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ABSTRACT

Introduction: Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative disease associated with inflammatory processes and free radical formation. It causes damage to the joint cartilage progressively. The rhizome of red ginger and cogon grass (RRGC) have anti-inflammatory and antioxidant properties. The present study reported the potency of the herbals combination to reduce serum and synovial nitric oxide (NO) in OA rats. Nitrate (a stable form of NO) are measured in serum and synovial tissue of rats.

Method: Male Wistar rats aged 4 months divided into 5 groups, namely; positive group, negative group, treatment 1 (doses 9 + 40 mg/day), treatment 2 (doses 18 + 40 mg/day) and treatment 3 (doses 36 + 40 mg/day). Rats were induced with 0.1 ml Complete Freund's Adjuvant (CFA) in intraarticular (IA) of the right knees. The decoction of RRGC combination was given at day 10 post induction (after edema was measured) for 10 days. Synovial and serum nitrate were examined using Nitric Oxide Colorimetric Assay Kit. Serum nitrate data were analyzed by Kruskal-Wallis continued with Mann-Whitney and synovial nitrate data using One Way ANOVA continued with Post Hoc. Result were considered to be significant if p<0,05.

Results: The decoction of RRGC combination in treatment 1 (4,29±0,55) and treatment 3 (3,64±0,70) decrease serum nitrate levels of OA rats (p<0,05). The decoction of RRGC combination in treatment 1 (2,99±1,18), treatment 2 (2,87±0,41) dan treatment 3 (2,79±1,09) decrease synovial tissue nitrate levels of OA rats (p<0,05). 

Conclusion: The given doses reduce nitrat levels of synovial tissue (p<0,05). The herbals combination at dose 1 and 3 reduce both nitrat serum and synovial level. The combination of decoction of red ginger and cogon grass rhizome may have potential to be developed as anti-osteoarthritis agent. 
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PENDAHULUAN

Osteoartritis (OA) merupakan penyakit degeneratif kronik yang berhubungan dengan rusaknya kartilago sendi secara bertahap1.  Penyebab OA dikarenakan adanya jejas, kelainan sistem imun, pengaruh penyakit sebelumnya dan kelainan metabolik2.  Penyakit ini merupakan penyebab utama nyeri dan disabilitas lokomotor di seluruh dunia. Di Indonesia sebanyak 65% lansia didiagnosa menderita OA. Di Jawa Timur mencapai 27%, sementara di Kabupaten Malang 10% dan Kota Malang 13,5%3,4. Osteoartritis banyak mengenai populasi usia produktif sehingga memberi dampak sosial dan ekonomi yang besar5. Oleh karena itu diperlukan penatalaksanaan OA yang agresif dan sedini mungkin. 
Perjalanan penyakit OA berkaitan erat dengan terjadinya inflamasi pada sendi yang dapat meningkatkan terbentuknya radikal bebas. Salah satu radikal bebas yang berperan dalam terhambatnya produksi kolagen dan proteoglikan sendi adalah Nitric Oxide (NO). Pembentukan NO dikatalis oleh inducible Nitric Oxide (iNOS) yang muncul hanya pada kondisi patologis. Dalam jumlah yang banyak, NO akan bereaksi dengan anion superoxide (O2-) dan membentuk peroksinitrit  (ONOO-) radikal yang merusak fosfolipid bilayer pada kondrosit sehingga remodelling sendi terganggu5. Oleh sebab itu, kadar NO di dalam darah dan jaringan sinovial sendi dapat diukur sebagai penanda terjadinya OA. Namun, NO hanya bertahan sepersekian detik di dalam darah dan jaringan sehingga diperlukan pengukuran kadar nitrat(NO3-) yang merupakan produk akhir yang stabil dari NO6.
Pengobatan konvensional pada OA adalah penggunaan nonsteroidal anti-inflamatory drugs (NSAID) dan kortikosteroid untuk mengurangi nyeri dan mempertahankan fungsi sendi yang sudah rusak7. Namun, penggunaan obat tersebut dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek berupa gangguan saluran cerna, perubahan metabolisme dan hormon, serta meningkatkan pengeroposan tulang. Oleh sebab itu, dibutuhkan pengobatan alternatif yang mampu mengurangi gejala OA dan aman digunakan untuk jangka panjang.
Indonesia adalah Negara dengan keanekaragaman hayati yang tinggi, 940 tanaman diantaranya memiliki khasiat8. Jahe merah (Zingiber officinale var rubrum)  dan alang-alang (Imperata cylindrica) merupakan contoh tanaman berkhasiat yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat untuk pengobatan. Rimpang jahe merah (Zingiber officinale var rubrum) mengandung zat aktif zingiberol, shogaol dan kurkuminoid yang mampu mengurangi proses inflamasi dan berperan sebagai antioksidan9. Sedangkan rimpang alang-alang (Imperata cylindrica) juga dapat menurunkan proses inflamasi melalui zat aktifnya, isoeugenin10. Sampai saat ini belum ada penelitian yang melaporkan efek kombinasi kedua herbal ini terhadap pengobatan OA.
Penelitian ini mengamati potensi pengobatan dari kombinasi dekokta rimpang jahe merah (Zingiber officinale var rubrum) dan rimpang alang-alang (Imperata cylindrica) (RJMA) terhadap tikus OA karena Complete Freund’s Adjuvant (CFA) dengan mengukur kadar nitrat serum dan nitrat jaringan sinovial.

METODE

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium secara in vivo dengan control group post test only design. Penelitian dilaksanakan di Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (FK UNISMA), Laboratorium Terpadu FK UNISMA, Laboratorium Herbal Biomedik FK UNISMA dan Laboratorium Bioscience Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya (UB). Tanaman herbal diperoleh dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obata Tradisional (B2P2TOOT) Tawangmangu. Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Maret 2019 hingga April 2018. Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian UB dan diterbitkan pada tanggal 8 Januari 2019 dengan nomor 1055-KEP-UB.

Subjek Penelitian  
       Tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) usia 4 bulan yang memiliki berat badan 210-310 gram,  diaklimatisasi selama 14 hari, diberi makan dan minum Ad libitum. Pengelompokan sampel terbagi atas kelompok negatif (KN, n=5), kelompok positif (KP, n=5), perlakuan 1 (P1, n=5), perlakuan 2 (P2, n=5), perlakuan 3 (P3, n=5) sehingga total hewan coba yang digunakan adalah sebanyak 25 ekor. 

Tikus Model Osteoartritis
       Tikus model OA adalah tikus yang diinduksi CFA  0,1 ml secara intraarticulare (IA) dilakukan hanya satu kali. Sebelumnya, tikus dianestesi menggunakan ketamine 0,1 m/100gBB tikus secara intramuscular (IM)
Injeksi CFA 0,1 ml dilakukan pada lutut kanan tikus dengan menekuk kaki kanannya. Pertahankan posisi kaki tikus lalu CFA diinjeksikan tepat pada IA sampai terasa menembus kapsul sendi11,12,13. Tikus dikatakan OA bila terjadi peningkatan diameter sendi lutut yang diukur menggunakan micrometer screw. Scoring peningkatan diameter sendi ditentukan berdasarkan penelitian Khan, 2012, dimana peningkatan <0,1mm = 0; 0,1-2mm = 1; 2,1-4mm = 2; 4,1-6mm = 314,15.

Kombinasi Dekokta Rimpang Jahe Merah dan Rimpang Alang-Alang (RJMA)
       Pembuatan kombinasi dekokta herbal dilakukan dengan cara merebus simplisia irisan tipis rimpang jahe merah dan potongan rimpang alang-alang menggunakan pelarut air selama ±30 menit pada suhu 90°C, dekokta dibagi untuk 3 kelompok perlakuan dengan dosis jahe merah 9 mg/tikus/hari dalam 1 ml air (P 1), dosis 18 mg/tikus/hari dalam 1 ml air (P 2), dan dosis 36 mg/tikus/hari dalam 1 ml air (P 3) setiap dosis dikombinasikan dengan 40 mg alang-alang dalam 1 ml air. Sehingga diperoleh 2 ml hasil dekokta yang akan disondekan sehari sekali ke tikus selama 10 hari.

Pengambilan Sampel Serum dan Jaringan Sinovial Tikus
      Tikus difiksasi posisi supinasi, kemudian dianastesi menggunakan ketamin dosis 0,1 ml/100gBB tikus secara IM. Selanjutnya pembedahan dilakukan mengikuti linea mediana dari arah abdomen menuju thorax. Kemudian dilakukan pengambilan darah melalui intracardiac sehingga diperoleh volume darah ±6 cc16. Sample darah dimasukkan dalam vacutainer tanpa EDTA dan didiamkan sampai terbentuk serum pada bagian atas sample. Setelah pengambilan sample darah, dilakukan cervical dislocation. Kemudian dilakukan pemotongan lutut kanan tikus berserta jaringan disekitarnya. Pengambilan jaringan sinovial lutut kanan tikus dilakukan dengan pemotongan kulit dengan arah longitudinal untuk memperlihatkan area sendi artikular tikus. Ligamen dan jaringan lunak di atas patella dipotong lalu dilakukan diseksi untuk memisahkan jaringan sinovial17. Sampel jaringan sinovial dihomogenisasi menggunakan mortar dengan larutan Phosphate Buffer Saline (PBS)18.
Pemeriksaan Kadar Nitrat Serum dan Nitrat Jaringan Sinovial
       Sampel darah dan jaringan disentrifuge. Kemudian dilakukan pemeriksaan kadar nitrat menggunakan Nitric Oxide Colorimetric Assay Kit. Pembacaan hasil kadar nitrat menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 540 nm19.



Teknik Analisa Data
       Data yang diperoleh dilakukan uji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu. Setelah data dinyatakan terdistribusi normal selanjutnya dilakukan uji statistik One Way ANOVA dilanjutkan dengan uji Post hoc. Data yang tidak terdistribusi normal dan homogen akan diuji statistik menggunakan Kruskal-Wallis dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Hasil dikatakan bermakna bila p<0,05. Semua analisa data dilakukan dengan memakai perangkat software statistik SPSS.

HASIL DAN ANALISA DATA

Karakteristik Sampel
      Karakteristik sampel pada penelitian ini dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik Sampel
	 
	KN
	KP
	P1
	P2
	P3

	Hewan coba
	Tikus Wistar
	Tikus Wistar
	Tikus Wistar
	Tikus Wistar
	Tikus Wistar

	Jenis kelamin
	Jantan
	Jantan
	Jantan
	Jantan
	Jantan

	Usia (bulan)
	4
	4
	4
	4
	4

	Aklimatisasi (hari)
	14
	14
	14
	14
	14

	CFA
	-
	0,1 mL
	0,1 mL
	0,1 mL
	0,1 mL

	Scoring edema lutut hari ke-5 
	0,0±0a
	1,2±0,447b
	1±0,0b
	1±0,0b
	1,4±0,547b

	Scoring edema lutut hari ke-10
	0,0±0a
	1,2±0,447b
	1±0,0b
	1,4±0,49b
	1,6±0,548b

	Scoring edema lutut hari ke-19
	0,0±0a
	0,6±0,5a
	0,2±0,4a,1
	1±0,0b,2
	1±0,0b,2

	Dosis KDRJMA
	-
	-
	(9 + 40) mg
	(18+40) mg
	(36+40) mg

	Jumlah
	5
	5
	5
	5
	5



Keterangan :
Data dalam rerata ± standar deviasi (SD). Notasi alfabet menunjukkan perbandingan dengan KN. Notasi a berbeda signifikan terhadap b (p<0,05). Notasi angka menunjukkan perbandigan antar kelompok perlakuan. Notasi 1 berbeda signifikan dengan 2 (p<0,05).Kelompok Kontrol negatif (KN); Kelompok Kontrol positif (KP); Perlakuan 1 (P1) (Dosis 9+40mg/tikus/hari); Perlakuan 2 (P2) (Dosis 18+40mg/tikus/hari); Perlakuan 3 (P3) (Dosis 36+40mg/tikus/hari).



Kadar Nitrat Serum Tikus  
	Hasil rerata kadar nitrat serum yang didapatkan dari penelitian terhadap efek kombinasi dekokta RJMA terhadap tikus OA karena induksi CFA pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan tertera pada gambar 2.  Data tersebut tidak terdistribusi normal dan homogen (p<0,05), sehingga data dianalisa menggunakan uji Kruskal-Wallis. Analisa menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05). Kadar nitrat serum dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1 Histogram Rerata Kadar Nitrat Serum pada Tikus Normal (KN), Tikus OA (KP), Tikus Perlakuan 1 (P1) (9+40mg/tikus/hari), Tikus Perlakuan 2 (P2) (18+40mg/tikus/hari) dan Tikus Perlakuan 3 (P3) (36+40mg/tikus/hari)
Keterangan: 
Gambar 2 menunjukkan data dalam mean±Standar deviasi (SD). KN=3,631±0,68; KP=7,145±2,68; P1=4,298±0,55; P2=3,91±2,39; P3=3,639±0,7. Notasi alfabet menunjukkan perbandingan dengan KN. Notasi a berbeda signifikan dengan b (p<0,05). KN berbeda signifikan terhadap KP. Notasi angka menunjukkan perbandingan dengan KP. Notasi 1 berbeda signifikan dengan 2 (p<0,05). P1 berbeda signifikan terhadap KP. P3 berbeda signifikan terhadap KP. Notasi simbol (*) menunjukkan tidak ada perbedan signifikan antar kelompok perlakuan dosis (p>0,05). P1 tidak berbeda signifikan terhadap P2. P1 tidak berbeda signifikan terhadap P3. P2 tidak berbeda signifikan terhadap P3.

Kadar Nitrat Jaringan Sinovial Tikus  
	Hasil rerata kadar nitrat jaringan synovial tikus yang didapatkan dari penelitian terhadap efek kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan rimpang alang-alang terhadap tikus OA karena induksi CFA pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan tertera pada gambar 3.  Data tersebut terdistribusi normal dan homogen (p>0,05), sehingga data tersebut dapat dianalisa menggunakan One Way Anova. Analisa didapatkan p>0,05 yang menunjukkan perbedaan tidak signifikan pada kadar nitrat jaringan sinovial tikus wistar jantan yang diinduksi CFA.  Selanjutnya dilakukan uji Post Hoc untuk mengetahui perbedaan tiap kelompok. Kadar nitrat jaringan sinovial dapat dilihat pada gambar 2.
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Gambar 2 Histogram Rerata Kadar Nitrat Jaringan Sinovial pada Tikus Normal (KN), Tikus OA (KP), Tikus Perlakuan 1 (P1) (9+40mg/tikus/hari), Tikus Perlakuan 2 (P2) (18+40mg/tikus/hari) dan Tikus Perlakuan 3 (P3) (36+40mg/tikus/hari)
Keterangan: 
Gambar 3 menunjukkan data dalam mean±Standar deviasi (SD). KN=3,835±1,5; KP=4,847±1,9; P1=2,996±1,18; P2=2,87±0,4; P3=2,792±1,09. Notasi alfabet menunjukkan perbandingan dengan KP. Notasi a berbeda signifikan dengan b (p<0,05). P1 berbeda signifikan terhadap KP. P2 berbeda signifikan terhadap KP. P3 berbeda signifikan terhadap KP. Notasi simbol (*) menunjukkan perbandingan yang tidak signifikan dengan KN (p>0,05). KP, P1, P2, P3 tidak berbeda signifikan terhadap KN. Notasi angka menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan dosis (p>0,05). P1 tidak berbeda signifikan terhadap P2. P1 tidak berbeda signifikan terhadap P3. P2 tidak berbeda signifikan terhadap P3.
Hasil Korelasi Nitrat Serum dengan Nitrat Jaringan Sinovial 
	Hasil analisis korelasi menggunakan uji statistik Pearson menunjukkan hubungan yang lemah antara nitrat serum dan nitrat jaringan sinovial yang dapat dilihat pada gambar 3.
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Gambar 3 Hasil analisa korelasi Pearson menggunakan SPSS 16
Keterangan : Nitrat serum dan jaringan menunjukkan hasil korelasi yang sangat lemah (p=0,042) dan tidak signifikan (p<0,05).

PEMBAHASAN

Karakteristik Sampel
Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus Rattus novergicus galur wistar jantan. Tikus putih (Rattus norvegicus) digunakan sebagai hewan coba penelitia memiliki 98 % kesamaan DNA, ekspresi gen, dan metabolisme dengan manusia20,21,22. Salah satu tikus yang rentan mengalami arthritis karena Adjuvant Induced Arthritis (AIA) adalah tikus galur Wistar23. Penelitian ini menggunakan tikus jantan karena tidak dipengaruhi oleh faktor hormonal, seperti estrogen24. Estrogen mampu mempengaruhi metabolisme osteoblas dan osteoklas, penurunan estrogen dapat menyebabkan diferensiasi dan maturasi osteoklas. Estrogen juga mempengaruhi peningkatan resorbsi tulang sehingga mengakibatkan terjadinya OA25.
Penelitian ini menggunakan tikus berusia 4 bulan. Konversi usia manusia ke tikus dimana 10 tahun kurun waktu manusia sama dengan 1 bulan kurun waktu tikus26. Sehingga kurun waktu 4 bulan pada tikus sama dengan 40 tahun usia manusia. 40 tahun merupakan usia produktif yang sudah memasuki fase degeneratif sehingga merupakan faktor resiko utama penyebab OA27. Tikus wistar dengan berat badan 210-310 gram dipilih dengan tujuan untuk mendapatkan diameter lutut tikus yang besar sehingga mudah untuk dievaluasi.  
Pemberian makan dan minum hewan coba secara ad libitum. Kebutuhan makan tikus perhari yaitu 10 gram/100grBB tikus28. Pengamatan terhadap keadaan umum dilakukan setiap hari. Dilakukan penyeragaman pada perlakuan terhadap hewan coba yaitu kesamaan usia, jenis kelamin, jenis makanan dan minuman, serta kondisi lingkungan.
Pada penelitian ini induksi CFA 0,1 ml diinjeksikan secara intraartikular pada lutut kanan tikus wistar pada hari ke-15 setelah aklimatisasi karena menurut penelitian sebelumnya, dosis tersebut sudah mampu memberikan efek artritis pada lutut tikus11. Pada penelitian ini, tanda artritis mulai tampak pada hari ke-5 pasca injeksi.
Penelitian ini menggunakan dua kelompok kontrol yaitu kontrol negatif (KN) dan kontrol positif (KP). Kontrol negatif (KN) merupakan hewan coba normal yang tidak diberi induksi CFA dan tidak diberi kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan rimpang alang-alang. Kontrol positif (KP) merupakan hewan coba yang diberi induksi CFA 0,1 ml per ekor, namun, tanpa pemberian kombinasi dekokta RJMA.
 Dosis efektif jahe pada manusia sebagai antiinflamasi sebesar 500 mg, 1000 mg dan 2000 mg29. Dosis tersebut dikonversi menjadi dosis efektif bagi tikus menggunakan faktor konversi tikus yaitu dosis pada manusia dikalikan dengan 0,01830. Sehingga, diperoleh dosis jahe yang diberikan pada tikus sebesar 9 mg, 18 mg, dan 36 mg. Sedangkan, berdasarkan penelitian sebelumnya, penggunaan infusa alang-alang yang efektif sebagai antiinflamasi yaitu sebesar 40 mg31. Oleh karena itu, kelompok perlakuan dibagi menjadi 3 dosis Kombinasi dekokta RJMA. Perlakuan 1 (P1) (9+40mg/tikus/hari), perlakuan 2 (P2) (18+40mg/tikus/hari), perlakuan 3 (P3) (36+40mg/tikus/hari). Penelitian menggunakan kombinasi herbal ini merupakan penelitian pendahuluan sebagai pengobatan alternatif untuk penderita osteoarthritis.


Induksi CFA Menyebabkan OA
Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa terjadinya pembengkakan sendi secara bertahap dimulai pada hari ke-7 pasca injeksi CFA. Namun, setelah hari ke-21 pasca injeksi CFA, tidak didapatkan perbedaan tanda klinis yang signifikan pada kelompok kontrol normal (KN) dan tikus yang osteoarthritis (KP)32. Pada penelitian ini, penambahan diameter sendi terjadi pada hari ke-5 pasca injeksi CFA 0,1 ml. 
Pengukuran pertama dilakukan sebelum induksi CFA. Pengukuran ke-2 dilakukan 5 hari setelah injeksi CFA dan didapatkan peningkatan diameter lutut pada KP, P1, P2 dan P3 sekitar 0,1-2 mm. Sehingga score edemanya adalah 1. Beberapa sample mengalami peningkatan diameter 2,1-4 mm, sehingga score edemanya adalah 2. Pengukuran ke-3 dilakukan 10 hari setelah injeksi CFA dan masih didapatkan peningkatan diameter dengan score 1-2 pada KP, P1, P2 dan P3. Penambahan diameter terjadi karena adanya respon inflamasi yang ditimbulkan oleh induksi CFA. Mycobacterium inactive yang terkandung dalam CFA dapat mengaktivasi T-helper yang menginduksi dikeluarkannya sitokin pro-inflamasi5. Selanjutnya akan dikeluarkan mediator inflamasi sehingga timbul tanda-tanda inflamasi seperti tumor, rubor, dolor dan function laesa33.
Didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) pada data scoring edema lutut tikus pada pengukuran hari ke-5 dan ke-10 pada KP, P1, P2 dan P3 terhadap KN. Hal ini membuktikan terjadinya peningkatan diameter pada lutut kanan tikus dan dapat dijadikan penanda telah terjadinya OA. Hal ini didukung dengan hasil penelitian Doti Wahyuningsih, 2019, didapatkan gambaran histologi abnormal pada jaringan sinovial tikus KP dan tidak tampak kelainan pada tikus KN (Data tidak dipublikasi). Selain itu, penelitian oleh Rima Zakiyah mengungkapkan adanya penyempitan celah sendi dan pembentukan osteofit minimal pada tikus KP, namun tidak tampak kelainan pada tikus KN (Data tidak dipublikasi). 
Pemberian kombinasi dekokta RJMA dilakukan selama 10 hari atau sampai hari ke-19 pasca induksi CFA sejak munculnya peningkatan diameter pada lutut tikus. Penentuan lama pemberian kombinasi dekokta ini dilakukan berdasarkan efek kerja CFA yang mulai berkurang pada minggu ke-3. Pada penelitian ini, gejala klinis pada tikus mulai membaik pada hari ke-19 pasca injeksi CFA. Tikus mulai menggunakan kaki kanannya kembali dan diameter edema yang mulai berkurang, sehingga tidak didapatkan perbedaan yang signifikan terhadap tikus KN. 
Pada penelitian ini, pengukuran edema dilakukan menggunakan micrometer screw karena pengukuran menggunakan alat tersebut mudah dilakukan dan terjangkau. Pengukuran edema sebaiknya menggunakan weight bearing balance (WBB) atau micrometer screw digital agar mendapatkan hasil yang lebih akurat sehingga mengurangi bias.

Pengaruh Induksi CFA terhadap Kadar Nitrat Serum
Kadar nitrat serum kelompok kontrol positif (KP) mengalami peningkatan yang signifikan (p<0,05) dibandingkan kelompok kontrol negatif (KN). Peningkatan nitrat serum pada kelompok kontrol positif (KP) dapat disebabkan karena proses injeksi CFA sehingga menyebabkan terjadinya inflamasi dan peningkatan NO di dalam darah. 
Injeksi CFA 0,1 ml yang mengandung 0,1 mg Mycobacterium inaktif dapat mengaktivasi T-helper yang akan menginduksi dikeluarkannya sitokin pro-inflamasi. Sitokin ini mampu menginduksi langsung aktivitas Makrofag. Selama proses inflamasi terjadi peningkatan iNOS pada lippopolisakarida (LPS) yang dapat menginduksi peningkatan NO radikal9.
Selain NO radikal, NO diproduksi secara terus-menerus melalui ekspresi constitutive Nitric Oxide Synthase (cNOS) oleh neuron dan endothelium. Proses tersebut bergantung pada pembentukan Ca2+. Ca2+ akan masuk ke intrasel endotel dan membentuk kompleks dengan calmodulin yang terikat dengan cNOS sehingga cNOS menjadi aktif. Aktifasi cNOS akan mengkatalis asam amino L-Arginin menjadi NO dengan hasil samping L-citrulin36,37. Oleh karena itu, pada kondisi inflamasi nitrat dapat meningkat sebagai penanda dari peningkatan NO. 5

NO dalam jaringan akan terdifusi ke dalam vaskular namun segera bereaksi dengan oxyhaemoglobin (HbO2) membentuk nitrat (NO3-)38.  Nitrat merupakan produk oksidasi predominan dari NO dalam sirkulasi. Terjadinya inflamasi dalam jaringan yang menyebabkan kadar NO menjadi meningkat berbanding lurus dengan peningkatan Nitrat dalam serum6. Sehingga nitrat serum pada tikus KP lebih tinggi secara signifikan dibandingkan dengan tikus kelompok kontrol negatif (KN).

Efek Pemberian Kombinasi Dekokta RJMA terhadap Kadar Nitrat serum pada Tikus OA yang Diinduksi CFA
Semua kelompok perlakuan mengalami penurunan kadar nitrat serum. Penurunan nitrat serum yang signifikan (p<0,05) terdapat pada perlakuan dosis (9+40mg/tikus/hari) (P1) dan perlakuan dosis (36+40mg/tikus/hari) (P3) dibandingkan dengan kontrol positif (KP). Perlakuan dosis (18+40mg/tikus/hari) (P2) mengalami penurunan nitrat serum namun tidak signifikan jika dibandingkan dengan Kontrol positif (KP).  Terjadinya penurunan nitrat serum pada P1 dan P3 terhadap KP secara signifikan (p<0,05) menunjukan bahwa kombinasi dekokta rimpang jahe dan alang-alang mempunyai efek antiinflamasi yang dapat menurunkan kadar nitrat serum pada OA. Rimpang jahe mempunyai zat aktif gingerol yang dapat menghambat terbentuknya  IL-1 yang dapat secara langsung menginduksi pembentukan NO radikal10. Shogaol merupakan zat aktif pada jahe merah yang mampu berperan sebagai antioksidan sehingga menetralisir NO yang bersifat radikal39.  Selain itu, alang-alang mempunyai zat aktif berupa Isoeugenin yang berperan pada penurunan lipopolisakarida sehingga menyebabkan terjadinya penurunan produksi NO9. Zat aktif polifenol dan flavonoid pada alang-alang mampu menetralisir sifat radikal NO karena perannya sebagai antioksidan40,41. Penurunan NO karena efek dari kombinasi kedua herbal tersebut dapat dilihat melalui penurunan nitrat serum. 
Terjadinya penurunan nitrat serum yang tidak signifikan pada perlakuan dosis 2 (P2) terhadap kontrol positif (KP) dapat disebabkan karena besarnya simpangan baku pada data. Besarnya simpangan baku dapat disebabkan karena adanya salah satu sample yang memiliki kandungan nitrat yang lebih tinggi atau lebih rendah dari pada yang lain. Hal ini disebabkan karena perbedaan respon anatomis dan fisiologis dalam tiap hewan coba dapat berbeda-beda.
Tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar variasi dosis pada P1, P2 dan P3. Hal ini dapat disebabkan karena respon maksimal sudah dicapai karena seluruh reseptor sudah terikat dengan senyawa herbal.

Pengaruh Induksi CFA terhadap Kadar Nitrat Jaringan Sinovial
Kadar nitrat jaringan sinovial kelompok kontrol positif (KP) mengalami peningkatan dibandingkan kelompok kontrol negatif (KN) namun tidak signifikan (p>0,05). Hal ini terjadi karena injeksi CFA 0,1 ml hanya mengandung 0,1 mg Mycobacterium inaktif sehingga memberikan efek inflamasi minimal pada sendi, diperlukan dosis 0,5 ml CFA untuk mendapatkan gejala inflamasi yang lebih bermakna12. Meskipun inflamasi minimal, mycobacterium inactive tetap mampu merangsang produksi coloni stimulating factors (CSFs) yang merangsang monosit dan plasminogen untuk mendegradasi tulang rawan sendi5.  Makrofag akan teraktivasi selama proses inflamasi dan  terjadi peningkatan iNOS pada lippopolisakarida (LPS) makrofag yang dapat menginduksi peningkatan NO radikal. Selain radikal nitrogen, makrofag juga memproduksi Reactive Oxygen Species (ROS) yang sifatnya radikal. NO dan ROS yang berlebihan dapat saling bereaksi dan membentuk senyawa yang lebih radikal, yaitu peroksinitrit (ONOO-). Peroksinitrit dapat merusak fosfolipid bilayer pada kondrosit dan menyebabkan destruksi sendi sehingga memperparah kondisi OA34.
Selain itu pada minggu ke-3 pasca injeksi CFA, gejala klinis tikus OA mulai tidak dapat dibedakan dengan kontrol, sehingga kemungkinan efek dari induksi CFA sudah mulai berkurang32.

Efek Pemberian Kombinasi Dekokta RJMA terhadap Kadar Nitrat Jaringan Sinovial pada Tikus OA karena Induksi CFA
Semua kelompok perlakuan mengalami penurunan kadar nitrat serum. Penurunan nitrat serum yang signifikan (p<0,05) terdapat pada perlakuan dosis 1 (P1), perlakuan dosis 2 (P2), dan perlakuan dosis 3 (P3) dibandingkan dengan kontrol positif (KP). 
Terjadinya penurunan nitrat serum pada kelompok perlakuan dosis 1 (P1), perlakuan dosis 2 (P2), dan perlakuan dosis 3 (P3) terhadap KP secara signifikan (p<0,05) menunjukan bahwa kombinasi dekokta RJMA mempunyai efek antiinflamasi dan antioksidan yang dapat menurunkan kadar nitrat jaringan sinovial pada OA. Isougenin yang terkandung dalam alang-alang secara spesifik mampu menghambat iNOS, sehingga berdampak pada penurunan produksi NO9. Zat aktif polifenol dan flavonoid pada alang-alang mampu menetralisir sifat radikal NO. Shogaol dan gingerol pada jahe merah juga berperan penting sebagai antiinflamasi dan antioksidan, sehingga berdampak terhadap penurunan produksi NO10,39. Penurunan NO karena efek dari kombinasi kedua herbal tersebut dapat dilihat melalui penurunan kadar nitrat jaringan synovial.
Tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar variasi dosis pada P1, P2 dan P3. Hal ini dapat disebabkan karena respon maksimal sudah dicapai karena seluruh reseptor sudah terikat dengan senyawa herbal.

Hubungan Nitrat Serum dengan Nitrat Jaringan Sinovial 
	Pada penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang lemah antara nitrat serum dengan nitrat jaringan sinovial. Hal ini didukung dengan penelitian Bryan, 2007 yang mengungkapkan bahwa tidak ditemukan hubungan yang valid antara kadar nitrat serum dan nitrat jaringan pada pemeriksaan menggunakan griess reagent43. Hal ini dikarenakan nitrat dapat berasal dari berbagai sumber. Nitrat jaringan sinovial berasal dari pembentukan NO berlebih oleh iNOS. Sedangkan nitrat dalam serum dapat berasal dari pembentukan NO yang dikatalis oleh 3 isoform, yaitu nNOS, eNOS, dan iNOS36. Selain itu menurut penelitian sebelumnya, NO dalam jaringan akan secara cepat terdifusi ke dalam serum dan membentuk nitrat karena bereaksi dengan HbO238. 

KESIMPULAN 

Berdasarkan analisa data dan pembahasan pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa :
1. Kombinasi dekokta rimpang jahe merah dan alang-alang berhasil menurunkan kadar nitrat secara sistemik dan lokal pada tikus OA karena induksi CFA.
2. Dosis terendah (9+40mg/tikus/hari) dari kombinasi dekokta RJMA sudah mampu menurunkan kadar nitrat serum dan nitrat jaringan sinovial tikus OA karena induksi CFA

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian di atas, untuk pengembangan lebih lanjut peneliti menyarankan :
1. Melakukan penelitian untuk mengetahui efektifitas kombinasi dekokta RJMA  menggunakan dosis yang lebih rendah pada tikus OA karena CFA
2. Melakukan penelitian mengenai timbulnya gejala klinis dan kerusakan kartilago sendi pada tikus OA menggunakan dosis CFA yang lebih besar atau  dosis CFA yang sama namun dilakukan booster injeksi
3. Melakukan penelitian dengan melakukan pengukuran tanda klinis OA pada lutut tikus menggunakan weight bearing balance (WBB) atau micrometer screw digital
4. Melakukan penelitian tikus model OA menggunakan marker iNOS pada jaringan synovial
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