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Abstrak

Enterokolitis nekrotikans (EKN) merupakan kejadian emergensi pada saluran cerna yang paling sering terjadi pada bayi
prematur dengan morbiditas dan mortalitas tinggi. Kombinasi multifaktorial menyebabkan kerusakan integritas mukosa usus
sehingga terjadiinflamasi, stres oksidatif, dan apoptosis melalui peran aktivitas tumor necrosis factor (TNF)-a, nuclear factor-kB
(NF-kB), dan kaspase-3. Mangostin sebagai salah satu zat aktif kulit buah manggis (Garcinia mangostana L) mampu berperan
sebagai antioksidan dan antiinflamasi. Penelitian ini dilakukan untuk menguji efek mangostin terhadap NF-kB, dan kaspase-3
pada model tikus EKN. Penelitian eksperimental dengan percobaan rancangan acak lengkap dilaksanakan pada bulan
Juli-September 2013 di Laboratorium Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor, pada model tikus EKN dengan
perlakuan iskemik reperfusi, asupan enteral, dan stres dingin. Diberikan a-mangostin per oral 1 jam sebelum induksi. Bayi tikus
galur Wistar berjumlah 63 ekor dibagi 4 kelompok, yaitu kontrol negatif (P0), kontrol positif (P1, induksi EKN), kelompok a-
mangostin 25 mg/kg bobot badan (P2), dan 50 mg/kgBB (P3). Jaringan usus ileum dinilai pada jam ke-6, ke-24, ke-48, dan jam
ke-72 untuk menentukan penurunan aktivitas NF-kB dalam inti sel enterosit dan penurunan aktivitas kaspase-3 di didalam
plasma dengan pewarnaan imunohistokimia. Analisis data dilakukan dengan Uji Kruskal-Walis, Uji Wilcoxon Mann-Whitney
untuk menguiji signifikasi perbedaan nilai rerata pada lebih dari dua kelompok independen. Median histoskor NF-kB pada
(kelompok kontrol positif, induksi EKN) atau kelompok P1, kelompok perlakuan a-mangostin 25 mg/kg bobot badan bayi tikus,
atau kelompok P2, dan kelompok perlakuan a-mangostin 50 mg/kg bobot badan bayi tikus atau kelompok P3 berbeda
bermakna pada pengamatan jam ke-72 (p=0,0009). Median histoskor NF-kB berbeda bermakna pada pengamatan jam ke-72,
antara kelompok P1 dan P2 dan antara kelompok P1 dan P3, dan tidak berbeda bermakna antara kelompok P2 dan P3
(p=0,0027). Median histoskor kaspase-3 antara kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan bermakna pada pengamatan jam
ke-72 (p=0,0009). Median histoskor kaspase-3 berbeda bermakna pada pengamatan jam ke-72, antara kelompok P1 dan P2
serta antara kelompok P1 dan P3, sedangkan antara kelompok P2 dan P3 tidak berbeda bermakna (p=0,0027). a-mangostin ini
mampu menurunkan apoptosis yang bersifat bergantung perjalanan waktu dan tidak ada perbedaan dosis a-mangostin 25
mg/kg dan 50 mg/kg bobot badan aktivitas.

Kata kunci: Enterokolitis nekrotikans, a-mangostin, NF-kB, kaspase-3

Abstract

Necrotizing enterocolitis (NEC) is a devastating gastrointestinal emergency affecting premature infants with high morbidities
and mortalities. Multifactorial combination produced intestinal mucosal injury culminating inflammation, oxidative stress and
apoptosis through tumor necrosis factor (TNF)-a, nuclear factor-kB (NF-kB) and caspase-3 activities. Garcinia mangostana
called mangosteen exhibit antioxidant and anti-inflammatory activities. This study was done to determine mangosteen effects
in reducing, nuclear factor-kB (NF-kB), and caspase-3 activities in neonatal rat model of NEC. Experimental study with complete
randomized design was conducted from July to September 2013 in Faculty of Veterinary Medicine, Bogor Agricultural University
in Bogor, done in rat model induced with ischemic-reperfusion, enteral feeding and cold stress. The neonatal Wistar rat were
gavaged with a-mangosteen 25 mg/kg bw and 50 mg/kg bw one hour before NEC induction. Intestinal tissue was assessed
within 6, 24, 48 and 72 hours to determine NF-kB and caspase-3 reducing activities by immunohistochemical staining. Statistical
analysis was done by using Kruskal-Walis,and pos hoc non parametric Wilcoxon Mann-Whitney. Comparison of median NF-kB
histoscore showed significant differences between treated groups at hour72 observation. There were also significant differences
in median histocore of NF-kB between control positive group (P1) and a-mangosteen 25 mg/kg bw group (P2) and between P1
group and a- mangosteen 50 mg/kg bw (P3) group but no significant difference between P2 and P3 group at hour 72
observation. Median histoscore of caspase-3 between treated group showed significant difference at 72 hour observation. The
median oomparison of caspase-3 showed significant difference at 72 hour observation between control positive (P1)group and
a-mangosteen 25 mg/kg bw group (P2) and between P1 and a-mangosteen 50 mg/kg bw (P3) group but not between P2 and P3
group activities. a-mangosteen per oral showed decreased NF-kB, caspase-3 activities in enterocytes in72 hours observation
which means a-mangosteen per oral confirmed tke antiapoptotic response in time dependent manner.

Key words: Necrotizing enterocolitis, a-mangosteen, NF-kB, caspase-3 activities.
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PENDAHULUAN

Enterokolitis nekrotikans (EKN) adalah penyakit
inflamasi usus pada neonatus yang ditandai dengan
distensi abdomen, perdarahan gastrointestinal,
ulserasi mukosa, dan pneumatosis intestinalis.
Enterokolitis nekrotikans merupakan kejadian
emergensi pada saluran cerna yang paling sering
terjadi pada bayi baru lahir dan merupakan penyebab
morbiditas serta mortalitas utama pada bayi
prematur. Enterokolitis nekrotikans (EKN) adalah
penyakit inflamasi usus pada neonatus yang ditandai
dengan distensi abdomen, perdarahan gastro-
intestinal, ulserasi mukosa, dan pneumatosis
intestinalis. Enterokolitis nekrotikans merupakan
kejadian emergensi pada saluran cerna yang paling
sering terjadi pada bayi baru lahir dan merupakan
penyebab morbiditas serta mortalitas utama pada bayi
prematur.

Insidensi EKN di Hongkong sebanyak 28%, di
Argentina 14%, di Austria 7%, dan di Jepang 1,5%.
Insidensi EKN di Hongkong sebanyak 28%, di Argentina
14%, di Austria 7%, dan di Jepang 1,5%. Penanganan
yang tidak adekuat dan pencegahan yang tidak efektif
memerlukan tindakan bedah sebanyak 20-40%
dengan angka kematian 20-50%,6 bahkan dapat
mencapai 100% pada EKN yang berat.

Penegakan diagnosis EKN didasarkan pada
gambaran klinis, laboratorium, dan radiologis. Bagian
usus yang paling sering terkena pada EKN adalah ileum
dan kolon proksimal. Keparahan nekrosis usus
bervariasi, bergantung pada beratnya kerusakan
jaringan serta lamanya gangguan vaskularisasi yang
terjadi mulai dari destruksi lapisan mukosa pada
stadium awal sampai nekrosis transmural seluruh usus
halus dan kolon pada stadium lanjut.

Berdasarkan pengamatan epidemiologis telah
banyak diteliti dan disepakati bahwa EKN merupakan
penyakit yang kompleks dan bersifat multifaktorial
Patogenesis dan patofisiologis EKN sampai sekarang
belum sepenuhnya diketahui. Kombinasi prematuritas,
hipoksia/iskemia reperfusi atau perubahan aliran
darah usus, asupan formula dan kolonisasi mikrobiota
usus yang abnormal, merupakan faktor risiko mayor
EKN. Hewan coba yang paling banyak digunakan
sebagai model EKN adalah bayi tikus dengan
mereproduksi multifaktor, waktu pengamatan selama
72-96 jam dengan luaran EKN yang sama dengan
pasien EKN Kombinasi faktor tersebut akan
menyebabkan kerusakan integritas barier mukosa usus
yang akan mengeluarkan mediator proinflamasi antara
lain tumor necrosis factor-a (TNF-a), platelet activating
factor (PAF), interleukin (IL)-6, IL-12, IL-18,
lipopolisakarida (LPS), nitric oxide (NO), dan radikal
bebas oksigen. Mediator proinflamasi dalam plasma
dan jaringan diregulasi faktor transkripsi nuclear factor
kappa B(NF-kB).

Faktor transkripsi NF-kB dapat diaktivasi pula oleh
beragam stimuli antara lain LPS, senyawa oksigen
reaktif (SOR), dan protein kinase C.

Tumor necrosis factor-o dapat mengaktivasi NF-kB
melalui aktivasi enzim inhibitor-kB kinase (IKK).
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Aktivasi enzim IKK menyebabkan disosiasi ikatan faktor
transkripsi NF-kB dengan inhibitor kappa B (IkB)
sehingga menyebabkan translokasi NF-kB ke dalam inti
dan mentranskripsi gen penghasil sitokin proinflamasi.

Penelitian pada hewan coba tikus mendapatkan NF-
kB tetap teraktivasi pada hari pertama dan kedua
disertai dengan penurunan protein inhibitor NF-kB
((IkB) pada hari kedua percobaan. Penelitian pada
manusia dan hewan coba menunjukkan bahwa TNF-a
berperan dalam induksi apoptosis yang mengawali
proses nekrosis di enterosit. Tumor necrosis factor-a
memfasilitasi apoptosis melalui aktivasi kaspase.
Apoptosis epitel ditemukan pada spesimen reseksi usus
pada penderita EKN dan dapat terjadi pada 24 jam
setelah induksi EKN pada hewan coba tikus.
Peningkatan apoptosis pada epitel usus terutama
terjadi di daerah apikal vili usus pada hewan coba tikus.
Awal peningkatan aktivitas kaspase-3 terjadi pada 6 jam
pertama dan mencapai puncak pada jam ke-24
percobaan pada hewan coba tikus yang diinduksi
endotoksin dan intermiten hipoksia untuk menginduksi
EKN.

Berbagai penelitian yang dilakukan juga
menyatakan peran radikal bebas baik oksidatif maupun
nitrosatif pada patogenesis EKN. Penumpukan radikal
bebas berperan meningkatkan risiko EKN. Peningkatan
stres oksidatif merupakan kontributor utama pada
perkembangan EKN.

Besarnya dampak yang diakibatkan oleh EKN telah
mendorong beragam upaya penelitian untuk mencari
pengobatan alternatif, baik untuk pencegahan atau
pengobatannya.

Berbagai usaha intervensi dilakukan untuk
menurunkan insidensi EKN termasuk air susu ibu (ASI),
trophic feeding, probiotik, dan antioksidan.

Suatu penelitian pada hewan coba tikus
menyatakan pemberian vitamin E sebagai antioksidan
intrasel menurunkan risiko iskemia dan membantu
mengatasi kerusakan peroksidase yang berhubungan
dengan iskemia dan reperfusi. Pentoksifilin merupakan
derivat methylxanthine yang berperan menurunkan
produksi TNF-a melalui penurunan degranulasi dan
pembentukan superoksid dismutase (SOD) yang
distimulasi oleh neutrofil. N-acetylcysteine (NAC)
merupakan prekursor asam amino yang digunakan
sebagai antioksidan, sebagai pemecah radikal bebas,
dan sebagai agen antiinflamasi. Penelitian pada hewan
coba tikus mendapatkan pemberian glutamin enteral
atau arginin dapat meningkatkan kadar SOD dan
glutation peroksidase (GPx) serta menurunkan kadar
malondialdehid (MDA). Resveratrol, suatu phytoalexin
alami menunjukkan aktivitas menekan radikal bebas
dengan menghambat peroksidase lipid dan
memodulasi berbagai enzim penting seperti
cyclooxygenase (COX), inducible nitric oxide synthase
(iNOS), protein kinase C, dan yanglainnya.

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) adalah
komponen utama madu propolis berfungsi sebagai
antioksidan dan antiinflamasi. Terapi hiperbarik
oksigen dapat menurunkan stres oksidatif dan
nitrosatif, meningkatkan antioksidan endogen, serta
menurunkan sel-sel inflamasi seperti sitokin.
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Pemerintah Indonesia berupaya menggalakkan
penelitian untuk mencari bahan obat yang berasal dari
tanaman melalui program pengembangan dan
pemanfaatan tanaman obat. Salah satutanamantropis
yang telah digunakan di Asia Tenggara termasuk
Indonesia sebagai obat tradisional adalah kulit buah
manggis (Garcinia mangostana. Linn, GML). Kulit buah
manggis telah lama diakui dan digunakan sebagai obat
untuk infeksi kulit, luka, penyakit diare, disentri, dan
gastritis kronik. Penelitian eksperimental menunjukkan
ekstrak GML memiliki aktivitas antijamur, anti-
mikobakterium, antiinflamasi, antitumor, dan sebagai
antioksidan. Salah satu zat aktif yang terdapat di kulit
buah manggis adalah mangostin. Mangostin telah
berhasil diisolasi dari ekstrak kulit buah manggis,
dengan rumus kimia 1,3,6-trihidroxy-7 methoxy-2,8-bis
(3-methyl-2-butenyl-9-xanthenone) dan sudah
dipasarkan dalam bentuk komersil. Mangostin
merupakan senyawa polifenol yang tergolong dalam
kelas ksanton. Polifenol merupakan metabolit
sekunder tanaman yang terlibat pada proses
pigmentasi, reproduksi, dan proteksi terhadap
patogen. Sampai saat ini telah dikenal >8.000 polifenol
dengan struktur kimia gugus hidroksil pada cincin
aromatik dengan konstituen yang berbeda. Flavonoid
merupakan polifenol yang paling banyak terdapat pada
tanaman dan umumnya banyak ditemukan pada kulit
buah serta daun tanaman.

Gugus fenol memilik rumus kimia CeéHsOH dan
gugus fungsional berupa gugus hidroksil yang terdapat
pada salah satu atom karbon dari cincin bensen. Suatu
penelitian lain pada hewan coba mencit mendapatkan
dosis efektif mangostin sebagai antioksidan di hepar
adalah 25 mg per oral pada hari ketiga percobaan,
namun pada dosis 75 mg/kgBB dapat merusak jaringan
hati. Nakatani dkk.68 melaporkan bahwa mangostin
bekerja sebagai penghambat aktivitas enzim inhibitor-
kB kinase (IKK) yang diujikan pada sel glioma tikus.
Dikemukakan pula bahwa senyawa fenol dapat
berperan sebagai suatu oxidising agent. Senyawa fenol
pada konsentrasi relatif rendah berfungsi sebagai
antioksidan, tetapi sebaliknya pada konsentrasi relatif
tinggi berperan sebagai prooksidan yang mudah
mengalami oksidasi dan membentuk senyawa oksigen
reaktif (SOR).

Senyawa mangostin tersebut mengandung gugus
hidroksil yang berperan untuk menangkap radikal
bebas dan bersifat sebagai antioksidan. Mangostin juga
menghambat aktivitas enzim inhibitor-kB kinase (IKK)
yang diujikan pada sel glioma tikus dengan ICs0 10 uM
selama paparan 18 jam.

Sampai saat ini, peran mangostin khususnya a-
mangostin per oral sebagai bahan obat yang bersifat
sebagai antioksidan dan antiinflamasidalam dosis dan
waktu yang berbeda dalam proses menekan atau
melindungi EKN belum pernah diteliti, terutama
terhadap penurunan aktivasifaktor transkripsi NF-kB,
TNF-, dan pengurangan aktivitas kaspase-3 sehingga
diharapkan dapat dipakai sebagai pencegahan EKN.
Peneliti bermaksud untuk melakukan penelitian
melalui hewan coba bayi tikus galur Wistar yang
diberikan-mangostin dosis 25 mg/kg bobot badan dan
50 mg/kgbobot badan secara oral yang diinduksi
iskemik reperfusi dan asupan formula dengan
parameter berupa NF-kB dan kaspase-3.

METODE

Objek penelitian ini adalah Objek penelitian ini
adalah tikus neonatus (Rattus norvegicus) galur Wistar
dari famili Muridae yang diperoleh dari Laboratorium
Hewan IPB dengan kriteria inklusi bayi tikus yang
berasal dari induk tikus galur Wistar, baru lahir sampai
21 hari), bobot badan rerata 10 gram, dan kondisi sehat
Jumlah sampel dihitung dengan menggunakan rumus
Federer. Terdapat 4 kelompok perlakuan dan kelompok
pengamatan yang terdiri atas 4 sub-kelompok
pengamatan. Berdasarkan salah satu dari tiga prinsip
3R yaitu reduction (pengurangan), maka jumlah total
sampel pada penelitianiniadalah 63 ekor bayi tikus.

Teknik pengambilan sampel tiap kelompok
perlakuan dan kelompok pengamatan dilakukan
dengan rancangan acak lengkap (RAL) dengan
menggunakan tabel bilangan acak Gomez.

Perhitungan dosis a-mangostin yang digunakan
adala 25 dan mg/kg bobot badan berdasarkan uji pada
hewan coba tikus. Luas permukaan tubuh tikus dan
mencit berbeda sehingga diperlukan faktor konversi
yaitu:0,14 variabel Bebas pada penelitian ini adalah a-
mangostin per oral dengan dosis 25 mg/kgbobot badan
dan a-mangostin per oral dengan dosis 50 mg/kg bobot
badan 1 jam sebelum perlakuan variabel Tergantung
pada penelitian ini adalah aktivitas NF-kB dan aktivitas
kaspase-3. Untuk variabel tergantung NF-kB, dan
kaspase-3 dilakukan dengan imunoekspresi.

Imunoekspresi adalah intensitas dan distribusi TNF-
o, kaspase-3 dalam sitoplasma dan NF-kB dalam inti
dan sitoplasma. Intensitas warna dibagi menjadi 3 skor:
Skor 1=Intensitas lemah (terwarna coklat muda), Skor
2=Intensitas sedang (terwarna coklat) dan Skor
3=Intensitas kuat (terwarna coklat tua sesuai kontrol
positif pada kanker kolorektal).

Distribusi dinilai positif 1=(+) jika sel yang
imunoreaktif <0-25%, positif 2 (++) jika sel yang
imunoreaktif >21-50%, positif (+++) jika sel yang
imunoreaktif >51-75% dan positif (++++) jika sel yang
imunoreaktif >75-100%. Histoskor adalah perkalian
antara distribusi dan intensitas dengan rentang nilai
1-12.

Hewan percobaan dibagi dalam empat kelompok
perlakuan, tiap kelompok perlakuan dibagi menjadi 4
sub-kelompok pengamatan terdiri atas 5 ekor bayi
tikus. Hewan percobaan dibagi dalam 4 sub-kelompok
pengamatan jam ke-6, jam ke 24, ke 48 dan jam ke 72.
Perlakuan-perlakuan yagn diberikan pada masing-
masing kelompok perlakuan adlah sebagai berikut:

1. Kelompok PO (kelompok normal (pembanding)

2. Kelompok P1 (dilakukan induksi EKN) iskemia
(aliran CO2 97% dan stress dingin 5 menit reperfusi
dengan Oksigen 100%, masing-masing 5 menit).

3. Kelompok P3, diberikan a-mangostin 25 mg/kg
bobot) per oral satu jam sebelum dilakukan induksi

4. Kelompok P4, diberikan a-mangostin 50 mg/kg
bobot) per oral satu jam sebelum dilakukan induksi.

Secara acak (n=5) tikus dikorbankan pada jam ke-6,
24,48 dan jam ke-72 setelah induksi EKN.

HASILDAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, induksi EKN dilakukan dengan
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iskemik reperfusi, melalui pemberian CO?, stres dingin,
reoksigenasi, dan asupan formula yang menyebabkan
EKN pada model hewan coba bayi tikus dengan total
pengamatan selama 72 jam. Histoskor NF-kB

Perbedaan median histoskor NF-kB pada masing-
masing kelompok perlakuan dan waktu pengukuran
disajikan pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Histoskor NF-kB Berbagai Kelompok Perlakuan
berdasarkan Waktu Pengukuran

Perlakuan

bCGkB Nilai p*
PO(3) P1(Q20) P2(Q20) P3 (20)

Median 2 2 2

Jam ke-6 0,1053
Rentang (2-4) (2-2) (2-2)
Median 4 4 4

Jam ke-24 0,3679
Rentang (44 (24) 44
Median 4 4 4

Jam ke-48 0,1797
Rentang (4-6) 2-4) 24
Median 4 6 4 4

Jam ke-72 0,0009*
Rentang  (4-4) (6-6) (44 44

Keterangan : * = Uji nonparametrik Wilcoxon Mann-Whitney;

HASILDAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian median histoskor NF-kB pada
ketiga kelompok perlakuan yaitu kelompok P1, P2, dan
P3 menunjukkan perbedaan bermakna pada
pengamatan jam ke-72 dengan nilai p=0,0009 dan
tidak berbeda bermakna pada pengamatan jam ke-6,
jamke-24, dan jam ke-48.

Histoskor Kaspase-3

Tabel 3.2 menyajikan perbedaan median histoskor
kaspase-3 pada masing-masing kelompok perlakuan
P1,P2,dan P3 dan waktu pengukuran.

Tabel 3.2 Histoskor Kaspase-3 Kelompok Perlakuan
berdasarkan Waktu Pengukuran

Perlakuan

Y ALJNS-3 Nilai p*
P0O(3) P1(20) P2(20) P3 (20)

Median 2 2 2

Jam ke-6 0,3679
Rentang 2-4) 2-2) (2-2)
Median 4 4 4

Jam ke-24 1,0000
Rentang 44 (4—4) (4-4)
Median 4 4 4

Jam ke-48 0,3679
Rentang (4-6) (44 (44
Median 2 6 4 4

Jam ke-72 0,0009*
Rentang  (24) (6-6) (44) (44)

Keterangan : * = Uji nonparametrik Wilcoxon Mann-Whitney

Median histoskor kaspase-3 antar kelompok
perlakuan (P1, P2, dan P3) menunjukkan perbedaan
bermakna pada pengamatan jam ke-72 dengan nilai
p=0,0009 dan tidak menunjukkan perbedaan pada
pengamatan jam ke-6, jam ke-24, dan jam ke-48.

Analisis Perbedaan Median Histoskor Khusus pada
PengamatanJam ke-72

Hasil pemeriksaan perbedaan median histoskor
antara ketiga kelompok perlakuan khusus pada
pengamatan jam ke-72 disajikan pada Tabel 3.3.

Data dari Tabel 3.3 tampak median histoskor NF-
kB menunjukkan perbedaan bermakna pada
pengamatan jam ke-72 antara kelompok P1 dan P2
serta antara kelompok P1 dan P3, sedangkan antara
kelompok P2 dan kelompok P3 tidak berbeda
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bermakna. Temuan yang sama didapat pada median
histoskor kaspase 3 menunjukkan perbedaan

Tabel 3.3 Perbedaan Median Histoskor NF-kB, dan Kaspase-3
antara Kelompok Perlakuan (pada Pengamatan Jam ke-72)

NF-kB Kaspase-3
t £r’andingan Perlakuan

-W p* Iy p*
P1 dengan P2 -3,000 0,0027* -3,000  0,0027*
P1 dengan P3 -3,000  0,0027* -3,000  0,0027*
P2 dengan P3 0,000 1,000 0,000 1,0000

Keterangan : * = Uji nonparametrik Wilcoxon Mann-Whitney;

bermakna pada pengamatan jam ke-72 antara
kelompok P1 dan P2 serta antara kelompok P1 dan P3
(p=0,0027). Tidak terdapat perbedaan bermakna
antara kelompok P2 dan kelompok P3.

Enterokolitis nekrotikans merupakan penyakit
dengan morbiditas dan mortalitas tinggi pada neonatus
yang ditandai dengan inflamasi, iskemia, dan nekrosis
usus. Peningkatan perawatan bayi prematur yang
mengalami insufisiensi pernapasan meningkatkan
harapan hidup bayi tersebut, namun sebagai
dampaknya terjadi peningkatan insidensi EKN.
Berbagai faktor risiko diketahui berkontribusiterhadap
EKN yang akan merusak integritas mukosa usus. Pada
penelitian ini, induksi EKN dilakukan dengan iskemik
reperfusi, melalui pemberian CO2, stres dingin,
reoksigenasi, dan asupan formula yang mennyebabkan
EKN pada model hewan coba bayi tikus dengan total
pengamatan selama 72 jam. Sebagian besar studi
eksperimental EKN menggunakan model hewan coba
bayi tikus karena mudah didapat, mudah dilakukan
induksi EKN dengan beragam faktor risiko, serta
kelainan yang terjadi secara klinis dan perubahan
histopatologis menyerupai kelainan EKN pada manusia
serta terminasi hewan coba dilaksanakan setelah 72
jam sampai 96 jam proses penelitian.

Kerusakan integritas mukosa usus mengeluarkan
beragam mediator inflamasi dan vasoaktif antara lain
TNF-a, senyawa oksigen reaktif (SOR), senyawa nitric
oxide, dan prostaglandin berperan dalam lajur
inflamasi EKN

Tumor necrosis factor-a diregulasi oleh faktor
transkripsi NF-kB, sebaliknya TNF-a secara in vitro dan
invivo dapat mengaktivasi NF-kB.

Pada EKN terjadi peningkatan mediator/sitokin
proinflamasi di dalam plasma dan jaringan yang
diregulasi oleh NF-kB.

Nuclear factor-kB (NF-kB) merupakan faktor
transkripsi yang meregulasi respons selular terhadap
beragam stresor eksogen maupun endogen. Nuclear
factor-kB memiliki peran penting dalam pertumbuhan
dan diferensiasi sel, apoptosis, serta respons adaptif
terhadap perubahan keseimbangan reduksi oksidasi
sel. Molekul NF-kB secara konstitutif terdapat dalam
sitoplasma dalam bentuk inaktif dan terikat dengan
protein inhibitor kB (IkB). Aktivasi NF-kB terjadi melalui
fosforilasi dan degradasi protein inhibitor kB (IkB)
melalui aksi kinase spesifik, NF-kB inducible kinase
(NIK), IKK1 (o) dan IKK2 (B), serta komponen regulator
NEMO. Degradasi IkB terjadi melalui pengikatan residu
ubikuitin dan proteolisis oleh proteosom 26S.
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Median histoskor NF-kB pada kelompok perlakuan
(P1, dengan induksi EKN) memperlihatkan peningkatan
pada pengamatan jam ke-24 dari 2 (rentang 2-4)
menjadi 6 (rentang 6-6) pada pengamatan jam ke-72
(Tabel 3.1). Hasil penelitian ini mendukung pernyataan
De Plaen dkk. yang mendapatkan faktor transkripsi NF-
kB tetap teraktivasi kuat pada harike-1 dan ke-2 disertai
penurunan bermakna inhibitor NF-kB (Ik-Ba. dan Ik-Bf)
yang dimediasi oleh aktivitas IKK yang mengalami
gangguan regulasi, sedangkan pada bayi tikus normal
yang diberi asupan ASI terjadi peningkatan transien
aktivasi faktor transkripsi NF-kB saat lahir disebabkan
pajanan produk bakteri dan mengalami penurunan
dalam satu hari. Schultz dkk. melaporkan peningkatan
keparahan EKN berkorelasi dengan peningkatan NF-kB
dan kejadian apoptosis disertai gangguan proliferasi sel
epitel usus. Pemberian inhibitor aktivasi NF-kB, NEMO-
binding domain peptide dapat mengurangi inflamasi
dan kematian hewan coba tikus tersebut.

Peran a-mangostin sebagai antioksidan ditentukan
oleh gugus hidroksil yang ditemukan dalam jumlah
banyak. Gugus tersebut mampu mengikat senyawa
oksigen reaktif yang terbentuk. Keberadaan mangostin
akan menghambat proses fosforilasi dan aktivasi enzim
IKK, sehingga faktor transkripsi NF-kB tetap terikat
dengan protein inhibitor kB (IkB). Hasil analisis
perbedaan median histoskor NF-kB antarkelompok
perlakuan yaitu kelompok P1 (induksi EKN), kelompok
P2 (a-mangostin 25 mg/kg bobot badan), dan
kelompok P3 (a-mangostin 50 mg/kg bobot badan)
pada pengamatan jam ke-72 menunjukkan perbedaan
bermakna (p=0,0009). Analisis lebih lanjut dengan Uji
Pos hoc nonparametrik Wilcoxon Mann-Whitney,
median histoskor NF-kB pada pengamatan jam ke-72
menunjukkan perbedaan antara kelompok P1 dan P2
dan antara kelompok P1 dan kelompok P3, sedangkan
antara kelompok P2 dan P3 tidak berbeda bermakna
(Tabel 3.3). Analisis temuan tersebut menunjukkan a-
mangostin mampu menurunkan aktivasi NF-kB pada
jam ke-72 dan tidak ada perbedaan efektivitas antara
dosis 25 mg/kgBB dan 50 mg/kgBB.

Respons jaringan terhadap iskemia dan reperfusi
bergantung pada keparahan dan durasi iskemia,
rangkaian kejadian patologis yang mengawali reperfusi,
serta perbedaan ciri khas organ masing-masing.
Semakin lama berlangsung iskemia reperfusi, semakin
parah terjadi kerusakan mukosa.

Jejas iskemia reperfusi pada usus akan
menyebabkan jejas usus lokal dan kerusakan organ
hati, paru, ginjal, dan organ lainnya. Sewaktu reperfusi,
oksigen yang mencapai jaringan akan menghasilkan
SOR, sitokin, dan kemokin akibat molekul oksigen
masuk bersama aliran darah; kalsium berlebih;
terbukanya poros membran mitokondria; disfungsi sel
endotel; adhesi leukosit; terbentuk fenotip
protrombogenik, dan responsinflamasi.

Bayi prematur lebih rentan terkena stres oksidatif
dibandingkan dengan bayi cukup bulan, hal ini
berkaitan dengan struktur dan fungsi organ yang masih
imatur, menimbulkan metabolisme aerob yang
membutuhkan energi yang cepat sehingga
meningkatkan pembentukan radikal bebas (hipoksia-
iskemia, hiperoksia, infeksi). Stres oksidatif dan
inflamasi mendukung gangguan pada proteksi barier
saluran cerna melalui berbagai mekanisme, di

antaranya disfungsi mitokondria dan jejas oksidatif
yang menimbulkan apoptosis. Penelitian in vivo dan in
vitro menunjukkan mitokondria mempunyai peran
yang sangat penting pada stres oksidatif akibat jejas
iskemik reperfusi yang menghasilkan senyawa oksigen
reaktif dan mengaktivasi jalur sinyal apoptosis kaspase
dependen maupun jalur sinyal apoptosis kaspase
independen.

Senyawa oksigen reaktif yang dihasilkan akibat
jejas iskemik reperfusi pada traktus gastrointestinal
diketahui sebagai faktor yang berperan dalam pato-
genesis EKN dan dapat dihambat oleh senyawa anti
oksidan yang telah dilakukan oleh peneliti-peneliti
terdahulu. Senyawa oksigen reaktif dapat mengaktivasi
NF-kB melalui aktivasi IKK atau secara langsung
meningkatkan fosforilasi 1kB (hiperfosforilasi) yang
secara cepat mengalami degradasi tanpa peran
inhibitor proteosome.

Peran lain senyawa oksigen reaktif adalah
menginduksi apoptosis melalui disfungsi mitokondria
dan mengeluarkan cytochrome c yang akan berikatan
dengan apoptosis protease activation factor 1 (Apaf 1).
Kompleks ini akan mengaktivasi kaspase-9 yang
menyebabkan aktivasi kaspase-3 sebagai aktivator
kaspase menimbulkan proses apoptosis.49 Selain itu,
TNF-a melalui TNFR akan mengaktivasi TNF receptor
death domain (TRADD), Fas associated death domain
(FADD), dan aktivasi kaspase-9 yang menyebabkan
apoptosis melalui aktivasi kaspase-3.

Usus bayi prematur lebih rentan terhadap
apoptosis karena peningkatan responsapoptosis yang
tidak adekuat dan imaturitas respons inflamasi yang
meningkatkan kerentanan apoptosis epitel usus.
Apoptosis epitel usus secara in vitro dapat diinduksi
dengan jejas iskemik reperfusi, invasi bakteri, dan
sitokin inflamasi seperti TNF-a dan PAF. Proses
apoptosis berlangsung dalam 2 fase yaitu fase inisiasi
oleh kaspase-8 dan kaspase-9 yang mengaktivasi
katalisasi serta fase eksekusi oleh kaspase-3, kaspase-
6, dan kaspase-7 yang mencetuskan degradasi
komponen sel. Famili Bcl-2 adalah protein yang
mengatur apoptosis enterosit, Pro apoptotic Bax dan
antiapoptotic Bcl-2 memiliki peran penting dalam
mengatur apoptosis di epitel usus. Kejadian apoptosis
ditunjukkan dengan peningkatan enzim kaspase antara
lain kaspase 3 dan temuan apoptotic bodies hasil
degradasinucleoprotein.

Hasil yang dicantumkan pada Tabel 3.2
menunjukkan peningkatan median histoskor kaspase-
3 pada kelompok P1 dari skor 2 (rentang 2-4)
meningkat menjadi 6 (rentang 6-6) pada pengamatan
jam ke-72. lJilling dkk. dan Lee dkk. menemukan
peningkatan aktivitas kaspase-3 serta apoptosis luas
dengan fragmentasi DNA di enterosit pada vili di apeks
yang berlangsung selama 48 jam pada model hewan
coba tikus yang dinduksi EKN. Pan-kaspase inhibitor (8
boc-aspartyl (OMe)-fluoromethylketone) dapat
mengurangi insidensi apoptosis secara bermakna pada
hewan coba tikus yang diinduksi EKN. Median histoskor
kaspase-3 antarkelompok perlakuan yaitu kelompok
P1, P2, dan P3 pada pengamatan jam ke-72
menunjukkan perbedaan bermakna (p=0,0009; tabel
4.3). Analisis lanjutan dengan Uji pos hoc
nonparametrik Wilcoxon Mann-Whitney pada
pengamatan jam ke-72 memperlihatkan median
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histoskor kaspase-3 antara kelompok P1 dan kelompok
P2 berbeda bermakna, demikian pula antara kelompok
P1 dan kelompok P3, namun antara kelompok P2 dan
kelompok P3 tidak berbeda bermakna (Tabel 3.3).

Apoptosis dapat terjadi melalui jalur intrinsik yang
mengakibatkan disfungsi mitokondria ditandai dengan
edema, hilangnya potensial membran, penurunan ATP
intraselular, akumulasi SOR serta pengeluaran
cyrochrome ¢ dan AIF tampak dalam waktu 1-2 jam,
namun, a-mangostin tidak memengaruhi ekspresi
protein famili bcl-2 dan aktivasi MAP kinase. Hasil
penelitian tersebut mengindikasikan bahwa target aksi
a-mangostin adalah mitokondria pada fase awal
sehingga menghasilkan apoptosis pada cell line
leukemia manusia.

Mangostin dapat berperan sebagai antioksidan
dengan dosis relatif rendah 5 pg/mL per dosis atau
10-20 pg/mL per dosis dan memicu apoptosis dengan
dosis 40 pug/mL per dosis. Pada konsentrasi relatif
rendah, senyawa fenol berfungsi sebagai antioksidan,
namun sebaliknya pada konsentrasi relatif tinggi
sebagai prooksidan yang mudah mengalami oksidasi
dan membentuk SOR.

Analisis hasil penelitian dengan kaspase-3
menyimpulkan a-mangostin mampu menurunkan
aktivasi kaspase-3, akan tetapi belum dapat
mengungkap apakah melalui mitokondria atau melalui
jalur aktivasilangsung NF-kB.

Keterbatasan Penelitian

Aplikasi sistemik a-mangostin yang dilakukan
terhadap bayi hewan coba tikus model EKN melalui
induksi iskemik reperfusi, stres dingin, dan asupan
formula pada penelitian ini mampu mengurangi
keparahan EKN melalui penurunan aktivasi parameter
NF-kB dan kaspase-3. a-mangostin diberikan sebelum
induksi EKN atau sebelum timbulnya manifestasi EKN,
yaitu sebagai upaya preventif. Penelitian ini memiliki
kelemahan tidak meneliti disfungsi mitokondria yang
mengawali prosesapoptosis daninflamasi.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini didapatkan
simpulan bahwa pemberian a-mangostin menurunkan
aktivitas NF-kB di enterosit pada hewan coba tikus yang
diinduksi menjadi EKN. Pemberian a-mangostin per
oral menurunkan aktivitas kaspase-3 di dalam plasma
enterosit hewan coba tikus yang diinduksi menjadi
EKN. Apoptosis melalui penurunan aktifitas NF-kB
dalam inti enterosit sangat bermakna pada ketiga
kelompok perlakuan pada pengamatan jam ke-72. Hal
yang sama didapat kan apoptosis melalui penurunan
aktifitas kaspase-3 dalam plasma enterosit sangat
bermakna pada ketiga kelompok perlakuan pada
pengamatanjamke-72.

Saran

Walaupun hasil penelitian ini telah menunjukkan
efek a-mangostin sebagai antiapoptosis melalui
penurunan aktivita NF-kB enterosit dan penurunan
kaspase 3, namun masih diperlukan penelitian lanjutan
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peran a-mangostin dalam mekanisme transduksi sinyal
khususnya pada reseptor yang terkait dengan
apoptosis melalui jalur intrinsik mitokondria. Untuk
melengkapi data ilmiah aspek farmakologik a-
mangostin sehingga dapat dikembangkan menjadi
herbal terstandar atau fitofarmaka perlu dilakukan
rangkaian penelitian pada hewan coba antara lain
meliputi uji toksisitas dan uji farmakokinetik.
Pemerintah diupayakan melakukan promosi obat
herbal terstandar khususnya a-mangostin.
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