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ABSTRACT

The effect of Psidium guajava juice on the histopathologic chronic inflammation parameter and expression of vascular endothelial
growth factor

Background: Poliphenol compound and vitamin C in Psidium guajava L has antioxidant, antiinflammation, and antiangiogenic
effect. These effects work by inhibiting cytokine, MMP, and VEGF expression. Effects in chronic inflammation histopathological
parameter and angiogenic component (VEGF) is not yet known. The objective of the study was to analyze the effect of Psidium
guajava L juice on histopathological parameter of chronic inflammation (the depth of cartilage destruction, amount of mononuclear
cell, amount of capillary vessel) and VEGF expression in adjuvant-induced arthritis Wistar rats.

Methods: It was an laboratory experimental with post test only control group design. Two groups of male Wistar rat, aged 3-4
month, were induced with CFA 0,1 ml twice. After booster on the seventh day, control group was given aquadest, and another group
was given Psidium guajava L juice 9 g/15 ml per day, divided into 3 doses for 14 days. Histopathological parameter evaluation and
VEGF expression was done in 10 fields view. All data were analysed by T-Test, with level of significant p<0.05.

Result: The amount of mononuclear cell (p=0.000) and capillary vessel (p=0.000) in P group is significantly fewer than K group.
The amount of capillary vessel with positive VEGF expression (p=0.138) and size of depth in cartilage destruction (p=0.120) shows
no significance difference between two groups.

Conclusion: Psidium guajava L juice shows a lowering effect on histopathological parameter of chronic inflammation and VEGF
expression in adjuvant-induced arthritis Wistar rats.
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ABSTRAK

Latar belakang: Senyawa polifenol dan vitamin C dalam buah Psidium guajava L memiliki efek antiinflamasi, antioksidan, dan
antiangiogenik. Ketiga efek ini bekerja melalui penghambatan terhadap sitokin inflamasi, MMP, dan ekspresi VEGF. Efek terhadap
parameter histopatologi radang kronik dan komponen angiogenesis (VEGF) pada arthritis belum diketahui.

Tujuan: Menganalisis pengaruh jus Psidium guajava L terhadap parameter histopatologi radang kronik berdasarkan ukuran
kedalaman destruksi tulang rawan oleh panus, jumlah sel radang mononuklear, jumlah pembuluh darah kapiler dan ekspresi VEGF
Jjaringan sendi adjuvant-induced arthritis tikus Wistar.

Metode: Jenis penelitian eksperimental laboratorik dengan desain post test only control group. Tikus Wistar jantan usia 3-4 bulan
dibagi 2 kelompok, diinduksi CFA 0,1 ml 2 kali. Setelah hari ke-7 booster, kontrol diberi aquades, perlakuan diberi jus Psidium
guajava L 9 g/15 ml per hari dibagi dalam 3 dosis selama 14 hari. Penilaian parameter histopatologi radang kronik dan ekspresi
VEGF dilakukan manual dalam 10 lapangan pandang. Dilakukan uji beda T-Test dengan tingkat kemaknaan p<0,05.

Hasil: Pada ukuran kedalaman destruksi tulang rawan, tidak ada perbedaan bermakna antara K dengan P (p=0,120). Jumlah sel
radang mononuklear P lebih sedikit secara bermakna dibandingkan K (p=0,000). Jumlah pembuluh darah kapiler P lebih sedikit
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secara bermakna dibandingkan K (p=0,000). Jumlah
pembuluh darah dengan ekspresi VEGF positif tidak ada
perbedaan bermakna antara K dengan P (p=0,138).

PENDAHULUAN

Artritis rheumatoid (AR) merupakan suatu penyakit
autoimun yang ditandai dengan terdapatnya sinovitis
erosif simetrik, walaupun terutama mengenai jaringan
persendian, seringkali juga melibatkan organ tubuh
lainnya. Artritis rheumatoid bersifat kronik progresif.
Pengobatan bertujuan untuk menghilangkan gejala
inflamasi (lokal maupun sistemik) serta mencegah
terjadinya destruksi jaringan dan deformitas.'”

Pengobatan AR saat ini menggunakan kombinasi obat
anti inflamasi non-steroid (OAINS) dengan disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDs). Pengobatan
ini bersifat jangka panjang, berpotensi menyebabkan
efek samping yang mengganggu serta toksisitas lebih
besar.! Terobosan yang dilakukan untuk mendapatkan
senyawa terapi AR yang lebih baik telah dilakukan.
Antibodi anti fumor necrosis factor o (anti-TNFa)
merupakan pilihan terbaru. Obat ini telah melalui uji
klinik, namun masih banyak pasien yang tidak responsif
terhadap terapi ini.” Berbagai jenis senyawa terapi baru
terus diteliti, namun masih pada tahapan penelitian
eksperimental dengan hewan coba yang dikondisikan
mengalami artritis.”®

Model tikus artritis yang digunakan adalah tikus yang
diinduksi dengan complete Freund’s adjuvant (CFA),
0,1 ml di bagian ekor atau telapak kaki belakang,
selama 7 hari akan muncul tanda klinis AR pada
tikus.”® Beberapa peneliti lain menggunakan dua kali
suntikan. Suntikan kedua merupakan booster.”®

Senyawa terapi AR yang sudah diteliti terhadap model
hewan coba meliputi fetrathiomolybdate (senyawa anti
inflamasi dan anti angiogenesis), dan senyawa anti
inflamasi yang terdapat dalam spirulina fusiformis,
Vitamin C 50 mg (senyawa anti oksidan dan anti
inflamasi), dan jus jambu biji. Semuanya memberi hasil
yang signifikan pada parameter klinis, serologis,
maupun histologis.**®

Jambu biji adalah salah satu buah yang dikenal
mengandung senyawa yang memiliki potensi anti
inflamasi, anti oksidan dan anti angiogenik. Kandungan
senyawa aktif tertinggi yang sudah diketahui dalam
buah jambu biji adalah vitamin C (228,3 mg/100 g),
likopen (5204 mcg/100 g) dan polifenol.” '

Kemampuan menurunkan kadar TNF-o dan ion nitrit
serum oleh kandungan vitamin C dapat berperan
penting dalam menghambat progresifitas AR karena
menurunnya kadar sitokin dan mediator pro-inflamasi
akan berdampak pada berkurangnya jumlah sel radang
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Simpulan: Pemberian jus jambu biji (Psidium guajava L)
berpengaruh memperbaiki beberapa parameter radang kronik
pada tikus Wistar yang mengalami arthritis.

mononuklear di dalam stroma sinovium, dan
mengurangi tingkat degradasi matriks ekstraseluler."'

Peng CC dan kawan-kawan di tahun 2010 membuktikan
bahwa fraksi polifenol daun jambu biji dapat meng-
hambat ekspresi VEGF, IL-6, IL-8, MMP-2, dan MMP-
9 pada sel kanker prostat. Hasil penelitian ini meng-
gambarkan bahwa kandungan polifenol jambu biji
memiliki efek anti-angiogenik dan anti-inflamasi."’
Kemampuan penghambatan ekspresi VEGF oleh
polifenol diharapkan mampu menurunkan ekspresi
VEGF endotel kapiler, yang nantinya juga akan
berdampak pada menurunnya jumlah pembuluh darah
kapiler di stroma. Penghambatan ekspresi IL-6 dan IL-8
diharapkan bekerja sinergi dengan kemampuan vitamin
C sebagai senyawa anti inflamasi, sehingga jumlah sel
radang mononuklear akan menurun. Sedangkan
kemampuan penghambatan ekspresi MMP-2 dan MMP-
9 oleh polifenol diharapkan mampu mengurangi tingkat
degradasi matriks ekstraseluler, sehingga ketebalan
panus berkurang dan meminimalisir terjadinya destruksi
tulang rawan sendi.'' "

Secara histopatologi, kelainan AR dapat dilihat pada
beberapa parameter histopatologi radang kronik, yang
meliputi adanya destruksi jaringan (dalam hal ini
destruksi tulang rawan sendi oleh panus), sebukan sel
radang mononuklear, dan peningkatan vaskularisasi
akibat terbentuknya banyak pembuluh darah baru
(pembuluh kapiler)."'>"?

Penelitian sebelumnya belum melihat efek terapi jambu
biji terhadap komponen angiogenesis dan parameter
histopatologi radang kronik,® maka penelitian ini akan
melihat apakah perbaikan klinis dan serologis pada
model tikus artritis yang diterapi dengan jus jambu biji
disebabkan adanya pengaruh terhadap komponen
angiogenesis (VEGF) dan komponen proses radang
kronik.

Hasil penelitian ini dapat menjadi bahan pertimbangan,
maupun dasar bagi pengembangan penelitian buah
jambu biji sebagai salah satu terapi tambahan dalam
modalitas terapi radang kronik, khususnya artritis
rheumatoid, baik di tahap uji pre-klinis maupun uji
klinis.

Tujuan penelitian ini adalah membuktikan pengaruh jus
jambu biji (Psidium guajava L) terhadap parameter
histopatologi radang kronik (ukuran kedalaman
destruksi tulang rawan oleh panus, jumlah sel radang
mononuklear, jumlah pembuluh darah kapiler) dan
ekspresi vascular endothelial growth factor jaringan
sendi adjuvant-induced arthritis tikus Wistar.
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METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratorik dengan desain post test only control group,
dilakukan di LPPT Unit IV UGM Yogyakarta,
Laboratorium Patologi Anatomi FK UGM Yogyakarta,
dan Laboratorium Patologi Anatomi FK UNDIP
Semarang selama 5 minggu mulai bulan Juni sampai
Juli 2010. Jumlah sampel adalah 12 ekor tikus Wistar
jantan usia 3-4 bulan, berat 150-250 g, dan tidak tampak
abnormalitas anatomis luar. Kriteria eksklusi: tidak
muncul pembengkakan pada telapak kaki depan setelah
hari ke-7 booster imunisasi CFA intradermal di telapak
kaki belakang atau mati selama penelitian berlangsung.

Induksi dilakukan pada semua kelompok penelitian
setelah masa adaptasi. Tikus dibius umum agar
mengurangi rasa sakit ketika diinjeksi. Dosis yang
digunakan yaitu 0,1 ml CFA, diberikan 2 kali, yang
pertama dilakukan dengan menyuntikkan 0,1 ml CFA
intradermal di bagian ekor. Setelah 14 hari, diberikan
suntikan kedua, dilakukan dengan menyuntikkan 0,1 ml
CFA intradermal di kedua telapak kaki belakang,
menggunakan jarum suntik 25-gauge, disuntikkan di
antara jari kedua dan ketiga ke arah dorsal. Setelah 7
hari mulai diberikan perlakuan.’”*

Jambu biji yang digunakan adalah jambu biji merah
matang. Daging buah beserta kulit diblender tanpa air.
Biji jambu direbus dan disaring untuk digunakan airnya
sebagai tambahan volume jus jambu. Dosis jus jambu
biji yang diberikan pada kelompok perlakuan adalah
9 g/15 ml air, secara per oral menggunakan sonde
lambung, diberikan dalam 3 dosis setiap hari, selama 14
hari. Kelompok kontrol diberi aquades 15 ml/hari,
dibagi dalam 3 dosis.

Seluruh tikus diterminasi pada hari ke-15. Sendi lutut
salah satu kaki belakang tikus diambil untuk dibuat
preparat patologi anatomi dan dinilai ukuran kedalaman
destruksi tulang rawan, jumlah sel radang mononuklear
di stroma sinovium, jumlah pembuluh darah kapiler di
stroma sinovium dan jumlah pembuluh darah kapiler
yang mengekspresikan VEGF. Gambaran ini dinilai
oleh dua orang patolog secara blind, dengan pengecatan
HE dan IHK VEGEF, dilihat pada 10 lapangan pandang
yang sama dengan perbesaran 100x dan 400x, meng-
gunakan mikroskop Olympus® BX-51 dengan program
komputer dotSlide®, dilihat pada layar 17”.

Kedalaman destruksi tulang rawan oleh panus diukur
dari permukaan panus terluar sampai dasar erosi ter-
dalam, dilihat dengan perbesaran 100x/lapangan
pandang kecil (LPK), diukur menggunakan penggaris
biasa, pada layar komputer 17”.

Jumlah sel radang mononuklear yang dihitung adalah
banyaknya sel radang mononuklear (limfosit, monosit,
histiosit, sel plasma, makrofag) yang terakumulasi di

sekitar pembuluh darah yang terbentuk di dalam stroma
sinovium, dilihat dalam 10 lapangan pandang dengan
perbesaran 400x/lapangan pandang besar (LPB).

Jumlah pembuluh darah kapiler yang dihitung adalah
pembuluh darah kapiler (rongga yang dilapisi oleh
endotel) yang ada di dalam stroma sinovium, dilihat
dalam 10 lapangan pandang dengan perbesaran 400x/
lapangan pandang besar (LPB) pada sediaan yang
dilakukan pengecatan VEGF.

Ekspresi VEGF positif yang dihitung adalah VEGF
yang diekspresikan oleh sel endotel pembuluh darah
yang ada di stroma sinovium, dengan pengecatan THK
antibodi anti-VEGF, dihitung dalam 10 lapangan
pandang dengan perbesaran 400x/lapangan pandang
besar (LPB).

HASIL

Dua belas ekor tikus dibagi dalam 2 kelompok, kontrol
dan perlakuan. Hasil penelitian terhadap parameter
histopatologi radang kronik yang terdiri atas 3 variabel
adalah sebagai berikut: (1) Ukuran kedalaman destruksi
tulang rawan oleh panus pada jaringan sendi adjuvant-
induced arthritis tikus Wistar menunjukkan hasil yang
tidak berbeda bermakna antara kelompok kontrol dan
perlakuan (p=0,120), meskipun diperoleh kecenderung-
an nilai yang lebih kecil pada kelompok perlakuan; (2)
Jumlah sel radang mononuklear pada jaringan sendi
adjuvant-induced arthritis tikus Wistar lebih sedikit
secara bermakna pada kelompok perlakuan dibanding-
kan kelompok kontrol (p=0,000); (3) Jumlah pembuluh
darah kapiler pada jaringan sendi adjuvant-induced
arthritis tikus Wistar lebih sedikit secara bermakna pada
kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol
(p=0,000).

Hasil penelitian terhadap ekspresi VEGF oleh endotel
pembuluh darah kapiler di stroma sinovium menunjuk-
kan tidak ada perbedaan yang bermakna antara kedua
kelompok (p=0,138), meskipun diperoleh kecenderung-
an nilai yang lebih kecil pada kelompok yang diberi
perlakuan.

PEMBAHASAN

Jambu biji dengan nama latin Psidium guajava L
diketahui memiliki kandungan polifenol dan vitamin C
yang cukup tinggi dan senyawa tersebut mampu
menghambat ekspresi VEGF, MMP, dan sitokin
inflamasi.'™" Efek penghambatan ini akan dilihat
terhadap parameter histopatologi radang kronik yang
terjadi pada adjuvant-induced arthritis tikus percobaan.
Parameter tersebut meliputi: kedalaman destruksi tulang
rawan, jumlah sel radang mononuklear, dan jumlah
pembuluh darah kapiler yang terbentuk di dalam stroma
sinovium.
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Gambar 1. Gambaran mikroskopis ukuran kedalaman

destruksi tulang rawan. Pengecatan HE,
pembesaran 100x. Kontrol (25 mm)
C
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Gambar 3. Gambaran mikroskopik jumlah sel radang
mononuklear di sekitar pembuluh darah yang
terbentuk dalam stroma sinovium. Pengecatan
HE, pembesaran 400x. (Kontrol)
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Gambar 5. Gambaran mikroskopik jumlah pembuluh darah
kapiler yang terbentuk di dalam stroma
sinovium. Pengecatan HE, pembesaran 400x.
(Kontrol)
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Gambar 2. Gambaran mikroskopis ukuran kedalaman
destruksi tulang rawan. Pengecatan HE,
pembesaran 100x. Perlakuan (18 mm)
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Gambar 4. Gambaran mikroskopik jumlah sel radang
mononuklear di sekitar pembuluh darah yang
terbentuk dalam stroma sinovium. Pengecatan
HE, pembesaran 400x. (Perlakuan)
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Gambar 6. Gambaran mikroskopik jumlah pembuluh darah
kapiler yang terbentuk di dalam stroma
sinovium. Pengecatan HE, pembesaran 400x.
(Perlakuan)
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Gambar 7. Gambaran mikroskopik pembuluh darah kapiler ~Gambar 8. Gambaran mikroskopik pembuluh darah kapiler

mengekspresikan ~ VEGF  (positif). yang  mengekspresikan =~ VEGF  (positif).
Pengecatan IHK VEGF, pembesaran 400x. Pengecatan IHK VEGF, pembesaran 400x.
(Kontrol) (Perlakuan)
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Gambar 9. Gambar telapak kaki belakang tikus normal Gambar 10. Gambar telapak kaki belakang tikus setelah
(sebelum induksi) induksi
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Gambar 11. Grafik box-plot ukuran kedalaman destruksi Gambar 12. Grafik box-plot jumlah sel radang mononuklear di

tulang rawan (p=0,120). RerataxSD kelompok sekitar pembuluh kapiler stroma sinovium
kontrol (30£13,9) dan perlakuan (19,5+5,9). (p=0,000).  RerataxSD  kelompok  kontrol

(309,8465,7) dan perlakuan (150+35).
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Gambar 13. Grafik box-plot jumlah pembuluh darah kapiler
di dalam stroma (p=0,000). Rerata+SD kelompok

kontrol (52,2+10,6) dan perlakuan (22+6,7).

Destruksi tulang rawan oleh panus merupakan salah
satu parameter histopatologi radang kronik pada arthritis
yang dipengaruhi oleh banyak faktor, antara lain:
komplemen, proses degradasi matriks ekstraseluler, dan
pembentukan panus.'? Polifenol dan vitamin C yang
terkandung dalam jus Psidium guajava L diketahui
bermanfaat menghambat terbentuknya faktor-faktor
tersebut.”*'" Hasil penelitian ini menunjukkan tidak ada
perbedaan yang bermakna pada ukuran kedalaman
destruksi tulang rawan oleh panus antara kelompok
kontrol dengan perlakuan. Ada beberapa kemungkinan
dari hasil penelitian terhadap variabel ini, yaitu pertama,
jus Psidium guajava L dengan dosis dan lama pemberi-
an tersebut mampu menghambat proses destruksi tulang
rawan pada kelompok perlakuan (ditunjukkan oleh nilai
pengukuran yang lebih kecil dari kontrol, namun belum
bermakna secara statistik), namun tidak mampu
memperbaiki kerusakan tulang rawan yang sudah
terjadi. Kedua, jus Psidium guajava L dengan dosis dan
lama pemberian tersebut tidak mampu menghambat
proses destruksi tulang rawan, namun mampu memper-
baiki kerusakan tulang rawan yang terjadi. Oleh karena
itu didapatkan hasil pengukuran yang lebih kecil di-
banding kontrol, namun tidak bermakna secara statistik.
Ketiga, jus Psidium guajava L dengan dosis dan lama
pemberian tersebut tidak optimal dalam menghambat
proses destruksi tulang rawan dan memperbaiki
kerusakan tulang rawan yang terjadi, sehingga hasil
yang diperoleh tidak bermakna secara statistik walaupun
menunjukkan angka yang lebih kecil. Keempat,
pengambilan sampel jaringan yang kurang representatif
(hanya diambil bagian tengah) bisa memberikan
gambaran positif palsu ataupun negatif palsu. Penelitian
ini hanya melihat gambaran histopatologi pada bagian
medial/midline dari sendi lutut kaki belakang tikus.

28  Volume 47, Nomor 1, Tahun 2013

Gambar 14.
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Kontrol Perlakuan
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Grafik box-plot jumlah pembuluh darah kapiler
dengan ekspresi VEGF positif (p=0,138). Rerata
+SD  kelompok kontrol (27,3%12,3) dan
kelompok perlakuan (18+7,1).

Hasil penelitian ini menunjukkan jumlah sel radang
mononuklear di stroma sinovium kelompok perlakuan
lebih sedikit secara bermakna dibandingkan kelompok
kontrol. Penurunan jumlah sel radang mononuklear
pada kelompok perlakuan menunjukkan adanya peng-
hambatan terhadap sitokin  proinflamasi  yang
merupakan salah satu titik awal rangkaian proses
peradangan yang terjadi pada arthritis."""*'"> Sejalan
dengan penelitian sebelumnya oleh Wiralis yang
menunjukkan bahwa jus jambu biji dapat menekan
kadar nitric oxide plasma tikus yang diberi jus jambu
biji, namun dosis yang digunakan pada penelitian ini
lebih besar dibanding yang sebelumnya.®

Proses angiogenesis pun menunjukkan hasil yang
berbeda bermakna, di mana jumlah pembuluh darah
kapiler dalam stroma sinovium kelompok perlakuan
lebih sedikit secara bermakna dibanding kelompok
kontrol. Penurunan jumlah pembuluh darah kapiler di
dalam stroma sinovium menunjukkan adanya peng-
hambatan terhadap berbagai faktor yang berperan dalam
pembentukan pembuluh darah kapiler, antara lain:
sitokin proinflamasi, degradasi matriks ekstraseluler,
proliferasi sel sinovial, fibroblast, dan kondrosit, serta
ekspresi VEGF (baik oleh endotel pembuluh darah
maupun sel-sel sinovial).>'*'¢-*

Ekspresi VEGF oleh endotel pembuluh darah kapiler di
stroma sinovium kelompok perlakuan tidak berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol, meskipun
didapatkan kecenderungan nilai yang lebih kecil pada
kelompok perlakuan. Perbedaan yang tidak bermakna
ini dapat menunjukkan efek penghambatan yang kurang
optimal dari kandungan Psidium guajava L terhadap
ekspresi VEGF oleh sel-sel endotel pembuluh darah
yang ada di dalam stroma sinovium. Ketidakoptimalan
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ini bisa disebabkan oleh dosis dan lama pemberian yang
kurang adekuat, ataupun tidak optimalnya antibodi
pendeteksi adanya ekspresi VEGF pada sel endotel.

SIMPULAN

Pemberian jus jambu biji (Psidium guajava L) per oral
dengan dosis 9 g/15 ml per hari berpengaruh terhadap
parameter histopatologi radang kronik (penurunan
ukuran kedalaman destruksi tulang rawan, jumlah sel
radang mononuklear, dan jumlah pembuluh darah
kapiler stroma sinovium) dan ekspresi VEGF pembuluh
darah kapiler pada jaringan sendi adjuvant-induced
arthritis tikus Wistar.

SARAN

Penelitian lebih lanjut dengan waktu perlakuan yang
lebih lama, variabel terikat yang lebih beragam dan
berkaitan dengan proses angiogenesis, dan labelling
terhadap jenis sel radang mononuklear untuk
mengetahui dominasi yang muncul. Penelitian lanjutan
untuk perbandingan efek terapi antara penggunaan
ekstraksi senyawa aktif terbanyak dalam kandungan
buah jambu biji dengan penggunaan buah jambu biji
secara utuh.
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