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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh pemberian ekstrak sipatah-patah (ESP) pada
tikus betina masa pertumbuhan dalam mencegah terjadinya osteoporosis. Penelitian ini menggunakan
20 ekor tikus betina, galur Sprague Dawley umur 20 hari yang dibagi secara acak menjadi lima kelompok
perlakuan, yaitu kelompok kontrol (NOV-0) dan kelompok yang diberi ESP mulai umur 30 hari (NOV-
1) selama 150 hari, 60 hari (NOV-2) selama 120 hari, 90 hari (NOV-3) selama 90 hari, dan 120 hari
(NOV-4) selama 60 hari dengan dosis 750 mg/kgBB/hari peroral. Pengambilan darah dilakukan setiap
30 hari sekali setelah pemberian ESP untuk pemeriksaan kadar kalsium dan fosfat dalam darah. Pada
umur 180 hari, seluruh hewan coba dikorbankan dan selanjutnya dilakukan nekropsi untuk pemeriksaan
mikroskopis tulang. Sayatan os tibia-fibula diwarnai dengan metode pewarnaan Hematoksilin Eosin
(HE) untuk mengamati densitas osteoblas dan osteoklas dan Masson trichrome untuk mengamati struktur
trabekula. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ESP selama masa pertumbuhan dapat
meningkatkan pertumbuhan tulang. Kelompok NOV-1 dengan durasi pemberian ESP yang lebih lama
(150 hari) menunjukkan pertumbuhan tulang yang lebih baik dengan tulang femur yang lebih panjang,
kadar kalsium dan fosfat darah yang optimal, peningkatan densitas osteoblas dan menekan densitas
osteoklas dibandingkan dengan tikus kontrol (NOV-0). Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa
pemberian ESP lebih awal dan dalam waktu paling lama pada masa pertumbuhan dapat meningkatkan
parameter pertumbuhan tulang yang diharapkan dapat meningkatkan kondisi tulang selama masa
pertumbuhan.

Kata kunci: ekstrak sipatah-patah, osteoblas, osteoklas, trabekula, kalsium, dan fosfat serum.

ABSTRACT

The experiment was designed to study the effects of sipatah-patah extract (ESP) on bone growth in
growing female rats in order to prevent osteoporosis during postmenopausal period. Twenty growing female
Sprague Dawley rats in similar body weight were used with the average of age was 20 days old. The
experimental rats were randomly divided into 5 (five) groups: control group (NOV-0, administered carboxyl
methyl cellulose 1%) and groups administered ESP at the age of 30 days (NOV-1), 60 days (NOV-2), 90
days (NOV-3), and 120 days (NOV-4) with dosage of 750 mg/kg body weight daily. Blood samples were
collected every 30 days to analyze serum calcium and phosphate concentrations. At the end of the treatment
(180 day old), all of the animals were sacrificed to measure and analyze bone growth histologically. Os
tibia-fibula slice was stained by using Hematoxylin Eosin (HE) method to observe osteoblast and osteoclast
densities, while Masson trichrome was used to observe trabeculae structure. The results showed
administration of ESP in rat during growing period improved bone growth. NOV-1 with longer duration
(150 days) showed better growth rate with longer femur, optimum serum calcium, and phosphate
concentrations, and higher number of osteoblast with lower osteoclast densities compared to control rats
(NOV-0). It was concluded that giving ESP at earlier age with longer duration during growth period could
improve bone growth. This condition was expected could also improve the bone conditions during growing
period.

Keyword: sipatah-patah extract, osteoblast, osteoclast, trabeculae, serum calcium and phosphate.
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PENDAHULUAN

Osteporosis merupakan masalah kesehatan
global dengan ciri kerusakan pada mikroarsi-
tektur massa tulang, dan penyakit ini terjadi
pada 150 juta orang di seluruh dunia per tahun.
Osteoporosis terjadi karena berkurangnya
jumlah estrogen, terutama pada wanita
pascamenopause. Estrogen ini sangat diperlukan
dalam pembentukan osteoblas di jaringan
mieloid sumsum merah pada individu dewasa,
di samping faktor nutrisi, hormon paratiroid,
vitamin D, sitokin, kortisol, dan aktivitas
individu (Smith, 1993). Selain itu, kepadatan
tulang yang didapat selama masa pertumbuhan
merupakan faktor yang menentukan terjadinya
kasus osteoporosis di kemudian hari (Karlson
et al.,1995). Kepadatan tulang yang tinggi pada
masa pramenopause dapat mempertahankan
deposit kalsium tulang sehingga mengurangi
kehilangan atau penurunan kalsium pada masa
menopause. Dengan demikian, individu dengan
kepadatan tulang yang tinggi pada masa
pertumbuhan sampai pramenopause akan
terhindar dari kejadian osteoporosis pada masa
pascamenopause (Compston et al., 1993).

Pencegahan osteoporosis yang baik adalah
dengan menjaga keseimbangan kalsium dalam
tulang. Hal ini dapat dilakukan dengan
menghindari hilangnya kalsium yang
berlebihan melalui ginjal dan gangguan
penyerapan kalsium oleh usus (Preisinger et al.,
1995). Saat ini, sebagian masyarakat
berpendapat bahwa osteoporosis dapat dicegah
dengan cara meningkatkan asupan kalsium,
baik dalam bentuk suplemen tablet maupun
dengan cara mengkomsumsi susu berkalsium
tinggi.

Sejak dahulu, masyarakat telah mengenal
beberapa tanaman untuk mengobati berbagai
macam penyakit. Di India, Sri Lanka, dan
Malaysia Cissus qudrangularis Linn (Cg) banyak
dipakai untuk mengatasi sakit sendi, sipilis,
penyakit kelamin, dan osteoporosis (Shirwaikar
et al., 2003). Studi fitokimia pada Cq menun-
jukkan adanya kandungan flavonoid seperti
kuersetin dan vitamin C, resveratrol,
piceatannol, palidol, asam askorbat, ketosteroid,
dan karoten (Swamy et al., 2006), g-amirin, d-
amiron (Mehta et al., 2001), kalsium-fosfat
(Tiangburanatham 1996; Sanyal et al. 2005). Di
India, Cq dikenal sebagai obat tulang (bone
setter) karena kemampuannya mempertautkan
tulang dan di Sri Langka jus akar tanaman ini
khusus digunakan untuk mengobati patah
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tulang (Sivarajan dan Balachandran, 1994).
Shirwaikar et al., (2003) menjelaskan bahwa
akar Cq sangat berguna untuk pengobatan retak
tulang baik diminum maupun digunakan
sebagai plester eksternal. Semua senyawa ini
mempunyai potensi efek metabolik dan fisiologik
yang berbeda (Shirwaikar et al. 2003; Combaret
etal., 2004).

Di Aceh, C. quadrangularis Salisb telah
lama dikenal sebagai tanaman dengan nama
sipatah-patah. Tanaman ini mengandung
kalsium, fosfat, dan fitoestrogen (Sabri et al.,
2009) yang sangat mujarab dipakai sebagai obat
patah tulang. Mengingat besarnya potensi
tanaman sipatah-patah dan khasiat yang
dikandungnya sebagai obat patah tulang,
C. quadrangularis Salisb yang ada di Aceh
diduga berpotensi juga sebagai antiosteoporosis,
seperti halnya Cq yang ada di India (Shirwaikar
et al., 2003). Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui pengaruh sipatah-
patah yang ada di Aceh pada tikus masa
pertumbuhan. Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari daya kerja ekstrak sipatah-patah
dalam meningkatkan kualitas mikrostruktur
tulang pada tikus betina masa pertumbuhan.
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan
sebagai sumber informasi ilmu pengetahuan dan
sebagai bahan pertimbangan dalam pengunaan
obat alami yang nantinya dapat dibuat obat
herbal terstandar dalam mencegah osteoporosis.

METODE PENELITIAN

Pembuatan Ekstrak Sipatah-patah.
Pembuatan ekstrak sipatah-patah (ESP)
dilakukan di Laboratorium Farmasi,
Departemen Klinik, Reproduksi dan Patologi,
FKH IPB. Bagian batang tanaman sipatah-
patah yang diambil adalah batang yang
kemudian dipotong-potong sepanjang sekitar
1 cm, lalu diangin-anginkan sehingga menjadi
kering, selanjutnya dimasukkan ke dalam
oven dengan suhu 60°C selama 48 jam.
Setelah kering, batang sipatah-patah
kemudian dihaluskan dengan penggilingan
sehingga menjadi serbuk. Serbuk ini
kemudian dimaserasi dengan menggunakan
etanol 95%. Ekstrak cair sipatah-patah
tersebut selanjutnya dikentalkan dengan
rotavapor (Rotavapor R-205 Buchi®
Switzerland). Ekstrak yang diperoleh
dipekatkan kembali dengan kompresor udara
menjadi ekstrak kasar hingga mendapatkan
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endapan kental. Untuk mempermudah
pemberian kepada hewan coba, ekstrak dibuat
dalam bentuk suspensi berupa ekstrak cair
etanol.

Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus
betina (Rattus norvegicus) galur Sprague
Dawley umur 20 hari dengan bobot badan 95-
100 g sebagai hewan coba. Tikus diberi pakan
standar burung super P-588 (PT Indonesia
Formula Feed) dan air minum ad libitum.
Hewan coba ditempatkan di dalam kandang
individu dan diadaptasikan terhadap pakan dan
lingkungan selama sepuluh hari.

Pemberian Ekstrak Sipatah-patah

Tikus umur 20 hari dibagi secara acak
menjadi lima kelompok perlakuan masing-
masing sebanyak 4 ekor. Tikus-tikus pada
kelompok kontrol diberikan karboksimetil
selulosa (CMC) 1% (NOV-0), sedangkan tikus
kelompok perlakuan diberi ESP mulai umur 30
hari (NOV-1), 60 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-
3), dan 120 hari (NOV-4). Pada tikus-tikus
kelompok perlakuan, ESP diberikan setiap hari
dengan dosis 750 mg/kgBB/hari (Shirwaikar et
al., 2003) dengan cara pencekokan (peroral)
menggunakan sonde lambung. Penimbangan
bobot badan dilakukan limabelas hari sekali dan
pengambilan darah dilakukan setiap 30 hari
sekali untuk pemeriksaan kadar kalsium dan
fosfat darah. Analisis kadar kalsium dan fosfat
dilakukan di Fakultas Perternakan, Institut
Pertanian Bogor, dengan mengunakan Atomic
Absorbance Spectrophotometric (AAS) Hitachi®
5000 untuk kalsium, sedangkan untuk analisis
fosfat mengunakan metode spectrophotometry
(Spectronic Camspecs® LW-200). Pada akhir
perlakuan, yaitu umur pada 180 hari, seluruh
hewan coba diambil sampel darahnya dan
selanjutnya dieuthanasi untuk dilakukan
nekropsi untuk pengambilan kerangka tulang,
organ hati, dan ginjal. Sampel tulang tibia-fibula
difiksasi dalam larutan pengawet paraformal-
dehid 4% dan dilakukan dekalsifikasi dalam
larutan asam nitrat 5%, selanjutnya tulang
diproses dengan metode histokimia standar
(Humason, 1967) dan ditanam dalam blok
parafin. Blok parafin dipotong dengan mikrotom
rotary secara serial dengan ketebalan 5 pm.
Sayatan tulang kemudian diwarnai dengan
Hematoksilin Eosin (HE) dan Masson Trichrome
(Humason, 1967). Selanjutnya dilakukan
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pengamatan atas mikrostruktur trabekula,
osteoblas, dan osteoklas. Metode penghitungan
jumlah osteoblas dan osteoklas dilakukan
sebanyak sepuluh lapang pandang dengan
perbesaran objektif 40X.

Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pemeriksaan
kadar kalsium dan fosfat darah dianalisis
dengan sidik ragam/anova dilanjutkan dengan
Duncan tes sedangkan trabekula, osteoblas, dan
osteoklas dianalisis secara diskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, pertumbuhan tikus
perlakuan yang diberi ESP dengan berbagai
lama waktu pemberian menunjukkan bobot
badan yang lebih berat dibandingkan dengan
kelompok tikus kontrol (NOV-0). Tikus NOV-1
memiliki bobot badan 26.84% lebih berat
dibandingkan dengan NOV-0, diikuti NOV-2 dan
NOV-3 masing-masing sebesar 16,40%, dan
17,01%, serta kelompok NOV-4 mempunyai
bobot badan hanya 9,76% lebih berat
dibandingkan dengan kelompok kontrol
(Gambar 1). Hal ini mengindikasikan bahwa
pemberian ESP yang dilakukan selama 150 hari
(NOV-1), 120 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-3), dan
60 hari (NOV-4) ternyata memberi pengaruh
nyata pada pertambahan bobot badan
dibandingkan dengan kelompok kontrol
(P<0,05).

Hasil pengukuran panjang tulang femur
tikus diakhir penelitian (180 hari) pada kelompok
NOV-1 adalah 31,88 mm, NOV-2 29,64 mm,
NOV-329,44 mm, dan NOV-4 29,26 mm. Tulang
femur tikus-tikus kelompok perlakuan ini
semuanya lebih panjang dibandingkan dengan
tulang femur kelompok kontrol (28,74 mm).
Pertambahan panjang tulang femur pada tikus-
tikus perlakuan akibat pemberian ESP sebagai
akibat semakin besarnya ukuran rangka tubuh
tikus-tikus tersebut. Dengan demikian, bobot
badan tikus-tikus perlakuan lebih berat
dibandingkan kelompok NOV-0 karena rangka
tubuh tikus-tikus perlakuan lebih besar
dibandingkan kelompok NOV-0. Kondisi ini
diduga disebabkan oleh pemberian ESP yang
dapat meningkatkan osifikasi, menstimulasi
proliferasi, dan diferensiasi kondrosit sehingga
meningkatkan panjang tulang pada fetus tikus
(Potuet al.,2007).
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Gambar 1.

Pertumbuhan tikus yang diberi ekstrak sipatah-patah pada umur 30 hingga 180 hari.

NOV-0 =kelompok kontrol; kelompok perlakuan diberikan ESP selama 150 hari (NOV-
1), 120 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-3), dan 60 hari (NOV-4). Angka yang diikuti oleh
hurufyang berbeda menunjukkan hasil uji berbeda nyata (P<0,05).
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Gambar 2. Kadar kalsium darah tikus yang diberi ekstrak sipatah- patah pada umur 30, 60, 90,
dan 120 hari. NOV-0 = kelompok kontrol; kelompok perlakuan diberikan ESP selama
150 hari (NOV-1), 120 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-3) dan 60 hari (NOV-4). Angka
yang diikuti oleh huruf yang berbeda menunjukkan hasil uji berbeda nyata (P<0,05).

Pada kelompok NOV-1, kadar kalsium
darah menunjukkan peningkatan yang nyata
(P<0,05) dibandingkan dengan kelompok NOV-
0 yang menurun. Tetapi, kenaikan kadar
kalsium darah paling tinggi selama masa
pemberian ESP ditunjukkan oleh kelompok
NOV-2, disusul kelompok NOV-3, dan NOV-4
(Gambar 2). Kondisi ini disebabkan karena

kadar kalsium darah pada kelompok NOV-1
sudah mencapai optimum karena kadar ion
kalsium dipertahankan konstan oleh meka-
nisme homeostasis (Manolagas 2000; Guyton
dan Hall 2007). Kondisi kalsium dapat
dikatakan optimum jika pemberian ESP secara
terus menerus tidak meningkatkan kadar
kalsium dalam darah, melainkan mendeposisi
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Gambar 3. Kadar fosfat darah tikus putih diberi ekstrak sipatah- patah pada umur 30, 60, 90,
dan 120 hari.
NOV-0 = kelompok kontrol; kelompok perlakuan diberikan ESP selama 150 hari (NOV-
1), 120 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-3) dan 60 hari (NOV-4).

Gambar 4. Trabekula pada tikus non-ovariekt

omi pada hari ke -180. A. kelompok kontrol. B.

kelompok perlakuan yang diberikan ESP selama 150 hari menunjukkan densitas
trabekula yang padat. C. kelompok perlakuan yang diberikan ESP selama 60 hari
menunjukkan densitas trabekula yang jarang. Th: trabekula, Se: sasaran epifisis.

kalsium pada tulang atau kelebihan kalsium
yang diekskresikan melalui ginjal (Cunningham,
1992. Kadar kalsium darah pada kelompok
NOV-2 dan NOV-3 mengalami peningkatan
yvang lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok NOV-0, NOV-1, dan NOV-4. Hal ini
diduga karena rentang waktu pemberian ESP
pada kedua kelompok (NOV-2 dan NOV-3)
tersebut masih dalam periode peningkatan kadar
kalsium darah untuk mencapai level optimum.
Pada kelompok tikus NOV-4, peningkatan kadar
kalsium darah relatif lebih rendah karena
rentang waktu pemberian ESP terlalu singkat
untuk dapat meningkatkan kadar kalsium

darah. Kondisi ini menunjukkan bahwa kadar
kalsium darah jelas dipengaruhi oleh awal dan
lamanya pemberian ESP selama masa
perlakuan.

Berbeda dari hasil yang diperoleh pada
pengukuran kadar kalsium darah, pemberian
ESP tidak mempengaruhi (P>0,05) kadar fosfat
darah, dan diduga kadar fosfat darah sudah
berada dalam level optimum (Gambar 3).
Asupan kalsium, fosfat, dan fitoestrogen dalam
ESP ikut berperan dalam proses peningkatan
kadar kalsium, fosfat serta mengoptimalkan
level kadar kalsium dan fosfat dalam darah,
terutama pada hewan muda. Kondisi kadar
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Tabel 1. Densitas osteoblas dan osteoklas pada tikus nonovariektomi pada hari ke-180

Osteoblas
Perlakuan Osteoklas
Aktif Pasif
Kelompok NOV-0 34,58+8,05" 50,67+17,372 6,99+3,35
Kelompok NOV-1 38,92+8,092 57,21+17,512 2,50+2,962
Kelompok NOV-2 34,88+6,62" 47,63+8,692 4,29+4 44>
Kelompok NOV-3 20,25+8,99¢ 35,04+13,32P 5,58+2,60°
Kelompok NOV-4 18,08+3,68¢ 34,96+6,38" 6,75+3,55"

Keterangan : NOV-0 = kelompok kontrol; kelompok perlakuan diberikan ESP selama
150 hari (NOV-1), 120 hari (NOV-2), 90 hari (NOV-3) dan 60 hari (NOV-4).

kalsium darah yang optimum akan menunjang
deposisi kalsium ke dalam tulang (Boskey, 1992).
Sebaliknya, turunnya kadar ion kalsium plasma
di bawah batas normal akan memacu kelenjar
paratiroid untuk meningkatkan sekresi hormon
paratiroid. Hormon paratiroid memulihkan
kosentrasi kalsium cairan ekstrasel menjadi
normal dengan bekerja langsung pada tulang
dan ginjal, dan bekerja tidak langsung pada
mukosa usus melalui perangsangan sistem
kalsitriol (Banks, 1993; Guyton and Hall,
2007).

Secara mikroskopis, kondisi pertulangan
dapat ditentukan antara lain oleh densitas
trabekula, osteoblas, dan osteoklas yang terdapat
di bagian diafisis maupun metafisis. Trabekula
merupakan jaringan ikat yang berbentuk
anyaman-anyaman. Secara umum, trabekula
dibentuk dari sasaran epifisis yang mengalami
osifikasi yang mengarah ke distal. Dengan
pewarnaan Masson trichrome, trabekula
memberikan aspek biru dan umumnya
memanjang sejajar dengan sumbu tulang.
Aktivitas osteoblas dan osteoklas di daerah
metafisis lebih dominan ditemukan pada bagian
sentral, dan jarang ditemukan di bagian tepi
tulang, sebagai akibat tarikan atau tekanan
ligamentum serta tendo. Selain itu, pembuluh
darah juga lebih banyak ditemukan di daerah
metafisis, yang berdekatan dengan keberadaan
osteoklas dalam proses resorbsi tulang.
Peningkatan pembuluh darah ini berhubungan
erat dengan peningkatan aktivitas tulang,
sebagai sarana transportasi hasil metabolisme
tulang (Anderson, 1996).

Aktivitas remodelling tulang, dimulai dari
trabekula di bagian epifisis dan metafisis tulang
(Banks, 1993). Kelompok NOV-1 memiliki
trabekula yang lebih padat dan rapat dengan
intensitas warna biru yang lebih pekat

dibandingkan dengan kelompok NOV-0,
maupun tikus-tikus kelompok perlakuan
lainnya (NOV-2, NOV-3, dan NOV-4), baik di
daerah epifisis maupun metafisis. Tikus NOV-
1 menunjukan struktur mikroskopis trabekula
tulang lebih baik dibandingkan tikus kontrol,
sedangkan tikus NOV-4 menunjukkan hasil
yang hampir sama dengan kelompok NOV-0
(Gambar 4).

Pada kelompok perlakuan, selain gambaran
mikroskopi trabekula tulang yang meningkat
kualitasnya, juga ditunjang oleh meningkatnya
jumlah osteoblas dan berkurangnya jumlah
osteoklas tulang sejalan dengan lamanya
pemberian ESP. Osteoblas dan osteoklas dapat
dijadikan petunjuk mengenai kondisi proses
pertumbuhan tulang, yang dalam masa resorbsi
atau remodelling. Densitas osteoblas pada
kelompok NOV-1 lebih padat (P<0,05)
dibandingkan pada kelompok NOV-0, tetapi
densitas osteoklas pada kelompok NOV-1 lebih
rendah dibandingkan pada kelompok NOV-0 dan
kelompok perlakuan lainnya (P<0,05) (Tabel 1).
Pemberian ESP meningkatkan kadar kalsium
darah, osteoblas aktif, dan trabekula yang lebih
padat. Peningkatan osteoblas aktif dan
kepadatan trabekula ini disebabkan karena
adanya proses modelling dan remodelling yang
masih berjalan (Banks, 1993). Sebagai jaringan
yang dinamis, trabekula secara konstan akan
selalu memperbaharui dirinya. Pada kelompok
NOV-1, yang memperoleh ESP di awal
perlakuan dan dalam waktu yang lebih lama
secara relatif meningkatkan densitas osteoblas
dan kepadatan trabekula. Fitoestrogen yang
terdapat pada C. quadrangularis tersebut juga
berperan dalam meningkatkan densitas
osteoblas (Jainu et al., 2006) dan merangsang
pembentukan kolagen sebagai bahan dasar dari
trabekula tulang (Shirwaikar et al., 2003).
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Peningkatan kualitas trabekula tulang dapat
menjadi tempat deposisi kalsium dan fosfat
darah.

SIMPULAN

Pemberian ekstrak sipatah-patah pada tikus
betina normal masa pertumbuhan selama 150
hari, 120 hari, 90 hari, dan 60 hari memberikan
efek peningkatan kualitas mikrostruktur dan
fisiologis tulang.
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