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ABSTRAK

Latar Belakang: Peradangan kronis pada jaringan paru dapat memicu deposisi kolagen dan matriks
ekstraseluler dengan hasil akhir fibrosis. Rosuvastatin memiliki efek anti peradangan dan anti fibrosis
yang bekerja dengan menghambat sintesis kolagen pada jaringan.

Tujuan: Mengetahui efek anti-fibrotik rosuvastatin terhadap kadar SOD dan persentase area serabut
kolagen pada organ paru tikus model fibrosis paru.

Metode Penelitian: Penelitian eksperimental dengan rancangan posttest only control group design
dengan pendekatan kuantitatif. Penelitian ini menggunakan 15 ekor tikus putih galur Wistar jantan
berusia 10-12 minggu, berat badan 180-220 gram. Tikus dibagi dalam tiga kelompok perlakuan; K1:
kontrol normal; K2: model fibrosis paru; K3: model fibrosis paru dengan terapi rosuvastatin 10
mg/kgBB. Tikus dimodifikasi menjadi model fibrosis paru dengan pemberian amiodarone 40
mg/kgBB peroral. Dilakukan pengukuran berat badan secara berkala. Dilakukan pengukuran kadar
SOD dengan ELISA. Gambaran histopatologi area serabut kolagen pada paru didapatkan dari
pewarnaan Trichrome Mallory pada 5 lapang pandang yang dipilih secara acak dan tidak tumpang
tindih dengan menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX23 perbesaran 400x. Hasil gambar
dikuantifikasi menggunakan perangkat lunak ImageJ. Data dianalisis dengan GrapPhard Prism 8.0.0
menggunakan uji non parametrik Kruskal-Wallis.

Hasil: Tidak ditemukan perbedaan yang bermakna antar BB tikus (p=<0,2232). Hasil uji komparasi
kadar SOD menunjukkan nilai p=0,001 (p<0.05). Persentase area serabut kolagen menunjukkan
perbedaan bermakna (p=<0,0001).

Simpulan: Rosuvastatin memberikan efek anti-fibrotik pada kadar SOD dan menghambat deposisi
serabut kolagen pada organ paru tikus, namun tidak memberikan efek terhadap berat badan tikus
model fibrosis paru.

Kata-kata  kunci:  amiodarone, inflamasi, rosuvastatin,  serabut  kolagen, @ SOD
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Pendahuluan

Fibrosis paru  merupakan  kondisi
patologi yang ditandai dengan perubahan
patologis terminal di paru-paru yang

disebabkan penyembuhan luka menyimpang,
deposisi matriks ekstraseluler dan akhirnya
pergantian parenkim oleh matriks
ekstraseluler. Fibrosis ini dapat diakibatkan
adanya stress oksidatif yang dipicu oleh
radikal bebas.! Radikal bebas dalam tubuh
memiliki berbagai jenis, Reactive Oxygen
Spesies (ROS) merupakan jenis yang paling
banyak. Terdapat sekitar 2% oksigen dalam
tubuh akan dikonversi menjadi Superoxide.
Superoxide ini dapat diubah menjadi ROS
yang paling reaktif dalam tubuh yaitu
Radikal Hidroksil. Radikal ini dapat
menimbulkan banyak kerusakan terutama
pada membran fosfolipid sel, merusak
struktur DNA dan RNA yang dapat
menyebabkan mutasi serta merusak berbagai
protein sel.?

Penyebab  fibrosis  paru  bersifat
multifaktorial. Kondisi ini dipengaruhi oleh
berbagai agen dan faktor risiko seperti
pekerjaan dan penggunaan obat-obatan
tertentu. Salah satu agen yang berperan dalam
pembentukan fibrosis pada organ paru adalah
amiodarone.> Amiodarone dapat memicu
cedera sel alveolar sehingga mengakibatkan
infiltrasi sel inflamasi dan pelepasan sitokin
transforming growth factor 1 (TGF-p1).*
Sitokin ini akan merangsang diferensiasi
fibroblast menjadi myofibroblast sehingga
memicu sintesis kolagen dan menyebabkan
fibrosis.> Cedera sel akibat induksi
amiodarone menyebabkan timbulnya stress
oksidatif, dan bersifat kronis karena radikal
bebas yang dihasilkan hanya dapat
dihentikan  ketika  diberi  antioksidan.
Antioksidan ini akan memberi elektron yang
dibutuh oleh radikal bebas tersebut sehingga
kondisi stress oksidatif dapat dicegah
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ataupun dikurangi. Antioksidan sendiri
dapat diperoleh dari tubuh maupun dari
luar tubuh. Antioksidan yang diperoleh
dari tubuh seperti Superoxide Dismutase
(SOD) dan Catalase.®

Statin memiliki efek anti-inflamasi,
antiapoptosis dan antifibrotik.” Efek
antifibrotik pada statin  disebabkan
karena  kemampuan statin  dalam
penghambatan ekspresi dari TGF-B1
sehingga menghambat proses sintesis
kolagen yang memicu pembentukan
fibrosis.”® Senyawa statin  seperti
rosuvastatin berfungsinya menghambat
3-Hydroxy-3-metylglutaryl-Coenzim A
Reductase (HMG-CoA Reductase). Obat
ini memiliki efek anti inflamasi serta
antifibrotik dan digunakan sebagai terapi
preventif untuk mencegah fibrosis
paru.l® Oleh karena itu penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui efek anti-
fibrotik rosuvastatin terhadap kadar SOD
dan persentase area serabut kolagen pada
organ paru tikus model fibrosis paru.

Metode Penelitian
Sampel Hewan Model

Penelitian ini menggunakan 15 ekor
tikus putih galur Wistar jantan berusia
10-12 minggu, berat badan 180-220
gram. Tikus dibagi dalam tiga kelompok
perlakuan; K1: kontrol normal; K2:
model fibrosis paru; K3: model fibrosis
paru dengan terapi rosuvastatin 10
mg/kgBB selama 28 hari. Tikus
dimodifikasi menjadi model fibrosis
paru dengan pemberian amiodarone 40
mg/kgBB selama 28 hari. Dilakukan
pengukuran berat badan secara berkala
pada setiap minggu sampai hari ke-28.
Penelitian ini telah memperoleh izin dari
Komisi Etik Penelitian Kedokteran dan
Kesehatan Fakultas Kedokteran
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Universitas  Tadulako dengan  nomor:
6415/UN 28.1.30/KL/2022.
Pengukuran kadar SOD

Darah dari ventrikel kiri jantung

sebanyak 1 cc, pengukuran kadar SOD
menggunakan enzim SOD (BT Lab. Cat.No
E0168Ra) dengan metode ELISA.

Pemeriksaan Histologi

Tikus diterminasi dan dinekropsi pada
hari ke-28. Jaringan dibuat dalam blok
paraffin dan dipotong dengan ketebalan 4
um. Pewarnaan jaringan menggunakan
Trichrome Mallory. Pengamatan pada 5
lapang pandang dipilih secara acak dan tidak
tumpang tindih dengan  menggunakan
mikroskop cahaya Olympus CX23 perbesaran
400% dengan perangkat lunak optilab. Hasil
gambar akan dianalisis secara kuantitatif
menggunakan perangkat lunak ImageJ.

Analisis Statistik

Data histologis  dianalisis  secara
kuantitatif dengan menilai berat badan dan
persentase area serabut kolagen

menggunakan Grapphad Prsima 8.0.0. Data
berat badan dianalisis menggunakan uji
parametrik Repeated Measure Annova. Data
persentase area serabut kolagen dianalisis
menggunakan uji non parametrik Kruskal
Wallis dan uji lanjut Mann Whitney.

Hasil
Berat Badan Tikus Model

Data yang ditampilkan merupakan data
pada tiap kelompok tikus dengan intervensi
selama 28 hari. Data berat badan dapat dilihat
pada gambar 1.

Berdasarkan gambar 1, tampak grafik
dengan nilai berat badan awal yang berbeda
pada tiap kelompok perlakuan. Semua
kelompok perlakuan menunjukkan
peningkatan berat badan dari H-0 sampai H-
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28. Kelompok K1 dan K3 menunjukkan
peningkatan berat badan dengan grafik
stabil. Kelompok K2 menunjukkan
peningkatan berat badan dengan grafik
tampak landai pada H-7 sampai H-14
dan mengalami penaikan yang pesat
pada H-21 sampai H-28. Dilakukan uji
normalitas Shapiro Wilk antar kelompok
perlakuan dengan hasil data terdistribusi

normal. Pada  uji homogenitas
menggunakan  Bartlett Test antar
kelompok perlakuan didapatkan hasil
data yang homogen. Setelah itu

dilakukan uji Repeated Measure Annova,
didapatkan perbedaan berat badan yang
tidak bermakna dari setiap kelompok
(p=0,2232).

Kadar SOD

Rerata kadar Suproxide Dismutase
perkelompok  perlakuan  dilakukan
pengujian menggunakan uji kruskall
walis. Dalam hal ini, hasil uji kruskall
walis yang didapatkan sebesar p=0.001
(<0.05) sehingga dapat dapat
disimpulkan terdapat perbedaan yang
signifikan antara ketiga kelompok,
seperti yang tampak pada gambar 2.
Ketiga kelompok tersebut kemudian
dilakukan uji lanjut post hoc Mann
whitney  untuk  melihat  perbedaan
bermakna atau signifikansi tersebut pada
tiap kelompok perlakuan. Kelompok K1
dibandingkan K2 dengan nilai p=0.0079,
Kelompok K1 dibandingkan K3 dengan
nilai p=0.3175 dan Kelompok K2
dibandingkan K3 dengan nilai p=0.0159.
Hasil uji post hoc Mann Whitney yang
didapatkan memberikan informasi untuk
perbandingan tiap kelompok. Kelompok
K1 dibandingkan K2 dan Kelompok K2
dibandingkan K3 didapatkan perbedaan
yang bermakna atau terdapat nilai yang
signifikansi (p<0.05) sedangkan antara
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Kelompok K1 dibandingkan K3 tidak
terdapat perbedaan yang bermakna atau tidak
terdapat nilai yang signifikansi (p>0.05).

Presentase Area Serabut Kolagen

Gambaran histopatologis paru pada
seluruh kelompok dapat dilihat pada gambar
2. Persentase area serabut kolagen dapat
dilihat pada tabel 1 dan gambar 3.

Gambar 3 menunjukkan gambaran
histopatologis pada alveolus paru. Di antara
alveolus yang saling berdekatan terdapat
septum interalveolar tipis yang terdiri atas
sebaran sel dan matriks ekstraseluler. Sel
pada septum interalveolar terdiri atas
pneumosit tipe | dan I, fibroblas, makrofag
alveolar, serta eritrosit yang terakumulasi
pada kapiler alveolus. Pewarnaan histologis
pada septum interalveolar paru dengan
menggunakan trichrome mallory akan
menghasilkan warna biru yang menunjukkan
area serabut kolagen, warna coklat tua yang
menunjukkan pneumosit dan makrofag
alveolar, serta warna merah yang
menunjukkan kapiler alveolar. Pada gambar
2 (A) merupakan kelompok K1 atau
kelompok normal yang menunjukkan area
serabut kolagen pada septum alveolar yang
sedikit. Pada gambar 2 (B) menunjukkan
kelompok K2 yang merupakan kontrol
negatif dengan area serabut kolagen pada
septum interalveolar yang lebih luas bila
dibandingkan ketiga kelompok lain. Gambar
2 (C) merupakan kelompok K3 yang diterapi
dengan rosuvastatin. Area serabut kolagen
pada septum interalveolar kelompok K3
tampak lebih sedikit dibanding kelompok K2
dan menyerupai kondisi normal pada
kelompok K1.

Berdasarkan tabel 1 dapat dilihat bahwa
terdapat perbedaan rerata area serabut
kolagen pada tiap kelompok perlakuan.
Rerata area serabut kolagen pada masing-
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masing kelompok didapatkan dari hasil
analisis perangkat lunak ImageJ dengan
hasil yaitu K1: 20,01 £ 1,87 %; K2:
28,92 + 5,25 %; dan K3: 17,62 + 3,37 %.
Kelompok K2 atau kelompok kontrol
negatif memiliki rerata persentase area
yang paling besar. Kelompok K3 atau
kelompok tikus fibrosis paru dengan
terapi  rosuvastatin - memiliki  rerata
persentase area serabut kolagen yang
paling kecil, data ini dapat dilihat pada
gambar 4.

Pada uji normalitas Shapiro Wilk
antar kelompok perlakuan didapatkan
data tidak terdistribusi normal. Pada uji
homogenitas menggunakan Bartlett Test
antar kelompok perlakuan didapatkan
hasil data yang tidak homogen. Setelah
itu dilakukan  uji  non-parametrik
menggunakan  Kruskal Wallis dan
didapatkan perbedaan area fibrosis
bermakna  dari  setiap  kelompok
(p=<0,0001). Kemudian dilakukan uji
lanjut post hoc Mann Whitney dan
didapatkan hasil yang berbeda signifikan
antara  kelompok K1 dan K2
(p=<0,0001), K2 dan K3 (p=<0,0001)
serta K1 dan K3 (p=0,0027).

Pada uji normalitas Shapiro Wilk
antar kelompok perlakuan didapatkan
data tidak terdistribusi normal. Pada uji
homogenitas menggunakan Bartlett Test
antar kelompok perlakuan didapatkan
hasil data yang tidak homogen. Setelah
itu dilakukan uji  non-parametrik
menggunakan  Kruskal Wallis dan
didapatkan perbedaan area fibrosis
bermakna  dari  setiap  kelompok
(p=<0,0001). Kemudian dilakukan uji
lanjut post hoc Mann Whitney dan
didapatkan hasil yang berbeda signifikan
antara  kelompok K1 dan K2
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(p=<0,0001), K2 dan K3 (p=<0,0001) serta K1 dan K3 (p=0,0027).
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Gambar 1. Grafik rerata berat badan tikus perkelompok perlakuan. Keterangan: K1:
Kelompok tikus normal; K2: Kelompok tikus model fibrosis paru; K3: Kelompok tikus
model fibrosis paru dengan terapi rosuvastatin. H-0: Sebelum pemberian intervensi; H-7: 7
hari pasca intervensi; H-14: 14 hari pasca intervensi; H-21: 21 hari pasca intervensi; H-28: 28
hari pasca intervensi.
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Gambar 2. Diagram rerata kadar SOD tikus model fibrosis paru perkelompok perlakuan.
Keterangan: K1: Kelompok tikus normal; K2: kelompok tikus model fibrosis paru; K3:
kelompok tikus model fibrosis paru dengan terapi rosuvastatin. *=p<0,05.
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S 100, B

Gambar 3. Gambaran histopatologis fibrosis paru tikus model fibrosis dengan pewarnaan
trichrome mallory. Perbesaran 400 kali dan skala 100 um. Keterangan: (A) Kelompok K1;
(B) Kelompok K2; (C) Kelompok Ka3.

Tabel 1. Rerata area serabut kolagen paru tikus

Kelompok Rerata area serabut kolagen (%)  Nilai p

K1 20,01 +1,87 <0,0001
K2 28,92 + 5,25
K3 17,62 + 3,37

Keterangan: K1: Kelompok tikus normal; K2: Kelompok tikus model fibrosis paru; K3: Kelompok tikus model
fibrosis paru dengan terapi rosuvastatin.
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Gambar 4. Grafik persentase area serabut kolagen. Keterangan: K1: Kelompok tikus normal,
K2: Kelompok tikus model fibrosis paru; K3: Kelompok tikus model fibrosis paru dengan
terapi rosuvastatin. Uji Kruskal Wallis p=<0,0001. Uji post hoc Mann Whitney: K1 vs K2

(p=<0,0001); K2 vs K3 (p=<0,0001); K1 vs K3 (p=0,0027). *=p<0,05 vs K2. #=p<0,05 Vs
K3,
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Pembahasan

Penelitian ini menggunakan tikus wistar
yang dibuat model fibrosis  paru
menggunakan amiodarone. Amiodarone di
metabolisme hati oleh enzim sitokrom P450
menjadi metabolit utamanya
desethylamiodaron (DEA). Metabolit ini
cenderung menumpuk pada jaringan adiposa
dan organ perfusi seperti paru. Metabolit
DEA menyerang sel secara langsung pada
membran sel karena sifatnya yang ampifilik
menyebabkan penghancuran struktur dan
organel bermembran seperti mitokondria.
Selain itu, DEA merupakan suatu inhibitor
enzim fosfolipase A, bila enzim ini dihambat
maka terjadi penumpukan fosfolipid dan
memicu proses inflamasi. Kondisi tersebut
dapat meningkatkan stres oksidatif, aktivasi
sistem enzim angiotensin,  proliferasi
fibroblast dan deposisi kolagen dengan hasil
akhir berupa fibrosis paru.>!*'2 Pemberian
amiodarone  jangka panjang dapat
menyebabkan efek sitotoksik pada pneumosit
tipe 1l. Efek sitotoksik yang memicu cedera
terus menerus, maka jalur TGF-f yang fungsi
normalnya sebagai respon fisiologis tubuh
berubah menjadi respon patologis.*3

Pengukuran berat badan didapatkan
peningkatan pada semua kelompok dari
minggu pertama sampai akhir secara stabil.
Peningkatan berat badan terjadi akibat
adanya peningkatan produksi free fatty acid
dari penghambatan jalur glikolisis pada tahap
asam sitrat diubah menjadi isositrat.*
Penggunaan amiodarone jangka panjang juga
memberi pengaruh pada peningkatan berat
badan, selain terjadi penumpukan free fatty
acid, juga menyebabkan adanya aktivitas
hipotiroidisme. Hipotiroidisme disebabkan
adanya mekanisme umpan balik negatif dari
kadar yodium di dalam darah.'® Peningkatan
berat badan tikus bisa dikarenakan adanya
peningkatan kadar kolagen pada paru serta
penumpukan metabolit amiodarone pada
darah dalam penelitian ini. %

Terapi fibrosis paru dengan pemberian
golongan statin terbukti menghambat enzim
HMG-CoA reduktase sebagai katalis dari
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metabolisme kolesterol. Katalis HMG
CoA menghasilkan mevalonate sebagai
prekursor Kolesterol dapat membentuk
fragmen RhoA yang bersifat
proinflamasi dan memicu pembentukan
fibrosis. Efek statin  memberikan
perlindungan pada paru terhadap
toksisitas obat. Hal ini dibuktikan
dengan  tidak adanya perbedaan
signifikan antara K1 dan K3. Alasan lain
mengapa statin dapat memberikan
tindakan preventif dikarenakan statin
dapat menghambat inflamasi oleh
NADPH Oksidase sehingga dapat
menghambat  terbentuknyas  radikal
bebas superoksida yang dapat merusak
sel dan memicu fibrosis paru.'8
Perhitungan kadar SOD
menunjukkan kelompok K1 dengan
rerata kadar SOD paling tinggi diikuti
dengan kelompok K3 dan K2. Hal ini
dikarenakan pada kelompok K2 adanya
peningkatan ROS  tanpa  diikuti
peningkatan kadar antioksidan SOD,
yang menyebabkan kadar SOD dalam
darah menurun. Peningkatan aktivitas
inflamasi juga menyebabkan kadar SOD
menurun. Pada kelompok K3 terjadi
peningkatan kembali kadar SOD setelah
diberikan terapi berupa pemberian
Rosuvastatin pada tikus model fibrosis
paru. Walaupun secara statistika antara
K1 dan K3 tidak menunjukkan
signifikansi, tetapi secara klinis mampu
kembali meningkatkan kadar SOD.*°

Perbedaan yang signifikan pada
persentase area serabut kolagen pada
kelompok K1 dengan K2 (p=<0,0001),
menunjukkan bahwa  amiodarone
memiliki efek terhadap pembentukan
serabut kolagen pada paru tikus model
fibrosis paru. Kerusakan oksidatif yang
diinduksi  oleh  amiodarone  dan
metabolitnya disebabkan oleh
peningkatan peroksidasi lipid di jaringan
paru-paru.  Peroksidasi lipid dan
produknya akan menginduksi ekspresi
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berlebih  dari TGF-pl1 dan memicu
diferensiasi fibroblast menjadi myofibroblast
yang akan meningkatkan sintesis kolagen dan
menurunkan aktivitas kolagenase.’’ Terapi
rosuvastatin - mampu untuk menghambat
proses pembentukan kolagen pada paru tikus
yang diinduksi amiodarone. Kadar TGF-p1
secara nyata dilemahkan oleh suplementasi
rosuvastatin melalui peningkatan regulasi
angiotensin 11.” Angiotensin 1l juga akan
mengaktivasi nuclear factor-kappa beta (NF-
kB) vyang merupakan faktor trankripsi
penting dalam mengatur ekspresi sitokin
selama proses inflamasi dan akan merespon
langsung terhadap pembentukan stress
oksidatif.? Pemberian rosuvastatin secara
signifikan mengurangi kadar NF-xB dalam
sitoplasma dan menurunkan aktivasinya.?*
Hasil ini  menunjukkan bahwa terapi
rosuvastatin secara Kklinis mampu untuk
mengurangi sekresi kolagen pada paru tikus
model fibrosis. Ekspresi kolagen tipe |
setelah terapi statin mengalami penurunan,
ini  menunjukkan bahwa statin dapat
menghambat pembentukan protein terkait
fibrosis.’

Penutup

Rosuvastatin - memberikan efek anti-
fibrotik terhadap kadar SOD dan mampu
menghambat deposisi serabut kolagen pada
organ paru tikus wistar model fibrosis paru,
namun tidak mempengaruhi berat badan tikus
putih model fibrosis paru.

Penelitian ini dapat dilanjutkan dengan
mengevaluasi pengukuran indeks massa,
kadar hormon tiroid, hingga berbagai
molekul terkait inflamasi pada tikus model
fibrosis paru. Selain itu dapat pula
membandingkan efek anti-fibrotik
rosuvastatin dengan golongan statin lain pada
tikus model fibrosis paru.
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