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Tujuan: Membuktikan pengaruh pemberian isoflavone genistein
dan daidzein (IGD) ekstrak tokbi (Pueraria lobata) strain Kangean ter-
hadap jumlah osteoblas (OBL) dan osteoklas (OKL) Rattus novergicus
Wistar hipoestrogen.

Bahan dan cara kerja: Penelitian eksperimental ini diawali dengan
studi pendahuluan untuk menentukan konsentrasi IGD dalam ekstrak
tokbi dan membuat model tikus hipoestrogen. Menggunakan 28 tikus
betina, 6 tikus normal sebagai kelompok pertama dan 22 tikus hipoes-
trogen dibagi menjadi 4 kelompok sebagai kelompok 2, 3, 4, dan 5. Ke-
lompok tikus hipoestrogen terdiri dari 6 tikus ovariektomi (OVX), 5
tikus OV X diberi IGD (OVX + IGD) 15 mg/kg BB/hari, 5 tikus OV X
+ 1GD 30 mg/kg BB/hari, dan 6 tikus (OVX + IGD) 60 mg/kg BB/hari.
Semua kelompok diterapi selama 21 hari. Parameter yang digunakan a-
dalah jumlah OBL dan OKL.

Hasil: Satu ml ekstrak Pueraria lobata mengandung 282,53 ppm
IGD dengan komposisi 231,11 ppm daidzein dan 51,41 ppm genistein.
Didapatkan perbedaan bermakna jumlah OBL dan OKL antara kelom-
pok OVX dan OVX + IGD pada semua dosis (p < 0,05). Jumlah OBL
terbesar dan OKL terkecil terdapat pada kelompok OV X + IGD 30 mg/
kg BB/hari.

Kesimpulan: IGD dari ekstrak Pueraria |obata dapat meningkatkan
OBL dan menurunkan OKL pada semua dosis, terutama dosis 30 mg/
kg BB/hari.

[Maj Obstet Ginekol Indones 2008; 32-3: 148-52]

Kata kunci: isoflavone, genistein, daidzein, tokbi, osteoblas, os-
teoklas, hipoestrogen.

Objective: To determine the effect of isoflavone genistein and daid-
zein of tokbi (Pueraria Lobata) of Kangean strain’s extract to the num-
ber of hipoestrogenic Rattus Novergicus's osteoblast and osteoclast.

Material and methods: The design of this study was experimental.
The research started with the preliminary study to determined isofla-
vone genistein and daidzein (IGD) concentration in tokbi extract and to
make hipoestrogenic rats model. This study used 28 female rats; 6 rats
were normal rats as first group and 22 rats were hypoestrogenic rats as
2nd 3rd 4th and 5t groups. All of the 22 hypoestrogenic rats were di-
vided into 4 groups. They were 6 rats of ovariectomized (OVX) group,
5 rats of OVX by giving tokbi extract containing isoflavone of 15 mg/kg
BW/day (OVX + IGD), 5 rats of OVX + 1GD of 30 mg/kg BW/day, and
6 rats of OVX + IGD of 60 mg/kg BW/day. All groups were treated for
21 days. The numbers of osteoblast (OBL) and osteoclast (OCL) were
used as parameters.

Result: One ml Pueraria lobata extract contained 282.53 ppm of
IGD with the composition of 231.11 ppm of daidzein and 51.41 ppm of
genistein. A significant difference was found in the amount of OBL and
OCL between OVX and OVX + IGD groups at all doses (p < 0.05 of
each). The highest number of OBL and the lowest number of OCL were
found in OVX + 1GD groups of 30 mg/kg BW/day.

Conclusion: IGD of Pueraria lobata extract could increase OBL
and decrease OCL at all doses, particularly the 30 mg/kg BW/day dose
of IGD.

[Indones J Obstet Gynecol 2008; 32-3: 148-52]
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PENDAHULUAN

Kejadian osteoporosis pascamenopause meningkat
akibat produksi estrogen endogen menurun. Osteo-
porosis ditandai oleh penurunan massa tulang dan
kerusakan mikro arsitektur sehingga menjadi rapuh
dan mudah patah. Hal ini merupakan akibat proses
resorbsi tulang (peran osteoklas) yang melebihi ak-
tivitas formasi tulang (peran osteoblas).!

Osteoporosis merupakan masalah kesehatan du-
nia. Sebagian besar kasus osteoporosis melibatkan
perempuan pascamenopause. Menurut WHO diperki-
rakan 15% dewasa muda kulit putih mengalami
osteopenia dan kira-kira 0,6% mengalami osteopo-
rosis.2 Penelitian di Jawa Timur mendapatkan ang-
ka kejadian osteoporosis 24%, sedangkan di Jakarta
26%. Indonesia sampai saat ini belum mempunyai
data pasti. Diperkirakan kejadian osteoporosis pas-
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camenopause di Indonesia pada tahun 2001 sekitar
4 juta34

Sampai saat ini pilihan pertama untuk pencegah-
an dan pengobatan ketidakseimbangan resorbsi dan
formasi tulang adalah terapi sulih hormon (TSH)
estrogen. Namun penggunaan TSH estrogen sintetik
dapat menimbulkan efek samping baik subjektif
maupun objektif, serta risiko kanker payudara dan
endometrium.1-®> Selain diperlukan pemantauan yang
cermat saat terapi maupun pascaterapi, nilai jual se-
diaan hormon estrogen relatif mahal untuk pema-
kaian jangka panjang.

Kesenjangan ini harus diupayakan penanganan-
nya melalui penemuan sediaan yang berkhasiat se-
rupa estrogen alami, cukup aman pemakaiannya,
terjangkau oleh masyarakat banyak dan relatif da-
pat dikomsumsi dalam jangka waktu lama. Sediaan
tersebut terdapat pada tumbuh-tumbuhan yang dise-
but kelompok fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan
komponen tumbuhan yang memiliki aktivitas bio-
logi dan struktur molekul menyerupai 17 B estra-
diol. Dapat secara langsung berikatan dengan re-
septor estrogen dan berkompetisi dengan estrogen
endogen, sehingga dapat memberikan efek estro-
genik maupun anti estrogenik. Tiga unsur utamanya
adalah isoflavone, caumenstan, dan lignan.6.7.8

Sumber utama dari isoflavone adalah tanaman
polong-polongan (leguminacea) terutama kedelai.
Unsur utama isoflavone adalah genistein dan daid-
zein. Studi terbaru membuktikan isoflavone meru-
pakan selective estrogen receptor modulator (SERM)
karena dapat bersifat sebagai estrogen pada jaring-
an tertentu seperti tulang dan bersifat sebagai anti-

estrogen pada jaringan lainnya (payudara dan ute-
rus _9,10,11

Kelompok studi fitoestrogen dari Perkumpulan
Menopause Indonesia (Permi) Malang telah berha-
sil melakukan isolasi isoflavone dari kacang tungak
(Vigna unguiculata), bengkoang (Phacyrrizus ero-
sus urban), dan tokbi (Pueraria lobata) atau kudzu
root dengan hasil konsentrasi isoflavone daidzein
(D) dan genistein (G) tertinggi dalam satuan mg/
100 g dry weight pada kulit Pueraria lobata (D
892,6; G 1106,4) yang dapat dikembangkan sebagai
bahan pembuatan makanan fungsional dan fitofar-
maka.12

Sampai saat ini pengaruh isoflavone genistein
dan daidzein terhadap jumlah osteoblas (OBL) dan
osteoklas (OKL) masih belum jelas, padahal sel
tersebut sangat berperan dalan proses remodelling
tulang. Keseimbangan proses tersebut ditentukan
oleh aktivitas kedua sel ini. Bila aktivitas sel OKL
melebihi aktivitas sel OBL maka dapat menimbul-
kan osteoporosis.1®

Berdasarkan kesenjangan di atas, dilakukan pe-
nelitian eksperimental pengaruh ekstrak tokbi (Pue-
raria lobata) pada hewan coba Rattus novergicus
Wistar terhadap perubahan jumlah OBL dan OKL.

BAHAN DAN CARA KERJA

Studi pendahuluan

Dua studi pendahuluan telah dilakukan untuk me-
nentukan konsentrasi 1GD dalam ekstrak tokbi
(Pueraria lobata) strain Kangean dan model tikus
hipoestrogenik dengan ovariektomi.

a. Ekstraksi dilakukan dengan metode Figallo (2002)
menggunakan metanol 80%. 375 mg tepung da-
ging umbi dan kulit kering Pueraria lobata didi-
lusikan dalam 1.500 ml metanol 80%. Dilakukan
maserasi, diaduk dengan shaker selama 4 jam
dan diendapkan selama 24 jam. Filtrat yang ter-
bentuk diambil dan ekstraksi diulang sebanyak 3
kali sampai didapatkan larutan ekstraksi ketiga
berkurang intensitas warna kuningnya dibanding
ekstraksi pertama. Jumlah ekstraksi yang dihasil-
kan kira-kira 10% dari volume pelarut. Selanjut-
nya dilakukan penguapan dengan rotary evapo-
rator pada suhu 30° C sehingga didapatkan hasil
ekstrak yang pekat. Standar yang akan digunakan
untuk pemeriksaan kadar genistein dan daidzein
dalam ekstrak Pueraria lobata adalah isoflavone
bentuk aglikon yaitu genistein dan daidzein, se-
hingga hasil ekstraksi terlebih dahulu harus di-
hidrolisis dengan asam.13 Penentuan kadar genis-
tein dan daidzein dalam hasil ekstrak dilakukan de-
ngan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT).14

b. Ovariektomi (OVX). OVX dilakukan menurut
metode Ingle DJ dan Grith JQ (1971) yang di-
modifikasi (1971).15 OVX dilakukan menurut
metode Ingle DJ dan Grith JQ (1971) yang di-
modifikasi. Dilakukan eksplorasi terhadap 6 ekor
tikus Rattus Novergicus, dibagi 3 kelompok, ke-
lompok I: kontrol (2 ekor), kelompok 11: dibunuh
2 minggu pasca OV X (2 ekor) dan kelompok I11:
dibunuh 4 minggu pasca OVX (2 ekor). Tikus
dibius dengan injeksi ketalar intramuskular 40
mg/kg BB. Dilakukan OV X bilateral. Untuk me-
mastikan kondisi hipoestrogen, setelah 2 dan 4
minggu uterus ditimbang, dilakukan smear vagi-
nal untuk melihat indeks maturasi epitel vaginal
dan pemeriksaan estradiol serum.

Studi pendahuluan analisis kadar isoflavone ge-
nistein dan daidzein dilakukan di lab. Uji Kualitas
Air Perum Jasa Tirta | Malang tanggal 8 April sam-
pai 22 Juni 2004. Pembuatan model Rattus nover-
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gicus Wistar hipoestrogen dan ekstraksi sampel
Pueraria lobata dilakukan di lab. Farmakologi dan
lab. Biomedik FK Universitas Brawijaya tanggal 22
Juli sampai 5 November 2004. Sampel adalah 28
Rattus novergicus strain Wistar betina usia 8 sam-
pai 10 minggu, berat 100 sampai 120 g.

Tikus diaklimatisasi selama 5 hari di |aborato-
rium standar dengan diet nonpurified. Lalu tikus di-
bagi menjadi 5 kelompok melalui sampling acak
lengkap: Kelompok 1: kontrol normal (N), kelom-
pok 2: kontrol dengan ovariektomi (OVX), kelom-
pok 3: OVX + IGD 15 mg/kg BB/hari per oral,
kelompok 4: OVX + IGD 30 mg/kg BB/hari per
oral, kelompok 5: OVX + IGD 60 mg/kg BB/hari
per oral. Masing-masing kelompok ditempatkan
dalam kandang tersendiri.

IGD diberikan dengan sonde lambung selama 21
hari. Hari ke-22 tikus dimatikan, dilakukan pe-
ngambilan tulang femur dan pengecatan HE setelah
preparasi paraffin blok. Penghitungan OBL dan
OKL dilakukan di bawah mikroskop cahaya dengan
pembesaran 400 x dan dilakukan analisis data.

Data dianalisis dengan uji ANOVA, dilanjutkan
uji perbandingan berganda LSD dan uji regresi. Uji
statistik dikatakan bermakna bila p<0,05. Proses
penghitungan dilakukan dengan bantuan perangkat
lunak komputer program SPSS seri 11.0.

HASIL

Studi pendahuluan

a. Ekstraks tokbi. 100 ml ekstrak mengandung
28.252,7 ppm total isoflavone genistein daidzein
dengan komposisi 23.111,4 ppm daidzein dan
5.141,3 ppm genistein.

b. OVX. 2 minggu pasca-OV X tikus sudah dalam
kondisi hipoestrogen ditandai oleh kadar estra-
diol rendah (< 9 pg/ml) dengan teknik Enzyme
Linked Fluorescent Assay (ELFA), gambaran va-
ginal smear didominasi oleh sel epitel parabasal

dan intermedier mirip kondisi diestrus, serta ute-
rus atropi ditandai dengan berat uterus dan tebal
endometrium berkurang.

Selanjutnya digunakan tikus yang telah dilaku-
kan OV X selama 2 minggu sebagai model hipoes-
trogenik.

Studi utama:

Tabel 2. Pengaruh IGD terhadap jumlah OBL

Jumlah OBL
Kelompok Perlakuan N —————— Analisis
X + SD
Normal 6 29 =+ 12
OVX +1GD Omg/kgBB/hr 6 47 + 15  Anova
OVX +1GD 15mg/lkgBB/hr 5 87 =+ 18 (nilai p=
OVX +1GD 30 mg/kgBB/hr 5 90 =+ 17  0,000)
OVX +1GD 60 mg/lkgBB/hr 6 86 =+ 14
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Diagram 1. Diagram Box plot untuk jumlah OBL

OBL kelompok OVX + IGD lebih tinggi dari
kelompok lain.

Tabel 1. Efek OVX terhadap Kadar Estradiol, Gambaran Pap-smear, Berat Uterus, dan Teba Endometrium.

Kadar Kadar Gambaran Rerata Berat Rerata Tebal
No. Perlakuan n estradiol FSH Papsmear Uterus Endometrium
(pg/ml) (mlu/ml) (gram) (mm)
1. Kontrol norma 2 20,05 <0,10 Dominasi epitel superfisia 1,1740 1
9,94 Dominasi epitel parabasal dan
intermedier
2. PascaOVX 2 minggu 2 <9 <0,10 Dominasi epitel parabasal dan 0,5477 0,5
intermedier
3. PascaOVX 4 minggu 2 <9 <0,10 Dominasi epitel parabasal dan 0,2714 0,3

intermedier
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Tabel 3. Kesimpulan uji perbandingan berganda LSD jumlah
OBL

Perbandingan kelompok P value Kesimpulan
lvs2 0,050 Berbedanyata
1vs3 0,000 Berbedanyata
lvs4 0,000 Berbedanyata
1lvs5 0,000 Berbedanyata
2vs3 0,000 Berbedanyata
2vs4 0,000 Berbedanyata
2vs5 0,000 Berbedanyata
3vs4 0,805 Tidak berbeda nyata
3vs5 0,866 Tidak berbeda nyata
4vs5 0,670 Tidak berbeda nyata

Berdasarkan Tabel 3, disimpulkan:

1. terdapat perbedaan bermakna antara rerata jum-
lah OBL kelompok normal dengan kelompok
OVX dan OVX + IGD.

2. terdapat perbedaan bermakna antara rerata jum-
lah OBL kelompok OV X dengan kelompok OV X
+ IGD.

3. tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
rerata jumlah OBL kelompok OVX + IGD.

Tabel 4. Pengaruh IGD terhadap jumlah OKL

Jumlah OBL
Kelompok Perlakuan N —= Analisis
p X + SD
Normal 6 17 =+ 12
OVX + 1GD 0 mg/kg BB/hr 6 33 =+ 7 Anova
OVX +1GD 15mg/kgBB/hr 5 16 + 5 (nilai p=
OVX +1GD 30 mg/kgBB/hr 5 15 + 4 0,001)
OVX +1GD 60 mg/kgBB/hr 6 17 + 3
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Diagram 2. Diagram Box plot untuk jumlah OKL.

OKL kelompok OVX + IGD lebih kecil dari
kelompok OV X, namun mirip dengan kelompok
normal.

Tabel 5. Kesimpulan uji perbandingan berganda LSD jumlah
OKL

Perbandingan kelompok P value Kesimpulan
lvs2 0,001 Berbedanyata
1vs3 0,829 Tidak berbeda nyata
lvs4 0,628 Tidak berbeda nyata
1vsh 0,876 Tidak berbeda nyata
2vs3 0,001 Berbedanyata
2vs4 0,000 Berbedanyata
2vsb 0,001 Berbedanyata
3vs4 0,797 Tidak berbeda nyata
3vs5 0,946 Tidak berbeda nyata
4vs5 0,737 Tidak berbeda nyata

Berdasarkan Tabel 5 disimpulkan:

1. terdapat perbedaan signifikan antara rerata jum-
lah OKL kelompok normal dengan kelompok
OVX.

2. tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara
rerata jumlah OKL kelompok normal dengan ke-
lompok OVX + IGD.

3. tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara
rerata jumlah OKL kelompok OVX + IGD.

4. terdapat perbedaan signifikan antara rerata jum-
lah OKL kelompok OV X dengan kelompok OV X
+ IGD.

PEMBAHASAN

Pemberian 1GD in vivo dalam penelitian ini me-
ningkatkan jumlah OBL dan menurunkan jumlah
OKL. Penemuan ini mendukung penelitian terda-
hulu yang dilakukan secara in vitro oleh Y amagu-
chi, 2002.16

Pengaruh isoflavone terhadap jumlah OBL seca
rain vitro telah diketahui. Genistein mampu mengi-
kat reseptor estrogen g dalam OBL. Kandungan DNA
dalam OBL meningkat secara bermakna dengan pe-
nambahan genistein atau daidzein, menggambarkan
isoflavone menstimulasi proliferasi OBL. Isoflavo-
ne meningkatkan pula aktivitas fosfatase alkalin se-
bagai enzim petanda dalam diferensiasi OBL.11.16
Genistein diketahui mengikat estrogen receptor da-
lam OBL (Yamaguchi, 2002; Kuiper, et al, 1998).

Efek supresi genistein pada OKL tikus dapat ber-
peran dalam induksi apoptosis yang dimediasi me-
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kanisme Ca?* signalling, inhibisi protein kinase dan
aktivasi protein tyrosine phosphatase dalam sel.16

Blair et al., 1996 dengan OKL avian sebagai mo-
del, diberi genistein atau daidzein, menemukan in-
hibisi resorbsi tulang oleh genistein tetapi tidak
oleh daidzein, mungkin karena efek inhibisi genis-
tein terhadap tyrosine kinase C.17

Cho et al, 2002 dengan MG63 OBL sebagai mo-
del dan diterapi dengan genistein, daidzein, atau ek-
strak etanol dari kedelai atau kacang hitam (Rhyn-
chosia molubilis) dibandingkan dengan estradiol dan
kontrol, menemukan peningkatan proliferasi sel de-
ngan estradiol 63%, genistein 74%, daidzein 57%,
ekstrak kacang kedelai 68%, dan ekstrak kacang hi-
tam 76%. Ekstrak kacang hitam meningkatkan eks-
presi insulin-like growth factor | mRNA dan res-
pons estrogen elemen plasmid.18

KESIMPULAN

1. Pemberian IGD oral dari ekstrak Pueraria Loba-
ta setiap hari selama 21 hari meningkatkan jum-
lah OBL Rattus novergicus Wistar hipoestrogen
dengan dosis IGD 30 mg/kg BB/hari menghasil-
kan jumlah OBL terbesar.

2. Pemberian IGD ora dari ekstrak Pueraria Loba-
ta setiap hari selama 21 hari menurunkan jumlah
OKL Rattus novergicus Wistar hipoestrogen de-
ngan dosis IGD 30 mg/kg BB/hari menghasilkan
jumlah OKL terkecil.

3. Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan anali-
sis ekstrak tokbi lebih rinci, tidak terbatas pada
daidzein dan genistein.
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