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RINGKASAN

Latar belakang: Pada Adjuvant induced arthritis (AIA) kaadar NO meningkat oleh
inflamasi dan oksidan. Karateristik AIA seperti bengkak pada sendi, hiperplasia
sinovium, pembentukan panus, dihubungkan dengan destruksi tulang dan kartiago.
Jambu biji (Psidium Guajava L) mengandung fitonutrien yang diduga sebagai sumber
antioksidan dan antiinflamasi.

Tujuan: Mengetahui pengaruh pemberian jus jambu biji terhadap kadar ion nitrit
dan gambaran histopatologik panus sendi adjuvant induced arthritis tikus wistar.
Metode: Studi eksperimen laboratorik dengan desain randomized post test only
control group pada 25 ekor tikus strain wistar. Sampel terbagi 5 kelompok yaitu
kelompok K-; kelompok K+ (aspirin); P1 ( jus jambu biji 1 gram/hari); P2 (jus
jambu biji 2 gram/hari) dan P3 (jus jambu biji 3 gram/hari). Dilakukan pemeriksaan
ion nitrit serum sebagai gambaran aktivitas NO dengan metode Griess, gambaran
panus sendi dengan pengecatan HE. Data dianalisis dengan One Way Anova test dan
Kruskal-Wallis Test dengan derajat kemaknaan P<0,05.

Hasil: Ada perbedaan kadar ion nitrit pada kelompok perlakuan dibuktikan dengan
p = 0,00. hasil uji LSD diketahui kadar ion nitrit kelompok kontrol (+) tidak berbeda
dengan kelompok perlakuan jus jambu biji 2 gram/hari dengan p>0,05. Ada
perbedaan gambaran histologik panus terhadap kelompok perlakuan dengan
p = 0,01. Hasil uji Mann-Whitney diketahui kelompok kontrol (K-) berbeda dengan
kelompok perlakuan aspirin (K+), perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari, perlakuan jus
jambu biji 2 gram/hari dan perlakuan jus jambu biji 3 gram/hari.

Simpulan: Pemberian jus jambu biji berpengaruh dalam menghambat produksi
kadar ion nitrit dan gambaran histopatologik panus sendi tikus Wistar yang
didinduksi dengan CFA.

Kata Kunci: ajuvan arthritis, jambu bji, NO dan panus



ABSTRACT

BACKGRAUND: Nitrite ion increases in adjuvant arthritis. It has been associated
with the activities of nitrite oxide (NO). Nitrite oxide mediates inflammation and
axidant, it is a progressive joint disease characterized by hyperplasia sinovial and
invasion pannus associated with an destruction of bone and cartilage. Jambu biji
(Psidium Guajava L) is known to be the source of antioxidant and antiinflamation.
Aim: To find out the difference nitrite ion and histopathological feature of joint in
adjuvant induced arthritis rats after administration of jambu biji (Psidium Guajava
L) juice.

Design and Method: An experimental study had been done using a randomized post
test only control group. Twenty five Wistar rats were divided into 5 group. 2 control
groups (K- and K+) and 3 treated groups (jambu biji juice 1 gr/day, 2 gr/day and 3
gr/day). Griess was used to assay nitrite ion serum and hematosilin Euosin to assay
histopathological pannus of joint. One Way Anova test and mann Withney test were
applied for data analysis.

Result: A significant difference in nitrite ion was found among the treated groups
(p:0,00 < 0.05), but not between the K+ group and 2 gr/day treated group. There is
significant difference in pannus feature among the treated groups (p:0,01 < 0.05) to
K- group, but not among aspirin and jus jambu biji 1-3 grams/day treated groups, .
Conclusion: Jambu biji (Psidium Guajava L) juice shows an effect for nitrite ion in
consentration and histopathology pannus appearance of joint in adjuvant induced
arthritis.

Keyword : : juvant arthritis, Guajava, NO and pannus



BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Arthritis rheumatoid merupakan penyakit autoimun yang bersifat
inflamasi kronik-sistemik. Inflamasi kronik menyebabkan hipertropi dan
penebalan membran pada sinovium, hambatan aliran darah dan nekrosis sel.
Penebalan sinovium oleh lapisan jaringan granular membentuk panus yang
bersifat destruktif dan menyebabkan inflamasi berlanjut, membentuk jaringan
parut yang dapat memacu kerusakan sendi menyebabkan degradasi jaringan
ikat terutama pada organ sinovium dan struktur sendi seperti tulang rawan,
kapsul fibrosa sendi, ligamen dan tendon yang pada akhirnya menyebabkan
deformitas sehingga terjadi kekakuan dan kehilangan fungsi sendi secara
permanen. Adjuvant induced arthritis telah dilaporkan sebagai model
eksperimen dalam mengembangkan studi arthritis rheumatoid. Induksi
Complete Freud’s Adjuvant (CFA) menyebabkan respons inflamasi.
Manifestasi klinik dan karateristik gambaran histopatologik analog dengan
arthritis rheumatoid pada manusia. Untuk itu AIA diterima secara luas sebagai
model eksperimen pada hewan coba.'™

Nitrit oksida merupakan mediator inflamasi penting pada patologik
adjuvant induced arthritis. Kadar NO yang tinggi diduga berkontribusi pada

kerusakan substansi jaringan dan sendi secara langsung dan melalui mekanisme



radikal bebas. Reaksi antara nitrit oksida dengan oksigen membentuk spesies
peroksinitrit atau dengan hidroksil membentuk radikal hidrogen. Nitrit oksida
meningkatkan stres oksidatif dan menyebabkan mutasi DNA yang ikut
bertanggungjawab terhadap invasi panus pada sinovium sendi, destruksi
kartilago dan tulang serta deformitas.””

Saat ini pengobatan konvensional dan farmakologik antiinflamasi
NSAIDs seperti Aspirin telah digunakan untuk mengatasi dan mengurangi
inflamasi serta menghambat perkembangan penyakit Arthritis Rheumatoid
(AR). Namun seiring sejalan dengan penggunaan NSAIDs, efek samping dari
obat tersebut secara kronik dapat menimbulkan gangguan-gangguan pada
sistem-sistem tubuh manusia antara lain kerusakan fatal pada organ hati.
Disamping itu, harganyapun relatif diperhitungkan bagi masyarakat kalangan
bawah dan juga kesulitan untuk mendapatkan bagi mereka yang tinggal
diperdesaan.™

Studi in vivo dan in vitro pada hewan coba ataupun  manusia
membuktikan tanaman yang mengandung fitonutrien sebagai anti inflamasi dan
anti arthritis rheumatoid serta mampu menghambat perkembangan penyakit
seperti quercetin, vitamin E, vitamin C, selenium, copper, zinc, omega-3, asam
gamma linoleid, asam lemak esensial, kolagen, likopen dan flavonid yang
terdapat pada jahe, kunyit, advokad, minyak ikan, teh hijau, boswellia
(boswellia acid), cat’s claw (mengandung glikosid) dan Triperygium

Polyglikosida.''**



Jambu biji (Psidium Guajava L) dipilih dalam penelitian ini karena
mengandung senyawa fitonutrien sebagai antioksidan dan antiinflamasi serta
bahannya mudah diperoleh dan telah dikenal luas masyarakat. Penelitian
terdahulu melaporkan konsumsi 250 gram/hari jambu biji (Psidium Guajava L)
mampu memperbaiki profil lipid dan meningkatkan serum vitamin C dan
vitamin E pada pemuda sehat. Penelitian lain melaporkan pemberian 2
gram/hari jus jambu biji dapat menghambat peroksidasi lipid dan meningkatkan
ketahanan membran eritrosit tikus Diabetes mellitus lebih baik dibandingkan
dosis 0,5 gram/hari dan 1 gram/hari.”>?’

Jambu biji (Psidium Guajava L) mengandung senyawa vitamin C, [3-
karoten, vitamin E, selenium, copper, zinc, likopen, lutein (astaxantin),
xantin, ellagic acid, anthozyanidin, quercetin, lignin yang memiliki potensi
anti inflamasi dan antioksidan.*®

Untuk melengkapi peran jambu biji pada bidang medis, penelitian ini
mengkaji pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium Guajava L) terhadap
kadar ion nitrit serum dan gambaran histopatologik panus pada sendi adjuvant
induced arthritis tikus wistar. Dilakukan uji coba menggunakan 1 gram, 2

gram dan 3 gram jus jambu biji karena belum ada dosis pasti yang digunakan,

khususnya pada arthritis rheumatoid.

1.1.2. Perumusan masalah

Berdasarkan uraian diatas di dirumuskan suatu masalah:



Adakah pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium Guajava L)
terhadap kadar ion nitrit dan gambaran histopatologik panus pada sendi

adjuvant induced arthritis tikus wistar ?

1.1.3. Keaslian Penelitian

Saya menyatakan bahwa penyusunan tesis ini didasarkan pada
hasil penelitian pada tabel 1 dan tidak menggunakan hasil penelitian
pihak lain kecuali yang terdapat pada proposal ini.

Tabel 1. Penelitian yang digunakan sebagai dasar penyusunan proposal
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L) dosis 2 gram
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perlakuan lain

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel 1 menggambarkan adjuvant
induced arthritis merupakan model eksperimen yang dikembangkan untuk studi
arthritis rheumatoid. Fitonutrien yang terdapat pada tanaman telah digunakan
sebagai anti-arthritis. Jambu biji telah dibuktikan dapat meningkatkan status
antioksidan, penghambat peroksidasi lipid dan meningkatkan ketahanan
eritrosit.

1.1.4. Manfaat Penelitian

1.2.

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi bahan pertimbangan dalam
kajian ilmiah tentang manfaat jambu biji (Psidium Guajava L) pada
bidang medis.

2. Karena penelitian ini dilakukan pada hewan coba, hasil penelitian
diharapkan dapat dikembangkan sebagai dasar penelitian klinik lebih lanjut.

Tujuan Penelitian

1.2.1. Tujuan Umum
Menganalisis pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium
Guajava L) terhadap kadar ion nitrit dan gambaran histopatologik

panus sendi adjuvant induced arthritis tikus Wistar.

1.2.2. Tujuan Khusus



Menganalisis  pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium
Guajava L) terhadap kadar ion nitrit serum adjuvant induced
arthritis tikus Wistar

Menganalisis pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium Guajava
L) terhadap gambaran histopatologik panus sendi adjuvant induced

arthritis tikus Wistar



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Arthritis rheumatoid (AR)

211 Definisi

Arthritis rheumatoid adalah suatu penyakit peradangan kronik yang
menyebabkan degenerasi jaringan ikat, peradangan (inflamasi) terjadi
secara terus-menerus terutama pada organ sinovium dan menyebar ke
struktur sendi di sekitarnya seperti tulang rawan, kapsul fibrosa sendi,
legamen dan tendon. Inflamasi ditandai dengan penimbunan sel darah
putih, pengaktifan komplemen, fagositosis ekstensif dan pembentukan
jaringan granular. Inflamasi kronik menyebabkan hipertropi dan
penebalan membran pada sinovium, terjadi hambatan aliran darah dan
nekrosis sel dan inflamasi berlanjut. Pembentukan panus terjadi oleh
penebalan sinovium yang dilapisi jaringan granular. Penyebaran panus
ke sinovium menyebabkan peradangan dan pembentukan jaringan parut
memacu kerusakan sendi dan deformitas. Biasanya jaringan ikat yang
pertama kali mengalami kerusakan adalah jaringan ikat yang

. . . . . 2
membentuk lapisan sendi, yaitu membrane sinovium.*



212. Epidemiologi

Arthritis rheumatoid masih menjadi masalah kesehatan dunia,
diperkirakan 0,5-1 % dari populasi global menderita AR. Peluang
terjadinya penyakit hati pada penderita AR dua kali lebih besar dari
yang tidak menderita. America Arthritis Fondation melaporkan,
penderita AR berisiko dua kali lebih besar terkena penyakit jantung
sehingga meningkatkan angka kematian penderita Cardiovascular dan
infeksi. Dilaporkan 50 % pasien AR mengalami kecacatan fungsional
sementara setelah 20 tahun, 80 % cacat dan dapat mengurangi usia
harapan hidup 3-18 tahun. NHIS melaporkan 8,3 % (17,4 juta orang) di

Amerika mengalami keterbatasan beraktivitas akibat arthritis, 2-3 kali

lebih tinggi pada wanita dan dapat terjadi pada semua usia.29

Studi epidemiologi melaporkan berbagai faktor risiko yang
dihubungkan dengan terjadinya penyakit AR seperti (1) faktor
kerentanan terhadap penyakit dan (2) faktor inisiasi yaitu faktor yang
diduga meningkatkan risiko berkembangnya penyakit.*

Faktor kerentanan seperti :

o Seks : Biasanya banyak pada wanita (70% dari kasus di
AS, American Arthritis Fondation), atau pada wanita
3 kali berisiko dari pria.

o Usia : Dapat terjadi pada usia muda 30-50 tahun, usia



2.1.3.

lanjut terutama pada wanita kasus AR meningkat.

o Obesitas : Memacu meningkatnya oksidan melalui berbagai
mekanisme.

o Sejarah keluarga dan genetik : Keluarga yang memiliki anggota
keluarga terkena AR memiliki risiko lebih tinggi,
dan dihubungkan dengan gen HLA-DR4.

Faktor inisiasi adalah :

e  Perokok : berdasarkan penelitian epidemiologi  perokok
berisiko tinggi menderita AR.

o Infeksi ~ : infeksi bakteri atau virus menjadi inisiasi dari AR.

o Pil kontrasepsi :

J Lifestyle : stres dan diet mengawali inflamasi sendi.

Fisiologi dan Anatomi

Secara anatomi sendi berada pada pertemuan tulang yang
memberikan sifat mudah bergerak. Struktur sendi terdiri dari hialin
katilago yang menutupi kapsul. Bagian terluar kapsul terdiri dari
fibrous suatu jaringan lunak, periosteum dan bagian dalam terdapat
lapisan sinovial. Sinovial adalah suatu kapsul, yang menutup ligamen
dan tulang. Pada lapisan luar kapsul membentuk membran fibrous dan
di sisi kapsul terdapat membran sinovium yang tipis terisi oleh cairan

yang mengisi kapsul dan berfungsi sebagai lumbrikasi pada ujung tulang



2.14.

yang menutup kapsul dan melenturkan kartilago. Kartilago dan cairan
sinovial memberi sifat mampu bergerak pada sendi. Pada membran
sinovial AR mengandung sel serupa fibroblas (sinoviosit, tipe sel B) dan
makrofag. Sinoviosit bersifat imunoreaktif, disekresi oleh kolagen dan
proteoglikan termasuk ekpresi vascular sel adhesi molekul 1 (VCAM-1)

dan antigen.*’

Patofisiologi

Pada AR, peradangan berlangsung terus menerus dan menyebar
kestruktur-struktur sendi di sekitarnya termasuk tulang rawan sendi dan
kapsul fibrosa sendi. Akhirnya, ligamentum dan tendon ikut meradang.
Peradangan ditandai oleh penimbunan sel darh putih, pengaktivan
komplemen, fagositosis ekstensif dan pembentukan jaringan parut. Pada
peradangan kronik, membrane sinovium mengalami hipertrofi dan
menebal sehingga terjadi hambatan aliran darah yang menyebabkan
nekrosis sel dan respons peradangan berlanjut. Sinovium yang menebal
kemudian dilapisi oleh jaringan granular yang disevut panus. Panus
dapat menyebar ke seluruh sendi sehingga semakin merangsang
peradangan dan pembentukan jaringan parut. Proses ini secara lambat

merusak sendi dan menimbulkan nyeri hebat serta deformitas.



2.15. Etiologi

2.1.6.

Arthritis rheumatoid merupakan penyakit autoimun kompleks, yang
menyebabkan terjadinya gangguan fungsi normal sistem imun.
Penyebab pasti dari kerusakan sistem imun belum dapat dijelaskan.

Berbagai studi yang telah dilakukan belum dapat menjawab etiologi

penyakit autoimun termasuk AR.1

Penyakit autoimun termasuk AR dihubungkan dengan berbagai
faktor seperti infeksi virus, bakteri, kemiripan molekuler (sel antigen),
pembentukan oksidan yang berlebih oleh hormon, usia, obes dan obat
yang diduga menyebabkan kegagalan autoregulasi aktivitas sel B dan sel
limfosit T. Break-down sistem imun diduga dapat terjadi oleh kepekaan
genetik (haplotipe HLA tertentu meningkatkan risiko penyakit yang

dikaitkan dengan pembentukan autoantibodi tertentu, anti ds-DNA dan

antifosfolipid).”

Patogenesis

Arthritis rheumatoid adalah penyakit peradangan kronik yang
menyebabkan degenerasi jaringan ikat. Peradangan (inflamasi) pada AR
terjadi  secara terus-menerus terutama pada organ sinovium dan
menyebar ke struktur sendi di sekitarnya seperti tulang rawan, kapsul
fibrosa sendi, legamen dan tendon. Inflamasi ditandai dengan

penimbunan sel darah putih, pengaktifan komplemen, fagositosis



ekstensif dan pembentukan jaringan granular. Inflamasi kronik
menyebabkan hipertropi dan penebalan pada membran sinovium, terjadi
hambatan aliran darah dan nekrosis sel dan inflamasi berlanjut.
Pembentukan panus terjadi oleh penebalan sinovium yang dilapisi
jaringan granular. Penyebaran panus ke sinovium menyebabkan
peradangan dan pembentukan jaringan parut memacu kerusakan sendi
dan deformitas.

AR timbul setelah aktivasi antigen yang memunculkan respons
imun. Antigen dapat berupa bakteri, mikoplasma dan virus. Pada bagan
I menggambarkan bahwa antigen memacu perubahan respons imun

non-spesifik dan spesifik berbagai tipe sel termasuk  sel T, makrofag,

antigen precenting cell (APC) dan sel endotel, menyebabkan inﬂamasi.2

Inflamasi menyebabkan pelepasan berbagai protein sitokin. Sitokin
memiliki fungsi antara lain memelihara keseimbangan tubuh selama
terjadi  respon imun, infeksi, kerusakan, perbaikan jaringan,
membersihkan jaringan mati, darah yang membeku dan proses
penyembuhan. Jika produksi sitokin meningkat, kelebihan sitokin dapat
menyebabkan kerusakan yang serius pada sendi saat inflamasi AR.
Sitokin yang berperan penting pada AR antara lain adalah IL-1, IL-6,
TNF-a dan NO. Nitrit oksida, diketahui dapat menyebabkan kerusakan

. . . .. . 25
sendi dan berbagai manifestasi sistemik.



Leukosit adalah bagian sistem imun tubuh yang secara normal
dibawa ke sinovium dan menyebabkan reaksi inflamasi atau sinoviositis
saat antigen berkenalan dengan sistem imun. Elemen-elemen sistem
imun (gambar 1) dibawa ke tempat antigen, melalui peningkatan suplai
darah (hiperemi) dan permeabilias kapiler endotel, sehingga aliran darah
yang menuju ke lokasi antigen lebih banyak membawa makrofag dan

sel imun lain.*

Antigen
Genetik | ' Sel T-CD4/limfosit B
< qitokin
v
Makrofag » RANKL Limfosit B
! I
IL-1,TNF-a,NO,ROS v
Osteoklas FRs
! I
Fibroblas & kondrosit . )
silncfsiala S & KONArost N Proliferasi Komplek
l Imun
Kolagen, estalase, PGE2 & v l
metalloproteinase ) Histopatologik

Bagan 1. Patogenesis AR>



Saat inflamasi leukosit berfungsi menstimulasi produksi molekul
yang memiliki peran kunci seperti leukotriens, prostaglandin (membuka
pembuluh darah dan meningkatkan aliran darah) dan NO (gas yang
berperan dalam fleksibilitas dan dilatasi pembuluh darah, dalam jumlah
yang tinggi merupakan substansi yang berperan besar pada berbagai
kerusakan AR).*

Peningkatan  permeabilitas  vaskular  lokal = menyebabkan
anafilatoksin (C3, C5). Local vascular pada endotel melepas NO dengan
vasodilatasi, meningkatkan permeabilitas vaskular, ekspresi molekul
adhesi pada endothel, pembuluh darah, ekspresi molekul MHC kelas II

dan infiltrasi sel neutrofil dan makrofag.”®
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(Sumber: www.http/arthritis research & therapy.2007

Gambar 1. Mekanisme inflamasi yang terlibat dalam proses AR*®



Inflamasi sinovial dapat terjadi pada pembuluh darah, yang
menyebabkan hiperplasia sel endotel pembuluh darah kecil, fibrin,
platelet dan inflamasi sel yang dapat menurunkan aktivitas vaskuler
pada jaringan sinovial. Hal ini menyebabkan gangguan sirkulasi darah
dan berakibat pada peningkatan metabolisme yang memacu terjadinya
hipertropi (bengkak) dan hiperplasia (membesar) dan sel dalam keadaan
hipoksia (gambar 2). Sel yang hipoksia dalam sinovium berkembang
menjadi edema dan menyebabkan multiplikasi sel sinovial. Sel pada

sinovium tumbuh dan membelah secara abnormal, membuat lapisan

. . . 35
sinovium menebal, sehingga sendi membesar dan bengkak.

normoxia hypoxia

(a) N = (b)

(c) (d)
e %, ®

(Sumber: www.http/arthritis research & therapy.2007)

Gambar 2. Perbandingan sel normal dan kondisi hipoksia *°

Berkembangnya fase penyakit, ditunjukkan dengan penebalan
sinovial membentuk jaringan yang disebut panus. Panus adalah

lembaran/lapisan yang menebal membentuk granulasi. Panus dapat



menyebar ke dalam sinovium sendi dan bersifat destrukstif terhadap
elemen sendi.’

Interaksi antara antibodi dan antigen menyebabkan perubahan
komposisi cairan  sinovial, cairan sinovial kurang mampu
mempertahankan fungsi normal dan bersifat agresif-destruktif. Respons
dari perubahan dalam sinovium dan cairan sinovial, menyebabkan
kerusakan sejumlah besar sendi dan jaringan lunak secara bertahap

berdasarkan fase perkembangan penyakit (tabel 2).*°

Tabel 2. Fase Perkembangan AR”

L . Manifestasi
Fase Kejadian Sel yang terlibat Klinik
Awal Kehadiran antigen Makrofag/ sel Tidak ada
dendritik
Respons imun Sel-T Kaku, bengkak
kemerahan
Saat Akumulasi dalam Sel-T/B
inflamasi Sinovium
Produksi interferon Sel-T
IL-1 dan TNF-a Monosit/Makrofag
Molekul adhesi Sel endothel
Migrasi transdermal Sel-T
Aktivasi sel Sinoviocyt
(synovial lining cell)
Pelepasan molekul Sinoviocyt
Degradasi Pembentukan panus Sinoviocyt Destruksi tulang
irreversible dan kartilago
Destruksi
Sinoviocyt

Destruksi yang terjadi pada tulang menyebabkan kelemahan tendon

dan ligamen, perubahan struktur tulang dan deformitas sendi sehingga



mempengaruhi aktivitas harian dan menghilangkan fungsi normal sendi.
Destruksi dapat terjadi oleh serangan panus (proliferasi sel pada lining
sinovial) ke subkodral tulang. Destruksi tulang menyebabkan area hialin
kartilago dan lining synovial tidak dapat menutupi tulang, sendi dan
jaringan lunak.***’

Pada tahap lebih lanjut, terjadi kehilangan struktur artikular
kartilago dan menghasilkan instabilitas terhadap fungsi penekanan
sendi, menyebabkan aktivitas otot tertekan oleh destruksi tulang, lebih
jauh menyebabkan perubahan struktur dan fungsi sendi yang bersifat
ireversibel dan dapat terjadi perubahan degeneratif terutama pada
densitas sendi. Destruksi dapat menyebabkan terbatasnya pergerakan
sendi secara signifikan, ditandai dengan ketidak stabilan sendi.***’

Kerusakan kartilago pada AR dipacu oleh proses® :

2.1.6.1. Sel Th-CD4 dan sel lain dalam cairan sinovial, aktif mendorong
pelepasan sitokin dan aktivitas sel limfosit B.
2.1.6.2. Menarik dan menyimpan sel infiltrasi pada sendi sublining
region.
2.1.6.3. Terjadi endapan kompleks imun dan produk inflamasi seperti
radikal bebas (NO), dan sitokin lain.
2.1.6.4. Angiogenesis, perubahan pembuluh darah pada sinovial. Peran

angiogenesis pada AR terkait dengan produksi integrin avp3

pada perkembangan sinovial.



2.1.7.

Penghancuran matriks dan kartilago diperantarai oleh invasi seluler
(panus) kedalam sinovium yang difasilitasi oleh stres oksidatif, merubah

mekanisme repair DNA yang menyebabkan mutasi pada gen kunci.”

Manifestasi Klinik

Ahli rheumatologi menjelaskan karateristik dari AR adalah
munculnya gambaran tertentu pada sendi kecil seperti jari tangan  dan
kaki kaku pada pagi hari dan ada yang kondisinya memburuk sepanjang
hari; disertai dengan gejala lain seperti menghilangnya nafsu makan,
lesu, demam, anemi dan bengkak pada jaringan di bawah kulit (nodul
rheumatoid); bengkak dan nyeri pada sendi jari kaki, tangan,
pergelangan, siku dan lutut. Pada fase lanjut terjadi hancurnya jaringan

artikular dan deformitas. Pada kondisi yang lebih  berat dapat

menyerang mata, paru atau pembuluh darah.32

Arthritis rheumatoid memiliki ciri khusus seperti adanya nodul-
nodul rheumatoid,  konsentrasi RFs yang abnomal dan perubahan
radiografi yang meliputi erosi tulang. Penanda arthritis saat ini adalah
mengukur faktor rheumatoid dikombinasikan dengan pengukuran anti-
cyclic citrullinated antibody (IgG) atau anti-ccp IgG. Anti-ccp IgG
timbul diawal penyakit sebelum nampak gejala klinik dan dapat
digunakan untuk membedakan AR dengan tipe arthritis yang lain.

Individu dengan nilai anti-ccp IgG positif umumnya diperkirakan



mengalami kerusakan radiologis yang lebih buruk bila dibandingkan
dengan individu yang memiliki nilai pengukuran anti-ccp IgG

negatif.*

2. 2. Adjuvant induced arthritis (AlA)
Salah satu CFA yang sering digunakan yaitu Adjuvant induced arthritis
(AIA) merupakan model eksperimen AR. Model eksperimen yang pertamakali
dikenalkan oleh Pearson pada tahun 1956, dengan menginduksi arthritis
menggunakan injeksi tunggal heat-killed Mycobacterium tuberculosis secara
intradermal. CFA memacu inflamasi dan menghasilkan gambaran
histopatologik yang analog dengan AR pada manusia. Complete Freud’s
adjuvant mengandung bakteri heat-killed Mycobacterium Tuberculosis yang
disuspensikan dalam minyak mineral. Dilaporkan berbagai jenis bakteri yang
telah dicobakan memiliki respons sama ketika di injeksi pada spesies  yang
sama. Inflamasi kronik terjadi setelah hari ke 10-14 pasca imunisasi.*
Imunisasi CFA, diduga menyebabkan gangguan respons autoimun dan
inflamasi kronik-sistemik. Mekanisme patologi AIA dengan molekuler imitasi,
menghasilkan cross-reactive pada epitop MT dan CO. Spesifik MT dan CO
merupakan clone sel T yang aktif setelah imunisasi CFA. Respons autoimun

anti MT dan CO meningkat pada tikus yang diimunisasi dan tidak ditemukan

pada tikus yang non-imunisasi, dan dihasilkan infeksi yang mirip AR.*



Pada adjuvant induced arthritis menunjukkan ketidak seimbangan sekresi
sitokin. Ekspresi sitokin Th2 seperti IL-4 dan  IL-10 menurun, tetapi Thl
seperti IFN-a meningkat. Diduga Interferon (IFN)-o memacu makrofag pada
lokal infeksi dan melepaskan sitokin inflamasi seperti IL-1 dan TNF-a. Tumor
nekrosis factor (TNF)-a memacu infiltrasi sel inflamasi, hiperplasia sinovium
dan invasi panus. Kadar IFN-a dan TNF-a dalam artikuler AIA lebih tinggi
dari tikus normal dan dihubungkan dengan inflamai.**

Inflamasi pada AIA tergantung produksi NO, yang diduga menentukan
perkembangan penyakit. Produksi NO, dipacu oleh  NOS yang diperantarai
1.NOS dari sel endotel dan makrofag saat fagositosis. Ekspresi NOS
menyebabkan stres oksidatif. Konsentrasi NO, yang tinggi menyebabkan
deaminasi deoksinukleotida dan menyebabkan mutasi gen somatik, dapat
terjadi pada gen P53. Gen P53 berfungsi pada perbaikan mutasi dan
berpengaruh pada pengaturan pertumbuhan sel, mekanisme repair dan

apoptosis. Perubahan histologik sendi dihubungkan dengan peningkatan

aktivitas NOz_.5

Aktivitas NO, yang berlebih pada AIA memacu kerusakan sel
dan jaringan yang dihubungkan dengan stres oksidatif dan inflamasi. Stres
oksidatif pada AIA diduga dipacu oleh peningkatan radikal bebas seperti
peroksinitrit dan hidroksil yang terbentuk dari reaksi antara NO, dengan O2

dan OH . Dilaporkan kedua radikal ini bersifat sangat merusak dan



ditemukan pada cairan sinovial. =~ Radikal oksigen dan RNS merusak elemen
kartilago dan komponen ekstraseluler seperti respon faktor pertumbuhan
kondrosit, meningkatkan apoptosis kondrosit, menghambat sintesis komponen
matriks (proteoglikan, kondrosit, kolagen tipe II glikosaminoglikan baru dan
metaloprotein) dan merusak DNA (basa DNA dan mekanisme repair DNA).’
Karateristik klinik AIA berupa edema pada berbagai sendi, hiperemi
membran sinovial dan pembengkakan daerah pada interpalangeal sendi tikus.
Karateristik klinik tidak hanya terbatas pada sendi, juga dapat terjadi pada
ckstra-artikular seperti tendonitis, iritis, lesi nodular dalam organ visceral,

uretritis dan diare. Faktor rheumatoid (RFs) tidak diproduksi pada AR bentuk
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eksperimen.

Perubahan derajat pembengkakan pada artikular terjadi oleh proliferasi
sel pada sinovial yang berkembang menjadi hiperplasia dan hiperplastis.
Hiperplasia pada sinovium dihubungkan dengan fibrosis dan perubahan derajat
histologik sendi.”

Pada tingkat seluler, diduga sitokin seperti IL-1, TNF-a dan sitokin lain
termasuk faktor pertumbuhan-f (GF-B), menstimulasi sinoviosit untuk
memproduksi enzim yang menyebabkan kartilago terdegradasi. Dalam kondisi
normal sitokin berfungsi mengatur produksi dan ekspresi molekul adhesi.
Ditemukan CD3 meningkat saat panus menyerang tulang dan kartilago.

Beberapa enzim diduga ikut dalam proses pembentukan hiperplastik sinovium



2.3.

dan panus yaitu matriks metalloproteinase, menyebabkan degradasi komponen
tulang dan kartilago. Enzim matriks metalloproteinase disekresi oleh sinoviosit
dan kondroblas saat merespon pelepasan sitokin. Enzim proteolitik yang lain,

diduga memiliki peran yang sama.*

lon nitrit
Ion nitrit menggambarkan aktivitas NO, dalam tubuh. Nitrik oksida
merupakan tipe radikal oksigen dari RNS. Aktivitas NO, bersifat radikal

bebas, membentuk reaksi radikal baru yang berantai yang berpotensi merusak

5,6,8,37
berbagai makromolekul, seperti lipoprotein, protein dan DNA.

Nitrik oksida merupakan endothelium-derivated relaxing factor (EDRFs)
dibentuk selama metabolisme asam amino L-arginin menjadi sitrulin melalui
jalur L-arginine-nitric-oxide dengan induksi enzim NO sinthase (NOS).
Produksi NO, dipacu oleh meningkatnya ekspresi inducible nitric oxide
synthase (i.NOS), endothelial specific nitric oxide synthase (eNOS) dan neural
specific nitric oxide (nNOS) oleh berbagai tipe sel seperti sel endotel, sel syaraf,

mitokondria dan makrofag. Adanya reseptor spesifik endotel seperti asetilkolin,

- 38
bradikinin dan serotonin mempengaruhi produksi NO, .
Nitrik oksida berperan pada fungsi biologi seperti signal sel, prolifersi,

apoptosis, proteksi sel, produk radikal bebas, perubahan fisiologi dan patologi



2.4.

AR. Pada penderita AR ditemukan peningkatan aktivitas NOz_, jumlah
makrofag, aktivasi neutrofil, HOCL dan elastase. Melalui induksi i.NOS selama
proses fagositosis oleh makrofag, NO, berfungsi sebagai sebagai bakterisidal.
Peningkatan jumlah aktivitas NO, pada AR dihubungkan dengan peningkatan
COX dan angiogenesis. Radikal oksigen yang diinduksi oleh O, dapat

meningkatkan ekspresi i.NOS yang diperantarai oleh makrofag, leukosit

vascular smoth muscle cell, neuron sehingga meningkatkan produksi NOZ_.39
Di dalam tubuh NO, bersifat sangat tidak stabil, berbentuk gas dan
memiliki half-life yang sangat singkat (1-10 sekon) dan segera terdegredasi
menjadi ion nitrat dan nitrit yang stabil. Aktivitas nitrit oksida dalam tubuh,
dapat diukur menggunakan indikator kadar NO, .*"*’
Studi terbaru mengindikasikan sitokin proinflamasi seperti IL-1B dan

TNF-a ikut dalam pembentukan toksik peroksinitrit bersama NO, . Ekspresi

aktivitas enzim NOS memacu produksi NO; . Produksi IL-6 yang tinggi selama

o . .. 8-9
inflamasi ikut berkontribusi meningkatkan risiko AR.

Gambaran histopatologik

Inflamasi pada AR memacu pelepasan produksi sejumlah mediator
inflamasi oleh aktivitas sel sinovial dan makrofag pada fagositosis seperti
NO; . Nitrik oksida dapat merusak berbagai molekul seperti protein,
lemak, karbohidrat. Inflamasi kronik menyebabkan gangguan poliartikular

yang diikuti perubahan pada morfologi dan histologik sendi. Perubahan



histologik pada penderita AR diawali oleh edema pada membran sinovial,
neovaskularisasi, hiperplasia serta pertumbuhan fibroblastik yang menjadi dasar
terjadinya hiperplasia sinovial. Secara makroskopis menunjukan adanya
pembengkakan sendi. Perubahan volume diikuti pelebaran pembuluh darah dan
hiperemi. Pada fase lanjut terjadi perubahan pada artikular kartilago, kapsul
fibrous, ligamen, tendon yang dapat menyebabkan deformitas dan kaku sendi.**

Hiperplasia sinovial di tandai dengan proliferasi sel sinovial. Gambaran
mikroskopik proliferasi sel, tidak spesifik terdapat sel besar pada sinovial dan
fragmen tulang kartilago penderita, sel besar biasanya ditemui pada AR aktif.
Inflamasi menyebabkan proliferasi sel dan hiperplasia yang menggambarkan
karateristik klinik dengan fenotip pembengkakan dan pembentukan panus pada
bantalan sendi (Cushionfritis). Sel mast dapat menyerang molekul karbohidrat,
glikosaminoglikan dalam sendi yang mengakibatkan erosi kartilago, tulang

dan ligamen yang dapat menyebabkan scars.’

MNORMAL : AHEUMA
JOINT : Jom-:o !

Synovial

Gambar 3. Infiltrasi sel imun pada proses inflamasi AR*



2.5.

Lapisan sinovial pada AR, terbentuk granulasi sel inflamasi secara terus
menerus dan menghasilkan epitel berlapis sehingga nampak menebal dan
menyebar ke permukan sendi membentuk panus. Panus merupakan akumulasi
sinoviosit dan makrofag, bersama limfosit, sel plasma dan sel mast. Panus
merupakan suatu invasi jaringan seluler yang membentuk lembaran dan vili
prominent pada sinovial menyebabkan efusi tulang dan kartilago lining
sinovial.**

Destruksi kartilago dan tulang merupakan tahapan akhir AR. Destruksi

dapat terjadi oleh serangan panus pada kartilago dan tulang rawan sehingga

menyebabkan erosi, kehilangan cairan sinovial dan terbentuk deformitas.*’
Jus jambu biji

25.1. Taksonomi
Jus jambu biji adalah jus yang dibuat dari buah jambu biji (Psidium
guajava L). Jambu biji termasuk famili myrtaceae, Genus : psidium,
spesies : Quajava. Berbagai nama jambu biji dikenal berdasarkan
wilayah seperti : guava, goiaba, guayaba, djamboe, djambu, goofier,
gouyava, goyaue, goyavier, perala, gayawas, dipajaya jambu, petokal,
tokal, guave, guavenbaum, guayave, banjiro, goiabeiro, guayabo,

guayaba, pichi, poshenandi, jambu klutuk, jambu biji, jambu siki."



25.2. Morfologi

Diperkirakan asal tanaman jambu biji dari Peru, dan saat ini telah
tersebar di seluruh dunia. Ada pula jenis jambu biji yang diduga berasal
dari Brazilia Amerika Tengah dan menyebar ke Thailan kemudian ke
negara Asia termasuk Indonesia.'

Jambu biji termasuk tanaman buah perdu. Jambu biji dapat tumbuh
didaerah ketinggian 1.200 m di atas permukaan laut. Tanaman jambu
biji memiliki banyak cabang dan ranting dengan tinggi mencapai 12
meter. Daunnya berbentuk bulat telur, kasar dan kusam. Batangnya
keras dengan bunga kecil berwarna putih. Buahnya mengandung banyak

biji (ada varitas yang tak ada bijinya), berwarna putih, kuning atau

11
merah.

Diperkirakan dari 150 jenis jambu biji yang dikenal, jenis Guajava
psidium yang dipercaya mengandung nutrien antioksidan dan memiliki
kemampuan terapis dan ditemukan di daerah tropis. Jambu biji yang
umum dijumpai di Indonesia adalah jenis lokal dan bangkok yang

merupakan hasil persilangan melalui stek atau okulasi dengan jenis

1
yang lain.

Dari sejumlah varitas jambu biji, ada beberapa varitas yang

digemari dan memiliki nilai ekonomi, sehingga banyak yang

membudidayaka, diataranya. a



2.5.3.

2.5.2.1. Varitas sukun (tanpa biji).

2.5.2.2. Jambu Bangkok (buah besar, daging tebal, biji sedikit dan rasa
agak hambar).

2.5.2.3. Jambu merah.

2.5.2.4. Jambu pasar minggu.

2.5.2.5. Jambu sari.

2.5.2.6. Jambu apel.

2.5.2.7. Jambu Palembang.

2.5.2.8. Jambu merah getas.

Kandungan Jambu Biji

Tanaman jambu biji mengandung berbagai komponen yang hampir
sama menyusun buah, daun batang, akar dan bunganya. Daunnya
mengandung tanin, minyak atsiri (zat avikulanin dan guaiferin yang
bersifat anti bakteri), asam ursalat, asam psidiolat, asam krotagolat,

asam oleoanolat, asam guajaverin, vitamin, garam mineral dan zat

samak (psiditanin).lz_13

Buah jambu biji mengandung komponen vitamin A 792 U (79
mcg RE), vitamin B1 0,05 mg, vitamin C 183,5 mg, vitamin E 1,12 mg,
asam folat 14 mcg, mineral seperti kalsium 20 mg, fosfor 25 mg, besi

0,31 mg, seng 0,23 mg, CU 0,103 mg selenium 0,6 mg (disajikan



dengan lengkap pada lampiran 1), senyawa fenolik seperti likopen,
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zeaxantin, quercetin.

Jambu biji memiliki potensi di bidang medis sebagai sumber
senyawa antioksidan (vitamin C, vitamin E, pB-karoten, seng dan
selenium) dan berperan sebagai fitonutrien yang secara ilmiah
dibuktikan melalui berbagai studi. Studi pengaruh konsumsi jambu biji
terhadap status oksidan dan profil lipid (total kolesterol, trigliserid,

LDL-kolesterol dan HDL-kolesterol) pada pemuda sehat, menunjukkan

konsumsi jambu biji memperbaiki status oksidan dan profil lipid.lz-13

2.6. Hubungan stres oksidatif, antioksidan dan AR.

Secara alami tubuh memiliki sistem protektif untuk menetralisir radikal
bebas, melalui suatu sistem antioksidan kompleks. Ketidak seimbangan
senyawa oksidan dan antioksidan dapat menyebabkan sistem antioksidan gagal
menginaktifkan oksidan, sehingga menghasilkan peningkatan produk oksidan
yang dapat menyebabkan stres oksidatif yang dihubungkan dengan awal

kondisi patogenesis berbagai penyakit termasuk AR.*

2.6.1. Stres Oksidatif
Stres oksidatif adalah kondisi tubuh dimana senyawa radikal bebas
melebihi toleransi tubuh. Stres oksidatif terjadi oleh berbagai

mekanisme reaksi radikal bebas seperti (a) inisiasi yaitu permulaan



terbentuknya radikal bebas; (b) propagasi terjadinya rangkaian reaksi
oleh timbulnya radikal bebas dan (c) terminasi terjadi pemusnahan atau
inaktivasi radikal bebas, baik oleh antioksidan endogen, eksogen atau
enzim. Kegagalan terminasi dapat terjadi selama mekanisme perbaikan
DNA yang menyebabkan mutasi gen. Mutasi gen dikaitkan dengan

perubahan struktur DNA dan kerusakan DNA yang dapat terjadi

melalui tiga (3) mekanisme berikut.40

2.6.1.1. Reaksi peroksidasi pada membrane lipid dan sitosol
menyebabkab terjadi reaksi reduksi asam lemak (otokatalisis)
yang berakibat kerusakan membran dan organ sel.

2.6.1.2. Modifikasi protein teroksidasi yaitu reaksi silang yang terjadi
dari dampak radikal bebas melalui mediator sulthidril oleh
asam amino yang labil seperti sistein, metionin, lisin,
histidin dan memecah rantai polipeptida.

2.6.1.3. Kerusakan DNA timbul pada satu pita atau ke-dua pita yang
berakibat pada kematian sel.

Radikal bebas adalah senyawa yang mempunyai elektron tanpa
pasangan pada orbit terluar, bersifat sangat reaktif dengan waktu paruh
yang sangat pendek. Elektron yang dimiliki cenderung pindah atau

menarik elektron dari molekul disekitarnya.*'



2.6.2.

Radikal bebas yang telah dikenal secara in vivo adalah (1)
Radikal oksigen (oksigen-centered, R-O) seperti superoksid (O,),
alkoksil (R-C=C-CO-R), peroksid ( R-C=C-COO-R), NO, NO, dan
OH ; (2) Radikal karbon (carbon-centured, carbony, R-C=C-C-R) dan
(3) Radikal sulfur, yang lain adalah Fe"", Fe™ ", NO, , NO; CCl; dan
Cl . Radikal bebas yang tidak stabil akan cepat mengalami dekomposisi

spontan seperti superoksid (0O,). Oksigen mengalami dekomposisi

membentuk superoksid dan hidrogen peroksid.42

Pada dasarnya radikal bebas di bentuk secara kontinyu oleh
jaringan sebagai hasil reaksi metabolit dari suatu mekanisme endogen
dan eksogen seperti aktivitas berbagai enzim oksidatif yang terdapat
dalam mitokondria, lisosom, sitosol dan membran sel.®’
Senyawa radikal bebas dapat bereaksi dengan molekul lain melalui

berbagai mekanisme seperti oksidasi, reduksi, abstraksi dan

dismutasi. Reaksi senyawa radikal dengan molekul lain dapat

) . 40-43
mengalami propagasi.

Antioksidan

Sistem antioksidan tubuh meliputi antioksidan enzim dan non-
enzim. Antioksidan enzim seperti SOD, GPx (gluthation peroksidase),
katalase dan glukosaoksidase; semuanya ini inaktif selama makanan

diproses. Antioksidan non-enzim seperti vitamin C, vitamin E



(tokoferol), B-karoten, selenium dan seng. Sumber antioksidan dapat
diperoleh dari diet berbagai komponen tanaman yang kaya kandungan

antioksidan seperti buah dan sayuran yang biasa dimakan dan tanaman

_ 44
lainnya.

Pada AR, peran antioksidan dihubungkan dengan berbagai fungsi
sistem imun dan kerusakan oksidatif membran sendi akibat inflamasi.
Kerusakan oksidatif yang terjadi disebabkan oleh peningkatan radikal
bebas atau oksidan yang pada akhirnya dapat meningkatkan stres
oksidatif tubuh. Studi epidemiologi secara luas menjelaskan bahwa
faktor diet berpengaruh pada berbagai penyakit kronik, termasuk peran
diet pada AR. Konsumsi buah, sayuran dan diet antioksidan berperan

sebagai protektif dalam patogenesis penyakit jantung dan kanker,

termasuk AR.45

Banyak sumber antioksidan alami yang terdapat pada bahan pangan
seperti buah dan sayuran dan diketahui berpengaruh terhadap proses
oksidasi dalam siklus hidup sel. Antioksidan (mikronutrien) dan enzim
intrasel dapat memproteksi kerusakan jaringan oleh oksidan. Untuk ini
diperlukan kemampuan antioksidan agar terdistribusi ke jaringan dengan
pertimbangan nilai bioavailability molekul antioksidan, karena sifat
kelarutan antioksidan berbeda-beda. Vitamin E bersifat lipolitik, berbeda

kemampuannya dengan antioksidan hidrolitik seperti vitamin C,



memungkinkan efek antioksidan  tergantung  perbedaan  area

.. 47,48
jaringan.

Studi klinik membuktikan adanya risiko stres oksidatif yang tinggi
pada penderita AR. Dilaporkan kadar MDA dan produksi lipid
peroksidasi lebih tinggi secara signifikan pada cairan sinovial dan serum
penderita dibanding kontrol. Penelitian terpisah melaporkan adanya
perubahan kadar antioksidan pada AR yang menyebabkan penurunan
aktivitas SOD dan GPX.*

Diet tinggi antioksidan seperti vitamin E, vitamin C, B-karoten dan
fenol terbukti dapat mengurangi tanda-tanda penyakit. Penelitian
terpisah melaporkan pemberian diet antioksidan memperbaiki status
oksidan penderita AR. Ditemukan konsentrasi selenium darah dan
komponen GPX lebih rendah pada penderita AR dibandingkan subyek
sehat. Pemberian suplementasi selenium mampu meningkatkan aktivitas
GPX darah pada penderita. Penderita AR yang diberi makanan olahan
sumber antioksidan menghasilkan peningkatan SOD dan aktivitas GPX
pada serum penderita. Kombinasi diet standar yang ditambahkan tinggi
antioksidan, mampu meningkatkan aktivitas GPX pada serum dan
menyebabkan kontrol penyakit lebih baik dan terjadi perbaikan status

antioksidan yang dihubungkan dengan berkurangnya tanda-tanda

.48
penyakit.



Pemberian vitamin C pada tikus ajuvan arthritis yang distresor
dengan suhu dingin mampu mengurangi radang. Vitamin C adalah
substansi scavenger, mereduksi aktivitas sinergis dua atau lebih
antioksidan lain. Pada permukaan ekstrasel, antioksidan yang
bermolekul kecil seperti vitamin C, B-karoten dan vitamin E berperan
penting sebagai pertahanan. Konsentrasi antioksidan yang bermolekul
kecil ini pada plasma ditentukan oleh jumlah diet yang dimakan.
Pemberian diet tinggi antioksidan diduga mampu menekan i.NOs,

sehingga aktivitas NO menurun.*’



BAB 3

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

CFA
IL-1, IL-6, TNF-a, Adjuvant induced < Obat Aspirin
ROS, EGF arthritis
Alendronate
Tus iambu biii > >
us Jambu bt Vitamin E &
C B-Karoten
v
iNOS v Tumlah sel Zinc, CU
e.NOS > | Kadar NO i selenium,
n.NOS
Flavonoid
A\ 4
Ion nitrit Ukuran Panus

Bagan 2. Hubungan faktor-faktor yang mempengaruhi produksi ion
nitrit dan gambaran histopatologik panus



3.2. Kerangka Konsep

Jus jambu biji Kadar ion nitrit

dosis 1 gram/hari;
2 gram/hari;
3 gram/hari

Ukuran panus

Bagan 3. Kerangka konsep penelitian

3.3.  Hipotesis
1. Ada pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium Guajava L) terhadap
kadar ion nitrit serum adjuvant induced arthritis tikus Wistar
2. Ada pengaruh pemberian jus jambu biji (Psidium Guajava L) terhadap

gambaran panus sendi adjuvant induced arthritis tikus Wistar



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen laboratorik, menggunakan the post
test only control group design, binatang percobaan digunakan sebagai objek

penelitian. Modifikasi rancangan penelitian sebagai berikut :

- Ol

X2 (9

X3 O3

X4 04

X5 05
Kgterangan:
- : Tanpa terap1
Ol : Observasi 1 (kontrol negatif: tanpa terapi)
X2 : Perlakuan 2 (kontrol positif: terapi aspirin 67,5 mg/hari)
02 : Observasi 2
X3 : Perlakuan 3 ( jus jambu biji 1 gram/hari)
03 : Observasi 3
X4 : Perlakuan 4 ( jus jambu biji 2 gram/hari)
04 : Observasi 4
X5 : Perlakuan 5 (jus jambu biji 3 gram/hari)
05 : Observasi 5

4.2. Ruang Lingkup Penelitian

4.2.1. Subyek Penelitian
Populasi : Tikus (Rattus norwegicus) galur wistar jantan

Sampel : Sampel diperoleh secara random yang memenuhi



kriteria inklusi dan eksklusi
4.2.2. Waktu dan Tempat Penelitian
Waktu penelitian  : 60 hari
Tempat penelitian : Laboratorium Biologi dan Biokimia Universitas
Brawijaya Malang (pemeliharaan hewan coba dan
analisa ion nitrit). Laboratorium Patologi Anatomi

Universitas Gajah Mada ( pembacaan preparat).

4.3. Kriteria Inklusi dan Eksklusi

4.3.1. Kriteria Inklusi
Tikus Wistar jantan
umur 12-14 minggu

Berat badan 120-140 gram

4.3.2. Kriteria eksklusi

Tikus sakit selama adaptasi dan penelitian (gerakan tidak aktif)

Mati selama penelitian berlangsung

4.4, Randomisasi
Tiga puluh ekor tikus dikelompokkan secara random menjadi 5
kelompok yaitu:
K- : 5 tikus

K+ : 5 tikus



X3 . 5 tikus
X4 . 5 tikus

X5 . 5 tikus
4.5. Variabel Penelitian

A. 4.5.1. Variabel Independen

Jus jambu biji dosis 1 gram, 2 gram dan 3 gram

B. 4.5.2. Variabel Dependen
1. Ion nitrit pada serum

2. Gambaran histopatologik panus sendi kaki tikus

4.6. Defisini Operasional

4.6.1. Variabel independen
1. Jus jambu biji adalah jus yang diperoleh dari buah segar dan
seduhan air biji jambu, yang diberikan pada kelompok perlakuan X3,

X4 dan X5 setiap pagi selama 14 hari dengan dosis 1 gram, 2 gram

dan 3 gram per hari.

4.6.2. Variabel dependen
1. Ton nitrit adalah hasil metabolisme NO dalam darah. Darah tikus
diperoleh melalui jantung menggunakan spuit sebanyak 3 ml.

Analisa ion nitrit menggunakan Kit iNtRON dengan mengukur



diazotisasi (metode Griess) berdasarkan pada perubahan warna.
Pembacaan dengan metode Elisa dan diukur dalam satuan (umol/l).
2. Gambaran histopatologik panus sendi kaki tikus. Panus adalah
pertumbuhan jaringan oleh penebalan dan pengentalan cairan
sinovial bersama infiltrasi sel imun kedalam sinovium. Gambaran
histopatologik panus dinilai setelah dilakuakan pewarnaan HE dan
dinyatakan dalam skor variabel ukuran panus (kriteria 0 = tidak
nampak panus pada sinovial; 1 = panus memenuhi < 25 % dari
sinovial; 2 = panus memenuhi 25% - 50% dari sinovial; 3 = panus
memenuhi 50% - 100 % dari sinovial, tetapi tidak padat; 4 = panus

nampak padat dan memenuhi 50%-100% dari sinovial.

4.6.3. Variabel karateristik klinik
Volume kaki diukur pada kaki kanan belakang menggunakan
mercury placement plethysmograhy menggunakan satuan mlHg.
Alat yang digunakan diperoleh dari laboratorium Farmakologi

Universitas Diponegoro Semarang.



4.7. Kerangka Kerja Penelitian

Adaptasi
1

Randomisasi

+

v
Imunisasi CFA 0,1 ml intradermal pada ekor

Masa laten 14 hari
v

Imunisasi CFA intradermal pada kaki
belakang 0,1 ml; masa laten 7 hari

A 4

diukur Volume kaki kanan belakang

v
Diberi perlakuan selama 14 hari
v v v v v
Kelompok Kelompok X2 Kelompok Kelompok X4: Kelompok X5:
(K-): Air 3 (K+): Aspirin X3: Jus jambu Jus jambu biji 2 Jus jambu biji
ml aqua 67,5 mg dalam 3 biji 1 gr dalam gr dalam 3 ml 3 gr dalam 3
ml air aqua 3 ml air air ml air
v v v v v
v
Dekapitasi
v

Ukuran panus dan ion nitrit

Bagan 4. Prosedur kerja penelitian

4.8. Bahan dan Materi

-Sampel darah tikus - Reagent FCA - Reagan griess KIT

- Larutan PFA 10 % - Larutan NaCL 0.9 % - Asam nitrat %

- larutan Xilol - Alkohol absolut - Air aquades



- Hemaktosilin - Alkohol Asam 0,4% - Eosin

- Lithium Karbonat Jenuh - Kanada balsam

4.9. Alat/Instrumen Penelitian

- Blender - Saringan

- Pipet - Pinset

- Kandang hewan coba - Kit elisa

- obyek gelas - Mikroskop
- Tabung reaksi - Cawan petri
- Labu takar - Beker gelas

4.10. Prosedur Kerja

4.10.1. Imunisasi CFA

Imunisasi CFA merupakan ajuvan yang mengandung Heat-
Killed Mycobacterium tuberculosis dalam suspensi minyak mineral,
dilakukan pada semua kelompok sampel tikus setelah adaptasi. Dosis
yang digunakan untuk injeksi berdasarkan penelitian terdahulu, yaitu
injeksi CFA 0,1 ml ekor secara intradermal ditujukan untuk
membentuk sel memori selama inflamasi akut, setelah 14 hari
kemudian diinjeksi kembali sebanyak 0,1 ml pada kaki belakang kiri
dan kanan secara intradermal masa laten 7 hari, hal ini ditujukan

untuk meningkatkan respons inflamasi, yang menyebabkan sel T



4.10.2.

asesori dan sel B teraktivasi, memacu makrofag melepaskan mediator

inflamasi.

Jus jambu biji

Jus jambu biji diperoleh dari jambu biji yang telah matang

penuh, ditandai dengan warna kulit menjadi kuning merata dan isi

buah berwarna merah. Pengolahan jus perlakuan dilakukan sebagai

barikut:

1.

Daging buah dari 100 gram jambu biji di blender dengan
menghancurkan semua bagian buah termasuk kulit tanpa
penambahan air, kemudian disaring untuk memisahkan biji
dari daging buah.

Biji dan bagian yang melapisi biji (di luar daging buah)
direbus sampai mendidih, kemudian disaring.

Jus daging buah jambu biji ditimbang 1 gram dan ditambahkan
cairan pada nomor 2 sampai volume 3 cc dan digunakan untuk
perlakuan kelompok X3 ( pemberian jus jambu biji 1 gram)

Jus daging buah jambu biji ditimbang 2 gram dan ditambahkan
cairan pada nomor 2 sampai volume 3 cc dan digunakan untuk

perlakuan kelompok X4 ( pemberian jus jambu biji 2 gram)



5. Jus daging buah jambu biji ditimbang 3 gram dan ditambahkan
cairan pada nomor 2 sampai volume 3 cc dan digunakan untuk
perlakuan kelompok X5 ( pemberian jus jambu biji 3 gram)

Ditetapkan dosis 1-3 gram/hari karena belum ada dosis yang
pasti. Pertimbangan berikut dijadikan alasan penetapan dosis : 1)
200 gram perhari untuk konsumsi manusia, hasil konversi ke tikus
(200 x 0,018 untuk berat tikus 200 gram) adalah 3,2 gram jambu
biji/200 gram BB tikus; 2) memperhatikan hasil
penelitian sebelumnya bahwa pemberian 2 gram jus jambu biji
memberikan hasil terbaik untuk menghambat peroksidasi lipid dan

ketahanan eritrosit.

4.10.3. Pemeriksaan lon Nitrit

Pengukuran ion nitrit sebagai berikut:

Tahap persiapan sampel:

1. Darah yang diperoleh dari tikus diinkubasi pada suhu kamar
selama 5 jam, kemudian di sentrifus untuk mendapatkan serum.
Sebelum dianalisa, serum disimpan dalam frizzer pada -20°C.

2. Serum yang diperoleh dipurifikasi seperti pada lampiran 2.

Tahap pengukuran ion nitrit:

1. Pengukuran ion nitrit adalah: inkubasi selama 10 menit dengan

reagent griess I ( 0,3% sulfanilamide in 2,5 % phosphoric acid)



dan Griess II ( 0,3% naphtylenediamin dalam 2,5 % phosphoric

acid) pada suhu ruang.

2. Pengukuran absorbansi larutan menggunakan Elisa Reder.

3. Konsentrasi ion nitrit ditentukan dengan rumus persamaan yang

diperoleh dari kurva standar.

4.10.4. Pemerikasaan gambaran histopatologik panus

4.10.4.1. Dekalsifikasi tulang

4.10.4.2.

Dekalsifikasi tulang dilakukan untuk memudahkan
pengirisan jaringan. Dekalsifikasi dilakukan dengan
merendam tulang dalam asam nitrat 10 % selama 5

hari.

Proses jaringan

1. Jaringan sendi dari sampel diambil dan difiksasi
dalam buffer formalin 10 % selama 24 jam

2. Jaringan didehidrasi menggunakan larutan aseton >
jam sebanyak 3 kali

3. Di clearing dengan xylol/benzene selama Y4 sampai
Y jam

4. Impregnating yaitu jaringan dimasukkan kedalam

media berisi parafin cair selama 90 menit



5. Dilakukan embeding yaitu dibuat blok parafin

6. Jaringan dipotong dengan mikrotom setebal 4 mikron

dan diletakkan dikaca obyek dan ditetesi

kanada balsam.

dengan

Jaringan siap untuk diwarnai

Pengecatan Hematoksilin Eusin (HE)

I'. Xilol I

2. Xilol I

3. Alkohol absolut

4. Alkohol absolut

5. Alkohol absolut

6. Air mengalir

7. Hemaktosilin

8. Air mengalir

9. Alkohol Asam 0,4%
10. Air mengalir

11. Lithium carbonat Jenuh
12. Air mengalir

13. Eosin

14. Alkohol absolut

15. Alkohol absolut

5 menit
5 menit
2 menit
2 menit
2 menit
2 menit
5 menit
2 menit
2-3 celup
2 menit
2-3 celup
2 menit
1 menit
2 menit

2 menit



16. Alkohol absolut 2 menit

17. Xilol 5 menit
18. Xilol 5 menit
19. Xilol 5 menit

20. Kanada balsam dan ditutup dengan deck glass

21. Siap untuk diperiksa dibawah mikroskop

4.11. Pengumpulan dan pengolahan data
Data yang dikumpulkan meliputi berat badan, volume kaki belakang tikus
sebelum imunisasi, setelah imunisasi dan setelah penelitian; kadar ion nitrit
dan gambaran histopatologik (meliputi lapisan sinovial, ukuran panus dan

destruksi kartilago dan tulang) setelah perlakuan.

Data terkumpul dilakukan cleaning, editing
kemudian entry data dan diolah menggunakan

program komputer SPSS 13.0 for Windows.

4.12. Analisis data

Analisis data meliputi analisis deskriptif seperti nilai
rerata, standart deviasi dan grafik. Analisis analitik

menggunakan uji beda.



Pada variabel independen pemberian jus 1-3
gram/hari, didapatkan skala pengukuran rasio. Pada
variabel dependen untuk kadar ion nitrit didapatkan
skala pengukuran rasio dan ukuran panus didapatkan
skala pengukuran ordinal. Pada variabel karateristik
klinik yaitu volume kaki belakang didapatkan skala

pengukuran rasio.

Data dengan skala rasio (berat badan, volume kaki
dan kadar ion nitrit) dilakukan uji normalitas
menggunakan Shapiro-Wilk test. Data berat badan
tidak terdistribusi normal sehingga digunakan uji non
parametrik. Data volume kaki dan kadar ion nitrit
dilakukan transformasi data sebelum digunakan uji
beda One Way Anova. Hasil pengukuran kadar ion
nitrit dilanjutkan denga uji beda terkecil menggunakan

uji Post Hoc-LSD. Data pengukuran volume kaki tikus



awal (hari ke-0) dan setelah imunisasi (hari ke-21). Uji
t-paired test untuk menganalisis perbedaan volume kaki
setelah imunisasi dengan CFA dengan setelah
perlakuan. Skor gambaran histopatologik panus
berskala ordinal untuk itu dipilih uji beda non
parametrik menggunakan Kruskal Wallis tes dan Mann-

Whitney.



5.1.

BAB 5

HASIL PENELITIAN

Karateristik Sampel

5.1.1. Gambaran Umum Penelitian

5.1.2.

Selama penelitian (60 hari) tidak ada tikus yang sakit (tidak aktif)
ataupun mati, jumlah tikus awal penelitian sampai akhir penelitian adalah
25 ekor. Umur tikus yang digunakan pada awal penelitian 12 — 14 minggu
dengan berat badan awal 120-140 gram. Hasil uji berat badan dengan
Kruskal-Wallis, menunjukkan tidak ada perbedaan berat badan sampel
pada awal penelitian, dengan nilai p: 0,22 > 0.05. Pada akhir penelitian
(hari ke 35) semua tikus dikorbankan untuk memeriksa ion nitrit serum dan

gambaran histopatologik panus sendi.

Pengaruh imunisasi CFA pada Adjuvant Induced Artrhritis (AlA)
Perubahan ukuran volume kaki setelah imunisasi ditemukan pada
semua tikus yang diukur pada hari ke-21. Diketahui terjadi peningkatan
volume kaki setelah imunisasi CFA pada semua kelompok perlakuan. Uji
deskriptif volume kaki awal penelitian, setelah imunisasi dan setelah

perlakuan didapatkan hasil sebagaimana disajikan pada tabel 3.



Tabel 3. Hasil uji deskriptif volume kaki AIA kelompok perlakuan

Kelompok perlakuan Statistik Standard
error
Volume  kaki Non-terapi (K-) Mean 0,55 0,01
dalam ml Hg Median 0,55
awal penelitian Stan.Dev 0,02
Aspirin (K+) Mean 0,58 0,04

Median 0,57
Stan.Dev 0,09

Jus jambu biji 1 gram  Mean 0,55 0,02
Median 0,55
Stan.Dev 0,03

Jus jambu biji 2 gram  Mean 0,51 0,02
Median 0,51
Stan.Dev 0,04

Jus jambu biji 3 gram  Mean 0,52 0,02
Median 0,53
Stan.Dev 0,03

Volume kaki Non-terapi (K-) Mean 1,45 0,05
dalam ml Hg Median 1,40
setelah Stan.Dev 0,12
imunisasi Aspirin (K+) Mean 1,53 0,17

Median 1,47
Stan.Dev 0,37

Jus jambu biji 1 gram  Mean 1,44 0,05
Median 1,41
Stan.Dev 0,10

Jus jambu biji 2 gram  Mean 1,56 0,09
Median 1,45
Stan.Dev 0,20

Jus jambu biji 3 gram  Mean 1,58 0,023
Median 1,56
Stan.Dev 0,05

Volume  kaki Non-terapi (K-) Mean 1,57 0,09
dalam ml Hg Median 1,60
setelah Stan.Dev 0,19
perlakuan
Aspirin (K+) Mean 1,10 0,10
Median 1,10
Stan.Dev 0,2
Jus jambu biji | gram  Mean 1,12 0,10

Median 1,25
Stan.Dev 0,22

Jus jambu biji 2 gram  Mean 1,09 0,01
Median 1,10
Stan.Dev 0,16

Jus jambu biji 3 gram  Mean 1,00 0,08
Median 1,04
Stan.Dev 0,17




Tabel 3 diatas menggambarkan volume kaki awal penelitian, setelah
imunisasi dan setelah perlakuan. Pada awal penelitian mean volume kaki yang
paling tinggi pada kelompok perlakuan kontrol K+ (0,58 ml Hg) dan yang
paling rendah pada kelompok perlakuan jus jambu 2 gram/hari (0,51 ml Hg).
Setelah imunisasi mean volume kaki yang paling tinggi pada kelompok
perlakuan jus jambu biji 3 gram/hari (1,58 ml Hg) dan yang paling rendah
adalah kelompok perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari (1,44 mlHg). Gambaran
perbedaan volume kaki tikus sebelum dan setelah imunisasi disajikan pada
gambar 4, yang menunjukkan terjadi pembengkakan pada semua sendi kaki
setelah imunisasi CFA (hari ke-21) yang ditandai dengan meningkatnya ukuran

volume kaki tikus.

a. Volume kaki hari ke-0 b. Volume kaki hari ke-21

Gambar 4. Foto kaki sampel awal penelitian (hari ke-0) dan setelah imunisasi
(hari ke-21)



Setelah perlakuan terjadi penurunan mean volume kaki pada kelompok
perlakuan K+ (1,10 ml Hg), jus jambu biji 1 gram/hari (1,12 ml Hg), jus jambu
biji 2 gram/hari (1,09 ml Hg) dan 3 gram/hari (1,00 ml Hg), tetapi pada
kelompok non terapi (K-) menunjukkan mean volume kaki meningkat
(1,57 ml Hg) dibanding sebelum perlakuan (1,45 ml Hg). Mean volume kaki
setelah perlakuan yang paling tinggi adalah kelompok kontrol (K-). Mean
volume kaki pada kelompok perlakuan aspirin (1,10 ml Hg) lebih tinggi dari
kelompok jus jambu 2 gram/hari (1,09 ml Hg) dan kelompok jus jambu biji
3 gram/hari (1,00 ml Hg). Gambaran perubahan mean volume kaki dengan

jelas di sajikan pada grafik 1.

Grafik Volume Kaki

Awnal Setel ahlnmuni sasi setel ahper | akuan

Waktu Pengukur an

Grafik 1. Perubahan volume kaki AIA pada awal penelitian (hari ke-0),
setelah imunisasi (hari ke-21) dan setelah perlakuan (hari ke-35)



Grafik 1 menggambarkan mean volume kaki tikus pada awal penelitian
berkisar antara 0,4 - 0,6 ml Hg dan setelah imunisasi mean volume kaki tikus
meningkat pada semua kelompok (1,4-1,6 mlHg), hasil uji t-paired
menunjukkan ada perbedaan volume kaki sebelum dan setelah imunisasi pada
semua kelompok perlakuan dengan p: 0,01. Setelah perlakuan gambaran
volume kaki pada kelompok perlakuan antara 1,00 -1,20 mlHg sedangkan
kelompok kontrol K- adalah 1,57 mlHg, Hasil uji t-paired menunjukkan ada
perbedaan bermakna volume kaki sebelum perlakuan dan setelah perlakuan

dengan p : 0,00.

5.2. Pengaruh Perlakuan terhadap kadar ion nitrit
Uji deskriptif kadar ion nitrit serum adjuvant induced arthritis tikus
Wistar didapat hasil sebagai berikut:

Tabel 4. Hasil uji deskriptif kadar ion nitrit serum AIA kelompok

perlakuan
Kelompok perlakuan Statistik Standard
error
Kadar ion nitrit Non-terapi (K-) Mean 210,6 2,00
dalam pmol/ml Median 209,5
Stan.Dev 4,47
Aspirin (K+) Mean 47,7 0,4

Median 47,7
Stan.Dev 0,92

Jus jambu biji 1 gram  Mean 127,7 0,83
Median 128,5
Stan.Dev 1,87

Jus jambu biji 2 gram  Mean 48,2 1,2
Median 46,7
Stan.Dev 2,79

Jus jambu biji 3 gram  Mean 40,2 1,2
Median 39,8
Stan.Dev 2,6




Tabel diatas menunjukkan nilai mean kadar ion nitrit pada kelompok
non terapi adalah 210,6 pmol/ml dan kelompok aspirin adalah 47,7 pmol/ml.
Kadar ion nitrit kelompok aspirin hampir sama dengan kelompok jus jambu
biji 2 gram (48,2 umol/ml), lebih kecil dari kelompok jus jambu biji 1 gram

(127,7) dan lebih besar dari kelompok jus jambu biji 3 gram (40,2 umol/ml).

200.00 —

150.00—

Kadarionnitrit

100.00—

50.00 —

* ® Kelper3lakuan * °
Kelompok periakuan 1 : Kelompok k-
2 :kelompok K+
3 :kelompok x3 (jus jambu biji 1 gram)
4  :kelompok X4 (jus jambu biji 2 gram)
5 :kelompok X5 (jus jambu biji 3 gram)

Grafik 2. Boxplot kadar ion nitrit serum AIA dalam pmol/ml

Dari gambar 2, boxplot diatas menunjukkan kadar ion nitrit serum
(umol/ml) terdistribusi normal pada kelompok 2 (aspirin), kelompok 3 (jus

jambu biji 1 gram) dan kelompok 4 (jus jambu biji 2 gram), pada kelompok 1



(K-) dan kelompok 5 ( jus jambu biji 3 gram/hari) tidak terdistribusi normal
ditunjukkan dengan nilai Wisker tidak terbagi secara simetris.

Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk didapatkan kelompok
perlakuan dengan p: 0,03, sehingga dilakukan transformasi data dan diperoleh
hasil uji normalitas Shapiro-Wilk pada semua kelompok dengan nilai p >
0,05. Uji homogenitas Levene test pada median p : 0,30 > 0,05 untuk itu
uji beda yang digunakan adalah One Way Anova, dengan hasil uji p: 0,00 <
0,05. Nilai ini menunjukkan ada perbedaan bermakna kadar ion nitrit serum
tikus AIA antara kelompok perlakuan. Dari hasil uji menunjukkan minimal

ada satu kelompok yang berbeda, uji LSD dihasilkan nilai p sebagai berikut

Tabel 5. Nilai p kadar ion nitrit AIA dengan uji LSD

Kelompok perlakuan N 1 2 3 4 5
K- (1) 5 - 0,00 0,00 0,00 0,00
K+ (2) 5 0,00 - 0,00 0,29 0,00
Jus jambu biji 1 gram (3) 5 0,00 0,00 - 0,00 0,00
Jus jambu biji 2 gram (4) 5 0,00 0,00 0,00 - 0,00
Jus jambu biji 3 gram (5) 5 0,00 0,00 0,00 0,00 -

Dari tabel diatas menunjukkan kelompok kontrol (K-) berbeda dengan
kelompok perlakuan lainnya dengan nilai p: 0,00 < 0,05. Ditemukan
kelompok kontrol (K+) tidak berbeda dengan kelompok 4 ( jus jambu biji 2

gram) dengan nilai p: 0,29 > 0,05.



5.2.

Pengaruh perlakuan terhadap gambaran histopatologik panus
Menggunakan uji deskriptif untuk melihat skor ukuran panus
didapatkan hasil sebagai berikut

Tabel 6. Hasil uji deskriptif skor ukuran panus sendi AIA tikus Wistar

Kelompok Statistik ~ Standard error
perlakuan
Skor ukuran Non-terapi (K-)  Mean 3,5 0,2
panus sendi Median 3,5
Stan.Dev 0,5
Aspirin (K+) Mean 2,2 0,2
Median 2
Stan.Dev 04
Jus jambu biji 1 Mean 2,8 0,2
gram Median 3
Stan.Dev 0,4
Jus jambu biji 2 Mean 2,6 0,2
gram Median 3
Stan.Dev 0,5
Jus jambu biji 3 Mean 2 0,3
gram Median 2
Stan.Dev 0,7

Pada tabel 6 diatas, menunjukkan nilai mean skor ukuran panus sendi
masing-masing kelompok perlakuan adalah pada kelompok non-terapi (K-)
dengan mean skor ukuran panus paling besar (skor: 3,5) dibandingkan
kelompok aspirin (K+) yaitu skor: 2,2. Kelompok aspirin memiliki skor yang
sama dengan kelompok jus jambu biji 3 gram (skor:2), tetapi lebih rendah

dari kelompok jus jambu biji 1 gram (skor:2,6) dan 2 gram (skor:2,8).



Skor median ukuran panus menunjukkan pada kelompok non-terapi
paling tinggi (skor: 3,5) dan kelompok aspirin yaitu skor: 2 nilai ini sama
dengan kelompok jus jambu biji 3 gram. Sedangkan kelompok jus jambu biji
1 gram dan 2 gram lebih tinggi dari skor ukuran panus pada kelompok aspirin
(skor:3).

Dari hasil uji deskriptif dapat digambarkan, makin tinggi skor ukuran
panus berarti derajat kerusakan sendi makin tinggi dan penelitian ini
menunjukkan derajat kerusakan sendi yang paling tinggi pada kelompok non-
terapi (K-). Pada kelompok terapi menunjukkan kerusakan sendi pada
kelompok jus jambu biji 1 gram dan 2 gram hampir sama, sedangkan
kerusakan sendi setelah terapi aspirin sama dengan terapi jus jambu biji

3 gram.
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Kelperlakuan
keterangan:

Kelompok perlakuan 1 : kelompok K-
6 :kelompok K+
7  :kelompok x3 (jus jambu biji 1 gram)
8 :kelompok X4 (jus jambu biji 2 gram)
9 :kelompok X5 (jus jambu biji 3 gram)

Grafik 3. Boxplot skor ukuran panus sendi AIA tikus Wistar

Gambar boxplot pada grafik 3, memperlihatkan letak median tidak
berada ditengah kotak pada kelompok 4 (jus jambu biji 2 gram), nilai Wisker
tidak terbagi secara simetris keatas dan kebawah, hal ini menunjukkan data
tidak terdistribusi secara normal dan ditemukan nilai ekstrim pada kelompok

2,3 dan 5.



Gambar pada grafik 4 menunjukkan mean skor ukuran panus yang
paling tinggi pada kelompok kontrol K- (skor: 3,5) dan yang paling rendah

kelompok jus jambu biji 3 gram ( skor: 2).

skor ukuran panus

O Series1

k- k+ x3 x4 x5

kelompok perlakuan

Grafik 4. Skor panus sendi AIA kelompok perlakuan

Mean skor aspirin sebagai kelompok kontrol K+ menunjukkan skor
lebih tinggi (skor:2,2)dari kelompok jus jambu biji 3 gram (skor:2).
Kelompok jus jambu biji 2 gram dan kelompok jus jambu biji 3 gram
grafiknya lebih tinggi dari kelompok aspirin. Hasil ini menunjukkan dosis
pemberian jus jambu biji yang tinggi (3 gram/hari) menghasilkan efek
menghambat pertumbuhan panus pada sinovium lebih baik.

Skor mean ranking ukuran panus pada kelompok K- mencapai skor
:21,20 dan kelompok aspirin skor: 8,60 adapun kelompok jus jambu biji

3 gram menunjukkan skor ukuran panus lebih rendah (skor: 7,50) dari aspirin



dan kelompok jus jambu biji 1 gram dan 2 gram dengan skor ukuran panus

lebih tinggi (skor: 14,90 dan 12,80).

Tabel 7. Rerata ranking mean skor panus sendi AIA tikus Wistar

Kelperlakuan N Mean Rank
S_kor gamba}ran K- 5 21.20
histopatologik panus
K+ 5 8.60
Jus jambu biji 1 gram 5 14.90
Jus jambu biji 2 gram 5 12.80
Jus jambu biji 3 gram 5 7.50
Total 25
Asym. Sig p: 001

Hasil uji beda antar kelompok menggunakan Kruskal-Wallis.
ditunjukkan dengan nilai p: 0,011 < 0,05.

Tabel rerata ranking skor ukuran panus sendi AIA tikus Wistar
menunjukkan ukuran panus yang menginvasi sendi, semakin tinggi ranking
mean menunjukkan semakin tinggi presen ruang sinovium yang terinvasi
oleh panus yang berarti pula makin tinggi derajat kerusakan sendi. Dari hasil
uji Kruskal -Wallis menunjukkan ada perbedaan ukuran panus pada
kelompok perlakuan, yang memberi makna minimal ada satu kelompok yang
berbeda. Hasil uji Mann-Whitney terhadap kelompok perlakuan pada skor

ukuran panus sebagai berikut



Tabel 8. Nilai p skor ukuran panus sendi AIA tikus dengan uji LSD

Kelompok perlakuan N 1 2 3 4 5
K- (1) 5 - 0,01 0,05 0,03 0,01
K+ (2) 5 0,01 - 0,07 0,22 0,61
Jus jambu biji 1 gram (3) 5 0,05 0,07 - 0,51 0,07
Jus jambu biji 2 gram (4) 5 0,03 0,22 0,51 - 0,17
Jus jambu biji 3 gram (5) 5 0,01 0,61 0,07 0,17 -

Tabel 8 diatas menunjukkan kelompok non-terapi (K-) berbeda dengan
kelompok terapi (aspirin dan jus jambu biji). Kelompok aspirin tidak berbeda
dengan kelompok jus jambu biji 1 gram, 2 gram dan 3 gram. Hasil ini

menunjukkan 1 gram jus jambu biji berpengaruh terhadap gambaran

histologik panus.



BAB 6

PEMBAHASAN

Penelitian terdahulu, menggunakan jambu biji untuk mengetahui  efek
perbaikan profil lipid dan peningkatan antioksidan darah pemuda sehat serta efek
terhadap oksidasi lipid dan ketahan eritrosit tikus Diabetes mellitus.

Sedangkan penelitian ini melakukan pemberian jus jambu biji 1,2 dan 3 gram
per hari selama 14 hari, dibandingkan dengan kelompok tanpa terapi (K-) dan terapi
aspirin 67,5 mg/hari (K+) untuk melihat perubahan volume kaki, kadar ion nitrit

dan gambaran panus sendi adjuvant induced arthritis tikus Wistar.

6.1. Pengaruh imunisasi CFA pada Adjuvant induced arthritis

Hasil wuji t-paired terhadap volume kaki menunjukkan ada perbedaan
bermakna volume kaki awal dengan volume kaki setelah imunisasi, nilai
p : 0,01. Hasil ini menggambatkan ada pengaruh imunisasi CFA terhadap
volume kaki pada sampel tikus.

Meningkatnya volume kaki setelah imunisasi adalah manifestasi klinik
dan karateristik yang ditunjukkan dengan fenotipe bengkak pada sendi kaki
adjuvant induced arthritis. Bengkak sendi merupakan peradangan (inflamasi)
pada sinovial. Inflamasi sinovial diduga juga terjadi pada vaskuler yang
menyebabkan platelet, fibrin dan hipoksia sel, mengakibatkan penyumbatan

aliran darah, neovaskularisasi, dan pada akhirnya terjadi proliferasi sel yang



6.2.

memacu hipertropi dan edema pada sendi. Proliferasi dihubungkan dengan
infiltrasi sel imun dan sinovitis, menyebabkan sel tumbuh dan membelah secara
abnormal memacu hiperplasia sinovium disertai akumulasi cairan dan

pertumbuhan fibroblas. *”’

Pengaruh perlakuan terhadap kadar ion nitrit

Berdasarkan penelitian ini menunjukkan bahwa ada perbedaan bermakna
kadar ion nitrit kelompok kontrol (K-), kelompok kontrol (K+) dan kelompok
perlakuan jus jambu biji 1-3 gram/hari dibuktikan dengan uji One Way Anova
nilai p: 0,00. Dilanjutkan uji LSD diketahui kadar ion nitrit kelompok kontrol
(K+) tidak berbeda dengan kelompok perlakuan jus jambu biji 2 gram/hari
ditunjukkan dengan nilai p: 0,29. Pada kelompok non-terapi (K-) menghasilkan
kadar ion nitrit paling tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan
(K+, dan pemberian jus jambu biji 1-3 gram/hari). Terapi aspirin yang diberikan
mampu menghambat produksi ion nitrit sama dengan pemberian jus jambu biji
2 gram/hari.

Hasil yang serupa telah dilaporkan oleh penelitian terdahulu bahwa
imunisasi CFA pada tikus meningkatkan kadar NO plasma 2 kali lebih besar
dari tikus normal (kontrol negatif) dan meningkat 4-5 kali dari normal (K-)
setelah fase skunder (12-22 hari pasca imunisasi CFA). Penelitian yang terpisah
melaporkan kadar NO pada penderita arthritis rheumatoid lebih tinggi (98,8

umol/l + 26,3) dibandingkan kontrol sehat (38,3 pmol/l +9,1).%"°



Nitrit oksida adalah mediator inflamasi penting pada AIA, diproduksi
oleh berbagai tipe sel seperti makrofag dan sel endotel yang dipacu oleh i.NOS
saat metabolisme L-arginin membentuk sitrulin. Pada inflamasi AIA, NO
diproduksi sebagai bakterisidal dan juga memberi efek wvasodilatasi dan
sitotoksik. Nitrit oksida bersifat tidak stabil dan mudah berubah menjadi ion
nitrat dan nitrit yang stabil. Pada AIA, produksi NO meningkat dan kelebihan
NO dapat bereaksi dengan oksigen dan hidroksil yang dapat memfasilitasi
mekanisme oksidasi membentuk peroksinitrit dan radikal hidrogen. Kedua
radikal ini bersifat memacu kerusakan sel dan jaringan seperti kartilago dan
komponen ekstraseluler, merusak respon faktor pertumbuhan kondrosit,
meningkatkan apoptosis kondrosit, menghambat sintesis komponen matriks
seperti proteoglikan dan kondrosit, kolagen tipe II, glikosaminoglikan baru dan
metalloprotein, serta merusak basa DNA dan mekanisme repair DNA. >

Pada tingkat seluler, NO yang berlebih menyebabkan deaminasi
deoksinukleotida, memacu mutasi gen somatik yang dapat terjadi pada gen P53.
Gen P53 berfungsi pada perbaikan mutasi, pengaturan pertumbuhan sel,
mekanisme repair dan apoptosis. Gen berperan penting pada AIA, mutasi gen
dapat memperburuk penyakit. Diduga mutasi gen disebabkan oleh faktor
lingkungan seperti serangan radikal bebas atau virus. Mutasi pada gen P53
telah diketahui menjadi prolog penyakit AIA yang terjadi selama perkembangan
penyakit, menyebabkan pengaruh besar pada kerusakan sel, dan dihubungkan

dengan invasi panus pada sinovium, kartilago dan tulang.**



6.3. Pengaruh perlakuan terhadap gambaran histopatologik panus sendi AlA

Berdasarkan hasil pemeriksaan gambaran histopatologik panus sendi
AIA, menggambarkan derajat kerusakan yang tertinggi terjadi pada kelompok
kontrol K- dengan mean skor ukuran panus adalah : 3,5 dan rank mean yaitu
skor 21,20. Mean skor kelompok kontrol (K+) adalah 2,20 dengan rank mean
skor 2. Perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari dan 2 gram/hari memiliki mean
skor lebih tinggi dari kelompok K+ yaitu 2,80 dan 2,60 dengan skor median
sama ( skor: 3). Adapun perlakuan jus jambu biji 3 gram memiliki mean skor
lebih kecil dari kelompok K+ yaitu skor 2. Mean skor ukuran panus paling
kecil dari semua kelompok penelitian adalah kelompok perlakuan jus jambu biji
3 gram/hari. Hasil uji Kruskal-Walis menunjukkan ada perbedaan bermakna
ukuran panus kelompok kontrol K- dengan kelompok perlakuan dibuktikan
dengan p = 0,01. Dilanjutkan uji Mann-Whitney dan didapatkan hasil bahwa
tidak ada perbedaan yang bermakna ukuran panus antara kelompok perlakuan
(p > 0,05) yaitu K+, perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari, 2 gram/hari dan 3
gram/hari.

Panus merupakan lapisan sel dari akumulasi sinoviosit, sel limfosit, sel
plasma, sel mast dan cairan sinovial yang menebal bersama fibroblas (dipacu
oleh GF) membentuk jaringan yang bersifat destruktif. Reaksi jaringan panus
dengan enzim yang diekskresi oleh sinovial, akan menyebar pada permukaan
sendi dan merusak elemen sendi, menyerang sinovial, hialin kartilago, kolagen

dan tulang lunak, hingga permukaan tulang dan menyebabkan deformitas.””’



6.4. Pengaruh aspirin dan jus jambu biji pada AIA

Berdasarkan hasil penelitian ini menggambarkan, perlakuan aspirin 67,5
mg/hari selama 14 hari berefek positif pada inflamasi AIA. Diketahui ukuran
volume kaki setelah perlakuan aspirin menjadi lebih kecil 1,11 mlHg
dibandingkan sebelum perlakuan (1,53 mlHg), kadar ion nitrit lebih rendah
(47,7 pmol/ml) dibandingkan kelompok kontrol (K-) yaitu 210,6 pmol/ml dan
mean skor ukuran panus lebih kecil (2,2 mlHg) dibandingkan kontrol (K-) skor
3,5 mlHg. Aspirin telah diketahui bekerja menekan produksi prostaglandin
melalui penghambatan produksi enzim cyclo-oxygenase. Prostaglandin
merupakan mediator inflamasi dan potensiasi mediator inflamasi lain seperti
bradikinin dan histamin, memacu rasa nyeri yang hebat serta menyebabkan
kemerahan pada sendi. Terhambatnya produksi prostagladin menyebabkan rasa
nyeri akibat peradangan berkurang yang berefek pada inflamasi. Berdasarkan
hasil penelitian ini aspirin berefek mengurangi inflamasi, menghambat produksi
NO dan invasi panus.'

Pengaruh yang sama diperoleh pada perlakuan dengan jus jambu biji
selama 14 hari. Diduga perlakuan jus jambu biji mampu menghambat berbagai
mekanisme yang memacu inflamasi kronik (setelah 21 hari imunisai CFA).
Setelah perlakuan jus jambu biji diketahui terjadi penurunan bengkak yang
ditandai dengan ukuran volume kaki menurun. Dosis perlakuan jus jambu biji
3 gram/hari dan 2 gram/hari menghasilkan ukuran volume kaki lebih kecil

(1,00 mlHg dan 1,09 mlHg) dibandingkan kelompok perlakuan aspirin



(1,10 mlHg) dan perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari menghasilkan volume
kaki lebih besar (1,12 ml Hg) dari perlakuan aspirin, sedangkan pada kelompok
non-terapi (K-) ditemukan volume kaki paling tinggi (1,57 mlHg). Perlakuan
jus jambu biji juga memberi pengaruh terhadap kadar ion nitrit. Ditemukan
perlakuan jus jambu biji 1 gram/hari mampu menekan kadar ion nitrit lebih
rendah (127,70 pmol/ml) dari kelompok kontrol K- (210,60 pmol/ml).
Perlakuan jus jambu biji 2 gram/hari menghasilkan kadar ion nitrit lebih tinggi
(48,20 umol/ml) dibandingkan perlakuan aspirin (47,70 pmol/ml). Berdasarkan
hasil penelitian ini dosis perlakuan jus jambu biji 3 gram/hari menghasilkan
kadar ion nitrit paling rendah (40,20 umol/ml) dari semua kelompok perlakuan.
Perlakuan jus jambu biji terhadap ukuran panus pada penelitian ini
menggambarkan dosis pemberian jus jambu biji 1 gram/hari (mean skor : 2,80
mlHg) dan 2 gram/hari (mean skor: 2,60 mlHg) menghasilkan skor lebih tinggi
dari mean skor perlakuan aspirin (2,20 mIHg) dan perlakuan jus jambu biji 3
gram/hari menghasilkan mean skor terendah (2,00 mIHg) dibandingkan semua
kelompok perlakuan. Pada penelitian ini, diduga penurunan bengkak
dihubungkan dengan terhambatnya produksi mediator inflamasi seperti
prostaglandin, IL-1 dan TNF-o yang menentukan berlanjutnya proses
inflamasi. Penurunan volume kaki (mIHg) dihubungkan dengan ukuran panus
yang juga berperan sebagai antigen dan menyebabkan inflamasi berlanjut
seperti yang terjadi pada kelompok kontrol K- yang ditunjuukkan dengan

peningkatan volume kaki.*’



Diperkuat dengan penelitian terdahulu, N-iminoethyl-L-lysine (L-NIL)
mampu menekan NO plasma mencapai kadar yang sama dengan kontrol mencit
sehat (K-), terapi dosis tinggi menghambat perkembangan athritik, dilaporkan
pula terjadi penurunan NO plasma dan urin setelah pengobatan, yang
dihubungkan dengan menurunnya parameter inflamasi seperti bengkak pada
hewan coba. Penelitian yang terpisah melaporkan, alendronate tidak
menghambat proliferasi sinovial, infiltrasi sel inflamasi, dan destruksi kartilago.
Prednisolon mampu menghambat proliferasi sinovial, infiltrasi sel inflamasi,
dan destruksi kartilago (p<0,01). Penelitian lain melaporkan, ada hubungan
antara peningkatan kadar NO dan penurunan kadar vitamin E pada penderita
arthritis rheumatoid.'®

Senyawa yang diduga berperan dalam jambu biji pada penelitian ini
adalah quercetin, vitamin E, vitamin C, selenium, copper, zinc, likopen dan
flavonid. Likopen diduga berperan dalam menghambat proliferasi sel melalui
mekanisme fosforilasi tirosin reseptor, growth factor, meredam oksidan dan
meningkatkan kerja antioksidan seperti mengurangi kerusakan oksidatif pada
lipid, protein dan DNA, melalui mekanisme non-oksidatif dan melalui
pengaturan fungsi gen seperti  memperbaiki gapjuction comunication.
Quercetin telah diketahui berperan dalam menghambat aktivitas cyclo-
oxygenase dan lipo-oxygenase sehingga mengurangi terbentuknya mediator
inflamasi pada manusia dengan arthritis rheumatoid. Vitamin E adalah suatu

antioksidan utama yang bersifat larut lemak. Penelitian terbaru menganjurkan



pemberian vitamin E sebagai anti-inflamasi dan mengurangi rasa sakit.
Efektifitas vitamin E sebagai anti-inflamasi sama dengan obat anti inflamasi.
Pemberian vitamin E dalam dosis yang kecil, berpengaruh signifikan pada
penurunan rasa sakit, dianjurkan pemberian vitamin E sebagai anti inflamasi.
Pemberian kombinasi selenium + vitamin E berpengaruh pada prostaglandin
(substansi yang berpengaruh pada tekanan darah dan inflamasi). Masih
ditemukan kontradiksi hasil penelitian tentang peran vitamin E sebagai anti-
inflamasi berdasarkan studi RCT pada penderita arthritis rheumatoid. '***
Senyawa Phenol flavonoid diketahui memiliki kemampuan untuk
memacu pengaruh vitamin C. Flavonoid + vitamin C memiliki kemampuan
proteksi, pemeliharaan dan repairing sistem vascular. Studi eksperimen
melaporkan terapi tunggal vitamin C melalui suntikan menurunkan bengkak
dan mengurangi inflamasi pada manusia dengan arthritis. Penelitian yang
berbeda telah membuktikan efek positif terapi dari kombinasi vitamin A +
vitamin C + vitamin E + selenium pada semua tipe arthritis. Ditemukan
kontradiksi penelitin sebagaimana dilaporkan studi kohort bahwa tidak
ditemukan hubungan [-karoten, likopen, lutein/zeaxantin dan seng pada
arthritis. 2>
Ellagic acid membantu stimulasi pembuatan gluthation. Lignin,

vitamin C, vitamin E, kombinasi selenium + vitamin E dapat mengurangi

radikal bebas dan berfungsi sebagai scavenger.”



Jambu biji adalah buah yang umum dikonsumsi, mudah diperoleh dan
tidak memiliki efek samping. Berdasarkan hasil penelitian ini, diharapkan
penggunaan pada manusia dengan kasus yang sama maka dosis yang dianjurkan
adalah 156 gram/hari atau 2-3 buah ukuran sedang dari jenis jambu yang sama
dengan penelitian ini. Diharapkan pula perlakuan jus yang digunakan sama

dengan penelitian ini.

6.3. Keterbatasan dalam penelitian
Penelitian ini memiliki beberapa kelemahan yaitu
a. Pada penelitian tidak dilakukan pengukuran NO karena sifatnya yang tidak
stabil, sehingga dilakukan pengukuran kadar ion nitrit sebagai hasil
metabolisme NO yang lebih stabil.
b. Tidak dilakukan pengukuran jumlah sel karena tidak terukur jumlahnya,

sehingga tidak dapat dilakukan skoring.



BAB 7

SIMPULAN DAN SARAN

7.1. Simpulan

Pemberian jus jambu biji berpengaruh dalam menghambat produksi NO

yang diketahui melalui kadar ion nitrit serum AIA tikus Wistar.

e Pemberian jus jambu biji berpengaruh dalam menghambat invasi panus

yang diketahui dari gambaran histopatologik panus sendi AIA tikus

Wistar.

7.2. Saran

Perlu penelitian lebih lanjut efek terapi jus jambu biji terhadap kadar NO
jaringan.
Perlu penelitian lebih lanjut tentang pengaruh pemberian jus jambu biji

menggunakan variasi waktu untuk menganalisis variabel gambaran

histopatologik proliferasi sel.
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