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Abstrak

Beras angkak dapat meningkatkan proliferasi osteoblas dan efek anabolik massa tulang. Penelitian ini
bertujuan mengetahui efek beras angkak terhadap penyembuhan fraktur dengan gangguan vaskularisasi.
Penelitian dibagi tiga tahap: pertama mengembangkan model fraktur pada diafisis tulang femur dengan
gangguan vaskularisasi. Tahap ke-2 menentukan inter dan intra-observer agreement skor Allen dan skor
Salkeld modifikasi. Tahap ke-3 studi eksperimental dengan desain randomized post test only control group.
Sebanyak 45 tikus jantan R.novergicus dibagi 3 kelompok lalu diberikan ekstrak angkak 25x10°mg/gBB dan
50x10°mg/gBB. Kelompok kontrol berupa akuades. Pemeriksaan histopatologis minggu ke-8 tidak tampak
pembentukan tulang rawan atau tulang. Skor Allen menunjukkan inter-observer dan intra-observer agreement
yang baik (kappa 0,759 dan 0,746). Skor Salkeld modifikasi menunjukkan inter-observer dan intra-observer
agreement yang buruk (kappa 0,493 dan 0,461). Uji regesi linier skor Salkeld modifikasi menunjukkan
koefisien konstanta 0,643 (p<0,001) dan koefisien skor Allen 0,929 (p<0,001). Uji regresi linier skor Allen
diperoleh koefisien konstanta -0,508 (p<0,001) dan koefisien skor Salkeld modifikasi 0,953 (p<0,001). Tidak
ada neovaskularisasi atau proliferasi jaringan fibrous pada RYR 25 dan RYR 50. Pada RYR 25 penyembuhan
lebih baik dan pada RYR 50 terdapat pembentukan tulang rawan. Pemberian beras angkak mempercepat
penyembuhan fraktur dan dosis 50 mg/kgBB memberikan hasil lebih baik dibandingkan 25 mg/kgBB.

Kata kunci: Beras angkak, BMP-2 dan VEGF, RYR 25, dan RYR 50

The Role of Angkak Rice in Accelerating Fracture Healing and Impaired
Vascularization in Rattus novergicus

Abstract

Angkak rice increase stimulation of osteoblast proliferation and provides an anabolic effect on bone
mass. This study aims to know the effect of angkak rice on fracture healing with impaired vascularization.
The study was divided into three stages: the first was to develop a model in the diaphysis femur fractures
with impaired vascularization. Phase two was to determine inter and intra-observer agreement with Allen and
Salkeld modification scores. Phase three was to conduct experimental study with post test only control group.
Forty five males R.novergicus were divided into 3 groups, then given angkak extract of 25x10°mg/gBW and
50x10°*mg/gBW. The control group given distilled water. Histopathologic examination of the 8" week showed
no cartilage or bone formation. Allen scores indicated a proficient inter-observer and intra-observer agreement
(kappa 0.759 and 0.746). Salkeld modification scores showed poorly in the inter-observer and intra-observer
agreement (kappa 0.493 and 0.461). Based on the linear regression for Salkeld modification the constant
coefficient was 0.643 (p<0.001) and Allen score was 0.929 (p<0.001). The linear regression for Allen score
the constant coefficient was -0.508 (p<0.001) and the Salkeld modification was 0.953 (p<0.001). There was
no neovascularization or fibrous tissue proliferation in the RYR 25 and 50. The 25 RYR had better healing and
the RYR 50 formed cartilage formation. Angkak rice administration accelerates fracture healing and the dose
of 50 mg/kg gave better results than 25 mg/kg.

Keywords: Angkak rice, BMP-2, VEGF, RYR 25, RYR 50

210



Vol. 3, No. 3, Desember 2015

Pendahuluan

Fraktur merupakan salah satu cedera yang
sering dijumpai. Risiko seseorang untuk mengalami
fraktur selama hidupnya adalah 50%." Salah satu
komplikasi fraktur adalah gangguan penyembuhan,
baik delayed union atau non-union. Di Inggris non-
union sekitar 5-10% dari total fraktur.? Insiden
non-union pada fraktur tibia terbuka grade Il
adalah 14%3 sedangkan pada grade lll mencapai
31%.* Non-union merupakan komplikasi fraktur
yang sukar diatasi dan menyebabkan operasi
berulang,>® menurunkan fungsi, produktivitas serta
kualitas hidup pasien.”

Berbagaiupayatelah dilakukan untuk mencegah
dan mengobati gangguan penyembuhan serta
mempercepat penyembuhan fraktur. Novicoff et al®
pada tahun 2008 melakukan telaah kritis terhadap
2022 uji klinis yang telah dipublikasi di PUBMED
atau MEDLINE. Hasilnya menunjukkan terdapat 27
studi dengan level of evidence | yang mempelajari
penyembuhan fraktur. Dari uji klinis tersebut, faktor
yang memiliki bukti level | terbanyak adalah growth
factor termasuk BMP yang merupakan faktor
osteoinduktif paling poten. BMP yang digunakan
dalam penelitian tersebut adalah BMP-2 atau
BMP-7, yang telah mendapat persetujuan Food
and Drug Administration dan European Medicines
Agency untuk mempercepat penyembuhan fraktur
pada manusia.® Ai-Aql'® melaporkan bahwa BMP-
2 diekspresikan secara konsisten dalam setiap fase
penyembuhan tulang, sedangkan BMP-7 hanya
pada fase resorpsi kartlago dan pembentukan
tulang. Hal tersebut menunjukkan peran BMP-2
lebih besar daripada BMP-7.

Ekspresi BMP-2 dapat ditingkatkan oleh statin,
suatuinhibitor HMG-CoAreduktase.!'? Statin dapat
meningkatkan densitas tulang,” dan menurunkan
resoprsi tulang pada penderita diabetes mellitus.™
Statin meningkatkan diferensiasi sel punca
sumsum tulang menjadi osteoblas,’”® menekan
apoptosis osteoblas,’® dan menekan osteoklas.!”
Statin mempercepat penyembuhan fraktur'® yang
ditandai dengan peningkatan dini BMP-2 dan
peningkatan VEGF."°

VEGF memiliki peran penting dalam
penyembuhan fraktur karena mampu menginduksi
angiogenesis dan mengintegrasikan angiogenesis
dengan membentuk tulang dan remodeling.?°
Street et al?' melaporkan bahwa hambatan VEGF
mengganggu penyembuhan tulang, sebaliknya
pemberian VEGF eksogen  meningkatkan
pembentukan pembuluh darah, osifikasi, dan
maturasi kalus serta mempercepat pembentukan
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jembatan tulang fraktur dengan defek tulang.
Meskipun memberikan hasil yang baik dalam
mempercepat penyembuhan fraktur, harga statin
cukup mahal. Oleh karena itu, diperlukan zat lain
yang memiliki efek serupa statin tetapi dengan
harga lebih murah.

Beras angkak adalah produk fermentasi
beras dari jamur Monascus purpureus dan telah
lama digunakan dalam masakan tiongkok atau
sebagai obat untuk memperlancar sirkulasi.?
Penelitian in vitro menunjukkan bahwa beras
angkak  meningkatkan  stimulasi  proliferasi
osteoblas dan aktivitas fosfatase alkali.?® Secara
in vivo, beras angkak memberikan efek anabolik
terhadap massa tulang.?* Pada kasus fraktur
konsumsi beras angkak diharapkan meningkatkan
penyembuhan tulang melalui jalur peningkatan
ekspresi BMP-2 dan VEGF. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui efek pemberian beras angkak
terhadap penyembuhan fraktur dengan gangguan
vaskularisasi.

Metode

Penelitian ini dibagi dalam tiga tahap. Tahap
pertama merupakan studi pendahuluan untuk
mengembangkan model fraktur dengan gangguan
vaskularisasi. Desain yang digunakan adalah post
test only single group. Tahap ke-2 adalah uji untuk
menentukan inter dan intra-observer agreement
dua sistem skoring. Tahap ke-3 merupakan
studi eksperimental tersamar dengan desain
randomized post test only control group. Hewan
coba dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok
perlakuan yang menerima ekstrak angkak 25x10
’mg/gBB dan 50x10°mg/gBB serta kelompok
kontrol yang menerima plasebo berupa akuades.
Setelah 4 minggu, ke-3 kelompok tersebut dinilai
kualitas penyembuhannya menurut gambaran dan
skor histologis.

Perlakuan hewan coba dilakukan di
Laboratorium Hewan Departemen Parasitologi
FKUI dan pemeriksaan histopatologi di
Departemen Patologi Anatomi FKUI. Penelitian
berlangsung pada bulan April-Desember 2012.
Tikus yang digunakan adalah Rattus novergicus
strain sprague-dawley dengan berat 200-300g
yang diperoleh dari Institut Pertanian Bogor.

Besar sampel untuk penelitian tahap |
ditetapkan sebanyak jumlah sampel yang
diperlukan untuk kelompok kontrol pada minggu
ke-8 penelitian tahap 3. Besar sampel untuk
penelitian tahap 3 ditentukan menggunakan rumus
Steel dan Torrie:?



Phedy, et al

(n—1)(k-1)>15,

dengan n = besar sampel dan k= jumlah kelompok
perlakuan.Penelitian memerlukan tiga kelompok
perlakuan sehingga didapatkan:

(n=1)(5)>15,

dengan n > 4/kelompok. Bila diantisipasi
kemungkinan drop-out (f) sebesar 10%, maka
diperlukan:

n'=n1-n=50,9=5,55
dibulatkan menjadi 6 sampel/kelompok.

Penelitian terdiri atas 3 kelompok perlakuan
sehingga besar sampel yang diperlukan adalah
36 sampel. Untuk menilai penyembuhan pada
minggu ke-2, diambil 3 sampel dari tiap kelompok
sehingga besar sampel yang dibutuhkan sebanyak
45 sampel. Sampel dialokasikan secara acak
menggunakan tabel alokasi acak.

eJKI

Sebelum dilakukan intervensi, hewan coba
dipelihara selama 1 minggu untuk aklimatisasi.?®
Anestesi dengan pemberian ketamin 35 mg/kgBB
dan xylazine 5mg/kgBB intramuskular. Setelah
hewan coba terbius, dilakukan a dan antisepsis
tungkai bawah kanan. Dilakukan insisi di sisi
posterolateral (Gambar 1A), lalu diseksi hingga ke
tulang femur (Gambar 1B). Frakturisasi dilakukan
di diafisis menggunakan gergaji. Stripping
periosteum menggunakan pisau sejauh 10 mm
dari garis fraktur menuju ke proksimal dan distal
menurut modifikasi metode Kokobu?” dan Utvag?®
untuk mensimulasi gangguan vaskularisasi agar
dapat mendeteksi perbedaan efek yang lebih kecil.
Reaming menggunakan jarum 23G (Gambar 1C)
dilanjutkan dengan fiksasi interna kemudian dengan
menggunakan intramedullary k-wire ukuran 1.2
mm secara retrograd (Gambar 1B). Luka operasi
ditutup dengan menjahit kulit.

Gambar 1.

Pembuatan Model

Fraktur dengan Gangguan

Vaskularisasi dan Fiksasi Interna.

A) Insisi dengan pendekatan posterolateral; B) Diseksi melalui
bidang internevus hingga ke tulang femur; C) Reaming femur
menggunakan jarum 23G; D) Fiksasi interna menggunakan

K-wire secara retrograd.
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Satu kapsul cholestimax yang mengandung
600mg angkak dilarutkan dalam 150ml akuades
sehingga setiap 1ml larutan mengandung 4mg angkak.
Larutan diencerkan dengan akuades sesuai dosis
yang dibutuhkan untuk masing-masing hewan coba.
Selanjutnya larutan diteteskan ke mulut hewan coba
menggunakan spuit 1ml. Setelah 8 minggu, hewan
coba dikorbankan untuk pemeriksaan histopatologis
dengan anestesi fenobarbital 75mg/kgBB.?°

Untuk menilai jaringan yang menjembatani
situs fraktur dilakukan pengukuran histologis.
Penyembuhan terjadi bila terbentuk jembatan
kalus, baik tulang rawan maupun tulang komplet.
Jika yang terjadi jembatan jaringan ikat, maka
digolongkan tidak ada penyembuhan.

Spesimen untuk pengukuran berasal dari
tulang femur hewan coba yang difiksasi dengan
formalin 10% selama 1 hari lalu dinetralkan dengan
buffer fosfat selama 4 hari. Spesimen didekalsifikasi
menggunakan EDTA 14% selama 1 hari lalu dicetak
menjadi blok parafin kemudian dipotong dengan
mikrotom secara longitudinal dengan ketebalan
5um. Selanjutnya potongan blok parafin diwarnai
dengan pulasan hematoxilyn eosin.

Pada tahap pertama, dilakukan penilaian
terhadap sediaan kelompok kontrol yang mendapat
akuades 0,5ml per hari. Gangguan penyembuhan
dinilai berdasarkan tidak terbentuknya jaringan tulang
rawan atau tulang yang menjembatani situs fraktur.

Skor Histologi Menurut Allen®
Kualitas Penyembuhan

- Non-union/pseudoartrosis 0

- Penyembuhan kartilagenous inkomplet (terdapat
komponen fibrous di dalam lempeng kartilago) 1

- Penyembuhan kartilagenous komplet (lempeng hialin
terbentuk dengan baik) 2

- Penyembuhan tulang inkomplet (masih terdapat
sejumlah kecil kartilago pada kalus) 3

- Penyembuhan tulang komplet 4

Penyembuhan fraktur dinilai menggunakan
skor Allen dan skor Salkeld modifikasi.®'
Penilaian efek pemberian beras angkak terhadap
penyembuhan fraktur dinilai dengan sistem skoring
yang terbaik menurut penelitian tahap ke-2.

Skor Histologi Menurut Salkeld Modifikasi®'
Kualitas Penyembuhan

Tidak terdapat penyembuhan

Penyembuhan dengan fibrous

Penyembuhan fibrokartilago atau kartilago
Penyembuhan tulang dengan kartilago termineralisasi
Penyembuhan tulang matur

A WON -~ O
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Hasil

Sebanyak 45 tikus jantan digunakan dalam
penelitian ini. Rentang berat badan hewan
coba adalah 200-300g dengan rerata berat
badan 235,4122,1g yang tersebar merata
(skewness=0,9). Tidak terdapat perbedaan berat
badan yang bermakna antar kelompok perlakuan
(p=0,87). Analisis post-hoc menunjukkan tidak
ada perbedaan berat badan yang bermakna antar
kelompok pada semua kelompok perlakuan.
Stripping periosteum dilakukan pada enam
ekor hewan coba. Pemeriksaan histopatologis
pada minggu ke-8 tidak menunjukkan tanda
pembentukan tulang rawan atau tulang.

Sistem skoring dilakukan untuk menilai 45
preparat dengan berbagai tingkat penyembuhan
fraktur. Para pengamat menyetujui bahwa skor 0
menurut Allen merupakan skor yang paling banyak
ditemukan (Tabel 2). Penilaian dengan skor Salkeld
modifikasi dengan hasil 0 juga merupakan skor
yang paling banyak ditemukan oleh para pengamat,
kecuali pada pengamatan pertama oleh pengamat
1 yang mendapatkan bahwa skor 1 merupakan skor
Salkeld modifikasi yang paling banyak.

Pada uji kappa didapatkan bahwa skor Allen
menunjukkan inter-observer dan intra-observer
agreementyang baik (kappa 0,759 dan 0,746). Hasil
pengukuran masing-masing pengamat ditunjukkan
pada Tabel 3. Pada uji kappa didapatkan bahwa
skor Allen menunjukkan inter-observer dan intra-
observer agreement yang buruk (kappa 0,493
dan 0,461). Hasil pengukuran masing-masing
pengamat sesuai dengan menggunakan skor Allen
dan Salked ditunjukkan pada Tabel 3 dan Tabel 4.

Berdasarkan uji regesi linier untuk skor Salkeld
modifikasi menurut skor Allen didapatkan koefisien
konstanta sebesar 0,643 (p<0,001) dan koefisien
skor Allen sebesar 0,929 (p<0,001) sehingga dapat
dibuat persamaan: Skor Salkeld modifikasi = 0,643
+ 0,929 skor Allen.

Berdasarkan uji regesi linier untuk skor Allen
menurut skor Salkeld modifikasi didapatkan
koefisien konstanta sebesar -0,508 (p<0,001) dan
koefisien skor Salkeld modifikasi sebesar 0,953
(p<0,001), sehingga dapat dibuat persamaan: Skor
Allen = -0,508 = 0,953 skor Salkeld modifikasi.

Berdasarkan uji kappa, didapatkan bahwa
skor Allen memiliki inter-observer dan intra-
observer agreement yang lebih baik dibandingkan
dengan skor Salkeld modifikasi sehingga dalam
pengukuran selanjutnya digunakan skor Allen.
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Tabel 1. Sebaran Berat Badan Hewan Coba Menurut Kelompok Perlakuan
Kelompok Waktu Rerata Berat Simpang
Pengamatan (gram) Baku
2 minggu 233,3 25,2
4 minggu 225,8 9,7
Kontrol
8 minggu 240 221
2 minggu 2217 16,1
4 minggu 243,3 33,9
RYR 25 mg/kgBB
8 minggu 232,5 18,9
2 minggu 243,3 15,3
RYR 50 mg/kgBB 4 minggu 234,2 17,7
8 minggu 240,8 32,3
Pemeriksaan histopatologis pada tiga hewan Pemeriksaan histopatologis dilakukan

coba dari kelompok kontrol tidak ditemukan tanda-
tanda pembentukan tulang rawan atau tulang.
Situs fraktur terdiri atas celah (gap) yang dipenuhi
oleh sel darah merah. Tidak ada gambaran
neovaskularisasi ataupun proliferasi jaringan
fibrous untuk menjembatani ke-2 fragmen fraktur.
Gambaran yang serupa ditemukan pada kelompok
RYR 25 dan RYR 50. Pada beberapa sediaan
tampak celah masih terisi oleh sel darah merah.
Gambaran pada semua kelompok sesuai dengan
skor 0 pada sistem skoring Allen.

pada enam hewan coba kelompok kontrol.
Pada pemeriksaan tersebut tampak celah pada
tulang yang bersebuk sel radang. Belum tampak
pembentukan tulang rawan ataupun tulang yang
menjembatani situs fraktur. Gambaran proliferasi
jaringan ikat untuk menjembatani situs fraktur telah
tampak pada sediaan minggu ke-4, walaupun
celah tulang di situs fraktur masih ditemukan.
Pembentukan tulang rawan dapat ditemukan pada
satu sediaan. Proses pembentukan tulang rawan
yang menjembatani ke-2 situs fraktur telah tampak
secara nyata.

Tabel 2. Skoring Sediaan Menurut Pengamat

n (%)
Skor
0 1 2 3 4
Pengamat 1 30(66,7)  3(67) 36,7 489 5(11,1)
Allen | Pengamat2 28(622)  3(67) 5(111)  4(89) 5(11,1)
Pengamat 2 31(689)  1(22) 489 489  5(11.1)
(1 minggu kemudian) ’ ' ’ ’ ’
Pengamat 1 12(267) 19(422) 2(44)  4(89) 8(17,8)
Salkeld Pengamat 2 16(353)  13(289) 5(11,1) 5(11,1)  6(13.3)
Pengamat 2
17(37,8)  13(289) 6(133) 3(67) 6(13,3)

(1 minggu kemudian)
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Tabel 3. Pengukuran Interpengamat dan Intrapengamat Agreement Skor Allen

Pengamat 1
Pengamat
0 1 2 3 4
0 28 0 0 0 0
1 1 2 1 0 0
Pengamat 2 2 1 1 1 1 0
3 0 0 1 3 0
4 0 0 0 0 5
0 28 2 0 0 0
Pengamat 1 1 2 0 0 0 0
(1 minggu kemudian) 2 0 1 3 0 0
3 0 0 0 3 0
4 0 0 0 1 5

Pada kelompok kontrol, pada situs fraktur
masih ditemukan dan disebuki sel radang. Pada
kelompok RYR 25, gambaran peyembuhan tampak
lebih baik dengan ditemukannya jaringan ikat yang
menjembatani situs fraktur. Pada kelompok RYR
50, telah terdapat pembentukan tulang rawan
untuk menjembatani situs fraktur. Temuan itu
sesuai dengan skor 0 untuk kelompok kontrol, skor
0-3 untuk RYR 25 dan skor 0-4 untuk kelompok
RYR 50 (Tabel 5).

Pada minggu ke-8, gambaran histopatologis
menyerupai pada minggu ke-4. Situs fraktur

masih disebuki sel radang dan belum tampak
pembentukan tulang rawan ataupun tulang.
Gambaran histopatologis yang bervariasi tampak
pada pemeriksaan minggu ke-8. Pembentukan
jaringan ikat, tulang rawan, dan tulang ditemukan
pada masing-masing dua sediaan. Pemeriksaan
histopatologis pada minggu ke-8 diperoleh
gambaran pembentukan tulang rawan yang
ekstensif pada hampir semua sediaan dan
pembentukan tulang pada sediaan lainnya. Situs
fraktur telah terjembatani oleh tulang rawan atau
tulang tersebut.

Tabel 4. Pengukuran Interpengamat dan Intrapengamat Agreement Skor Salkeld Modifikasi

Pengamat 1
Pengamat

0 1 2 3 4
0 8 8 0 0 0
1 2 11 0 0 0
2 2 0 1 2 0

Pengamat 2
3 0 0 1 2 2
4 0 0 0 0 6
0 8 9 0 0 0
1 3 10 0 0 0

Pengamat 1
(1 minggu kemudian) 2 1 0 2 3 0
3 0 0 0 1 2
4 0 0 0 0 6
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Pada kelompok kontrol belum tampak
kemajuan penyembuhan fraktur dibandingkan
gambaran minggu ke-4, sebaliknya pada kelompok
RYR 50 tampak proses penyembuhan mendekati
pembentukan tulang secara lengkap. Kelompok

eJKI

RYR 25 menunjukkan gambaran penyembuhan
yang bervariasi mulai dari pembentukan jaringan
ikat, tulang rawan, hingga ke pembentukan tulang
komplet. Temuan itu sesuai dengan skor O untuk
kelompok kontrol, 0-4 untuk kelompok RYR 25,
dan 2-4 untuk kelompok RYR 50 (Tabel 5).

Tabel 5. Skor Allen Subjek Penelitian

Kelompok Perlakuan

Nilai Tengah (Rentang)

Minggu 2 Minggu 4 Minggu 8
Kontrol 0 0 0
RYR 25 0 0 (0-3) 2 (0-4)
RYR 50 0 1(0-4) 3(2-4)
P - 0,042 0,006"

t perbedaan terjadi pada minggu ke-2 dan ke-8 (p=0,014)
@ perbedaan terjadi pada kelompok kontrol dengan kelompok RYR 50 (p=0,022)
@ perbedaan terjadi pada kelompok kontrol dengan kelompok RYR 25 (p=0,022) dan antara kelompok kontrol dengan

kelompok RYR 50 (p=0,002)

Pembahasan

Tahapan penyembuhan fraktur pada tikus
menyerupai manusia walaupun terjadi dua kali
lebih cepat.’®* Oleh sebab itu, tikus merupakan
hewan coba yang paling banyak dipakai sebagai
model fraktur.®> Hewan coba yang digunakan
adalah hewan jantan untuk menghindari pengaruh
hormonal terhadap penyembuhan fraktur.

Model pengrusakan periosteum dengan
menggunakan pisau bisuri hingga 1cm dari situs
fraktur berhasil menghambat proses penyembuhan
fraktur hingga minggu ke-8. Model tersebut dapat
diciptakan dengan peralatan yang sederhana dan
tidak memerlukan alat khusus seperti alat kauter.

Model gangguan penyembuhan fraktur dengan
merusak periosteum telah digunakan oleh Kokubu et
al’” Berdasarkan percobaan pada 96 ekor tikus Long
evans, pengrusakan periosteum sepanjang 2 mm
dari situs fraktur menyebabkan atrophic non-union
yang dikonfirmasi secara radiologis, histologis, dan
biomekanis hingga mingu ke-8 pengamatan. Oetgen
et al®® melakukan percobaan serupa menggunakan
mencit dan menemukan bahwa devaskularisasi
periosteum menggunakan kauter secara konsisten
memberikan efek gangguan penyembuhan hingga
pengamatan hari ke-63. Kaspar et al* selain
melakukan devaskularisasi periosteum dengan
menggunakan kauter juga membuang sumsum
tulang di sekitar situs fraktur dan menghasilkan model
non-union dengan menggunakan fiksasi eksterna.
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Pada model yang menggunakan bisturi,
pengrusakan periosteum dilakukan lebih luas
karena pengrusakan periosteum menggunakan
kauter memiliki efek mekanis dan efek termal
terhadap sel-sel punca di sekitar fraktur. Regenerasi
spontan periosteum akibat efek termal tidak terjadi
hingga bulan ke-3 pengamatan.3®

Tidak adanya penyembuhan fraktur hingga
minggu ke-8 pengamatan menunjukkan gangguan
penyembuhan fraktur. Oetgen et al** melaporkan
bahwa pada tikus, jembatan tulang akan terbentuk
pada hari ke-28 dan remodeling tulang akan selesai
pada hari ke-63.

Pemeriksaan histomorfometri merupakan
salah satu pemeriksaan yang akurat untuk menilai
respon seluler dalam penyembuhan fraktur.3®
Beberapa sistem skoring telah dikemukakan untuk
mengkuantifikasi penyembuhan fraktur melalui
pemeriksaan tersebut. Sistem skoring menurut
Allen et al*® dan Salkeld et al®*' merupakan sistem
skoring yang paling banyak digunakan.

Berdasarkan pengamatan dalam penelitian ini,
skor Allen memiliki intra-observer dan inter-observer
agreement yang lebih baik dibandingkan dengan
skor Salkeld modifikasi. Perbedaan intra-observer
dan inter-observer skor Salkeld modifikasi terutama
terjadi pada skor penilaian 0, 1, dan 2 yang masing-
masing merujuk pada tidak terdapat penyembuhan,
penyembuhan dengan fibrous, dan penyembuhan
dengan fibrokartilago atau kartilago. Skor Salkeld
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membedakan tidak adanya penyembuhan dan
penyembuhan dengan jaringan fibrosa ke dalam
dua nilai yang berbeda. Oleh karena sebagian
besar sediaan yang dinilai merupakan skor rendah;
potensi variasi penilaian intra dan antar pengamat
menjadi lebih tinggi. Sebaliknya, sistem skor Allen
menggabungkan pembentukan jaringan fibrosa
dan tidak adanya penyembuhan menjadi satu skor
sehingga peluang variasi penilaian menjadilebih kecil.
Perbedaan pembagian dan penggabungan tingkatan
penyembuhan menjadi dasar perbedaan ke-2 skor
tersebut; ke-2 skor memiliki korelasi linier sehingga
dapat dibuat persamaan untuk mengkonversi ke-2
skor. Selain memiliki inter-observerdan intra-observer
agreement yang lebih baik daripada skor Salkeld
modifikasi, skor Allen juga memiliki kelebihan untuk
digunakan lebih lanjut dalam penelitian tahap ke-3.

Gambaran histopatologis pada minggu kedua
di ketiga kelompok penelitian memiliki persamaan
berupa sebukan sel darah merah tanpa tanda
penyembuhan fraktur. Dalam 24 jam setelah
tikus mengalami fraktur, sel punca mesenkimal
mulai mengekspresikan BMP yang dibutuhkan
untuk proses penyembuhan fraktur mulai dari
angiogenesis, kemotaksis, mitogenesis, dan
pembentukan tulang.®®* Zhang et al* melaporkan
pentingnya sel punca periosteum dalam proses
penyembuhan tulang. Proses pengrusakan
periosteum  mengakibatkan  hilangnya  sel
punca mesenkimal periosteum sehingga terjadi
hambatan penyembuhan tulang. Selain hilangnya
sel punca mesenkimal, pengrusakan periosteum
juga menyebabkan rusaknya suplai pembuluh
darah periosteum. Periosteum menyuplai hingga
sepertiga tulang kortikal.®

Pada pengamatan minggu ke-4, gambaran
pembentukan jaringan ikat yang menjembatani
situs fraktur dapat diamati pada kelompok RYR
25mg/kgBB. Pembentukan jaringan fibrokartilago
normalnya terjadi dalam 7 hari pertama sedangkan
pembentukan jaringan ikat pada minggu ke-2
menunjukkan keterlambatan penyembuhan. Pada
kelompok yang mendapatkan RYR 50mg/kgBB,
terdapat gambaran pembentukan tulang rawan
yang menjembatani situs fraktur. Pembentukan
tulang rawan yang menjembatani situs fraktur
seyogyanya terjadi pada minggu ke-2.

Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa
pemberian beras angkak dapat mempercepat
penyembuhan fraktur. Wong et al'® meneliti manfaat
beras angkak pada defek tulang parietal dan
memperoleh hasil kelompok yang mendapatkan
beras angkak menunjukkan pembentukan tulang
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lebih baik daripada kelompok kontrol. Secara
in vitro, beras angkak meningkatkan proliferasi
osteoblas dan aktivitas fosfatase alkali.?? Efek
anabolik beras angkak terhadap massa tulang juga
telah dilaporkan.?®

Percepatan penyembuhan fraktur dalam
penelitian ini mungkin terjadi melalui dua jalur;
pertama melalui peningkatan ekspresi BMP-2,
ke-2 melalui peningkatan ekspresi VEGF. Beras
angkak mengandung monakolin, suatu inhibitor
HMG-CoA reduktase yang dapat meningkatkan
ekspresi BMP-2.151¢ BMP-2 akan berikatan dengan
reseptor di membran dan mengaktifkan reseptor
Smad 1, 5, dan 8.% Melalui jalur tersebut, sel punca
mesenkimal akan terangsang untuk berproliferasi,
diferensiasi, dan pada akhirnya mensintesis
matriks ekstraseluler. Aktivasi proliferasi sel punca
mesenkimal juga terjadi melalui aktivasi kemotaksis
sel mononuklear dan growth factor lain seperti IL-1,
IL-6, FGF, dan PDGF.

Selain meningkatkan ekspresi BMP-2, inhibitor
HMG-CoA reduktase juga meningkatkan ekspresi
VEGF. VEGF memiliki peran penting dalam
penyembuhan fraktur karena mampu menginduksi
angiogenesis dan mengintegrasikan angiogenesis
dengan pembentukan tulang dan remodeling.?*
Street et al*’ melaporkan bahwa hambatan VEGF
menggangu penyembuhan tulang, sebaliknya
pemberian VEGF eksogen  meningkatkan
pembentukan pembuluh darah, osifikasi, dan
maturasi kalus pada fraktur serta mempercepat
pembentukan jembatan tulang pada fraktur dengan
defek tulang.

Kelemahan penelitianini adalah tidak dilakukan
pemeriksaan kadar BMP-2 dan VEGF. Pemeriksaan
tersebut pentinguntuk menjelaskanjalurpercepatan
penyembuhan fraktur setelah pemberian beras
angkak, apakah melalui peningkatan BMP-2,
VEGF, atau keduanya. Kombinasi BMP-2 dan
VEGF menginduksi pembentukan tulang lebih
dini dan meningkatkan pembentukan pembuluh
darah.*® VEGF meningkatkan pembentukan tulang
oleh BMP-2 melalui modulasi angiogenesis. Tanpa
pemeriksaan kadar BMP-2 dan VEGF percepatan
fraktur melalui peningkatan BMP-2 dan VEGF
sulit dilakukan. Efek beras angkak bergantung
pada besarnya dosis yang digunakan. Dosis
beras angkak yang digunakan dalam penelitian
ini terbatas dua dosis; dosis yang dianjurkan dan
dosis maksimal untuk manusia. Oleh karena itu
diperlukan penelitian mengenai dosis optimum
beras angkak yang diperlukan untuk percepatan
penyembuhan fraktur.
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Kesimpulan

Pemberian beras angkak dapat mempercepat
penyembuhan fraktur dengan gangguan vaskulari-
sasi yang ditandai dengan peningkatan skor Allen.
Pemberian dosis 50mg/kgBB memberikan hasil
yang lebih baik dibandingkan dosis 25mg/kgBB.
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