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ABSTRACT

Multazimah, Ima. 2018. Potential . Study of the Transdermal Patch of
Ciplukan Extracts of Liposomes (Physalis minima L.) in Lowering
TNF-a Expression and Ankle Joint Diameter in Wistar Rats of Chronic
Inflammatory - Model. Final :Assignment, Undergraduate Pharmacy
Program, Faculty of Medicine, Brawijaya University. Supervisors: (1) Dahlia
Permatasari, M.Si., Apt (2) Ferri Widodo, M.Biomed., Apt

Withaphysaline A (WA) and 2, 3-dihydrowithaphysalin C (WC) are two
major compounds of withanolide, obtained from the antiinflammatory fraction of
Physalis minima Linn. The aim of this study was to probe and demonstrate the
effect of Physalis minima L. extract in decreasing expression of TNF-a and ankle
joint diameter in chronic induced chronic inflammatory wistar rat. Rats were
divided into 6 groups: 3 control groups and 3 treatment groups. The control group
was divided into 2 positive control groups and 1 negative control group. Two
positive control groups were group treated with 1,3% diclofenac sodium patch
and group treated with 1% diclofenac sodium gel. The treatment group was
divided into 3 with different ciplukan extract doses in each group of 200, 400, and
600 mg/kgBB rat. The outcome of this experiment showed that the patch of
ciplukan (Physalis minima L.) extract liposome with a dose of 600 mg/kgBB of
rat had antiinflammatory activity comparable to the positive control of the patch
and diclofenac sodium gel because it significantly affected the decrease in ankle
joint diameter (p <0,05) and succeeded in decreacing the level of TNF-a so that
on the 29" day the expression TNF-a obtained was not significantly different that
when before CFA induced (p = 0,520) in chronic inflammatory wistar rat. It can be
concluded that the liposome patch extract of Physalis minima Linn dose of 600
mg/kgBB of rat can decrease TNF-a expression and ankle joint diameter in
chronic inflammatory wistar rat.

Keywords: chronic inflammation, TNF-a, ankle joint diameter, CFA



ABSTRAK

Multazimah, Ima. 2018. Kajian Potensi Patch Transdermal Liposom Ekstrak
Ciplukan (Physalis minima L.) dalam Menurunkan Ekspresi TNF-a dan
Diameter Sendi Kaki pada Tikus Wistar Model Inflamasi Kronik. Tugas
Akhir, Program Studi  Sarjana Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas
Brawijaya. Pembimbing: (1) Dahlia Permatasari, M.Si., Apt. (2) Ferri
Widodo, M.Biomed., Apt.

Withaphysalin A (WA) dan 2, 3-dihydrowithaphysalin C (WC) merupakan
dua jenis senyawa utama dari withanolide, yang diperoleh dari fraksi
antiinflamasi Physalis minima Linn. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui dan membuktikan pengaruh ekstrak Physalis minima L. dalam
menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model
inflamasi kronik yang diinduksi CFA. Pembagian kelompok tikus dilakukan
secara acak ke dalam 6 kelompok. Tiga kelompok sebagai kelompok kontrol
dan tiga kelompok sebagai kelompok perlakuan. Tiga kelompok kontrol terbagi
menjadi dua kelompok kontrol positif dan satu kelompok kontrol negatif. Dua
kelompok kontrol positif adalah kelompok yang diberikan terapi patch natrium
diklofenak 1,3% dan kelompok yang diberi terapi gel natrium diklofenak 1%.
Kelompok perlakuan dibagi menjadi 3 dengan dosis ekstrak ciplukan yang
berbeda pada masing-masing kelompok yaitu 200, 400, dan 600 mg/kgBB
tikus. Hasil dari percobaan ini menunjukkan bahwa patch liposom ekstrak
ciplukan (Physalis minima L.) dengan dosis 600 mg/kgBB tikus memiliki
aktivitas antiinflamasi yang sebanding dengan kontrol positif patch maupun gel
natrium diklofenak karena berpengaruh secara signifikan terhadap penurunan
diameter sendi pergelangan kaki (p = 0,027), dan berhasil menurunkan kadar
TNF-a sehingga pada hari ke-29 ekspresi TNF-a yang diperoleh tidak berbeda
signifikan dibandingkan saat sebelum diinduksi CFA (p = 0,520) pada tikus
wistar model inflamasi kronik. Dapat disimpulkan bahwa terapi patch liposom
ekstrak Physalis minima Linn dosis 600 mg/kgBB tikus dapat menurunkan
ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi
kronik.

Kata kunci: inflamasi kronik, Physalis minima, TNF-a, diameter sendi, CFA
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Physalis minima L. atau yang lebih dikenal dengan tanaman ciplukan
merupakan tanaman obat penting yang secara tradisional digunakan sebagai
obat herbal di Cina dan India untuk pengobatan inflamasi (Patel et al., 2011; Li,
et al.,, 2016). Inflamasi merupakan mekanisme pertahanan tubuh. Sistem
kekebalan tubuh akan mengenali sel yang rusak, iritasi, maupun patogen
sehingga terjadi proses penyembuhan. Inflamasi menandakan bahwa tubuh
sedang berusaha untuk melindungi diri dari rangsangan berbahaya dan memulai
proses penyembuhan. Jika kondisi yang menyebabkan inflamasi akut tidak
dapat diatasi, inflamasi akut dapat masuk ke fase kronis jangka panjang.

Inflamasi pada dasarnya merupakan sebuah mekanisme pertahanan
terhadap infeksi dan perbaikan jaringan. Akan tetapi jika terjadi secara terus-
menerus (kronis) maka dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan berperan
pada mekanisme beberapa penyakit dan kondisi, seperti beberapa jenis kanker
dan rheumatoid arthritis (Abbas dkk., 2010; Nordqvist, 2017). Pada keadaan
inflamasi jaringan di tempat cidera akan merespon rangsangan dengan
melepaskan mediator inflamasi seperti histamin, prostaglandin, leukotrin, dan
TNF-a yang dapat menimbulkan reaksi radang (Baratawidjaja, 2002; Katzung,
2002). TNF adalah salah satu dari sejumlah besar sitokin yang terlibat dalam
patogenesis gangguan rematik dan inflamasi. Cara TNF bekerja adalah dengan
mengikat reseptor sel denganafinitas tinggi dan dengan kekhususan tinggi
(lvashkiv, 2003). Fungsi tambahan TNF-a meliputi perannya dalam respon imun

terhadap invasi bakteri, jamur, virus, dan parasit tertentu serta perannya dalam
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nekrosis tumor spesifik dan juga bertindak sebagai mediator utama dalam respon
imun inflamasi lokal (Janeway et al., 1999). Lipopolisakarida dari dinding. sel
bakteri merupakan stimulus yang sangat potensial untuk sintesis TNF-a (Tracey
dan Cerami, 1994).

Inflamasi dapat berupa akut dan kronik. Inflamasi'kronik dapat lebih
berbahaya dibanding dengan inflamasi akut dan durasinya lebih panjang yaitu
dalam hitungan hari sampai tahun (Kumar, 2007). Salah satu contoh penyakit
inflamasi kronik adalah artritis rheumatoid. Di Indonesia prevalensi rheumatoid
arthritis 23,3%-31,6% dari jumlah penduduk Indonesia. Pada tahun 2007 lalu,
jumlah pasien ini mencapai 2 juta orang, dengan perbandingan pasien wanita
tiga kali lebih banyak dari pria. Diperkirakan angka ini terus meningkat hingga
tahun 2025 dengan indikasi lebih dari 25% akan mengalami kelumpuhan (Zen,
2012).

Obat antiinflamasi terbagi menjadi beberapa golongan diantaranya
golongan steroid, non steroid, dan sitostatika. Penggunaan obat antiinflamasi
golongan steroid dalam jangka waktu yang lama akan mengakibatkan efek
samping berupa peningkatan risiko hipertensi, osteoporosis, —gangguan
pencernaan, dan gangguan sistem kekebalan tubuh (Aprianto, 2016). Pada
penggunaan obat antiinflamasi non steroid dapat menyebabkan efek samping
pada saluran pencernaan karena didasari oleh hambatan pada sistem biosintesis
prostaglandin (PG) dan pada OAINS dengan selektivitas penghambat COX-2
memiliki efek samping pada sistem kardiovaskuler (Lelo, 2004). Metotreksat
(MTX) merupakan sitostatika golongan antagonis asam folat yang kini dijadikan
sebagai agen antiinflamasi dan imunosupresan lini pertama dalam terapi

reumatoid artritis (RA) (Kaltsonoudis, 2012), namun efek samping yang mungkin



timbul setelah penggunaan MTX dosis rendah yaitu dapat terjadi kerentanan
terhadap infeksi, gangguan fungsi hati, alopesia, aspermia atau leukopenia
(Daud, 2000). Penggunaan tanaman obat dapat menjadi salah satu alternatif
dalam pengobatan inflamasi karena dinilai lebih aman dari segi efek samping dan
toksisitas (Awang, 2009). Salah satu kandidat potensial yang dapat dijadikan
obat antiinflamasi adalah ekstrak ciplukan (Physalis minima L) (Li et al., 2016).
Pemberian obat dapat dilakukan melalui beberapa metode seperti rute
per oral, intravena dan transdermal. Pemberian OAINS per oral memiliki
beberapa efek samping gastrointestinal (Gl) seperti ulkus peptikum dan
perdarahan gastrointestinal. Ciplukan (Physalis minima L.) merupakan agen
antiinflamasi yang bekerja setara dengan aspirin sehingga mengakibatkan
terjadinya lesi pada lambung setelah mencapai dosis tertentu, namun lebih
ringan jika dibandingkan dengan lesi lambung yang disebabkan aspirin (Kalsum,
2013). Rute penghantaran obat melalui intravena bersifat invasif sehingga
mengurangi kenyamanan pasien dalam mengonsumsi obat. Pada kondisi
inflamasi kronik kepatuhan pasien dalam mengonsumsi obat dapat ditingkatkan
dengan menggunakan sediaan yang mudah diaplikasikan serta minimal dalam
menyebabkan efek samping yang tidak diharapkan. Pemberian melalui rute
transdermal diharapkan dapat meningkatkan kenyamanan penggunaan obat,
mengurangi efek samping yang tidak dikehendaki dan dapat menghasilkan laju
penghantaran obat yang kontinyu (Kwatra, 2012). Akan tetapi, kelemahan dari
pemberian obat melalui rute transdermal yaitu penetrasi obat ke dalam kulit akan
terhambat karena sifat penghalang dari kulit. Salah satu bentuk sediaan yang
dikembangkan untuk pemberian melalui rute transdermal adalah sediaan patch.

Sebelum dibuat menjadi patch, ekstrak Physalis minima L diformulasi terlebih



dahulu menjadi liposom agar permeabilitas obat dalam menembus kulit
meningkat  (Kaur, 2013). Berdasarkan paparan di atas maka perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui potensi penggunaan patch liposom
ekstrak Physalis minima L. dalam menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter
sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah ekstrak Physalis minima L. yang diformulasi dalam sediaan patch
mempunyai efek untuk menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki
pada tikus wistar model inflamasi kronik dengan metode adjuvant induced
arthritis?

2. Berapa dosis optimum ekstrak Physalis minima L. dalam sediaan patch yang
diberikan melalui rute transdermal untuk menurunkan ekspresi TNF-a dan
diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

1. Mengetahui dan membuktikan efek ekstrak Physalis minima L. dalam
menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model
inflamasi kronik.

2. Mengetahui dosis optimum ekstrak Physalis minima L. dalam sediaan patch
yang diberikan melalui rute transdermal untuk menurunkan ekspresi TNF-a
dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui dan membuktikan efek ekstrak Physalis minima L. dalam
menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model

inflamasi kronik dengan metode adjuvant induced arthritis.



2. Mengetahui dosis optimum ekstrak Physalis minima L. dalam sediaan patch
yang diberikan melalui rute transdermal untuk menurunkan ekspresi TNF-a
dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik dengan
metode adjuvant induced arthritis.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik
Menambah wawasan ilmu pengetahuan dalam hal pemanfaatan tanaman
herbal dan pengembangan senyawa baru sebagai terapi untuk inflamasi
kronik.

1.4.2 Manfaat Praktis
Pemanfaatan tanaman herbal dalam hal ini Physalis minima L. sebagai terapi

inflamasi kronik.



BAB 1l
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Ciplukan (Physalis minimaL.)

Physalis minima Linn atau yang lebih dikenal dengan tanaman ciplukan
merupakan tanaman' obat penting pada sistem pengobatan India (Patel et al.,
2011) dan secara tradisional digunakan sebagai obat herbal di Cina. untuk
pengobatan inflamasi (Li, et al., 2016). Di China Physalis minima merupakan
obat tradisional yang dikenal dengan nama XiaoSuanJiang, digunakan untuk
pengobatan radang tenggorokan, bronkitis, dan gondong. Physalis minima Linn
termasuk dalam famili Solanaceae yang tumbuh tinggi berkisar 0,5-1,5 m, berasa
pahit dan memiliki aktivitas antiinflamasi, diuretik, laksatif, serta bermanfaat
dalam ulserasi kandung kemih (Khan et al., 2009; Patel et al., 2011).

Secara umum kandungan yang terdapat pada akar, daun, dan batang
ciplukan adalah withanone, sitosterol, stigmasterol, withaferin A, withanolide,
withanolide A, physalin, physalin A, physalin B, physalin C, physalin D, physalin |,
physalin L, physalindicanols, physalinicanol A withametelins, withangulatins,
vitasteroid, phygrine, withaphysalin A, withaphysalin B, withaphysalin  C,
withaphysalin D, dan withaphysalin E. Aktivitas farmakologi yang disebutkan dari
beberapa hasil studi meliputi antiinflamasi, analgesic dan antipiretik, antiulser,
antimalarial, antigonorrhea, antibakteri, antifertilitas dan sitotoksik (Chothani,
2012).

Withaphysalin A (WA) dan 2, 3-dihydrowithaphysalin C (WC) merupakan
dua jenis senyawa utama dari withanolide, yang diperoleh dari fraksi antiinflamasi
P. minima (Li et al., 2016). Withanolide merupakan kelompok dari oxygenated

C28 ergostanetype steroidal lactones yang sebagian besar terdapat pada genus



Physalis (Alali et al., 2014; Barthel et al., 2016). Withanolide memiliki aktivitas
biologis seperti aktivitas sitotoksik, anti-inflamasi, imunosupresif, antitumor, dan
antioksidan (Ma et al., 2007; Choudhary et al., 2010). Sitokin pro-inflamasi
seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1B berperan penting dalam peradangan (Qi, 2016, Liu
et al., 2016).

WA dan WC secara signifikan menghambat produksi nitrit oksida (NO),
INOS, COX-2, prostaglandin E2 (PGE2), dan beberapa sitokin pro-inflamasi,
seperti interleukin-13 (IL-1B), IL-6, dan tumor necrosis factor-a (TNF-a) yang
dipicu oleh LPS pada makrofag RAW?264.7 dengan cara menekan aktivasi
STAT3, translokasi NF-kB p65 dan meningkatkan ekspresi HO-1 (Heme
Oxygenase-1) (Li et al., 2016). Peningkatan ekspresi HO-1 berkontribusi pada
pencegahan respons inflamasi (Kim et al., 2015) dan juga menekan translokasi
NF-kB p65 dan fosforilasi STAT3 sehingga menyebabkan penghambatan pada
pelepasan mediator inflamasi pada tingkat protein dan mRNA (Liu et al., 2016;
Zhang et al., 2016). Ekstrak kasar dan fraksi kloroform Physalis minima pada
dosis 400 mg/kg per oral secara signifikan menunjukkan aktivitas antiinflamasi

pada tikus galur Wistar (Khan et al, 2009).

Gambar 2.1. Physalis minima L. (Shanfari, 2011)
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Gambar 2.2. Struktur Kimia Kandungan Physalis minima L (Chothani, 2012)

2.2 Inflamasi

Inflamasi merupakan usaha tubuh untuk menginaktivasi atau merusak
organisme yang menyerang, menghilangkan zat iritan dan mengatur derajat
perbaikan jaringan. Inflamasi juga dapat diartikan sebagai suatu respons protektif
normal terhadap luka jaringan yang disebabkan oleh trauma fisik, zat kimia
merusak atau zat-zat mikrobiologik. (Mycek et al., 2001). Pada keadaan inflamasi
jaringan di tempat cidera akan merespon rangsangan baik fisik. maupun kimiawi
yang bersifat merusak. Rangsangan ini menyebabkan terjadinya pelepasan

mediator inflamasi seperti histamin, serotonin, bradikinin, prostaglandin, trombin,



TNF-a. dan leukotrin yang dapat menimbulkan reaksi radang (Baratawidjaja,
2002; Katzung, 2002). Mediator-mediator inflamasi tersebut bertanggung jawab
menimbulkan reaksi radang dengan gejala kemerahan (rubor), pembengkakan
(tumor), panas meningkat (calor), nyeri (dolor), dan gangguan  fungsi
(functiolaesa) (Mutschler, 1986; Wilmana & Gans, 2007).
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Gambar 2.3. Gambaran Umum Inflamasi Akut dan Kronik (Benesch, 2014)

2.3 Inflamasi Kronik

Inflamasi dapat dibedakan menjadi dua yaitu akut dan kronik. Inflamasi
akut mempunyai onset dan durasi yang lebih cepat. Inflamasi akut terjadi dengan
durasi waktu beberapa menit sampai beberapa hari. Inflamasi kronik dapat lebih
berbahaya dibanding inflamasi akut dan memiliki durasi yang lebih lama yaitu
dalam hari hingga tahun. Inflamasi kronik ditandai dengan peningkatan jumlah
limfosit dan makrofag yang berhubungan dengan proliferasi vaskular dan fibrosis
(Kumar, 2007). Inflamasi akut dapat berkembang menjadi inflamasi kronik.
Proses terjadinya inflamasi sebenarnya merupakan salah satu mekanisme

pertahanan diri dari tubuh terhadap benda asing, tetapi jika proses ini



berlangsung secara terus menerus (kronis) justru akan merusak jaringan (Docke
et al., 1997; Westendorp et al., 1997; Opal et al., 1996; De Poll et al., 1997).
2.4 TNF-a

TNF adalah salah satu dari sejumlah besar sitokin, yang terlibat dalam
patogenesis gangguan rematik dan inflamasi. Cara TNF bekerja adalah dengan
mengikat reseptor sel dengan afinitas tinggi dan dengan kekhususan tinggi
(Ivashkiv, 2003). TNF-a merupakan pleiotropik yang berarti dapat memiliki efek
yang sangat berbeda pada jenis sel yang berbeda pada waktu yang berbeda
selama evolusi penyakit radang (Carswell et al., 1975). TNF bekerja dengan
mengatur aktivasi, diferensiasi, dan proliferasi sel yang penting dalam penyakit
inflamasi dan juga membantu mengatur kelangsungan hidup sel. Fungsi
tambahan TNF-a tambahan mencakup perannya dalam respon imun terhadap
invasi bakteri, jamur, virus, dan parasit tertentu serta perannya dalam nekrosis
tumor spesifik. TNF-a bertindak sebagai mediator kunci dalam respon imun
inflamasi lokal (Janeway et al., 1999). Lipopolisakarida dari dinding sel bakteri
merupakan stimulus yang sangat potensial untuk sintesis TNF-a (Tracey dan
Cerami, 1994). Induksi reaksi inflamasi menyebabkan terjadinya pelepasan
sitokin-sitokin inflamasi kronik diantaranya, TNF-a, IL-13, IL-6 (Sargowo, 2012; Li
et al., 2016).

TNF-a berperan penting dalam mekanisme patogenesis sejumlah
penyakit inflamasi kronik, seperti artritis reumatoid, penyakit Chron, ankylosing
spondylitis, psoriasis, penyakit kardiovaskular, penyakit ginjal serta penyakit
saluran pernafasan seperti asma bronkial (Bradley, 2008). Produksi TNF-a, IL-

1B, dan IL-6 yang berlebihan dapat menyebabkan inflamasi kronik bahkan
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kematian (Nabilah, 2016; Li et al., 2016). Kadar TNF-a dianalisis dengan metoda
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (Irawati, 2014).
2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-linked immunorobent assay (ELISA) atau nama lainnya enzyme
immunoassay (EIA) merupakan teknik biokimia yang banyak digunakan dibidang
imunologi untuk mendeteksi adanya antibodi atau antigen pada suatu sampel.
Fungsi test ELISA bukan hanya untuk mengetahui keberadaan suatu antibodi
dengan antigen, tetapi juga dapat digunakan untuk mengukur kadar antibodi
dengan menggunakan spektrofotometer (Sino Biological Inc, 2017).

2.6 Terapi Farmakologi

Antiinflamasi merupakan segala sesuatu yang digunakan untuk
mengurangi peradangan, utamanya adalah obat. Mekanisme obat antiinflamasi
terbagi menjadi:

e Antiinflamasi Steroid

Obat antiinflamasi golongan steroid diketahui dapat menghambat

phospholipase A2 dalam sintesis asam arakhidonat, sehingga memiliki

efek antiinflamasi yang poten. Beberapa contoh obat golongan ini yaitu

hidrokortison, prednison, betametason, deksametason (Katzung, 2006),

namun diketahui penggunaan obat-obatan ini dalam jangka waktu yang

lama justru akan mengakibatkan efek samping berupa hipertensi,
osteoporosis, dan hambatan terhadap pertumbuhan. Beberapa sumber
juga menyebutkan bahwa penggunaan steroid jangka panjang dapat
meningkatkan  resiko - terjadinya - kanker, - penyakit - jantung  dan hati
(Drugfree.org, 2017). Disebutkan pula bahwa penggunaan steroid secara

topikal pada beberapa orang menunjukkan efek samping antara lain



dermatitis, diabetes mellitus dan atrofi jaringan (Judarwanto & Dewi,
2012).

Antiinflamasi Non Steroid (AINS)

Mekanisme kerja dari golongan ini adalah menghambat enzim COX
sehingga konversi asam arakhidonat menjadi prostaglandin terganggu.
AINS terbagi menjadi beberapa turunan yaitu turunan asam propionat
(ibuprofen dan ketoprofen), turunan indol (indomethacin), turunan asam
pirolealkanoat (tolmetin), turunan asam fenilasetat (diklofenak), turunan
pirazolon (fenilbutazon), klasfenamat (asam meklofenamat), oksikam
(piroksikam) dan prodrug asam naftilasetat (habumeton) (Katzung, 1998).
Diklofenak adalah turunan asam fenilasetat yang secara kuat dapat
menghambat siklooksigenase dengan efek antiinflamasi, analgesik dan
antipiretik. Obat ini digunakan untuk peradangan kronis seperti artritis
rematoid, osteoartritis serta untuk pengobatan nyeri otot rangka yang akut
(Katzung, 2004). Efek samping dari penghambatan sintesis prostaglandin
pada mukosa lambung dapat menyebabkan terjadinya gangguan
gastrointestinal seperti dyspepsia, mual, dan gastritis. Efek samping
paling serius yaitu pendarahan gastrointestinal (Neal, 2006).

Sitostatika

Metotreksat (MTX) merupakan sitostatika golongan antagonis asam folat
yang kini dijadikan sebagai agen antiinflamasi dan imunosupresan lini
pertama dalam terapi reumatoid artritis (RA) (Kaltsonoudis, 2012).
Kemampuan methotreksat sebagai anti-inflamasi ditunjukkan dengan
adanya gugusan adenine yang dilepaskan dari metotreksat. Mekanisme

kerja metotreksat adalah ketika metotreksat masuk kedalam tubuh maka



akan diserap ke dalam sel. Methotreksat yang terserap kemudian akan
dipecah menjadi adenosine. Dengan  adanya penambahan  jumlah
adenosin melalui ‘pemecahan ~methotreksat maka akan terjadi
peningkatan jumlah adenosin didalam sel. Adenosin merupakan senyawa
endogen yang diproduksi oleh sel dan jaringan yang bertanggungjawab
terhadap stress fisik ataupun yang diakibatkan oleh metabolit, sehingga
adenosine merupakan senyawa endogen yang berperan sebagai agen
anti-inflamasi (Limanto, 2012). Efek samping MTX dosis rendah seperti
yang digunakan dalam pengobatan AR umumnya jarang dijumpai, dapat
timbul berupa kerentanan terhadap infeksi, nausea, vomitus, diare,
stomantis, intoleransi gastrointestinal, gangguan fungsi hati, alopesia,
aspermia atau leukopenia (Daud, 2000).
2.7 Rute Transdermal
Sediaan transdermal merupakan salah satu bentuk sistem penghantaran
obat dengan cara ditempel melalui kulit. Rute penghantaran obat secara
transdermal merupakan rute pilihan alternatif untuk beberapa obat, karena
mempunyai beberapa keuntungan antara lain dapat memberikan efek obat dalam
jangka waktu yang lama, pelepasan obat dengan dosis konstan, cara
penggunaan yang mudah, dan dapat mengurangi frekuensi pemberian obat
(Khan et al., 2009)
Kulit terdiri dari berbagai lapisan. Lapisan paling luar dari kulit, yaitu stratum
korneum, terdiri dari keratin dan dikelilingi oleh lapisan lipid interseluler sehingga
sulit untuk ditembus (Walters, 2004). Agar zat aktif dari sediaan transdermal

dapat masuk ke dalam kulit dan mencapai target kerjanya dengan maksimal,



maka penetrasi zat aktif melalui kulit perlu ditingkatkan (Suwalie, 2017). Bahan
obat yang dapat dihantarkan melalui rute transdermal yaitu (Patel, 2009):
¢ Sifat kelarutan obat rendah dalam air. Obat yang lebih larut lemak akan
lebih mudah melewati stratum korneum.
o Memiliki Log P 1-3: obat yang bersifat terlalu hidrofil ataupun terlalu lipofil
akan sulit untuk mencapai sirkulasi sistemik.
e Bobot molekulnya kurang dari 500 Dalton: bobot molekul obat yang lebih
dari 500 Dalton akan sulit menembus stratum korneum.
2.8 Peningkatan Permeasi Obat
Molekul obat yang kontak dengan permukaan kulit bisa menembus kulit
dengan tiga jalur potensial antara lain (Benson, 2005):
1. Melalui saluran keringat
2. Langsung melintasi stratum korneum
3. Melalui folikel rambut dan kelenjar sebaceous (secara kolektif disebut rute

shunt atau appendageal).

Route of Penetration
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Gambar 2.4. Representasi kulit yang sederhana menunjukkan rute penetrasi: 1. Melalui saluran
keringat; 2. Langsung melintasi stratum korneum; 3. Melalui folikel rambut (Benson,
2005)
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A. Optimasi Sifat Fisikokimia Obat dan Pembawa
Permeasi obat melewati stratum korneum mengikuti hukum pertama Fick

(Benson, 2005):

dm _ . _DC,P
dt h

Berdasarkan hukum pertama Fick diketahui bahwa flux obat dipengaruhi
oleh koefisien difusi (D) obat pada stratum korneum, ketebalan
membrane (h), koefisien partisi (P) antara stratum korneum dan pembawa
serta konsentrasi obat (Cy). Molekul yang memiliki koefisien partisi
intermediate yaitu 10g Pocanomater 1 — 3 Menunjukkan kelarutan yang
cukup pada bagian lipid dari stratum korneum sehingga dapat berdifusi
pada lapisan ini sedangkan sifat hidrofiliknya akan membuat molekul obat
dapat berpartisi pada lapisan lain dari epidermis. Permeabilitas optimal
suatu obat diketahui berhubungan dengan ukuran molekul (Potts, 1992) ,
idealnya ukuran molekul yang kurang dari 500 kDa (Bos, 2000). Ukuran
molekul dapat mempengaruhi koefisien difusi dan menurunkan titik leleh
sehingga mempengaruhi kelarutan (Benson, 2005). Berikut ini merupakan
beberapa usaha untuk meningkatkan permeasi (Benson, 2005):
1. Prodrug dan Pasangan lon
Prinsip peningkatan permeasi melalui teknik prodrug adalah
dengan promoiety. Promoiety merupakan desain obat yang dibuat
melalui suatu  pertalian bahan kimia yang labil dengan molekul.
Promoeity digunakan untuk mengubah sifat fisika obat sehingga dapat
meningkatkan kelarutan obat dalam air atau lemak atau memberikan

penghantaran langsung pada stratum korneum. Setelah mencapai
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epidermis, gugus esterase akan dilepaskan melalui proses hidrolisis
sehingga obat  akan larut pada bagian epidermis yang  hidrofil
(Benson, 2005). Prinsip teknik pasangan ion adalah penambahan ion
dengan muatan yang berbeda dari obat sehingga antara obat yang
bermuatan dengan ion yang ditambahkan akan berpasangan dan
membentuk molekul yang netral. Molekul yang netral akan lebih
mudah permeasi melalui stratum korneum. Pasangan ion tersebut
kemudian akan terdisosiasi pada bagian epidermis yang hidrofil
sehingga obat kembali bermuatan dan dapat berdifusi pada lapisan
epidermal dan dermal (Benson, 2005).

Potensi Kimia Obat dalam Pembawa Larutan Jenuh dan
Supersaturasi Tingkat penetrasi kulit maksimal diperoleh saat obat
berada pada aktivitas termodinamika tertingginya seperti pada
larutan lewat jenuh atau supersaturasi (Benson, 2005).

Sistem Eutektik

Titik leleh suatu obat berhubungan dengan kelarutannya. Semakin
rendah titik lelehnya maka semakin mudah obat tersebut untuk larut
dalam pelarut tertentu termasuk lipid pada kulit. Titik leleh suatu obat
dapat diturunkan dengan menggunakan teknik eutektik yaitu suatu
teknik dengan menambahkan bahan lain sehingga terbentuk
campuran yang titik lelehnya lebih rendah daripada titik leleh masing-
masing komponen (Benson, 2005).

Pembentukan Kompleks

Pembentukan kompleks antara obat dengan siklodekstrin telah

banyak digunakan untuk meningkatkan kelarutan dan stabilitas obat.
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Siklodekstrin mengandung 6,7 atau 8 molekul dekstrosa (a-, B-, y-
siklodekstrin) yang terikat pada konfigurasi 1,4 dan membentuk cincin
dalam berbagai diameter). Bagian luar dari cincin tersebut bersifat
hidrofilik sedangkan bagian dalamnya bersifat lipofilik sehingga
molekul organik dalam ukuran tertentu dapat membentuk kompleks
inklusi - nonkovalen dengan siklodekstrin. Kompleks ini = dapat
meningkatkan  kelarutan  ataupun stabilitasnya. = Siklodekstrin
merupakan molekul besar dengan berat molekul lebih dari 1000 Da,
hal ini menyebabkan kompleks diperkirakan tidak akan dapat
permeasi ke kulit secara langsung. Beberapa studi menyebutkan
bahwa kompleks dengan siklodekstrin terbukti dapat meningkatkan
sekaligus menurunkan penetrasi ke kulit. Pada penelitian yang
dilakukan oleh Loftsson dan Mason menunjukkan efek penetrasi pada
kulit dipengaruhi oleh konsentrasi siklodekstrin. Semakin besar
konsentrasi siklodekstrin maka akan secara langsung mengurangi
fluks obat yang berpenetrasi (Benson, 2005).

Liposom dan Vesikel

Salah satu keterbatasan penghantaran obat melalui rute transdermal
yaitu obat harus memiliki sifat fisikokimia yang tepat untuk dapat
menembus stratum korneum dan mencapai sirkulasi sistemik. Obat
harus bersifat - hidrofil maupun- lipofil. sehingga dilakukan modifikasi
karakter obat dengan menggunakan suatu pembawa yang bersifat
ampifilik seperti liposom, transfersom, etosom, atau niosom. Bahan
obat yang bersifat hidrofilik akan disimpan pada bagian hidrofilik dan

juga sebaliknya (Kwatra, 2012).
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6. Nanopartikel Lipid Padat
SLN telah banyak  digunakan untuk meningkatkan permeasi
sunscreen, vitamin A, vitamin E, triptolid dan ' glukokortikoid.
Peningkatan permeasi ini disebabkan karena adanya peningkatan
hidrasi kulit akibat efek oklusif dari lapisan film SLN pada permukaan
kulit (Benson, 2005).
A. Modifikasi Stratum Korneum
Mekanisme suatu bahan kimia memodifikasi kondisi stratum korneum untuk
meningkatkan penetrasi suatu obat disebut dengan teori lipid-protein
partitioning (LPP) yaitu (Benson, 2005):
e Disrupsi struktur lapisan lipid bilayer interselular
¢ Interaksi dengan protein intraselular stratum korneum
e Perbaikan partisi obat, coenhancer atau kosolven dalam stratum
korneum
Beberapa teknik yang dapat digunakan untuk memodifikasi kondisi
stratum korneum antara lain:
1) Hidrasi
Penggunaan air merupakan metode yang paling aman dan
banyak digunakan untuk meningkatkan penetrasi obat yang
bersifat hidrofilik maupun lipofilik. Adanya penambahan jumlah air
pada stratum korneum dapat mengubah kelarutan obat sehingga
menyebabkan partisi obat dari pembawa ke membran. Proses
hidrasi pada kulit akan menyebabkan struktur ~dari stratum
korneum menjadi mengembang dan terbuka dengan demikian

obat akan lebih mudah untuk berpenetrasi. Hidrasi kulit dapat



14

ditingkatkan dengan dua cara yaitu dengan menggunakan formula
yang bersifat oklusif atau dengan menggunakan formula sediaan
yang mengandung banyak air seperti krim minyak dalam air

ataupun gel sehingga kulit menjadi terhidrasi (Benson, 2005).

2) Disrupsi Lipid

3)

4)

Beberapa bahan kimia yang berfungsi sebagai peningkat
penetrasi seperti alcohol, terpen, asam lemak, DMSO, dan azon
dapat meningkatkan penetrasi dengan merusak struktur lipid pada
stratum korneum. Koefisien difusi obat akan meningkat saat
molekul enhancer membentuk rongga mikro di lapisan ganda lipid
sehingga meningkatkan volume fraksi. Pada beberapa kasus,
enhancer berpentrasi ke dalam dan bercampur secara homogen
dengan lipid. Sedangkan untuk asam oleat dan terpen pada
konsentrasi yang tinggi akan masuk ke dalam lipid dan
membentuk pori sehingga mengurangi resistensi untuk molekul
polar (Benson, 2005).

Interaksi dengan Keratin

Selain bekerja pada bagian lipid stratum korneum, DMSO,
desilmetilsulfoksid, urea dan surfaktan, juga berinteraksi dengan
keratin pada korneosit. Interaksi ini menyebabkan disrupsi
korneosit - sehingga dapat meningkatkan koefisien difusi. dan
meningkatkan permeabilitas (Benson, 2005).

Meningkatkan Partisi dan Kelarutan pada Stratum Korneum
Beberapa pelarut seperti etanol, propilenglikol dan N-metil pirolidin

dapat meningkatkan partisi obat dan kelarutannya dalam stratum
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korneum. Etanol adalah kosolven yang pertama digunakan dalam
sistem sediaan transdermal. Hal ini disebabkan karena etanol
merupakan suatu pelarut yang mampu menggeser parameter
kelarutan kulit (8) mendekati nilai parameter kelarutan bahan obat
sehingga ' kelarutan obat pada stratum ‘korneum ~meningkat

(Benson, 2005).

‘ Skin Permeation Enhancement/Optimisation Techniques

rDmyV chicle based—l ’ Stratum corneum modificationl

¥ \
Drug selection Hydration
Prodrugs & Ion-pairs Lipid fluidisation
Drug - vehicle interactions Bypass/removal
Chemical potential of drug Electrical methods
Eutectic systems
Complexes
Liposomes

Vesicles and particles

Gambar 2.5. Teknik untuk Mengoptimalkan Permeasi Obat di Kulit (Benson,

2005)

2.9 Liposom

Liposom merupakan salah satu modifikasi karakter obat menggunakan
suatu pembawa yang bersifat ampifilik yang dapat membawa obat hidrofilik
ataupun _hidrofobik. Liposom berbentuk vesikel yang dindingnya tersusun atas
molekul lipid (konstituen utamanya adalah fosfolipid) lapis ganda yang
membungkus kompartemen cairan didalamnya (Jufri, 2004; Hamada, 2002).
Fosfolipid merupakan molekul yang memiliki kepala dan ekor. Bagian kepala
merupakan bagian yang bersifat hidrofilik atau menarik air. Sedangkan bagian
ekor merupakan bagian yang menolak air karena terbuat dari hidrokarbon. Saat
membrane forfolipid terdispersi kedalam media cair, mereka dapat menyusun

ulang dirinya sendiri menjadi partikel yang lebih kecil bentuk bulat yang
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didalamnya terdapat droplet cairan dengan membran lapis ganda atau lapis
tunggal. Inilah yang disebut sebagai liposom (Hamada, 2002).

Liposom digunakan sebagai karier non toksik untuk alat diagnostik dan
pembawa obat biokompatibel untuk meningkatkan potensi dan mengurangi
toksisitas teurapeutik (Jufri, 2004). Liposom dapat dibuat dari bahan alami yang
berupa turunan alami fosfolipid yang dicampur dengan rantai lemak (misalkan
fosfatidilkolin) dengan cara didispersikan. Karena terbuat dari bahan alami, maka
membran yang terbentuk menyerupai lipid membrane sel dan bersifat
biokompatibel (biodegradasi, non toksik, dan tidak memicu respon imun)
(Sjahbanar, 2000). Dalam fungsinya sebagai pengantar obat, selain
meningkatkan efektivitas kerja obat dan biokompatibel, liposom juga melindungi
jaringan sehat dari pengaruh obat toksik. Kelebihan inilah yang membuat liposom
dijadikan pilihan yang aman dan efektif dalam pemanfaatan pada dunia medis
(Darijanto, 2005).

2.10 Patch

Patch transdermal merupakan bentuk sediaan yang menghantarkan obat
melalui kulit dengan mengendalikan pelepasan obat untuk pasien. Secara umum
sedian transdermal terbagi menjadi 2 macam sistem, yaitu sistem matrik dan
sistem reservoir. Sistem matrik tersusun atas backing layer, campuran obat dan
polimer, dan adhesive layer. Sedangkan dalam sistem reservoir tersusun atas
backing layer, adhesive layer, larutan obat, dan control rate. Pada sistem matrik
lapisan patch lebih sedikit dibandingkan dengan sistem reservoir, karena apabila
dalam sistem reservoir perlu adanya control rate untuk mengatur pelepasan obat.
Sedangkan pada sistem matrik hanya bahan obat dicampur dengan polimer yang

hidrofilik atau lipofilik kemudian diberi adhesive layer dan patch bisa dicetak.
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Keuntungan dari sistem matrik adalah dapat mengatur pelepasan bahan aktif
obat dari sediaan patch (Kandavili, 2002).

2.11 Monografi Bahan Sediaan Patch Ekstrak Ciplukan (Physalis minima L)
2.11.1 Ciplukan (Physalis minima L)

Secara umum kandungan yang terdapat pada akar, daun, dan batang
ciplukan adalah withanone, sitosterol, stigmasterol, withaferin A, withanolide,
withanolide A, physalin, physalin A, physalin B, physalin C, physalin D, physalin |,
physalin L, physalindicanols, physalinicanol A withametelins, withangulatins,
vitasteroid, phygrine, withaphysalin A, withaphysalin B, withaphysalin C,
withaphysalin D, dan withaphysalin E. Aktivitas farmakologi yang disebutkan dari
beberapa hasil studi meliputi antiinflamasi, analgesic dan antipiretik, antiulser,
antimalarial, antigonorrhea, antibakteri, antifertilitas dan sitotoksik (Chothani,
2012).

Withaphysalin A (WA) dan 2, 3-dihydrowithaphysalin C (WC) merupakan
dua jenis senyawa utama dari withanolide, yang diperoleh dari fraksi antiinflamasi
P. minima (Li et al., 2016). Withanolide merupakan kelompok dari oxygenated
C28 ergostanetype steroidal lactones yang sebagian besar terdapat pada genus
Physalis (Alali et al., 2014; Barthel et al., 2016). Withanolide memiliki aktivitas
biologis seperti aktivitas sitotoksik, anti-inflamasi, imunosupresif, antitumor, dan
antifidan (Ma et al., 2007; Choudhary et al., 2010). Sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-q, IL-6, dan IL-13 berperan penting dalam peradangan (Qi, 2016, Liu et al.,
2016). WA dan WC secara signifikan - menghambat produksi nitrit oksida (NO),
iINOS, COX-2, prostaglandin E2 (PGEZ2), dan beberapa sitokin pro-inflamasi,
seperti interleukin-1B (IL-1B), IL-6, dan tumor necrosis factor-a (TNF-a) yang

dipicu oleh LPS pada makrofag RAWZ264.7 dengan cara menekan aktivasi
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STAT3, translokasi NF-kB p65 dan meningkatkan ekspresi  HO-1 (Heme

Oxygenase-1) (Li et al., 2016). Peningkatan ekspresi HO-1 berkontribusi pada

pencegahan respons inflamasi (Kim et al., 2015) dan juga menekan translokasi

NF-kB p65 dan fosforilasi STAT3 sehingga menyebabkan penghambatan pada

pelepasan mediator inflamasi pada tingkat protein dan mRNA (Liu et al., 2016;

Zhang et al., 2016). Ekstrak kasar dan fraksi kloroform Physalis minima pada

dosis 400 mg/kg per oral secara signifikan menunjukkan aktivitas antiinflamasi

pada tikus galur Wistar (Khan et al, 2009).

2.11.2 Lesitin (Rowe et al., 2009)

Nama Kimia

Pemerian

O

CH;~0—C —R'

o

CH—O—C—R*

a7

I
CHy= O —— P —=0CH;GH,N" {CHy);

0
Gambar 2.6. Rumus Struktur Kimia Lesitin

Lecithin

Lesitin memiliki bentuk fisik beragam, mulai dari
semilikuid kental hingga serbuk, ‘hal tersebut
didasarkan pada kandungan asam lemak bebas di
dalamnya. Warnanya juga bervariasi  mulai dari
coklat hingga kuning terang, berdasarkan pada
tingkat kemurniannya. Lesitin praktis tidak berbau
dan merupakan turunan dari sumber alami, serupa

dengan minyak kedelai.
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Lesitin larut dalam hidrokarbon alifatik dan aromatik,
hidrokarbon halogenasi, minyak mineral, dan asam
lemak. Lesitin praktis tidak larut dalam minyak hewan
dan sayuran dingin , pelarut polar, dan air. Ketika
dicampur dengan air, lesitin hidrat akan membentuk

emulsi.

Sebagai emollient, emulsifying agent, solubilizing
agent, pada liposom berfungsi mengenkapsulasi
substansi obat dan merupakan sistem penghantaran

obat potensial.

0,97 g/cm3 pada lesitin likuid; 0,5 g/cm3 pada lesitin

serbuk.

Lesitin terdekomposisi pada pH ekstrim dan bersifat
higroskopis. Ketika dipanaskan lesitin teroksidasi,
menjadi lebih gelap, dan terdekomposisi. Temperatur
160-1800C dapat menyebabkan degradasi dalam

waktu 24 jam.

Inkompatibel dengan esterase yang menyebabkan

hidrolisis.

Lesitin cair atau waxy harus disimpan pada suhu
ruang -atau lebih; suhu di bawah 100C ' dapat
menyebabkan pemisahan. Lesitin disimpan dalam

wadah yang tertutup rapat dan terindungi dari cahaya
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serta oksidasi.

2.11.3 Akuades (Rowe et al., 2009)

H

O

presion Uil

Gambar 2.7. Rumus Struktur Kimia Aquades

Nama Kimia

Sinonim

Rumus Molekul

Berat Molekul

Pemerian

Fungsi

Titik Didih

Titik Leleh

Stabilitas

Inkompatibilitas

Water

Aqua; aqua purificata; hidrogen oksida

H,O

18,02

Cairan jernih, tidak berbau, tidak berwarna, dan tidak

berasa.

Digunakan secara luas sebagai raw material, pelarut,

pembuatan produk farmasi, dan reagen analitik.

100°C

Qo

Air secara kimia stabil baik dalam bentuk es, cairan,

dan uap air.

Air dapat bereaksi dengan obat dan eksipien lainnya

yang mudah mengalami hidrolisis = (terdekomposisi



Wadah dan

Penyimpanan
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dengan adanya air atau kelembapan) pada suhu
lingkungan dan suhu tinggi. Air dapat bereaksi
dengan logam alkali dan logam alkalin serta
oksidanya, seperti kalsium oksida dan magnesium

oksida.

Sistem  penyimpanan  dan  distribusi  harus
memastikan bahwa air terlindungi dari kontaminasi
ionik dan organik, dimana dapat menyebabkan
meningkatnya konduktivitas dan total karbon organik.
Selain itu, juga harus terlindungi dari partikel asing
dan mikroorganisme sehingga dapat mencegah atau
meminimalkan tumbuhnya mikroba. Air dengan
tujuan penggunaan khusus harus disimpan dalam

wadah yang sesuai.

2.11.4 HPMC (Hidroksipropil metilselulosa) (Rowe et al., 2009)

Nama Kimia

Sinonim

where R s H, CHs, or CHsCH{OH)CH

Gambar 2.8. Rumus Struktur Kimia HPMC

Cellulose hydoxypropyl methyl

MHPC; HPMC; hypromellosum; Methocel; Metolose;
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Pharmacoat.

Serbuk granul tidak berbau dan tidak berasa,

berwarna putih atau krem berserat.

Dapat larut dalam air dingin, membentuk larutan
koloid kental; praktis tidak larut dalam air panas,
kloroform, etanol (95%), dan eter, namun larut dalam
campuran air dan alkohol,  metanol ' dan

diklorometana, serta etanol dan diklorometana.

Sebagai bahan bioadesif, agen pelepasan terkontrol;
stabilizer emulsi; pembentuk film; agen yang

meningkatkan viskositas.

5-8 untuk 2% w/w larutan aqueous
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Kering (berwarna coklat) pada suhu 190-200°C;

hangus pada suhu 225-230°C.

HPMC merupakan bahan yang stabil, meskipun
higroskopis = setelah proses pengeringan. Larutan

stabil pada pH 3-11.

Inkompatibel dengan beberapa agen oksidasi

Serbuk HPMC disimpan di wadah yang tertutup rapat

pada tempat yang sejuk dan kering.

2.11.5 Etanol (Rowe et al., 2009)

Nama Kimia

Sinonim

Rumus Molekul

Berat Molekul

Pemerian

H /o —H
Ha™
LA ;
/ "H
H H

Gambar 2.9. Rumus Struktur Kimia Etanol

Etil alkohol

Etil alkohol

C,HsOH

46,0414

Cairan tidak berwarna, berbau alkohol dan berbau

menyenangkan.



Kelarutan

Fungsi

Titik Didih

Titik Leleh

Stabilitas

Inkompatibilitas

Wadah dan

Penyimpanan

24

Larut dalam air, eter, aseton, kloroform, minyak atau

lemak, metanol, dan asam:.

Pelarut

780C

-1150C

Bersifat higroskopis secara kimia, stabil di bawah

temperatur normal.

Inkompatibel dengan agen oksidasi kuat, asam,
logam alkali, amonia, peroksida, natrium, asam
anhidrat, kalsium hipoklorit, kromil klorida, asam

permanganat, dan kalium dioksida.

Dijauhkan dari pemanasan, cahaya, dan api.
Disimpan dalam wadah tertutup rapat pada tempat
yang sejuk, kering, dan area ventilasi yang baik, tidak
boleh disimpan berdekatan dengan perklorat,

peroksida, asam kromat atau asam nitrat.

2.11.6 Kitosan (Rowe et al., 2009)

NHR

R = H or COCH,

Gambar 2.10. Rumus Struktur Kimia Kitosan
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Poly-B-(1,4)-2-Amino-2-deoxy-D-glucose

2-Amino-2-deoxy-(1,4)-B-D-glucopyranan; chitosani
hydrochloridum; deacetylated chitin; deacetylchitin;
B-1,4-poly-D-glucosamine; poly-D-glucosamine; poly-

(1,4-B-D-glucopyranosamine)

Serbuk berwarna putih dan tidak berbau

Sedikit larut dalam air; praktis tidak larut dalam
etanol (95%), pelarut organik lainnya, dan pelarut

alkali pada pH di atas 6,5.

Agen pembentuk film, mukoadesif, meningkatkan

viskositas, dan disintegran.

4-6 untuk 1% w/v larutan

Serbuk kitosan merupakan bahan stabil pada suhu

ruang, bersifat  higroskopis setelah proses

pengeringan.

Inkompatibel dengan agen oksidasi kuat

Kitosan disimpan dalam wadah tertutup rapat pada

tempat yang sejuk dan kering. PhEur 6.5

menetapkan bahwa kitosan harus. disimpan pada

suhu 2-80C.
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2.11.7 Asam Asetat (Rowe et al., 2009)

(0]

K

H1C OH

Gambar 2.11. Rumus Struktur Kimia Asam Asetat

Nama Kimia

Sinonim

Pemerian

Kelarutan

Fungsi

Titik didih

Titik Leleh

Stabilitas

Inkompatibilitas

Wadah dan

Penyimpanan

Asam etanolat

asam asetat glasial; E260; asam etanolat; asam

vinegar; methane carboxylic acid.

Asam asetat glasial merupakan larutan jernih, tidak

berwarna, dan volatil dengan bau yang tajam

Dapat bercampur dengan etanol, eter, gliserin, air,

dan minyak volatil.

Acidifying agent

118°C

170C

Asam asetat bereaksi dengan substansi alkalin.

Asam asetat disimpan dalam wadah tertutup rapat

pada tempat yang sejuk dan kering.
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2.11.8 Propilen Glikol (Rowe et al., 2009)

Nama Kimia

Sinonim

Pemerian

Kelarutan

Fungsi

Titik didih

Titik Leleh

Stabilitas

OH

OH

HsC

Gambar 2.12. Rumus Struktur Kimia Propilen Glikol

1,2-Propanediol; (-)-1,2-Propanediol; (+)-1,2-

Propanediol

metil etilen glikol; metil glikol; propilenglikolum; 1,2-

Dihidroksipropana; 2-hidroksipropanol.

Cairan jernih, tidak berwarna, kental, praktis tidak

berbau, rasanya manis dan tajam seperti gliserin.

Dapat bercampur dengan aseton, kloroform, etanol
(95%), gliserin, dan air; larut pada 1 dalam 6 bagian
eter; tidak bercampur dengan minyak mineral, namun

dapat melarutkan beberapa minyak esensial.

Plasticizer dalam formulasi salut film; Pengawet

antimikroba, pelarut, agen penstabil.

1880C

-590C

Bersifat higroskopis. Propilen glikol stabil dalam

wadah tertutup rapat pada suhu sejuk, namun pada
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suhu tinggi dapat menyebabkan terjadinya oksidasi.
Propilen glikol secara kimia stabil ketika bercampur

dengan etanol (95%), gliserin, atau air.

Inkompatibel dengan reagen oksidasi seperti kalium

permanganat.

Disimpan dalam wadah tertutup rapat, terlindung dari

cahaya pada tempat yang sejuk dan kering.

2.11.9 Gliserin (Rowe et al., 2009)

oOH

Gambar 2.13. Rumus Struktur Kimia Gliserin

Nama Kimia

Sinonim

Pemerian

Kelarutan

Fungsi

Propane-1,2,3-triol

Croderol; gliserol; gliserin; gliserolum; ' 1,2,3-

propanatriol; trinidroksipropana gliserol.

Cairan jernih, kental, tidak berbau, higroskopis, dan
memiliki rasa manis 0,6 kali lebih manis daripada

sukrosa.

Larut dalam etanol (95%) dan air; praktis tidak larut
dalam minyak, benzena, dan kloroform; serta sukar

larut dalam aseton.

Emollient, humektan, pelarut, plasticizer, kosolven,
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dan pengawet antimikroba.

2900C (dengan dekomposisi)

17,80C

Gliserin bersifat higroskopis. Gliserin murni tidak
mudah teroksidasi oleh udara di bawah kondisi
penyimpanan biasa, namun dapat terdekomposisi
pada pemanasan dengan evolusi akrolein toksik.
Campuran gliserin dengan air, etanol (95%) dan

propilen glikol secara kimia stabil.

Kontaminan besi pada gliserin responsibel menjadi
berwarna gelap dalam campuran yang mengandung
fenol, salisilat, dan tanin. Gliserin membentuk
kompleks asam borat dan asam gliseroborat, dimana
merupakan asam yang lebih kuat dibanding asam

borat.

Disimpan pada wadah kedap udara, tempat yang

sejuk dan kering.

2.12 Complete Freund’s Adjuvant (CFA)

Complete  Freund’s Adjuvant (CFA) merupakan emulsi air-dalam-minyak

mengandung mikobakteri yang telah dibunuh dengan pemanasan (heat-killed),

atau komponen dinding sel mikobakteria, efektif dalam menginduksi respon

antibody selular dan humoral. CFA dapat menyebabkan inflamasi lokal dan

reaksi granuloma pada tempat injeksi, inflamasi kronik, luka pada kulit, abses
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lokal atau kerusakan jaringan, difusi granuloma sistemik akibat migrasi emulsi
minyak dan arthritis akibat adjuvant. Formulasi CFA yang tersedia secara
komersial mencapai 0,5 mg/ml mikobakteria dan telah sukses digunakan dalam
model arthritis pada tikus sebagai hewan uji, konsentrasi < 0,1 mg/ml
direkomendasikan untuk meminimalisasi inflamasi dan nekrosis  akibat

konsentrasi yang tinggi (Guidelines for the Research Use of Adjuvants, 2005).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Inflamasi

Inflamasi Akut

_________ | |
Ekstrak Physalis minima Linn
VAR 2N
Rute Oral Rute Topikal L Dendrimer
””””””” Jg —>! Patch
i & o ' .| Nanopartikel
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Keterangan:
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3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan latar belakang, tinjauan pustaka, dan kerangka konsep diatas maka
dapat dirumuskan hipotesis penelitian sebagai berikut :

1. Ekstrak daun dan tangkai ciplukan (Physalis minima L.) yang diformulasi
dalam sediaan patch liposom memiliki efek untuk menurunkan ekspresi
TNF-a dan diameter pada model tikus inflamasi kronik dengan metode
adjuvant induced arthritis

2. Dosis ekstrak ciplukan (Physalis minima L.) 600 mg/kgBB tikus dalam
sediaan patch yang diberikan melalui rute transdermal dapat menurunkan
ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi

kronik.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental laboratorium

secara in-vivo dengan rancangan eksperimen sebenarnya (True Experimental

Design) jenis pre & post-test control group design.

4.2 Populasi dan Sampel

Populasi pada penelitian ini digunakan hewan coba tikus putih (Rattus

norvergicus) strain Wistar. Jenis hewan coba yang digunakan sebagai sampel

penelitian adalah hewan coba yang memiliki kriteria sebagai berikut:

Kriteria inklusi :

Tikus putih Rattus norvergicus strain Wistar
Berbadan sehat

Jenis kelamin jantan

Usia 8-12 minggu

Berat badan antara 200-350 gram

Gerak aktif dan lincah

Tidak memiliki kecacatan

Kriteria eksklusi :

Tikus yang sebelumnya pernah menjadi subjek penelitian

Tikus dengan arthritis sebelum dilakukan induksi artritis

Tikus yang mengalami infeksi  sebelum  perlakuan ditandai dengan
pembengkakan pada nodus limfe, adanya luka, dan timbul kemerahan

pada daerah luka.

38
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Penentuan kriteria-kriteria tersebut ditetapkan berdasarkan:

1. Secara anatomis dan fisiologi tikus Rattus norvegicus strain: Wistar
memiliki sistem imunologi yang mirip dengan manusia.

2. Berbadan sehat karena apabila tikus yang digunakan sedang sakit maka
pemeriksaan TNF-a akan menjadi bias.

3. Tikus yang digunakan berjenis kelamin jantan agar tidak terganggu oleh
adanya pengaruh hormon.

Subjek penelitian ini adalah tikus (Rattus norvegicus) strain Wistar.
Penelitian ini menggunakan 6 kelompok inflamasi kronik yang dibagi menjadi
3 kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Jumlah masing-masing
kelompok dihitung menggunakan rumus Federer (Federer, 1995):

(t-1) (r-1) =215

(6-1) (r-1) 2 15

5r-5215

5r=20 r=4

Keterangan:

t : Jumlah perlakuan

r : Jumlah tiap kelompok

Berdasarkan hasil perhitungan didapatkan bahwa jumlah tiap kelompok

minimal adalah 4 untuk masing-masing kelompok. Pada penelitian ini

digunakan 5 tikus untuk masing-masing kelompok sehingga jumlah total
tikus yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah 30 tikus. Pembagian

kelompok dari 30 tikus dilakukan secara acak ke dalam 6 kelompok:.
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4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel bebas
Variabel bebas penelitian ini ‘adalah sediaan patch liposom ekstrak
Physalis minima L dalam berbagai dosis.
4.3.2 Variabel terikat
Variabel terikat penelitian ini adalah Ekspresi TNF-a dan diameter sendi
kaki kanan tikus.
4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Universitas Brawijaya yaitu Laboratorium
Farmasi, dan Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Penelitian berlangsung antara bulan November 2017 hingga
Desember 2017.
4.5 Bahan dan Alat / Instrumen Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak Physalis minima
L. (UPT Materia Medica Batu), propilen glikol, gliserin (PT. Brataco Chemika),
hidroksipropil metilselulosa (Sinnebord Rafine Product), etanol 70% (PT. Brataco
Chemika), asam asetat (PT. Brataco Chemika), lesitin kedelai (Fischer Scientific),
akuades (Hydrobatt), kitosan (Bio Chitosan Corp Asia), tikus wistar jantan, pakan
dan minum tikus, Complete Freund’s Adjuvant 0,1% (Sigma-Aldrich), natrium
diklofenak (CV. Cipta Anugrah), TNF-a ELISA Kit with Pre-coated Plates
(LEGEND MAX™ Rat).
Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik (Mettler
Toledo), magnetic - stirrer (Arec  Velp Scientific), stirring hotplate (Fisher
Scientific), sonikator (SONICA), refrigerator, ultraturrax (IKA), jangka sorong

digital, vortex (QLS MX-2500), centrifuge (Gyrozen 1730R), ELISA Reader
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(ZENIX-320 Microplate Reader), micropippet multichannel (Gilson), shaker-mixer

(WINA Instruments Type 207), spuit: 1. ml, spuit 10 ml, kandang kawat yang

dilengkapi dengan bak plastik, tempat makanan dan tempat minuman.

4.6 Definisi Istilah / Operasional

1.

Physalis minima L. atau yang lebih dikenal dengan tanaman ciplukan
merupakan tanaman obat penting yang secara tradisional digunakan
sebagai obat herbal di China dan India untuk pengobatan inflamasi.
Kandungan ekstrak Physalis minima L. diketahui berpengaruh dalam
menurunkan respon inflamasi.

Liposom merupakan suatu vesikel berair yang dikelilingi oleh membran
lipid ganda unilamelar atau multilamelar, terbentuk secara spontan ketika
forfolipid dihidrasi dengan sejumlah air. Dalam penelitian ini liposom
dibuat dengan menggunakan lesitin.

Complete Freund’s Adjuvant merupakan agen yang mengandung bakteri
heat-killed Mycobacterium tuberculosis yang disuspensikan dalam minyak
mineral. CFA yang digunakan diperoleh dari Sigma-Aldrich dengan nomor
produk F5881-10ML.

Parameter Inflamasi yang diamati pada penelitian ini adalah ekspresi
TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik.
Ekspresi TNF-a dalam penelitian ini merupakan hasil kuantifikasi
menggunakan LEGEND MAX™ Rat TNF-a ELISA Kit with Pre-coated
Plates dengan nomor Lot B233166.

Patch merupakan bentuk sediaan yang menghantarkan obat melewati

kulit dengan kecepatan yang dapat dikontrol. Patch dalam penelitian ini
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dibuat dengan menggunakan liposom ekstrak, chitosan, HPMC, gliserol,
propilen glikol, asam asetat glasial dan larutan air : etanol.

Diameter sendi kaki diukur menggunakan jangka sorong digital dengan
satuan milimeter untuk mengukur perkembangan inflamasi yang terjadi.
Pengukuran dilakukan dengan mengambil diameter terbesar pada daerah

sendi kaki tikus.



4.7 Skema Kerja

Ekstrak Ciplukan
(Physalis minima Linn)

Pembuatan Liposom

Pembuatan Patch
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Diklofenak
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Gel Na
Diklofenak
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Pengujian Antiinflamasi

Tikus model inflamasi kronik
diinduksi 0.25 ml CFA 0.1%

Evaluasi Diameter Sendi

Evaluasi Ekspresi TNF-a

Interpretasi Hasil
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4.8 Prosedur Penelitian/ Pengumpulan Data
4.8.1 Pembuatan dan Analisis Kandungan: Ekstrak Daun dan Tangkai
Physalis minima

Simplisia daun dan tangkai Physalis minima diperoleh dari UPT Materia
Medica Kota Batu, Jawa Timur. Proses identifikasi dan verifikasi dilakukan oleh
UPT Materia Medica Kota Batu, Jawa Timur. Simplisia daun dan tangkai Physalis
minima dikeringkan dan ditimbang sejumlah 200 gram dan dimasukkan ke dalam
thimble extractor. Kemudian thimble extractor dipasang dalam kolom tempat
bahan. Dimasukkan 2 L etanol 95%. Air pendingin dijalankan, pemanas listrik
dihidupkan dan ekstraksi secara soxhletasi dimulai. Dibutuhkan waktu 8 jam
untuk proses ekstraksi. Ekstraksi diakhiri jika warna ekstrak yang nampak pada
sifon berhenti berubah. Setelah ekstraksi soxhlet berakhir, labu penampung
berisi ekstrak dilepas, dan ekstrak diuapkan dengan rotary evaporator selama 1
jam sehingga diperoleh ekstrak sebanyak 118 ml (UPT Materia Medika Batu,
2016).
4.8.2 Pembuatan liposom ekstrak Physalis minima L

Pembuatan liposom ekstrak ciplukan menggunakan metode hidrasi lapis
tipis. Ekstrak Physalis minima L diperoleh dari materia medika, Batu. Ekstrak
dicampurkan dengan lesitin sesuai dengan perbandingan yang telah ditetapkan
yaitu 1:2 menggunakan aquades sebagai pelarutnya. Pengadukan memakai
magnetic stirrer selama 40 menit dengan kecepatan 700 rpm. Kemudian diaduk
menggunakan ultraturrax selama 30 menit dengan kecepatan 15000 rpm untuk
memperkecil dan menghomogenkan campuran  ekstrak dan lesitin. Tahap

terakhir yaitu sonikasi selama 30 menit untuk memperoleh ukuran dibawah 100
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mikrometer (Dwiastuti, 2016). Dilakukan formulasi liposom dengan perbandingan

jumlah lesithin dan ekstrak seperti dalam tabel 4.1.

Tabel 4.1. Perbandingan Jumlah Komponen Pembentuk Liposom Ekstrak Physalis minima L.

RASIO (mg)
Lesithin : Ekstrak

100 :50

4.8.3 Pembuatan Patch Liposom Ekstrak Physalis minima L.

Pembuatan patch liposom ekstrak Physalis minima L dilakukan dengan
menggunakan kombinasi chitosan dan HPMC sebagai polimer yang berfungsi
dalam mengontrol laju pelepasan obat serta gliserol sebagai plasticizer. Tahap
awal pembuatan patch dilakukan dengan mencampurkan 1 gram chitosan dalam
30 ml larutan asam asetat glasial 1% kemudian diaduk menggunakan magnetic
stirrer dengan kecepatan 350 rpm selama 13 menit. Kemudian larutan air : etanol
(4 : 1) ditambahkan kedalam 1 gram HPMC lalu diaduk dengan menggunakan
magnetic stirrer dengan kecepatan 300 rpm selama 2 menit. Selanjutnya larutan
HPMC ditambahkan kedalam larutan chitosan dan diaduk menggunakan
magnetic stirrer dengan kecepatan 350 rpm selama 3 menit. Setelah itu
ditambahkan 3 gram gliserol, 0,3 gram propilen glikol dan liposom 1500 mg
ekstrak Physalis minima L dan diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer
dengan kecepatan 700 rpm selama 6 menit. Campuran tersebut kemudian
dituang ke dalam cawan petri dan disimpan dalam oven suhu 40°C sampai bobot
patch _konstan (Madhulata, 2013). Patch kemudian disimpan dalam desikator
sampai waktu penggunaan. Perbedaan formula patch yang akan dibuat seperti

yang dijelaskan dalam tabel 4.2. dibawah ini.

Tabel 4.2. Formula Patch Liposom Ekstrak Physalis minima L
Bahan Formula 1 Patch Formula 30 Patch

Liposom ekstrak 34,5 ml (1500 mg | 1035 ml (45 g
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ekstrak) ekstrak)
Chitosan 1 gram 30 gram
HPMC 1 gram 30 gram
Gliserol 3 gram 90 gram
Propilen glikol 0,3 gram 9 gram
Asam asetat glasial | 30 ml 900 ml
Larutan Air : Etanol [ 4 ml: 1 ml 120 ml : 30 ml

4.8.4 Pengkondisian Hewan Coba

Tikus jantan galur wistar berusia 8-12 minggu dengan bobot 200-350
gram yang diberi pakan dan minum secara normal serta dipelihara diruang
pemeliharaan dengan sirkulasi udara yang baik.
4.8.5 Uji Aktivitas Antiinflamasi Patch Liposom Ekstrak Physalis minima L.

Uji aktivitas antiinflamasi ekstrak ciplukan (Physalis minima L.) terhadap
tikus wistar pada penelitian ini dinyatakan laik etik dan memperoleh persetujuan
dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
yaitu No. 306 / EC / KEPK / 08 / 2017.
4.8.5.1 Pembagian Kelompok Tikus

Pengujian aktivitas patch liposom ekstrak Physalis minima L sebagai
antiinflamasi dilakukan dengan menggunakan model inflamasi kronik dengan
metode adjuvant induced arthritis. Tikus dibagi menjadi 6 kelompok yaitu 3
kelompok kontrol dan 3 kelompok eksperimen. Kelompok kontrol dibagi menjadi
kontrol positif (2 kelompok) dan kontrol negatif. Kelompok kontrol positif diberikan
patch dengan bahan aktif na diklofenak yang sudah diketahui memiliki aktivitas
antiinflamasi dengan menghambat enzim COX-2 dalam bentuk patch 1,3% na
diklofenak dan gel 1% na diklofenak. Kelompok kontrol negatif yaitu yang tidak

mendapatkan terapi namun tetap diberikan patch placebo. Kelompok eksperimen
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dibagi menjadi 3 dengan perbedaan dosis ekstrak ciplukan (Physalis minima L)
pada masing-masing kelompok.
4.8.5.2 Penetuan Dosis

Dosis ekstrak ciplukan (Physalis minima L) yang dapat menurunkan
inflamasi pada tikus secara signifikan adalah 400 mg/kgBB dengan rute oral
(Khan et al, 2009) sehingga pada 3 kelompok eksperimen digunakan 3 dosis
yang berbeda yaitu 200 mg/kgBB, 400 mg/kgBB, dan 600 mg/kgBB.
4.8.5.3 Model Inflamasi Kronik

CFA dapat menyebabkan inflamasi lokal dan reaksi granuloma pada
tempat injeksi, inflamasi kronik, luka pada kulit, abses lokal atau kerusakan
jaringan, difusi granuloma sistemik akibat migrasi emulsi minyak dan arthritis
akibat adjuvant. CFA yang diinduksi pada tikus wistar jantan 0,1 ml melalui
intradermal pada hari ke-O kurang adekuat dalam menyebabkan peradangan
(Widodo, 2016) sehingga dosis yang digunakan untuk penelitian ini adalah 0,25
ml.
4.8.5.4 Pengukuran Diameter Sendi Kaki Tikus

Sebelum pengujian dilakukan, bobot tikus ditimbang dan dikelompokkan
secara acak. Tikus dikelompokkan menjadi 6 kelompok. Tikus kondisikan terlebih
dahulu selama 7 hari. Dilakukan pengukuran diameter awal kaki tikus sebagai
Do. Kemudian setiap tikus diinduksi dengan menggunakan suspensi complete
Freunds adjuvant (CFA) 0,1% sebanyak 0,25 ml secara intraplantar yang
berfungsi untuk menginduksi inflamasi kronik pada kaki kanan tikus. Pengamatan
terhadap diameter sendi kaki tikus dilakukan sampai hari ke-29. Mulai hari ke-8
pengamatan, pada kaki tikus diaplikasikan patch dengan ukuran patch 2,5 cm x 2

cm untuk dosis 40 mg/200 gramBB tikus, 80 mg/200 gramBB tikus, dan 120
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mg/200 gramBB tikus. Pengukuran sendi dilakukan tiap hari pada hari ke 1
hingga 8 dan 3 hari sekali pada hari ke 8 hingga 29 dengan menggunakan
jangka sorong digital dengan satuan milimeter untuk mengukur inflamasi yang
terjadi. Pengukuran dilakukan dengan mengambil diameter terbesar pada daerah
sendi kaki tikus (Khan, 2012).
4.8.5.5 Evaluasi Kadar TNF-a

Evaluasi kadar TNF-a dilakukan pada masing-masing hewan yang telah
diambil sampel plasma dari darah yang diambil melalui mata pada hari ke-0 (T0),
pada hari ke-5 (T5) dan darah dari jantung pada hari ke-29 (T42) dengan
menggunakan teknik ELISA. Keuntungan pengambilan sampel darah melalui
mata tikus yaitu dapat menghasilkan volume darah dalam jumlah sedang sampai
besar, cepat karena sejumlah besar hewan dapat berdarah dalam waktu singkat,
koleksi sampel steril mungkin dilakukan, kualitas sampel bagus (IACUC Blood
Collection Subcommittee, 2014; Sharma, 2014).
4.9 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini diolah dengan menggunakan program
SPSS 20. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah data yang
didapatkan dari hasil penelitian terdistribusi normal atau tidak. Pengujian
dilakukan dengan menggunakan Shapiro Wilk Test, dimana jika nilai signifikansi
lebih dari 0,05 menunjukkan data yang dihasilkan terdistribusi normal (Field,
2009).  Pada penelitian ini digunakan nilai a sebesar 0,05. Uji- homogenitas
dilakukan untuk mengetahui apakah variasi data antar kelompok sampel memiliki
varians yang homogen atau tidak. Pengujian dilakukan menggunakan Levene’s
Test, dimana jika nilai signifikansi kurang dari 0,05 menunjukkan data antar

kelompok tidak homogen (Field, 2009).
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Pada penelitian ini digunakan nilai a sebesar 0,05. Uji One Way ANOVA
dilakukan untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna pada pemberian
patch liposom ekstrak ciplukan dalam menurunkan ekspresi TNF-a dan diameter
pada model tikus inflamasi kronik. Syarat melakukan uji statistik ini yaitu variabel
terikat dari kelompok yang diuji adalah numerik, data terdistribusi normal, dan
varians harus homogen (Gaur and Gaur, 2009). Jika salah satu persyaratan tidak
terpenuhi, dapat dilakukan analisa statistik nonparametrik yaitu Kruskal-Wallis
Test. Apabila nilai Friwng Sama atau lebih besar dari Fupe pada nilai o yang
ditentukan maka terdapat sedikitnya satu kelompok yang berbeda dari lainnya
(Bolton and Bon, 2010). Apabila nilai signifikansi dari hasil uji One Way ANOVA
kurang dari 0,05 menunjukkan rata-rata antar kelompok berbeda secara
signifikan (Field, 2009). Pada penelitian ini digunakan nilai a sebesar 0,05.
Kemudian dilakukan uji Post Hoc yaitu Tukey’s Multiple Range Test untuk
mengetahui nilai perbedaan rata-rata antar kelompok (Gaur & Gaur, 2009). Jika
nilai signifikansi dari hasil uji ini kurang dari 0,05 maka rata-rata antar kelompok

yang dibandingkan berbeda (Field, 2009).



BAB V
HASIL DAN ANALISIS DATA

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya efek pemberian patch
liposom ciplukan terhadap kadar TNF-a pada tikus yang diinduksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA). Dalam penelitian ini  sampel dibagi dalam enam
kelompok yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif patch natrium
diklofenak, kelompok kontrol positif gel natrium diklofenak, kelompok perlakuan 1
(200 mg/kgBB), kelompok perlakuan 2 (400 mg/kgBB), dan kelompok perlakuan
3 (600 mg/kgBB). Terapi diberikan sehari sekali secara transdermal sampai hari
ke-29.
5.1 Hasil Pengukuran Diameter Sendi Kaki Tikus

Pengukuran kenaikan diameter sendi kaki tikus dilakukan dengan tujuan
untuk melihat terjadinya inflamasi kronik. Grafik rata-rata kenaikan diameter
sendi kaki kanan tikus terdapat pada Gambar 5.1. dan grafik rata-rata AUC
diameter sendi kaki tikus yang telah diterapi selama 29 hari terdapat pada

Gambar 5.2.

50
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Gambar 5.1. Grafik Rata-rata Kenaikan Diameter Sendi Kaki Tikus dari Hari ke-0 sampai Hari ke-
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Gambar 5.2. Grafik Rata-rata AUC Kenaikan Diameter Sendi Kaki Tikus dari Hari ke-0 sampai Hari

ke-29
Tabel 5.1. Tabel Rata-rata AUC Kenaikan Diameter Sendi Kaki Tikus dari Hari ke-0 sampai Hari
ke-29
K+
K- K+ Gel 1 2 3
Patch
Rata-rata

AUC 84,98 60,23 59,16 67,78 69,96 62,91
(mm_.hari)
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Berdasarkan Gambar 5.1. dapat dilihat grafik rata-rata kenaikan diameter
sendi kaki tikus pada semua kelompok. Puncak rata-rata kenaikan diameter
sendi kaki tikus kelompok kontrol negatif terjadi pada hari ke-2 dan ke-6 yaitu
sebesar 4,56 + 0,18 mm dan 4,30 * 0,24 mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan
diameter sendi kaki tikus' menjadi 2,07 + 0,36 mm.

Puncak rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok kontrol
positif patch natrium diklofenak terjadi pada hari ke-2 dan ke-7 yaitu sebesar 3,62
+ 0,68 mm dan 2,86 + 0,48 mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter
sendi kaki tikus kelompok kontrol positif patch natrium diklofenak menjadi 1,09 *
0,34 mm.

Puncak rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok kontrol
positif gel natrium diklofenak terjadi pada hari ke-3 dan ke-7 yaitu sebesar 3,48 +
0,86 mm dan 3,30 £ 0,45 mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi
kaki tikus kelompok kontrol positif gel natrium diklofenak menjadi 0,97 + 0,47
mm.

Puncak rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok perlakuan
1 terjadi pada hari ke-1 dan ke-8 yaitu sebesar 3,89 + 0,45 mm dan 3,20 + 0,09
mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok
perlakuan 1 menjadi 1,47 + 0,13 mm.

Puncak rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok perlakuan
2 terjadi pada hari ke-2 dan ke-7 yaitu sebesar 4,22 + 0,47 mm dan 3,66 *+ 0,72
mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok
perlakuan 2 menjadi 1,55 + 0,48 mm.

Puncak rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok perlakuan

3 terjadi pada hari ke-4 dan ke-7 yaitu sebesar 4,14 + 0,48 mm dan 3,75 + 0, 75
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mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus kelompok
perlakuan 3 menjadi 1,19 + 0,32 mm.

Analisa data dilakukan dengan uji normalitas dengan Shapiro-Wilk dan
homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil bahwa data rata-rata AUC
diameter sendi kaki tikus memiliki sebaran data yang bersifat normal (p = 0,265)
dan homogen (p = 0,282) sehingga dapat dilakukan pengujian parametrik
dengan One Way ANOVA dan Post Hoc Test dengan menggunakan Tukey.
Setelah dilakukan pengujian One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil bahwa
setelah pemberian terapi selama 29 hari pada kelompok kontrol positif patch
natrium diklofenak, kelompok kontrol positif gel natrium dikofenak, dan kelompok
perlakuan 3 berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif (p = 0,011; p =
0,008; p = 0,027). Kelompok perlakuan 3 tidak berbeda signifikan dengan
kelompok positif gel natrium diklofenak (p = 0,990) maupun kelompok kontrol
positif patch natrium diklofenak (p = 0,998) sedangkan kelompok kontrol negatif
tidak berbeda siginifikan dengan kelompok perlakuan 1 (p = 0,167) dan 2 (p =
0,212).

Berdasarkan Gambar 5.2. kelompok kontrol positif gel natrium diklofenak
merupakan perlakuan yang paling baik yaitu dengan nilai rata-rata AUC diameter
sendi kaki tikus paling rendah.

5.2 Hasil Ekpresi TNF-a

Pengukuran ekspresi  TNF-a dilakukan dengan menggunakan sampel
plasma darah tikus wistar jantan dan diuji menggunakan ELISA kit. Ekspresi
TNF-a yang diperoleh pada masing-masing kelompok terdapat pada Gambar

5.3.
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Gambar 5.3. Grafik Rata-rata Ekspresi TNF-a Tikus Semua Kelompok pada Hari ke-0, ke-
5 dan ke 29\
Tabel 5.2. Tabel Rata-rata Ekspresi TNF-a Tikus Semua Kelompok pada Hari ke-0, ke-5
dan ke 29
Rata-rata Ekspresi TNF-a (pg/ml)
Wakt
“ [Tk [ K+Patch | K+Gel | 1 2 3
Hari ke-0 | 10,02 5,87 7,10 6,85 8,47 5,91
Hari ke-5 | 16,52 13,57 14,89 12,13 | 12,10 | 14,00
el | 2304 | 838 10,61 | 9,20 | 11,14 | 7,86

Berdasarkan grafik 5.3. dapat dilihat pola rata-rata ekspresi TNF-a semua

kelompok pada hari ke-0, ke-5 dan ke-29. Pola ekspresi TNF- a pada kelompok

kontrol negatif hari ke-0 sampai hari ke-29 mengalami peningkatan. Analisa data

dilakukan uji normalitas dengan Shapiro-Wilk dan homogenitas dengan Levene’s

Test, diperoleh hasil bahwa kelompok kontrol negatif mempunyai sebaran data

yang bersifat normal (p = 0,799) dan homogen (p = 0,056) sehingga dapat

dilakukan pengujian parametrik dengan One Way ANOVA dan Post Hoc Test

dengan menggunakan Tukey. Setelah dilakukan pengujian One Way ANOVA

dan Tukey, diperoleh hasil bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna pada

rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-5 (p = 0,149), antara hari ke 5 dan
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hari ke-29 (0,148), namun terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata
ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-29 (p = 0,006).

Pola rata-rata ekspresi TNF-a pada kelompok kontrol positif patch natrium
diklofenak antara hari ke-0 dengan hari ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan
antara hari ke-5 dengan hari ke-29 mengalami penurunan. Hal ini disebabkan
karena pemberian terapi patch natrium diklofenak dimulai pada hari ke-9 setelah
kaki kanan tikus diinduksi dengan CFA. Analisa data dilakukan uji normalitas
dengan Shapiro-Wilk dan homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil
bahwa kelompok kontrol positif mempunyai sebaran data yang bersifat normal (p
= 0,469) dan homogen (p = 0,281) sehingga dapat dilakukan pengujian
parametrik dengan One Way ANOVA dan Post Hoc Test dengan menggunakan
Tukey. Setelah dilakukan pengujian One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari
ke-0 dan hari ke-5 (p = 0,006), antara hari ke-5 dan hari ke-29 (p = 0,046),
namun tidak terdapat perbedaan bermakna antara hari ke-0 dan hari ke-29 (p =
0,392).

Pola rata-rata ekspresi TNF-a pada kelompok gel natrium diklofenak
antara hari ke-0 dengan hari ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan antara
hari ke-5 dengan hari ke-29 mengalami penurunan. Hal ini disebabkan karena
pemberian terapi gel natrium diklofenak dimulai pada hari ke-9 setelah kaki
kanan tikus diinduksi dengan CFA. Analisa data dilakukan uji normalitas dengan
Shapiro-Wilk- dan homogenitas dengan Levene’s Test. Diperoleh hasil bahwa
sebaran data bersifat normal (p = 0,806), namun tidak homogen (p = 0,014).
Oleh karena itu, dilakukan transformasi data kedalam bentuk Logl0 sehingga

diperoleh hasil bahwa sebaran data kelompok gel natrium diklofenak bersifat
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normal (p = 0,942) dan homogen (p = 0,214). Pengujian data kadar TNF-a
dilanjutkan dengan uji parametrik yaitu One Way ANOVA dengan uji Post Hoc
Test menggunakan Tukey. Setelah dilakukan pengujian One Way ANOVA dan
Tukey, diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata
ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-5 (p = 0,002) dan antara hari ke-0 dan hari
ke-29 (p = 0,040), namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara hari ke-5
dan hari ke-29 (p = 0,118).

Pola rata-rata ekspresi TNF-a pada kelompok perlakuan 1 antara hari ke-
0 dengan hari ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan antara hari ke-5 dengan
hari ke-29 mengalami penurunan. Analisa data dilakukan uji normalitas dengan
Shapiro-Wilk dan homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil bahwa
sebaran data kelompok perlakuan 1 bersifat normal (p = 0,286) dan homogen (p
= 0,332) sehingga dapat dilakukan pengujian parametrik dengan One Way
ANOVA dan Post Hoc Test dengan menggunakan Tukey. Setelah dilakukan
pengujian One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-5
(p = 0,005), namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara hari ke-5 dan
hari ke-29 (p = 0,064), dan antara hari ke-0 dan hari ke-29 (p = 0,132).

Pola rata-rata ekspresi TNF-a pada kelompok perlakuan 2 antara hari ke-
0 dengan hari ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan antara hari ke-5 dengan
hari ke-29 mengalami penurunan. Analisa data dilakukan uji normalitas dengan
Shapiro-Wilk- dan homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil bahwa
kelompok perlakuan 2 mempunyai sebaran data yang bersifat normal (p = 0,850)
dan homogen (p = 0,724) sehingga dapat dilakukan pengujian parametrik

dengan One Way ANOVA dan Post Hoc Test dengan menggunakan Tukey.
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Setelah dilakukan pengujian One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil bahwa
terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan
hari ke-5 (p = 0,007), dan antara hari ke-0 dan hari ke-29 (p = 0,038), namun
tidak ada perbedaan yang bermakna antara hari ke-5 dan hari ke-29 (p = 0,552).

Pola rata-rata ekspresi TNF-a pada perlakuan 3 antara hari ke-0 dengan
hari ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan antara hari ke-5 dengan hari ke-29
mengalami penurunan. Analisa data dilakukan uji normalitas dengan Shapiro-
Wilk dan homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil bahwa kelompok
perlakuan 3 mempunyai sebaran data yang bersifat normal (p = 0,933) dan
homogen (p = 0,524) sehingga dapat dilakukan pengujian parametrik dengan
One Way ANOVA dan Post Hoc Test dengan menggunakan Tukey. Setelah
dilakukan pengujian One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil bahwa
terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan
hari ke-5 (p = 0,003), dan hari ke-5 dan hari ke-29 (p = 0,015), namun tidak ada
perbedaan yang bermakna antara hari ke-0 dan hari ke-29 (p = 0,520).
5.3 Hasil Pengukuran Tebal Telapak Kaki Tikus

Selain data kenaikan diameter sendi kaki tikus dan ekspresi TNF-a, pada
penelitian ini juga diperoleh data tambahan berupa kenaikan tebal telapak kaki
tikus pada semua perlakuan. Hal ini dilakukan dengan tujuan untuk memastikan
bahwa terjadi inflamasi kronik pada kaki kanan tikus yang diinduksi Complete
Freund’s Adjuvant (CFA). Grafik rata-rata kenaikan tebal telapak kaki kanan tikus
terdapat pada Gambar 5.4. dan grafik rata-rata AUC tebal telapak kaki tikus pada

Gambar 5.5.
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Gambar 5.4. Grafik Rata-rata Kenaikan Tebal Telapak Kaki Tikus dari Hari ke-0 sampai
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Gambar 5.5. Grafik Rata-rata AUC Kenaikan Tebal Telapak Kaki Tikus dari Hari ke-0

sampai Hari ke-29

Tabel 5.3. Rata-rata AUC Kenaikan Tebal Telapak Kaki Tikus dari Hari ke-0 sampai Hari

ke-29
K- K+ Patch | K+ Gel 1 2 3
Rata-rata
AUC 136,58 95,85 95,69 | 119,94 | 124,36 | 98,09
(mm_.hari)

Berdasarkan Gambar 5.4. dapat dilihat grafik rata-rata kenaikan tebal

telapak kaki tikus pada semua perlakuan. Puncak rata-rata kenaikan tebal

telapak kaki tikus pada perlakuan kontrol negatif terjadi pada hari ke-4 dan ke-7
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yaitu sebesar 6,48 + 0,85 mm dan 5,45 * 0,43 mm. Pada hari ke-29 rata-rata
kenaikan diameter sendi kaki tikus menjadi 3,56 + 0,33 mm.

Puncak kenaikan tebal telapak kaki perlakuan kontrol positif patch natrium
diklofenak terjadi pada hari ke-5 dan ke-7 yaitu sebesar 4,710 + 0,663 mm dan
451 + 0,60 mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus
perlakuan kontrol positif patch natrium diklofenak menjadi 1,78 + 0,59 mm.

Puncak kenaikan tebal telapak kaki perlakuan kontrol positif gel natrium
diklofenak terjadi pada hari ke-5 dan ke-8 yaitu sebesar 4,95 £ 0,91 mm dan 4,42
+ 0,33 mm. Pada hari ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus
perlakuan kontrol positif gel natrium diklofenak menjadi 1,55 + 0,50 mm.

Puncak kenaikan tebal telapak kaki tikus perlakuan 1 terjadi pada hari ke-
4 dan ke-8 yaitu sebesar 5,64 + 0,25 mm dan 4,43 + 0,29 mm. Pada hari ke-29
rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus perlakuan 1 menjadi 3,21 + 0,64 mm.

Puncak kenaikan diameter sendi kaki tikus perlakuan 2 terjadi pada hari
ke-3 dan ke-7 yaitu sebesar 4,86 + 0,57 mm dan 5,31 = 0,29 mm. Pada hari ke-
29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus perlakuan 2 menjadi 2,89 + 0,78
mm.

Puncak kenaikan diameter sendi kaki tikus perlakuan 3 terjadi pada hari
ke-4 dan ke-8 yaitu sebesar 5,040 £+ 0,356 mm dan 4,758 + 0,240 mm. Pada hari
ke-29 rata-rata kenaikan diameter sendi kaki tikus perlakuan 3 menjadi 1,835 *
0,503 mm.

Analisa data dilakukan dengan uji normalitas dengan Shapiro-Wilk dan
homogenitas dengan Levene’s Test, diperoleh hasil bahwa data tebal sendi kaki
tikus memiliki sebaran data yang bersifat normal (p = 0,067) dan homogen (p = 0,

084) sehingga dapat dilakukan pengujian parametrik dengan One Way ANOVA
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dan Post Hoc Test dengan menggunakan Tukey. Setelah dilakukan pengujian
One Way ANOVA dan Tukey, diperoleh hasil bahwa setelah pemberian terapi
selama 29 hari pada perlakuan kontrol positif patch natrium diklofenak,
perlakuan kontrol positif gel natrium dikofenak, dan perlakuan 3 berbeda
signifikan 'dengan perlakuan kontrol negatif (p = 0,000; p = 0,000; p = 0,000).
Perlakuan 3 tidak berbeda signifikan dengan perlakuan positif gel natrium
diklofenak (p = 0,999) maupun perlakuan kontrol positif patch natrium diklofenak
(p = 1,000). Sedangkan perlakuan kontrol negatif tidak berbeda siginifikan
dengan perlakuan 1 (p = 0,124) dan 2 (p = 0,215). Berdasakan Gambar 5.5.
perlakuan kontrol positif patch natrium diklofenak merupakan perlakuan yang

paling baik yaitu dengan nilai rata-rata AUC tebal sendi kaki tikus paling rendah.



BAB VI
PEMBAHASAN

Inflamasi merupakan mekanisme pertahanan tubuh. Sistem kekebalan
tubuh akan mengenali sel yang rusak, iritasi, maupun patogen, sehingga terjadi
proses penyembuhan. Inflamasi menandakan bahwa tubuh sedang berusaha
untuk melindungi diri dari rangsangan berbahaya dan memulai proses
penyembuhan. Jika kondisi yang menyebabkan inflamasi akut tidak dapat
diatasi, inflamasi akut dapat masuk ke fase kronis jangka panjang. Inflamasi
pada dasarnya merupakan sebuah mekanisme pertahanan terhadap infeksi dan
perbaikan jaringan tetapi jika terjadi secara terus-menerus (kronis) maka dapat
menyebabkan kerusakan jaringan dan berperan pada mekanisme beberapa
penyakit dan kondisi, seperti beberapa jenis kanker dan rheumatoid arthritis
(Abbas dkk., 2010; Nordgvist, 2017). Inflamasi pada fase kronik menyebabkan
terjadinya pelepasan sitokin kedalam aliran darah yang dikenal sebagai
peradangan sistemik sehingga diharapkan obat untuk inflamasi kronik dapat
masuk hingga pembuluh darah.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian patch
liposom ekstrak ciplukan (Physalis minima L) terhadap ekspresi TNF-a dan
diameter sendi kaki pada hewan model inflamasi kronik. Dalam penelitian ini
model inflamasi kronik yang digunakan adalah tikus galur wistar jantan yang
diinduksi CFA 0,1% sehingga mengalami inflamasi kronik. Menurut Bendele
(2001), sendi pergelangan kaki tikus pada hari ke-9 sampai hari ke-15 atau lebih
setelah diinduksi CFA akan mengalami peradangan periartikular dengan edema
yang parah ditandai dengan adanya daerah yang mengalami resorpsi tulang.

Selain itu, meningkatnya perlakuan 1 dan 2 tidak berbeda signifikan dengan
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perlakuan kontrol negatif. Kelompok perlakuan 3 menunjukkan adanya perbaikan
yang sebanding dengan kelompok kontrol positif patch natrium diklofenak
maupun gel natrium diklofenak selama pemberian terapi.

Hasil pengukuran tebal telapak kaki tikus selama 29 hari menunjukkan
penurunan rata-rata ‘diameter sendi kaki pada kelompok kontrol positif patch
natrium diklofenak, kontrol positif gel natrium diklofenak, perlakuan 1, perlakuan
2, dan perlakuan 3. Secara statistik hasil pengukuran tebal telapak kaki tikus
menunjukkan penurunan rata-rata AUC tebal sendi pada hari ke-29 setelah
pemberian terapi pada kelompok perlakuan 1, perlakuan 2, perlakuan '3,
kelompok kontrol positif patch natrium diklofenak dan kelompok kontrol positif gel
natrium diklofenak namun penurunan rata-rata AUC pada perlakuan 1 dan 2
tidak berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif. Pada kelompok
perlakuan 3 menunjukkan adanya perbaikan yang sebanding dengan kelompok
kontrol positif gel natrium diklofenak maupun patch natrium diklofenak selama
pemberian terapi.

Berdasarkan dua parameter pemeriksaan fisik pada kaki tikus yang
diinduksi CFA menunjukkan bahwa dosis 3 (600 mg/kgBB tikus) memiliki
efektifitas yang sebanding dengan perlakuan kontrol positif patch natrium
diklofenak dan kontrol positif gel natrium diklofenak. Menurut Khan et al (2009),
ekstrak Physalis minima pada dosis 400 mg/kgBB tikus per oral secara signifikan
menghambat edema pada kaki kanan tikus yang diinduksi 0.1 mL karagenan
melalui injeksi subplantar sehingga dapat diketahui bahwa Physalis minima L
memiliki - aktivitas ' antiinflamasi pada inflamasi akut tikus jantan galur wistar.
Sedangkan pada penelitian ini dosis optimum ekstrak Physalis minima L. dalam

sediaan patch yang diberikan melalui rute transdermal untuk menurunkan
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ekspresi TNF-a dan diameter sendi kaki pada tikus wistar model inflamasi kronik
adalah 600 mg/kgBB tikus.

Berdasarkan hasil rata-rata ekspresi TNF-a yang diperoleh dapat dilihat
bahwa pola rata-rata ekspresi TNF-a kelompok kontrol negatif pada hari ke-0
sampai hari ke-29 'mengalami peningkatan. Secara statistik pada kelompok
kontrol negatif diperoleh hasil bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna
pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-5, namun terdapat
perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0O dan hari ke-
29. Akan tetapi pada kelompok kontrol positif patch natrium diklofenak, kontrol
positif gel natrium diklofenak, perlakuan 1, perlakuan 2, dan perlakuan 3
menunjukkan bahwa pola rata-rata ekspresi TNF-a antara hari ke-0 dengan hari
ke-5 mengalami peningkatan, sedangkan antara hari ke-5 dengan hari ke-29
mengalami penurunan. Hal ini disebabkan karena pemberian terapi dimulai pada
hari ke-9 setelah kaki kanan tikus diinduksi dengan CFA.

Secara statistik pada kelompok perlakuan 2, dan kelompok kontrol positif
patch natrium diklofenak diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dengan hari ke-5, dan antara
hari ke-0 dengan hari ke-29, namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara
hari ke-5 dengan hari ke-29. Sedangkan pada perlakuan 1 diperoleh hasil bahwa
terdapat perbedaan yang bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0
dengan hari ke-5, namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara hari ke-5
dengan hari ke-29, dan antara hari ke-0 dan hari ke-29. Pada kelompok kontrol
positif gel na diklofenak diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dengan hari ke-5 dan antara

hari ke-O dengan hari ke-29, namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara
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hari ke-5 ‘dengan hari ke-29. Pada perlakuan 3 terdapat perbedaan yang
bermakna pada rata-rata ekspresi TNF-a hari ke-0 dan hari ke-5, dan hari ke-5
dan hari ke-29, namun tidak ada perbedaan yang bermakna antara hari ke-0 dan
hari ke-29. Hal ini membuktikan bahwa ekstrak ciplukan (Physalis minima L.)
memiliki efek antiinflamasi.

Withaphysalin A (WA) dan 2, 3-dihydrowithaphysalin C (WC) merupakan
dua jenis senyawa utama dari withanolide, yang diperoleh dari fraksi antiinflamasi
P. minima (Li et al., 2016). WA dan WC secara signifikan menghambat produksi
nitrit oksida (NO), INOS, COX-2, prostaglandin E2 (PGEZ2), dan beberapa sitokin
pro-inflamasi, seperti interleukin-18 (IL-13), IL-6, dan tumor necrosis factor-a
(TNF-a) yang dipicu oleh LPS pada makrofag RAW264.7 dengan cara menekan
aktivasi STAT3, translokasi NF-kB p65 dan meningkatkan ekspresi HO-1 (Heme
Oxygenase-1) (Li et al., 2016). Peningkatan ekspresi HO-1 berkontribusi pada
pencegahan respons inflamasi (Kim et al., 2015) dan juga menekan translokasi
NF-kB p65 dan fosforilasi STAT3 sehingga menyebabkan penghambatan pada
pelepasan mediator inflamasi pada tingkat protein dan mRNA (Liu et al., 2016;
Zhang et al., 2016).

Salah satu kerugian dari penghantaran obat melalui rute transdermal
yaitu keterbatasan permeabilitas obat pada kulit sehingga dosis obat yang
dibutuhkan lebih besar dibanding dengan pemberian secara oral. Obat yang
diberikan melalui rute transdermal juga harus memiliki sifat fisikokimia yang tepat
untuk dapat  menembus stratum korneum dan mencapai sirkulasi sistemik
sehingga perlu dilakukan modifikasi karakter obat dengan menggunakan suatu
pembawa yang bersifat ampifilik (Kwatra, 2012). Dalam penelitian ini digunakan

liposom sebagai pembawa yang bersifat ampifilik sehingga dapat membawa obat
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hidrofilik ataupun hidrofobik untuk meningkatkan permeasi obat melalui stratum
korneum. Dengan adanya pembawa diharapkan obat dapat masuk kedalam
pembuluh darah. Berdasarkan hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa
penghantaran obat melalui patch liposom pada dosis 600 mg/kgBB tikus memiliki
pengaruh yang sebanding dengan 'kelompok kontrol positif patch natrium
diklofenak maupun kelompok kontrol positif gel natrium diklofenak sebagai
pembanding.

Keterbatasan dalam penelitian ini yaitu belum dilakukan uji invitro untuk
mengetahui waktu maksimum pelepasan obat dari sediaan patch transdermal
dan pada penelitian ini tidak membandingkan efektivitas antara patch ekstrak
ciplukan (Physalis minima L.) dan patch liposom ekstrak ciplukan (Physalis
minima L.) pada dosis yang sama sehingga belum dapat diketahui apakah sistem
penghantaran liposom berpengaruh dalam meningkatkan aktivitas antiinflamasi
dari ekstrak ciplukan (Physalis minima L.). Akan tetapi secara teori pelepasan
obat berlangsung cepat karena polimer kitosan dan HPMC merupakan polimer
hidrofilik yaitu ketika kontak dengan air maka kitosan akan membentuk gel dan
ketika kontak dengan air maka HPMC akan mengembang sehingga
menyebabkan integritas polimer matriks melemah dan terjadi erosi pada lapisan

yang mengembang (Siddaramaiah et al., 2006).



BAB VI
PENUTUP
7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak Physalis minima L. memiliki pengaruh yaitu dapat menurunkan
ekspresi TNF-a dan diameter sendi pada tikus wistar model inflamasi
kronik.

2. Dosis optimum ekstrak Physalis minima L. dalam sediaan patch yang
diberikan melalui rute transdermal untuk menurunkan ekspresi TNF-a dan
diameter sendi pada tikus wistar model inflamasi kronik adalah 600
mg/kgBB tikus.

7.2 Saran

1. Perlu dilakukan uiji invitro untuk mengetahui waktu maksimum pelepasan
obat dari sediaan patch transdermal sehingga dapat diketahui berapa lama
waktu yang dibutuhkan untuk menggunakan patch pada kulit.

2. Perlu penelitian lanjutan untuk membuktikan pengaruh sistem
penghantaran obat menggunakan liposom dalam meningkatkan efek atau
aktivitas antiinflamasi dengan cara membandingkan efektivitas antara patch
ekstrak kasar dan patch liposom ekstrak Physalis minima L. pada dosis

yang sama.
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