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EKSPRESI TNF-a MAKROFAG DI RONGGA MULUT TIKUS WISTAR YANG
DIBERI KONSUMSI EKSTRAK CAIR DAUN MIMBA (A4zadirachta Indica)

Nuzulul Hikmah', dan I Dewa Ayn Ratna Dewanti'

Abstract: Multidimentional crisis in Indonesia caused-to effects the medicine price may not be
reached by the citizen, cause citizen choose the traditional medicine. Neem are one of the trees
traditional medicine known by society and has function as immunomodulatory. In the other side
TNF-a macrophage were caused to effect activity innate response. TNF-o. expression on the
macrophage in otal hase been caused aqueous extract from neem was not explained yet. This
research is to explaned there are TNF-a. expression on macrophage in oral wistar There are 4
groups, one group wich was called as controle group (KO) hadn'’t been fed aqueous extract from
neem leaves, the other group which was under treatment classicfied into 3 groups. First group
was fed with 50 mg/day/kg body weigth aqueous extracts from neem leaves, until day 21 (KP1),
second group was fed with 100 mg/day/kg body weigth aqueous extract from neem leaves, 8 until
day 21 (KP2), third group was fed with 200 mg/day/kg body weigth aqueous extract from neem
leaves, then until day 21 (KP3). Each group is studied at the day 22 We terminate the rats to
take the tongue’s net of rats, so we can make supply and painting for immunohistochemistry. The
study showed that there were different result computed using anova, HSD test, Linier Regression.
Anova shows the significant different (p<0,01) between each groups. The HSD test shows the
significant different (p<0,05) each groups. TNF-a be the stakeholders to effort this problems
solve, because they are the stimuli sensore from environment, use as parameter to see the effect
from the change of innate immune component. aqueous extract from neem leaves increased the
macrophage TNF-a. expression in oral wistar rats .

Key words : TNF-a.; Azadirachta Indica juss ; macrophage; phagocytosis ; innate immune

. PENDAHULUAN

‘ Mimba (Azadirachta Indica) telah
dikenal dan dimanfaatkan masyarakat untuk
‘ mengatasi berbagai macam penyakit, seperti
: cacingan, kudis, malaria, infeksi jamur,
mengatasi tumor dan alergi "% Beberapa
penelitian membuktikan mimba memodulasi
imunitas alami dan adaptif ***%, sedangkan
imunitas alami  (fagositosis) terutama
makrofag berperan penting dalam melawan
C albicans yang merupakan penyebab utama
kandidiasis mulut 7%, Kandidiasis mulut
salah satu penyakit infeksi yang palin
banyak dijumpai di rongga mulut (80%) '.
Penelitian ~ sebelumnya oleh  penulis
membuktikan perasan daun mimba dapat
menghambat pertumbuhan C albicans secara
in vitro Daun mimba di samping
mempunyai khasiat sebagai antimikroba
* juga berfungsi sebagai imunomodulator.
Makrofag sebagai fagosit profesional
mengenali dan menghancurkan patogen
melalui beberapa reseptor merangsang
produksi substansi mikrobial melalui CD14
yang diekspresikan ke permukaan sel, akan

'Dosen Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

mengaktifkan Toll-like receptors (TLRs)
serta NF-xB ', Stimulasi ~sitokin
proinflamatori dan aktivasi innate immunity
tergantung keakuratan pengenalan dari
invasi patogen. Oksidatif antara lain dengan
cara menghasilkan superoksid dan NO yang
dihasilkan sistem iNOS, dimana aktivitas
keduanya dapat diinduksi TNF-a, sedangkan
aktivitas  fagositosis meliputi  fungsi
penelanan  (fungicidal  uptake)  dan
pembunuhan  intraseluler  (fungisidal),
sedangkan cara non oksidatif dengan
memproduksi sitokin, seperti TNF-a yang
dapat memodulasi aktivitas fagositosis
112 Penelitian lain membuktikan ekstrak
cair daun mimba dapat meningkatkan jumlah
makrofag,  sehingga  diduga  dapat
mempengaruhi TNF o yang merupakan
sitokin ~ yang  berperan  mengaktivasi
fagositosis', sehingga menimbulkan suatu
rumusan masalah : Bagaimana ekspresi
TNF-o.  di rongga mulut tikus wistar yang
diberi konsumsi ekstrak cair daun mimba ?
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METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan
cksperimental laboratoris dengan jumlah
sampel 20 ekor tikus Wistar jantan, yang
memenuhi ”Declaration of Helsingki”,
dengan berat 100-200 gr, usia 2-3 bulan
yang dilakukan adaptasi 1 minggu, terdapat
4 kelompok yang terbagi menjadi kelompok
kontrol (KO) yang tidak diberi konsumsi
ekstrak cair daun mimba, kelompok
perlakuan yang terdiri dari : kelompok yang
diberi konsumsi ekstrak cair daun mimba
dosis 50 mg/hari/kg berat badan, sampai hari
ke 21 (KP1), kelompok yang diberi
konsumsi ekstrak cair daun mimba dosis 100
mg/hari/kg berat badan, sampai hari ke 21
(KP2), kelompok yang diberi konsumsi
ekstrak cair daun mimba dosis 200
mg/hari/kg berat badan, sampai hari ke 21
(KP3). Masing-masing kelompok dilakukan
pengamatan pada hari ke 22 tikus
dikorbankan dan dilakukan pengambilan
jaringan lidah tikus untuk dibuat sediaan,
kemudian dilakukan analisis TNF-a dengan
metode imunohistokimia, yaitu : dilakukan
deparanisasi menggunakan xylol, xylol
dihilangkan dengan etanol mulai absolut
sampai 70%, air, dan PBS (Phosphate Buffer
Saline) pH 7,4 dan diberi tripsin 0,0 25%.
Preparat digenangi larutan H;0, 3%, dicuci

dengan PBS 2x dan dilakukan proses
bloking dengan BSA 3%. Anti mouse TNF-a
direaksikan, diinkubasi selama 24 jam pada
suhu  4°C  dalam humidity chamber.
Kemudian direaksikan dengan biotiyilized
secondary Ab (anti rabbit). Dicuci 3x
dengan PBS, dan ditambahkan streptavidin
berlabel peroksidase dan diinkubasi selama 1
jam. Dilakukan pencucian kembali dengan
dengan PBS 3x, direaksikan dengan substrat
DAB (Diamine Benzidine), kemudian
ditambahkan “Meyer-HE”. Data yang
diperoleh dianalisis dengan Anova dan
dilanjutkan Uji HSD.

HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian (gambar 1)
menunjukkan  ekspresi TNF-o  pada
makrofag pada kelompok yang diinokulasi C
albicans terjadi penurunan disbanding
kontrol, sedangkan kelompok perlakuan
dengan ekstrak cair daun mimba terjadi
peningkatan, dimana semakin tinggi dosis
ekstrak mimba yang diberikan semakin
tinggi  ekspresi TNF-a. Gambar 2
menunjukkan ekspresi TNF-o. makrofag
pada epitel berjumlah lebih banyak
dibandingkan subepitel. Hal ini

menunjukkan bahwa mungkin C albicans
banyak dijumpai di epitel .

Gambar 1. Ekspresi TNF-a pada makrofag di rongga mulut (pembesaran 400x)

Keterangan :

Warna coklat menunjukkan terdapat ekspresi TNF-o. (
Warna biru menunjukkan tidak ada ekspresi TNF-a. (X)

A. Kontrol pengecatan (terlihat makrofag yang berwarna biru)
B. Ekspresi TNF-a pada makrofag kelompok Kontrol (K0)
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C. Ekspresi TNF-a pada makrofag kelompok Perlakuan 1 (KP1)
D, Ekspresi TNF-a pada makrofag kelompok Perlakuan 2 (KP2)
E. Ekspresi TNF-a pada makrofag kelompok Perlakuan 3 (KP3)

Gambar 2. Ekspresi TNF a'pada makrofag dengan teknik imunohistokimia
(pembesaran 400x) di epitel (A) dan subepitel (B)

Perbedaan  bermakna  (p<0,01)
terbukti dari hasil manova, begitu juga dari
Uji HSD memberikan hasil terdapat
perbedaan bermakna. Selanjutnya dilakukan
uji  korelasi dengan  regresi linier
menggambarkan hubungan positif yang
sangat erat (0,985) (gambar 3), sehingga

semakin tinggi dosis ekstrak cair daun
mimba, maka semakin meningkatkan jumlah
sel makrofag yang mengekspresikan TNF-a.
Pola konstribusi diskriminan menunjukkan
kemampuan ekstrak cair daun mimba
dengan semakin tinggi dosis yang diberikan,
maka TNF-a semakin meningkat.

Ekspresi TNF-alpha ekstrak cair daun mimba

Kelompok Penelitian

BKO
8 KP1
B KP2
DKP3

Gambar 3. Ekspresi TNF-a akibat ekstrak cair daun mimba

47 Jurnal Sainstek, Vol. 9 No. 1, Juni 2010



48 Jurnal Sainstek, Vol. 9 No. 1, Juni 2010

TNF a

30.00 2 Qbserved
25.00
20.60
15.00 |
10.00
5.00
0.00 DU S SHE R

0.00 50.00 100.00 150.00

Dosis Mimba (mg/kgBB)

Gambar 4 Grafik linier ekspresi TNF-a pada makrofag

Gambar 4 menunjukkan bahwa
ekspresi TNF-a (bulatan) terletak di sekitar
garis yang lurus ke kanan dengan posisi
naik, artinya bahwa semakin tinggi dosis
mimba yang diberikan, maka semakin
meningkatkan ekspresi TNF-a.

PEMBAHASAN

: Penelitian ini telah memenuhi
“Declaration of Helsinki” menunjukkan
bahwa daun mimba dengan komponen
imunomodulator  (diduga galic acid,
catechin, epicatechin) membangun
keseimbangan baru melalui regulasi sistem
imun yang hasilnya dapat kita kenali dari
produk yang dihasilkan sel makrofag, dalam
menghadapi stressor, seperti terlihat pada
gambar 5. Aktivitas TLR2, TLR4
mempengaruhi  phospatidilinositol  pada
membran sel makrofag dan akan
mengaktifkan protein Rac, selanjutnya akan
mengaktivasi NF-xB dan AP-1 melalui jun
kinase melalui jalur MAPK (The mitogen-

activated protein kinase). Termasuk jalur ini .

ERK (Extracelluler signal-regulated
kinase), JNK (c-jun N-terminal kinase)dan
p38. ERK mempengaruhi aktivitas jun,
sedangkan p38 mempengaruhi produksi IL-
6, IL-8 dan IL-12. Aktivitas p38 dan ERK
dapat mengaktivasi AP-1. Ketiga jalur

MAPK dapat diaktivasi dalam waktu yang
sama. NF-xB merupakan regulator dari
respons awal terhadap patogen dan sebagai
aktivator respons imun. NF-kB adalah p50-
p65 dari keluarga protein heterodimer yang
menstranskripsi  bermacam-macam  gen.
Aktivasi NF-xB memerlukan fosforilasi
protein IxB, kemudian terjadi degradasi
yang menyebabkan p50-p65 berada dalam
nukleus dan mengaktifkan bermacam-
macam gen. Setelah terjadi pelepasan I-«B,
maka terjadi peningkatan aktivitas faktor
transkripsi NF-kB yang menstimulasi
ekspresi gen yang mempengaruhi produksi
TNF-o dan aktivitas fagositosis. Stimulasi
ekspresi gen antara lain mempengaruhi
produksi TNF-o. Dalam respons imun
terhadap patogen, TNF-a berperan sebagai
imun primer dalam regulasi sistem imun.
Khusus pada makrofag sitokin  ini
meningkatkan aktivitas dalam membunuh
patogen, di mana aksi ini menjadi mediator
penting pada inflamasi. TNF-o, IL-6
menginduksi proliferasi netrofil selama
inflamasi, apoptosis, deferensiasi,
deferensiasi, tumorigenesis, replikasi virus.
TNF-0, IL-6 ini diproduksi secara kontinyu
oleh sel untuk homeostasis dan akan
meningkat dengan tujuan remodeling atau
replacement dari injuri, yang berkaitan
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dengan pen;mkit inflamatori ~ atau
noninflamatori *>16, ' ;

KESIMPULAN

Ekstrak cair  daun mimba
meningkatkan ekspresi TNF-a di rongga
mulut tikus wistar.
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