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ABSTRACT

The long-term use of Depo Medroxy Progesterone Acetate (DMPA) can cause hypertension. Hypertension is often related to high production of endothelin-1 in the blood. Mechanism of DMPA can cause hypertension is still unclear. Therefore, this study aims to find out the effect of long-term use of DMPA on ET-1 production. This is a true experiment with Posttest Only Control Group Design conducted on 12 female wistar (Rattus Norvegicus) strain rats. The mice in the control group were not treated while the treatment group was injected with DMPA 2.7 mg/ week for 8 weeks. Endothelin 1 plasma was assessed at 4 and 8 weeks using ELISA method. The result of this research show that in the 4th week, ET-1 significantly increase (p = 0.003) in the treatment group (130.38 ± 4.03) compared to the control group (121.64 ± 3.76). Whereas at week 8, there was a tendency to increase ET-1 in the treatment group (132.16 ± 8.97) compared to the control group (126.77 ± 18.11), but not significant (p = 0.528). From the results of this study can be concluded that the long-term use of DMPA in female mice can increase plasma levels of endothelin-1.
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ABSTRAK

Penggunaan Depo medroxy progesterone acetate (DMPA) dalam jangka panjang diketahui dapat menimbulkan hipertensi. Hipertensi sering dikaitkan dengan tingginya produksi endothelin-1 dalam darah. Mekanisime DMPA dapat menyebabkan hipertensi masih belum jelas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh penggunaan DMPA jangka panjang terhadap produksi ET-1. Penelitian ini merupakan true experiment dengan desain penelitian Posttest Only Control Group Design yang dilakukan pada 12 ekor tikus galur wistar (Rattus Norvegicus) betina. Tikus pada grup kontrol tidak diberi perlakuan sedangkan grup perlakuan diinjeksi DMPA 2,7 mg/minggu selama 8 minggu. Plasma endotelin 1 diperiksa pada minggu ke-4 dan minggu ke-8 dengan metode ELISA. Hasil penelitian menunjukkan pada minggu ke-4, ET-1 mengalami kenaikan (p=0.003) pada grup perlakuan (130.38± 4.03) dibandingkan grup control (121.64 ± 3.76). Sedangkan pada minggu ke-8, terjadi kecederungan peningkatan ET-1  pada grup perlakuan (132.16 ± 8.97) dibandingkan grup kontrol (126.77 ± 18.11), namun tidak signifikan (p=0.528). Dari hasil penelitian tersebut dapat disimpukan bahwa pemberian DMPA jangka panjang pada tikus betina dapat meningkatkan kadar plasma endotelin 1.
Kata kunci: DMPA jangka panjang, penurunan estrogen, endothelin 1

PENDAHULUAN 

Latar Belakang (Opsional)
	
Depo medroxy progesterone acetate (DMPA), merupakan alat kontrasepsi yang telah banyak digunakan oleh wanita di seluruh dunia. (1) Kontrasepsi jenis DMPA sangat efektif dengan tingkat kegagalan penggunaan sebesar 0,2%. (2) Tiap mL dari sediaan kemasan 3 mL DMPA mengandung  medroxyprogesterone acetate 150 mg yang akan memberikan kerja farmakologis mirip dengan progesteron alamiah yang disuntikkan secara IM/ intramuskuler dan diberikan setiap 12 minggu.(3,4) Namun, penggunaan DMPA jangka panjang diketahui dapat menimbulkan hipertensi. Hal tersebut didukung oleh beberapa penelitian mengenai kontrasepsi suntikan DMPA yang menujukkan adanya peningkatan tekanan darah jika DMPA digunakan lebih dari 1 tahun. (5,6)
Kemampuan DMPA dalam menekan kadar estrogen didalam tubuh ditunjukkan dengan adanya penelitian pada 20 wanita yang mendapat suntikan DMPA setiap 3 bulan selama lebih dari 1 tahun menunjukkan kadar estrogen mencapai 75 pg/ml.(7) Hubungan yang signifikan antara lama penggunaan DMPA dan kadar estrogen juga dilaporkan oleh Clark et al (2001) bahwa kadar estrogen turun hingga 7,9 pg/mL dengan kadar rata-rata 18,9 pg/ml pada penggunaan selama 1 sampai lebih dari 3 tahun. (8)
Estrogen premenopause memberikan perlindungan terhadap kejadian penyakit jantung sehingga terjadinya penurunan hormon estrogen karena pemakaian DMPA jangka panjang juga akan menyebabkan penurunan fungsi kardioprotektif. Hal tersebut didukung dengan penelitian pada wanita menopasuse yang diberikan terapi sulih hormon (TSH) menunjukkan resiko lebih kecil untuk menderita penyakit kardiovaskular dibandingkan wanita menopause yang tidak mendapatkan TSH. (9) 
Estrogen penting karena efek protektifnya terhadap kardiovaskular melalui kemampuan inhibisi terhadap produksi endothelin 1 (ET-1). (10)Penelitian yang dilakukan oleh Sorensen et al (2002) memperlihatkan bahwa estradiol adalah penentu fungsi endotel pada wanita pramenopause sehat.(11) Sel endotel yang mensekresikan ET-1 bertindak sebagai vasokonstriktor dalam peningkatkan tekanan darah.(12) Hal tersebut diperkuat dengan penelitian yang melaporkan bahwa gangguan produksi ET-1 berperan terhadap patogenesis hipertensi.(13)  Keterlibatan ET-1 dalam pengembangan hipertensi dan kerusakan vascular juga ditunjukkan oleh penelitian yang dilakukan oleh.(14)
Peneliti menduga bahwa salah satu penyebab terjadinya hipertensi adalah akibat penggunaan DMPA jangka panjang yang berhubungan dengan tingginya produksi ET-1. Oleh karena itu, peneliti tertarik untuk melihat kadar ET-1 terhadap penggunaan DMPA jangka panjang.

Tujuan Penelitian (Opsional)

Tujuan penelitian ini adalah untuk  mengetahui pengaruh pemberian Depo Medroxy Progesteron Acetate (DMPA) selama 4 minggu dan 8 minggu  terhadap kadar endothelin 1 (ET-1) pada tikus putih Wistar (Rattus Norvegicus) .

METODE

Jenis penelitian yang digunakan adalah True-Eksperiment dengan desain penelitian Posttest Only Control Group Design. Lokasi perawatan tikus dilakukan di Laboratorium Entomologi Hewan Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin. Sedangkan pengukuran kadar ET-1 dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi RSP Universitas Hasanuddin Makassar
Populasi dalam penelitian ini adalah semua tikus wistar betina yang ada di Laboratorium Entomologi Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin Makassar. Sampel sebanyak 12 ekor tikus (6 ekor tikus untuk kelompok perlakuan dan 6 ekor tikus kelompok kontrol) yang dipilih dengan teknik non-probability sampling secara Quota Sampling  berdasarkan kriteria inklusi yaitu galur wistar, umur 140-168 hari, sehat secara makroskopis, tidak ada kelainan morfologi dan berat badan 200-250 gram
Data diperoleh dari hasil pemeriksaan darah tikus yang diambil pada minggu ke-4 dan minggu ke-8 yang dilakukan sentrifugasi untuk mengambil bagian plasma darah. Setelah itu kadar endotelin 1 diperiksa dengan kit ELISA dan ELISA reader.
Data hasil pemeriksaan kadar endothelin 1 kemudian diolah dengan SPSS Statistik 24 dilakukan Uji Normalitas data (Shapiro Wilk test) sehingga diperoleh karakteristik sampel yang berdistribusi normal. Lalu dilakukan uji Paired T-test untuk mengetahui pengaruh waktu terhadap kadar endothelin 1 dan  uji Levenes Test untuk mengetahui efek pemberian DMPA terhadap kadar endotelin 1.

HASIL

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Kadar Endothelin 1

	Kadar ET-1 (pg/mL)

	Subjek
	Kontrol (K)
	Subjek
	Perlakuan (P)

	
	Minggu 
Ke-4 (K1)
	Minggu
Ke-8 (K2)
	
	Minggu
Ke-4 (P1)
	Minggu
Ke-8 (P2)

	Tikus 1
	128.25
	159.94
	Tikus 7
	126.95
	126.66

	Tikus 2
	120.40
	132.44
	Tikus 8
	134.49
	130.94

	Tikus 3
	119.32
	109.05
	Tikus 9
	128.04
	148.71

	Tikus 4
	122.83
	119.64
	Tikus 10
	136.12
	128.61

	Tikus 5
	121.74
	114.97
	Tikus 11
	130.03
	123.33

	Tikus 6
	117.30
	124.56
	Tikus 12
	126.65
	134.71

	Mean
	121.64
	126.77
	
	130.38
	132.16



Data dari hasil pengukuran kadar ET-1 dengan metode ELISA (Tabel 1) selanjutnya diolah dengan uji statistik antara lain: uji deskriptif untuk menilai karakteristik subyek penelitian  lalu  diuji normalitas untuk mengetahui data terdistribusi normal. dan uji komparatif untuk menganalisis perbedaan kadar endothelin-1 antar kelompok pada waktu yang berbeda.





Tabel 2. Analisis Pengaruh Waktu Pemberian DMPA terhadap Kadar Endothelin 1 (ET-1)

	Endothelin 1
(pg/mL)
	n
	Kontrol Rerata (SD)
	Pemberian DMPA
Rerata (SD)

	Minggu
ke-4
	6
	121.64 (3.76)
	130.38 (4.03)

	Minggu
Ke-8
	6
	126.77 (18.11)
	132.16 (8.97)

	
	p = 0.704
	p = 0.575



Tabel 2. menunjukkan bahwa waktu pemberian DMPA selama 4 minggu dan 8 minggu tidak mempengaruhi kadar endothelin 1 (nilai p>0,05). Hal ini  terlihat pada kelompok control diperoleh p = 0.704 dan kelompok control p = 0.575.

Tabel 3. Hasil Analisis Efek Perlakuan Terhadap Endothelin 1  (ET-1) Antar Kelompok 
Pada  Minggu ke-4 dan Minggu ke-8
  
	Endothelin 1  (pg/mL)
	n
	Kontrol Rerata (SD)
	Pemberian
DMPA
Rerata (SD)
	Selisih (IK 95%)
	P

	Minggu
ke-4
	6
	121.64 (3.76)
	130.38 (4.03)
	10.03 (13.75-3.72)
	0.003

	Minggu
Ke-8
	6
	126.77 (18.11)
	132.16 (8.97)
	10.78 (23.78-13.00)
	0.528 



Tabel 3. menunjukkan adanya pengaruh pemberian DMPA yang cukup kuat terhadap kenaikan kadar endotelin 1 plasma (p=0.003). Pada minggu ke-4, kadar ET-1 pada kelompok perlakuan terlihat lebih tinggi (130.38 ± 4.03 pg/mL) setelah pemberian DMPA selama 4 minggu, dibandingkan dengan kelompok kontrol sebesar 121.64 ± 3.76 pg/mL yang tidak diberikan pemberian DMPA.
Sementara DMPA yang diinjeksikan pada selang waktu 4 minggu berikutnya (8 minggu) tidak terlalu mempengaruhi kadar endotelin-1 (p=0.528). Jika dibandingkan antara kelompok kontrol dan perlakuan pada minggu ke-8, kadar ET-1 pada kelompok kontrol 126.77 ± 18.11 pg/mL terlihat tidak terlalu jauh perbedaanya dibanding kelompok perlakuan 132.16 ± 8.97 pg/mL. Kadar ET-1 pada kelompok perlakuan terlihat tetap mengalami kenaikan namun tidak terlalu signifikan.  

PEMBAHASAN
Data yang diperoleh dari penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi peningkatan kadar ET-1 pada kelompok perlakuan DMPA pada minggu ke-4 dan minggu ke-8 dibandingkan dengan kelompok kontrol yang tidak diberi perlakuan DMPA.  DMPA kelihatannya mampu meningkatkan kadar endothelin 1 dalam tubuh.
DMPA yang diinjeksikan ke dalam tubuh wanita bertujuan untuk menghambat ovulasi. Setelah disuntikkan, MPA akan dilepaskan secara perlahan kedalam sirkulasi sistemik(15) kemudian terikat pada protein plasma(16) lalu menuju sel target untuk menjalankan fungsinya. Namun, ketika DMPA disuntikkan secara teratur kedalam tubuh wanita maka progesteron lebih dominan dan sebaliknya estrogen akan semakin tertekan seiring waktu pengunaan DMPA ini. Penurunan estrogen karena penggunaan DMPA ini dibuktikan pada penelitian yang dilakukan pada 20 wanita yang mendapat suntikan DMPA selama lebih dari 1 tahun menunjukkan kadar estradiol hingga 75 pg/ml.(7) 
Diketahui bahwa DMPA dapat menyebabkan  peningkatan  kadar  hormon progesteron dalam darah yang akan dideteksi oleh hipofisis anterior. Keberadaan  progesteron  menyebabkan efek penghambatan estrogen akan berlipat ganda. Dalam jangka waktu tertentu tubuh dapat mengkompensasi dengan meningkatkan sekresi estrogen agar tetap dalam keadaan normal namun dalam jangka waktu yang lama akan menyebabkan hilangnya kompensasi tubuh sehingga terjadi penurunan kadar estrogen di dalam darah.(17) Penurunan estrogen ini kemudian mempengaruhi fungsi vascular.
Selain kemungkinan efek vaskular dari DMPA  yang tidak diinginkan pada fungsi arterial(18), DMPA juga dikaitkan dengan efek buruk pada endothelium.(19) Sejalan dengan hasil penelitian ini yang menunjukkan adanya kecenderungan peningkatan kadar ET-1 vaskular pada kelompok pemberian DMPA pada minggu ke-4 dan ke-8 dibanding dengan kelompok kontrol yang tidak diberikan DMPA, meskipun tidak bermakna secara statisik.
Penurunan estrogen diketahui  dapat menurunkan kemampuan nitric oxide sebagai vasodilator secara langsung di vascular. Efek ini justru akan lebih menonjol dibandingkan dengan pengaruhnya secara langsung terhadap ET-1 dikarenakan estrogen merupakan molekul vasoprotektif penting yang menyebabkan pelebaran pembuluh darah dengan cepat dengan mengaktifkan nitrat oksida sintase endotel (eNOS).
Adapun rentan waktu pemberian DMPA selama 4 minggu dan 8 minggu pada penelitian ini tidak mempengaruhi kadar endothelin-1 plasma karena DMPA diketahui tidak secara langsung dapat mempengaruhi sekresi ataupun produksi ET-1, akan tetapi DMPA terlebih dahulu memberikan efek terhadap penurunan estrogen. Penurunan estrogen yang terjadi pada subyek penelitian ini kemudian akan memberikan pengaruhnya pada beberapa jalur yang juga dapat dilalui dan berperan dalam sekresi ataupun produksi ET-1 yakni: Angiotensin II, MAPK, dan nitric oxide (NO). Tersedianya beberapa jalur ini mendukung asumsi bahwa  pemberian DMPA membutuhkan waktu lebih lama untuk memberikan pengaruhnya terhadap kadar ET-1.
Mekanisme yang bisa menjelaskan  adanya pengaruh DMPA terhadap ET-1 adalah jalur ROS. Estrogen diketahui dapat memodulasi konsentrasi reactive oxygen species (ROS) untuk menurunkan protein oksidatif dan / atau meningkatkan ekspresi enzim antioksidan.(20) sehingga ketika kadar estrogen menurun maka ROS akan meningkat. Peningkatan produksi ROS telah dikatikan dengan produksi ET-1. Cheng et al (2002) melaporkan bahwa, ROS dapat menstimulasi ekspresi gen ET-1 di sel endotel.(21) Sejalan dengan itu, penelitian yang dilakukan oleh Kahler et al (2002) menunjukkan bahwa ROS dapat meningkatkan sintesis dari ET-1 baik pada sel otot polos vaskuler maupun di sel endotel melalui aktivasi dari promotor preproET-1 dan peningkatan konsentrasi mRNA. (22)
Semakin besar rangsangan yang diperoleh sel endotel, maka semakin tinggi pula aktifitas sekresi ET-1. Ada beberapa  rangsangan yang dapat mengakibatkan sekresi endotelin 1 diantaranya tekanan intraarterial, shear stress yang rendah, angiotensin II (Ang.II), vasopressin, katekolamin. Sebaliknya pada penelitian ini, penurunan estrogen yang terjadi pada subyek penelitian diduga hanya memberikan rangsangan dari jalur peningkatan ROS sehingga peningkatan kadar ET-1 yang terlihat tidak bermakna secara statistik


KESIMPULAN

Peneltian ini menunjukkan bahwa pemberian DMPA dalam jangka panjang yaitu selama 8 minggu dapat meningkatkan kadar endotelin-1 plasma pada tikus wistar (Rattus Norvegicus) betina. Peningkatan plasma endotelin-1 tampak jelas terjadi terutama pada minggu ke-4 setelah pemberian DMPA sehingga wanita yang memiliki riwayat hipertensi dianjurkan untuk memilih jenis kontrasepsi selain DMPA.
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