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ABSTRACT

The objective of this study was to confirm the increase in insulin resistance index and free fatty acid concentration after administration in different duration of testosterone propionate and placebo in Rattus Novergicus strain wistar as an PCOS model. This study was performed at animal test facility and Pathology Clinic Department in Veterinary Faculty, Airlangga University, November 2007 until January 2008 period, as approved by Animal Research ethics committee, Veterinary Faculty, Airlangga University. This was an experimental research with randomized post test only control group design. Sample are consecutively recruited based on inclusive criteria and divided into two groups. The interventional group were stimulated with testosterone propionate for 14, 21 and 28 days. Concentration of glucose were measured by glucose oxydase method, meanwhile insulin and free fatty acid were measured by ELISA method. Insulin resistance index was measured with HOMA. There were significant increases in insulin resistance index between interventional and control groups. Statistically insulin resistance index on serum rat interventional group is significantly increase from control group in 14 days administration (3.7933 ± 0.5416 : 0.1800 ± 3.5350, p< 0.05), in 21 days administration (7.4950 ±  2.5289 : 13.2017 ± 4.6473, p< 0.05), and in 28 days administration (8.2950 ± 2.5403 : 20.1100 ± 9.8162, p< 0.05). Statistically free fatty acid concentration on serum rat interventional group is significantly increase from control group in 21 days administration (0.4467 ± 0.1199 : 1.1033 ± 1.6224, p< 0.05), and in 28 days administration (0.545 ± 0.2471 : 2.265 ± 1.7539, p< 0,05) but not in group 14 days administration. In conclusion, insulin resistance index on serum rat interventional groups is significant increase from control group. Free fatty acid concentration on serum rat interventional group is significant increase from control group in 21 and 28 days administration.
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PENDAHULUAN

Sindroma Ovarium Polikistik (SOPK) merupakan kelainan endokrin yang paling sering dijumpai pada wanita usia reproduksi dengan prevalensi 4–12%. SOPK sendiri merupakan suatu masalah heterogen dengan gejala yang sangat kompleks.1 Semenjak diperkenalkan oleh Sarjana Stein dan Leventhal pada tahun 1925–1935 sampai sekarang belum diketahui secara pasti penyebab utamanya. Angka kejadian ovarium polikistik tertinggi adalah 52% pada para imigran Asia selatan, di Inggris dengan 49,1% diantaranya mengeluhkan gangguan menstruasi yang tidak teratur. Penderita SOPK yang berasal dari Asia selatan mempunyai resistensi insulin yang lebih tinggi, gejala lebih parah terjadi pada usia lebih dini dibandingkan ras Kaukasia di Inggris. Definisi SOPK paling banyak disetujui adalah terdapatnya keadaan hiperandrogen yang berhubungan dengan anovulasi kronik pada wanita tanpa adanya kelainan adrenal atau kelenjar hipofisa. Dalam pemahaman masa kini, SOPK adalah kelainan yang penyebabnya belum diketahui dengan kemungkinan penyebabnya multifaktorial serta poligenik, ditandai oleh anovulasi kronik, gangguan haid ireguler, penampilan hiperandrogen berupa manifestasi klinik seperti hirsutisme, akne, alopesia, atau manifestasi laboratoris seperti peningkatan produksi androgen oleh kelenjar adrenal dan/atau ovarium, dengan mengesampingkan faktor etiologi sekunder, seperti hiperplasia adrenal kongenital, sindroma Cushing, adrenal hiperplasia non klasik, hiperprolaktinemia, penyakit tiroid dan tumor-tumor yang menghasilkan hormon androgen.2
Patogenesis SOPK telah banyak diteliti merupakan defek primer sentral yaitu gangguan pada tingkat hipotalamus-hipofisis dan defek primer ovarium yaitu gangguan pada steroidogenesis. Dalam beberapa tahun terakhir, patogenesis SOPK mengarah pada peran resistensi insulin dan hiperinsulinemia.3 Resistensi insulin secara definisi adalah penurunan respons glukosa atas adanya sejumlah insulin, hal ini merupakan efek sekunder terjadinya resistensi di reseptor insulin, akibat penurunan pengeluaran insulin hepar dan/atau peningkatan sensitivitas pankreas.2 Banyak penelitian menyebutkan resistensi insulin berperan penting dalam patogenesis SPOK tetapi sangat sedikit penelitian yang dilakukan mengenai peranan androgen dalam hubungannya dengan resistensi insulin.4
Sarjana Beloosesky dalam penelitiannya menyatakan bahwa pemberian testosteron pada tikus betina menghasilkan gambaran ovarium berupa kista-kista folikel besar dengan penebalan stroma dan akumulasi folikel preantral berlapis. Meningkatnya apoptosis oosit mulai hari 14 pemberian testosteron menyebabkan kerusakan serius oosit di folikel preantral dan antral,  suatu keadaan yang menggambarkan karakteristik SOPK pada manusia. Pemberian testosteron selama 21 hari menyebabkan rasio glukosa/insulin puasa 50% lebih rendah daripada kontrol dan selanjutnya menurun secara dramatis menggambarkan suatu resistensi insulin.5
Akt adalah suatu enzim serine-threonine kinase yang berperan pada jalur pensinyalan insulin dan berada di hulu mammalian target of rapamycin (mTOR) dan ribosomal S6-kinase (S6K). Kultur primer otot skeletal tikus yang mendapat paparan testosteron telah membuktikan bahwa peningkatan fosforilasi Akt-mTOR-S6K-IRS1 menyebabkan inaktivasi IRS1 sehingga terjadi resistensi insulin.6
Sarjana Polderman menunjukkan bahwa dengan euglycemic hyperinsulinemic clamp sebelum dan setelah 4 bulan pemberian injeksi testosteron ester pada wanita normal didapatkan peningkatan rerata kadar insulin puasa dari 57 ± 27 pmol/L menjadi 64 ± 29 pmol/L dan rerata laju penggunaan glukosa didapatkan penurunan.7
Pertanyaan besar dalam patogenesis SOPK adalah apakah keadaan hiperinsulin merangsang produksi androgen pada ovarium atau sebaliknya, keadaan hiperandrogen kronis merangsang resistensi insulin. Testosteron memfasilitasi lipolisis dan pemecahan lemak abdomen menyebabkan peningkatan asam lemak bebas. Peningkatan androgen dan asam lemak bebas akan menghambat ekskresi insulin di hepar dan pangangkutan glukosa di otot, akhirnya menyebabkan hiperinsulinemia dan resistensi insulin.8 Namun beberapa penelitian dengan pemberian infus lemak tidak dapat menggambarkan dengan pasti kapan terjadinya penghambatan pengangkutan glukosa akibat peningkatan kadar asam lemak bebas. Pada satu sisi terjadi gangguan pengangkutan glukosa dalam waktu 3 jam setelah pemberian infus lemak sedangkan penelitian lain tidak menunjukkan keadaan tersebut bahkan setelah 4 jam pemberian.9
Pada penelitian ini penulis berusaha membuat suatu model SOPK pada tikus Rattus norvegicus dengan cara pemberian testosteron propionat (TP) dengan durasi waktu yang berbeda. Pada pemberian TP selama 14 hari akan didapatkan suatu keadaan yang menyerupai SOPK dengan ciri-ciri tidak didapatkannya corpus luteum, adanya ovarium polikistik, hipertekosis pada stroma serta penipisan/atresi sel granulosa. Pada pemberian TP selama 21 hari mulai didapatkan keadaan resistensi insulin.5
Hingga saat ini masih belum jelas bagaimana mekanisme hiperandrogen dalam menyebabkan resistensi insulin. Adanya hubungan antara asam lemak bebas dengan resistensi insulin membuka kemungkinan suatu pendekatan baru dalam menjelaskan patogenesis hiperandrogen menyebabkan resistensi insulin pada SOPK. Pada penelitian ini penulis mencoba melakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui pengaruh lama paparan androgen terhadap kejadian resistensi insulin melalui jalur peningkatan asam lemak bebas. Kondisi hiperandrogen diperoleh dengan pemberian injeksi testosteron propionat sampai kondisi SOPK tercapai, kemudian diteruskan beberapa siklus untuk melihat pengaruhnya pada kadar insulin, glukosa darah, dan asam lemak bebas. Dilakukan pengukuran cara homeostatic model assessment (HOMA) untuk mengukur indeks resistensi insulin.
Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh lama paparan androgen terhadap indeks resistensi insulin dan kadar asam lemak bebas pada serum Rattus norvegicus strain wistar sebagai model SOPK setelah pemberian testosteron propionat, membandingkan indeks resistensi insulin maupun kadar asam lemak bebas pada serum Rattus norvegicus strain wistar sebagai model SOPK setelah pemberian testosteron propionat selama 14, 21, dan 28 hari lebih tinggi dibanding kontrol, membandingkan kadar asam lemak bebas pada serum Rattus norvegicus strain wistar sebagai model SOPK setelah pemberian testosteron propionat selama 14 hari lebih tinggi dibanding kontrol.
Manfaat penelitian ini adalah membuktikan keterkaitan antara lama paparan androgen dengan indeks resistensi insulin dan kadar asam lemak bebas serum kasus SOPK. Hasil penelitian dapat dijadikan sebagai dasar penanganan resistensi insulin maupun kelainan metabolik dan penyakit lain yang dapat muncul dari kondisi hiperandrogen. Manfaat lain adalah memberikan informasi ilmiah mengenai keterkaitan antara hiperandrogen dengan peningkatan kejadian resistensi insulin melalui jalur peningkatan asam lemak bebas, serta melengkapi penelitian tentang kasus SOPK dan dapat menjadi pijakan penelitian mengenai kondisi hiperandrogen dan kaitannya dengan penyakit yang lain.
Penelitian ini mencoba membuktikan pengaruh hiperandrogen terhadap resistensi insulin melalui jalur asam lemak bebas pada serum hewan coba. Keadaan hiperandrogen dibuat dengan cara pemberian testosteron propionat (TP) dengan dosis 1 mg/100 gBB tikus model Rattus norvegicus strain wistar. Pemberian TP dibedakan sesuai waktunya 14, 21, dan 28 hari serta kontrol yang tidak mendapatkan TP melainkan diberi propilen glikol selama 14, 21, dan 28 hari. Keadaan hiperandrogen didapatkan setelah pemberian TP selama 14 hari, dengan resistensi insulin didapatkan setelah 21 hari.5,10
Androgen secara langsung atau tidak, berperan dalam metabolisme glukosa dan menyebabkan kondisi hiperinsulinemia. Secara langsung androgen menghambat kerja insulin di perifer maupun hepar. Androgen secara tidak langsung mempengaruhi sensitivitas insulin dengan mengubah komposisi tubuh.11
Androgen (testosteron) menyebabkan resistensi insulin dengan menurunkan jumlah dan efektivitas protein pengangkut glukosa, khususnya glucose transporter type 4 (GLUT-4) yang bertanggung jawab terhadap pengangkutan glukosa di otot dan lemak. Testosteron memfasilitasi lipolisis dan pemecahan lemak abdomen, menyebabkan peningkatan asam lemak bebas. Peningkatan androgen dan asam lemak bebas akan menghambat ekskresi insulin di hepar dan pengangkutan glukosa di otot, serta akhirnya menyebabkan hiperinsulinemia dan resistensi insulin.8
Beberapa peneliti menghubungkan kejadian resistensi insulin pada obesitas dengan asam lemak bebas ataupun tumor necrosing factor (TNFα). Asam lemak bebas yang dihasilkan jaringan adiposa melalui proses lipolisis trigliserida, merupakan mediator penting kegagalan sensitivitas insulin, dimana hal ini dapat mengakibatkan timbulnya hiperinsulin melalui gangguan ekstraksi insulin hepatik serta meningkatkan glukoneogenesis. Tingginya sirkulasi FFA juga dapat menghambat pengambilan glukosa pada lemak maupun otot di perifer.3
Asam lemak bebas yang dilepaskan dari jaringan adiposa akan disimpan dalam hepar dalam bentuk non esterified fatty acid (NEFA). Peningkatan oksidasi NEFA akan meningkatkan produksi glukosa dan trigliserida serta sekresi very low density lipoprotein (VLDL) di hepar. Selain itu juga terjadi penurunan kadar high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) dan peningkatan kadar low density lipoprotein cholesterol (LDL-C). Peningkatan kadar glukosa di sirkulasi akan meningkatkan sekresi insulin di pankreas, menyebabkan terjadinya hiperinsulinemia. Peningkatan NEFA di hepar juga akan menurunkan klirens insulin sehingga terjadi hiperinsulinemia. Keadaan hiperinsulinemia yang tidak terkompensasi akan menyebabkan resistensi insulin.12
Studi terbaru menyebutkan bahwa peningkatan asam lemak bebas yang menyebabkan resistensi insulin pada manusia awalnya berhubungan dengan gangguan pengangkutan glukosa akibat gangguan aktivitas fosforilasi dan selanjutnya berhubungan dengan penurunan sintesis glikogen di otot.13 Sarjana Lam, 2002 menunjukkan aktivasi PKC-θ di hepar tikus akibat peningkatan asam lemak bebas akan meningkatkan aktivitas fosforilasi serin/treonin dan menurunkan fosforilasi tirosin pada IRS 1/2. Asam lemak bebas menimbulkan resistensi insulin di hepar berhubungan dengan peningkatan kadar diacylglycerol (DAG), peningkatan aktivitas fosforilasi serin/treonin oleh protein kinase C theta (PKC-θ) dan enzim inhibitor kinase β (Ik-β) serta peningkatan ekspresi sitokin inflamasi seperti tumor necrosis factor α (TNF-α) dan interleukin 1β (Il-1β).14
BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain randomized post test only control group design. Digunakan hewan coba tikus Rattus norvegicus strain wistar sebagai model SOPK menggantikan manusia untuk penelitian lebih invasif yang selama ini terhalang etis pada pelaksanaannya. Penelitian ini menggunakan injeksi testosteron propionat. Berdasarkan penelitian pendahuluan, kondisi SOPK mulai terjadi setelah injeksi testosteron propionat selama 14 hari, hal ini dibuktikan dengan pemeriksaan hapusan vagina dengan gambaran ovarium polikistik.14
Pada penelitian ini yang menjadi populasi adalah tikus betina yang didapatkan dari Fakultas Kedokteran Hewan Unair Surabaya dengan jenis Rattus norvegicus strain wistar berumur sekitar 3 bulan. Sampel diambil dari populasi dengan cara randomisasi. Pada penelitian ini yang menjadi sampel adalah tikus coba (Rattus norvegicus strain wistar) yang dibuat model SOPK dengan pemberian injeksi testosteron propionat 1 mg/100 gramBB. Sebagai kelompok kontrol adalah tikus betina normal dengan injeksi propilen glikol. Besar sampel adalah 6.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Hewan Percobaan dan Laboratorium Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya dari bulan Desember 2007 sampai Februari 2008.
Kriteria inklusi adalah Rattus norvegicus strain wistar berumur 3 bulan, dengan berat badan 150–250 gram, berjenis kelamin betina, serta sehat, yang ditandai dengan gerakan aktif dan mata bersinar. Tikus-tikus tersebut mendapatkan injeksi testosteron propionat 1 mg/ 100 gBB tikus subkutan selama 14 hari, yang dengan beberapa penelitian telah dibuktikan memberikan gambaran SOPK.14
Kriteria eksklusi penelitian ini adalah tikus yang cacat atau pernah digunakan untuk penelitian lain. Sementara kriteria drop out adalah tikus yang luka, mati sebelum, pada saat, dan setelah pemberian injeksi, baik propilen glikol maupun testosteron propionat.

Kelayakan etik didapatkan dari komisi etik untuk penelitian di Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga, Surabaya.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan tingkat kemaknaan 0,05 (5%) sehingga bila dalam uji statistik didapatkan p < 0,05 dikatakan bermakna, sedangkan p > 0,05 dikatakan tidak bermakna.
Pada penelitian ini tikus kontrol yang digunakan memiliki berat badan yang sama yaitu 200 gram, sehingga untuk uji homogenitas hanya dilakukan pada kelompok perlakuan. Hasil uji normalitas untuk berat badan tidak berdistribusi normal sehingga digunakan uji non parametrik Kruskall-Wallis. Dari hasil uji statistik didapatkan harga p > 0,05 yang berarti tidak didapatkan perbedaan bermakna berat badan tikus antara kelompok perlakuan yang diberi injeksi testosteron propionat selama 14, 21, dan 28 hari. Untuk memastikan keadaan unestrous pada tikus maka sebelum dilakukan pembedahan dilakukan pemeriksaan hapusan vagina. Hasil pemeriksaan hapusan vagina pada semua tikus kelompok perlakuan menunjukkan keadaan yang unestrous, menunjukkan bahwa tikus saat dilakukan pembedahan dalam keadaan anovulasi. Saat dilakukan pembedahan pada tikus didapatkan uterus dari kelompok perlakuan lebih besar dibandingkan kelompok kontrol. Ovarium dari kelompok kontrol dalam keadaan normal (kecil) sedangkan pada kelompok perlakuan semuanya didapatkan dalam keadaan polikistik dan pengapuran/hipertekosis.
Tabel 1. Uji homogenitas berat badan tikus antarkelompok perlakuan
	Sampel
	Injeksi Testosteron Propionat sampai Hari ke-

	
	14
	21
	28

	1
	190
	190
	200

	2
	180
	200
	200

	3
	200
	185
	205

	4
	195
	195
	185

	5
	200
	205
	190

	6
	190
	190
	190

	Median
	190
	195
	195

	Rentang
	180–200
	185–205
	185–205


1 p = 0,065

Sebelum dilakukan uji statistik terhadap hasil penelitian yang membandingkan indeks resistensi insulin dan kadar asam lemak bebas pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan maka semua data yang terkumpul terlebih dahulu dilakukan uji normalitas dengan Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov. Hasil uji normalitas variabel penelitian yaitu indeks resistensi insulin dan kadar asam lemak bebas, menunjukkan berdistribusi normal (p > 0,05). Sehingga uji statistik yang dipergunakan adalah uji statistik parametrik.
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Gambar 1. Ovarium kelompok perlakuan
Rata-rata indeks resistensi insulin pada kelompok kontrol yang mendapat injeksi propilen glikol selama 14 hari (3,79 ± 0,54) lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol 21 hari (7,49 ± 2,53) dan 28 hari (8,29 ± 2,54).

Pada kelompok perlakuan, makin lama paparan testosteron maka indeks resistensi insulin makin meningkat. Hal ini dapat dilihat dari hasil uji statistik indeks resistensi insulin pada kelompok perlakuan 14 hari (10,18 ± 3,54), 21 hari (13,2 ± 4,65), dan 28 hari (20,11 ± 9,82). Selanjutnya dilakukan uji komparasi ganda menggunakan Least Square Difference (LSD) untuk melihat peningkatan indeks resistensi insulin antarkelompok perlakuan. Hasil uji komparasi ganda menunjukkan bahwa didapatkan peningkatan bermakna indeks resistensi insulin antara kelompok perlakuan 14 dengan 28 hari (p = 0,02). Untuk melihat peningkatan indeks resistensi insulin antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan dalam interval waktu yang sama digunakan Independent Samples T-Test. Hasil uji t menunjukkan bahwa didapatkan peningkatan bermakna indeks resistensi insulin pada kelompok perlakuan dibanding kelompok kontrol dalam semua interval waktu: 14 hari (p = 0,01), 21 hari (p = 0,031), dan 28 hari (p = 0,017).
Rata-rata kadar asam lemak bebas pada kelompok kontrol yang mendapat injeksi propilen glikol selama 14 hari dan 21 hari (0,45 ± 0,24 : 045 ± 0,12) lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol 28 hari (0,55 ± 0,25).
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Gambar 2. Ovarium kelompok kontrol
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Gambar 3. Diagram indeks resistensi insulin antarkelompok kontrol
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Gambar 4. Diagram indeks resistensi insulin antarkelompok perlakuan
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Gambar 5. Diagram kadar asam lemak bebas antarkelompok kontrol
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Gambar 6. Diagram kadar asam lemak bebas antarkelompok perlakuan
Pada kelompok perlakuan, kadar asam lemak bebas pada kelompok perlakuan makin meningkat seiring lamanya pemberian testosteron propionat. Hasil uji statistik menunjukkan kadar asam lemak bebas pada kelompok perlakuan 14 hari adalah 0,89 ± 1,45, perlakuan 21 hari adalah 1,1 ± 1,62, dan 28 hari adalah 2,27 ± 1,75. Selanjutnya dilakukan uji komparasi ganda menggunakan LSD untuk melihat perbedaan peningkatan kadar asam lemak bebas antarkelompok perlakuan. Hasilnya menunjukkan bahwa tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas diantara semua kelompok perlakuan. Independent Samples T-Test digunakan untuk melihat peningkatan kadar asam lemak bebas antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan dalam interval waktu yang sama. Hasil uji t menunjukkan bahwa didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas pada kelompok perlakuan dibanding kelompok kontrol pada interval waktu 21 hari (p = 0,038) dan 28 hari (p = 0,001), sedangkan pada interval waktu 14 hari (p = 0,058) tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas pada kelompok perlakuan dibanding kontrol.
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Gambar 7. Diagram pencar korelasi kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin
Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan antara kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin. Dalam penelitian ini menunjukkan korelasi positif yang kuat (r = 0,654) antara kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin. Korelasi tersebut juga bermakna secara uji statistik (p < 0,05). Berdasarkan garis normalitas pada diagram pencar di atas menunjukkan bahwa peningkatan kadar asam lemak bebas berhubungan positif dengan peningkatan indeks resistensi insulin.
SOPK adalah suatu kelainan endokrin yang mempunyai spektrum gambaran yang luas dan paling sering timbul pada wanita usia reproduktif. Kelainan dapat berupa kombinasi dari oligo/anovulasi, hiperandrogen secara klinik maupun biokimia, obesitas, resistensi insulin, dan ovarium polikistik pada gambaran USG. Kelainan yang mendasari terjadinya SOPK sampai saat ini belum diketahui dengan pasti, namun telah disepakati bahwa faktor-faktor yang berperan adalah androgen yang berlebih, resistensi insulin, dan gangguan dinamika gonadotropin.

Berbagai penelitian yang telah dilakukan sebelumnya memunculkan dugaan adanya hubungan antara hiperinsulin dengan hiperandrogen dalam kondisi SOPK, seperti yang ditulis oleh sarjana Carmina, bahwa peningkatan kadar insulin diduga sebagai pengaruh utama peningkatan sekresi androgen adrenal pada perempuan SOPK.15
Sarjana Balen menyebutkan bahwa peningkatan resistensi insulin pada perifer akan berakibat pada peningkatan serum insulin. Insulin dalam kadar tinggi akan berikatan dengan reseptor IGF-1 yang akan merangsang sel ovarium dan bersama LH akan merangsang produksi androgen. Sedangkan sarjana Polderman menyebutkan bahwa pemberian hormon seks seperti testosteron pada wanita sehat dapat menyebabkan resistensi insulin.2,7
Sementara itu penelitian yang dilakukan oleh sarjana Yongli terhadap 17 penderita SOPK dan 20 orang kontrol menunjukkan bahwa terdapat peningkatan kadar serum testosteron, peningkatan ekspresi reseptor androgen, dan peningkatan indeks resistensi insulin yang signifikan pada kelompok SOPK dibandingkan dengan kelompok kontrol, serta didapatkan hubungan positif diantaranya.4
Berbagai hasil penelitian seperti yang telah dicontohkan di atas dapat dibagi menjadi 2 pendapat atau 2 aliran, yang kemudian menimbulkan sebuah tanda tanya besar, apakah kondisi hiperinsulin merangsang terjadinya hiperandrogen ataukah kondisi hiperandrogen-lah yang  menyebabkan terjadinya resistensi insulin. Pertanyaan tersebut mendorong penulis untuk melakukan pembahasan yang lebih dalam, berkaitan dengan hasil penelitian eksperimental dengan Rattus novergicus sebagai hewan coba untuk membuktikan adanya pengaruh hiperandrogen terhadap indeks resistensi insulin.

Karakteristik dari sampel penelitian ini antara lain adalah tikus Rattus novergicus strain wistar berjenis kelamin betina dengan usia rata-rata 3 bulan, dan dibagi menjadi dua kelompok, yaitu kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Parameter lain seperti umur, jenis kelamin, dan perlakuan adalah sama. Perlakuan dalam hal ini termasuk pemberian makan, minum, serta cara penyuntikan testosteron propionat maupun propilen glikol yang dilakukan di daerah inguinal tikus secara bergantian kanan dan kiri.
Berat badan tikus kelompok kontrol sekitar 200 gram sehingga tidak dilakukan uji homogenitas, sedangkan berat badan tikus kelompok perlakuan berkisar antara 180 sampai dengan 205 gram, kemudian dilakukan uji homogenitas dengan hasil harga p = 0,065. Uji statistik dengan harga p lebih besar daripada 0,05 ini menunjukkan bahwa tidak didapatkan perbedaan yang bermakna pada berat badan tikus antarkelompok perlakuan, sehingga dapat disimpulkan bahwa berat badan tikus bukan merupakan variabel perancu penelitian.
Pada penderita SOPK didapatkan suatu keadaan hiperandrogen, oligo/anovulasi, serta ovarium polikistik berdasarkan USG. Pada penelitian ini tikus dijadikan model SOPK dengan memberikan injeksi testosteron propionat sehingga sebelum dilakukan pembedahan, dilakukan pembuktian terlebih dahulu keadaan SOPK melalui hapusan vagina. Dari hasil hapusan vagina didapatkan kondisi unestrous pada semua tikus perlakuan yang menggambarkan kondisi anovulasi. Saat dilakukan pembedahan didapatkan keadaan ovarium kelompok perlakuan mengalami hipertekosis serta polikistik, sedangkan ovarium pada kelompok kontrol cenderung kecil, yang merupakan ukuran normal ovarium pada umumnya. Keadaan unestrous maupun ovarium polikistik dan hipertekosis dapat menunjukkan tikus dalam keadaan SOPK. sedangkan pemeriksaan hormonal dan metabolik yang mendukung diagnosis SOPK tidak dilakukan pada penelitian ini, hanya mengacu pada literatur dan penelitian pendahuluan yang telah dilakukan sebelumnya.5,10,14
Hasil penelitian menunjukkan rerata indeks resistensi insulin semakin meningkat seiring dengan lamanya pemberian testosteron propionat. Pada kelompok perlakuan didapatkan rerata indeks resistensi insulin yang semakin meningkat, dengan nilai tertinggi didapatkan pada kelompok pemberian testosteron propionat selama 28 hari (20,11 ± 9,82). Pada hasil penelitian didapatkan peningkatan bermakna rerata indeks resistensi insulin antara kelompok perlakuan dengan pemberian testosteron propionat selama 14, 21, maupun 28 hari, dibanding kelompok kontrol dalam interval waktu sama. Semakin meningkatnya indeks resistensi insulin seiring lamanya pemberian testosteron propionat dapat menjadikan kesimpulan bahwa semakin lama paparan androgen maka indeks resistensi insulin semakin meningkat. Pada kelompok perlakuan didapatkan peningkatan bermakna antara paparan testosteron selama 14 dibanding 28 hari, sedangkan antara 14 dengan 21 hari maupun antara 21 dengan 28 hari tidak didapatkan peningkatan bermakna. Hal ini menunjukkan pemberian testosteron selama lebih dari 7 hari kemungkinan dapat meningkatkan indeks resistensi insulin secara bermakna.

Sesuai dengan penelitian Beloosesky, pemberian testosteron propionat pada tikus betina dapat menghasilkan model SOPK, meliputi perubahan morfologi maupun gangguan hormonal sebagaimana SOPK pada manusia termasuk resistensi insulin. Pemberian testosteron selama 7 hari menghasilkan gambaran ovarium berupa kista-kista folikel besar dengan penebalan stroma serta akumulasi folikel preantral berlapis. Meningkatnya apoptosis oosit mulai hari ke-14 pemberian testosteron menyebabkan kerusakan serius oosit di folikel preantral dan antral. Pemberian testosteron selama 14 hari menyebabkan rasio glukosa dibanding insulin puasa 50% lebih rendah daripada kontrol, dan selanjutnya menurun secara dramatis mencapai kadar 0,2–0,3 dibandingkan 2–4 pada kontrol, mengindikasikan terjadinya resistensi insulin. Hasil penelitian tersebut menunjukkan keadaan hiperandrogen berperan penting menyebabkan resistensi insulin.5
Sarjana Polderman menunjukkan bahwa pemberian injeksi testosteron ester 250 mg intramuskular tiap 2 minggu selama 4 bulan pada wanita normal dapat menyebabkan resistensi insulin. Dengan euglycemic hyperinsulinemic clamp sebelum dan setelah 4 bulan pemberian didapatkan peningkatan rerata kadar insulin puasa dari 57 ± 27 pmol/L menjadi 64 ± 29 pmol/L dan rerata laju penggunaan glukosa didapatkan penurunan.7
Androgen secara langsung atau tidak, berperan dalam metabolisme glukosa, menyebabkan keadaan hiperinsulinemia. Secara langsung androgen menghambat kerja insulin di otot dan hepar, sedangkan secara tidak langsung mempengaruhi sensitivitas insulin dengan mengubah komposisi tubuh melalui metabolisme lemak.11
Androgen menyebabkan resistensi insulin dengan menurunkan jumlah dan efektivitas GLUT-4 sehingga terjadi gangguan pengangkutan glukosa di otot dan lemak.8 Androgen menyebabkan resistensi insulin dengan mengaktivasi proses lipolisis dan pemecahan sel lemak abdomen yang akan meningkatkan pelepasan asam lemak bebas.16 Tikus Sprague-Dawley betina yang mendapat testosteron menunjukkan perubahan komposisi otot menjadi lebih banyak serabut putih daripada merah serta penurunan kapilerisasi berhubungan dengan penurunan pengangkutan glukosa dan peningkatan kadar insulin puasa, mendemonstrasikan penurunan sensitivitas insulin.17 Dari kultur otot skelet tikus yang mendapat paparan testosteron didapatkan peningkatan fosforilasi jalur Akt-mTOR-S6K yang menyebabkan peningkatan fosforilasi serin di IRS-1 sehingga terjadi inaktivasi IRS-1 dan gangguan pengangkutan glukosa.6
Pada penelitian ini didapatkan bahwa rerata kadar asam lemak bebas semakin meningkat seiring lamanya pemberian testosteron propionat. Pada kelompok perlakuan didapatkan rerata kadar asam lemak bebas yang semakin meningkat, dengan nilai tertinggi pada kelompok pemberian testosteron propionat selama 28 hari (2,27 ± 1,75). Penelitian ini juga menunjukkan bahwa didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas antara kelompok perlakuan dengan testosteron propionat selama 21 dan 28 hari dibanding kelompok kontrol dengan interval waktu sama, sedangkan pada interval waktu 14 hari tidak didapatkan peningkatan bermakna, sedangkan pada kelompok perlakuan tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas dengan paparan testosteron selama 14, 21, maupun 28 hari. Keadaan ini dapat dijelaskan melalui teori Marshal8 dimana wanita SOPK dengan obesitas sentral mempunyai kadar androgen dan asam lemak bebas yang tinggi. Testosteron menyebabkan peningkatan kadar asam lemak bebas dengan cara meningkatkan proses lipolisis trigliserida di jaringan adiposa serta meningkatkan pemecahan sel-sel lemak abdomen. Testosteron yang meningkat pada wanita SOPK obesitas juga menurunkan kadar adiponektin, suatu hormon sitoprotektif yang diproduksi sel adiposa, selanjutnya akan meningkatkan kadar asam lemak bebas di sirkulasi, sehingga dapat diajukan adanya kemungkinan bahwa paparan testosteron propionat selama 14 hari belum cukup adekuat untuk menyebabkan peningkatan kadar asam lemak. Dengan adanya fakta semakin meningkatnya kadar asam lemak bebas seiring dengan lama paparan testosteron propionat maka dapat disimpulkan bahwa dalam penelitian ini semakin lama paparan androgen terjadi maka kadar asam lemak bebas akan semakin meningkat.
Setelah membahas hubungan hiperandrogen dengan kadar asam lemak bebas, pokok bahasan selanjutnya adalah hubungan kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin. Marshal8 menyatakan bahwa kondisi hiperandrogen yang disertai peningkatan kadar asam lemak bebas, terutama pada wanita SOPK dengan obesitas sentral, dapat menghambat pemecahan insulin di hepar serta menghambat pengangkutan glukosa di otot sehingga selanjutnya menyebabkan resistensi insulin. Hal tersebut sejalan dengan hasil penelitian ini, dimana didapatkan adanya hubungan yang bermakna antara kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin berdasarkan hasil uji statistik korelasi Pearson dengan nilai p = 0,003 dan mempunyai kekuatan korelasi positif 0,654.
Berdasarkan pembagian kriteria Colton, korelasi antardua variabel dapat dikategorikan menjadi sangat kuat (≥ 0,75), kuat (0,7–0,75), sedang (0,4–0,6), lemah (0,25–0,5), dan sangat lemah (≤ 0,25), sehingga pada penelitian ini didapatkan bahwa antara kadar asam lemak bebas dengan indeks resistensi insulin memiliki korelasi positif yang kuat. Dapat disimpulkan bahwa meningkatnya kadar asam lemak bebas sebagai akibat keadaan hiperandrogen maka indeks resistensi insulin semakin meningkat pula.
Sesuai dengan penelitian Dresner13 yang menyatakan bahwa pemberian infus lemak pada orang normal menyebabkan penurunan 50–60% oksidasi glukosa dan sintesis glikogen di otot skelet, serta 90% penurunan kadar glucose-6-phosphate intramuskular dibanding kontrol, menunjukkan penurunan aktivitas fosforilasi IRS-1 terhadap PI3-K sehingga terjadi gangguan pengangkutan glukosa intrasel.
Menurut sarjana Marshal8 hiperandrogen memberikan kontribusi besar dalam menyebabkan terjadinya resistensi insulin melalui dua cara. Pertama, menurunkan jumlah dan efektivitas GLUT-4 yang selanjutnya menurunkan pengangkutan glukosa di otot. Cara kedua adalah dengan meningkatkan lipolisis dan pemecahan sel lemak abdomen yang kemudian akan meningkatkan kadar asam lemak bebas. Peningkatan kadar asam lemak bebas inilah yang akan menurunkan klirens insulin di hepar. Menurut sarjana Roden18 peningkatan kadar asam lemak bebas dapat menyebabkan resistensi insulin dengan menghambat transpor glukosa dan/atau mengganggu proses fosforilasi IRS-1 berhubungan dengan PI 3-kinase, yang selanjutnya akan menurunkan laju oksidasi glukosa dan sintesis glikogen di otot.
Dari hasil penelitian ini didapatkan bahwa peningkatan indeks resistensi insulin maupun peningkatan kadar asam lemak bebas terjadi seiring dengan bertambah lamanya paparan testosteron propionat pada tikus coba, yang memberikan kontribusi terhadap patogenesis hiperandrogen, menyebabkan resistensi insulin pada SOPK. Patut diperhatikan bahwa ternyata hiperandrogen dapat menyebabkan resistensi insulin sebagaimana hasil penelitian ini, sedangkan resistensi insulin dapat menstimulasi produksi androgen dari ovarium, sehingga timbullah suatu keadaan yang biasa disebut dengan lingkaran setan pada wanita SOPK.
Hasil penelitian ini memberikan masukan informasi bahwa hiperandrogen dapat menyebabkan resistensi insulin, sehingga seorang wanita yang menderita SOPK tanpa tanda-tanda resistensi insulin akan memiliki risiko terjadi gangguan toleransi glukosa serta menderita kelainan metabolisme seperti diabetes mellitus tipe 2 di kemudian hari. Selain itu seorang wanita yang menderita SOPK juga akan memiliki risiko terjadi dislipidemia yang dapat berkembang menjadi penyakit kardiovaskuler, seperti penyakit jantung koroner.
KESIMPULAN

Didapatkan peningkatan bermakna indeks resistensi insulin pada kelompok yang mendapat testosteron propionat selama 14, 21, dan 28 hari lebih tinggi dibanding kontrol. Tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas pada kelompok yang mendapat testosteron propionat selama 14 hari dibanding kontrol, namun ada peningkatan bermakna kadar asam lemak bebas pada kelompok yang mendapat testosteron propionat selama 21 dan 28 hari yang lebih tinggi dibanding kontrol. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa keadaan hiperandrogen dapat mempengaruhi indeks resistensi insulin serta kadar asam lemak bebas di serum. Terlihat dalam penelitian ini bahwa semakin lama paparan androgen yang diberikan, maka indeks resistensi insulin dan kadar asam lemak bebas akan meningkat. Dapat dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui hubungan antara peningkatan kadar androgen dengan peningkatan asam lemak bebas maupun dengan resistensi insulin. Penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar penelitian lanjutan mengenai hubungan antara peningkatan asam lemak bebas dengan resistensi insulin pada penderita SOPK.
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