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ABSTRAK

Pratiwi, Desak Gede Yuliana. 2019. Efektivitas Formulasi Ekstrak Air Daun
Ciplukan (Physalis angulata L.) dan Albumin Terhadap Jumlah
Osteosit Pada Tulang Tibia Tikus (Rattus norvegicus) Pasca
Ovariektomi. Tugas Akhir, Program Studi Kedokteran, Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Dr. drg. Nur
Permatasari, MS, (2) Dr. dr. Karyono Mintaroem, Sp.PA.

Menopause merupakan berhentinya secara fisiologis siklus menstruasi yang
berkaitan dengan tingkat lanjut usia wanita yang ditandai dengan adanya
penurunan fungsi ovarium yang menyebabkan berkurang atau hilangnya produksi
estrogen. Salah satu gejala postmenopausal syndrome adalah osteoporosis.
Osteoporosis ditandai dengan adanya gangguang siklus remodelling tulang
dengan terhambatnya pembentukan osteosit dalam proses pembentukan matriks
tulang. Selama ini, telah digunakan Terapi Sulih Hormon (TSH) untuk mengatasi
gejala postmenopausal syndrome, namun terapi tersebut meningkatkan risiko
kanker payudara dan rahim. Sehingga mulai dikembangkannya terapi fitoestrogen,
yang merupakan senyawa estrogenik yang memiliki struktur dan fungsi seperti
17B-estradiol yang berikatan dengan reseptor estrogen. Salah satu tanaman yang
mengandung fitoestrogen adalah Physalis angulata L. Selain itu, wanita
menopause juga mengalami penurunan kadar albumin serum, sehingga penelitian
ini menggunakan kombinasi ekstrak air daun Physalis angulata L. dengan albumin
berbagai dosis dalam meningkatkan jumlah osteosit tikus yang diovariektomi.
Tikus yang diovariektomi diberikan kombinasi Physalis dan albumin dengan
berbagai dosis kemudian dihitung jumlah osteosit pada preparat histologi setelah
9 minggu. Hasil penelitian dianalisis dengan One Way ANOVA dan korelasi
Pearson. Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan
antara rerata jumlah osteosit tikus normal dan tikus yang diovariektomi.
Sedangkan rerata jumlah osteosit pada tikus yang diovariektomi dan tikus yang
diberi kombinasi Physalis dan albumin menunjukan adanya perbedaan yang
signifikan (p = 0.000). Uji korelasi Pearson menunjukkan korelasi positif yang
sangat kuat dan signifikan (r = 0.883, p = 0.000) antara dosis albumin dengan
rerata jumlah osteosit. Sehingga dapat disimpulkan dari penelitian ini bahwa,
pemberian ekstrak air daun Physalis dengan kombinasi albumin berbagai dosis
mampu memberikan pengaruh yang signifikan terhadap peningkatan jumlah
osteosit.

Kata kunci: Postmenopausal Syndrome, Osteosit, Fitoestrogen, Physalis,
Albumin

vii



ABSTRACT

Pratiwi, Desak Gede Yuliana. 2019. Effectiveness Formulation of Ciplukan
(Physalis angulata L.) Leaf Extract and Albumin on The Number of
Osteocytes Tibia in Post Ovariectomy Rats (Rattus norvegicus).
Final Assignment, Medical Program, Faculty of Medicine, Brawijaya
University. Supervisors: (1) Dr. drg. Nur Permatasari, MS, (2) Dr. dr.
Karyono Mintaroem, Sp.PA.

Menopause is a physiological cessation of menstrual cycle that associated with
elderly woman by a decrease in ovarian function that causes reduced or loss of
estrogen production. One of the symptoms of postmenopausal syndrome is
osteoporosis. Osteoporosis characterized by the disruption of the bone remodeling
cycle with inhibition of osteocyte formation in the process of bone matrix formation.
During this time, Hormone Replacement Therapy (TSH) has been used to treat the
symptoms of postmenopausal syndrome, but this therapy can increases the risk of
breast and uterine cancer. Thus began the development of phytoestrogen therapy,
which is an estrogenic compound that has a structure and function such as 17f3-
estradiol by binding to estrogen receptors. One of the plants that contain
phytoestrogens is Physalis angulata L. In addition, menopausal women also
experience decreased serum albumin levels, therefore this study uses a
combination of Physalis angulata L. leaf water extract with albumin in various
doses to increase the number of osteocyte on ovariectomized mouse. The
ovariectomized mice were given a combination of Physalis and albumin with
various doses and then the osteocytes counted in histological preparations after 9
weeks. The results of the study were analyzed with One Way ANOVA and Pearson
correlation. The results of the One Way ANOVA test showed no significant
difference between the average number of osteocytes in normal mice and
ovariectomized mice. While the mean number of osteocytes in ovariectomized rats
and mice given a combination of Physalis and albumin showed a significant
difference (p = 0.000). The Pearson correlation test showed a very strong and
significant positive correlation (r = 0.883, p = 0.000) between the albumin dose and
the average osteocyte count. From these results, it can be known that the Physalis
leaf water extract with combination among various dosages of albumin can provide
a significant effect on increasing the number of osteocytes.

Keyword: Postmenopausal Syndrome, Osteocyte, Phytoestrogen, Physalis,
Albumin
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menopause merupakan berhentinya secara fisiologis siklus menstruasi
yang berkaitan dengan tingkat lanjut usia wanita yang ditandai dengan adanya
penurunan fungsi ovarium yang menyebabkan berkurang atau hilangnya
produksi estrogen (Cassidy et al., 2006). Pada tahun 2030, jumlah perempuan di
seluruh dunia yang memasuki masa menopause diperkirakan mencapai 1,2
miliar orang (WHO, 2014). Apabila sudah tidak terjadi menstruasi (amenorrhea)
selama 12 bulan, makan wanita tersebut sudah memasuki masa pasca
menopause. Wanita pasca menopause mengalami berbagai gejala atau
komplikasi seperti gejala vasomotor hot flushes, perubahan mood, insomnia,
kekeringan vagina, kesulitan konsentrasi, delirium, inkontinensia, depresi, dan
lain-lain (Dalal et al., 2015). Bertambah lamanya keluhan pasca menopause
dapat meningkatkan insiden terjadinya aterosklerosis, osteoporosis, dislipidemia,
dan hypoalbuminemia (Murano et al., 2003).

Osteoporosis adalah kejadian patah tulang yang biasanya terjadi setelah
5-10 tahun pasca menopause yang akan menyebabkan penurunan taraf atau
kualitas hidup wanita menopause. Osteoporosis terjadi akibat adanya penurunan
kadar estrogen pada wanita menopause yang menyebabkan terjadinya
peningkatan resorpsi tulang, terganggunya siklus remodeling tulang, serta
mempercepat proses terjadinya kerapuhan tulang (Siddapur et al., 2015).
Osteoporosis ditandai dengan rendahnya massa tulang dan rusaknya
mikrostruktural tulang yang menyebabkan kerapuhan tulang sehingga dapat

meningkatkan risiko fraktur akibat siklus remodeling tulang yang terganggu.



Remodeling merupakan proses pergantian jaringan tulang dengan cara
menghancurkan komponen jaringan tulang yang sudah tua dan membentuk
jaringan tulang baru oleh osteosit (Sihobing et al., 2012). Remodeling
dipengaruhi oleh ketersediaan hormon estrogen yang dapat mempengaruhi
kepadatan tulang, sehingga turunnya hormon estrogen mengakibatkan
terhambat atau berkurangnya produksi osteosit dalam proses pembentukan
matriks tulang.

Saat ini dalam mengatasi osteoporosis telah digunakan adalah estrogen
sebagai terapi sulih hormone (TSH), namun pemakaiannya selama ini masih
kontroversi berkaitan dengan masalah efek samping jangka panjang,
diantaranya kanker payudara, kanker rahim, gangguang fungsi hati, perdarahan
pervaginam, tromboemboli, penyakit jantung koroner, dan infark miokard (Ghani,
2009). Untuk itu diperlukan pengembangan obat untuk mengatasi masalah yang
ada antara penanganan osteoporosis pada wanita menopause dengan
penanganan yang ada sekarang ini. Berdasarkan fakta tersebut, perlu
dilakukan penelitian untuk menemukan alternatif pencegahan terhadap
osteoporosis.

Salah satu alternatif dalam mencegah terjadinya osteoporosis dapat
menggunakan obat berbahan herbal. Indonesia menyimpan kekayaan alam yang
melimpah, khususnya dalam bidang tumbuhan herbal. Beberapa tahun terakhir
ini telah dilakukan penelitian terhadap potensi tumbuhan Ciplukan (Physalis
angulata L.) yang banyak mengandung fitoesterogen (Murali et al., 2013).
Fitoestrogen adalah senyawa yang mempunyai struktur menyerupai 17-B
estradiol yang bersumber dari tumbuhan. Fitoestrogen diketahui berpotensi

sebagai alternatif terapi sulih hormon yang memiliki struktur dan fungsi kerja



yang mirip dengan estrogen yaitu dapat meningkatkan ekspresi seluler estrogen
receptor.

Albumin merupakan protein plasma yang berjumlah sekitar 50% dari
seluruh serum protein. Albumin berfungsi untuk menjaga tekanan osmotik
plasma, mengikat kation, hormon (Bairagi et al., 2015) dan juga meningkatkan
kadar kalsium pada daerah diafisis tulang yang memineralisasi tulang (Yadav et
al., 2015). Albumin memiliki fungsi sebagai transporter termasuk mineral yang
dibutuhkan untuk pembentukan matriks tulang. Pada saat wanita mengalami
menopause, kadar albumin dalam tubuh juga mengalami penurunan. Keadaan
hipoalbuminemia pada wanita pasca menopause disebabkan karena terjadinya
proses mikroalbuminuria (Ahn et al., 2016), sehingga kadar serum albumin yang
rendah juga sangat berpengaruh terhadap terjadinya osteoporosis.

Berdasarkan uraian diatas, terdapat kemungkinan bahwa formulasi
kombinasi ekstrak Physalis angulata L. dan albumin memiliki efek terhadap
sindroma pasca menopause, termasuk osteoporosis. Penelitian ini dilakukan
untuk mengkaji efek formulasi kombinasi ekstrak Physalis angulata L. dan
albumin terhadap jumlah osteosit pada kondisi menopause. Melalui penelitian ini,
penulis berharap kombinasi ekstrak Physalis angulata L. dan albumin dapat
menjadi inovasi alternatif dalam peningkatan produksi osteosit pada wanita
menopause.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian formulasi ekstrak air ciplukan (Physalis angulata L.) dan

albumin dapat meningkatkan jumlah osteosit pada tikus (Rattus norvegicus)

pasca ovariektomi?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan efek formulasi ekstrak air daun ciplukan (Physalis angulata L.)
dan albumin dapat meningkatkan jumlah osteosit pada tikus (Rattus norvegicus)
pasca ovariektomi.
1.3.2 Tujuan Khusus

1. Membandingkan jumlah osteosit pada tikus pasca ovariektomi tanpa
pemberian terapi dengan tikus normal.

2. Membandingkan jumlah osteosit pada tikus pasca ovariektomi pada
pemberian ekstrak air daun ciplukan (Physalis angulata L.) dan albumin
dengan berbagai dosis yang disediakan.

3. Mengetahui korelasi penambahan dosis albumin pada formulasi ekstrak
air daun ciplukan (Physalis angulata L.) terhadap jumlah osteosit pada
tikus pasca ovariektomi.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademis

Pengembangan ilmu dalam bidang kesehatan, khususnya terkait potensi

formulasi ekstrak air ciplukan (Physalis angulata L.) dan albumin untuk

mengatasi penurunan jumlah osteosit pada keaadaan osteoporosis pada
wanita menopause.
1.4.2 Manfaat Praktis

Memberikan suatu alternatif baru dalam pembuatan obat untuk mengatasi

osteoporosis dengan menggunakan formulasi ekstrak air daun ciplukan

(Physalis angulata L.) dan albumin.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Menopause
2.1.1 Definisi

Menopause menurut WHO merupakan suatu keadaan yang
menggambarkan penghentian menstruasi secara permanen akibat hilangnya
aktivitas folikular ovarium. Pada tahun 2030, jumlah perempuan di seluruh dunia
yang memasuki masa menopause diperkirakan mencapai 1,2 miliar orang
(WHO, 2014). Menopause terjadi karena jumlah folikel dalam ovarium
mengalami atresia secara terus menerus, sehingga pada suatu ketika ovarium
tidak dapat menghasilkan hormon-hormon seks seperti estrogen dan
progesteron (Smith et al., 2007). Apabila sudah tidak mengalami menstruasi
(amenorrhea) selama 12 bulan berturut-turut, maka wanita tersebut sudah
memasuki masa pasca menopause (Dalal et al., 2015). Keadaan hipoestrogen
pada wanita pasca menopause juga dapat menyebabkan turunnya kadar
albumin plasma (Jagtap et al., 2017).
2.1.2 Patofisiologi Menopause

Wanita dilahirkan dengan jumlah folikel primordial yang terbatas, yang
kemudian akan tumbuh menjadi folikel matang dan berovulasi sehingga
jumlahnya akan terus berkurang seiring usia (Hall et Guyton, 2016). Pada usia 45
tahun, hanya tinggal beberapa folikel primordial dan terjadi atresia folikular
sehingga akan terjadi perubahan hormonal pada wanita. Saat cadangan folikel
sudah habis, makan siklus ovarium dan siklus menstruasi akan berhenti,
sehingga terjadilah menopause. Produksi estrogen akan menurun hingga hampir

nol (Sherwood, 2012). Masa post menopause ditandai dengan penurunan



produksi estrogen, peningkatan kadar FSH (Follicle Stimulating Hormone) dan
LH (Luteinizing Hormone) (Dalal et al., 2015). Dapat terjadi peningkatan
gonadotropin, androgen, testosteron, dan dehydroepiandrosterone (DHEA)

(Burger, 2008).

Endocrine features of the menstrual cycle and postmenopause
Premenopause Postmenopause

Follicle-stimulating hormone =
Luteinizing hormone =

Estrone

Estradiol
Progesterone
I

Gambar 2.1 Perubahan Hormonal Premenopause dan Postmenopause

2.1.3 Sindroma Pasca Menopause

Menopause memiliki efek pada berbagai fungsi organ tubuh wanita. Wanita
yang mengalami menopause akan mengalami masalah kesehatan baru. Adapun
beberapa permasalahan umum yang dirasakan wanita menopause antara lain
munculnya gejala perubahan dari segi psikologis dan fisik seperti vasomotor,
atrofi urogenital, penurunan kognitif, dan permasalahan seksual. Kumpulan
berbagai gejala yang muncul pasca menopause disebut dengan istilah sindroma
pasca menopause. Gejala yang dapat ditimbulkan yaitu gejala vasomotor hot
flushes, perubahan mood, insomnia, kekeringan vagina, kesulitan konsentrasi,
delirium, inkontinensia, depresi, dan yang lainnya (Dalal et al., 2015). Selain itu,

bertambah lamanya keluhan pasca menopause dapat meningkatkan insiden



terjadinya aterosklerosis, osteoporosis, dyslipidemia, dan hypoalbuminemia
(Murano et al., 2003).

2.2 Osteoporosis

2.2.1 Definisi

Osteoporosis adalah keadaan kurangnya masa tulang per unit volume dan
mikroarsitektur jaringan tulang yang buruk namun bukan disebabkan oleh defek
mineralisasi (osteomalasia). Osteoporosis adalah penyakit metabolism tulang
yang ditandai dengan rendahnya massa tulang yang menyebabkan tulang
menjadi lebih rapuh sehingga risiko fraktur meningkat (Bianchi et al., 2005).

Osteporosis merupakan keadaan berkurangnya jaringan tulang perunit
volume sehingga tidak mampu lagi melindungi atau mencegah terjadinya fraktur
terhadap trauma minimal. Sebelum terjadi osteoporosis akan terlebih dahulu
mengalami proses osteopenia, yaitu suatu kondisi berkurangnya massa tulang
tidak disertai dengan adanya perubahan perbandingan antara substansi mineral
dan organik tulang akibat berbagai keadaan. Penyakit ini dijuluki sebagai Silent
Epidemic Disease, karena menyerang secara diam-diam tanpa adanya
tanda-tanda khusus.

Osteoporosis dibagi menjadi dua golongan besar menurut penyebabnya,
yaitu osteoporosis primer yang tidak disebabkan oleh suatu penyakit (proses
alami degeneratif), dan osteoporosis sekunder yang disebabkan oleh berbagai
kondisi klinis/penyakit, seperti infeksi tulang, tumor tulang, pemakian obat
tertentu dan immobilitas yang lama (Depkes, 2008).

1. Oteoporosis primer



Osteoporosis primer berhubungan dengan berkurangnya massa tulang

dan terhentinya produksi hormon estrogen. Osteoporosis primer terdiri

dari:

a) Osteoporosis primer tipe |
Disebut juga sebagai osteoporosis post menopause, yang terjadi
pada wanita pasca menopause. Biasanya terjadi pada wanita usia
50-65 tahun, fraktur biasanya terjadi pada vertebra, iga atau tulang
radius.

b) Osteoporosis primer tipe Il
Istilah lainnya adalah osteoporosis senil, yang terjadi pada usia
lanjut. Pasien biasanya berusia = 70 tahun, fraktur biasanya terjadi
pada tulang paha. Selain farktur makan gejala yang perlu diwaspadai
adalah kifosis dorsalis bertambah, makin pendek, dan nyeri tulang
berkepanjangan.

2. Osteoporosis sekunder

Osteoporosis sekunder adalah osteoporosis yang disebabkan oleh
berbagai penyakit tulang (chronic rheumatoid, atritis, tbc spondylitis,
osteomalacia, dll), pengobatan steroid untuk jangka waktu yang
panjang, astronot tanpa gaya berat, paralise otot, tidak bergerak untuk
periode lama, hipertiroid, dan lain-lain.

Osteoporosis terjadi secara seluler disebabkan oleh jumlah dan aktivitas
osteoblas dan osetosit yang rendah dibandingkan dengan jumlah dan aktivitas
osteoklas yang menigkat. Keadaan ini mengakibatkan penurunan massa tulang
(Manolagas, 2000). Adapun penyebab terjadinya deferensiasi sel pembentuk

tulang osteoblast dan osteoklas adalah sebagai berikut:



1. Defisiensi Estrogen

2. Faktor sitokin

3.Pembebanan
2.2.2 Proses Pembentukan Tulang

Tulang merupakan jaringan ikat yang berfungsi sebagai pendukung
kerangka tubuh, pelindung, penggerak tubuh, menyimpan mineral terutama
kalsium dan fosfat, pembentukan sel darah (hematopoiesis) dan memproduksi
osteocalcin. Jaringan tulang bersifat kaku namun memiliki kekuatan yang sangat
besar dan juga memiliki elastisitas sangat terbatas. Tulang tibia merupakan jenis
tulang panjang yang tersusun atas beberapa bagian, yakni: diafise, epifise, dan
metafise. Diafise tersusun atas korteks tulang yang padat, sedangkan metafise
dan epifise tersusun atas trabekula yang akan membentuk korteks tulang (Martini
et al., 2007). Bagian luar pada tulang disebut periosteum. Periosteum sebagai
tempat perlekatan antara otot dan tulang dan memberikan nutrisi pada tulang.
Periosteum mengandung saraf, pembuluh darah, dan limfatik. Endosteum
merupakan membran vascular tipis yang menutupi rongga sumsum tulang yang
terdapat pada bagian dalam periosteum (Samuelson, 2007).

Struktur tulang dewasa terdiri dari 30% bahan organik dan 70% mineral
tulang. Bahan organik terdiri dari kolagen, osteocalcin, osteopontin, dan bone
morphogenetic protein (BMP) (Compton dan Lee, 2014). Mineral tulang yang
terutama adalah kalsium dan fosfat, dengan sedikit natrium, kalium karbonat, dan
ion magnesium. Adanya bahan organik menyebabkan tulang memiliki kekuatan
tensif (resisten terhadap tarikan yang meregangkan), sedangkan mineral pada

tulang memiliki kekuatan kompresi (kemampuan menahan tekanan).
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Gambar 2.2 Bone Remodeling Tulang

2.3 Osteosit

Osteosit atau sel tulang ialah osteoblas yang terpendam dalam lacuna
matriks tulang dan termineralisasi dalam matriks tulang dengan morfologi
stellate, dengan tonjolan dendritic yang merupakan penonjolan plasma membran
dan berfungsi sebagai sistem syaraf. Mikroskop elektron memperlihatkan bahwa
osteosit dan cabangnya tidak melekat langsung pada matriks sekitarnya, tetapi
terpisah dari dinding lakuna dan kanalikuli oleh daerah amorf tipis. Daerah ini
berfungsi sebagai medium pertukaran metabolit (Junqueira, 2007).

Osteosit merupakan sel tulang yang berbentuk gepeng berada dalam area
lakuna sistem havers tulang keras. Osteosit jumlahnya 10 kali dari jumlah
osteoblas. Osteosit adalah sel tulang yang paling banyak dan berumur panjang
dan ditemukan di seluruh kerangka, berbeda dengan osteoblas hidup yang lebih
pendek dan osteoklas yang hanya ditemukan sementara di permukaan tulang
(Graham et al., 2013). Osteosit melalui penonjolan plasma membran (panjang 5 -
30 um) dalam kanalikuli dapat berkomunikasi dengan osteoblas. Selanjutnya

osteoblas berkomunikasi dengan sel dalam sumsum tulang dengan
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memproyeksikan selnya ke sel endotil di sinusoid, dengan demikian lokasi
strategis osteosit menjadikan sel ini sebagai kandidat sel mekanosensori untuk
deteksi kebutuhan tulang, menambah atau mengurangi massa tulang selama
adaptasi fungsi skeletal. Osteosit juga mempunyai kemampuan deteksi
perubahan aliran cairan interstisial dalam kanalikuli yang dihasilkan akibat
pembebanan mekanik dan deteksi perubahan kadar hormon, oleh karena itu
gangguan pada jaringan osteosit meningkatkan fragilitas tulang.

Osteosit aktif mensekresi faktor pertumbuhan yang merangsang
pembentukan tulang. Selama perkembangan dan maturasi, osteosit
mengekspresikan gen-gen yang spesifik. Adapun ekspresi gen protein penanda

utama dan fungsi osteosit adalah sebagai berikut (Chen et al., 2015):

Protein Main function

Ell/gp38 Formation of cell process

MTI-MMP Matrix degradation and canalicular formation

PHEX Regulating phosphate metabolism

DMPI Regulating phosphate metabolism and mineralization
FGF23 Controlling phosphate metabolism

Dkkl Inhibiting bone formation

Sclerostin Inhibiting bone formation

RANKL Osteoclast differentiation and survival

OPG Inhibitor of osteoclast differentiation

Gambar 2.3 Ekspresi Gen Protein dan Fungsi Oteosit
2.4 Estrogen
2.4.1 Definisi
Estrogen adalah kelompok senyawa steroid yang berfungsi utama sebagai
hormon seks wanita. Estrogen dihasilkan oleh theca interna folikel di ovarium
(Murray et al., 2012). Terdapat tiga jenis estrogen endogen utama yang memiliki
efek estrogenik yaitu estrone, estradiol, dan estriol (Okkerman, 2001). 17-B

estradiol (E2) merupakan estrogen yang paling dominan dan paling aktif secara
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biologis yang memiliki potensitas 12 kali estrone dan 80 kali estriol. 17-3 estradiol
memiliki 18 rantai karbon dan aromatic A-ring. Estrone juga diproduksi ovarium
dalam jumlah kecil, namun sebagian besar diproduksi oleh kortex adrenal di
jaringan perifer dari androgen yang disekresi kortex adrenal dan sel theca
ovarium. Estriol merupakan estrogen yang lemah. Estriol adalah produk oksidatif
turunan estradiol dan estrone, dengan konversi yang umumnya terjadi di liver
(Hall et Guyton, 2016).

Estrogen sebagian besar diproduksi di ovarium. Namun, organ dan
jaringan lain seperti jaringan adiposa, otak (sel saraf, astrosit, dan mikroglia),
tulang, dan sistem imun juga turut serta memproduksi estrogen (Wise et al.,
2009). Hormon ini sangat diperlukan untuk proses homeostasis glukosa,
kekuatan sistem imun, densitas tulang, kesehatan kardiovaskular, fertilitas,
fungsi neuronal (Patel et al., 2018), keseimbangan metabolisme (Hamilton et al.,
2017), pertumbuhan endometrium, menghambat follicle stimulating hormone
(FSH) oleh pituitari, antioksidan, antiinflamasi dan pertumbuhan organ reproduksi
dan ciri sekundernya (Horstman et al.,, 2012). Hormon ini menyebabkan
perkembangan dan mempertahankan tanda-tanda kelamin sekunder pada
wanita, seperti panyudara, dan juga terlibat dalam penebalan endometrium
maupun dalam pengaturan siklus haid (Dorland, 2006).

2.4.2 Pengaruh Estrogen Terhadap Osteosit

Pensinyalan estrogen diketahui penting dalam pemeliharaan massa tulang
dan hilangnya estrogen karena menopause atau ovariektomi menyebabkan
hilangnya massa tulang (Prideaux et al., 2016). Pada wanita pasca menopause,
keadaan defisiensi estrogen meyebabkan penurunan densitas tulang dan

terdapat high-turnover metabolism sehingga terjadi ketidakseimbangan antara
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osteoblas, osteosit dan osteoklas dan menyebabkan postmenopausal
osteoporosis (Horstman et al., 2012). Estrogen merupakan hormon seks steroid
memegang peran yang sangat penting dalam metabolisme tulang,
mempengaruhi aktivitas sel osteoblas, osteosit, maupun osteoklas, termasuk
menjaga keseimbangan kerja dari sel tersebut melalui pengaturan produksi
faktor parakrin-parakrin. Peningkatan remodeling tulang dan resorpsi tulang pada
keadaan defisiensi estrogen dikaitkan dengan peningkatan pembentukan tulang
pada tingkat jaringan. Namun masih ada celah antara resorpsi tulang dan
pembentukan karena laju pembentukan tidak mampu mengikuti laju resorpsi,
yang mengakibatkan hilangnya tulang secara bersih. Oleh karena itu,
kekurangan steroid seks dikaitkan dengan cacat dalam pembentukan tulang.
Salah satunya ketika kurangnya hormone estrogen akan terjadi penurunan
jumlah osteosit diakibatkan oleh berkurangnya proliferasi atau tingginya
apoptosis osteosit ataupun sel prekursornya, yang keduanya dipengaruhi oleh

adanya inflamasi (Graves, 2011).

' Osteoblasts ‘ Osteoclasts |

| Apoptosi§ | Apoptosis 1 Apoptosis
Other mect a“i‘]"s | Oxidative stress | RANKL-induced
j | NF-kB activity differentiation
Other mechanisms
| |
| Activation of Maintenance of | Bone resorption
bone remodeling bone formation

Gambar 2.4 Regulasi Estrogen Terhadap Turnover Tulang
(Okman-Kilic, 2015)
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Berdasarkan bukti yang ada, saat ini setidaknya ada tiga mekanisme
utama dimana defisiensi estrogen dapat menyebabkan defisit relatif dalam
pembentukan tulang melalui efek langsung pada osteoblas: peningkatan
apoptosis, peningkatan stres oksidatif, dan peningkatan aktivitas NF-kB (Khosla
et al, 2012). Estrogen memainkan peran penting dalam pemeliharaan
homeostasis tulang dengan menghambat resorpsi tulang yang berlebihan dan
apoptosis osteoblas / osteosit (Florencio-Silva et al., 2018). Estrogen telah
terbukti menghambat apoptosis osteosit dan meningkatkan umur osteosit,
sehingga meningkatkan kapasitas fungsional masing-masing osteosit. Pada
tingkat molekuler, efek estrogen pada pengurangan apoptosis osteosit adalah
karena aktivasi jalur pensinyalan Src / Shc / ERK (Kousteni et al., 2001).

2.5 Ciplukan (Physalis angulata L.)

2.5.1 Taksonomi dan Karakteristik

Gambar 2.5 Tanaman Ciplukan (Physalis angulata L.)

Menurut Integrated Taxonomic Information System (2018), taksonomi dari
tanaman ciplukan (Physalis angulata L.) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
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Divisi : Tracheophyta
Class : Magnoliopsida
Ordo : Solanales
Famili : Solanaceae

Genus : Physalis L.

Spesies : Physalis angulata L.

Physalis angulata L. adalah tumbuhan herba annual/tahunan dengan tinggi
0,1-1 m. Batang pokoknya tidak jelas, percabangan menggarpu, bersegi tajam,
berusuk, berongga, bagian yang hijau berambut pendek atau boleh dikatakan
gundul. Daunnya tunggal, bertangkai, bagian bawah tersebar, diatas
berpasangan, helaian berbentuk bulat telur-bulat memanjang-lanset dengan
ujung runcing, ujung tidak sama (runcing-tumpul-membulat-meruncing), bertepi
rata atau bergelombang-bergigi, 5-15 x 2,5-10,5 cm. Bunga tunggal, di ujung
atau ketiak daun, simetri banyak, tangkai bunga tegak dengan ujung yang
mengangguk, langsing, lembayung, 8-23 mm, kemudian tumbuh sampai 3 cm.
Kelopak berbentuk genta, 5 cuping runcing, berbagi, hijau dengan rusuk yang
lembayung. Mahkota berbentuk lonceng lebar, tinggi 6-10 mm, kuning terang
dengan noda-noda coklat atau kuning coklat, di bawah tiap noda terdapat
kelompokan rambut-rambut pendek yang berbentuk V. Tangkai benang sarinya
kuning pucat, kepala sari seluruhnya berwarna biru muda. Putik gundul, kepala
putik berbentuk tombol, bakal buah 2 daun buah, banyak bakal biji. Buah
ciplukan berbentuk telur, panjangnya sampai 14 mm, hijau sampai kuning jika
masak, berurat lembayung, memiliki kelopak buah.

Ciplukan adalah tumbuhan asli Amerika yang kini telah tersebar secara

luas di daerah tropis di dunia. Di Jawa tumbuh secara liar di kebun, tegalan, tepi


http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/result.jsp?sname=organism&word=Physalis%20angulata
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jalan, kebun, semak, hutan ringan, tepi hutan. Ciplukan biasa tumbuh di daerah
dengan ketinggian antara 1-1550 m dpl.
2.5.2 Manfaat di Masyarakat
Physalis angulata L. dipercaya memiliki efek hipotensif, diuretik, analgetik,

anti inflamasi, anti spasmodik, dan anti septic (Neelam, 2016). Dalam lingkungan
masyarakat, tanaman ini selama ini digunakan sebagai obat antihipertensi,
dysuria, asma, diabetes, sakit perut, cacingan, demam, penyakit kulit, dan
luka-luka. Setiap bagian dari tanaman ini memiliki manfaat yang tersendiri. Pada
bagian akar pada umumnya digunakan sebagai obat cacing dan penurun
demam. Daunnya digunakan sebagai penyembuh patah tulang, bisul, borok,
keseleo, nyeri perut, dan kencing nanah. Pada bagian buah dapat dimakan untuk
mengobati epilepsy, penyakit kuning, dan diuria (Heyne, 1987).
2.5.3 Kandungan Kimia

Studi fitokimia terhadap Physalis angulata mengungkapkan bahwa Physalis
angulata memiliki beberapa komponen kimia utama seperti Physalins,
Withanolides dan Carotenoid. Dari batang dan daun dari P.angulata, didapatkan
5 jenis Physalin yaitu E,F,H,I,K beserta Physalin B,G, dan D (Row et al.,
1978,1980). Ditemukan juga 2 physalin baru yaitu U dan V beserta 7 komponen
ergostane steroidal (Kuo et al., 2006), dan 1 physalin minor W (Damu et al.,
2007). Withanolides adalah kumpulan senyawa steroid alam dengan rangka
ergostane yang rantai karbon C-22 dan C-26nya teroksidasi sempurna untuk
membentuk cincin d-lactone. Jenis withanolides yang didapatkan pada
P.angulata adalah Physagulin A,B,C,D yang didapat dari batang dan daun
(Shinggu et al., 1992) ; Physagulin F,H,1,J,K, Withangulatin A, Withaminimin

(Nagafuji et al., 2004); Physagulin L,M,N,O, pubesenolide (He et al., 2007),
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Physangulidines A,B,C (Jin et al., 2012). Carotenoid adalah pigmen organik yang
dihasilkan tanaman yang berfotosintesis. Carotenoid yang didapat pada
P.angulata adalah all-trans-B-carotene, 9-cis-B-carotene, dan
all-trans-a-cryptoxanthin (De-Rosso dan Mercadante, 2007)

Penelitian Permatasari (2010) membuktikan bahwa Physalis juga memiliki
efek estrogenik. Pad kultur sel endothel (HUVECS), pemberian ekstrak daun
Physalis dapat memicu sinyal transduksi Ca?*, ekspresi Endothelial Nitric Oxide
(eNOS), dan Nitric Oxide ( NO).

2.5.4 Uji Laboratorium Physalis sp.

Berbagai penelitian telah dilaksanakan untuk mengetahui lebih lanjut terkait
manfaat Physalis. Adapun hasil penelitian manfaat Physalis adalah sebagai
berikut:

a) Penelitian Lestari (2016) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
methanol daun ceplukan (Physalis minima L.) mampu mencegah
fibrosis jantung dengan menghambat TNF-a pada tikus yang
diovariektomi. Estrogen memiliki efek antiinflamasi dan kardioprotektif.
Keadaan hipoestrogen pada tikus memicu terjadinya peningkatan
TNF-a. TNF-a menginduksi apoptosis sel jantung melalui jalur
ekternal, yang kemudian memicu remodeling yang ditandai dengan
fibrosis. Ekstrak physalis mengandung withanolides yang memiliki efek
estrogenik dan juga memilki efek antifibrotik. Pemberian ekstrak
physalis menunjukkan penurunan TNF-a yang signifikan, meskipun
tidak diikuti dengan fibrosis yang kembali normal.

b) Estrogen memiliki aktifitas antioksidan yang bisa mencegah radikal

bebas. Keadaan hipoestrogen apda wanita menopause menyebabkan



18

menurunya antioksidan dan memicu stress oksidatif, sehingga dapat
meningkatkan berbagai kelainan salah satunya peningkatan resiko
periodontitis (Permatasari et al., 2013). Terjadinya stress oksidatif
ditandai dengan peningkatan kadar MDA (Malonialdehid). Dalam
penelitian tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Physalis
yang mengandung withanolides sebesar 2500 mg/kgBB dapat
menurunkan kadar MDA mandibula tikus wistar betina yang telah
divariektomi mendekati kadar MDA mandibula tikus normal.

Kecemasan merupakan salah satu gejala dari sindroma pasca
menopause yang diduga memiliki koerlasi dengan sitokin proinflamasi
IL-6. Keadaan hipoestrogen menyebabkan IL-6 pada otak naik.
Penelitian Nurfitria (2015) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
physalis 500 mg/kgBB mamou menurunkan derajat kecemasan

dengan melakukan tes Eleveted Maze Puzzle.

d) Penelitian Permatasari (2010) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak

physalis pada pada kultur sel endotel pembuluh darah (HUVECS)
secara in vitro dapat memicu sinyal transduksi Ca2+, ekspresi
endothelial nitric oxide (eNOS), dan nictric oxide (NO). Hasil kajian
teoretis menunjukkan bahwa dalam daun physalis terkandung
senyawa dengan unsur steroid yaitu physalin. Pada penelitian
berikutnya, pemberian physalin juga ternyata juga memicu sinyal
transduksi Ca2+, ekspresi endothelial nitric oxide (eNOS), dan nictric
oxide (NO). Kemudian, dilakukanlah penelitian untuk membuktikan
physalin dan ekstrak physalis bekerja pada reseptor estrogen (ER)

dengan melihat adanya colocalized antara ER dan eNOS di inti
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menggunakan confocal laser microscope dengan 17-f estradiol
sebagai kontrol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian 17-
estradiol menstimulasi nuclear colocalization dari ER dan eNOS.
Pemberian ekstrak physalis ternyata juga menstimulasi nuclear
colocalization dari ER dan eNOS. Dengan demikian, diduga kuat
bahwa terdapat kesamaan mekanisme kerja antara ekstrak physalis
dan 17-f estradiol sehingga P.minima bisa digolongkan sebagai
fitoestrogen baru yang memiliki estrogen like effect. Akan tetapi,
pemberian physalin yang diduga sebagai senyawa aktif justru tidak
menstimulasi translokasi eNOS ke nucleus. Dengan demikian, diduga
bahwa physalin bukanlah merupakan senyawa aktif estrogenik
P.minima (Permatasari et al., 2010).

Dengan demikian, sementara ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak physalis
dapat mengatasi postmenopausal syndrome pada model hewan menopause
bukan melalui perbaikan kadar estradiol. Pada penelitian terdahulu ekstrak daun
Physalis minima juga mengandung withanolides (Permatasari et al., 2013).
Withanolides merupakan sumber yang kaya akan fitoestrogen (Dongaonkar et
al., 2005). Dengan demikian diduga bahwa efek farmakologis ekstrak daun
Physalis minima yang ada terkait dengan efek estrogenik withanolides
(Permatasari et al., 2013).

2.6 Albumin
2.6.1 Definisi

Albumin merupakan protein plasma yang paling banyak dalam tubuh

manusia, yaitu sekitar 55-60% dan total kadar protein serum normal adalah

3,8-5,0 g/dl. Albumin terdiri dari rantai tunggal polipeptida dengan berat molekul
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66,4 kDa dan terdiri dari 585 asam amino. Pada molekul albumin terdapat 17
ikatan disulfida yang menghubungkan asam-asam amino yang mengandung
sulfur. Molekul albumin berbentuk elips sehingga dengan bentuk molekul seperti
itu tidak akan meningkatkan viskositas plasma dan larut sempurna. Kadar
albumin serum ditentukan oleh fungsi laju sintesis, laju degradasi, dan distribusi
antara kompartemen intravaskular dan ekstravaskular. Cadangan total albumin
3,5-5,0 g/kg BB atau 250-300 g pada orang dewasa sehat dengan berat 70 kg,
dari jumlah ini 42% berada di kompartemen plasma dan sisanya di dalam
kompartemen ektravaskular (Evans, 2002).

2.6.2 Fungsi Albumin

Berdasarkan fungsi dan fisiologis, secara umum albumin di dalam tubuh
mempertahankan tekanan onkotik plasma, peranan albumin terhadap tekanan
onkotik plasma rnencapai 80% yaitu 25 mmHg. Albumin mempunyai konsentrasi
yang tinggi dibandingkan dengan protein plasma lainnya, dengan berat molekul
66,4 kDa lebih rendah dari globulin serum vyaitu 147 kDa, tetapi rnasih
mempunyai tekanan osmotik yang bermakna. Efek osmotik ini memberikan 60%
tekanan onkotik albumin. Sisanya 40% berperan dalam usaha untuk
mempertahankan intravaskular dan partikel terlarut yang bermuatan positif
(Dubois et al., 2006).

Albumin terkenal karena kapasitas pengikatan ligannya yang luar biasa.
Albumin adalah protein serbaguna dengan antioksidan, imunomodulator, sifat
detoksifikasi dan dapat bertindak sebagai pembawa obat yang kuat. Selain itu
albumin dapat digunakan sebagai protein eksogen atau endogen (Bairagi et al.,
2015). Secara lengkap fungsi dan peran albumin dalam tubuh adalah sebagai

berikut (Nicholson et al., 2000):
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a. Albumin sebagai pengikat dan pengangkut
Albumin akan mengikat secara lemah dan reversibel partikel yang
bermuatan negatif dan positif, dan berfungsi sebagai pembawa dan
pengangkut molekul metabolit dan obat. Meskipun banyak teori tentang
pentingnya albumin sebagai pengangkut dan pengikat protein, namun
masih sedikit mengenai perubahan yang terjadi pada pasien dengan
hipoalbuminemia.

b. Efek antikoagulan albumin
Albumin mempunyai efek terhadap pembekuan darah. Kerjanya seperti
heparin, karena mempunyai persamaan struktur molekul. Heparin
bermuatan negatif pada gugus sulfat yang berikatan antitrombin Ill yang
bermuatan positif, yang menimbulkan efek antikoagulan. Albumin serum
juga bermuatan negatif.

c. Albumin sebagai buffer
Albumin berperan sebagai buffer dengan adanya muatan sisa dan
molekul albumin dan jumlahnya relatif banyak dalam plasma. Pada
keadaan pH normal albumin bermuatan negatif dan berperan dalam
pembentukan gugus anion yang dapat mempengaruhi status asam
basa. Penurunan kadar albumin akan menyebabkan alkalosis
metabolik, karena penurunan albumin 1 g/dl akan meningkatkan kadar
bikarbonat 3,4 mmol/L dan produksi basa >3,7 mmol/L serta penurunan
anion 3 mmol/L.

d. Efek antioksidan albumin
Albumin dalam serum bertindak memblok suatu keadaan neurotoxic

oxidant stress yang diinduksi oleh hidrogen peroksida atau copper,
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asam askorbat yang apabila teroksidasi akan menghasilkan radikal
bebas.

e. Selain yang disebut di atas albumin juga berperan mempertahankan
integritas mikrovaskuler sehingga mencegah masuknya kuman-kuman
usus ke dalam pembuluh darah, sehingga terhindar dari peritonitis
bakterialis spontan.

2.6.3 Keadaan Albumin Pada Wanita Menopause

Total serum protein dan kadar albumin menurun secara signifikan pada
wanita pasca menopause. Keadaan hipoalbumin adalah keadaan dimana kadar
albumin dalam serum darah <2,5 g/dL (Jagtap et al., 2017). Albumin berfungsi
untuk menjaga tekanan osmotik plasma, mengikat kation, hormon (Bairagi et al.,
2015) dan juga meningkatkan kadar kalsium pada daerah diafisis tulang yang
memineralisasi tulang (Yadav et al., 2015). Albumin memiliki fungsi sebagai
transporter termasuk mineral yang dibutuhkan untuk pembentukan matriks tulang.
Pada saat wanita mengalami menopause, kadar albumin dalam tubuh juga
mengalami penurunan.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Jagtap et al. (2017) didapatkan
bahwa pada wanita menopause dengan osteoporosis, kadar serum albumin
rendah dan diduga mengalami keadaan hypoalbuminemia. Keadaan
hipoalbuminemia pada wanita pasca menopause disebabkan karena terjadinya
proses mikroalbuminuria (Ahn et al., 2016). Sehingga kadar serum albumin yang
rendah juga sangat berpengaruh terhadap terjadinya osteoporosis.

2.7 Hewan Coba Tikus Rattus norvegicus

2.7.1 Taksonomi dan Karakteristik
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Gambar 2.6 Tikus Rattus norvegicus

Menurut Interagency Taxonomic Information System (2018), taksonomi
dari hewan coba tikus wistar adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum  : Vertebrata

Class : Mammalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Odontoceti

Famili : Muridae

Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Tikus (Rattus norvegicus) telah diketahui sifat-sifatnya secara sempurna,
mudah dipelihara, dan merupakan hewan yang relatif sehat dan cocok untuk
berbagai penelitian. Ciri-ciri morfologi Rattus norvegicus antara lain memiliki berat
150-600 gram, hidung tumpul dan badan besar dengan panjang 18-25 cm, kepala
dan badan lebih pendek dari ekornya, serta telinga relatif kecil dan tidak lebih dari

20-23 mm (Depkes, 2008).
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2.7.2 Tikus Rattus norvegicus Model Menopause

Pada penelitian ini untuk mencari dasar-dasar biologis pada transisi
menstruasi sulit dievaluasi pada manusia karena banyaknya faktor kehidupan
yang tidak mudah disingkirkan seperti usia, pola makan, status sosial ekonomi,
pajanan lingkungan, dll. Sehingga tikus dan hewan pengerat tikus rattus
norvegicus dipilih sebagai hewan coba laboratorium, karena terdapat beberapa
kemiripan fitur dan fungsi tubuh dengan manusia dan masa hidup yang cukup
pendek (Koebele dan Nelson, 2016). Kesamaan fitur dan perubahan pada masa
transisi menopause antara tikus dan manusia antara lain adanya penurunan
jumlah folikel, siklus ireguler, fluktuasi hormon steroid, dan juga fertilitas yang
ireguler.

Terdapat beberapa perbedaan utama antara sistem reproduksi manusia dan
tikus. Tikus memiliki siklus estrous, sedangkan manusia memiliki siklus
menstruasi. Lama siklus estreus 4-5 hari, terdiri dari empat fase, yakni proestrous,
estrous, metestrous, dan diestrous. Pada tikus Rattus norvegicus, durasi estreus
10-20 jam, waktu ovulasi 8-11 jam setelah estreus, dan menopause natural
terjadi pada bulan ke 9-18 (Koebele dan Nelson, 2016).

Tikus model menopause dibuat dengan melakukan ovariektomi. Ovariektomi
umumnya dilakukan pada hewan pengerat seperti tikus, karena uterus tikus
cepat kembali ke ukuran normal setelah dilakukan pengambilan ovarium (Olson

dan Bruce, 1986).
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Uraian Kerangka Konsep

Tikus yang diovariektomi merupakan hewan coba yang digunakan untuk
model menopause. Ketika dalam keadaan menopause tubuh akan kehilangan
salah satu sumber produksi estrogen. Hal ini menyebabkan keadaan
hipoestrogen (Murano et al., 2003). Defisiensi estrogen dapat menyebabkan
defisit relatif dalam pembentukan tulang melalui efek langsung pada osteosit
yaitu peningkatan apoptosis, peningkatan stres oksidatif, dan peningkatan
aktivitas NF-kB (Khosla, 2012). Hal tersebut mengakibatkan osteosit dalam
tulang berkurang. Ketika osteosit dalam tulang berkurang maka pembentukan
matriks tulang baru akan terhambat sehinga dapat menyebabkan kepadatan
tulang berkurang yang berakibat pada keadaan osteoporosis (Manolagas, 2000).

Pada saat yang bersamaan, keadaan ovariektomi atau menopause juga
dapat dapat memediasi terjadinya penurunan albumin sehingga menciptakan
keadaan hipoalbuminemia (Jagtap et al., 2017). Albumin merupakan protein
dalam plasma yang memiliki fungsi steroid-binding protein sebagai transporter
mineral (Afshinnia et al., 2016). Ketika kadar albumin dalam tubuh berkurang
maka tubuh kehilangan trasporter untuk mengedarkan estrogen pada beberapa
organ tertentu. Selain itu, albumin juga dapat meningkatkan bioavailbilitas serta
paruh waktu obat sehingga dapat bertahan lebih lama dan dapat terserap
dengan baik pada target organ, salah satunya pada tulang (Bairagi et al., 2015).

Physalis angulata L. Merupakan tanaman herba yang memiliki berbagai
kandungan senyawa kimia, salah satunya fitoestrogen. Fitoestrogen adalah
senyawa estrogenik yang memiliki struktur dan fungsi seperti 17B-estradiol
dengan cara berikatan dengan reseptor estrogen (Cos et al., 2003). Salah satu

senyawa dalam Physalis angulata L. adalah withanolides yang merupakan
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senyawa dengan struktur dan fungsi mirip dengan estrogen sehingga dapat
diusulkan sebagai fitoestrogen (Permatasari et al., 2010).
3.2 Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah pemberian formulasi ekstrak air
ciplukan (Physalis angulata L.) dan albumin dapat memberikan efek peningkatan

jumlah osteosit pada tikus (Rattus norvegicus) pasca ovariektomi.
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METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan eksperimental murni (True
Experiment Design) di laboratorium secara in vivo dengan Randomized Post Test
Only Controlled Group Design. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
formulasi ekstrak air daun ciplukan (Physalis angualata L.) dan albumin terhadap
jumlah osteosit pada tikus pasca ovariektomi.
4.2 Sampel Penelitian
4.2.1 Kriteria Sampel Penelitian

Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) galur wistar.

a. Kriteria inklusi: kelamin betina, usia 12 minggu, berat badan + 200 gram
dan dalam kondisi sehat fisik ditandai dengan mata jernih, rambut putih
dan tidak rontok, aktif bergerak, dan feces tidak lembek.

b. Kriteria eksklusi: Tikus jantan, usia kurang dari 12 minggu, tikus
kelompok ovariektomi yang mati sebelum pembedahan untuk
pengambilan sampel organ.

4.2.2 Estimasi Jumlah Sampel Penelitian

Sampel penelitian adalah tikus wistar model menopause yang telah
diovariektomi kemudian diberikan perlakuan. Teknik sampling yang dilakukan
adalah simple random sampling. Perhitungan besarnya pengulangan pada
sampel sesuai dengan rumus Federer (1977):

(n-1) (t-1) 215 n: jumlah sampel, t : jumlah kelompok perlakuan

Pada penelitian ini t = 7 sehingga jumlah pengulangan adalah:

(n-1) (t-1) = 15

28
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(n-1) (7-1) =215

n-1 = 15:6, n > 3,5 jadi dalam penelitian ini jumlah sampel tiap kelompok
adalah minimal 4 hewan coba. Sampel penelitian ini berjumlah 35 ekor tikus yang
dibagi menjadi 7 kelompok perlakuan sehingga setiap kelompok berisikan 5 ekor
tikus. Pada setiap kelompok berjumlah 5 ekor tikus setelah penambahan 1 ekor
dari jumlah minimal pengulangan sebagai cadangan apabila terjadi hal-hal yang
tidak diinginkan selama penelitian berlangsung.
4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis ekstrak air daun Physalis
angulata L. dan Albumin.
4.3.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah jumlah osteosit pada tulang
tibia tikus.
4.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi FKUB untuk
pemeliharaan, pemberian perlakuan, dan pembedahan hewan coba. Pembuatan
slide histologi jaringan organ tibia serta penghitungan jumlah osteosit dilakukan
di Laboratorium Patologi Anatomi FKUB. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Juni hingga September 2018.
4.5 Bahan dan Alat Penelitian
4.5.1 Bahan dan Alat Ekstraksi Physalis angulata L. dan Albumin

Toples kaca, lampu TL, blower, refraktometer, spatula, wadah sampel,

rotari evaporator, aluminium foil, metanol teknis, aquades.
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4.5.2 Bahan dan Alat Perawatan Tikus

Kandang berupa bak plastik berukuran 30 cm x 45 cm x 15 cm sebanyak
30 buah dengan tutup anyaman kawat berongga (BPPOM, 2014). Tiap kandang
berisi 5 tikus. Kandang diletakkan pada suhu ruang 20-25°C dan siklus gelap
terang 12 jam/12 jam. Alas sekam pada kandang diganti 2 kali minggu. Makanan
tikus berupa pakan PAR-S jenis comfeed (complete feed) br-1 berbentuk pellet
dengan kebutuhan harian 40 gram/ekor. Minum tikus diletakkan pada botol
minum dengan kebutuhan harian 60 ml/ekor.
4.5.3 Bahan dan Alat Ovariektomi

Alat yang digunakan adalah gunting bedah, pinset, cawan petri, papan
bedah, tali kur, jarum pentul, catgut, benang catgut, silet, kassa steril, plester dan
kapas. Bahan yang digunakan adalah novalgin (ampul 2L), Gentamycin (ampul,
2 mL), alcohol 70%, nebacetin powder. Pembiusan dilakukan dengan disposable
spuit 1 ml dan ketamine dosis 0,2 cc.
4.5.4 Bahan dan Alat Pemberian Perlakuan

Pemberian dilakukan dengan cara per oral meggunakan sonde (pipa
orogastrik) yang dihubungkan dengan spuit 3 cc, kombinasi ekstrak air daun
Physalis angulata L. dan Albumin.
455 Bahan dan Alat Pembedahan Tikus dan Pengambilan Organ yang

Akan Diteliti

Gunting bedah, pinset, jarum pentul, cawan petri, papan bedah, ketamine,
wadah plastik dan tutup 30 buah untuk tempat sampel. Tikus dibedah dan
diambil organ sampel. Organ sampel yang telah diambil diletakkan dalam wadah
plastik dengan label dan difiksasi dengan formalin 10% untuk kemudian dibuat

preparat histologi.
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4.5.6 Alat Pembuatan Slide Histopatologi

Mesin Tissue Tex Processor

Microtome

- Slide

Cover glass

Pewarna HE

4.5.7 Bahan dan Alat Observasi Jumlah Osteosit Tibia

Alat yang digunakan untuk observasi jumlah osteosit tibia tikus adalah
Mikroskop merk Olympus XC10 dengan perbesaran 400x di laboratorium
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

4.6 Definisi Operasional
4.6.1 Tikus Model Menopause

Tikus (Rattus norvegicus) galur wistar betina dapat digunakan sebagai
hewan model menopause (Wong et al, 2016). Untuk membuat model
menopause, tikus dengan jenis kelamin betina dilakukan pembedahan
ovariektomi. Ovariektomi dilakukan operasi pengangkatan ovarium, oviduk, dan
ujung dari cornu uteri secara bilateral. Keberhasilan ovariektomi dilihat dari
penurunan kadar estradiol serum dan penurunan kadar FSH yang terjadi 5
minggu setelah ovariektomi (Arsana et al., 2012).

4.6.2 Ciplukan (Physalis angulata L.)

Physalis angulata L. adalah tumbuhan yang dapat ditemukan di daerah
tropis. Dalam penelitian ini bibit ciplukan diperoleh dari Universitas Brawijaya (UB)
dan diidentifikasi di Institut Teknologi Bandung (ITB). Pembuatan serbuk esktrak
air ciplukan dilakukan di PT Ismut Fitomedika Indonesia. Daun diekstraksi

dengan cara dikeringkan dengan oven, ditimbang (5g), ditambah air mendidih
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sebanyak 5 mL kemudian di filter dan sisa ekstraksinya di ekstraksi kembali
sebanyak 2 kali. Dosis ekstrak dinyatakan dalam mg/kg BB.
4.6.3 Albumin

Albumin merupakan protein plasma yang mencapai 55 — 60% dari total
protein. Albumin yang digunakan dalam penelitian ini disediakan oleh pihak mitra
PT Ismut Makassar. Dosis albumin dinyatakan dalam g/kgBB.
4.6.4 Jumlah Osteosit

Osteosit merupakan sel tulang yang berbentuk gepeng berada dalam area
lakuna sistem havers tulang keras. Jumlah osteosit yang dihitung dalam
penelitian ini adalah osteosit yang terdapat pada area lacuna permukaan tulang
tibia tikus Rattus norvegicus yang telah dilakukan pengecatan HE. Hitung jumlah
osteosit diamati dengan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Dihitung
rerata osteosit pada 20 area lapang pandang tiap preparat tulang tibia pada
masing-masing kelompok.
4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Pemeliharaan Hewan Coba

Hewan coba pada penelitian ini adalah tikus (Rattus norvegicus) strain
wistar betina dipelihara di dalam kandang Laboratorium Farmakologi FKUB.
Sebelum penelitian dimulai, semua tikus diadaptasikan terlebih dahulu selama 1
minggu dengan dengan penimbangan berat badan. Tikus diletakkan dalam
kandang berupa bak plastik ukuran 30 cm x 45 cm x 15 cm, dalam suhu ruang
20-25°C dan siklus gelap terang 12 jam/12 jam. Kandang beri alas sekam diganti
2 kali seminggu. Tikus diberi pakan berupa pakan PAR-S berbentuk pellet

dengan kebutuhan harian 40 gram/ekor. Minum tikus diletakkan pada botol
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minum dengan kebutuhan harian 60 ml/ekor, makan dan minum diberi setiap hari
pada sore hari.
4.7.2 Ekstraksi Daun Physalis angulata L. dan Penyediaan Albumin

Ekstraksi Physalis angulata L. dengan metode maserasi dan evaporasi.
Bahan simplisia yang didapatkan dari bibit tanaman UB, berumur 3 bulan
dikeringkan menggunakan oven. Simplisia daun (serbuk kering) ditimbang (5 g)
dan ditambahkan air mendidih (50 ml) selama 1 jam kemudian difilter. Sisa
ekstraksi dilakukan ekstraksi kembali dengan cara yang sama sebanyak 2 kali.
Hasil filtrasi dicampur dan disimpan dalam 4°C (Wu et al., 2006).

Albumin yang digunakan pada penelitian ini disediakan oleh pihak mitra PT
Ismut Fitomedika Indonesia. Pemberian dilakukan pada dosis 3.3 g/kgBB, 6.7
0/kgBB, dan 10 g/kgBB, yang dikombinasikan dengan ekstrak air daun Physalis
angulata L. dosis 1500 mg/kgBB.

4.7.3 Pemberian Ekstrak Physalis angulata L. dan Albumin

Pemberian ekstrak Physalis angulata L. dan albumin dan pemberian
tunggal ekstrak Physalis angulata L. dilakukan menggunakan metode sonde
dengan menggunakan pipa orogastrik yang dihubungkan dengan spuit.
Diberikan pada kelompok hewan coba perlakuan 1, 2, 3, dan 4 mulai minggu ke 5
hingga minggu ke-9 sebanyak 5cc/tikus/hari.

4.7.4 Pembedahan Tikus

Pembedahan tikus dilakukan dengan memberikan anestesi terlebih dahulu.
Anestesi diberikan dengan ketamin. Tikus yang sudah dianestes kemudian
difiksasi kemudian dibedah. Tikus diletakkan pada penjepit (block holder), tulang

tibia kanan diambil dan diletakkan pada wadah plastik berisi formalin 10%.
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4.7.5 Penguburan Tikus

Penguburan tikus yang telah dibedah. Setelah pembedahan, organ tikus

dikubur di tanah dengan ukuran 20cm x 20cm kedalaman 30 cm.

4.7.6 Pembuatan Preparat Histopatologi

Langkah-langkah dalam pembuatan preparat histopatologi adalah sebagai

berikut:

a.

1.

Proses pemotongan jaringan berupa makros
Memfiksasi jaringan atau spesimen penelitian dengan formalin 10%
atau dengan bafer formalin 10% minimal selama 7 jam sebelum proses

berikutnya.

. Memilih jaringan terbaik sesuai dengan lokasi yang akan diteliti.

Memotong jaringan kurang lebih ketebalan 2-3 mm

Memberikan kode sesuai dengan kode gross peneliti dan
memasukkan ke kaset.

Kemudian, memproses jaringan dengan alat Automatik Tissue Tex
Prosesor selama 90 menit sesuai dengan standar Laboratorium
Patologi Anatomi FKUB.

Sampai alarm bunyi tanda selesai.

. Proses Pengeblokan dan Pemotongan Jaringan
. Mengangkat jaringan dari mesin Tissue Tex Prosesor.

. Mengeblok jaringan dengan parafin sesuai kode jaringan

Memotong jaringan dengan alat microtome ketebalan 3-5 mikron.

Proses Deparafinisasi

. Setelah memotong dengan ketebalan 3-5 mikron, menaruh dalam

oven selama 30 menit dengan suhu panas 70-80 derajat
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. Kemudian, memasukkan ke dalam 2 tabung larutan sylol
masing-masing 20 menit.

. Setelah itu, memasukkan ke 4 tabung alkohol masing-masing tempat 3
menit (hidrasi), dan memasukkan air mengalir selama 15 menit.

. Proses Pewarnaan (HE)

. Pewarna utama menggunakan Harris Hemaktosilin selama 10-15
menit.

. Mencuci dengan air mengalir selama 15 menit.

. Dicelupkan ke dalam alkohol asam 1% sekitar 2-5 celup

. Dicelupkan ke dalam amonia lithium karbonat sekitar 3-5 celup (jika
kurang biru)

. Eosin 10-15 menit

. Alkohol bertingkat:

. Alkohol 70% 3 menit
. Alkohol 80% 3 menit
. Alkohol 96% 3 menit
. Alkohol Absolud 3 menit

. Penjernihan (Clearing) :

. Xylol 15 menit

. Xylol 15 menit

. Mounting dengan entelan dan deckglass

Menutup slide dengan cover glass dan biarkan sampai kering pada

suhu ruangan. Slide siap untuk diamati.
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4.7.7 Analisis Data

Seluruh data hasil penelitian dianalisis dengan menggunakan Program

SPSS for windows Versi 16.0. Analisis data dalam penelitian ini meliputi:

1.

Uji normalitas dengan uji Saphiro-wilk untuk mengetahui normalitas
distribusi data.

Uji Homogenitas dengan uji Levene’s test untuk mengetahui
homogenitas data antar kelompok.

Analisis komparasi dengan One Way Anova jika data berdistribusi
normal dan homogen dan menggunakan uji Kruskal Wallis jika data

tidak berdistribusi normal atau data tidak homogen.

. Uji Post-hoc dilakukan untuk mengetahui kelompok- kelompok yang

mempunyai perbedaan.
Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui hubungan antara variabel satu

dengan variabel lainnya.



4.8 Alur Penelitian

Tikus wistar betina

| Adaptasi hewan coba selama 7 hari |

v

| Ovariektomi tikus wistar betina |

v
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Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3 Perlakuan 4
Kontrol {-) OovXs OovX 9 Terapi eksirak Terapi ekstrak Terapi eksirak Terapi ekstrak
Physalis angulata L. Physalis angulata L. Physalis angulata L. Physalis angulata L.
dan albumin dosis dan albumin dosis dan albumin dosis dosis 1500
3.3 o/kaBB 6.7 akaBB 10 a/kgBB ma/kaBB

| Pembedahan tikus wistar betina |

v

| Pengambilan tulang tibia dijadikan paraffin block |

| Pengecatan jaringan dengan HE |

| Observasi slide tibia dengan mikroskop cahaya |

v

Gambar 4.1 Bagan Alur Penelitian
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O : Ovariektomi
B : Pembedahan untuk pengambilan sampel darah

- Keadaan tidak dilakukan ovariektomi

Keadaan ovariektomi

Keadaan ovariektomi + pemberian ekstrak air daun P.angulata (1500
mg/kgBB) + Albumin (3,3 g/kgBB)

Keadaan ovariektomi + pemberian ekstrak air daun P.angulata (1500
mg/kgBB) + Albumin (6,7 g/kgBB)

Keadaan ovariektomi + pemberian ekstrak air daun P.angulata (1500
mg/kgBB) + Albumin (10 g/kgBB)

Keadaan ovariektomi + pemberian ekstrak air daun P.angulata (1500
mg/kgBB)
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4.9 Jadwal Kegiatan

Tabel 4.1 Jadwal Kegiatan Penelitian
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No

Kegiatan

Bulanl

Bulan2

Bulan3

Bulan4

1]2]3]4

1]2]3]4

1] 2] 3] 4

1]2|3]4

Tahap Persiapan

1.

Mengurus kelaikan etik

2.

Mengurus perijinan
laboratorium

Persiapan alat dan
bahan penelitian

Aklimatisasi Tikus

Pembuatan ekstrak
Physalis angulata L.

Pembuatan formulasi
kombinasi esktrak +
albumin

7.

Penyiapan hewan
model menopause

Tahap Pelaksanaan

1.

Pemberian perlakuan

2.

Pembedahan tikus

3.

Pembuatan preparat
histopatologi

Tahap Penyelesaian

1.

Analisa data

2.

Penyusunan Laporan
akhir




BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

5.1. Hasil Penelitian
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus Norvegicus) galur
wistar yang dibagi menjadi 7 kelompok perlakuan yang terdiri dari sebagai
berikut:
- K1 = Kelompok kontrol negatif
- K2 = Kelompok tikus ovariektomi tanpa terapi, yang diterminasi pada
minggu ke-5
- K3 = Kelompok tikus ovariektomi tanpa terapi, yang diterminasi pada
minggu ke-9
- P1 = Kelompok tikus ovariektomi dan diterapi ekstrak air daun ciplukan
1500mg/kg + albumin 3,3g/kg
- P2 = Kelompok tikus ovariektomi dan diterapi ekstrak air daun ciplukan
1500mg/kg + albumin 6,7g/kg
- P3 = Kelompok tikus ovariektomi dan diterapi ekstrak air daun ciplukan
1500mg/kg + albumin 10g/kg
- P4 = Kelompok tikus ovariektomi dan diterapi ekstrak air daun ciplukan

1500mg/kg

Pengambilan data dilakukan dengan pengambilan organ tulang tibia yang
kemudian dibuat menjadi preparat histologi. Dilanjutkan dengan pewarnaan HE
(Hematoxylin Eosin) (Paul, 2014), kemudian discan dan dilakukan penghitungan

osteosit menggunakan software dotslide mikroskop pencahayaan Olympus XC
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10 dengan perbesaran 400x di Laboratorium Patologi Anatomi Universitas
Brawijaya.

Selanjutnya dilakukan pengambilan data secara manual dengan
menghitung jumlah osteosit pada preparat histologis dengan pemeriksaan
mikroskop perbesaran 400x sebanyak 20 kali percobaan disetiap preparatnya,
dari hasil tersebut dilakukan penentuan rerata osteosit.

5.1.1. Gambar Histologi Osteosit
s 7 ¥

Gambar 5.1 Gambaran Histologi Tulang Tibia Tikus: (a) K1 (Kontrol negatif); K2
(Ovariektomi minggu ke-5); K3 (Ovariektomi minggu ke-9)
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Gambar 5.2 Gambaran Histologi Tulang Tibia Tikus: (a) K3 (Ovariektomi minggu
ke-9); (b) P1 (Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 3.3 g/kg); (c) P2
(Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 6.7 g/kg); (d) P3 (Perlakuan ekstrak air
ciplukan dan albumin 10 g/kg); (e) P4 (Perlakuan ekstrak air ciplukan 1500
mg/kgBB) (perbesaran 100x)

Keterangan: —=> : Osteosit
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5.1.2. Hasil Perhitungan Osteosit

Perhitungan jumlah osteosit pada preparat menggunakan perbesaran
400x sebanyak 20 kali percobaan pada setiap preparat dalam masing masing
kelompok perlakuan yang dapat dilihat pada lampiran 2. Osteosit pada tikus pada
setiap kelompok adalah sebagai berikut:

Tabel 5.1 Rerata dan Standar Deviasi Osteosit

Kelompok X Jumlah Osteosit Tibia * Standar deviasi
K1 7.26 £ 0.35
K2 7.10£0.30
K3 6.87 £ 0.36
P1 7.79 £0.35
P2 8.10+0.24
P3 8.60 £ 0.09
P4 7.35+£0.21

Ket: K1 (Kontrol negatif); K2 (Ovariektomi minggu ke-5); K3 (Ovariektomi minggu ke-9);
P1 (Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 3.3 g/kg); P2 (Perlakuan ekstrak air
ciplukan dan albumin 6.7 g/kg); P3 (Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 10
o/kg); P4 (Perlakuan ekstrak air ciplukan 1500 mg/kgBB).

Untuk penyajian data hasil perhitungan selanjutnya akan ditulis dalam format

mean * standar deviasi:

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Rerata

1(K1) 2(K2) 3(K3)

Kelompok
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10,00 *
9,00 |
8,00 1.
700 T
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Rerata

3(K3) 4(P1) 5(P2) 6(P3) 7(P4)

Kelompok

Ket: *p < 0,05: terdapat perbedaan bermakna antar kedua kelompok
Gambar 5.3 Rerata dan Standar Deviasi Osteosit Tikus Rattus norvegicus

5.2. Analisis Data
5.2.1. Uji Normalitas dan Homogenitas Data

Normalitas data ditentukan berdasarkan hasil dari test of normality dengan
menggunakan uji Shapiro-Wilk (Lampiran 3), dimana suatu data dikatakan
memiliki sebaran normal apabila nilai p > 0.05. Pada penelitian ini didapatkan
bahwa nilai p = 0.319, yang berarti bahwa data tersebut berdistribusi normal.

Selanjutnya menentukan apakah data jumlah osteosit memiliki varian yang
homogen (p > 0.05) atau tidak dengan Levene Test Homogenity of Variance
(Lampiran 3). Hasil uji homogenitas menunjukan p = 0.399, sehingga dapat
disimpulkan bahwa variasi tiap sampel sama atau homogen.

Hasil uji normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa sampel
berdistribusi normal dan memiliki variasi homogen sehingga dapat dilakukan uji

statistik parametrik yaitu One Way ANOVA Test.
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5.2.2. Uji One Way ANOVA

Uji ini ditujukan untuk melihat variasi-variasi yang muncul pada beberapa
kelompok. Pada penelitian ini, One Way ANOVA Test dilakukan dua kali
(Lampira 4). One Way ANOVA test yang pertama membandingkan perbedaan
jumlah osteosit antara K1 (kontrol negatif), K2 (OVX5), dan K3 (OVX9),
sedangkan, One Way ANOVA test yang kedua membandingkan perbedaan
jumlah osteosit antara K3 (OVX9), P1, P2, P3, dan P4.

Hasil One Way ANOVA Test pertama didapatkan nilai signifikansi
sebesar 0.315 (p<0.05), sehingga secara statistik, ovariektomi tidak memberikan
pengaruh yang signifikan terhadap jumlah osteosit pada tikus OVX5 dan OVX9.
Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa jumlah osteosit setelah diovariektomi
tetap meningkat, tetapi tidak signifikan secara statistik. One Way ANOVA test
yang kedua didapatkan nilai signifikansi sebesar 0.000 (p<0.05). Sehingga
secara statistik dapat disimpulkan adanya perbedaan jumlah osteosit yang
bermakna antar kelompok tikus K3, P1, P2, P3, dan P4.

5.2.3. Uji Post Hoc Multiple Comparison

Analisis untuk melihat perbedaan jumlah osteosit dari setiap kelompok jika
dibandingkan dengan kelompok lainnya dapat diketahui dengan Post Hoc
Multiple Comparison test (Lampiran 5). Metode Post Hoc yang digunakan adalah
dengan Tukey HSD. Pada uji ini dikatakan kelompok berbeda secara bermakna
apabila nilai p < 0,05. Berdasarkan output uji tersebut didapatkan hasil sebagai
berikut:

Tabel 5.2 Hasil Post Hoc Multiple Comparison Test K1, K2, dan K3

K1 K2 K3
K1 - 0.782 0.288
K2 0.782 0.631

K3 0.288 0.631 -
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*p < 0,05 : terdapat perbedaan bermakna antar kedua kelompok

Tabel 5.3 Hasil Post Hoc Multiple Comparison Test K3, P1, P2, P3, dan P4

K3 P1 P2 P3 P4
K3 - 0.002* 0.000* 0.000* 0.142
P1 0.002* - 0.492 0.005* 0.196
P2 0.000* 0.492 - 0.113 0.010*
P3 0.000* 0.005* 0.113 - 0.000*
P4 0.142 0.196 0.010* 0.000* -

*p < 0,05 : terdapat perbedaan bermakna antar kedua kelompok

Ket: K1 (Kontrol negatif); K2 (Ovariektomi minggu ke-5); K3 (Ovariektomi minggu ke-9);
P1 (Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 3.3 g/kg); P2 (Perlakuan ekstrak air
ciplukan dan albumin 6.7 g/kg); P3 (Perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 10
o/kg); P4 (Perlakuan ekstrak air ciplukan 1500 mg/kgBB).

Dari tabel diatas dapat disimpulkan bahwa:

1. Tidak didapatkan perbedaan yang bermakna pada penurunan jumlah
osteosit pada kelompok tikus yang diberi perlakuan ovariektomi minggu
ke-5 (K2) ataupun minggu ke-9 (K3) dibandingkan dengan kelompok tikus
kontrol negatif atau tikus normal tanpa perlakuan (K1).

2. Terdapat peningkatan jumlah osteosit yang bermakna pada kelompok
perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 3.3 g/kg (P1), perlakuan ekstrak
air ciplukan dan albumin 6.7 g/kg (P2), perlakuan ekstrak air ciplukan dan
albumin 10 g/kg (P3) terhadap kelompok tikus ovariektomi minggu ke-9 (K3);
Kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 6.7 g/kg (P2),
perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 10 g/kg (P3) terhadap kelompok
perlakuan ekstrak air ciplukan 1500 mg/kgBB (P4); Kelompok perlakuan
ekstrak air ciplukan dan albumin 10 g/kg (P3) terhadap kelompok perlakuan
ekstrak air ciplukan dan albumin 3.3 g/kg (P1).

3. Tidak adanya peningkatan yang bermakna pada jumlah osteosit pada
perlakuan ekstrak air ciplukan 1500 mg/kgBB (P4) terhadap kelompok tikus

ovariektomi minggu ke-9 (K3); Kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan
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albumin 3.3 g/kg (P1) terhadap kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan
1500 mg/kgBB (P4); Kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin
6.7 g/kg (P2) terhadap kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin
3.3 g/kg (P1); Kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 10 g/kg
(P3) terhadap kelompok perlakuan ekstrak air ciplukan dan albumin 6.7 g/kg
(P2). Sehingga dapat disimpulkan bahwa antar kelompok data yang
berdekatan tidak terdapat signifikansi yang cukup.
5.2.4. Uji Korelasi Pearson
Uji korelasi pearson ditujukan untuk mengukur kekuatan hubungan
dua variable atau lebih, dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan
korelasi antara peningkatan dosis albumin dengan kombinasi ekstrak air
ciplukan terhadap jumlah osteosit. Adapun kategori untuk mengetahui kuat
lemahnya sebuah korelasi adalah sebagai berikut (Sugiyono, 2009):
¢ Nilai Korelasi 0 — 0,199 = sangat rendah
e Nilai Korelasi 0,200 — 0,399 = rendah
¢ Nilai Korelasi 0,400 — 0,599 = sedang
e Nilai Korelasi 0,600 — 0,799 = kuat
o Nilai Korelasi 0,800 — 1,000 = sangat kuat
Korelasi dapat berbentuk positif dan negatif, korelasi positif bermakna
adanya hubungan yang searah antara dua variable, sedangkan untuk
korelasi yang negatif artinya terdapat hubungan yang bertolakbelakang
antara variable.
Signifikansi kedua variable dapat dianalisis dengan melihat nilai
signifikansinya, dimana dikatakan bermakna bila nilai signifikansi p < 0.05.

Hasil uji korelasi pearson (Lampiran 6) menunjukkan hasil sebagai berikut:
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1. Terdapat koefisien korelasi sebesar 0.883 dimana menunjukan
korelasi yang sangat kuat antara pemberian berbagai dosis
albumin terhadap jumlah osteosit pada tikus.

2. Nilai koefisien positif artinya semakin tinggi dosis albumin maka
terjadi peningkatan jumlah osteosit pada tikus.

3. Didapatkan nilai signifikasi p = 0.000, dimana nilai p < 0.05 maka

nilai korelasi dapat disimpulkan bermakna atau signifikan.



BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Rerata Jumlah Osteosit
6.1.1 Rerata Jumlah Osteosit Tikus Rattus norvegicus Strain Wistar pada
Kontrol Negatif dan Kontrol Positif OVX 5 dan OVX 9

Rerata jumlah osteosit tikus yang diovariektomi tanpa diberi perlakuan lebih
rendah dibandingkan dengan tikus normal. Rerata jumlah osteosit tikus OVX9
juga lebih rendah dibandingkan dengan tikus OVX5. Hal ini membuktikan bahwa
jumlah sel osteosit yang diovariektomi lebih rendah dibandingkan tikus normal,
dan jika keadaan hipoestrogen tidak diberi terapi dalam waktu lama akan dapat
menurunkan jumlah osteosit seperti pada tikus OVX9. Hal ini selaras dengan
penelitian Manolagas (2000) yang menyebutkan bahwa pada wanita menopause
akan mengalami pengeroposan tulang atau osteoporosis seiring dengan
bertambahnya usia jika tidak diberi terapi. Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa jumlah osteosit setelah diovariektomi akan mengalami penurunan
meskipun tidak signifikan secara statistik, dan akan terus menurun jika tidak
diberikan terapi. Selain itu menurut Bellido (2013), kehilangan steroid seks
estrogen dan androgen dapat menyebabkan peningkatan prevalensi apoptosis
osteosit dan osteoblas.

Keadaan hipoestrogen pada tikus yang diovariektomi akan berakibat pada
terganggunya proses bone remodeling (Gruber, 2002). Pada tibia tikus yang
diovariektomi, defisiensi estrogen meningkatkan stres oksidatif, yang kemudian
menginduksi apoptosis pada osteoblas dan osteosit, sedangkan pemberian
estrogen akan menangkal efek tersebut (Florencio-Silva et al., 2018). Apoptosis

dari osteosit dapat mengakibatkan rapuhnya matriks tulang terkait dengan
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osteoporosis pasca menopause. Pada kondisi menopauseakan terjadi
penurunan proliferasi osteoblas dan diferensiasi osteoblas mejadi osteosit,
sehingga rerata jumlah osteosit pada tikus ovariektomi model menopause lebih
rendah dibandingkan dengan rerata jumlah osteosit tikus normal (Tomkinson,
1998).
6.1.2 Efek Formulasi Air Daun Ciplukan dan Albumin Dengan Berbagai
Dosis Terhadap Rerata Jumlah Osteosit Tikus Pasca Ovariektomi

Pada penelitian ini, jumlah osteosit cenderung meningkat pada kelompok
yang diberikan kombinasi ekstrak air Physalis dan albumin maupun yang
diberikan ekstrak air Physalis saja dibandingkan dengan tikus pasca ovariektomi.
Selan itu, jumlah osteosit pada tikus yang diberikan kombinasi ekstrak air
Physalis dan albumin meningkat secara signifikan jika dibandingkan dengan
jumlah osteosit tikus pasca ovariektomi yang diberikan ekstrak air Physalis saja.
Hal ini menunjukan bahwa ekstrak air Physalis dapat meningkatan jumlah
osteosit meskipun tidak secara signifikan, dan jika diberikan kombinasi ekstrak
air Physalis dan albumin dapat memberikan peningkatan yang signifikan
terhadap jumlah osteosit. Namun pada beberapa kelompok tikus dengan
pemberian kombinasi ekstrak air Physalis dengan dosis albumin yang

berdekatan tidak mengalami peningkatan yang cukup signifikan secara statistik.

Pada tikus pasca ovariektomi yang diberikan terapi estrogen, jumlah
osteosit akan mengalami peningkatan. Pada penelitian ini, peningkatan rerata
osteosit disebabkan oleh ekstrak air Physalis dengan dosis 1500 mg/kgBB.
Berdasarkan penelitian Permatasari et al. (2013), pemberian ekstrak Physalis
minima dosis 1500 mg/kgBB mampu meningkatkan kadar estradiol tikus Rattus

norvegicus yang diovariektomi secara signifikan dibanding dosis lainnya (2500
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mg/kgBB dan 500 mg/kgBB). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak physalis dosis
1500 mg/kgBB memiliki kadungan fitoestrogen dosis tinggi yang mampu

meningkatkan kadar estradiol serum tikus.

Berdasarkan penelitian Karis (2019), pemberian ekstrak Centella asiatica
yang mengandung fitoestrogen memberikan efek perlindungan terhadap stress
oksidatif dengan mengaktifkan enzim d-aminolevulinic dehydratase acid,
menghambat peroksidasi lipid, dan mengaktifkan enzim antioksidan, sehingga
dapat mencegah apoptosis sel dan dapat mempertahankan homeostasis mineral
serta memfasilitasi pembentukan tulang. Menurut Bellido (2013), Pemberian
estrogen memberikan efek antiapoptotik yang disebabkan oleh aktivasi cepat
jalur pensinyalan Src / Shc / ERK dan P13 K melalui tindakan nongenotropik dari
reseptor klasik untuk steroid seks. Selain itu menurut Khosla (2012), fitoestrogen
dapat mencegah apoptosis sel dengan aktivasi osteosit yang diinduksi estrogen
dari protein kinase yang bergantung pada nitric oxide/ cGMP/ cGMP-dependent
protein kinase cascade yang mengarah pada persinyalan pro-survival karena

phorphorylation protein pro-apoptotic Bcl-2 terkait promotor kematian sel.

Pada proses pembentukan osteosit juga terjadi proses aktif didorong oleh
perubahan ekspesi gen. Ekspresi dari transmembran glikoprotein E11 / gp38 dan
membran tipe 1 matriks metalloproteinase (MT1-MMP) akan memproses
pembentukan dendritik osteosit dan kanalikuli dengan mineralisasi dan fosfat
metabolisme, termasuk protein matriks dentin 1 (DMP1), matrix extracellular
phosphoglycoprotein (MEPE) matriks, gen pengatur fosfat dengan homologi
untuk endopeptidase pada kromosom X (PHEX) dan faktor pertumbuhan

fibroblast 23 (FGF23) pada osteosit (Chen et al., 2015).
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Pada penelitian ini, dengana adanya penambahan albumin dapat
meningkatkan jumlah osteosit secara signifikan daripada dengan perlakuan
ekstrak air Physalis tanpa albumin. Hal ini selaras dengan penelitian Gil et al.
(2017), yang menyatakan bahwa terjadi peningkatan pelepasan estrogen dari
nanopartikel PLGA pada penambahan albumin sebesar 3 g/dL. Tanpa albumin,
estrogen tidak ditranspor melewati membran, sehingga total release estrogen
tidak signifikan. Sementara itu, dengan albumin, 95% free estrogen ditranspor
melewati membran pada 3 hari pertama. Hal ini dapat dijelaskan oleh
kemampuan albumin untuk mentranspor komponen hidrofobik yaitu estrogen
melewati membran semipermeabel. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
kombinasi ekstrak air Physalis dengan albumin dapat mentranspor fitoestrogen
dalam Physalis melewati membran, sehingga kombinasi tersebut lebih efektif
dalam meningkatkan osteosit dibandingkan dengan hanya memberikan ekstrak

air Physalis.

Berdasarkan uji korelasi Pearson, hubungan antara dosis albumin dan
rerata jumlah osteosit tikus sangat tinggi (r = 0.883) dan berkorelasi positif. Hal ini
berarti, semakin tinggi dosis albumin, semakin tinggi rerata jumlah osteosit tikus.
Tingginya korelasi antara dosis albumin dan rerata jumlah osteosit secara
statistik disebabkan oleh afinitas albumin yang tinggi yang berfungsi sebagai
buffer pada distribusi steroid plasma ketika konsentrasi meningkat (Nicholson et
al., 2000). Dalam penelitian ini, albumin berperan dalam transporter fitoestrogen
withanolides pada ekstrak air Physalis dan meningkatkan bioavailabilitas
fitoestrogen serta paruh waktunya sehingga dapat bertahan lebih lama dan dapat
terserap dengan baik pada target organ tulang yang ditandai dengan

meningkatnya osteosit.
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6.2 Keterbatasan Penelitian
Adapun keterbatasan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Sampel tikus yang digunakan belum cukup bulan untuk penelitian pada tulang
tikus. Tikus yang dapat digunakan untuk meneliti tulang adalah tikus usia 9-12

bulan.

2. Diperlukan metode lain dalam menilai kualitas dan kuantitas sel tulang dalam

proses pembentukan tulang.



BAB VIl

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan

bahwa:

1. Tikus Rattus norvegicus pasca ovariektomi memiliki rerata jumlah osteosit
yang lebih rendah dibandingkan dengan tikus normal meskipun tidak
secara signifikan.

2. Tikus dengan pemberian formulasi ekstrak air daun ciplukan (Physalis
angulata L). dan albumin memiliki rerata jumlah osteosit yang secara
signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan tikus Rattus norvegicus pasca
ovariektomi.

3. Penambahan dosis albumin secara bertingkat (3,3 g/kgBB, 6,7 g/kgBB,
dan 10 g/kgBB) yang diberikan pada formulasi kombinasi ekstrak air
Physalis angulata L. (1500 mg/kgBB) memiliki hubungan yang signifikan,
korelasi positif dan hubungan yang sangat tinggi terhadap peningkatan
rerata jumlah osteosit tikus Rattus norvegicus strain wistar pasca
ovariektomi.

4. Kombinasi ekstrak air daun Physalis angulata L. (1500 mg/kgBB) dan
albumin (3,3 g/kgBB, 6,7 g/kgBB, dan 10 g/kgBB) mampu meningkatkan
jumlah osteosit tibia tikus Rattus norvegicus pasca ovariektomi lebih baik
dibandingkan dengan pemberian ekstrak air daun Physalis angulata L.

saja.
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7.2 Saran

Saran-saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah

dilakukan penelitian yang lebih dalam mengenai:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang kandungan senyawa lain
yang memiliki efek estrogenik dengan potensi sebagai fitoestrogen dari
tanaman Physalis angulata L. yang dapat meningkatkan jumlah osteosit
pada keadaan pasca menopause atau pasca ovariektomi.

2. Diperlukan penelitian dengan metode lain dalam menilai kualitas dan

kuantitas sel tulang dalam proses pembentukan tulang.
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Lampiran 2. Hasil Perhitungan Jumlah Osteosit
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Lampiran 3. Uji Nomalitas dan Uji Homogenitas

Uji Normalitas Shapiro-Wilk Test

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
Osteosit 119 28 .200" .958 28 .319

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Uji Homogenitas Levene Homogenity of Vaiances Test

Test of Homogeneity of Variances

Osteosit

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.092

21

.399




Lampiran 4. One Way ANOVA Test
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Uji One Way ANOVA Kelompok Kontrol Negatif, (K1) dan Kontrol Positif OVX 5 (K2) dan

OVX 9 (K3)
Descriptives
Osteosit
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
K1 4| 7.2625 .35208 .17604 6.7023 7.8227 6.80 7.65
K2 4| 7.1000 30277 .15138 6.6182 7.5818 6.80 7.45
K3 4| 6.8750 .35940| .17970 6.3031 7.4469 6.40 7.20
Total 12| 7.0792 .34867 .10065 6.8576 7.3007 6.40 7.65
ANOVA
Osteosit
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .303 2 151 1.318 .315
Within Groups 1.034 9 115
Total 1.337 11

Uji One Way ANOVA Kelompok Kontrol Positif OVX 9 (K3) dan Kelompok Perlakuan (P1,

P2, P3, P4)
Descriptives
Osteosit
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper

N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
K3 4| 6.8750 .35940| .17970 6.3031 7.4469 6.40 7.20
P1 4 7.7875 .34970 .17485 7.2310 8.3440 7.45 8.25
P2 4| 8.1000 .23805| .11902 7.7212 8.4788 7.85 8.35
P3 4| 8.6000 .09129 | .04564 8.4547 8.7453 8.50 8.70
P4 4| 7.3500 .20817 .10408 7.0188 7.6812 7.10 7.60
Total 20| 7.7425 .65560 | .14660 7.4357 8.0493 6.40 8.70




ANOVA
Osteosit
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 7.087 4 1.772 24.622 .000
Within Groups 1.079 15 .072
Total 8.166 19
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Lampiran 5. Post Hoc Tu

key HSD
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Uji Post Hoc Tukey HSD Kelompok Kontrol Negatif (K1) dan Kelompok Kontrol Positif

OVX 5 (K2) dan OVX 9 (K3)

Multiple Comparisons

Dependent Variable:  Osteosit
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
(1) Kelompok  (J) Kelompok | Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
K1 K2 .16250 .23972 .782 -.5068 .8318
K3 .38750 .23972 .288 -.2818 1.0568
K2 K1 -.16250 .23972 .782 -.8318 .5068
K3 .22500 .23972 .631 -.4443 .8943
K3 K1 -.38750 .23972 .288 -1.0568 .2818
K2 -.22500 .23972 .631 -.8943 4443

Nilai Signifikansi dari Uji Post Hoc Tukey HSD antara Kelompok Kontrol Negatif (K1)
dan Kelompok Kontrol Positif OVX 5 (K2) dan OVX 9 (K3)

K1
(Kontrol
Negatif)

K1
(Kontrol
Negatif)

K2

(OVX 5) 0.782

K3

(OVX 9) 0.288

K2 K3
(OVX 5) (OVX 9)
0.782 0.288

0.631
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Uji Post Hoc Tukey HSD Kelompok Kontrol Positif OVX 9 (K3) dan Kelompok Perlakuan

(P1, P2, P3, P4)

Multiple Comparisons

Dependent Variable:  Osteosit
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
K3 P1 -.91250" .18968 .002 -1.4982 -.3268
P2 -1.22500" .18968 .000 -1.8107 -.6393
P3 -1.72500" .18968 .000 -2.3107 -1.1393
P4 -.47500 .18968 142 -1.0607 1107
P1 K3 .91250" .18968 .002 .3268 1.4982
P2 -.31250 .18968 492 -.8982 .2732
P3 -.81250" .18968 .005 -1.3982 -.2268
P4 43750 .18968 .196 -.1482 1.0232
P2 K3 1.22500° .18968 .000 .6393 1.8107
P1 .31250 .18968 492 -.2732 .8982
P3 -.50000 .18968 113 -1.0857 .0857
P4 .75000" .18968 .010 .1643 1.3357
P3 K3 1.72500° .18968 .000 1.1393 2.3107
P1 .81250" .18968 .005 .2268 1.3982
P2 .50000 .18968 113 -.0857 1.0857
P4 1.25000" .18968 .000 .6643 1.8357
P4 K3 47500 .18968 142 -.1107 1.0607
P1 -.43750 .18968 .196 -1.0232 .1482
P2 -.75000" .18968 .010 -1.3357 -.1643
P3 -1.25000" .18968 .000 -1.8357 -.6643

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Nilai Signifikansi dari Uji Post Hoc Tukey HSD Kelompok Kontrol Positif OVX 9 (K3)
dan Kelompok Perlakuan (P1, P2, P3, P4)

P1

P2

P3

P4

K3
(OVX 9)

0.002 0.000

0.000

0.142

Means Plots

8507

8007

Mean of Osteosit

7507

7.00-

Kelompok
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Lampiran 6. Uji Korelasi Pearson

Correlations

Dosis Osteosit

Dosis Pearson Correlation 1 .883"

Sig. (2-tailed) .000

N 28 28

Osteosit Pearson Correlation .883" 1
Sig. (2-tailed) .000

N 28 28

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Coefficients?

Standardized

Unstandardized Coefficients Coefficients

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 7.167 .071 100.521 .000
Dosis .145 .015 .883 9.609 .000

a. Dependent Variable: Osteosit
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

7.1 Alat dan Bahan Penelitian

@)

Gambar 7.1 Kandang plastik ukuran 30cm x 45 cm x 15 cm yang ditutupi  anyaman
kawat-kawat berongga serta diberi label sesuai kelompok perlakuan dan  kontrol
berisikan tikus wistar (Rattus norvegicus)
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. |
7.3 Ekstrak C, D1, D2, dan D3

Gambar 7.2 Simplisia Daun Ciplukan Gambar
(Physalis angulata L.)

Gambar 7.4 Ketamine untuk prosedur Gambar 7.5 Nebacetine untuk prosedur
ovariektomi ovariektomi
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Gambar 7.7 Novalgin dan salticin untuk prosedur ovariektomi

Gambar 7.8 Kapsul Albumin
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7.2 Prosedur Penelitian

sbim di jahit dl bersitikan ol

Gambar 7.9 Ovariektomi hewan coba
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Gambar 7.10 Pemberian perlakuan pada hewan coba



74

Gambar 7.11 Terminasi hewan coba untuk pengambilan sampel tulang

e
Gambar 7.12 Hasil pembuatan preparat histologi tulang hewan coba
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