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Abstract

Ulcerative colitis is a chronic inflammatory disease mainly affects sigmoid colon and
rectum. The inflammation process will activate NF-«B and leads to proinflamatory cytokine
release such as Interleukin-6 (IL-6). Fig leaves contain a high level of flavonoid which can
prevent NF-xB activation, and further inhibits IL-6 secretion. This research aims to see the
preventive effect of methanolic extract of fig leaves towards colon histopathological feature and
IL-6 serum level on ulcerative colitis induced mice. Balb/C male mice were randomly assigned
into 5 groups (n=5). The treatment groups were dextran suphate sodium (DSS) control group
(group 1), methanolic extract of Fig leaves dose 28 mg/ day control group (group Il), and
methanolic extract of Fig leaves dose 7 mg/ day (group I11), 14 mg/ day (group 1V), and 28 mg/
day (group V) for 14 days, which at the 8" till 14™ day were given DSS to induce colitis. The
results showed that both of colon mucosal damage and IL-6 serum level of group I were
significantly different from other groups (p=0,029). In conclusion, the methanolic extract of
Fig leaves can improve colon mucous damage and decrease IL-6 serum level on ulcerative
colitis-induced mice.

Keywords: ulcerative colitis, fig leaves, colon mucousal damage, interleukin-6
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Abstrak

Kolitis ulserativa (KU) merupakan penyakit inflamasi kronis yang terutama mengenai
bagian kolon sigmoid dan rektum. Kerusakan mukosa kolon akibat peradangan akan
mengaktivasi NF-kB sehingga merangsang pengeluaran Interleukin 6 (IL-6). Daun Ara
memiliki kandungan tinggi flavonoid yang dapat mencegah aktivasi NF-xB, sehingga menekan
pengeluaran IL-6. Tujuan penelitian menguji efek preventif ekstrak metanol daun Ara terhadap
gambaran histopatologik kolon dan kadar IL-6 pada mencit model KU. Mencit jantan galur
Balb/C dibagi dalam 5 kelompok secara acak (n=5). Metode penelitian dilakukan dengan cara
membandingkan kelompok kontrol dextran sulphate sodium (DSS) (I), kontrol Ara dosis 28
mg/hari (I1), dan kelompok perlakuan ekstrak metanol daun Ara dosis 7 mg/hari (1l1), 14
mg/hari (IV), dan 28 mg/hari (V) selama 14 hari, kemudian pada hari ke-8 sampai 14 diinduksi
dengan DSS 2,5%. Hasil penelitian menunjukkan baik kerusakan mukosa kolon dan kadar
serum IL-6 pada kelompok | secara bermakna berbeda dibandingkan kelompok lainnya
(p=0,029). Sebagai simpulan, ekstrak metanol daun Ara dapat mengurangi kerusakan mukosa
kolon dan kenaikan kadar I1L-6 pada mencit model KU.

Kata kunci: kolitis ulserativa, daun Ara, kerusakan mukosa kolon, interleukin 6
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Pendahuluan

Kolitis ulserativa (KU) merupakan salah satu penyakit inflammatory bowel disease
(IBD) yang mengenai usus besar. Peradangan paling berat umumnya terjadi pada bagian
sigmoid dan rektum, sedangkan ke arah proksimal semakin berkurang. Pada bagian mukosa
usus dapat terjadi ulkus, sehingga sering terjadi diare berdarah dan berlendir.! KU berlangsung
lama disertai masa remisi dan eksaserbasi yang berganti-ganti. Tanda dan gejala yang penting
dikenali pada KU adalah penurunan berat badan, diare, dan perdarahan rektum.>* Insidensi KU
di USA sekitar 11 orang dari 100.000 orang, sedangkan di Asia dan Amerika Selatan hanya 1
dari 200.000 orang. Angka kematian IBD tertinggi terjadi pada tahun-tahun pertama penyakit
dan dalam jangka panjang IBD memiliki risiko menjadi kanker kolon.®> Usia penderita KU
tertinggi pada usia produktif yaitu antara 15-30 tahun, kemudian pada usia antara 55-65
tahun.>*

Peradangan yang terus berlangsung pada mukosa usus tersebut dapat memicu timbulnya
banyak radikal bebas seperti reactive oxygen species (ROS) dan reactive nitrogen intermediates
(RNI), demikian juga sebaliknya ROS dan RNI yang terbentuk dapat memicu timbulnya
peradangan. Sel-sel yang mengalami peradangan akan menghasilkan sitokin proinflamasi
seperti tumor necrosis factor—alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) melalui
aktivasi nuclear factor-xB (NF-«xB), sehingga meningkatkan ROS dan RNI dalam sel. Sel-sel
yang sedang mengalami peradangan aktif merupakan sumber ROS dan RNI yang memiliki
kemampuan menginduksi kerusakan deoxyribonucleic acid (DNA) dan Kketidakstabilan
genomik.> Pada peradangan yang kronis kejadian ini terus berlangsung, sehingga akan
berdampak pada kerusakan DNA yang dapat meningkatkan risiko terjadinya kanker. Risiko
kanker kolorektal berhubungan dengan luas dan lamanya penyakit, yang mana KU yang luas
memicu risiko kanker kolon 19 kali lipat, dan sekitar 5% pasien KU berkembang menjadi
tumor.®

Pada penderita KU dan penyakit Crohn (PC) yang keduanya tergolong penyakit
Inflammatory Bowel Disease (IBD), selama fase akut terjadi peningkatan konsentrasi serum IL-
6 dan C-reactive protein (CRP), namun akan kembali normal bila pasien mengalami remisi.
Saat ini telah diketahui bahwa beberapa sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, dan
TNF-o berperan penting dalam manifestasi klinis dan imunopatologis penyakit IBD.” Pada
penderita KU, sel T2 akan mengaktifkan IL-4, IL-5, IL-6 dan IL-10 yang sangat berpengaruh
pada daerah mukosa usus. IL-6 akan menghambat apoptosis atau kematian sel yang alamiah,
sehingga proliferasi sel lebih cepat dari kematian sel menyebabkan respons imun yang sangat

kuat." Modulasi dari ekspresi IL-6 ternyata memiliki efek pada pertumbuhan tumor pada
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penelitian model colitis-associated cancer (CAC), sehingga diduga sitokin IL-6 ini berfungsi
sebagai suatu trophic factor untuk keganasan pada epitel.®

Telah terbukti adanya hubungan antara penyakit kronis dan stres oksidatif, dimana stres
oksidatif merupakan faktor risiko untuk penyakit kronis. Stres oksidatif terjadi karena
ketidakseimbangan antara prooksidan dan antioksidan. Makanan kaya antioksidan dapat
menurunkan stres oksidatif, sedangkan makanan kaya lemak akan menginduksi stres oksidatif.
Menurut Urquiaga dkk, antioksidan polifenol memberikan hasil yang lebih memuaskan
dibandingkan vitamin C, E, dan karotenoid.®

Saat ini target terapi KU adalah mengatasi peradangan sehingga mencegah timbulnya
kanker.® Timbulnya peradangan yang terus menerus tidak terlepas dari peranan radikal bebas
yang terus dibentuk, sehingga pemberian antioksidan bermanfaat dalam terapi KU.™

Obat herbal memiliki komponen-komponen aktif yang secara biologikal banyak yang
belum diketahui, namun obat herbal sudah digunakan secara luas karena efektivitas, efek
samping minimal, dan harganya relatif lebih murah.'!

National Cancer Institute dan National Research Council di Amerika
merekomendasikan makan buah-buahan dan sayuran sekurang-kurangnya 5 kali dalam sehari;
karena buah dan sayur merupakan sumber vitamin dan mineral, tinggi serat, kaya antioksidan,
namun rendah lemak.*

Ara (Ficus carica Linn) tumbuh di daerah tropis maupun subtropis. Secara umum
dikenal sebagai fig tree. Tanaman ini buah maupun daunnya kaya antioksidan polifenol seperti
flavonoid untuk mencegah kerusakan akibat radikal bebas; selain itu merupakan sumber
mineral, tinggi serat, rendah natrium, dan bebas lemak atau kolesterol. Dalam 100 gram, buah
Ara mengandung total polifenol 1.090-1.110 mg, sedangkan dalam 40 gram Ara terdapat rata-
rata 444 mg fenol yang melebihi rekomendasi konsumsi polifenol dalam sayuran, yaitu sebesar
218 mg/ hari.*?

Berbagai bagian dari tanaman Ara sangat bermanfaat untuk pengobatan. Ara bisa
digunakan sebagai obat untuk mengatasi gangguan pencernaan, gangguan pernafasan, gangguan
hati, gangguan limpa, penyakit pirai, antiperadangan, antipiretik, antidiabetes, menurunkan
tekanan darah, menurunkan kolesterol, bahkan sebagai antikanker.*"*%*4

Pada pengujian kimiawi tanaman ara menunjukkan adanya polifenol terutama
flavonoid, selain itu ditemukan juga phytosterol, asam organik (oxalic, citric, malic, quinic,
shikimic, dan fumaric acids), anthocyanin, triterpenoid, coumarin, hidrokarbon, aliphatic
alcohol, asam fenolik seperti 3-O- and 5-O-caffeoylquinic acids, ferulic acid, quercetin-3-O-

glucoside, quercetin-3-O-rutinoside, psoralen, bergapten. Tanaman ini mempunyai efek
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antikanker karena mengandung 6-(2-methoxy-Z-vinyl)-7-methyl-pyranocoumarin dan 9,19-
cycloarlane triterpenoid, sedangkan efek antiproliferatif karena mengandung 6-O-acyl-f D-
glucosyl-gIsitosterol, calotropenyl acetate, dan lupeol acetate. Daun Ara mengandung
coumarin, triterpenoids, bauerenol, lupeol acetate, methyl maslinate, dan oleanolic acid. ***%*3

Pada penelitian Hashemi dan Abediankenari, ditemukan efek anti kanker getah Ara
dengan berbagai dosis 2,5 mg/ml; 5 mg/ml; dan 10 mg/ml pada sel kanker esofagus secara in
vitro setelah 72 jam dengan uji MTT, diperoleh hasil terbaik pada dosis 10 mg/ml."> Pada
penelitian Ali dkk, tikus albino galur Wistar yang sudah diinduksi peradangan dengan
carrageenan diberikan ekstrak hidroalkohol daun Ara sebagai anti peradangan. Semua tikus
diberikan 0,1 ml dari 1% w/v carrageenan [0,5% carboxyl methyl cellulose (CMC)L secara
subkutan. Kelompok tikus yang diberikan ekstrak hidroalkohol daun Ara sebanyak 100
mg/kgBB dan 200 mg/kgBB didapatkan persentase inhibisi adalah 48,88% dan 56,66%
sebanding dengan kelompok tikus yang diberikan indometacin (obat anti peradangan) dengan
dosis 10 mg/kgBB. Diduga efek anti peradangan daun Ara karena adanya flavonoid.***°

Pemberian dextran sulphate sodium (DSS) 2,5%-5% dalam air minum mencit galur
Balb/C ternyata dapat menginduksi KU secara akut maupun kronis.'>*"*® Setelah pemberian
DSS selama 7 hari pada mencit galur Swiss-Webster terjadi perubahan histopatologik pada
kolon mencit yang menunjukkan kelainan mirip KU. Pada lesi awal terjadi kerusakan kripta
yaitu kripta menjadi irregular hingga menghilang, selanjutnya diikuti dengan peradangan akut
dan kronis pada lapisan mukosa dan submukosa kolon dan sekum. Gambaran histopatologik
seperti ini ditemukan pada mencit galur Balb/C yang diinduksi KU oleh DSS, disertai
peningkatan sitokin makrofag pada mukosa seperti TNF-o dan IL-6. Pada mencit galur Balb/C
kelainan terutama di daerah distal colon. Perbedaan galur tampaknya dapat mempengaruhi fase
induksi peradangan kolon dari DSS."’

Tujuan penelitian adalah mengkaji efek pemberian ekstrak metanol daun Ara sebelum
induksi dengan DSS 2,5% dalam mengurangi kerusakan mukosa kolon dibandingkan kontrol
DSS serta mengkaji efeknya dalam menekan peningkatan kadar IL-6 pada serum darah mencit

model kolitis ulserativa.

Metode

Desain penelitian adalah laboratorium eksperimental dengan rancangan acak lengkap
(RAL), bersifat komparatif. Pada penelitian ini dilakukan uji efek preventif ekstrak metanol
daun ara yang diberikan secara per oral pada mencit jantan galur Balb/C yang diinduksi KU

dengan DSS 2,5% yang diberikan dalam air minumnya, kemudian dilihat efeknya terhadap
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gambaran histopatologik kolon berdasarkan skoring kerusakan mukosa kolon dan kadar IL-6
pada serum darah mencit secara kuantitatif.

Penelitian diawali dengan mengelompokkan 25 ekor mencit menjadi 5 kelompok,
masing-masing 5 ekor mencit, kelompok K-DSS: mencit diberikan aquadest secara per oral
dengan menggunakan sonde selama 14 hari, kemudian pada hari ke 8 diberikan DSS 2,5%
dalam air minumnya selama 7 hari; kelompok K-ARA: mencit mendapatkan ekstrak metanol
daun Ara (EMDA) sebanyak 28 mg/ hari (0,4 ml) per oral dengan menggunakan sonde selama
14 hari, yaitu hari ke 1 -14; kelompok ARA-1: mencit diberikan EMDA sebanyak 7 mg/ hari
(0,4 ml) per oral selama 14 hari, hari ke 8 diberikan DSS 2,5% selama 7 hari; kelompok ARA-
2: mencit diberikan EMDA sebanyak 14 mg/ hari (0,4 ml) per oral selama 14 hari, hari ke 8
diberikan DSS 2,5% selama 7 hari; kelompok ARA-3: mencit diberikan EMDA sebanyak 28
mg/ hari (0,4 ml) per oral selama 14 hari, hari ke 8 diberikan DSS 2,5% selama 7 hari. Sebelum
dan selama perlakuan, berat badan mencit ditimbang setiap hari. Pada hari ke 14 diambil darah
retroorbital 300 pl untuk pengujian kadar 1L-6, kemudian mencit dipuasakan selama 12 jam.
Setelah puasa seluruh mencit dibunuh dengan cara dislokasi servikal, setelah sebelumnya
dianestesi menggunakan ketamin dosis 0,002 ml/gBB. Seluruh bagian kolon mencit diambil,
dibilas dengan larutan PBS, kemudian dimasukkan dalam larutan formalin. Kolon bagian
sigmoid diambil untuk pembuatan parafin blok, selanjutnya dilakukan pembuatan preparat HE
untuk melihat gambaran histopatologiknya.

Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakognosia, Fakultas Farmasi ITB Bandung
dan Laboratorium PPIK, FK-UKM, Januari 2010 hingga Februari 2011.

Data diperoleh dari gambaran histopatologik kolon yang dinilai berdasarkan skor yang
sudah ditentukan,”® dianalisis secara statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis, dilanjutkan
dengan uji lanjut Mann-Whitney. Data dari perhitungan kadar IL-6 secara kuantitatif dianalisis
menggunakan uji ANOVA One-Way atau uji analisis varian (ANAVA), dilanjutkan dengan uji
Post Hoc Duncan dengan a = 0,05. Kemaknaan ditentukan berdasarkan nilai p < 0,05.

Skor dari gambaran histopatologik dinilai berdasarkan gambaran jaringan kolon bagian
sigmoid hewan coba yang telah diwarnai dengan pewarnaan HE. Penilaian dilakukan dengan
melihat adanya kerusakan mukosa kolon berdasarkan gambaran dan hilangnya kripta, hilangnya
sel goblet, dan ada atau tidak ulserasi. Setiap kolon sigmoid diambil 5 potongan. Pengamatan

menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 100X.
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Kriteria penilaian skor mukosa kolon menurut Kim dkk,* yaitu :

1. Normal =0
2. Hiperproliferasi, kripta ireguler, hilangnya sel goblet =1
3. Hilangnya kripta ringan-sedang (10-50%) =2
4. Hilangnya kripta berat (50-90%) =3
5. Hilangnya kripta keseluruhan, epitel permukaan intak =4
6. Adanya ulserasi kecil-sedang (lebar < 10 kripta) =5
7. Adanya ulserasi luas (Iebar > 10 kripta ) =6
Hasil

Tabel 1 Hasil Penilaian Skor dari Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
menurut Kim dkk. *°

Kelompok
Mencit1 Mencit2 Mencit3 Mencit4 Mencit5 Rerata

K-DSS 2,60 3,20 3,80 3,20 3,20 3,20
K-ARA 0,00 0,40 0,00 0,40 0,20 0,20
ARA-1 1,00 1,40 0,60 1,40 1,20 1,12
ARA-2 0.80 0,60 0,60 0,20 0,60 0,56
ARA-3 0,20 0,20 0,60 0,20 0,40 0,32
Keterangan:

K-DSS  :Kelompok perlakuan dengan pemberian DSS 2,5% selama 7 hari dalam air minum
yaitu hari ke 8 — 14, sebelumnya mencit hanya diberikan minum air putih per sonde dan
makanan berupa pelet saja.

K-ARA : Kelompok perlakuan diberikan ekstrak metanol daun Ara 28 mg/hari selama 14 hari

ARA -1 :Kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak metanol daun Ara 7 mg/ hari selama 14 hari,
kemudian pada hari ke 8-14 diberikan DSS 2,5% dalam air minumnya.

ARA -2 : Kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak metanol daun Ara 14 mg/ hari selama 14 hari,
kemudian pada hari ke 8-14 diberikan DSS 2,5% dalam air minumnya

ARA -3 : Kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak metanol daun Ara 28 mg/ hari selama 14 hari,
kemudian pada hari ke 8-14 diberikan DSS 2,5% dalam air minumnya

Tabel 1 menunjukkan bahwa kelompok K-ARA (skor 0,20) mengalami kerusakan
mukosa kolonnya paling ringan, sedangkan kelompok K-DSS yang paling berat (skor 3,20).

Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
Gambaran histopatologik dibuat dengan pewarnaan H.E. Hasil diamati menggunakan
mikroskop cahaya pembesaran 100x. Di bawah ini tampak gambaran histopatologik dari setiap

kelompok perlakuan.
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Gambar 1 Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
Sigmoid pada kelompok K-DSS (100x)

Pada Gambar 1 terlihat kelompok K-DSS mengalami kerusakan mukosa yang berat
(tanda panah) dengan adanya ulserasi yang ditandai oleh epitel tidak intak, kehilangan kripta
dan sel goblet, hasil penilaian skor menurut Kim termasuk kategori 5. Penilaian skor

ditentukan berdasarkan kerusakan setiap bagian mukosa kolon mencit yang paling buruk.

Gambar 2 Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
Sigmoid pada Kelompok K-ARA

Pada Gambar 2 ditunjukkan gambaran mukosa yang normal dengan kripta panjang,
lurus, dan dalam. Terlihat kripta dipenuhi oleh sel goblet.
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Gambar 3 Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon Sigmoid
Pada Kelompok Ara—1

Pada Gambar 3 ditunjukkan gambaran kerusakan mukosa, tampak beberapa kripta
hilang digantikan oleh serbukan sel radang, namun lebarnya tidak melebihi 10 kripta, epitel

masih intak, sehingga gambaran ini masuk dalam skor 2 menurut Kim dkk.

Gambar 4 Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
Sigmoid pada Kelompok Ara-2

Pada Gambar 4 terlihat gambaran kerusakan mukosa, tampak beberapa kripta hilang
digantikan oleh serbukan sel radang, namun lebarnya tidak melebihi 10 kripta, epitel masih
intak, sehingga hasil penilaian skor termasuk kategori 2 menurut Kim dkk'®. Gambaran
histopatologik kelompok Ara dosis 14 mg/ hari lebih baik daripada dosis 7 mg/ hari.
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Gambar 5 Gambaran Histopatologik Mukosa Kolon
Sigmoid pada Kelompok Ara-3

Pada Gambar 5 ditunjukkan gambaran kerusakan mukosa yang paling ringan
dibandingkan kelompok Il dan kelompok 1V, tampak mukosa kolon tidak terlalu mengalami
kerusakan, kripta masih banyak yang normal panjang, lurus dan dalam, dengan sel goblet,
namun beberapa kripta irregular (tanda panah), sehingga penilaian skor menurut Kim dkk
termasuk kategori 1. Gambaran histopatologik kelompok Ara dosis 28 mg/ hari yang diinduksi

DSS 2,5% adalah yang paling baik, hampir setara dengan kelompok K-ARA.

Kerusakan Mukosa Kolon Mencit Model Kolitis Ulserativa

Setelah dilakukan penilaian sistim skoring, maka dilakukan uji statistik uji statistik
Kruskall-Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.

Dari hasil uji statistik Kruskal-Wallis didapatkan nilai p ' 0,05. Hal ini menunjukkan
terdapat perbedaan yang nyata kerusakan mukosa kolon antar kelompok perlakuan K-DSS
dengan kelompok K-ARA. Selanjutnya untuk mengetahui kelompok perlakuan ekstrak metanol
daun Ara yang mana yang memiliki perbedaan, maka dilakukan uji lanjut Mann-Whitney.

Analisis uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa kelompok K-DSS berbeda bermakna
dengan semua kelompok yang lain (p L/[171,05). Kelompok ARA-1 berbeda bermakna dengan
kelompok K-ARA dan ARA-3 (p __ 0,05) , sedangkan dengan kelompok ARA-2 tidak berbeda
bermakna (p [1110,05). Kelompok K-ARA tidak berbeda bermakna dengan kelompok ARA-2
dan ARA-3 (p U 0,05). Hasil uji Mann-Whitney diperlihatkan pada Tabel 2 di bawah ini.
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Tabel 2 Perbandingan Kerusakan Mukosa Kolon Antar Kelompok Perlakuan

K-DSS K-ARA ARA-1 ARA-2 ARA-3
X =3,20 X=0,20 X=1,12 X =0,56 X=0,32

K-DSS % *p=0,029 *p=0029 *p=0,029 *p=0,029
X = 3,20

K-ARA *»=0029 TB B

X =0,20 p =0,114 p= 0,686
ARA-1 B *p =0.029
X=112 p=0,114

ARA-2 B

X =0,56 p=0,20
ARA-3

—

Keterangan: X = rerata, * = bermakna (p < 0,05), TB= tidak bermakna (p > 0,05)

Pada Tabel 2 jelas terlihat adanya perbedaan bermakna antar kelompok K-DSS dengan
kelompok yang lainnya; kelompok K-ARA dengan kelompok ARA-1; kelompok ARA-1
dengan kelompok ARA-3 dengan nilai p || 0,05.

Kadar IL-6 Serum pada Berbagai Kelompok Perlakuan

Kadar IL-6 serum setiap mencit dari kelompok perlakuan diukur secara ELISA,
kemudian dibaca menggunakan ELISA plate reader, sehingga didapatkan hasil kuantitatif dari
kadar IL-6 serum. Penilaian kadar IL-6 serum diolah secara statistik menggunakan analisis
varian (ANAVA) satu arah yang dilanjutkan dengan uji Post Hoc rentang Duncan untuk

melihat kelompok mana yang berbeda bermakna.

Tabel 3 Hasil Pengukuran Kadar IL- 6 Serum (pg/mL)

Mencit Kelompok perlakuan
K-DSS K-ARA ARA-1 ARA-2 ARA-3

1 232,222 18,786 74,768 71,467 33,599
2 222,488 34,807 107,621 16,023 7,201
3 202,822 3,268 8,645 3,766 39,163
4 239,875 8,166 65,400 0,000 20,554
5 214,321 20,244 80,015 49,078 30,971
Rerata 222,346 17,054 67,290 28,067 26,298

Tabel 3 adalah data awal pengukuran kadar IL-6 serum kuantitatif. Dari tabel terlihat
bahwa kadar IL-6 pada kelompok | yang hanya diberikan DSS 2,5% hasilnya sangat tinggi yaitu
222,346 pg/mL dibandingkan kelompok yang diberikan ekstrak metanol daun Ara terlebih
dahulu. Hasil yang paling rendah didapatkan pada kelompok K-ARA vyaitu kelompok yang
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hanya diberikan ekstrak metanol daun Ara tanpa diinduksi oleh DSS 2,5%, yaitu rata-rata
17,054 pg/mL; sedangkan kelompok yang diberikan ekstrak metanol daun Ara dan diinduksi
DSS 2,5% paling tinggi kadar IL-6 pada kelompok ARA-1 (67,290 pg/mL) dan paling rendah
kadar IL-6 pada kelompok ARA-3 (26,298 pg/mL).

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa nilai p dari setiap kelompok lebih besar dari
0,05 (p ULI0,05). Hal ini berarti data kadar IL-6 pada setiap kelompok perlakuan berdistribusi
normal, sehingga dapat dilakukan analisis statistik parametrik dengan menggunakan analisis
varian (ANAVA).

Hasil uji statistik dengan metoda ANAVA didapatkan nilai p 000,001. Hal ini
menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara kelompok K-DSS dengan kelompok yang
lainnya. Selanjutnya untuk menentukan adanya perbedaan antara kelompok perlakuan yang
diberikan ekstrak metanol daun Ara dilakukan uji rentang Duncan.

Analisis uji rentang Duncan menunjukkan bahwa kadar IL-6 antara kelompok K-DSS
dengan kelompok lainnya terdapat perbedaan bermakna. Kelompok K-ARA dengan kelompok
ARA-1 juga berbeda bermakna. Kelompok K-ARA, ARA-2 dan ARA-3 tidak memiliki

perbedaan bermakna.

300 -
250 +
200 +
150 +

100 +

ﬁiﬁﬁ

KDSS KARA ARA-1 ARA-2 ARA-3

Kadar IL-6 Serum (pg/mL)

Kelompok Perlakuan

Gambar 6 Rerata Kadar IL-6 (pg/mL) dari Berbagai Kelompok Perlakuan
Kadar IL-6 pada kelompok K-DSS sangat tinggi jauh melampaui kelompok perlakuan

yang lain, yaitu 222,346 pg/mL. Kelompok K-ARA memiliki kadar yang paling rendah, yaitu
17,054 pg/mL.
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Diskusi

Pada hasil yang tertera pada Tabel 1, skoring kerusakan mukosa kolon yang paling
tinggi terdapat pada kelompok K-DSS, yang ditandai dengan adanya ulserasi kecil-sedang,
namun lebar ulserasi tidak melebihi 10 kripta (skor 5). Hal ini sesuai dengan penelitian menurut
Dieleman dkk, Stevcera dkk, serta Khiong dkk yang menyatakan bahwa pemberian DSS 2,5 —
5% dalam air minum mencit selama 7 hari sudah dapat memicu timbulnya KU.**"*® Pemberian
EMDA sebagai terapi pencegahan terhadap beratnya kerusakan akibat pemberian DSS, ternyata
terbukti dapat mengurangi kerusakan mukosa kolon seperti terlihat pada Gambar 4. kelompok
ARA-2 dan Gambar 5. kelompok ARA-3. Perbedaan sangat bermakna bila dibandingkan
dengan Gambar 1. pada kelompok K-DSS, terlihat bagian-bagian mukosa kolon yang
mengalami ulserasi. DSS 2,5% dapat mengubah struktur kripta sedemikian rupa, dari mulai
perubahan bentuk kripta menjadi irregular sampai hilangnya kripta, perubahan epitel dari
silindris menjadi gepeng sampai kerusakan epitel yang menimbulkan ulserasi. Melalui
pemberian EMDA terlebih dahulu, maka kerusakan yang berat karena pemberian DSS 2,5%
dapat dicegah, sehingga tidak sampai timbul ulserasi. Hal ini sesuai dengan penelitian Ali dkk
yang meneliti efek anti peradangan ekstrak hidroalkohol daun Ara pada tikus yang ternyata
memiliki efek anti peradangan yang sebanding dengan indometacin (obat anti peradangan).'®
Hal ini terjadi kemungkinan karena kandungan antioksidan flavonoid yang tinggi dalam daun
Ara dapat melindungi kerusakan mukosa kolon akibat peradangan yang timbul karena
meningkatnya radikal bebas.”>?! Peningkatan radikal bebas seperti ROS dan RNI disebabkan
karena aktivasi NF-kB akibat adanya cedera epitel kolon yang dapat merangsang pengeluaran
sitokin proinflamasi seperti IL-6. IL-6 dapat meningkatkan pengeluaran radikal bebas dalam sel.
Radikal bebas yang terbentuk dapat memicu timbulnya peradangan. Hal ini berlangsung terus
menerus, sehingga perlu adanya antioksidan untuk mencegah peradangan semakin luas dan
lama, yang mana peradangan kronis dapat memicu timbulnya kanker. Hal ini disebabkan
peranan IL-6 ternyata mengakibatkan proliferasi sel yang dapat memicu kanker.>®® Pemberian
EMDA sebelum induksi KU dapat mengurangi kerusakan mukosa kolon dan menekan
pengeluaran IL-6, hal ini tampak pada kelompok ARA-3 yang diberikan dosis EMDA terbesar
28 mg/hari memiliki skoring kerusakan mukosa kolon yang paling kecil dengan skor 0,32 dan
kadar IL-6 dalam serum yang paling rendah yaitu 26,298 pg/mL.

Analisis uji statistik non parametrik Kruskall-Wallis terhadap skoring kerusakan
mukosa kolon dan gambaran histopatologik antar kelompok perlakuan memperlihatkan
perbedaan yang sangat signifikan antara kelompok perlakuan yang diberikan DSS tanpa diberi

terapi pencegahan EMDA dengan yang diberikan terapi pencegahan EMDA (p= 0,003 atau p >
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0,01).  Analisis uji Mann-Whitney menunjukkan kelompok ARA-1 dengan dosis EMDA
terkecil (7 mg/hari) berbeda bermakna dengan K-ARA dan ARA-3 yang diberikan dosis
EMDA vyang lebih tinggi (14 dan 28 mg/hari). Hal ini kemungkinan kandungan antioksidan
yang tinggi dan dihipotesiskan semakin tinggi dosis, semakin tinggi efek proteksi terhadap
kerusakan mukosa kolon akibat DSS, namun dengan demikian belum diketahui dosis maksimal
EMDA.

Pada Tabel 3, terlihat kadar IL-6 serum paling tinggi pada kelompok K-DSS yang
hanya diberikan DSS 2,5% yaitu rata-rata 222,346 pg/mL, sedangkan kadar IL-6 pada
kelompok yang diinduksi DSS 2,5%, namun sebelumnya diberikan EMDA, kadar serum paling
rendah pada kelompok yang diberikan EMDA dosis 28 mg/hari, yaitu rata-rata 26,298 pg/mL.
Hal ini sesuai dengan penelitian Dieleman dkk, bahwa pada mencit galur Balb/C yang diberikan
DSS 2,5%-5% terjadi peningkatan sitokin makrofag seperti TNF-a dan IL-6 bila dibandingkan
dengan mencit yang tidak diberikan DSS 2,5%-5%. Antioksidan yang trdapat dalam kandungan
daun Ara dapat mengurangi pengeluaran radikal bebas pada cedera mukosa kolon oleh DSS
2,5%, sehingga menekan pengeluaran 1L-6.'3141"1822

Hasil penelitian yang didapat sesuai dengan pernyataan yang telah diuraikan di atas,
bahwa antioksidan dapat menekan pengeluaran radikal bebas yang timbul karena cedera
mukosa kolon yang bisa mengaktivasi NF-xB dan menyebabkan peningkatan pengeluaran IL-6,
sehingga pemberian EMDA yang memiliki kandungan tinggi antioksidan flavonoid bisa

menekan peradangan yang dapat merusak mukosa kolon dan juga menekan pengeluaran IL-6.
6,8,11,12,15

Simpulan

Pemberian EMDA pada mencit model kolitis ulserativa sebelum induksi dengan DSS
2,5% dapat mengurangi kerusakan mukosa kolon sehingga memberikan gambaran
histopatologik mukosa kolon yang lebih baik dibandingkan dengan kelompok K-DSS yang
tidak diberikan EMDA sebelumnya, juga menekan peningkatan kadar IL-6 dibandingkan
dengan kelompok K-DSS yang tidak diberikan EMDA sebelumnya.
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