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ABSTRACT

Long term DMPA usage causes impaired estrogen protection as vasoprotective molecules that can increase
production. This study aims to determine the effect of long-term DMPA on NO levels on White Rats (Ratus
norvegicus) female wistar. The research was conducted at Animal Entomology Laboratory Faculty of Medical
Hasanuddin University. The research designed was Posttest Only Control Group Design with the 12 rats as
samples in the study taken with non-probability sampling technique i.e. Quota Sampling. Female rats were
given intramuscular injected with DMPA (doses of 2.7 mg) every week and the nitric oxide level was measured
analysis used to tes average differences of nitric oxide (NO) content was concentration of DMPA was
Independent sample T-Test. There was significant difference of NO serum levels between control group and
DMPA groupat week 8 with p value of 0.018, also NO plasma levels between control group and DMPA
administration at week 8 with p value 0.044. It can be concluded that there is significant difference between
nitric oxide (NO) in rats given DMPA and those which were not given DMPA for 8 weeks.
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ABSTRAK

Penggunaan DMPA jangka panjang menghambat perlindungan estrogen sebagai molekul vasoprotektif yang
dapat meningkatkan produksi NO di vaskuler. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
DMPA jangka panjang terhadap kadar NO pada Tikus Putih (Ratus norvegicus) Wistar Betina. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Entomologi Hewan Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin. Desain penelitian
Posttest Only Control Group Design dengan jumlah sampel yaitu 12 ekor tikus dipilih dengan tekhnik non-
probability sampling yaitu secara Quota Sampling. Setiap minggu tikus diberikan injeksi DMPA secara
intramuscular (dosis 2,7 mg) dan dilakukan pengukuran kadar nitric oxide setelah 8 minggu pemberian DMPA
dan dilakukan Analisis yang untuk menguji perbedaan rerata kadar Nitric Oxide antara kelompok kontrol dan
DMPA yaitu menggunakan Independent sample T-Test. Hasil penelitian menunjukkan terdapat perbedaan
bermakna rerata kadar NO serum antara kelompok kontrol dan kelompok pemberian DMPA pada minggu ke-
8dengan nilai p 0.018 juga kadar NO plasma pada kelompok kontrol dan pemberian DMPA pada minggu ke-8
dengan nilai p 0.044. Disimpulkan bahwa ada perbedaan bermakna antara kadar nitric oxide (NO) pada tikus
yang diberikan DMPA dan tidak diberikan DMPA selama 8 minggu.

Kata kunci: DMPA jangka panjang; estrogen; nitric oxide, tikus betina

PENDAHULUAN

Keluarga Berencana merupakan salah satu strategi pemerintah untuk mengurangi kematian ibu
khususnya ibu dengan kondisi 4T; terlalu muda melahirkan (di bawah usia 20 tahun), terlalu sering melahirkan,
terlalu dekat jarak melahirkan dan terlalu tua melahirkan (di atas usia 35 tahun)."’ Pencapaian peserta Keluarga
Berencana (KB) dari waktu ke waktu terus meningkat, pada tahun 2016 menunjukkan jumlah peserta KB di
Indonesia sekitar 74.8% pengguna KB.?® Sekitar 49,7% wanita di Indonesia peserta KB baru dan KB aktif
memilih dan menggunakan jenis kontrasepsi suntikan hormonal termasuk jenis Depo Medroxy Progesterone
Acetate (DMPA).(3)

Jenis kontrasepsi yang paling banyak digunakan di dunia sampai saat ini adalah jenis kontrasepsi
suntikan DMPA.” DMPA menempati peringkat tertinggi dalam pemilihan kontrasepsi untuk mencegah
kehamilan®. DMPA diketahui sebagai kontrasepsi yang paling efektif, dimana angka kehamilan penggunaan
DMPA hanya 0,3% pada tahun pertama penggunaan ®“” dan merupakan kontrasepsi pilihan yang dapat
direkomendasikan pada wanita yang ingin menunda kehamilan.”

Penyebab dari peningkatan tekanan darah pada umumnya adalah multifaktorial, salah satu penyebab
peningkatan tekanan darah adalah penggunaan KB hormonal yaitu DMPA jangka panjang.”” Sebuah penelitian
pada 1.050 wanita, 24% mengalami perubahan tekanan darah yang menunjukkan peningkatan diastolik yang
relative cepat dari penggunaan DMPA.® Sebuah penelitian juga memperlihatkan dari penggunaan DMPA
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selama 12-24 bulan, sekitar 28 orang (46,7%) diklasifikasikan dalam kategori pra-hipertensi dan 32 orang
memiliki tekanan darah normal.” Efek dari penggunaan DMPA juga terlihat dari beberapa penelitian
diantaranya penggunaan DMPA jangka panjang menunjukkan kadar estrogen relatif rendah dari penggunaan
selama lima tahun.”” Sementara itu, penelitian pada tikus juga melaporkan terjadinya ketidakseimbangan
hormonal dari penggunaan DMPA"?, serta pemberian DMPA jangka panjang menghambat perlindungan
estrogen.(m)

Estrogen adalah molekul vasoprotektif penting yang menyebabkan pelebaran pembuluh darah dengan
cepat dengan mengaktifkan nitrat oksida sintase endotel (eNOS) melalui mekanisme yang tidak diketahui.”®)
Pemberian Estradiol dapat memperbaiki fungsi endotel, tetapi ketika penambahan progesterone tidak
menyebabkan peningkatan fungsi endotel, menunjukkan bahwa progestorone oral bertentangan dengan efek
estradiol pada endotel wanita sehat."" Estrogen dan progesterone bertanggung jawab terhadap efek peningkatan
tekanan darah namun mekanisme kerja masih belum diketahui."?

Penggunaan DMPA jangka panjang memperlihatkan terjadinya ketidakseimbangan hormonal"®, kadar
estrogen relative rendah®, serta terhambatnya perlindungan estrogen.'? Estrogen sebagai molekul vasoprotektif
yang dapat meningkatkan produksi NO di vaskuler '*, NO diketahui sebagai zat vasodilator yang berperan
dalam pengaturan keseimbangan tekanan darah.”) Namun, bagaimana kadar NO pada penggunaan DMPA
jangka panjang hubungannya dengan peningkatan tekanan darah masih belum jelas, sehingga perlu dilakukan
study lebih lanjut untuk melihat bagaiamana kadar Nitric Oxide dari penggunaan DMPA Jangka Panjang pada
Tikus Putih (Rattus norvegicus) Wistar Betina.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian DMPA jangka panjang terhadap
kadar NO pada Tikus Putih (Ratus norvegicus) Wistar Betina

METODE

Lokasi penelitian adalah di Laboratorium Entomologi Hewan Fakultas Kedokteran Universitas
Hasanuddin dan Pengukuran Kadar NO di Laboratorium Mikrobiologi RSP Universitas Hasanuddin. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah penelitian True-Eksperiment dengan desain penelitian Posttest Only Control
Group Design.'?

Populasi penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) Wistar betina di Laboratorium Entomologi
Hewan Fakultas Kedokteran Universitas Hasanuddin Makassar. Besar sampel pada penelitian ini menggunakan
6 ekor tikus untuk setiap kelompok. Jadi jumlah sampel yaitu 12 ekor tikus, 6 ekor tikus control dan 6 ekor tikus
perlakuan. Penentuan jumlah tikus untuk masing-masing kelompok sesuai dengan ketentuan yang dikeluarkan
oleh WHO yaitu minimal 5 ekor tikus untuk setiap perlakuan. Sampling.'® Penelitian ini terdiri dari 2 kelompok
yaitu kelompok kontrol (tidak diberikan DMPA) yaitu 6 ekor tikus betina dan perlakuan DMPA yaitu 6 ekor
tikus betina, jadi jumlah sampel dalam penelitian yaitu 12 ekor tikus

Sebelum dilakukan tindakan dan perlakuan pada tikus, peneliti melakukan pengurusan rekomendasi
persetujuan etik pada komite etik penelitian kesehatan universitas hasanuddin fakultas kedokteran RSPTN
universitas Hasanuddin dan menyayakan bahwa protocol dan dokumen yang berhubungan dengan protocol
penelitian telah mendapatkan persetujuan etik pada Laboratorium Entomologi Hewan Fakultas Kedokteran
Unhas dan laboratorium Mikrobiologi Universihas Hasanuddin. Setelah mendapat persetujuan dari Komite Etik
maka selanjutnya dilakukan perlakuan. Tikus akan disuntik DMPA secara intramuskular (IM) pada otot
quadricep menggunakan dosis 2,7 mg/minggu selama 8 minggu. Konversi Dosis tersebut diperoleh dari:

Dosis DMPA untuk Tikus dengan BB 200 gram

= Dosis Lazim DMPA pada Manusia x Faktor konversi
=150 mg x 0,018

= 2,7 mg/minggu

Seluruh sampel tikus putih (Rattus norvegicus) Wistar betina akan dikandangkan secara berkelompok di
Laboratorium Entomologi Fakultas Kedokteran Unhas. Selama penelitian berlangsung, sampel akan
mendapatkan pakan dan air minum standar yang sama. Untuk adaptasi, sampel hanya akan diberikan pakan
standar dan air minum ad libitum selama tujuh hari pertama. Pengambilan sampel darah tikus pada minggu ke-4
dan minggu ke-8 setelah perlakuan DMPA. Pengambilan darah dilakukan di daerah vena mata
menggunakan pipa kapiler sebanyak 0,5 ml dan diukur menggunakan spoit lcc, kemudian
dimasukkan ke dalam tabung pengambilan darah. Kemudian dilakukan persiapan spesimen plasma
menggunakan EDTA, serum menggunakan tabung tanpa EDTA dilanjutkan dengan melakukan centrifuge
dengan kecepatan 2000-3000 RPM selama 15 menit, selanjutnya plasma dan serum yang diperoleh disimpan
dalam lemari pendingin dengan suhu -20°C. Pemeriksaan kadar NO menggunakan microplate reader ( Elisa
reader) pada panjang gelombang 450 nm. Adapun prosedur pemeriksaan kadar Nitric Oxide (NO) dengan
metode ELISApada Laboratorium Mikrobiologi di RSP Universitas Hasanuddin.

Analisis normalitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk. Data berdistribusi normal dengan nilai p > 0,05.
Analisis yang digunakan untuk menguji perbedaan rerata kadar Nitric Oxide (NO) pada 2 kelompok tidak
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berpasangan (kelompok kontrol DMPA dan kelompok pemberian DMPA) yaitu Independent sample T-Test
karena seluruh data berdistribusi normal dengan tingkat kemaknaan 5% (p < 0,05).

HASIL
Analisis Deskriptif

Tabel 1. Hasil analisis deskriptif data kadar NO serum dan plasma antar kelompok

Nitric Oxide (uM) Kelompok Uji n Rerata NO (uM) SD
Serum Kontrol 6 0,41 0,63
DMPA 6 0,31 0,60

Plasma Kontrol 6 0,49 0,12
DMPA 6 0,35 0,07

Tabel 1 menunjukkan bahwa kadar NO baik pada plasma dan serum pada kelompok pemberian DMPA
lebih rendah dibanding kelompok kontrol (tanpa pemberian DMPA pada minggu ke-8

Analisis Bivariat

Tabel 2. Hasil analisis perbedaan kadar nitric oxide (NO) plasma dan serum antar kelompok pada minggu

minggu ke-8
Nitric Oxide N Kontrol DMPA Selisih
(UM) Rerata (SD) Rerata (SD) (IK95%) P
Serum 6 | 041(0,63) 0,31 (0,60) -0,10(-0,18-(-0,21) 0,018
Plasma 6 | 049(0,12) 0,35 (0,07) -0,13(-0,26-(-0,04) 0,044

Independent sample T-Test. *Levenes Test* Varian sama

Tabel 2 menunjukkan ada perbedaan rerata kadar NO serum dan plasma pada minggu ke-8 antara
kelompok kontrol dan kelompok pemberian DMPA. Kadar rerata NO serum pada kelompok kontrol lebih tinggi
dari kelompok pemberian DMPA sedangkan rerata kadar NO plasma pada kelompok kontrol juga lebih tinggi
dari kelompok pemberian DMPA.

PEMBAHASAN

Untuk menguji efek pemberian Depo Medroxy Progesterone Acetate (DMPA) jangka panjang terhadap
kadar nitric oxide, maka dilakukan penelitian eksperimental dengan rancangan Posttest Only Control Group
Desain menggunakan 12 tikus putih (Rattus norvegicus) galur Wistar betina, dewasa umur 140-168 hari, dengan
berat badan tikus 200-250 gram. Tikus tersebut dibagi menjadi dua kelompok yaitu kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan DMPA. Kelompok kontrol diberikan pakan standard dan minum ad /libitum tiap hari
selama perawatan dan perlakuan DMPA. Kelompok perlakuan diberikan DMPA dengan dosis 2,7 mg/minggu
selama 8 minggu kemudian dilakukan pengukuran kadar NO pada minggu ke-8.

Berdasarkan hasil uji normalitas seluruh data kadar Nitric Oxide (NO) tikus baik pada kelompok kontrol
dan perlakuan data yang diperoleh berdistribusi normal. Hasil Uji unpaired t-test digunakan untuk melihat
pengaruh DMPA pada Minggu minggu ke-8 kelompok kontrol dan pemberian DMPA diperoleh nilai p<0.05
yang artinya terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol dan pemberian DMPA.

Dalam penelitian ini terlihat perbedaan bermakna kadar nitric oxide (NO) pada kelompok tikus yang
diberikan DMPA, kadar NO serum dan plasma pada kelompok DMPA minggu ke-8 lebih rendah dibanding
kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa produksi kadar nitric oxide baik serum maupun plasma
mengalami penurunan minggu ke-8 pemberian DMPA. lamanya waktu pemberian memberikan efek penurunan
kadar NO pada tikus yang diberikan DMPA. Sedangkan pada kelompok tikus yang tidak diberikan DMPA
minggu ke-8 rerata kadar NO serum dan plasma leboh tinggi pada minggu ke-8 pengukuran.

Efek pemberian DMPA jangka panjang terhadap estrogen fungsinya pada vaskuler dalam produksi kadar
nitric oxide yang berperan sebagai zat vasodilator dapat dilihat antara kelompok yang diberikan DMPA dengan
kelompok yang tidak diberikan DMPA pada minggu ke-8 pengukuran terlihat terjadi penurunan kadar nitric
oxide serta terlihat perbedaan bermakna kadar nitric oxide antara kelompok yang tidak diberikan DMPA dan
kelompok yang diberikan DMPA pada minggu ke-8.

Hal ini berhubungan dengan teori dan hasil penelitian menyebutkan bahwa kadar estrogen relative rendah
dari penggunaan DMPA selama lima tahun.””” Pemberian dan penambahan DMPA dalam waktu yang lebih
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lama menghambat perlindungan estrogen.'¥ Sedangkan Tanepanicchakul, dkk menyatakan bahwa pada
pemakaian KB DMPA jangka panjang terjadi penuruan kadar estradiol sampai mencapai kadar terendah tetapi
masih dalam kisaran pada fase folikuler dini tetapi masih lebih tinggi dibandingkan pada keadaan menopause."'”

Penelitian menunjukkan peran hormone steroid pada wanita yang berperan dalam keseimbangan
vasodilator dan vasokonstriktor di pembuluh darah. Beberapa bukti telah menunjukkan Estrogen dan
progesterone berperan dalam produksi kadar NO."® Kadar nitric oxide di endothel meningkat ketika estradiol
juga meningkat dan menurun selama progesterone tinggi.!”’

Kadar nitric oxide (NO) di endothelium meningkat selama fase folikuler siklus menstruasi bersamaan
dengan meningkatnya /7f estradiol dan menurun selama fase progesterone postovulasi yaitu pada saat fase
progesterone tinggi."'”

Estrogen adalah molekul vasoprotektif menyebabkan pelebaran pembuluh darah dengan cepat
mengaktifkan endothelial nitrit oxide shyntase (eNOS)**®” meningkatkan produksi NO dan relaksasi
vaskuler®”, aktivator cepat endothelial nitrit oxide shyntase (eNOS) dan penentu utama homeostatis
kardiovaskuler.*?

Penelitian memperlihatkan dari penggunaan DMPA selama satu tahun yang mengalami peningkatan
tekanan darah sebanyak 47 orang dari 100 ibu yang diteliti”, penelitian lain juga memperlihatkan bahwa ibu
yang menggunakan DMPA selama 2 tahun sekitar 46.7% yang dikategorikan dalam pra-hipertensi.* Hasil dari
penelitian tersebut memperlihatkan penggunaan DMPA mempengaruhi peningkatan tekanan darah, dimana
peningkatan tekanan darah ini dihubungkan dengan penggunaan DMPA yang panjang dapat menekan NO
sebagai zat vasodilator dalam pengaturan tekanan darah.

Penelitian lain yang dilakukan Taneepanichskul (1979) mengatakan bahwa progesteron berperan dalam
kejadian hipertensi diperlukan evaluasi lebih lanjut, karena pasien yang hipertensi setelah pengobatan DMPA
masih kontroversial, hal ini terlihat setelah pemberian 3 bulan DMPA tidak menyebabkan hiperteNsi secara
klinis."” Beberapa penelitian gagal menemukan secara signifikan bahwa DMPA dikaitkan dengan peningkatan
tekanan darah. Penelitian ini memperlihatkan belum adanya efek dari penggunaan DMPA selama 3 bulan, hal
ini dikaitkan bahwa penggunaan jangka panjang memepengaruhi kadar NO

Hal ini terlihat juga dari hasil penelitian yang dilakukan oleh Runiari dkk” juga menjelaskan bahwa dari
penggunaan kontrasepsi suntikan progesterone selama < 12 bulan kebanyakan mempunyai tekanan darah
normal yaitu 11 responden (73,3%). Kelompok responden yang memakai kontrasepsi suntikan selama 12-24
bulan kebanyakan mempunyai tekanan darah masih normal yaitu 16 responden (55,2%). Sedangkan kelompok
responden yang memakai kontrasepsi suntikan > 24 bulan kebanyakan memiliki tekanan darah yang tergolong
pre-hipertensi yaitu 11 responden (68,8%). Hasil dari penelitian ini memperlihatkan bahwa semakin lama
penggunaan DMPA maka semakin meningkatkan risiko mengalami peningkatan tekanan darah, dimana
peningkatan tekanan darah ini dihubungkan dengan penggunaan DMPA yang lebih lama dapat menekan NO
sebagai zat vasodilator dalam pengaturan tekanan darah.

Studi klinis dan hewan telah menunjukkan efek menguntungkan estrogen pada sistem vaskular. Namun,
karena estrogen mempengaruhi begitu banyak proses seluler, sangat penting untuk memahami yang lebih luas
tentang mekanisme molekuler, baik genom dan non-genomik, dimana estrogen menginduksi sinyal seluler dan
memodulasi respons vaskular terkait penggunaan DMPA jangka panjang.*"

Keterlibatan reseptor ETg dalam produksi dan pelepasan NO di endothel melalau ET-1 yang selanjutnya
akan berperan dalam relaskasi otot polos perlu dikaji lebih lanjut, mengingat penelitian ini tidak dilakukan
pemeriksaan reseptor ETp sehingga sulit untuk menentukan apakah efek dari penggunaan DMPA telah
memepengaruhi reseptor ETg dalam produksi NO dari penggunaan DMPA.

KESIMPULAN

Setelah 8 minggu pemberian DMPA kadar NO serum dan palsma lebih rendah dibandingkan tikus yang
tidak diberikan DMPA. Hal ini menunjukkan pemberian DMPA jangka panjang (8 minggu) dapat menekan
produksi nitric oxide (NO) serum dan plasma pada tikus wistar betina. Perlu dipertimbangkan untuk menambah
lamanya waktu pemberian DMPA untuk lebih melihat efek yang signifikan dan bermakna dari penggunaan
DMPA yang lebih lama terhadap kadar nitric oxide (NO). Penelitian ini hanya menggunakan total 12 sampel
tikus, termasuk sampel yang kecil untuk dilakukan statistik, maka perlu dilakukan penambahan sampel lebih
besar agar dapat diterima secara statistik.
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