRP dan
myostatin dengan metode elisa pada hari ke-
0 dan hari ke-7 untuk melihat efek sistemik

dari injeksi D-galaktosa. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan SPSS versi 20.

1. HAsIL
A. KARAKTERISTIK SUBYEK PENELITIAN

Dari 28 mencit dalam penelitian, enam
mencit termasuk dalam kriteria eksklusi
karena 1 mencit mati, dan 5 mencit
mengalami lisis sampel darah, sehingga total
yang digunakan adalah 22 mencit. Dari 22
mencit dibagi menjadi 2 kelompok yaitu
kelompok perlakuan D-Galaktosa i.p dan
NaCl ip (kontrol). Setiap kelompok
dilakukan pengukuran berat badan (BB) dan
lingkar otot Gastrocnemius (LOG) pada hari
ke-0 sebagai data awal. Data BB mencit dan
LOG pada hari ke-0, tidak ditemukan
perbedaan bermakna. (Tabel 1)

TaBeL 1. DATA AwWAL BERAT BADAN DAN
LINGKAR OTOT GASTROCNEMEUS PADA TIAP
KELOMPOK SEBELUM INTERVENSI (HARI KE-0)

Group B.B p Lingkar Otot
(gram) Gastrocnemeus (cm)
Right p Left p
D- 265+ 0,734 4,2+ 0,313 4,2+ 0,325
Galactosa 35,6 0,3 0,3
ip
NaClip 264,5+ 4,1+ 4,1+
42,8 0,5 0,4

Data mean (SD), Independent t-test
B.W= Body Weight

B. PERUBAHAN BERAT BADAN DAN
LINGKAR OTOT GASTROCNEMEUS
PADA TIAP KELOMPOK SETELAH
INTERVENSI (HARI KE-7)

Pada hari ke-7, kelompok yang mendapat
induksi D-Galaktosa i.p dengan dosis 300
mg/kg/waktu selama 7 hari berturut-turut
mengalami penurunan berat badan yang
signifikan dibandingkan dengan kelompok
yang mendapat NaCl 0,9% i.p sesuai Tabel 2
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TABEL 2. PERUBAHAN BERAT BADAN PADA TIAP
KELOMPOK SETELAH INTERVENSI (HARI KE-7)
DIBANDINGKAN HARI KE-0

BB BB ABW p
(gram) (gram) Day 7-0
Day-0 Day-7
D-Galaktosa 264,4+ 2365+ -27,3+ 0,049*
i.p 20,5 18,5 -2,0
(n=11)
NaCl 0.9% 264,1+ 267,4+ 3,3+ 0,975
ip 31,2 452 135
(n=11)

Data mean (SD), independent t-test

Analisis pada hari ke-7 tidak ada perubahan
signifikan pada diameter otot Gastrocnemius
setelah mendapatkan  D-galaktosa i.p.
Perlakuan dibandingkan dengan NaCl 0,9%
i.p. menurut Tabel 3.

TABEL 3. PERUBAHAN BERAT BADAN PADA
TiAP KELOMPOK SETELAH INTERVENSI (HARI
KE-7) DIBANDINGKAN HARI KE-0

Lingkar D- NaCl  pvalue
Otot gal.aktos 0.9% ip
Gastrocne ai.p (n=11)
meus (n=11)
Harike-0 Kanan 4,0+0,3 4,1+0,5 0,313
Kiri 4,1+0,3 4,1+0,5 0,325
Harike -7 Kanan 4,2+0,3 4,2+0,7 0,303
Kiri 4,3+0,4 4,240,7 0,591
Data mean (SD), independent t-test
C. PERBEDAAN KADAR CRP DAN
MYOSTATIN PADA HEWAN
PERCOBAAN SETELAH INDUKSI

PERLAKUAN GALAKTOSA HARI KE-7

Pada analisis stres oksidatif didapatkan
bahwa kelompok yang mendapat induksi D-
galaktosa i.p, mengalami peningkatan CRP
dibandingkan kelompok NaCl 0,9% secara
signifikan, p = 0,044. Analisis perubahan
penanda myostatin, pada kelompok yang
mendapat pengobatan  D-galaktosa i.p
mengalami  peningkatan Mpyostatin yang
signifikan dibandingkan dengan NaCl.ip
0,9%,p=0,049 sesuai Tabel 4.

Email : heme@unbrah.ac.id

TABEL 4. PERUBAHAN KADAR SOD DAN
MYOSTATIN PADA SETIAP KELOMPOK
Hari ke-0 Hari ke-7 A Nilai
H7- HO p
CRP D-galactose 1.47+0.55 1.71+ 0.3+0.2 0.041*
i.p. 0.56 03+
NaCl 09 % 1.38+0.42 1.06+ 0.8
i.p 0.86
Myost D-galactose 904,04+ 1008,38 104,34+ 0,028*
atin i.p. 179,01 +208,13 18,7
NaCl 0.9 % 1080,51+ 1125,66 45,15+
i.p 145,28 +136,81 14,6

Data mean (SD) , Independent t-test

1V. DISKUSI

A. PENGARUH INDUKSI D-GALAKTOSA
I.P DIBANDINGKAN DENGAN NACL I1.pP
TERHADAP PERUBAHAN BERAT
BADAN

Hasil penelitian ini menunjukkan kelompok
tikus jantan yang mendapat induksi D-
galaktosa i.p dengan dosis 300 mg/kg/hari i.p
selama 7 hari mengalami penurunan berat
badan yang signifikan setelah hari ke-7
penyuntikan (p=0,049). Hal ini sesuai
dengan penelitian Fatemi et.al.,, yang
melaporkan bahwa mencit yang diinduksi D-
galaktosa dengan dosis 500 mg/kg/BB
memberikan efek penurunan berat badan.
Penurunan berat badan setelah pemberian D-
galaktosa dosis besar disebabkan oleh
peningkatan hidrasi (peningkatan asupan
minum karena peningkatan rasa haus) yang
akan menyebabkan penurunan berat badan
karena penurunan asupan makanan, dan
hilangnya lemak, melalui peningkatan
lipolisis.”

Menurut Thornton et al, pada hewan
pengerat, D-galaktosa dosis tinggi dapat
menyebabkan kerusakan oksidatif pada
berbagai jaringan dan organ karena paparan
sistemik D-galaktosa mempercepat proses
penuaan biokimia dan morfologi termasuk
sistem saraf pusat.®® Kerusakan pada sistem
saraf pusat akan mempengaruhi sistem saraf
pusat. renin-angiotensin sentral atau perifer.
Situasi ini akan menyebabkan peningkatan
respons minum dan penurunan berat badan.
Ini  terkait antara hipohidrasi  kronis



(dehidrasi ekstra seluler) dan peningkatan
kadar hormon angiotensin Il. Selanjutnya,
angiotensin 1l akan merangsang pelepasan
hormon  antidiuretik  (ADH),  sekresi
aldosteron dan rasa haus.’

Penurunan berat badan pada mencit yang
diinduksi D-galaktosa dengan dosis 300 mg
kg/hari selama 7 hari diduga karena
peningkatan ROS vyang akan memicu
aktivitas Superoksida Dismutase (SOD),
sehingga terjadi penurunan hormon. ghrelin.
Penurunan hormon ghrelin akan
menyebabkan penurunan nafsu makan,
sehingga asupan makanan pada tikus akan
berkurang.®*°

Berbeda dengan penelitian Zhao et al, mencit
yang diberi D-galaktosa dengan dosis 80
mg/kg/minggu selama 8 minggu
memberikan efek penambahan berat badan,
mirip dengan penelitian Chen et al., pada
mencit yang diberi D-galaktosa dari 150
mg/kg/berat badan selama 8 minggu juga
menghasilkan  kenaikan  berat  badan.
Perbedaan hasil ini disebabkan perbedaan
dosis D-galaktosa yang diberikan (dosis kecil
selama 8 minggu).**2

Penelitian dari Azman K.F, nilai rata-rata
variabel massa otot tungkai pada kelompok
tikus yang diberi D-galaktosa 100 mg/kg/hari
selama 8 minggu menurun menjadi 0,50 g,
sedangkan dengan dosis 150/kg/hari selama
8 minggu cenderung menurun. menurun lagi
yaitu sebesar 0,45 g. =

B. PENGARUH INDUKSI D-GALAKTOSA
1.P DIBANDINGKAN DENGAN NACL I.P
TERHADAP PERUBAHAN KADAR CRP
SEBAGAI MARKER INFLAMASI

Analisis biomarker inflamasi pada model
tikus percobaan setelah diberikan D-
galaktosa 300 mg/kg/hari selama 7 hari
menunjukkan peningkatan inflamasi yang
ditandai dengan peningkatan ACRP yang
signifikan pada kelompok yang mendapatkan
induksi  D-galaktosa (0,3+ 0,2 pg/ul)

Heme, VolV No 3 165
September 2023

dibandingkan dengan kelompok kontrol yang
diinduksi NaCl 0,9 i.p (-0,3 + 0,8) secara
signifikan (p = 0,041). Hal ini terjadi karena
akumulasi glukosa dalam tubuh yang
mengakibatkan  peningkatan peradangan.
Protein atau lemak yang bergabung dengan
gula dalam aliran darah akan menghasilkan
Advaced Glycatin End Products (AGESs)
yang dapat menyebabkan stres oksidatif dan
peradangan.**

D-galaktosa dapat menyebabkan mutasi pada
DNA mitokondria, penurunan enzim untuk

perbaikan DNA, akan mengakibatkan
gangguan  mitokondria yang  memicu
penuaan.  Paparan  D-galaktosa  juga

menyebabkan penurunan enzim antioksidan
seperti  glutation, katalase, superoksida
dismutase yang dapat meningkatkan stres
oksidatif. D-galaktosa dioksidasi oleh
galaktosa  oksidase = menjadi  hidrogen
peroksida (H202) vyang menyebabkan
penurunan superoksida dismutase (SOD),
sedangkan H202 bereaksi dengan besi
tereduksi dan membentuk ion hidroksida
(OH-)/radikal bebas. Stres oksidatif akan
menurunkan sintesis ATP yang dapat
merusak membran mitokondria, merusak
struktur ~ mitokondria  dan  akhirnya
menginduksi apoptosis.*®*°

Penelitian ini menunjukkan bahwa NaCl
0,9% i.p dapat berfungsi sebagai antioksidan
untuk mengurangi efek radikal bebas akibat
paparan D-galaktosa i.p. Joane et al
melaporkan bahwa NaCl dapat mengkatalisis
1,1-diphenyl-2-pycrilhydrazil. Zat NaCl juga
berfungsi  sebagai anti oksidan dan
menetralisasi efek anion superoksida. Efek
lain dari NaCl adalah katalisis oksidasi
lemak (oksidasi lipid).??

Injeksi D-Galaktosa juga meningkatkan
peradangan yang menyebabkan peningkatan
stres oksidatif juga. Hal ini terjadi karena
akumulasi glukosa dalam tubuh yang
mengakibatkan peningkatan peradangan.
Protein atau lemak yang bergabung dengan
gula dalam aliran darah akan menghasilkan
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Advaced Glycatin End Products (AGEs)
yang dapat menyebabkan stres oksidatif dan
peradangan.™

Petrushev et al, tikus yang diberi larutan D-
galaktosa 100 mg/kg per oral selama 42 hari
akan terjadi peningkatan 8-iso-PGF (2a), IL-
6, TNF-a dalam plasma yang merupakan
tanda peningkatan penanda inflamasi.
Sejalan dengan penelitian Azman K.F,
pemberian 100 mg/kg/hari D-galaktosa dan
150 mg/kg/hari  D-galaktosa  terbukti
meningkatkan kadar IL-6, 150 mg/kg/hari D-
galaktosa administrasi meningkat kadar 1L-6
bahkan lebih tinggi.*®

D-galaktosa mengaktifkan jalur ekstrinsik
dan intrinsik dari apoptosis. D-galaktosa juga
memicu mitokondria untuk melepaskan cyt
¢, menurunkan level ekspresi Bcl2 anti-
apoptosis dan meningkatkan Bax apoptosis.
Proses apoptosis akan memicu peradangan
saraf dan degenerasi saraf. Dosis D-galaktosa
untuk  memulai menginduksi  apoptosis
adalah 100 mg-500 mg/kg/hari, dengan
durasi 6 sampai 9 minggu.™®

Jadi hiperglikemia memiliki efek berbahaya
pada sel dan sistem organ karena dapat
mempengaruhi sistem kekebalan tubuh dan
bertindak sebagai mediator inflamasi.
Hiperglikemia menyebabkan sekresi sitokin
proinflamasi sehingga memicu inflamasi
sistemik serta stres oksidasi."’

C. PENGARUH INDUKSI D-GALAKTOSA
I.P DIBANDINGKAN DENGAN NACL I.P

TERHADAP  PERUBAHAN  KADAR
MYOSTATAIN
Penelitian ini menunjukkan bahwa pada

kelompok kontrol yang mendapat D-
galaktosa i.p terjadi peningkatan A
Myostatatin yang signifikan (88,8+ 18,7
pg/ul) dibandingkan dengan kelompok yang
mendapat NaCl 0,9% (-121,3 + 34,6 pg/ul)
dengan p =0,049.
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Myostatin, anggota dari transforming growth
factor-3  (TGF-B)  berfungsi  sebagai
penghambat autokrin  pertumbuhan otot
rangka, menginduksi atrofi serat otot dengan
mengaktifkan Smad2 dan Smad3 dan
menekan sintesis protein dengan
menghambat protein kinase B (Akt).?

Peningkatan myostatin ekspresi memainkan
peran sentral dalam mengintegrasikan/
memediasi respons anabolik dan katabolik.
Myostatin secara negatif mengatur aktivitas
jalur Akt, yang mendorong sintesis protein,
dan meningkatkan aktivitas sistem ubiquitin-
proteasome untuk menginduksi atrofi. Selain
itu, myostatin berfungsi sebagai modulator
jalur katabolik utama, termasuk sistem
ubiquitin-proteasome dan autophagy-
lysosome. Dengan demikian, jalur myostatin
menghambat pertumbuhan otot melalui (1)
regulasi silang antara myostatin, jalur
pemacu pertumbuhan dan sistem proteolitik;
(2) penghambatan myostatin menyebabkan
hipertrofi otot; dan (3) regulasi translasi oleh
myostatin (Gambar 1). %

SMAD FOXO —  AKT mTOR
4E-BP1
Can-dl:undm

translation

L L PROTEIN SYNTHENS
" PROTEIN mmnﬂou

GAMBAR MYOSTATIN FUNCTION AS
MODULATOR ANABOLIC AND KATABOLIC
PATHWAY.?®

Peningkatan  Myostatin  Protein  akibat

pemberian D-galaktosa akan menimbulkan
resiko atrofi otot walaupun pada penelitian
ini belum terjadi perubahan diameter otot
gastrocnemeus. D-galaktosa baru mulai
berlaku pada minggu ke-4.%

V1. Kesimpulan
Pemberian D-galaktosa dosis tinggi dalam

waktu singkat pada hewan model tikus dapat
menginduksi penuaan otot yang ditandai



dengan peningkatan inflamasi dan kadar
Myostatin. Hal ini didukung dengan
penurunan berat badan yang merupakan
tanda dari proses penuaan
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