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ABSTRAK

Nama : Margaretha S.M.U.
Program Studi  : Farmasi
Judul : Efek Ekstrak Etanol 70% Rumput Mutiara (Hedyotis

corymbosa (L.) Lamk.) terhadap Penurunan Jumlah Osteoklas
Tulang Calcaneus Tikus Model Artritis Reumatoid

Rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) telah terbukti secara empiris
untuk mengatasi berbagai gejala inflamasi kemudian sitokin inflamasi yang
dihasilkan dapat menyebabkan pembentukan dan aktivasi osteoklas sehingga
terjadi risiko resorpsi tulang berlebihan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
jumlah osteoklas setelah pemberian ekstrak etanol 70% rumput mutiara ditinjau
dari histologi tulang calcaneus tikus dengan volume udem telapak kaki tikus
menggunakan pletismometer sebagai parameter pendukung. Penelitian ini
menggunakan modifikasi metode adjuvant-induced arthritis, dilakukan pada 36
tikus jantan, terbagi dalam 6 kelompok. Kelompok-kelompok tersebut diinduksi
pada hari ke-1 dengan Complete Freund’s Adjuvant secara subplantar, kecuali
kontrol normal yang diinduksi larutan salin. Bahan uji diberikan secara oral pada
hari ke-2 sampai 28 pada tiga kelompok dosis, yaitu 28,06 mg/200 g BB; 63,13
mg/200 g BB; dan 142,04 mg/200 g BB. Pengukuran volume telapak kaki
dilakukan pada hari ke-1, 7, 14, 21, 28. Pembuatan histologi dilakukan setelah
perlakuan berakhir. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ketiga dosis tidak
berefek menurunkan volume udem secara bermakna, tetapi dosis 63,13 mg/200 g
BB merupakan dosis terbaik yang dapat menurunkan jumlah osteoklas tulang
secara bermakna. Hasil ini menunjukkan bahwa rumput mutiara dapat diteliti
lebih lanjut sebagai pengobatan artritis reumatoid, terutama pencegahan terjadinya
resorpsi tulang berlebihan.

Kata kunci . artritis  reumatoid, calcaneus, Hedyotis corymbosa (L.)
Lamk., histologi, osteoklas

xv + 106 halaman ; 12 gambar; 10 tabel; 13 lampiran
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ABSTRACT

Name : Margaretha S.M.U.
Program Study : Pharmacy
Title : The Effect of 70% Ethanolic Extract of Pearl Grass (Hedyotis

corymbosa (L.) Lamk.) in Osteoclasts Reduction in Calcaneus
Bone of Male Rats Rheumatoid Arthritis Model

Pearl grass (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) has been empirically proven to
decrease the various symptoms of inflammation then inflammatory cytokines
produced may lead to osteoclasts formation and activation that leading to the risk
of excessive bone resorption. This study aimed to determine the number of
osteoclasts after administration of pearl grass 70% ethanolic extract in terms of
rats calcaneus bone histology with paw edema volume using pletismometer as
supporting parameter. This study used a modified method of adjuvant-induced
arthritis, conducted on 36 male rats, divided into 6 groups. These groups were
induced on day-1 with Complete Freund’s Adjuvant by subplantar injection,
except normal control. Each group was administered orally on days 2 until 28
with 28.06 mg/200 g BW, 63.13 mg/200 g BW, and 142.04 mg/200 g BW doses.
Paw volume measurements performed on day 1, 7, 14, 21, 28. Histology was
processed after treatment ended. All of doses could not significantly reduce the
edema volume, but 63.13 mg/200 g BW dose is the best dose that can decrease the
bone osteoclast significantly. These results indicate that the pearl grass can be
further investigated as a treatment for rheumatoid arthritis, especially for the
prevention of excessive bone resorption.

Key word : calcaneus, Hedyotis corymbosa (L.) Lamk., histology,
osteoclast, rheumatoid arthritis

xv + 106 pages ; 12 pictures; 10 tables; 13 appendices
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BAB 1
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Artritis Reumatoid adalah penyakit sistemik kronis yang mempengaruhi
sendi, jaringan penghubung, otot, tendon, dan jaringan fibrosa. Penyakit ini
cenderung menyerang usia dewasa paling produktif, antara usia dua puluh hingga
empat puluh tahun, dan merupakan kondisi ketidakmampuan kronis yang sering
menyebabkan nyeri dan deformitas. Prevalensi penyakit ini bervariasi antara 0,3%
dan 1%; paling sering menyerang wanita, serta biasanya terjadi pada negara-
negara berkembang. Setelah onset sepuluh tahun, sedikitnya 50% pasien di negara
berkembang tidak dapat melakukan pekerjaan dalam waktu kerja yang penuh.
(WHO, 2012). Kasus artritis reumatoid diperkirakan berkisar antara 0,1 % sampai
dengan 0,3 % dari jumlah penduduk Indonesia (Nasution, 2011). Gambaran klinis
umum dari artritis reumatoid adalah inflamasi berupa demam, rasa lemah, nyeri
tubuh, dan pembengkakan sendi (Corwin, 2001).

Sebagaimana penyakit tulang dan sendi lainnya seperti osteoporosis, lytic
bone metastasis, periodontitis, dan Paget’s disease, artritis reumatoid ditandai
dengan terjadinya resorpsi tulang yang progresif dan berlebihan oleh osteoklas
(Boyle et al., 2003; Lee, Jin, Shim, Kim, Ha, & Lee, 2010). Beberapa penelitian
terdahulu telah menemukan bahwa osteoklas merupakan sel efektor penting dalam
inflamasi terinduksi penurunan massa tulang dan penyakit yang melibatkan lisis
tulang secara abnormal, seperti artritis reumatoid. Selain itu, penelitian in vitro
maupun in vivo juga telah menunjukkan bahwa banyak sitokin yang dihasilkan
saat inflamasi memiliki peran terhadap diferensiasi dan aktivasi osteoklas. Oleh
karena itu, saat ini strategi pengobatan pada penyakit tulang berfokus pada
penekanan destruksi tulang dan inflamasi yang berhubungan dengan kehilangan
massa tulang (Han et al., 2007). Penelitian mengenai agen antiinflamasi yang
memiliki efek penghambatan pembentukan osteoklas juga telah banyak dilakukan
sehingga respon inflamasi dan resorpsi tulang abnormal dapat diatasi dengan
penggunaan satu jenis terapi antiinflamasi, khususnya antinflamasi non-steroid
(Karakawa et al., 2011).
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Antiinflamasi non-steroid yang biasanya digunakan untuk pengobatan
artritis reumatoid adalah selekoksib, indometasin, dan natrium diklofenak (Wells
et al., 2009). Akan tetapi, masyarakat semakin menyadari bahwa penggunaan obat
sintetis juga disertai dengan terjadinya berbagai reaksi obat yang tidak diinginkan
sehingga penggunaan obat herbal banyak menjadi pilihan bagi terapi artritis
reumatoid. Salah satu tanaman yang mengandung agen antiinflamasi alami adalah
rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.). Tanaman ini telah terbukti
memiliki efek antiinflamasi secara in vitro pada dosis 50 pg/ml (Ahmad, Alib,
Israf, & Ismaila, 2005). Rumput mutiara telah lama digunakan pula secara
tradisional untuk pengobatan radang kantung empedu, radang akut usus buntu,
radang amandel, kanker, dan hepatitis (Wijayakusuma, 2008). Tanaman ini juga
digunakan sebagai agen antiinflamasi kuat pada pengobatan secara empiris di
klinik herbal (Herbal Insani, 2012; wawancara dengan dr. Ipak Ridmah
Rikenawaty, 5 Januari 2012).

Penelitian  ini  dilakukan untuk menguji efek penghambatan
osteoklastogenesis dari tanaman rumput mutiara dengan menggunakan sejumlah
hewan uji tikus putih jantan terinduksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) yang
dikelompokkan ke dalam beberapa kelompok dosis. Dosis ekstrak diberikan
dalam tiga kelompok dosis yang digunakan berdasarkan konversi dari dosis
manusia ke dosis tikus sebagai hewan coba. Dosis serbuk kering rumput mutiara
sebagai antiinflamasi untuk manusia yang telah digunakan secara empiris adalah
sehari 2x2 kapsul serbuk kering produksi CV. Herbal Insani (Herbal Insani, 2012)
dan 3x3 kapsul serbuk kering berdasarkan peresepan praktek dokter herbal di
Klinik Pala Farma, Depok (wawancara dengan dr. Ipak Ridmah Rikenawaty, 5
Januari 2012), sedangkan dosis pertama merupakan pembagian 2,25 kali dari
jumlah dosis kedua. Penelitian dilakukan dengan beberapa variasi dosis ekstrak
rumput mutiara untuk mengetahui dosis optimal rumput mutiara sebagai agen
antiinflamasi dan inhibitor osteoklastogenesis sehingga diharapkan ekstrak rumput
mutiara dapat bermanfaat bagi terapi pasien artritis reumatoid sekaligus dapat
mencegah terjadinya penurunan kepadatan tulang akibat aktivitas osteoklas yang

berlebihan.
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12 Perumusan Masalah dan Ruang Lingkup
1.2.1 Perumusan Masalah

Inflamasi yang dialami oleh pasien artritis reumatoid disertai pembentukan
sitokin inflamasi yang dapat menginduksi pembentukan dan pematangan
osteoklas. Osteoklas merupakan sel yang berfungsi meresorpsi tulang pada proses
remodelling tulang normal, tetapi pada pembentukan dan aktivitas berlebihan
dapat menyebabkan osteoporosis pada jangka panjang. Berdasarkan literatur,
rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) memiliki efek antiinflamasi
yang dapat menghambat sitokin inflamasi. Penelitian ini menganalisis mengenai
apakah pemberian ekstrak etanol 70% rumput mutiara memiliki efek terhadap
penurunan jumlah osteoklas pada histologi tulang calcaneus tikus putih jantan

model artritis reumatoid.

1.2.2 Ruang Lingkup

Farmakologi

1.3  Tujuan
Mengetahui efek penurunan jumlah osteoklas setelah pemberian ekstrak
etanol 70% rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) terhadap tikus putih

jantan model artritis reumatoid yang diinduksi CFA.

14 Jenis Penelitian dan Metode
1.4.1 Jenis Penelitian

Eksperimental

142 Metode

Kelompok dosis dan kontrol diinduksi dengan CFA pada hari pertama dan
pemberian dosis terapi pada hari ke-2 sampai ke-28. Pengukuran inflamasi
dilakukan dengan pletismometer. Pengamatan histologi tulang dilakukan secara
mikroskopik dengan membandingkan jumlah osteoklas yang terdapat pada

histologi kelompok normal, dosis, dan kontrol setelah hari ke-28.
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15 Hipotesis
Ekstrak etanol 70% tanaman rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.)
Lamk.) dapat menurunkan jumlah osteoklas pada tulang calcaneus tikus putih

jantan model artritis reumatoid yang diinduksi CFA.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.)
2.1.1 Kilasifikasi dan Tata Nama
2.1.1.1 Klasifikasi (USDA, 2012)

Dunia : Plantae

Subdunia : Tracheobionta
Superdivisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Subkelas - Asteridae

Bangsa : Rubiales

Suku - Rubiaceae

Marga : Oldenlandia L.

Jenis : Hedyotis corymbosa L.

2.1.1.2 Nama Daerah

Rumput siku-siku, bunga telor, belungkas (Indonesia); daun mutiara,
rumput mutiara (Jakarta); katepan, urek-urek polo, lidah ular (Jawa); pengka
(Makassar); Shui xian cao (China) (Depkes RI, 1995; Dalimartha, 2008).

2.1.2 Deskripsi

Rumput mutiara tumbuh subur pada tanah lembab di tepi jalan, pinggir
selokan, atau di tanah telantar. Terna, tumbuh rindang berserak karena banyak
percabangan, batang bersegi, agak lemah, tinggi 15-50 cm. Daun letak berhadapan
bersilangan, bertangkai sangat pendek. Helaian daun bentuk lanset, ujung runcing
berambut pendek, pangkal menyempit, tepi rata, tulang daun satu di tengah,
panjang daun 1-3 cm, lebar 1,5 mm sampai 5 mm warna hijau muda, permukaan
bawah berwarna keabu-abuan. Batang persegi empat, bercabang tebal lebih
kurang 1 mm, warna hijau kecoklatan sampai hijau keabu-abuan. Bunga majemuk

2-5, keluar dari ketiak daun, berbentuk payung berwarna putih, tangkai bunga
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induk keras seperti kawat, dan panjang 5-10 mm. Buah memiliki panjang 1,75
mm sampai 2 mm, lebar 2 mm sampai 2,5 mm, pada permukaan luar di dekat
bagian ujung terdapat sisa kelopak berupa tonjolan kecil runcing. Biji bersudut-
sudut. Akar tunggang, warna kecoklatan, garis tengah lebih kurang 1 mm, akar

cabang serupa benang-benang (Depkes RI, 1995; Dalimartha, 2008).

2.1.3 Kandungan Kimia

Rumput mutiara mengandung flavonoid, tanin, triterpenoid, glikosida
iridoid, hentriakontan, stigmasterol, asam ursolat, B-sitosterol, sitosterol-D-
glukosida, asam-p-kumarat, asam oleat, baihuasheshecaosu (kemungkinan analog
kumarin), alizarin, krorogenin, dan ikatan antragalol (Depkes RI, 1995; Soenanto,
2005; Wijayakusuma, 2008).

2.1.4 Persyaratan Simplisia

Persyaratan simplisia adalah kadar abu tidak lebih dari 12%, kadar abu
yang tidak larut dalam asam tidak lebih dari 2%, kadar sari yang larut dalam air
tidak kurang dari 10%, dan kadar sari yang larut dalam etanol tidak kurang dari
7% (Depkes R1,1995).

2.1.5 Kegunaan

Efek farmakologis tanaman ini adalah untuk menghilangkan panas dan
toksik, antiradang, diuretik, menyembuhkan bisul (antikarbunkular), antipiretik,
antikanker, dan melancarkan sirkulasi darah. Tanaman ini telah lama digunakan
secara tradisional untuk pengobatan radang kandung empedu, radang akut usus
buntu, radang amandel, kanker, dan hepatitis (Dalimartha, 2008; Wijayakusuma,
2008).

2.2 Artritis Reumatoid
2.2.1 Definisi

Artritis reumatoid adalah suatu prototipe dari artritis yang bersifat
destruktif. Penyakit ini secara langsung menyebabkan kerusakan sendi, dengan
sedikit kemungkinan untuk membaik. Kerusakan struktural pada artritis reumatoid

telah diidentifikasi menggunakan radiografi konvensional untuk mendeteksi
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pengikisan tulang Kkortikal, penyempitan ruang sendi, dan osteoporosis
periartikular. Pengikisan tulang telah dianggap sebagai sebuah indikator dari
kerusakan ireversibel akibat inflamasi berkelanjutan pada membran sinovial
tulang (Schett, Coates, Ash, Finzel, & Conaghan, 2011).

2.2.2 Patofisiologi

Artritis reumatoid merupakan akibat dari disregulasi komponen humoral
dan komponen termediasi sel sistem imun. Sebagian pasien memproduksi antibodi
yang disebut faktor reumatoid. Imunoglobulin dapat mengaktivasi sistem
komplemen, yang memperkuat respon imun dengan meningkatkan kemotaksis,
fagositosis, dan pelepasan limfokin yang kemudian disajikan ke limfosit T.
Antigen yang diproses tersebut dikenali oleh protein major histocompability
complex (MHC) pada permukaan limfosit, mengakibatkan aktivasi sel T dan B.
Tumor Necrosis Factor (TNF), interleukin-1 (IL-1), dan IL-6 adalah sitokin
proinflamasi penting dalam inisiasi dan kelanjutan dari inflamasi. Sel T yang telah
diaktivasi memproduksi sitotoksin, yang secara langsung bersifat toksik terhadap
jaringan, dan sitokin, yang menstimulasi aktivasi lebih lanjut dari proses inflamasi
dan menarik sel ke area inflamasi. Makrofag distimulasi untuk melepaskan
prostaglandin dan sitotoksin. Sel B teraktivasi menghasilkan sel plasma
pembentuk antibodi, yang pada kombinasi dengan komplemen menghasilkan
akumulasi - leukosit polimorfonuklear. Leukosit polimorfonukleat melepaskan
sitotoksin, oksigen radikal bebas, dan radikal hidroksi yang mendorong kerusakan
sel sinovial dan tulang (Wells et al., 2009).

Salah satu sitokin inflamasi yang terlibat adalah tumor necrosis factor
(TNF) yang aktivitasnya berhubungan dengan respon inflamasi serta aktivitas
biologis lainnya seperti osteoklastogenesis. Membran sinovial yang membatasi
ruang antar-sendi mengalami inflamasi akibat peningkatan vaskularitas dan
influks dari sel-sel mediator inflamasi. Menurut Ulfgren et al. (1995); Tak et al.
(1997); Ulfgren et al. (2000); Choy & Panayi (2001), TNF khususnya lebih kuat
pada permukaan invasif, yaitu pannus Kartilago. Jaringan sinovial pada pasien
artritis reumatoid mengandung TNF dan sitokin proinflamasi lain, misalnya IL-1,

tanpa dipengaruhi oleh waktu perkembangan penyakit tersebut. Sebagaimana
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diterangkan pada Gambar 2.1, TNF dan sitokin inflamasi lainnya dapat
merangsang terbentuknya mediator inflamasi termasuk prostaglandin, hasil
konversi oleh enzim siklooksigenase, yang pada akhirnya akan menyebabkan
resorpsi tulang akibat interaksi antara RANKL dengan RANK. (Tracey,
Klareskog, Sasso, Salfeld, & Tak, 2008)

Stimuli
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[Sumber: Tracey, Klareskog, Sasso, Salfeld, & Tak, 2008, telah diolah kembali]

Keterangan: CD= Crohn’s disease; COX-2= cyclooxigenase-2; CRP= C-reactive protein; E-Sel=
e-selectin; GM-CSF= granulocyte macrophage-colony stimulating factor; ICAM-1=
intercellular adhesion molecule-1; IL= Interleukin; i-NOS= nitric oxide synthase;
MCP-1= macrophage chemotractant protein-1; MMP= matrix metalloproteinase;
NO= nitric oxide; OC= osteoclasts; OPG= osteoprotegerin; PGE2= prostaglandin
E2; Ps= Paget’s disease; RA= rheumatoid arthrtitis; RANKL= receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand; RANTES= regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted; ROI= reactive oxygen intermediates; SOD= superoxide
dismutase; sTNF= soluble tumor necrosis factor; TNF= tumor necrosis factor;
VCAM-1= vascular adhesion molecule-1; VEGF= vascular endothelial growth
factor

Inflammation

Gambar 2.1 Proses kerja sitokin inflamasi dalam menyebabkan artritis reumatoid
dan penyakit autoimun lainnya

Osteoklas yang meresorpsi tulang merupakan sel efektor penting dalam

kehilangan massa tulang terinduksi inflamasi. Jalur RANK (Receptor Activator
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for Nuclear xB) atau RANK Ligand telah diteliti penting untuk diferensiasi
osteoklas pada destruksi tulang akibat inflamasi. Studi in vitro dan in vivo telah
menunjukkan bahwa banyak sitokin yang dihasilkan saat inflamasi, termasuk
sitokin proinflamasi TNF-a dan interleukin 1 memiliki peran terhadap diferensiasi
dan aktivasi osteoklas (Han et al., 2007). Faktor-faktor ini menstimulasi baik
progenitor osteoklas maupun berpartisipasi dalam sistem parakrin di mana sel
sumsum tulang dan osteoblas memegang peranan utama di dalamnya. Sistem
parakrin ini penting untuk metabolisme tulang, mediatornya termasuk RANK,
RANKL, osteoprotegerin (OPG). RANK merupakan anggota reseptor golongan
TNF yang diekspresikan terutama pada sel makrofag atau sel monosit yang dapat
berdiferensiasi menjadi osteoklas (preosteoklas). Ketika reseptor ini terikat
dengan RANKL melalui kontak antarsel, proses osteoklastogenesis dimulai.
RANKL berperan terutama dalam metabolisme tulang sebagai stimulator
pembentukan, fusi, diferensiasi, aktivasi, dan kelangsungan hidup dari osteoklas.
Aksi RANKL dapat dihambat oleh osteoprotegerin. Osteoprotegerin menghambat
osteoklastogenesis dengan beraksi sebagai pengikat reseptor RANKL sehingga
tidak terjadi interaksi antara RANK dengan RANKL (Kumar, Vinay, Abbas, &
Fausto, 2005).

Mekanisme inflamasi yang terjadi akibat pelepasan sitokin inflamasi salah
satunya adalah produksi enzim siklooksigenase (COX). COX mengkatalisis
konversi asam arakidonat menjadi prostaglandin H2 yang kemudian akan
dikonversi lagi menjadi satu dari beberapa prostaglandin bergantung pada sel
yang terlibat. Terdapat dua isoform dari siklooksigenase, yaitu siklooksigenase-1
(COX-1) dan siklooksigenase-2 (COX-2). Menurut Murphy & Fitzgerald (2001)
serta von Rahden (2005) COX-1 merupakan enzim yang terdapat secara konstan
dalam sebagian besar sel. Fungsi COX-1 antara lain adalah merangsang produksi
mukosa gastrik dan agregasi platelet (Dermond & Ruegg, 2001). Sedangkan
menurut Cha, Solnica-Krezel, & DuBois (2006), COX-2 yang tidak terdapat
secara normal dalam sel diinduksi secara cepat oleh mediator interselular
termasuk faktor pertumbuhan, mediator inflamasi, dan promotor tumor (Murphy,
2008).

Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



10

Senyawa vasoaktif seperti histamin, kinin, dan prostaglandin yang
dilepaskan di lokasi inflamasi, meningkatkan aliran darah dan permeabilitas
vaskular. Hal ini menyebabkan edema, suhu tubuh menjadi hangat, eritema, dan
nyeri, serta memudahkan granulosit melalui pembuluh darah menuju lokasi
inflamasi (Wells et al., 2009).

2.2.3 Gejala Kinis

Gejala prodromal nonspesifik yang berkembang tanpa gejala setelah
berminggu-minggu hingga berbulan-bulan yang mencakup kelelahan, kelemahan,
demam ringan, kehilangan nafsu makan, nyeri sendi, kekakuan, dan mialgia dapat
mendahului sinovitis. Keterlibatan sendi cenderung simetris dan mempengaruhi
sendi-sendi kecil dari tangan, pergelangan tangan, dan kaki. Siku, bahu, pinggang,
lutut,dan pergelangan kaki juga dapat terkena pengaruhnya. Kekakuan sendi
memburuk di pagi hari, biasanya lebih dari 30 menit, dan dapat bertahan

sepanjang hari (Wells et al., 2009).

2.2.4 Diagnosis

Abnormalitas hasil laboratorium yang dapat terlihat adalah anemia
normositik dan normokromik; trombositosis atau trombositopenia; leukopenia;
peningkatan laju sedimentasi eritrosit dan C-reactive protein; faktor reumatoid
positif (60%-70% pasien); antibodi anticyclic citrullinated peptide positif (50%-
85% pasien); antibodi antinukleat positif (25% pasien). Pemeriksaan terhadap
aspirasi cairan sinovial akan memperlihatkan turbiditas, leukositosis, penurunan
viskositas, dan glukosa normal atau rendah relatif terhadap konsentrasi serum. Uji
radiologi menemukan secara dini bahwa penyakit dapat menyebabkan
pembengkakan jaringan lunak dan osteoporosis periartikular. Erosi yang terjadi
kemudian pada penyakit ini biasanya terlihat pertama pada sendi
metacarpophalangeal dan interphalangeal proksimal tangan serta sendi

metatarsophalangeal pada kaki (Wells et al., 2009).
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2.2.5 Outcome yang diinginkan

Tujuan utama adalah untuk mengurangi pembengkakan, kekakuan, dan
nyeri sendi; menjaga rentang gerak dan fungsi sendi; memperbaiki kualitas hidup;
mencegah komplikasi sistemik; memperlambat perubahan destruktif sendi (Wells
et al., 2009).

2.2.6  Terapi
2.2.6.1 Nonfarmakologi

Istirahat yang cukup, mengurangi berat badan jika obesitas, terapi dengan
memberi pekerjaan tertentu, terapi fisik, serta penggunaan alat bantu yang dapat
memperbaiki gejala dan memelihara fungsi sendi. Pasien dengan penyakit parah
bisa mendapatkan manfaat dari operasi seperti tenosinovektomi, perbaikan
tendon, dan penggantian sendi. Pendidikan pasien mengenai penyakit ini dan
manfaat serta keterbatasan terapi obat penting untuk dilakukan (Wells et al.,
2009).

2.2.6.2 Farmakologi
a. Disease-modifying antirheumatic drug (DMARD)

Sampai sekarang, terapi tradisional artritis reumatoid bertujuan untuk
mengurangi inflamasi dan gejala pasien dengan DMARDs (Disease-modifying
antirheumatic drugs). Mekanisme dari obat yang digunakan secara luas ini,
meskipun telah dilakukan studi dan aplikasi selama bertahun-tahun, masih sering
belum diketahui (Lukas, Combe, & Morel, 2007).

Lini pertama adalah metotreksat, hidroksiklorokuin, sulfasalazin, dan
leflunomid. Agen biologis yang berefek memodifikasi reumatik antara lain anti-
TNF (infliximab, adalimumab). Obat lain yang lebih jarang digunakan adalah
azatioprin, penisilamin, minosiklin, siklosporin, siklofosfamid. Kombinasi dua
atau lebin DMARD efektif jika terapi tunggal tidak berhasil. Kombinasi yang
efektif antara lain, yaitu metotreksat dan siklosporin atau metotreksat dengan
sulfasalazin dan hidroksi klorokuin (Wells et al., 2009). Menurut penelitian Pullar,
Hunter, & Capell (1987) dan Rich Moreland, & Alarcon (1999), metotreksat

maupun sulfasalazin telah terbukti dapat menghambat progresi artritis reumatoid
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berdasarkan pengamatan radiologis pada penggunaan tunggal, sedangkan
kombinasi keduanya juga telah terbukti memiliki efek penghambatan yang sama
pada penelitian Boers et al. (1997), Calguneri et al. (1999), dan Mottonen et al.
(1999) (Lee, C.K,, Lee, E.Y., Chung, Mun, Yoo, & Moon, 2004).

Metotreksat (MTX), obat antagonis folat, merupakan obat antireumatik
yang digunakan secara luas dan sering dikombinasikan dengan obat-obat lain
seperti salazosulfapiridin (SASP). Bucillamine (Buc) digunakan secara klinis di
Jepang dan Korea untuk mengobati pasien artritis reumatoid. MTX, Buc, dan
SASP memiliki efek supresif terhadap diferensiasi osteoklas dengan cara bekerja
pada sel prekursor osteoklas dan menghambat ekspresi NFATcl (Nuclear Factor
of Activated T-cells) yang dimediasi RANKL. Selain itu, MTX dan SASP
memiliki efek inhibisi pada ekspresi RANKL di sel mesenkim. Telah dilaporkan
bahwa MTX, Buc, dan SASP menghambat aktivasi sel T dan respon inflamasi

pada sel sinovial (Suematsu et al., 2007).

b. Antiinflamasi nonsteroid (AINS)

Obat golongan antiinflamasi ini memiliki efek terapi yang lebih cepat
dibandingkan DMARD dan berguna untuk meredakan gejala jika diperlukan
(Wells et al., 2009). Antiinflamasi non-steroid (AINS) pada umumnya diresepkan
untuk  meringankan nyeri muskuloskeletal akut dan kronis. Kerusakan
muskuloskeletal akut ditandai dengan pembesaran jaringan terlokalisasi,
inflamasi, dan nyeri serta ditandai dengan peregangan atau kerusakan sebagian
ligamen dan tendon atau patah tulang. Patologi muskuloskeletal kronis seperti
osteoartritis juga dihubungkan dengan inflamasi dan pembesaran jaringan yang
terlokalisasi. Pengobatan dengan AINS mengurangi inflamasi lokal dan nyeri
dengan menghambat siklooksigenase (COX), yang memiliki aktivitas enzimatik
dalam mengubah asam arakhidonat menjadi prostaglandin pro-inflamasi. Sebagai
hasilnya, penghambatan AINS terhadap COX menurunkan jumlah prostaglandin
yang menghambat inflamasi serta bengkak dan nyeri yang timbul. AINS
tradisional menghambat aktivitas COX-1 dan COX-2 dengan potensi yang hampir
sama dan dapat menyebabkan banyak efek samping. AINS juga biasanya

digunakan untuk mengobati kerusakan dan nyeri tulang.

Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



13

Dosis antiinflamasi selektif COX-2, vyaitu selekoksib yang berefek
meningkatkan kadar mineral tulang adalah 3 mg/kg/hari pada adjuvant-induced
arthritis (Noguchi et al., 2008). Dosis natrium diklofenak yang digunakan untuk
artritis reumatoid adalah 5 mg/kg BB tikus/hari (Siddalingappa, Rajesh, Kudagi,
Krishnakanth, & Sujith, 2011).

c. Kortikosteroid

Dalam sepuluh tahun terakhir telah terlihat peningkatan bukti dari efek
penggunaan dosis rendah kortikosteroid untuk pasien artritis reumatoid. Terdapat
studi yang telah membuktikan efek kortikosteroid pada kerusakan sendi yang
ditunjukkan dengan kemajuan secara radiografis. Meskipun studi termasuk pada
penggunaan dosis glukokortikoid yang sangat rendah dan penggunaan yang tidak
bersamaan dengan DMARDs, rata-rata penurunan tingkat perkembangan penyakit
adalah 70%. Kostikosteroid oral seperti prednison dan metilprednisolon dapat
digunakan untuk mengontrol nyeri dan sinovitis pada saat DMARDs akan mulai
memberikan efek (bridging therapy).

Penelitian lain oleh Choy, Kingsley, Khoshaba, Pipitone, & Scott (2005)
mengamati depot steroid yang terdapat pada jaringan intramuskular pada pasien
penderita artritis reumatoid selama lebih dari dua tahun. Penelitian ini
menunjukkan bahwa pada pasien artritis reumatoid yang tidak terkontrol dengan
DMARDs, penambahan metilprednisolon yang terdeposit di intramuskular dapat
mengurangi perkembangan penyakit dan memiliki sedikit efek menguntungkan
dalam mengurangi pengikisan tulang. Akan tetapi kortikosteroid mengakibatkan
efek samping antara lain adalah osteoporosis pada penggunaan dosis tinggi dan
berulang dan sindrom Cushing yang menyerang kulit (Chauduri & Paul, 2008;
Wells et al., 2009).

2.3 Natrium Diklofenak

Diklofenak termasuk ke dalam golongan obat AINS dan digunakan secara
luas dalam pengobatan nyeri dan inflamasi menengah, yang merupakan gejala dari
berbagai penyakit, termasuk artritis. Diklofenak bekerja dengan menghambat

COX, tromboksan, dan prostasiklin. Diklofenak dan metabolitnya memiliki
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kecenderungan untuk mencapai konsentrasi lebih besar pada telapak kaki dan
tengkuk leher yang meradang pada hewan yang diinjeksi karagenan ketika
dibandingkan dengan telapak kaki yang tidak meradang dari hewan yang sama
atau hewan kontrol (Schweitzer, Hasler-Nguyen, & Zijlstra, 2009).

Natrium diklofenak diabsorpsi secara cepat pada usus dan melalui
metabolisme lintas pertama. lkatan protein zat aktif adalah 99,7% dan waktu
paruh plasma untuk fase eliminasi terakhir adalah 1-2 jam. Waktu untuk mencapai
nilai puncak plasma adalah 4-8 jam. Natrium diklofenak memasuki cairan sinovial
dengan konsentrasi maksimum didapat setelah 2-4 jam nilai puncak plasma
dicapai. Waktu paruh eliminasi dari cairan sinovial adalah 3-6 jam. Dua jam
setelah mencapai nilai puncak plasma, konsentrasi zat aktif telah menjadi lebih
tinggi dibandingkan di plasma dan tetap lebih tinggi sampai lebih dari 12 jam.
Sekitar 60% dari dosis yang diberikan diekskresi melalui ginjal dalam bentuk
metabolit dan kurang dari 1% dalam bentuk utuh. Dosis yang tersisa diekskresi
melalui empedu dalam bentuk yang telah dimetabolisme. Pada pasien dengan
kerusakan fungsi ginjal tidak terdapat akumulasi natrium diklofenak yang
dilaporkan (Sandoz Limited, 2009; Schweitzer, Hasler-Nguyen, & Zijlstra, 2009).

Pengobatan dengan diklofenak menurunkan hematokrit, hemoglobin, dan
volume korpuskular serta meningkatkan jumlah platelet. Pada hewan coba yang
diobati dengan diklofenak meningkatkan kadar urea dan dapat menyebabkan
pendarahan gastrointestinal (Sanchez, Alarcon De La Lastra, Ortiz, Motilva, &
Martin, 2002).

2.4 Metode Ekstraksi

Kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tanaman
perlu ditarik untuk memperoleh senyawa yang lebih murni dengan cara yang
khusus dan spesifik. Cara penarikan yang khusus dan spesifik ini dinamakan
proses ekstraksi. Ekstraksi adalah proses dinamis yang melibatkan fenomena
fisika dan kimia pada tahap awal melalui kontak antara pelarut dengan senyawa
tanaman, pengeluaran senyawa kimia dari bagian tanaman, dan disolusi senyawa
tersebut, dengan difusi yang bersamaan terhadap lingkungan eksternal, yang

bergantung pada afinitas kimia senyawa terhadap pelarut pengekstraksi (Lucinda
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da Silva, Couto, & Bresolin, 2012). Metode-metode ekstraksi yang sering
digunakan antara lain (Depkes RI, 2000):

2.4.1 CaraDingin
24.1.1 Maserasi

Maserasi adalah proses mengekstraksi simplisia dengan cara
merendamnya menggunakan pelarut yang sesuai dan wadah yang tertutup pada
suhu kamar dengan dilakukan pengadukan sesekali secara konstan untuk
meningkatkan kecepatan ekstraksi. Pada prosedur maserasi, terdapat istilah
remaserasi, yakni setelah dilakukan penyaringan maserat pertama, ditambahkan
pelarut lalu dilanjutkan maserasi berikutnya, dan seterusnya. Hal ini memakan
waktu yang cukup lama bisa beberapa hari bahkan beberapa minggu. Kelemahan
lain adalah ekstraksi yang tidak optimal bila ada senyawa yang kurang larut dalam
suhu kamar. Namun, itu menjadi salah satu kelebihan maserasi, yakni tidak
menyebabkan degradasi dari metabolit yang tidak tahan panas karena dilakukan

pada suhu kamar.

2.4.1.2 Perkolasi

Perkolasi adalah proses ekstraksi dengan merendam tanaman dalam
pelarut yang sesuai lalu dimasukan ke dalam alat yang dinamakan perkolator.
Proses ekstraksi dilakukan dengan menambah pelarut yang baru sampai ekstraksi
sempurna Yyang dilakukan pada suhu ruang. Tahapan ekstraksi meliputi
pendahuluan, maserasi antara, dan perkolasi sebenarnya yang dilakukan terus
menerus sampai diperoleh ekstrak (perkolat). Untuk meyakinkan perkolasi telah

sempurna, perkolat dapat diuji apakah terdapat metabolit dengan reagen spesifik.

2.4.2 Cara Panas
2.42.1 Refluks

Refluks adalah proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut pada
temperatur titik didihnya selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang
umumnya konstan dengan adanya pendingin balik. Pengulangan ekstraksi pada

residu pertama dilakukan 3-5 kali sehingga diperoleh hasil ekstrak yang
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sempurna. Refluks memungkinkan senyawa yang tidak tahan panas akan

mengalami degradasi.

2.4.2.2 Soxhlet
Soxhlet adalah proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu
baru menggunakan alat khusus agar berlangsung secara kontinyu dengan jumlah

pelarut konstan dan adanya pendingin balik.

2.4.2.3 Digesti

Digesti adalah proses maserasi dengan pengadukan kontinyu pada suhu
yang lebih tinggi dari suhu ruangan yang pada umumnya dilakukan pada suhu 40-
50°C.

2424 Infus
Infus adalah proses ekstraksi dengan pelarut air pada suhu air mendidih
(96-98°C) selama waktu tertentu (15-20 menit).

2.4.2.5 Dekok
Dekok adalah proses infus dengan kondisi waktu yang lebih lama (lebih

dari 30 menit) pada suhu air mendidih.

2.5 Metode Uji Antiartritis
2.5.1 Adjuvant-induced arthritis

Hewan uji diinjeksi secara intraplantar dengan 0,1 ml Complete Freund’s
Adjuvant (CFA) ke telapak kaki tikus. CFA dipreparasi dengan menggunakan
bakteri Mycobacterium tuberculosis. Pengukuran volume edema yang terjadi
akibat inflamasi dilakukan menggunakan metode pletismografi dengan cara

mengukur volume air yang digantikan. (Woode et al., 2008)

2.5.2 Antigen arthritis
Hewan uji diinjeksi secara intraartikular dengan antigen, yang biasanya

merupakan senyawa kationik seperti methylated bovine serum albumin (m-BSA).
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Kemudian inflamasi akut akan berkembang cepat menyebabkan kerusakan sendi.
Hal ini terjadi karena reaksi antara antibodi pada kartilago artikular dengan
antigen membentuk kompleks yang mengaktivasi komplemen secara lokal dan

menyebabkan kerusakan kartilago (Bendele, 2001).

2.5.3 Collagen-induced arthritis

Tikus atau hewan uji diberikan kolagen tipe Il homolog atau heterolog.
Poliartritis yang terjadi dikarakterisasi dengan destruksi kartilago yang ditandai
dan berhubungan dengan deposisi kompleks imun pada permukaan sendi, resorpsi

tulang, dan proliferasi periosteal (Bendele, 2001).

2.5.4 Carragenan-induced arthritis

Injeksi karagenan (1% b/v) pada kaki belakang hewan uji menyebabkan
edema. Edema dipantau dengan mengukur ketebalan pembengkakan telapak kaki
pada jam pertama, kedua, ketiga, dan keempat setelah injeksi karagenan

menggunakan jangka sorong (Biradar, 2010).

2.5.5 Formaldehyde-induced arthritis

Pengukuran volume kaki belakang tikus atau hewan uji diukur mulai pada
hari ke-O untuk pengukuran volume basal. Alat yang digunakan adalah
pletismometer. Pada hari pertama dan ketiga, tikus diinjeksi dengan formaldehid
dalam larutan salin normal. Kelompok kontrol positif diberikan obat sintetis,
sedangkan kelompok yang lain diberikan beberapa dosis ekstrak yang berbeda

pada hari yang sama. VVolume kaki diukur setiap hari (Biradar, 2010).

2.5.6 MRL/I arthritis

Beberapa galur mencit mengalami gejala lesi artritis akibat manipulasi
genetik. Hewan ini mengalami perkembangan kompleks imun poliartritis yang
berhubungan dengan kelainan limfoproliferatifnya. Kejadian dan keparahan yang
terjadi diperkuat dengan pemberian sitokin seperti interleukin 1 (Bendele, 2001).
Hewan coba MRL/I mengalami perkembangan gejala autoimun Lupus-like

syndrome (Henderson, Henderson, B., & Edwards, 1995).
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2.5.7 Streptococcal cell wall-induced arthritis

Poliartritis diinduksi dengan injeksi peritoneal fragmen dinding sel
Streptococcus grup A. Inflamasi dipantau dengan pengukuran jaringan yang
diinduksi menggunakan mikrometer digital (Richards, 2001).

2.6 Complete Freund’s Adjuvant (CFA)

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) merupakan emulsi air dalam minyak
yang berisi Mycobacterium yang dimatikan oleh pemanasan atau berisi
komponen dinding sel Mycobacterium. CFA efektif meningkatkan respon
antibodi selular dan humoral terhadap imunogen yang diinjeksikan secara
bermakna. Aktivitas adjuvan merupakan hasil dari pelepasan lambat antigen dari
penyimpanan pada fase minyak dan stimulasi respon imun lokal bawaan yang
menyebabkan peningkatan imunitas adaptif. Komponen penting dari respon ini
adalah reaksi inflamasi kuat pada lokasi deposisi antigen akibat pembentukan
influks leukosit dan interaksinya dengan antigen. CFA yang digunakan secara
tidak tepat atau berlebihan dapat menyebabkan efek samping signifikan seperti
inflamasi kronik, ulserasi kulit, abses lokal atau peluruhan jaringan (OACU,
2011).

Preparasi antigen harus steril dan idealnya isotonis, pH netral, dan bebas
urea, asam asetat, dan pelarut toksik lainnya. Mycobacterium dalam CFA di
suspensi kembali dengan vortex atau mengocok ampul atau vial. CFA kemudian
dipindahkan dari ampul atau vial secara steril. Perhatian harus diberikan pada
pencegahan terbentuknya gelembung udara ketika mencampur emulsi CFA-
antigen. Meskipun formulasi CFA dengan konsentrasi Mycobacterium 0,5 mg/ml
tersedia secara komersial dan telah sukses digunakan oleh banyak peneliti,
konsentrasi di bawah 0,1 mg/ml direkomendasikan untuk mengurangi inflamasi
dan nekrosis akibat konsentrasi yang lebih tinggi (OACU, 2011). Respon
inflamasi berupa lesi terdiri dari lesi primer dan sekunder. Lesi primer terjadi
dalam 3-5 hari dan lesi sekunder terjadi setelah 11-12 hari terhitung sejak hari
ke-0 disuntik CFA (Parmar & Prakash, 2006).

Administrasi intraperitoneal pada mencit telah digunakan untuk

memperoleh titer poliklonal atau monoklonal antibodi yang lebih tinggi. Volume
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tidak boleh melebihi 0,2 ml. Peritonitis dapat dikurangi dengan mengurangi dosis
CFA pada dosis awal pemberian. Injeksi subkutan harus dibatasi pada volume
total 0,2 ml dengan pemberian tidak lebih dari 0,1 ml pada satu tempat.
Pemberian pada telapak kaki juga dapat dilakukan. Jumlah CFA yang diberikan
harus minimal. Selain itu, hewan uji juga harus diberi tempat tinggal dengan alas
lembut untuk mencegah kesakitan. Volume maksimal yang diperbolehkan adalah

0,05 ml untuk mencit dan 0,10 ml untuk tikus (University of lowa, 2012).

2.7 Teknik Histologi

Preparasi jaringan untuk pengamatan histologi tulang menggunakan
mikroskop cahaya terdiri dari beberapa tahap menurut Qian, LaBreck, Gruber, &
Yuehuei (2003), yaitu:

2.7.1 Pemotongan secara Kasar dan Fiksasi

Pemotongan secara kasar dan fiksasi adalah langkah pertama dalam
preparasi pemotongan jaringan terdekalsifikasi. Fiksasi merupakan sebuah proses
pengawetan cepat jaringan, sehingga jaringan dapat mempertahankan bentuk,
struktur, dan semua elemen konstituennya. Untuk mendapatkan hasil terbaik,
penting untuk menempatkan jaringan ke dalam volume besar cairan fiksasi dalam
waktu tersingkat yang memungkinkan setelah dipisahkan dari tubuh.

Senyawa yang populer untuk memfiksasi spesimen kasar sebelum
dekalsifikasi adalan 10% neutral buffered formalin (NBF). NBF terdiri dari
larutan formaldehid 37-40% 100,0 ml, akuades 900,0 ml, natrium dihidrogen
fosfat 4,0 g, dinatrium hidrogen fosfat 6,5 g yang dicampurkan hingga larut.

Fiksasi untuk mikroskopi cahaya pada umumnya dilakukan pada
temperatur ruang. Perbandingan volume antara spesimen dan fiksatif antara 1:10
hingga 1:20. Waktu yang dibutuhkan untuk merendam jaringan dalam larutan
bergantung pada kecepatan penetrasi fiksatif dan ketebalan jaringan. Untuk
kebanyakan spesimen jaringan kecil (ketebalan kurang dari 5 mm), cukup
membutuhkan 24-48 jam. Untuk spesimen yang lebih lebar atau tulang

berdensitas rendah, sedikitnya membutuhkan waktu 48-72 jam fiksasi.
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2.7.2 Dekalsifikasi

Dekalsifikasi merupakan proses lengkap dari penghilangan garam kalsium
dan mineral dari jaringan tulang setelah fiksasi. Tanpa dekalsifikasi, pemotongan
(sectioning) hampir tidak mungkin dilakukan kecuali spesimen dilekatkan dalam
medium plastik dan dipotong dengan heavy-duty rotary microtome.

Prosedur dekalsifikasi yang paling luas digunakan menggunakan asam,
yang bereaksi dengan kalsium tulang membentuk garam kalsium yang larut, atau
agen pengkelat, yang mengkompleks ion kalsium. Agen pendekalsifikasi asam
diketahui memiliki kekurangan dalam mengganggu pewarnaan tulang. Larutan
pendekalsifikasi yang biasanya digunakan adalah asam format (5-10% dalam
larutan salin), asam etilendiamin tetraasetat (EDTA) 14%, dan beberapa larutan
komersial lainnya. Senyawa asam pendekalsifikasi lainnya, yaitu asam nitrat,
asam sulfat, asam kromat, asam trikloroasetat, dan asam trifluoroasetat. Menurut
Mori, et al. (1988) larutan pendekalsifikasi yang digunakan adalah larutan EDTA-
G (14,5 g EDTA, 1,25 g NaOH, and 15 ml gliserol dilarutkan dalam akuades
dengan pH diatur hingga pH 7,3), larutan kemudian dicukupkan hingga 100 ml
dan disimpan 4°C), spesimen direndam selama 10-14 hari pada suhu 4°C (Miao &
Scutt, 2002). Penempatan spesimen dalam larutan pendekalsifikasi dalam stirrer
berkecepatan rendah atau pengocokan manual secara periodik dapat
meningkatkan kecepatan dekalsifikasi. Frekuensi penggantian larutan juga penting
untuk dilakukan. Pengujian terhadap ketuntasan proses dekalsifikasi diperlukan
setelah proses dekalsifikasi selesai. Beberapa cara yang dapat digunakan adalah
radiografi, manipulasi, waktu perendaman, dan kimiawi. Radiografi merupakan
cara akurat untuk melihat keberadaan kalsium dalam spesimen tulang; manipulasi
dengan cara membengkokkan untuk menguji kelunakan spesimen tulang; waktu
perendaman adalah cara yang digunakan dengan mengikuti waktu dan jumlah
penggantian larutan dekalsifikan sesuai protokol yang telah teruji untuk bagian
tulang yang spesifik; sedangkan cara kimia adalah salah satu cara yang akurat
untuk mengetahui kadar kalsium dalam larutan dekalsifikan, sebaiknya dilakukan
uji setiap minggu jika menggunakan larutan EDTA, dilakukan dengan
menetralkan larutan menggunakan amonium hidroksida, kemudian larutan netral

tersebut direaksikan dengan natrium oksalat. (Skinner, 2003)
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2.7.3 Dehidrasi dan Penjernihan

Jaringan yang telah didekalsifikasi dipindahkan ke dalam etanol dengan
peningkatan konsentrasi alkohol, misalnya alkohol 70%, alkohol 95%, dan
alkohol absolut (100%), pada umumnya dua kali pergantian dilakukan untuk
masing-masing konsentrasi. Peningkatan konsentrasi secara bertahap dilakukan
untuk mengurangi penyusutan yang terjadi pada sel. Penjernihan merupakan
penggantian cairan dehidrasi dengan cairan yang bercampur dengan medium pada
proses embedding. Terdapat beberapa reagen penjernih yang biasa digunakan,
seperti xilen, toluen, dan benzen. Xilen merupakan reagen penjernih yang umum

digunakan untuk jaringan terdekalsifikasi.

2.7.4 Infiltrasi dan Penanaman

Infiltrasi menghilangkan agen penjernih dari jaringan dan dipermeasi
secara utuh dengan parafin, yang kemudian akan mengeras, sehingga menciptakan
suatu blok yang akan dipotong. Infiltrasi vakum mungkin perlu dilakukan untuk
menyingkirkan gelembung udara yang dapat terjebak dalam spesimen. Setelah itu,
spesimen dipindahkan ke dalam cetakan dan parafin baru ditambahkan, lalu
parafin cair yang mengandung spesimen dibiarkan mengeras. Langkah inilah yang
disebut tahap penanaman. Saat proses ini, sangat penting untuk memastikan

bahwa spesimen berada pada orientasi yang diinginkan.

2.7.5 Pemotongan

Untuk spesimen terdekalsifikasi, mikrotom putar dapat memotong bagian
dengan ketebalan 1-10 um. Masalah yang biasa muncul pada pemotongan
jaringan terdekalsifikasi adalah pemotongan permukaan yang keras karena
dekalsifikasi yang belum tuntas dan/atau dehidrasi atau penjernihan spesimen
yang belum tuntas. Hal yang dapat dilakukan sebagai solusi adalah dekalsifikasi

permukaan dan pelunakan dengan air.
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2.7.6 Pewarnaan dan Hasil

Teknik pewarnaan yang umum digunakan untuk jaringan terdekalsifikasi
adalah H&E (Hematoksilin-Eosin), safranin O/fast green, dan Goldner’s
trichrome. Pewarnaan dilakukan setelah proses deparafinisasi. Kemudian hasil
diamati di mikroskop cahaya (Qian, LaBreck, Gruber, & Yuehuei, 2003).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi dan Laboratorium
Fitokimia Departemen Farmasi, Laboratorium Biologi Perkembangan Hewan dan
Tumbuhan Departemen Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan
Alam, Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia yang

berlangsung dari bulan Februari-Juni 2012.

3.2 Bahan
3.2.1 Bahan Uji

Pada penelitian ini digunakan bahan uji yaitu, serbuk kering rumput
mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) dari PT. Bina Agromandiri. Surat
determinasi tanaman terlampir pada Lampiran 11. Bahan yang digunakan adalah

seluruh bagian tanaman (Gambar 3.1).

3.2.2 Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan berupa akuades, asam klorida 2N, asam
sulfat pekat, asetat anhidrida, benzen, benzil benzoat, Complete Freund’s
Adjuvant (CFA) yang mengandung Mycobacterium tuberculosis (Sigma-Aldrich,
USA), entellan (Merck), Eter, dinatrium hidrogen fosfat, eosin, etanol 70%,
etanol 96%, etanol absolut, formaldehid (Mallinckrodt), gliserol (Brataco),
hematoksilin, karboksimetilselulosa atau CMC (Brataco), larutan gelatin 10%,
Na,EDTA (Merck), natrium diklofenak (Kimia Farma), natrium dihidrogen fosfat,
natrium hidroksida (Merck), natrium klorida 0,9% steril (Otsuka), parafin

(Histoplast), pereaksi mollisch, serbuk Mg, xilen.

3.3 Peralatan

Alat — alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas, alat
bedah, alkoholmeter, jarum suntik 27 G1/2 (Terumo), kamera (Optilab), kandang
tikus, lemari pendingin, magnetic stirrer (Boecco), mikroskop optik (Nikon
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Eclipse E200), oven parafin (Sakura), pletismometer, rotary evaporator (Buchi,
IKA), rotary microtome (820 Spencer Microtome), shaker, sonde oral, spuit 1 ml;
3 ml (Terumo), timbangan analitik (Mettler Toledo), timbangan hewan, water
bath.

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Pembuatan Ekstrak Etanol 70% Rumput Mutiara

Metode yang digunakan untuk membuat ekstrak etanol rumput mutiara
adalah maserasi. Serbuk kering rumput mutiara sebanyak 250 g, ditambahkan
etanol 70% dengan perbandingan 1:5, direndam selama 6 jam dengan
pengadukan, kemudian didiamkan selama 18 jam. Setelah itu sampel tersebut
disaring untuk memisahkan maserat. Proses diulangi empat kali dengan jenis dan
jumlah pelarut yang sama sampai filtrat menjadi tidak berwarna atau berbeda dari
filtrat pertama. Semua filtrat yang diperoleh dicampur dan dipekatkan
menggunakan rotary evaporator bertekanan rendah pada suhu 50°C dengan
kecepatan putar 30 rpm. Selanjutnya, filtrat pekat diuapkan diatas penangas air
pada suhu 50°C hingga menjadi ekstrak kental (Depkes RI, 2008).

3.4.2 Penetapan Rendemen

Penetapan rendemen dilakukan untuk menentukan jumlah ekstrak yang
diperoleh dari jumlah tertentu serbuk simplisia. Penetapan rendemen perlu
dilakukan karena jurnal penelitian mengenai dosis ekstrak rumput mutiara sebagai
antiinflamasi belum ada, tetapi penggunaan secara klinis pada pengobatan herbal
tradisional telah dilakukan dan telah terdapat dosis serbuk simplisia untuk pasien
sehingga hanya diperlukan konversi dari dosis serbuk kering ke dosis ekstrak.

Cara penentuan rendemen adalah masing-masing ekstrak kental yang
diperoleh ditimbang dan dibandingkan bobotnya dengan serbuk simplisia awal
yang digunakan. Perbandingan tersebut dinyatakan dalam % (persen) (Depkes Rl,
2008).
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3.4.3 Penapisan Fitokimia

Penapisan fitokimia dilakukan secara kualitatif untuk mengetahui
kandungan kimia dalam ekstrak. Senyawa yang diuji dalam penapisan ini adalah
senyawa glikosida, flavonoid, tanin, dan terpenoid. Pengujian dilakukan dengan

penambahan reagen spesifik untuk masing-masing senyawa uji.

3.4.3.1 Uji Glikosida

Uji glikosida dilakukan dengan menggunakan pereaksi Mollisch. Ekstrak
sejumlah 100 mg ditambahkan dengan HCI 2 N sejumlah 15 ml, dipanaskan
hingga tersisa setengah bagian kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh diambil
sejumlah 3 ml kemudian ditambah dengan menggunakan 3 ml pereaksi Mollisch.
Setelah itu ditambahkan 3 tetes H,SO4p). Hasil yang didapatkan dibandingkan
menggunakan reagen yang sama dengan Centellae Herba sebagai blanko positif.
Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya cincin pada lapisan tengah larutan
(Depkes RI, 1995).

3.4.3.2 Uji Flavonoid

Filtrat ekstrak sebanyak 10 ml diuapkan hingga kering, lalu ditambah 1 ml
etanol 95%, kemudian ditambahkan 100 mg serbuk Mg dan 10 tetes HCl . Hasil
dibandingkan dengan reaksi yang sama terhadap Orthosiphonis Folium sebagai
blanko positif. Hasil positif ditunjukkan dengan warna merah jingga hingga merah
ungu (Depkes RI, 1995).

3.4.3.3 Uji Tanin

Ekstrak sebanyak 100 mg ditambahkan 15 ml air panas kemudian
dipanaskan selama 5 menit hingga mendidih setelah itu disaring. Filtrat sejumlah
5 ml ditambahkan 1 ml larutan gelatin 10%. Hasil dibandingkan dengan hasil
reaksi terhadap blanko positif untuk tanin, yaitu Psidii Folium. Hasil positif

menunjukkan endapan putih yang menggumpal (Depkes RI, 1995).
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3.4.3.4 Uji Terpenoid

Ekstrak sejumlah 100 mg ditambah dengan 5 ml eter, kemudian diuapkan
pada cawan penguap di dalam lemari asam. Setelah itu ditambahkan 5 tetes asetat
anhidrida dan 3 tetes H,SO,(,). Hasil yang didapatkan dibandingkan dengan hasil
reaksi terhadap Caryophylli Flos sebagai blanko positif. Hasil reaksi positif
apabila dihasilkan warna hijau (Depkes RI, 1995).

3.4.4 Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan adalah tikus putih (Rattus novergicus) galur
Sprauge Dawley (SD) dewasa jantan, bobot 180-200 gram dan berumur 3 bulan.
Sertifikat hewan uji terlampir pada Lampiran 12. Tikus dibagi dalam 6 kelompok
dengan jumlah tikus dalam tiap kelompok dihitung berdasarkan rumus Federer
(Federer, 1991; David & Arkeman, 2008) berikut:
(t-1) (n-1) > 15 (3.1)
Dimana: t adalah jumlah perlakuan
n adalah jumlah pengulangan untuk tiap
perlakuan
Pada penelitian ini, t = 6, makan >4

Jadi, tikus dibagi dalam 6 kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor.

3.4.5 Pemeliharaan Hewan Uji

Aklimatisasi hewan uji selama 2 minggu dengan tujuan mengadaptasikan
hewan coba dengan lingkungannya yang baru. Tikus diberi makan dan minum
dalam jumlah yang seragam dan dilakukan pengamatan rutin terhadap keadaan
umum dan penimbangan berat badan tikus. Tikus yang sehat memiliki ciri-ciri
bulu bersih, mata terlihat sehat, dan berat badan tidak berkurang. Tikus yang
dinyatakan sehat dikelompokan secara acak dengan jumlah enam ekor untuk tiap

kelompoknya. Hewan uji yang sakit tidak diikutsertakan dalam pengujian.

3.4.6 Penentuan Dosis Bahan Uji
Dosis serbuk kering tanaman rumput mutiara yang telah dibuat sediaan

kapsul oleh CV. Herbal Insani memiliki indikasi yang salah satunya untuk
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mengatasi peradangan mempunyai aturan pakai 2x2 kapsul (masing-masing berisi
500 mg serbuk kering) sehari sehingga dosis per hari adalah 2000 mg serbuk
kering. Jika dikonversi ke dalam dosis tikus dengan berat + 200 g (faktor konversi
= 0,018 dan faktor koreksi farmakokinetika = 10), maka didapatkan dosis 360 mg/
200 g BB tikus/hari sebagai dosis kedua. Selain itu, terdapat pula dosis yang telah
terbukti secara empiris pada klinik herbal, yaitu 3x3 kapsul (masing-masing berisi
500 mg serbuk kering) sehingga didapatkan dosis per hari adalah 4500 mg serbuk
kering. Setelah dikonversi, dosis yang didapatkan adalah 810 mg/200 mg BB
tikus/hari. Dosis divariasikan menjadi tiga dosis pemberian. Berikut ini adalah
perhitungan dosis harian serbuk kering rumput mutiara per 200 g BB tikus:

a. Dosisl : 888,89 mgx 0,018 x 10 =160 mg/ 200 g BB

b. Dosis Il :2000 mgx 0,018 x 10 =360 mg/ 200 g BB

c. Dosis I : 4500 mg x 0,018 x 10 = 810 mg/ 200 g BB

Jumlah dosis ekstrak yang diberikan akan dihitung berdasarkan hasil

penetapan rendemen simplisia. Dosis diberikan secara oral.

3.4.7 Penyiapan Bahan Uji

Ekstrak disuspensikan sesuai dosis sesuai dengan perhitungan pada
Lampiran 1.2, menggunakan CMC (Carboxymethylcellulose) 0,5% sebagai bahan
pensuspensi. Sebanyak 400 mg serbuk CMC ditaburkan pada lumpang berisi
akuades panas bersuhu 70°C dengan volume 10 ml. Kemudian CMC dibiarkan
mengembang selama kurang lebih 10 menit. CMC yang telah mengembang
tersebut digerus bersama sediaan, dan ditambahkan perlahan-lahan dengan
akuades sambil dihomogenisasi, hingga mencapai volume suspensi 80 ml.
Suspensi ini disimpan dalam lemari pendingin. Untuk menjaga kestabilan
suspensi tersebut, suspensi baru akan dibuat dan diberikan pada hewan coba
menjelang percobaan. Pemberian pada hewan coba dilakukan secara oral dengan

teknik sonde.

3.4.8 Pembuatan Suspensi Natrium Diklofenak
Dosis serbuk natrium diklofenak yang digunakan untuk uji antiartritis

adalah 5 mg/kg BB tikus setiap hari secara oral (llavarasan, Mallika, &
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Venkataraman, 2005; Fitriyah, 2011; Siddalingappa, Rajesh, Kudagi,
Krishnakanthk, & Sujith, 2011). Untuk itu, pada penelitian ini ditentukan dosis
yang akan dipakai adalah 1 mg/200 g BB tikus.

Setiap pemberian diberikan dalam 2 ml volume suspensi sehingga dalam 2
ml suspensi mengandung 1 mg natrium diklofenak. Untuk membuat 50 ml
suspensi natrium diklofenak 1 mg/200 g BB, natrium diklofenak 50 ml/2 ml x 1
mg = 25 mg, maka sebanyak 25 mg natrium diklofenak, disuspensikan dalam
CMC 0,5% sampai 50 ml.

Ditimbang sebanyak 25 mg serbuk natrium diklofenak kemudian digerus
dengan penambahan suspensi CMC 0,5% sampai homogen dan dicukupkan

volumenya hingga 50 ml.

3.4.9 Induksi Artritis Reumatoid

Prinsip metode pada penelitian ini adalah modifikasi metode adjuvant-
induced arthritis. Skema kerja penelitian ini terlampir pada Lampiran 13.
Pengukuran volume edema yang terjadi akibat inflamasi dilakukan menggunakan
pletismometer (Gambar 3.2) dengan cara mengukur volume air yang digantikan
(Woode et al., 2008). Induksi dan perlakuan pada setiap kelompok dipaparkan
pada Tabel 3.1. Pengamatan volume kaki dilakukan pada hari ke-1 sebelum
induksi, hari ke-7, 14, 21, dan 28 setelah induksi CFA (Fitriyah, 2011). Sertifikat

analisis CFA terlampir pada Lampiran 9.
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Tabel 3.1 Kelompok perlakuan uji antiartritis metode adjuvant-induced arthritis

No.

n (ekor)

Kelompok

Perlakuan

Kontrol

Normal

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml larutan salin secara
subplantar pada kaki kiri belakang, hari ke-2
sampai ke-28 diberi 2 ml larutan CMC 0,5%

Kontrol
Negatif

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml CFA secara subplantar
pada kaki kiri belakang, hari ke-2 sampai ke-28
diberi 2 ml larutan CMC 0,5% per oral

Kontrol
Positif

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml CFA secara subplantar
pada kaki kiri belakang, hari ke-2 sampai ke-28
diberi 2 ml suspensi Natrium Diklofenak 1 mg/200
g BB dalam CMC 0,5% per oral

Dosis |

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml CFA secara subplantar
pada kaki kiri belakang, hari ke-2 sampai ke-28
diberi 2 ml suspensi ekstrak etanol 70% rumput
mutiara setara dosis serbuk kering 160 mg/200 g
BB dalam CMC 0,5% per oral

Dosis Il

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml CFA secara subplantar
pada kaki kiri belakang, hari ke-2 sampai ke-28
diberi 2 ml suspensi ekstrak etanol 70% rumput
mutiara setara dosis serbuk kering 360 mg/200 g
BB dalam CMC 0,5% per oral

Dosis |11

Hari ke-1 disuntik 0,1 ml CFA secara subplantar
pada kaki kiri belakang, hari ke-2 sampai ke-28
diberi 2 ml suspensi ekstrak etanol 70% rumput
mutiara setara dosis serbuk kering 810 mg/200 ¢
BB dalam CMC 0,5% per oral

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB; CFA = Complete Freund’s

3.4.10 Isolasi Tulang Kaki Tikus

Pada akhir perlakuan, semua hewan coba dikorbankan menggunakan uap

Adjuvant

eter untuk diambil tulang kaki kirinya. Pembedahan dilakukan menggunakan alat
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bedah dengan membersihkan tulang dari jaringan dan lemak yang menempel.
Kemudian dilakukan isolasi bagian tulang calcaneus yang dibutuhkan (Gambar
3.3).

3.4.11 Pembuatan Neutral Buffered Formalin

Larutan formaldehid 37-40% 10,0 ml dicampurkan dengan natrium
dihidrogen fosfat 400 mg dan dinatrium hidrogen fosfat 650 mg, dilanjutkan
dengan penambahan akuades hingga larut, cukupkan volume hingga 100,0 ml

dengan akuades.

3.4.12 Metode Histologi Tulang Kaki Tikus
Berdasarkan penelitian terdahulu (Ballanti, 1995; An dan Martin, 2003)

dan pembicaraan dengan Kusmana (2012), langkah kerja histologi tulang adalah:

3.4.12.1 Fiksasi
Spesimen tulang difiksasi selama 48 jam pada suhu ruang dengan 10%
neutral buffered formalin (NBF), volume larutan fiksatif 15-20 kali volume

jaringan.

3.4.12.2 Dekalsifikasi

Spesimen kemudian dibilas dengan akuades dan ditempatkan dalam
larutan pendekalsifikasi, yaitu EDTA 14% (14,5 g EDTA, 1,25 g NaOH, and
15,0 ml gliserol dilarutkan dalam akuades dengan pH diatur hingga pH 7,3;
setelah itu, volume dicukupkan dengan akuades hingga 100,0 ml) dengan volume
10-20 kali volume spesimen, selama 7-21 hari pada suhu 4°C dengan pengdukan
perlahan (Gambar 3.4). Spesimen lalu dibilas dengan akuades dan direndam

dalam etanol 70%, dibilas kembali dengan akuades.

3.4.12.3 Dehidrasi
Spesimen direndam dengan etanol 70% selama 1 jam dengan
pengadukan, kemudian direndam ke dalam etanol 96% selama 1 jam dengan

pengadukan, lalu rendam kembali dengan etanol 96% segar selama 1 jam dengan
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pengadukan, dan dilanjutkan dengan perendaman menggunakan etanol absolut
selama 1 jam dengan pengadukan, lalu rendam kembali dengan etanol absolut

segar selama 1 jam dengan pengadukan.

3.4.12.4 Penjernihan
Spesimen dijernihkan dengan 50% etanol dan 50% xilen selama 1 jam,
kemudian dengan 100% xilen selama 1 jam, dan perendaman diulang

menggunakan 100% xilen segar selama 1 jam.

3.4.12.5 Infiltrasi dan Penanaman

Spesimen mengalami proses infiltrasi 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, kemudian dilakukan
proses penanaman dalam alat pencetak pada suhu 5-10°C di atas titik lebur

kemudian didiamkan hingga dingin.

3.4.12.6 Pemotongan
Spesimen dipotong dengan mikrotom putar (Gambar 3.5) sehingga
didapatkan ketebalan potongan sebesar 5 pm. Letakkan dan tempelkan irisan

tunggal yang rata tanpa tertekuk pada kaca objek, dipanaskan pada suhu 45°C.

3.4.12.7 Deparafinisasi.

Potongan spesimen dideparafinisasi dengan 2 kali perendaman
menggunakan xilen, masing-masing 5 menit. Lalu dibilas 2 kali dengan etanol
absolut, etanol 96%, dan etanol 70%, masing-masing 5 menit untuk
menghilangkan xilen, dengan kemudian hidrasi diakhiri dengan pembilasan

menggunakan akuades selama 2 menit.

3.4.12.8 Pewarnaan dengan Hematoksilin-Eosin.

Potongan spesimen ditempatkan dalam larutan pewarna Hematoksilin
selama 5 menit, dibilas dengan akuades mengalir, kemudian direndam dengan
larutan eosin dalam etanol 70% selama 2-3 menit, kemudian didehidrasi dengan

etanol bertingkat dari konsentrasi 70% selama 2-3 menit, dilanjutkan etanol 96%
Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



32

dan absolut, masing-masing sebanyak 2 kali selama 5 menit, jernihkan dengan 2
kali pergantian xilen, diteteskan entellan, kemudian ditutup dengan hati-hati

untuk menghindari gelembung udara.

3.4.12.9 Pengamatan dan Perhitungan Osteoklas

Pengamatan dan perhitungan osteoklas pada tulang calcaneus dilakukan
secara mikroskopik dengan mikroskop cahaya pada perbesaran 100x.
Pengambilan foto dengan kamera optik Optilab dan penghitungan osteoklas
dilakukan dengan secara manual dengan perangkat lunak Optilab Image Raster.
Foto dibuka dengan menggunakan perangkat lunak kemudian dipilih menu
manual count. Setelah itu, dengan mengeklik sel osteoklas yang dihitung, jumlah

osteoklas akan tercatat secara langsung.

3.4.13 Metode Pengolahan Data

Data yang diperoleh adalah volume udem dan jumlah osteoklas tulang
calcaneus. Data yang diperoleh dianalisis dengan perangkat lunak SPSS 19 yang
meliputi uji Saphiro -Wilk untuk melihat normalitas data dan dianalisis dengan uji
Levene untuk melihat homogenitas data. Jika data terdistribusi normal dan
homogen maka dilanjutkan dengan uji analisis varians (ANAVA) satu arah
dengan taraf kepercayaan 95% sehingga dapat diketahui apakah perbedaan yang
diperoleh bermakna atau tidak. Apabila terdapat perbedaan bermakna, maka
dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk melihat perbedaan antar
tiap kelompok perlakuan (Besral, 2010).

Jika salah satu syarat untuk uji ANAVA tidak terpenuhi, maka dilakukan
uji Kruskal-Wallis untuk mengetahui adanya perbedaan. Apabila terdapat
perbedaan bermakna, dilakukan uji Mann-Whitney untuk melihat perbedaan antar
tiap kelompok perlakuan (Besral, 2010).

Efek obat antiartritis dinilai berdasarkan persentase penghambatan udem
yang ditimbulkan oleh Complete Freund’s Adjuvant (CFA) yang dihitung dengan
cara sebagai berikut (Penapisan farmakologi, pengujian fitokimia dan pengujian
klinik, 1993; Raji, Udoh, Oluwadara, Akinsomisoye, Awobajo, & Adheshoga,
2002) :
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% Penghambatan Udem rata — rata = {1 - {Z:;}} x 100 % (3.2)

Keterangan :

a adalah volume rata — rata telapak kaki tikus setelah diinduksi pada
kelompok tikus yang diberi obat

X adalah volume rata — rata telapak kaki tikus sebelum diinduksi pada
kelompok tikus yang diberi obat

b adalah volume rata — rata telapak kaki tikus setelah diinduksi pada
kelompok tikus yang tidak diberi obat (kontrol negatif)

y adalah volume rata — rata telapak kaki tikus sebelum diinduksi pada

kelompok tikus yang tidak diberi obat (kontrol negatif)
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Tinjauan Umum

Penelitian ini dilakukan untuk menguji efek antiinflamasi kronik yang
memiliki pengaruh terhadap penurunan jumlah osteoklas tulang dalam
pengaruhnya dalam proses resorpsi tulang. Pengujian efek antiinflamasi kronik ini
dilakukan pada tikus putih jantan yang dibuat artritis reumatoid. Pemilihan tikus
putih jantan dilakukan karena pada metode induksi adjuvant-arthritis tikus betina
lebih bervariasi dalam pencapaian onset dan keparahan keadaan patologis
(Bendele, 2001). Selain itu, tikus jantan tidak begitu dipengaruhi oleh efek
samping natrium diklofenak dibandingkan tikus betina, yaitu mekanisme
penghambatan enzim siklooksigenase yang berefek terhadap tekanan darah
(Romanowska, Grotkiewicz, Rewekant, & Makulska-Nowak, 2008).

Pengujian antiartritis dilakukan dengan mengukur volume udem telapak
kaki tikus menggunakan pletismometer dan pengujian terhadap jumlah osteoklas
dilakukan dengan pengamatan terhadap histologi tulang calcaneus tikus. Bahan
uji yang digunakan adalah bahan herbal (Gambar 3.1) yang telah digunakan
secara empiris sebagai antiinflamasi kuat di klinik pengobatan herbal di depok,
yaitu tanaman rumput mutiara (Herbal Insani, 2012; wawancara dengan dr. Ipak
Ridmah Rikenawaty, 5 Januari 2012). Bahan tersebut diberikan sebagai ekstrak
etanol 70%.

Dosis ekstrak etanol rumput mutiara yang digunakan adalah dosis
bertingkat yang didasari pada dosis penggunaan herbal yang efektif pada klinik di
daerah Depok. Diduga senyawa yang berefek sebagai antiinflamasi adalah
senyawa golongan flavonoid sehingga digunakan ekstrak etanol yang
dapatmenarik senyawa tersebut. Dosis manusia yang telah digunakan secara
empiris tersebut dikonversi ke dosis pemberian untuk tikus sehingga didapatkan
dosis pemberian 360 mg/ 200 g BB tikus dan 810 mg/ 200 g BB tikus, serta
digunakan dosis pertama 160 mg/ 200 g BB tikus yang merupakan pembagian
2,25 kali dari dosis kedua. Kemudian dari ketiga dosis ini ditentukan jumlah dosis

ekstrak rumput mutiara yang digunakan dengan menggunakan rendemen yang
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didapatkan. Penetapan dosis ini dapat digunakan untuk menentukan dosis
optimum untuk efek antiartritis yang kemudian dibandingkan dengan
pengaruhnya terhadap jumlah osteoklas pada jaringan tulang calcaneus tikus yang
diinduksi.

Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah natrium
diklofenak. Pemilihan obat ini didasarkan pada penelitian yang menunjukkan
bahwa senyawa obat ini dapat bekerja pada jaringan lokal yang meradang.
Diklofenak dan metabolitnya memiliki kecenderungan untuk mencapai
konsentrasi lebih besar pada telapak kaki dan tengkuk leher yang meradang pada
hewan yang diinjeksi karagenan ketika dibandingkan dengan telapak kaki yang
tidak meradang dari hewan yang sama atau hewan kontrol. Natrium diklofenak
juga dapat mencapai konsentrasi yang tinggi di jaringan sinovial (Schweitzer,
Hasler-Nguyen, & Zijlstra, 2009). Selain itu, faktor ekonomis juga menjadi salah

satu faktor pemilihan natrium diklofenak sebagai kontrol positif.

4.2 Penyiapan Ekstrak Etanol

Rumput mutiara diekstraksi dengan cara dingin yaitu maserasi. Hal ini
dilakukan agar senyawa aktif rumput mutiara yang diduga sebagai flavonoid tidak
teroksidasi pada suhu yang tinggi, yaitu lebih dari 80°C menurut Yagin, Rui, &
Hong (2005) dan menurut He, Xiong, Chen, Ruan, Wang, & Traore (2005) pada
suhu tinggi juga dapat terjadi penurunan efisiensi ekstraksi flavonoid. Pelarut
yang digunakan untuk ekstraksi adalah etanol 70%. Etanol dipilih sebagai pelarut
ekstraksi rumput mutiara karena senyawa aktif yang berperan sebagai
antiinflamasi  dalam rumput mutiara yang diperkirakan adalah flavonoid
mempunyai sifat larut dalam etanol. Etanol juga merupakan pelarut yang kurang
toksik dibandingkan pelarut polar lainnya sehingga lebih aman untuk diberikan
secara oral pada hewan coba serta merupakan pelarut yang ramah lingkungan
(Sathishkumar, Baskar, Shanmugam, Rajasekaran, Sadasivam, & Manikandan,
2008). Selain itu, pelarut etanol mudah diuapkan serta didestilasi sehingga
pembuatan ekstrak kental dapat lebih menghemat waktu.

Ekstrak etanol rumput mutiara yang diperoleh kemudian ditentukan

organoleptiknya dengan pancaindra untuk mendeskripsikan bentuk, warna, bau,
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dan rasa. Ekstrak yang didapatkan berupa ekstrak kental, berwarna hijau

kecoklatan, berbau khas, dan rasanya pahit (Gambar 4.1).

Gambar 4.1 Ekstrak etanol rumput mutiara

4.3 Penetapan Rendemen

Parameter standar umum yang dilakukan pada penelitian ini adalah
penetapan rendemen. Ekstrak yang didapat kemudian ditimbang dan dihitung
persentase rendemen dalam ekstrak tersebut.

Berdasarkan perhitungan pada Lampiran 1.2, maserasi 250 g serbuk
simplisia rumput mutiara menghasilkan 43,85 g ekstrak kental sehingga rendemen
ekstrak etanol 70% yang didapat adalah 17,54%. Hasil rendemen yang didapat
digunakan sebagai faktor konversi untuk menghitung dosis ekstrak yang
digunakan untuk uji antiinflamasi. Rendemen tersebut dihitung dari perbandingan
berat ekstrak dibagi berat simplisia kering dalam persentase. Dari rendemen yang
didapatkan tersebut didapatkan dosis ekstrak rumput mutiara yang dikonversi dari
dosis serbuk simplisia, yaitu dosis | 28,06 mg/200 g BB; dosis 11 63,13 mg/200 g
BB; dosis 111 142,04 mg/200 g BB tikus.

4.4 Hasil Penapisan Fitokimia
Uji kualitatif yang dilakukan pada ekstrak kental rumput mutiara berupa

uji untuk senyawa flavonoid, tanin, triterpenoid dan glikosida yang terkandung di
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dalamnya (Depkes RI, 1995). Senyawa yang positif terkandung dalam ekstrak
etanol 70% adalah glikosida, flavonoid, dan tanin. Pelarut yang digunakan adalah
pelarut yang bersifat polar sehingga terpenoid yang bersifat nonpolar tidak

terdapat dalam ekstrak etanol 70% rumput mutiara tersebut.

Tabel 4.1 Hasil penapisan fitokimia pada ekstrak etanol 70% rumput mutiara

Senyawa Uji Hasil Pengamatan Kesimpulan
Glikosida Terbentuk cincin berwarna merah +
Flavonoid Warna merah pada buih yang +

terbentuk
Tanin Larutan menjadi keruh +
Terpenoid Warna tetap -

4.5 Uji Efek Antiartritis

Pada penelitian ini, kelompok yang diuji berjumlah enam kelompok yaitu
kontrol normal, kontrol negatif, kontrol positif, dosis |, dosis Il, dan dosis IlI.
Pada hari pertama, tikus diinduksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada
telapak kaki kiri sebanyak 0,1 ml untuk semua kelompok kecuali kontrol normal.
Kontrol normal hanya diinduksi larutan salin yaitu larutan natrium klorida 0,9%
sebanyak 0,1 ml. CFA efektif meningkatkan respon antibodi selular dan humoral
terhadap imunogen yang diinjeksikan secara bermakna. Komponen penting dari
respon ini adalah reaksi inflamasi kuat pada lokasi deposisi antigen akibat
pembentukan influks leukosit dan interaksinya dengan antigen (OACU, 2011).
Pengukuran volume edema yang terjadi akibat inflamasi dilakukan menggunakan
pletismometer (Gambar 3.2) dengan cara mengukur volume air yang digantikan.
(Woode et al., 2008)

Pengukuran volume udem dilakukan pada hari ke-1 sebelum induksi, hari
ke-7, 14, 21, dan 28. Pengamatan ini dilakukan untuk mengamati perubahan
volume udem pada hewan coba yang diberi larutan uji maupun yang tidak diberi
larutan uji. Dari data volume udem yang didapatkan (Tabel 4.2), dapat
dibandingkan persentase penghambatan udem rata-rata pada kelompok yang

diberi larutan uji yaitu kelompok kontrol positif, dosis I, dosis I, dan dosis I1I.

Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



38

Volume udem rata-rata masing-masing kelompok pada hari ke-1, 7, 14,
21, dan 28 dapat dilihat pada Tabel 4.3. Dari Tabel 4.3, bisa disimpulkan bahwa
kelompok kontrol negatif mengalami peningkatan volume udem secara signifikan
dari hari ke-7 jika dibandingkan dengan hari ke-1, tetapi pada hari ke-14 sampai
hari ke-21 terjadi penurunan volume udem, yang kemudian diikuti dengan
peningkatan volume udem kembali pada hari ke-28, yaitu 20,33; 40,83; 40,50;
39,33; dan 40,83 pl. Pada kelompok dosis I terjadi peningkatan rata-rata volume
udem pada hari ke-7, lalu menurun pada hari ke-14, dan meningkat kembali pada
hari ke-21 sampai hari ke-28. Sedangkan pada kelompok dosis Il rata-rata volume
udem meningkat pada hari ke-7 sampai hari ke-14, kemudian menurun pada hari
ke-21, dan meningkat kembali pada hari ke-28. Kelompok dosis Ill juga
mengalami peningkatan rata-rata volume udem pada hari ke-7, tetapi mengalami
penurunan volume udem pada hari ke-14 hingga hari ke-21 dan mengalami
peningkatan kembali pada hari ke-28. Sedangkan pada kontrol positif terjadi
peningkatan rata-rata volume udem setiap minggunya, yaitu pada hari ke-7, 14,
21, dan 28. Adanya penurunan rata-rata volume udem yang bervariasi dari hari
ke-7 sampai ke-21 pada ketiga kelompok dosis menunjukkan bahwa pemberian
bahan uji ekstrak rumput mutiara dapat mengurangi gejala inflamasi, yaitu
peningkatan volume udem pada telapak kaki tikus, tetapi penghambatan inflamasi
tersebut terjadi secara kronis karena mencapai titik minimum pada hari ke-21.
Sedangkan pada kelompok kontrol positif memang terjadi peningkatan volume
udem setiap minggunya, tetapi volume udem pada hari ke-7 lebih rendah daripada
volume udem pada kelompok dosis sehingga dapat diperkirakan bahwa natrium
diklofenak sebagai kontrol positif menghambat udem secara akut, yaitu bekerja
pada tahap awal inflamasi. Pada hari ke-28 keempat kelompok tersebut
mengalami peningkatan rata-rata volume udem. Hal itu diperkirakan merupakan
akibat dari lesi sekunder akibat induksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA) yang
menyebabkan pembengkakan di bagian sendi mulai hari ke-11 sampai ke-12
setelah induksi (Parmar, N.S. & Prakash, 2006). Efek pemberian bahan uji tidak
lagi bermakna antara hari ke-21 sampai hari ke-28 karena tidak mampu

menurunkan volume udem telapak kaki meskipun tidak melebihi kontrol negatif.

Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



39

Perubahan rata-rata volume udem masing-masing kelompok pada hari ke-7, 14,
21, dan 28 dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Tabel 4.3 Volume rata-rata telapak kaki tikus pada hari ke-1 sampai 28 setelah
diinduksi 0,1 ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada semua
kelompok perlakuan, kecuali kontrol normal

Volume Rata-rata Telapak Kaki (ul)
Perlakuan + Standar Deviasi
Hari-1%) Hari-7 Hari-14 Hari-21 Hari-28

23,83 25,33 24,00 24,17 24,00

Kontrol Normal
+0,98 +2,25 +1,79 +1,17 +0,89
) 23,33 40,83 40,50 39,33 40,83

Kontrol Negatif
+2,34 +5,27 + 4,37 + 5,99 +5,34
iy 23,83 35,50 38,00 38,50 40,50

Kontrol Positif
+2,14 + 3,33 +6,69 +9,89 + 6,69
) 25,67 41,17 37,00 39,00 41,83

Dosis |
+0,82 +3,25 +5,02 +4,43 +5,34
: 23,83 26,83 37,67 36,50 37,50
Dosis |1
+2,32 +5,42 +5,01 +321 +5,68
) 24,83 41,33 40,00 37,33 40,17
Dosis 11

+3,13 + 6,25 +6,00 +4,63 +6,97

Keterangan : *) = sebelum induksi; kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%,
kontrol positif = natrium diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak
rumput mutiara 28,06 mg/200 g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara
63,13 mg/200 g BB, dosis Ill = bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g
BB
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Keterangan: KN = kontrol normal (induksi dengan larutan salin pada hari ke-1 dan pem berian
larutan CMC 0,5% pada hari ke-2 sampai 28); KNe = kontrol negatif (induksi dengan
CFA pada hari ke-1 dan pemberian larutan CMC 0,5% pada hari ke-2 sampai 28);
KP = kontrol positif (induksi dengan CFA pada hari ke-1 dan pemberian suspensi
natrium diklofenak 1 mg/200 g BB pada hari ke-2 sampai 28); DI = kelompok dosis |
(induksi dengan CFA pada hari ke-1 dan pemberian suspensi bahan uji 28,06 mg/200
g BB pada hari ke-2 sampai 28); DIl = kelompok dosis Il (induksi dengan CFA pada
hari ke-1 dan pemberian suspensi bahan uji 63,13 mg/200 g BB pada hari ke-2
sampai 28); DIIlI = kelompok dosis Il (induksi dengan CFA pada hari ke-1 dan
pemberian suspensi bahan uji 142,04 mg/200 g BB pada hari ke-2 sampai 28).

Gambar 4.2 Perbandingan volume rata-rata telapak kaki tikus pada hari ke-1
sampai 28 setelah diinduksi 0,1 ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada
semua kelompok perlakuan

Berdasarkan analisis statistik pada Lampiran 3 sampai 7, data volume
udem untuk semua kelompok pada masing-masing hari pengujian menunjukkan
data tidak terdistribusi normal dan homogen. Sehingga digunakan uji
nonparametrik Kruskal Wallis untuk menguji perbedaan antarkelompok.
Kemudian jika terdapat perbedaan yang bermakna, yaitu bila nilai sig. kurang dari
0,05, dilakukan lagi uji- Mann-Whitney untuk menguji signifikansi perbedaan
setiap dua kelompok. Secara lengkap hasil uji Mann-Whitney bisa dilihat pada
Tabel 4.5.

Dari Tabel 4.5, didapatkan bahwa pada hari ke-7, 14, 21, dan 28, seluruh
kelompok berbeda bermakna jika dibandingkan dengan kontrol normal, antara
kontrol negatif dengan kontrol negatif dan antara kontrol positif dengan dosis |
terdapat perbedaan bermakna pada hari ke-7. Hal ini menunjukkan bahwa

kelompok kontrol positif mempunyai efek antiartritis setelah pemberian 6 hari,
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yaitu pada hari ke-7 sejak induksi Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Sedangkan
tidak terdapat perbedaan bermakna antara ketiga kelompok dosis selama 28 hari
perlakuan. Selain itu, sejak hari ke-14 sudah tidak terdapat perbedaan rata-rata
volume udem yang bermakna antara kontrol positif, kontrol negatif, kelompok
dosis I, Il, dan Ill. Dari tabel tersebut disimpulkan bahwa kelompok kontrol
positif dapat mengurangi besarnya volume telapak kaki tikus akibat pemberian
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) secara subplantar setelah pemberian 6 hari,
sementara kelompok dosis I, I, dan Il tidak dapat mengurangi volume telapak
kaki hingga pemberian 28 hari karena tidak memiliki efek antiartritis jika
dibandingkan dengan rata-rata volume udem kontrol normal. Hal ini dapat
disebabkan oleh belum terdapatnya penelitian yang membuktikan mengenai efek
bahan uji terhadap inflamasi pada sendi dan jaringan sinovial dengan pemberian
secara oral atau dosis yang digunakan belum mencapai dosis optimum sebagai
antiartritis. Selain itu, penggunaan bahan uji secara empiris di masyarakat
digunakan dalam bentuk simplisia utuh tanpa proses ekstraksi sehingga hasilnya

dapat mengalami perbedaan dengan hasil yang terbukti secara empiris tersebut.
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Keterangan: KP = kontrol positif (suspensi natrium diklofenak 1 mg/200 g BB); DI = kelompok
dosis | (suspensi bahan uji 28,06 mg/200 g BB); DIl = kelompok dosis Il (suspensi
bahan uji 63,13 mg/200 g BB); DIil = kelompok dosis 111 (suspensi bahan uji 142,04
mg/200 g BB).

Gambar 4.3 Persentase penghambatan udem pada hari ke-7, 14, 21, dan 28
setelah diinduksi 0,1 ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada semua
kelompok perlakuan kecuali kontrol normal dan kontrol negatif

Secara umum, persentase penghambatan udem rata-rata (Lampiran 2) bervariasi
untuk setiap kelompoknya. Persentase penghambatan dosis | (28,06 mg/200 g BB
ekstrak) lebih rendah dibandingkan dengan dosis 1l (63,13 mg/200 g BB ekstrak)
dan kontrol positif (natrium diklofenak 1 mg/200 g BB) pada hari ke-7; kemudian
mengalami peningkatan hingga maksimum pada hari ke-14, yang berarti
persentase penghambatan dosis | lebih tinggi dibandingkan dosis II, dosis Il
(142,04 mg/200 g BB), dan kontrol positif; lalu menurun pada hari ke-21 sampai
hari ke-28 sehingga memiliki persentase penghambatan yang lebih rendah
dibandingkan dosis Il dan 11l (Gambar 4.3). Namun berdasarkan analisis statistik
volume udem kelompok dosis I tidak berbeda bermakna jika dibandingkan dengan

dua kelompok dosis lainnya, kecuali kontrol positif pada hari ke-7 (Tabel 4.5).
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Hal ini menunjukkan bahwa efek antiartritis dosis | setara dengan dosis Il, I1l, dan
kontrol positif, kecuali pada hari ke-7, dimana dosis | berbeda bermakna dengan
kontrol positif.

Persentase penghambatan dosis 1l pada hari ke-7 lebih tinggi dibandingkan
dosis | dan dosis Ill; kemudian menurun pada hari ke-14 menjadi lebih rendah
dibandingkan dosis I; meningkat kembali pada hari ke-21 melebihi dosis I; dan
meningkat melebihi kontrol positif, dosis I, dan dosis Il pada hari ke-28 (Tabel
4.3). Jika dibandingkan dengan persentase penghambatan kontrol positif pada hari
ke-7, 14, 21, dan 28, persentase penghambatan dosis Il melebihi penghambatan
oleh kontrol positif (Tabel 4.4). Berdasarkan diagram penghambatan udem rata-
rata (Gambar 4.3), persentase penghambatan dosis Il terlihat stabil pada
keseluruhan hari perlakuan dan cukup tinggi dibandingkan sebagian besar
kelompok lainnya. Secara analisis statistik, didapatkan bahwa volume udem kaki
tikus kelompok dosis 1l tidak berbeda bermakna dengan kontrol positif dan kedua
kelompok dosis lainnya (Tabel 4.5). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa
efek antiartritis dari dosis Il setara dengan dosis I, dosis Ill, dan kontrol positif
(natrium diklofenak) pada hari ke-7, 14, 21, dan 28.

Persentase penghambatan udem dosis 111 (142,04 mg/200 g BB) lebih
rendah dibandingkan dosis I, dosis II, dan kontrol positif pada hari ke-7 dan 14
(Tabel 4.4). Sedangkan persentase penghambatan dosis Il lebih tinggi
dibandingkan kelompok lainnya pada hari ke-21 (Tabel 4.4). Pada hari ke-28
persentase penghambatan dosis |11 lebih rendah dibandingkan dosis I, tetapi lebih
tinggi dibandingkan kontrol positif dan dosis | (Gambar 4.3). Akan tetapi
berdasarkan analisis statistik, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
kelompok dosis 11 dengan dosis I, 11, dan kontrol positif sehingga dapat dikatakan
bahwa efek antiartritis dosis 11l sebanding dengan dosis I, 11, dan kontrol positif.

Berdasarkan hasil analisis statistik (Tabel 4.5), perbandingan antara
kelompok dosis menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna
antara ketiga dosis baik pada hari ke-7, 14, 21, maupun 28. Sedangkan jika hanya
dilihat berdasarkan Tabel 4.4 dan Gambar 4.3 sulit menentukan dosis yang terbaik
karena efek penghambatan udem yang bervariasi pada setiap hari pengujian.

Tidak terdapat perbedaan efek antiartritis yang bermakna antar ketiga dosis secara
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statistik. Ketiga dosis tidak berbeda bermakna jika dibandingkan dengan kontrol
positif (natrium diklofenak), kecuali dosis | pada hari ke-7, sehingga secara
statistik dapat dikatakan bahwa efek antiartritis kelompok dosis sebanding dengan
kontrol positif, tetapi efek antiartritis dosis | pada hari ke-7 lebih baik
dibandingkan kontrol positif karena memiliki perbedaan yang bermakna.
Meskipun demikian, ketiga kelompok dosis dan kontrol positif juga tidak berbeda
bermakna dengan kontrol negatif, kecuali kontrol positif pada hari ke-7, sehingga
secara statistik efek antiartritis ketiga kelompok dosis dan kontrol positif tidak
berbeda bermakna jika dibandingkan dengan kontrol negatif.

Berdasarkan data persentase penghambatan volume udem rata-rata (Tabel
4.4), efek antiartritis maksimum dicapai kelompok dosis Il (63,13 mg/200 g BB
ekstrak rumput mutiara) dicapai pada hari ke-14 jika dibandingkan dengan
persentase penghambatan rata-rata kontrol positif walaupun kontrol positif
memberikan efek penghambatan maksimum pada hari ke-7. Dari hasil
penghambatan udem rata-rata ini dapat disimpulkan bahwa kontrol positif
(natrium diklofenak), yang merupakan bahan uji sintetis, memiliki efek
penghambatan terhadap inflamasi akut, yaitu pada fase awal terjadinya inflamasi.
Sedangkan kelompok dosis yang meliputi dosis | berefek antiartritis maksimum
pada hari ke-14, dosis Il (63,13 mg/200 g BB) pada hari ke-7, dan dosis Il
(142,04 mg/200 g BB) pada hari ke-21 sehingga dapat disimpulkan bahwa
kelompok dosis bekerja terhadap inflamasi secara kronik. Begitu pula dengan
dosis 1l yang walaupun sudah menunjukkan efek antiartritis mulai hari ke-7, tetap
mempertahankan efek penghambatannya pada hari ke-14, 21, sampai hari ke-28
(Gambar 4.3). Walaupun persentase penghambatan udem menunjukkan efek
antiartritis, secara statistik dapat disimpulkan bahwa ketiga dosis uji tidak
memiliki aktivitas antiartritis jika dibandingkan dengan kontrol negatif dan
kontrol positif.

Aktivitas antiartritis yang merupakan antiinflamasi kronik diperkirakan
dapat terjadi karena sifat antioksidatif dan aktivitas penangkapan radikal; regulasi
aktivitas selular dari sel yang mempengaruhi inflamasi; modulasi enzim
metabolisme asam arakhidonat (fosfolipase A2, siklooksigenase, lipoksigenase)

dan NO sintase (Garcia-Lafuente, Guillamén, Villares, Rostagno, & Martinez,

Universitas Indonesia

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



45

2009). Senyawa yang diperkirakan memiliki efek antiinflamasi dari ekstrak
rumput mutiara adalah senyawa golongan flavonoid. Diperkirakan mekanisme
kerja dari bahan uji ekstrak rumput mutiara yang lebih cenderung bekerja secara
kronis adalah menghambat atau mengurangi jumlah mediator-mediator inflamasi
yang terbentuk pada jaringan. Variasi-variasi yang terjadi juga diperkirakan

disebabkan oleh variasi biologis antar-individu tikus.

4.6 Histologi Tulang dan Pengamatan Osteoklas

Setelah perlakuan selama 28 hari, pengaruh efek antiinflamasi rumput
mutiara terhadap jumlah osteoklas pada tulang calcaneus hewan coba diamati
dengan menggunakan histologi jaringan tulang. Dari hasil preparat tulang yang
telah diwarnai (Gambar 4.4), dilakukan pengamatan dan penghitungan jumlah
osteoklas pada masing-masing kelompok pada setiap lapang pandang, yaitu 38590
um?. Hasil perhitungan per lapang pandang disajikan pada Tabel 4.6 yang
kemudian diubah ke dalam satuan jumlah osteoklas per mm? luas lapang pandang
(Tabel 4.7). Penyajian data dan analisis statistik dilakukan berdasarkan jumlah

osteoklas per mm? luas lapang pandang yang diamati (Gambar 4.5).
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Keterangan: KN = kontrol normal (CMC 0,5%); KNe = kontrol negatif (CMC 0,5%); KP =
kontrol positif (natrium diklofenak 1 mg/200 g BB); DI = kelompok dosis | (bahan
uji 28,06 mg/200 g BB); DIl = kelompok dosis Il (bahan uji 63,13 mg/200 g BB);
DIl = kelompok dosis 111 (bahan uji 142,04 mg/200 g BB).

Gambar 4.5 Perbandingan jumlah osteoklas per mm? pada setiap kelompok
perlakuan

Berdasarkan data pada Tabel 4.8, jumlah rata-rata osteoklas per mm?
menurun secara berturut-turut dimulai dari dosis I, dosis Il, kontrol positif, dan
dosis Ill. Dosis 11l (142,04 mg/200 g BB ekstrak rumput mutiara) merupakan
perlakuan dengan jumlah osteoklas terendah sehingga memiliki efek
penghambatan terbaik terhadap jumlah osteoklas yang terbentuk akibat gejala
inflamasi artritis reumatoid pada tulang calcaneus tikus. Berdasarkan analisis
statistik (Lampiran 8), tidak terdapat perbedaan bermakna antara ketiga kelompok
dosis dan kontrol positif dengan kontrol normal sehingga dapat dikatakan bahwa
efek perlakuan-perlakuan tersebut memiliki efek penghambatan osteoklas hingga
mencapai kadar mendekati kelompok normal. Kontrol negatif memiliki perbedaan
yang bermakna dibandingkan dengan kelima kelompok perlakuan lainnya;
sedangkan jumlah osteoklas kelompok dosis mulai dari yang terkecil jumlahnya
adalah dosis IlI, 1l, dan | yang memiliki perbedaan bermakna antara dosis |
dengan dosis 1l dan Ill, tetapi jumlah osteoklas dosis Il dan Il tidak berbeda
bermakna. Jika dilihat dari hasil perhitungan osteoklas, penurunan jumlah
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osteoklas sebanding dengan peningkatan dosis yang diberikan sehingga dapat
dikatakan bahwa efek penurunan osteoklas dipengaruhi oleh dosis.

Jumlah osteoklas pada kelompok kontrol positif lebih sedikit dibandingkan
dengan dosis Il, tetapi masih melebihi jumlah osteoklas dosis Il (Tabel 4.7).
Berdasarkan analisis statistik, tidak terdapat perbedaan bermakna antara ketiga
perlakuan tersebut sehingga dapat disimpulkan bahwa jumlah osteoklas terendah
pada histologi jaringan tulang calcaneus didapatkan pada kelompok dosis Il, dosis
I1l, dan kontrol positif yang menunjukkan efek terbaik dalam menghambat
pembentukan osteoklas. Hasil ini juga didukung oleh perbandingan dengan
kelompok kontrol normal yang tidak berbeda bermakna serta perbedaan yang
bermakna antara dosis Il, I11, dan kontrol positif dengan kontrol negatif. Karena
dosis Il dan I11 tidak memiliki perbedaan yang bermakna dalam jumlah osteoklas,
maka dapat disimpulkan bahwa dosis 11 (63,13 mg/200 g BB) merupakan dosis
terbaik untuk mencegah resorpsi tulang berlebihan akibat pembentukan osteoklas
berlebih.

4.7 Hubungan antara Penurunan Jumlah Osteoklas Tulang Calcaneus
dengan Efek Antiartritis Ekstrak Etanol 70% Rumput Mutiara

Pada pembahasan di bagian sebelumnya serta data pada Tabel 4.7,
pemberian ekstrak etanol rumput mutiara dengan dosis bervariasi memberikan
efek penghambatan terhadap pembentukan osteoklas dan efek terbaik diberikan
oleh dosis 11 (63,13 mg/200 g BB ekstrak). Bahan uji rumput mutiara terbukti
secara empiris memiliki efek antiinflamasi yang kuat, tetapi penelitian mengenai
bahan uji tersebut sebagai agen antiinflamasi secara umum maupun sebagai
antiartritis masih sangat terbatas. Bahan uji ekstrak rumput mutiara tidak
menghasilkan perbedaan yang bermakna dengan kontrol negatif, dan masih
menghasilkan perbedaan yang bermakna jika dibandingkan dengan kontrol
normal sehingga dari pembahasan sebelumnya dapat disimpulkan bahwa ekstrak
rumput mutiara tidak memiliki efek antiartritis. Akan tetapi, efek penghambatan
terhadap pembentukan osteoklas terbukti secara statistik memiliki efek

menurunkan jumlah osteoklas pada jaringan yang mengalamai inflamasi.
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Berdasarkan pembahasan sebelumnya, dapat disimpulkan bahwa meskipun
efek antiinflamasi kronik dari ketiga dosis tidak bermakna secara statistik, efek
ketiga dosis terhadap penurunan jumlah osteoklas lebih baik secara statistik
dibandingkan kontrol negatif (Lampiran 8.4). Penurunan jumlah osteoklas terjadi
karena efek antiinflamasi yang dimiliki oleh ekstrak rumput mutiara dalam
menghambat sitokin-sitokin yang mencetuskan inflamasi seperti TNF-a dan
interleukin 1 yang juga memiliki peran terhadap diferensiasi dan aktivasi
osteoklas (Han et al., 2007). TNF dan sitokin inflamasi lainnya dapat merangsang
terbentuknya mediator inflamasi termasuk prostaglandin, hasil konversi oleh
enzim siklooksigenase, yang pada akhirnya akan menyebabkan resorpsi tulang
akibat interaksi antara RANKL dengan RANK (Tracey, Klareskog, Sasso, Salfeld,
& Tak, 2008). RANKL dapat berikatan dengan RANK dan berperan terutama
dalam metabolisme tulang sebagai stimulator pembentukan, fusi, diferensiasi,
aktivasi, dan kelangsungan hidup dari osteoklas (Kumar, Abbas, & Fausto, 2005).
Osteoklas memiliki mekanisme untuk merusak jaringan termineralisasi dan
kerusakan jaringan ini menyebabkan terbentuknya resorpsi yang dalam pada
tulang (Mclnnes & Schett, 2011). Oleh karena mediator-mediator inflamasi yang
dihambat oleh senyawa antiinflamasi, pembentukan dan pematangan osteoklas
pun dapat dihambat sehingga efek antiartritis juga dapat menurunkan jumlah
osteoklas dan mencegah destruksi tulang.

Pada Gambar 4.6, perbandingan kondisi telapak kaki antara tikus yang
tidak diinduksi CFA (kontrol normal) dengan tikus yang diinduksi CFA dapat
diamati. Gejala artritis berupa udem dan kemerahan pada telapak kaki yang
diinduksi.
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Keterangan: Telapak kaki tikus kelompok normal yang tidak diinduksi CFA dilihat dari samping
(a) dan bawah (b); Telapak kaki tikus yang diinduksi CFA dilihat dari samping (c)
dan bawah (d) menunjukkan gejala inflamasi berupa kemerahan dan udem

Gambar 4.6 Penampakan telapak kaki tikus pada hari ke-28 setelah induksi

Tabel 4.9 Perbandingan jumlah osteoklas dan volume telapak kaki rata-rata pada
hari ke-28 semua kelompok perlakuan

Kontrol Kontrol | Kontrol

Dianme Negatif Positif Dosis | Dosis 1l Dosis 111

Kelompok

Jumlah
Osteoklas Rata- | 3183,04 | 4331,86 | 2513,60 | 3429,21 + | 2893.67 2496,33
rata per mm’ +984,22 | £190,01 | £271,78 279,42 + 317,23 + 337,34

+SD
Volume Udem
Rata-rata pada 24,00 40,83 40,50 41,83 37,50 40,17
Hari-28 (ul) +0,89 +5,34 + 6,69 +5,34 +5,68 + 6,97
+SD

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis I = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB

Perbandingan antara jumlah osteoklas dan volume udem masing-masing
kelompok pada hari ke-28 dapat dilihat pada Tabel 4.9. Selain itu, secara umum
pada kelompok dengan rata-rata volume udem yang lebih kecil, jumlah osteoklas
per lapangan pandang juga rendah yang berarti pemberian ekstrak memiliki
potensi untuk menurunkan jumlah osteoklas pada jaringan tulang, meskipun tidak
selalu demikian. Kelompok dosis Il (63,13 mg/200 g BB) paling efektif
menurunkan jumlah osteoklas karena meskipun jumlah osteoklas kelompok dosis

111 lebih kecil, kedua dosis tidak berbeda bermakna. Dosis Il memiliki persentase
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penghambatan volume udem yang paling tinggi pula pada hari ke-7 dan ke-28
dibandingkan kelompok lainnya meskipun secara statistik tidak menunjukkan efek
antiartritis. Efek terhadap penurunan osteoklas yang lebih bermakna diperkirakan
karena ekstrak etanol rumput mutiara bekerja lebih kuat dan lebih dini terhadap
pembentukan sitokin inflamasi yang bekerja pada reseptor di tulang dibandingkan
pada dibandingkan pada jaringan yang mengalami gejala peradangan.
Berdasarkan penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya (Bahtiar et al., 2011),
perlakuan dengan bahan uji dilakukan selama 40 hari dan menghasilkan efek
antiinflamasi serta penghambatan terhadap penurunan massa tulang yang
bermakna. Oleh karena itu, efek antiartritis yang belum tercapai secara bermakna
diperkirakan karena waktu perlakuan yang belum cukup untuk mencapai efek

tersebut.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak etanol 70% rumput mutiara (Hedyotis corymbosa (L.) Lamk.) memiliki
efek menurunkan jumlah osteoklas jaringan tulang calcaneus tikus, tetapi belum
menghasilkan efek antiartritis yang bermakna ditinjau dari penurunan volume
udem telapak kaki tikus putih jantan yang diinduksi Complete Freund’s Adjuvant
(CFA). Efek bergantung kepada peningkatan dosis dengan dosis ekstrak 63,13

mg/200 g BB menunjukkan efek penurunan terbaik terhadap jumlah osteoklas.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk penggunaan ekstrak etanol 70%
rumput mutiara terhadap tikus model artritis reumatoid dengan waktu
perlakuan yang lebih panjang, vyaitu lebih-kurang 40 hari sehingga
memungkinkan tercapainya efek antiartritis yang bermakna dan sebanding
dengan efek penurunan jumlah osteoklas yang telah dicapai.

2. Perlu digunakan pewarnaan histologi tulang yang dapat menandai aktivitas
osteoklas, yaitu menggunakan jenis pewarnaan untuk Tartrate Resistant-Acid
Phosphatase (TRAP) karena melalui pewarnaan ini dapat diamati tidak hanya
penurunan jumlah osteoklas yang terjadi, tetapi juga disertai dengan
penurunan aktivitasnya akibat pengobatan antiartritis.

3. Kontrol positif yang dapat digunakan pada penelitian selanjutnya adalah

siklosporin yang menekan sistem umum, baik selular maupun humoral.
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[Sumber: Mishra, Dash Swain, & Dey, 2009, telah diolah kembali]
Keterangan: (a) rumpun tanaman rumput mutiara; (b) tanaman rumput mutiara yang berbunga

Gambar 3.1 Tanaman rumput mutiara

Keterangan: (a) alat pletismometer dan (b) posisi pengukuran volume udem tikus

Gambar 3.2 Pletismometer dan pengukuran volume kaki tikus
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/
Keterangan: bagian tulang calcaneus tikus (kiri) dan bagian tulang calcaneus saat diletakkan
dalam kantung dekalsifikasi (kanan)

Gambar 3.3 Bagian tulang yang diisolasi

Gambar 3.4 Proses dekalsifikasi tulang calcaneus menggunakan larutan
Na,EDTA dengan pengadukan konstan

Gambar 3.5 Rotary microtome untuk memotong jaringan

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



62

Keterangan: (a) kontrol normal (CMC 0,5%), (b) kontrol negatif (CMC 0,5%), (c) kontrol positif
(natrium diklofenak 1 mg/200 g BB), (d) kelompok dosis | (bahan uji ekstrak rumput
mutiara 28,06 mg/200 g BB), (e) kelompok dosis Il (bahan uji ekstrak rumput
mutiara 63,13 mg/200 g BB), (f) kelompok dosis Il (bahan uji ekstrak rumput

mutiara 142,04 mg/200 g BB); osteoklas tersebar pada lapang pandang (38590 um?)
yang ditunjukkan dengan mata panah

Gambar 4.4 Histologi tulang calcaneus dengan menggunakan pewarnaan
hematoksilin dan eosin, pengamatan dengan mikroskop optik, perbesaran 100x
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Tabel 4.2 Volume telapak kaki tikus pada hari ke-1 sampai 28 setelah diinduksi
0,1 ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada semua kelompok
perlakuan kecuali kontrol normal

Perlakuan | N (Ulangan Volume Telapak Kaki (ul)
Tikus) Hari-1 | Hari-7 | Hari-14 | Hari-21 | Hari-28
1 24,0 28,0 24,0 25,0 24,0
2 25,0 27,0 25,0 24,0 25,0
3 25,0 27,0 27,0 26,0 25,0
4 23,0 24,0 23,0 24,0 24,0
Kontrol
Normal 5 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
6 23,0 23,0 22,0 23,0 23,0
Rata-rata 23,83 25,33 24,00 24,17 24,00
Standar
Deviasi 0,98 2,25 1,79 1,17 0,89
1 23,0 43,0 46,0 48,0 51,0
2 25,0 50,0 46,0 43,0 41,0
3 27,0 41.0 38,0 42,0 40,0
Kol 4 21,0 38,0 38,0 35,0 37,0
Negatif 5 23,0 38,0 39,0 36,0 36,0
6 21,0 35,0 36,0 32,0 40,0
Rata-rata 23,33 40,83 40,50 39,33 40,83
Standar
Deviasi 2,34 5,27 4,37 5,99 5,34
1 27,0 35,0 35,0 43,0 47.0
2 25,0 37,0 43,0 52,0 43,0
3 21,0 35,0 36,0 28,0 34,0
Kontrol 4 24.0 41,0 49.0 46,0 49,0
Positif 5 24,0 34,0 34,0 33,0 35,0
6 22,0 31,0 31,0 29,0 35,0
Rata-rata 23,83 35,50 38,00 38,50 40,50
Standar
Deviasi 2,14 3,33 6,69 9,89 6,69
1 26,0 43,0 42.0 43,0 48.0
2 26,0 43,0 42,0 43,0 48,0
3 26,0 43,0 38,0 41,0 43,0
_ 4 26,0 37,0 38,0 40,0 39,0
Dosis | 5 24,0 37,0 30,0 33,0 36,0
6 26,0 44,0 32,0 34,0 37,0
Rata-rata 25,67 41,17 37,00 39,00 | 4183
Standar
Deviasi 0,82 3,25 5,02 4,43 5,34
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1 25,0 35,0 28,0 34,0 49,0
2 20,0 27,0 37,0 36,0 36,0
3 26,0 38,0 39,0 34,0 36,0
Dosis 11 4 22,0 38,0 40,0 34,0 35,0
5 25,0 41,0 40,0 41,0 34,0
6 25,0 42,0 42,0 40,0 35,0
Rata-rata 23,83 36,83 37,67 36,50 37,50

Standar
Deviasi 2,32 5,42 5,01 3,21 5,68
1 25,0 42,0 45,0 37,0 40,0
2 25,0 38,0 38,0 37,0 37,0
3 29,0 47,0 47,0 44,0 50,0
J 4 23,0 48,0 39,0 36,0 43,0
Dosts 1l 5 20,0 31,0 30,0 30,0 29,0
6 27,0 42,0 41,0 40,0 42,0
Rata-rata 24,83 41,33 40,00 37,33 40,17

Standar
Deviasi 3,13 6,25 6,00 4,63 6,97

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Ill =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB

Tabel 4.4 Persentase penghambatan udem rata-rata pada hari ke-7, 14, 21, dan 28
setelah diinduksi 0,1 ml Complete Freund’s Adjuvant (CFA) pada
semua kelompok perlakuan kecuali kontrol normal

o Persentase Penghambatan Udem Rata-rata (-%)
Hari ke-7 | Hari ke-14 | Hari ke-21 | Harike-28
Kontrol Normal 0 0 0 0
Kontrol Negatif 0 0 0 0
Kontrol Positif 33,33 17,48 8,33 4,76
Dosis | 11,43 33,98 16,67 7,62
Dosis 11 25,71 19,42 20,83 21,90
Dosis 11 571 11,65 21,88 12,38

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB
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Tabel 4.5 Perbandingan ada tidaknya perbedaan bermakna antar kelompok
perlakuan berdasarkan hasil uji Mann-Whitney

Kelompok Hari-7 | Hari-14 | Hari-21 | Hari-28

Kontrol negatif \ \ \ \
Kontrol positif \ \ \ \
Kontrol Normal Dosis | N \ \ \/
Dosis Il \ \ \ \
Dosis 11 \ \ \ \

Kontrol positif \
) Dosis | — - - -

Kontrol Negatif -
Dosis I1 = k- — —
Dosis 111 - = - -
Dosis | \ r — -
Kontrol Positif Dosis 11 = = = -
Dosis Il = = — -
Dosis | >< Dosis |1 o - = =
Antar - 2
Kelompok Dosis | >< Dosis Il - =~ — =
Dosis Dosis Il >< Dosis 5 B _ F
i
Keterangan : — = Tidak terdapat perbedaan bermakna; \ = Terdapat perbedaan bermakna; kontrol

normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Ill =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB
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Tabel 4.6 Jumlah osteoklas setiap kelompok perlakuan pada pengamatan histologi
tulang calcaneus

ikus) Normal Negatif Positif Dosis | Dosis Il | Dosis Il
1 132 159 89 143 101 79
2 77 169 103 141 103 82
3 83 171 108 122 125 97
4 167 158 80 120 103 109
5 117 177 103 126 129 108
6 161 169 99 142 109 103
Rata-rata 122,83 167,17 97,00 132,33 111,67 96,33
Standar
Deviasi 37,98 7,33 10,49 10,78 12,24 13,02

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB

Tabel 4.7 Jumlah osteoklas setiap kelompok perlakuan pada pengamatan histologi
tulang calcaneus per mm

Jumlah Osteoklas per mm?
N (Ulangan
Tikus) Egprtnrs: ﬁgg;‘;?fl P;%r;itt'}?l Dosis | Dosis 11 Dosis 111
1 3420.58 4120.24 2306.30 3705.62 2617.26 2047.16
2 1995.34 4379.37 2669.09 3653.80 2669.09 2124.90
3 2150.82 4431.20 2798.65 3161.44 3239.18 2513.60
4 4327.55 4094.32 2073.08 3109.61 2669.09 2824.57
5 3031.87 4586.68 2669.09 3265.09 3342.83 2798.65
6 4172.07 4379.37 2565.43 3679.71 2824.57 2669.09
Rata-rata 3183,04 4331,86 2513,60 3429,21 2893,67 2496,33
Standar
Deviasi 084,22 190,01 271,78 279,42 317,23 337,34

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB
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Tabel 4.8 Jumlah osteoklas rata-rata setiap kelompok perlakuan

Kelompok Rata-rata Jumlah Rata-rata Jumlah
Osteoklas/lapang pandang Osteoklas/mm?
(38590 pm?)
Kontrol normal 122,83 + 37,98 3183,04 + 984,22
Kontrol negatif 167,17 £ 7,33 4331,86 + 190,01
Kontrol positif 97,00 £ 10,49 2513,60 + 271,78
Dosis | 132,33 +£10,78 3429,21 + 279,42
Dosis 11 111,67 + 2,24 2893,67 + 317,23
Dosis 111 96,33 £ 13,02 2496,33 + 337,34

Keterangan: kontrol normal = CMC 0,5%, kontrol negatif = CMC 0,5%, kontrol positif = natrium
diklofenak 1 mg/200 g BB, dosis | = bahan uji ekstrak rumput mutiara 28,06 mg/200
g BB, dosis Il = bahan uji ekstrak rumput mutiara 63,13 mg/200 g BB, dosis Il =
bahan uji ekstrak rumput mutiara 142,04 mg/200 g BB
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Lampiran 1. Penentuan dosis dan pembuatan bahan uji

1.1 Penentuan dosis dan pembuatan suspensi natrium diklofenak
Dosis natrium diklofenak untuk uji antiartritis adalah 5 mg/kg BB tikus setiap
hari secara oral (llavarasan et.al., 2005, Fitriyah, 2011; Siddalingappa, Rajesh,
Kudagi, Krishnakanthk, & Sujith, 2011). Oleh karena itu, pada penelitian ini
ditentukan dosis yang akan dipakai adalah 5 mg/kb BB tikus.
5 mg/kg BB = 10 mg/1000 g x 200 g = 1 mg/200 g BB tikus
Dalam 2 ml suspensi mengandung 1 mg natrium diklofenak.
Untuk membuat 50 ml suspensi natrium diklofenak 1 mg/200 g BB,
dibutuhkan natrium diklofenak , 50/2 ml x 1 = 25 mg, maka sebanyak 25 mg

natrium diklofenak, suspensikan dalam CMC 0,5% sampai 50 ml.

1.2 Penentuan dosis dan pembuatan suspensi ekstrak rumput mutiara
Dosis uji yang digunakan pada penelitian ini adalah sesuai dosis yang telah
terbukti berefek secara empiris yang kemudian dikonversi ke dalam dosis
tikus (Herbal Insani, 2012; wawancara dengan dr. Ipak Ridmah Rikenawaty,
2012), yaitu :

Dosis | =160 mg/200 g BB tikus
Dosis |1 = 360 mg/200 g BB tikus
Dosis IlI = 810 mg/200 g BB tikus
Pembuatan bahan uji dosis I, Il, dan I dari ekstrak yang sudah diperoleh

adalah sebagai berikut :

Berat serbuk kering 1250 ¢

Berat ekstrak kental yang diperolen :43,85¢

Rendeman ekstrak yang diperoleh = 43,85 g/ 250 g x 100% = 17,54%, maka :

Dosis | ekstrak rumput mutiara = 160 mg/200 g BB

Berat dosis yang ditimbang = 160 mg x 17,54 / 100 = 28,06 mg
VVolume pemberian untuk ekstrak rumput mutiara adalah 2 ml/200 g BB
Maka, 28,06 mg/2 mi= 14,03 mg/mi
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Volume dosis | rumput mutiara yang akan dibuat sebanyak 20 ml. Berat
ekstrak rumput mutiara yang ditimbang 20 ml x 14,03 mg/ml = 280,6 mg.
Suspensikan 280,6 mg ekstrak rumput mutiara dengan larutan CMC 0,5%
hingga 20 ml.

Dosis Il ekstrak rumput mutiara = 360 mg/200 g BB

Berat dosis yang ditimbang = 360 mg x 17,54 / 100 = 63,13 mg

VVolume pemberian untuk ekstrak rumput mutiara adalah 2 ml/200 g BB

Maka, 63,13 mg/2 ml= 31,565 mg/ml

Volume dosis | rumput mutiara yang akan dibuat sebanyak 20 ml. Berat
ekstrak rumput mutiara yang ditimbang 20 ml x 31,565 mg/ml = 631,3 mg.
Suspensikan 631,3 mg ekstrak rumput mutiara dengan larutan CMC 0,5%
hingga 20 ml.

Dosis 111 _ekstrak rumput mutiara = 810 mg/200 g BB

Berat dosis yang ditimbang = 810 mg x 17,54 / 100 = 142,04 mg

Volume pemberian untuk ekstrak rumput mutiara adalah 2 ml/200 g BB

Maka, 142,04 mg/2 ml= 71,02 mg/mi

Volume dosis | rumput mutiara yang akan dibuat sebanyak 20 ml. Berat
ekstrak rumput mutiara yang ditimbang 20 ml x 71,02 mg/ml = 1420,4 mg.
Suspensikan 1420,4 mg ekstrak rumput mutiara dengan larutan CMC 0,5%
hingga 20 ml.
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Lampiran 2. Penentuan persentase penghambatan volume udem rata-rata

2.1 Cara memperoleh persentase penghambatan volume udem rata-rata

Rumus % penghambatan udem rata-rata :

% Penghambatan Udem rata — rata = {1 - {Z:;}} x100% (3.2)

Keterangan :

a adalah volume rata — rata telapak kaki tikus setelah diinduksi pada
kelompok tikus yang diberi obat

X adalah volume rata — rata telapak kaki tikus sebelum diinduksi pada
kelompok tikus yang diberi obat

b adalah volume rata — rata telapak kaki tikus setelah diinduksi pada
kelompok tikus yang tidak diberi obat (kontrol negatif)

y adalah volume rata — rata telapak kaki tikus sebelum diinduksi pada

kelompok tikus yang tidak diberi obat (kontrol negatif)

Contoh perhitungan persentase penghambatan udem rata-rata pada kelompok
dosis | hari ke-7:

a=41,17 ; x = 25,67 2 a-x = 15,47
b=40,83;y=23,33 - b-x=17,50

maka, % penghambatan udem = [ 1-(15,47/17,50)] X 100%
= (1-0,884) X 100% = 11,60 %
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Lampiran 3. Uji statistik volume telapak kaki tikus seluruh kelompok uji pada
hari ke-1

3.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari
ke-1
a. Tujuan  : untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji
ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Shapiro-Wilk
Kelompok
Statistic df Sig.
Hari-1 Kontrol normal 175 6 .035
Kontrol negatif .908 6 421
Kontrol positif 967 6 .875
Dosis 1 496 6 .000
Dosis 2 .823 6 .094
Dosis 3 .978 6 .939

e. Kesimpulan : Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak

terdistribusi normal.
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3.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-1
a. Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen
c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima
d. Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.727 5 30 .159

e. Kesimpulan: Ho diterima, berarti data volume telapak kaki tikus

terdistribusi homogen.
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3.3 Uji analisis Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-1

75

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume

telapak kaki tikus tiap perlakuan

b. Hipotesis :

Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki

tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :

Udem
hari ke-1

Chi-Square

df

Asymp. Sig.

6.549

.256

e. Kesimpulan: Ho diterima, berarti tidak terdapat perbedaan yang bermakna

antar perlakuan pada hari ke-1.
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Lampiran 4. Uji statistik volume telapak kaki tikus seluruh kelompok uji pada
hari ke-7

4.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari
ke-7
a. Tujuan  : untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji
ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
— Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

Hari-7 Kontrol normal .836 6 121
Kontrol negatif .922 6 .519
Kontrol positif .953 6 724
Dosis 1 124 6 .011
Dosis 2 .874 6 .243
Dosis 3 .927 6 .558

e. Kesimpulan : Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak

terdistribusi normal.
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4.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-7
a. Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima
d. Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.
877 5 30 .508

e. Kesimpulan: Ho diterima, berarti data volume telapak kaki tikus

terdistribusi homogen.
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4.3 Uji Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-7

78

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume

telapak kaki tikus tiap perlakuan

b. Hipotesis :

Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki

tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:

Udem
hari ke-7

Chi-Square

df

Asymp. Sig.

20.031

.001

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar

perlakuan pada hari ke-7.
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4.4 Uji Mann-Whitney terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-7
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
telapak kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak
kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki
tikus antara enam kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Asymp. Sig.
Kelompok (2 tailed)
Kontrol normal Kontrol negatif .004
Kontrol positif .004
Dosis 1 .004
Dosis 2 .004
Dosis 3 .004
Kontrol negatif Kontrol positif .043
Dosis 1 .683
Dosis 2 .326
Dosis 3 747
Kontrol positif Dosis 1 .015
Dosis 2 .293
Dosis 3 .064
Dosis 1 Dosis 2 .106
Dosis 3 1.000
Dosis 2 Dosis 3 144
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Kesimpulan: Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol normal
dengan kelima kelompok lainnya; antara kontrol positif dengan kontrol
negatif dan dosis I. Hal ini berarti pada hari ke-7 terdapat perbedaan
bermakna antara kontrol normal dengan kelima kelompok lainnya; antara
kontrol positif dengan kontrol negatif dan dosis I. Namun, tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara kelompok dosis I, Il, dan Il dengan

kontrol negatif serta antara ketiga kelompok dosis.
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Lampiran 5. Uji statistik volume telapak kaki tikus seluruh kelompok uji pada
hari ke-14

5.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari
ke-14
a. Tujuan  : untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji
ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :
Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig.

Hari-14 Kontrol normal .933 6 .607
Kontrol negatif .804 6 .064
Kontrol positif 141 6 .366
Dosis 1 .879 6 .264
Dosis 2 187 6 .045
Dosis 3 .949 6 735

e. Kesimpulan : Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak

terdistribusi normal.
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5.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-14

a.
b.

Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA

Hipotesis :

Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen

Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen

Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak

Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.412 5 30 .248

Kesimpulan: Ho diterima, berarti data volume telapak kaki tikus

terdistribusi homogen.
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5.3 Uji analisis nonparametrik Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji pada

hari ke-14

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume

telapak kaki tikus tiap perlakuan

b. Hipotesis :

Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki

tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :

Udem
hari ke-14

Chi-Square

df

Asymp. Sig.

15.818

.007

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar

perlakuan pada hari ke-14.

Efek ekstrak..., Margaretha S.M.U., FMIPA Ul, 2012



84

(lanjutan)

5.4 Uji Mann-Whitney terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-14
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
telapak kaki tikus antara tujuh kelompok perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak
kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki
tikus antara enam kelompok perlakuan
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :
Asymp. Sig.
Kelompok (2 tailed)
Kontrol normal Kontrol negatif .004
Kontrol positif .004
Dosis 1 .004
Dosis 2 .004
Dosis 3 .004
Kontrol negatif Kontrol positif 227
Dosis 1 .326
Dosis 2 .809
Dosis 3 .808
Kontrol positif Dosis 1 872
Dosis 2 748
Dosis 3 522
Dosis 1 Dosis 2 871
Dosis 3 373
Dosis 2 Dosis 3 470
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Kesimpulan: Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol normal
dengan kelima kelompok lainnya. Hal ini berarti pada hari ke-14 terdapat
perbedaan bermakna antara kontrol normal dengan kelima kelompok
lainnya. Namun, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kontrol
positif dengan ketiga kelompok dosis dan kontrol negatif; kontrol negatif
dengan ketiga kelompok dosis dan kontrol positif; serta antara ketiga

kelompok dosis.
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Lampiran 6. Uji statistik volume telapak kaki tikus seluruh kelompok uji pada
hari ke-21

6.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari
ke-21
a. Tujuan  : untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji
ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Kelompok Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

Hari ke-21 |Kontrol normal .908 6 421
Kontrol negatif .951 6 752
Kontrol positif .908 6 425
Dosis 1 .835 6 118
Dosis 2 .786 6 .044
Dosis 3 .955 6 781

e. Kesimpulan : Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak

terdistribusi normal.
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(lanjutan)

6.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-21
a. Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA
b. Hipotesis :

Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima
d. Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.

7.428 5 30 .000

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak
terdistribusi homogen.
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6.3 Uji analisis nonparametrik Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji pada

hari ke-21

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume

telapak kaki tikus tiap perlakuan

b. Hipotesis :

Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki

tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :

Udem
hari ke-21

Chi-Square

df

Asymp. Sig.

15.326

.009

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar

perlakuan pada hari ke-21.
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(lanjutan)

6.4 Uji Mann-Whitney terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-21
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
telapak kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak
kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki
tikus antara enam kelompok perlakuan
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :
Asymp. Sig.
Kelompok (2 tailed)
Kontrol normal Kontrol negatif .004
Kontrol positif .004
Dosis 1 .004
Dosis 2 .004
Dosis 3 .004
Kontrol negatif Kontrol positif .810
Dosis 1 872
Dosis 2 .294
Dosis 3 .810
Kontrol positif Dosis 1 .936
Dosis 2 1.000
Dosis 3 1.000
Dosis 1 Dosis 2 .367
Dosis 3 573
Dosis 2 Dosis 3 .648

e. Kesimpulan: Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol normal

dengan kelima kelompok lainnya. Hal ini berarti pada hari ke-21 terdapat
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perbedaan bermakna antara kontrol normal dengan kelima kelompok
lainnya. Namun, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kontrol
negatif dengan ketiga kelompok dosis dan kontrol positif dengan ketiga
kelompok dosis.
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Lampiran 7. Uji statistik volume telapak kaki tikus seluruh kelompok uji pada
hari ke-28

7.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji pada hari
ke-28
a. Tujuan  : untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji
ANAVA
b. Hipotesis :
Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi normal
Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi normal
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil:
Kelompok Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

Hari ke-28 |Kontrol normal .853 6 .167
Kontrol negatif .812 6 .075
Kontrol positif .842 6 136
Dosis 1 871 6 232
Dosis 2 .621 6 .001
Dosis 3 972 6 .905

e. Kesimpulan : Ho ditolak, berarti data volume telapak kaki tikus tidak

terdistribusi normal.
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(lanjutan)

7.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-28

a.
b.

Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA

Hipotesis :

Ho = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang
terdistribusi homogen

Ha = data volume telapak kaki tikus berasal dari populasi yang tidak
terdistribusi homogen

Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak

Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.942 5 30 17

Kesimpulan: Ho diterima, berarti data volume telapak kaki tikus

terdistribusi homogen.
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7.3 Uji analisis nonparametrik Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji

pada hari ke-28

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume

telapak kaki tikus tiap perlakuan

b. Hipotesis :

Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak

kaki tikus tiap kelompok perlakuan

Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki

tikus tiap kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :

Udem
hari ke-28

Chi-Square

df

Asymp. Sig.

17.184

.004

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti terdapat perbedaan yang bermakna antar

perlakuan pada hari ke-28.
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(lanjutan)

7.4 Uji Mann-Whitney terhadap seluruh kelompok uji pada hari ke-28
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari volume
telapak kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak
kaki tikus antara enam kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap volume telapak kaki
tikus antara enam kelompok perlakuan
c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :
Asymp. Sig.
Kelompok (2 tailed)
Kontrol normal Kontrol negatif .004
Kontrol positif .004
Dosis 1 .004
Dosis 2 .004
Dosis 3 .004
Kontrol negatif Kontrol positif .630
Dosis 1 872
Dosis 2 .052
Dosis 3 .809
Kontrol positif Dosis 1 469
Dosis 2 743
Dosis 3 .936
Dosis 1 Dosis 2 .075
Dosis 3 872
Dosis 2 Dosis 3 199
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Kesimpulan: Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol normal dengan
kelima kelompok lainnya. Hal ini berarti pada hari ke-28 terdapat
perbedaan bermakna antara kontrol normal dengan kelima kelompok
lainnya. Namun, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kontrol
negatif dengan ketiga kelompok dosis dan kontrol positif; serta kontrol

positif dengan ketiga kelompok dosis.
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Lampiran 8. Uji statistik jumlah osteoklas histologi tulang calcaneus tikus

seluruh kelompok uji

8.1 Uji normalitas (Uji Shapiro-Wilk) terhadap seluruh kelompok uji

a. Tujuan
ANAVA
b. Hipotesis :

Ho = data jumlah osteoklas histologi tulang calcaneus tikus berasal dari

populasi yang terdistribusi normal

Ha = data jumlah osteoklas histologi tulang calcaneus tikus berasal dari

populasi yang tidak terdistribusi normal

c. Kiriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

untuk mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji

d. Hasil:
Kelompok Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.
Kontrol normal 912 6 447
Kontrol negatif .904 6 .395
Kontrol positif .903 6 .392
Dosis 1 .944 6 .075
Dosis 2 .945 6 .079
Dosis 3 .868 6 .218

e. Kesimpulan : Ho diterima, berarti data jumlah osteoklas histologi tulang

calcaneus tikus terdistribusi normal.
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(lanjutan)

8.2 Uji homogenitas (Uji Levene) terhadap seluruh kelompok uji

a.
b.

Tujuan : untuk mengetahui homogenitas data sebagai syarat uji ANAVA

Hipotesis :

Ho = data jumlah osteoklas histologi tulang calcaneus tikus berasal dari
populasi yang terdistribusi homogen

Ha = data jumlah osteoklas histologi tulang calcaneus tikus berasal dari
populasi yang tidak terdistribusi homogen

Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak

Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

Hasil:

Levene Statistic dfl df2 Sig.
6.741 5 30 .000

Kesimpulan: Ho ditolak, berarti data jumlah osteoklas histologi tulang

calcaneus tikus tidak terdistribusi homogen.
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(lanjutan)
8.3 Uji analisis nonparametrik Kruskal Wallis terhadap seluruh kelompok uji

a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari jumlah
osteoklas histologi tulang calcaneus tikus tiap perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah osteoklas
histologi tulang calcaneus tikus tiap kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah osteoklas
histologi tulang calcaneus tikus tiap kelompok perlakuan
c. Kriteria Uji :
Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima
d. Hasil:

Chi-Square Df Asymp. Sig.
21.905 5 .001

e. Kesimpulan: Ho ditolak, berarti terdapat perbedaan jumlah osteoklas yang

bermakna antar perlakuan.
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(lanjutan)

8.4 Uji Mann-Whitney terhadap seluruh kelompok uji
a. Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari jumlah
osteoklas histologi tulang calcaneus tikus antara enam kelompok
perlakuan
b. Hipotesis :
Ho = Tidak terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah osteoklas
histologi tulang calcaneus tikus antara enam kelompok perlakuan
Ha = Terdapat perbedaan yang bermakna terhadap jumlah osteoklas
histologi tulang calcaneus tikus antara enam kelompok perlakuan

c. Kriteria Uji :

Sig. < 0,05 berarti Ho ditolak
Sig. > 0,05 berarti Ho diterima

d. Hasil :
Asymp. Sig.
Kelompok (2 tailed)
Kontrol normal Kontrol negatif .025
Kontrol positif .261
Dosis 1 .631
Dosis 2 521
Dosis 3 .200
Kontrol negatif Kontrol positif .004
Dosis 1 .004
Dosis 2 .004
Dosis 3 .004
Kontrol positif Dosis 1 .004
Dosis 2 .073
Dosis 3 .936
Dosis 1 Dosis 2 .037
Dosis 3 .004
Dosis 2 Dosis 3 125
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Kesimpulan: Ho ditolak pada perbandingan antara kontrol negatif dengan
kelima kelompok lainnya; kontrol positif dengan kelompok dosis I; serta
dosis | dengan dosis Il dan dosis Ill. Hal ini berarti pada hasil perhitungan
jumlah osteoklas pada histologi tulang calcaneus terdapat perbedaan
bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Namun, tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara kontrol normal dengan ketiga kelompok
dosis dan kontrol positif; kontrol positif dengan kelompok dosis Il dan Ill;

serta antara kelompok dosis Il dengan dosis IlI.
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- -

¢ PT.KIMIA FARMA

Phone : 021-4503354

e

Hasil Peuieriksaan Laboratorium

BAHAN BAKU

No. BTBS i GRAL-11000006 / /'](

172011

Flant Jakarts Bahan
1000203 NATRIL DICLOFENAC

1 Yung Zip Chemical id Co. Ltd |, latiware
11Box @10kg = " kg
Jumiah Sample i 40 Gram
4x10g(1-4) CHEMINDO
Diambil Olehy i M. Rusdi o, Bateh/lot : DCS0410001
f Bamernzsm { Haz I Syarst l Unit | Methode |
Femerian Serbuk ieristal barwarns e
putih atau hampir puth
- higroskepik
Identific zzi 1 -4 = Memenuhi Pencuan Memenuhi Pengujiss usp =2
pH (1% bAv dalem e 7.27 7 4 8% U 32
. MRRO00 )
-4 05 % _WSPEe
% U
] - 101 % U332
Note Analizs @
Date Tima I Notes
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Lampiran 10. Sertifikat analisis Complete Freund’s Adjuvant (CFA) dari Sigma-
Aldrich

Page 1 of 1

Certificate of Analysis

SIEhA-AL DS

Freund’'s Adjuvant, Complete,

Product Name
cell suspension

Product Number F5881
Product Brand SIGMA
TEST SPECIFICATION LOT 070M8705 RESULTS
Appearance [Color) Light Yollow te Yeilow Light-Yeliow
Appearance (Form) Liquid » Liquid
with particulates
Appearance (Turbidity) Clear Clear
emulsification assay Pass Pass

Forms emulsion with 0.85% NaCl

Note B T -~ ——

Each mL contains 1 mg mycobacterium

tuberculosis(H

37RA, ATCC 25177), heat killed and dried,

0.85 mL

mineral oil and 0.15 mL mannide menocleate.
Specification Date: JUL 2010
Date of QC Release: _AUG 2010
Print Date: AUG 03 2010

.

Rodney Burbach, Manager
Quality Contral
St Louis, Missouri USA

http://www sigmaaldrich.com/catalog/CertOf AnalysisPage.do?symbol=F 5881 & LotNo=070M8705&bran... 1/21/2011
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Lampiran 11. Sertifikat determinasi tanaman rumput mutiara dari Laboratorium

Taksonomi Tumbuhan Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada

o o
UNIVERSITAS GADJAH MADA
FAKULTAS BIOLOGI

LABORATORIUM TAKSONOMI TUMBUHAN
Jalan Teknika Selatan Sekip Utara Yogyakarta 55281 Telpon 6492262/6492272 Fax: 0274580839

SURAT KETERANGAN
Nomor: 0321/T.Tb/11/2012

Yang bertanda tangan dibawah ini, Kepala Laboratorium Taksonomi Tumbuhan
Fakultas Biologi Universitas Gadjah Mada, menerangkan dengan sesungguhnya

bahwa,
Nama : Margaretha SMU
NIM : 0806327862
Asal instansj : Fakultas MIPA Universitas Indonesia

telah melakukan identifikasi tumbuhan dengan hasil sebagai berikut,

SAMPEL | FAMILIA GENUS SPECIES SYNONYM NAMA

DAERAH

1 Rubiaceae | Hedyotis Hedyaotis Oldenlandia Rumput
corymbosa (L.) corymbosa L. Mutiara
Lamk.

Identifikasi tersebut dibantu oleh Drs. Heri Sujadmiko, M.Si.
Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dipergunakan seperiunya

Yogyakarta, 28 Februari 2012

ngetahui, Kepala Laboratorium
kan Fakultas Biologi Taksonomi Tumbuhan
jtas Gadjah Mada Fakultas Biologi UGM

IVl

7 Retne-Peni Sancayaningsih, M.Sc Drs. Heri Sujadmiko, M.Si
NIP. 195509291982032002 NIP. 19640209 199103 1001
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(lanjutan)

KUNCI DETERMINASI MENUJU SPECIES

Species  : Hedyotis corymbosa (IL.) Lamk

Genus : Hedyotis
; 5.< l

1b: 2a: 3ar 4 5an6ar
) 3
" el

Familia : Rubiaceae

1b. 66b. 79b. 80b. 81a. 82b. 83a, }

Nama Lokal: Rur

%
o
S

- R0 N\
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Lampiran 12. Sertifikat hewan uji

_ BAGIAN PRODUKSI TERNAK DAGING KERJA DAN ANEKA TERNAK

Sekretariat : J1. Agatis, Kampus IPB, Dramaga, Bogor 16680
Telepon : (0251) 8624774, Fax. (0251) 8624774

s norvegiciis) strain Spra
Nor
memer syaral scbag

—Ir—Poliu gH Siagi 3
7711 1 00

|

= |
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Lampiran 13. Skema kerja pelaksanaan uji antiartritis dan pengerjaan histologi

tulang

[ Aklimatisasi hewan uji selama 2 minggu. ]

A

{ Tikus ditimbang dan dikelompokan secara acak menjadi 6 kelompok, }

masing-masing kelompok 6 ekor.

A4 A\ 4 A4
Kontrol Kontrol Dosis 11
normal positif
A\ 4
— Dosis | Dosis Il
negatif
4 A N\
Pada hari ke-1 sebelum induksi, volume kaki tikus diukur hingga batas
L mata kaki )
([ N\

Injeksikan 0,1 ml CFA pada telapak kaki kiri untuk semua kelompok
secara subplantar, kecuali kontrol normal yang diinjeksi dengan
larutan salin 0,1 ml

A4

Hari ke-2 sampai 28 diberikan bahan uji ekstrak untuk kelompok dosis
I, 11, dan I11; larutan CMC 0,5% untuk kontrol normal dan negatif; dan
suspensi natrium diklofenak untuk kontrol positif

y

4 Pada hari ke-7, 14, 21, dan 28 dilakukan pengukuran volume kaki tikus\
hingga batas mata kaki yang telah diberi tanda dan pada hari ke-28
tikus dikorbankan dengan eter, lalu diambil calcaneus kaki Kiri untuk
dibuat preparat histologi tulang kemudian jumlah osteoklas dihitung per
lapang pandang secara manual menggunakan kamera optik Optilab dan
perangkat lunak Image Raster.

- J
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