Efek Ekstrak Pare terhadap Infiltrat Inflamasi dan Aktivasi Nf-κb pada Periodontitis
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ABSTRAK 
Periodontitis merupakan penyakit periodontal yang melibatkan gingiva, ligamen periodontal, sementum, dan tulang alveolar karena suatu proses inflamasi. Pada periodontitis, faktor virulensi periodontopatogen dan respon inflamasi dapat menstimulasi aktivitas NF-κB. CharantosideC dan momordicosides G pada buah pare dapat menghambat aktivasi NF-κB yang distimulasi oleh TNF-α. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui efek ekstrak etanol buah pare sebagai bahan antiinflamasi dengan analisis tingkat kepadatan infiltrat inflamasi dan jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB pada model periodontitis. Delapan puluh ekor tikus Wistar jantan dibagi menjadi 5 kelompok. Gigi insisivus rahang bawah diligasi selama 14 hari untuk menginduksi terjadinya periodontitis. Pada hari ke-14 masing-masing kelompok diberi ektrak buah pare 500 mg/kg BB, 250 mg/kg BB, dan 100 mg/kg BB, ibuprofen 100 mg/kg BB, dan aquades. Nekropsi tikus dilakukan pada hari ke-1,3,5, dan 7 setelah perlakuan. Pengambilan rahang bawah dilakukan untuk pembuatan preparat jaringan. Analisis imunohistokimia dilakukan untuk mengamati sel yang positif mengalami aktivasiNF-κB. Hasil penelitian menunjukkan berkurangnya kepadatan infiltrate inflamasi pada seluruh kelompok, kecuali pada aquades.Jumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasiNF-κB menunjukkan penurunan paling efektif pada kelompok pare 500 mg/kg BB,pada hari ke-7. Kesimpulan penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol buah pare yang memiliki efek antiinflamasi paling efektifadalah 500 mg/kg BB,yaitu pada hari ke-7 dari seluruh periode pengamatan.

Kata kunci: buah pare, infiltrat inflamasi, NF-κB, periodontitis

ABSTRACT:The Effect of Bittergourd on Inflammatory Infiltrate and NF-κB Activation in Periodontitis. Periodontitis is a periodontal disease involving gingivae, periodontal ligaments, cementum, and alveolar bone due to an inflammatory process. In periodontitis, periodontopathogenic virulence factor and inflammatory response can stimulate NF-κB activity. Charantoside C and M momordicosides in bittergourd may inhibit the activation of NF-κB stimulated by TNF-α. The purpose of this studywas to investigate the effect of bittergourd ethanol extract as anti-inflammatory material by analyzing inflammatory infiltrate density and number of cells undergoing NF-κB activation on periodontitis model. Eighty male Wistar rats were divided into 5 groups. The mandibular incisors were ligated for 14 days to induce periodontitis. On the 14th day each group was given 500 mg/kg BW, 250 mg/kg BW, and 100 mg/kg BW bittergourd extract, 100 mg/kg BWibuprofen, and aquades. The rat was sacrificed on day 1,3,5, and 7 after treatment.The lower jaw was proceed for tissue section. Immunohistochemical analysis was performed to observe NF-κB activation. The results showed a decrease in inflammatory infiltrate density of all treatment groups, except the group ofaquades. The number of inflammatory cells generated activation of NF-κB showed the most effective decrease in the 500 mg/kg BW of bittergourd on the 7th day. Thus, it is possible to conclude that the concentration of 500 mg/kg BW bittergourd ethanol extracton the 7th day has the most effective anti-inflammatory effect of all observation period.
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PENDAHULUAN 
	Periodontitis merupakan penyakit periodontal yang melibatkan gingiva, ligamen periodontal, sementum, dan tulang alveolar karena suatu proses inflamasi. Penyakit inflamasi kronis ini merupakan akibat respon jaringan terhadap bakteri periodontopatogen yang bertahan pada jaringan gingiva. Respon tersebut mengakibatkan perubahan pada jaringan gingiva atau dapat berkembang menyebabkan kerusakan pada jaringan periodontal, disertai hilangnya perlekatan dan kerusakan tulang.1 Sel-sel inflamasi yang berperan dalam penyakit periodontal di antaranya adalah neutrofil, makrofag, dan limfosit.2
	Penelitian-penelitian terdahulu telah menunjukkan bahwa penyebab penyakit periodontal berasal dari bakteri periodontopatogen, seperti: Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsyithia, Prevotella nigriscens, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum dan Campilobacter rectus.3 Hasil analisis reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) pada kelompok kontrol tikus Wistaryang diinduksi periodontitis menggunakan benang ligatur menunjukkan adanya keterlibatan A. actinomicetemcomitans sebesar 36% dan P. gingivalis 60%.4
	Nuclear factor-kappa B (NF-κB) merupakan protein kompleks, yaitu faktor transkripsi yang memegang peranan penting dalam regulasi sistem imun pada proses inflamasi. Pada periodontitis, lipopolisakarida (LPS) yang dilepaskan oleh periodontopatogen seperti  A. actinomicetemcomitans dan P. gingivalis berperan penting dalam aktivasi NF-κB. Pada saat terjadi infeksi periodontopatogen, bakteri-bakteri tersebut mengaktifkan faktor transkripsi NF-κB melalui rangsangan Toll Like Receptor (TLR), yang terekspresi pada sel-sel imun nonspesifik, termasuk sel makrofag, dendritik, dan epitel mukosa.5
	Tanaman pare (Momordica charantia) merupakan tanaman yang bermanfaat bagi kesehatan tubuh manusia. Pare dapat digunakan sebagai pengobatan tradisional dalam perawatan beberapa penyakit, begitu juga pada kondisi inflamasi.6,7 Penggunaan tanaman pare pada tikus dengan diet tinggi lemak, dapat menurunkan indikator inflamasi.8 Ekstrak akua-etanol buah pare dapat menekan aktivitas NF-κB.9 Tanaman pare juga dapat menurunkan kadar PGE2, IL-1β, IL-6, IL-7, TNFα, serta dapat meningkatkan sekresi TGF-β, IL-10.7
	Komponen bioaktif utama pada tanaman pare yang bersifat antiinflamasi adalah curcubitance-type triterpen glicosides. Nhiem dkk. (2011) melakukan penelitian terhadap 17 tipe curcubitance-type triterpen glicosides yang diisolasi dari buah pare. Dari 17 tipe tersebut, tipe 6 (charantoside C) dan tipe 8 (momordicosides G) ditemukan dapat menghambat aktivasi NF-κB yang distimulasi oleh TNFα pada sel HepG2.7
	Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek ekstrak etanol buah pare sebagai bahan antiinflamasi dengan menganalisis tingkat kepadatan infiltrat inflamasi dan jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB pada model periodontitis. 

METODE PENELITIAN
	Seluruh prosedur penelitian sudah disetujui oleh Komite Etik Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta dengan diterbitkannya Surat Keterangan Ethical Clearence No. 00768/KKEP/FKG-UGM/EC/2016. Delapan puluh ekor tikus Wistar jantan dibagi menjadi 5 kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari 4 tikus di setiap hari pengamatan (1, 3, 5, dan 7 hari setelah perlakuan).
	Sebelum dilakukan induksi periodontitis, tikus dianastesi menggunakan ketamin HCl secara intramuskular 1 ml/kg BB. Induksi periodontitis pada tikus dilakukan dengan cara pemasangan ligatur dari sutra (silk ligature) ukuran 3.0 pada bagian bawah gingiva tepi gigi insisivus anterior rahang bawah. Ligasi diperiksa setiap hari sampai dengan hari ke-14 setelah pemasangan. Pada hari ke-14, masing-masing kelompok diberikan ektrak buah pare 500 mg/kg BB, 250 mg/kg BB, dan 100 mg/kg BB, ibuprofen 100 mg/kg BB, dan aquades. Pemberian ekstrak buah pare, ibuprofen, dan aquades dilakukan secara per oral menggunakan oral gavage 3 kali sehari sebanyak 5 mL. Pengorbanan dilakukan pada hari ke-1, 3, 5, dan 7 setelah perlakuan dengan anastesi over dosis ketamine HCl secara intramuskular. Rahang bawah diambil untuk pembuatan sediaan jaringan dan analisis imunohistokimia.
	Rahang bawah difiksasi dengan buffered formalin 10% dan didekalsifikasi menggunakan EDTA 10% pH 7,4 selama 30 hari. Spesimen kemudian didehidrasi dengan cara direndam dalam alkohol bertingkat dilanjutkan dengan bahan penjernih. Spesimen dimasukkan ke blok parafin, diatur sedemikian rupa sehingga pada saat dipotong akan diperoleh potongan membujur. Selanjutnya, blok parafin dipotong setebal 4 µm dengan mikrotom untuk dicat menggunakan hematoksilin eosin (HE) dan setebal 5 µm untuk dicat imunohistokimia.
	Pengamatan data kepadatan infiltrasi inflamasi dilakukan dengan menilai 10 bidang pandang pada lapisan epitel dan jaringan ikat sulkus gingiva berdasarkan parameter berikut: “Absen”, jika pada 10 bidang lapangan pandang tidak menunjukkan adanya sel-sel inflamasi; “Sedikit”, jika setidaknya ada 5 bidang menunjukkan infiltrat sel-sel inflamasi yang menempati <50% dari lapangan pandang; “Sedang”, jika setidaknya ada 5 bidang menunjukkan infiltrat sel-sel inflamasi yang menempati >50% dari lapangan pandang; dan “Padat”, jika semua (10) bidang yang dievaluasi menunjukkan infiltrat sel-sel inflamasi yang menempati >90% dari lapangan pandang.
	Penilaian jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κBdilakukan dengan menghitung jumlah sel infiltrat inflamasi yang mengekspresikanNF-κB, yaitu adanya warna coklat pada nukleus sel. Pengamatan dilakukan pada 2 lapangan pandang, yaitu dasar sulkus gingiva dan jaringan ikat gingiva. Data yang diperoleh dari tingkat kepadatan infilrat inflamasi adalah data berskala ordinal, selanjutnya diuji dengan uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji  post hoc Mann Withney. Jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB berskala nominal, diuji dengan uji Anava dua jalur dilanjutkan dengan uji post hoc LSD.

HASIL PENELITIAN
	Hasil penelitian menunjukkan bahwa tingkat kepadatan infiltrat sel inflamasi pada seluruh kelompok perlakuan mengalami penurunan seiring bertambahnya hari pengamatan, kecuali pada kelompok tikus yang hanya diberi aquades.Kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol buah pare 500 mg/kg BB dan ibuprofen 100 mg/kg BB menunjukkan penurunan tingkat kepadatan menjadi sedikit pada akhir pengamatan. Hal ini mengindikasikan bahwa proses inflamasi menurun dengan pemberian ekstrak etanol buah pare dan ibuprofen (Tabel 1).
Analisis perbedaan data ordinal dari kelima kelompok perlakuan dilakukan dengan menggunakan uji Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan nilai signifikansi p>0,05 pada hari ke-1 dan ke-3, sedangkan pada hari ke-5 dan ke-7 adalah p<0,05. Hal ini berarti bahwa kepadatan infiltrat inflamasi berbeda signifikan pada hari ke-5 dan ke-7 pada berbagai kelompok (Tabel 2). Untuk mengetahui perbedaan antara kelompok perlakuan pada hari ke-5 dan ke-7, dilanjutkan dengan uji post hoc Mann Whitney. Pada hari ke-5 dan ke-7 diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan kepadatan inflamasi yang bermakna antara kelompok ekstrak pare berbagai konsentrasi dengan aquades, dan antara ibuprofen 100 mg/kg BB dengan aquades (p<0,05), sedangkan antara kelompok ekstrak pare berbagai konsentrasi dan ibuprofen 100 mg/kg BB menunjukkan perbedaan tidak bermakna (p>0,05). Hal ini berarti bahwa setelah pemberian ekstrak  etanol buah pare kepadatan infiltrat inflamasi pada hari ke-5 dan ke-7 berbeda bermakna bila dibandingkan dengan aquades, namun tidak bermakna bila dibandingkan dengan ibuprofen. Dengan demikian, dapat diartikan bahwa efek pemberian ekstrak pare sama dengan ibuprofen sebagai kontrol positif. (Tabel 3).
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Tabel 1.	Tingkat Kepadatan Infiltrat Inflamasi pada Kelima Kelompok Perlakuan Selama Periode Pengamatan (Hari 1, 3, 5, 7)
	Kelompok
	Kepadatan
	Hari 1
	Hari 3
	Hari 5
	Hari 7

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB
	Sedikit
	0 (0%)
	1 (25%)
	3 (75%)
	4 (100%)

	
	Sedang
	1 (25%)
	2 (50%)
	1 (25%)
	0 (0%)

	
	Padat
	3 (75%)
	1 (25%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	Ekstrak pare 250 mg/kg BB
	Sedikit
	0 (0%)
	1 (25%)
	3 (75%)
	3 (75%)

	
	Sedang
	1 (25%)
	2 (50%)
	1 (25%)
	1 (25%)

	
	Padat
	3 (75%)
	1 (25%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	Ekstrak pare 100 mg/kg BB
	Sedikit
	0 (0%)
	0 (0%)
	1 (25%)
	3 (75%)

	
	Sedang
	2 (50%)
	3 (75%)
	3 (75%)
	1 (25%)

	
	Padat
	2 (50%)
	1 (25%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	Ibuprofen 100 mg/kg BB
	Sedikit
	0 (0%)
	1 (25%)
	3 (75%)
	3 (75%)

	
	Sedang
	2 (50%)
	3 (75%)
	1 (25%)
	1 (25%)

	
	Padat
	2 (50%)
	0 (0%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	Aquades
	Sedikit
	0 (0%)
	0 (0%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	
	Sedang
	1 (25%)
	1 (25%)
	1 (25%)
	1 (25%)

	
	Padat
	3 (75%)
	3 (75%)
	3 (75%)
	3 (75%)

















Tabel 2.	Hasil Uji Kruskal WallisTingkat Kepadatan Infiltrat Inflamasi pada Kelima Kelompok Perlakuan Selama Periode Pengamatan (Hari 1, 3, 5, 7)
	Kelompok
	Hari 1
	Hari 3
	Hari 5
	Hari 7

	
	Mean Rank
	p
	Mean Rank
	p
	Mean Rank 
	p
	Mean Rank 
	p

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB
	11,50
	0,87
	9,38
	0,26
	7,63
	0,03*
	7,00
	0,02*

	Ekstrak pare 250 mg/kg BB
	11,50
	
	9,38
	
	7,63
	
	9,13
	

	Ekstrak pare 100 mg/kg BB
	9,00
	
	11,13
	
	11,88
	
	9,13
	

	Ibuprofen 100 mg/kg BB
	9,00
	
	7,25
	
	7,63
	
	9,13
	

	Aquades
	11,50
	
	15,38
	
	17,75
	
	18,13
	


Keterangan: * : berbeda bermakna pada p<0,05



Tabel 3.	Post Hoc Mann Whitney Tingkat Kepadatan Infiltrat Inflamasi pada Kelima Kelompok Perlakuan pada Hari ke-5 dan Ke-7
	Kelompok
	Nilai p

	
	Hari ke-5
	Hari ke-7

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB-Ekstrak pare 250 mg/kg BB
	1,00
	0,32

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB-Ekstrak pare 100 mg/kg BB
	0,19
	0,32

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB-Ibuprofen 100 mg/kg BB
	1,00
	0,32

	Ekstrak pare 500 mg/kg BB-Aquades
	0,02*
	0,01*

	Ekstrak pare 250 mg/kg BB-Ekstrak pare 100 mg/kg BB
	0,19
	1,00

	Ekstrak pare 250 mg/kg BB-Ibuprofen 100 mg/kg BB
	1,00
	1,00

	Ekstrak pare 250 mg/kg BB-Aquades
	0,02*
	0,02*

	Ekstrak pare 100 mg/kg BB-Ibuprofen 100 mg/kg BB
	0,19
	1,00

	Ekstrak pare 100 mg/kg BB-Aquades
	0,04*
	0,02*

	Ibuprofen 100 mg/kg BB-Aquades
	0,02*
	0,02*


Keterangan: * : berbeda bermaknapada p<0,05

Kepadatan infiltrat inflamasi menurun dari awal pengamatan (hari ke-1) hingga akhir pengamatan (hari ke-7) pada semua kelompok, kecuali aquades.Analisis perbedaan kepadatan infiltrat inflamasi berdasarkan hari pengamatan pada masing-masing kelompok dilakukan dengan menggunakanujiKruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis pada Tabel 4 menunjukkan nilai signifikansi (p<0,05) pada seluruh kelompok, kecuali kelompok aquades(p=1,00). Hal ini berarti bahwa kepadatan infiltrat inflamasi berbeda bermakna dari awal hingga akhir pengamatan, kecuali pada kelompok aquades.
Untuk mengetahui kemaknaan perbedaan hari pada tiap kelompok, dilanjutkan dengan uji post hoc Mann Whitney. Tabel 5 menunjukkan bahwa  terdapat perbedaan bermakna  (p<0,05) antara kelompok pare 500 mg/kg BB,250 mg/kg BB, 100 mg/kg BB dan ibuprofen 100 mg/kg BB pada hari 1 dengan 5, dan hari 1 dengan 7. Hal ini berarti bahwa penurunan kepadatan infiltrat inflamasi secara signifikan terjadi pada 5 hari setelah pemberian ekstrak pare 500 mg/kg BB,250 mg/kg BB, 100 mg/kg BB dan ibuprofen 100 mg/kg BB. Penurunan kepadatan infiltrat inflamasi yang signifikan juga ditemui pada kelompok ibuprofen 100 mg/kg BB pada hari 1 dengan 3, serta kelompok pare 500 mg/kg BB dan 100 mg/kg BB pada hari 3 dengan 7. Sementara pada kelompok yang lain tidak ada perbedaan yang bermakna (p>0,05). Hal ini berarti bahwa pada kelompok tersebut tidak terjadi penurunan kepadatan infiltrat inflamasi selama hari pengamatan.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah sel dengan NF-κB teraktivasi mengalami penurunan seiring bertambahnya hari pengamatan pada kelompok tikus periodontitis yang diberi ekstrak etanol buah pare 500 mg/kg BB, 250 mg/kg BB, 100 mg/kg BB, Ibuprofen, dan aquades. Kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol buah pare 500 mg/kg BB memperlihatkan jumlah sel dengan NF-κB teraktivasi paling sedikit dibandingkan dengan kelompok lainnya. Kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol buah pare 250 mg/kg BB menunjukkan jumlah sel yang mengalami NF-κB lebih banyak dibandingkan dengan kelompok yang mendapatkan ekstrak buah pare 500 mg/kg BB,akan tetapi lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok 100 mg/kg BB. Kelompok tikus yang diberi ibuprofen 100 mg/kg BB menunjukkan jumlah sel dengan aktivasi NF-κB yang hampir sama dengan kelompok tikus yang diberi ekstrak etanol buah pare 100 mg/kg BB. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol buah pare yang diberikan, maka semakin sedikit pula jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB (Gambar 1).




Tabel 4.	Hasil Uji Kruskal WallisTingkat Kepadatan Infiltrat Inflamasi selama hari pengamatan (hari 1, 3, 5, 7) pada masing-masing kelompok


	Hari
	Ekstrak pare 500 mg/kg BB
	Ekstrak pare 250 mg/kg BB
	Ekstrak pare 100 mg/kg BB
	Ibuprofen 100 mg/kg BB
	Aquades

	
	Mean Rank
	P
	Mean Rank
	p
	Mean Rank 
	P
	Mean Rank 
	p
	Mean Rank 
	p

	Hari 1
	13,50
	0,02*
	13,38
	0,03*
	12,00
	0,04*
	13,25
	0,04*
	8,50
	1,00

	Hari 3
	10,00
	
	9,63
	
	10,50
	
	9,25
	
	8,50
	

	Hari 5
	6,00
	
	5,50
	
	7,38
	
	5,75
	
	8,50
	

	Hari 7
	4,50
	
	5,50
	
	4,13
	
	5,75
	
	8,50
	



Keterangan: * : berbeda bermaknapada p<0,05


Tabel 5.	Hasil Uji Post Hoc Mann WhitneyTingkat Kepadatan Infiltrat Inflamasi antar hari pengamatan pada masing-masing kelompok perlakuan


	Hari 
	P

	
	Pare 500 mg/kg BB
	Pare 250 mg/kg BB
	Pare 100 mg/kg BB
	Ibuprofen 100 mg/kg BB
	Aquades

	Hari ke-1-Hari ke-3
	0,16
	0,16
	0,50
	0,01*
	1,00

	Hari ke-1-Hari ke-5
	0,02*
	0,02*
	0,01*
	0,03*
	1,00

	Hari ke-1-Hari ke-7
	0,01*
	0,02*
	0,03*
	0,03*
	1,00

	Hari ke-3-Hari ke-5
	0,156
	0,16
	0,19
	0,19
	1,00

	Hari ke-3-Hari ke-7
	0,04*
	0,16
	0,04*
	0,19
	1,00

	Hari ke-5-Hari ke-7
	0,32
	1,00
	0,19
	1,00
	1,00



Keterangan: * : berbeda bermakna pada p<0,05

[bookmark: _GoBack]











Gambar 1.Jumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasi NF-κB pada 5 kelompok perlakuan selama periode pengamatan



Hasil uji normalitas jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB menggunakan analisis Shapiro Wilk menunjukkan bahwa data terdistribusi secara normal (p>0,05) dan homogenitas menggunakan Levene Test menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna atau homogen (p=0,01), sehingga dapat dilanjutkan dengan uji Anava dua arah. 
Hasil uji Anava dua arah pada Tabel 6 memperlihatkan bahwa terdapat berbedaan bermakna (p<0,05) jumlah sel inflamasi yang mengalamiNF-κB antar kelompok, hari pengamatan dan interaksi antara kelompok perlakuan dan hari pengamatan. Hal ini berarti bahwa hari pengamatan dan perlakuan berpengaruh signifikan terhadap jumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasi NF-κB. Untuk membandingkan perbedaan antara kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji post hoc LSD  yang dapat dilihat pada Tabel 7. Perbandingan antara hari pengamatan dapat dilihat pada Tabel 8. Hasil uji post hoc LSD padaTabel 7 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB antara kelompok perlakuan selama hari pengamatan (p<0,05), kecuali kelompok pare 100 mg/kg BB dengan ibuprofen 100 mg/kg BB pada hari ke-1 dan ke-3, dan kelompok pare 250 mg/kg BB dengan pare 100 mg/kg BB pada hari ke-7 (p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB antara kelompok perlakuan mengalami penurunan yang bermakna secara statistik, kecuali kelompok pare 100 mg/kg BB dibandingkan dengan  ibuprofen 100 mg/kg BB pada hari ke-1 dan ke-3, dan kelompok pare 250 mg/kg BB dengan pare 100 mg/kg BB pada hari ke-7. Hasil uji post hoc LSD pada Tabel 8 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB antara hari pengamatan pada masing-masing kelompok, yang ditunjukkan dengan nilai (p<0,05). Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa rata-rata jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB menunjukkan penurunan yang bermakna dari waktu ke waktu pada berbagai kelompok perlakuan.


Tabel6.Rangkuman hasil uji Anava dua arah jumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasi NF-κB
	Source
	F
	Sig.

	Kelompok
	348,025
	0,00*

	Hari
	3630,291
	0,00*

	Kelompok – Hari
	12,307
	0,00*



Keterangan: * : berbeda bermaknapada p<0,05


Tabel7.Hasil uji Posthoc LSDjumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasi NF-κBantar kelompok perlakuan
	Kelompok
	p

	
	Hari ke-1
	Hari ke-3
	Hari ke-5
	Hari ke-7

	Pare 500 mg/kg- Pare 250 mg/kg
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 500 mg/kg- Pare 100 mg/kg
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 500 mg/kg- Ibuprofen 100 mg/kg
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 500 mg/kg- Aquades
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 250 mg/kg- Pare 100 mg/kg
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,05

	Pare 250 mg/kg- Ibuprofen 100 mg/kg
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 250 mg/kg- Aquades
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Pare 100 mg/kg- Ibuprofen 100 mg/kg
	0,24
	0,33
	0,02*
	0,02*

	Pare 100 mg/kg- Aquades
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Ibuprofen 100 mg/kg- Aquades
	0,00*
	0,03*
	0,00*
	0,00*


Keterangan: * : berbeda bermaknapada p<0,05


Tabel 8.Hasil uji Posthoc LSDjumlah sel inflamasi yang mengalami aktivasi NF-κBantar hari pengamatan

	Hari 
	p

	
	Pare 500 mg/kg
	Pare 250 mg/kg
	Pare 100 mg/kg
	Ibuprofen 100 mg/kg
	Aquades

	Hari ke-1- Hari ke-3
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Hari ke-1- Hari ke-5
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Hari ke-1- Hari ke-7
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Hari ke-3- Hari ke-5
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,02*

	Hari ke-3- Hari ke-7
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*

	Hari ke-5- Hari ke-7
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*
	0,00*


Keterangan: * : berbeda bermaknapada p<0,05



PEMBAHASAN
	Periodontitis merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh interaksi antara bakteri periodontopatogen dengan sistem imun tubuh, yang ditandai dengan migrasi junctional epithelium ke arah apikal, hilangnya perlekatan jaringan ikat, kerusakan ligamen periodontal dan tulang alveolar.3 Induksi periodontitis pada penelitian ini diperoleh dengan cara pemasangan ligasi di sekeliling gigi insisivus rahang bawah tikus menggunakan benang dari sutra (silk ligature) ukuran 3.0.10 Setelah pemasangan ligasi dengan benang sutra selama 14 hari, gingiva tikus memperlihatkan gambaran klinis berupa perubahan warna yang menjadi merah, perdarahan, udem, dan terjadi resesi gingiva yang merupakan tanda-tanda klinis pada periodontitis. Pemasangan ligasi dapat memicu akumulasi plak dan mikroulserasi pada epitel sulkular.11
	Inflamasi merupakan respon pertahanan tubuh yang melibatkan sel inang, pembuluh darah, protein, dan beberapa mediator yang bertujuan untuk menghilangkan penyebab kerusakan sel dan memulai proses penyembuhan. Kondisi patologis pada proses inflamasi ditandai dengan adanya pelepasan mediator inflamasi oleh sel-sel inflamasi, sehingga menyebabkan kerusakan jaringan.12 Pelepasan mediator inflamasi tersebut diatur oleh NF-κB yang berperan sebagai faktor transkripsi. Aktivator NF-κB seperti LPS, TNFα, IL-1β banyak dijumpai pada penderita periodontitis. Molekul-molekul bertanggung jawab terhadap respon imun dan inflamasi yang menyebabkan kerusakan jaringan lunak dan tulang dalam perkembangan penyakit periodontitis.13
	Sel-sel dengan NF-κB teraktivasi pada hari ke-1 pengamatan ditemukan dalam jumlah yang banyak pada seluruh kelompok perlakuan. Hal ini kemungkinan karena invasi bakteri dan LPS pada jaringan akan menyebabkan aktivasi NF-κB pada sel epitel sulkus gingiva dan selanjutnya meningkatkan sekresi sitokin-sitokin pada aktivasi sel inflamasi.12 Jumlah sel yang mengalami aktivasiNF-κB selanjutnya menurun seiring dengan makin lamanya hari pengamatan. Hal ini kemungkinan dikarenakan charantoside C dan momordicoside G yang terdapat pada buah pare menghambat aktivasi NF-κB yang distimulasi oleh TNF.7 Bila aktivasi NF-κB terhambat, maka kadar mediator inflamasi di jaringan akan menurun.
	Pengamatan penelitian dilakukan pada 1, 3, 5, dan 7 hari setelah pelakuan. Tingkat kepadatan infiltrat inflamasi pada seluruh kelompok pengamatan menunjukkan penurunan selama hari pengamatan, kecuali pada kelompok aquades. Jumlah sel yang mengalami aktivasi NF-κB mengalami penurunan selama hari pengamatan dan fenomena ini terjadi pada seluruh kelompok. Hal ini kemungkinan terjadi karena proses biologi molekuler inflamasi menurun sebagai respon terhadap pemberian ekstrak etanol buah pare sebagai bahan antiinflamasi. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Chao dkk. (2014) yang dilakukan pada tikus sepsis. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa pemberian buah pare pada tikus sepsis mengakibatkan penurunan ekspresi protein COX-2, iNOS, NF-κB, dan respon inflamasi selama periode pengamatan.8
	Efektifitas antiinflamasi ekstrak etanol buah pare 500 mg/kg BB lebih baik bila dibandingkan dengan ekstraketanol buah pare 250 mg/kg BB, 100 mg/kg BB, atau ibuprofen 100 mg/kg BB. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Ullah dkk. (2012) yang menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanolik buah pare 500 mg/kg BB memiliki efek antiinflamasi lebih baik dibandingkan dengan dosis yang lebih kecil.15 Kemungkinan hal ini disebabkan oleh semakin besar dosis yang diberikan, maka jumlah zat aktif yang berperan sebagai antiinflamasi terkandung dalam jumlah banyak. Dengan demikian, pemberian ekstrak etanol buah pare 500 mg/kg BB dapat direkomendasikan sebagai bahan antiinflamasi pada penyakit periodontitis. Penggunaan ekstrak etanol tanaman pare sampai dosis 2000 mg/kg BB tidak memiliki efek toksik dan perubahan perilaku, sehingga dapat dipertimbangkan sebagai obat antiinflamasi herbal yang aman.15
	Ibuprofen sebagai antiinflamasi memiliki beberapa efek, seperti menghambat sintesis PGE2, menghambat fungsi leukosit, menekan migrasi neutrofil dan makrofag yang distimulasi IFN-γ, menurunkan kadar NF-κB, I-κB, dan IKK. Hasil penelitian yang menunjukkan bahwa setelah pemberian ibuprofen 100 mg/kg BB kepadatan infiltrat inflamasi menurun seiring dengan bertambahnya waktu pengamatan. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Raisford (2009), bahwa ibuprofen dapat menurunkan kadar IL-1β dan IL-6 pada hasil pemeriksaan mikrodialisa setelah pemberian 800 mg ibuprofen.14	

KESIMPULAN
	Kesimpulan dari penelitian ini adalahpemberian ekstrak etanol buah pare dapat menurunkan kepadatan infiltrat inflamasi, dan menghambat aktivasi NF-κB pada gingiva tikus yang diinduksi periodontitis. Konsentrasi ekstrak etanol buah pare yang paling efektif memiliki efek antiinflamasi adalah 500 mg/kg BB. Efek antiinflamasi paling baik tersebut ditemukan pada hari ke-7.
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