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BABI

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang Masalah

Inflamasi atau radang merupakan reaksi jaringan hidup terhadap semua
bentuk jejas. Radang sebenamya adalah respon yang menguntungkan dari
pertahanan tubuh untuk menetralisasi dan membuang agen penyerang,
penghancuran jaringan nekrosis dan pembentukan keadaan yang dibutuhkan untok
perbaikan jaringan. Selama terjadinya proses inflamasi, banyak mediator yang
dilepaskan secara lokal antara lain histamin, 5-hidroksitriptamin (5-HT), faktor
kemotaktik, bradikinin, leukotrien dan prostaglandin. Prostaglandin dan leukotrien
dilepaskan karena adanya rangsangan mekanik, kimia, suhu, dan bakteri, yang
berperan penting sebagai tanda-tanda dan gejala tejadinya inflamasi. Adanya
beberapa mediator inflamasi pada daerah radang menyebabkan perubahan
permeabilitas dan aliran pembuluh darah lokal, sehingga tampak adanya edema
pada dacrah tersebut (Goodman and Gilman’s, 2001). Bahan kimia seperti
bradikikin, IL-1 dan karagen dapat digunakan untuk menimbulkan inflamasi.
Pembentukan edema pada kaki tikus menunjukkan adanya hubungan sinergis
antara beberapa mediator inflamasi dengan meningkatnya permeabilitas pembuluh
darah dan meningkatnya aliran darah (Lalenti ef al., 1995). Beberapa model
penelitian pada pada kaki tikus yang diinduksi karagen menunjukkan adanya
pelepasan histamin, S5-Hidrotriptamin, bradikinin dan prostaglandin, dan
kemudian terjadi infiltrasi neutrofil serta pembentukan radikal bebas seperti

hidrogen peroksid, superoksid dan radikal hidroksil (Dawson et al., 1991).
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Radikal bebas merupakan suatu molekul jumlah elektron ganjil atan
elektron tidak berpasangan tunggal dalam lingkaran luarnya. Elektron tidak
berpasangan tersebut menyebabkan instabilitas dan bersifat reaktif. Hilang atau
bertambahnya satu elektron pada molekul lain menciptakan radikal bebas baru
dan mengakibatkan perubahan fisik dan kimiawi (Setiati, 2003). Radikal bebas
diproduksi secara endogen dan dapat juga diperoleh secara eksogen. Secara
endogen, radikal bebas diproduksi oleh mitokondria, membrane plasma, lisosom,
retikulum endoplasma dan inti sel. Secara eksogen, radikal bebas berasal dari asap
rokok, polutan, radiasi, obat-obatan dan pestisida. Sumber utama reaksi mdlkal
bebas pada mamalia adalah pada rantai pernapasan, proses fagositosis, siniesa
prostaglandin, sistem sitokrom P-450, reaksi non enzimatik O, dan radiasi ion
(Setiati, 2003). Radikal bebas peroksil (R00®) dan alkosil (R0O®) juga dapat
disintesa oleh asam lemak tidak jenuh seperti pada aktivasi lipoksigenase dan
siklooksigenase (Cuzzocrea ef al, 1999). Kemampuan makrofag dalam
melepaskan IL-1 dan TNF dapat secara langsung mengawali produksi radikal
bebas melalui perangsangan pelepasan prostaglandin (PGE-2). Sitokin ini akan
meningkatkan pembentukan radikal bebas sebagai perantara kerusakan jaringan
(Ward et al., 1998; Wu et al, 2002). Pada fase radang akut pertahanan tubuh yang
banyak berperan adalah sel-sel fagositik misalnya sel polimorfonuklear (PMN
cells). PMN mampu memfagosit dan membunuh bakteri melalui mekanisme
oxygen-dependent dan oxygen-independent melalui aktivasi NADPH oksidase
yang bertanggung jawab pada pembentukan superoxide, singlet oxygen, dan

hidroxyl radical. Reaktif oksigen tersebut dilepaskan oleh PMN dan dapat
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menyebabkan kerusakan jaringan disamping untuk membunuh bakteri (Shapira ez

al. 1994; Geronikaki et al, 2003).

Kondisi inflamasi dapat merangsang terbentuknya radikal bebas melalui
mm%ﬁ@ﬂmb@nmMMmmmmmmwmummmm@MMMOLHﬁm_
NO', HOCI (Cuzzocrea et al, 1999; Nakagawa, 1999). Proses fagositosis ini akan
menghasilkan sejumlah besar superoksid sebagai bagian dari mekanisme yang
bertujuan untuk membunuh mikroorganisme asing. Jika radang akut tidak dapat
mm@mhmManhﬂMMkemmsmhghmﬁwmnmmﬂﬂm
terjadinya pengumpulan superoksid sehingga kerusakan jaringan semakin
bertambah (Bellanti, 1993). Pada proses inflamasi kronis mekanisme
perlindungan tersebut justru akan bersifat merusak (Wijaya, 1996). Apabila
pertahanan tubuh tidak betul-betul efektif, maka dapat penyebabkan peningkatan
pembentukan radikal bebas. Hal ini akan mengakibatkan kerusakan jaringan yang
lebih luas dan dinyatakan sebagai stress oksidatif. Jadi kegagalan sistem
antioksidan dalam tubuh akan menyebabkan hilangnya perlindungan terhadap
serangan oksidan (Wijaya, 1996). Aktivitas oksidan atau radikal bebas tersebut
dapat dihambat oleh anti-oksidan. Dalam pengertian kimia, antioksidan
merupakan senyawa pemberi elektron, tetapi dalam arti biologis, antioksidan
adalah senyawa yang dapat meredam dampak aktivitas oksidan (Suryohusodo,
1997; Lin et al, 2000).

Komponen penting dalam membran sel adalah fosfolipid, glikolipid dan
kolesterol, yang sangat rawan terhadap serangan radikal, terutama radikal
hidroksil. Radikal hidroksil dapat menimbulkan reaksi rantai yang dikenal dengan

lipid peroksidasi. Akibat dari reaksi rantai tersebut adalah terputusnya rantai
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karbon asam lemak yang menghasilkan senyawa aldehid-aldehid seperti
malondialdehid (MDA), 9-hidroksi nonenal serta senyawa hidrokarbon seperti
etana (C;He), pentana (CsHiz) yang bersifat toksik terhadap sel (Wijaya, 1996;
Suryohusodo, 1997). Penentuan kadar malondialdehid (MDA) yang terdeteksi
pada jaringan dianggap proporsional dengan konsentrasi lipid peroksidasi
(Okhawa et al., 1979). Pelepasan radikal bebas banyak dijumpai pada penyakit
degenerasi seperti penyakit jantung, arthritis, kanker, periodontitis, penyakit liver,
katarak, diabetes, penyakit gastrointestinal, penyakit autoimun dan asma (Stohs ,
1995; Droge , 2002).

Di bidang kedokteran Gigi, penggunaan obat nonsteroid anti-inflamasi
(NSAID) sering diberikan setelah dilakukan tindakan pencabutan gigi maupun
tindakan bedah lainnya. Pada kasus keradangan gigi seperti pulpitis akut dengan
gejala nyeri selain dilakukan tindakan endodontik masih diperlukan pula obat
analgesik-anti inflamasi (Akbar, 2001). Banyaknya NSAiD yang beredar di
pasaran sebagai analgesik dan anti piretik, misalnya: aspirin, parasetamol,
ibuprofen, asam mefenamat, endometasin, diklofenak, piroksikan, celecoxib,
nimesulide. Oleh karena itu diperlukan pemilihan obat sesuai indikasi klinik
dengan memperhatikan efek samping obat (Soebagyo, 2001).

Penghambat  siklooksigenase-1 (COX-1  inhibitor) menghambat
prostaglandin yang secara fisiologis diperlukan dalam menjaga homeostasis
tubuh, sehingga dapat menyebabkan gangguan pada mukosa lambung, sedangkan
penghambat  siklooksigenase-2 (COX-2 inhibitor) hanya menghambat
prostaglandin pada tempat inflamasi (Goodman and Gilman’s, 2001). Secara

umum NSAID memiliki efektivitas dan tolerabilitas yang baik, namun seiring
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dengan berkembangnya teori baru, yaitu bahwa NSAID golongan penghambat
COX-1 cenderung akan menghasilkan efek samping yang merugikan seperti
gangguan gastrointestinal, gangguan fungsi ginjal dan memperpanjang waktu
perdarahan, maka akhir-akhir ini ada kecenderungan untuk memilih NSAID
golongan penghambat COX-2 yang lebih sedikit menghasilkan efek samping.

Nimesulide merupakan salah satu NSAID golongan penghambat COX-2
selektif yang mempunyai efek anti-inflamasi, analgesik dan antipiretik dengan
mula kerja yang cepat. Obat ini dapat pula menghambat phosfodiesterase IV yang
menyebabkan peningkatan cAMP ( cyclic Adenosin Monophosphat ). Peningkatan
cAMP akan merangsang pelepasan protein kinase A sehingga menyebabkan
hambatan aktivitas NADPH oksidase dan kemotaksis (Davis and Brogden, 1994).

Dengan adanya peranan Nimesulide dalam menghambat sintesa
prostaglandin melalui hambatan enzim siklooksigenase dan hambatan aktivitas
NADPH oksidase yang berperan dalam pembentukan radikal bebas, maka perlu
diteliti apakah pemberian Nimesulide (COX-2 inhibitor) dapat mempengaruhi
kadar MDA pada jaringan telapak kaki tlkus yang diinduksi karagen.

1.2 Permasalahan
Berdasarkan uraian diatas bahwa adanya peranan inflamasi dalam
merangsang terbentuknya radikal bebas , maka dirumuskan masalah sebagai
berikut :
1. Apakah pemberian Nimesulide mempengaruhi kadar malondialdehyde
(MDA) pada jaringan telapak kaki tikus yang diinduksi karagen ?
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2:-~Apakah pémberian Nimesulide mempengaruhi volume edema pada
telapak kaki tikus yang diinduksi karagen ?
3. Apakah terdapat hubungan antara kadar malondialdehyde (MDA)

dengan volume edema akibat pemberian Nimesulide ?

1.3  Tujuan Penclitian
1.3.1 Tujuan Umum

Secara umum tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek
Nimesulide terhadap kadar malondialdehyd (MDA) pada jaringan telapak kaki
tikus putih (wistar) yang diinduksi karagen.

13.2 Tujuan Khusus

1. Membuktikan bahwa pemberian Nimesulide mempengaruhi kadar
malondialdehyde (MDA) pada jaringan telapak kaki tikus yang
diinduksi karagen

2. Membuktikan bahwa pemberian Nimesulide mempengaruhi volume
edema pada telapak kaki tikus yang diinduksi karagen

3. Membuktikan adanya hubungan antara kadar malondialdehyde (MDA)
dengan volume edema akibat pemberian Nimesulide.
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1.4  Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dalam memberikan
informasi ilmiah tentang pengaruh pemberian Nimesulide terhadap hambatan
pembentukan radikal bebas yang juga berperan dalam proses inflamasi sehingga
kerusakan jaringan dari akibat yang ditimbulkannya tidak semakin luas atan tidak

berlanjut.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA
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BABI1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Oksidan dan Radikal Bebas
Dalam kedokteran pengertian oksidan dan radikal bebas sering dibaurkan,

karena keduanya memiliki sifat-sifat yang mirip. Aktivitas kedua jenis senyawa
ini sering menghasilkan akibat yang sama walaupun prosesnya berbeda. Sebagai
contoh dampak H,O; (hidrogen peroksid) dan radikal bebas OH (radikal hidroksil)
terhadap glutation (GSH) :
a. HyO, :

GSH + H,0, — GSSG + 2H;0
b. *OH

GSH + *OH — H0 + GS*®

(radikal glutation)

GS®* + GS* — GSSG

Radikal bebas merupakan suatu molekul jumlah glektron ganjil atan
elektron tidak berpasangan tunggal dalam lingkaran luamya. Elektron tidak
berpasangan tersebut menyebabkan instabilitas dan bersifat reaktif. Hilang atau
bertambah satu elektron pada molekul lain menciptakan radikal bebas baru dan
mengakibatkan perubahan secara fisik dan kimiawi (Setiati, 2003).

Jelaslah bahwa radikal bebas memiliki dua sifat yaitu :

a. Reaktivitasnya yang tinggi, karena kecenderungan untuk menarik elektron.

b. Dapat mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal baru
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Sifat radikal bebas yang mirip dengan oksidan terletak pada kecenderungannya
untuk menarik elektron, jadi sama hainya dengan oksidan. Oleh karena itu radikal
bebas digolongkan dalam oksidan, namun tidak setiap oksidan merupakan radikal

bebas (Suryohusodo, 1997).

2.1.1 Senyawa oksigen reaktif

Oksidan yang terlibat dalam berbagai poses patologis sebagian besar
merupakan oksidan endogen yang terbentuk dalam tubuh kita sendiri, yang
disebut sebagai senyawa oksigen reaktif (Reaktive Oxygen Compound, ROC, atau
Reaktive Oxygen spesies, ROS). ROS sebagian berbentuk radikal seperti radikal
hidroksil (*OH), radikal peroksil ("OOH) dan superoksida (O;), sebagian lagi
bukan radikal yaitu hydrogen peroksid (H20,), anion hipoklorit (ClO") dan
oksigen singlet ('O;) (Suryohusodo, 1997; Stohs, 1995). Aktivitas senyawa ROS

dapat dilihat pada tabel di bawah ini.

Tabel 2.1. Oksidan dan sifatnya (Setiati, 2003)

Nama Sifat
Radikal hidroksil ("OH) Oksidan paling kuat
Masa parvhnya pendek
Bereaksi ditempat terbentuknya

Menyerang kebanyakan molekul biologi
Menyebabkan reaksi berantai radikal bebas

Anion superoksid (O Tidak aktif
Oksidan lemah
Lebih kuat sebagai reduktan kompleks Fe
Penting sebagai sumber ("OH) dan (H;0-)
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Nitrogen monoksid (NO) Radikal fisiologis
Mediator tonus pembuluh darah
Peroksinitrit (NOs') Oksidan kuat, dihasilkan NO + O,
Asam hipoklorit(HOCI) Diproduksi fagosit aktif dari H,O,
Logam transisi contoh Fe, Cu | Valensi vaiabel, penting dalam reaksi biologis

Dalam keadaan fisiologis peristiwa ini terjadi di mitokondria, melalui apa
yang disebut rantai respirasi. Pada peristiwa ini NADH bertindak sebagai senyawa
pelepas elektron. Diantara senyawa-senyawa oksigen reaktif, radikal hidoksil
(*OH) merupakan senyawa yang paling reaktif dan oleh karena itu menjadi yang
paling berbahaya ( Wijaya, 1996; Suryohusodo, 1997).

Reaksi radikal bebas dapat terjadi melalui beberapa tahapan, yaitu :
(Suryohusodo, 1997)

1. Tahap inisiasi, yaitu tahapan yang menyebabkan terbentuknya radikal bebas.

R-H+0; 5 R/

2. Tahap propagasi, yaitu tahap dimana radikal bebas cenderung bertambah
banyak dengan membuat reaksi berantai dengan molekul lain.

Rr-H+R;* —p Ri-H+R,®

R;-H+R,* Rr-H+R;* dst.

3. Tahap terminasi, apabila terjadi reaksi lagi antara radikal bebas dan radikal
bebas lain atau antara radikal bebas dengan senyawa pembasmi radikal
(scavenger).

R)*+R;* —» R.R,

Ri*+R*——3p Ri.R;

Ry* + R ———p Ry. R, dst.
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Daya perusak radikal bebas dengan demikian jauh lebih besar dibandingkan
dengan oksidan biasa. Karena reakfivitasnya yang tinggi, radikal bebas umumnya
tidak stabil dan umumnya sangat pendek sehingga sulit dideteksi kecuali dengan
menggunakan metoda-metoda khusus seperti penggunaém EPR (Electron

Paramagnetic resonance) (Cuzzocrea et al., 1999).

2.1.2 Pembentukan senyawa oksigen reaktif
Senyawa oksigen reaktif yang berperan sebagai oksidan adalah hidrogen
peroksida (H»O,), ion superoksida (02), radikal peroksil ("OOH), radikal
hidroksil (*"OH), singlet oksigen (*02), Nitrit Oksida (NO).
a. Hidrogen Peroksida :
Hidrogen peroksida terbentuk karena aktivitas enzim-enzim oksidase yang
terdapat dalam retikulum endoplamik (mikrosom) dan peroksisom yang
mengkatalisa reaksi :
RH; + O; - R + b0,
Hidrogen peroksida merupakan oksidan yang kuat dan dapat mengoksidasi
berbagai senyawa yang terdapat dalam sel misalnya glutation. Daya rusaknya
bukan karena merupakan oksidan kuat tetapi karena hidrogen peroksida dapat
menghasilkan radikal hidroksil dan ion hipoklorit (C10") melalui reaksi yang
dikatalisis oleh enzim micloperoksidase yang terdapat dalam sel-sel radang
seperti granulosit, monosit dan makrofag.
b. Radikal Hidroksil :
Radikal hidroksil terbentuk bila H;O, bereaksi dengan logam transisi misal

Fe" danCu™:
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Fe™" (Cu") + H,0; — Fe™" (Cu*™) + OH + *OH
Dapat pula dibentuk dari ion superoksida dengan hidrogen peroksida :

0, + H,0, — 0, +OH + *OH

. lon Superoksida :

Ion superoksida tidak terlalu reaktif, terbentuk melalui reaksi sampingan yang
melibatkan Fe™ seperti pada proses fosforilasi oksidatif (enzim sitokrom
oksidase ), proses oksigenasi Hb, proses hidroksilasi oleh enzim mono-
oksigenase (sitokrom P450 dan sitokrom b4), ion Fe"" bebas.

Fe™" + O, — Fe™™ + Oy
Ion superoksida dapat terbentuk pada reaksi yang dikatalisis oleh NADH /
NADPH oksidase yang terdapat pada mitokondria dan granulosit.

NADH (NADPH) + O, — NAD' (NADP) + H" + 205
Atau reaksi yang dikatalisis oleh enzim xantin oksidase.

XH + H;0 + 0, — X-OH + 20, + 2H"

Asam urat

Radikal Peroksil
Radikal peroksil sangat reaktif dan akan membentuk radikal baru dan H>O,

O, + H — *O0CH

XH + *OOH — X* + H,0,

. Singlet Oksigen

Singlet oksigen terbentuk pada reaksi-reaksi yang dikatalisis oleh enzim

mono-oksigenase, enzim prostaglandin dan oleh enzim mieloperoksidase

PENGARUH PEMBERIAN NIMESULIDE (COX21NHIBITOR)... HENDRIK SETIA BUDI



ADLN Perpustakaan Univesitas Airlangga

13

f. Nitrit Oksida
Nitrit oksida diyakini juga mempunyai peranan pada saat terjadinya inflamasi.
Reaksi dengan ion superoksida akan membentuk peroksinitrit (NO5) yang

sangat toksik terhadap sel (Cuzzocrea et al, 1999; Lin et al, 2000).

2.1.3 Peranan radikal bebas terhadap penyakit

Radikal bebas akan merusak molekul yang elektronnya ditarik oleh radikal
bebas tersebut sehingga menyebabkan kerusakan sel, gangguan fungsi sel bahkan
kematian sel (Stohs, 1995; Lin ez a/, 2000). Molekul utama di dalam tubuh yang
dirusak oleh radikal bebas adalah DNA, lemak dan protein terutama oleh radikal

hidroksil. Kerusakan jaringan akibat pembentukan radikal bebas dapat dilihat

pada gambar di bawah ini.
Injury Induction of antioxidant
i defences
. [schemia/ reperfusion,. f
Thermal, traumatic, cold,
Free radical Oxidative

exercise to excess, toxinm, formation stress

radiation, infection

Insignificant stage in Significant contsibutor
tissue injury to further cell injury,
. : :

Gambar 2.1. kerusakan jaringan pada stress oksidatif (Halliwell, 1994).
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Halliwell, 1994, menyatakan bahwa pertahanan tubuh tidak selalu bekerja dengan
baik sehingga radikal bebas mempunyai peranan kuat terhadap kerusakan jaringan

yang semakin luas.

1. Peranan radikal bebas pada DNA

Radikal bebas yang merusak DNA dapat mengganggu beberapa bagian
DNA dan menyebabkan pertumbuhan sel yang tidak terkontrol, yang dapat
mengakibatkan kanker. Radikal hidroksil dapat menimbulkan berbagai perubahan
pada DNA antara lain berupa hidroksilasi basa timin dan sitosin, pembukaan inti
pirin dan pirimidin, serta terputusnya rantai fosfodiester DNA. Bila kerusakan
tidak terlalu parah, maka masih bisa diperbaiki oleh sistem perbaikan DNA (DNA
Repairs System). Namun apabila kerusakan terlalu parah misalnya rantai DNA
terputus-putus diberbagai tempat, kerusakan tersebut tidak dapat diperbaiki dan
replikasi akan terganggu. Kesulitannya, bahwa perbaikan DNA ini justru sering
menimbulkan mutasi, karena dalam memperbaiki kerusakan DNA tersebut, sistem
perbaikan DNA cenderung sering membuat kesalahan (error prone), dan apabila
mutasi ini mengenai gen-gen tertentu yang disebut proto-ontogenn, mutasi
tersebut dapat menimbulkan kanker. Radikal bebas yang merusak DNA dapat
menyebabkan kerusakan oksidasi low density lipoproteins (LDLs), sehingga
mengakibatkan arteosklerosis. Radikal bebas juga merusak sel endotel schingga
mengurangi kemampuan sel bereaksi cepat dan efisien untuk mempertahankan
aliran darah yang optimum di organ-organ vital. Radikal bebas juga menyebabkan
terjadinya proses glikosilasi (komplek karbohidrat dan protein), proses ini dapat

menyebabkan timbulnya penyakit kronis (Siti, 2003).
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2. Peranan radikal bebas pada asam lemak tak jenub jamak (PUFA)
Komponen penting dalam membran sel adalah fosfolipid, glikolipid dan
kolesterol, yang sangat rawan terhadap serangan radikal, terutama radikal
hidroksil. Radikal hidroksil dapat menimbulkan reaksi rantai yang dikenal dengan
lipid peroksidasi.
LH + *OH — °L +H.O

As. Lemak radikal lipid

L + 02 — *LOO

radikal peroksilipid

‘LOO + LH — °L + LOOH

dst.

Akibat dari reaksi rantai tersebut adalah terputusnya rantai karbon asam
lemak yang menghasilkan senyawa aldehid-aldehid seperti malondialdehid
(MDA), 9-hidroksi nonenal serta senyawa hidrokarbon seperti etana (CHg),
pentane (CsH;2) yang bersifat toksik sehingga membahayakan kehidupan sel
(Wijaya, 1996; Suryohusodo, 1997). Dapat pula terjadi ikatan silang (cros&-
lingking) antara dua rantai asam lemak antara asam lemak dan rantai peptida
(protein) yang timbul karena reaksi antara dua radikal. Semua itu mengakibatkan
kerusakan parah membran sel schingga membahayakan kehidupan sel.

Di bawah ini merupakan mekanisme pembentukan oksidan pada saat
terjadinya inflamasi. Asam arakhidonat merupakan prekursor prostaglandin
melalui jalur siklooksigenase dan leukotrien melalui jalur lipoksigenase yang

mempunyai efek terhadap mikrosirkulatori dan permeabilitas membran, sehingga
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pelepasan asam arakhidonat akan memacu kerusakan terus menerus (Djoenaedi,

1992).

Membran
Phosfolipid
Phosfolipase A,
*.
Asam arakhidonat
| siklooksigenase Lipoksigenase
' ! 3
PGG2 HPETE
Radikal
> bebas =
h 4 A 4
PGH2 leukotrien
t Ocdem &
PGE,, nekroses
PGL,, »
TXA;

Gambar 2.2. Pembentukan radikal bebas oksigen (Djoenaidi, 1992).

3. Peranan radikal bebas pada protein

Oksidan dapat merusak protein karena dapat bereaksi dengan asam amino
penyusun protein, khususnya asam amino yang mengandung gugusan sulfidril (-
SH) misalnya sistein :

RSH + *OH — ‘RS + H,0

*RS + °RS —» R-S-S-R

TESIS PENGARUH PEMBERIAN NIMESULIDE (COX21NHIBITOR)... HENDRIK SETIA BUDI



ADLN Perpustakaan Univesitas Airlangga

17

Pembentukan ikatan disulfida (S — S) menimbulkan ikatan intra maupun antar
molekul protein sehingga protein kehilangan' fungsi biologisnya, misaliya enzim

menjadi kehilangan aktivitasnya (Wijaya A, 1996).

2.2  Antioksidan

Senyawa-senyawa oksigen reaktif terjadi sebagai akibat proses biologis
normal, namun apabila aktivitas senyawa-senyawa tersebut tidak diredam, maka
oksigen yang merupakan pembawa kehidupan organisme acrobik akan berbalik
menjadi racun yang mematikan. Oleh karena itu diperlukan suatu senyawa untuk
meredam dampak negatif dari oksidan yaitu senyawa antioksidan. (Suryohusodo,
1997). Dalam pengertian kimia, anti-oksidan merupakan senyawa-senyawa
pemberi elektron (electron donor). Namun dalam arti biologis, pengertian anti-
oksidan lebih luas, yaitu semua senyawa yang dapat meredam dampak negatif dari
oksidan, termasuk enzim-enzim dan protein-protein pengikat logam.

Dalam meredam dampak negatif dari oksidan terdapat dua mekanisme,
yaitu mencegah terhimpunnya senyawa-senyawa oksidan secara berlebihan dan
mencegah reaksi rantai yang berkelanjutan. Berdasarkan dua mekanisme
pencegahan dampak negatif oksidan tersebut, antioksidan terbagi menjadi dua
golongan, yaitu antioksidan pencegah (preventive antioxidant) dan antioksidan

pemutus reaksti rantai (chain-breaking antioxidant).
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Antioksidan pencegah

Anti-oksidan pencegah pada dasamya, tujuannya adalah untuk mencegah

terbentuknya radikal hidroksil, yaitu radikal yang paling berbahaya. Antioksidan

tersebut adalah (Tjokroprawiro, 1995) :

I.

222

Superoksida dismutase (SOD), berada dalam mitokondria dikenal dengan
Mu SOD dan sitoplasma (Cu Zn SOD). Enzim ini berperan dalam
mencegah penimbunan O,

Katalase, berada dalam sitoplasma. Dapat menetralisir HyO; menjadi H,O

dan O,.

. Peroksidase, antara lain yang penting adalah glutation peroksidase (GSPx)

yaitu dengan mengkatalisa H»O» menjadi H,O melalui sistem Glutation
Redox Cycle.

Senyawa-senyawa yang mengandung gugus sulfhidril (Glutation dan
Sistein), yaitu mencegah penimbunan radikal hidroksil dengan

mengkatalisanya menjadi H,O.

Antioksidan pemutus reaksi rantai

Kelompok antioksidan ini termasuk vitamin E (tokoferol), vitamin C (asam

askorbat), beta-karoten dan dua senyawa yang juga berperan sebagat anti-oksidan

pencegah yaitu glutation dan sistein. Vitamin E dan beta-karoten bessifat lipofilik

sehingga dapat berperan pada membran sel untuk mencegah peroksidasi lipid.

Sebaliknya vitamin C, glutation dan sistein bersifat hidrofilik dan berperan dalam

sitosol dan cairan ekstrasel (Suryohusodo, 1997).
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2.3 Tinjauan Tentang Nonsteroid Anti-inflammatory Drugs (NSAID)
2.3.1 Obat-obat nonsteroid anti-inflamasi

Obat-obat anti-inflamasi, analgesik dan antxpuetik merupakan sekelompok

MWALF T AR WAL JMasf  AAWIAA VUSaWEly  J MALE,  prAsAses & EVIASSRSA VY E  LALASEEN

berhubungan dan mempunyai banyak persamaan dalam efek farmakologik, baik
dalam efek terapi maupun dalam efek samping (Goodman and Gilman’s, 2001).
NSAID merupakan obat yang sudah sangat luas digunakan untuk
mengobati osteoarthtritis, arthritis rheumatoid, rematik jaringan lunak dan
penyakit-jaringan jaringan ikat. Penggunaan NSAID sebagai analgesik banyak
digunakan pada penyakit non-rematik akut dan penyakit nyeri konik (Soebagyo,

2001).

2.3.2 Mekanisme kerja NSAID

Secara umum mekanisme kerja NSAID yaitu menghambat enzim
siklooksigenase dari metabolisme asam arakhidonat schingga menyebabkan
hambatan pada produksi prostaglandin (PGEz, PGF,, PGD,), prostasiklin (PGI,)
dan tromboksan (TXA;) yang selanjutnya menyebabkan timbulnya efek anti-
inflamasi, analgesik, antipiretik dan antitrombotik (Rang, 1999).

Berdasarkan hambatan terbentuknya prostaglandin, NSAID terbagi
menjadi dua tipe yaitu penghambat siklooksigenase-1 (COX-1 inhibitor) schingga
prostaglandin yang secara fisiologis diperlukan untuk homeostasis jaringan
terhambat. Hambatan pada prostaglandin yang secara fisiologis diperlukan bisa
menyebabkan timbulnya efek samping seperti gangguan pada gastrointestinal.

Tipe yang kedua yaitu penghambat siklooksigenase-2 (COX-2 inhibitor) yang

TESIS PENGARUH PEMBERIAN NIMESULIDE (COX21NHIBITOR)... HENDRIK SETIA BUDI



TESIS

secara selektif menghambat pembentukan prostaglandin yang berperan pada

inflamasi dan sedikit menghambat COX-! (Goodman and Gilman’s, 2001 )-
Di bawah ini merupakan gambaran perbandingan beberapa obat non steroid anti

inflamasi terhadap hambatan siklooksigenase (COX-1 and COX-2 inhibitor).
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Ratio Cox-2/ Cox-1

Etodolac
Meloxicam
Celecoxib
Nimesulide
Diclofenac
Sulindac sulphide
Meclofenamate
Tomoxiprol
Piroxicam
Diflunisal
Sodium salicylate
Niflumic acid
Zomepirac

Fenoprofen
Ampyrone
Ibuprofen
Tolmetin
Naproxen
Aspirin
Indometasin
Ketoprofen
Suprofen
Flurbiprofen
Ketorolac

Gambar 2.3. Ratio COX-2/ COX-1 (Vane, 1999).

Banyaknya NSAID yang beredar di pasaran sebagai analgesik dan anti
piretik, misalnya: aspirin, parasetamol, ibuprofen, asam mefenamat, endometasin,
diklofenak, piroksikan, celecoxib, nimesulide. Oleh karena itu diperlukan

pemilihan obat sesuai indikasi klinik dengan memperhatikan efek samping obat
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(Soebagyo, 2001). Gambar di bawah ini merupakan penggolongan NSAID dan turunannya menurut Goodman and Gilman’s, 2001 :

Carboxylix acid

TESIS

PENGARUH PEMBERIAN NIMESULIDE (COX21NHIBITOR)...

Enolic acid Alkanos Sulphonanilides
Salicylic and Phenylacetic Indolacetic Propionic Phenamic Pyrazolones Ox Navh eth
: . : ycam aphtylalkanone Methane
Ester acid acid acid acid acid Nabumethone sulfonanilides
Aspirin Diclofenac Indomethacin Tbuprofen Flutenamic Oxyphenbutazones [~ o - Nimesulide
Diflunisal Aceclofenac Sulindac Naproxen acid Phenylbutazones Ténoxicam
Fenclofenac Tolmetin Flurbiprofen Mefenamic Feprazones
Ionacolac Acemethacin Benoxaprofen acid
letizinic zidomethacin Fenoprofen Meclofenamic
ethodolac Indoprofen acid
Ketoprofen
Pirprofen
Tiaprownic
acid
Gambar 2.4. klasifikasi NSAID (Goodman and Gilman’s, 2001).
N
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2.3.3 Nimesulide
1. Struktur kimia
Nimesulide merupakan golongan dari sulfonanilides, dengan struktur

kimianya pada gambar di bawah ini :

NHSO,CH; O

NOSC

Gambar 2.5. Struktur kimia Nimesulide (Goodman and Gilman’s, 2001).

2. Farmakokinetik

Nimesulide bersifat asam lemah dengan pKa 6.5 dan berikatan dengan
protein plasma 99 %. Diabsorpsi dengan cepat di usus halus dan mencapai kadar
puncak dalam darah antara 2,86 — 6,50 mg/l dalam waktu 70 — 170 menit setelah
pemberian Nimesulide 100 mg. Pada 30 menit pertama dapat mencapai 25 — 80%
dari konsentrasi puncaknya. Metabolisme obat ini di hati dengan menghasilkan
metabolit 4-hydroxy-Nimesulide dan di ekskresikan terutama melalui urine (70%)

sisanya melalui feses (Bernareggi, 1998).

3. Farmakodinamik

Nimesulide mempunyai efek analgesik, anti-inflamasi dan antipiretik
dengan mula kerja sebagai analgesik yang cepat. Nimesulide menghasilkan efek
yang berbeda pada konsentrasi yang rendah in vitro. Banyak penelitian

menjelaskan bahwa pemberian 100 mg dosis tunggal, maka konsentrasi yang
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diperoleh diplasma adalah 3 — 4 pg/ml. Mekanisme kerja Nimesulide melalui
hambatan siklooksigenase (COX-2)  sehingga pembentukan prostglandin
terhambat yang berperan penting pada inflamasi, nyeri dan demam. Hambatan
siklooksigenase (COX-1) yang berperan dalam mekanisme proteksi jaringan
sangat sedikit sehingga efek samping hampir sedikit pula (Soebagyo, 2001).
Nimesulide juga mempunyai peran pada hambatan Phosfodiesterase IV,
yaitu enzim yang diperlukan untuk merubah cAMP (Cyclic Adenosin Mono
Phosphat) menjadi AMP (Adenosin Mono Phosphat), adanya hambatan ini
menyebabkan akumulasi cAMP meningkat yang kemudian bisa menyebabkan

hambatan NADPH oksidase dan kemotaksis (Davis and Brogden, 1994).

4. Peranan Nimesulide terhadap radikal bebas

Sumber utama asam arakhidonat adalah membran phosfolipid karena
aktivasi dari phosfolipase A2. sejumlah besar bahan dapat diproduksi melalui
oksidasi asam arakhidonat adalah prostaglandin, leukotrien , hidroperoksid,
endoperoksid, prostasiklin, tromboksan. Pelepasan mediator inflamasi ini
disebabkan oleh rangsangan dari kolagen, trombin, bradikinin, komplek antibodi-
antigen, oksigen radikal bebas faktor pertumbuhan dan esterifikasi asam
arakhidonat (Peck, 1994).

Kondisi inflamasi dalam merangsang terbentuknya radikal bebas
diperantarai dengan adanya proses fagositosis dan sintesa prostaglandin yang
dapat menghasilkan O,, H,0;, NO', HOCI (Cuzzocrea et al, 1999). Proses
fagositosis ini akan menghasilkan sejumlah besar superoksid sebagai bagian dari

mekanisme yang bertujuan untuk membunuh mikroorganisme asing. Pada proses
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inflamasi kronis mekanisme perlindungan tersebut justru akan bersifat merusak
(Wijaya, 1996). Apabila pertahanan tubuh tidak betul-betul efektif, maka
penyebabkan peningkatan pembentukan radikal bebas. Hal ini akan
mengakibatkan kerusakan jaringan yang lebih luas dan dinyatakan sebagai stress
oksidatif. Jadi kegagalan sistem antioksidan dalam tubuh akan menyebabkan
perlindungan terhadap serangan oksidan hilang (Wijaya, 1996).

Komponen penting dalam membran sel adalah fosfolipid, glikolipid dan
kolesterol, yang sangat rawan terhadap serangan radikal, terutama vadikal
hidroksil. Radikal hidroksil dapat menimbulkan reaksi rantai yang dikenal dengan
lipid peroksidasi. Akibat dari reaksi rantai tersebut adalah terputusnya rantai
karbon asam lemak yang menghasilkan senyawa aldehid-aldehid seperti
malondialdehid (MDA), 9-hidroksi nonenal serta senyawa hidrokarbon seperti
etana (C,Hg), pentana (CsHz) yang bersifat toksik terhadap sel (Wijaya, 1996;
Suryohusodo, 1997).

Prostaglandin dan leukotrien dilepaskan karena adanya rangsangan
mekanik, kimia, suhu, dan bakteri, yang berperan penting pada mekanisme
tejadinya inflamasi. Kemampuan makrofag dalam melepaskan IL-1 dan TNF
dapat secara langsung mengawali produksi radikal bebas melalui perangsangan
pelepasan prostaglandin (PGE-2). Sitokin ini akan meningkatkan pembentukan
radikal bebas sebagai perantara kerusakan jaringan (Ward et al., 1998). Pada fase
radang akut pertahanan tubuh banyak diperankan oleh sel-sel fagositik misalnya
sel polimorfonuklear (PMN cells). PMN mampu memfagosit dan membunuh
bakteri melalui mekanisme oxygen-dependent dan oxygen-independent melalui

aktivasi NADPH oksidase yang bertanggung jawab pada pembentukan
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superoxide, singlet oxygen, dan hidroxyl radical. Reaktif oksigen tersebut yang
dilepaskan oleh PMN dapat menyebabkan kerusakan jaringan disamping untuk
membunuh bakteri (Shapira ef al. 1994) Jika radang akut tidak dapat mengatasi,
akan diteruskan proses radang kronis yang menyebabkan terjadinya pengumpulan
superoksid sehingga kerusakan jaringan semakin bertambah (Bellanti, 1993).
Nimesulide berperan dalam penghambatan pembentukan prostaglandin yang
dihasilkan pada saat terjadinya stress oksidatif dan kerusakan sel. Hambatan
pembentukan prostaglandin akan menurunkan sensasi nyeri, kemerahan dan
pembengkakkan. Nimesulide mempunyai peran pada hambatan Phosfodiesterase
IV, yaitu enzim yang diperlukan untuk merubah cAMP (Cyclic Adenosin Mono
Phosphat) menjadi AMP (Adenosin Mono Phosphat), adanya hambatan ini
menyebabkan akumulasi cAMP meningkat yang kemudian bisa menyebabkan
hambatan NADPH oksidase dan kemotaksis (Davis and Brogden, 1994) .
NADPH oksidase berperan pada pembentukan superosid, singlet oksigen,
dan radikal hidroksil. Reaktif oksigen tersebut yang dilepaskan oleh PMN dapat
menyebabkan kerusakan jaringan disamping untuk membunuh bakteri (Shapira er
al. 1994) Jika radang akut tidak dapat mengatasi, akan diteruskan proses radang
kronis yang menyebabkan terjadinya pengumpulan superoksid sehingga

kerusakan jaringan semakin bertambah (Bellanti, 1993).

2.4 Karagen
Prostaglandin dan leukotrien dilepaskan karena adanya rangsangan
mekanik, kimia, suhu, dan bakteri, yang berperan penting pada mekanisme

tejadinya inflamasi. Bahan kimia yang dapat digunakan untuk dapat menimbulkan
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inflamasi seperti bradikikin, [L-1 dan karagen. Induksi karagen menunjukkan
adanya pelepasan histamin, S-hidroksitriptamin, bradikinin, prostaglandin dan
infiltrasi neutrofil serta diikuti radikal bebas sepeti hidrogen peroksida, ion
superoksida dan radikal hidroksil (Dawson et al., 1991).

Karagen merupakan ekstrak kering yang mengandung air dari spesies
Chondrus, Gigartina, Eucheuna dan lain-lainnya dari familia Gigartinaceae dan
Solieiceae. Karagen terdiri dari campuran amonium, kalsium, kalium dan garam-
garam natrium dari dua polisakarida. Terdiri dari 3 jenis, yaitu Kappa karagen,
Lambda dan Iota (Reynolds, 1982). Kegunaanya sebagai emulsifying, suspending

dan gelling agent, juga dapat berfungsi sebagai inflammatory agent.

2.4.1 Metode pengujian efek anti-inflamasi
Ada beberapa metode yang digunakan untuk pengujian efek anti-inflamasi
menurut Thompson, 1990 yaitu :
1. Metode pengujian berdasarkan simptom inflamasi
a. Bengkak
Digunakan metode induksi edema telapak kaki tikus. Metode ini
merupakan metode yang paling populer. Prosedur umum yaitu
menyuntikan sejumlah suspensi atau larutan edmogen ke jaringan
plantar kaki belakang tikus. Pengukuan respon diteatukan pada saat
terjadi pembengkakan maksimum. Untuk menentukan besamya
pembengkakan telapak kaki tikus, dapat dilakukan dengan mengukur
tebalnya telapak kaki, besamya ataupun pemindahan sejumlah volume

air atau air raksa
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b. Kulit merah
Digunakan metode eritema ultraviolet. Tes ini dilakukan dengan
berbagai cara, misalnya radiasi ultraviolet diberikan selama 20 detik
pada kulit mamot yang dicukur. Eritema yang timbul diberi skor.
Kesulitan percobaan ini yaitu untuk mendapatkan hasil yang obyektif
dan tepat.
c. Panas
Digunakan metode hiperereksi lokal dan hiperereksi sistemik
d. Nyeri
Pada pengujian ini bisa digunakan hiperestesi radang telapak kaki dan
tes geliat pada mencit.
e. Terganggunya fungsi
Digunakan metode grip strength tikus atritis dan aktivitas lokomotorik
mencit dengan radang telapak kaki
Metode pengujian dengan cara inhibisi biosintesis prostaglandin in vitro
Uji inhibisi biosintesis prostaglandin dilakukan dengan menggunakan
mikrosom ginjal kelinci dan asam 1-C arakhidonat. Setelah diisolasi dengan
kromatografi lapisan tipis preparatif keradioaktidan PGE2 diukur dengan
pencacah sintilasi.
Metode pengujian dengan cara inhibisi eksudat radang
Metode yang banyak juga digunakan yaitu yang didasarkan pada masuknya
protein plasma yang berikatan dengan zat warna ke dalam daerah radang. Zat
warna azo seperti biru eveans atau biru tripan berinteraksi denga normal dari

albumin plasma hingga kalau disuntikan secara intravena , maka zat warna
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ini merupakan maker yang baik untuk mengetahui apakah ada protein yang
- masuk ke daerah radang. Metode ini dapat dibuat kuantitatif dengan

mengekstraksi zat warmna dari daerah tersebut.

4. metode pengujian emigrasi leukosit
suatu antigen disuntikan pada hewan yang sudahl disensitisasi secara
intrakutan atau subkutan. Daerah itu kemudian diambil dan sejumliah leukosit
yang ada dapat dihitung.

5. Metode penanaman pelet
Tikus dianestesi dan 30 mg pelet abses ditempatkan di bawah kulit dalam
bagian punggung dan 2 jam setelah pembedahan diberi 0,1 ml suspensi

steroid dibawah kulit.

24.2 Pengukuran edema telapak kaki tikus

Pada penelitian ini digunakan metode induksi karagen pada telapak kaki
tikus dengan mengukur volume edema yang terjadi dengan menggunakan alat
Pletismometer. Alat ini bekerja berdasarkan hukum Archimedes yang menyatakan
bahwa sebuah benda yang dicelupkan dalam zat cair akan mengalami gaya ke atas
sebesar zat cair yang dipindahkan.pletismometer menggunakan prinsip pipa U.
tabung berisi air raksa pada bagian pipa U dan biru metilen pada bagian tabung
berskala. Air raksa digunakan sebagai pengukur mengingat sifatnya kohesif,
sehingga kaki tikus yang dicelupkan ke dalamnya tidak terbasahi dan dapat
mendorong biru metilen naik, menyebabkan perubahan volume yang dapat dibaca

pada skala yang ada (Di Rosa, 1971).
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BAB 11

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Kerusakan jaringan dapat disebabkan karena adanya rangsangan dari luar
seperti karagen. Kerusakan ini menyebabkan membran sel fosfolipid rusak,
aktivasi dari enzim fosfolipase A akan merubah fosfolipid menjadi asam
arakhidonat. Adanya enzim siklooksigenase-lipoksigenase menyebabkan asam
arakhidonat dirubah mejadi endoperoksid dan hidroperoksid yang kemudian akan
berubah lagi, salah satunya yaitu PGE-2 yang banyak berperan pada terjadinya
inflamasi. Pada daerah radang tersebut terjadi pengumpulan sel-sel radang, produk
radang dan sitokin pro-inflamatori. Radikal bebas dapat terbentuk selama aktivasi
enzim siklooksigenase dan proses fagositosis, yang kemudian radikal bebas ini
dapat mengeliminasi adanya bakteri dan sekaligus dapat pula menyebabkan
kerusakan lebih luas karena dari pembentukan senyawa-semyawa yang toksik.
Nimesulide yang diberikan secara per-oral pada tikus yang diinduksi karagen
dapat menyebabkan hambatan siklooksigenase , hambatan jalur ini menyebabkan
pembentukan superoksid melalui proses aktivasi sikloksigenase menurun dan
adanya peranan Nimesulide pada hambatan fosfodiesterase IV menyebabkan
akumulasi cAMP sehingga merangsang protein kinase A. Protein kinase A
menyebabkan hambatan kemotaksis dan aktivitas NADPH oksidase yang juga
berperan pada pembentukan radikal bebas. Penurunan pembentukan radikal bebas
kemudian berlanjut pada penurunan pembentukan lipid peroksidasi dalam hal ini

senyawa MDA akan turun. Jadi terhambatnya kadar MDA pada jaringan yang

29
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diinduksi karagen sekaligus dapat menghambat terjadinya inflamasi (edema),

sehingga kerusakan jaringan yang terjadi, tidak semakin bertambah luas.

Nimesulide l

Y Kerusakan
COX‘Z o o om -: jarim
: : v
v ' 5
; . Asam arakhidonat
NADPH oksidase T :
L |
Radikal bebas 1 [ PGE-2 1
MDA 1 ; Inflamasi / Edema 1

3.2 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini adalah :
1. Pemberian Nimesulide dapat mempengaruhi kadar malondialdehyde
(MDA) pada jaringan telapak kaki tikus yang diinduksi karagen
2. Pemberian Nimesulide dapat mempengaruhi volume edema pada
telapak kaki tikus yang diinduksi karagen
3. Terdapat hubungan antara kadar malondialdehyde (MDA) dengan

volume edema akibat pemberian Nimesulide.
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METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Sampel

penelitian diambil secara simple random sampling.

42 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang dipergunakan pada pengukuran kadar MDA
dan volume edema menggunakan The Postest-Only Control Group Design,.
K-—» o1
K+—» 02

R P1L —» O3

P2 —» 04  Ketcrangan:
R =Random
R
43 Unit Sampel
Pada penelitian ini menggunakan sampel tikus putih strain Swiss Wistar
jantan berumur 2 - 3 bulan dengan berat badan 100-200 gr yang diperoleh dari

Pusvetma Surabaya.

4.4 Besar Sampel
Besar sampel diperoleh setelah dilakukan eksplorasi dosis menggunakan

rumus menurut Lameshow et al, 1990 :

31
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(Zy-a+Zy-pY

n b
(po-pa)
keterangan :
n = jumlah sampel
c = standard deviasi populasi

Z,-a = tarafkemaknaan = 1,645
Z,-p = kekuatan test =1,282
Ho - pa = rerata populasi - rerata sampel
Setelah dilakukan eksplorasi, diperoleh jumlah sampel sebesar 6 ekor tiap

kelompok.

4.5 Variabel Penelitian

4.5.1 Variabel Tergantung : Kadar MDA dan Volume edema

4.5.2 Variabel Bebas : Nimesulide dosis 2.1; 4.2 dan 8.4 mg/ 200 gbb
tikus

4.53 Variabel Terkendali : Karagen, umur, berat badan dan jenis kelamin
hewan coba, cara memberi pakan, cara

memelihara, prosedur, laboratoris, analisa
sampel

4.6  Definisi Operasional :
a. Volume edema adalah hasil pengukuran ml dari volume telapak kaki
tikus yang telah diinduksi karagen menggunakan pletismometer.
b. Kadar MDA adalah hasil pengukuran nmol/g jaringan dari telapak kaki

tikus yang telah diinduksi karagen dengan menggunakan

spektrofotometer 532 nm.
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c. Nimesulide adalah dosis 2.1; 42 dan 8.4 mg/ 200 gbb tikus yang
dilarutkan dalam larutan CMC 1% yang diberikan pada tikus secara
per-oral dan mempunyai potensi sebagai anti inflamasi yang diperoleh
dari Jambone sebagai produsen obat.

d. Karagen adalah 1% bahan penginduksi radang yang dilarutkan dalam
larutan fisiologis NaCl 0,9% yang diinjeksikan pada telapak kaki tikus
sebesar 0,1ml sehingga menimbulkan inflamasi yang diperoleh dari

laboratorium farmakologi FK Unair.

4.7 Bahan

Bahan yang dipakai pada penelitian ini meliputi makanan baku tikus,
Nimesulide, larutan KCI 1.15 %, larutan SDS 8.1 %, larutan Asam asetat, larutan
TBA 0.8%, air destilasi, karagen 1% dalam larutan NaCl 0.9%, larutan CMC 1%

(Carboxyl Metil cellulose), anestesi eter.

48 Alat
Peralatan yang digunakan selama penelitian meliputi kandang tikus, sonde

tumpul, Homogenisasi, Sentrifuse, Spektrofotometri, Pletismometer, alat bedah.

4.9 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran

Unair dan di Fakultas Farmasi Unair selama 3 bulan.
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4.10 Prosedur Penelitian
4.10.1 Tahap Persiapan

Seluruh hewan percobaan yang diperoleh dari Pusvetma Surabaya
diadapatasikan dengan lingkungan pencobaan selama 2 minggu dan diberi makan

standar.

4.10.2 Tahap perlakuan
Percobaan dimulai melalui tahapan sebagai berikut :
1. Sebelum perlakuan binatang coba dirandom sesuai kriteria, kemudian
dibagi menjadi 5 kelompok yaitu :
Kelompok K (-) : kelompok kontrol negatip terdiri dari 6 ekor tikus
diberi CMC 1 ml/100 gBB.
Kelompok K (+) : kelompok kontrol positip terdiri dari 6 ekor tikus
diberi CMC 1 ml/100 gBB dan diinjeksi karagen
1% 0.1 ml.
Kelompok D1 : kelompok dosis 1 terdiri dari 6 ekor tikus diberi
Nimesulide 2.1 mg/200 g BB dan diinjeksi karagen
1% 0.1 ml.
Kelompok D2 : kelompok dosis 2 terdiri dari 6 ekor tikus diberi
Nimesulide 4.2 mg/200 g BB dan diinjeksi karagen
1% 0.1 ml.
Kelompok D3 : kelompok dosis 3 terdiri dari 6 ekor tikus dibeni
Nimesulide 8.4 mg/200 g BB dan diinjeksi karagen

1% 0.1 ml.
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2. Binatang coba dipuasakan pada malam hari sebelumnya penelitian
dilakukan keesokan harinya untuk menghilangkan adanya pengaruh
makanan.

3. Semua tikus ditimbang untuk menyesuaikan pemberian obat
dilanjutkan dengan pengukuran volume telapak kaki kiri sebelum
diberi bahan penginduksi inflamasi pada semua kelompok.

4. 1 jam kemudian dilakukan injeksi karagen 1% dalam larutan NaCl
0.9% secara intraplantar pada telapak kaki kiri tikus sebanyak 0.1 ml
pada kelompok kontrol positip, kecuali pada kelompok kontrol
negatip

5. Pada kelompok perlakuan dan pembanding diberi obat yang diuji satu
jam sebelum diinjeksi karagen sedangkan kelompok kontrol negatip
diberi bahan pelarut obat yaitu CMC 1%, kemudian semua tikus
diukur volume edema segera setelah diinjeksi karagen kemudian
diulang setiap 15 menit sampai 3 jam menggunakan pletismometer (Di
Rosa, 1971).

6. Selesai pengukuran volume edema, tikus dibunuh dengan cara dieter
kemudian jaringan dari telapak kaki yang diinduksi karagen di eksisi
dengan skalpel 5mm dan diambil dengan tissue punch untuk
dimasukkan ke dalam alat homogenisasi. Ukur kadar MDA dengan

spektrofotometer 532 Nm (Okhawa et al., 1979).
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4.10.3 Penetapan Kadar MDA dalam jaringan
Penetapan kadar MDA jaringan telapak kaki tikus yang diinduksi
karagenin menggunakan reagen asam Tiobarbiturat. Kadar MDA yang terdeteksi
dianggap proporsional dengan konsentrasi peroksida lipid plasma (Ohkawa et al.,
1979).
Tahapan penetapan kadar MDA sebagai berikut : (modifikasi Sudjarwo,
2001)
1. Jaringan dihomogenisasi dengan 2 ml KClI 1.15 %
2. Kemudian ditambahkan 3 ml Asam Asetat 20 % dan 0.4 ml SDS 8,1 %.
3. Selanjutnya ditambahkan 3 ml Thiobarbituric Acid (TBA) 1 % dan HC10.1 N
hingga volume 10 ml.
4. Diinkubasi di atas water bath selama 135 menit.
5. Warna yang terjadi diamati dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
532 nm.
6. Hitung kadar MDA dengan menggunakan persamaann garis regresi dari kurva

baku larutan 1.1.3.3-tetrametoksipropane.

4.11 Analisa Data

Data hasil penelitian tentang kadar MDA dan volume oedem masing-
masing kelompok kemudian ditabulasi . Untuk mengetahui adanya perbedaan efek
hambatan kadar MDA dan volume edema dilakukan uji dengan uji anava satu
arah dengan derajat signifikan sebesar 5 %. Apabila terdapat perbedaan yang
bermakna, maka dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui kelompok yang
berbeda.
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Untuk mengetahui adanya hubungan antara hambatan kadar MDA terhadap

volume edema dilakukan uji korelasi momen pearson.

4,12 Skema Penelitian

Sampel

| Kontrol (-) Kontrol (+) Dosis 1 7 Dosis 2 Dosis 3

Diberi
CMC 1%

Diberi Diberi Diberi Diberi
CMC 1% Nimesulide Nimesulide Nimesulide
D1 D2 D3
Ukur volusne edema
Y
1 jam kemudian

Injeksi karagen 1% 0.1 ml

:

Ukur volume edema
Ulangi setiap 15 menit
sampai 3 jam

l

Setelah 3 jam dibedah
Ambil jari
(homegenisasi)

l

Ukur kadar MDA

v

Analisa dats
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BABYV

HASIL PENELITIAN

5.1 Efek Hambatan Nimesulide Terhadap Kadar Malondialdehyd (MDA)

Berdasarkan dari penelitian diperoleh rata-rata dan simpangan baku kadar
MDA jaringan telapak kaki tikus pada masing-masing kelompok yang dapat
dilihat seperti pada tabel 5.1. di bawah ini.

Tabel 5.1. Rerata dan simpangan baku hambatan Nimesulide terhadap kadar
MDA dari masing-masing kelompok perlakuan

Kelompok MDA ( nmol/g )
X +SD
kontrol negatip 3445+ 082
kontrol positip 103.30+0.75
Nimesulide dosis 2.1 mg 71.09+ 124
Nimesulide dosis 4.2 mg 3527+ 0.70
Nimesulide dosis 8.4 mg 3491 +032

Pada gambar 5.1 di bawah ini ditunjukkan besamya hambatan kadar MDA
pada masing-massing kelompok.

320

<

s}

=

H

-]

g

]

=

© Kelompok

4 K- = kontsol negatip

K+ = kawstrol positi

posaip
D1 = Nimsesalide dosis 2.1 mg
D2 = Nimesulide dosis 4.2 mg
D3 = Ninsesalde dosts 8.4 mg

ot oz

kelompok

Gambar 5.1. Pengaruvh pemberian Nimesulide terhadap kadar MDA

jaringan telapak kaki tikus.
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Hasil data kadar MDA dari masing-masing kelompok kemudian dianalisis
dengan menggunakan uji Anova satu arah untuk mengetahui apakah terdapat
perbedaan hambatan MDA dengan a = 0.05. Setelah dilakukan uji anova satu
arah, diperoleh adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok tersebut (p<
0.05) dan untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda dapat dilihat pada tabel

5.2. di bawah ini.

Tabel 5.2. Uji LSD hambatan Nimesulide terhadap kadar MDA antar kelompok

perlakuan
Kelompok Kontrol Kontrol  Nimesulide Nimesulide  Nimesulide
negatip _ positip  dosis2.1 mg _dosis42mg  dosis84mg

Kontrol negatip - < 4

Kontrol positip - % . *
Nimesulide dosis 2.1 mg - * *
Nimesulide dosis 4.2 mg -

Nimesulide dosis 8.4 mg -

Keterangan : * =ada perbedaan bermakna
Hasil uji LSD menunjukkan :

e Terdapat perbedaan yang bermakna dalam menghambat pembentukan
MDA antara kelompok kontrol positip dengan kelompok kontrol negatip,
D1, D2 dan D3. (p = 0.001; p = 0.001; p = 0.001 dan p = 0.001).

e Terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok D1 terhadap
kelompok kontrol negatip, D2 dan D3 dalam menghambat pembentukan
MDA (p = 0.001, p=0.001 dan p = 0.001).

¢ Tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol negatip
terhadap kelompok D2 dan D3 dalam menghambat pembentukan MDA (p
= 0.099 dan p = 0.347), begitu pula antara kelompok D2 terhadap

kelompok D3 (p = 0.455).
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5.2 Efek Hambatan Nimesulide Terhadap Volume Edema

Berdasarkan dari hasil penelitian, diperoleh rata-rata besarmya volume

edema pada telapak kaki tikus masing-masing kelompok yang dapat dilihat seperti

pada tabel 5.3. di bawah ini.

Tabel 5.3. Rerata dan simpangan baku hambatan Nimesulide terbadap volume
edema dari masing-masing kelompok perlakuan

Kelompok Volume oedem ( ml )
XxSDh
kontrol negatip 0.00 £ 0.00
kontrol positip 1.40+0.14
Nimesulide dosis 2.1 mg 0.05 + 0.05
Nimesulide dosis 4.2 mg 0.03 + 0.05
Nimesulide dosis 8.4 mg 0.00 + 0.00

Pada gambar 5.2. di bawah imi ditunjukkan besarnya hambatan volume

edema pada masing-masing kelompok.

16

144

1.2

1.0 4

Rerata volume cedem

0.0 ]

Keforapok

K- = koatrof negatip

K+ = kontrol posinp

D1 = Nimesulide dosis 2.1 mg
D2 = Nomesotide dosis 4.2 mg
D3 = Nenesulide dosis 8.4 mg

Gambar 5.2. Pengaruh pemberian Nimesulide terhadap volume edema

telapak kaki tikus.
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Hasil data volume edema dari masing-masing kelompok kemundian
dianalisis dengan menggunakan uji Anova satu arah untuk mengetahui apakah
terdapat perbedaan hambatan volume oedem dengan a = 0.05. Setelah dilakukan
uji anova satu arah diperoleh adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok
tersebut dalam menghambat terjadinya oedem (p< 0.05) dan untuk mengetahui
kelompok mana yang berbeda dapat dilihat pada tabel 5.4. di bawah ini.

Tabel 5.4. Uji LSD hambatan Nimesulide terhadap volume oedem antar kelompok
perlakuan

Kelompok Kontrol Kontrol  Nimesulide Nimesulide  Nimesulide
negalip positip __dosis 2.1 mg dosis 42 mg dosis 84 mg
3 *

Kontrol negatip

Kontrol positip - -2 * *

Nimesulide dosis 2.1 mg -

Nimesulide dosis 4.2 mg A

Nimesulide dosis 8.4 mg -
Keterangan : * = ada perbedaan bermakna

Hasil uji LSD menunjukkan :

e Adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol positip dengan
kelompok kontrol negatip, D1 , D2 dan D3 dalam menghambat tegadinya
oedem (p = 0.001; p=0.001; p=0.001; p=0.001).

e Tidak ada perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol negatip
dengan kelompok D1, D2 dan D3 dalam menghambat terjadinya oedem (p

=0.238; p = 0.428 dan p = 1.00).
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5.3 Hubungan Hambatan Kadar Malondialdehyd (MDA) Terhadap Volume
Edema
Berdasarkan hasil dari penelitian ini, diperoleh rata-rata kadar MDA dan
volume edema pada jaringan telapak kaki tikus masing-masing kelompok, yang

dapat dilihat seperti pada gambar 5.3. di bawah ini.
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Gambar 5.3. Hubungan antara kadar MDA dengan volume edema

Data dari hasil penelitian didapatkan bahwa kadar MDA sebesar 34.45
nmol/g, maka volume edema sebesar 0 ml, dan apabila kadar MDA sebesar 103.3
nmol/g, maka volume edema sebesar 1.4 ml. Adanya peneingkatan kadar MDA
akan diikuti dengan kenaikkan volume edema, begitu pula sebaliknya apabila
kadar MDA menurun maka volume edema akan turun. Untuk mengetahui adanya

hubungan antara hambatan kadar MDA terhadap volume edema dilakukan uji
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korelasi moment pearson. Hasil uji korelasi menunjukkan bahwa adanya
hubungan yang kuat (r = 0.884) antara hambatan kadar MDA terhadap volume
edema. Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin kecil kadar MDA pada telapak

kaki tikus, maka akan semakin kecil volume edema yang terjadi.

TESIS PENGARUH PEMBERIAN NIMESULIDE (COX21NHIBITOR)... HENDRIK SETIA BUDI



ADLN Perpustakaan Univesitas Airlangga

BAB VI

PEMBAHASAN
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BAB V1

PEMBAHASAN

Telah dilakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian Nimesulide
terhadap kadar malondialdehyd (MDA) jaringan telapak kaki tikus yang
diinduksi karagen. Pengukuran volume edema menggunakan alat pletismometer
yang berisi air raksa, dengan mencelupkan telapak kaki tikus yang diberi induksi
karagen 0.1 ml dengan konsentrasi 1% dalam larutan NaCl 0.9%. Volume edema
telapak kaki tikus diukur berdasarkan bertambah besarnya telapak kaki tersebut
hingga 3 jam setelah diberi induksi karagen. Kemudian dilanjutkan dengan
pengukuran kadar MDA jaringan telapak kaki tikus yang telah diinduksi dengan
karagen tersebut.

Hasil penelitian terhadap hambatan kadar MDA pada telapak kaki tikus
menunjukkan bahwa, telapak kaki tikus yang diinduksi dengan karagen 0.1 ml
dengan konsentrasi 1% dalam larutan NaCl 0.9% dijumpai adanya peningkatan
kadar MDA pada kelompok kontrol positip secara bermakna dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatip dan kelompok yang diberi Nimesulide dosis 2.1; 4.2
dan 8.4 mg, hal ini disebabkan karena injeksi karagen pada telapak kaki tikus
menyebabkan terjadinya inflamasi. Kondisi inflamasi tersebut dapat merangsang
terbentuknya radikal bebas melalui proses fagositosis dan sintesa prostaglandin
yang dapat menghasilkan O, H;0,, NO,, HOCl (Cuzzocrea et al, 1999;
Nakagawa, 1999). Beberapa model penelitian pada pada kaki tikus yang diinduksi
karagen menunjukkan adanya pelepasan histamin, 5-Hidrotriptamin, bradikinin
dan prostaglandin, dan kemudian terjadi infiltrasi neutrofil serta pembentukan
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radikal bebas seperti hidrogen peroksid, superoksid dan radikal hidroksil (Dawson
etal., 1991).

Pada pemberian Nimesulide dosis 2.1mg hambatan MDA pada jaringan
telapak kaki tikus yang diinduksi karagen tidak sckuat dibandingkan dengan
pemberian Nimesulide dosis 4.2 dan 8.4 mg. Hal tersebut ditunjukkan dengan
adanya perbedaan yang bermakna terhadap kelompok kontrol negatip, kontrol
positip, dan kelompok yang diberi Nimesulide dosis 4.2 dan 8.4 mg. Adanya
perbedaan dalam menghambat MDA pada telapak kaki tikus yang diinduksi
karagen pada kelompok yang diberi Nimesulide dosis 2.1 mg terhadap kelompok
yang lain berarti bahwa pada dosis tersebut masih memungkinkan radikal bebas
masih terbentuk. Sesuai penelitian Cuzzocrea ef al, 1999, bahwa pembentukan
radikal bebas akan semakin meningkat karena terjadi peningkatan infiltrasi PMN
pada daerah radang dan kemudian pembentukan radikal bebas terjadi selama
proses fagositosis. Kecilnya hambatan MDA pada jaringan telapak kaki tikus pada
pemberian Nimesulide dosis 2.1 mg dapat pula menunjukkan bahwa aktivitas
PMN pada daerah radang tidak terganggu schingga hambatan MDA terjadi hanya
melalui hambatan aktivitas siklooksigenase yang juga berperan pada pembentukan
radikal bebas.

Dalam keadaan normal, senyawa oksigen reaktif selalu terbentuk dalam
proses metabolisme fisiologis dan akan dieliminasi oleh enzim-enzim pembersih
(scavenging enzym) yang bertindak sebagai antioksidan intra dan ekstra seluler.
Enzim-enzim yang berperan dalam proses antioksidatif tersebut antara lain
superokside dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase. Tetapi bila

jumlah oksidan terlalu banyak atau berlebihan sehingga melampaui anti-oksidan,
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maka terjadilah stres oksidatif yang membahayakan dan menimbulkan keadaan
yang patologis (Tjokroprawiro, 1995).

Pada pemberian Nimesulide dosis 4.2 dan 8.4 mg hambatan kadar MDA
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatip tidak berbeda bermakna, hal ini
karena MDA pada jaringan telapak kaki tikns yang diinduksi karagen bisa
dihambat melalui siklooksigenase-2 dan phosphodiesterase IV, adanya hambatan
ini menyebabkan akumulasi cAMP meningkat yang kemudian bisa menyebabkan
hambatan NADPH oksidase dan kemotaksis (Davis and Brogden, 1994) . Tidak
adanya perbedaan yang bermakna antara pemberian Nimesulide dosis 4.2 mg
dengan dosis 8.4 mg menujukkan bahwa Nimesulide dosis 4.2 mg merupakan
dosis yang efektif dalam menghambat kadar MDA. NSAID dapat menghambat
pembentukan radikal bebas melalui aktivitas NADPH oksidase. Aktivasi NADPH
oksidase akan menyebabkan pembentukan superoxide, singlet oxygen, dan
hidroxyl radical. (Shapira et al. 1994).

Proses konversi asam arakhidonat menjadi prostaglandin dan leukotrien
oleh siklooksigenase dan lipoksigenase serta Proses fagositosis oleh PMN ini akan
menghasilkan sejumlah besar superoksid yang digunakan sebagai bagian dari
mekanisme yang bertyjuan untuk membunuh mikroorganisme asing, tetapi
apabila tubuh tidak dapat mengatasi keadaan tersebut akan diteruskan proses
radang kronis yang menyebabkan terjadinya pengumpulan superoksid sehingga
kerusakan jaringan akan semakin bertambah luas (Bellanti, 1993; Geronikaki et
al, 2003).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian induksi karagen 0.1 ml

dengan konsentrasi 1% dalam larutan NaCl 0.9% pada kelompok kontrol positip,
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dapat menimbulkan terjadinya inflamasi yang ditunjukkan dengan meningkatnya
volume telapak kaki tikus dibandingkan kelompok kontrol negatip yang hanya
diberi pelarut obat tanpa diberi induksi karagen. Adanya peningkatan volume pada
telapak kaki tikus yang ditimbulkan setelah pemberian karagen berarti bahwa
karagen merupakan salah satu penginduksi terjadinya inflamasi. Hal ini karena
karagen dapat ményebabkan pelepasan mediator inflamasi seperti histamin, 5-
hidroksitriptamin, bradikinin, prostaglandin dan infiltrasi neutrofil serta diikuti
pembentukan radikal bebas sepeti hidrogen peroksida, ion superoksida dan radikal
hidroksil, sehingga dapat menyebabkan peningkatan permeabilitas pembuluh
darah dan aliran darah yang ditunjukkan dengan peningkatan volume edema pada
telapak kaki tikus (Lalenti et al., 1995; Dawson et al., 1991).

Karagen merupakan ekstrak kering yang mengandung air dari spesies
Chondrus, Gigartina, Eucheuna dan lain-lainnya dari familia Gigartinaceae dan
Solieiceae. Karagen terdiri dari campuran amonium, kalsium, kalium dan garam-
garam natrium dari dua polisakarida. Terdiri dari 3 jenis, yaitu Kappa karagen,
Lambda dan Iota (Reynolds, 1982), yang kegunaanya sebagai emulsifying,
suspending dan gelling agent, juga dapat berfungsi sebagai inﬂamatO(y agent.

Pada kelompok perlakuan yang diberi Nimesulide dosis 2.1; 4.2 dan 8.4
mg kemudian diberi induksi karagen 0.1 ml dengan konsentrasi 1% dalam larutan
NaCl 0.9% menunjukkan adanya hambatan terjadinya inflamasi. Hal tersebut
ditunjukkan dengan adanya perbedaan volume edema yang bermakna
dibandingkan kelompok kontrol positip sedangkan dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatip yang hanya diberi pelarut obat CMC tidak berbeda

bermakna. Adanya hambatan volume edema yang terjadi karena Nimesulide dapat
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menghambat siklooksigenase-2 yang berperan pada konversi asam arakhidonat
sehingga pembentukan prostaglandin yang berperan penting pada inflamasi tidak
terjadi (Goodman and Gilman’s, 2001). Inflamasi yang terjadi meliputi kerusakan
mikrovaskuler, peningkatan permeabilitas kapiler dan migrasi leukosit ke jaringan
radang. Gejala proses inflamasi yaitu berupa tumor, rubor, kalor, dolor dan functio
laesa. Selama berlangsungnya inflamasi akan dilepaskannya banyak mediator
inflamasi antara lain S-hidroksitriptamin (5HT), faktor kemotaktik,
bradikinin,leukotrien dan prostaglandin. Secara in vitro bahwa prostaglandin
(PGE-2) dan prostasiklin (PGI-2) dalam jumlah nanogram, menimbulkan eritema,
vasodilatasi dan peningkatan aliran darah lokal. Histamin dan bradikinin dapat
meningkatkan permeabilitas vaskuler tetapi efek vasodilatasi tidak besar. Akibat
adanya prostaglandin efek eksudasi bradikinin dan histamin menjadi lebih jelas
(Goodman and Gilman’s, 2001).

Secara umum mekanisme kerja NSAID yaitu menghambat enzim
siklooksigenase dari metabolisme asam arakhidonat sehingga menyebabkan
hambatan pada produksi prostaglandin (PGEz, PGF2, PGD»), prostasiklin (PGl2)
dan tromboksan (TXA;) yang selanjutnya menyebabkan timbulnya efek anti-
inflamasi, analgesik, antipiretik dan antitrombotik (Rang, 1999).

Pemberian Nimesulide dosis 2.1; 42 dan 8.4 mg menunjukkan adanya
hubungan dosis, yang berarti bahwa semakin tinggi dosis maka hambatan
terhadap volume edema pada telapak kaki tikus akan semakin kuat, begitu pula
apabila dosis Nimesulide diturunkan maka kekuatan hambatan volume edema
akan semakin rendah, oleh karena itu pada dosis 2.1 mg merupakan dosis yang

efektif untuk menghambat terjadinya edema, hal tersebut dikarenakan pada dosis
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2.1 mg tidak menunjukkan adanya perbedaan dengan kelompok kontrol negatip
dalam menghambat volume edema. Apabila dosis tersebut dikonversikan terhadap
manusia diperoleh sebesar 100 mg, maka sesuai dengan penelitian Bernareggi,
1998, bahwa Nimesulide dosis 100 mg yang diberikan pada manusia efektif dalam
menghambat terjadinya inflamasi.

Pada penelitian mengenai hubungan antara hambatan kadar MDA terhadap
volume edema menunjukkan adanya korelasi yang kuat (0.884). Penghambatan
pembentukan radikal bebas pada jaringan telapak kaki tikus yang diinduksi
karagen menunjukkan adanya hambatan pada volume edema. Hal ini karena
pemberian Nimesulide pada dosis 2.1; 42 dan 8.4 mg dapat menghambat
pembentukan radikal bebas sehingga proses inflamasi yang terjadi tidak
bertambah luas. Cuzzocrea ef al, 1999, menyatakan bahwa pemberian antioksidan
selama proses inflamasi dapat mengurangi terjadinya inflamasi melalui hambatan
aktivitas mieloperoksidase.  Telah dilaporkan bahwa Nimesulide selain dapat
menghambat  aktivitas  siklooksigenase-2 dapat pula  menghambat
phosphodiesterase IV, akibat dari adanya hambatan ini menyebabkan akumulasi
cAMP meningkat, kemudian menyebabkan hambatan NADPH oksidase dan
kemotaksis (Davis and Brogden, 1994) . aktivasi NADPH oksidase akan
menyebabkan pembentukan superoxide, singlet oxygen, dan hidroxyl radical
(Shapira et al. 1994). Adanya efek Nimesulide pada hambaﬁn NADPH oksidase
dan kemotaksis dapat meningkatkan hambatan pembentukan radikal bebas selain
dari hambatan sikoloksigenase-2, sehingga menyebabkan hambatan kadar MDA
yang disertai adanya hambatan terjadinya inflamasi, dalam hal ini adalah volume

edema sesuai penelitian Cuzzocrea ef al, 1999.
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BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 KESIMPULAN

Hasil dari penelitian pada telapak kaki tikus yang diinduksi karagen

sebagai penginduksi inflamasi bahwa :

1. Pemberian Nimesulide dosis 2.1; 4.2 dan 8.4 mg/200 gBB, dapat
mempengaruhi kadar malondialdehyde (MDA) pada jaringan telapak
kaki tikus putih (wistar) yang diinduksi karagen

2. Pemberian Nimesulide dosis 2.1; 4.2 dan 8.4 mg/200 gBB dapat
mempengaruhi volume edema pada telapak kaki tikus putih (wistar)
yang diinduksi karagen

3. Terdapat hubungan antara hambatan kadar malondialdehyde (MDA)
dengan volume edema pada telapak kaki tikus putih (wistar) yang

diinduksi karagen.

7.2 SARAN
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek Nimesulide
sebagai antioksidan terhadap gambaran histologis pada jaringan yang
mengalami inflamasi.
2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui jenis radikal
bebas yang berperan pada kondisi inflamasi sehingga dalam terapi

nantinya digunakan antioksidan yang lebih tepat.
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Tabel perbandingan dosis
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20g 200g 4009 1.5 kg 2.0 kg 4.0 kg 12.0 kg 70 kg
Mouse Rat Guinea pig Rabbit Cat Monkey Dog Man
204 1.0 7.00 12.25 27.80 29.70 64.10 124.20 387.90
Mouse
2009 0.14 1.0 1.74 3.90 4.20 9.20 17.80 56.00
Rat
4009 0.08 0.57 1.0 2.25 2.40 5.20 10.20 31.50
Guinea pig
1.5kg 0.04 0.25 0.44 1.0 1.08 2.40 4.50 14.20
Rabbit
2.0kg 0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 220 410 13.00
Cat
4.0kg 0.02 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 1.90 6.10
Monkey
120kg 0.01 0.06 0.10 0.22 0.24 0.52 1.0 3.10
Dog
70kg 0.00 0.02 0.03 0.07 0.08 0.16 0.32 1.0
Man

Sumber : Paget G & Barnes JM, 1964. Evaluation Drug Activities : Pharmacometries. Vol.1. London : Academic Press, p 161.
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Perhitungan dosis : dosis Nimesulide = 2 x 100 mg/ hari / 60 kgBB

Nimesulide dosis terapi
Dosis rat berat 200 g :
= 70/60 x 100 x 0,018
= 2,1 mg/ 200 gbb rat
= 10,5 mg/ kg

= 1,05 mg/ cc — D1

Nimesulide dosis 3 kali =

Dosis rat berat 200 g :

70/60 x 300 x 0,018

6,4 mg/ 200 gbb rat
= 42 mg/ kg

= 4,2 mg/cc— D3

TESIS

= 100 mg Nimesulide dosis 2 kali = 200 mg

Dosis rat berat 200 g :

il

70/60 x 200 x 0,018

4,2 mg/ 200 gbb rat

I

21 mg/ kg

I

2,1 mg/ cc — D2

300
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Lampiran 2. Photo pelaksanaan penelitian

Photo 1. Pengukuran Volume odem

TESIS
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Photo 2. Ttelapak kaki tikus yang telah diambil jaringan inflamasi
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Photo 3. Pembekuan jaringan telapak kaki tikus yang akan diperiksa kadar MDA
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Lampiran 3. Data pengukuran volume oedem

Kontrol negatip (K-)

waktu
No 0 15' 30' 45' 60' 75' 90" 105’ 120' 1356’ 150" 165' 180"
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Kontrol Positip (K+)

waktu
No 0 1§’ 30' 45' 60’ 75' 90' 105’ 120' 135" 150' 165' 180'
1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 0.9 0.9 1.1 1.2 1.2 1.4
2 0.0 0.2 03 0.5 0.7 0.7 0.8 0.8 1.0 1.1 1.2 1.3 1.6
3 0.0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.3 1.5
4 0.0 0.1 0.2 04 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.2 1.4
5 0.0 0.0 0.2 0.3 0.5 0.7 0.8 0.9 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3
6 0.0 0.1 0.2 0.3 0.5 0.7 0.8 0.9 0.9 1.0 1.1 1.1 1.2

W
O
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Nimesulide dosis 2,1 mg (D1)
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waktu
No Q 15' 30' 45' 60' 75' 90' 105’ 120* 135’ 150 165" 180"
1 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
5 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nimesulide dosis 4,2 mg (D2)
waktu
No 0' 15' 30° 45 60’ 75' 90’ 105* 120’ 135' 150 165' 180’
1 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Lampiran 4. Penghitungan kadar MDA

62

Larutan Baku ( ug) Absorban ( 532 nm)

0.502 0.027
0.756 0.040
1.004 0.052
1.255 0.064
1.506 0.074
2.51 0.128

Persamaan regresi :

r = 0,9992

Y =C+ bX

Y = 1,5417.10 % + 0,0499 X

Keterangan :

R = rho = koefisien korelasi

Y = absorban

C = konstanta

X = kadar MDA

Contoh :

Y = 0,099 — X = 1,9531 ug/ 10 ml

Berat jaringan W = 0,3555 g

19531 _

0.3555 ~ 04939 ng/ g jaringan

berat molekul larutan standar = 164,2

5

— Tﬁﬁ =(,0335 umol/ g jaringan

>

maka X = 33,4584 nmol / g jaringan
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Nimesulide dosis 8,4 mg (D3)
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waktu
No 0 15' 30 45 60’ 75 90’ 105’ 120' 135 150" 165' 180"
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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lampiran 5. Data absorban dan berat jaringan

Kontrol Negatip (K -)

Kelompok No Berat Absorban
Jaringan (g)
K- 1 0,2564 0,0754
K- 2 0,2520 0,0706
K- 3 0,2530 0,0725
K- 4 0,2520 0,0751
K- 5 0,2515 0,0723
K - 6 0,2531 0,0717

Kontrol Positip (K +)

Kelompok No Berat Absorban
Jaringan (g)
K+ 1 0,2564 0,0754
K+ 2 0,2520 0,0706
K+ 3 0,2530 0,0725
K+ 4 0,2520 0,0751
K+ 5 0,2515 0,0723
K+ 6 0,2531 0,0717

Nimesulide dosis 2,1 mg (D1)

Kelompok No Berat Absorban
Jaringan (g)
D1 1 0,2564 0,0754
D1 2 0,2520 0,0706
D1 3 0,2530 0,0725
D1 4 0,2520 0,0751
D1 5 0,2515 0,0723
D1 6 0,2531 0,0717
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Nimesulide dosis 4,2 mg (D2)

Kelompok No Berat Absorban

Jaringan (g) .
D2 1 0,2564 0,0754
D2 2 0,2520 0,0706
D2 3 0,2530 0,0725
D2 4 0,2520 0,0751
D2 5 0,2515 0,0723
D2 6 0,2531 0,0717

Nimesulide dosis 8,4 mg (D3)

Kelompok No Berat Absorban
Jaringan (g)
D3 1 0,2564 0,0754
D3 2 0,2520 0,0706
D3 - 0,2530 0,0725
D3 4 0,2520 0,0751
D3 5 0,2515 0,0723
D3 6 0,2531 0,0717
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lampiran 6. Kadar MDA

Kontrol Negatip (K -)

Kelompok No MDA (nmol/g)
K- 1 35.17
K - 2 33.45
K - 3 34.26
K- 4 35.66
K- 5 34.35
K- 6 33.84
Kontrol Positip (K +)
Kelompok No MDA (nmol/g)
K+ 1 103.24
K+ 2 104.51
K+ 3 103.41
K+ 4 103.62
K+ S, 102.65
K+ 6 102.37

Nimesulide dosis 2,1 mg (D1)

Kelompok No MDA (nmol/g)
D1 1 73.23
D1 2 69.97
D1 3 71.42
D1 4 70.11
D1 5 70.28
D1 6 71.57

Nimesulide dosis 4,2 mg (D2)
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Kelompok No MDA (nmol/g)
D2 1 36.23
D2 2 34.1
D2 3 35.21
D2 4 35.67
D2 5 35.14
D2 6 35.29
Nimesulide dosis 8,4 mg (D3)
Kelompok No MDA (nmol/g)
D3 1 35.15
D3 2 34.47
D3 B 35.14
D3 4 34.56
D3 5 34.93
D3 6 35.22
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Lampiran 7. Analisa statistik
Oneway
Descriptives

Mean Std. Deviation | Std. Error.

Malondialdehyd K- = Kontrol negatif 6 34,4550 ,8247 3367
K+ = Kontrol Positif 6 103,3000 7576 3093

D1 = Nimesulide 2,1 mg 6 71,0967 1,2482 ,5096

D2 = Nimesulide 4,2 mg 6 35,2733 7030 ,2870

D3 = Nimesulide 8,4 6 34,9117 3234 ,1320

Total 30 55,8073 28,0628 5,1235

Oedem K- = Kontrol negatif 6 ,0000 ,0000 L0000
K+ = Kontrol Positif 6 1,4000 1414 | 5,774E-02

D1 = Nimesulide 2,1 mg 6 | 5,000E-02 5477E-02 | 2,236E-02

D2 = Nimesulide 4,2 mg 6 | 3,333E-02 5,164E-02 | 2,108E-02

D3 = Nimesulide 8,4 6 L0000 ,0000 L0000

Total 30 2967 5654 ,1032
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Descriptives 68
95% Confidence Interval for
Mean
Lower Bound | Upper Bound Minimum Maximum
Malondialdehyd K- = Kontrol negatif 33,5895 35,3205 33,45 35,66
K+ = Kontrol Positif 102,5050 104,0950 102,37 104,51
D1 = Nimesulide 2,1 mg 69,7868 72,4065 69,97 73,23
D2 = Nimesulide 4,2 mg 34,5355 36,0111 34,10 36,23
D3 = Nimesulide 8,4 34,5722 35,2511 34,47 35,22
Total 45,3285 66,2862 33,45 104,51
Oedem K- = Kontrol negatif ,0000 ,0000 .00 .00
K+ = Kontrol Positif 1,2516 1,5484 1,20 1,60
D1 = Nimesulide 2,1 mg -7,4800E-03 1075 ,00 10
D2 = Nimesulide 4,2 mg -2,0859E-02 8,753E-02 ,00 10
D3 = Nimesulide 8,4 ,0000 ,0000 .00 ,00
Total 8,555E-02 5078 .00 1,60
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
Malondialdehyd 1,919 4 25 ,139
Qedem 6,250 4 25 ,001
ANOVA
Sum of
. Squares df Mean Square F Sig. ‘
Malondialdehyd  Between Groups [ 22821,080 4 §705,270 8363,487 ,000
Within Groups 17,054 25 ,682
Total 22838,134 29
Oedem Between Groups 9,141 4 2,285 445 195 ,000
Within Groups 128 25 5,133E-03
- Total 9,270 29
Post Hoc Tests
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Multiple Comparisons 69
LSD
Mean
Difference
Dependent Variable (1) Kelompok Perlakuan (J) Kelompok Perlakuan (I-J) Std. Error _Sig.
Malondialdehyd K- = Kontrol negatif K+ = Kontrol Positif -68,8450* 4769 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg -36,6417* 4769 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg -,8183 4769 ,099
D3 = Nimesulide 8,4 -,4567 4769 347
K+ = Kontrol Positif K- = Kontrol negatif 68,8450 4769 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg 32,2033* 4769 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg 68,0267+ 4769 ,000
D3 = Nimesulide 8,4 68,3883 4769 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg K- = Kontrol negatif 36,6417 4769 ,000
K+ = Kontrol Positif -32,2033* 4769 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg 35,8233 ,4769 ,000
D3 = Nimesulide 8,4 36,1850 ,4769 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg K- = Kontrol negatif ,8183 ,4769 ,099
K+ = Kontrol Positif -68,0267* 4769 900
D1 = Nimesulide 2,1 mg -35,8233* 4769 ,000
D3 = Nimesulide 8,4 3617 4769 455
D3 = Nimesulide 8,4 K- = Kontrol negatif ,4567 4769 347
K+ = Kontrol Positif -68,3883* 4769 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg -36,1850* 4769 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg -3617 ,4769 455
Oedem K- = Kontrol negatif K+ = Kontrol Positif -1,4000* | 4,137E-02 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg -5,0000E-02 | 4,137E-02 ,238
D2 = Nimesulide 4,2 mg -3,3333E-02 | 4,137E-02 428
D3 = Nimesulide 8,4 ' ,0000 | 4,137E-02 1,000
K+ = Kontrol Positif K- = Kontrol negatif 1,4000*{ 4,137E-02 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg 1,3500*{ 4,137E-02 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg 1,3667*| 4,137E-02 ,000
D3 = Nimesulide 8,4 1,4000* | 4,137E-02 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg K- = Kontrol negatif 5,000E-02 | 4,137E-02 238
K+ = Kontrol Positif -1,3500* | 4,137E-02 ,000
D2 = Nimesulide 4,2 mg 1,667E-02 | 4,137E-02 ,690
D3 = Nimesulide 8,4 5,000E-02 | 4,137E-02 ,238
D2 = Nimesulide 4,2 mg K- = Kontrol negatif 3,333E-02 | 4,137E-02 ,428
K+ = Kontrol Positif -1,3667*| 4,137E-02 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg -1,6667E-02 | 4,137E-02 ,690
D3 = Nimesulide 8,4 3,333E-02 | 4,137E-02 428
D3 = Nimesulide 8,4 K- = Kontrol negatif ,0000 | 4,137E-02 1,000
K+ = Kontrol Positif -1,4000* ) 4,137E-02 ,000
D1 = Nimesulide 2,1 mg -5,0000E-02 | 4,137E-02 ,238
D2 = Nimesulide 4,2 mg -3,3333E-02 | 4 137E-02 428
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Muitiple Comparisons
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95% Confidence Interval

Dependent Variable  (I) Kelompok Perlakuan (J) Kelompok Perlakuan Lower Bound | Upper Bound
Malondialdehyd K- = Kontrol negatif K+ = Kontrol Positif -69,8271 -67,8629
D1 = Nimesulide 2,1 mg -37,6238 -35,6596

D2 = Nimesulide 4,2 mg -1,8004 ,1638

D3 = Nimesulide 8,4 -1,4388 5254

K+ = Kontrol Positif K- = Kontrol negatif 67,8629 69,8271
D1 = Nimesulide 2,1 mg 31,2212 33,1854

D2 = Nimesulide 4,2 mg 67,0446 69,0088

D3 = Nimesulide 8,4 67,4062 69,3704

D1 = Nimesulide 2,1 mg K- = Kontrol negatif 35,6596 37,6238
K+ = Kontrol Positif -33,1854 -31,2212

D2 = Nimesulide 4,2 mg 34,8412 36,8054

D3 = Nimesulide 8,4 35,2029 37,1671

D2 = Nimesulide 4,2 mg K- = Kontrol negatif -,1638 1,8004
K+ = Kontrol Positif -69,0088 -67,0446

D1 = Nimesulide 2,1 mg -36,8054 -34,8412

D3 = Nimesulide 8,4 -,6204 1,3438

D3 = Nimesulide 8,4 K- = Kontrol negatif -,5254 1,4388
K+ = Kontrol Positif -69,3704 -67,4062

D1 = Nimesulide 2,1 mg -37,1671 -35,2029

D2 = Nimesulide 4,2 mg -1,3438 ,6204

Oedem K- = Kontrol negatif K+ = Kontrol Positif -1,4852 -1,3148
D1 = Nimesulide 2,1 mg -,1352 3,519E-02

D2 = Nimesulide 4,2 mg -,1185 5,186E-02

D3 = Nimesulide 8,4 -8,5194E-02 8,519E-02

K+ = Kontrol Positif K- = Kontrol negatif 1,3148 1,4852
D1 = Nimesulide 2,1 mg 1,2648 1,4352

D2 = Nimesulide 4,2 mg 1,2815 1,4519

D3 = Nimesulide 8,4 1,3148 1,4852

D1 = Nimesulide 2,1 mg K- = Kontrol negatif -3,5194E-02 ,1352
K+ = Kontrol Positif -1,4352 -1,2648

D2 = Nimesulide 4,2 mg -6,8527E-02 ,1019

D3 = Nimesulide 8,4 -3,5194E-02 ,1352

D2 = Nimesulide 4,2 mg K- = Kontrol negatif -5,1861E-02 ,1185
K+ = Kontrol Positif -1,4519 -1,2815

D1 = Nimesulide 2,1 mg -,1019 6,853E-02

D3 = Nimesulide 8,4 -5,1861E-02 ,1185

D3 = Nimesulide 8,4 K- = Kontrol negatif -8,5194E-02 8,519E-02
K+ = Kontrol Positif -1,4852 -1,3148

D1 = Nimesulide 2,1 mg -,1352 3,519E-02

D2 = Nimesulide 4,2 mg -.1185 5,186E-02

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Correlations

Correlations

kadar MDA | volume
kelompok oedem
kadar MDA kelompok  Pearson Correlation” 1.000 .884*1
Sig. (1-tailed) . .000
N 30 30
volume oedem Pearson Correlation .884* 1.000
Sig. (1-tailed) .000 .
N 30 30
**. Correlation is significant at the 0.01 fevel (1-tailed).
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