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ABSTRACT: The effect of irbesartan-poloxamer 188 solid dispersion on nitric oxide (NO) levels in male hypertensive white rats had
been carried out. Induction of hypertension on rats was used prednisone 1.5 mg / kgBW with 2.5% NaCl. In this study experimental
animals were grouped into 4 groups. Group | (negative control) was given a standard food, group Il (positive control) was given
prednisone 1.5 mg / kgBW and 2.5% NaCl, group Il was given irbesartan intact, group IV was given irbesartan-poloxamer 188
(1: 0.5). A solid dispersions of irbesartan-poloxamer 188 were proven to reduce blood pressure compared to positive controls
and increase Nitric Oxide (NO) levels. There are significant differences in Nitric Oxide (NO) levels given by irbesartan intact and
irbesartan-poloxamer 188 solid dispersion in hypertensive male white rats. The administration of irbesartan-poloxamer 188 (1:
0.5) solid dispersion showed better results compared to irbesartan intact (P <0.05).
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ABSTRAK: Penelitian tentang pengaruh dispersi padat irbesartan-poloxamer 188 terhadap kadar Nitric Oxide (NO) pada tikus putih
jantan hipertensi telah dilakukan . Penginduksi hipertensi yang digunakan adalah prednison 1,5 mg/kgBB dengan NaCl 2,5 %. Pada
penelitian ini hewan percobaan dikelompokkan menjadi 4 kelompok. Kelompok | (kontrol negatif) diberikan makanan tikus dan
minum, kelompok Il (kontrol positif) diberikan penginduksi prednison 1,5 mg/kgBB dan NaCl 2,5%, kelompok Il diberikan irbesartan
nondispersi, kelompok IV diberikan irbesartan-poloxamer 188 1:0,5. Sediaan uji dalam bentuk dispersi padat irbesartan-poloxamer
188 terbukti dapat menurunkan tekanan darah dibandingkan terhadap kontrol positif dan meningkatkan kadar Nitric Oxide (NO).
Ada perbedaan kadar Nitric Oxide (NO) yang diberikan irbesartan non dispersi dan dispersi padat irbesartan-poloxamer 188 pada
tikus putih jantan hipertensi. Pemberian sediaan irbesartan-poloxamer 188 1:0,5 menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan
dengan sediaan irbesartan nondispersi (P<0,05).

Kata kunci: hipertensi; nitric oxide; irbesartan; poloxamer 188; dispersi padat.
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Pendahuluan

Pengaruh formulasi terhadap mutu obat dapat
terjadi, walaupun secara kimia memiliki kesamaan dalam
hal zat aktif, namun obat yang memiliki kandungan zat
aktif yang sama bisa saja memiliki ketersediaan hayati yang
berbeda bila formulasi dan bentuk sediaanya berbeda, yang
akan berpengaruh pada efikasi/kemanjuran suatu obat [1].
Usaha
dilakukan dengan teknik dispersi padat. Dispersi padat

untuk meningkatkan ketersediaan hayati dapat

merupakan metoda modifikasi suatu obat yang paling
praktis untuk meningkatkan kelarutan dan biovailabilitas
obat yang sukar larut air [2].
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Dispersi padat yaitu proses dispersi padat dari satu
atau lebih bahan aktif ke dalam suatu pembawa atau
matriks inert dalam keadaan padat. Berbagai pembawa
dapat digunakan pada sistem dispersi padat, diantaranya:
polyethylene glycol (PEG), polyvinyl pirolidone (PVP),
urea, manitol dan poloxamer_[3].

Obat golongan angiostensin 11 receptor blockers (ARB)
dan Awngiotensin-converting enzyme (ACE) merupakan salah
satu terapi pertama pada kondisi hipertensi seperti gagal
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stroke berulang. Namun inhibitor ACE memberikan
efek samping batuk, banyaknya konsekuensi negatif
karena beberapa efek inhibitor ACE dapat menyebabkan
ARB dipilih karena
memiliki efek samping yanglebih rendah dari antihipertensi

meningkatnya level bradikinin.

lainya [4]. Irbesartan memiliki kelarutan yang rendah,
permiabilitas tinggi (BCS kelas II) serta bioavailabilitas
oral yang kecil yaitu 26% [2] dan 60-80% [5].

Pada keadaan gangguan fungsi endotel, maka terjadi
ketidakseimbangan substansi vasodilatasi dan vasokontriksi
sehingga dapat terjadi hipertensi [6]. Salah satu kompenen
penting yang berperan pada relaksasi vaskular adalah nitric
oxide (NO). Nitric Oxide (NO) dikenal sebagai endothelium-
derived relaxing factors (EDRF) yang memiliki peran penting
dalam menjaga homeostasis vaskular [7].

Pada penelitian ini digunakan pembawa hidrofilik
yaitu poloxamer 188. Poloxamer adalah suatu kopolimer
nonionik yang terdiri dari etilen oksida dan propilen oksida
yang bersifat hidrofilik [8]. Poloxamer 188 secara empiris
dipilih untuk mempersiapkan dispersi padat karena titik
leleh yang rendah (sekitar 52-57°C), dan sifat surfaktannya
[91.

Dari penelitian sebelumya, telah dilakukan kajian
sifat fisikokima dispersi padat irbesartan-poloxamer
188, menujukkan bahwa dispersi padat irbesartan-
poloxamer 188 dapat meningkatkan kelarutan dan laju
disolusi irbesartan (Bahirah, 2016). Berdasarkan hal di
atas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
dispersi padat irbesartan-poloxamer 188 terhadap tekanan
darah dan kadar Nitric oxide (NO) pada tikus putih jantan
hipertensi dengan menggunakan alat spektrofotometer

BIO-RAD.

Metode Penelitian

Alat

Timbangan analitik, wadah hewan, timbangan hewan,
jarum oral, sentrifugator, tabung sentrifuge, lumpang dan
stamfer, lemari pendingin, alat pengukur tekanan darah
tikus CODA ( Non invasive Blood Pressure System ) alat
spektrofotometer BIO-RAD dan alat gelas laboratorium.

Bahan

Irbesartan, poloxamer-188, etanol 96%, HCI,
aquadest, prednisone tablet, NaCl, tween 80, Na.CMC,
kloroform, dan Kit Nitric Oxide colorometric Assay.

Pembuatan Dispersi padat
Dispersi padat irbesartan-poloxamer 188 dibuat
dengan metode pelarutan. Irbesartan ditimbang dengan

perbandingan ( 1: 0,5). Masing-masing irbesartan dan
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poloxamer 188 dilarutkan dengan etanol 96%, kemudian
campuran larutan yang dihasilkan dikeringkan dalam
oven vakum pada suhu 400 sampai kering, Padatan yang
dihasilkan digerus dalam kemudian diayak dengan mesh

60 dan disimpan dalam desikator.

Penyiapan dan pembuatan Suspensi prednison dan NaCl

Penginduksi hewan percobaan digunakan larutan dari
kombinasi prednison 1,5 mg/kgBB dengan NaCl 2,5 % di
dalam tween 80. Penginduksian dilakukan secara per oral
1 kali sehari selama 14 hari untuk memperoleh tekanan
darah hipertensi di atas normal [10].
Dosis sediaan Uji

Dosis yang dipakai untuk tikus dengan berat 200
gram adalah 2,7 mg atau sama dengan 13,5 mg/kgBB.
Pembuatan sediaan uji

Na CMC ditimbang sebanyak 500 mg ditaburkan
dalam air panas sebanyak 1 ml, schingga diperoleh
massa yang transparan lalu digerus, masukan irbesartan
nondispersi, dispersi padat irbesartan-poloxamer 188
sesuai dengan dosis masing-masing dalam keadaan terpisah
gerus sampai homogen, encerkan dengan aqua destilata
schingga 100 ml.
Penginduksian dan pemberian sediaan uji

Hewan percobaan diaklimatisasikan selama 7 hari,
selanjutnya hewan percobaan dikelompokkan menjadi
4 kelompok setiap kelompok terdiri dari 6 ekor sesuai

dengan berat badan.

1. Kelompok I sebagai kontrol negatif,yang hanya
diberikan makanan standar tikus dan minum.

2. Kelompok II sebagai kelompok positif, yang
diberikan penginduksi (prednison 1,5 mg/kgBB

dan NaCl 2,5%).
3. Kelompok III sebagai kelompok wuji yang
diberikan Penginduksi dan Irbesartan

nondispersi.
4. Kelompok VI sebagai kelompok wuji yang
diberikan Penginduksi dan dispersi padat 1:0,5.

Pada kelompok I hanya diberikan minuman dan
makanan tikus, kelompok IT -1V dilakukan penginduksian
selama 14 hari, pada hari ke 15 kelompok I dan IT dilakukan
pengambilan darah hewan percobaan, kelompok 111 dan
IV diberikan sediaan uji pada hari ke 15-21 dan pada hari

ke 22 dilakukan pengambilan darah hewan percobaan.
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Pengukuran tekanan darah pada tikus putih jantan

Sebelum dilakukan pengukuran tekanan darah, alat
CODA yang telah terhubung dengan komputer. Setelah itu,
hewan dimasukkan dalam tabung selongsong, kemudian
olesi secukupnya dengan gel pada bagian ckor, setelah
itu jepit ekor tikus dengan alat sensor pengkur tekanan
darah serta letakkan dua buah bola lampu dibagian atas
ekor. Setelah kondisi hewan percobaan mulai kondusif,
lakukan pengukuran tekanan darah dengan alat CODA
untuk mengamati tekanan darah (tekanan darah sistolik
dan diastolik) yang terbaca oleh komputer. Pengukuran
tekanan darah pada kelompok I dan II di ukur pada hari
pada hari ke 15 dan kelompok III dan IV diukur pada hari
ke 22.

Pengukuran kadar NO serum tikus putih jantan

Sebelum  pengambilan darah  hewan percobaan
dipuasakan selama 12 jam. Pengambilan darah dilakukan
melalui mata tikus putih jantan vena opthalmicus dengan pipa
kapiler. Darah yang mengalir lewat pipa kapiler ditampung
dalam tabung ependrof kira-kira sebanyak 0,5 ml.
Pemeriksaan kadar NO dilakukan dengan menggunakan
Kit Nitric Oxide colorimetric Assay dan alat spektrofotometer
produksi Bio-Rad. Jumlah sumur pada plat mikrotiter yang
digunakan sebanyak 54 buah yang terdiri dari 6 sumur
standar, 24 sumur blanko dan 24 sumur serum sampel.

Pemeriksaan kadar NO serum dilakukan dengan cara
memipet 85 ul. serum sampel dan tambahkan 115 pl
Assay Buffer ke dalam sumur serum sampel. Tambahkan
5 ulL Nitrate Reductase dan tambahkan 5 ul. Engyme Cofactor.
Tutup plat dan inkubasi dalam temperatur ruangan selama
1 jam untuk mengubah nitrat menjadi nitrit. Setelah itu,
tambahkan 5 pl. Ewnbancer dan inkubasi selama 10 menit.
Kemudian tambahkan 50 ul. Griess Reagen R1 dan 50 plL
Griess Reagen R2 ke dalam sumur serum sampel. Untuk
sumur blanko, pipet 85 uL serum dan tambahkan 115 plL
Assay Buffer masukkan ke dalam sumur blanko. Sedangkan
untuk sumur standar, dibuat 6 seri konsentrasi dengan cara
memipet O ul, 2 ul,, 4 pl., 6 pL., 8 ul, dan 10 pL larutan
Nitrate Standard — kemudian ditambahkan _Assay Buffer
sampai volume 85ul.. Kemudian Microplate dimasukan ke
dalam plate reader spektrofotometer-BioRad®, absorban
diukur pada panjang gelombang 540 nm.

Data Hasil Penelitian

Data hasil penelitian yang didapatkan diolah dengan
uji Statistik (ANOVA) satu arah dan Uji Duncan’s untuk
melihat perbedaan kelompok uji dengan tekanan darah
dan kadar nitric oxide (INO).
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Hasil dan Diskusi

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
dispersi padat irbesartan dengan pembawa poloxamer
188 terhadap kadar nitric oxide (NO) pada tikus putih
jantan hipertensi. Disamping itu juga untuk mengetahui
perbedaan kadar nitric oxide (NO) dari pemberian irbesartan
nondispersi dan dispersi padat irbesartan-poloxamer-188..

Untuk mengkondisikan tikus pada kondisi hipertensi,
diberikan penginduksi kombinasi prednison dan NaCl
Pemberian sediaan penginduksi diberikan selama 14 hari.
dilihat dari penelitian [10] bahwa tekanan darah rata-rata
setelah diinduksi dengan prednisonl,5 mg/Kg BB dan
NaCl 2, 5% adalah sistolik 167,8 mmHg dan diastolik
131,3 mmHg dan dilanjutkan dengan pemberian sediaan
pembanding dan sediaan uji pada hari ke 15 sampai hari
ke 21 untuk kelompok III dan IV. Darah kemudian
disentrifugasi dengan kecepaan 3000 rpm selama 20 menit
untuk mendapatkan serum.

Hasil  pemeriksaan  terhadap  tekanan  darah
tikus memperlihatkan bahwa setelahi induksi terjadi
peningkatan tekanan darah pada pada kelompok kontrol
positif  dibandingkan terhadap kelompok 1 sebagai
kelompok kontrol negatif. Untuk melihat pengaruh
matrik poloxamer 188 terhadap efektifitas pemberian
obat dalam bentuk dispersi padat dibandingkan terhadap
kelompok kontrol positif dan irbesartan non dispersi.
Data memperlihatkan bahwa pemberian irbesartan non
dispersi dan dispersi padat dapat menurunkan tekanan
darah mendekati kepada kelompok kontrol negatif.
Hasil pengujian statistik mempeilhatkan tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antara irbesartan non dispersi
dan dispersi padat irbesartan. Hal ini memperlihatkan
bahwa kemampuan irbesartan untuk menurunkan tekanan
darah cukup baik, karena dosis sediaan yang diberikan
sama. Modifikasi yang dilakukan melalui teknik dispersi
padat akan terlihat dari kecepatan pelarutan dan disolusi
yang nantinya mempercepat absorpsi obat [11] Tabel 1
Berdasarkan gambar 1 terlihat bahwa setelah dinduksi
dengan prednison dan NaCl, tekanan darah tikus (sistol
dan diastol) meningkat dibandingkan dengan kontrol
negatif, selanjutnya pemberian irbesartan nondispesi dan
dispersi padat irbesartan-poloxamer dapat menurunkan
tekanan darah tikus mendekati kepada kelompok kontrol
negatif, tetapi tidak terdapat perbedaan yang bermakna,
hal ini disebabkan karena induksi hanya dilakukan dalam
waktu yang pendek ( 15 hari ) dan pemberian irbesartan
dengan dosis yang sama setiap harinya, schingga sangat
sulit melihat kecepatan tercapainya efek pada tikus yang
sudah diinduksi. Setelah dilakukan uji statistik tidak
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Tabel 1. Hasil pengukuran tekanan darah tikus putih pada kelompok uji

No sampel KontrolNegatif Kontrol positif Irbesartan nondispersi  Dispersi padat Irbesartan
P (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
1 126/90 171/130 137/100 112/79
2 125/98 168/131 111/74 108/83
3 118/79 170/135 119/88 110/72
4 124/97 161/126 134/99 117/83
5 127/92 175/137 104/81 115/73
6 113/85 162/129 118/72 118/74
Rata-rata 122,1+5,49/ 167,8 £ 5,42/ 120,5 + 12,85/ 113,3+3,98/
£SD 90,1+7,25 131,3+4,03 85,6 +12,11 77,3 5,01
Pengaruh Dispersi Padat Irbesartan Terhadap
Tekanan Darah
80 (—
160 L B
140

KONTROL

NEGATIF KONTROL

POSITIF

NONDISPERSI

mSISTOL
= DIASTOL

DP IRBE

Gambar 1. Hasil pengukuran tekanan darah ( sistol dan diastol ) pada kelompok uji

terdapat perbedaan yang signifikan antara pemberian
irbesartan nondispersi dengan dispersi padat irbesartan (
p>0,05).

Pemeriksaan kadar NO serum tikus  dilakukan
dengan menggunakan suatu reagen yaitu reagen Griess.
Reagen Griess terdiri dari Griess 1 dan Griess 2. Griess
1 (sulfanilamide) dengan nitrit akan membentuk garam
diazonium kemudian ditambahkan griess 2 ( N-1 naphthyl
ethylene diamine) akan membentuk senyawa azo yang
akan menghasilkan warna merah muda. Warna inilah yang
akan diserap oleh alat spektrofotometer Bio-rad untuk
mendapatkan konsentrasi dari NO. semakin pekat warna
nya maka semakin tinggi konsentrasi NO pada serum
Tabel 2.

Berdasarkan gambar 2, Rata-rata kadar NO
paling tinggi ditunjukan pada kelompok dispersi padat
itbesartan-poloxamer 188 1:0,5 yaitu 0,030544 nmol/

pl, Ini menunjukan bahwa pemberian dispersi padat
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irtbesartan-poloxamer 188 dapat mempengaruhi kadar
NO pada tikus hipertensi, sedangkan pada kelompok
irbesartan nondispersi menunjukkan rata-rata kadar NO
yaitu 0,01685 nmol/pl. ini menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan antara kadar NO pada kelompok irbesartan
nondispersi dan dispersi padat irbesartan-poloxamer 188
(p<0,05).

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukan
bahwa dispersi padat dengan pembawa poloxamer 188
1:0,5 memberikan efek peningkatan kadar rata-rata Nizric
Oxide (NO) serum dengan konsentrasi Nitric Oxide (NO)
yang lebih tinggi karena pembawa poloxamer 188 yang
bersifat sebagai surfaktan, surfaktan pada kosentrasi rendah
menurunkan tegangan permukaan dan menaikan laju
pelarutan obat ( Shargel et al, 2012) dengan meningkatnya
laju pelarutan suatu obat maka efek yang diharapkan juga
tercapal.

Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan kajian
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Tabel 2. Hasil Pemeriksaan NO pada tikus

No sampel Kontrol Negatif Kontrol positif Irbesartan nondispersi Dispersi padat Irbesartan
P ( nmol/ul) x 10-3 ( nmol/ul)x 10-3 ( nmol/ul)x 10- ( nmol/ul)x 10-3
1 11,005 4,882 18,785 33,814
2 11,115 4,357 12,903 30,170
3 12,523 1,044 12,713 26,698
4 14,838 2,941 23,624 31,726
5 10,273 3,244 17,969 28,595
6 12,888 4,546 15,199 32,265
Rata-rata
£$D 12,107 £ 1,66 3,502+1,42 16,6855 + 4,15 30,544 + 2,59
Pengaruh Dispersi Padat Irbesartan Terhadap
Kadar NO
as
30
25
20
15 = KADAR NO
10
5 !
o |
KONTROL NEGATIF KONTROL POSITIF IRBE NONDISPERSI DP IRBE

Gambar 2. Hasil pengukuran kadar NO dalam serum pada kelompok uji tikus

sifat fisikokima dispersi padat irbesartan-poloxamer
188, dilihat dari evaluasi difraksi sinar-X pada formula
dispersi padat irbesartan-poloxamer 188 1:0,5 mengalami
penurunan intensitas yang artinya terjadi perubahan
bentuk kristal menjadi amorf dimana bentuk amorf ini
lebih larut dari pada kristal, dari hasil analisis distribusi
ukuran partikel dispersi padat irbesartan-poloxamer 188
1:0,5 memiliki ukuran partikel yang lebih kecil, serta laju
disolusi dispersi padat menunjukkan peningkatan laju

disolusi tertinggi pada dispersi padat 1:0,5 [12].

Kesimpulan

Dispersi  padat irbesartan dengan pembawa
poloxamer 188 terbukti dapat menurunkan tekanan darah
serta meningkatkan kadar NO pada tikus putih jantan
hipertensi.

Pemberian sediaan irbesartan-poloxamer 188 1:0,5
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menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan dengan
pemberian irbesartan non dispersi (P<0,05) terhadap
kadar NO dalam serum, tetapi tidak terdapat perbedaan
yang signifikan terhadap tekanan darah tikus (p> 0,05 ).
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