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ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a well-known toxin whose effects on reproductive toxicities. However, recent
years, it has also been known BPA causes oxidative stress. Oxidative stress is one of the factors causing
organ damage, this study aims to prove the effect of oral bisphenol A administration on malondialdehyde
levels and apoptotic index in rats liver. This study used a posttest only control group design. Subjects were
14 male Sprague Dawley rats, male, aged 8-10 weeks, body weight +180 g, and in healthy condition. The
control group (P0), seven rats, were given a placebo of 1 ml aquadest for 21 days; while the treatment group
(P1), 7 rats, were given 400 mg/kgBW of BPA for 21 days. The results showed that the P1 group had higher
hepatic MDA levels (3,33+0,27 nmol/mg.prot) and significantly different (p<0,001) than the PO group
(2,67+0,14 nmol/mg.prot). In addition, the P1 group had a higher apoptotic index (11,21+2,26%) and
significantly different (p<0,001) than the PO group (2,19+0,97%). Based on these results, it can be concluded
that oral administration of bisphenol A increases malondialdehyde and apoptotic index in the liver of
male Sprague dawley rats.

Keywords: bisphenol A; malondialdehyde; apoptotic index; liver.

ABSTRAK

Bisphenol-A (BPA) merupakan toksikan yang diketahui dampaknya terhadap reproductive toxicities.
Namun, beberapa tahun belakangan ini, diketahui pula bahwa BPA menyebabkan stres oksidatif. Stres
oksidatif merupakan salah satu faktor penyebab kerusakan organ. Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan efek pemberian BPA oral terhadap kadar malondialdehid dan indeks apoptosis pada hati
tikus. Penelitian ini menggunakan posttest only control group design. Subjek adalah 14 ekor tikus putih
jantan galur Sprague dawley, umur 8-10 minggu, bobot badan berkisar 180 g, dan dalam keadaan sehat.
Kelompok kontrol (P0), tujuh ekor tikus, diberikan plasebo berupa 1 mL aquadest selama 21 hari;
sedangkan kelompok perlakuan (P1), tujuh ekor tikus, diberikan 400 mg/kgBB tikus BPA selama 21 hari.
Hasil menunjukkan bahwa kelompok P1 memiliki kadar MDA hepatik yang lebih tinggi (3,33+0,27 nmol/
mg.prot) dan berbeda nyata (p<0,001) dibandingkan kelompok PO (2,67+0,14 nmol/mg.prot). Selain itu,
kelompok P1 memiliki indeks apoptosis yang lebih tinggi (11,21+2,26%) dan berbeda nyata (p<0,001)
dibandingkan kelompok PO (2,19+0,97%). Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa pemberian
BPA oral meningkatkan malondialdehid dan indeks apoptosis pada hati tikus putih (Rattus norvegicus)
jantan.

Kata-kata kunci: bisphenol-A (BPA); malondialdehid; indeks apoptosis; hati.
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PENDAHULUAN

Bisphenol-A (BPA) atau 2, 2-Bis(4-hydroxy-
phenyl) propane, 4,42 -Isopropylidenediphenol
banyak terdapat dalam produk rumah tangga
sebagai wadah makanan yang terbuat dari
plastik. Senyawa BPA yang termakan akan
terakumulasi dalam tubuh dan menimbulkan
efek yang tidak diinginkan. Berdasarkan pene-
litian Nakamura et al. (2010), BPA menye-
babkan reproductive toxicities yang menyebab-
kan penurunan kadar testosteron dan Luteini-
zing Hormone (LH) pada tikus jantan.
Pemberian BPA 200 mg/kg BPA menurunkan
jumlah sel leydig pada testis tikus jantan. Studi
menunjukkan bahwa paparan BPA dalam
jangka waktu yang lama berhubungan dengan
peningkatan penyakit degeneratif (Tan et al.,
2015).

Bisphenol-A memiliki struktur kimia yang
serupa dengan hormon estrogen sehingga jika
masuk ke dalam tubuh dapat meniru kerja
hormon estrogen (Kim et al., 2020). Bisphenol-A
merupakan salah satu senyawa endocrine
disruptors yang dapat mengganggu biosintesis,
sekresi, kerja atau metabolisme hormon endogen
(Sipahutar et al., 2007). Selain sebagai endocrine
disruptors, disebutkan bahwa BPA juga
menyebabkan peningkatan senyawa radikal di
dalam tubuh dan menginduksi terjadinya stres
oksidatif (Wisesa et al., 2020).

Asahi et al. (2010) dan Moon et al. (2012)
melaporkan bahwa BPA meningkatkan produksi
reactive oxygen species (ROS), dan menyebabkan
disfungsi mitokondria. Stres oksidatif dapat
merusak molekul biologi yang terdapat di dalam
tubuh seperti lipid, protein, dan deoxyribonucleic
acid (DNA) (Siswanto et al., 2015). Jika hal in1
terjadi dalam waktu lama, maka terjadi
akumulasi kerusakan oksidatif di dalam sel dan
jaringan sehingga menyebabkan jaringan
tersebut kehilangan fungsinya (Pangkahila et
al., 2019).

Kondisi stres oksidatif dapat dideteksi
dengan mengukur biomarker kerusakan
jaringan. Salah satu indikator kerusakan
jaringan adalah tingginya kadar malondialdehid
(MDA) (Nyandra et al., 2018; Tarnajaya et al.,
2018). Malondialdehid merupakan produk akhir
dari oksidasi asam lemak tak jenuh oleh radikal
bebas dan merupakan metabolit komponen sel
yang dihasilkan oleh radikal bebas. Konsentrasi
MDA yang tinggi menunjukkan adanya proses
oksidasi dalam membran sel. Efek negatif
senyawa radikal maupun metabolit elektron
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dapat meningkatkan MDA (Dahake et al., 2016).
Penelitian terdahulu membuktikan bahwa
BPA dapat menyebabkan stres oksidatif yang
ditandai dengan meningkatnya F2 Isoprostan
dan menurunnya kadar superoksida dismutase/
SOD (Sulaiman et al., 2017). Stres oksidatif
dapat menginduksi terjadinya kerusakan
jaringan melalui induksi apoptosis. Nyandra et
al. (2018) dan Kartiko et al. (2018) melaporkan
bahwa radikal bebas menginduksi apoptosis
jalur p53-independent yaitu ketidakseimbangan
growth hormone/GH, induksi aktivitas protease
sistemik yang dimediasi oleh radikal bebas. Stres
oksidatif yang diinduksi paraquat juga
dilaporkan menyebabkan apoptosis pada kultur
sel hepatosit secara in viiro (Ishihara, 2006).

Paparan BPA dalam jangka waktu yang
lama menyebabkan akumulasi BPA dalam
jaringan. Terdapat beberapa studi klinis pada
manusia yang menunjukkan bahwa paparan
BPA dalam jangka waktu lama dapat
meningkatkan kadar BPA yang terakumulasi
dalam jaringan. Studi yang dilakukan terhadap
20 wanita dewasa di Spanyol menunjukkan
bahwa terdapat residu BPA pada sampel
jaringan lemak hasil biopsi dengan konsentrasi
antara 1,8 sampai 12,02 ng/g (Fernandez et al.,
2007). Penelitian lain juga menunjukkan
paparan BPA dapat meningkat akumulasinya
pada jaringan lemak/adipose (Nunez et al.,
2001). Selain menyebabkan akumulasi BPA di
dalam tubuh, BPA juga dapat diturunkan dari
induk kepada fetus. Penelitian membuktikan
bahwa paparan BPA pada ibu menyebabkan
akumulasi BPA pada plasma maternal hingga
18.9 ng/mL, dan pada plasma fetus dapat
dideteksi BPA mencapai 9,2 ng/mL dan pada
jaringan fetus mencapai 104,9 ng/g (Schonfelder
et al., 2002).

Namun, hingga saat ini belum diketahui
pengaruh BPA terhadap jaringan hati,
khususnya produksi MDA dan indeks apoptosis.
Penelitian ini bertujuan mengetahui apakah
pemberian BPA dapat meningkatkan kadar
MDA hati dan meningkatkan indeks apoptosis
sel hepatosit pada tikus putih.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimen
dengan desain eksperimen sederhana (posttest
only control group design). Subjek yang
digunakan adalah tikus putih jantan galur
Sprague dawley, umur 8-10 minggu, bobot
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badan sekitar+ 180 g, dan sehat. Besaran sampel
dihitung dengan menggunakan rumus Pocock
(2008) yang didasarkan atas penelitian pengaruh
pemberian BPA 400 mg/kgBB terhadap kadar
SOD (Sulaiman et al., 2017), didapatkan jumlah
minimum sampel yang diperlukan adalah tujuh
ekor per kelompok atau keseluruhan 14 ekor.
Sebelum penelitian dimulai, tikus diadaptasi
selama satu minggu di tempat penelitian untuk
penyesuaian dengan lingkungan. Sampel tikus
kemudian dibagi menjadi dua kelompok,
kelompok pertama (kelompok kontrol/P0)
diberikan aquades dan kelompok kedua
(kelompok perlakuan/P1) diberikan Bisphenol A
(Wako®) dosis 400 mg/kgBB secara oral. Setelah
21 hari perlakuan, keseluruhan kelompok tikus
dikorbankan nyawanya atau dieuthanasi dan
dilakukan nekropsi untuk diambil organ
hatinya.

Organ hati dari masing-masing tikus dibagi
menjadi dua bagian. Satu bagian untuk peme-
riksaan MDA dan satu bagian untuk pemerik-
saan apoptosis. Untuk pemeriksaan MDA, hati
dicuci dengan posphat buffer saline (PBS),
kemudian dikemas dengan aluminum foil dan
disimpan di dalam freezer (-20°C). Untuk
pemeriksaan apoptosis, hati difiksasi dengan
medium transport neutral buffer formalin 10%.
Pemeriksaan kadar MDA dilakukan dengan
menggunakan metode enzyme linked immuno-
sorbent assay/ELISA dengan menggunakan Rat
Malondialdehyde ELISA KIT (Bioassay
Technology Laboratory Catalog No. EO156Ra).
Indeks apoptosis diperiksa dengan metode
pemeriksaan pada sediaan histopatologi yang
diwarnai dengan pewarnaan khusus TUNEL.

Data yang diperoleh pada penelitian ini
dianalisis dengan menggunakan uji statistika
independent sample ttest. Data disajikan dalam
bentuk grafik yang menunjukkan rataan+
simpangan baku. Data diolah dengan menggu-
nakan SPSS Statistic 23.0

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil menunjukkan bahwa tikus kelompok
P1 memiliki kadar MDA hepatik yang lebih
tinggi (3,33 + 0,27 nmol/mg.prot) dan berbeda
nyata (p<0,001) dibandingkan kelompok PO
(2,67 £ 0,14 nmol/mg.prot) (Gambar 1). Selain
itu, kelompok P1 memiliki indeks apoptosis yang
lebih tinggi (11,21 + 2,26%) dan berbeda nyata
(p<0,001) dibandingkan kelompok PO (2,19 +
0,97%) (Gambar 2).

Maret 2022 Vol. 23 No. 1: 80 - 87

Selama beberapa dekade terakhir telah
terjadi peningkatan kesadaran akan dampak
lingkungan yang mengandung bahan pencemar
kimia. Zat kimia ini mengganggu keseimbangan
endokrin tubuh yang menyebabkan efek
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Gambar 1. Perbandingan kuantitatif kadar
malondialdehid/ MDA antar
kelompok. p (Sig.) dihitung dengan
menggunakan independent t- test.
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independent t-test.
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merusak bagibanyak organ (Sikka dan Wang,
2008). Bisphenol A, monomer estrogenik,
digunakan dalam jumlah yang sangat besar
setiap tahun (Liao dan Kannan, 2011).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kelompok perlakuan P1 memiliki kadar MDA
hepatik yang lebih tinggi (3,33 + 0,27 nmol/
mg.prot) dan berbeda nyata (p<0,001)
dibandingkan kelompok kontrol PO (2,67 + 0,14
nmol/mg.prot). Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian BPA dosis 400 mg/kgBB
menyebabkan stres oksidatif di jaringan hati,
sehingga MDA sebagai produk biomarker stres
oksidatif meningkat. Pada kelompok P1
menghasilkan indeks apoptosis yang lebih tinggi
(11,21 + 2,26%) dan berbeda nyata (p<0,001)
dibandingkan kelompok PO (2,19 + 0,97%).

Toksisitas BPA selama ini hanya
difokuskan efeknya pada sistem reproduksi
(Chitra et al., 2003; Aydodan dan Barlas, 2006).
Namun, penelitian terbaru mengemukakan
bahwa BPA juga menyebabkan stres oksidatif,
dan efek stres oksidatif BPA ini bersifat
independen terhadap efek toksiknya pada sistem
reproduksi (Wisesa et al., 2020). Bisphenol A
juga menyebabkan stres oksidatif pada organ
vital manusia (Asahi et al., 2010; Moon et al.,
2012). Peningkatan radikal bebas akibat BPA
hingga saat ini belum diketahui mekanismenya.
Namun, hasil penelitian jelas menunjukkan
bahwa BPA menyebabkan peningkatan hidrogen
peroksida (H,0,) dan peroksidasi lipid disertai
dengan penurunan aktivitas enzim antioksidan,
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yaitu katalase (CAT), glutation (GSH-Px), dan
superoksida dismutase (SOD) (Kourouma et al.,
2015). Hasil tersebut sejalan dengan laporan Wu
et al. (2011) yang menyatakan bahwa penurunan
signifikan terjadi pada aktivitas GSH dan SOD
pada kelompok yang diberikan BPA.
Nampaknya, stres oksidatif akibat BPA
diakibatkan oleh penurunan ekspresi gen
mitokondria seperti cyclooxygenase (COX),
NADH-ubiquinol oxidoreductase (ND),
cytochrome b (CYTB) dan ATP (Wang et al.,
2019).

Peningkatan peroksidasi lipid pada tikus
perlakuan mengindikasikan terjadi peningkatan
produksi radikal bebas dan penurunan status
antioksidan. Penurunan aktivitas enzim
antioksidan menyebabkan kerusakan oksidatif
organ hati, karena CAT dan GSH-Px telah
dianggap sebagai scavenger utama H,0, (Vernet
et al., 2004), sedangkan SOD dapat mengkatalis
dekomposisi radikal superoksida untuk
menghasilkan H O, (Yulyani et al., 2017).
Namun, dengan tidak adanya aktivitas CAT
atau GSH-Px yang memadai untuk
mendegradasi H,0,, maka lebih banyak H,O,
dikonversi menjadi radikal hidroksil toksik dan
dapat berkontribusi pada stres oksidatif yang
diakibatkan oleh BPA.

Malondialdehid terbentuk dari kerusakan
membran sel akibat adanya ROS pada fase stres
oksidatif. Rangkaian proses peroksidasi yang
diawali dengan terjadinya fragmentasi PUFA
dapat menghasilkan berbagai bentuk aldehid,

Gambar 3. Sediaan histopatologis jaringan hati (TUNEL; pembesaran 400x). Hepatosit apoptotik
terwarnai coklat pada nucleus (panah merah), sedangkan sel non-apoptotik terwarnai
biru (panah kuning). PO adalah kelompok kontrol dengan plasebo; P1 adalah kelompok
perlakuan dengan BPA dosis 400 mg/kgBB
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alkena dan hidroalkena seperti malondialdehid

dan 4-hidroksio-2nonenal. Malondialdehid

sebagian besar terbentuk dari peroksi PUFA

yang mengandung lebih dari satu ikatan ganda,

sepertl asam linoleat, arachidonat dan

dokosaheksanoat, meskipun sebagian terbentuk
pada proses enzymatic metabolism eikosanoid.
Status antioksidan yang tinggi biasanya diikuti

oleh penurunan kadar MDA (Harris dan

Atkinson, 2015).

Metabolisme BPA yang paling utama terjadi
di hati melalui glukuronidasi oleh mikrosom
hati, dan glukuronidasi ini dimediasi oleh
UGT2B1, salah satu isoform dari UDP-
glukuronosiltransferase dalam hati tikus (Yokota
et al., 1999). Glukuronidasi adalah jalur
metabolisme utama dari bahan kimia. Setelah
glukuronidasi, glukuronida yang dihasilkan
diekskresikan terutama ke dalam empedu (Inoue
et al., 2005). Konjugat ekskretoris utama dari
metabolisme BPA ini adalah BPA-glukuronida
dan bukan sulfat, karena sulfat tidak terdeteksi
dalam urin tikus setelah pemberian oral BPA
(Knaak dan Sullivan, 1996). Metabolit BPA yang
dihasilkan dari metabolisme mikrosomal
Cytochrome P450s menunjukkan peningkatan
aktivitas estrogenik dan menyebabkan
kerusakan DNA (Atkinson dan Roy, 2005).

Hasil penelitian membuktikan terjadi
apoptosis pada jaringan hati dan kaitannya
dengan stres oksidatif akibat paparan BPA.
Senada dengan hasil penelitian Lee et al. (2014)
yang menunjukkan bahwa konsentrasi BPA
urin berkaitan dengan kelainan fungsi hati pada
manusia. Sebuah studi cross-sectional pada 1455
orang Amerika yang terpapar BPA
menunjukkan hubungan yang signifikan secara
statistika antara konsentrasi BPA yang lebih
tinggi dan konsentrasi abnormal dari enzim
hati, yaitu, a-glutamil transferase (a-GT), alkali
fosfat (ALP), dan laktat dehidrogenase (LDH)
(Lang et al., 2008).

Penelitian menunjukkan bahwa ada tiga
jalur berbeda dari apoptosis yang diinduksi BPA.
Jalur pensinyalan DNA damage response (DDR)
sangat penting untuk kematian sel germinal
yang diinduksi BPA, jalur pensinyalan ERK
atau JNK MAPK terlibat dalam apoptosis yang
diinduksi BPA, dan jalur pensinyalan IGF-1
diperlukan untuk kematian sel germinal yang
diinduksi BPA (Wang et al., 2015). Pada jalur
DDR, baik protein caspase CED-3 dan protein
Apaf-1 CED-4 diperlukan untuk apoptosis yang
diinduksi BPA. Apoptosis dihambat oleh ced-9,
dan diaktifkan oleh egl-1. Protein checkpoint
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HUS-1 memberikan efek proapoptosis, dan p53
juga berpartisipasi dalam apoptosis yang
diinduksi oleh BPA. Pada jalur IGF-1 dan protein
targetnya DAF-16/FOX0O, memainkan peran
penting dalam apoptosis yang diinduksi BPA.
DAF-2/IGF-1R dan AKT-1/PKB mengatur
apoptosis secara negatif melalui induksi DAF-
16 (Wang et al., 2015).

Bisphenol A telah dilaporkan menginduksi
autofagi dan apoptosis pada sel Sertoli dan
Leyding pada testis tikus dan kematian sel
dalam sel Sertoli pada tikus jantan. Dilaporkan
bahwa BPA dapat menginduksi aktivasi protein
kinase A (PKA) dan Akt dalam sel Leydig testis
(Kim et al., 2010). Dalam sel granulosa, BPA
ditunjukkan untuk menginduksi peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARA)
dan menurunkan regulasi steroidogenesis dan
proliferasi yang dirangsang oleh FSH melalui
aktivasi faktor transkripsi GATA (Kwintkiewicz
et al., 2010). Selain itu, Jalur Akt ditunjukkan
terlibat dalam induksi apoptosis sel sertoli tikus
yang diinduksi BPA. Paparan terhadap BPA
dapat menginduksi disfungsi sekresi insulin dan
meningkatkan apoptosis pada sel-sel insulinoma
tikus melalui kerusakan mitokondria (Wang et
al., 2015).

Penelitian in vitro mengindikasikan bahwa
BPA dapat menyebabkan induksi aktivasi
adenilat kinase, ekspresi gen TNF-alpha
(Kovacic, 2010), dan disregulasi homeostasis
Ca?* (Lee et al., 2008). Jalur-jalur tersebut
berkaitan dengan induksi apoptosis jalur
intrinsik yaitu menginduksi aktivasi p53, inibisi
p21, kemudian menginduksi Bax, menginhibisi
BCL2, dan merangsang siktrokrom C untuk
keluar dari mitrokondria sehingga terbentuk
apoptosome yang mengaktifkan caspase
eksekutor (Kartiko et al., 2018). Namun,
mekanisme efek samping BPA pada kelainan
fungsi hati dan apoptosis belum sepenuhnya
dipahami.

SIMPULAN
Dapat disimpulkan bahwa pemberian BPA
dapat meningkatkan kadar MDA dan indeks
apoptosis hepatosit.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengetahui mekanisme apoptosis yang
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diakibatkan oleh BPA melibatkan jalur
intrinsik, ekstrinsik atau jalur apoptosis
alternatif.
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