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ABSTRACT

It is well established that a decrease of estrogen during natural or surgical menopause (ovariectomy)
could influence female anxiety behaviour both in human and animal experiments. Several studies have
proved that exercise act as a potential therapy to reduce depression and anxiety behaviours. The current
study analyzed the effects of High-Intensity Interval Exercise (HIIE) to anxiety-related behaviours of
rats after long-term ovaries removal. Fifteen Sprague-Dawley rats (twelve weeks old) were used in this
study. All rats were divided into sham-operated, ovariectomy, and ovariectomy with HIIE (OVX
HIIE). The HIIE group was treated for 7 weeks of interval exercise that started after twelve weeks of
ovariectomized using treadmill. Anxiety related behaviour were represented by frequencies to
entrances centre arena, freezing and grooming duration on open field test. A significant decrease
(p<0.05) in the frequencies to enter open arena was detected in ovariectomized rats compared to sham
and ovariectomy with HIIE, while reversed effect has observed in freezing duration. The present results
show that HIIE may help to counteract the ovariectomized effect on anxiety-related behaviours of rats.
The HIIE may become the promising therapy to treat anxiety behaviour on menopause condition.

Keywords: Anxiety, interval exercise, ovariectomy, menopause

ABSTRAK

Berkurangnya kadar hormon estrogen saat periode menopause alami maupun akibat pengangkatan
ovarium telah terbukti pada penelitian di manusia maupun hewan coba dapat mempengaruhi perilaku
wanita seperti meningkatnya kecemasan. Beberapa studi juga melaporkan latihan fisik bertindak
sebagai terapi potensial untuk mengurangi depresi dan kecemasan. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh Latihan Fisik Interval dengan Intensitas Tinggi (LFIIT) terhadap perilaku yang
berkaitan dengan kecemasan pada tikus setalah periode ovariektomi jangka panjang. Sebanyak 15 ekor
tikus Sprague Dawley betina (usia 12 minggu) digunakan dalam studi ini. Tikus dikelompokan dalam
sham (SHAM), Ovariektomi (OVX), dan Ovariektomi dengan LFIIT (OVX LFIIT). Kelompok LFIIT
mendapatkan perlakuan LFIIT selama 7 minggu yang dimulai setelah periode ovariektomi selama dua
belas minggu menggunakan treadmill. Perilaku kecemasan direpresentasikan oleh frekuensi memasuki
arena tengah, dan durasi freezing serta gooming pada OFT. Frekuensi memasuki arena tengah lebih
sedikit pada tikus ovariektomi (p<0.05) dibandingkan tikus sham and ovariektomi dengan LFIIT,
sementara hasil sebaliknya ditemukan pada durasi freezing. Penelitian ini menujukkan bahwa LFIIT
dapat menghilangkan efek ovariektomi terhadap perilaku yang berkaitan dengan kecemasan. Perlakuan
LFIIT dapat menjadi terapi yang menjanjikan untuk mengatasi kecemasan saat menopause.

Kata kunci: Kecemasan, latihan interval, ovariektomi, menopause
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PENDAHULUAN

Kecemasan (anxiety) adalah reaksi emosional adaptif terhadap perubahan lingkungan
yang dipersepsi oleh individu sebagai keadaan yang mengancam atau berbahaya (1).
Kecemasan menjadi patologis ketika telah menganggu aktivitas keseharian karena terjadi
secara menetap dalam jangka waktu lama, dengan intensitas yang meningkat dan respon tidak
adekuat meskipun tanpa adanya stresor (1-3).

Wanita lebih berisiko untuk menderita gangguan kecemasan dibandingkan pria (2,4).
Risiko ini diduga berkaitan dengan adanya fluktuasi hormonal khususnya estrogen sepanjang
periode kehidupan wanita (5,6). Perubahan regulasi hormonal pada aksis hipotalamus-
hipofisis-ovarium menyebabkan penurunan dramatis kadar estrogen sirkulasi saat menopause
dan dihubungkan dengan meningkatnya insiden kecemasan pada periode tersebut (7-9).
Penelitian sebelumnya menemukan bahwa wanita menopause memiliki tingkat kecemasan
lebih tinggi dibandingkan dengan yang tidak menopause (10). Studi pada hewan coba yang
diovariektomi sebagai model menopause alami maupun ovariektomi pada manusia (11)
menemukan peningkatan durasi imobilitas pada uji elevated plus maze dan forced swimming
yang merupakan indikasi perilaku kecemasan (12,13).

Terapi estrogen untuk mencegah atau mengobati kecemasan pada wanita menunjukan
hasil yang tidak konsisten. Beberapa penelitian pre klinis dan klinis melaporkan berkurangnya
kecemasan dengan pemberian estrogen (14-16), akan tetapi terdapat pula penelitian yang
menunjukkan tidak ada efek terapi estrogen terhadap kecemasan (17). Di lain pihak, terdapat
bukti bahwa terapi estrogen menimbulkan berbagai efek samping seperti meningkatkan risiko
gangguan sistem kardiovaskular, kanker, dan hiperplasia endometrium (18). Kondisi ini
memicu pengembangan penelitian untuk menemukan terapi kecemasan dengan menggunakan
pendekatan yang efektif dan lebih aman.

Selama satu dekade terakhir, penelitian di bidang neurosains telah membuktikan
manfaat latihan fisik endurance kontinu untuk mengatasi kecemasan (19-22). Akan tetapi,
belum ditemukan penelitian yang menggunakan metode LFIIT untuk mengatasi kecemasan
pada wanita menopause atau hewan coba yang diovariektomi. Latihan fisik dengan metode
LFIIT saat ini mulai banyak digemari karena mudah dimodifikasi pada orang dengan berbagai
kondisi kebugaran tubuh, serta dapat diterapkan pada semua jenis olahraga seperti bersepeda,
berjalan, berenang atau latihan menggunakan treadmill (23).

Metode LFIIT merupakan pengembangan dari latihan endurance tetapi dilakukan
secara diskontinu antara intensitas tinggi (biasanya >90% VO.max) yang relatif singkat,
diselingi dengan periode istirahat atau aktivitas fisik ringan (24-26). Kefektifan metode
LFIIT setara dengan latihan endurance kontinu dalam meningkatkan kapasitas
kardiorespirasi, kapasitas oksidatif, dan kekuatan otot maupun dapat menginduksi
peningkatan faktor pertumbuhan di otak (24,25,27,28). Sebuah studi terbaru menemukan
berkurangnya tingkat kecemasan pasien Scizofrenia setelah diberikan LFIIT (29). Dengan
demikian, dapat dihipotesiskan bahwa LFIIT potensial menurunkan kecemasan pada kondisi
menopause. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh LFIIT terhadap perilaku
kecemasan pada tikus yang telah diovariektomi sebagai model menopause atau ovariektomi
bilateral pada manusia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah quacy experiment yang dilakukan secara in-vivo dengan
menggunakan post test only group design untuk menilai pengaruh LFIIT terhadap perilaku
terkait kecemasan pada tikus yang telah diovariektomi. Subjek penelitian ini adalah tikus
betina galur Sprague Dawley usia 12 minggu dan bobot 150 - 200 g berjumlah 15 ekor. Tikus
diperoleh dari Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas Gadjah Mada
(UGM). Selama perlakuan, tikus dipelihara pada Laboratorium Ilmu Faal Fakultas
Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan UGM menggunakan kandang plastik
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dengan tutup kawat dan alas diberi sekam padi berukuran 40x20x20 cm?® beserta alat makan
dan minum. Makanan dan minuman diberikan secara ad libitum. Kondisi ruangan selama
periode pemeliharaan dan perlakuan berventilasi baik, pencahayaan seimbang antara siang
dan malam yaitu 12 jam terang dan 12 jam gelap. Penelitian ini telah mendapatkan
persetujuan etik oleh Komisi etik Fakultas Kedokteran UGM (KE/FK/217/EC/2016).

Subjek penelitian dibagi secara acak dalam 3 kelompok yaitu: kelompok SHAM atau
kontrol, ovariektomi tanpa LFIIT (OVX), dan ovariektomi dengan LFIIT (OVX LFIIT) yang
selanjutnya diaklimasi dengan suasana kandang selama 7 hari. Prosedur sham dan
ovariektomi dilakukan pada hari ke-8. Sebelum dilaparatomi, tikus dianestesi menggunakan
ketamin HCI (PT Guardian Pharmatama, Jakarta, Indonesia) dengan dosis 0,15 cc/100 gBB
secara intra muskular dan dibiarkan sampai tikus teranastesi dengan baik. Laparatomi
dilakukan dengan menginsisi kulit di sepanjang garis tengah abdomen dan peritonium sekitar
2 cm (30-33). Pada kelompok OVX, dilakukan pengambilan kedua ovarium dengan cara
memotong bagian akhiran uterus dan ligamen suspensorium ovarium. Prosedur yang sama
dilakukan pada tikus SHAM tanpa pemotongan akhiran uterus. Daerah yang diinsisi
selanjutnya ditutup dan dijahit, kemudian diolesi dengan povidine iodine untuk mencegah
infeksi.

Perlakuan LFIT pada kelompok OVX LFHT dimulai setelah 12 minggu
pascaovariektomi untuk menginduksi hipoestrogenisitas jangka panjang. Perlakuan LFIIT
merujuk pada penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Afzalpour et al. (28). Protokol
LFIT diberikan selama 7 minggu yang terdiri dari 1 minggu periode aklimatisasi dan latihan
uji bertingkat, serta 6 minggu LFIIT menggunakan treadmill khusus tikus (Gama Tread,
versi 2010, FK UGM). Pada periode aklimatisasi, treadmill diatur pada kecepatan 10 m/min
dan durasi 10 menit/hari. Perlakuan LFIIT diberikan dengan frekuensi latihan 6x/minggu
dengan protokol yang terdiri dari pemanasan dan pendinginan (5 menit, kecepatan 10 m/min)
serta latihan interval. Latihan interval terdiri dari periode latihan dengan intensitas tinggi (90
— 95 % VO.max), diselingi dengan periode istirahat atau pemulihan pada intensitas rendah.
Kecepatan latihan berbeda antara hari ganjil dan genap, sementara jumlah interval bertambah
setiap minggu (Tabel 1).

Pada akhir perlakuan LFIIT, dilakukan pengukuran perilaku terkait kecemasan dengan
menggunakan uji lapangan terbuka atau Open Field Test (OFT). Open field yang digunakan
memiliki panjang dan lebar 100 cm, dan tinggi 50 cm dan dibagi menjadi enam belas kotak
dengan luas masing-masing 25 cm?. Uji dilakukan dengan memasukkan tikus tepat pada
tengah (center) arena selama 5 menit (34). Pada periode uji, aktivitas tikus diamati dan
direkam dengan menggunakan kamera khusus (Miconos, Indonesia). Parameter kecemasan
yang dinilai adalah frekuensi memasuki arena tengah (x/5 min), persentase (%) durasi
freezing atau immobility time yaitu persentase waktu tikus berada dalam keadaan diam,
biasanya dengan posisi jongkok, mata terbuka lebar, pernapasan ireguler, setelah tikus tidak
bergerak minimal selama 1 detik, serta persentase (%) durasi grooming yaitu persentase
waktu yang digunakan tikus menggetarkan kaki depan, menjilati kaki dan genital, mencakar,
serta menggoyangkan kepala (35).

Analisis data pada penelitian ini menggunakan perangkat lunak SPSS versi 19 (IBM
Company) dengan tingkat kemaknaan (p)<0,05. Normalitas distribusi data diuji menggunakan
Shapiro-Wilk test, sementara Levene’s test digunakan untuk mengetahui homogenitas data
sebelum melakukan uji beda antar kelompok untuk setiap variabel yang diukur (36,37). Uji
one-way ANOVA dan post hoc Bonferroni digunakan untuk menguji persentase durasi
freezing dan grooming antar kelompok SHAM, OV X, dan OVX LFIIT. Variabel frekuensi
tikus memasuki arena tengah dan dialanisis menggunakan uji non parametrik yaitu Kruskal-
Wallis test dengan post hoc Mann-Whitney test karena tidak memenuhi asumsi normalitas
(36).
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Tabel 1. Protokol LFIIT yang diberikan kepada kelompok ovariektomi dengan LFIIT

Minggu Hari Hari Ganjil Hari Genap
1
’ 2 interval, 36 m/min, 3 min 3 interval, 40 m/min, 30 detik

Minggu | 4 2 interval, 36 m/min, 3 min 5 interval, 40 m/min, 30 detik
2 2 interval, 36 m/min, 3 min 7 interval, 40 m/min, 30 detik
; 3 interval, 36 m/min, 3 min 9 interval, 40 m/min, 30 detik
3

Minggu Il 4 3 interval, 36 m/min, 3 min 11 interval, 40 m/min, 30 detik
5 . . . . . .
6 3 interval, 36 m/min, 3 min 13 interval, 40 m/min, 30 detik
1 . . . . . .
5 4 interval, 36 m/min, 3 min 15 interval, 40 m/min, 30 detik
3

Minggu 11 4 4 interval, 36 m/min, 3 min 17 interval, 40 m/min, 30 detik
Z 5 interval, 36 m/min, 3 min 19 interval, 40 m/min, 30 detik
1 . . . . . .
) 5 interval, 36 m/min, 3 min 19 interval, 40 m/min, 30 detik
3

Minggu IV 4 6 interval, 36 m/min, 3 min 20 interval, 40 m/min, 30 detik
2 6 interval, 36 m/min, 3 min 20 interval, 40 m/min, 30 detik

Minggu V-VI 6-Jan 6 interval, 36 m/min, 3 min 20 interval, 40 m/min, 30 detik

Merujuk pada Afzalpour et al.(28) dengan sedikit modifikasi.
HASIL

Tabel 2 merupakan hasil pengukuran parameter perilaku tikus yang berkaitan dengan
kecemasan yaitu frekuensi memasuki arena tengah dari open field, durasi freezing, dan durasi
grooming. Hasil uji statistik menggunakan Kruskal-Wallis menunjukkan perbedaan bermakna
pada frekuensi memasuki arena tengah dari open field antar kelompok SHAM, OVX, dan
OVX LFIT (p=0,032). Berdasarkan hasil uji post hoc dengan Mann-Whitney, frekuensi
memasuki arena tengah dari open field pada OFT lebih sedikit pada kelompok OVX
dibandingkan dengan kelompok SHAM (U=2,5; z=-2,4; p=0,018). Sementara itu, kelompok
OVX yang mendapatkan LFIIT juga menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok
OVX (U=0; z=-2,8; p=0,008) dan tidak dengan kelompok SHAM (U=5; z=-1,6; p=0,151).

Persentase durasi freezing pada OFT menunjukkan nilai paling tinggi pada kelompok
OVX. Hasil uji beda perilaku kecemasan dengan one-way ANOVA pada variabel ini
ditemukan adanya perbedaan bermakna antar kelompok (Fz14 = 16,7; p=0,001). Uji post hoc
dengan Bonferroni menunjukkan perbedaan bermakna terjadi antara kelompok OV X dengan
kelompok SHAM dan OVX LFIIT(F214 = 16,7; p=0,001 dan F;14 = 16,7; p=0,002). Latihan
interval dengan intensitas sedang dapat pada tikus yang telah diovariektomi mampu
menurunkan durasi freezing setara kelompok SHAM (F214 = 16,7; p=1,000).
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Hasil yang berbeda dengan dua variabel di atas ditemukan pada persentase durasi
grooming selama 5 menit OFT (Gambar 1c). Uji beda rerata antar kelompok menggunakan
one-way ANOVA menunjukkan tidak adanya perbedaan bermakna antar kelompok SHAM,
OVX, dan OVX LFIT (Fz14=2,7; p=0,108).

Tabel 2. Perilaku terkait kecemasan pada OFT setelah LFIIT kelompok Sham
(kontrol), ovariektomi, dan ovariektomi dengan LFIIT

Kelompok
Perilaku Kecemasan SHAM (n=5) OVX (n=5) OVX LFIT p
(n=5)
Frekuensi memasuki arena tengah 2+ 8 1+1* 919 0,032¢
(x/5 min)?
Durasi freezing (%)° 11,4 +8,3 61,2 +17,8** 17 +16,7 0,0014
Durasi grooming (%)° 164 +11,1 356 *+26,7 11+97 0,108¢

3Data disajikan dalam medianzIQR.

®Data disajikan dalam rerata+SD.

¢p value dari uji Kruskal-Wallis dengan uji post hoc Mann-Whitney.

dp value dari uji one-way ANOVA dengan uji post hoc Bonferroni.

*p<0,05 dengan SHAM.

**p<0,01 dengan SHAM.

SHAM, kelompok SHAM; OV X, kelompok ovariektomi; OVX LFIIT, Kelompok ovariektomi
dengan LFIIT.

BAHASAN

Penelitian ini menemukan bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus Sprague Dawley
sebagai model menopause pada manusia dapat memicu perilaku kecemasan jika dibandingkan
dengan tikus sham, khususnya terhadap variabel frekuensi memasuki arena tengah dari open
field dan persentase durasi freezing pada OFT. Perlakuan LFIIT yang diberikan pada tikus
ovariektomi mampu menghilangkan kecemasan akibat pengangkatan kedua ovarium.

Ovarium merupakan penghasil utama hormon steroid pada wanita khususnya estrogen
(7,38). Secara fisiologis, hormon estrogen berperan sebagai molekul sinyal penting terhadap
otak yang meliputi kontrol aksis hipotalamus-hipofisis dan reproduksi, neuroprotektif,
menstimulasi pelepasan neurotransmitter serta terlibat dalam modifikasi pengaruh stresor
terhadap memori, depresi dan kecemasan (39,40). Dengan demikian, peran estrogen dapat
terganggu pada kondisi hipoestrogenisitas pascamenopause maupun ovariektomi (41). Hal ini
terbukti dengan ditemukannya perbedaan bermakna pada perilaku kecemasan antara
kelompok OVX dan SHAM pada penelitian ini. Tikus kelompok OVX memiliki frekuensi
memasuki area tengah lebih sedikit dan persentase durasi freezing lebih lama dibandingkan
tikus yang tidak diovariektomi (p<0,05). Meskipun tidak dilakukan pengukuran kadar
estrogen pada penelitian ini, beberapa penelitian terdahulu pada tikus ovariektomi secara
konsisten melaporkan penurunan kadar estrogen sirkulasi dan otak (13,31,33,42,43). Hasil
penelitian ini sejalan dengan temuan penelitian terdahulu dimana tikus ovariektomi
menunjukan perilaku kecemasan dengan meningkatnya frekuensi dan durasi freezing atau
periode imobilitas pada uji kecemasan menggunakan OFT, elevated plus maze dan forced
swimming(12,13,39). Di sisi lain, walaupun terdapat pola berkurangnya persentasi grooming
pada kelompok ovariektomi di penelitian ini, hasil uji statistik tidak ditemukan adanya
perbedaan bermakna antara tikus kelompok OVX dan SHAM (p>0,05). Hal ini kemungkinan
disebabkan karena singkatnya durasi uji kecemasan (5 menit) sehingga saat evaluasi, aktivitas
freezing mengkonsumsi sebagain besar waktu di dalam open field pada tikus ovariektomi.

Penelitian ini juga menemukan bahwa perlakuan LFIIT pada tikus yang diovariektomi
dapat menurunkan kecemasan. Tikus kelompok OVX LFHT memiliki frekuensi memasuki
area tengah lebih banyak dan persentase durasi freezing lebih sedikit dibandingkan dengan
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kelompok OV X dan nilai ini setara dengan perilaku yang ditunjukkan oleh kelompok SHAM
(p<0,05 antara OVX dengan OVX LFIIT dan p>0,05 antara OVX LFIT dengan SHAM).
Meskipun mekanisme pengarun LFIIT terhadap menurunnya kecemasan tidak dapat
dijelaskan sepenuhnya pada penelitian ini, penelitian sebelumnya yang juga memberikan
perlakuan latihan fisik tetapi dengan tipe endurance pada tikus ovariektomi menemukan hasil
yang sama (44). Lu et al. (2014) juga menemukan korelasi bermakna antara kadar estrogen
sirkulasi dengan perilaku kecemasan pada OFT, dimana semakin tinggi kadar estrogen, maka
durasi imobilitas semakin singkat. Selain itu, kadar estrogen sirkulasi juga berkorelasi positif
dengan kadar Brain Derived Neurotrophic Factors (BDNF) pada otak (44). BDNF
merupakan neurotropin yang berperan dalam modulasi plastisitas sinaps di otak dan
meregulasi berbagai ekspresi protein sinaptik (45). Beberapa penelitian sebelumnya juga
melaporkan peningkatan signifikan kadar estrogen sirkulasi setelah perlakuan latihan fisik
pada tikus ovariektomi (43,46). Peningkatan plastisitas saraf dan BDNF di otak juga
ditemukan setelah tikus mendapatkan perlakuan latihan fisik dengan berbagai intensitas (47—
49). Meningkatnya konsentrasi BDNF di otak dapat menurunkan perilaku kecemasan dan
depresi pada tikus yang telah ovariektomi (50). Berdasarkan hasil-hasil ini maka perlakuan
LFIIT pada tikus ovariektomi dapat mengatasi kecemasan dengan mekanisme yang
kemungkinan melibatkan peningkatan kadar estrogen sirkulasi dan BDNF otak.

SIMPULAN

Periode ovariektomi jangka panjang menginduksi perilaku kecemasan khususnya pada
frekuensi memasuki area tengah dan persentase durasi freezing selama tikus berada di dalam
OFT. Perlakuan LFHT selama tujuh minggu efektif untuk mencegah kecemasan pada tikus
yang telah diovariektomi.

SARAN

Perlakuan LFIIT dapat dijadikan sebagai terapi alternatif untuk mencegah kecemasan
sebagai efek dari pengangkatan kedua ovarium atau menopause. Perlu dilakukan penelitian
selanjutnya tentang mekanisme perbaikan perilaku setelah LFIIT dengan mengukur kadar
estrogen dan BDNF pada sirkulasi maupun otak tikus.
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