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ABSTRAK

Penggunaan pil kontrasepsi dapat menyebabkan peningkatan inflamasi yang terkait dengan resiko penyakit
degeneratif pada wanita. Laktat dehidrogenase (LDH) merupakan biomarker peningkatan inflamasi dan
kerusakan jaringan. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh pil kontrasepsi oral serta mengevaluasi
efektivitas dari simvastatin, rosuvastatin, dan fenofibrat terhadap penurunan kadar LDH pada tikus betina
(Rattus novergicus). Tikus (n=20) dibagi menjadi empat kelompok yaitu satu kelompok kontrol (pil kontrasepsi,
pakan diet tinggi lemak dan NaCMC 0,5%), dan tiga kelompok perlakuan yang diberi pil kontrasepsi, pakan diet
tinggi lemak dan obat uji: simvastatin (0,21 mg/kgBB), rosuvastatin (0,514 mg/kgBB) atau fenofibrat (8,246
mg/kgBB). Pemberian pil kontrasepsi dan pakan diet tinggi lemak dilakukan 30 hari.Pada hari ke-31, tikus
diberi pengobatan sesuai kelompok perlakuan: kelompok kontrol diberikan plasebo (NaCMC), dan ketiga
kelompok perlakuan, masing-masing diberikan obat uji simvastatin (0,21 mg/kgBB), rosuvastatin (0,51
mg/kgBB) serta fenofibrat (8,246 mg/kgBB) selama hari ke-30 hingga hari ke-60. Hasil menunjukkan bahwa
pemberian pil kontrasepsi dan pakan diet tinggi lemak selama 30 hari menyebabkan peningkatan LDH pada
semua kelompok tikus dan mencapai nilai signifikan pada kelompok simvastatin, rosuvastatin, dan fenofibrat
(P<0,05). Setelah pemberian pengobatan selama 30 hari, kelompok simvastatin, rosuvastatin, maupun
fenofibrat mengalami penurunan kadar LDH berturut-turut sebesar 25,8%, 27,1%, dan 27,9%. Penurunan
kadar LDH dari ketiga jenis terapi tidak berbeda signifikan secara statistik. Dapat disimpulkan bahwa baik
simvastatin, rosuvastatin maupun fenofibrat memiliki potensi menurunkan kadar LDH yang setara pada hewan
model inflamasi sistemik yang diinduksi kontrasepsi oral dan diet tinggi lemak.

PENDAHULUAN

Penggunaan pil kontrasepsi dapat meningkatkan
berat badan karena kandungan dari hormon
estrogen dan progesteron, dimana hormon
estrogen menyebabkan retensi cairan, edema (1)
dan peningkatan lemak subkutan (2); sedangkan
progesteron mempermudah penumpukan
karbohidrat dan gula menjadi lemak dan
merangsang nafsu makan (1). Selain mampu
meningkatkan kejadian obesitas dan dislipidemia,
beberapa penelitian mengaitkan penggunaan pil
kontrasepsi oral dengan peningkatan kejadian
inflamasi sistemik akut maupun kronik (3).

Salah satu biomarker terjadinya inflamasi sistemik
adalah peningkatan Laktat Dehidrogenase (LDH)
dalam serum. LDH merupakan enzim yang
terdapat dalam semua jaringan yang berfungsi
mengkatalisis konversi piruvat dan laktat.
Konsentrasi LDH serum dapat meningkat pada
semua tahapan inflamasi dan sindrom metabolik
(4). Penelitian Humaish et al (2020) melaporkan
bahwa penggunaan kontrasepsi oral dapat
meningkatkan konsentrasi LDH secara signifikan,
yang diikuti dengan kerusakan DNA (5).

Beberapa golongan obat dislipidemia memiliki
efek lipid-independent (pleiotropik) yang
termasuk golongan statin (6) dan fibrat (7). Statin
memiliki efek meningkatkan fungsi endotel,
mengurangi peradangan, antitrombolitik (8),

imunoregulator, renoproteksi dan antioksidan (9).
Efek statin dapat menghambat peningkatan laktat
dehidrogenase dengan meningkatkan regulasi
dari protein uncoupling 2 yang terletak pada
mitokondria dan reseptor peroxisome proliferator

activate disoform gamma (PPARy) dengan
menghambat atraktilosida sehingga
meningkatkan  viabilitas  kardiomiosit dan

mengurangi produksi senyawa oksigen reaktif
yang dikenal dengan singkatan ROS (reactive
oxygen species) (10). Sedangkan fenofibrat
memberikan efek pleiotropik pada dinding arteri
dengan mengaktivasi faktor transkripsi inti
reseptor yang diaktifkan peroxisome proliferator
activate  disoform alfa (PPARa) yang
menyebabkan pengurangan ekspresi protein
inflamasi (11).

Induksi dislipidemia dan peradangan sistemik
tingkat rendah pada hewan dapat dipercepat
dengan diet tinggi lemak. Peradangan yang
diakibatkan diet tinggi lemak menyebabkan
adiposit kehilangan fungsinya untuk
memetabolisme asam lemak bebas yang
bersirkulasi, sehingga dapat memicu
perkembangan penyakit dan komplikasi, seperti
diabetes mellitus, penyakit kardiovaskular,
penyakit hati, aterosklerosis, dan jenis kanker
tertentu (12). Selain itu, pemberian diet tinggi
lemak akan merespon terjadinya inflamasi dengan
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megaktifkan NF-kB dan produksi sitokin inflamasi seperti
TNFq, dan IL-6 (13).

Saat ini belum pernah dilakukan penelitian mengenai efek
statin maupun fibrat dalam mengurangi reaksi inflamasi yang
diakibatkan oleh pil kontrasepsi dan diet tinggi lemak. Oleh
karena itu, dalam penelitian ini akan dilakukan evaluasi efek
penggunaan simvastatin, rosuvastatin, dan fenofibrat
terhadap kadar LDH pada tikus betina yang diberikan pil
kontrasepsi oral dan diet tinggi lemak pada tikus.

METODE PENELITIAN

Penelitian telah mendapatkan etik penelitian dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas
Hasanuddin. Nomor izin etik yang didapatkan adalah
342/UN4.6.4.5.31/ PP36/ 2021.

Obat yang digunakan antara lain pil kontrasepsi kombinasi
(Andalan®), Simvastatin 20 mg (Simvastatin generik)
Rosuvastatin 10 mg (Rosulvastatin Calcium generik) dan
Fenofibrat 100 mg (Fenofibrat generik) yang diperoleh dari
apotek yang berada di kota Makassar. Pemberian obat pada
tikus dihitung berdasarkan faktor konversi dari dosis
manusia ke hewan, sebagai berikut;

. Satu tablet Andalan® mengandung 0,15 mg
Levonorgestrel dan 0,03 mg Ethinylestradiol. Dosis
levonorgestrel 0,15 mg/60 kg bobot badan (BB) manusia (2,5
ug/kg BB) dan dosis Ethinylestradiol 0,03 mg/60 kgBB (0,5
ug/kgBB). Pada tikus, digunakan faktor konversi 6,2 (14),
maka dosis levonorgestrel untuk tikus 15,5 pg/kg BB dan
dosis Ethinylestradiol menjadi 3,1 ug/kg BB.

. Dosis lazim simvastatin yang dipilih adalah 20
mg/hari, setara dengan 0,33 mg/kg per hari pada manusia.
Berdasarkan perhitungan faktor konversi maka dosis
simvastatin yang digunakan untuk tikus adalah 2,1 mg/kg BB.

. Dosis lazim rosuvastatin 5 mg/hari, setara dengan
0,083 mg/kg per hari pada manusia. Pada tikus digunakan
faktor konversi 6,2, maka dosis untuk tikus 0,51 mg/kg BB
tikus.

. Dosis lazim fenofibrat yang dipilih yaitu 80 mg/hari,
setara dengan 1,33 mg/kg per hari pada manusia. Setelah
dikonversi dengan dosis tikus, diperoleh dosis 8,25 mg/kg
bobot badan tikus.

Obat dalam bentuk serbuk ditimbang sesuai dengan dosis
yang diinginkan dengan mempertimbangkan kekuatan
sediaan lalu dibuat dalam bentuk suspensi menggunakan
natrium karboksi metilselulosa (NaCMC) 0.5%.

Tikus putih (Rattus norvegicus) betina sebanyak 20 ekor
yang berumur 2-3 bulan dengan bobot +130-200 g. Sebelum
aklimatisasi terhadap hewan uji, dilakukan skrining dengan
penimbangan berat badan, pengelompokkan dan penandaan.
Setelah itu, dilakukan aklimatisasi selama 7 hari dengan
diberi pakan standar dan minum aquadest ad libitum.

Telur bebek digunakan sebagai pakan diet tinggi lemak
karena kuning telur bebek mengandung kolesterol sebesar
2.118,75 mg/100 g, lebih besar dibandingkan kuning telur
ayam kampung 1.881,30 mg/100 g, dan 1.274,50 mg/100 g
pada kuning telur ayam ras (15). Selain itu, telur bebek
mengandung protein berkisar 9,30-11,80%, lemak berkisar
11,40-13,52%, dan gula berkisar 1,50-1,74% (15). Kuning
telur bebek mentah yang dikocok hingga homogen kemudian
diberikan sebanyak 2 mL/200 gBB dengan cara peroral.
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Hewan uji dibagi menjadi empat kelompok yang masing-
masing terdiri dari 5 ekor tikus. Setelah pengambilan darah
awal (hari 0), keempat kelompok tikus diberikan pil
kontrasepsi dan diet tinggi lemak selama 60 hari. Untuk
kelompok uji, tikus diberi pengobatan mulai hari ke-31 sesuai
kelompok perlakuan hingga hari ke-60. Adapun pembagian
kelompok terdiri atas kelompok kontrol yang hanya diberi
plasebo (NaCMC) serta tiga kelompok perlakuan yang
masing-masing diberi obat uji simvastatin (0,21 mg/kgBB),
rosuvastatin (0,51 mg/kgBB) dan fenofibrat (8,25 mg/kgBB).
Pengambilan darah dilakukan pada tiap kelompok pada hari
ke-0 (sebelum mendapatkan perlakuan), hari ke-30 (setelah
diberi pil kontrasepsi dan pakan tinggi lemak), dan hari ke-60
(setelah 30 hari pengobatan bersama dengan pil kontrasepsi
dan pakan tinggi lemak). Darah yang diambil melalui sinus
orbitalis karena terdapat pembuluh darah yang besar
sehingga darah lebih mudah diperoleh serta waktu
pemulihan lebih cepat (16). Darah dimasukkan dalam tabung
vacutainer lalu disentrifus selama 15 menit dengan
kecepatan 3000 rpm. Pemeriksaan kadar LDH menggunakan
Humalyzer 3500 (Human®) dengan panjang gelombang 340
nm.

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji Saphiro-
Wilk untuk melihat normalitas distribusi data. Uji paired t-
test digunakan untuk menguji perbedaan nilai rata-rata
antara dua titik pengukuran yang berbeda (hari ke-0 dan hari
ke-30, serta hari ke-30 dan hari ke-60). Uji one-way ANOVA
digunakan untuk menguji perbedaan nilai rata-rata
kelompok perlakuan. Nilai p < 0,05 digunakan sebagai
ambang batas untuk menolak hipotesis null.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penggunaan kontrasepsi oral dapat memicu peningkatan
bobot badan dan inflamasi sistemik yang diawali oleh
pelepasan kortisol yang kemudian menginduksi pelepasan
sitokin pro inflamasi (TNF-a) dan hipometilasi DNA (17).
Efek  pleiotropik obat-obat antidislipidemia dapat
menurunkan aktivitas mediator pro-inflamasi, sehingga
memungkinkan digunakan untuk mengurangi komplikasi
akibat kondisi dislipidemia.

250

200 ¢ . * . * . *

-
@
=)

Bobot badan (g)
g

[n]
=]

NacMmC

mhari 0 m@mhari 30 @ hari 60
Gambar 1. Bobot badan tikus pada saat sebelum perlakuan (hari 0),
setelah 30 hari diberi pakan tinggi lemak dan pil kontrasepsi (hari 30)
dan setelah diberi pengobatan hingga hari ke-60 (hari 60).
*menunjukkan P<0,05 dibandingkan sebelum pemberian pakan
tinggi lemak dan pil kontrasepsi (hari 0)

Bobot badan tikus dalam setiap kelompok diukur sebelum
mulai diberi pakan tinggi lemak dan pil kontrasepsi. Analisis
statistic menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang
signifikan dari semua kelompok pada pra-induksi (Gambar
1). Setelah 30 hari pemberian pil kontrasepsi dan pakan
lemak, bobot badan tikus meningkat pada setiap kelompok
dan mencapai perbedaan signifikan dibanding bobot badan
pra-perlakuan (p<0,05), kecuali pada kelompok fenofibrat,
dimana pada kelompok ini standar deviasi bobot badan pra
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Tabel 1. Pengaruh perlakuan terhadap kadar LDH pada tikus betina (Rattus norvegicus)

Perlakuan RerataxSD (U/L)

% Perubahan % Perubahan P-Value (paired P-value (one-

Hari 0-30 Hari 30-60 sample t-test) way ANOVA)
Hari 0 Hari 30 Hari 60
Pil Kontrasepsi 640,7+181,8 908,530  952,4+236,3 41,8 4,8 0,0992
+Pakan Lemak 8,7 0,790v
+NaCMC 0,152¢
Pil Kontrasepsi 723,3£101,0 1225,3+2 909,2+118,9 64,4 -25,8 0,024
+Pakan Lemak 89,5 0,135b
. N 0,6784
+Simvastatin 0,111¢ 0249¢
Pil Kontrasepsi 754,7+241,2 1203,1+2 877,6%635,0 59,4 -27,1 0,002 0'502f
+Pakan Lemak 70,2 0,433b ’
+Rosuvastatin 0,756¢
Pil Kontrasepsi 601,7+282,0 1157,4+1 834,5+256,0 92,3 -27,9 0,024
+Pakan Lemak 50,6 0,100v
+Fenofibrat 0,310¢
Keterangan:

@Uji paired sample t-test kadar laktat dehidrogenase hari 0-30

b Uji paired sample t-test kadar laktat dehidrogenase hari 30-60

¢ Uji paired sample t-test kadar laktat dehidrogenase hari 0-60

9 Uji one-way ANOVA kadar laktat dehidrogenase hari ke-0

¢ Uji one-way ANOVA kadar laktat dehidrogenase hari ke-30

T Uji one-way ANOVA persentase perubahan kadar laktat dehidrogenase hari ke 30-60

perlakuan cukup tinggi. Setelah 60 hari pemberian pil
kontrasepsi dan pakan lemak, bobot badan tikus semakin
bertambah dan meningkat signifikan disbanding hari 0
(P<0,05), kecuali pada kelompok tikus yang diberi fenofibrat.

Pada penelitian ini, inflamasi sistemik diukur menggunakan
indikator kadar laktat dehydrogenase (LDH). Pada tabel 1
dan gambar 2 dapat dilihat secara umum pemberian
kombinasi pil kontrasepsi dan pakan lemak diet tinggi selama
30 hari menyebabkan peningkatan kadar LDH. Analisis
statistic dengan uji paired sampel t-test hari 0 ke 30
menunjukkan peningkatan ini mencapai nilai signifikan
(p<0,05). Pil kontrasepsi oral yang mengandung progesteron
dan estrogen sintesis menghasilkan ROS melalui siklus
redoks metabolit yang membentuk estrogen kuinon dan
hidrokuinon (18). Dampak negatif dari ROS menyebabkan
kerusakan  komponen sel yang penting untuk
mempertahankan integritas sel. LDH adalah fragmen dari
filamen serabut otot myosin (troponin I dan myoglobin). LDH
merupakan enzim sitoplasma dan tidak memiliki kapasitas
untuk melintasi membran sarkoplasma untuk masuk ke
dalam cairan darah. Dengan demikian, peningkatan kadar
LDH dalam darah merupakan indikator adanya kerusakan
sel, kerusakan membran otot dan struktur jaringan (19).
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Gambar 2. Kadar Laktat dehydrogenase (LDH) sebelum perlakuan

(hari ke-0), setelah 30 hari diberi pakan tinggi lemak dan pil
kontrasepsi (hari ke-30) dan setelah diberi pengobatan hingga hari
ke-60. *menunjukkan P<0,05 dibandingkan sebelum pemberian
pakan tinggi lemak dan pil kontrasepsi (hari 0)

Setelah bulan pertama, pada hari ke-31 sampai hari ke-60
tiap kelompok uji diberikan perlakuan yakni NaCMC 0,5%
sebagai kontrol negatif, serta simvastatin, rosuvastatin, dan
fenofibrat sebagai obat uji. Namun, pemberian lanjutan di
bulan kedua tidak menghasilkan peningkatan kadar LDH
yang signifikan pada kelompok penginduksi (kontrol negatif)
yang mengakibatkan peneliti tidak dapat mengamati secara

maksimal efek pemberian obat. Adapun penjelasan faktor
yang kemungkinan terkait hasil ini adalah kombinasi
penginduksi hanya mampu bekerja maksimal selama 30 hari,
atau dosis obat penginduksi kurang dari yang dibutuhkan
untuk menginduksi peningkatan LDH secara optimal.

Kendati terdapat masalah pada kelompok kontrol negatif.
Namun, terdapat data yang dapat digunakan untuk melihat
perbandingan dari ketiga jenis pemberian terapi. Baik
simvastatin, rosuvastatin, maupun fenofibrat terlihat dapat
menurunkan kadar LDH darah dengan persentase sebesar
25,8% untuk simvastatin, 27,1% untuk rosuvastatin, dan
279% untuk fenofibrat. Walaupun demikian, ketiga
penurunan kadar LDH tersebut dinilai tidak berbeda
signifikan secara statistik. Peneltian Ling Wang et al (2018)
melaporkan bahwa statin dapat menghambat pelepasan LDH
dan mengurangi produksi ROS dengan cara meningkatkan
regulasi ekspresi uncoupling protein 2 yang berada pada
membrane mitokondria dan PPAR- Y. Aktivasi dari
uncoupling protein 2 dapat mengurangi sintesis ATP dengan
melepaskan  fosforilasi oksidatif dan menurunkan
pembentukan ROS (10). Menurut penelitian Sugga et al,
(2012), fenofibrat dapat menurunkan kadar LDH pada tikus
yang mengalami iskemia. Fenofibrat merupakan activator
dari PPAR-a yang meregulasi ekspresi endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) dan produksi NO, dengan
meningkatkan kapasitas antioksidan dinding pembuluh
darah dan mengurangi stres oksidatif (20).

Pada penelitian ini, pengukuran kadar laktat dehidrogenase
terhadap kelompok perlakuan menunjukkan terjadinya
penurunan setelah pemberian obat. Penurunan kadar LDH
dapat mengurangi resiko penyakit degeneratif pada
penggunanya. Namun penelitian ini memiliki beberapa
limitasi, diantaranya penelitian ini hanya melibatkan hewan
uji dalam jumlah yang minimal, sehingga kekuatan uji
statistiknya tidak cukup untuk mencapai nilai signifikan.
Selain itu, pengembangan model inflamasi sistemik
menggunakan Kkontrasepsi oral masih belum banyak
dilakukan, sehingga masih diperlukan penelitian lebih lanjut
untuk menentukan dosis dan lama pemberian yang
reproducible untuk meningkatkan mediator proinflamasi
pada hewan uji.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, penggunaan pil
kontrasepsi oral dan diet tinggi lemak selama 30 hari dapat
meningkatkan kadar laktat dehidrogenase (LDH) secara
signifikan (P<0,05) walaupun peningkatannya tidak lagi
signifikan pada hari ke-60. Terapi menggunakan obat
simvastatin, rosuvastatin, dan fenofibrat selama hari ke-31
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hingga hari ke-60 dapat menurunkan kadar laktat LDH yang
meningkat akibat penggunaan pil kontrasepsi oral dan diet
tinggi lemak. Penurunan kadar LDH dengan penggunaan
golongan statin dan fibrat tidak berbeda secara signifikan
setelah 30 hari terapi.
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