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ABSTRACT

Background: Nitric oxide (NO) has a potential role in pathogenesis of systemic
hypotension in septic shock. Endotoxin will increases NO release which influenced of
proinflamatory cytokine. Simvastatin suppresses endotoxin induced proinflamatory
cytokines production as a result of lipopolysaccharides, so the NO production can be
inhibited.

Objective: to prove the effect of simvastatin 0,03 mg;0,06 mg and 0,12 mg peroral on
intraperitoneal cause NO level on Balb/c mice with intraperitoneal injection of
lipopolysaccharide become lower.

Methods: a randomized post test only controlled group laboratoric experimental
studied on 20 male Balb/c mice divided into 4 groups and injected intraperitoneally
with lipopolysaccharide 20mg/kg and 6 hours later were gived simvastatin. K1 as the
control group ; K2, K3, and K4 administrered with simvastatin 0,03 mg,0,06 mg, and
0,12 mg peroral. NO was taken from peritoneal macrophage culture and observed by
Griess method. The results were analyzed by ANOVA and post hoc statistical assays.
Results: NO level K1(0,680+-0,116), K2(0,313+0,136), K3(0,109+0,005) and K4
(0,091+0,011). There were significant decrease in NO level between K2, K3 and K4
than K1 (p<0,05). There were no significant difference in NO level between K2 than
K3 and K4 (p=0,001), also between K3 and K4(p>0,05).

Conclusion: Simvastatin significantly lowernitric oxide level in mice intraperitoneal
macrophages .
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ABSTRAK

Latar belakang: Nitric oxide (NO) berperan dalam patogenesis terjadinya hipotensi
sistemik pada syok septik. Pajanan endotoksin akan menyebabkan peningkatan
pelepasan NO yang dipengaruhi oleh aktivasi sitokin proinflamasi. Simvastatin diduga
menekan produksi sitokin proinflamasi akibat pajanan lipopolisakarida (LPS),
sehingga pembentukan NO dapat dihambat.

Tujuan: Membuktikan pengaruh pemberian simvastatin dosis 0,03 mg, 0,06 mg dan
0,12 mg peroral dapat menyebabkan kadar NO mencit yang diberi lipopolisakarida
intraperitoneal menjadi lebih rendabh.

Metode: Penelitian eksperimental laboratorik dengan desain randomized post test
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only controlled group pada 20 ekor mencit Balb/c yang disuntik lipoplisakarida
intraperitoneal dan simvastatin dosis 0,03 mg; 0,06 mg dan 0,12 mg peroral. Mencit
dibagi menjadi 4 kelompok secara random, yaitu KI sebagai kontrol, K2 yang
mendapat simvastatin 0,03 mg, K3 yang mendapat simvastatin 0,06 mg, dan K4 yang
mendapat simvastatin 0,12 mg. Pemeriksaan NO diambil dari kultur makrofag
intraperitoneal setelah 6 jam pemberian simvastatin dengan metode Griess. Uji
statistik yang digunakan adalah parametrik ANOVA dan dilanjutkan uji Posteriori.
Hasil: Kadar rerata NO pada kelompok KI1(0,680+0,116), K2(0,313+0,136), K3
(0,109+0,005) dan K4(0,091+0,011). Terdapat penurunan yang bermakna kadar NO
pada kelompok K2, K3 dan K4 dibanding KI dengan p <0,05. Tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara kadar NO kelompok K2 dengan kelompok K3 dan
K4, serta kelompok K3 dibanding K4 (p > 0,05).

Simpulan: Simvastatin secara bermakna dapat menyebabkan kadar NO makrofag
intraperitoneal mencit yang diinduksi lipopolisakarida menjadi lebih rendah.

Kata kunci: simvastatin, lipopolisakarida, nitric oxide (NO).

PENDAHULUAN

Sepsis menimbulkan angka kematian
yang cukup tinggi pada manusia. Angka
mortalitas yang tinggi akibat sepsis
menyebabkan sepsis sebagai masalah
kesehatan dunia. Sepsis merupakan
penyebab utama kematian pada pasien
kritis di Amerika." * Jumlah penderita
sepsis di Amerika pada tahun 2000
mencapai 750.000
menyebabkan lebih dari 210.000 pasien

orang dan

meninggal tiap tahunnya.” Angka
kematian akibat sepsis antara 30%
sampai 40%.> Syok septik dan kegagalan
multiorgan akibat sepsis menyebabkan
outcome yang buruk bagi penderita.'
Sepsis sebagian besar disebabkan oleh
bakteri gram negatif dengan persentase

60% sampai 70% kasus.*” Bakteri gram

negatif dapat melepaskan suatu substansi
yang dapat menstimulasi sel imun,
sehingga sel tersebut terpacu untuk

inflamasi.>**

melepaskan  mediator
Substansi bakteri yang berperan penting
pada keadaan sepsis tersebut adalah
lipopolisakarida.’>  Lipopolisakarida
(LPS) ialah suatu komponen utama
membran terluar bakteri gram negatif
yang merupakan salah satu faktor
patogenik sepsis dan dikatakan sebagai

penyebab sepsis terbanyak.**>

Respons sistemik tubuh akibat LPS
menyebabkan aktivasi Nuclear Factor-

kB (NF-kB), yang merupakan salah satu
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protein faktor transkripsi pada
makrofag.>>  Aktivasi NF-kB akan
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meningkatkan produksi mediator-

mediator inflamasi atau sitokin

proinflamasi seperti tumor necrosis
factor (TNF), interleukin (IL) serta
(IFN-y).*3

interferon gamma

Peningkatan mediator - mediator
inflamasi ini akan memacu peningkatan
produksi nitric oxide (NO) dalam
jumlah besar melalui aktivasi inducible
Nitric Oxide Synthase (iNOS).” iNOS
dapat diekspresikan oleh sejumlah tipe

sel imun terutama makrofag. %*°

Nitric oxide (NO) adalah molekul
biologi yang bisa terdapat di seluruh
tubuh, dihasilkan oleh sejumlah tipe sel
yang berkaitan dengan proses penyakit,
dan dapat menimbulkan efek di tingkat
seluler dan vaskuler.® NO mempunyai
peran penting dalam patogenesis sepsis,
dimana akibat pengaruh dari iNOS, NO
akan diproduksi dalam jumlah besar
oleh makrofag, sel hepar maupun pada

endotel pembuluh darah.®’

Golongan statin adalah obat yang efektif
dan ditoleransi dengan baik untuk
mengobati dislipidemia.* Statin juga
dikenal sebagai obat yang merupakan
inhibitor kuat pada proses inflamasi.'®"
Mekanisme statin dalam menyebabkan

modulasi respon imun merupakan hal

yang kompleks, akan tetapi dikatakan
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tidak berkaitan dengan efeknya dalam

menurunkan kolesterol LDL.>'"!?

Pada
dilakukan

penelitian ini pajanan LPS

terhadap mencit dengan
penyuntikan intraperitoneal, karena pada
intraperitoneal terdapat banyak makrofag
yang merupakan tipe sel spesifik untuk
oleh LPS.">"

makrofag untuk

INOS yang dipicu
Pemeriksaan kultur

pemeriksaan NO pada penelitian ini
dilakukan pada 6 jam pasca penyuntikan
LPS karena TNF-a dan IL-1 dari mencit
akan mengalami peningkatan mulai dari
2 jam dan mencapai puncaknya pada 8
serta

jam pasca penyuntikan LPS,

konsentrasi statin plasma mencapai

puncak dalam 1 hingga 4 jam pasca

pemberian simvastatin.”'>'¢

Penelitian tentang efek statin terhadap
kadar NO belum banyak dilakukan.
Statin dalam terapi mempunyai beberapa
dosis  bertingkat.'> Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui pengaruh
pemberian simvastatin terhadap kadar
NO makrofag pada mencit, dengan
menggunakan dosis bertingkat yaitu 10
mg, 20 mg dan 40 mg pada manusia,
yang kemudian dikonversikan ke dalam
dosis mencit dengan berat badan 20 g

menjadi 0,03 mg, 0,06 mg dan 0,12 mg
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setelah pemberian LPS.

METODE

Penelitian ini termasuk eksperimental
laboratorik dengan desain post test only
controlled group dengan tujuan mencari
pengaruh pemberian simvastatin peroral
pada mencit yang diberi lipopolisakarida
intraperitoneal terhadap kadar NO
makrofag intraperitoneal. Sampel
penelitian 20 ekor mencit balb/c jantan,
umur 8 — 10 minggu, berat 20 — 30
gram, sehat dan tidak tampak cacat
secara anatomi. Mencit dibagi dalam 4
kelompok perlakuan, sampel yang
memenuhi kriteria inklusi diadaptasikan
dengan dikandangkan per kelompok dan
diberi pakan standar serta minum yang
sama selama 1 minggu secara ad
libitum. Kelompok dibagi menjadi 4
yaitu kelompok kontrol (K1), Perlakuan
1 (K2), Perlakuan 2 (K3), Perlakuan 3
(K4). K1 adalah kelompok kontrol,
mencit disuntik LPS
intraperitoneal 10 mg/KgBB dan

mendapat NaCl 0,9% peroral. K2 adalah

dimana

kelompok perlakuan 1, dimana mencit
disuntik LPS intraperitoneal 10 mg/
KgBB dan mendapat simvastatin 0,03
mg peroral. K3 adalah kelompok

perlakuan 2, dimana mencit disuntik
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LPS intraperitoneal 10 mg/KgBB dan
mendapat simvastatin 0,06 mg peroral.
K4 adalah kelompok perlakuan 3,
disuntik LPS
10 mg/KgBB dan

dimana mencit
intraperitoneal
mendapat simvastatin 0,12 mg peroral.

Setelah ditunggu selama 6 jam kemudian

dilakukan pengambilan dan kultur
makrofag intraperitoneal. Selanjutnya
dilakukan pengukuran kadar NO
makrofag intraperitoneal. Masing-
masing kelompok dilakukan

pemeriksaan kadar NO supernatan kultur
makrofag intraperitoneal. Kadar NO dari
tiap-tiap kelompok perlakuan dihitung
dengan menggunakan metode modifikasi
Gries dari Green et al dan Ding et al.
Kadar NO makrofag dibaca dengan alat
ELISA  reader, kemudian hasilnya
dihitung menggunakan

Kajian Etik (Ethical

persamaan
regresi linier.
clearance) telah mendapat persetujuan
Komisi Etik Penelitian Kesehatan FK
Undip/RSDK dengan nomor 147/EC/FK/

RSDK/2012.
HASIL

Hasil pengamatan rerata kadar NO
makrofag intraperitoneal pada keempat
kelompok menunjukkan kadar NO yang
berbeda yaitu pada kelompok perlakuan

3 (K4) menunjukkan kadar NO yang

Volume IV, Nomor 3, Tahun 2012

148



paling rendah dibandingkan kelompok
kontrol (K1), seperti ditampilkan pada
Tabel 1.

Gambar 1 menunjukkan uji normalitas
dengan Shapiro-Wilk test untuk
mengetahui sebaran data. Pada
penelitian didapatkan data berdistribusi
normal (p = 0,583) sehingga uji beda
dilakukan dengan ANOVA dilanjutkan
dengan uji homogenitas varian untuk
menentukan jenis uji posteriori. Hasil uji
homogenitas varian dilihat dari output
Levene test. Nilai p pada Levene test
menunjukkan nilai 0,006 (p < 0,05). Hal
ini berarti varian data pada ketiga
kelompok tersebut adalah tidak
homogen. Untuk mengetahui kelompok
mana yang memiliki perbedaan, maka
dilakukan wuji posteriori dengan uji
Tamhane untuk melihat beda antara
kelompok K2, K3, dan K4 dengan
kelompok K1 serta antara kelompok K2,
K3 dan K4. Uji dianggap bermakna

apabila P < 0,05.

Uji beda dilakukan untuk mengetahui
apakah ada perbedaan yang bermakna
kadar NO makrofag intraperitoneal pada
kelompok kontrol (K1), kelompok
perlakuan 1 (K2) dan kelompok
perlakuan 2 (K3) dan kelompok
perlakuan 3 (K4). Uji beda ini dilakukan
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dengan menggunakan ANOVA dan
dilanjutkan dengan uji posteriori. Hasil
uji one way-Anova menunjukkan hasil
signifikan (p = 0,001) dengan
interpretasi bahwa didapatkan perbedaan
bermakna dari dua kelompok penelitian

atau lebih.

Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui

apakah terdapat korelasi yang bermakna

antara dosis pemberian simvastatin
dengan kadar NO makrofag
intraperitoneal pada kelompok
penelitian. Uji ini dilakukan

menggunakan uji Pearson. Dari hasil uji
korelasi  didapatkan
(p=0,001),

koefisien korelasi Pearson sebesar —

korelasi  yang

bermakna dengan nilai

0,881 yang menunjukkan bahwa arah

korelasi negatif dengan koefisien
korelasi kuat.

Dari hasil uji posteriori didapatkan
bahwa kadar NO makrofag

intraperitoneal pada kelompok KI
(kontrol) dibanding dengan masing-
masing kelompok perlakuan (K2, K3,
K4) terdapat perbedaan bermakna
dengan nilai p <0,05. Tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara kadar
NO makrofag intraperitoneal pada
kelompok perlakuan K2 dibandingkan

kelompok perlakuan K3 (p = 0,158),
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Tabel 1. Kadar nitrit oksida pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan (nM)

Kelompok N Mean SD
K1 5 0,680 0,116
K2 5 0,313 0,136
K3 5 0,109 0,005
K4 5 0,091 0,011
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Gambar 1. Grafik error bar kadar NO kelompok penelitian
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kelompok perlakuan K2 dibandingkan
kelompok perlakuan K4 (p = 0,122),
serta kadar NO makrofag intraperitoneal
pada kelompok perlakuan K3
dibandingkan kelompok perlakuan K4
(p =0,101).

PEMBAHASAN

Hasil tersebut di atas sesuai dengan
penelitian sebelumnya dimana Yasuda
dkk menyatakan bahwa simvastatin
menekan TNF-o mencit sepsis. Pada
penelitian lain Arnaud dan Chello
simvastatain

menekan IL-6 dan IL-8. TNF-a

menyatakan bahwa
merupakan sitokin pertama yang
terinduksi setelah stimulasi LPS yang
kemudian juga akan menstimulasi IL-1
dan IL-6 pada makrofag, monosit,
neutrofil dan sel endotel. Efek supresi
simvastatin terhadap IL-6 dan IL-8
dapat secara langsung maupun melalui
penghambatan pelepasan TNF-a yang
diinduksi oleh LPS. Pada penelitian ini
penurunan kadar NO makrofag akibat
iNOS tidak teraktivasi dikarenakan efek
supresi simvastatin terhadap TNF-a

serta IL-6 dan IL-8.'"'®"

HMG CoA reduktase mengkatalisis
pembentukan mevalonat dari asetil-CoA
dan mengatur biosintesis kolesterol.

Metabolit mevalonat, terutama farnesyl
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pyrofosfat, termasuk dalam modifikasi
post-translational dari beberapa protein
penting. Inhibisi dari HMG CoA
reduktase telah menunjukkan dapat
menurunkan LPS dan TNF-a yang
diinduksi oleh aktivasi NF-kB pada sel
mesangial, sel otot polos vaskuler dan sel
Lebih lanjut

makrofag tikus, HMG CoA reduktase

mononuclear. pada

inhibitor seperti simvastatin
menghambat ekspresi induksi LPS dari
INOS, yang dianggap

aktifasi NF-kB. Jalur

sitokin dan

dimediasi oleh
mevalonat dianggap memiliki peranan
penting dalam mengatur

mediasi NF-kB dari sitokin dan iNOS.

ekspresi

HMG CoA reduktase inhibitor
menghambat peningkatan sitokin
inflamasi dan kadar NO, meskipun

mekanisme molekuler yang mendasari

efek ini masih harus diteliti kembali.'>!”

Faktor transkripsi NF-kB mempunyai
peranan krusial pada proses inflamasi.
NF-kB merupakan faktor transkripsi
yang akan memicu produksi sitokin.
Pemberian LPS akan mengaktifkan NF-
kB yang akan meningkatkan produksi
mediator inflamasi seperti IL-8, TNF-a,
intercellular adhesion molecule (ICAM)
dan cyclooxygenase-2. Zelvyte dkk

menyatakan dalam penelitiannya bahwa

simvastatin menghambat aktivasi NF-

151

Volume IV, Nomor 3, Tahun 2012



kB, sehingga simvastatin secara
signifikan akan menurunkan konsentrasi

TNF-a dan IL-6. 7

Pada pemberian obat seperti simvastatin
akan dicari dosis sekecil mungkin yang
cukup mampu memberikan efek terapi,
sehingga efek samping akibat kelebihan
dosis obat dapat dikurangi. Dari
penelitian ini dosis 0,03 mg pada mencit
yang setara dengan 10 mg sudah mampu
menyebabkan penurunan kadar NO
makrofag intraperitonel dan tidak
berbeda dengan dosis 0,06 mg ataupun
0,12 mg. Dosis simvastatin 0,03 mg
pada mencit sudah cukup efektif untuk

menurunkan kadar NO makrofag

intraperitoneal.

Penelitian ini menunjukkan bahwa
simvastatin, suatu HMG-CoA reduktase
inhibitor, dapat mengurangi peningkatan
produksi NO. Hipotesis yang sering
berkembang penyebab terjadinya
vasodilatasi dan hipotensi selama sepsis
bahwa terdapat peningkatan produksi
NO karena aktivasi iNOS dan eNOS.
Pada penelitian ini ditemukan bahwa
terdapat penurunan sesuai dosis dari

kadar NO setelah pemberian LPS pada

mencit yang diberikan simvastatin. Hasil
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ini memberi kesan bahwa simvastatin

menghambat produksi NO dan efek ini

secara teori akibat dari penurunan
aktivitas 1NOS selama syok
endotoksin.**°

NO yang diproduksi oleh makrofag
memiliki efek menghancurkan bakteri
(killing), sehingga apabila produksi NO
berkurang maka akan terjadi penurunan
aktivitas killing bakteri oleh makrofag.?'
Pada sepsis pemberian terapi yang
menimbulkan efek penurunan produksi
NO harus diikuti oleh pemberian

antibiotik yang kuat.

Severe sepsis masih menunjukkan angka
mortalitas yang tinggi karena tidak ada
terapi tunggal yang telah ditemukan
secara sempurna efektif untuk itu.
Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
menunjukkan efek proteksi dari statin,

yang merupakan inhibitor HMG CoA

reduktase. '>'**

SIMPULAN

Simvastatin secara bermakna dapat
menyebabkan kadar NO makrofag

intraperitoneal mencit yang diinduksi

lipopolisakarida menjadi lebih rendah.
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