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Abstrak

Latar Belakang. Kekurangan vitamin B12 masih menjadi
masalah kesehatan baik di negara maju maupun berkembang.
Banyak studi jurnal menunjukkan adanya hubungan antara
kekurangan vitamin B12 dengan gangguan metabolisme, salah
satunya adalah resistensi insulin, salah satu gangguan
metabolisme terbesar. Resistensi terhadap insulin dapat dinilai
dengan perubahan kadar glukosa plasma dan insulin. Studi ini
mengeksplorasi kemungkinan hubungan antara pembatasan
vitamin B12 dan metabolisme glukosa.

Metode. Penelitian ini menggunakan metode eksperimental
pada 18 ekor tikus Sprague Dawley jantan (Rattus norvegicus,
300-400 gram, umur 7-8 bulan), yang dibagi menjadi tiga
kelompok yaitu kontrol (G1), kelompok perlakuan empat
minggu (G2) dan Kelompok perlakuan 12 minggu (G3). Pada
kelompok kontrol diberikan pakan rutin standar, sedangkan
kelompok perlakuan diberi pakan defisiensi vitamin B12 AIN-
93M sesuai umur perlakuan.

Hasil. Glukosa plasma meningkat pada kelompok perlakuan
setelah 4 minggu (kontrol vs P1=104,7 £ 5,04 vs 206,8 £4,5; p
=0,000) dan 12 minggu (kontrol vs P3=99,9 + 6,3 vs 144,7 +
6,8; p <0,01). Insulin plasma menurun pada kelompok
perlakuan setelah 4 minggu (kontrol vs P1 =63,8+1,5vs 59,9+
0,7; p>0,05) dan 12 minggu (kontrol vs P3=61,5+0,64 vs 57,4
+1;p>0,05).

Kesimpulan. Peningkatan defisiensi homosistein akibat diet
vitamin B12 dapat menyebabkan sindrom resistensi insulin.
Akibatnya, kadar insulin glukosa dan plasma terganggu.
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Pendahuluan

Hati berperan dalam mengatur homeostasis glukosa di
dalam tubuh. Kenaikan kadar glukosa puasa disebabkan oleh
peningkatan produksi glukosa endogen yang berasal dari proses
glukoneogenesis dan glikogenolisis di hati. Kedua proses ini
umumnya terjadi karena diatur oleh hormon insulin.' Jika
terjadi resistensi insulin di hati, efek penghambatan insulin pada
mekanisme produksi glukosa tidak optimal.” Semakin tinggi
tingkat resistensi insulin maka semakin rendah daya hambat
proses glikogenolisis dan glukoneogenesis, sehingga jumlah
produksi glukosa oleh hati juga meningkat yang dapat
menyebabkan terjadinya hiperglikemia.’ Salah satu patogenesis
hiperglikemia adalah gangguan pensinyalan insulin oleh zat
toksik tertentu yang akan mengganggu protein penyusun jalur
transmisi insulin, beberapa literatur menyatakan bahwa
homosistein salah satunya.’ Agregasi homosistein teroksidasi
akan membentuk tiolakton homosistein. Dalam sebuah studi
yang dilakukan secara in vitro oleh Najib et al. Pada hati tikus
yang disuntik dengan reseptor insulin manusia, hal itu
menunjukkan bahwa tiolakton homosistein menghambat
aktivitas reseptor tirosin kinase insulin, sehingga aktivitas
fosfatidylinositol 3-kinase berkurang sekaligus merusak jalur
pensinyalan insulin. Homosistein tiolakton juga berinteraksi
langsung dengan 3-kinase fosfatidylinositol, menghambat
aktivasi Akt secara in vitro atau in vivo, yang mengakibatkan
resistensi insulin.’

Vitamin B12 atau cobalamin merupakan vitamin
dengan molekul kompleks, karena mengandung atom kobalt
yang terikat. Vitamin B12 adalah metabolit sekunder yang
diproduksi hanya oleh beberapa jenis bakteri dan archaea.
Asupan vitamin B12 hampir secara eksklusif berasal dari
sumber hewani. Asupan vitamin B12 yang tidak memadai dari
pola makan vegetarian pada orang dewasa muda adalah
penyebab utama kekurangan vitamin B12. Sebaliknya,
gangguan penyerapan adalah penyebab paling umum dari
kekurangan vitamin B12 di geriatri. Bagian dari penelitian ini
telah membuktikan bahwa pemberian pakan dengan restriksi
vitamin B12 dapat menyebabkan terjadinya penurunan kadar
vitamin B12 dan peningkatan homosistein plasma.™ Sampai
saat ini belum ada penelitian yang dilakukan untuk menjelaskan
mekanisme yang menghubungkan agregasi homosistein yang
disebabkan oleh restriksi vitamin B12 dengan keadaan
resistensi insulin, yang ditunjukkan dengan perbaikan kadar
glukosa plasma dan kadar insulin pada hewan coba.’
Berdasarkan hal tersebut, dilakukan penelitian tentang
pengaruh pembatasan vitamin B12 pada tikus terhadap
peningkatan glukosa plasma dan kadar insulin.

Material dan Metode
Desain Penelitian dan Hewan Coba

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in
vivo dengan menggunakan tikus Sprague Dawley jantan umur
35 - 40 minggu yang dibagi secara acak menjadi tiga kelompok
yaitu: 1) kelompok pertama merupakan kelompok kontrol 2)

3) kelompok ketiga menerima pemberian diet restriksi vitamin
B12selama 12 minggu. Bentuk standar diet diberikan kepada
kelompok kontrol, ad libitum. Sedangkan pakan jenis AIN-93
M yang dimodifikasi akan diberikan pada kelompok perlakuan,
sehingga tidak mengandung vitamin B12 dan ditambahkan
pektin sehingga vitamin B12 tidak dapat di absorbsi. Pakan
yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari Study Diets,
USA. Pemeliharaan dilanjutkan dengan pemberian perlakuan
hewan coba, pemenggalan hewan coba dan pengambilan
spesimen hewan coba dilakukan di Pusat Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan (PUSLITBANGKES) FKUI.
Sampel diolah dan dianalisis di Laboratorium Terpadu FKUI.

Parameter Biokimia

Uji gula darah puasa dilakukan dengan metode
spektrofotometri. Enzim oksidase glukosa mengkatalisis reaksi
oksidasi glukosa menjadi asam glukonat dan hidrogen
peroksida. Produk reaksi tersebut dapat diukur pada panjang
gelombang 546 nm dengan fotometer. Kadar insulin ditentukan
dengan menggunakan paket standar ELISA (Rat homocysteine
ELISA, MyBioSource, USA). Di Lembaga
Imunoendokrinologi Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia

Analisis Statistik

Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan uji-T
independen untuk kadar glukosa plasma dan kadar insulin
plasma, di mana kelompok perlakuan dibandingkan dengan
kelompok kontrol sesuai waktu perlakuan. Data sebelumnya
dianalisis untuk normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk.
Pengolahan data dilakukan dengan menggunakan perangkat
lunak SPSS 12 (Ilmu Sosial Statistik 12).

Hasil

Berdasarkan uji-t independen, terdapat perbedaan yang
signifikan pada kadar glukosa plasma antara kelompok control
(n=6) dan perlakuan pada minggu keempat (n=6) dan minggu ke
duabelas (n=06),diperlihatkan pada gambar 1.

Berdasarkan uji-t independen, tidak terdapat perbedaan
bermakna kadar insulin plasma antara kelompok kontrol dan
perlakuan pada minggu ke 4 dan minggu ke 12, diperlihatkan
pada gambar 2

Diskusi dan Kesimpulan

Peningkatan terjadi pada kadar glukosa plasma selama
empat dan dua belas minggu perlakuan. Peningkatan glukosa
mungkin disebabkan oleh toksisitas homosistein intraseluler,
yang ditandai dengan hiperhomosisteinemia. Kondisi ini
menyebabkan stres oksidatif yang mengakibatkan terjadinya
resistensi insulin melalui jalur ROS." Kemungkinan lain adalah
reaksi homosistein tiolakton homosistein. Penumpukan
homosistein memungkinkan tiolakton homosistein
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Gambar 1. Kadar glukosa plasma, minggu ke-4 (104.7 + 5.04 vs 206.8 + 4.5 p = 0.00)
dan minggu ke-12 (99.9+6.3 vs 144.7+6.8 p<0.01, n=6)

vitamin B12 adalah sekitar 6% pada orang berusia kurang dari
60 tahun, dan hampir 20% pada mereka yang lebih dari 60
tahun.” Faktor risiko tertentu meningkatkan prevalensi
defisiensi vitamin B12 seperti Insufisiensi diet dari bahan yang
kaya vitamin B12, kondisi autoimun yang mengurangi faktor
intrinsik yang berperan pada penyerapan vitamin B12 dan
penggunaan jangka panjang metformin atau obat penekan asam
lambung.""" Setelah konfirmasi defisiensi B12, etiologi harus
ditangani. Seringkali, sebagian besar penyebab dari defisiensi
vitamin B12 adalah gangguan pada proses absorbs, namun
adanya riwayat pembedahan termasuk gastrektomi, reseksi
ileum terminal, atau bypass lambung Dapat menjadi factor
resiko. Dalam kasus lain, riwayat kepatuhan terhadap pola
makan vegan yang ketat mungkin menjadi sumbernya. Jika
pemeriksaan GI dan diet keduanya negatif, kemungkinan
penyebabnya adalah autoimun. !

tiolakton."

Homosistein adalah produk dari reaktivitas tiolakton
homosistein, yang dikatalisis dengan adanya ATP oleh enzim
metionil tRNA sintetase. N-homocysteinylation terjadi ketika
Hcy berinteraksi dengan gugus amino residu lisin pada protein
di dalam gugus aminonya untuk merusak struktur atau fungsi
protein.”

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Najib et al. yang menunjukkan penghambatan
pensinyalan insulin tiolakton homosistein. Studi lain
menyatakan bahwa penghambatan fosforilasi tirosin oleh
tiolakton homosistein pada reseptor insulin mengganggu sinyal
insulin hilir, seperti gangguan aktivasi Substrat Reseptor Insulin
(IRS) dan hubungannya dengan p85-P13K, sehingga
mengakibatkan terganggunya aktivasi P13K."” Tiolakton
homosistein juga secara langsung menghambat IRS dan P13K,
selain menghambat fosforilasi tirosin pada reseptor insulin.
Studi dari Yu et al. juga menyarankan bahwa sindrom Hhcy
menyebabkan hiperglikemia karena peningkatan ekspresi gen
PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase).' Enzim
PEPCK adalah enzim yang berperan dalam proses
glukoneogenesis hati. Intoleransi glukosa dan resistensi insulin
terjadi pada tikus transgenik dengan gen PEPCK yang
berlebih.”

Hati berperan dalam mengatur homeostasis glukosa
dalam tubuh. Peningkatan kadar glukosa puasa lebih ditentukan
oleh peningkatan produksi glukosa endogen, akibat proses
glukoneogenesis dan glikogenolisis di hati. Kedua proses ini
terjadi umumnya karena diatur oleh insulin."* Ketika resistensi
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Gambar 2. Kadar insulin plasma, minggu ke-4 (63.8 + 1.5 vs 59.9 £ 0.7 p > 0.05)
dan minggu ke-12 (61.5+0.64 vs 57.4+1 p>0.05 n=6 )

Dalam studi ini mekanisme adaptif telah terbukti
menurunkan kadar glukosa plasma puasa di minggu kedua belas
perlakuan. Mekanisme ini dapat disebabkan oleh peningkatan
ekspresi GLUT2 melalui hepatosit yang dipicu hiperglikemia."’

GLUT2 adalah protein pengangkut glukosa yang
dibutuhkan untuk membawa glukosa melewati lapisan ganda
lipid ke dalam sitoplasma sel. Pembawa utama glukosa di hati
adalah GLUT2, yang mengontrol pertukaran glukosa antara
hati dan darah. Penelitian Seung-Soon I menunjukkan bahwa
glukosa dapat meningkatkan ekspresi GLUT2 di hati baik
secara in vitro maupun in vivo." Transkripsi gen di bawah
GLUT?2 dalam kondisi hiperglikemik atau diabetes mellitus tipe
2 diketahui meningkat di hati. Sebuah studi tentang dampak
metabolisme glukosa pada ekspresi gen GLUT2 diterbitkan
oleh Rencurell et al. al . Dalam kondisi hiperglikemia, ekspresi
GLUT]1 dalam otot yang tidak tergantung insulin meningkat.
Ide ini ditunjukkan oleh Purwanto et al. yang mengamati
perubahan ekspresi GLUT pada tikus diabetes.” Penelitian
ini menunjukkan bahwa hipotesis yang mengatakan bahwa
GLUTI1 pada kondisi hiperglikemia berperan dalam respon
pertahanan fisiologis dapat diterima.

Limitasi pada studi ini adalah kurang lamanya usia
perlakuan sehingga disfungsi intraseluler karena terjadinya
defisiensi vitamin B12 dapat tergambar dengan jelas.
Diharapkan adanya studi lanjutan dalam jangka waktu yang
lebih lama untuk pemberian diet restriksi vitamin B12."”
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