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EFEK ANTINOSISEPTIF MORINDA CITRIFOLIA L. DENGAN MODEL
NYERI INFLAMASI PADA TIKUS YANG DIINDUKSI CARRAGEENAN

Fikri Fahruroji
Magister Ilmu Biomedik Kekhususan Fisiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
Jakarta, Juni 2009

ABSTRAK

Latar belakang: Salah satu mekanisme nyeri inflamasi adalah sensitisasi perifer
yvang dimediasi oleh prostaglandin E2 (PGE;) di terminal nosiseptor perifer.
Konsekuensi sensitisasi adalah hiperalgesia yang menandai penurunan ambang
nosiseptor atau modulasi aneka reseptor dan kanal ion nyeri. Hiperalgesia dapat
diatasi oleh agen antinosiseptif inhibitor siklooksigenase-2 (COX-2) seclektif,
namun pada praktiknya analgesik tersebut dilaporkan masih memiliki kelemahan.
Dalam hal ini, Morinda citrifolia L. dikategorikan etnomedika tropis yang diya-
kini memiliki efek antinosiseptif dalam berbagai kasus nyeri kronis. Secara in
vitro jus Morinda citrifolia L. dilaporkan mampu menginhibisi aktivitas enzimatik
COX-2 secara selektif, sehingga sangat potensial untuk mengatasi hiperalgesia.
Tujuan: Membuktikan efek antinosiseptif Morinda citrifolia L. dapat menurun-
kan beda laten hiperalgesia termal, dan pola beda latennya dibandingkan cele-
coxib, serta pengaruh diet teratur Morinda citrifolia 1.. terhadap hewan coba yang
diinduksi carrageenan sesuai metode modified hot plate (MHP).

Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental pada tikus Sprague-
Dawley (SD) dengan model nyeri inflamasi menggunakan algogenik carrageenan.
Parameter yang diteliti adalah beda laten reaksi menghindar antara telapak tungkai
yang diinjeksi carrageenan sccara intraplantar dengan telapak tungkai kontrala-
teral melalui uji nyeri kot plate test. Nilai beda laten ditentukan pada tahapan
respon hiperalgesia menit ke-15, ke-60, ke-180, dan ke-300 setelah diinduksi
nyeri inflamasi,

Hasil: Diperoleh penurunan rerata beda laten pada tikus yang diberi minum
Morinda citrifolia L. sebelum diinjeksi carrageenan secara bermakna dibanding-
kan rerata beda masa laten tikus yang diberi minum salin. Nilai tersebut juga tidak
signifikan perbedaannya dengan rerata beda laten pada tikus yang diobati
celecoxib maupun tikus yang diberi minum Morinda citrifolia L. selama 10 hari.
Kesimpulan: Efek antinosiseptif Morinda citrifolia L. dapat menurunkan beda
laten hiperalgesia termal dengan model nyeri inflamasi pada tikus yang diinduksi
algogenik carrageenan. Pola beda laten tersebut mirip dengan efek celecoxib,
sehingga keduanya sama-sama terbukti dapat menginhibisi respon hiperalgesia
termal. Sedangkan efek diet Morinda citrifolia L. secara teratur tidak signifikan
mempengaruhi penurunan beda laten hiperalgesia termal.

Kata kunci: Morinda citrifolia L.; nosiseptif; COX-2; sensitisasi; hiperalgesia
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ANTINOCICEPTIVE EFFECT OF MORINDA CITRIFOLIA L. WITH
PAIN INFLAMMATORY MODEL IN RAT-CARRAGEENAN INDUCED

Fikri Fahruroji
Magister of Biomedical Science of Physiology Departement
Faculty of Medicine of University Indonesia
Jakarta, June 2009

ABSTRACT

Background: One mechanism of inflammatory pain was peripheral sensitization
that mediated by prostaglandin E2 (PGE;) at peripheral terminal nociceptor.
Therefore hyperalgesia was occurred and indicated reduction of threshold noci-
ceptor or modulation of many receptors and ion channels of pain. Antinociceptive
agent that is used for the treatment of hyperalgesia is selective cyclooxygenase 2
(COX-2) inhibitor, but practically it has several problems. Morinda citrifolia L.
was categorized as tropical ethnomedicine that was believed has antinociceptive
effect, especially in many types of chronical pain. Based on in vitro research,
Morinda citrifolia L. was reported inhibited enzymatic activity of COX-2 selecti-
vely, thus it was potencial to relieve hyperalgesia.

Objective: To proved that antinociceptive effect of Morinda citrifolia L. could
decrease A latency of thermal hyperalgesia, and its value compare with celecoxib,
and the effect of regular diet of Morinda citrifolia L. in rat-carrageenan induced
based on modified hot plate test (MHP) method.

Method: This was an experimental study in rat Sprague-Dawley (SD) with pain
inflammatory model using algogenic carrageenan. The parameter was the A
latency of withdrawal reaction between paw that was injected by carrageenan ipl
and contralateral paw through hot plate test. The A latency was measured at 15,
60, 180, and 300 minutes after inflammatory challenge.

Result: The rat that treated with Morinda citrifolia L. an hour before carrageenan
injection has A latency of thermal hyperalgesia that was significantly different
from rat that was treated with saline. That value was not different significantly
than the A latency of the rat that was treated with celecoxib or the rat that was
regular treated with Morinda citrifolia L. for 10 days.

Conclusion: Antinociceptive effect of Morinda citrifolia L. decreased A latency
of thermal hyperlagesia with pain inflammatory model in rat carrageenan
induced. This A latency was similar with the effect of celecoxib, thus both were
inhibited thermal hyperalgesia response. While the effect of regular diet of
Morinda citrifolia L. was not significantly influence the decreasing of A latency
of thermal hyperalgesia

Key words: Morinda citrifolia L.; nociceptive; COX-2; sensitization; hyperal-
gesia
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Fenomena nyeri kerap menyertai berbagai gangguan homeostasis sistem
organ. Berdasarkan tinjavan fisiologi, nyeri merupakan interpretasi otak terhadap
informasi sensorik yang dikirim dari nosiseptor melalui sirkuit nyeri.! Respon
nyeri merefleksikan dinamika biomolekuler di dalam jaringan, dan pengolahan
pesan secara spesifik di sepanjang sirkuit nyer. Seandainya terjadi reaksi
inflamasi, proliferasi kanker, atau lesi pada serat saraf; kondisi patologis tersebut
kerap memicu respon nyeri yang maladaptif atau berlangsung secara kronis. Oleh
karena itu, diperlukan manajemen nyeri yang lebih khusus terhadap pasien-pasien
nyeri kronis agar mereka tidak terlalu terbebani oleh biaya yang lebih besar atau
waktu penyembuhan yang lebih lama.

Salah satu mekanisme neurofisiologi yang berhubungan dengan nyeri
kronis adalah hiperalgesia atau secara molekuler dikategorikan sensitisasi dan
plastisitas sinaps. Umumnya hiperalgesia ditandali penurunan ambang nyen,
sehingga intensitas nyeri meningkat atau terkadang disertai nyeri spontan.?
Penurunan ambang nyeri merupakan proses kompleks yang melibatkan aneka
protein seperti mediator, reseptor, kanal ion, atau tranduser sinyal di nosiseptor.
Kondisi patologis tertentu mungkin dapat menginduksi peningkatan ekspresi gen
yang mempengaruhi fungsi kerja aneka protein tersebut. Respon hiperalgesia
terjadi manakala modifikasi pascatranslasi dan pengubahan transkripsi berhasil
menurunkan ambang nyeri atau meningkatkan eksitabilitas membaran nosiseptor.’

Dewasa ini target molekuler penyembuhan hiperalgesia terus dikem-
bangkan untuk meningkatkan kuvalitas manajemen nyeri inflamasi atau nyeri
neuropatik. Hiperalgesia yang dominan merupakan manifestasi penyakit-penyakit
kronis seperti kanker, artritis, dismenorhea, dan trauma jaringan saraf. Bahkan
disinyalir inefisiensi aplikasi opioid dalam kasus-kasus nyeri kronis, justru
memicu hiperalgesia yang disebut fenomena hiperalgesia akibat efek opioid
(opioid-induced-hyperalgesia, OTH).> Berdasarkan patofisiologinya, nyeri dalam
kasus-kasus tersebut melibatkan aneka biomolekul yang berhubungan dengan
mekanisme hiperalgesia. Oleh karena itw, terdapat banyak target molekul yang
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harus diidentifikasi bila akan mengaplikasikan suatu agen antinosiseptif dalam
kasus-kasus tersebut. Manajemen nyeri saat ini tidak cukup hanya menargetkan
penghilangan gejala umum nyeri, tanpa merevitalisasi mekanisme neurobiologi
nyeri.** Artinya, perlu diteliti signifikansi interaksi antara agen antinosiseptif
yang akan diaplikasikan dengan target molekul yang terlibat dalam mekanisme
hiperalgesia.

Salah satu target molekuler berbagai agen antinosiseptif atau analgesik
adalah enzim siklooksigenase-2 (cyclooxygenase-2, COX-2). Enzim mikrosomal
ini telah diidentifikasi sebagai katalisator biosintesis prostanoid yang menyebab-
kan nyeri dan reaksi inflamasi secara umum."®’ Dalam konteks hiperalgesia,
prostanoid merupakan salah satu mediator yang dapat menginduksi sensitisasi
atau plastisitas, terutama pada kasus-kasus nyeri inflamasi.*®? Misalnya, pening-
katan sintesis prostaglandin akan memodulasi kanal ion atau reseptor di nosiseptor
melalui jalur adenosin monofosfat-protein kinase A/protein kinase C (c4AMP-
PKA/PKC-dependent), sehingga ambang nyeri tereduksi’!' Umumnya mana-
jemen nyeri untuk menginhibisi respon hiperalgesia atau menghilangkan gejala
nyeri adalah aplikasi obat antiinflamasi nonsteroid (ronsteroidal antiinflammatory
drugs, NSAIDs), inhibitor COX-2 selektif, opioid, atau kombinasi farmaseu-
tikal 37812

Akan tetapi, faktanya aplikasi analgesik tersebut dilaporkan masih
memiliki kelemahan, risiko efek samping, atau hambatan teknologi dan biaya
untuk diaplikasikan secara luas. Realitas farmaseutikal ini melatarbelakangi
peneliti untuk mengeksplorasi agen antinosiseptif yang memiliki efek terapeutik
setara dengan inhibitor COX-2 selektif, tanpa memicu gangguan homeostasis
sistem tubuh serta mudah diaplikasikan oleh pasien dengan biaya yang relatif
terjangkau. Selain itu, mekanisme inhibisi COX-2 dalam konsep hiperalgesia
merupakan topik penelitian neurofisiologi yang relatif langka di Indonesia. Salah
satu agen antinosiseptif yang akan diteliti adalah Morinda citrifolia L. (selanjut-
nya ditulis Morinda) atau di Indonesia dinamai buah mengkudu, scdangkan di
Kepulauan Pasifik disebut buah noni.

Morinda merupakan etnomedika kategori complementary and alternative

medicine (CAM) yang paling populer pemanfaatannya di dunia dalam dekade

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009

Universitas Indonesia



terakhir ini.”® Salah satu manfaat terapeutik buah ini adalah sebagai antinosiseptif
dalam berbagai kasus inflamasi, malignan, dan 1:«3urodegenera’tif.13'I6 Berdasarkan
hasil-hasil penelitian in vitro sebelumnya telah diidentifikasi bahwa Morinda
memiliki efek terapeutik sebagai inhibitor COX-2 selektif yang setara dengan
kapasitas inhibisi celecoxib (obat inhibitor selektif COX-2).‘5'” Penelitian
tersebut sinergis dengan laporan penelitian yang menyatakan bahwa sejak dulu
buah Morinda dianggap memiliki aktivitas analgesik dan sedatif.">'®* Morinda
juga dilaporkan signifikan sebagai analgesik sentral dalam wji nyeri wrirhing test
dan hot plate test dengan obat pembanding nalokson, tanpa beresiko adiksi serta
tidak memicu efek samping,'*'*#

Begitupun halnya di Indonesia, Morinda sudah lama dimanfaatkan sebagai
obat tradisional, dan dalam kurun waktu delapan tahun terakhir ini mulai populer
sebagai minuman kesehatan di lapisan masyarakat tertentu.’’ Akan tetapi,
penelitian mengenai efek terapeutik Morinda —terutama sebagai obat tradisional
untuk mengatasi nyeri kronis— masih sangat terbatas. Jadi, penelitian ini penting
untuk membuktikan efek antinosiseptif Morinda melalui mekanisme inhibisi
COX-2 dengan model uji hiperalgesia pada hewan coba. Lebih jauh lagi
penelitian ini sinergis dengan misi riset Universitas Indonesia dan tren riset
Program Magister Ilmu Biomedik FK Ul guna mengungkap potensi etnomedika
khas bumi Indonesia melalui pendekatan biomedik molekuler.**

Dalam konteks penelitian antinosiseptif, aplikasi formula naturaseutikal
Morinda harus memperlihatkan penurunan respon hiperalgesia pada hewan coba
sebagai indikator terjadinya inhibisi COX-2. Tinjavan neurofisiologi behavior ini
dipakai untuk membuktikan efek terapeutik Morinda sebagai analgesik. Model
penelitian yang dipakai adalah wji nyeri hot plate test yang sensitif terhadap
inhibitor COX-2 (analgesik nonopioid).” Nyeri inflamasi pada hewan coba akan
diindukst memakai algogenik carrageenan, yakni sebagai stimulus primer
hiperalgesia. Sedangkan stimulus sekunder bersumber dari panas kot plate. Jadi,
prospek penelitian ini adalah mengungkap lebih lanjut efek antinosiseptif Morinda
melalui jalur inhibisi COX-2 dengan mengadopsi model uji nyeri inflamasi
menggunakan metode modified hot plate (MHP) pada hewan coba.
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1.2 Rumusan Masalah

Masyarakat tradisional zona tropis mempercayai Morinda dapat dijadikan
obat untuk mengatasi nyeri kronis. Sementara itu, kecenderungan masyarakat
global mulai mengenal dan memanfaatkan efek antinosiseptif produk olahan
Morinda yang berhubungan dengan ancka masalah kesehatan. Sejauh ini motif
masyarakat Indonesia mengkonsumsi Morinda umumnya kurang dilandasi
rasionalisasi ilmiah, dan masyarakat ilmiahnya praktis belum ada yang meneliti
antinosiseptif Morinda. Oleh karena itu, masalah utama penelitian ini adalah
membuktikan efek antinosiseptif Morinda secara ilmiah dengan model nyeri
inflamasi.

Hasil penelitian in vitro sebelumnya memperlihatkan signifikansi inhibisi
Morinda terhadap aktivitas enzimatik COX-2. Seandainya jalur inhibisi yang
diperankan oleh komponen aktif Morinda ini berperan juga dalam mekanisme
nyeri inflamasi, maka aplikasi Morinda secara in vivo pada hewan coba harus
memperlihatkan penurunan beda laten hiperalgesia termal ketika diinduksi
carrageenan. Dengan demikian, turunan masalah yang harus dibuktikan adalah
kekuatan antinosiseptif Morinda dibandingkan celecoxib. Selain itu, terdapat
kepercayaan bahwa diet harian Morinda akan menghasilkan efek antinosiseptif
yang lebih kuat. Hal ini menjadi masalah tambahan untuk membuktikan apakah
benar diet Morinda teratur menimbulkan efek antinosiseptif yang lebih baik

dibandingkan dengan efek konsumsi Morinda sewaktu.

1.3 Hipotesis
Berdasarkan rumusan masalah di atas, penelitian ini akan difokuskan pada
tiga hipotesis utama:
1. Efek antinosiseptif Morinda dapat menurunkan beda laten hiperalgesia
termal ketika terjadi nyeri inflamasi.
2. Efek antinosiseptif Morinda dalam hal menurunkan beda laten hiperalgesia
termal setara dengan celecoxib.
3. Diet Morinda feratur selama 10 bar lebih kuat menurunkan beda laten
hiperalgesia termal dibandingkan dengan diet Morinda hanya 1 jam

sebelum diinduksi carrageenan.
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1.4 Tujuan Penelitian
1.4.1 Tujuan Umum

Meneliti efek antinosiseptif Morinda melalui model uji nyeri inflamasi
pada hewan coba memakai kot plate sebagai alat uji hiperalgesia. Hasil akhir
penelitian imi bertujuan untuk membuktikan kepercayaan tradisional mengenai
etnomedika Morinda sebagai obat nyeri kronis melalui pendekatan fisiologi
perilaku.

1.4.2 Tujuan Khusus
Secara khusus penelitian ini menekankan pada tiga tujuan utama, yaitu
sebagai berikut:
1. Membuktikan bahwa efek antinosiseptif Morinda dapat menurunkan beda
laten hiperalgesia termal dengan model nyeri inflamasi sesuai metode
MHP.
2. Membandingkan pola beda laten hiperalgesia termal antara efek antinosi-
septif Morinda dan celecoxib.
3. Membandingkan efek antinosiseptif antara diet teratur Morinda dengan
konsumsi Morinda sewaktu terhadap penurunan beda laten hiperalgesia

termal.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Metodologis

Penelitian antinosiseptif Morinda jalur inhibisi COX-2 merupakan landa-
san penting dalam mengatasi hiperalgesia pada kasus-kasus nyeri kronis. Beragam
target molekul yang terlibat dalam mekanisme sensitisasi dapat diteliti Iebih lanjut
seperti reseptor, kanal ion, cAMP, adenilat siklase, sitokin, dll. Bila secara in vive
efek inhibisi Morinda terhadap aktivitas enzimatik COX-2 terbukti menurunkan
reaksi hiperlagesia, maka besar kemungkinan Morinda juga mempengaruhi
ekspresi ancka protein yang terlibat dalam mekanisme sensitisasi. Scjauh ini
sudah ada penelitian efek Morinda terhadap produksi cAMP dan interleukin 1-
beta (IL-1P) yang berhubungan dengan reaksi inflamasi atau hipersensitivitas.
Selain 1tu, secara tidak langsung penelitian ini dapat menjadi argumentasi ilmiah
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perihal aplikasi Morinda untuk sejumlah penyakit yang ditandai ekspresi
berlebihan COX-2.

Sedangkan model vji nyeri kot plate test merupakan metodologi sederhana
untuk penelitian nosiseptif pada hewan coba. Banyak mekanisme hiperalgesia
termal yang dapat dieksplorasi dengan menggunakan hot plate sesuai standar
MHP. Respon perilaku hewan coba akibat perlakuan atau stimulus hiperalgesia
tertentu dapat diobservasi secara sederhana, cepat, dan akurat. Manfaat akhimya
adalah memfasilitasi penelitian-penelitian nosiseptif, baik yang berhubungan
dengan efikasi antinosiseptif maupun mekanisme molekuler hiperalgesia. Dengan
demikian, hasil-hasil penelitian hiperalgesia tersebut akan semakin memperkaya
khasanah fisiologi nyeri.

1.52 Manfaat Aplikatif
Adapun manfaat praktis penelitian ini diantaranya:

1. Morinda yang terbukti signifikan menurunkan beda laten hiperalgesia
termal dapat dipertimbangkan untuk mengatasi nyeri inflamasi dengan
tetap memperhatikan aspek toksikologi.

2. Morinda yang terbukti signifikan menurunkan beda laten hiperalgesia
termal dapat dipertimbangkan sebagai alternatif inhibitor COX-2 selektif
dengan tetap memperhatikan aspek toksikologi.

3. Model dan instrumen penelitian hiperalgesia yang sesuai dengan metode
MHP dapat diaplikasikan untuk menguji agen antinosiseptif lainnya pada

hewan coba.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fisiologi Nyeri

Nyeri berdasarkan definisi Infernational Association for the Study of Pain
(IASP) adalah sensorik yang tidak menyenangkan atau pengalaman emosional
yang berhubungan dengan kerusakan jaringan, baik secara aktual maupun
potensial. Presepsi nyeri selalu subyektif, banyak orang melaporkan nyeri karena
kerusakan jaringan atau penyebab patofisiologi, tetapi ada juga orang yang
melaporkan nyeri karena alasan psikologis semata.’* Pengalaman nyeri
merupakan proses kompleks yang melibatkan transduksi stimulus berbahaya dari
lingkungan, hingga proses kognitif dan emosional di dalam otak.” Deskripsi nyeri
merupakan presepsi atau perasaan teriritasi, terluka, tersengat, tersakiti, tertekan,
sedih, atau setiap sensasi yang tidak dapat ditolerir oleh anggota tubuh. Sedangkan
nosiseptif adalah setiap proses sensorik yang dapat menimbulkan sinyal untuk
mentriger nyeri.” Dalam hal ini, para neurofisiolog mengkaji nosiseptif sebagai
respon spesifik terhadap sitmulus yang berpotensi merusak jaringan, sedangkan
kajian nyeri terbatas pada sensasinya.?®

Idealnya nyeri berfungsi sebagai sistem alarm —yang dimiliki organisme—
atau peringatan dini akan ancaman kerusakan.’*° Manusia yang terlahir tanpa
sensasi nyeri akan hidup dalam bahaya yang konstan, dan umumnya meninggal
pada usia muda. Aktivitas nosiseptif pada tingkat rendah tetap penting dalam kerja
sehari-hari, yakni untuk mengontrol pergerakan dan postur. Bahkan dalam
keadaan tidur, nyeri diperlukan untuk mencegah regangan skeletal.” Oleh karena
itu, nyeri laksana mekanisme penyelamatan yang esensial bagi kontinuitas perila-
ku dan kesehatan manusia.”® Konsep ini sudah diperkenalkan oleh Sherrington
sejak 1910, bahwa respon nyeri berupa refleks protektif atau perilaku menghindar

627 Dengan

yang diperlukan untuk melindungi organisme dari ancaman kerusakan.
demikian, mekanisme nyeri atau sistem nosiseptif layak dikategorikan sebagai
salah satu komponen yang bertanggung jawab mengontro] homeostasis.”’

Teori nyeri termasuk topik sensasi somatovisera dalam fisiologi manusia.
Saat ini mekanismenya telah berkembang hingga pada tingkat molekuler. Dalam

konteks fisiologi nyeri, penelitian nosiseptif umumnya difokuskan pada respon
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perilaku organisme yang berhubungan dengan molekuler nyeri dalam kondisi
tertentu. Minimal ada empat hal yang dapat dikritisi, yaitu: (1) nosiseptor dan
jaras nyeri; (2) mekanisme transduksi, konduksi, dan transmisi sinyal nyeri; (3)
molekuler nyeri yang mencakup kanal ion, reseptor, neurotransmiter, serta
mediator nyeri; dan (4) respon perilaku nyeri. Keempat hal tersebut menjadi dasar
analisis untuk semua jenis nyeri, termasuk dalam kasus hiperalgesia.

Nosiseptor mempakan neuron sensorik primer yang vital dalam hal sensasi
somatik khusus stimulus nyeri. Kata nosiseptor itu sendiri berasal dari bahasa latin
nocere yang artinya “menyakiti”.2 Nosiseptor memiliki karakteristik ambang dan
sensitivitas yang berbeda dibandingkan dengan serat saraf lainnya. Penelitian
elektrofisiologi memperlibatkan nosiseptor hanya dapat diaktivasi oleh stimulus
panas yang tinggi, tekanan yang intens, atau iritan kimia.>** Nosiseptor terdiri atas
dua tipe dengan kekhasan neurokimia masing-masing. Anatomi fungsional
nosiseptor berbentuk ujung saraf bebas, aksonnya bermielin atau tanpa mielin, dan
termasuk kelompok reseptor somatosenseri (Gambar 2.]1a). Ujung saraf bebas
tersebut adalah serat C tidak bermielin dan serat Ad kecil bermielin. Keduanya
dikategorikan nosiseptor polimodal karena membrannya memiliki aneka kanal ion
yang sensitif terhadap stimulus panas, tekan, atau kimia (Gambar 2.1b). %
Masing-masing serat berbeda dalam hal ukuran, kecepatan konduksi, dan derajat
mielinasinya. Serat A3 memediasi nyeri pertama (cepat, akut, tajam), sedangkan
serat C memediasi nyeri kedua (lambat, menyebar, tumpul) (Gambar 2.2).1:228

Nosiseptor ditemukan hampir di semua jaringan tubuh mencakup kulit,
tulang, otot, organ internal, dan meningen otak. Sedangkan badan selnya berada di
segmental ganglia akar dorsalis (dorsal root gangilia, DRG), dan terminalnya
bersinaps dengan neuron ordo kedua di tajuk dorsalis (dorsal horn, DH) medula
spinalis. Jalur asenden nyeri sebenarnya terdiri dari dua jaras, yaitu jalur
spinotalamikus dan jalur trigeminal. Informasi nyeri dari tubuh yang sampai ke
medula spinalis selanjuinya akan dikirim ke otak melalui jalur spinotalamikus
secara kontralateral. Akson neuron ordo kedua pada jalur ini langsung melintas
dan naik melalui traktus spinotalamikus di sepanjang permukaan ventral medula
spinalis sampai ke talamus untuk bersinaps dengan neuron ordo ketiga. Sedang-

kan informasi nyeri dart wajah dan kepala dikirim melalui serat-serat tipis saraf
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Gambar 2.1 Anatomi fungsional nosiseptor. (a) Ujung saraf bebas dikategorikan
reseptor sederhana (pseudounipolar); (b} Aneka kanal ion pada ujung saraf bebas
sensitif terhadap stimulus kimia, panas, atau tekan,

Sumber: Silverthorn DU, Human physiology: an integrative approach 3" ed. Benjamin Cumming,
2004 “telah diolah kembali”.
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Gambar 2.2 Nyeri pertama dan nyeri kedua. Sensari nyeri pertama akibat
stimulus berbahaya dimediasi akson cepat A8. Sedangkan yang kedua, sensasi
nyeri yang lebih lama dimediasi serat C yang lambat.

Sumber: Bear MF, Connors BW, Paradiso MA. Neuroscience exploring the brain 2™ ed.
Lippincott Williams & Wilkins, 2001 “telah diolah kembali”.
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trigeminal yang bersinaps dengan neuron sensorik ordo kedua di nukleus
trigeminal spinal batang otak. Akson sel int melintas dan naik ke talamus melalui
leminiskus trigeminalis. Sinaps dari kedua jaras tersebut di talamus cukup luas,
sebagian akson berterminasi di nukleus paraventrikuler dan sebagian lagi di
nukleus intralaminar. Akhirnya, informasi nyeri dari talamus diproyeksikan ke
korteks somatosensori primer dan korteks singulat>%**%* Dalam hal ini, jalur
asenden nyeri memiliki persamaan dengan sensasi suhu, tetapi berbeda dengan
sensasi raba dan tekan (Gambar 2.3).°

Nosiseptor sebagai neuron aferen primer memiliki tiga fungsi utama dalam
proses nyeri, yaitu: mendeteksi stimulus membahayakan atau merusak (transduk-
si), mengirim input sensorik dari terminal perifer ke medula spinalis (konduksi),
dan mentransfer input melalui sinaps ke neuron spesifik di lamina DH medula
spinalis (transmisi), Secara umum fungsi tersebut dikategorikan transmisi normal
atau mekanisme nyeri nosiseptif. Aktivasi neuron aferen primer berambang tinggi
(serat C dan serat Ad) oleh stimulus intens (tidak merusak) akan menghasilkan
nyeri yang terlokalisasi, tanpa disertai perubahan transkripsional maupun pasca-
translasi. Transmisi normal ini mengisyaratkan peristiwa sensitivitas basal pada
nosiseptor. Seandainya input -dari serat C berhasil- menginduksi perubahan
pascatransiast, maka akan terjadi sensitisasi perifer atau sentral,*#*°

Proses transduksi dimediasi oleh beragam reseptor spesifik seperti kanal
ion sensitif-panas yang dinamai vaniloid receptor (VR1), kanal ion sensitif-proton
yang dinamai acid-sensing ionic channel (ASIC) dan dorsal root acid-sensing
ionic channel (DRASIC), serta aneka reseptor yang sensitif terhadap stimulus
kimiawi spesifik {terutama histamin, bradikinin, purin, dan serotonin). Ekspresi
elemen transduksi tersebut terjadi pada subset nosiseptor spesifik sesuai dengan
sensitivitas modalitas tertentu. Selanjutnya proses konduksi akan dimediasi oleh
kanal sodium bergerbang-voltase yang bertanggung jawab dalam fase pembang-
kitan potensial aksi dan —bersama kanal potasium— menentukan eksitabilitas
neuron sensorik. Sejauh ini telah diketahui dua tipe kanal sodium bergerbang-
voltase pada neuron, yaitu kanal yang sensitif terhadap racun ikan pyffer dinamai
tetrodotoxin-sensitive (TTXs) dan yang resisten terhadap racun tersebut dinamai

tetrodotoxin-resistant (TTXr). Terakhir adalah proses transmisi sinaptik yang

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009

Universitas Indonesia



(2

(&)

Girus ,'_//S\
possentralis /7 I

{ N
Radiasi &é\

(; |

11

;
1

_——

Talamus (nukleus

W
,Ck\—’/ relai sensorik spesifik)
talamus ' ol
~ el
\\L?‘Q’ 9 N
Q‘fo Nukleus
Lemniskus =~ : .~ grasilis dan
emniskus - 1 " kuneatus
medialis ™~
Fasikulus
1 - grasilis dan
Traktus spino- -~ ~"  kuneatus
talamikus (kolumna
ventralis dorsalis)
Traktus spino- /
talamikus Sel .
fateralis gangtion
.- akar doralis
Raba
\\)-—I— Raba
Nyeri,
Sara dingin,

sensorik  hangat

Garis Tengah

Koltmna dorsalis

Fasiku- Fasikulus

posisi sendi)

Traktus
spinotalamikus
lateralis

(nyeri, suhu)

Trakius spinotalamikus ventralis {raba, tekan)

Efek antinosiseptif ..., Fikri

Gambar 2.3 Jaras asenden sensorik. (a) Perbandingan jaras asenden antara sensa-
si nyeri, suhu, dan raba. Informasi nyeri dari kulit, badan, anggota tubuh dikirim
melalui traktus spinotalamikus menuju formasio retikularis; (b) Potongan melin-
tang medula spinalis yang menunjukkan lokasi jaras asenden sensorik.

Sumber: Ganong WF. Review of medical physiology 21¥ ed. McGraw-Hill Companies, 2003
“telah diolah kembali®,
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dimediasi oleh kerja glutamat pada reseptor a-amino-hidroxy-5-methyl-4-isoxazo-
lepropionic acid (AMPA) di neuron DH. Hasilnya adalah potensial pascasinaps
eksitasi yang cepat diikuti oleh edge frailing yang lambat karena pengaruh
reseptor N-methyl-D-aspartate (NMDA). Reseptor NMDA bersama reseptor
nerurokinin 1 (NK1) dan merabotrophic glutamate receptor (mnGluR) merupakan
kunci inisiasi atau kontinuitas transmisi sinaptik pada kasus sensisitasi sentral.>?®

Berdasarkan uraian di atas dapat disimpulkan bahwa mekanisme nosiseptif
sama dengan mekanisme potensial aksi, konduksi impuls, atau transmisi sinaptik
pada umumnya. Hanya berbeda spesialisasi kanal ion, reseptor, atau neurotrans-
miter sesuai somatosensori masing-masing. Elemen terpenting dard semua itu
adalah peranan kanal ion atau reseptor nosiseptif, baik yang bersifat ionotropik
maupun metabotropik (Tabel 2.1 dan Tabel 2.2). Masing-masing reseptor atau
kanal ion memiliki ligan spesifik, diekspresikan oleh neuron tertentu, serta
memiliki fungsi yang khusus.3***# Perubahan struktural, kimiawi dan fungsional
neuron dapat terjadi sebagai respon terhadap perubahan stimulus lingkungan
ditandai oleh modifikasi transduksi, konduksi, dan transmisi. Mekanisme tersebut
merpakan peristiwa plastisitas yang berhubungan dengan perubahan ekspresi
aneka molekul efektor akibat modifikasi pascatranslasi pada neuron.** Kasus
plastisitas yang sering menandai beragam kondisi patologis adalah hiperalgesia
atau mekanisme umumnya dinamai hipersensitvitas (sensitisasi).

Terakhir, tinjanan nosiseptif yang cukup penting dalam penelitian fisiologi
perilaku ialah respon nyeri pada manusia atau hewan coba. Subset neuron ordo
kedua yang telah diaktivasi akan berproyeksi ke pusat otak spesifik yang terlibat
dalam sensasi nyeri akut mencakup emosi, kognitif, dan respon otonom. Respon
umum penlaku nosiseptif adalah refleks menghindar, respon ctonom, dan sensasi
nyeri itu sendiri. Sedangkan nyeri inflamasi atau nyeri neuropatik biasanya
ditandai respon nyeri spontan atau hipersensitivitas (alodinia dan hiperalgesia).*
Namun, secara umum respon nyeri yang berhubungan dengan fungsi peringatan
dini di atas dikategorikan refleks menghindar.

Mekanisme refleks menghindar terhadap stimulus nyeri diintegrasikan
pada tingkat supraspinal. Contoh refeks ini terjadi ketika menginjak paku payung
atau duri, pasti tungkai sesegera mungkin akan dihindarkan dari stimulus nyeri
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Tabel 2.1 Reseptor ionotropik dan kanal ion bergerbang ligan yang diekspresikan
oleh neuron aferen primer nosiseptif

IE:; zr;t;):i S[;ltt;tl;!p: Ligan Ekspsr:sl;r(ilsguran Keterangan Fungsi
Purin P2X, ATP, P2X; sel positif P2X, dimodulasi IMR, SyMR,
P2X, ADP, B4 oleh proton, P2X, AR
adenosin diregulasi GDNF
Gerbang- DRASIC, Proton DRASIC, kecil. Sensitif amilorida, ST, IMR,
proton ASIC ASICs a, kecil B, mekanosensitivitas SyMR
sensitif- (o, B) kecil/besar
asam
Vaniloid VR1 Panas, Kecil Desensitisasi oleh ST, IMR
kapsaisin panas, bergerbang-
proton, diregulasi-
NGF
Sodium SNS/BN3  N/A Kecil Substrat PKA dan  EMC
TTXr SNS2/ PKC, direguliasi
NaN NGF
Sodium PNI1,PN4, N/A Semua sel Diregulasi NGF EMC
TTXs 1B (I-11T)
Kanal T- N/A T, kecil/medium Arus kalsium SyMC
kalsium (ambang- sekunder dirnediasi
bergerbang- rendah), oleh reseptor
voltase L-, N- L, N, umuninya terikat-protein G
(ambang- kecil {c/ bradikinin),
tinggi) Pembangkitan arus
berambang tinggi
melalui PKC
Serotonin SHT-3 Serotonin  Kecil IMR, ST
NMDA NR1 Glutamat/  Kecil/besar Mengontrol SyMR, AR
NRgbs aspartat penglepasan SP
AMPA iGluR1-3  Glutamat R, kecil SyMR, AR
R2-3, kecil/besar
Kainat iGluRS5 Glutamat  Kecil Mengontrol SyMR, AR
penglepasan
neusotransmiter

IMR, inflammatory mediator receptor; SyMR, synaptic modulator receptor; SyMC, synaptic
modulator channel; 8T, signal transducer; EMC, excitatary modulator channel;, AR, autoreceptor,
N/A, tidak daplikasikan

Sumber: Woolf CJ, Costigan M. Transcriptional and posttranslational plasticity and the generation

of inflammatory pain. Proc. Natl. Acad Sci. 1999; 96: 7725 “telah diolah kembali”,

tersebut (Gambar 2.4).' Respon nosiseptif dikategorikan refleks fleksor yaitu

refleks polisinaps khas sebagai jawaban terhadap stimulus nyeri pada kulit,

jaringan subkutan atau otot. Respon yang timbul berupa kontraksi otot fleksor dan

inhibisi otot ekstensor, sehingga bagian yang terkena nyeri akan mengalami fleksi
dan tertarik/terhindar dari sumber nyeri."®
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Reseptor Subtine Ekspresi
terikat- U tanfa Ligan {UKkuran Keterangan Fungsi
protein G Sel/Tipe)
Prostanoid
PGE EP1-4 PGE,., EP,, EP,, EPy PGE; IMR, AR,
tidak mensensitisasi sel SyMR?
terspesifikasi, intermediet yang
EP; umumnya tidak merespon
kecil bradikinin, PGE;-
PKA/C memediasi
modulasi TTXr,
MEensensitisasi
stimulus panas
1P P PGl Umumnya kecil
Histamin Hi Histamin Beberapa ada Mediator gatal IMR
_yang kecil
Serotonin SHT-1A Serotonin 5-HT1A/5HT4 SHT4 IMR
5-HT4 kecil, meningkatkan arus
5-HT2A sel kecil TTXr
melalui PKA/C
Bradikinin Bl Bradikinin Bl kecil/besar Mensensitisasisel IMR
(terinduksi) kecil terhadap
B2 panas melalui PKA
B2, besar Meningkatkan
jumlah sel yang
merespon kapsaisin
dan proton
Kanabinoid CBl1-2 Anadamida  Tidak Inhibisi aktivasi IMR (in)
terspesifikasi perifer
Takikinin NK1 Sub P, NKA  Sel-sel kecil SyMR,
AR
Opioid TR Enkefalin Sel-sel kecil Sel-sel inflamasi SyMR,
Dinorfin melepaskan opioid IMR
B-Endorfin endogen.
Menginhibisi

aktivasi perifer

Singkatan seperti Tabel 1, kecuali IMR (in) maksudnya IMR-inkibitory

Sumber: Woolf CJ, Costigan M. Transcriptional and posttranslational plasticity and the generation
of inflammatory pain. Proc. Natl. Acad. Sci, 1999; 96: 7725 *“telah diolah kembali”,

Regulasi jalur desenden nyeri mampu mensupresi sensasi nyeri atau

respon perilaku nyeri. Salah satu pusat regulasi ini diperankan oleh neuron-neuron
di otak tengah yang dinamai periventrikuler dan periaqueductal gray matter
(PAG). Stimulasi elektrik pada PAG akan menimbulkan analgesia yang berhubu-
ngan dengan status emosi. Aksonnya bermuara pada nukleus rafe di medula
oblongata. Kemudian neuron tersebut akan berproyeksi ke DH medula spinalis

dengan dimediasi serotonin untuk menekan aktivitas neuron nosiseptif.” Regulasi

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009

Universitas Indonesia



15

oo Jalur asenden
Medula-il‘)mahs menuiu otak Materi
-, ¢ kelabu

_ 1 Medula spinalis

Nosiseptor ; ' NN S L &%

Stimulus nyeri

/!

Y » Ekstensor berkontraksi,

Ekstensor terinhibisi--> mengalihkan beban pada

S \tungkai
Fleksor berkotraksi, L Fleksor terinhibisi

mengangkat kaki R
menjauhi stimulus nyed . -

Gambar 2.4 Refleks fleksor dan refleks ekstensor menyilang dalam memperta-
hankan keseimbangan. Refleks fleksor merupakan bentuk reaksi menghindar
terhadap stimulus nyeri untuk meminimalisasi kerusakan jaringan.

Sumber: Silverthorn DU. Human physiology: an integrative approach 3™ ed. Benjamin Cumming,
2004 “telah diolah kembali”.

lain dapat dilakukan pada jalur asenden dengan menstimulasi aktivitas serat Ap
yang memiliki ambang rendah (mekanoreseptor). Serat ini akan mengaktivasi
neuron inhibisi di medula spinalis untuk memblok transmisi nyeri atau inhibisi

parsial jalur asenden nyeri.'?

2.2 Mekanisme Hiperalgesia

Seperti dijelaskan sebelumnya bahwa hiperalgesia merupakan konsekuensi
perubahan transmisi normal pada tingkat molekul efektor, serta merupakan
manifestasi respon nyeri inflamasi atau nyeni neuropatik. Batasan nyeri inflamasi
adalah hipersensitivitas yang menyertai proses inflamasi, dan nyeri itu sendiri
merupakan salah satu tanda kardinal status inflamasi. Beragam reseptor, kanal ion
dan transmiter terlibat dalam nyeri inflamasi (lihat Tabel 2.1 & Tabel 2.2);
serta berkontribusi dalam peristiwa hipersensitivitas.® Selain itu aneka mediator
nyeri akan dilepaskan oleh sel inflamasi dan sel-sel yang rusak akibat pengaruh
mekanik, infeksi, iskemia, pertumbuban tumor, atau otoimun. Hasil akhimya
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adalah “sup inflamasi” yang kaya akan sitokin, faktor pertumbuhan, kinin, purin,
amin, prostanoid, ion dan proton (Gambar 2.5). Sejumlah mediator langsung
mengaktivasi nosiseptor, dan sebagian lagi terlibat dalam sensitisasi sistem saraf
somatosensori sampai terjadi penyembuhan jaringan.® Nyeri inflamasi umumnya
bersifat adaptif; tetapi pada kasus trauma, pembedahan, dan penyakit inflamasi
(seperti artritis reumotoid) diperlukan manajemen nyeri khusus untuk menormal-

kan potensi sensitivitas.*

so%a Sel mast
°o(Je

e,

6 °3'° -
Granulosit
Makrofag neutrofi

Histamin H+
Serotonin NGF
Bradikinin TNFa
Prastaglandin Endotelin Pilihan terapi 3
: pi nyeri:
ATP Interleukin inhibitor COX-2, opioid

Gambar 2.5 Proses nyeri inflamasi. Jaringan yang rusak, sel inflamasi atau sel
tumor melepaskan mediator kimiawi (kotak besar) atau sup inflamasi yang akan
memodulasi dan mengaktivasi (reseptor) di terminal nosiseptor. Salah satu pilihan
manajemen nyeri inflamasi adalah obat inhibitor COX-2 selektif.

Sumber: Scholz J, Woolf CJ. Can we conquer pain? Nature Neuroscience Supplement 2002; 5:
1063 “telah diolah kembali™.

Lain halnya nyeri neuropatik yang umumnya bersifat maladaptif, ekspresi
elemen sensoriknya abnormal presisten, atau diibaratkan sistem peringatan
dininya nyaris “on terus”. Nyeri ini dapat terjadi akibat lesi pada sistem saraf
seperti pada kasus diabetes polineuropati, neuralgia, lumbar radikulopati, injuri
medula spinalis, multipel sklerosis, dan stroke.' Plastisitas maladaptif yang
mungkin terjadi merepresentasikan terjadinya nyeri spontan, semakin berat, tanpa
regulasi yang adekuat. Nyeri ini dikategorikan patologi karena terjadi disfungsi
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atau kerusakan sistem saraf’ Baik mekanisme nyeri inflamasi maupun nyeri
neuropatik, sama-sama ditandai oleh hipersensitivitas atau lebih tepatnya respon
hiperalgesia. Namun, tinjauan pepelitian ini akan difokuskan pada hiperalgesia
yang menyertai nyeri inflamasi.

Tinjauan pertama untuk menjelaskan respon hiperalgesia adalah mekanis-
me sensitisasi perifer. Sewaktu inflamasi praktis akan terbentuk “sup inflamasi”,
diantaranya bradikinin dan prostaglandin yang bekerja pada reseptor terikat-
protein G lalu mengaktivasi PKA atau PKC di dalam terminal nosiseptor. Protein
kinase tersebut akan memfosforilasi kanal ion dan reseptor sehingga terjadi
penurunan ambang untuk mengaktivasi reseptor transduser seperti fransient
receptor potencial vaniloid 1 (TRPV1) atau di atas disebut VR1. Sedangkan
cksitabilitas membaran terminal penfer meningkat sebagai penanda status
sensitivitas tinggi atau dinamai Sensitisasi perifer (Gambar 2.6a).” Hal ini
berhubungan dengan peningkatan arus sodium di terminal perifer akibat
fosforilasi kanal sodium TTXr, terutama kanal sodium Na,1,8 dan Na,1,9.
Fosforilasi merupakan mekanisme perubahan pascatranslasi terthadap asam amino
serin dan treonin, terutama aneka protein kanal ion atau reseptor yang terlibat
dalam tranduksi dan konduksi.*?® Jadi, modifikasi pascatranslasi adalah penentu
hipersensitivitas nosiseptor terhadap stimulus nyeri dalam waktu yang singkat
pada kasus-kasus inflamasi.

Fenomena sensitisasi perifer ternyata juga teramplifikasi oleh perubahan
transkripsi di neuron DRG dan DH medula spinalis. Mekanisme ini dipicu oleh
kaskade tranduksi sinyal dan sinyal hilir akibat pengikatan reseptor oleh mediator,
faktor pertumbuhan, dan efek domino peningkatan eksitabilitas neuron. Konseku-
ensinya adalah perubahan produksi anecka protein dan fenotip neuron dalam
konteks tranduksi, konduksi dan translasi (Gambar 2.6b).” Modifikasi transkripsi
memang tidak terlalu berperan dalam sensitisasi perifer karena mekanisme ini
berlangsung beberapa jam setelah terjadi inflamasi. Akan tetapi, peningkatan
ekspresi dan transpor molekul efektor dari badan se! di DRG jelas akan
mempengaruhi sensitivitas basal nosiseptor. Ada dua cara perubahan transkripsi
tersebut, yaitu: (1) mengaktivasi faktor transkripsi cAMP responsive element-
binding protein (CREB) sehingga tejadi peningkatan ekspresi neuromodulator
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Gambar 2.6 Mekanisme sensitisasi perifer. (2) Modifikasi pascatranstasi memicu
sensitisasi perifer hasil fosforilasi ancka kanal ion dan reseptor (terutama
diinduksi prostancid) di nosiseptor terminal perifer melalui jalur cAMP-PKA/
PKC; (b} Perubahan transkripsi di neuron DRG medula spinalis dengan mengak-
tivasi faktor transkripsi untuk memproduksi beragam moleku! efektor.

Sumber: Scholz J, Waolf CJ. Can we conquer pain? Nature Neuroscience Supplement, 2002; 5:
1064 “telah diolah kembali”.

serta reseptornya ataupun molekul efektor lainnya, dan (2) meningkatkan produksi
sinyal spesifik di jaringan inflamasi sehingga terjadi peningkatan kompleks
ligan-reseptor untuk mengaktivasi kaskade transduksi sinyal.?’

Tinjaun kedua yang berkontribusi terhadap respon hiperalgesia adalah
sensitisasi sentral. Aktivasi serat aferen primer oleh sitmulus nyeri inflamasi juga
akan memicu perubahan mendasar dalam hal fungsi dan aktivitas jalur neurogenik
pusat. Indikator utamanya adalah peningkatan penglepasan transmiter glutamat,
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neuropeptida substansi P, dan brain-drived neurotrophic factor (BDNF) dari
terminal pusat ke neuron ordo kedua di DH. Sel-sel tersebut menjadi sangat
responsif terhadap stimulus normal, area reseptifnya meningkat, dan mengalami
penurunan ambang aktivasi.® Peningkatan ecksitabilitas dan responsivitas neuron
DH merupakan manifestasi sensitisasi sentral yang ternyata sama-sama diinduksi
oleh modifikasi pascatranslasi (Gambar 2.7), serta perubahan transkripsi molekul
yang terlibat transmisi sinaptik. Ekspresi molekul efektor meningkat karena faktor
transkripsi seperti CREB meningkat, sedangkan represor seperti DREAM akan
direduksi sehingga terjadi perubahan jangka panjang pada neuron DH.’

Aferen
nosiseptif,

terminal pusat ,

Gambar 2.7 Mekanisme sensitisasi sentral di neuron DH medula spinalis. Peng-

lepasan transmiter (glutamat), neuropeptida (substansi P}, dan faktor neurotropik
(BDNF) akan menginduksi modifikasi pascatranslasi terhadap aneka kanal ion
dan reseptor melaui jalur cAMP PKA/PKC-dependen, sehingga terjadi peningka-
tan eksitabilitas neuron DH.

Sumber: Scholz J, Woolf CJ. Can we conquer pain? Nature Neuroscience Supplement 2002; 5:
1065 “telah dielah kembali”.

Peningkatan eksitabilitas neuron artinya sel tersebut dapat diaktivasi oleh
input yang dalam keadaan normal dikategorikan subambang, serta mengalami
peningkatan respon terhadap supraambang. Rekruitmen input subambang ini
dimanifestasikan oleh penurunan ambang untuk memicu sensasi nyeri (alodinia),

amplifikasi respon terhadap stimulus berbahaya (hiperalgesia), dan penyebaran
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sensitivitas terhadap area noninflamasi (hiperalgesia sckunder) (Gambar 2.8).*
Konsep ini dikenal dengan istilah sensitisasi atau hipersensitivitas yang ditandai
enam perubahan mendasar, yaitu: penurunan muatan ambang nosiseptor, terjadi
muatan spontan pada nosiseptor, peningkatan frekuensi muatan nosiseptor,
perluasan area reseptif nosiseptor, terjadi posthumous di nosiseptor, dan tereduk-

sinya efek mekanisme inhibisi sentral 2

() (2

Hiperalgesia primer
Kulit normal Lokasl injuri Hiperalgesia sekunder

U @ AN
” e d AN |l
AB-LTM CPN AB-LTM CPN
B T 7 T 7
0'1 = C . O e
J
\_% L3 N

\‘A?Y

Menuju STT Menuju STT Menuju STT
—< Sinaps normal C b, o
-~ -7% Sinaps inefektif — Sinaps fasilitasi ={ )z Lokus sensitisasi
ﬂyﬁh&.

Gambar 2.8 Model mekanisme transmisi nyeri normal dan hiperalgesia di tajuk
dorsalis.(a) Kelompok neuron DH medula spinalis: neruon berambang tinggi (HT)
menerima input hanya dari aferen nosiseptif seperti nosiseptor plimodal serat C
(CPN), neuron jangkauan luas (WDR) menerima input konvergen dari mekanore-
septor berambang rendah serat AR (AB-LTM); (b) Bila terjadi injuri, terminal
CPN perifer menginervasi zona hiperalgesia sensitif panas, peningkatan input dari
CPN akan meningkatkan output dari neuron HT dan WDR serta akan akan terjadi
fasilitasi sinaptik sebagai konsekuensi sensitisasi sentral; (¢) Sementara itu di zona
hiperalgesia sekunder terjadi penyebaran sensitisasi sentral melalui percabangan
terminal CPN. '

Sumber: Treede RD, Magerl W. Modern concepts of pain and hyperalgesia: beyond the polymodal
the C nociceptor. A Physiol Soc 1993; 10: 219 “telah diolah kembali™.
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Istilah sensitisasi termasuk salah satu mekanisme plastisitas sinaps yang
merupakan perubahan jangka panjang pada fungsi sinaps untuk memperkuat
hantaran sinaptik sesuai pengalaman masa lalu. Sensitisasi ialah respon
pascasinaps yang kuat dan berlangsung lama sebagai jawaban terhadap stimulus
yang telah terhabituasi. Sedangkan potensiasi jangka panjang (long-ferm
potentiation, LTP) adalah peningkatan respon potensial pascasinaps yang bertsifat
menetap dan terbentuk cepat akibat stimulus prasinaps yang cepat, berulang, dan
singkat.® Dalam konteks hiperalgesia, LTP di sinaps serat nosiseptif dianggap
turut berkontribusi terhadap respon hiperalgesia pada kasus inflamasi, trauma,
atau neuropati. LTP terbentuk minimal sesudah tiga jam sintesis protein —
perubahhan pasca translasi dan transkripsi kanal ion atau reseptor nyeri— sehingga
terjadi perubahan struktur sinaps dengan atau tanpa penguatan sinaptik.

LTP pada sinaps antara serat C aferen primer dan kelompok neuron
nosiseptif di lamina I medula spinalis pada awalnya dimediasi oleh peningkatan
ekspresi reseptor NK 1 untuk substansi P sehingga terjadi proses amplifikasi nyeri.
Sementara itu peningkatan penglepasan substansi P dari neuron prasinaps akan
mengaktivasi reseptor NK1 dan kanal kalsium bergerbang —voltase secara sinergis
untuk memfasilitasi LTP. Mekanisme molekuler di neuron lamina I tersebut
diyakini dapat memediasi hiperalgesia dan sensitisasi sentral secara umum. Dalam
hal ini, baik LTP maupun sensitisasi sama-sama berawal dari perubahan ekspresi
molekul efektor. Mekanisme keduanya serupa sehingga istilah ini juga sama-sama
mewakili plastisitas saraf pada kasus hipersensitivitas nyeri yang ditandai oleh
peristiwa aktivasi, modulasi, atan modifikasi molekuler nyeri.**'*? Namun, secara
umum tinjauan plastisitas sinaps juga sering dihubungkan dengan model kerja
glutamat pada reseptor AMPA dan NMDA.

Kembali lagi pada masalah nyeri inflamasi, plastisitas sinaps yang terjadi
di neuron DH juga berhubungan dengan peranan calsitonin gen-related peptida
(CGRP). Molekul ini diidentifikasi penting untuk proses nosiseptif, respon
perilaku nyeri, dan tentunya berkontribusi dalam plastisitas sinaps. Mckanisme
plastisitas sinaps dalam kasus nyeri atritis temnyata melibatkan aktivasi reseptor
CGRP] untuk meningkatkan fungsi input dan output neuwron DH medula
spinalis.® Jika diselidiki lebih lanjut, peningkatan ekspresi CGRP dan berbagai
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gen molekul efektor disebabkan oleh ekspresi immediate early gene (IEG) c-fos
yang dipicu stimulus nyeri di medula spinalis. Protein Fos itu sendiri merupakan
bagian penting dari faktor transkripsi pengaktivasi protein (activated protein 1,
AP 2% Muara analisis ini adalah stimulus nyeri inflamasi akan meningkatkan
ekspresi gen ¢-fos di neuron pascasinaps DH medula spinalis, lalu membuka pintu
plastisitas dengan meningkatkan ekspresi gen molekul efektor nyeri. Dengan
demikian, kasus hiperalgesia melibatkan ekspresi aneka molekul efektor sampai
pada tingkat faktor transkripsinya (Gambar 2.9).

Transduksi H
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Gambar 2.9 Kunci elemen molekuler pada proses tranduksi, transmisi, dan
pemrosesan sinyal dari input nosiseptif di sistem saraf perfer dan pusat.

Sumber: Scholz J, Woolf CJ. Can we conquer pain? Nafure Neuroscience Supplement 2002; 5:
1066 “telah diolah kembali”.
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2.3 Algogenik Carrageenan

Istilah algogenik sama artinya dengan flogogen,? iritan,” substansi aktif;2
yaitu stimulus kimia pemicu nyeri.”” Agen algogenik bekerja lambat atau sangat
lambat, progresif, durasinya lama, dan efeknya tidak dapat dihindari bila sudah
diaplikasikan. Respon perilaku akibat injeksi algogeik pada hewan coba sangat
beragam, tetapi relatif seragam pada rodensia. Algogenik sering dipakai dalam uji
nyeni viseral, atau untuk model uji perilaku nyeri melalui injeksi intradermal dan
intraperitoneal. Nyeri yang dipicu oleh algogenik dikategorikan model nyeri tonik
ditandai oleh kerja stimulus berdurasi panjang. Secara umum mekanisme kerja
stimulus nosiseptif kimiawi berbeda dengan stimulus nosiseptif listrik, suhu, dan
mekanik. Perbedaan itu tampak dari bentuk fisik dan durasinya, pengukuran
ambangnya, serta skor perilaku (dalam satuan waktu) terhadap supraambang.”’

Ada bermacam-macam agen algogenik atau iritan yang sering dipakai
dalam uji perilaku nyeri, diantaranya: kapsaisin, formalin, histamin, bradikinin,
carrageenan, prostaglandin, Freud's adjuvat, kristal urat, asam asetat, d1]. 2273539
Salah satu jenis algogenik yang umum dipakai untuk model nyeri inflamasi adalah
carrageenan’ Algogenik ini mampu menginduksi edema inflamasi dan menye-
babkan hiperalgesia, sehingga sering dipakai untuk menguji efek antiinflamasi
NSAIDs dan inhibitor COX-2 selektif.*® Carrageenan merupakan polisakarida
sulfat yang dapat memicu inflamasi dengan cara mengaktivasi sel-sel inflamasi.
Mekanisme hiperalgesia oleh carrageenan terjadi melalui aktivasi IEG seperti gen
c-fos yang dapat menginduksi transkripsi aneka gen neuropeptida di neuron DH
medula spinalis. Oleh karena itu, injeksi carrageenan pada tungkai hewan coba
akan menginduksi peningkatan mRNA COX-2 di lumbar medula spinalis serta
penglepasan glutamat, aspartat, substansi P, nitrit oksida, prostaglandin E; (PGE3)
di neuron tersebut. Selain itu, carrageenan juga dapat meningkatkan imunreaktif
CGRP dan substansi P di medula spinalis selama sepekan pasca diinjeksikan.>

Sumber carrageenan diperoleh melalui ekstraksi alkalin dari ganggang
merah bergenus Chondrus, Euchema, Gigartina, dan Iridaea. Struktur molckul-
nya tersusun dari polimer sekitar 25.000 derivat polisakarida dengan regulasi
struktur sesuai kondisi ekstraksinya. Struktur ideal diperlihatkan oleh x-

carrageenan dengan dimer kecil yang proporsional, dan memiliki rumus molekul
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[<(1>3)-B-D-galaktopiranosa-4-sulfat-(1->4)-3,6-anhidro-a-D-galatopiranosa (1
—23)] (Gambar 2.10). Tipe ini diperoleh melalui eliminasi alkalin y—carrageenan
dari ganggang Euchema cotonii.”® Manfaat produk olahan carrageenan tertentu
dalam industri makanan dipakai untuk campuran susu, gel, pasta gigi, pengolahan
daging, dll. Namun, carrageenan juga diduga dapat memicu proliferasi tumor,

pendarahan dan ulkus gastrointestinal,”

Gambar 2.10 Struktur molekul k-carrageenan [—(1=2> 3)-8-D-galaktopiranosa-4-
sulfat-(1->4)-3,6-anhidro-o-D-galatopirancsa (1->3)] terdiri dari polimer derivat
polisakarida.

Sumber: Chaplin M. Carrageenan. [cited 1 July 2008]. Available at: http://www. Isbu.ac.uk/
water/hycar.htmi.

Seperti telah dinyatakan di atas bahwa carrageenan dapat menyebabkan
nyeri inflamasi atau lebih spesifik lagi menginduksi hiperalgesia. Mekanisme
tersebut berhubungan dengan sensitisasi melalui aktivitas enzimatik COX-2 yvang
menjadi regulasi hulu produksi prostanoid. Injeksi carrageenan pada telapak
tungkai hewan coba terbukti dapat meningkatkan sintesis prostanoid di jaringan
inflamasi perifer dan di sistern saraf pusat. Peningkatan ekspresi COX-2 dan
enzim microsomal prostaglandin sinthase (MPGES) pada fase awal inflamasi
yang diinduksi carrageenan sama-sama menjadi regulator hulu peningkatan
sintesis PGD,, 6-keto-PGFy,, tromboksan B, (TXB,), dan terutama PGE,.*

Prostanoid itu sendiri merupakan mediator inflamasi yang dapat memicu
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fosforilasi aneka kanal ion atau reseptor melalui jalur c-AMP PKA/PKC
dependen. Secara nmum, peningkatan ekspresi COX-2 dan produksi prostanoid
dapat memfasilitasi transmisi eksitasi pra/pascasinaps, serta mereduksi transmisi
inhibisi (Gambar 2.1 1).3 Dengan demikian, model uji respon hiperalgesia pada
hewan coba yang diinduksi carrageenan akan berhubungan dengan ekspresi

COX-2 dan produksi prostanoid terminal,

Neuron inhibisi

Reseptor
glisin

Neuron ;_("'p DREAM
tajuk 7

Gambar 2.11 Penundaan sensitisasi sentral. Stimulus nyeri (misalnya kimiawi)
dan sitokin proinflamasi (IL-13} dapat menginduksi ekspresi COX-2 yang ber-
tanggungjawab dalam peningkatan produksi prostanoid. PGE; dapat memodulasi
kanal ion atau reseptor untuk meningkatkan transmisi sinaptik dan menurunkan
transmisi inhibisi.

Sumber: Scholz J, Woolf CJ. Can we conquer pain? Nature Neuroscience Supplement 2002; §:
1065 “telah diolah kembali".

Prostaglandin sebagai prostanoid terminal terlibat dalam mekanisme
modifikasi pascatranslasi di terminal nosiseptor perifer dan neuron pascasinaps di
DH medula spinalis. Bceberapa penelitian melaporkan bahwa PGE; dan PGl
masing-masing bekerja pada reseptor EP, dan IP untuk memicu sensitasasi
terhadap reseptor TRPV1 melalui jalur PKA atau PKC-dependen. Mekanisme ini

semakin menguatkan peranan prostaglandin sebagai penyebab langsung nyeri
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inflamasi dan hiperalgesia pada model induksi carrageenan.’ Kemungkinan lain
yang dilakukan oleh prostaglandin adalah memodulasi reseptor VR1 atan TRPV1
melalui jalur cAMP-PKA dependen akibat efek hilir aktivasi reseptor mGluRs
kelompok I dan I (Gambar 2.12).**? Ketika terjadi inflamasi, glutamat dilepas-
kan oleh terminal nosiseptor perifer atau sentral serta oleh sel mast, sehingga
mungkin terjadi peristiwa sensitisasi di perifer maupun di pusat. Konsekuenst
sensitisasi yang diinduksi oleh PGE; adalah terjadinya hiperalgesia termal, baik

perifer maupun sentral.

Panas, kapsaisin, dif.

Gambar 2.12 Model transduksi sinyal untuk memodulasi reseptor VR1 yang
dipicu oleh aktivasi reseptor mGluR di terminal neuron aferen primer. Glutamat
(Glu) mungkin dilepaskan dari neuron tersebut atau dari sel mast, selanjutnya
menginisiasi kaskade asam arakidonat yang dikatalisasi oleh COX. Prostaglandin
(PGE;) yang dihasilkan dari jalur ini atau dari eksternal neuron tersebut akan
mengaktivasi adenilat siklase untuk menginduksi fosforilasi VR1 melalui cAMP
PKA-dependen.

Sumber: Hu H-J, Bhave G, Gereau 1V RW. Prostaglandin and protein kinase A-dependent
modulation of vaniloid receptor function by metabotrophic glutamate receptor 5: potensial
mechanism for thermal hiperalgesia. The Journal of Neuroscience 2002; 22: 7449 “telah diolah
kembali™,

Sekarang perlu dianalisis, bagaimana carrageenan menginduksi pening-
katan ekspresi COX-2 schingga dapat disimpulkan menjadi jalur hulu penyebab
hiperalgesia? Pada kasus nyeri inflamasi, peningakatan ekspresi enzim COX-2
dan mPGES-1 diinduksi oleh IL-1p.3° Sedangkan IL-1B itu sendiri telah dijadikan
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salah satu target molekul penyembuhan nyeri inflamasi atau nyeri kronis,
mencakup hiperalgesia primer dan sekunder.” Disamping itu indikator efikasi
obat inhibitor COX-2 selektif adalah terjadinya penekanan eckspresi IL-1B serta
faktor transkripsi NFxB.** Sitokin proinflamasi meningkat di dalam “sup
inflamasi” karena diinduksi oleh faktor transkripsi seperti NFxkB atau AP1.*
Dalam konteks nyeri kronis, sitokin proinflamasi memicu peningkatan frekuensi
serta amplitudo transmisi sinaptik eksitasi ketika terjadi sensitisasi sentral>*
Lebih tepatnya lagi sitokin proinflamasi menginduksi arus AMPA atau NMDA,
mensupresi arus GABA dan glisin, dan akhimya meningkatkan fosforilasi CREB
di neuron DH medula spinalis sampai terjadi hiperalgesia termal.’® Jadi, besar
kemungkinan carrageenan juga menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi
dengan terlebih dulu mengaktivasi faktor transkripsinya.

Tinjauan akhir bagian ini adalah mengungkap peningkatan kaskade asam
arakidonat yang dikatalisasi oleh aktivitas enzimatik COX-2 sampai dihasilkan
prostanoid terminal. Prekusor asam arakidonat adalah asam lemak esensial yang
memiliki 20 karbon dengan beberapa ikatan ganda (terutama asam lemak esensial
(5,8,11,14-asam eikosatetraenoat), dihasilkan dari degradasi gliserofosfolipid
membaran sel oleh fosfolipase C atau fosfolipase A;. Stimulus nyeri kimiawi
dapat meningkatkan penglepasan asam arkidonat atau estertifikasi domain sn-2
membran fosfolipid oleh fosfolipase Az.%’' Dalam hal ini, carrageenan terbukti
mampu meningkatkan ekspresi COX-2 dan mPGES-1 pada jaringan inflamasi.
Sel-sel yang mengalami trauma atau jaringan inflamasi akan mengalami
peningkatan metabolisme asam arakidonat akibat aktivitas enzimatik COX-2.
Hasilnya 1alah terbentuk PGH; yang akan dikatalisis lebih lanjut oleh mPGES-1
menjadi prostanoid terminal seperti PGE;, PGI, dan TBX, (Gambar 2.13).%’
Kaskade ini dapat dicegah dengan cara menginhibisi ekspresi COX-2 sebagai
katalisator hulu biosintesis asam arakidonat sehingga tidak terjadi sensitisasi.

Dalam konteks uji respon hiperalgesia termal, maka pengaruh induksi
carrageenan adalah sebagai stimulus primer nyeri inflamasi yang akan
meningkatkan ekspresi COX-2 (pintu awal sensitisasi). Hewan coba yang
diinduksi carrageenan dipastikan akan mengalami hipersensitisasi nyeri, dan

untuk menguji respon hiperlagesianya perlu diberikan stimulus sekunder baik
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termal maupun mekanik. Model uji respon hiperalgesia ini lalu dikombinasikan
dengan uji nyeni hot-plate test untuk mengukur perilaku nyeri hewan coba dalam
satuan waktu tertentu setelah diinjeksi carrageenan. Panas hot-plate diasumsikan
sebagai stimulus sekunder untuk memperlihatkan respon hiperalgesia yang terjadi

pada hewan coba.

Fosfolipid
|
1

Asam arzakidonat

@ |[cone

Konstitutif v ¥ Terinduksi

0 ;7 e CO0H
0.5 . Ly"w_f\/"‘v/

“OH
PGH:z
t
/,!\‘
e 5 v Aneka isomer
255 ™ . COOH s SN O
o™ \/ [ COOH oY T GOOH
S 2T A . .
{ HO B o
},_,\V/,\'/S\/\ — PGE2q Tromboksan Az
- “OH
HO P&, (prostasikiin HO » .
e F T
A
\_ /A\“,A\. B QH
HO oH AN e 00H
PGF2 . 00
HO s HO g ™ e O‘;'v "~
. TN T T peY Tromboksan Bz
\}." ’LV/;“\.{‘""V Lyt
0 TOH
PGD2

Gambar 2.13 Biosintesis asam arakidonat menghasilkan prostanoid terminal
yang dikatalisasi oleh aktivitas enzimatik siklooksigenase. Ketika terjadi inflama-
si, COX-2 diekspresikan secara terinduksi sehingga terjadi peningkatan produksi
prostanoid.

Sumber: Ganong WF. Review of medical physiology 21* ed. McGraw-Hill Companies, 2003
“telah diclah kembali™.

2.4 Uji Nosiscptif Hot Plate
Teknik dasar uji nosiseptif kot plate adalah mengintroduksikan tikus atau
mencit pada ruangan silinder terbuka dengan alas terbuat dari lempeng metalik

yang dialiri kalor melalui termode atau medium air panas. Lempengan dipanaskan
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hingga mencapai suhu uji yang konstan dan diperkirakan mampu memicu respon
perilaku nyeri pada hewan coba. Suhu uji standar lempeng pemanas sekitar 50°C
atau suhu dinaikan secara progresif linear dari 43°C hingga 53°C dengan
ketentuan 2,5°C/menit.”’ Penentuan suhu uji dapat disesuaikan dengan pedoman
uji nosiseptif sot plate masing-masing alat, mengingat metodenya beragam dan
terus berkembang. Sejauh imi, metode terbaru yang mudah untuk direproduksi
adalah MHP dengan standar suhu vji 51°C.2 Suhu tersebut setara dengan protokol
umum metode suhu uji kot plate, yakni sekitar 52°C.*” Produk komersil Aot plate
umumnya memiliki termostat dalam reatang suhu 45 — 62°C (+ 0,1°C) seperti
produk Panlab (Gambar 2.142).*® Hot plate lain memiliki ptotokol standar suhu
uji 55°C seperti produk dari Columbus Instrumen,* dan ada juga kot plate yang

dikombinasikan dengan cold plate sehingga suhu ujinya dapat diatur dalam
rentang 2-66°C seperti produk dari UgoBasile (Gambar 2.14b).*°

Gambar 2,14 Model produk Aot plate untuk menguji efikasi analgesik narkotik

pada hewan tikus atau mencit sesuai metode dari N.B. Eddy dan D. Leinbah. (1)
Hor plate produk Panlab khusus untuk vji nosiseptif terhadap stimulus panas; (2)
Hot/Cold plute memiliki fungsi ganda untuk menguji respon sensorik terhadap
suhu panas dan dingin.

Sumber: UgoBasile. Catalogue 2006. Biological Research Apparatus 2006 “telah diolah kembali™,
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Suhu uji kot plate sekitar 51°C relevan dengan teori molekuler nyeri
inflamasi dan hiperalgesia. Stimulus panas dari lempeng pemanas akan mengenai
kulit hewan coba terutama keempat tungkai dan ekornya, sehingga nosiseptor
serat C dan A8 di area tersebut teraktivasi.?’ Berdasarkan pengamatan kultur sel,
sekitar 45% neuron dari DRG yang berdiameter kecil hingga menengah (serat C
dan serat Adé tipe II) memperlihatkan arus yang dapat dibangkitkan oleh panas
dengan ambang sedang, yakni sekitar 45°C. Sekitar 10% neuron lainnya (A8 tipe
I) hanya merespon suhu dengan ambang tinggi sekitar 52°C serta tidak sensitif
terhadap kapsaisin. Respon terhadap panas ambang sedang dimediasi oleh
tranduser reseptor VR1 atau TRPV1, sedangkan respon terhadap panas ambang
tinggi dimediasi oleh VRL-1 atau TRPV2.* Penelitian lain melaporkan bahwa
PGE; dapat menurunkan ambang aktivasi TRPV1 yang diekspresikan oleh sel
HEK293 sampai snhu di bawah 35°C, sehingga suhu sekitar suhu tubuh sudah
dapat mengaktivasi reseptor tersebut.”®

Dengan kata lain, suhu wji hot plate di atas sesuai dengan mekanisme
konduksi pada reseptor vaniloid serat aferen primer ketika terjadi hiperalgesia.
TRPV1 merupakan kanal kation nonselektif yang berupa tetramer dengan subunit
masing-masing memiliki 6 domain transmembran, dengan loop hidrofobik pada
domain 5 dan 6. Reseptor ini diekspresikan oleh nosiseptor dan keratinosit,
bersifat polimodal, khusus untuk stimulus panas akan teraktivasi pada suhu di atas
43°C (Gambar 2.15). Resepior ini akan tersensitisasi bila terjadi modifikasi
pascatranslasi dan translokasi hasil perubahan transkripsi gen.’' Jadi, bila
diasumsikan stimulus primer carrageenan telah berhasil menginduksi nyeri
inflamasi (sensitisasi pada reseptor/kanal ion) di jaringan tungkai hewan coba,
maka stimulus skunder panas hot plate berkisar 51°C (ambang normal) dipastikan
akan memicu respon hiperalgesia. Suhu ini sangat mungkin dikonduksikan pada
lapisan kulit telapak tungkai hewan coba, dan bila mengalami hiperalgesia akan
memperlihatkan waktu reaksi menghindar yang lebih cepat dibandingkan kontrol.

Ada dua respon perilaku nyeri utama yang dapat dinkur wakiu reaksinya,
yaitu menjilati tungkai (paw licking) dan meloncat (jumping). Kedua respon
tersebut diintegrasikan pada tingkat supraspinal. Perilaku menjilati tungkai
biasanya hanya sensitif dalam pengujian antinosiseptif seperti opioid, sedangkan
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Gambar 2.15 Reseptor kapsaisin merupakan sensorik polimodal. (a) Ilustrasi
topologi subunit protein TRPV1. Kanal fungsionalya adalah tetramer yang
dibentuk dari empat sub unit. Memiliki residu yang sensitif terhadap kapsai-sin,
proton, dan panas; (b) Arus TRPV1 yang ditransfeksikan pada sel HEK293 dapat
diaktivasi oleh pH rendah (6.0), panas (42°C), dan kapsasisin (100 nM).

Sumber: Belmonte C, Viana F. Molecular and cellular to somatosensory specificity. Molecular
Pain 2008; 4: 4 “telah diolah kembali”.

pengarub analgesik lemah seperti asam asetilsalisilat biasanya direspon dengan
perilaku meloncat. Respon pada mencit umumnya seragam, sedangkan pada tikus
lebih kompleks; sedikitnya terdapat 12 macam perlaku nyeri yang berbeda.
Semua respon tersebut dikategorikan “chaotic defensive movements” atau dalam
konteks nosiseptif merepresentasikan refleks menghindar terhadap stimulus
berbahaya. Kemungkinan yang harus dihindari adalah terjadinya reduksi waktu
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reaksi sebagai konsekuensi pengulangan uji nyeri (fenomena belajar) pada hewan

coba yang sama secara harian maupun mingguan (Gambar 16).%
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Gambar 2.16 Fenomena belajar merupakan masalah uji nyeri Aot plate test. (a)
Waktu reaksi (s) tikus SD berkurang dalam pengulangan uji nyeri pada hari-hari
berikutnya; (b) Waktu reaksi tikus Wistar juga berkurang pada pengulangan uji
nyeri berikutnya datam hitungan minggu.

Sumbei: Le BD, Gozariu M, Cadden SW. Animal model of nociception. Pharmacol Rev 2001; 53:
611 “telah diolah kembali”,

Pada awalnya uji respon hiperalgesia termal hanya sensitif untuk mengu-
kur efek analgesik opioid. Metode tersebut mencakup kot plate dan tail flick
Prinsip keduanya adalah mengukur masa laten reaksi nosifensif terhadap stimulus
panas dengan intensitas supraambang yang konstan. Kemudian Hargreaves
mengembangkan metode baru dengan memilih stimulus radiasi panas (fotoelek-
trik) yang diarahkan pada salah satu plantar tungkai belakang tikus yang me-
ngalami inflamast akibat induksi carrageenan. Metode ini diaplikasikan pada
tikus yang tidak diikat dengan cara mengukur masa laten reaksi menghindar tikus.
Hasilnya dinyatakan sensitif untuk menguji efek analgesik inhibitor

z°? memperkenalkan modifikasi sistem

siklooksigenase.” Selanjutnya Menende
hot plate dengan nama unilateral hot plate test. Bedanya dengan metode hot plate
klasik, metode ini hanya menguji satu tungkai belakang terhadap stimulus panas

dengan kondisi hewan coba yang terikat. Hasilnya dilaporkan cukup sensitif untuk
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mendeteksi efek analgesik opioid serta hiperalgesia perifer ataupun sentral.
Namun, karena masih diikat, maka hewan coba beresiko mengalami stres.

Terakhir, Lavich® melaporkan bahwa metode MHP sensitif terhadap efek
analgesik nonopioid. Prinsip kerja metode ini adalah menyempurnakan metode-
metode sebelumnya, yaitu menguji nyeri inflamasi pada tikus atau mencit yang
tidak diikat. Analisis difokuskan pada masa laten reaksi menghindar antara
tungkai belakang yang mengalami inflamasi dan tungkai kontralateral ketika
terpapar stimulus panas hot plate yang konstan secara simultan. Metode ini
dianggap sederhana, cepat, dan sensitif untuk uji farmakologi analgesik dan
penelitian nyeri inflamasi. Atas pertimbangan tersebut, penelitian ini juga
mengadopsi metode MHP dengan instrumen W-MHP yang fungsi kejanya telah
sesuai standar.

2.5 Mekanisme Antinosiseptif Morinda

Noni atau mengkudu terdiri atas puluhan spesies dengan variasi morfologi,
kandungan fitokimia, serta lokasi endemiknya di berbagai belah bumi beriklim
tropis. Spesies Morinda yang dianggap sebagai varitas paling unggul adalah
Morinda citrifolia L., termasuk famili Rubiaceae, dan bergenus Morinda bersama
dengan 80 spesies lainnya. Spesies tersebut kaya akan nutrisi dan komponen aktif,
sehingga sejak ribuan tahun silam telah dimanfaatkan oleh bangsa Polinesia
sebagai etmomedika yang memiliki efek terapeutik dengan spektrum luas atau
dijadikan sumber makanan bergizi tinggi. Para ahli botani berpendapat bahwa
spesies endemik Kepulavan Pasifik ini mungkin berasal dari Asia Tenggara,
sebagaimana laporan tradisi Materia Medica bangsa Melanesia. 14,15,53

Morinda merupakan tanaman atau semak yang selalu hijau, idealnya
tumbuth di pesisir pantai ataupun di hutan dengan ketinggian mencapai 1300 kaki
dari permukaan laut. Tanaman ini juga sering tumbuh di bekas aliran lava gunung
berapi. Secara umum spesises Morinda citrifolia L. dapat diidentifikasi sebagai
berikut {Gambar 2.17): batangnya lurus bercabang-cabang setinggi 3 hingga 10 m;
daunnya lebar bergelombang, hijau terang, berbentuk elips atau oval dengan ujung
runcing, menjari sepanjang 10 hingga 30 cm dan lebar 5 hingga 15 ecm; bunganya
bundar, mahkotanya bertandan sebanyak 3 hingga 5 lobus, berbentuk tubulus
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sepanjang 1,25 cm, putih dan harum; dan berbuah sangat unik, ovoid 'seperti
granat’ kuning. Bunga yang sudah matang akan berkembang menjadi buah dengan
panjang 5 hingga 10 cm, tebal 5 hingga 7 c¢m, dilindungi kulit berlilin berwarna
putih atau hijauw/kuning keputihan agak tansparan. Buahnya itu dapat tumbuh
hingga sebesar 12 cm atau lebih, berbentuk poligonal, dan memiliki kulit kasar
dengan corak ‘mata-mata’ seperti kentang. Daging buahnya berair, pahit, kuning
pudar atau kuning keputihan, serta memiliki 2 'inti batu’ yang masing-masing
berisi empat biji. Buah yang sudah matang dapat dimakan, namun memiliki bau
butirat yang tidak menyenangkan dan rasanya bersabun. Sedangkan bijinya
berbentuk segitiga oblong, keras berwarna merah kecoklatan, memiliki kantong
udara di salah satu ujungnya, bersayap sehingga memungkinkan untuk melayang
atau terapung. Karakter fenotip demikian memperlihatkan tingginya keragaman

genetik Morinda antar varietas, terutama dalam hal morfologi daun dan buah.'®>*

Gambar 2.17 Morinda citrifolia L. memiliki keunggulan khas dibandingkan
spesies noni/mengkudu lainnya. (a) Buahnya berbentuk poligonal, bercorak, besar
sepanjang +12 cm; (b) Pohonnya hijau seperti semak tumbuh ideal liar di area
pedalaman dan vulkanik.

Sumber: Fahruroji F., Kunto R. Intisari hak paten efek terapeutik jus noni. Pena Salemba, 2009,

Dalam konteks etnomedika, proses pengolahan buah Morinda sangat
menentukan kualitas produk hilirnya. Beberapa hal yang perlu diadopsi adalah
standar agrikultur, higienitas pemrosesan, dan manufaktur yang baik.*® Selain
tetap harus mengadopsi kearifan penduduk lokal dalam memanfaatkan Morinda

sebagai sumber keschatan tradisiopal. Penduduk lokal memiliki cara tersendiri
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dalam hal pemilihan bibit, pemetikan buah, penentuan formula atau komposisi
dasar produk olahan Morinda. Tujuannya agar efek terapeutik Morinda dapat
dipertahankan, meskipun telah diproses memakai teknologi modem. Ada dua
teknologi pangan modem yang dinilai sangat menentukan kualitas produk
Morinda, yaitu: (1) pasteurisasi untuk mencegah kontaminan mikroba dan agar
komponen aktifnya tetap intak; (2) analiser high performance liquid chromatogra-
phy untuk memastikan komposisi fitokimia atau komponen aktifnya telah sesuai
standar ideal.

Pertimbangan utama sebelum mengaplikasikan produk olahan Morinda
adalah mengukur tingkat keamanan atau resiko toksisitasnya. Produk olahan
Morinda dinyatakan layak diaplikasikan bila memenuhi standar uji toksikologi
mencakup toksisitas akut, toksisitas subakut, toksisitas subkronis, alergenisitas,
dan genotoksisitas. Aspek toksikologi penting untuk dipertimbangkan karena
Morinda sebagaimana komoditas etnomedika lainnya tidak lepas dari resiko
overdose dan toksisitas.”®’ Pada praktiknya, efek terapeutik produk olahan
Morinda apapun akan bergantung pada kualitas serta aspek keamanannya. Oleh
karena itu, sampel penelitian efek antinosiseptif Morinda sebagai inhibitor COX-2
selektif inipun telah disesuaikan dengan pertimbangan-pertimbangan tersebut.

Keunggulan Morinda yang felah diakui sebagai CAM mengandung lebih
dari 150 fitokimia atau nutraseutikal.'*'? Beberapa diantaranya telah diidentifikasi
memiliki efek antinosiseptif seperti terpen, rutin, quersetin, ligan, fenialanin,
skopoletin, dan proxeronin. Adapun komponen aktif yang telah diteliti mampu
bekerja sebagai inhibitor COX-2 selektif adalah (+)-3,4,3",4 -tetrahidroksi-9,7 a-
epoksiligano-7a,9 -lakton dan (+)-3,3 -bisdimetiltanagol (neolignan); pinoresinol
dan 3,3 -bisdimetilpinoresinol (lignan); quersetin dan kaempferol (flavonol);
skopoletin dan isoskopoletin; serta aromatik vanilin.’® Semua komponen aktif
tersebut diaplikasikan sebagai agen antinosiseptif dalam satu kesatuan formula
Morinda, dan bukan dalam bentuk isolasi komponen tunggal.

Mekanisme antinosiseptif Morinda yang paling relevan untuk kasus nyeri
inflamasi adalah jalur inhibisi aktivitas enzimatik COX-2. Sejumlah literatur
menyatakan bahwa Morinda merupakan agen inhibitor COX-2 selektif dengan

kekuatan hampir setara celecoxib.'*'"?° Hasil penelitian enzyme immuno assay
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(EI4) dengan sumber COX-2 dari sel insekta Sf9 rekombinan manusia;
memperlihatkan kapasitas inihibisi formula naturaseutikal Morinda 2,31%
terhadap enzim COX-2 mencapai 60%.>* Sedangkan melalui penelitian Amersham
ELA assay dengan sumber COX-2 dari platelet manusia, formula naturaseutikal
Morinda terbukti mampu menginhibisi aktivitas COX-2 —dalam hal memblok
sintesis PGE;- dengan rasio ICsy COX-2/COX-1 sebesar 0,76, yakni hampir setara
dengan kapasitas inhibisi celecoxib.'® Bahkan dua laboratorium yang berbeda
melaporkan perbandingan inhibisi COX-2/COX-1 (rasio ICso %) antara efek
antinosiseptif Morinda, celebrex, indometasin, aspirin beruturut-turut 0.35, 0.34,
40, dan 119.187

Seperti telah diuraikan di atas bahwa hiperalgesia termal terjadi karena
pengaruh sensitisasi PGE; terhadap aneka kanal ion atau reseptor nyeri melalui
jalur cAMP PKA/PKC dependen. Ekspresi COX-2 itu sendiri merupakan regulast
hulu sintesis PGE;, sehingga COX-2 layak dijadikan target molekul untuk
mengatasi inflamasi atau hiperalgesia. Seandainya Morinda mampu menginhibisi
COX-2 secara selektif, maka secara in vivo hewan coba yang diberi Morinda
harus memperlihatkan penurunan respon hiperalgesia dibandingkan kontrol.
Model penelitian yang tepat untuk membuktikan analisis ini adalah uji nyeri
inflamasi dengan induksi carrageenan, lalu dikombinasikan dengan uji respon
hiperalgesia memakai kot plate test, Hasil penelitian fisiologl perilaku ini
seharusnya sinergis dengan hasil penelitian in vitro di atas, bahkan harus dapat
mengkonfirmasi klaim anekdotal mengenai efek terapeutik Morinda sebagai anti
nyeri kronis atau lebih spesifik lagi mengatasi hiperalgesia.

Morinda sebagai inhibitor COX-2 selektif cukup potensial untuk
diaplikasikan dalam manajemen nyeri, mengingat obat analgesik saat ini masih
menyisakan kelemahan. Analgesik generasi NSAIDs ternyata tidak selektif dalam
menginhibisi COX-2, akibatnya siklooksigenase-1 (cyclooxygenase-1, COX-I)
yang merupakan isoformnya juga terinhibisi. Kelemahan ini memicu berbagai
efek samping pada pasien yang mengkonsumsi NSAIDs dalam jangka panjang
seperti diare, peningkatan nyeri abdomen, heartburn, dan ulkus saluran cerna
bagian atas disertai pendarahan internal. Solusi terhadap efek samping tersebut
adalah dengan diaplikasikannya analgesik generasi inhibitor COX-2 selektif.
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Namun, obat ini bersifat teratogenik sehingga tidak aman dikonsumsi oleh ibu
hamil, serta berisiko memicu serangan jantung yang lebih besar, 1%

Dalam hal ini, peningkatan gangguan fungsi kardiovaskuler terjadi karena
inhibitor COX-2 selektif meningkatkan resiko trombosis yang berhubungan
dengan penekanan produksi PGI; di sel-sel endotel tanpa menginhibisi produksi
TXa2. Misalnya, aplikasi celecoxib dengan dosis yang tidak tepat terhadap pasien-
pasien nyeri artritis dapat memicu efek samping seperti trombosis, hipertensi, dan
aterogenesis.’” Sedangkan penelitian tentang Morinda sebagai inhibitor COX-2
selektif sejaubh ini tidak ada yang melaporkan efek samping tersebut. Bahkan
dalam beberapa penelitian Morinda dilaporkan dapat meningkatkan kesehatan
kardiovaskuler dengan cara menginhibisi ekspresi gen-gen protrombus, mengin-
hibisi enzim pengkonversi angiotensin (angiotensin converting enzyme, ACE),
mereduksi oksiterol, mereduksi HMG-KoA reduktase, dan meningkatkan profil
lipid.>> Meskipun demikian, berbagai penelitian yang telah dipatenkan tersebut
masih perlu diteliti lebih lanjut agar klaim efek terapeutik Morinda sinergis
dengan penelitian Morinda sebagai COX-2 selektif.

Efek samping yang tidak diinginkan juga terjadi pada aplikasi analgesik
golongan asetaminofen dan opioid. Toksisitas terhadap ginjal dan hati menjadi
risiko bagi pasien yang mengkonsumsi asetaminofen dalam jangka panjang.
Sedangkan pasien yang diintervensi dengan opioid berisiko mengalami adiksi dan
konsekuensi terfatal mengalami depresi respirasi.”'? Berbagai kelemahan tersebut
menginsipirasikan para peneliti untuk mengkombinasikan suatu analgesik dengan
satu agen farmaseutikal lain. Pendekatan ini dapat memperkuat potensi analgesik
dan mengurangi efek sampingnya, misalnya kombinasi NSAIDs dengan beta
adrenergik agonis atau antara opiat dengan adenosinergik agonis.'>® Disamping
itu telah diperkenalkan metode inhibisi interleukin 1-p (IL-1B) pada sistem saraf
pusat yang secara otomatis akan memblok COX-2,*® serta terapi gen dengan
mengintroduksikan molekul antiinflamasi yang bekerja pada sitokin, kode asam
nukleat, atay jaringan saraf.%

Hadirnya Morinda sebagai inhibitor COX-2 selektif tentunya dapat
dijadikan alternatif manajemen nyeri, dengan catatan produk Morinda tersebut
juga tidak berisiko memicu efek samping yang negatif. Morinda yang dipilih
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sebagal sampel penelitian ini adalah spesies dan formula Morinda sama seperti
yang dilaporkan memiliki efek inhibitor COX-2 selektif. Ranah penelitian
peurofisiologi ini lebih menekankan pada respon perilaku hewan coba ketika
diinduksi carrageenan, sehingga data inhibisi COX-2-nya tidak diteliti lagi.
Namun mengingat sumber Morindanya sama, maka aktivitas enzimatik COX-2
yang diinduksi carrageenan diperkirakan akan diblokade oleh Morinda yang
diminumkan pada hewan coba seperti halnya laporan penelitian in vitro di atas.

Selanjutnya analisis efek antinosiseptif Morinda di atas sebaiknya diban-

dingkan dengan jalur molekuler nyeri lainnya. Berikut ini adalah mekanisme

antinosiseptif Morinda lainnya yang terungkap dalam sejumlah literatur:

Morinda 5% secara in vitro mampu mengikat reseptor serotonin 5SHT a2
sekuat 103% dengan 1Csp <2,5%. Mekanisme ini penting untuk mengatasi
nyeri migrain dengan cara memodulast reseptor serotonin di sistem saraf
pusat.®! Tujuannya agar regulasi antinosiseptif jalur asenden dari nukleus
rafe ke neuron DH medula spinalis dapat dipertahankan ketika terjadi
penurunan kadar serotonin seperti pada kasus migrain.'"

Morinda melalui uji radio ligan mampu mengikat reseptor GABA 4 sekuat
75%.'* Mekanisme ini berfungsi sebagai sedatif dan ansiolitik melalui
fasilitasi transmisi sinaptik inhibisi di neuron DH medula spinalis.’
Morinda 1% dalam uji radio ligan mampu mengikat reseptor opioid mu
sekuat 93% dan terhadap reseptor kappa sekuat 77%.%2 Mekanisme ini
berfungsi sebagai analgesik melalui jalur antagonis opicid dalam kasus
nyeri inflamasi atau nyeri nevropatik.®%

Morinda 1,5 mg/ml. mampu mengaktivasi reseptor kanabinoid 2 (cannabi-
noid, CB2).% Mekanisme penting untuk mengatasi sensitisasi perifer
dalam kasus nyeri inflamasi.®

Morinda melalui vji EIA mampu menginhibisi IL-1p dan TNF-o dengan
ICso masing-masing 100 pg/pL dan 90 pg/uL.5° Mekanisme ini berperan
dalam mengatasi nyeri inflamasi melalui jalur inhibisi sitokin proinflamasi
yang diduga menginduksi ekspresi COX-2.3%°

Proxeromin buah Morinda berfungsi sebagai penghilang nyeri dan
penenang. Penclitian in vivo terhadap tikus yang diberi minum kristal
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xeronin memperlihatkan kondisi yang tenang dibandingkan kontrol.
Percobaan lain pada tikus yang diinjeksi kristal xeronin serta tetrodotoksin
hanya tampak gelisah, sedangkan tikus yang diinjeksi tetrodotoksin saja
mati seketika. Mekanisme ini diduga terjadi karena xeronin dapat
mengikat reseptor endorfin untuk memicu perasaan bahagia, serta mem-

blok reseptor prostaglandin untuk mendatangkan efek antinosiseptif. %

2.6 Kerangka Teori
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Gambar 2.18 Skema kerangka teori penelitian efek antinosiseptif Morinda
dengan model nyeri inflamasi, diinduksi carrageenan, dan uji respon hiperalgesia
termal menggunakan Aot plate.
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Tinjauan pustaka di atas bermuara pada kerangka teort (Gambar 2.18)
yang dapat dijadikan landasan penelitian efek antinosiseptif Morinda. Dimulai
dengan mengidentifikasi efek injeksi carrageenan sehingga terjadi nyeri inflamasi
dan sensitisasi. Kemudian diintroduksikan model uji nyeri hot plate test untuk
menguji repon perilaku hiperalgesia termal pada hewan coba. Tinjauan akhimya
adalah efek antinosiseptif Morinda melalui jalur inhbisi COX-2 selektif dapat
dibuktikan oleh pengukuran masa laten respon hiperalgesi termal.

2.7 Kerangka Konsep
Berikut ini adalah kerangka konsep penelitian efek antinosiseptif Morinda

dengan model nyeri inflamasi pada hewan coba yang diinduksi carrageenan:

: Induksi nyeri inflamasi pada telapak
e [ tungkai tikus dengan stimulus carrageenan

A

1 Ekspresi COX-2 di jaringan inflamasi

perifer dan di sistem saraf pusat

1 Respon hiperalgesia termal

Uji nyeri hot plate test pada tikus (reaksi
pada tikus menghindar tungkai)
I

Morinda bekerja sebagai inhibitor COX-2
selektif (mencegah sensitisasi)

1T

[ Pemberian Morinda sekali sebelum injeksi]

carrageenan atau secara rutin {10 hari)

Gambar 2.19 Skema kerangka konsep penelitian efek antinosiseptif Morinda
dengan model nyeri inflamasi. Tanda tanya (?) dalam skema menunjukkan bahwa
Morinda —yang dilaporkan memiliki efek inhibitor COX-2 selektif- diprediksi
akan menginhibisi sensitisasi untuk mencegah atau mengatasi respon hiperalgesia
termal pada tikus sewaktu vji nyen hot plate test.
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian init merupakan studi ecksperimental in vivo dengan cara
membandingkan efek antinosiseptif Morinda, celecoxib (obat inhibitor COX-2
selektif), placebo, dan kontrol terhadap hewan coba. Stimulus nyeri inflamasi
yang dipakai adalah agen algogenik carrageenan. Parameter yang diteliti adalah
respon hiperalgesia hewan coba pada setiap perlakuan melalui pengamatan uji
nyeri hot plate test >*'>3 Uji nyeri ini dilakukan pada menit ke-15, ke-60, ke-180,
dan ke-300 setelah diinjeksi carrageenan® Interval waktu tersebut beriringan
dengan produksi prostanoid terminal (sekitar 6 jam pertama setelah diinjeksi
carrageenan),’® dan sesuai farmakokinetik Morinda dengan marker skopoletin
(salah satu komponen aktif antinosiseptif) yang dilaporkan kadarnya meningkat di
berbagai jaringan selama 4 jam dari sejak diminumkan.’®

Efek antinosieptif Morinda ditentukan oleh hasil pengukuran waktu reaksi
(masa laten) berupa refleks menghindar tungkai hewan coba yang spesifik ketika
terpapar hot plate, yaitu respon nosifensif seperti menjilati tungkai atau loncat. >’
Parameter hiperalgesia imt seharusnya memperlihatkan nilai beda laten dalam
kisaran nosiseptif normal (sekitar 1-4 detik), jika Morinda sebagai inhibitor COX-
2 selektif mampu menginhibisi sensitisasi kanal ion atau reseptor nyeri.*®
Morinda yang bersifat adaptogen'”® membutuhkan pola konsumsi dan waktu
kerja tertentu untuk memberikan efek yang optimal, misalnya selama 10 hari
pemberian.'® Idealnya, hewan coba yang diberi minum Morinda akan memiliki
presentase waktu toleransi yang lebih besar dalam fase akut nyeri dibandingkan
yang diberi NSAIDs,'*'® dan mampu mengatasi hiperalgesia termal setara
celecoxib sesuai dengan hasil penelitian in vifro sebelumnya (dalam hal menginhi-
bisi aktivitas enzimatik COX-2).'*2%%*

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini berlangsung mulai Agustus 2008 sampai Januari 2009.
Tahap pemelibaraan dan perlakuan terhadap hewan coba dilakukan di Animal
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House FK Ul. Sedangkan persiapan alat/bahan (terutama W-MHP) dan tahap uji
nyeri kot plate test dilakukan di Laboratorium Faal FK UL

3.3 Sampel Penelitian

Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan dengan 5 ulangan
(jumah sampel per kelompok). Jumlah ulangan ini ditentukan dengan mengguna-
kan rumus Federer: (t — 1) (n — 1) > 15, dengan t: jumlah perlakuan, dan n: besar
sampel. Jumlah ini masih sesuai dengan ketentuan minimal sampel per kelompok,
yaitu $ ekor tikus per kelompok.”’

Kelima kelompok hewan coba tersebut adalah sebagai berikut: (1) kelom-
pok kontrol tanpa perlakuan (tidak diberi obat apapun) sebagai standar respon
tikus terhadap stimulus panas W-MHP, (2) kelompok plasebo hanya diberi larutan
NaCl 0,9% (5 mL/kg BB, p.0), (3) kelompok standar yang diobati dengan
celecoxib (celebrex, 50 mg/kg BB, p.0),®® (4) kelompok yang diberi minum
formula cair Morinda (POM TI 054617361} (5 mL/kg BB, p.o) hanya sekali
sebelum diinjeksi carrageenan, dan (5) kelompok yang diberi minum formula cair
Morinda (POM TI 054617361) (5 mL/kg BB, p.o) secara rutin sekali dalam sehari
selama 10 hari."®

Pemilihan hewan coba dilakukan secara acak terhadap 30 ekor tikus dari
satu galur yang telah distapkan di Animal House FK Ul dalam rentang waktu dan
cara pemeliharaan yang sama, serta telah memenuhi standar berat badan (lihat di
bawah). Kriteria hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini ialah tikus baru
atau belum pernah digunakan dalam percobaan uji nyeri metode apapun,
memperlihatkan respon menjilati tungkai yang seragam ketika terpapar panas hot
plate, respon nosifensif tikus terjadi dalam rentang waktu cut off time (20 detik),
dan wji nyeri hot plate test dilakukan pada tikus dalam satu rangkaian bertahap (5
jam). Sebaliknya bila ttkus memperlihatkan respon berbeda (seperti loncat keluar
kotak akrilik) pada salah satu tahap pengujian, atau tikus terlalu tahan panas
sehingga berkali-kali melewati cut off time; maka tikus terscbut dinyatakan tidak
memenuhi kriteria sampel hewan coba dan datanya tidak diikutsertakan dalam
perhitungan statistik. Khusus untuk tikus kelompok 5 ditempatkan di kandang

yang berbeda untuk mempermudah pemberian diet Morinda selama 10 hari.
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Sedangkan dosis Morinda di atas disesuaikan dengan ketentuan dosis
dalam penelitian mengenai efek antiinflamasi jus Morinda dengan parameter
edema pada telapak tungkai tikus yang diinduksi carrageenan.®® Dosis tersebut
juga disesuaikan dengan ketentuan dosis puree Morinda yang diminumkan pada
tikus dalam uji farmakokinetik Morinda dengan marker skopoletin."” Sedangkan
pemilihan dosis celebrex di atas disesuaikan dengan ketentuan dosis efektif
antiinflamasi celecoxib guna mencegah peningkatan regulasi hulu TNF-a dan
NFkB.%® Adapun pemilihan salin sebagai plasebo disamakan dengan model

penelitian metode MHP? dan uji antiinflamasi jus Morinda® sebelumnya.

3.4 Material Penelitian
Hewan coba yang dipakai dalam penelitian ini adalah tikus Sprague-
Dawley (SD) jantan dengan berat badan 180-230 gram, usia 3-4 bulan. Tikus
tersebut diperoleh dari Pusat Litbang Pemberantasan Penyakit Depkes R1. Sekitar
! bulan semua tikus dipelihara di Animal House FK Ul sampai berat badannya
sesuai standar penelitian uji nyeri. Hewan coba ditempatkan di dalam kandang
tersendiri, dengan standar temperatur laboratorium, siklus gelap terang yang
terkontrol, dan selalu diaklimatisasi sebelum dilibatkan dalam percobaan. Selama
pemeliharaan, hewan coba tersebut diberi makanan pelet dan air minum standar
Animal House FK UL
Selanjutnya peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai

berikut:

= Perangkat alat #of plate hasil modifikasi dengan nama W-MHP

= Stop watch digital

= Test tube ukuran 0,5 mL dan 2 mL

* Gelas arloji kecil

* Lemari pendingin

*  Lemari sterilisasi

=  Timbangan digital

= Spuit tuberkulin ukuran 26 Gauge (volume 1 mL)})

» Sonde (volume ! mL)

» Sarung tangan
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Tissue gulung
Selain tikus SD sebanyak 30 ekor, bahan yang digunakan dalam penelitian

ini adalah sebagai berikut:

Carrageenan ukuran 25 mg (dipesan dari SIGMA)

Morinda cair ukuran 1 L (konsentrasi dalam berat, 90% jus buah Morinda)
NaCl 0,9% ukuran 10 mL

Alkohol 70% ukuran I L

3.5 Cara Kerja

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan, yaitu: persiapan alat dan bahan

percobaan (termasuk W-MHP), perlakuan terhadap hewan coba, dan uji nyeri kot
plate test. Khusus untuk prinsip dasar modifikasi dan penggunaan W-MHP telah
disesuaikan dengan fungsi kerja kot plate produk Panlab*® dan Ugo Basile,” serta
metode MHP yang didesiminasikan oleh Lavich.” Informasi tersebut telah

dijelaskan di lampiran tesis ini.

Berikut ini adalah cara kerja untuk tahap persiapan alat dan bahan

percobaan respon hiperalgesia:

1.

Semua peralatan harus sudah siap pakai sehari sebelum percobaan. Khusus
untuk fest tube dan toples obat disterilkan memakai lemari pensteril
otomatis. Sedangkan alat lainnya seperti gelas arloji dan nampan timba-
ngan dibersihkan memakai alkohol.

Memakai jas laboratorium dan sarung tangan sterii selama menyiapkan
obat atau zat yang dipakai dalam percobaan.

Menyiapkan NaCl 0,9% yang akan diinjeksikan pada tungkai kontralate-
ral. Sebanyak 0,5 mL NaCl 0,9% steril diambil memakat spuit (ukuran 1
mL) dan kemasan 10 ml., lalu dimasukkan ke dalam fest fube bam
berukuran 0,5 mL..

Menyiapkan salin yang akan diminumkan pada kelompok kedua hewan
coba. Sebanyak 1,5 mL NaCl 0,9% diambil memakai spuit dari kemasan
10 mL, lalu dimasukkan ke dalam test fube baru berukuran 2 mlL..
Menimbang carrageenan 2% untuk diinjeksikan ke tungkai ipsilateral.
Carrageenan diambil memakai sendok kecil dari kemasan 25 gram, lalu
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ditimbang sesuai kebutuhan (dosis) memakai neraca digital. Setelah itu
carrageenan dilarutkan dalam NaCl 0,9% secara merata di dalam toples
steril. Larutan carargeenan 2% diambil memakai spuit untuk dituangkan
ke dalam fest tube baru berukuran 0,5 mL.

Menyiapkan Morinda cair yang akan diminumkan pada hewan coba
kelompok ke-4, dan ke-5. Sebanyak 1,5 mL Morinda diambil dari
kemasan 1 L memakai spuit steril lalu dimasukkan ke dalam fest fube baru
berukuran 2 mL.

Menyiapkan celecoxib yang akan diminumkan pada hewan coba kelompok
ke-3 dengan dosis 50 mg/kg BB. Celebrex yang telah ditimbang sesuai
kebutuhan (dosis) memakai neraca digital lalu dilarutkan memakai
aquades secara merata di dalam toples steril. Larutan celebrex dibagi rata
memakai spuit steril ke dalam fest tube baru berukuran 2 mL.

Semua obat yang telah disesuaikan dosisnya disimpan dilemari pendingin
untuk meminimalisasi risiko rusak sebelum dipakai pada waktunya.
Menjelang percobaan dilakukan persiapan dan perlakuan terhadap hewan

coba dengan tahapan cara kerja sebagai berikut:

1.

Setiap hari disiapkan 2 atau 3 ekor tikus yang memenuhi kriteria untuk
percobaan respon hiperalgesia.

Memakai jas laboratorium dan sarung tangan bersih selama menimbang
dan memberi dosis obat pada hewan coba.

Berat badan setiap tikus ditimbang memakai neraca manual; lalu diber
tanda warna di bagian kepala, punggung, atau polos.

Hasil penimbangan berat badan langsung dicatat pada kertas kerja harian.

S. Setiap tikus diberi perlakukan (pemberian agen antinosieptif) sesuai

ketentuan kelompok masing-masing (lihat bagian 3.3) memakai sonde
yang berbeda untuk setiap perlakuan.

Tikus yang telah diberi perlakuan di check list pada kertas kerja dan
dimasukkan kembali ke dalam 1 kandang khusus.

Satu jam kemudian setiap tikus (kecuali kelompok ke-1) diinjeksi
carrageenan 2 % (150 pL) secara intraplantar (ip/) pada telapak tungkai
belakang kiri, memakai spuit 0,5 mlL baru dan carrageenan diambil dari
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test tube baru. Sedangkan telapak tungkai kanan belakang diinjeksi NaCl
0,9% steril (150 pL) dengan cara yang sama memakai spuit yang berbeda.
Khusus untuk tikus kelompok pertama tidak diinjeksi apapun.

Semua tikus yang telah diberi perlakuan dimasukkan kembali ke dalam 1
kandang (lengkap dengan pakan dan air) tertutup, dan sesegera mungkin di
bawa ke ruangan uji nyeri (>3 menit).

Tikus ditempatkan lagi dalam kandang terpisah (1 kandang untuk 1 ekor)
dan diaklimatisasi sekitar 10 menit di ruangan uji nyeri yang bersuhu
24°C, penerangan lampu neon, dan suvara bising eksternal seminimal
mungkin.

Selama aklimatisasi semua peralatan uji nyeri dan kertas kerja disiapkan.
Lempeng dan kotak akrilik hot plate dibersibkan dengan alkohol 70%
memakai sarung tangan dan tissue gulung,

Selanjutnya dilakukan percobaan uji nyeri kot plate fest dengan tahapan

sebagai berikut:

1.

Stop kontak W-MHP dihubungkan dengan arus listrik {on) selama + 10
menit hingga suhu lempeng aluminium yang tertera pada termometer
digital mencapai 50,5°C. Program PC camera ZS211 dan stop waich
digital juga harus sudah siap dioperasikan untuk perekaman respon
hiperalgesia tikus.

Setelah tercapai suhu uji segera stop kontak W-MHP dibebaskan dari arus
listrik (off), dan tunggu sampai suhu lempeng aluminium stabil 51 + 0,5°C
(waktu pemanasan diatur agar tercapai suhu uji pada menit ke-15 pasca
injekst carrageenan).

Program PC camera ZS211 dioperasikan tepat menit ke-15 pasca injeksi
carrageenan, dengan memakai sarung tangan bersih, tikus diambil dari
kandangnya lalu ditempatkan ke atas lempeng aluminium yang telah
mencapai suhu uji stabil.

Mencatat waktu reaksi menghindar tungkal (masa laten) dengan mengo-
perasikan stop watch digital tepat ketika tikus menginjakkan kaki ke atas

lempengan aluminium.

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009

Universitas Indonesia



10.

11.

12.

13.

14.

15.

47

Respon hiperalgesia hewan coba berupa perilaku menjilati tungkai atau
loncat harus dipastikan terekam atau waktunya tercatat pada stop watch
digital. Bila tikus telah menjilati tungkai kiri dan kananya (atau sebalik-
nya) secara berurutan, atau bila tikus telah terpapar terhadap panas
lempeng aluminium melebihi cwt off time (20 detik); maka tikus harus
segera diangkat dari kot plate dan dikembalikan ke dalam kandang semula.
Ketika tikus diangkat segera stop watch digital diberhentikan, dan catatan
waktu (masa laten setiap tungkai) yang tertera di layar segera dipindahkan
pada kertas kerja.

Lempeng aluminium dan kotak akrilik dibersihkan lagi dari kotoran tikus
dengan alkoho! 70% memakai tissue secepat mungkin.

Berikutnya dilakukan pengujian respon hiperlagesia untuk tikus ke-2 dan
ke-3 dengan cara yang sama seperti prosedur sebelumnya, dengan catatan
suhu lempeng hot plate yang tertera pada termometer digital masih
berkisar pada suhu uji stabil.

Setelah selesai perekaman dan pencatatan waktu reaksi (masa laten) tikus
ke-3, program PC camera ZS211 diberhentikan dan datanya disimpan.
Semua tikus diistirahatkan kembali di dalam kandang masing-masing
sebelum pengujian respon hiperalgesia untuk menit ke-60, ke-180, dan ke-
300.

Lima belas menit sebelum memasuki waktu pengujian berikutnya, W-
MHP dipanaskan kembali sampai tercapai suhu uji yang stabil tepat pada
setiap waktu pengujian. Tikus dan peralatan lainnya juga disiapkan.

Uji nyeri pada menit berikutnya dilakukan seperti prosedur uji nyeri menit
ke-15, sampai catatan dan rekaman waktu reaksi menghindar tungkai
(masa laten) dipindahkan pada kertas kerja.

Setelah selesai perekaman menit ke-300, semua tikus dimasukkan ke
dalam satu kandang untuk dikembalikan lagi ke Animal House FK UI.
Semua peralatan dimatikan dan dirapibkan kembali seperti kondisi semula
sebelum percobaan.

Melakukan evaluasi hasil pencatatan masa laten pada kertas kerja dan

reakaman webcam.
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3.6 Parameter yang Diteliti

Respon hiperalgesia termal merupakan parameter penelitian ini yang
ditentukan dengan mengukur beda laten masing-masing tikus memakai rumus: A
masa laten menghindar tungkai (detik) = masa laten menghindar tangkai kanan —
masa laten menghindar tungkai kiri.”® Reaksi menghindar tersebut adalah perilaku

27 Nilai masa laten

khas tikus berupa menjilati tungkainya secara bergantian.
dinkur sejak detik pertama tikus kontak dengan lempeng hot plate sampai terjadi
respon menjilati tungkai. Berdasarkan rangkaian uji nyeri pada tikus tersebut akan
diperoleh data waktu terjadinya puncak respon hiperalgesia yang mengisyaratkan
puncak produksi prostanoid. Semakin kuat efek agen antinosiseptif, maka hasil
penghitungan beda laten hewan coba akan semakin kecil, terutama pada menit ke-

60 pasca injeksi carrageenan.

3.7 Analisis Data

Hasil pengukuran akan direpresentasikan sebagai nilai rerata £ S.E.M.
Signifikansi statistik ditentukan dengan memakai uji Repeated Anova.”""" Pada
P<0,05 dinilai signifikan secara statistik. Pengolahan data menggunakan program
komputer SPSS 17.
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3.8 Alur Penelitian

Menyiapkan 25 ekor
tikus SD jantan dengan
berat badan 180 - 230 gr

' v v ;

Kelompok tanpa || Kelompokyang || Kelompokyang || Kelompok yang || Kelompok yang
perlakuan & diberi NaCl diobati celecoxib | | diberi Morinda 1 || diberi Morinda

injeksi camrage- 0,9% (5 mlikg (50 mg/kg BB, hari (5 mUkg 10 hari (5 mUkg
enan {5 ekor) BB, po, 5 ekor) po, 5 ekor) BB, po, 5 ekor) BB, po, 5 ekor)

- '

1 jam kemudian diinjeksi carrageenan
3 | 2% pada telapak tungkai kil (150pL, iph), | +—
dan NaCl 0,9% pada telapak tungkai

kanan (150 pL, iph

¥

,_! 15 menit kemudian dilakukan uji nyen hot plafe test
s Lpada suhu 5120,5°C (cut off ime maksimal 20 detik)

\d
Lpengukuran waktu reaksi (masa laten menghindar ]
(

meniilati tungkai) pada menit ke-15, 60, 180, dan 300

s 4

[ Evaluasi respon perifaku hiperalgesia termal pada hewan coba dengan ]

menghitung beda laten hasil catatan stop waich dan rekaman webcam

Gambar 3.1 Skema alur penelitian efek antinosiseptif Morinda dengan model uji
nyeri inflamasi dan respon hiperalgesia hot plate test.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

Penelitian efek antinosiseptif Morinda telah dilakukan di Laboratorium
Faal FK UI selama kurun waktu Agusuts 2008 s.d Januari 2009. Aktivitas
penelitian mencakup pengukuran masa laten reaksi menghindar tungkai dengan
metode MHP, terhadap 25 ekor tikus yang diinduksi nyeri inflamasi memakai
carrageenan. Proses pengamatan respon hiperalgesia pada setiap tikus difokuskan
pada reaksi nosifensif menjilati tungkai belakang seperti tampak dalam Gambar
4.1b-c. Adapun hasil pengukuran rerata beda laten pada setiap kelompok tikus
diperlihatkan dalam Tabel 3 (nilai masa laten setiap ttkus, terlampir). Nilai rerata
beda laten pada setiap tahap pengamatan respon hiperalgesia dijadikan bahan
analisis statistik dengan memakai pendekatan uji hipotesis Repeated-Anova atau

desain pengukuran berulang.

s Pr i

‘ W-MHP. |
4

Uji-Nosiseptif

™

(2

Gambar 4.1 Pengamatan respon hiperalgesia tikus dengan uji nyeri hot plate test.
(a) Sketsa penempatan tikus di atas lempeng pemanas W-MHP, tampak dari
depan kotak akrilik; (b} Rekaman posisi tungkai tikus ketika pertama kali
ditempatkan di atas lempeng pemanas; (¢) Rekaman reaksi nosifensif menjilati
tungkai belakang tikus sesaat setelah ditempatkan di atas lempeng pemanas.
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Tabel 4.1 Data rerata beda laten hasil pengukuran respon hiperalgesia terhadap 5
kelompok tikus yang berbeda (n=25 ekor) dalam uji nyeri hot plate test

Kelompok Inten_13 laten_60 laten_180 . laten_360
Rerata sh Rerata sb Rerata sh Reraw sh
1 Kontrol 1.99 0.29 2.4} 1.05 183 039 166 046
2 Salin 485 0.43 7.44 126 378 088 297 0387
3 Celecoxib 3.19 0.13 420 0.63 237 024 202 0.21
4 Morinda I hr 293 0.53 409 060 244 057 192 (.41

5 Morinda 10 hr 284 056 399 032 202 019 194 0.10

Selanjutnya hasil uwji Anova dengan analisis general linear model
diinterpretasikan melalui perbandingan pairwise (Tabel 4.2). Berdasarkan tabel
tersebut dapat disimpulkan bahwa nilai beda laten kelompok 2 (salin) berbeda
bermakna dibandingkan beda laten kelompok 4 (Morinda 1 hari) dan yang lainnya
(P<0,05). Sedangkan beda laten antara kelompok 3 (celecoxib) dengan beda laten
kelompok 4 (Morinda 1 hari) dan § (Morinda 10 hari) tidak berbeda bermakna
(P>0,05). Interpretasi ini telah menjelaskan bahwa: (1) Morinda memiliki efek
antinosiseptif karena dapat menurunkan nilai beda laten respon hiperalgesia bila
dibandingkan kontrol, (2) efek antinosiseptif Morinda yang direpresentasikan oleh
nilai beda laten respon hiperalgesia tidak berbeda dibandingkan celecoxib sebagai
standar inhibitor COX-2 selektif, dan (3) efektivitas (kekuatan antinosiseptif) diet
Morinda 10 hari tidak berbeda dibandingkan Morinda 1 hari dalam hal mengatasi
respon hiperalgesia.

Tabel 4.2 Perbandingan pairwise beda laten hasil pengukuran respor. hiperalgesia
antar 5 kelompok tikus yang berbeda {n=25 ekor) dalam uji nyeri hof plate test

Mean Sia IK 93%

Difference (1-3) = Min Maks

1 Kontrol 2 Salin -2.79 0.000 341 -2.16
3 Celecoxiv -0.98 0.001 -1.60 .35

4 Morindza 1 hr -0.87 0.003 -1.49 025

5 Morinda 10 hr 0,72 0.015 -1.35 -0.10

2 Salin 3 Celecoxib 1.81 0.000 1.19 2.43
4 Morinda | hr 1.91 0.000 1.29 2.54

5 Morinda 10 hr 2.06 0.000 1.44 2.68

3 Celecoxib 4 Morinda 1 hr 0.10 1.000 -0.52 0.73
5 Morinda 10 hr 0.25 1.000 -0.37 0.87

4 Morinda 1 hr 5 Morinda 10 hr 0.15 1.000 -0.48 0.77
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4.1 Efek Antinosiseptif Morinda terhadap Tikus yang Diinduksi Nyeri
Inflamasi Menggunakan Carrageenan dengan Uji Nyeri Hof Plate Test

Grafik perbandingan beda laten untuk setiap tahapan respon hiperalgesia
diantara kelima kelompok tikus diperlihatkan dalam Gambar 4.2. Pengamatan
terhadap kelompok 2 (salin) memperlihatkan pengaruh injeksi carrageenan pada
telapak tungkai Kkiri belakang tikus secara ip/ menyebabkan berkurangnya masa
laten (lebih cepat) respon menghindar tungkai terhadap stimulus panas, diban-
dingkan yang terjadi pada tungkai kanan yang diinjeksi dengan salin. Nilai beda
laten yang merepresentasikan peningkatan respon hiperalgesia termal terjadi
mulai menit ke-15 hingga menit ke-60 setelah injeksi carrageenan. Secara umum
beda laten tampak signifikan mulai menit ke-15 hingga menit ke-300 setelah

diinjeksi carrageenan dibandingkan dengan nilai beda laten pada tikus yang tidak

8.00 kel
- — t kontrol
/f-\\ ——2 salin
7.00- e \ 3 Cefecoxfb
i s \‘
e | ——4 Morinda 1 hr
A N\ 5 Morinda 10 hr
— B00~ ya 5
hadt Y
0 // '1‘\
= s
S // -\.
C 500— |
Q o S
L .
8
= :
5 400
@
m
3.00
2.00—
1.00-]

T T T 1
menit 15 menit 60 menit 180 menit 300
Tahapan respon hiperalgesia

Gambar 4.2 Respon hiperalgesia termal antara kelima kelompok tikus direpre-
senlasikan oleh beda laten reaksi menghindar tungkai dalam wji nyeri Aof plare
test. Hiperalgesia akibat injeksi carrageenan (menit nol) pada setiap kelompok
dibandingkan dengan kelompok 1 (kontrol). Sedangkan efek antinosiseptif kelom-
pok 3 (celecoxib), kelompok 4 (Morinda 1 har), dan kelompok 5 (Morinda 10
hari) dibandingkan dengan kelompok 2 (salin). Nilai beda laten merupakan rerata
yang dipakai dalam uji Repeated Anova.
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diinjeksi carrageenan (kelompok 1, kontrol). Sementara itu, pemaparan tungkai
tikus terhadap stimulus panas dalam uji nyeri hor plate test secara berulang
selama 5 jam pertama tahapan respon hiperalgesia tidak memperlihatkan
peningkatan beda laten yang signifikan pada tikus kelompok kontrol.

Hasil analisis aktivitas antinosiseptif memperlihatkan penurunan respon
hiperalgesia pada tikus yang diberi minum Morinda 1 hari sebelum diinjeksi
carrageenan dibandingkan tikus yang diberi salin. Beda laten kelompok Morinda
signifikan lebih kecil (P<0,05) dibandingkan beda laten kelompok salin yang
mencapai 3 hingga 7 detik. Dalam hal ini, efek antinosiseptif Morinda sudah
bekerja sejak 15 menit pertama setelah diinjeksi carrageenan hingga berakhir fase
awal inflamasi, sebab tidak ditemukan penurunan ambang atau peningkatan beda
laten yang signifikan. Oleh karena itu, pengamatan respon hiperalgesia termal
pada kelompok Morinda tidak seakut kelompok salin yang tampak tersensitisasi
dalam wji nyeri kot plate test.

4.2 Perbandingan Efek Antinosiseptif Celexocib dan Morinda diperlihatkan
oleh Penurunan Respon Hiperlagesia pada Tikus yang Diinjeksi Carra-
geenan dengan Uji Nyeri Hot Plate Test

Gambar 4.2 juga memperlihatkan perbandingan respon hiperalgesia antara
tikus kelompok 3 yang diobati celecoxib dengan tikus kelompok 4 yang diben
mimun Morinda sebelum diinjeksi carrageenan pada tungkai kin belakang tikus
secara ip/. Beda laten tikus kelompok 3 (celecoxib) tidak berbeda secara bermakna
(P>0,05) dibandingkan kelompok 4 (Morinda 1 hari), yaitu selisihnya kurang dari
1 detik. Baik efek antinosiseptif celecoxib maupun Morinda, sama-sama sudah
bekerja pada menit ke-15 untuk menginhibisi sensitisasi nyen akibat aktivitas
enzimatik COX mengakatalisasi produksi prostanoid.

Beda laten reaksi menghindar tungkai tilkus pada setiap tahapan uji nyeri
hot plate test masih dalam rentang normal nosiseptif, kecuali pada menit ke-15
dan ke-60 yang mengalami penurunan beda laten mencapai 4 detik. Namun secara
umum, kedua kelompok tidak mengalami respon hiperalgesia selama 5 jam uji

nyeri hot plate test secara berulang. Dengan demikian, aplikasi Morinda dalam
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dosis 5 mL/kg BB tikus sudah cukup efektif mencegah hiperalgesia termal,
bahkan nilai beda latennya hampir setara dibandingkan kelompok celecoxib.

4.3 Perbandingan Aktivitas Antinosiseptif Morinda yang Diminumkan
Sehari dengan Diet Morinda Selama Sepuluh Hari sebelum Injeksi
Carrageenan dengan Uji Nyeri Hot Plate Test

Gambar 4.2 juga memperlihatkan perbandingan aktivitas antinosiseptif
antara tikus kelompok 4 yang diberi minum Morinda sekali dengan tikus
kelompok 5 yang diet Morinda selama 10 hari sebelum diinjeksi carrageenan
pada tungkai kiri belakang secara ipl. Beda laten antara kedua kelompok hanya
berbeda pada menit ke-180, tetapi selisibnya kurang dart 0,5 detik. Selisih beda
laten tersebut tidak signifikan secara statistik (P>0,05). Artinya, efektivitas diet

Morinda 10 hari tidak memperlihatkan antinosiseptif yang lebih kuat untuk

mengatasi hiperalgesia termal dibandingkan dengan konsumsi Morinda sewaktu.

Aktivitas antinosisepif Morinda pada kedua kelompok tikus juga sudah
terjadi sejak menit ke-15 uji nyeri hot plate test, dan bertahan selama fase awal
inflamasi (5 jam pertama setelah injeksi carrageenan). Durasi aktivitas antinosi-
septif tersebut mungkin berhubungan dengan farmakokinetik Morinda yang
beketja optimal selarna 4 jam pertama setelah diminumkan. Namun, komponen
antinosiseptif Morinda yang diminumkan pada kedua kelompok tikus sebelum
injeksi carrageenan sudah cukup maksimal menginhibisi aktivitas enzimatik

COX-2 pada jaringan yang mengalami nyeri inflamasi, sehingga dipastikan tidak

terjadi sensitisasi nyeri yang ditandai respon hiperalgesia termal.
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BABS
PEMBAHASAN

Penelitian ini telah mengkonfirmasi potensi antinosiseptif Morinda dengan
model nyeri inflamasi pada tikus yang diinjeksi carrageenan. Caranya ialah
dengan mengukur masa laten reaksi menghindar tungkai tikus tersebut melalui uji
nyeri hot plate test yang merepresentasikan efek antinosiseptif Morinda guna
mengatasi hiperalgesia termal, dan hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa
Morinda dan celecoxib sama-sama signifikan menurunkan respon hiperalgesia
termal pada tikus tersebut. Secara in vitro, Morinda dilaporkan signifikan
menginhibisi aktivitas enzimatik COX-2. Hal ini dapat memperkuat dugaan
mekanisme antinosiseptif Morinda melalui jalur inhibisi COX-2 selektif. Selain
itu, Morinda dalam dosis 5 mL/kg BB tikus sudah cukup efektif menginhibisi
sensitisasi perifer dengan parameter reaksi menghindar tungkai, seperti halnya
efek analgesik celecoxib dalam dosis 50 mg/kg BB tikus. Sedangkan diet Morinda
selama 10 hari pada tikus tersebut tidak memperkecil beda laten atau reaksi
nosifensif yang signifikan bila dibandingkan dengan tikus yang hanya sekali
diberi Morinda sebelum diinjeksi carrageenan.

Pemilihan hewan coba telah dilakukan secara acak terhadap tikus yang
memenuhi kriteria sampel. Reaksi menghindar tungkai (masa laten) semua tikus
tercatat tidak melewati cwf off time (20 detik), atau relatif normal bila
dibandingkan dengan penelitian-penelitian sebelumnya. Akan tetapi, hasil
pencatatan masa laten dalam percobaan uji nyeri kot plate test ini masih
memperlihatkan perbedaan variabilitas (lampiran 2). Hal ini terjadi karena setiap
tikus pasti memiliki karakteristik yang berbeda dalam merespon stimulus nyeri.
Oleh karena itu, patokan yang dirumuskan sebagai parameter hiperalgesia termal
adalah beda laten antara reaksi menghindar pada tungkai kiri yang diinduksi
carrageenan dengan tungkai kontralateral (kontrol) masing-masing tikus.?

Algogenik carrageenan 2% (150 pL/tungkai) yang diinjeksikan pada
tungkai ipsilateral tikus cukup signifikan menginduksi nyeri inflamasi dan respon
hiperalgesia. Hal ini terjadi pada kelompok tikus yang hanya dibert minum salin
(5 mL/kg BB), ternyata tikus-tikus tersebut mengalami peningkatan reaksi
nosifensif menjilati tungkai belakang kiri yang diinjeksi carrageenan secara ipl.
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Reaksi nosifensif ini menandai respon hiperalgesia termal pada tikus, dan secara
tidak langsung mengisyaratkan terjadinya sensitisasi perifer pada terminal
nosiseptor yang dimediasi oleh peningkatan produksi prostancid. Respon tersebut
meningkat signifikan pada menit ke-60 setelah injeksi carrageenan, atau sinergis
dengan waktu puncak peningkatan ekspresi mRNA COX-2 (5 kali lipat) d1
jaringan inflamasi.*® Artinya, waktu tersebut beriringan dengan puncak produks;i:_
PGE; (6 kali lipat)®® yang notabene bertanggung jawab terhadap sensitisas"i"
(peningkatan transduksi termal) reseptor TRPV 1, ditandai oleh penurunan ambang |
nosiseptor terhadap stimulus panas seperti yang bersumber dari kot plate.”®
Konsekuensinya adalah tikus kelompok salin semakin cepat mengalami
hiperalgesia termal yang direpresentasikan dengan peningkatan grafik nilai beda
laten (3 — 7 detik) dalam uji nyeri Aot plate test,

Disamping itu, ekspresi gen ¢-fos di DRG dan neuron DH medula spinalis
terjadi pada jam pertama hingga jam kedua setelah terpapar stimulus panas yang
berbahaya seperti suhu uji kot plate (52°C).>* Peningkatan “sup inflamasi” juga
terjadi pada jam pertama setelah injeksi carrageenan; mengindikasikan peningka-
tan mediator lokal seperti substansi P, glutamat, histamin, bradikinin, dan
prostaglandin,®® Bersamaan dengan itu sintesis [L-1f juga meningkat yang
mengisyaratkan terjadi induksi ekspresi COX-2 di jaringan inflamasi. Jadi,
peningkatan respon hiperalgesia pada jam pertama setelah injeksi carrageenan,
semata-mata terjadi karena mediator sensitisasi nyeri meningkat mulai dari faktor
transkripsi gen hingga prostanoid terminal. Sensitisasi ini secara molekuler diduga
berlangsung selama enam jam pertama setelah injeksi carrageenan.™

Selanjutnya uji nyeri model MHP yang dipakai dalam penelitian ini
dipastikan sensitif terhadap efek analgesik non opioid, atau secara spesifik mampu
mendeteksi reaksi hiperalgesia yang dipicu oleh carrageenan pada tikus yang
diobati inhibitor COX-2 selektif. Model ini telah dinyatakan sebagai metode
sederhana, cepat, dan sensitif untuk mendeteksi hiperalgesia perifer pada tikus
yang tidak diikat.® Suhu uji W-MHP —yang stabil pada kisaran 51,5°C- cukup
kuat mengaktivasi TRPV1 yang sudah tersensitisasi oleh PGE,>**! atau
mungkin menginduksi ekspresi ¢-fos untuk menginisiasi sensitisasi sentral.>** Hal
ini terlihat pada tikus kelompok salin yang dipastikan telah mengalami respon
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hiperalgesia termal akibat induksi carrageenan, berbeda dengan kelompok kontrol
hanya mengalami respon nosiseptif normal dengan nilai beda laten yang kecil
(ambang nyeri normal). Bila tikus tersebut diberi minum Morinda atau obat
mhibitor COX-2 selektif sebelum diinjeksi carrageenan, maka kemungkinan
penurunan respon hiperalgesianya akan terdeteksi oleh W-MHP. Aspek
sensitivitas W-MHP ini tampak dalam pclx;gamatan reaksi menghindar tungkai
tikus kelompok Morinda dan celecoxib ya;;g mengalami penurunan beda laten
pada menit ke-60, yaitu sekitar 4det1k dibaﬂ&ihgkah kelompok salin.

Ada beb_f;x_%ipa alasan yang menyeﬁabk_a.n ke'It;mpok tikus yang diberi
Morinda tidak r_r_lengalami hipemlgesia téimal, dltandal oleh nilai beda laten yang
kecil atau ambéng”jang-_ relatif tinggi. Secara in vitro, hasil kuantifikasi PGE; pada
platelet yang diberi Morinda dilaporkan sangat rendah.’’ Sedangkan respon
hiperalgesia dilaporkan tidak terjadi pada mencit yang mengalami defisiensi kanal
ion TRPV! dan reseptor EP;.**" Dalam konteks sensitisasi perifer, hiperalgesia
termal dapat terjadi bila PGE; di jaringan inflamasi berhasil mengkativasi subunit
G; reseptor EP; di terminal nosiseptor perifer untuk menginisiasi transduksi sinyal
melalui jalur cAMP-PKA. Subunit katalitik PKA akan bertranslokasi untuk
memfosforilasi residu serin TRPV1, sehingga nosiseptor tersensitisasi atau
ambangnya menurun.!' Seandainya reseptor TRPV1 teraktivasi oleh stimulus
panas lempeng hot plate, maka akan terjadi respon hiperalgesia termal pada tikus.

Jadi, syarat utama terjadinya hiperalgesia termal dalam kasus nyeri
inflamasi adalah adanya kontinuitas produksi PGE; yang dikatalisasi oleh COX-
2.»™ Sebaliknya aplikasi antibodi monoklonal anti-PGE, atau inhibitor COX-2
selektif terhadap tikus yang diinjeksi carrageenan dinyatakan dapat memulihkan
hiperalgesia termal dalam tempo 1 hingga 3 jam.” Pada tikus kelompok Morinda
terbukti tidak terjadi penurunan ambang nosiseptor (peningkatan beda laten) yang
signifikan, sehingga diduga reseptor TRPV1 tidak tersensitisasi. Artinya, produksi
PGE, di jaringan inflamasi tikus tersebut tidak cukup kuat untuk memodulasi
reseptor TRPV1. Sedangkan beda laten yang relatif kecll menunjukkan bahwa
Morinda telah bekerja memulihkan hiperalgesia termal sejak menit 15 setelah
diminumkan pada tikus tersebut seperti halnya inhibitor COX-2 selektif.
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Dengan diperoleh data beda laten yang hampir setara pada tikus kelompok
Morinda dan tikus kelompok celecoxib, maka semakin memperkuat potensi
antinosiseptif Morinda melalui mekanisme inhibisi COX-2 selektif. Aktivitas anti-
nosiseptif Morinda sudah bekerja signifikan sejak menit ke-15 pasca injeksi
carrageenan. Bahkan ketika terjadi puncak ekspresi COX-2 pada menit ke-60
pasca injeksi carrageenan, komponen aktif Morinda juga masih cukup efektif
memblok aktivitas siklooksigenase dalam mendegradasi asam arakidonat. Hal ini
tampak pada kelompok Morinda dan celecoxib yang mengalami penurunan respon
hiperalgesia termal dengan beda laten sekitar 3 detik, sehingga diduga tidak
terjadi sensitisasi yang masif pada kedua kelompok tikus dalam uji nyen hof plate
test. Artinya, tikus-tikus tersebut memiliki toleransi yang tinggi terhadap stimulus
panas W-MHP, meskipun telah diinduksi oleh carrageenan sebagai stimulus
primer hiperalgesia.

Kapasitas inhibisi Morinda terhadap respon hiperalgesia masih dalam
rentang waktu farmakokinetiknya. Sekitar 30 menit setelah tikus diminumkan
Morinda, komponen antinosiseptif Morinda dengan marker skopoletin (salah satu
komponen antinosiseptif) sudah mulai diabsorpsi oleh jaringan tubuh tikus. Satu
jam kemudian komponen aktif Morinda sudah menyebar ke seluruh tubuh,
termasuk ke jaringan inflamasi. Artinya, komponen aktif Morinda diduga sudah
bekerja efektif guna menginhibisi aktivitas enzimatik COX-2 setelah 1 jam
pertama diminumkan pada tikus. Kadar puncak komponen aktif Morinda di dalam
plasma terjadi pada jam ke-2, dan berkurang 50% selama 4 jam.'® Data ini sejalan
dengan kemampuan Morinda menghambat respon hiperalgesia termal pada tikus
selama 5 jam uji nyeri kot plate test. Nilai beda laten tikus kelompok Morinda
pada setiap tahap pengamatan hiperalgesia tidak mengindikasikan peningkatan
beda laten (penurunan ambang nosiseptor) yang signifikan, seperti halnya nilai
beda laten pada tikus kelompok celecoxib. Jadi, penelitian ini memperlihatkan
bahwa Morinda memiliki potensi antinosiseptif yang sama seperti celecoxib dalam
hal mengatasi hiperalgesia termal terutama sclama 5 jam pertama nyeri inflamasi.

Pengamatan efek antinosiseptif Morinda di atas sinergis dengan efek
antiinflamasi Morinda pada tikus yang diinjeksi carrageenan. Morinda dilaporkan
cukup signifikan mereduksi edema tungkai yang diinjeksi carrageenan secara ipl
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yang mengisyaratkan tikus tersebut tidak mengalami inflamasi dan hiperalgesia
pada menit ke-50 hingga menit ke-250. Edema itu sendiri terjadi karena
carrageenan menginduksi penglepasan gas hidrogen disulfida (HS) yang berhu-
bungan dengan infiltrasi neutrofil. Sedangkan infiltrasi ini ditandai peningkatan
aktivitas myeloperoksida.’” Mekanisme ini mengindikasikan bahwa H,S bersama
NO bekerjasa mengaktivasi faktor transkripsi NFkB yang mungkin didahului oleh
stimulasi IL-18. Lebih tepatnya menginduksi fosforilasi IxBa, sehingga NFxB
terdisosiasi dan bertranslokasi ke nukleus untuk meningkatkan transkripsi gen-gen
proinflamasi,’®”’ salah satu diantaranya peningkatan ekspresi gen COX-2. Jadi,
baik pengamatan efek Morinda sebagai antiinflamasi (dengan parameter edema)
maupun sebagai antinosiseptif (dengan parameter hiperalgesia termal) sama-sama
melalui jalur inhibisi COX-2, dan hasilnya secara in vivo sinergis.

Analisis di atas juga sesuai dengan tinjauan pustaka sebelumnya, bahwa
Morinda dilaporkan dapat menginhibisi aktivitas faktor transkripsi NFkB serta
menginhibisi produksi sitokin proinflamasi (terutama 1L.-18 dan TNF-g). Artinya,
sangat mungkin tikus yang diberi Morinda tidak mengalami peningkatan produksi
mediator inflamasi meskipun diinduksi carrageernan. Bila mediator inflamasi
(terutama IL-1B) diinhibisi, maka dilaporkan tidak akan terjadi peningkatan
aktivitas CREB. Oleh karena itu, wajar tidak terjadi sensitisasi atau peningkatan
respon hiperalgesia termal pada tikus yang diberi Morinda karena diduga jalur
CREB tidak menginduksi peningkatan transmisi sinaptik.

Analisis terakhir perihal diet Morinda selama 10 hari tidak memperli-
hatkan perbedaan beda laten yang signifikan dibandingkan konsumsi Morinda 1
jam sebelum diinduksi nyeri inflamasi, kecuali sedikit penurunan beda laten pada
menit ke-60. Pengaruh diet Morinda selama 10 hari juga berhubungan dengan
farmakokinetik Morinda di atas. Setelah 24 jam dikonsumsi kadar komponen aktif
Morinda di dalam palasma dilaporkan hanya tersisa 2%.'> Artinya, komponen
aktif Morinda telah dimetabolisme dalam rentang waktu 24 jam. Diduga diet
Morinda 10 hari tidak mengalami akumulasi di dalam tubuh dan hanya berperan
sebagai sumber nutrisi.

Dalam konteks mengatasi fase awal inflamasi, pemberian Morinda 1 han

sudah cukup kuat mengatasi kemungkinan hiperalgesia termal yang menyertai
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reaksi inflamasi. Akan tetapi, pada kasus nyeri kronis prostanoid perifer
diproduksi berkelanjutan sampai mekanisme transkripsi gen-gen proinflamasi
kembali normal. Oleh karepa itu, perlu strategi pemberian Morinda dengan
frekuensi yang tepat untuk mengimbanginya. Efek frekuensi pemberian antinosi-
septif Morinda ini dapat dibuktikan lebih lanjut pada manusia dengan metode
hiperalgesia yang sudah baku.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berikut ini kesimpulan penelitian yang memperkuat dua hipotesis yang

dirumuskan sebelumnya, yaitu:

1.

Efek antinosiseptif Morinda dapat menurunkan beda laten hiperalgesia
termal secara bermakna, berupa penurunan respon menghindar tungkai
tikus yang diinduksi nyeri inflamasi menggunakan algogenik carrageenan.
Efek antinosiseptif Morinda untuk menurunkan beda laten hiperalgesia
termal tidak berbeda bermakna dibandingkan celecoxib, dan tampak mirip
pola beda laten diantara keduanya.

Diet Morinda secara teratur selama 10 hari tidak menurunkan beda laten
hiperalgesia termal yang berbeda secara bermakna dibandingkan diet

Morinda | jam sebelum diinduksi carrageenan.

6.2 Saran

Morinda memiliki potensi antinosiseptif dengan kemungkinan mekanisme

atau jalur inhibisi nosiseptif yang beragam. Penelitian ini dapat dikembangkan

pada ranah fisiologi perilaku, biomolekuler nyeri, atau efikasi antinosiseptif

dengan pendekatan farmakologi. Saran yang diajukan berdasarkan penelitian ini,

diantaranya:

E;

Meneliti efek antinosiseptif Morinda dengan pendekatan riset fisiologi
nyeri lainnya pada hewan coba, seperti: model nyeri neuropatik, respon
hiperalgesia mekanik, induksi algogenik kapsaisin, dan memakai alat atau
metode uji respon nyeri lainnya,

Meneliti efek antinosiseptif Morinda terhadap inhibisi respon hiperalgesia,
langsung pada manusia dengan metode riset neurofisiologi yang sudah
baku.

Meneliti mekanisme antinosiseptif Morinda pada tingkat molekuler seperti
jalur peningkatan sintesis prostanoid terminal (PGE; dan TBX3), sensitisa-
si reseptor vaniloid (TRVP1), modulasi reseptor serotonin (5HT2a),
inhibisi reseptor opioid (pu-opioid), produksi interleukin proninflamasi (IL-
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1B dan TNF-u), ekspresi gen c-fos, aktivitas faktor transkripsi gen-gen
proinflamasi (NFxB dan AP1), dan molekuler plastisitas lainnya.

. Meneliti efikasi antinosiseptif Morinda dengan pendekatan farmakologi
dibandingkan NSAIDs, inhibitor COX-2 selektif, opiat, antagonis reseptor
opioid, antagonis reseptor NMDA, dll.
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Lampiran {

STANDAR PROSEDUR PENGGUNAAN
HOT PLATE

1. Tujuan

1.1Uji hot plate digunakan untuk meneliti sensitivitas nyeri akut terhadap
stimulus suhu.

2. Lingkup Penggunaan

2.1 Individu yang telah dilatih, dan kompoten untuk mempraktikkan uji nyeri
tersebut harus mengikuti prosedur di bawah ini.

2.2 Setiap pertanyaan, komentar atau saran, yang berhubungan dengan SPP
ini secara umum atau masalah spesifik mengenai tahapan prosedur
tertentu, dapat diajukan kepada Ketua Program Neurosains Behavior.

2.3 Setiap deviasi dari protokol ini harus diraporkan kepada Ketua Program
Neurosains Behavior.

3. Syarat-Syarat Keamanan

3.1 Prosedur umum laboratorium harus diikuti, diantaranya: tidak makan,
tidak mengunyah premen, tidak minum, dan tidak memakai kosmetik di
area kerja. Jas laboratorium dan sarung tangan harus dipakai selama ada
di area kefja, kecuali protokol spesifik yang harus mengenakan pakaian
tertentu.

4. Catatan

4.1 Validitas hasil yang didapatkan dari penelitian behavior sangat
bergantung pada metode perlakuan terhadap hewan. Hat penting yang
harus diikuti dalam prosedur ini adalah menyadari dan mengutamakan
kesejahteraan hewan.

4.2 Maycritas penelitian behavior pada tikus bergantung pada usia, jenis
kelamin, dan galur. Hai penting yang harus dipenuhi adalah
menyeragamkan parameter tersebut untuk satu fujuan percobaan.

4.3 Faktor lingkungan dapat berkontribusi terhadap tingkat kecemasan yang
dialami tikus. Temperatur, kelembaban, intensitas kebisingan, dan
intensitas pencahayaan harus diatur pada tingkat yang dapat ditolerir
oleh tikus. Hal penting yang harus dilakukan adalah mempersiapkan
lingkungan yang seragam sebelum dan sesudah pengujian untuk
menghindari anomali hasil penelitian.

5. Alat
5.1 Hot plate menggunakan elemen pemanas air untuk menaikan suhu
lempeng aluminium (panjang 20cm dan lebar 20cm).

5.2 Sangkar tembus pandang untuk mengamati behavior tikus terbuat dari
akrilik berbentuk kotak (tinggi 15 ¢m dan iebar 20 cm).
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6. Perlengakapan

6.1 Kap air, etanol 70%
6.2 Tissue
6.3 Stopwalch

7. Prosedur

7.1 Kerangka Umum

7.1.1 Tikus hanya diperlakukan untuk sekali pengujian selama ditempatkan ke
dalam kotak akrilik pada suhu sekitar 52°C dan masa laten reaksi
pertama (menjilat, menggeliat, loncat) dicatat (waktu penghentian
setiap uji selitar 30 detik).

7.2 Pemindahan dan Aklimatisasi

7.2.1 Hewan coba dipindahkan ke ruang pengujian masih dalam sangkamya
{bagaimanapun caranya) dan dikondisikan minimail 15 menit sebelum
pengujian (dengan asumsi kondisi ruang pengujian sudah sama
dengan fasilitas istirahat jika belum, biarkan teraklimatisasi selama 1
jam).

7.2.2 lluminasi ruangan pengujian sekitar 100-130 Lux setinggi bangku.
Hal yang harus diperhatikan adalah memberi label pada tikus. Jika
hewan coba akan diperlakukan untuk pengamatan bevior lainnya, label
harus selalu dicek pada sesi pengujian.

7.3 Pengujian

7.3.1 Kertas kerja harus disiapkan terlebih dahulu dengan mencantumkan
hari pengujian, judul penelitian, daftar hewan coba dan parameter
stimulus suhu.

7.3.2 Sambungkan arus ke elemen hot plate dan tunggu hingga lempeng
aluminium mencapai suhu tertentu (52°C, jika perlu disesuaikan).

7.3.3 Bersihkan permukaan lempeng aluminium dan akrilik memakai
disinfektan (misal etanol 70%).Tunggu 1 menit untuk menstabilkan suhu
permukaan sebelum memulai penguiian,

7.3.4 Simpan tikus pertama ke atas lempeng aluminium dan secara simultan
akiifkan stopwatch untuk mengukur masa laten menghindar.

7.3.5 Matikan stopwatch setelah tikus memperlihatkan reaksi tertentu tehadap
suhu (tungkai penggeliat, menijilat atau loncat). Jika tikus tidak bereaksi
setelah dipanaskan selama 30 detik, angkat tikus dari hof plate dan
anggap 30 detik sebagai masa latennya.

7.3.6 Catatan hasil pengamatan pada kertas kerja unftuk bahan analisis data

7.3.7 Lempeng pemanas dan dan kotak sangkar harus dibersihkan dengan
air atau disinfktan (misal etanol 70%) sebelum pengujian hewan coban
selanjutnya, tunggu! 1 menit untuk menyesuaikan kembali suhu
permukaan iempeng.

8. Parameter dan Prosedur

8.1 Waktu respon pertama (detik)
8.2 Tipe respon (menggeliat, menjilat, loncat)
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8.3 Komentar untuk behavior lainnya

9. informasi Penunjang

8.1 Wilson S.G. dan Mogil J.S. Measuring pain in the knockout mouse: big
challenges in small mammals. Behav Brain Res 2001; 125: 67-7.
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9.4 Lavich T.R. et al. A novel hot-plate test sensitive to hyperalgesic and non-
opioid analgesics. Braz J Med Biol Res 2005;38 (3): 445-51.

9.5 Le Bars Daniel, Gazariu Manuela, dan Cadden Samuel W. Animal model
of nociception. Pharmacological Reviews 2001;53 (3); 597-652.

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009



Lampiran 2

HASIL PENGAMATAN (1)
Respon Hiperalgesia Termal Tikus dalam Uji Nyeri Hof Plate Test

KELOMPOK 1
(Kontrol Uji Hot Plate)
Hewan  Pengamatan  Tahapan Respon Hiperalgesia (detik)

~ Coba Uji Hot Plate Menit ke-15  Menit ke-60 - Menit ke-180 - Menit ke-300
Tikus ke-1 | Tungkai kiri 10,65 11,87 11,82 07,70
219 gr Tungkai kanan 12,62 15,12 09,81 09,23

A Laten (waktu reaksi) 01,97 03,25 02,01 01,53
Tikus ke-2 | Tungkai kiri 09,83 17,22 14,37 08,24
220 gr Tungkai kanan 12,05 19,77 13,01 10,43

A Laten (waktu reaksi) 02,22 02,55 01,36 02,19
Tikus ke-3 | Tungkai kiri 06,64 10,10 08,37 06,13
228 gr Tungkai kanan 08,67 06,55 09,84 07,41

A Laten (waktu reaksi) 02,03 03,55 01,47 01,28
Tikus ke4 | Tungkai kiri 10,59 06,43 09,17 07,06
224 gr Tungkai kanan 08,37 07,58 07,07 09,07

A Laten (waktu reaksi) 02,22 01,15 02,10 02,10
Tikus ke-5 Tungkai kiri 15,82 11,95 11,95 12,08
216 gr Tungkai kanan 14,30 13,48 09,73 10,87

A Laten (waktu reaksi) 01,52 01,53 02,22 01,21
Rerata A laten (waktu reaksi) X,=01,99 X, = 02,40 X3=01,83 X,4= 01,66

KELOMPOK 2
(NaCl 0,9% 1 mL/200 gr BB po, Injeksi Carrageenan 2% ipl 150uL)
: L + AT e § 5 iy f [1E
o of I e-0f] 8( p 11
Tikus ke-6 | Tungkai kiri 08,31 06,42 07,58 04,92
200 gr Tungkai kanan 12,43 13,86 11,86 (8,80
A Laten (wakfu reaksi) 05,12 07,44 04,28 03,88
Tikus ke-7 | Tungkai kiri (7,53 09,45 09,50 08,30
202 gr Tungkai kanan 12,46 16,04 12,52 10,47
A Laten (waktu reaksi) 4,93 06,59 03,02 02,17
Tikus ke-8 | Tungkai kiri 05,33 04,92 05,53 04,78
220 gr Tungkai kanan 09,87 10,77 09,48 08,60
A Laten (waktu reaksi) 04,54 05,85 03,95 03,82
Tikus ke-9 } Tungkai kin 07,27 07,63 09,46 08,02
230 gr Tungkai kanan 11,56 16,35 14,34 10,95
A Laten (waktu reaksi}) 04,29 08,92 04,88 02,93
Tikus ke-10 | Tungkai kiri 06,04 04,84 06,97 10,89
224 gr Tungkai kanan 11,40 13,23 09,75 12,93
A Laten (waktu reaksi) 05,36 08,39 02,78 02,04
Rerata A laten (waktu reaksi) X;=04,85 X2=107,43 X;=03,78 X,=02,97
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HASIL PENGAMATAN (2)
Respon Hiperalgesia Termal Tikus dalam Uji Nyeri Hot Plate Test

KELOMPOK 3
(Standar Celecoxib 50 mg/kg BB po, Injeksi Carrageenan 2% ipl 150 pL)

" Hewan  Pengamatan : - Tahapan Respon Hlpcralgesm (detik)
Coba Uji Hot Plate Memt ke-15 - Menit ke-60 - Menit ke-180. . Menit ke-300

Tikus ke-11 | Tungkai kiri 04,85 05,29 06,45 06,72
213 gr Tungkai kanan 07,90 08,54 08,82 08,67
A Laten (waktu reaksi) 03,05 03,25 02,37 01,95
Tikus ke-12 | Tungkai kiri 05,93 05,80 04,14 06,02
227 gr Tungkai kanan 09,02 10,17 06,67 07,89
A Laten (waktu reaksi) 03,09 04,37 02,53 01,87
Tikus ke-13 | Tungkai kiri 07,02 06,12 06,09 07,06
230 gr Tungkai kanan 10,38 10,28 08,26 09,46
A Laten (waktu reaksi) 03,36 04,16 02,17 02,40
Tikus ke-14 | Tungkai kinl 04,16 05,85 05,95 07,12
208 gr Tungkai kanan 07,33 10,86 08,06 08,31
A Laten (waktu reaksi) 03,17 95,01 02,11 01,93
Tikus ke-15 | Tungkai kiri 08,00 09,53 07,58 07,13
204 gr Tungkai kanan 11,30 13,74 10,27 09,10
A Laten (waktu reaksi) 03,30 04,21 02,69 01,97
Rerata A laten (waktu reaksi) X;=03,19 X,=104,20 X3=102,37 X4=02,02

KELOMPOK 4 (1 hari)
(Formula Morinda curgfaha L 1 mL/200 gr BB po, Injeksi Carrageenan 2% lpl)

‘Hewan Pengamatan ~_ Tahapan Respon Hlperalgesm ((lctlk)
- Coba Uji Hot Plate , \‘lemt ke—l:a Menit ke-60 | Menit ke-180 ' Menit ke—300

Tikus ke-16 | Tungkai kiri (18,98 07,29 06,79

224 gt Tungkai kanan 12,49 11,79 10,07 10,44
A Laten (waktu reaksi) 03,51 04,50 03,28 02,59
Tikus ke-17 | Tungkai kin 06,56 07,22 11,37 09,61
214 gr Tungkai kanan 09,40 11,13 13,04 11,40
A Laten (waktu reaksi) 02,84 03,91 02,67 01,79
Tikus ke-18 | Tungkai kiri 06,48 04,57 12,50 17,60
205 gr Tungkai kanan 09,78 09,48 14,54 19,22
A Laten {(waktu reaksi) 03,30 04,91 02,04 01,62
Tikus ke-19 | Tungkai kiri 04,50 04,98 05,10 06,15
229 gor Tungkai kanan 06,62 08,64 06,93 08,18
A Laten (waktu reaksi) 02,12 03,66 01,83 02,03
Tikus ke-20 | Tungkai ki 07,59 07,24 07,92 08,47
220 gr Tungkai kanan 10,48 10,70 10,29 10,05
A Laten (waktu reaksi) 02,89 03,46 02,37 01,58
Rerata A laten (waktu reaksi) X;=02,93 X;= 04,09 X3=102,43 X;=01,92
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HASIL PENGAMATAN (3)
Respon Hiperalgesia Termal Tikus dalam Uji Nyeri Hot Plate Test

KELOMPOK 5 (10 hari)
(Formula Mormda c:tr:folm L. 1 mL/200 gr BB po, Injeksi Carrageenan 2% ipl)
Hewan Pengamatan ' Tahapan Respon Hiperalgesia (detik) _
Coba Uji Hot Plate Menit ke-15 Menit ke-60  Menit ke-180 - Menit ke-300 _

Tikus ke-11 | Tungkai kini

210 gr Tungkai kanan 07,39 09,24 10,48 09,50

A Laten (waktu reaksi) 02,45 04,32 02,13 01,87
Tikus ke-12 | Tungkai kiri 08,13 08,05 08,09 09,02
216 gr Tungkai kanan 10,84 11,72 09,84 10,94

A Laten (waktu reaksi) 02,71 03,67 01,75 01,92
Tikus ke-13 | Tungkai kiri 05,21 08,38 10,13 10,87
200 gr Tungkai kanan 08,43 12,69 12,31 12,96

A Laten (waktu reaksi) 03,22 04,31 02,18 02,09
Tikus ke-14 | Tungkai kiri 03,15 04,97 07,14 08,28
220 gr Tungkai kanan 08,74 08,67 09,28 10,11

A Laten (waktu reaksi) 03,59 03,70 02,14 01,83
Tikus ke-15 | Tungkai kiri 06,61 05,91 07,15 08,36
225 gr Tungkai kanan 08,83 09,87 09,06 10,35

A Laten (waktu reaksi) 02,22 03,96 01,91 01,99
Rerata A laten (waktu reaksi) X;=02,84 X,=03,96 X;= 02,02 X4=01,94
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Efek Antinosiseptif Morinda citrifolia L. dengan Model Nyeri Inflamasi
pada Tikus yang Diinduksi Carrageenan

Fikri Fahruroji
Magister Ilmu Biomedik Kekhususan Fisiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

ABSTRAK

Salah satu mekanisme nyeri inflamasi adalah sensitisasi perifer yang dimediasi oleh prostaglan-
din E2 (PGE;) di terminal nosiseptor perifer. Konsekuensi sensitisasi adalah hiperalgesia yang
menandai modulasi berbagai reseptor dan kanal ion nyeri. Hiperalgesia dapat diatasi oleh agen
antinosiseptif inhibitor siklooksigenase 2 (COX-2) selektif. Dalam hal ini, Morinda citrifolia L.
sebagai etnomedika tropis dilaporkan mampu menginhibisi aktivitas enzimatik COX-2 secara
selektif sehingga sangat potensial untuk mengatasi hiperalgesia. Penelitian ini telah membuk-tikan
bahwa efek antinosiseptif Morinda citrifolia L. dapat menurunkan beda laten hiperalgesia termal
dengan model nyeri inflamasi pada hewan coba yang diinduksi carrageenan sesuai metode
modified hot plate (MHP). Parameter yang diteliti adalah beda laten reaksi menghindar antara
telapak tungkai yang diinjeksi carrageenan secara intraplantar dengan telapak tungkai
kontralateral. Nilai beda laten ditentukan pada tahapan respon hiperalgesia menit ke-15, ke-60,
ke-180, dan ke-300 setelah diinduksi nyeri inflamasi. Hasilnya diperoleh penurunan rerata beda
laten pada tikus yang diberi minum Morinda citrifolia 1.. sebelum diinjeksi carrageenan secara
bermakna dibandingkan rerata beda masa laten tikus yang diberi minum salin. Nilai tersebut juga
tidak signifikan perbedaannya dengan rerata beda laten pada tikus yang diobati celecoxib maupun
tikus yang diberi minum Morinda citrifolia L. selama 10 hari. Dengan demikian, efek
antinosiseptif Morinda citrifolia L. terbukti dapat menginhibisi respon hiperalgesia termal dengan
pola beda laten mirip efek celecoxib, dan efek diet Morinda citrifolia 1., secara teratur tidak
memperngaruhi penurunan beda laten tersebut.

Kata kunci: Morinda citrifolia L.; nosiseptif; COX-2; sensitisasi; hiperalgesia

PENDAHULUAN

Salah satu mekanisme neurofisiologi
yang berhubungan dengan nyeri kronis adalah
hiperalgesia atau secara molekuler dikatego-
rikan sensitisasi dan plastisitas sinaps. Umum-
nya hiperalgesia ditandai penurunan ambang
nyeri, sehingga intensitas nyert meningkat atau
terkadang disertai nyeri spontan.! Penurunan
ambang nyeri merupakan proses kompleks
yang melibatkan aneka protein seperti media-
tor, reseptor, kanal jon, atau tranduser sinyal di

nosiseptor. Kondisi patologis tertentu mungkin

yang mempengaruhi fungsi kerja aneka protein
tersebut. Respon hiperalgesia terjadi bila modi-
fikasi pascatranslasi dan pengubahan transkrip-
si berhasil menurunkan ambang nyeri atau
meningkatkan eksitabilitas membaran nosisep-
tor.”

Dewasa ini target molekuler penyem-
buhan hiperalgesia terus dikembangkan untuk
meningkatkan kualitas manajemen nyeri infla-
masi atau nyeri neuropatik. Hiperalgesia yang

dominan merupakan manifestasi penyakit-

dapat. menginduksi. peningkatan KEPIFS!. 85 rarkioy FRUIS0y epert kanier, aritis, disme
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Efck antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamasi 9

norhea, dan trauma jaringan saraf.’ Bahkan di-
sinyalir inefisiensi aplikasi opioid dalam kasus
-kasus nyeri kronis, justru memicu hiperalgesia
yang disebut fenomena hiperalgesia yang
diinduksi opioid (opioid-induced-hyperalgesia,
OIH).* Berdasarkan patofisiologinya, nyeri
dalam kasus-kasus tersebut melibatkan aneka
biomolekul yang berhubungan dengan meka-
nisme hiperalgesia. Oleh karena itu, terdapat
banyak target molekul yang harus diidentifi-
kasi bila akan mengaplikasikan suatu agen
antinosiseptif. Manajemen nyeri saat ini tidak
cukup hanya menargetkan penghilangan ge-
jala umum nyeri, tanpa merevitalisasi mekanis-
me neurobiologi nyeri.*? Artinya, perlu diteliti
signifikansi interaksi antara agen antinosiseptif
yang akan diaplikasikan dengan target molekul
yang terlibat dalam mekanisme hiperalgesia.
Salah satu target molekuler agen anti-
nosiseptif atau analgesik adalah enzim siklo-
oksigenase-2 (¢yclooxygenase-2, COX-2) yang
menyebabkan peningkatan produksi prosta-
noid. Dalam konteks hiperalgesia, prostanoid
merupakan salah satu mediator yang dapat
menginduksi sensitisasi atau plastisitas, teru-
tama pada kasus-kasus nyeri inflamasi.>>®
Peningkatan sintesis prostaglandin akan me-
modulasi kanal ion atau reseptor di nosiseptor
melalui jalur adenosin monofosfat-protein
kinase A/protein kinase C (cAMP-PKA/PXC-
dependent), schingga ambang nyeri tereduksi.®
% Salah satu agen antinosiseptif yang akan
diteliti adalah Morinda citrifolia L. (selanjut-
nya ditulis Morinda) atau di Indonesia dinamai

buah mengkudu, sedangllzcan di Kepulauan Pa-

sifik disebut buah noni.

Berdasarkan hasil-hasil penelitian in
vitro sebelumnya telah diidentifikasi bahwa
Morinda memiliki efek terapeutik sebagai
inhibitor COX-2 selektif yang setara dengan
kapasitas inhibisi celecoxib (obat inhibitor
selektif COX-2).'° Penelitian tersebut sinergis
dengan laporan penelitian yang menyatakan
bahwa sejak dulu buah Morinda dianggap
memiliki aktivitas analgesik dan sedatif.>!!
Morinda juga dilaporkan signifikan sebagai
analgesik sentral dalam uji nyeri writhing test
dan hot plate test dengan obat pembanding
nalokson, tanpa beresiko adiksi serta tidak

memicu efek samping >3

MATERIAL DAN METODE
Hewan Coba

Hewan coba yang dipakai dalam
penelitian ini adalah tikus Spragwe-Dawley
(SD) jantan dengan berat badan 180-230 gram,
usia 3-4 bulan. Tikus tersebut diperoleh dan
Pusat Litbang Pemberantasan Penyakit Depkes
RI. Sekitar 1 bulan semua tikus dipelihara di
Animal House FK Ul sampai berat badannya
sesuai standar penelitian uji nyeri. Hewan coba
ditempatkan di dalam kandang tersendin,
dengan standar temperatur laboratorium, siklus
gelap terang yang terkontrol, dan selalu diakli-
matisasi sebelum dilibatkan dalam percobaan.
Selama pemeliharaan, hewan coba tersebut
diberi makanan pelet dan air minum standar
Animal House FK Ul.
Pengobatan

Sebana(gk 25 ekor tikus dibagi menjadi

fek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 20
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengar Model Nyen Inflamasi 3

lima kelompok dengan perlakuan yang berbe-
da, yaitu: : (1) kelompok kontrol tanpa peria-
kuan (tidak diberi obat apapun) sebagai standar
respon tikus terhadap stimulus panas W-MIIP,
(2) kelompok plasebo hanya diberi larutan
NaCl 0,9% (5 mL/kg BB, p.o),'* (3) kelompok
standar yang diobati dengan celecoxib (celeb-
rex, 50 mg/kg BB, p.o),”* (4) kelompok yang
diberi minum formula cair Morinda (POM TI
054617361) (5 mL/kg BB, p.o) hanya sekali
sebelum diinjeksi carrageenan, dan (5) kelom-
pok yang diberi minum formula cair Morinda
(POM TI 054617361) (5 mL/kg BB, p.o)
secara rutin sekali dalam sehari selama 10
hari. %16
Stimutus dan Perlakuan

Carrageenan 2 % (150 uL) diinjeksi-
kan secara intraplantar pada telapak tungkai
belakang kiri tikus memakai spuit 26-Gauge.
Sedangkan telaapak tungkai belakang kanan
tikus diinjeksi NaCl 0,9% steril (150 pL)
dengan cara yang sama memakai spuit yang
berbeda. Khusus untuk tikus kelompok kontrol
sama sekali tidak diinjeksi carrageenan mau-
pun salin. Satu jam sebelumnya semua tikus
diberi pengobatan sesuai ketentuan kelompok
masing-masing dengan cara diminumkan me-
makai sonde yang berbeda. Carrageenan dipe-
san dari SIGMA, celecoxib dari apotek, dan
Morinda dari agen khusus dan legal. Carrage-
enan dilarutkan terlebih dulu di dalam salin
steril, celecoxib dilarutkan di dalam akuades,
sedangkan Morinda langsung diminumkan
pada tikus. Semua larutan atau obat dipefsi—

apkan sebelumnya sesegera mungkin mernakai

memakai fest fube dan toples yang telah
diseterilkan.
Uji Nyeri MHP

Percobaan dilakukan dalam kondisi ru-
angan yang relatif sunyi dan ber-AC (3:24°C).
Satu persatu hewan coba diletakkan di atas
lempeng pemanas water-modified hot plate
(W-MHP) dengan temperatur stabil 51 0,5°C.
Pemaparan terhadap panas dilakukan sampai
terjadi reaksi menghindar tungkai belakang
tikus. Masa laten respon menghindar untuk
setiap tungkai belakang tikus divkur pada
menit ke-15, ke-60, ke-180, dan ke-300 setelah
diinjeksi carrageenan. Sumber stimulus panas
dipertahankan dalam intensitas yang konstan,
sehingga diperkirakan dapat menghasilkan ma-
sa laten menghindar sekitar 7 — 14 detik pada
tungkai yang diinjeksi salin. Hewan coba
hanya diuji dalam satu rangkaian percobaan
dengan ketentuan respon tipikal berupa men-
jilati tungkai. Masa laten setiap respon dicatat
memakai stop watch digital dan timer rekaman
webcam. Waktu pemaparan terhadap lempeng
pemans W-MHP (cut off time) maksimal se-
lama 20 detik. Hiperalgesia termal didefinisi-
kan sebagai masa laten menghindar yang
ditentukan dengan rumus: A laten menghindar
tungkai (s) = masa laten menghindar tungkai
kiri - masa laten menghindar tungkai kiri.'?
Analisi Statistik

Hasil pengukuran akan direpresenta-
sikan sebagai nilai rerata + S.E.M. Signifikansi
statistik ditentukan dengan memakai uji
Repeated Anova'™® Nilai P<0,05 dinilai

signifikan secara statistik. Pengolahan data

Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamasi - 4

menggunakan program komputer SPSS 17.

HASIL

Penelitian efek antinosiseptif Morinda
telah dilakukan di Laboratorium Faal FK Ul
selama kurun waktu Agusuts 2008 s.d Januan
2009. Aktivitas penelitian mencakup penguku-
ran masa laten reaksi menghindar tungkai
dengan metode MHP, terhadap 25 ekor tikus
yang diinduksi nyeri inflamasi memakai carra-
geenan. Proses pengamatan respon hiperalge-
sia pada setiap tikus difokuskan pada reaksi
nosifensif menjilati tungkai belakang seperti
tampak dalam Gambar 1b-c. Nilai rerata beda
laten pada setiap tahap pengamatan respon
hiperalgesia dijadikan bahan analisis statistik.

AR, /

{uji-Ndsiseptis?
P VU e

Efek Antinosiseptif Morinda terhadap Ti-
kus yang Diinduksi Nyeri Inflamasi Meng-
gunakan Carrageenan dengan Uji Nyeri Hot
Plate Test

Grafik perbandingan beda laten untuk
setiap tahapan respon hiperalgesia diantara
kelima kelompok tikus diperlihatkan dalam
Gambar 2. Pengamatan terhadap kelompok 2
(salin) memperlihatkan pengaruh injeksi carr-
ageenan pada telapak tungkai kiri belakang
tikus secara ip/ menyebabkan berkurangnya
masa laten (lebih cepat) respon menghindar
diban-
dingkan yang terjadi pada tungkai kanan yang

tungkai terhadap stimulus panas,

diinjeksi dengan salin. Nilai beda laten yang

merepresentasikan peningkatan respon hiperal-

Gambar 1. Pengamatan respon hiperalgesia tikus dengan uji nyeri kot plate test. (a) Sketsa
penempatan tikus di atas lempeng pemanas W-MHP, tampak dari depan kotak akrilik; (b) Rekaman
posisi tungkai tikus ketika pertama kali ditempatkan di atas lempeng pemanas; (c) Rekaman reaksi

nosifensif menjilati tungkai belakang tikus sesaat setelah ditempatkan di atas lempeng pemanas.
Efek antinosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamasi 5

hiperalgesia termal terjadi mulai menit ke-15
hingga menit ke-60 setelah injeksi carragee-
nan. Secara umum beda laten tampak signifi-
kan mulai menit ke-15 hingga menit ke-300
setelah diinjeksi carrageenan dibandingkan
dengan nilai beda laten pada tikus yang tidak
diinjeksi carrageenan (kelompok 1, kontrol).
Sementara itu, pemaparen tungkai tikus terha-
dap stimulus panas dalam uji nyeri Aot plate
test secara berulang selama 5 jam pertama
tahapan respon hiperalgesia tidak memperli-
hatkan peningkatan beda laten yang signifikan
pada tikus kelompok kontrol.

Hasil analisis aktivitas antinosiseptif
memperlihatkan penurunan respon hiperalgesia

pada tikus yang diberi minum Morinda 1 hari

sebelum diinjeksi carrageenan dibandingkan
tikus yang diben salin. Beda laten kelompok
Morinda signifikan lebih kecil (P<0,05) diban-
dingkan beda laten kelompok salin yang men-
capai 3 hingga 7 detik. Dalam hal ini, efek
antinosiseptif Morinda sudah bekerja sejak 15
menit pertama setelah diinjeksi carrageenan
hingga berakhir fase awal inflamasi, sebab
tidak ditemukan penurunan ambang atau
peningkatan beda laten yang signifikan. Oleh
karena itu, pengamatan respon hiperalgesia
termal pada kelompok Morinda tidak seakut
kelompok salin yang tampak tersensitisasi

dalam uji nyeri kot plate test.

8.00

7.00 =

E.DDJ

(det)

5.00

4.00—

Beda laten

3.00+

2.00—

1,00

kel
— ¥ kontrol
——2 salin
3 cefecoxib
——4 Morinda 1 hr
5 Morinda 10 hr

T
menit 15 menit 60

T
menit 180

T
menit 300

Tahapah respon hiperalgesia

Gambar 2. Respon hiperalgesia termal antara kelima kelompok tikus direpresentasikan oleh beda
laten reaksi menghindar tungkai dalam uji nyeri hof plate test. Hiperalgesia akibat injeksi carra-
geenan (menit nol) pada setiap kelompok dibandingkan dengan kelompok 1 (kontrol). Sedangkan
efek antinosiseptif kelompok 3 (celecoxib), kelompok 4 (Morinda 1 hari), dan kelompok 5
(Morinda 10 hari) dibandingkan dengan kelompok 2 (salin}). Nilai beda laten merupakan rerata yang

dipakai dalam uji Repeategidtigvshosiseptif ..., Fikri Fahuroji, FKUI, 2009
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Mode! Nyeri Inflamasi 8

Perbandingan Efek Antinosiseptif Celexocib
dan Morinda diperlihatkan oleh Penurunan
Respon Hiperlagesia pada Tikus yang Diin-
jeksi Carrageenan dengan Uji Nyeri Hof
Plate Test

Gambar 2 juga memperlihatkan per-
bandingan respon hiperalgesia antara tikus ke-
lompok 3 yang diobati celecoxib dengan tikus
kelompok 4 yang diberi minum Morinda
sebelum diinjeksi carrageenan pada tungkai
kiri belakang tikus secara ipl. Beda laten tikus
kelompok 3 {celecoxib) tidak berbeda secara
bermakna (P>0,05) dibandingkan kelompok 4
(Morinda 1 hari), yaitu selisihnya kurang dari
1 detik. Baik efek antinosiseptif celecoxib
maupun Morinda, sama-sama sudah bekerja
pada menit ke-15 untuk menginhibisi sensiti-
sasi nyeri akibat aktivitas enzimatik COX
mengakatalisasi produksi prostanoid.

Beda laten reaksi menghindar tungkai
tikus pada setiap tahapan uji nyeri hot plate
test masih dalam rentang normal nosiseptif,
kecuali pada menit ke-15 dan ke-60 yang
mengalami penurunan beda laten mencapai 4
detik. Namun secara umum, kedua kelompok
tidak mengalami respon hiperalgesia selama 5
jam uji nyeri hot plate test secara berulang.
Dengan demikian, aplikasi Morinda dalam
dosis 5 mL/kg BB tikus sudah cukup efektif
mencegah hiperalgesia termal, bahkan nilai
beda latennya hampir setara dibandingkan ke-
lompok celecoxib.

Perbandingan Aktivitas Antinosiseptif Mo-
rinda yang Diminumkan Sehari depgan Di-

et Morinda Selama Se?‘ﬂhﬂ{ Hari f?belum
antinosisepti

Fikri Fahuroji, FKUI, 2

Injeksi Carrageenan dengan Uji Nyeri Hof
Plate Test

Gambar 2 juga memperlihatkan per-
bandingan aktivitas antinosiseptif antara tikus
kelompok 4 yang diberi minum Morinda sekali
dengan tikus kelompok 5 yang diet Morinda
selama 10 hari sebelum diinjeksi carrageenan
pada tungkai kiri belakang secara ipl. Beda
laten antara kedua kelompok hanya berbeda
pada menit ke-180, tetapi selisibnya kurang
dari 0,5 detik. Selisih beda laten tersebut tidak
signifikan secara statistik (P>0,05). Artinya,
efektivitas diet Morinda 10 hari tidak memper-
lihatkan antinosiseptif yang lebih kuat untuk
mengatasi hiperalgesia termal dibandingkan
dengan konsumsi Morinda sewaktu.

Aktivitas antinosisepif Morinda pada
kedua kelompok tikus juga sudah terjadi sejak
menit ke-15 uji nyeri hot plate test, dan
bertahan selama fase awal inflamasi (5 jam
pertama setelah injeksi carrageenan). Durasi
aktivitas antinosiseptif tersebut mungkin ber-
hubungan dengan farmakokinetik Morinda
yvang bekerja optimal selama 4 jam pertama
setelah diminumkan. Namun, komponen anti-
nosiseptif Morinda yang diminumkan pada
kedua kelompok tikus sebelum injeksi carra-
geenan sudah cukup maksimal menginhibisi
aktivitas enzimatik COX-2 pada jaringan yang
mengalami nyeri inflamasi, sehingga dipasti-
kan tidak terjadi sensitisasi nyeri yang ditandai
respon hiperalgesia termal.

PEMBAHASAN

enelbtlan ini telah mengkonfirmasi po-
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamasi 7

tensi antinosiseptif Morinda dengan model
nyeri inflamasi pada tikus yang diinjeksi
carrageenan. Caranya ialah dengan mengukur
masa laten reaksi menghindar tungkai tikus
tersebut melalui uji nyeri Aot plate test yang
merepresentasikan efek antinosiseptif Morinda
guna mengatasi hiperalgesia termal, dan hasil
penelitian ini juga menunjukkan bahwa Mo-
rinda dan celecoxib sama-sama signifikan me-
nururtkan respon hiperalgesia termal pada tikus
tersebut., Secara in viftro, Morinda dilaporkan
signifikan menginhibisi aktivitas enzimatik
COX-2. Hal ini dapat memperkuat dugaan
mekanisme antinosiseptif Morinda melalui
jalur inhibisi COX-2 selektif. Selain itu,
Morinda dalam dosis 5 mL/kg BB tikus sudah
cukup efektif menginhibisi sensitisasi perifer
dengan parameter reaksi menghindar tungkai,
seperti halnya efek analgesik celecoxib dalam
dosis 50 mg/kg BB tikus. Sedangkan diet
Morinda selama 10 hari pada tikus tersebut
tidak memperkecil beda laten atau reaksi
nosifensif yang signifikan bila dibandingkan
dengan tikus yang hanya sekali diberi Morinda
sebelum diinjeksi carrageenan.

Pemilihan hewan coba telah dilakukan
secara acak terhadap tikus yang memenuhi
kriteria sampel. Reaksi menghindar tungkai
(masa laten) semua tikus tercatat tidak mel-
ewati cut off time (20 detik), atau relatif normal
bila dibandingkan dengan penelitian-penelitian
sebelumnya. Akan tetapi, hasil pencatatan
masa laten dalam percobaan uji nyeri kot plate

test ini masih memperlihatkan perbedaan va-

pasti memiliki karakteristik yang berbeda
dalam merespon stimulus nyeri. Oleh karena
itu, patokan yang dirumuskan sebagai para-
meter hiperalgesia termal adalah beda laten
antara reaksi menghindar pada tungkai kiri
yang diinduksi carrageenan dengan tungkai
kontralateral (kontrol) masing-masing tikus."

Algogenik carrageenan 2% (150 pL/
tungkai) yang diinjeksikan pada tungkai ipsi-
lateral tikus cukup signifikan menginduksi
nyeri inflamasi dan respon hiperalgesia. Hal ini
terjadi pada kelompok tikus yang hanya diberi
minum salin {5 mL/kg BB), ternyata tikus-
tikus tersebut mengalami peningkatan reaksi
nosifensif menjilati tungkai belakang kiri yang
diinjeksi carrageenan secara ipl. Reaksi nosi-
fensif ini menandai respon hiperalgesia termal
pada tikus, dan secara tidak langsung meng-
isyaratkan terjadinya sensitisasi perifer pada
terminal nosiseptor yang dimediasi oleh pe-
ningkatan produksi prostancid. Respon terse-
but meningkat signifikan pada menit ke-60 se-
telah injeksi carrageenan, atau sinergis dengan
waktu puncak peningkatan ekspresi mRNA
COX-2 (5 kali lipat) di jaringan inflamasi.'
Artinya, waktu tersebut beriringan dengan
puncak produksi PGE; (6 kali lipat)”® yang
notabene bertanggung jawab terhadap sensi-
tisasi (peningkatan transduksi termal) reseptor
TRPV1, ditandai oleh penurunan ambang nosi-
septor terhadap stimulus panas seperti yang
bersumber dari Aot plate ®

Konsekuensinya adalah tikus kelompok
salin semakin cepat mengalami hiperalgesia

riabilitas. Hal ini texjadé' felﬁarena setia tikuiiri Fa gg;g}}akxﬂ}gggggpfesenmsikaﬂ dengan pening-

antinosiseptif ..., F
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamast- 8

katan grafik nilai beda laten (3 — 7 detik)
dalam wuji nyeri hot plate test.

Disamping itu, ekspresi gen c-fos di
DRG dan neuron DH medula spinalis terjadi
pada jam pertama hingga jam kedua setelah
terpapar stimulus panas yang berbahaya seperti
suhu uji kot plate (52°C).*' Peningkatan “sup
inflamasi” juga terjadi pada jam pertama
setelah injeksi carrageenan; mengindikasikan
peningkatan mediator lokal seperti substansi P,
glutamat, histamin, bradikinin, dan prostaglan-
din? Bersamaan dengan itu sintesis IL-1p
juga meningkat yang mengisyaratkan terjadi
induksi ekspresi COX-2 di jaringan inflamasi.
Jadi, peningkatan respon hiperalgesia pada jam
pertama setelah injeksi carrageenan, semata-
mata terjadi karena mediator sensitisasi nyeri
meningkat mulai dad faktor transkripsi gen
hingga prostanoid terminal. Sensitisasi ini
secara molekuler diduga berlangsung selama
enam jam pertama setelah injeksi carrage-
enan.”

Selanjutnya uji nyeri model MHP yang
dipakai dalam penelitian ini dipastikan sensitif
terhadap efek analgesik non opioid, atau secara
spesifik mampu mendeteksi reaksi hiperalgesia
yang dipicu oleh carrageenan pada tikus yang
diobati inhibitor COX-2 selektif. Model ini
telah dinyatakan sebagai metode sederhana,
cepat, dan sensitif untuk mendeteksi hiperal-
gesia perifer pada tikus yang tidak diikat.'
Suhu uji W-MHP —yang stabil pada kisaran
51,5°C~ cukup kuat mengaktivasi TRPV1
yang sudah tersensitisasi oleh oleh PGE, 2%

atau mungkin mengindué%gi(eks resi %e c-fos

antinosisepti

untuk menginisiasi sensitisasi sentral.>?! Hal
ini terlihat pada tikus kelompok salin yang di-
pastikan telah mengalami respon hiperalgesia
termal akibat induksi carrageenan, berbeda
dengan kelompok kontrol hanya mengalami
respon nosiseptif normal dengan nilai beda
laten yang kecil (ambang nyeri normal). Bila
tikus tersebut diberi minum Morinda atau obat
inhibitor COX-2 selektif sebelum diinjeksi
carrageenan, maka kemungkinan penurunan
respon hiperalgesianya akan terdeteksi oleh W-
MHP. Aspek sensitivitas W-MHP ini tampak
dalam pengamatan reaksi menghindar tungkai
tikus kelompok Morinda dan celecoxib yang
mengalami penurunan beda laten pada menit
ke-60, yaitu sekitar 4 detik dibandingkan kel-
ompok salin.

Ada beberapa alasan yang menyebab-
kan kelompok tikus yang diberi Morinda tidak
mengalami hiperalgesia termal, ditandai oleh
nilai beda laten yang kecil atau ambang yang
relatif tinggi. Secara in vitro, hasil kuantifikasi
PGE; pada platelet yang diberi Morinda dila-
porkan sangat rendah.” Sedangkan respon hi-
peralgesia dilaporkan fidak terjadi pada mencit
yang mengalami defisiensi kanal ion TRPV]

P,.2%*% Dalam konteks sensiti-

dan reseptor E
sasi perifer, hiperalgesia termal dapat terjadi
bila PGE; di jaringan inflamasi berhasil meng-
kativasi subunit G, reseptor EP; di terminal
nosiseptor perifer untuk menginisiasi trans-
duksi sinyal melalui jalur cAMP-PKA. Subunit
katalitik PKA akan bertranslokasi untuk mem-

fosforilasi residu serin TRPV 1, sehingga nosi-

it 1 8
oP % FanSERIOR JsTSspsHisasi atau ambangnya turun.
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Efek antinosiseptif Morinda citrifolia dengan Model Nyeri Inflamasi - 9

Seandainya reseptor TRPV1 teraktivasi oleh
stimulus panas lempeng hot plate, maka akan
terjadi respon hiperalgesia termal pada tikus.

Jadi, syarat utama terjadinya hiperalge-
sia termal dalam kasus nyeri inflamasi adalah
adanya kontinuitas produksi PGE, yang dika-
talisasi oleh COX-2.2"*® Sebaliknya aplikasi
antibodi monoklonal anti-PGE; atau inhibitor
COX-2 selektif terhadap tikus yang diinjeksi
carrageenan dinyatakan dapat memulihkan
hiperalgesia termal dalam tempe 1 hingga 3
jam.? Pada tikus kelompok Morinda terbukti
tidak terjadi penurunan ambang nosiseptor (pe-
ningkatan beda laten) yang signifikan, se-
hingga diduga reseptor TRPV1 tidak tersen-
sitisasi. Artinya, produksi PGE; di jaringan
inflamasi tikus tersebut tidak cukup kuat untuk
memodulasi reseptor TRPV1. Sedangkan beda
laten yang relatif kecil menunjukkan bahwa
Morinda telah bekerja memulihkan hiperalge-
sia termal sejak menit 15 setelah diminumkan
pada tikus tersebut seperti halnya inhibitor
COX-2 selektif.

Dengan diperoleh data beda laten yang
hampir setara pada tikus kelompok Morinda
dan tikus kelompok celecoxib, maka semakin
memperkuat potensi antinosiseptif Morinda
melalui mekanisme inhibisi COX-2 selektif.
Aktivitas antinosiseptif Morinda sudah bekerja
signifikan sejak menit ke-15 pasca injeksi car-
rageenan. Bahkan ketika terjadi puncak eks-
presi COX-2 pada menit ke-60 pasca injeksi
carrageenan, komponen aktif Morinda juga
masih cukup efektif memblok aktivitas siklo-

oksigenase dalam mendggradasi asam arakido-

nat. Hal ini tampak pada kelompok Morinda
dan celecoxib yang mengalami penurunan
respon hiperalgesia termal dengan beda laten
sekitar 3 detik, sehingga diduga tidak terjadi
sensitisasi yang masif pada kedua kelompok
tikus dalam uji nyeri hot plate test. Artinya,
tikus-tikus tersebut memiliki toleransi yang
tinggi terhadap stimulus panas W-MHP, mes-
kipun telah diinduksi oleh carrageenan seba-
gai stimulus primer hiperalgesia.

Kapasitas inhibisi Morinda terhadap
respon hiperalgesia masih dalam rentang wak-
tu farmakokinetiknya. Sekitar 30 menit setelah
tikus diminumkan Morinda, komponen anti-
nosiseptif Morinda dengan marker skopoletin
(salah satu komponen antinosiseptif) sudah
mulai diabsorpsi oleh jaringan tubuh tikus.
Satu jam kemudian komponen aktif Morinda
sudah menyebar ke seluruh tubuh, termasuk ke
jaringan inflamasi. Artinya, komponen aktif
Morinda diduga sudah bekerja efektif guna
menginhibisi aktivitas enzimatik COX-2 sete-
lah 1 jam pertama diminumkan pada tikus.
Kadar puncak komponen aktif Morinda di
dalam plasma terjadi pada jam ke-2, dan
berkurang 50% selama 4 jam.” Data ini sejalan
dengan kemampuan Morinda menghambat
respon hiperalgesia termal pada tikus selama 5
jam uji nyeri kot plate test. Nilai beda laten
tikus kelompok Morinda pada setiap tahap
pengamatan hiperalgesia tidak mengindikasi-
kan peningkatan beda laten (penurunan am-
bang nosiseptor) yang signifikan, seperti hal-
nya njlai beda laten pada tikus kelompok

celecoxib. Jadi, penelitian ini memperlihatkan
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bahwa Morinda memiliki potensi antinosiseptif
yang sama seperti celecoxib dalam hal menga-
tasi hiperalgesia termal terutama selama 5 jam
pertama nyeri inflamasi.

Pengamatan efek antinosiseptif Morin-
da di atas sinergis dengan efek antiinflamasi
Morinda pada tikus yang diinjeksi carragee-
nan. Morinda dilaporkan cukup signifikan
mereduksi edema tungkai yang diinjeksi car-
rageenan secara ipl yang mengisyaratkan tikus
tersebut tidak mengalami inflamasi dan hiper-
algesia pada menit ke-50 hingga menit ke-250.
Edema itu sendiri terjadi karena carrageenan
menginduksi penglepasan gas hidrogen disul-
fida (H,S) yang berhubungan dengan infiltrasi
neuntrofil. Sedangkan infiltrasi ini ditandai pe-
ningkatan aktivitas myeloperoksida’® Meka-
nisme ini mengindikasikan bahwa H,S ber-
sama NO bekerjasa mengaktivasi faktor trans-
kripsi NFKB yang mungkin didahului oleh
stimulasi IL-1B. Lebih tepatnya menginduksi
fosforilasi IxBa, sehingga NFkB terdisosiasi
dan bertranslokasi ke nukleus untuk mening-
katkan transkripsi gen-gen proinflamasi,>'??
salah satu diantaranya peningkatan ekspresi
gen COX-2. Jadi, baik pengamatan efek
Morinda sebagai antiinflamasi (dengan para-
meter edema) maupun sebagai antinosiseptif
(dengan parameter hiperalgesia termal) sama-
sama melalui jalur inhibisi COX-2. dan ha-
silnya secara in vive sinergis.

Analisis di atas juga sesuai dengan
tinjauan pustaka sebelumnya, bahwa Morinda
difaporkan dapat menginhibisi aktivitas faktor

sitokin proinflamasi (terutama IL-18 dan TNF-
o). Artinya, sangat mungkin tikus yang diberi
Morinda tidak mengalami peningkatan pro-
duksi mediator inflamasi meskipun diinduksi
carrageenan. Bila mediator inflamasi (teruta-
ma 1L-18) diinhibisi, maka dilaporkan tidak
akan terjadi peningkatan aktivitas CREB. Oleh
karena itu, wajar tidak terjadi sensitisasi atau
peningkatan respon hiperalgesia termal pada
tikus yang diberi Morinda karena diduga jalur
CREB tidak menginduksi peningkatan trans-
misi sinaptik.

Analisis terakhir perihal diet Morinda
selama 10 hari tidak memperlihatkan perbe-
daan beda laten yang signifikan dibandingkan
konsumsi Morinda 1 jam sebelum diinduksi
nyeri inflamasi, kecuali sedikit penurunan beda
laten pada menit ke-60. Pengaruh diet Morinda
selama 10 hari juga berhubungan dengan far-
makokinetik Morinda di atas. Setelah 24 jam
dikonsumsi kadar komponen aktif Morinda di
dalam palasma dilaporkan hanya tersisa 2%.°
telah

dimetabolisme dalam rentang waktu 24 jam.

Artinya, komponen aktif Morinda
Diduga diet Morinda 10 hari tidak mengalami
akumulasi di dalam tubuh dan hanya berperan
sebagai sumber nutrisi.

Dalam konteks mengatasi fase awal
inflamasi, pemberian Morinda 1 hari sudah
cukup kuat mengatasi kemungkinan hiperalge-
sia termal yang menyertai nat. Hal ini tampak
pada kelompok Morinda dan celecoxib yang
mengalami penurunan reaksi inflamasi. Akan

tetapi, pada kasus nyeri kronis prostanoid

ipsi NFxB inhibisi produksi i i i i i -
transkripsi NFkB serta menginhibisi pro T rPuerléljf?F ﬂﬁfﬁﬂb‘gm berkelanjutan sampai meka
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mekanisme transkripsi gen-gen proinflamasi
kembali normal. Oleh karena itu, perlu strategi
pemberian Morinda dengan frekuensi yang
tepat untuk mengimbanginya. Efek frekuensi
pemberian antinosi-septif Morinda ini dapat
dibuktikan lebih lanjut pada manusia dengan
metode hiperalgesia yang sudah baku.

KESIMPULAN

Penelitian memperkuat hipotesis bahwa
Efek antinosiseptif Morinda dapat menurunkan
beda laten hiperalgesia termal secara bermak-
na, berupa penurunan respon menghindar tung-
kai tikus yang diinduksi nyeri inflamasi meng-
gunakan algogenik carrageenan. Efek antino-
siseptif Morinda untuk menurunkan beda laten
hiperalgesia termal tidak berbeda bermakna
dibandingkan celecoxib, dan tampak mirip po-
la beda laten diantara keduanya. Sedangkan
diet Morinda secara teratur selama 10 hari
tidak menurunkan beda laten hiperalgesia ter-
mal yang berbeda secara bermakna diban-
dingkan diet Morinda 1 jam sebelum diinduksi
carrageenan. Morinda memiliki potensi anti-
nosiseptif dengan kemungkinan mekanisme
atau jalur inhibisi nosiseptif yang beragam.
Oleh karena itu penelitian ini dapat dikem-
bangkan pada ranah fisiologi perilaku, biomo-
lekuler nyeri, atau efikasi antinosiseptif dengan

pendekatan farmakologi.
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