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ABSTRAK

Nama : Erna Harfiani
Program Studi : Magister Herbal
Judul : Uji efektivitas ekstrak etanol daun babandotan (Ageratum

conyzoides L.) sebagai anti-artritis rematoid pada tikus
yang diinduksi Complete Freund’s Adjuvant.

Artritis rematoid (AR) ad pasi sistemik kronik dan progresif,
yang menyerang Sgi pdetan, yang banyak terdapat di
Indonesia da ' : dijadikan alternatif
penanganan digunakan saat ini
mempuny@l € S ) S ] ini bertujuan
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ABSTRACT
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Title : Evaluation effectivity of ethanolic extract babandotan leaves
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Artritis rematoid (AR) adalah penyakit inflamasi sistemik kronik dan
progresif, yang menyerang sendi secara simetris dengan etiologi belum jelas
(Schuna, 2005; Wells et al., 2009; Radis, 2012; Rosenbergh, 2013; Ikawati, 2014).
Artritis rematoid termasuk p

aLn pada sendi yang menyebabkan
2005; Suarjana, 2009;

vakit ini secara luas

kerusakan kartilage
Klareskog et
0

dapat di
tulang, . 3 nes & Schett,

da gangguan

ecacatan,
sampai
D, 2015).
pada Se ang bertambah parah

idgfita selama usia produk

Jik ats Sek i samp Ikawati,
2084y _Insiden kasus umumnya ﬁ araftiinur 15-45 tahwn daggineningkat
dengag _bertambahnya us L Xy NS ada wanita (gkalllebih banyak
dari lakiziaki) (Schuper? @arter, 2006) P I, menyebagkan terjadinya
degradasi tularg IEM:AM% el erosi tulang sebagai
ciri khasnya )5 Soetal | 19¢ ; Tkawati, 2014) dan
dapat disertai ga i askular, pulmonal, dan
skeletal (Suarjana, 2009; ﬂe , k Rosenbergh, 2013). Penyakit ini

juga mempunyai hubungan dengan penanda genetika sebagai pengenal antigen

seperti MHC (Major histocompatibilitas complex) yang ditandai HLA-DRB1
(Mourad & Monem, 2013; Scally et al., 2013; Mclnnes & Schett, 2011; Candon et
al., 2001) dan HLA-DR4, penderita yang mempunyai HLA-DR4 mempunyai
kemungkinan 3,5 kali lebih banyak terkena AR dari pada HLA-DR yang lain
(Radis, 2012; Schuna, 2005).
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Prevalensi penyakit ini bervariasi antara 0,3 % - 1 % dan lebih sering terjadi
di negara maju, dan sekitar 50 % dari pasien di negara-negara maju tidak dapat
bekerja penuh waktu (WHO, 2015). Sedangkan prevalensi penyakit sendi
berdasarkan diagnosis tenaga kesehatan di Indonesia didapatkan 11,9 persen,
dengan wilayah tertinggi di Bali (19,3%), diikuti Aceh (18,3%), Jawa Barat
(17,5%) dan Papua (15,4%) (Riskesdas, 2013).

Pendekatan terapi AR yang saat ini banyak dilakukan adalah dengan terapi
simptomatik dengan obat-obatan NSAID (Non Steroid Anti Inflammatory Drug)
dan golongan kortikosteroid,gi ini hanya mengurangi gejala dari
yan DMARD (Disease

dapat menghambat

proses inflamasi
Modifying
ka waktu yang
ng.digunakan
ganohat g gan NSAI roid, juga
, 2005).

an efek

dencankebat artritis atoio

unaan jangka parfjang @&ri gBat-obatan ini dapa

ang tidak*diinginkam, sépeftifpargguan siste an pe (mual,

ambu ) ¢ hemato asan dan

W(Schuna, 20085 Ra K 2
L) .

mendw obat baru
penang R, t AS at meMgap obat yang
berasal dapi.al - Q \m “‘ bulkan efek samping
daripada obat

lanjut (Mun’im Ut

2). Diperluka an untuk

sebagai ob atif dalam

gan penelitian lebih

uiﬁsional yang mempunyai

g m conyzoides L.). Tanaman ini

banyak terdapat di lingkungan sekitar kita dan sudah sering digunakan masyarakat

efek anti inflamasi adala

sebagai pereda nyeri dan inflamasi secara umum, namun belum banyak diketahui
efeknya terhadap AR. Ekstrak etanol 70 % daun Ageratum conyzoides L yang
mengandung metabolit sekunder terutama flavonoid telah dievaluasi untuk
penanganan inflamasi (Moura et al., 2005; Awad et al., 2013). Hassan et al.,
(2012) menyebutkan bahwa ekstrak etanol daun babandotan dapat berperan sebagai

anti inflamasi akut, dimana kandungan fitokimia flavonoid khususnya kuersetin
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berperan didalamnya. Uji toksisitas akut dan kronik dari babandotan menunjukkan
bahwa tanaman ini aman untuk digunakan (Moura et al., 2005; Diallo et al., 2010;
Hassan et al., 2012). Diharapkan kandungan flavonoid dalam babandotan ini juga
dapat berpotensi sebagai anti-artritis rematoid. Oleh karena itu dilakukan penelitian
ini untuk menganalisa efek anti-artritis rematoid daun babandotan terhadap tikus
model AR yang diinduksi CFA.

1.2 Perumusan masalah

Berdasarkan latar bela asalahan yang dapat dirumuskan

adalah apakah ¢

anti-artriti ) a atoid yang saat ini
digunalj‘
r , 0 % daun

rconyz )We ematoid

13. 2“? khusus

punyai potensi sebagai

c. Mengevaluasi efek ekstrak etanol 70 % daun babandotan (A. conyzoides L.)
dalam menginhibisi proses AR berupa skor sinovitis pada gambaran
histopatologi membran sinovial sendi pergelangan kaki tikus model AR dengan
menggunakan pembanding metotreksat.

d. Mengevaluasi efek ekstrak etanol 70 % daun babandotan (A. conyzoides L.)
dalam menginhibisi proses AR berupa jumlah osteoklas pada tulang calcaneus

tikus model AR dengan menggunakan pembanding metotreksat.

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



1.4 Hipotesa

Hipotesa Ha pada penelitian ini adalah :
Ekstrak etanol 70 % daun babandotan mempunyai potensi sebagai anti-artritis

rematoid dibandingkan dengan obat anti-artritis rematoid yang saat ini digunakan.

1.5 Manfaat penelitian

1.5.1 Manfaat teoritik

a. Diharapkan dapat mempe lah  mengenai tanaman obat

tradisional yaslgStein ! St A COnmyzoides L. yang dapat

digunak
] B g el lebih lanjut
a . H 0-
v dasar_ilmsiab untu aj faatsgkstrak deOIdes L.

leBik_lanjut seld@@el anti-artriis grta diharapkansdapat dikembangkan

sel artritis re a ¢ | gai terap cnter dari

o

tera sudah ada.

%
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman babandotan (Ageratum conyzoides L.)

Genus Ageratum berasal dari bahasa yunani “a geras” yang berarti ‘non-
aging’ atau tanaman yang berumur lama (Singh et al., 2013; Kamboj & Saluja,
2013). Babandotan di temukan di berbagai negara tropis dan sub tropis seperti di
Afrika, Asia dan Amerika (Kamboj &aSaluja, 2011; Singh et al., 2012; Bosi et al.,

2013). A. conyzoides L. hg Di Indonesia, tanaman ini banyak

ditemukan berug ¢ g v o mbuhan pengganggu
(gulma).
B OES O adl

uly tegak atau

crharing q\E off : meter di

iR bany ai tigpat pula

a1 perkarangan ru air. Jika
aka ) AUl tids goerti 1 adbing. A.

engheg Araannya

2.1.1‘“40@ E

A\. CORYZOITES

Kerajaan ﬁfr :'i\
Divisi phyla

Sub Divisi . "
Kelas : m v ;

Bangsa - Asterales

Suku : Asteraceae

Marga : Ageratum

Jenis : Ageratum conyzoides L. (ITIS, 2015)
Sinonim :

A. ciliare Lour. (non Linn), A. cordifolium Roxb.
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Nama umum : Babandotan, bandotan

Nama daerah : Sumatera: bandotan, daun tombak, siangit, tombak jantan, siangik
kahwa, rumput tahi ayam. Sunda: babandotan. Jawa: bandotan, bandotan letik,
bandotan beureum, bandotan hejo, jukut bau, ki bau, berokan, wedusan. Madura :
dus wedusan. Sulawesi : dawet, lawet, rukut manooe, rukut weru (Depkes, 1989).
Nama Asing : Sheng hong ji (C), bulak manok (Tag.), ajganda, sahadevi (IP), billy
goat weed, white weed, bastard agrimony (I), celestine, eupatoire bleue (Singh et
al., 2013).

Nama Simplisia:

Agerati folium (g

k !,. ar J ercabang.

unggalbe ngka ctakfyaseling berhadapan da ), helaian

g bulat te gan pangkal e atgden ujung ncing, tepigBergerigi,
p

0 cm, ikaan dat
kbg terletak di g % M dauifberwarna hijak
Bunwa majemuk DSrRUTLp : 1-,_,1--1- erbentuk miMyang keluar

dari ujung tangk 4‘-"%7 : )i 3 W ngu, terkadang putih.

Panjang b@RQE b-8,. MM, dengan tangkai.yane

Buah : Buah ber bentuknya kecil
(BPOM, 2008; Singh et t n babandotan dapat dilihat pada

Gambar 2.1.

2 dengan
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Pirektorat Obat Asli Ind a 2008

e
(c) batang®(

tasi pribadi]

N bioaktif seperti

i‘m dan bunga Ageratum

rsetin), tanin, alkaloid, saponin,

flavonoid, tanin,
conyzoides mengandung
terpenoid/sterol dan polifenol. Daunnya juga mengandung asam amino, minyak
asiri kumarin, ageratochromen, friedelin, B-sitosterol, stigmasterol, sulfur, dan
kalium chlorida. Akar mengandung minyak asiri, alkaloid, dan kumarin (Kamboj
& Saluja, 2013; Okunade, 2002; Hassan et al., 2012; Singh et al., 2013).

Ageratum conyzoides mengandung polyoxygenated flavonoid, termasuk poly
methoxylated flavone, polyhydroxyflavone  seperti  scutellarein-5,6,7,4’-
tetrahidroksiflavon,  kuersetin,  kuersetin-3-rhamnopiranosid,  kaempferol,
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kaempferol-3-rhamnopiranosid, dan kaempferol 3,7-diglukopiranosid (Okunade,
2002; Singh et al., 2013).

Dari minyak Ageratum didapatkan kandungan monoterpen dan sesquiterpen.
Kandungan monoterpen yang terbanyak adalah sabinen dan B-pinen, p-pellandren,
1,8-cineol dan limonen, terpinen-4-ol dan o-terpineol. Sesquiterpen utama
mengandung B-caryophyllen, &-cadinen, caryophyllen epoxid, f-sesquipellandren.
Komponen utama dari minyak esensial adalah 7-methoxy-2,2-dimethylchromen
(precocen 1) (Okunade, 2002; Singh et al., 2013).

Triterpen yang diisQ perupa friedelin, dan sterol utamanya

adalah B-sitostesalilifs asterol - Te ; terol lainnya seperti

brassicasterpl dihidrospinasterol
(Okuna )

* akan alkaloid

apat diisofasidaeistaadman ini (Bos omponen

esam da a6 , asam

w HCN apd hydrogarb@m Dafr minyak biji men m oleat,

itat,” stearj oleat, "Mmolenatidany a exade ¢ bunga

uktosa o lai in B,

diWidapatkan di bunga 3 0028Singh et al.,
(] &

Zg
L=

al di berbagai negara
dalam bebera:

pencernaan (diavt

perdarahan, peluruh haid

bengkak, gangguan
P panas, menghentikan
r encing (diuretik), peluruh kentut
(karminatif), antijamur, sesak nafas, dan insektisida. Secara turun temurun A.
conyzoides L. telah digunakan oleh masyarakat Indonesia untuk berbagai gangguan
kesehatan, terutama sebagai anti peradangan (anti inflamasi). Babandotan belum
banyak digunakan sebagai pengobatan artritis rematoid, namun penelitian
menunjukkan mempunyai potensi sebagai anti-artritis rematoid (Kamboj & Saluja,
2008; Singh et al., 2013; Moura et al., 2005).
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Studi epidemiologi menunjukkan babandotan dapat digunakan sebagai anti
inflamasi / peradangan, kandungan aktif yang paling berpotensi adalah flavonoid.
Dari penelitian Hassan et al., (2012), didapatkan ekstrak etanol daun babandotan
mengandung metabolit sekunder berupa flavonoid, dengan kadar total diperoleh
sebanyak 281,88 mg/g yang setara dengan kuersetin.

Flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol terbesar yang ditemukan
di alam. Flavonoid terbagi lagi menjadi flavonon, flavonol, flavon, katekin,
isoflavonoid, dan antosianidin (Durga et al, 2014). Kuersetin merupakan senyawa
kelompok flavonol terbesar g
2.2. Kuersetin da

ianya dapat dilihat pada Gambar
ltar 60-75% dari flavonol

. Kuersetin dapat

yang memp
menging

aktiy : : arakidonat
me ylandin (Ansa I’* g q erlekatan
moJa dote!“Pad ditlapatkan
k ibegperan sebagai imnméRomM@OulateT dengan menurunkand IL-6 dan

molecule- erta ds Ka I.-10

gvonoid e ) ebagal ematoid

unyai patofis gi ﬁ 21 kan mekanisWsi.

Q’. .
2/ \ > g

ﬂ»ﬂ""

al., 2006]
Gambar 2.2 Susunan kimia kuersetin

ICAM-T (Inte er adhesio
D
ka

%

2.1.5 ldentifikasi simplisia daun Ageratum conyzoides L.
2.1.5.1 Organoleptik

Bau aromatik, khas babandotan, lama-lama agak menyebabkan mual, rasa
agak pahit, agak kelat (Depkes RI, 1989).
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2.1.5.2 Gambaran makroskopis daun Ageratum conyzoides L.

Helaian daun umumnya utuh, warna hijau sampai hijau tua atau hijau kelabu,
berbentuk bundar telur, panjang 3-4 c¢cm, lebar 1-2,5 c¢cm, ujung daun runcing,
pangkal daun tumpul, pinggir daun beringgit, tangkai daun 0,5 — 3 cm, tulang daun
pada permukaan atas dan bawah berambut, daun muda agak berambut padat, warna
rambut keputih-putihan, tulang daun menyirip (Depkes RI, 1989). Gambar

makroskopis daun terlihat di Gambar 2.3.

2.1.5U?aran mikr8 conyzoides LH'

Pa na ‘12'}' ey 3 i‘* rmis atas terdiri
dari 1 lapi ciuentik seane 2pal herhintik-oi stomata sedikit,

rambut penutUp=toreN~Car ' kder Dane airi dari satu lapis sel
berbentuk segi empa® u v 'Walebih banyak daripada
epidermis atas. Mesofil meliptti [8 pafiSade terdiri dari 1 lapis sel. Jaringan
bunga karang terdiri dari 3-4 lapis sel, terdapat sel sekresi dan sel yang berisi tetes
minyak. Berkas pembuluh tipe kolateral. Pada sayatan paradermal tampak
epidermis atas dan epidermis bawah berbentuk tidak beraturan, dinding
bergelombang, stomata tipe anomositik. Penampang melintang daun secara

mikroskopis terlihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 § a 3 : gaun A.conyzoides L.

men pengenal
, tdfdapat tetes-

Diderga 1 ain 2lombang,

minyak. Rambu panj@fy, ujung tump dtrttarl beberapa
mesgiill erclafig S8l sqkfesi B e ayU 8 Denebalan
1938mSe T ADAIC otamdapat d paud bar 2.5.

hi
T U =
‘A'-:._-'j H‘*

g

.AF L TR D>

e mv-lg‘_--—“'r
] , . i,
}.’ : y

E’ilamﬁ e1ar
3 = Teres minyak
j = Sromard

[Sumber : Depkes RI, 1989]
Gambar 2.5 Serbuk daun A. conyzoides L.
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2.1.5.4 Persyaratan simplisia daun Ageratum conyzoides L.

Pemeriksaan kadar dari simplisia daun A. conyzoides L. yang didapatkan
mempunyai syarat berupa kadar abu pada daun tidak lebih dari 13 %, kadar abu
yang tidak larut dalam asam pada daun tidak lebih dari 2,5 %, kadar sari larut dalam
air pada daun tidak kurang dari 27%, kadar sari larut dalam etanol di daun tidak
kurang dari 41 %. Dan didapatkan bahan organik asing daun tidak lebih dari 2 %.
(Depkes RI, 1989).

2.1.6 Standarisasi ekstrak A
Metode dag

a. Parameter |

| atas ;

Pagaine S ‘ : > unyal batasan
berhgda a : ; 3 bl tidak larut
ida untuk

ama denga damsisaipelarut orga

an 1oe Dera 5

pada parameter N@R spéSifikat€rsebut adalah : k i ak tidak

dar abu fidak lebih darf 1,20°% dan abu ut asam
0,069 o5 2( £ slarut O ebih dari
1,

pestisida ug .f A I.c|> ganik tidak
cem m berat Pb ' i i

dan As M Ieb

lebih dari 1Q%

dan mikroba p

b. Parameter spev
Senyawa identitas W i alam ekstrak dipaparkan secara

kualitatif dengan profil kromatografi lapis tipis (KLT) dan secara kuantitatif dengan

metode penetapan kadar yang sesuai (BPOM, 2006).
2.1.7 Metode ekstraksi
Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut

sehingga terpisah dari bahan yang tidak larut dengan pelarut cair. Simplisia yang

diekstrak mengandung bahan aktif yang dapat larut dan senyawa yang tidak larut
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(Depkes, 2000). Simplisia adalah bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat
yang belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dikatakan lain, berupa
bahan yang telah dikeringkan (Depkes, 1989). Hasil ekstraksi disebut sebagai
ekstrak yaitu sediaan kering, kental atau cair yang diperoleh dengan menyari
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut
yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan dan diluar pengaruh cahaya
2011; Hanani, 2016).

Metode e

matahari langsung (Depkes, 2000; Depkes,

dengan maserasi dan
perkolasi, sed refluks, soxhlet dan

destilasiguap.

kukan apabila

metaol J ifatte . gan pelarut

pada témp #idinnya, sefa u dan ju atas yang

relgt gan adanya pe si yang
m pelarut yang sel@u Ng umymnya dllw an alat
S( ingg adi eKStpaksHkontine dewgan ju laru konstan
de 2 pendi Al alah satu
m k menyari a;( ﬁ ) El pan, dimana Wsm akan

terta maan uap a ui kondensW ditampung
(DepkeSﬂO; Elyaetalii2015] "'-\ "
L4 »

2.1.7.1 Metoc
ara merendam simplisia
engan beberapa kali pengocokan

Maserasi ad®
atau pengadukan sehingga diperoleh konsentrasi pada keadaan kesetimbangan.

dengan pelarut pada suhu'kKa

Remaserasi berarti dilakukan pengulangan dengan penambahan pelarut setelah
dilakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya. Pengulangan ini dilakukan
agar tidak terdapat lagi kandungan kimia yang dapat disari oleh pelarut yang
digunakan. Hasil yang diperoleh dari maserasi ini disebut maserat atau ekstrak cair,
dan selanjutnya pelarutnya akan diuapkan kembali sehingga diperoleh ekstrak
kental atau ekstrak kering (Depkes, 2000; Elya et al., 2015).
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Metode ekstraksi yang digunakan tergantung pada jenis, sifat fisik, dan sifat
kimia kandungan senyawa yang akan diekstraksi dan pelarut yang digunakan
tergantung pada polaritas senyawa yang akan disari (Hanani, 2016). Simplisia yang
digunakan dapat berupa serbuk, potongan kecil atau irisan dari bagian tanaman
yang sudah dikeringkan atau dalam keadaan segar. Pengeringan simplisia dilakukan
agar simplisia ini dapat disimpan dalam jangka waktu lama, karena pengeringan
dapat menghentikan reaksi enzimatis yang terdapat pada tanaman dan dapat

melindungi dari pertumbuhan jamur. Maserasi dapat dilakukan dengan

menggunakan satu maca gherapa pelarut yang ditingkatkan

kepolarannya (mg at) Masey 2 ) Salmaacam pelarut dilakukan

dengan pertj , . 7 jua kandungan kimia
pada 9‘ ‘ 23 3 .12015).
fi lapis TP g. )

R SU3 osedufPpEmISa h suatu

i differensial dinamis @&lam#§istem yang terdirigdaki se (fase

! ase g . Fase"diain hertinelak schagal peny cont a;sllika gel.
bawa a eg goa terp terlarut

lai umnya zat teglagut d eWs
ol 5]

pelar ntuk cairan 3

Jel"foma l,_ YA ntltfhang digunakan
dalam pengtapa m:n m Qmatografi lapis tipis

(KLT), Kromé natoors inggi (KCKT). KLT
umumnya Iebihm‘ < 'H‘ tu asi, karena mudah dan
sederhana serta memberi li "'t#“' i ng lebih luas dan berguna untuk

pemisahan masing-masing senyawa secara kuantitatif dari suatu campuran. KG dan

edia pemisal ran suatu

En (Depkes,

KCKT keduanya membutuhkan peralatan yang lebih rumit dan memerlukan bahan
dalam jumlah yang sangat kecil (Depkes, 2011; Hanani, 2016).

Secara luas KLT banyak digunakan untuk berbagai analisis tumbuhan obat.
Kromatogram yang dihasilkan berupa pola yang menggambarkan senyawa dalam
setiap tumbuhan obat sehingga bermanfaat dalam kendali mutu tumbuhan obat baik

pencirian bahan mentah maupun produk akhir. Beberapa faktor yang menunjang
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teknik KLT diantaranya, 1) fase diam; ukuran partikel penunjang fase diam
berperan penting, semakin kecil dan seragam akan meningkatkan daya pemisahan.
Fase diam yang paling banyak digunakan untuk KLT adalah silika gel karena silika
mempunyai kekuatan pemisahan yang sangat baik. 2) Penotolan larutan; penotolan
dapat dilakukan secara manual dan otomatis. 3) Fase gerak; pemilihan fase gerak
sangat penting dalam teknik KLT, dipilih berdasarkan absorben yang digunakan
pada fase diam dan struktur komponen yang akan dipisahkan, komposisi yang

digunakan harus sesederhana mungkin. 4) Bejana kromatografi; berbagai macam

bejana kromatografi dapat di dengan metode yang ada (Puspita,

2009).
Pada anding dan suatu
campur : bih sama pada

lempén erhadap jarak
T diukur “daregi eriotofan samp mberikan
cak atake 03 aftersebut.

tifikasi diperole@endal pefifamatan bercak deqgam-milaiFRT (jarak

ngan itas maksimum) yang id dan“ukuran yang hampir sama.

perca (i da etapka gamatan

Wravioletgel .- M 5-4 p) atau gelom ang (366

nm) Wgamatan seté nampak ber kes, 2011;

Hanani, “) h

la

2.2.1 Tulang

Tulang adaw Wrak pasif, proteksi alat-
pemben e

alat gerak didalam tubuh, tabolisme kalsium dan mineral dan

organ hematopoetik (Setiyohadi, 2009). Tulang merupakan jaringan yang kompleks
dan dinamis, dimana secara terus menerus melakukan remodeling yaitu proses
konstruksi tulang baru dan perbaikan dari tulang yang telah rusak/tua. Proses ini
memerlukan kerjasama antar tulang dengan kartilago, dan bersama dengan ligamen
dan tendon membentuk sistem skeletal (Tortora & Derrickson, 2012).
Sebagaimana jaringan ikat lainnya, tulang terdiri dari komponen matrik dan
sel. Matrik tulang terdiri dari serat-serat kolagen dan protein non kolagen.
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Sedangkan sel tulang terdiri dari osteoblas, osteoklas dan osteosit (Setiyohadi,
2009). Komponen non seluler utama dari tulang adalah mineral dan matrik organik
(kolagen dan proteoglikan). Kalsium dan fosfat membentuk suatu garam kristal
(hidroksiapatit), yang tertimbun pada matrik kolagen dan proteoglikan. Mineral-
mineral inilah yang memampatkan kekuatan tulang. Matrik organik tulang disebut
juga osteoid yang sebagian besar merupakan kolagen yang kaku. Asam hialuronat
juga merupakan salah satu matrik organik pembentuk tulang (Carter, 2006; Dudek,
2001).

Secara umum tipe sg lang, yaitu : (1) osteoblast, yang
merupakan sel pgi el inir enghasilkan kolagen dan
k ekstra selular dari
ickson, 2012).

lat. pada basal

komponen
3

ngan permukaattlafg™ Osteoblas™@ 51 matriks

vasepelu alsifi 5 steosit,

an tulang yang géMmpertahankan jart . Sel ini

metap e Seperll, PArD: n I dan "pemRuang e darah

( Perricks P17 i julurg na yang
m kan antara sg t M e.(l) ainya dan Juw ing cell
dipe tulang. Sekall Osie igMensintesis osteo aosteoblas
akan Iardg ~r osﬂhg disintesisnya

(Setiyohadli g ated yang terbentuk
dari banya gagawa et al., 2002;

Karmakar et al., U apatime sosomal dan asam yang
dapat merusak komponen einldanamin ada matrik tulang ekstraselular

(Tortora & Derrickson, 2012). Sel ini bertanggung jawab terhadap resorbsi tulang.

Pada tulang trabekular osteoklas akan membentuk cekungan pada permukaan
tulang yang aktif yang disebut lakuna howship, sedangkan pada tulang kortikal
osteoklas akan membentuk kerucut sebagai hasil resorbsinya yang disebut cutting
cone dan osteoklas berada di apeks kerucut tersebut (Setiyohadi, 2009). Berbeda
dari osteoblas yang berasal dari mesenkimal stem sel, osteoklas berasal dari
hematopoetik stem sel (Miyamoto & Suda, 2003; Udagawa et al., 2002).
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Osteoblas mengekspresikan reseptor estrogen dan reseptor vitamin D,
berbagai sitokin, seperti reseptor Activator of nuclear factor kappa B ligand
(RANKL) dan osteoprotegerin (OPG). RANKL berperan pada maturasi prekursor
osteoklas karena prekursor osteoklas memiliki reseptor RANK pada permukaannya
dan efek RANKL dihambat oleh OPG (Aeschlimann & Evans, 2004; Setiyohadi,
2009). Gambar 2.6 Berikut menggambarkan macam macam tipe sel pada tulang.

From bone cell lineage From white blood cell lineage

e e

Lt
roer

Osteogeni O
(cevelopy f S the
steobls P F prot cellular matrix)

j (

J
-

(
-

ecara fisiologis tiil@ng H re@deling berup [ kan dan

resor g pada suatu tingkat yang S Akecuali pada rtumbuhan

usia kan nak, terjadile el ipada si tulang, yang
AT

bra &Perrickson, 2012]

e Se 10¢ are

dibantu dengan mon) (Carter, 2006).
resorbsi tulang
oleh osteoklas teopetrosis (gangguan
osteoklastogenesis atau s), osteoklerosis (peningkatan
pembentukan tulang), dan orosis  (peningkatan resorbsi tulang).
Perkembangan osteoklas diawali dari hematopoetik stem sel menjadi sel progenitor
monosit-makrofag lalu menjadi mononuklear osteoklas dan selanjutnya terjadi fusi
beberapa mononuklear osteoklas menjadi multinuklear osteoklas yang mempunyai
fungsi resorbsi tulang yang kuat. Pembentukan osteoklastogenesis ini dipengaruhi
oleh M-CSF ( Macrophage-Colony Stimulating Factor) dan ikatan RANKL-RANK

(Reseptor Activator of Nuklear Factor-kB) serta beberapa mediator kimia/sitokin

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



18

seperti TNF-a, IL-1, IL-6 dan IL-17 (Miyamoto & Suda, 2003; Udagawa et al.,
2002; Braun & Zwerina, 2011).

2.2.2. Kartilago / tulang rawan sendi

Kartilago merupakan jaringan ikat khusus yang tidak mempunyai
vaskularisasi dan jaringan syaraf yang melapisi permukaan tulang dari sendi
diartrosis (sendi yang dapat bergerak bebas), yang berfungsi sebagai bantalan saat

menerima beban benturan saat gerakan sendi. Tulang pada sendi sinovial dilapisi

oleh lapisan kartilago hialid

Setiyohadi, 2009; 0
Kartilg alam sintesis dan
pemelihgk@an ¢ sit. Kartilago terdiri

kartilago artikular (Carter, 2006;

dari Zon s I)yzona dalam

(raq da alsifikasl,

ya sema ‘ in tinggi

dan kolagen. Betsamalasa@ hialuropat, prote

enghtsap. alf dari seki a se pantalan

sebaga ’ KQ awan S a tipe 11,

Wbagai kerang -u M hatat engembangw\

agregWeogllkan K& oleh eanolitik yang
dlsekresﬂw kond ( vj\n (seMoIagenase dan
stromelisin/MMPE «g.l.:: “.m ammed et al., 2015).

Berbagai sito AN proteoglikan dan

menghambatsinw ﬂ wlsbagio, 2009).

2.2.3. Sendi
Sendi atau artikulasi adalah pertemuan antara dua tulang atau antara tulang

an dari

dan tulang rawan. Pembagian sendi berdasarkan dua klasifikasi, yaitu :

a. Ada tidaknya ruangan antar sendi tulang

b. Tipe jaringan penyambung antar tulang (sendi fibrosa, sendi kartilago dan sendi
sinovial) (Tortora & Derrickson, 2012).
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Kapsul sendi terdiri dari selaput penutup fibrosa padat, (yaitu berupa lapisan
dalam yang terbentuk dari jaringan ikat dengan pembuluh darah yang banyak), dan
membran sinovial (sinovium) yang membentuk suatu kantung melapisi seluruh
sendi. Bentuk sendi sinovial unik karena memiliki ruangan yang disebut ruangan
sinovial antar pertemuan tulang. Gambaran sendi sinovial dapat dilihat pada gambar
Gambar 2.7.

Periosteun

ticular (joint)

— Frontal
plane

___S, Adcutating
! bone
Periosteum
7] Syr\gvul (joint)
\ cavity
3~ Adicular
. | cartilage
S Articulating
bone

Articulsting
bon

‘ err' on,
J—
wukaan dalam s M pﬁ gh membrans‘

inovium)

tetapWampal perm an smowal an jaringan
avaskul ng owoh'yang menutupi
jaringan suisinovialdibawe ibatasi ‘ eMbraagbasalis. Walaupun
aringe DVial, tetapi tidak ada

t ' 2 tipe, sinoviosit tipe A
w engan makrofag, dan tipe B (70-

80%) yang mempunyai persamaan dengan fibroblas. Sinoviosit tipe A berfungsi

banyak pemb# g limte

yang mencapai IM‘i

(20-30%) yang mempunya

melepaskan debris sel kedalam rongga sendi, sedangkan sinoviosit tipe B berperan
mensintesis dan mensekresikan hialuronat yang merupakan zat aditif dalam cairan
sendi dalam mekanisme lubrikasi dan juga berperan dalam proses remodeling
tulang (Isbagio, 2009; Smith, 2011).

Pada rongga sinovial terdapat cairan sendi yang dihasilkan oleh membran

sinovial. Kartilago sendi dan tulang yang membentuk sendi, normalnya terpisah
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dengan adanya cairan sinovial. Cairan sinovial ini normalnya berwana bening,
jernih atau kekuningan berisi asam hialuronik yang dihasilkan oleh sinoviosit tipe
B di membran sinovial (fibroblast-like sinoviocyt) dan cairan dari plasma darah.
Jumlah yang ditemukan pada tiap-tiap sendi normal relatif kecil (1-3 ml). Hitung
sel darah putih pada cairan ini normalnya kurang dari 200 sel/ml dan terutama
terdiri dari sel MN. Asam hialuronidase adalah senyawa yang bertanggung jawab
terhadap viskositas cairan sinovial dan dihasilkan oleh sel pembungkus sinovial.

Cairan ini melindungi kapsul artikular dan mengurangi gesekan dengan melumasi

sendi. Cairan ini juga menga# ang berperan mengatasi mikroba
ickson, 2012).

Sel-se acam, yaitu (1) Sel

dan debris yang 3

yang te b kondrosit dan

oste@bls R 3 : > ikan jaringan.

btap / berk ang padafaringan ika : mast, sel
5010 3. |eke@ PM vano

imun

penting

atau pergélandah pada penyakit rematk ni dapat
Dudek,

I jaring at dartda APSECarateratur did Carter, 20Q

—d

Pen“]an {.. }IK“_ or|g myahlnay terhadap
benda asingyal m:-l m akibatkan infeksi dan
dn tubuh kompleks.

mn sel tubuh, pembuluh

iminasi penyebab kerusakan sel
dan memulai proses pemulihan jaringan (Baratawidjaya & Rengganis, 2012).

20

2.3 1

jaringan yang

Inflamasi merupU I
ediator

darah serta protein dan m

Reaksi proses peradangan dapat berlebihan (infeksi berat), berkepanjangan maupun
tidak tepat (sehingga menyebabkan penyakit autoimun) (Rosenbergh, 2013).
Inflamasi bisa bersifat akut atau kronik. Inflamasi akut terjadi cepat,
berlangsung beberapa jam sampai hari, dan terdapat gambaran khas timbul cairan
dan eksudasi protein plasma serta akumulasi lekosit dan netrofil. Reaksi inflamasi

dapat berhenti sendiri atau responsif terhadap terapi, bila terapi gagal maka proses
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inflamasi kronis dapat terjadi (Baratawidjaya & Rengganis, 2012). Reaksi inflamasi
kronik terjadi secara bertahap dan waktunya lebih lama (hari sampai tahun), dan
ditandai timbunan limfosit dan makrofag, disertai proliferasi vaskular dan fibrosis
(jaringan parut). Inflamasi diinduksi oleh mediator kimia yang dihasilkan oleh sel
tubuh untuk merespon stimulus, sehingga sel tubuh terutama makrofag, sel dendrit,
sel mast mensekresi sitokin atau mediator kimia lainnya untuk mengatur respon
inflamasi berikutnya. Manifestasi inflamasi seringkali disebut tanda kardinal, yaitu
keadaan dimana terdapat tanda panas_(kalor), kemerahan (rubor), edema/bengkak

(tumor), nyeri (dolor) dan ki Komponen utama inflamasi adalah

reaksi vaskuler pe ler meningkat dengan

mediator Ki sel berupa masuknya
lekosit tgktita j g ] ngan mediator
kimid s ] ava & ; Rosenbergh,

20

ila sulit
i, seperti_ipfeksi Myicoh@€terilim tuberculosis. | nik juga
ul darispengaktrfams.berleBifa iy dapiFSistem sehi Nenyerang

endiri en 3 pimun, itis re

id (Radji, 201 0 lamasi berkepanja
W( j . ﬁ A pan

anan dan fi ' nflamasi kraggi g meliputi
interaksidplek perbagai sel dz K; g dise sikar&yang berperan
terutama adalaf # IO‘"’ m“ yang keluar ke tempat
radang) dan li Makrofan ake antigen ke sel T dan

menghasilkan sitmis @' siﬁfositTyang teraktivasi

juga akan mengaktivasi m an timbulnya antigen dan sekresi

erulang,

0 0 3 n
sitokin, sehingga terus mempertahankan inflamasi kronik (Rosenbergh, 2013).
Sitokin merupakan produk polipeptida yang berfungsi sebagai mediator
inflamasi dan respon imun. Sitokin utama pada inflamasi akut antara lain TNF-a,
IL-1, IL-6 dan kemokin (kelompok sitokin yang berfungsi untuk kemoatraktan).
TNF-a dan IL-1 diproduksi oleh sel yang teraktifkan, termasuk makrofag, sel mast,
sel endotel, yang sekresinya distimulasi oleh produk mikroba, kompleks imun

ataupun limfosit T. TNF-a dan IL-1 dapat menstimulasi ekspresi molekul adesi
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pada sel endotel, meningkatkan dan mengerahkan lekosit, meningkatkan produksi
sitokin lain dan eikosanoik. IL-1 dapat mengaktifkan fibroblas, dan meningkatkan
proliferasi dan produksi ekstraselular matrik. Sitokin ini dapat masuk sirkulasi dan
menginduksi reaksi fase akut sistemik yang berhubungan dengan penyakit infeksi
dan inflamasi (Baratawidjaya & Rengganis, 2012; Rosenbergh, 2013).

2.3.1 Respon imun
Sistem imun merupakan kumpulan sel yang bertanggung jawab untuk

mempertahankan tubuh terhs mikroba patogen yang terdapat di

lingkungan. Re ' h yang gtau  berlebihan  dapat
menyebabkan, i ikroba terdiri dari

dua jeni i : gga epitel dari

kuli 3 : dapat/spesifik
an ale aKsi bila a tif untuk
Jardita Tenis, reak | (yang
Lgprotein terlarut/angibodida |produ Si Ilmfo#mumtas
ng dig arai limesit djif 20887 Roserk

/ sel 353 : rupaka fosit di

rgl M a.I antigen protei
MH menerima ate er penyaji (APC) m

antigen “untu !,, A M annya kepada
limfosit u m C_Vang o \' e adalah sel dendrit,

A

da dapat menge ikat pada

mikroba /

yang berada dibaAah

Limfosit T dala *
dengan cara membunuhn "’Wf'

melalui mediator/sitokin (limfosit T-penolong/CD4+). Sedangkan limfosit B

gian besar jaringan.

dwpat berperan langsung

/CD8+) ataupun tidak langsung

berasal dari sumsum tulang, yang dapat memproduksi antibodi. Sel B mengenal
antigen dengan adanya antibodi yang terikat pada membrannya. Setelah
terstimulasi sel B berdifferensiasi menjadi sel plasma yang dapat mensekresi
antibodi dalam jumlah banyak, dan berfungsi sebagai mediator imunitas humoral.
Terdapat lima kelas dari immunoglobulin yaitu 1gG, IgM, IgA, IgE dan IgD (Radiji,
2015; Rosenbergh, 2013).
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Individu normal tidak bereaksi terhadap antigen sendiri/self. Adanya reaksi
imun terhadap antigen diri/self dapat menyebabkan penyakit autoimun yang dapat
menyebabkan kerusakan setempat sampai sistemik. Dalam keadaan normal
kompleks imun (antigen-antibodi) dalam sirkulasi diikat dan diangkut ke hati dan
limpa untuk difagosit oleh sel MN, bila keadaan ini tidak terjadi maka kompleks
imun akan tetap berada di sirkulasi dan akan menyebabkan gangguan bila
mengendap di jaringan. Salah satu penyakit yang berhubungan dengan inflamasi
kronik dan gangguan autoimun dengan menghasilkan kompleks imun pada sendi

adalah artritis rematoid (Barg gganis, 2012).

2.4 Artritis,re
241D

—itiSaRe yaitu Sekele ikondisi  yang : erusakan
1, 2088 ATt \R) adalah

(akthro : sendi

masi sistemik kr@mik Jgresif, yang menygraag di secara
a,.2005; We al., 2009; Radis, 2012;
t diketd a secara

it g M arepaterjadi kelainamgsistemfmun, dan
@ & # )

sendi yang Wlf (Corwin,
t al. WQ; Mclnnes &

lasik pasien AR

Schett, 20
adalah poliart

dan kaki (Suarjafﬂ r

Penyakit ini ada h a W : handa genetik HLA-DRB1 dan
HLA-DR4, alel HLA ini mempermudah pengenalan dan ikatan antara APC dan

di kecil pada tangan

limfosit T sehingga meningkatkan kemungkinan insiden menderita AR (Candon et
al., 2001; Carter, 2006; Wells et al., 2009; Scally & Peterson, 2013: Mourad &
Monem, 2013).
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2.4.2 Epidemiologi

AR terjadi dua setengah kali lebih banyak pada wanita dari pada laki-laki.
Kejadiannya meningkat dengan bertambahnya usia, dan insiden umumnya terjadi
pada usia produktif yaitu 15-45 tahun. Faktor resiko yang berhubungan dengan
peningkatan insiden AR adalah jenis kelamin wanita, riwayat keluarga penderita
AR, dan merokok (Schuna, 2005; Suarjana, 2009). Penyakit ini dapat menyerang
semua orang diseluruh dunia, dimana sekitar 1-2% orang dewasa menderita AR dan
dilaporkan bahwa di Amerika serikat setiap tahun terdapat sebanyak 750 kasus baru

per satu juta penduduk (Schua 006).

2.4.3 Patofisif

yang terutama

imuU 51 O abkan limfosit

terjadi

T Permigrasi MmegyUsar.s Inovial/seme g tnya akan

oAl protéin met /sita Vano inflamasi,

gai sel inflamasifke jafihgafly mengaktifkan se erada di

nflamasiiean menyekabkKamiproduksiF€airan s lal ber Migrasi

0an pro e Ir el leko imfosit)

Wn menepi ke Ln ﬁ :i 2 dibantu mol

Werjadl Proses i c berputar-put
dan tert di j enghntuan molekul
adesi integuin Va 'fm“ \m on.nolecule (ICAM).
Selanjutnya s & gan dengan bantuan

chemokine sebamt kmda di pembuluh darah
r& %

dapat masuk ke dalam ja S W an jutnya sel-sel seperti makrofag,

sel mast berperan dalam pengeluaran sitokin (Theofilopous & Bona, 2002;

selektin.

gga menepi

Sherwood, 2010). Gambar 2.8 berikut menjelaskan proses terjadinya respon imun

innate /bawaan.

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



25

[Sumber : Shery @, telah diolah kembali]
b : pateddawaan.
Di jaring g a pfag yang berperan

sebagai

menjadi i g,\ ' | ) APC yang
isébui isiocompattts Coniple : akit autoimun

alu dapat

golah antigen

gen SE fllangg

osit dan
pelti 1L.-2,
. IL- 1 iferasi ggga jumlah
ak ( -1 dan
TNFz Didapatkan pulalSibsetatillifosit.OD8+ yaitu T helper(lhl7) yang

juga berw. dala @S| g ndi pada, AR dan dapat
menghasilkan in %17 -y IL-6 (Komatsu &

Takayanag mengaktifkan

ebabkan reaksi inflamasi {ka | 2084 Radji, 2015). Intera

ofacini a nyebabkan asiprog e al Sitok
T!

sit@kin Vang dihasilkan. S

in 0

~,

D mpai pada AR adalah

limfosit B dan m lah rheumatoid factor
(IgM-RF) dan anti-cycli [lina Dt nti-CCP) yang sering dipakai
sebagai penanda dalam diagnosis AR (Niewold et al., 2007; Malemud, 2013;
Wang et al., 2014).

Kerusakan sendi pada AR terjadi karena proliferasi makrofag dan fibroblas
sinovial (fibroblast-like sinoviocytes) setelah adanya faktor pencetus berupa
inflamasi kronik atau proses autoimun (Sen, 2005; Lipsky, 2007; Wang et al.,
2014). Limfosit menginfiltrasi daerah perivaskular dan terjadi proliferasi sel-sel

endotel yang selanjutnya terjadi neovaskularisasi. Lapisan jaringan sinovial sendi
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berproliferasi karena inflamasi kronik sehingga terjadi pertumbuhan irregular pada
jaringan sinovial sehingga membentuk panus. Panus menginvasi dan menyebabkan
degradasi kartilago dan erosi tulang sehingga merusak sendi. Berbagai macam
sitokin, interleukin, protease dan faktor pertumbuhan dilepaskan ditambah resorbsi
tulang yang berlebihan merupakan karakteristik penyakit inflamasi pada sendi yang
terjadi pada artritis rematoid sehingga dapat mengakibatkan destruksi sendi sampai
komplikasi sistemik (Schuna, 2005; Suarjana, 2009; Bahtiar et al., 2011)
Destruksi jaringan sendi terjadi melalui dua cara: (1) Pertama adalah

destruksi yang disebabkan g L_enzim protease, kolagenase dan

enzim hidrolitik ilago, ligamen, tendon

metabolit asam

dan tulang

arakido i fo ] |. Proses ini

didyga i I€S ] { g idiproduksi

struksi Ja ugs at terjadi s. Panus

grantlasipvaskalar yang tefbenttikee krofag
pinggir

adi destrtksi kolagen dan prete@qliken pada Kartila Lproduksi

si dan meradangkemueian geluas ke sendi. Di

di dala S e or

R terjadi ( a.cli ﬁ r-a kartilago ya babkan
disfu di. Kartilag ikat khusuWerdiri dari

kondrosrd\g m ; ‘-A“ P ndisi normal
terjadi kesgimpante ‘fﬁﬂ m R terjadi peningkatan
I 8 IP) seperti MMP-1,

j‘dan berperan penting

"M" e 999; Klareskog et al., 2009).
MMP-1 diproduksi terutama oleh sel sinovial pada persendian, MMP-13 juga

degradasi

MMP-8 dan MU‘n

dalam kecepatan degrada

dihasilkan oleh kondrosit di persendian. Ekspresi MMP-3 (stromelisin) dapat
mendegradasi matriks nonkolagen pada persendian, seperti gelatin dan
proteoglikan (lkawati, 2014). MMP-3 terdapat dalam jumlah besar di dalam
membran dan cairan sinovial dapat mengaktivasi MMPs lainnya seperti MMP-1
dan MMP-9 (So et al., 1999). Secara fisiologis MMP akan dihambat oleh
inhibitornya yaitu tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPS) lokal di jaringan
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dan -2 macroglobulin (a-2M) di sirkulasi sistemik (Mohammed et al., 2003;
Ikawati, 2014).

Pada AR, selain terjadi degradasi kartilago, juga terjadi erosi tulang akibat
peningkatan pembentukan dan aktivitas resorbsi oleh osteoklas, yang dipengaruhi
oleh beberapa sitokin seperti TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17, RANKL dan M-CSF.
Secara fisiologis, keseimbangan pertumbuhan tulang dijaga oleh keseimbangan
pembentukan dan aktivitas osteoblas dan osteoklas. Osteoklas berasal dari monosit-
makrofag sebagai sel prekursor, digana pembentukannya memerlukan reseptor

activator of nuclear factor-ki dan macrofag colony-stimulating
factor (M-CSF) (8 at RANK di permukaan
lalu memicuy d I ‘ ; ini dapat dihambat
oleh ostg@prc dagawa et al.,
20028 S : i 2, 204 okeh sinovial

fib > oSit T yang teraktifasisetarsitokin terutame dan TNF-

o &"Bona, 2: Staling et 3 005 1K8 Sdmbar 2.9

be jelaskan sitekin yanglimengaktiMasi proses.osteokla ada AR.

-

IL-13

Differentiation
Activation

IL-34
Difforentiation
Activation

7. 2

Ostecclast

[Sumber : Braun & Zwerina, 2011; telah diolah kembali]

Gambar 2.9 Pengaruh sitokin mengaktivasi osteoklastogenesis pada AR

Pembentukan osteoklas yang diperantarai oleh ikatan RANKL-RANK dan
M-CSF serta beberapa sitokin pro-inflamasi menyebabkan destruksi tulang.
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Gambar 2.10 berikut ini menjelaskan bahwa dengan induksi pada hewan model
AR dapat mempengaruhi pembentukan osteoklas yang diperantarai RANKL,
RANK dan OPG sehingga menyebabkan kerusakan pada hind paw joint.

uCT Surface View uCT Cross-Section pCT Surface View nCT Cross-Section
o V. /4
‘% %7/ « Normal Control —
L D i 5
. 2

« CIA Control—

< CIA+OPG —»

aw Joint

=) yang
i APChakt

ginduksi_gén@eluaran T perkontrib¥

S
se elalui 3 3
akf adi kerusaka .| A |Iﬂ;
berkw dalam fase A

yang me g
IL-17 mepg

dan fib ovial dan

erta sinovitis. S sinovial

fidahkan migresi 7 ke sendi
dukk—l? meningkat.
“ itokin pro-inflamasi
lainnya (TNF®8 0 me ks pelepasan sitokin,
produksi metallopte dan osteoklastogenesis
(Komatsu & Takayanagi, 2

Terjadinya inflamasi dan Kkerusakan tulang terus berlanjut bersamaan
dengan terbentuknya autoantibodi. Sel B matur yang diaktivasi oleh sel T dan
stimulasi TLR (toll-like reseptor ligand) akan berdifferensiasi menjadi short-lived
plasma cells atau masuk ke jaringan germinal sehingga berubah menjadi sel memori
dan long-lived plasma cells yang dapat memproduksi antibodi. Pada AR, reaksi
kompleks imun yang terjadi antara faktor rematoid dengan bagian Fc-1gG tertimbun

dalam sinovial sendi dan akan mengaktifkan sistem komplemen. Kompleks imun
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yang terjadi dengan dibantu dengan pengaktifan sistem komplemen dapat
menimbulkan agregasi trombosit, aktivasi makrofag, perubahan permeabilitas
vaskuler, aktivasi sel mast, produksi dan pelepasan mediator inflamasi dan bahan
kemotaktik serta influks netrofil (Suarjana, 2009; Radji, 2015). Keberadaan PMN /
netrofil dalam jumlah banyak akan mengeluarkan sitotoksin dan radikal bebas yang
dapat dapat merusak jaringan setempat dan memperparah kerusakan pada sinovium
dan tulang (Schuna, 2005; Wells, et al., 2009). Senyawa enzimatik yang dilepas
oleh netrofil akan memecah kolagen_dan tulang rawan sendi yang menimbulkan

destruksi permukaan sendi dai L yang berulang terjadi penimbunan

fibrin dan pengg sehingga sendi sulit

digerakkan (R an, tentang terjadinya
inflamasitda . : e al S8 kartilago dan

tulang p

sypovium | g
Initiaty : /
£
" o v"‘ ]

Mastcells

hils l

-6, IL-7, MMPs . N

L grovial |\
loblasts,‘

v v :

- 24 i e {000('5
> =174 ARR H
v i “ P L4 0s1e<i<:laslsx
T cells v = Q (C-)) & h
Thicells Th2cells .

Bone destruction

[Sumber : Komatsu & Takayanagi, 2012]

Gambar 2.11 Inflamasi, respon autoimun dan destruksi kartilago-tulang pada AR

Gambaran akhir dari inflamasi kronik bisa berbeda-beda, kehilangan

kartilago dapat menyebabkan kehilangan ruang sendi. Pembentukan granulasi
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kronik atau panus dapat menyebabkan gangguan pergerakan sendi sampai

penyatuan (fusion) tulang yang disebut ankilosis (Schuna, 2005).

2.4.4 Gambaran klinis

Gambaran klinis yang lazim ditemukan pada AR bisa sangat bervariasi dan
tidak selalu ditemukan secara bersamaan. Gambaran klinis tersebut berupa :
a. Gejalaumum : kelelahan, anoreksia, berat badan menurun dan demam ringan

b. Poliartritis simetris, terutama di_semeli perifer dan kecil termasuk sendi-sendi di

tangan dan kaki (namug atkan sendi interfalang distal) dan
berjalan per, S amasi pada membran

ibal pada AR dapat

ciolah kembali)

VICP (Metacarpophalai
rgela
imal interpha

P (Metatarsopl ge

gelangan kaki

Sik
Acromiv
Vertebra servical
Temporo mandibular 30

Sternomandibular 30

c. Kekakuan di pagi hari yang cukup lama, dapat lebih dari 1 jam, berbeda pada
OA (osteoartritis), kekakuan hanya beberapa menit atau kurang dari 1 jam
d. Artritis erosif, merupakan gejala khas dari gambaran radiologi dimana terjadi

peradangan sendi yang kronik dan mengakibatkan erosi di tepi tulang.
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e. Deformitas, terjadi kerusakan struktur penunjang sendi, kehilangan fungsi
artikular sampai ankilosis tulang (destruksi sendi dan pertumbuhan berlebihan
terutama sendi pergelangan tangan dan kaki) yang makin meningkat seiring
dengan perjalanan penyakit.

f. Nodul rematoid, merupakan massa subkutan yang terutama terdapat di bursa
olekranon/ sendi siku atau sepanjang permukaan ekstensor lengan

g. Manifestasi ekstra artikular, AR dapat menyerang organ lain di luar sendi, seperti
mata (keratokonjungtivitis sicca), jantung (perikarditis), paru (pleuritis), GIT
(sjogren sindrom), neurgle
2005; Carter, 28

2.5 Kritérla ( )

D A N2 * dit 3 kam American
College tology, dengan meng ~ kriteria,
y ’

a.

metabolik (osteoporosis) (Schuna,

pagi hakimflebih danikl jam)
b itis pacdtifa atau lebifise

2l (empatoe dat , fiaf yang mungki
bgelangan tangan, sik rgelangan kaki dan
elzm tangan, MCP

aitu : PIP,

N atau Kiri

e. Nodul rematov!

Nodul subkutan pada daerah t , permukaan ekstensor atau daerah
juksta artikuler

f. Faktor rematoid dan atau anti-CCP positif dalam serum

g. Perubahan radiologik (terutama tangan dan pergelangan tangan)
Terjadi erosi atau dekalsifikasi tulang yang terdapat pada sendi atau daerah dekat

sendi. Gambaran manisfestasi klinis artikular dapat terlihat pada Gambar 2.12.
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[Sumber : Radis, 2012]
Gambar 2.12 Maaifestasi klinis artikular dari AR

(@) : Gejala awal A b) : Deformitas progresif AR

Diagn empat dari tujuh
(Carter, 2006;

. C
kriteria 1 2

SU N6 2 ). '

Bl non Blogi

Bebe erapiag W 2P3

a. ISt ang cukup [ K 5!

b. Pei”I berat badan
C. Pembeﬁ ASIFe
d. Pembe : ang‘a » ahrage (e D5; Carter, 2006;

Wells et al.,

2.6.2 Terapi farmakologi

Tujuan utama yang diharapkan dari terapi AR adalah untuk mencapai remisi
lengkap dari penyakit AR, namun hal ini sulit untuk dicapai. Penatalaksanaan yang
dilakukan berupa mengurangi pembengkakan, kekakuan dan nyeri pada kaki,
menghambat progresifitas perjalanan penyakit berupa kerusakan sendi,
mempertahankan fungsi sendi, memperbaiki kualitas hidup, dan mencegah
komplikasi sistemik. Terapi farmakologi AR dilakukan dengan menggunakan obat-
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obatan golongan NSAID, kortikosteroid, dan DMARD (Schuna, 2005; Wells et al.,
2009).

2.6.2.1 Obat golongan NSAID (Non Steroid Anti Inflamation Drugs)
Penggunaan obat NSAID (seperti aspirin, ibuprofen, asam mefenamat) pada
AR dilakukan untuk mengurangi gejala-gejala inflamasi yang ditimbulkan. Kerja
golongan NSAID adalah penghambatan enzim siklooksigenase (COX-2) dalam
2013). Sel membran fosfolipid
menghasilkan asam arakidQpas psfolipase oleh stimulus mekanik,

Kimia atau fisi 8t berperan dalam jalur

siklooksigenas al 2 jalur, dimana

COX-1 D ormal tubuh,
ailo

enghasilkan

merespon stimulasi radang (Rosenbergh,

ba ystaols ejadi efek

n anti _inflamaSgh se jengurangi  kekakuaR-mRenghambatan

din d <ar peiméabilitasS vas chingga menurunkan

te a da flag urunka eri yang

terjac un NSAID A E mbat progresi

kit atau

men rjadinya ero sendi, nam menutupi
gejalanydmn dioun onohi AR (Schuna,

oksigenase  dapat
dikelompokkan

oksib, eterokoksib dan
rofekoksib) dan NSAID n 2 rin, ibuprofen, asam mefenamat,

piroksikam, natrium diklofenak) yang juga dapat menghambat COX-1. NSAID
selektif penghambat COX-2 menyebabkan gangguan yang lebih ringan pada
saluran cerna dibandingkan NSAID non selektif penghambat COX-2 karena
mekanisme aksi kerjanya yang lebih selektif (Schuna, 2005; Wells et al., 2009).
Pengaturan enzim siklooksigenase dapat dilihat pada Gambar 2.13.

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



34

Cell membrane phospholipids

1 Phospholipase A,

Arachidonic acid

Cyclooxygenase Lipoxygenase
pathway Nway

COX-1 COX-2 Leukotrienes
(physiologic) (inducible) (inflammatory sites)
Inflammation

1

Prostaglandins,
thromboxane
(stomach, intesting are two main
kidney, platelg variants of the

- ) " g\ COX enzyme,
[ :\\111(, I.C COX-1 and
olo C COX-2.

N

yang ditimbulkandari pemakaian ja a0l obat ini

gstaglandins
BRIy sites,
pcytes)

Figure 2. There

da abkan gaggguan dgsal pelicernaan, seperti m i ia, tukak
labung, perd an sampaikpetfofasi [Sal pence gisebabkan
an tubuh

ka & yang ( ofo se-1)

un roduksi m = ) a#a pertahanan  figi IS lambung

(SchLWS; Wells et &
~oeff

: anti inflamasi dan
Pase A: sehingga tidak
: memproduksi prostaglandin dan
lipoksigenase yang memproduksi leukotrin serta menekan kerja netrofil dan
monosit dalam proses inflamasi. Prostaglandin mempunyai peran sebagai mediator
inflamasi dan nyeri, menyebabkan vasodilatasi dan edema. Tromboksan
menyebabkan vasokonstriksi dan agregasi platelet, sedangkan leukotrin
menyebabkan permeabilitas vaskular meningkat, kemotaksis dan adesi lekosit

(Rosenbergh, 2013). Penggunaan kortikosteroid dapat mengatasi keluhan nyeri dan
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sinovitis dalam pengobatan bersama DMARD pada saat DMARD belum
memberikan efek terapi di awal gejala (‘bridging therapy’) (Wells et al., 2009).
Pemberian obat golongan kortikosteroid dalam jangka waktu lama beresiko
tinggi dapat menimbulkan banyak efek samping seperti osteoporosis, Katarak,
edema, hipertensi, tukak lambung dan perdarahan saluran cerna, glaukoma dan
gangguan kadar gula darah. ACR merekomendasikan penderita yang mendapat
terapi kortikosteroid harus disertai dengan pemberian kalsium 1500 mg dan vitamin
D 400-800 IU per hari untuk menghindari kekurangan mineral tulang yang

menyebabkan  osteoporosj penggunaan  kortikosteroid  harus

dipertimbangka atan ko pnikligang memerlukan waktu

yang lama

, terutama bila
i, dihentikan

k meng ptnd (Suarj

gan DMARD (Di§eas@®modifying anti rheumati

longz VIARD"sgat i akaggolonga at yan g banyak
VIARD p erjalarte , namun

gn # x cukup besaw, 2014).

\RD dapa 19 gi resiko keWbat -obatan

DMARBJtara f fida, VOxychloroqum

7 \ i A\

(klorokuinfasfaty §"\Vletatreksat atau MTX

i efek sampi

ini dengan [

merupakan ol

artritis rematoidwt &.nJ i
ankden

jangka waktu lama diba

erapy sebagal anti-
aik dalam penggunaan
golongan DMARD yang lain
ditambah dengan harga obat yang terjangkau dibanding DMRD biologis (Schuna,
2005; Wells et al., 2009).

Pengobatan dini AR dengan menggunakan MTX diberikan selama 3-4
bulan dengan atau tanpa disertai obat golongan NSAID dan kortikosteroid. Apabila
hasilnya belum baik maka dilakukan alternatif lain, yaitu pemberian mono therapy
DMARD jenis lain; DMARD combo therapy; atau DMARD biologis mono therapy
atau combo therapy dengan DMARD. Dan apabila hasilnya masih belum baik maka
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dapat diberikan kombinasi triple drugs (DMARD + DMARD biologis +
kortikosteroid dosis rendah) untuk jangka waktu yang lebih lama (Schuna, 2005;
Wells et al., 2009).

MTX merupakan obat antagonis asam folat, yang dapat bersaing dengan
reseptor folat dan masuk kedalam jalur asam folat dan dapat menyebabkan
defisiensi asam folat dalam tubuh sehingga pemberian obat ini sebaiknya disertai
dengan preparat folat (Blits et al., 2013; Cronstein, 2005). Sebagai obat anti

inflamasi, MTX berperan sebagai inhibitor dihidrofolat reduktase, mengurangi

kadar folat intraseluler, meng 8| sitokin, menghambat biosintesis

purin-pirimidin d ang berakibat sebagai

penghamba A ) apisme NF-kB dan
mening 009; Wang &
). juga dapat

rasi se : fb abolism . Struktur

-’
~oeff

dirubah menjadiﬂ
meningkat sehingga adenos

banyak. Metotreksat-PG berfungsi sebagai prodrug yang menghambat ATIC

Madenosin di dalam sel
rpera

n sebagai agen inflamasi semakin

sehingga terjadi akumulasi AICAR (5-aminoimidazol 4-karboksamida-ribosil-5-
fosfat) yang dapat menyebabkan penghambatan AMP deaminase dan adenosine
deaminase (ADA) sehingga jumlah adenosin yang berperan sebagai anti inflamasi
meningkat di intra dan ekstra seluler. MTX melalui reseptor adenosin (A2a dan
A2b), dapat menghambat pengeluaran sitokin TNF-a, IFR-y, IL-2, IL-12 dan
mengganggu biosintesa DNA dan RNA (Sinaga, 2012; Tian et al., 2007; Cronstein,
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2005; Cutolo at al., 2001). Adenosin juga dapat menghambat proses adesi dan
fagositosis sel inflamasi, menghambat deferensiasi dan ekspresi osteoklas,
mengurangi sekresi VEGF oleh monosit dan dapat meningkatkan perkembangan
Th17 (Tian et al., 2007).

MTX mempunyai efek terhadap limfosit dan monosit dimana MTX dapat
menghambat produksi dan ekspresi 1L-1 yang dihasilkan oleh makrofag/monosit
di membran sinovial serta meningkatkan reseptor antagonis IL-1 (IL-1ra). MTX
juga dapat meningkatkan ekspresi IL-10 dan IL-4 yang merupakan sitokin yang

berperan dalam anti-inflamasi TX sebagai anti-inflamasi dapat

menurunkan progd TNF-a), menurunkan

ekspresi sitg ) ( ningkatkan ekspresi

sitokin i ' af ; )

patgdilihat 2-3
&pi. Pembertansi dapattilakukan™ al dntremuskular

a, 20 Se armg ctr
t setelah 1-4 jam @mnanakonsentrasi dapat ditur akanan.
% al secaragkeVersi eng@n” protel apat secara

tra melew Q 3 DSIS re berkisar
an -Saam dan tidak

w i Jete ;‘ m dalam 24 jam (CM. 2001).
o ]
e SR~ .

Efek gangguan Wpencernaan
(stomatldual ‘-{, I (pe n lekosit, dan
trombosit) .pe m m ngsi hati, ruam,

alopesia, dan »Wells et al., 2009;

Suarjana, 2009; w !

2.6.2.3 Golongan DMARD biologis / Drug targetted
Golongan DMARD biologis bersifat lebih selektif, karena dapat bekerja

langsung pada targetnya. Anti TNF-a dapat menekan ekspresi TNF-a, sehingga
menekan ekspresi sitokin yang lainnya seperti I1L-1. Contoh obat : infliximab,
etanercept, adalimumab, golimumab, certolizumab (Wells et al., 2009; Bevaart et
al., 2010; Ikawati, 2014).
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Antagonis Reseptor IL-1 berperan dalam menekan IL-1 dengan cara
mengikat IL-1 di target sel (Wells etal., 2009; Bevaart et al., 2010). IL-1 merupakan
sitokin yang diproduksi oleh makrofag yang teridentifikasi pada cairan sinovial
penderita AR dan berperan penting terhadap terjadinya inflamasi dan kerusakan
sendi. Sitokin ini merupakan inducer poten untuk MMP, eikosanoid, iINOS dan
RANKL yang merupakan mediator pro-inflamasi. Contoh obat : anakinra (Ikawati,
2014).

Obat antagonis reseptor IL-§ bekerja untuk mengatasi ekspresi yang

berlebihan dari IL-6 yang.di gningkatan produksi auto-antibodi,

peningkatan aktjyasillo sningkaa SMIBANM -1 dan terlibat dalam
rekruitmen se E it -6 _banyak dijumpai
pada se A ksl elen makrofag,

; Ikawatt, )

t :ftocilizumab

asi Memperliha A daripada

, dengan_pemantaian K8amapan. ACR merekomgnd evaluasi

ar yang har, akukan'amtaradaing dara ifer Ie p, kreatmin gérum dan

da d perlu
W tambahan ya ﬁ epgtitjs B dan C (MI., 2009;
uar

2.7 Indu i hEW - de A'ﬂA g ’s adjuvant)

Untu lukan hewan model

AR. Beberapa m dapat dilakukan adalah
Adjuvant-induced arthr en-induced arthritis  (AIA),

Proteoglycan-induced arthritis (PGIA), Streptococcal cell wall-induced arthritis

(SCW-IA) dan yang lainnya. Masing-masing metode ini mempunyai kelebihan dan
kekurangan. Model hewan AR dengan AIA dibuat dengan memberikan induksi
CFA (Completed freund’s adjuvant) pada tikus yang hasilnya akan memberikan
onset yang cepat, gambaran inflamasi poliartikular, pembengkakan sendi, infiltrasi
sel radang, dan degradasi kartilago-tulang seperti pada manusia (Bevaart et al.,
2010; Laste et al., 2014).
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CFA (Complete freund’s adjuvant) adalah suatu emulsi air dalam minyak
yang mengandung Mycobacterium butyricum yang telah dimatikan dan
dikeringkan, untuk digunakan untuk meningkatkan antigenisitas dan merangsang
respon kekebalan. Sedangkan incompleted freund’s adjuvant (IFA), merupakan
emulsi air dalam minyak saja, digunakan untuk alasan yang sama. Tujuan
pemberian CFA ini adalah untuk membentuk suatu reaksi imun dari adjuvant yang
diberikan kepada hewan uji. Penggunaan CFA menyebabkan peradangan, edema,
indurasi, dan/atau nekrosis pada tempat penyuntikan dari hewan uji laboratorium,

bahkan dapat meluas secarg ang diberikan terlalu besar. CFA

mengakibatkan jg Il tempe i sehingga menyebabkan

reaksi masu si.yang terjadi dapat
berakib | ot : ni harus dilakukan
\ ' 3 [ inttamuskular

C), atau abl(i®) (ARAC, 26
anti-artritis rematolgh pada@stikugiiapat dinilai berdasarkandpenurunan
hi i yang Ikamyole mplete qdjuvant
) dan pereanan aa histepaielogi aigsinovial / skor
renn et al., ). ja g dilakukan ada¥aR*pangukuran
Hma dengan ‘ ﬂ air yang di oleh alat
pleti wr yang terj ---.m-f*' paSt L) de et al. h’ Gambaran

histopatologi p goan adanya proliferasi

membran ‘G4 g ---....m..-nm-mm...,----rra" UksI kartilago-tulang

B\
0 'iwf &kl e tikus memperlihatkan 2

jenis sel yang melapisi membra

(Krenn et al., 200

Gambaran histologi
oVial, tipe A yang menyerupai makrofag
(macropagh-like synoviocytes) dan tipe B yang menyerupai fibroblas (fibroblast-
like synoviocytes). Kedua tipe sel sinoviosit ini bersifat fagositik (Juncqueira &
Carneiro, 1992). Fibroblast-like synoviocytes (FLS) merupakan sel sinoviosit yang
diduga dapat menyebabkan hiperplasia fibroblas dan terbentuknya panus pada
penderita AR dan selanjutnya dapat menyebabkan kerusakan kartilago dan tulang
pada sendi (Wang et al., 2014).
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Pada gambaran histopatologi, memperlihatkan adanya inflamasi kronis
yang awalnya ditandai dengan terjadinya edema pada membran sinovial,
selanjutnya terjadi neovaskularisasi, hiperplasia serta pertumbuhan fibroblastik.
Pada fase lanjut diikuti dengan perubahan pada artikular kartilago, ligamen-tendon,
kapsul fibrosa yang dapat mengakibatkan deformitas dan kaku sendi. Pada AR
didapatkan sinovitis yang disebabkan oleh peradangan di membran sinovial sendi
pergelangan kaki. Terdapat hiperplasia sinovial yang disebabkan oleh proliferasi
sel sinoviosit sehingga membran singvial terus bertambah dan selanjutnya dapat

membentuk panus. Selanjutg afiltrasi sel radang terutama limfosit

dan sel plasma_s pran sinovial. Serangan

invasif dari pa D dan tulang sebagai
bentuk I . : : da artritis rematoid
karegip ; 3 ang esfiperadangan
pad , i semakin terlihat

jelas

[Sumber : Morgan & Marshall, 1999]

Gambar 2.15 Peradangan sendi pergelangan kaki tikus model AR

Belakangan ini, skoring sinovial secara histopatologis diperlukan untuk
melihat hubungan derajat manifestasi klinis AR dan sinovitis, keberadaan infiltrasi

sel radang dan efek terapi pada sinovitis. Untuk membuat diagnosa secara
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histopatologi diperlukan pemeriksaan derajat histopatologi yang bisa berlaku pada
berbagai penyakit sendi dan berguna secara kronis (long term) serta cukup valid
pada pemeriksaaan sinovektomi. Skoring dari Krenn memenuhi kriteria ini dan
berfokus pada perubahan histologis yang cukup mudah diperiksa dengan
pemeriksaan pewarnaan rutin H&E. Sehingga pemeriksaan histopatologi pada
membran sinovial dapat lebih menguatkan diagnostik AR (Krenn et al., 2006).
Selanjutnya untuk lebih menguatkan diagnostik AR dapat dilakukan dengan
melihat kerusakan tulang pada hewan model AR melalui pemeriksaan osteoklas.

Osteoklas merupakan derivg aonosit yang berfungsi dalam proses

pertumbuhan tulg al 2 : eoklas berbeda dengan
osteoblas ya fé 3 ulang. Osteoklas
dipenga

sehigg ; ada di ala.é A I peningkatan

ju si  osteoklasmyang pat mening osit tulang dan

m el o BolQuir2002Y: '

-~ —d
- \o
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2.8 Kerangka konsep

Kerangka konsep hubungan CFA, metotreksat dan ekstrak etanol daun
babandotan terhadap AR. Mekanisme AR yang disebabkan inflamasi kronik (CFA)
(panah hitam) dan autoimun (panah biru). Metotreksat (garis putus merah) dan
ekstrak etanol daun babandotan (garis putus hijau) dapat berperan sebagai anti-

artritis rematoid pada tikus yang diinduksi oleh CFA.

7777777 3 ﬁ g S e (— CFA

Netrofil, Lekosit

i ke sendi
4 H P
NE-kRaaee | 0
a —a
______________________________ B F il treksat
plasma Li t ‘
7
Ko n + Kompleme l
[ ]
IL-17
Netrofi
Ikatan - K i - Jﬁ Sinoviosit / FLS
e |
Ost VEGF-bFGF |=+| Pannus
Sitotoksin +
radikal bebas
Erosi Tulang Degradasi Cartilago Proliferasi sinovium

: 2
L Artritis reumatoid (AR) J

(Sumber: Bolon et al., 2011; Komatsu & Takayanagi, 2012; Nair et al., 2006; Chen et al., 2004;
Bellik et al., 2013; Rosenbergh, 2013; Mclnnes & Scheet, 2011, Karmakar et al., 2010; Ji et al.,
2013; Tian et al., 2007; Schuna, 2005; Wells et al., 2009; Cutolo et al., 2001).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi
Universitas Indonesia Depok, laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi
Universitas Indonesia dan ILRC-UIOBC (Intergrated Laboratory Research Center
Ul-Olympus Bioimaging Ces

sampai bulan Mejs2086 : k
3.2 Bahamds 3 ( )

s_Indonesia, mulai bulan Juli 2015

3.2.

han, 1T Derupasimplisia Ketid M babangdetan (AJETallia zoides L.)
BALIT (Balai Penglitian Tanama dan Obat),
didetemimasi di "Pusat¥ Peh€litianaBielogi-LIP

PéRgetahuan esia) Bog0

ST B A & )
'Han uji berupa 1; : egicus) galtu'gue Dawley
0 ¢

jantan n he #-;," Kisar DE "i‘ 3 . Didapat dari
Fakultas Petemakan 1ns P an R BYSBOGG jpiran 2). Bahan

makanan tikus yangeo liwner * D andarhewan uji berupa makanan
dan minuman sta { ampiran 3). Dilakukan

pengamatan rutin terhadap

aga llmu

dae i n penimbangan berat badan tikus.
Tikus yang sehat memiliki ciri-ciri bulu bersih, mata jernih bersinar, tingkah laku
normal, memiliki feses normal, dan berat badan yang tidak berkurang.

Dilakukan aklimatisasi tikus selama 7 hari di laboratorium dalam kandang
(dengan alas serbuk kayu) agar dapat beradaptasi dengan lingkungan yang baru.
Dilakukan randomisasi dimana tikus akan dikelompokkan secara acak dari tiap
kelompok, sehingga dalam 1 kandang terdapat 6 ekor tikus (Lampiran 4).
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Jumlah tikus yang diperlukan dihitung berdasar rumus Federer, sebagai
berikut :
(t-1) (n-1) = 15 (3.1)
Keterangan : t adalah jumlah perlakuan (6 kelompok)
n adalah jumlah pengulangan tiap perlakuan
Jumlah kelompok dalam penelitian ini, t = 6, maka n > 4. Maka diperlukan minimal
36 ekor tikus, hal ini dimaksudkan agar dapat dianalisa dalam perhitungan statistik
dan untuk mengantisipasi drop out hewan uji.
Kriteria inklusi dari peg
a. Tikus (Rattusg
b. Berkelami

c. Mempuny:

Beru

5. vang ditekiti . haru ilarn iterig i i dan_.se nenelitian

pdngan Sertaipe an UETN Ssesual Prose

idak akan, atau

s.g e

Kimia yang.eHpery anbertDa gormal salin/n lorida 0,9 %
steril (O tsuE ' sulfat peka -{i?'[i. grida, benzene, benzyl

) “entellan (Merck),

at, natrium dihidrogen

benzoate, %0b3 » -‘m----ummlnnma.-.ﬂ-- e
xilol, eter, eosingghematols BGERIO
fosfat,  formaldehid, _.8 ; taco), akuades (Brataco),
karboksimetilselulosa /CMC (Brata®@®@¥ reagen penyemprot, larutan gelatin 10%,
serbuk Mg, serbuk Zn, pereaksi Bouchardat, Meyer, Dragendorff, Liebermann-
Bouchart, Complete freund’s adjuvant (CFA) yang mengandung Mycobacterium
tuberculosis (Sigma-Aldrich USA).

3.2.4 Alat penelitian
Peralatan yang digunakan di penelitian ini seperangkat alat bedah, jarum
suntik 27 G % (Terumo), spuit 1 mL dan 3 mL (Terumo), object glass, cover glass,
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cawan penguap, lumpang dan mortir, tabung reaksi, breaker glass, tabung ukur,
alkoholmeter, pipet, kertas saring, corong, pengaduk, lempeng KLT silica gel Fsa,
chamber, linomat 5 (Camag), lampu UV, kamera (optilab), mikroskop (Olympus
IX73 Research Inverted Microscope), magnetic stirrer (Boecco), oven paraffin
(Sakura), oven, tanur (Nabertherm), desikator (Vakumfest), krus porselen,
pletismometer, panci maserasi, rotary vaccum evaporator (Buchi lka), rotary
microtome (820 Spenser Microtome), water bath, shaker, sonde oral, lemari

pendingin, kandang tikus, timbangan bewan, timbangan analitik (Mettler Toledo).

3.3 Desain peneli

optrol group design

"‘ ‘l
]

de i ’g, | vegicus) galur
i St nendapatka aji dari FK-

itian Higune ena yang terdiri

ok kontrgl normalgd kél@mpaK kontrgl negatif,

ok peglakifan dendam, 3¥MataiRtiosis*denga ing-m
te Ikus. int ) pok KO
ditunggu

pe alah 21 hari Sefela # indilksi CFA hari w
- .' ' - - ==

sam e-28 (empa ai kondisi mW kronis dari

AR. Waurseb (,, M:‘m urp ian anti-artritis
rematoid ekstraree gabat d \' J&ampiran 6.

Pada

keberhasilan indd
R‘a

artritis rematoid pada ti W

pendahuluan menggunakan satu kelompok kontrol normal (disuntik normal salin

untuk menentukan

l”ling optimal terjadinya

alam menguji efek kuratif. Uji

sebanyak 0,1 ml) dan dua kelompok artritis (disuntik CFA dosis 1 mg/ml sebanyak
0,1 ml), dan di minggu keempat pada kelompok artritis sudah didapatkan keadaan
inflamasi kronis / artritis pada kaki tikus. Sehingga diperlukan masa tunggu pada
penelitian ini selama empat minggu / 28 hari.

Dilakukan pula uji pendahuluan untuk menentukan dosis obat kontrol

positif yaitu metotreksat, dikarenakan efek samping obat tersebut yang bersifat
Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



46

toksik sehingga dapat menyebabkan kematian pada tikus. Dosis optimal yang
didapatkan dari uji pendahuluan adalah 0,05 mg/200 g bb/hari (dari dosis 0,2 mg,
0,1 mg dan 0,05 mg) karena dengan dosis 0,05 mg tersebut sudah dapat menurunkan
volume edema namun tidak menyebabkan kematian pada tikus.

3.4 Prosedur penelitian
3.4.1 Persiapan bahan
3.4.1.1 Penyiapan dan pembuatan serbuk daun babandotan

Daun babandotan (A. c@ didapatkan dalam bentuk simplisia

ak menggunakan ayakan

kering lalu digrindiag A C
mesh 40, sela : ( ;
34.1 :
e [fak daun ba - angdibuat denga Lampiran

8)ud I la ). Dasar
pé an pelarut untuk ekstrak ba@@hdog@ adalah berdasarkan dagigenelitian
al., (208 assamet aly (2002 r: 2 ianti dkk.,

(2 elapg 0 dandotan
maglTRTefek anti inflama A ’

Cara tan ekstrak ddlalf's

n ew% dengan

2 Jam pertama sambil

a. Seba 1.500 g
perbandinga 4':?

sesekali dilakukan pengadukaii-dengarn

Maserat diplSW ain penyaring.
Proses remaserasi di wﬁ g i dengan jenis dan pelarut yang

sama, warna maserat dari hijau ke atan gelap sampai hampir tidak berwarna

dan seluruh maserat dikumpulkan .

d. Maserat yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan rotary vaccum evaporator
dengan suhu 50 °C dengan kecepatan putar 30 rpm.

e. Maserat yang tersisa diuapkan menggunakan cawan penguap di dalam
waterbath dengan suhu 40-50 °C dan dilanjutkan dengan oven vakum sampai
diperoleh ekstrak kental.
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f. Ekstrak yang didapatkan selanjutnya ditimbang dan diukur kadar airnya dan
disimpan dalam botol kaca gelap lalu dihitung rendemennya (Margaretha, 2012;
Depkes RI, 2011; Ansel, 2008).

3.4.1.3 Penyiapan suspensi CMC

Ekstrak disuspensikan sesuai perhitungan dosis, dengan menggunakan
CMC (Carboxymethylcellulose) 0,5% sebagai bahan pensuspensi. Sejumlah serbuk
CMC sebanyak 100 mg ditimbang, lalu ditaburkan pada lumpang yang berisi
akuades hangat (70°C) sebai 4C dibiarkan mengembang selama

sekitar 10 menit o ahan-lah? 2 88diaan ekstrak sampai larut

sambil dita : payu dibuat saat akan
dlberlkai‘ | Ik
neutra Ols "J ‘1M e

0,0 . 3| natrium

fat 400 mg dan diatridim higogen sulfat 650 m I hingga

udiapg@itambahkamgak uad ésshino gaavolume apai ,0 @l sambil

uan dosis - K d
3421 ekstrak.e A 5 -

Belum di fﬂ? dar -:%h' , sebagal anti-artritis

rematoid, *mar ekstrak yang dapat

mg / kg bb po dengan
)Si g paling efektif pada penelitian

tersebut adalah 400 mg, sehingga dfg nakan sebagai dosis kedua dari penetapan

digunakan untu

batas aman sampai 3200

dosis bahan uji. Faktor konversi manusia ke tikus adalah 0,018 dan faktor koreksi
farmakokinetika =10. Berikut ini adalah penentuan dosis harian ekstrak daun
babandotan per 200 g bb tikus (Lampiran 10):

a. Dosis | : 200 mg /kg bb x 200 /1000 g =40 mg

b. Dosis Il : 400 mg /kg bb x 200 g/1000 g =80 mg
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c. Dosis 111 : 800 mg /kg bb x 200 g/1000 g =160 mg

3.4.2.2 Pembuatan dan penentuan dosis larutan metotreksat

Berdasarkan kriteria American College of Rheumatology (Dehestani et al,
2015), dosis serbuk metotreksat per oral yang digunakan untuk artritis rematoid
adalah 7,5 mg—15 mg perminggu, sedangkan menurut Cronstein (2005) adalah 15-
17,5 mg perminggu. Dengan LDso dosis oral pada tikus adalah 180 mg/kg. Dari
dosis terendah ACR didapatkan dosi
mg/200 g bb perhari.

untuk tikus pada uji artritis adalah 0,198

Dosis konversi 5 S . ‘ akokinetik (3.2)

sat pada tikus
an klsar I ) bb/harti).
81310,05 mg

itian ini

enurunkan vol

sis Q.8 0/200 @

pan randemg
ak kental

A -
It g dan dib an dengan

bobotnydgan f A“ ‘_‘ Pehdlngan tersebut
dinyatakan_dala ﬁ#’ m“ @€Ten. semakin banyak
jumlah ekstra a untuk pemberian

dosis ekstrak yam t @ v RI, 2000). Didapatkan

dari Afrianti dkk., (2014), A W n gkstrak etanol 70% daun babandotan
yang didapat adalah sebanyak 7,16 %.

3.4.4 Karakterisasi ekstrak daun babandotan
Dilakukan karakterisasi ekstrak dengan meliputi: pemeriksaan organoleptik

ekstrak, parameter non spesifik dan parameter spesifik.

3.4.4.1 Pemeriksaan organoleptik ekstrak
Diperiksa berupa bentuk, warna, bau, dan rasa dari ekstrak
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3.4.4.2 Parameter non spesifik
Parameter yang diperiksa berupa penetapan kadar air, kadar abu total, dan

kadar abu tidak larut asam.

a. Penetapan kadar air

Alat Labu 500 mL (A) dihubungkan dengan pendingin air balik (C) melalui
alat penampung (B) yang dilengkapi dengan tabung penerima 5 mL (E) yang
berskala 0,1 mL. Dipanaskan menggunakan pemanas listrik yang suhunya dapat

diatur atau tangas minyak. B abung penyambung (D) sebaiknya

dibungkus dengaamashes - Tolu i"Dikocok sejumlah toluen P

dengan sediki

Prosedu

an Pe ) h as enguci, dibilas

fidian dike N de emari penge ) saksama

L

d1perkirakantmengandiny 1 sa asukkan
abu kering. Dimasukkan lebii kurang 200 mL

abu, g@dipasan0*@angkaidnialat. Taltien jen dimastikkagd ke dalam

h air ke

Ima (B u . er alat s B). Labu

n dengan hati#h@ti s A en
@ L}

h toluen m diatur den patan lebih

kura@tes alit d MMajlale iap &Setelah semua
air tersuling = ’f Jalah “ Agan_toluen jenuh air.

didinginkan hingga

.Pmmah sempurna. Kadar
1

Krus silikat / crusable porselen dipanaskan dalam tanur dengan suhu

Penyulinga
suhu ruang. V .
air dihitung dalam % v. .
b. Penetapan kadar abu total
600°C selama 2 jam selanjutnya krus dimasukkan ke dalam desikator dan

didiamkan selama 60 menit. Dilakukan penimbangan awal. Selanjutnya
prosedur yang sama seperti diatas diulangi (pemanasan dengan tanur dan
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dimasukkan dalam desikator). Dilakukan penimbangan beberapa kali sampai
didapatkan berat krus yang konstan.

Selanjutnya ekstrak dimasukkan ke dalam krus setelah ditimbang secara
seksama sebanyak 2 gram. Dilakukan pemanasan dalam tanur dengan suhu
600°C selama 2 jam selanjutnya krus dimasukkan ke dalam desikator dan
didiamkan selama 60 menit. Jika dengan cara ini arang tidak dapat dihilangkan,
tambahkan air panas, diaduk dan disaring melalui kertas saring bebas abu.

Dilakukan pemijaran kertas saring beserta sisa penyaringan dalam krus yang

sama. Filtrat dimasukka ilapkan dan dipijarkan hingga bobot
tetap. Dilakuk I : pistan dan dicatat kadar
abu dari,e ﬁ ; bu total dihitung
terhagiap b

gt abu tidak 4.
jiperolelipada ngan 25
lorida encer LP sefaima@imeglt. Bagian yang tid mpulkan

asa aring metalui Kertas, saringidebas abuggicLici I panas,

an d ta 6 selama anjutnya

Wan kedalam ikat # 608menit. Dilaku
LR & _

hinapat bobot secara tripl r abu yang

tidak dalageasd & ji, ohtakan dalam %

mbangan

3.4.4.3 Parametv £ .‘
* ) t'hl’

Parameter yang if N'-"ﬂ“ ning fiokimia dan Kromatografi
lapis tipis.

a. Skrining fitokimia
Dilakukan untuk mengetahui senyawa kimia yang terdapat dalam ekstrak
etanol 70% daun babandotan seperti flavonoid, tanin, alkaloid, terpenoid-
sterol, dan saponin. Pengujian ini dilakukan dengan cara sebagaimana berikut
(Depkes RI, 1995; Elya, dkk, 2015) :
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a.1 Uji flavonoid

Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dalam 3 mL etanol (95%),
kemudian ditambahkan 100 mg serbuk Mg dan 10 tetes asam HCI pekat.
Jika terjadi warna merah ungu menunjukkan adanya flavonoid. Jika warna
kuning jingga menunjukkan adanya flavon, kalkon dan auron.

Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dalam 3 mL etanol (95%),
kemudian ditambahkan 100 mg serbuk Zn dan 2 mL HCI 2N didiamkan 1
menit lalu ditambahkan 10 tetes HCI pekat P, jika dalam waktu 2-5 menit

terjadi warna meraj jukkan ada flavonoid (glikosida-3-

flavono, .

g ek K il kliades panas,
k hingga Tromeden dai*diSaring. Séfé 2 sgbanyak 1 mL
% akan

riku rat di e

at endapan putih§€elafijltny@ filtrat ditambah 2eiete an FeCls
pah 3 mL

NaCl hya ende semua ini
1995).

unjukkan bak F‘ japat tanin (Dw

A\

5 ’f 0 tabung reaksi,

u dipanaskan dalam

breakerv a.uarutan didinginkan lalu
dds Lﬁ

disaring. Filtrat g agi menjadi 3 bagian untuk diuji

oleh beberapa pereaksi, seperti: pereaksi Mayer, pereaksi Bouchardat dan

erbentUikmya Wakha filjaugviolet. D iltrat dtto

pereaksi Dragendorff.

Pada penambahan reaksi Mayer, hasil positif ditunjukkan dengan
terbentuknya endapan berwarna putih atau kuning yang larut dalam
metanol. Hasil positif dari pereaksi Bouchardat ditunjukkan dengan

adanya endapan berwarna coklat hingga hitam. Hasil positif dari pereaksi
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Dragendorff ditunjukkan dengan adanya endapan jingga coklat (Depkes
RI, 1995).

a.4 Uji terpenoid-sterol
Sejumlah 100 mg ekstrak diencerkan dengan 3 mL etil asetat,
ditambahkan pereaksi Lieberman-Bouchard (campuran asam asetat
anhidrat dan asam sulfat pekat (2:1). Hasil positif ditandai oleh

terbentuknya warna merah hijau atau violet biru (Depkes RI, 1995).

a.5 Ujisap
5 lam tabung reaksi

(d % g
§ I 0

0 Hi * fiarg A enit. Terjadi
. #Ran buih, ng-kurangnya setind® persisten

entt serta.bui hi ctela es asam

o,

at-kuat selama

ida encer menunjukkan Balami§tmplisia_terdapat i pkes R,
95)

bWografi lapis t e A -
tuk melak® ngan Kimi ingga  dapat
dIIMkaSI \ ulhka dilakukan
kromategra '{J m:j m“ pada KL T berdasarkan

digunakan. Bercak

pada adse
jvngkan dengan larutan

yang didapa t ﬂ'
pembanding dan selan a W ’ pendeteksi sinar UV 254 nm dan

366 nm dan bila perlu diberikan larutan penyemprot pereaksi.

Dilakukan penjenuhan bejana dengan cara menempatkan kertas saring
dalam bejana kromatografi. Tinggi kertas saring 18 cm dan lebarnya sama
dengan lebar bejana. Masukkan sejumlah larutan pengembang ke dalam bejana
kromatografi, hingga tinggi 0,5-1 cm dari dasar bejana. Selanjutnya ditutup
kedap dan dibiarkan hingga kertas saring basah seluruhnya. Kertas saring

selalu harus tercelup ke dalam larutan pengembang pada dasar bejana.
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Ekstrak sebanyak 10 mg direndam sambil dikocok dengan 10 mL pelarut
yang sesuai (etanol) selama 10 menit diatas penangas air. Filtrat dimasukkan
ke dalam labu terukur 10 mL, dan ditambahkan pelarut etanol sampai tanda.
Sebagai larutan pembandingnya digunakan kuersetin dalam pelarut etanol.

Larutan uji dan larutan pembanding (kuersetin) disiapkan dengan
menggunakan fase diam silika gel Fos4, dan fase gerak toluene : etil asetat :
asam format (58:33:9). Larutan larutan uji dan larutan pembanding masing
masing ditotolkan sebanyak 10 yl dengan jarak 1,5 - 2 cm dari tepi bawah
tempat penotolan dan di
dapat dilak e f " : an pengembang dalam
bejana ha { isa ptolan jangan sampai

m fase gerak

jana kromatografi. Penotolan juga

tere

eluarkan dan

udara lalt alk gigmati dengan D Itraviolet

dani866 n erca , diukur
metlicatat. Selanjutnya nifg RiMketar@ation factor) dite ana nilai
RT diperolg ngan Mepgukrjarak rag ANeandari ti yal hingga

ak dib gerak s depan

T | e v

A\

3.45 Pen‘)an o Aw h

Sebg 4 n_perlal dma. 1 minggu dalam
kandang di i Ul, agar dapat
menyesuaikan

i d i . pengamatan terhadap
keadaan umum hewan ujf; dan keadaan fisiknya. Apabila

diketahui sakit atau cacat maka tidak diikutkan dalam pengujian ini. Dilakukan

randomisasi dimana tikus dikelompokkan secara acak dengan jumlah 6 ekor untuk
tiap kelompoknya dalam satu kandang. Tikus yang diteliti harus dinyatakan sehat
dan dilakukan penimbangan serta pengamatan umum secara rutin (Ridwan, 2013).
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3.4.6 Prosedur uji anti-artritis rematoid

Semua tikus diberikan aklitimasi/proses adaptasi selama 7 hari dan tikus
diperiksa keadaan umumnya lalu secara acak sederhana dikelompokkan menjadi 6
kelompok yang masing-masing kelompok terdiri dari 6 tikus.

Pada hari ke-1, semua tikus ditimbang bobotnya dan diukur volume telapak
kaki kiri belakang dan selanjutnya dilakukan induksi tikus dengan CFA (Complete
freund’s adjuvant) dengan dosis 1 mg/mL sebanyak 0,1 mL, kecuali tikus kelompok
normal yang disuntik dengan normal salin sebanyak 0,1 mL. Penyuntikan dilakukan

secara subkutan pada hindpau elapak kaki bagian belakang). Tikus

ditunggu selamggi gan dan pembengkakan
galami gejala artritis
2013).

katompoknya.

telapak kakj
(Morga

Pe i fran tikus dib anrberdasarkan kelomp

a. arehagi sampailltengs isuspensi

sebanyak 2 mL/Mari sS€€arag@ral per sonde.

elompek#Kontrol*Agga i ampa gan h 449 diberi

0,59 WY al per S€

mpok kontrg o-si M : ampai dengan 9 diberi
IaWtotreksat da 10 Da 2mL/haris | per sonde
d. Dan Mpok ﬁ of: hamisk hal dengan hari

ke-49 diberT™Stispe

sebanyak 2
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Pembagian kelompok perlakuan pada tikus dapat dilihat pada Tabel 3.1 berikut ini.
Tabel 3.1 Pembagian kelompok tikus

No n (ekor) Kelompok Perlakuan pada tikus

| 6 Kontrol normal Hari-1 diberi suntikan NS 0,1 mL
tanpa induksi CFA  Hari ke-29-49 diberi sonde CMC 0,5 %, 2 mL

1 6 Kontrol negatif Hari-1 diberi suntikan berisi CFA 0,1 mL
dengan induksi Hari-29 sampai hari-49 diberi sonde berisi
CFA suspensi CMC 0,5 % tanpa obat sebanyak 2 mL

diberi suntikan berisi CFA 0,1 mL
O-49._diberi sonde berisi larutan
E mal salin sebanyak 2 mL

1l 6 Kontrol posi

A FA 0,1 mL
50 berisi  suspensi
G D,5%, 2 mL

% arl -1 dibeni iKaii wersl mL
daun babafgotan ari 0-49 (198 suspensi

dosis 11 (80 eksgigk bahan uji dalam mL

5 Perlak Hari L diberi sunti grisi CFA mL
dau Da : diberi suspensi

dosis 11260 u an uji dalam C 075%82 mL

3.4.6mkuran volu

Voltme W g 1"““0“ d| r dengan cara

mencelup kKK Tk pletismO ampiran 4) pada hari
ke-1 sebelum diigdksi oleh sela aglilunogursampai hari ke-28 (minggu
ke-4). Setelah semua

lagi tiap minggu mulai hari ke’ 2% #3, dan 50 (selama 21 hari). Pengukuran

aktan, telapak kaki tikus diukur
volume edema kaki tikus berupa volume kaki dari jari sampai batas mata kaki
tempat terjadinya edema setelah penyuntikan CFA, didapatkan dari pengurangan
volume telapak kaki hari ke-x dikurangi dengan volume telapak kaki hari ke-1
(Lampiran 12). Hasil volume telapak kaki tikus setelah diberi perlakuan dibuat
rata-ratanya tiap kelompok. Dilakukan penghitungan volume edema kaki dan data

yang diperoleh selanjutnya dianalisis dengan statistik.
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3.4.6.2 Isolasi sendi pergelangan kaki tikus dan pembuatan preparat tulang
calcaneus

Pada hari ke-50 atau akhir perlakuan, semua tikus dikorbankan dengan
menggunakan uap eter. Pembedahan dilakukan untuk mengisolasi sendi
pergelangan kaki (sendi ankle) pada kaki kiri tikus dengan menggunakan alat
bedah. Tulang dibersihkan dari jaringan dan lemak yang menempel. Bagian sendi
pergelangan kaki sampai ujung distal kaki tikus yang sudah diisolasi dimasukkan
ke dalam neutral buffer formalin 10% (NBF). Selanjutnya untuk pemeriksaan
histopatologi dilakukan potongaa gagital/longitudinal pada tengah telapak

kaki tikus (mid line)yang )amd<l (Bolon et al., 2011).

AU

|
mber B 0 gan m
amh ] ditperg an kal
kan pembua ré logitdari tulang ca
o pembual g ﬁ olgdigeri wiang s

aki tikus

dengw'a fiksasi, : penjernlhwlltrasi dan
penana be Al 3 --n gan, b’deparaflnlsaa

Selanjutnyasdilaktikan pewarnaas Ia(H&E) (Lampiran

13). Adapun g8 parat I ¥engan langkah kerja
sebagai berikut: '.‘
1. Fiksasi

Dilakukan fiksasi spesimen tulang selama 48 jam pada suhu ruang dengan
10% neutral buffered formalin (NBF), dengan diberikan volume larutan fiksasi
15-20 kali volume jaringan.
2. Dekalsifikasi
Spesimen kemudian dibilas dengan akuades dan ditempatkan dalam
larutan pendekalsifikasi menggunakan larutan TB-1 dengan volume 10-15 kali

volume spesimen, selama 24-48 jam dengan pengadukan perlahan. Spesimen
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lalu dibilas dengan akuades dan direndam dalam etanol 70%, lalu dibilas kembali
dengan akuades.
3. Pemotongan dan dehidrasi
Setelah spesiemen menjadi lunak karena proses dekalsifikasi, spesimen
dipotong longitudinal (Gambar 3.2). Spesimen direndam dalam air mengalir.
Spesimen direndam dengan etanol 70% selama 1 jam dengan pengadukan, lalu
direndam ke dalam etanol 96% selama 1 jam dengan pengadukan, lalu rendam

kembali dengan etanol 96% segar selama 1 jam dengan pengadukan dan

N

dilanjutkan dengan pereng

kembali dengai g ‘
b
y

3

asolut selama 1 jam lalu rendam

pengadukan.

Jl.-'

7

o ]
N S 'J

l 2N MOod

' '
w 3.2 Pemoton A g aki secara sagMudinal
'ﬁ: : ) Mselama 1 jam,

ggunakan 100%

-

5. Infiltrasi dan pendfa
Spesimen mengalami trasi dengan perendaman dalam parafin
cair pada oven bersuhu 66°C selama 1 jam dalam kondisi vakum, langkah kerja
dengan parafin cair diulang menggunakan parafin segar, dan ditanam dengan alat
pencetak pada suhu 5-10°C diatas titik lebur kemudian didiamkan hingga dingin.
6. Pemotongan
Spesimen dipotong dengan mikrotom putar sehingga didapatkan ketebalan
potongan sebesar 3-5 pm. Dipanaskan pada waterbath suhu 45°C. Selanjutnya

diletakkan irisan yang rata tanpa tertekuk pada kaca obyek.
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7. Deparafinisasi
Irisan spesimen dideparafinisasi dengan 2 kali perendaman menggunakan
xilol, masing masing 10 menit. Lalu dibilas 2 kali dengan etanol absolut, etanol
96% dan etanol 70% masing masing 5 menit untuk menghilangkan xilol, dan
kemudian hidrasi diakhiri dengan pembilasan menggunakan akuades selama 5
menit.
8. Pewarnaan dengan hematoksilin-eosin

Potongan spesimen ditempatkan dengan larutan pewarna hematoksilin

selama 7 menit. Dibilas dg gngalir, kemudian direndam dengan

larutan eosin d dian didehidrasi dengan
etanol bertj : anjutkan etanol 96%
dan lu nihkan dengan

a 1] kaca penutup

untuk me

Pengamatan  membia ovi@® sendi pergelanga ki dan
ghitunga eoklagsse@ala fifstopa i

Untuk etapkan diagResasartritis” rematoid aklkan _peénpamatan

ga Stopatolodisie ambra /13 dFpergelants upa skor
sin@ An  penghitungall ji K Olgla8ipada tulang d dengan
pewa &E. Berdasa (2006) IH'an sinovitis

padaartrﬂem #‘ 1pa peledara sobii whpadatanselular

stroma sinoViakéail 1N die sarakUaatitatifitdari skor 0; tidak

ditemukan sarripa ffat) secara b at olis: wSel yang terdapat pada
stroma sinovial 'W ¢ :Wﬁbroblas, sel endothel,
makrofag) dan sel yang ti of“tesident (limfosit dan plasma sel).
Hasilnya didapatkan skor sinovitis dengan interpretasi 0-1: bukan sinovitis, 2-4:
sinovitis derajat rendah, 5-9: sinovitis derajat tinggi. Sinovitis derajat tinggi
berhubungan kuat dengan diagnosa artritis rematoid (sensitivitas 61,7%, spesifisitas
96,1%) (Krenn et al., 2006). Pengamatan sinovitis kronik dilakukan dengan 2 orang
pengamat dengan menggunakan mikroskop (olympus) pembesaran 40 x

selanjutnya diperjelas dengan pembesaran 400 x (Lampiran 15).
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Perhitungan jumlah osteoklas pada daerah trabekula tulang calcaneus
dilakukan dengan menggunakan mikroskop (Olympus) dengan perbesaran 200 x
dan 400 x. Perhitungan jumlah osteoklas ini dilakukan dengan 2 orang pengamat
(Krenn et al., 2006). Dilakukan pengambilan foto dengan kamera optik Optilab.
Foto dibuka dengan menggunakan perangkat lunak kemudian osteoklas yang
didapatkan dihitung secara manual dan dilakukan pencatatan. Jumlah osteoklas
dihitung berdasarkan jumlah total osteoklas per luas pandang (mm?) yang diukur

(Total Noc/Tar) dengan menggunakan pembesaran 200 x dan 400 x (Bolon, 2004).

3.5 Definisi opeg

3.5.1 Defigisi

i 3 ' f agiRfadalah :
1.\ ) kakiada ) _.}.: anvang te ada apakkaki

S Mata Setelal I der omplete

dapatkan dari

ind s adjuvant) kecuali K@pntrolaor olume edema Kakrd

elapa pada hariidiperiksa (hanitke ikurang gai volume

ari ke . iy Ay, Peng Al VC > edema

domganalat pletismomg G da pada hari KE*#gangditunggu

S ari ke-28, lal g |akuanidilakukan peng pada hari

ke-298 6, ke-
2. Gambaran L ;oj'j' 'o'ﬁ petgelangan kaki adalah

pengarfigta ateledls. membran. SiNoViakspad di pergelangan

kaki tulang ti IKy0s ﬁ pr Is (Krenn, et al., 2006)
yang dihitung dart | 0 ﬁw? , ifas stroma sinovium dan infiltrasi
sel radang, pada kelompok norfal kontrol dan dosis obat pada hari ke-50

setelah induksi CFA. Skala ukur : Ordinal (0-3).

3. Jumlah osteoklas adalah penghitungan jumlah total osteoklas per luas pandang
(mm?) yang diukur (Total Noc/Tar) secara mikroskopis pada tulang calcaneus
tikus yang terdapat pada kelompok normal, kontrol dan dosis obat pada hari ke-
50 setelah induksi CFA. Skala ukur : Rasio (jumlah osteoklas).
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4. Ekstrak etanol 70% daun babandotan (Ageratum conyzoides L.) adalah ekstrak
daun babandotan (A. conyzoides L.) yang telah dimaserasi dengan etanol 70 %.
Skala ukur : Ordinal (Dosis 40 mg, 80 mg, dan 160 mg /200 g bb).

5. Berat badan, umur, pakan makanan hewan uji / tikus
5.1 Berat badan adalah berat badan tikus berkisar 150-250 g
5.2 Umur adalah umur tikus yang berkisar 2-3 bulan
5.3 Pakan adalah makanan dan minuman standar yang diberikan kepada tikus.

3.5.2 Variabel penelitian : :
Variabel g fle ( - ada penelitian adalah :
a. Variahe 2N ' lipg itian ini adalah :
volime ¢ i ' atQ inovial (skor
inC SENG 3 : A amng calcaneus
MOCEI AR
gependen / beb Ngaruh gada penelitia

Stanol ZQ%melaun baba andlAgeratumueenyzoi

ci\ariabelp@RBGanggu/ pergRct 3 penélitian ini ada

“w  &LY. —d

3.6 Amalisic data -
DMn *ni';.o chaaflalah Vil --,-'"'-\"L idhoring sinovitis

3

membran ial. sendi jum!ah. e las pada tulang

calcaneus ka Pats e
SPSS Statistik 17 M{

mendapatkan mean, median,

denga gunakan perangkat lunak
aitMm secara deskriptif untuk
nil

f @
v ilai minimum dan standar deviasi.
Selanjutnya data tersebut diuji dengan uji Saphiro-Wilk untuk melihat normalitas
data dan uji Lavene untuk melihat homogenitas variasi data. Selanjutnya dianalisis
apakah ada perbedaan bermakna atau tidak dengan analisa varians satu arah
(ANAVA) atau Kruskall wallis. Dan untuk melihat adanya perbedaan tiap
kelompok perlakuan dilanjutkan dengan melakukan uji BNT (Beda Nyata Terkecil)

atau uji Man Whitney (Dahlan, 2012; Supardi & Surahman, 2014).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Tinjauan umum

Artritis rematoid (AR) adalah penyakit inflamasi sistemik kronik dan
progresif, yang menyerang sendi secara simetris dengan etiologi belum jelas
(Schuna, 2005; Wells et al., 2009; Radis, 2012; Rosenbergh, 2013; Ikawati, 2014).

Penyakit yang termasuk pgi p ini ditandai dengan proliferasi

ingkatan ekspresi sitokin

7 tulang. AR dapat

fibroblas, infiltra I

pro-inflamasi

menyeb eluaran biaya

kesefiat 1ya (WHO,
QMICInnes Saat ini

rakat di
ig (Patel & Shah, 2085).

itia difaktkan meng jiretektiv baha*alahitanaman

3 geratu OIdgs agal 3 itis re 2k etanol
da@babandotan (Agerat on ﬁ diujik&n pada tikus piti iinduksi
I AR pada

complete” freund’s adju

hewan Mg d| A ewau“ jangka waktu
yang diperlykaf® mf m Bmpunyai patogenesis

yang hamp g digunakan dalam
penelitian ini a

itian ini ) antan karena galur ini
merupakan model AR y. F kan di laboratorium dan dapat

menghasilkan keberhasilan dalam uji artritis (Bolon et al., 2011; Bevaart et al.,

6). Pemiliha

2010). Digunakan tikus putih jantan untuk mengurangi kerancuan yang disebabkan
karena faktor lain seperti hormonal pada tikus betina. Efek anti-artritis rematoid
yang diteliti adalah perubahan volume edema kaki dan perubahan gambaran
histopatologi membran sinovial sendi pergelangan kaki berupa sinovitis dan jumlah
osteoklas pada tulang calcaneus tikus yang diinduksi dengan CFA. CFA digunakan

sebagai adjuvant karena dari berbagai penelitian pre klinis yang secara luas
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dilakukan, penggunaan CFA berhasil untuk membuat model tikus AR (Bolon et al.,
2011; Patel & Shah, 2015). Hasil dari induksi CFA memperlihatkan onset yang
cepat, progresitas yang kuat, mudah diperiksa, dapat menyebabkan inflamasi
poliartikular, dan resorbsi tulang (Bendele, 2001).

Digunakan daun babandotan karena tanaman ini termasuk tanaman yang
sudah sering digunakan oleh masyarakat karena mempunyai berbagai macam
manfaat termasuk sebagai anti-inflamasi, namun penelitian sebagai anti-artritis
rematoid di Indonesia belum banyak dilakukan. Selain itu tanaman ini banyak

terdapat di Indonesia dan tersg pegara yang terutama beriklim tropis

dan sub tropis sg lisebut sebagai tanaman

gulma. B rikan dalam bentuk

ekstrak al anti-artritis

(

loura et al.,

. 2012; A . Digu

jarik senya slecat proses

anol yang

in itu etanol merdpakadMpeldrut yang relatif a gunakan

padaewan uji dansnerupakan pelaftt yang ramai terha lgkungan.

Strak da ane adalah™e gkat yang

Wam penelitia PSS bahwa dosis yangspaling efektif

r|t|s pada ti 00-3200 mg

sebanya rak },, { BIBTAG S 1 3 diguw sebagai dosis

kedua laly perbandingan untuk

g bbfhari adalah

menguji keefe tukan jumlah dosis

ekstrak daun bab ¢ H’ unakan rendemen yang
didapatkan. Rendemen d W penelitian ini adalah 16,2 %.

Penetapan dosis ini digunakan untuk menentukan dosis optimum untuk efek anti-

artritis rematoid yang kemudian dibandingkan pengaruhnya terhadap perubahan
volume edema kaki, skor sinovitis pada gambaran histopatologi membran sinovial
sendi pergelangan kaki dan jumlah osteoklas pada tulang calcaneus kaki tikus.
Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah metotreksat dalam
dosis rendah dari golongan DMARD yang merupakan first line therapy dalam

pengobatan artritis rematoid, yang dapat memperlambat progresitas penyakit
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(Schuna, 2005; Wells et al., 2009; Radis, 2012). Faktor ekonomis juga merupakan
sebab dimana metotreksat lebih digunakan dibandingkan golongan DMARD
lainnya. Obat golongan kortikosteroid dan NSAID tidak dapat mencegah
perburukan perjalanan penyakit ini namun hanya menutupi gejala, sehingga tidak
digunakan dalam penelitian ini.

4.2 Hasil uji pendahuluan
Pada penelitian ini dilakukan beberapa uji pendahuluan yaitu uji

pendahuluan untuk memastik godel AR hewan uji dengan induksi

CFA dan uji pepaiafil < memas apallasa masa tunggu untuk

mendapatka in : A ematoid. Selain itu

dilakukafisgu 03 D : Al nn'dari terapi AR
: ada i S

yait sik dari obat

vangiperta akulkah*ada bahwa
al CFA dosis 1 ml sebanyak 0,1 ml sudah dapatamnenyebabkan

amasillkronik ya i embUaShewan TOUelNAR. Uji

akuka : pmpoK elompok

no diberi ind

dibeWuksi CFA 0,

4.1 me

nl, dan kelo itis yang

A telapak kakWﬂus. Gambar
Matk )‘1&‘- iz pak prtikus.
P ——

Ve

D

Keterangan : (a) Telapak kaki tikus kelompok normal pada hari ke-1 dan hari-29 (diberi NaCl 0,9
%) ; (b) Telapak kaki tikus kelompok artritis pada hari ke-1 dan hari-29 (induksi CFA 0,1 ml)

Gambar 4.1 Hasil pengamatan telapak kaki tikus uji pendahuluan
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Pada Gambar 4.1 terlihat pada kelompok normal (a) yang tidak diinduksi
CFA pada hari ke-29, tidak mengalami perubahan volume telapak kaki
dibandingkan dengan hari ke-1. Sedangkan pada gambar (b) yang merupakan
kelompok artritis yang diinduksi CFA terlihat perbedaan volume telapak kaki,
dimana telapak kaki tikus pada hari ke-29 terlihat membengkak/edema dan
memerah dibandingkan dengan hari ke-1. Hal ini disebabkan karena induksi CFA
mengakibatkan terjadinya inflamasi kronis pada telapak kaki tikus, yang sebagian
tandanya adalah membengkak/edema dan memerah. Dilakukan pengukuran
volume telapak kaki kiri tiky
setelah diinduksi

epelum diinduksi dan setiap minggu

Ki tikus diperoleh dari
penguranga )gan volume telapak
kaki harjgpert

tikusdya

rata-rata kaki

Hr

olume 8 ? ?’ a kaki tikus + Sd
‘ l m Ke-s0
orma 0,10+0,08  0,13%0 : u 0£0,00 0,15+0,07 0,20%0,00470,20+0,00
Art 1,34+0,05 1, 5 1,3740,38 _1,37%#0:29 1,65+0,35
Artriti 1,55+0, 75 QX083 [ 78210 197+1 05 H,O‘G 1,80+0,57

Keterangan : KeI f@w w‘r&w ¢ artritis 1 dan 11 = induksi

Berdasarka volume edema rata-rata
kaki tikus pada hari ke-8 s v ya pada kelompok yang diinduksi
CFA. Data menunjukkan bahwa inflamasi sudah terjadi pada minggu pertama dan
inflamasi tetap terjadi sampai pengamatan hari ke-50 pada kelompok tikus artritis.
Sehingga dapat diambil kesimpulan bahwa pemberian induksi CFA dosis 1 mg/ml
sebanyak 0,1 ml sudah dapat membuat model tikus AR, berupa edema kaki tikus
yang merupakan salah satu tanda inflamasi.

Artritis rematoid merupakan penyakit yang kronis, sehingga untuk
mendapatkan kondisi tikus model AR harus dilakukan optimasi masa tunggu
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setelah diinduksi oleh adjuvant CFA, namun dari penelusuran literatur beberapa
penelitian didapatkan perbedaan waktu masa tunggu (Mulyaningsih & Darmawan,
2006; Almarestani et al., 2011). Maka selanjutnya untuk lebih memastikan masa
tunggu terbentuknya model AR, dilakukan pemeriksaan uji pendahuluan dengan
menggunakan parameter histopatologi untuk melihat perubahan gambaran
histopatologi dari membran sinovial pada sendi pergelangan kaki tikus.
Berdasarkan penelitian Almarestani et al., (2011), diketahui bahwa model AR pada
tikus sudah jelas terbentuk hari ke-30, maka tikus mulai dikorbankan untuk
dilakukan pengamatan pada.i 4, dan ke-5 setelah tikus diinduksi
CFA. Setelah dike ergela sendisankle kaki tikus diisolasi

dan dibuat pre

an menggunakan

mikrosk@ps D ksi di minggu

Ke-48uc i03 a , ] o istopatologi

pada AR B atologi uji

Keterangan: (a) Histgpatologi.ke
kelompok |
panah kuning : mempetlifg

e=4 (diberi,NaCl 0,9 %); (b) Histopatologi
, ah biru: memperlihatkan panus;
ago (Pembesaran 100 x; H&E)

Gambar 4.2 Hasil pefi@@matan histopatologi uji pendahuluan

Dari Gambar 4.2 diatas dapat terlihat dimana kelompok normal (a) membran
sinovial sendi pergelangan kaki tikus terlihat normal; dimana tidak terlihat
proliferasi sinovial, infiltrasi sel radang, tidak terdapat panus dan tidak terlihat
kerusakan pada kartilago tulang calcaneus. Sedangkan pada kelompok induksi

CFA (b) pada minggu ke-4 sudah terlihat penebalan stroma membran sinovial,
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terlihat juga adanya infiltrasi dari sel radang pada stroma membran sinovial, dan
didapatkan pula adanya panus yang merupakan jaringan neovaskular invasif dari
membran sinovial yang dapat merusak jaringan sekitarnya. Pada kelompok induksi
CFA juga didapatkan kerusakan/degradasi dan penipisan kartilago tulang
calcaneus. Hal ini menunjukkan bahwa telah terjadi proses peradangan atau
sinovitis pada membran sinovial sendi pergelangan kaki pada hewan uji pada
minggu keempat. Berdasarkan hasil uji pendahuluan ini didapatkan bahwa minggu
keempat merupakan waktu yang terbaik untuk melakukan uji anti-artritis rematoid

karena dari hasil pengamatas udah didapatkan hasil gambaran

endi pergelangan kaki

sinovitis kronik C
tikus (Krenp g ( )
De metotreksat /
( \letotreksat
longan DN ~|.1 yangraigunakan i line therapy

. 2mpU efekgiSamp seperti
luran pencernad at@logi, pernafasan, si hati

sik) (SEh¥ma, 20085ganani $p2008" Wells & : rjana, 2009;

, sehi 2r [ i luan & tentang

do naan yang Of
tikus

ak menyebab

atan pada Wyang biasa
- al, '2035) atau 15-17,5
-

erendahnya yaitu

ian pada

oral yang d

dlgunakﬂalah

mg/kgbb/ mindau J
7,5 mg dan mg/kgbb/hari. Dari

penelitian Wang U‘(I G &m untuk tikus adalah 0,1-

0,5 mg/kgbb/hari. Diguna , yaitu dosis 0,2 mg/200 g bb, 0,1
mg/200 g bb dan 0,05 mg/ 200 g bb. Penurunan volume edema rata-rata kaki dengan
pemberian MTX tiap kelompok pada hari ke-29, ke-36, ke-43, dan ke-50 dapat
dilihat pada Tabel 4.2 berikut ini.
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Tabel 4.2 Penurunan volume edema rata-rata kaki dengan pemberian MTX tiap
kelompok pada hari ke-29, ke-36, ke-43, dan ke-50

Volume edema rata-rata telapak kaki + Sd

Dosis MTX Hr ke-29 Hr ke-36 Hr ke-43 Hr ke-50
0,2 mg/200 g bb 163+0,61  0,90+0,18 -- --
0,1 mg/200 g bb 1,57 +£0,21 1,07+0,31  0,70+0,00 --
0,05 mg/200 g bb 1,50 £ 0,17 1,17+0,31 0,87+0,29 0,77+0,29

Keterangan : (--) Tikus mengalami kematian

Dari hasil uji_geids jakan dosis 0,2 mg/200 g bb
pada tikus mej K ggu kedua perlakuan
dan padad@si ’ ) 3 tikus di minggu
dosis 0,05

us tanpa

X yaitu

483 Benyiap ghan uji

penelitian patkan dari

an babandetan yang digur 0
Bbitian Tana Re ﬂ OBk (BALITTRG dilakukan

deter'rHI i Pusat Perté lembaga IImu Penw Indonesia
(LIPI). "4“;? agailbalia 3 m hh‘

StandarisaSi@ipefiukan karenamsangat mempengaruht Kualiasdari obat herbal dan
juga sangat MEMPERTarull.-cfeki erapi . yang asttkan. Setelah tanaman

terstandarisasi.

babandotan dipaneft g8 mengalir, ditiriskan dan
dikeringkan, sehingga didapat bala perupa simplisia daun babandotan kering.

Simplisia daun babandotan kering digrinding dengan menggunakan ukuran
mesh 40 dan selanjutnya dilakukan ekstraksi dengan cara maserasi dengan
menggunakan pelarut etanol 70%. Pertimbangan dilakukan ekstraksi dengan cara
maserasi atau cara dingin yaitu agar metabolit sekunder yang diduga paling
berperan dalam anti inflamasi, yaitu flavonoid tidak rusak dan tidak menguap. Hasil
maserasi berupa maserat dipekatkan dengan menggunakan rotary vaccum

evaporator dan hasilnya dikentalkan dengan waterbath dengan suhu 40-50°C dan
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dilanjutkan oven vakum hingga didapatkan ekstrak kental. Ekstrak yang didapat
lalu ditimbang dan dimasukkan ke dalam botol kaca gelap bertutup (Margaretha,
2012; Ansel, 2008; Depkes RI, 2011).

Digunakan pelarut etanol 70 % karena senyawa aktif yang terdapat pada
daun babandotan dan diduga paling berperan penting dalam mekanisme
penghambatan inflamasi yaitu flavonoid bersifat cenderung polar, sehingga dapat
tertarik oleh pelarut polar (Awad et al., 2013; Moura et al., 2005).

4.4. Penetapan Randemen

Dalam peg en sebagai parameter
standar um ) apa 3 lah ekstrak yang
didapat A . i ang digunakan
dalag iffe anya : ekkstrak daun

bah am, e : (0% vang

1p ldapat (&) (4.1)
en 4 s hewan
ujigde T artritis. Ha ering daun baf
eks h babandotangy@itl ¢ M mg, dosis Il 2 80 mg dan
IHllemen maka
L

itian ini berturut

0 ke dosis

d05|s ah 160 mg/200%aTht Yamssetelah dikali
tlngkatan SIS 8 ,gp""r 1‘{::@

turut dosigiEa 0:48 TO™EOSIS 11 adalar o 86 mgae psiSil 11 adalah 25,92
mg/ 200 g bb tikySttampiraario) ﬂ angleraen tiapmeiode ekstraksi tanaman
berbeda-beda terganttifig_patlée ke ' seS eKstraksi. Efektivitas proses
ekstraksi dipengaruhi oleh pelar g digunakan, ukuran partikel simplisia,

metode dan lama ekstraksi.
4.5 Karakterisasi ekstrak etanol daun babandotan

Dalam upaya standarisasi ekstrak, maka dilakukan karakterisasi ektrak daun
babandotan yang meliputi pemeriksaan organoleptik, parameter non spesifik dan

parameter spesifik ekstrak etanol daun babandotan.
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4.5.1 Hasil pemeriksaan organoleptik ekstrak

Ekstrak etanol yang diperoleh dari hasil ekstraksi kemudian ditentukan
organoleptiknya dengan pancaindera untuk mendeskripsikan bentuk warna, bau dan
rasa. Hasil ekstrak daun babandotan yang didapatkan berupa ekstrak yang kental,
berwarna hijau kehitaman, berbau khas babandotan, berasa sepat dan sedikit pahit.
Ekstrak etanol daun babandotan dapat dilihat pada Gambar 4.3.

a.ctanol dengan 't a atogLafi idapatkan

0% 019%), hal inf'menandakan bahwa si ; goap tidak

ekstraksdan berarti ' aksi il ah cukup

asil (Lam 17). Bertlasarks A K 2 i idu sisa

pel? arus rendah®(tide ! | , 28 , 2006).
]

4.5, ZM rameter ReRsSPESI E
Berdas I‘."E"r ametering S aka F‘E‘h ) beberapa pengujian

kadar eks A ali, Kataiabi.dali-Kada i darut asam. Hal ini
dilakukan agar kg eK @. WIK sehingga efek terapi
sesuai dengan yang diharag d 'iwr‘ u abel 4.3 dibawah ini terlihat

penetapan kadar air ekstrak etanol 70

o daun babandotan.

Tabel 4.3 Penetapan kadar air ekstrak etanol 70 % daun babandotan

No Berat ekstrak (g) Kadar air (mL) Persentase ( % v/b)
1 5 0,5 10
2 5 0,4 8
Rata-rata 9
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Berdasarkan Farmakope Herbal Indonesia (2011), standar kadar air ekstrak
daun babandotan tidak lebih dari 10 %, sedangkan dari penelitian ini didapatkan
hasil kadar airnya adalah 9 % (Tabel 4.2). Penentuan kadar air berguna untuk
mengetahui ketahanan suatu bahan agar dapat diperkirakan cara penyimpanan
terbaik bagi sampel untuk menghindari pengaruh aktivitas pertumbuhan
mikroba/jamur. Kandungan air pada penelitian ini memenuhi standar FHI sehingga
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun babandotan dapat disimpan dalam waktu

yang relatif cukup lama.

Penetapan kadar gits - 0 % (4.2)

Selanj i 3 gk etanol 70 % daun
babando NG dar abu ekstrak

etang

adar abu ‘ ol 70 %.daun babandote

‘-—M’ﬁ ¥ i
b YN

,0450

a- rata U

o JF AR e
WBEaserkan Farma ope 1 JOesIEr (2011), kad
babandoﬁ; 4#&? ‘ sedantika .

kadar abunya afi-0. 07 053

IH'kstrak daun
H d

idapatkan hasil

U ik J cart 1,20+ d i menunjUkkan

bahwa kadar abu_ERStrak dawiral “ R yapgtelah diuat dan digunakan dalam
penelitian ini memeént dar ekstrak berdasarkan Farmakope
Herbal Indonesia (Depkes RI, 204 Penetapan kadar abu dari suatu ekstrak
penting untuk ditetapkan nilainya, karena hal ini menandakan apakah ada
pencemaran dari ekstrak yang dibuat, seperti logam berat dan pencemaran lainnya.
Apabila kadar abunya tinggi artinya kemungkinan ada logam berat yang mencemari
ekstrak yang mungkin berasal dari tempat tumbuh dari bahan simplisia, hal ini

tentunya dapat mempengaruhi efektivitas kerja dari ekstrak.

Sisa residu (g)

Penetapan kadar abu = ( Borat ekstrak (&)

) x 100 % (4.3)
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Dilakukan pula pengujian kadar abu tidak larut asam dari ekstrak etanol 70
% daun babandotan. Tabel 4.5 berikut ini memperlihatkan penetapan kadar abu
tidak larut asam ekstrak etanol 70 % daun babandotan.

Tabel 4.5 Penetapan kadar abu tidak larut asam ekstrak etanol 70 % daun

babandotan
No Berat (Q) Persentase
Ekstrak Crus Sisa residu (% b/b)
1 2,1420 23,4661 0,0009 0,04
2 2,0104 20 0,0008 0,04
3 2,1838 0,0006 0,03
Raga:-rata 0,04

dargabu tidak larut
’ dagi penelitian
ini didapa gsi| Kadara kg S o adal akel atall tidak lebih
d

m Nnu andarisasi dan an

otan ini

snetapan.katlar abu larut 2 W= : — (4.4)

4.~Farameters ik K .
4531 r""--m""'! ak eta aband‘v

Strak et babandotan, hal ini

Skrining

dimaksudie dalamnya. Uji yang

dilakukan berupauji I@l AN I en-sterol dan saponin.
Dari beberapa m '*v‘;[i‘! etabolit kimia dalam
jumlah cukup banyak yang terkandufig pada tanaman babandotan adalah flavonoid
(Moura et al., 2005; Hassan et al., 2012; Awad et al., 2013). Dari penelitian ini

didapatkan bahwa skrining fitokimia ekstrak etanol 70 % daun babandotan
mengandung flavonoid, tanin, alkaloid, saponin, terpen-sterol (Tabel 4.6).

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



72

Tabel 4.6 Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol 70 % daun babandotan

Senyawa Uji Hasil Pengamatan Kesimpulan
Flavonoid Terbentuk warna kemerahan dengan penambahan Mg dan Zn +
Tanin Terbentuk endapan putih+warna keruh dengan pemberian gelatin
& gelatin+NaCl dan warna hitam kehijauan dengan AICl; +

Terbentuk endapan putih dengan pereaksi Mayer
Alkaloid Terbentuk endapan coklat kehitaman dengan pereaksi Bouchardat
Terbentuk endapan jingga kecoklatan dengan pereaksi +
Dragendorff

Terpen-Sterol ijau kebiruan +
Saponin ) +
ekstrak daun
avongidmHasil. yangsdi an bahwa
bap@m serbuk Mg'da ihat warna

n bah AR Mmengs avonoid.
juga te WE1e erahan

dakan bahwa andetanmengandun@ gid. Hasil

okimia uji flavonoie aapat/dilihatpa ambar 4.4 ¢ ni.

.
a5\ Wy

Keterangan : Uji flavonoid; (1) Larutan pembanding (standar kuersetin); (2-a) Larutan ekstrak
babandotan; (2-b) Larutan ekstrak babandotan + Mg + HCI; (2-¢) Larutan ekstrak
babandotan + Zn + HCI

Gambar 4.4 Hasil skrining fitokimia uji flavonoid
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Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang menghambat banyak reaksi
oksidasi baik secara enzimatis maupun secara non enzimatis. Flavonoid terdapat
dalam tumbuhan sebagai glikosida dan aglikon flavonoid (Elya et al., 2015). Daun
babandotan mengandung flavonoid yang berperan penting dalam penelitian anti
artritis rematoid.

Dalam Hassan et al., (2012), disebutkan bahwa ekstrak etanol daun
babandotan yang mengandung kadar total flavonoid sebesar 281,88 mg/g, setara

dengan kuersetin mempunyai efek anti-inflamasi. Sedangkan pada pemeriksaan

kadar total flavonoid ekstrak.g pdotan ini didapatkan sebanyak 2,31
% (Lampiran 18 ofe Jran dalz afifekanisme inflamasi yang
merupakan da jd ] : elalui penghambatan
faktor tr r : 3 si sitokin pro-
inflagha : Q-2 (Bellik

et

riningsfitekimia abalijt de@itanin da rak datin babandotan

flengan D rak ke encerkan

uling, dengafpend dnlarut elatin 10 9
g g s ;{ £ g

tamp dan terbe . Dengan p
gelatin, jdmsn MA puthla ekstrak daun
babandotag f mﬂ m 1‘ ale_daun babandotan
terdapat tani

warna, yaitu darﬂ H‘
larutan pembanding ekst W

penambahan FeCls 3%. Hasil ini menandakan bahwa dalam ekstrak daun

an hasil

an NaCl +

dapatkan perubahan

&]hkehijauan seperti pada

artinya terdeteksi tanin dengan

babandotan terdapat tanin yang dapat terdeteksi dengan pemberian larutan gelatin,
NaCl + gelatin dan FeCls %. Hasil skrining fitokimia uji tanin dapat dilihat pada
Gambar 4.5 dibawah ini.
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Keterangan : Uji Tanin; (1-a) Larutan pembanding (ekstrak daun jambu), (1-b) Larutan
pembanding + Gelatin; (1-c) Larutan pembanding + NaCl + Gelatin; (1-d) Larutan
pembanding + FeCls; (2-ajlilsarutan ekstrak babandotan; (2-b) Larutan ekstrak
babandotan + Gelatii gkstrak babandotan + NaCl + Gelatin; (2-d)

Larutan ekstra | (
( ) ' anin

' S Li 2 sa sepat dan
kenmiamp ma Ve ;[0 eaksi d i@ membentuk
kapt dak T¢ r.Da disebutkan

ar 86,47
g tanin
amasi 012).

—d

hg fiakiasmm AI ademmalkaloid m,.ekstrak daun
babandotan_di “(T m- 6 Botichardat, Meyer dan

embanding yaitu
otan yang ditambahkan
di untuk ditempatkan pada tabung

yer terbentuk endapan menggumpal putih

andung kadar tota] tan

al1U0La ‘l U

larutan standar piTigni
HCI dan air (1:9) dipanas
reaksi. Dengan pemberian pereaksi V
kekuningan yang menandakan alkaloid positif. Dengan pemberian pereaksi
Bouchardat terbentuk endapan coklat/hitam yang menandakan alkaloid positif. Dan
dengan pemberian pereaksi Dragendorff terbentuk endapan jingga kecoklatan yang
menandakan alkaloid positif. Dari ketiga pereaksi tersebut didapatkan hasil bahwa
terdapat alkaloid pada ekstrak daun babandotan dan pada ekstrak piperin. Hasil
skrining fitokimia alkaloid daun bandotan dapat dilihat pada Gambar 4.6.
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2 J
a b c d

anding (standar piperin), (1-b) Larutan pembanding
+ Pereaksi Meyer; (1@ apding + Pereaksi Bouchardat; (1-d) Larutan
pembanding + Pg strak daun babandotan; (2-b) Ekstrak

daun b 10 2K ye aun babandotan + Pereaksi
Boy i 6 d e8 agendorff
of : g a 0
j fle. SE ' abolj 1

b

Keterangan : Uji Alkaloid; (1-a) Larutan pei

. mengandung

\ pentuk  siklik: G tanaman

izid ditenatikan — dala psamin,
013), echi

. Bentuksalkaloi olizZidin dari tapaman babandeten dapat

bagi S A § ligunaka herbisida
S(Mada hewan te ., ﬁ A diduga dalam jumldimya sar dapat

menyWh gangguan tumor (BosiWOlB).
e | -

min dan asetil-lic@psarmiih (BOSi et al sesamin

Skrining rol dari ekstrak daun
babandotan dilakukan i ereaksi Lieberman-Bouchard
(campuran asam asetat anhidrat da m sulfat pekat (2:1). Pemberian pereaksi
Lieberman-Bouchard pada larutan pembanding yaitu larutan standar p-sitosterol
memberikan hasil kebiruan yang artinya sterol positif. Sedangkan pemberian
pereaksi tersebut pada ekstrak daun babandotan memperlihatkan perubahan warna,
dimana awalnya terbentuk warna biru dan akhirnya menjadi warna biru kehijauan
yang berarti sterol positif. Hasil skrining fitokimia terpen-sterol daun bandotan

dapat dilihat pada Gambar 4.7.
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Keterangan : Uji Terpen-Sterol; (a) Larutan pembanding (standar p-sitosterol) + Lieberman-
Bouchard; b) Ekstrak daun babandotan+ Lieberman-Bouchard

Gambar 4.7 Hasil skrining fitokimia uji terpen-sterol

Terpen adalah suatu

of bunga atuan isopren. Terpen

q ) seskuiterpen yang

DE Il o 3 nguap berupa
Al a . i

grsusun atas isopren dan kerangka
karbonnya dibang

terdiri atas

Shuja (2011),

ahwa a ekstral ' babandotan

a sterolberupa B-sitostesol da

g fito aponin ak daun

ba ibandingkan géfga P% 'mbaReing yaitu ekst ilakukan
- -

deng mbahkan a 1 tal lalu dik: t selama 5

: h dari skrining

LS

Keterangan : Uji Saponin; (a) Larutan pembanding (ekstrak pare) + air panas + HCI;
(b) Ekstrak daun babandotan + air panas + HCI

Gambar 4.8 Hasil skrining fitokimia uji Saponin
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Saponin merupakan glikosida triterpen yang sifatnya menyerupai sabun,
yang merupakan senyawa aktif permukaan dan dapat menimbulkan busa apabila
dikocok dengan air karena dapat menurunkan tegangan permukaan dan dapat
menyebabkan hemolisis pada sel darah merah pada konsentrasi rendah (Elya et al.,
2015).

4.5.3.2 Hasil karakterisasi dengan KL T (Kromatografi lapis tipis)
Pada penelitian ini dilakukan karakterisasi ekstrak etanol daun babandotan

menggunakan KLT dengan fa Biypeng silika F2ss. Setelah dilakukan

optimasi eluen, 4 yambaran A0 T didapatkan dengan
menggunak ; JI: ag asam format dengan
engan volume

dengan

derajat Kepgla: Jac al banding

radac 2tabo - 3 atkan pada

[ ()

imia. Hasjl kromat@gra ra A T dapat

hat pada Gag 'EI"I
|.

§ | [0 [sia7es d]

P S P S P S P S

N W RO

Keterangan : (a) Sinar biasa/putih ; (b) Sinar biasa/putih setelah diberi AICls; (c) Cahaya 254 nm;
(d) Cahaya 366 nm; P = Pembanding kuersetin; S = Ekstrak daun babandotan;
Tanda (*) Rf = pembanding kuersetin 0,52; (3) Rf 3=0,49; (4) Rf 4= 0,53

Gambar 4.9. Hasil kromatogram ekstrak daun babandotan
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Dari hasil KLT dengan menggunakan alat linomat 5 (Camag) didapatkan
bercak yang terlihat pada lempeng silika sudah terpisah dengan cukup baik dan
tidak terdapat tail (ekor). Nilai Rf diperoleh dengan mengukur jarak rambat
senyawa dari titik awal hingga pusat bercak dibagi dengan jarak rambat fase gerak
hingga garis depan (Hanani, 2016). Didapatkan lokasi Rf yang hampir sama antara
bercak ekstrak daun babandotan dengan bercak pembanding kuersetin. Dari
Gambar 4.9 diatas didapatkan Rf pada standar kuersetin adalah 0,52. Pada sampel
terlihat dua pita yang berpendar terang berwarna kuning seperti standar, yaitu pada
Rf (0,53) pada no. 3 dan R
yang mendekatig 2t ini menandakan bahwa
flavonoid yay { @ ting dalam proses

inflama

dari kedua pita ini diambil Rf no.4

dengan baik

mengg ng sistem

da daerah

sehingga al"menunitkkan pita

avanoid merupakan ‘metabolit ifat anti

i ri at J al. .sFlavonoid
da
di

al.,

asi, dan punyaramdti-2

nbat Ti der N -1 yang
(Chen et

at migrasi g it I ada proses i
e o Y e e i

lavonoid bé pat menghaWoduksi dan
ekspre&“(m p 0 JA lear tepi manusia
(PBMC) meglalti®k ﬁ B m 06)._INF-kB merupakan
faktor penting eran dalam regulasi
ekspresi gen padq Q PSI dan ekspresi sitokin
pro-inflamasi TNF-a dan 1 W : oleh NF-kB sehingga dengan

kemampuan kuersetin menghambat NF-kB maka produksi dan ekspresi sitokin
TNF-a dan IL-1 juga akan berkurang (Ji et al., 2013; Ansari et al., 2014).

4.6 Hasil uji anti-artritis rematoid pada parameter volume edema kaki tikus
Kelompok yang diuji pada penelitian ini berjumlah 6 kelompok, terdiri
dari kelompok kontrol normal, kontrol negatif, kontrol positif, perlakuan ekstrak

daun bandotan dosis I, dosis 1l dan dosis I11. Pada hari pertama semua telapak kaki
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tikus bagian kiri disuntikkan dengan CFA (Complete freund’s adjuvant) dosis 1
mg/ml sebanyak 0,1 ml secara subkutan, kecuali tikus kontrol. Tikus kelompok
kontrol disuntikkan dengan normal salin, yaitu natrium klorida 0,9 % sebanyak
0,1 ml. Setelah tikus diinduksi selanjutnya diberikan perlakuan pemberian ekstrak
selama 21 hari, yaitu dari hari ke-29 sampai hari ke-49.

Pada penelitian ini dilakukan penyuntikan CFA sebagai adjuvant yang
berisi Mycobacterium tuberculosis pada telapak kaki kiri tikus dan tidak dilakukan
booster penyuntikan CFA untuk menghindari terjadinya efek sistemik artritis
(ARAC, 2013). Dari hagi an, CFA cukup efektif untuk
menyebabkan i i, hal

erutama pada tempat
telapak kaki yang
berasal inya dengan
antigén. a i awal yang

mu asi dan

p
tia eipak. Gambar 4.10 dibawahiini ak kaki

e a)

i tikus

Keterangan : (1) Kon
(6) dosis 111

f; (4) dosis I; (5). dosis II;

Gambar 4.10 Gambaran telapak kaki tikus dilihat dari sisi mendatar kaki dan
permukaan telapak kaki pada hari ke-29

Pada Gambar 4.10 dapat dilihat gejala artritis berupa bengkak dan warna
telapak kaki kiri tikus yang berwarna kemerahan pada hari ke-29. Dari gambar
tersebut dapat dilihat kelompok normal menunjukkan penampakan edema terkecil
dibandingkan kelompok yang lain, karena tidak mendapat induksi CFA. Dan
terlihat penampakan edema untuk kelompok hewan uji baik kelompok dosis
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maupun kontrol negatif dan positif namun tidak dapat dibedakan dengan baik jika
diamati secara langsung.
Selanjutnya dilakukan pula pengamatan telapak kaki tikus pada hari ke 50.

Gambar 4.11 dibawah menunjukkan gambaran telapak kaki tikus pada hari ke-50.

-

| v 2

k

1

Keterangan : (1) 4) dosis I; (5). dosis II;

6
Gamba f Q i )tr kaki dan

setelah

akuan, kelompek Kemtrolgmormal memperftAgatikan” gambaran

p
ede cil dile an ke eC elapak clompok

N enunjuikkan oamk flafiie yaagspaling disertal adanya
lukg"danskeSan perubala t tar@ikelompok perlak@am®peghberian

eksat pada kelgmp ok | M nPelifiatkan gambara a terkecil
diban.IMI dengan kel gMpOKEC la.pemBErian dosis |, IMpl)‘erlihatkan
gambara#; 41'5 wsaima. ek :;i}l" 'e% dengan baik

jika diamaise aigsLIn, Sedangkan TOSISTLEL Gami dema terlihat lebih

kecil dari dosis |.dafll .
Dari data gamr@d ll as, Mpﬁlambil kesimpulan bahwa

0 sudah menunjukkan adanya luka dan

kelompok kontrol negatif pada ha
perubahan bentuk jari secara minimal. Hal ini dikarenakan karena kelompok
kontrol negatif tidak diberi pengobatan, sehingga inflamasi terus berjalan dan
mulai merusak jaringan disekitar daerah kaki tikus. Sedangkan pada kelompok
kontrol positif dan kelompok perlakuan tidak terdapat perubahan bentuk jari dan
terdapat penurunan edema kaki. Hal ini disebabkan karena dengan pemberian obat
dan suspensi ekstrak daun babandotan, terjadi mekanisme anti-inflamasi di dalam
tubuh dengan menghambat gejala inflamasi. Untuk mengetahui perbedaan
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besarnya volume edema/pembengkakan kaki yang terjadi maka dilakukan
pengukuran volume telapak kaki tikus.

Dilakukan pengukuran volume telapak kaki tikus pada hari ke-1 sebelum
disuntikkan CFA, selanjutnya dilakukan pengamatan dan pengukuran volume
edema (setelah disuntik CFA) setiap minggunya untuk mengamati perubahan
edema kaki akibat inflamasi. Pengukuran volume telapak kaki tikus tersebut
dilakukan dengan menggunakan pletismometer dengan cara mengukur volume air
raksa yang tergantikan (Woode et al.,_2008). Volume telapak kaki tikus rata-rata

6, 43 dan 50 dapat dilihat pada

(4‘ ) B s 29, 36, 43 dan 50

o uan kecuali

masing-masing kelompok pag
Tabel 4.7 dibawag

Tabel 4

r-1 / 1 ‘
wv" 03 " E’ ) .22
0.19 94 00£0°29 3.90+6 3.6 31

1.92+0.30 8+0 8 2.96+0.38 2°80&0.35

3.52+0.24 -98%0.29

o
o) 10

D
5

3.26+0.27

3.26x0.11

Keterangan : *) kontrol negatif (CMC

\ ¢ \V/
0,5 %);m | grBB); Dosis | = bahan uji
ekstrak ) mg/20 o = bahan uji ekstrak daun
babandotan 80 m S n uji ekstrak daun babandotan 160
mg/200 g BB.

Selanjutnya dibuat perhitungan data volume rata-rata edema kaki tikus tiap
kelompok perlakuan. Pengukuran volume edema kaki tikus didapatkan dari
pengurangan volume telapak kaki pada hari-x dikurangi dengan volume telapak
kaki hari ke-1 (Lampiran 19). Hasil volume edema kaki tikus setelah diberi

perlakuan dibuat rata-ratanya tiap kelompok, terlihat pada Tabel 4.8 dibawah ini.
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Tabel 4.8 Volume edema rata-rata kaki tikus dan persentase penghambatan edema
rata-rata pada hari ke 1, 29, 36, 43, dan 50 setelah diinduksi CFA pada
semua kelompok perlakuan kecuali kelompok kontrol normal.

Volume edema rata-rata kaki tikus (ml) £ Standar Deviasi
(Persentase penghambatan edema rata-rata)
Hr-1 Hr-29 Hr-36 Hr-43 Hr-50

Kontrol 0,00 +0,00 0,10 +0,07 0,12 £0,04 0,12 +0,08 0,10 +0,10
Normal

Kontrol 0,00 0,00 1,94 +0,24 1,90 +0,22 1,90 £0,25 1,88 £0,29
Negatif

Kontrol 0,00 +0,00

1,04+047% 0,88 +0,53"
Positif

596) (53,19%)
Dosis | Y 12440317
(40 mg) ' ’
(34,04%)
Dosid I1 n : 280 27"
(80i0) : '
o0 (2 7 ( 0%)

8,.+0, 288 500 12"

(13,4 ) (2£65%) 29,47%) 43,49%)

0,5 % Olgpositif =
bahan uj k daun bahbandotan 40
abandota b; Dosis

1 nb & ; gi200 g bb; hermakna
arkan oel 4.8 G ﬂ aRahwa dwnyuntikan
0,1 ml CFA pa -m alaikvolume edema rata-

rata kaki : ) Setelah perlakuan

kontrol positif ( rak daun babandotan
terjadi penurunan volum a "?-mf" S yang cukup berarti pada hari

ke-50. Kelompok dosis Il1 dapat mentirunkan volume edema rata-rata kaki tikus

lebih tinggi daripada kelompok dosis Il lalu diikuti dosis I, dan kelompok kontrol
positif menurunkan volume edema rata-rata paling tinggi daripada kelompok
dosis. Pada kelompok normal yang tidak disuntik CFA terlihat tidak terdapat
peningkatan volume edema rata-rata kaki tikus secara berarti sampai hari ke-28
dan relatif bertahan sampai akhir perlakuan (hari-50). Pada kelompok negatif
terdapat peningkatan volume edema rata-rata kaki tikus dan relatif bertahan

sampai akhir perlakuan (hari ke-50).
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Penyuntikan CFA pada kaki tikus yang berisi bakteri Mycobacterium
tuberculosis dapat berfungsi sebagai antigen yang merangsang pembentukan
reaksi inflamasi. Pada saat inflamasi terjadi proses pertahanan tubuh dari sel
radang PMN, reaksi dimulai dengan proses perlekatan / adesi sel radang seperti
netrofil pada sel endotel dinding pembuluh darah yang dibantu dengan ICAM
selanjutnya terjadi peningkatan permeabilitas pembuluh darah yang
memungkinkan sel radang dapat keluar dari intravaskuler menuju ekstraseluler
yang dibantu oleh mediator kimia seperti prostaglandin dan histamin. Peningkatan

permeabilitas vaskuler ini dii

plasma sehingga of S er yang menimbulkan
3 3 b ) otaktik dimana
e 3 tnya bersama

atfterjadinya

a juga protein plasma dan cairan

q],. ebent akan/ e Proses
be ali/ rubor,
I yang
2015; awijaya &

lor, dan_berkuran@aya Minggifkaki tikus, pada

erupg pDengKakag/ede qaki tikts (Rad
; Ros 3
hari ke-29, d gk ﬁ a: akuan pada s S sesuai

kelo , dimana ke ontrol nega ikan CMC

0,5 %, keighpok s Al elomuvuji diberikan
ekstrak etangl {2 ’J"unr m aan yang dilakukan
pada hari ke-2

43 sudah didapatmi
I

positif dan variasi dosis ujf:

nerube Pada hari ke-36 dan

E Wada kelompok kontrol
W D at metotreksat dan kandungan
metabolit yang terdapat pada bahan uji sudah mulai bereaksi. Mekanisme
metotreksat dalam menurunkan volume edema kaki tikus diduga dari pelepasan
adenosin dalam jumlah besar yang dapat menekan proses inflamasi, terutama
menginhibisi proses NF-kB sehingga produksi dan ekspresi berbagai mediator
kimia terutama TNF-a dan IL-1 yang sangat berperan dalam proses inflamasi
dihambat, sehingga volume edema kaki tikus perlahan menurun (Sinaga, 2012;
Tian et al., 2007; Cronstein, 2005; Cutolo at al., 2001). MTX sebagai obat anti-
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artritis rematoid, berperan sebagai inhibitor dihidrofolat reduktase, mengurangi
kadar folat intraseluler, menghambat produksi sitokin, menghambat biosintesis
purin, menghambat mekanisme NF-kB dan meningkatkan apoptosis dari sel T
(Tian et al., 2007; Wells et al., 2009; Wang & Chiang, 2012).

Secara umum, persentase penghambatan edema rata-rata tikus bervariasi
pada tiap kelompok bila dibandingkan dengan keadaan tidak diberi terapi obat
atau ekstrak babandotan (kelompok kontrol negatif) setelah diinduksi di hari ke-
1. Cara perhitungan persentase penghambatan edema rata-rata tikus dapat dilihat
pada Lampiran 12. Pada keloi
penghambatan eg 3 211 hari k %)lke.hari 36 (21,05 %), ke
hari 43 (45 ‘ 0), Pada kelompok

a-rata dari hari ke-

itif terjadi peningkatan persentase

itkperlakuan

terjadi™g ataspersentase

%), 68 %), ke

b %) dan di akhir'gerlakéian fi@ri ke-50 (35,10 %
pOK dosi erjadi pemingkatanip@rseatese peng 3atan afrata-rata
13,40 143 (

n pada

di akhir

pe ri ke-50 (41,4 oz. A
ihat pada Tab 3 v benghambat rata-rata
tertlnggrﬁ harl 1 .‘ dos‘kontrol positif

dan terakhi patan.edema rata-rata

dosis Il dan dosis

a tertinggi terjadi pada
utnya dosis | dan Il. Dan pada

hari ke-50, persentase penghambatan edema rata-rata tertinggi terjadi pada

tertinggi terjae

|. Pada hari ke-4v
Ido

kelompok kontrol positif

kelompok kontrol positif lalu dosis 11, selanjutnya dosis Il dan terakhir dosis I.
Semakin tinggi persentase penghambatan edema maka makin rendah volume
edema kaki tikus.

Dari data diatas terlihat aktivitas penghambatan edema MTX lebih cepat
terjadi daripada ekstrak babandotan, hal ini terlihat dari aktivitas penghambatan

edema MTX sudah terjadi pada minggu ke 2 (hari ke-43) perlakuan dan semakin
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meningkat di minggu ke 3 (hari ke-50), karena MTX mulai dapat bekerja sejak
pemberian terapi awal sekitar 2-3 minggu (Schuna, 2005). Sedangkan perlakuan
variasi dosis terutama dosis 111 mencapai aktivitas maksimal memerlukan waktu
lebih lama yaitu baru di minggu ke 3. Efek anti-artritis rematoid maksimum pada
akhir perlakuan dicapai oleh kelompok kontrol positif yang merupakan first line
therapy dan termasuk obat DMARD yang dipakai untuk pengobatan anti-artritis
rematoid pada manusia saat ini. Penggunaan ekstrak daun babandotan dengan
dosis 1l (160 mg/200 g bb/hari
penghambatan edema rata-t3 ggi dibandingkan dengan dosis |

dan Il sebagai anti
Aktiyvi g mengandung
metabolj mbat proses

infla £ ersetin dapat
. TNF-a

pada hari ke-50, dapat menghasilkan

uaran dan“eksg mecvator pro-i
herperan meg 88 n cara

j» kerja NE-kB (Nai ef#@l., #2006; Chen et al.; ambah
dapat ginhib¥§i, metadokis versl a araki enjadi
2013).

ehingg 3 run (B

-o. dan IL- ang dan res , dapat
menW ekspresi endotel, Wtkan dan
mengerahigall lekg J\“ ammiain daeikosanoik. 1L-1
dapat mepga fmy Ngka proltferasi dan produksi
ekstraselular r ekabi et al., (2014),

didapatkan kuem * ) hdengan menurunkan
I\/I-" Ll

jumlah IL-6 dan ICA W on molecule-1 ) serta dapat

meningkatkan IL-10. Penurunan volume edema kaki terjadi sesuai tingkatan

dosis, dimana dosis ekstrak daun babandotan yang terbesar dapat menurunkan
volume edema Kkaki tikus paling tinggi.

Berdasarkan analisa statistik volume edema rata-rata kaki tikus,
didapatkan bahwa pada kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan dosis
I, 11 dan Il terdapat perbedaan bermakna bila dibandingkan dengan kelompok

kontrol negatif. Grafik volume edema rata-rata kaki terlihat pada Gambar 4.12.
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Volume edema rata-rata kaki tikus (ml)

#H# 4y

g L
*III i
I iIII

Hari-43 Hari-50

N
n

(mi)

N

i
ho*
bt

o volume edema

o (9] = (9]

|
T

L

T+
P

|

Kontrol Norma H Dosis || ® Dosis lll

KeteranganalK 9)#KN = kontrol negatif
» DS CFA hr ke-1 dan

A e-1 dan bahan uji

bahan uji 80
ahan uji 160
#) Berbeda

da hari
ompok

vata diatas tg zﬁ M mp: ontrol poaderdapat

peerng bermakn? akuan dosis I} 111 di hari

ke-43 damike-50. Sehifigga‘e , -T”'- (Mbﬂan kelompok
dosis I, 1lgan T ; ‘ Re-43gelan ke-50 dapat

menurunkan @ & KoKl B€ara signifikan (p <

0,05) dibandingkw , Vpiran 19).

4.7 Hasil uji anti-artritis rematoid pada parameter gambaran histopatologi

4.7.1 Hasil gambaran membran sinovial (sinovitis) pada sendi pergelangan
kaki tikus

Pada hari ke-50, semua tikus dikorbankan dan dilakukan isolasi sendi
pergelangan kaki/ sendi ankle lalu dibuat preparat histopatologi. Pembuatan
preparat meliputi fiksasi, dekalsifikasi, dehidrasi, penjernihan, embedding/

parafinisasi, pemotongan, deparafinisasi dan pewarnaan dengan H&E. Selanjutnya
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dilakukan pengamatan pada preparat histopatologi yang telah dibuat dengan
mikroskop. Preparat dibuat dengan ketebalan 3-5 um dan diberi pewarnaan
hematoksilin-eosin sebagai pewarnaan standar tulang. Gambaran histopatologis
membran sinovial berupa sinovitis pada sendi pergelangan kaki kiri tikus di semua
kelompok dapat dilihat pada Gambar 4.13 berikut.

Keterangan : Gambaran histopatologi membran sinovial sendi pergelangan kaki pembesaran 40x.
(a) Kelompok normal; (b) Kelompok kontrol negatif; (c) Kelompok kontrol positif;
(d) Kelompok Dosis I; () Kelompok Dosis I1; (f) Kelompok Dosis 111; Ta = Tulang
talus; Cal = Tulang calcaneus; Sin = Membran sinovial (sinovium).

Gambar 4.13 Gambaran histopatologi membran sinovial sendi pergelangan
kaki pada semua kelompok tikus
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Dari pengamatan Gambar 4.13 diatas didapatkan bahwa membran sinovial
sendi pergelangan kaki kelompok normal terlihat tidak terjadi sinovitis, dengan
jumlah lapisan penyusun lining sel tipis terdiri dari 1-2 lapis sel, densitas stroma
sinovium yang masih longgar (tidak padat), dan tidak didapatkan infiltrasi sel
radang dan tidak ditemukan panus. Pada kartilago tulang calcaneus tidak terlihat
kerusakan Kkartilago.

Pada kelompok kontrol negatif didapatkan keadaan sinovitis, dengan
membran sinovial pada sendi pergelangan kaki terlihat sangat menebal, jumlah

lapisan penyusun lining se gdari 3-5 lapis sel, densitas stroma

sinovium yang pa A : dan didapatkan infiltrasi
sel radang ter al terbentuk folikel-
folikel

karti - utama karena

ihat kerusakan

endesaK's8  galam tulang café
pa didapatka is' dengan

m igovial pada sendi pérgel@hgamykaki terlihat men j lapisan

pe ining Ipis terdigi d gisel, den strom ovium yang
tid masi ) 3 asi da infiltrasi

se rutama limfg : : tidak terlalu an masih

dite anus dibebe : it usakan mini ri kartilago
tulang cﬂeus G j\‘ : _-—-., tulh
da kel 5y --u-rll 10 1\' 1" _didapatkan keadaan

sinovitis deng SINOVicls di n akl terlihat menebal,
jumlah lapisan w 'ws sel, densitas stroma
sinovium yang padat dan i : larisasi dan didapatkan infiltrasi
sel radang terutama limfosit dan plasma sel yang cukup banyak dan didapatkan
gambaran folikel-folikel radang serta ditemukan panus dibeberapa tempat. Terlihat
kerusakan Kkartilago tulang calcaneus sampai kehilangan integritas tulang.

Pada kelompok pemberian ekstrak babandotan dosis Il didapatkan keadaan
sinovitis dengan membran sinovial pada sendi pergelangan kaki terlihat tidak
menebal, jumlah lapisan penyusun lining sel terdiri dari 2-3 lapis sel, densitas

stroma sinovium yang padat dan masih disertai neovaskularisasi dan didapatkan
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infiltrasi sel radang terutama limfosit dan plasma sel yang cukup banyak dan
didapatkan gambaran folikel-folikel radang namun secara umum terlihat lebih baik
daripada dosis 1 serta ditemukan panus dibeberapa tempat. Terlihat kerusakan
kartilago tulang calcaneus namun tidak sampai terjadi kehilangan integritas tulang.

Pada kelompok pemberian ekstrak babandotan dosis 11l didapatkan keadaan
sinovitis dengan membran sinovial pada sendi pergelangan kaki terlihat tidak
menebal, jumlah lapisan penyusun lining sel terdiri dari 2-3 lapis sel, densitas
stroma sinovium yang tidak terlalu padat dan masih disertai sedikit neovaskularisasi
dan didapatkan infiltrasi se
terlalu banyak dapidide ' &NQg namun secara umum
terlihat lebif ﬁ s, dibeberapa tempat

dosis | dan II.

imfosit dan plasma sel yang tidak

namun akelvi
Terlifat 3 pai  terjadi
ke ga as tulang.

ba istopatelon da sendi

pet@elanganskaki tikys secardiim teflfhat bahwa terd an dari

kélenmpok normdlidengan kelompokiperlak (disu A). azkelompok

na an sino if di 1S yang 1 dengan

ti ebalan sel pg Iﬁ A Ig densitas str um yang
tidak an tidak did : ‘ €

ang. SedangWa kelompok
perlakuadngan A elap nsitas stroma
sinovium menjad m adang,.sampai terbentuk
untikan CFA yang
Pan terjadinya inflamasi
' g rawan, subkondral tulang, dan

artikular kapsul pada kaki tikus. Sehingga dapat diambil kesimpulan bahwa

neovaskulari

mengandung MyUIE)

dan kerusakan sendi, pan

pemberian induksi suntikan CFA dapat menyebabkan sinovitis yang ditandai
dengan peningkatan penebalan lining sel sinovium, peningkatan densitas stroma
sinovium sampai timbul panus, dan infiltrasi sel radang yang dapat menyebabkan
kerusakan/degradasi kartilago (Wells et al., 2009).

Panus merupakan suatu keadaan inflamasi kronik dari jaringan sinovial

sehingga terjadi proliferasi sel sinovial (stroma) disertai terbentuknya pembuluh
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darah baru, dan adanya infiltrasi sel inflamasi yang bersifat invasif dan bekembang
terus sampai merusak kartilago dan tulang (Schuna, 2005). Dengan bantuan VEGF
(vascular endothelial growth factor) dapat meningkatkan permeabilitas vaskular
dan memperkuat penetrasi dari panus, meningkatkan proliferasi dan migrasi sel
endotel pembuluh darah dan membuat pembuluh darah baru. VEGF juga dapat
meningkatkan proliferasi bFGF (basic fibroblas growth factor) yang berperan
dalam meningkatkan pembelahan sel sinoviosit dan juga dapat meningkatkan
proliferasi dan migrasi sel endotel_pembuluh darah, sehingga meningkatkan
(Jietal., 2013).
Pemberian gikétfels ~handota 0 perlakuan variasi dosis
sekresi VEGF di sel
endotel, Sehi ) A 4 : t pembentukan dan
s BEGF dalam

proliferasi sel sinoviosit dang

yang mengang

kan panUS"@iget

erbedaaniyang cukup jelasidari-kelo atif dan

do Bila.dibandingkan dengaffkelamipolgikontrol positif dan I11. Pada
kélempok kontg@lRegatit damdosis Bdidapa Infiltraggsel radang yaflg banyak
sa uk fo ik ehi Stroma sinovium

menjaeh at, terlihat j pran  sinovial ih tebal

elapis’ mé
dibaW dengan ke Ft £
sinoviosu]i dapat= A Sitoki pMlamasi untuk
menimbulkan [ere ‘fm:‘: m‘i‘ ara.kelompok kontrol
positif denga S ol :

secara umum tedt ﬂ

dan dosis | Il. Lapisan

{1 yang jelas. Namun

justrak daun babandotan

ung flavonoid (kuersetin) dapat

terutama dosis kedua dan el h1'|‘|"‘ s
memberikan gambaran histopatologi yang lebih baik dari pada kontrol negatif.
Selanjutnya dilakukan pengamatan histopatologi berupa penghitungan skor
sinovitis yang dilakukan dengan 2 orang pengamat (Lampiran 20). Tabel 4.9
menunjukkan hasil pengamatan skor sinovitis berdasarkan skoring dari Krenn et
al., (2006). Didapatkan bahwa kelompok normal yang tidak disuntik CFA
memberikan total skor sinovitis <1 dari pemeriksaan pengamat, yang artinya tidak

terjadi sinovitis. Sedangkan kelompok negatif, positif dan variasi dosis ekstrak daun
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babandotan yang disuntik CFA memberikan total skor sinovitis 5-9 dari
pemeriksaan pengamat, yang artinya terjadi sinovitis berat yang setara dengan
artritis rematoid. Hasil pengamatan gambaran histopatologi AR berdasarkan skor
sinovitis dapat dilihat pada Tabel 4.9.

Tabel 4.9 Hasil pengamatan gambaran histopatologi AR berdasarkan skor sinovitis

Kelp Pengamat | Pengamat 2 Skor
sinovitis
Lining Stroma Sel ining  Stroma Sel Jml (Krenn)

sel Radang

N 0.4 0.C i A G 0.0 0.0 0.2

KN 1.8 6.8 7.0 (*)
KP ). 6.0 5.9 (*¥)
6.5 (%)
5.9 (*¥)

5.9 (*)

= kontrol peimal (C ); KIN"= kontrokiegati (C = kontrol
osmf (metotreksatsQ,05 "mg/200 g bb); D0 is.| (ba trak daun
an 40 mg/200%gb d I (bahan @ ak daun.b dotan 80

0 g bb); dOSis A uli e aun bale 00 g bb);

Berbeda berma de kor or B Berbeda be n kontrol
atif
i &

A J .
M ; ';*i,‘ : tikhﬁpat diturunkan

dengan pemibesia S Al : 3 ‘dengaigaosis |1 dan 111, bila

hahWassko

dibandingkan “tieng ' F an setara dengan pemberian metotreksat.
Diduga flavonoid “pada®pemberi : } gotan di kelompok dosis,
dapat menghambat prolifera w ifdVial melalui peningkatan apoptosis
sinoviosit/FLS pada tikus model AR melalui jalur anti inflamasi dan penghambatan
COX-2 (jalur NF-kB, TNF-a, IL-1, dan IL-6). Dimana ketika terjadi sinovitis,
makrofag di membran sinovial teraktivasi, terjadi over ekspresi dari sitokin
inflamasi (termasuk TNF-a dan IL-1), kemokin (IL-8) dan MMP. TNF-a
merangsang sel endotel untuk meningkatkan ekspresi molekul adesi dan

memudahkan lekosit menempel pada endotel dan infiltrasinya sehingga
menyebabkan inflamasi lokal pada sendi yang selanjutnya dapat terjadi AR. MMP
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yang disekresi oleh kondrosit juga dapat merusak kartilago tulang rawan ditambah
aktivitas dari panus dapat menambah kerusakan sampai ke daerah tulang. Tujuan
dari terapi anti-artritis rematoid adalah menghambat proliferasi membran sinovial
khususnya sinoviosit yang disebabkan proses inflamasi dan merangsang terjadinya
apoptosis membran sinovial. Fibroblas-like sinoviosit (FLS) merupakan sel yang
diduga dapat menyebabkan aktivasi hiperplasia fibroblas dan menyebabkan
terjadinya panus pada membran sinovial penderita artritis (Wang et al., 2014;
Capitanescu et al, 2011). Hal ini dibuktikan dengan penelitian ini dimana semakin

tebal lapisan pelapis/lining cg aka semakin aktif perusakan jaringan

kartilago oleh p adang pada membran

sinovial. Sela al, dan panus secara

langsungimier 10t ) 5). Grafik hasil skor

~

SinoMitis

DO I DO II
L
Keterangan pormal (EMC0,5 %), KN"=kentrol.neg C 05 %); KP = kontrol
post 0'05 mMgf200s0 DOY™B bahan uji ekstrak daun

baband h @ jirekstrak daun babandotan 80
mg/200 g =4dos ) abandotan 160 mg/200 g bb;
(*) Berbeda berm n Mi" n #(#) Berbeda bermakna dengan kontrol
negatif

Gambar 4.14 Grafik Perbandingan skor sinovitis pada semua kelompok perlakuan

Dari grafik diatas dapat terlihat bahwa ekstrak daun babandotan pada dosis
Il dan 111 secara signifikan (p<0,05) dapat mengurangi keadaan sinovitis berat atau
AR dan mencegah progresitas perburukan pada AR yang setara dengan penggunaan
obat metotreksat. Pemberian metotreksat dan ekstrak daun babandotan pada
kelompok induksi CFA menunjukkan penurunan hiperplasia membran sinovial
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yang signifikan dibandingkan untuk kelompok kontrol sehingga menunjukkan efek
perlindungan terhadap kartilago tulang. Penghambatan pembentukan panus dan
degradasi Kartilago terkait dengan penghambatan infiltrasi neutrofil. Pemberian
obat metotreksat dan ekstrak daun babandotan dapat mengurangi keadaan sinovitis
karena keduanya dapat menghambat kerja NF-kB sehingga menghambat aktivitas
dan produksi sitokin pro-inflamasi terutama TNF-a dan IL-1.

4.7.2 Hasil penghitungan jumlah gsteoklas pada tulang calcaneus tikus

Osteoklas merupakai &l yang merupakan gabungan dari

banyak monosi 50

asam yang dapat
mencerna 40§ ' 5 j tulang yang
mengakij A i P ) - i ktifitas yang
gihosteoklas

dap

AR pada tikus menye ang berada pada tulang calcaneus
tikus menjadi aktif dan jumlahnya bertambah, hal ini disebabkan karena inflamasi
akibat dari induksi CFA membuat sitokin pro-inflamasi seperti TNF-o dan IL-1
meningkat. Sitokin pro-inflamasi dapat mengaktifkan ikatan RANKL dan RANK
yang bersama dengan M-CSF dapat meningkatkan pembentukan osteoklas.
Aktivitas RANKL dapat dihentikan oleh reseptor TNF lainnya, vyaitu
osteoprotegerin (OPG). RANKL diekspresikan oleh osteoblas dan rangsangan

pada RANK oleh RANKL menyebabkan pengaktifan faktor transkripsi NF-kB
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yang mendorong ekspresi gen untuk merangsang pembentukan, fusi, diferensiasi,
fungsi dan kelangsungan hidup osteoklas (Rosenbergh, 2013). Sehingga
peningkatan jumlah osteoklas pada AR akibat induksi CFA dapat meningkatkan
resorbsi tulang calcaneus tikus. Dari hasil pemeriksaan histopatologi tulang
calcaneus di kelompok tikus yang diinduksi oleh CFA menunjukkan peningkatan
jumlah osteoklas dibandingkan dengan kelompok tikus normal. Gambaran
histopatologis osteoklas pada tulang calcaneus kaki tikus pada hari ke-50 di
semua kelompok diperiksa dengan menggunakan mikroskop olympus

pembesaran 200 x (luas pas X 527,56 um) dan selanjutnya

diperbesar dengag ' b ’ 00 um x 263,56 pm).
Hasil gambag ] ‘ Ig aki tikus semua

kelompoki@ay
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Keterangan : Gambaran histopatologi osteoklas tulang calcaneus kaki tikus (a) Kel. Normal;
(b) Kel. Kontrol negatif; (c) Kel. Kontrol positif; (d) Kel. Dosis I; (e) Kel. Dosis Il;
(f) Kel. Dosis I11I; (1) pembesaran 200x dan 400x; panah pendek hitam : osteoklas.

Gambar 4.16 Gambaran histopatologi osteoklas tulang calcaneus kaki tikus
semua kelompok
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Dari Gambar 4.16 diatas terlihat osteoklas banyak ditemukan di daerah
lempeng epifise dimana terlihat di sekeliling osteoklas terdapat daerah kosong
yang merupakan hasil resorbsi tulang. Osteoklas akan melakukan resorbsi tulang
sehingga meninggalkan rongga yang disebut lakuna Howship pada tulang
trabekular atau rongga kerucut (cutting cone) pada tulang kortikal (Setiyohadi,
2009). Untuk mengetahui efek anti-artritis rematoid ekstrak daun babandotan
maka dilakukan penghitungan jumlah rata-rata osteoklas pada tiap kelompok

setelah diberi perlakuan pada hari _ke-50 yang dilakukan oleh 2 pengamat

(Lampiran 21). Jumlah ratg pada tiap kelompok setelah diberi

perlakuan pada ada Tabel 4.10 dibawah

steoklas /lapaig 3 0stes atafrata jumlah
pandang /Iapang pandang eoklas
(3704 14 92483,2 um mm?
00X

1,90 £.6;86 2+8,49

7,56+ 0,91 4+ 9,84 (*)

4,20+ 0'24H5'41i 2,65 (*%)
:ii 0,5 79,15+ 6,04 (*)

6,38 74,39+ 13,47 (¥)

1304 0,46 57,31+ 5,01 (*¥)

Keterangan : N = ko al (CMC 05.% 0

gatif (CMC 0,5 %); KP = kontrol
positif (metotreksat-@ g ‘m 0 .* D( dosis | (bahan uji ekstrak daun babandotan
40 mg/200 g bb); DO Il =do an Ui ekstrak daun babandotan 80 mg/200 g bb); DO
I11 = dosis Il (bahan uji ekstrak daun babandotan 160 mg/200 g bb); Pembesaran 200x (lap.
pandang = 702,24 pm x 527,56 pm); Pembesaran 400x (lap. pandang = 350,90 pm x 263,56
pm); (*) Berbeda bermakna dengan kelompok kontrol normal (p<0,05); (#) Berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol negatif (p<0,05)

Dari Tabel tersebut dapat diketahui jumlah osteoklas rata-rata dengan

pembesaran 200 x pada semua kelompok pada hari ke-50, dimana bahwa pada
kelompok kontrol negatif terdapat jumlah osteoklas rata-rata per lapang pandang
paling banyak daripada kelompok perlakuan lainnya (7,50). Selanjutnya dengan
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pemberian obat metotreksat dan variasi dosis ekstrak daun babandotan terjadi
penurunan jumlah osteoklas rata-rata per lapang pandang di daerah tulang
calcaneus. Pemberian dosis ekstrak daun babandotan memberikan hasil
penurunan jumlah osteoklas yang tertinggi pada dosis 11 (5,18), selanjutnya dosis
Il (6,69) dan terakhir dosis | (7,26). Demikian pula pada pemeriksaan mikroskop
dengan pembesaran 400 x, dimana semakin tinggi dosis ekstrak daun babandotan
yang diberikan maka semakin menurunkan jumlah osteoklas rata-rata per lapang
pandang di daerah tulang calcaneus_ tikus. Grafik perbandingan jumlah total

osteoklas per mm? pada tulagg E.dengan pembesaran 200 x dan 400

x dapat dilihat pag

%); KP = kontrol
(bahan uji ekstrak daun
jisekStrak daun babandotan
pahandotan 160 mg/200
akna dengan kontrol normal
(p<0,05)

Gambar 4.17 Grafik Perbandingan jumlah osteoklas rata-rata per mm? pada
tulang calcaneus tikus dengan pembesaran 200 x dan 400 x

Dari jumlah osteoklas rata-rata per lapang pandang 370473,7 pm?
(pembesaran 200x) dan 92483,2 um? (pembesaran 400x) selanjutnya dikonversi
kedalam jumlah osteoklas rata-rata per mm?2. Didapatkan hasil bahwa jumlah
osteoklas rata-rata per mm? pada pembesaran 200 x di kelompok kontrol negatif
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menunjukkan jumlah osteoklas yang terbesar (20,23) dibandingkan kelompok
perlakuan lainnya, yaitu kelompok positif (10,27), dan variasi dosis | (19,59),
dosis Il (18,06) dan dosis Il (13,99). Dan didapatkan hasil bahwa jumlah
osteoklas rata-rata per mm? pada pembesaran 400x di kelompok kontrol negatif
menunjukkan jumlah yang terbesar (81,74) dibandingkan kelompok perlakuan
lainnya, yaitu kelompok positif (45,41), dan variasi dosis | (79,15), dosis Il
(74,39) dan dosis Il (57,31).

Pada Gambar 4.17 terlihat hahwa pemberian ekstrak daun babandotan

dosis Il dapat menurunkaQaj ecara signifikan (p<0,05) pada

pembesaran 200 li8eE _ampir: | AW, menunjukkan bahwa
metabolit : A | ekstrak daun

ostépklas rata-rata
per g : : ' at. menekan

ir et al.,

annya
an resSepror actiy i <L) dan
ANK di
pe alu memicu d ¢ G -' osteoklas (Steki ., 2005;

Aescw & Evan, 20 sinovial fibrWn limfosit

T yang tiva ﬁ‘ S danh-sel makrofag

diantarany r ‘r o (Lk & —-1 002, lkawati., 2014).
Vah

Osteoklas me

ma y-stim

STt "ase apat menyebabkan
demineralisasi da d ﬂ Pbentuk celah absorbsi
sehingga menyebabkan de a w go erosi tulang pada AR (Mclnnes
& Scheet, 2011; Karmakar et al., 2010). Dengan berkurangnya pembentukan dan
aktivitas osteoklas dalam meresorpsi tulang membuktikan bahwa pemberian
ekstrak daun babandotan dapat berperan dalam mekanisme anti-artritis rematoid
pada hewan model AR.

Hasil penelitian uji-artritis rematoid pada tikus ini dapat menjelaskan
bahwa ekstrak etanol daun babandotan dapat menurunkan volume edema kaki
tikus dan dapat menurunkan derajat sinovitis dan jumlah osteoklas pada tulang
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calcaneus tikus, dimana dosis terbesar (160 mg) paling tinggi menurunkan
parameter uji anti-artritis rematoid dibanding dosis kedua (80 mg ) dan dosis
pertama (40 mg). Hasil data dari penelitian ini didapatkan bahwa ekstrak daun
babandotan dapat digunakan sebagai obat alternatif anti-artritis rematoid secara
invivo. Sehingga obat berbahan alam merupakan sumber obat baru yang cukup
poten, dimana memberikan kontribusi pada obat-obatan baru yang ditemukan.
Obat herbal terus membantu memberikan perbaikan kesehatan bagi lebih dari 80%

dari penduduk dunia, terutama di negara berkembang (Patel & Shah, 2013).
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

a. Karakterisasi ekstrak etanol 70 % daun babandotan yang dilakukan telah
memenuhi persyaratan Farmakope Herbal Indonesia. Ekstrak etanol daun
babandotan mengandung flavonoid yang berpotensi sebagai anti-artritis
rematoid pada tikus model AR.

b. Ekstrak etanol 70 % daup

pat menurunkan volume edema kaki

tikus model 4 g, didapat dengan obat
pemba dj (

C. sk@Rsinovitis pada

1o tikus model

R ra denga ‘,;_:r ftfapat de ibanding

ak _etanol 70% daun "@aban@btan®@apat menurunka eoklas

pada tulang aneUsH¥mod asil yang

gan ok nbanding otre
528
a. PerHaku ‘,-'* an Lgianii - etedlS re "'- gahtu perlakuan
yang lebifi.tama 14 t IC 1@"‘ aaksimal
b. Perlu dilakd : KSaan ' Jli ada hewan coba untuk

mengetahui ere D ‘ ' nol dotan
c. Perlu dilakukan pengujidf®le far han menggunakan fraksi senyawa

aktif daun babandotan pada uji anti-artritis rematoid
d. Perludilakukan pewarnaan spesifik untuk pemeriksaan osteoklas pada uji anti-

artritis rematoid agar hasilnya lebih maksimal
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Lampiran 2. Sertifikat Hewan uji (Tikus)
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Lampiran 3. Komposisi pakan Rattus norvegicus

Pakan CP 512. Produksi PT. Charden Pokphand Indonesia. JI Raya Serang Km.30 Desa
Cangkudu Kecamatan Balaraja Kabupaten Tangerang Barat.

Analisis Pakan tikus Persentase per 100 gr (%0)
Kadar air Max 13.0
Protein 19-21
Lemak 5.0
Serat 5.0
Abu 7.0

0.9
[).Q

D0

)L‘
o 7

Keterangan : (a) Hewan uji (Tikus); (b) Bahan uji Perlakuan; (c) CFA (Complete Freund’s
adjuvant); (d) Kandang Tikus ; (e) Timbangan tikus; (f) Plestimometer
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Lampiran 5. Surat Lolos Kaji Etik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

Gedung Fakultas Kedokteran Ul
JI. Salemba Raya No.6, Jakarta 10430

UN IVE RS ITAS IN DON E S I-A T. 62.21.3912477, 3193037':?!.3?09)(38337538,
AKULTAS KEDOKTERAN PR vl sy oy

E. humas@fk.ui.ac.id, office@fk.ui.ac.id
fk.ui.ac.id

"T‘l

2 /UN2.F1/

Nomor:

pm upaya
engkaji

®ommittee 0, prversity of 1 ; bf
be Protectiozciaanan right. 1h medicqlgscd has d
iled:

“Uji Efektivitas Anti-Ar(jis hato kstrak Etanol Daun Baban
[geratum s ides L.) Wada us tih yangai guksi Com
Ad]uv

an
mctpal Investigetto
EVama Institusi s rersitas Indonesia
nw of the Institut

q telah mg
dap 4

*Ethical approval berlaku satu tahun dari tanggal persetujuan
**Peneliti berkewajiban
| W R

identitas subyek p
status penelitian apabila
Setelah masa berlakunya keterangan lolos kaji etik, penefitian masih belum selesai, dalam hal ini ethical clearance
harus diperpanjang
b.  Penelitian berhenti di tengah jalan
Melaporkan kejadian serius yang tidak diinginkan (serious adverse events)
Peneliti tidak boleh melakukan tindakan apapun pada subyek sebelum penelitian lolos kaji etik dan informed consent

L

Semua prosedur persetujuan dilakukan sesuai dengan standar ICH-GCP.
All procedures of Ethical Approval are performed in accordance with ICH-GCP standard procedure.

e
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Lampiran 6. Alur skema penelitian anti-artritis rematoid ekstrak etanol 70%
Daun Babandotan

Aklitimasi hewan uji pendahuluan
v

Dilakukan uji pendahuluan induksi CFA, lama masa tunggu terjadi AR pada
tikus dan uji pendahuluan penetapan dosis obat kontrol positif

v

Pembuatan ekstrak etanol 70% Daun Babandotan

0% Daun Babandotan

ok

Dosis 1

v
Hari ek irari kaki dan injeksi ml
pengukw : A ; a-siplant Kiri tikus
kaki dan Injeksid! 4 , ﬁ‘h

"l

saline 0,

Ditunggu sela ta pengukuran kaki tikus

L' A
L w8

Hari ke-29 sampai 49 masing kelo®MB0k diberi perlakuan : variasi dosis bahan uji
ekstrak daun bandotan untuk dosis |, Ii dan Iii; larutan CMC 0.5 % untuk
kelompok normal dan kontrol negatif. suspensi metotreksat untuk kontrol positif
serta dilakukan pengamatan dan pengukuran kaki Kiri tikus dengan pletismometer

v
Hari ke-50 tikus dikorbankan dan diisolasi sendi pergelangan kaki/ankle
untuk dibuat sediaan histopatologi dan dilakukan pengamatan-perhitungan

Dilakukan pengolahan data dengan perangkat lunak statistika
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Lampiran 7. Tanaman Babandotan (Ageratum conyzoides L.)

Keterangan : (a) Simplisia kering tanaman babandotan; dan (b) Simplisia kering daun babandotan;

(c) Serbuk kering daun babandotan

N,

Keterangan : (a) Panci maserasi; (b) Rota atof; (c) waterbath
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Lampiran 9. Sertifikat Analisis etanol 70%

b PT.BRATACO

HASIL PEMERIKSAAN

Nama Bahan : Alcohol Antiseptié 70%
No Batch : 870151102

Ex : Brataco

ED 1 11/2018

: PKD 205028

enis Pemeriksaan Hasil

Pemg

sesuai

E suai
L oF ga
anik
pks Dra 2 - .36
bengandun BKC 80%

B/mi

Pemerik
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Lampiran 10. Penghitungan dosis dan pembuatan suspensi ekstrak daun
Babandotan

2.1 Penghitungan dosis harian ekstrak daun babandotan per 200 g bb tikus:

a. Dosis | : 200 mg /kg bb x 200 g/1000 g =40 mg
b. Dosis Il 400 mg /kg bb x 200 g/1000 g =80 mg
c. Dosis 11 : 800 mg /kg bb x 200 ¢g/1000 g =160 mg

Randemen pada peneli _ _ 2.%0 dan variasi dosis ekstrak daun
babandota ; A dengan menggunakan

sonde,sel;

1. Dqsi
Berat ang o

—Volume yang difat S
g 20 s

B Is Il yang di

7100 = 12,96 Tngge?
Volurge ’ Jl'Il"r tuk A‘o tan c“t’ﬁh 0 L,‘m;ka 12,96 mg/2

mL = 648 Voelume Vana diblat sebanyvake2@ ka berat ekstrak

G fl @ #29.6. Mg Maka 129,6 mg ekstrak
( i i! nL.

Berat dosis yang ditimbang = 160 mg x 16,2/100 = 25,92 mg

Volume pemberian untuk ekstrak babandotan adalah 2 mL, maka 25,92 mg/2

yang ditimbarg.20_m

disuspensi dalam lar

3. Dosis Il

mL=12,96 mg/mL. Volume yang akan dibuat sebanyak 20 mL. maka berat
ekstrak yang ditimbang 20 mL x 12,96 mg/mL = 259,2 mg. Maka 259,2 mg
ekstrak disuspensi dalam larutan CMC 0,5 % hingga 20 mL.
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2.2 Cara pembuatan suspensi ekstrak babandotan dalam 20 mL adalah sebagai

berikut :

- Timbang serbuk CMC 0,1 ¢

- Disiapkan akuades hangat

- Disiapkan ekstrak yang ditimbang sesuai perhitungan dosis

- Akuades panas dituangkan sedikit (5 mL) pada lumpang pengaduk lalu
CMC disebarkan dan dibiarkan sampai mengembang.(sekitar 10 menit) lalu
diaduk sampai CMC homogen

- Ekstrak babandotan g mpang yang berisi CMC dan diaduk

fla Iiades sampai 20

ydiperg enélitiaffadalak ag/200 0 )nde dan

sambil di

H

. Pembuatan lart

’ ml. : aplyang.gibuat s8 : perhari.
gdtaan pertabletT 3 [ 2,5 mg laruta ; 9% (FI,

199

Maka‘u@‘ap 2 AN N

(Dosismet eKSa alispe 3
Kandung = T e e B, .

SULELCRNEPY) M‘
2.5mg

Volume untuk 1 tikus adalah 2 m

imotreksat dalam 2,4 mg.

eningga jika membuat larutan metotreksat

24 m

9 x 20 mL =24 mg

sebanyak 20 ml (untuk 6 tikus) maka : oy

Jadi metotreksat yang ditimbang untuk dosis 0,05 mg adalah 24 mg yang dilarutkan

sampai homogen dalam 20 ml larutan normal salin.
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Lampiran 12. Cara penghitungan volume edema dan % Penghambatan udem rata-

rata pada kaki tikus

Cara penghitungan volume edema pada kaki tikus :

Volume edema kaki hari ke-x = volume telapak kaki (hari ke-x-hari ke-1) x 0,1 mL

Cara penghitungan % Penghambatan udem rata-rata pada kaki tikus (awad et al.,

2013) :

% Penghami

Keteranga

yada kelompok

falall " \Volumesta lap aki__ti DU i iksi pada
10 us yangdik
volunesfata:1ata (Slapakikaki tiku b diind <elompok
dak diber®igia | iegatif)
)

ah voluma™rata-ra i 3 s sebell si pada
pok tikus yafigtigak h alg(KORLrol negatif)

Keterangan : (a) Bak pembuatan dan pewarnaan preparat; (b) Oven; (c) Mikrotom putar
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Lampiran 14. Tabel skoring gambaran histopatologis sinovitis kronik
(Krenn et al., 2006)

1. Pelebaran sel lining lapisan sinovial
Skor 0 Sel lining membentuk 1 lapisan
Skor 1 Sel lining membentuk 2-3 lapisan
Skor 2 Sel lining membentuk 4-5 lapisan. dapat ditemukan beberapa sel
multinucleated

Skor 3 Sel lining memi
ditemuka

lapisan. dapat dengan ulcerasi. dapat

2. Kepada

.
r : )
: , 503 patiditemukan
erapa sel mt cles
liStro ovia NgKa efilkan sel
b giant multinucléated®formg@si pannus. reumatoj a dapat

toryl WilVy N
Tidak ada jafem ‘ rat ’
Terdapat it'limfosit, dan'saY plasma

Terdapat hanver laL Serntasma. kadangvmtukfolllcle-

tuk follicle-like

Jumlah Total 0-1
Total 2-4
Total 5-9  Sinovitis derajat tinggi (Artritis reumatoid)
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Gambaran histopatologi membran sinovial berdasarkan skor sinovitis yang meliputi

lapisan lining sel. stroma sinovial dan infultrasi sel radang (Krenn et al.. 2006).

Living oall layar Syroml sroma Infkerevatory inHirate

o '-'J'.‘f" "'—'
’fs‘ﬂ A
bm . ‘ W ,,‘ F1
o ‘k "““'atﬁ.ﬂ AR
o (AT S e (S
RO ot U o PRI
-4: ":,:‘ ,3:-::’", d :'J-.f e I qﬂl B
- 1 .,:. \, _‘.l %
N LS -1 A

2 Points

2
B P TP g -

i e

A eaaaan

Keterangan : Mikroskop olympus (IX 73 Inverted Microscope)
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Lampiran 16. Sertifikat Analisis CFA (Complete Freund’s adjuvant)

SIGMA-ALDRICH' P

3050 Spruce Streat, Saint Louls, MO 63103, USA
Wabsita: waw sigmanidrich com

Bl LS teohsery Esial. com

Outside USA:  suitechsorvwiEsial.com

Product Specification
Product Namsa:

Freund's Adjuwant, Complete - cell suspension

Product Mumbser: FEBE1

MDL:

Storage Temp

h 0A5% N J

ach mL contairs 1 od and dried, paraifin ail and 0.1
v 1 b

95.1000001626

Sigma-Aldich warmnls, thal ol the lime of the quaily reeasa i refest dale his product confomned la the infomation conlained in
this publication. Tha curment Specification sheat may be avalaole o Sigma-Aldich.com, For fuher inquiries, plesse contact Technical Serdca,
Purchaser must determing the sutaniny of the product for its pamicular use,  Sea reverse side of ivolca or packing sip far acdrional tams
and condifions of sale.

1a 1
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Lampiran 17. Hasil pengujian sisa residu pestisida dari LPPM Ul

ldlb“l atoy um l’l‘ll ! \ anan dan l\()\ll](‘l"\
8 llhlll mutu ()l)ﬂ(. Takay il

FAKULTAS FAR
MASI|
UNIVERSITAS INDONESIA

Kampus U1 p
Ship cpok, Telp. 021- ; :
“mail: ppm@farmac; .?.f .lid'lzmml ext. 303, Fax. 021-78849004

————

KET]ERANGAI.‘J HASIL PEMERIKSAAN
Qe : 0. Pemeriksaan 1294/LF/V/2016
nto
Produkas] Ekstrak Daun Bandotan 70% Etanol

Nomor Kode
/B
Wadah atch 3

Bentuk Vi
sl Contopy

Jenis Pemerik B . &
Sa3 ; 1
Hasil Pemeyg fing ‘

Pemerian
Uji ol

/.
-
s

Sampling diluar tanggung jawab ka.mn :
Surat Keterangan Hasil Pemeriksaan ini tidak boleh disalin atau di gandakan,
tanpa persetujuan dari Laboratorium Mutu FF-Ul
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Lampiran 18. Hasil Skrining fitokimia Biofarmaka Bogor

LABORATORIUM PUSAT STUDI BIOFARMAKA

LPPM - INSTITUT PERTANIAN BOGOR
JI. Taman Kencana No. 03 Bogor 16151

Telp/Fax: +62-251-8373561/ +62-251-8347525; ,
website: wwy biofarmaka.or.id; Emall: bfarmaka. lubiqmian com

LAPORAN HASIL UJI
No. (sertifikat) 405.025/LPSB IPB/V/16

aOndie L 03V
Nama / Tnstansi : Erna niversitas Indonesia
Alamat )
Jenis analisis BT
Tanggal Teri
Tanggal p A
j r nt =
| P, s nBlETeknik Analisis
I -
{ 9 =
VOl >
{14}
Alka ositif
ndorf st
. pOSItIT
P’;Sc}::n SN , positif | a
| Qui negatif 3
terol e,
I] | negati - T T
3 1 ometri
’ n 2 etri
terapgan

Hasil pengukuran /penguyan hanya berhubungan dengan barang yang diujf
Diarang Pusat Studi , LPPM 1PB

LPSB IPB-IV.25.2
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Lampiran 19. Tabel volume telapak kaki tikus pada hari ke-1 (sebelum induksi),
29, 35, 46, dan 50 setelah diinduksi oleh 0,1 ml CFA pada semua
kelompok perlakuan kecuali kontrol normal.

Volume telapak kaki (ml) Hari ke-

Kelompok Tikus Nomor 1 29 36 43 50

1 2.20 2.30 2.30 2.20 2.20

2 1.80 2.00 1.90 2.00 2.00

3 1.90 2.00 2.00 2.00 1.90

Kontrol Normal 4 1.90 1.90 1.90 1.90
5 2.20 2.40 2.40 2.40

.10 2.10 2.08
0.20 0.22

4.40 4.40

70 3.60

§ 90 3.90
7 3.70

3.80
.90 90 3.88
0.29 0.31

B0 340 48 3.00

3.60 3.10

2.90 .90 2.90
3.30 n 2.20

3.00 : 2.80

2.96 2.80

0.38 0.35

3.90 3.80

3.60 3.50

3.80 3.40 3.00

Dosis | 3.70 3.40 3.30
3.70 3.30 3.30

Rata 2.14 3.88 3.78 3.52 3.38

sd 0.18 0.08 0.13 0.24 0.29

1 2.20 3.80 3.70 3.40 3.20

2 2.10 4.10 4.00 3.90 3.70

Dosis 11 3 1.90 3.90 3.70 3.40 3.30
4 2.00 3.70 3.50 3.20 3.10

5 2.00 3.70 3.50 3.20 3.00
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(Lanjutan)

Rata 2.04 3.84 3.68 3.42 3.26

Ss 0.11 0.17 0.20 0.29 0.27

1 2.20 4.00 3.80 3.60 3.30

2 2.40 3.90 3.80 3.60 3.40

3 2.00 4.00 3.70 3.50 3.30

Dosis 111 4 2.20 3.50 3.50 3.40 3.20

5 2.00 3.80 3.50 3.40 3.10

Rata 2.16 3.84 3.66 3.50 3.26

SD 0.17 0.21 0.15 0.10 0.11

Keterangan :N= kontrol nogia MC 0.5 %; KN=kontrol negatif = CMC 0.5 %;
KP=koq gksat 0.05 mg/200 g bb; Dosis | = bahan uji
| : 2005g,bb:; Dosis Il = bahan uji ekstrak

d dot = bahan uji ekstrak daun
0 6
a kaki tiktiSlpadathatifke-1 (sebelu

kKsi ol@ | CEA

5, 46,
perlakuan

rol norma

AN T e

ﬁ".

v LLE
~oeff

0.10
0.10
0.10

1)

0.00 .00
0. .20

V 0.00

0.10

. 0.20 0.20

Rata 0. 10" =0 O 0.10

Sl 0.0 N0 0.08 0.10

KN ¥ % 2.20 2.20
1.50 1.40

2.00 2.00

4 1.80 1.90 1.90 1.90

5 1.80 1.80 1.90 1.90

Rata 1.94 1.90 1.90 1.88

sd 0.24 0.22 0.25 0.29

KP 1 2.40 2.10 1.20 0.80
2 1.90 1.60 1.20 1.10

3 1.60 1.30 1.30 1.30

4 1.30 1.10 0.20 0.00

5 1.60 1.40 1.30 1.20

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017
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(Lanjutan)

Rata 1.76 1.50 1.04 0.88

Sd 0.42 0.38 0.47 0.53

Dosis | 1 1.70 1.70 1.60 1.50

2 1.60 1.50 1.40 1.30

3 1.60 1.50 1.10 0.70

4 1.90 1.70 1.40 1.30

5 1.90 1.80 1.40 1.40

Rata 1.74 1.64 1.38 1.24

Sd 0.15 0.13 0.18 0.31

Dosis Il 1 1.60 1.50 1.20 1.00

.16

z gah : N=Kontrol ng ol negatif = C b: KP=kontrol
" positif = méa " Dosis | = bm‘ekstrak daun
’ babandotap40miid/26 ' Bahan uji ekstr§ n babandotan 80

0 mg/200 g bb.

5/200.9°5b | ahar lijiseksirak darm,Daba
m ‘*l# ‘i dot
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Tabel Perbandingan ada tidaknya perbedaan bermakna antar kelompok
perlakuan menurut hasil uji statistik berdasarkan volume edema kaki

tikus
Kelompok Kelompok Hari- Hari- Hari- Hari-
29 36 43 50

Kontrol Kontrol negatif + + + +

Normal Kontrol positif + + + +

Dosis | + + + +

Dosis Il + + + +

Dosis 11 + + + +

Kontrol i - + +

Negatif + +

+ +

+ +

Dosis

DOSIS
= Tengdapat perbéraan
perbedaan ma
5 seltiruhskelompok 10a ha 29
j seluruh ke ada hari
w Tujuan : méngetanui ke sebagai Syarat ANAVA
H Hipotesis : f aki tikus bera pulasi yang

: "i?\‘ erahri populasi yang

arditolalkda > 0.05 berarti Ho

Shapiro-Wilk
0. Hipotesis Kesimpulan
0.325 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

Hari ke -29  Kontrol Normal

Kontrol Negatif 0.071 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

Kontrol Positif 0.617 Ho Diterima  Terdistribusi Normal
Dosis | 0.086 Ho Diterima  Terdistribusi Normal
Dosis Il 0111 Ho Diterima  Terdistribusi Normal
Dosis 111 0.656 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

a. Kesimpulan: Sig > 0.05 sehingga Ho diterima. berarti data volume edema
kaki tikus terdistribusi normal
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(Lanjutan)
1.2 Uji Homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-29

a. Tujuan: Untuk mengetahui homogenitas sebagai syarat untuk uji ANAVA
b. Hipotesis : Ho = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistrubusi homogen
Ha = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang
tidak terdistribusi homogen
c¢. Kriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho
diterima
d. Hasil
Hari Ke-29 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.021 Ho ditolak ~ Tidak terdistribusi homogen

e. Kesimpulan : Sig

o ditolak, berarti data volume edema
kaki tikus tig -

Jji pada hari-29

1.3 Uji £
; nepmakna dari volume

rhadap volume

ap volume
edema istikus tiap

aupl < 0! erartjgHo > berarti Ho
diterima
HasilL.:
Q¥ ¥ m i
'!I 5 . v f akna
‘ Kesimpula ﬂ a & o ditolak, bers perbedaan
yang bermakne. aatar p ari ke-29

H hi' ada hh

14Ma
g bermakna dari volume

Kl

v

bermakna terhadap

valume edemaskaki ti ataghiima kelompok perlakuan
2 3 hedaa permakna terhadap volume
edema kaki ki igitara e ksl mpok perlakuan
c. Kiriteria uji : SIg <™ a o ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho
diterima
d. Hasil:
Kelompok Kelompok Sig Hipotesis Kesimpulan
Normal Negatif 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do Il 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do Il 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Negatif Normal 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif 0.427 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Dol 0.155 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il 0.355 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna

Universitas Indonesia

Uji Efektivitas..., Erna Harfiani, Farmasi Ul, 2017



130

Do 1l 0.152 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Positif Normal 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Negatif 0.427 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Dol 0.922 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il 0.849 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il 0.730 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Dol Do Il 0.593 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il 0.683 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il Do 1l 0.446 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna

e. Kesimpulan : sig < 0.05 artinya Ho ditolak pada perbandingan antara
kontrol nomal dengan kelima kelompok lainnya. Hal ini berarti pada hari
ke-29 terdapat perbedaan bermakna diantara kontrol normal dengan
kelima kelompok laiga

2 Uji Statistik volumesgee d DAkl pada hari ke-36
2.1 Uji Normg ppok uji pada hari ke-36
a. u untuk u1| ANAVA

: ' / ; I populasi yang
iz uji : Sig <"OMQELEIEILGETOlak dan St : o diterima
Kelompok

ke - kK€ orma dak Normal
ontrol N Y0 Diterima istribusiNormal

' ma ormal
Dosis | Ho Diterima Terdistribusil Normal
Dosis ] 0'e ] bitolak ~ Terdi idak Normal

H Dosis Biterima Uusi Normal

asitng . mm oererti datavolume edema

KUS

2.2 Uji Hormogentas (UjL Leve ‘ adlap-selurtiTRelOmpok uji pada hari ke-36

¢ @0cNitas sehagar syarat untuk uji ANAVA

Tujuan:™C t
a Imefede aki tikus berasal dari populasi yang

a.
b. Hipotesis : HO™=
terdistribusi homogen
Ha = Data volume edema Kkaki tikus berasal dari populasi yang
tidak terdistribusi homogen
c. Kriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil
Hari ke-36 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.053 Ho Diterima Terdistribusi Homogen

e. Kesimpulan : Sig > 0.05 sehingga Ho diterima, berarti data volume edema
kaki tikus terdistribusi homogen
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2.3 Uji Analisis Kruskall wallis terhadap seluruh kelompok uji pada hari-36

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
edema kaki tikus pada tiap perlakuan

b. Hipotesis : Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume
edema kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume edema

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Hari ke-36 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.003 Ditolak  Ada perbedaan bermakna
e. Kesimp - 3 plakgberarti ada perbedaan yang

berg

na dari volume

3 g perbe ) rhacap volume
ki tikus dTahigha. Haprkel@mMPOK perlak

erdapa daan yai na ie me edema
us diantaraitiap ke ok perlakuan
C. iteria uji : Sig < 0798,be Haldrtolak dan Sig > 0.0Q5 berartigH@' diterima
SI|

Berbeda be
Berbeda bg
Do | Berbeda
Do Il Berbeda b

f- 0 Berbeda ﬁkna
D ositiE 0 iterima Berbeda Bermakna
3 13 “'m Berbeda Bermakna
0070 HO Diterin erbeda Bermakna
0.021% Ho Ditola a'Bermakna
Positif w 48 . 0 i iglak Berbeda Bermakna
) Di ak Berbeda Bermakna
Do 11l 6 v ) Tidak Berbeda Bermakna
Do | Do Il 2000 10 Diterima Tidak Berbeda Bermakna

Do Il 0.164 Ho Diterima  Tidak Berbeda Bermakna
Do Il Do 111 0.2811 Ho Diterima Tidak Berbeda Bermakna

-

Negatl
Positif

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 artinya Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol
nomal dengan kelima kelompok lainnya. Hal ini berarti pada hari ke-36
terdapat perbedaan bermakna diantara kontrol normal dengan kelima
kelompok lainnya dan berbeda bermakna antara kontrol negatif dengan dosis
Il
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3 Uji Statistik volume edema kaki tikus seluruh kelompok uji pada hari ke-43
3.1 Uji Normalitas (Uji Saphiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-43
a. Tujuan : mengetahui kenormalan data sebagai syarat untuk uji ANAVA
b. Hipotesis : Ho = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kiiteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

d. Hasil
Shapiro-Wilk
Kelompok Sig. Hipotesis Kesimpulan
Hari ke - Kontrol Negatif Ho Diterima Terdistribusi Normal

43 Kontrol Positi o Ditolak Terdistribusi Tidak Normal

Terdistribusi Tidak Normal

Terdistribusi Normal

distribusi Tidak Normal
ardistribusi Normal

elapak kaki

grmogenitas (U] ke-43
juan: Untuk menge AVA
ipotesi oiEData ‘ 2 » pdlasi yang
ibusi homoges

pa dema ikus be asi yang

dak terdistrtbUsisho

writeria uji : Sigh&N0.05 ditql@k dan Sig > 0.0Wditerima
asil . .
ari ke-43 Sio. P pulan

i = s Yoo oy Terdistgipusi Homogen

ol "ﬂ“‘i‘: aititdata volume edema

C)

3.3 Uj Analisw.' i’ SRRGIBRIBOK uji pac hari 43
a. Tujuan : untu e w ya daan yang bermakna dari volume

edema kaki tikus padha tie
b. Hipotesis : Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume
edema kaki tikus tiap kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume edema
kaki tikus tiap kelompok perlakuan
¢. Kiriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Hari ke-43 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.001 Ho Ditolak Ada perbedaan bermakna
e. Kesimpulan : Sig < 0,05 sehingga Ho ditolak berarti ada perbedaaan
bermakna
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3.4 Uji Mann Whitney terhadap seluruh kelompok uji pada hari-43

a. Tujuan : Untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
edema kaki tikus antara tiap kelompok perlakuan

b. Hipotesis : Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume
edema kaki tikus diantara tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume edema

kaki tikus diantara tiap kelompok perlakuan

c. Kiriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil:
Kelompok  Kelompok Sig Hipotesis Kesimpulan
Normal Negatif 0.008* Ho Ditolak Berbeda bermakna

Positif 0 Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do | iiolak Berbeda bermakna
: Berbeda bermakna
ada bermakna
H a bermakna

Nega
D ‘ b€kmakna
DO bermakna
q a b kna
if i berfakna
434 ; 2 i a bérmakna
i a idak™Berbe akna
. akna
g Diteri alke'h na
| Y Diteri i erbeda be <na
esimg i i han yang

be ? : ; erbandingan

a kontg ima ke i arti pada
ari ke 43 ere audiantara komt al dengan
elima kelompgkslain dapat perbedaan bermaknasaitara kontrol
negatif denga tF8| dan.k&tigalkelompok dosis.

H

4, Ule e-50

0#1 elo v'-."""TIJ*u
4.1 Ujl Orme # 0-\ jadap se - pok uji pada hari ke-50

ne "ﬂ—lrlh.-.wju]ll’Hﬂll'm. -.{—l-r'"“ ? jl ANAVA

. ede A asal dari populasi yang

)l ade Mrasal dari populasi yang

b H PDala Vo

terdl

tidak terdistribd

c. Kiriteria uji : Sig < 0.05 be Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil
Shapiro-Wilk
Kelompok Sig. Hipotesis Kesimpulan
Hari ke - Kontrol Normal 0119 Ho Diterima Terdistribusi Normal
50 Kontrol Negatif 0.346 Ho Diterima Terdistribusi Normal
Kontrol Positif 0.146 Ho Diterima Terdistribusi Normal
Dosis | 0.065 Ho Diterima Terdistribusi Normal
Dosis 11 0.201 Ho Diterima Terdistribusi Normal
Dosis 1 0.146 Ho Diterima Terdistribusi Normal
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e. Kesimpulan : Sig > 0.05 sehingga Ho diterima, berarti data volume edema
kaki tikus terdistribusi normal

4.2 Uji Homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-50
a. Tujuan: Untuk mengetahui homogenitas sebagai syarat untuk uji ANAVA
b. Hipotesis : Ho = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistrubusi homogen
Ha = Data volume edema kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen
c. Kriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

apdari volume

d. Hasil
Hari ke-50 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.117 HoiRiterima Terdistribusi Homogen
e. Kesimpulagabig § " agherarti data volume edema kaki
tikus e h )
4.3 Uji N3 ah ( se lomapok uji pada hari-
50

ap volume

e edema

aki tikus tiap kelompe
riteria Lijim@Sig. < 0.05 itolaks@amSig .OF 0,diterima

ﬂ Ada perbedaafbeahakna

e. _Cesimpulan : n H n plak. berarti agla perbedaan yang
ﬁrmakna antarperiakian pada Rarke=50 h
Gl <l e B

44 UjiB 3 ok uji pada hari-50
a. HjUaiiy.. Untt adany: bedaan .y ermakna dari volume
eo
Hipo
edema

ang.bermakna terhadap volume
ran
g bermakna terhadap volume edema

kaki tikus diantara Ti pok perlakuan
c. Kiiteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil:
Kelompok Kelompok Sig Hipotesis Kesimpulan
Normal Negatif 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif 0.006* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do ll 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do 1l 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Negatif Positif 0.000* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 0.031* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do Il 0.024* Ho Ditolak Berbeda bermakna
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Do 1l 0.006* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif Dol 0.446 Ho Diterima  Tidak Berbeda bermakna
Do ll 0.508 Ho Diterima Tidak berbeda bermakna
Do 1l 0.860 Ho Diterima Tidak berbeda bermakna
Dol Do ll 1.000 Ho Diterima Tidak berbeda bermakna
Do 1l 0.977 Ho Diterima Tidak berbeda bermakna
Do Il Do 1l 0.988 Ho Diterima Tidak berbeda bermakna

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sehingga Ho ditolak pada perbandingan antara
kontrol nomal dengan kelima kelompok lainnya; antara kontrol negatif
dengan kelompok positif, dosis I, Il dan I1l. Hal ini berarti pada hari ke-50
terdapat perbedaan bermakna diantara kontrol normal dengan kelima
kelompok lainnya, antara kontrol negatif dengan kelompok kontrol positif
dan dosis I1l. Namun tid apatkan perbedaan bermakna antara kelompok
kontrol positif de is 1.

%)
'

¢
>
<

- A\
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Lampiran 20. Tabel skoring sinovitis dan hasil statistika

Tabel Skoring histoPA uji artritis sinovitis (per lapang pandang pembesaran
40x lalu diperbesar pembesaran 400x)

Observer | Observer 11 Jumlah
Kelompok  Lining  Stroma Sel Lining  Stroma Sel 1 2 Hasil
sel radang sel radang observasi
Sinovitis
N 1 1 0 0 0 0 0 1 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0 0 1 0 02
4 0 0 0 0 0 0 0 0 '
5 0 0 0 0 0 0 0
Rata 0 0,0
KN

(

-
N
~

o ohw

ata

59

TN WN PR
R R R R
W wwww
NN NN
el e
W wwww
NN RN

oo oo

g oo U o

ata
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Tabel Perbandingan ada tidaknya perbedaan bermakna antar kelompok
perlakuan berdasarkan hasil uji statistik berdasarkan skor sinovitis

Kelompok Kelompok Hari-50
Kontrol Kontrol negatif +
Normal Kontrol positif +
Dosis | +
Dosis Il +
Dosis Il +
Kontrol Positif +

Negatif

ra : 9
i ;
@ Dasi
mpo "4'. oSis I

<Dosj
= Tidak teftiapat Perbedaafi?bermakna; atiperbedaan
bermakna; Kontfek normel = C 0.5 %; Kontrol pegati C 0.5 %;
0 Sitif ="metotre 0.0& Dag bb; B bahan uji
strak daun baka 00 g bb; E = bahaatuji ekstrak
daun R 0 0 is 111 = rak daun

babandota ¢ d
t|k skor sinoy H
rmallt phiro-\ omp
Ujuag ,. s - ebag

‘?' s10]¢

pada hari ke-50
. Hipotesie a KUS pe i yang terdistribusi

I ANAVA

Data, sing kaki_tiIK(S™he darl populasi yang tidak
terdistr
c. Kiriteria um ; < 3 0 o1y > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil ‘-
Shapiro-Wilk
Kelompok Sig. Hipotesis Kesimpulan
Kontrol Normal 0.006 Ho Ditolak Tidak Terdistribusi Normal
Hari ke - Kontrol Negatif 0.119 Ho Diterima Terdistribusi Normal
50 Kontrol Positif 0.000 Ho Ditolak Tidak Terdistribusi Normal
Dosis | 0.440 Ho Diterima Terdistribusi Normal
Dosis Il 0.000 Ho Ditolak Tidak Terdistribusi Normal
Dosis 11 0.000 Ho Ditolak Tidak Terdistribusi Normal

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sehingga Ho ditolak, berarti data sinovitis tikus
terdistribusi tidak normal
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1.2 Uji Homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-50
a. Tujuan: Untuk mengetahui homogenitas sebagai syarat untuk uji ANAVA
b. Hipotesis : Ho = Data sinovitis kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistrubusi homogen
Ha = Data sinovitis kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen
c. Kiriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

d. Hasil
Hari ke-50 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.001 Ditolak Terdistribusi Tidak Homogen
e. Kesimpulaga#5ig > 2 alggherarti data sinovitis kaki tikus
terdis; ig '

1.3 Uji j : ( pasla hari-50
j " : knadari sinovitis kaki
hadap sinovitis
iap kelo
erdapa faan yang it : ovitis kaki
elompo ar|akUs
Sig < 0.0%kerartBHo ditblak dan Sig > 0.05 berarti iterima

. Kriteria uji :
Sil

1% kip A esimp
1' '- akna
‘esmpulan Si ﬂ h plak, berarti ad

rmakna anta
-
1.4 lﬁi harih'

alld S [ 210 0 ™
a. Tuju Jf [ a0 V/a ‘ﬁ"‘n permakna dari sinovitis

flaan yang

na terhadap sinovitis

na terhadap sinovitis kaki

tikus diantara lim
c. Kriteria uji : Sig < 0.05 befe itolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
Hasil :

=
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Kelompok Kelompok Sig Hipotesis Kesimpulan
Normal Negatif 0.008* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif 0.008* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 0.008* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do ll 0.006* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do 1l 0.006* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Negatif Positif 0.007* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do | 0.290 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna

Do Il DOL* Ho Ditolak Berbeda bermakna
D o Ditolak Berbeda bermakna
Ditecima  Tidak berbeda bermakna
Tidak berbeda bermakna
idak berbeda bermakna
daig. berbeda bermakna
d erbeda bermakna
dd beda bermakna
atif dengan

c 'v.ll

perarti pada harigke at perbedaan bermakna“dianiara kontrol

jgan antara

rmal depgan keli lainnya,_antara kong f dengan
lim nmnok lainnye g 0 jtif denge . Namun
dapatkan pe - g antara kelo ontrol peSitif dengan

-
[ -

=
~odf

- A\
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Lampiran 21. Tabel perhitungan jumlah osteoklas dan hasil statistika

Tabel Jumlah rata-rata osteoklas perlapang pandang (pembesaran 200x) setiap
kelompok perlakuan pada pengamatan gambaran histopatologi tulang

calcaneus
N (Ulangan Jumlah osteoklas per lapang pandang (370473,7 um?)
Tikus) N KN KP DO | DOl DO 1l
1 2.80 9.00 4.60 7.60 6.90 5.50
2 2.90 6.10 3.80 7.10 6.60 4.20
3 1.90 7.00 3.70 6.90 6.80 5.70
4 0.88 82 7.08 6.96 4.72
S .60 6.20 5.80
6.69 5.18

0.31 +0.69

4Q setiap

(Ulangan cilapang m?)
Tik [ DC DO Il

7.80 6.20 5.10

6.80 5.80

\ 3 7.20 .30 5.80

4 )

: 8.00 W 4.90

ta-rata G 0 7.32 ; 5.30
%an 1‘"\ h

o w ) s

6.80 4.90
Keterangan : N.= Kontrolnerma CR.5. %mk\L = KOTILrol negatif (CMC 0.5 %),
: 0 i i gf200 g bb), DO | = dosis |
(bahan uji-e mg/200 g bb), DO Il = dosis Il
(bahan uji ekstra 2 n 80 mg/200 g bb), DO 111 = dosis I
(bahan uji ekstrak daun babandotan 160 mg/200 g bb), Pembesaran
200x (lapang pandang = 527.56 um x 702.24 um), Pembesaran 400x
(lapang pandang = 350.90 um x 263.56 m)

+1.25 +0.46
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Tabel Jumlah rata-rata osteoklas setiap kelompok perlakuan per mm? area
(pembesaran 200 x)

N (Ulangan Jumlah osteoklas per lapang pandang (mm?)

Tikus) N KN KP DO | DO Il DO Il
1 7.56 24.29 12.42 20.51 18.62 14.85
2 7.83 16.47 10.26 19.16 17.82 11.34
3 5.13 18.89 9.99 18.62 18.35 15.39

4 2.38 19 10.31 19.11 18.79 12.74
5 3 20.51 16.74 15.66
Rata-ratg ‘ . 9,59 18.06 13.99

0.83 1.87
Tahel J
D

/]
s) N

u DO Il

1 55.19

62.71

: 62.71

£ / 52.98

5 12 8 3 52.98

‘Rata—rata 1 o H ] 57.31
d 8

5.01

48

Keterangan

0/200 g bb); Pembesaran
X 702.24 pm), Pembesaran 400x
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Tabel Perbandingan ada tidaknya perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan menurut
hasil uji statistik berdasarkan jumlah total osteoklas per mm? pada tulang calcaneus kaki
tikus

Kelompok Kelompok 200 X 400 X
Kontrol Kontrol negatif + +
Normal Kontrol positif + +

Dosis | + +

Dasisl| + +

+ +

Kontrg + +

()
o _)

erbedaan ber

Mlstlkjumlah kla A d
-

k jumlah oste 00X

rmalitas_(LLji ““‘---l ada h kelompwnda hari ke-50
fjua geta A a2 sebaga nt ANAVA
ipote ““ %L # , . "?fki grasal dari populasi yang

preldanrs

Pata jumia

tidak terdisifif i ...
c. Kriteria ujt=Sig"< Q.08 0
d. Hasil B

asal dari populasi yang

0.05 berarti Ho diterima

Shapiro-Wilk

Kelompok Sig. Hipotesis Kesimpulan

Kontrol Normal 0.237 Ho Diterima  Terdistribusi Normal
Hari ke - Kontrol Negatif 0.751 Ho Diterima  Terdistribusi Normal
50 Kontrol Positif 0.548 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

Dosis | 0.148 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

Dosis Il 0.339 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

Dosis Il 0.291 Ho Diterima  Terdistribusi Normal

e. Kesimpulan : Sig > 0.05 sehingga Ho diterima, berarti data osteoklas kaki
tikus terdistribusi normal
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1.2 Uji Homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-50
a. Tujuan: Untuk mengetahui homogenitas sebagai syarat untuk uji ANAVA
b. Hipotesis : Ho = Data jumlah osteoklas kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen
Ha = Data jumlah osteoklas kaki tikus berasal dari populasi yang
tidak terdistribusi homogen
c. Kiiteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima

d. Hasil
Hari ke-50 Sig. Kesimpulan
0.01 Tidak Terdistribusi Homogen
e. Kesimp i perarti data jumlah osteoklas

kaki t

1.3 Uj : ; {6 : padaghari-50
dermakna dari jumlah

erpadap jumlah

kaki tikus trauikel perlakuan
Terddf bedaai ap jumlah

aki tikOsitiap kal@fpok perfakuan
iteria uji : Sig < 0.88,be Haiditolak dan Sig > 0.05 bera
asil ;

sl
1“. f affpakna

e. Kesimpulan : S 05 se 0 ditolak, berart| agda perbeffaan yang
ermakna an erlakuan pad e-50

1.4 nn Whitpe 2Capiselurih kelompokeuji ada hari v
mju #,\\ 3 ; : -Ha“u h(na dari jumlah
e

diterima

OStEa K K
HO = THdaK terdanat perpedaai-viai Kkna terhadap jumlah
Syl an a Kelompe

akna terhadap jumlah
osteokl
c. Kriteria uji : dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil:
Kelompok Kelompok Sig Hipotesis Kesimpulan
Normal Negatif 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do ll 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do 1l 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Negatif Positif 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Dol 1.000 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do Il 0.117 Ho Diterima  Tidak berbeda bermakna
Do 1l 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Positif Dol 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do ll 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
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Do Il 0.016* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do | Do Il 0.021* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do 1l 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna
Do ll Do 1l 0.009* Ho Ditolak Berbeda bermakna

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sehingga Ho ditolak pada perbandingan antara
kontrol normal dengan kelima kelompok lainnya; antara kontrol negatif
dengan kelompok positif, dan Il dan antara kontrol positif dengan dosis I,
Il dan Ill. Hal ini berarti pada hari ke-50 terdapat perbedaan bermakna
diantara kontrol normal dengan kelima kelompok lainnya, antara kontrol
negatif dengan kelompok Kontrol positif dan Dosis Il serta ada perbedaan
bermakna antara variasi dosis. Namun tidak didapatkan perbedaan bermakna
antara kelompok kontrol pegatif dengan dosis I dan II.

aran 400x

2.Uji statistik jumlah oste
i elompok uji pada hari ke-

2.1 Uji Nor
50

ptuk uji ANAVA

sal dari populasi yang

i pepulasi yang

o diterima

m-/
O N o

rima ormal

Diterima  Terd iNormal

Dosis Diterima Normal
Dosis ) Diterima si Normal

. r<esimpulan : ) goge " Ho diterima. data jumlah
0

steQ ﬁ- : 8. Ty :i\
22 )Y "'ﬁo.k-‘ VEHT) C alla U KO U ada ha” ke'50
untuk uji ANAVA
Kusberasal dari populasi yang

aki tikus berasal dari populasi yang
tidak terdistribusi hormoge
c. Kriteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil
Hari ke-50 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.026 Ho Ditolak Tidak Terdistribusi Homogen
e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sehingga Ho ditolak, berarti data jumlah osteoklas
kaki tikus terdistribusi tidak homogen

2.3 Uji Analisis Kruskall wallis terhadap seluruh kelompok uji pada hari 50
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari jumlah
osteoklas kaki tikus pada tiap perlakuan
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b. Hipotesis : Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah
osteoklas kaki tikus tiap kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah
osteoklas kaki tikus tiap kelompok perlakuan
c. Kiiteria uji : Sig < 0.05 berarti Ho ditolak dan Sig > 0.05 berarti Ho diterima
d. Hasil:

Hari ke-50 Sig. Hipotesis Kesimpulan
0.000 Ho Ditolak Ada perbedaan bermakna

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sghingga Ho ditolak, berarti ada perbedaan yang
bermakna antar pe ike-50

2.4 Uji Mann 3 eluruh ke  DadEsari-50
a. Tuj permakna dari jumlah

hknasterhadap jumlah

i
: M L ah osteoklas

<riteria u : tolak ig.> 0.05 be diterima

elompok Hipotesis i n
Normg Negati Ho hakna
i 10 Ditola Berbeda bgrmakna
glak akna
dlak F akna
Ditolak erbeda bermakna
& Ditolak : makna
iterima  Tidak berbeda bermakna
o Diterima  Tidak beda bermakna
0 Ditola da bermakna
Ho D "ﬁ‘ Berbeda bermakna
o Ditola beda bermakna
Berbeda bermakna
dak berbeda bermakna
Berbeda bermakna
Berbeda bermakna

e. Kesimpulan : Sig < 0.05 sehingga™Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol
nomal dengan kelima kelompok lainnya; antara kontrol negatif dengan kelompok
positif dan dosis I11, antara kontrol positif dengan dosis I, Il dan I11. Hal ini berarti
pada hari ke-50 terdapat perbedaan bermakna diantara kontrol normal dengan
kelima kelompok lainnya, antara kontrol negatif dengan kelompok kontrol positif
dan dosis Il1, dan antara kontrol positif dengan dosis I, Il dan I1l. Namun tidak
didapatkan perbedaan bermakna antara kelompok kontrol negatif dengan dosis |
dan dosis 1l serta antara dosis | dan II.
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