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ABSTRAK

PERBAIKAN KERUSAKAN SEL-SEL HEPATOSIT MENCIT (Mus
musculus L.) YANG DIINDUKSI KARBON TETRAKLORIDA
(CCls) OLEH EKSTRAK ETANOL DAUN BUNGUR
(Lagerstroemia speciosa L..)

Oleh

MALA IRMA PRAMITA

Hati merupakan organ dalam tubuh manusia yang berperan penting dalam proses
detoksifikasi, sintesis, penyimpanan dan metabolisme zat dalam tubuh. Sel-sel
hepatosit menjadi penyusun utama organ hati yang memiliki aktivitas tinggi
sehingga mudah rusak. Kerusakan sel hepatosit dapat disebabkan oleh virus,
konsumsi alkohol berlebih, obat-obatan dan paparan zat toksik. Kerusakan tersebut
berupa sirosis hepatis, fibrosis, karsinoma, degenerasi sel, steatosis dan nekrosis
hati. Ekstrak etanol daun bungur (EEDB) (Lagerstroemia speciosa L.) diketahui
memiliki kandungan metabolit sekunder berupa flavonoid, tanin, kuinon, saponin,
steroid/triterpenoid serta memiliki aktivitas antivirus, antibakteri, antioksidan, anti-
inflamasi, dan anti-apoptosis. Pemberian karbon tetraklorida (CCls) bertujuan
untuk menginduksi kerusakan pada hati. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengetahui dosis terbaik dari ekstrak etanol daun bungur terhadap perbaikan
kerusakan sel hepatosit mencit (Mus musculus L.) akibat paparan karbon
tetraklorida (CCly). Penelitian ini menggunakan 30 ekor mencit jantan untuk 5
kelompok perlakuan dengan metode rancangan acak lengkap sebagai berikut: K+
(0,1 ml/20gBB CCls), K- (tidak diberi perlakuan), pemberian CCls dan EEDB
dengan dosis 5 mg/20gBB (P1), 10 mg/20gBB (P2), dan 15 mg/20gBB (P3). Mencit
diberikan perlakuan CCl, secara intraperitoneal selama 3 hari dan perlakuan EEDB
secara oral selama 14 hari, selanjutnya dilakukan pengambilan organ hati. Analisis
statistik menggunakan uji non parametrik Kruskal-Wallis. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa dosis 5 mg/20gBB dan 10 mg/20gBB berpengaruh terhadap
perbaikan kerusakan sel hepatosit mencit akibat paparan CCla.

Kata kunci: Bungur (Lagerstroemia speciosa L.), CCly, histopatologi, kerusakan
hepatosit, mencit (Mus musculus L.).



ABSTRACT

REPAIR OF HEPATOCYTE DAMAGE OF MICE INDUCED BY
CARBON TETRACHLORIDE (CCls) BY ETHANOL EXTRACT
OF BUNGUR LEAVES (Lagerstroemia speciosa L.)

By

MALA IRMA PRAMITA

The liver is an organ in the human body that plays a vital role in detoxifying,
synthesizing, storing, and metabolizing substances. Hepatocyte cells are the liver's
main constituent with high activity and are easily damaged. Viruses, excessive
alcohol consumption, drugs, and exposure to toxic substances can cause hepatocyte
cell damage. This damage involves liver cirrhosis, fibrosis, carcinoma, cell
degeneration, steatosis, and liver necrosis. Bungur leaf ethanol extract (EEDB)
(Lagerstroemia speciosa L.) contains secondary metabolites in flavonoids, tannins,
quinones, saponins, and steroids/triterpenoids. It has antiviral, antibacterial,
antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic activities. Administration of
carbon tetrachloride (CCls) aims to induce liver damage. This research aims to see
the effect of ethanol extract from Bungur leaves on repairing damage to mouse
hepatocyte cells (Mus musculus L.) due to exposure to carbon tetrachloride (CCla).
This study used 30 male mice for five treatment groups with a completely
randomized design method as follows: K+ (0.1 mI/20gBW CCl.), K- (not treated),
administration of CCls and EEDB at a dose of 5 mg/20gBW (P1 ), 10 mg/20gBW
(P2), and 15 mg/20gBW (P3). Mice were given CClstreatment intraperitoneally for
three days and EEDB treatment orally for 14 days, then the liver was removed.
Statistical analysis used the Kruskal-Wallis non-parametric test. The study showed
that doses of 5 mg/20gBW and 10 mg/20gBW affected repairing damage to mouse
hepatocyte cells due to exposure to CCla.

Keywords: Bungur, CCls, Histopathology, Hepatocyte Damage, Mice.
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BAB |. PENDAHULUAN

Latar Belakang Masalah

Hati merupakan salah satu organ di dalam tubuh yang berperan penting
dalam proses metabolisme, detoksifikasi, sintesis dan penyimpanan zat
(Rohmatin, dkk., 2015). Suplai darah dari saluran pencernaan ke hati
sebanyak 80%, mengandung bahan toksik yang diabsorbsi usus, yang
selanjutnya dibawa ke hati melalui vena porta. Oleh karena itu, hati
merupakan organ yang sering mengalami kerusakan akibat masuknya zat
toksik (Wahyuningtyas, dkk., 2018).

Penyusun utama struktur hati adalah sel hepatosit. Hepatosit memiliki satu
atau dua inti bulat dengan nukleolus berjumlah satu atau lebih, sel-selnya
bertumpuk dan membentuk lapisan sel. Hepatosit memiliki banyak
retikulum endoplasma (RE) kasar dan halus yang berfungsi dalam proses
oksidasi, metilasi dan konjugasi yang bermanfaat saat proses detoksifikasi
zat sebelum diekskresi (Maulina, 2018). Sel-sel hepatosit pada hati
merupakan sel yang mempunyai aktivitas tinggi, sehingga mudah rusak,
namun juga mempunyai sifat mudah beregenerasi untuk menggantikan sel

yang rusak (Wahyuningtyas, dkk., 2018).

Kerusakan hati dapat disebabkan oleh peradangan yang sebagian besar
merupakan akibat infeksi virus hepatitis, paparan alkohol, keracunan obat-
obatan atau bahan kimia (Yenny, dkk., 2010). Paparan alkohol pada hati
menyebabkan terjadinya perlemakan hepatosit, nekrosis, steatosis,
steatohepatitis dan sirosis (Hendri, dkk., 2017). Paparan zat kimia seperti
produk pemanis buatan juga dapat menyebabkan kerusakan pada sel
hepatosit berupa piknosis atau pengerutan inti, degenerasi parenkimatosa,

degenerasi hidropik dan nekrosis (Utomo, dkk., 2012).



Indonesia termasuk negara terbesar kedua di Asia Tenggara setelah
Myanmar yang memiliki endemisitas Hepatitis B tertinggi. Terdapat 10
dari 100 penduduk Indonesia yang terinfeksi Hepatitis B atau C,
berdasarkan hasil Riset Kesehatan Dasar tahun 2014 menggunakan uji
saring darah donor PMI. Diperkirakan sekitar 28 juta penduduk Indonesia
yang terinfeksi Hepatitis B dan C, 14 juta di antaranya berpotensi
mengalami kanker hati. Situasi seperti ini akan sangat berpengaruh
terhadap angka kematian, status kesehatan masyarakat, angka harapan
hidup, dan berdampak pula pada bidang sosial dan ekonomi (Kemenkes
RI, 2014).

Daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.) merupakan tanaman yang biasa
digunakan sebagai tumbuhan obat. Pada penelitian sebelumnya, diketahui
bahwa ekstrak daun tanaman bungur dapat menekan toksisitas hati dengan
penghambatan kerusakan oksidatif. Hal tersebut mendukung keberadaan
senyawa aktif farmakologis dalam ekstrak bungur yang memiliki aktivitas
antioksidan, anti-inflamasi dan anti-apoptosis yang kuat (Pal, dkk., 2020).
Sementara, ekstrak daunnya banyak digunakan sebagai antidiabetik,
antiobesitas yang dapat menurunkan kadar lemak dalam hati, mengobati
diare, antivirus, antibakteri, antioksidan, anti-inflamasi, anti-apoptosis dan
mengobati asam urat. Ekstrak daun bungur mengandung asam korosolat
1%, asam ursolat, asam sialat, asam alfitolat, asam ellagat, kumarin dan
neo lignan (Huang, dkk., 2013). Sehingga ekstrak daun bungur dapat
dimanfaatkan sebagai pereda atau agen therapeutik dari efek zat toksik

pada sel hepatosit.

Mencit digunakan sebagai hewan penelitian karena memiliki sifat genetik,
struktur anatomi, fisiologi yang mirip dengan manusia, mengalami siklus
hidup yang relatif pendek dan relatif mudah dipelihara (Mutiarahmi,
2021). Pada penelitian ini digunakan mencit jantan, karena kondisi
hormonal yang dimiliki mencit jantan lebih stabil dibandingkan mencit
betina dan lebih mudah ditangani sehingga hasil penelitian bisa lebih
akurat (Muhtadi, 2014). Karbon tetraklorida (CCls) digunakan untuk
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menginduksi peradangan pada hati hewan uji coba, karena peradangan
yang terbentuk pada histopatologi hati yang diinduksi CCls
merepresentasikan kebanyakan hati dari peradangan yang ditimbulkan
oleh penyakit hepatitis pada manusia. Karbon tetraklorida menyebabkan
perubahan morfologi sel, seperti kematian sel (nekrosis), terhambatnya
proses sintesis lipoprotein, sirosis hati, degenerasi sel, dan penimbunan
lemak (steatosis) (Rohmatin, dkk., 2015; Maulina, 2018).

Berdasarkan latar belakang yang sudah dipaparkan, maka dilaksanakan
penelitian untuk mengetahui dosis terbaik dari ekstrak etanol daun bungur
dalam memperbaiki kerusakan oksidatif pada hati mencit akibat paparan
zat toksik karbon tetraklorida (CCls), sehingga dapat memberikan
informasi sebagai landasan ilmiah pemanfaatan daun bungur untuk

penelitian selanjutnya.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui dosis terbaik dari
ekstrak etanol Daun Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) dengan beberapa
varian dosis terhadap proses perbaikan sel-sel hepatosit mencit yang

mengalami kerusakan setelah diinduksi karbon tetraklorida (CCla).

Kerangka Pemikiran

Tanaman Bungur atau Lagerstreomia speciosa L. memiliki banyak
kandungan senyawa metabolit sekunder dalam tanamannya terutama
bagian daun. Pada penelitian sebelumnya, diketahui bahwa di dalam
simplisia daun bungur terdapat kandungan lebih dari empat belas senyawa
aktif, yaitu delapan senyawa asam ellagic, coumarin, empat senyawa
triterpen dan satu neoglinan. Daun bungur memiliki kandungan flavonoid
yang telah teruji sebagai antioksidan. Selain itu, efek farmakologis dari

ekstrak daun bungur dapat menghambat kerusakan oksidatif pada hati.
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Akibat dari paparan karbon tetraklorida (CCla), sel-sel hepatosit mencit
akan mengalami kerusakan secara oksidatif. Kerusakan sel tersebut berupa
perubahan bentuk, nekrosis atau perubahan morfologi sel yang
menunjukkan kematian, dan sirosis hati. Kerusakan pada hepatosit akibat
paparan CCl, disebabkan oleh pembentukan radikal bebas, penurunan
enzim-enzim antioksidan dan peroksidasi lipid. Setelah paparan (CCls)
selama 15 jam dapat terlihat pada zona sentrilobuler berupa steatosis
(penimbunan lemak) pada hepatosit. Steatosis dapat terjadi ketika terjadi
gangguan keseimbangan antara sintesis trigliserida dengan sekresi VLDL.
Kerusakan hati akibat pengaruh CCls diharapkan dapat merepresentasikan

kerusakan hati secara alami di dalam tubuh hewan coba.

Daun tanaman bungur memiliki kandungan yang baik untuk mengatasi
stress oksidatif akibat paparan radikal bebas dalam penelitian ini yaitu
karbon tetraklorida (CCls), yaitu kandungan antioksidan. Antioksidan
tersebut dapat mengatasi kerusakan yang terjadi pada sel hati tepatnya
pada sel hepatosit dengan mengurangi stress oksidatif tersebut dan
mengembalikan keadaan sel-sel hepatosit ke keadaan semula, diharapkan
ekstrak daun bungur yang diuji cobakan pada hewan coba dapat
memperbaiki kerusakan hati akibat paparan CCla.

Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini adalah didapatkan varian dosis terbaik
ekstrak daun bungur (Lagerstreomia speciosa L.) yang dapat memperbaiki
kerusakan sel-sel hepatosit mencit akibat paparan karbon tetraklorida
(CCla).
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Hati

BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1.1 Struktur Anatomi Hati

Hati merupakan organ kelenjar dengan ukuran terbesar dalam
tubuh, memiliki berat sekitar 2,5% dari berat tubuh. Hati
berstruktur halus, lentur, lunak dan berada di bagian atas rongga
abdomen tepatnya di bagian regio hipokondrium. Sebagian besar
hati berada di bawah arcus costalis kanan dan diaphragma
setengah bagian kanan, memisahkan hati dari jantung, perikardium,
paru-paru dan pleura (Waugh & Grant, 2011). Anatomi hati
ditunjukkan pada Gambar 1.

(b) Anterior view (c) Inferior view

Gambar 1. Anatomi hati manusia (Handayani, 2021).

Hati ditutupi oleh lapisan fibrosa tipis yang tidak elastis yang
disebut capsula fibrosa perivascularis (Glisson) dan sebagian
tertutupi oleh lapisan peritoneum yang membentuk ligamen

penunjang pelekatan hati pada permukaan diaphragma.



Hati berwarna merah tua atau kecoklatan dalam keadaan segar,
warna tersebut disebabkan oleh adanya darah yang sangat banyak
di dalam organ hati (Maulina, 2018).

Hati memiliki 4 lobus yang terdiri dari 2 lobus berukuran paling
besar dan jelas terletak di sebelah kanan dan lobus sebelah kiri
yang berbentuk baji dan berukuran lebih kecil. Di antara kedua
lobus tersebut terdapat saluran keluar masuknya pembuluh darah,
saraf, vena portae hepatis, dan duktus. Lobus sebelah kanan yang
berukuran besar terdiri atas 2 lobus, yaitu lobus caudatus dan lobus
quadratus yang di sekitarnya terdapat vena cava inferior, vesical
bilaris, fisurra untuk ligamentum venosum dan fisurra untuk

ligamentum teres hepatis (Snell, 2012).

Hepatic sinusoid

~ Central vein

Hepatocytes ‘ Bile canaliculi
Kupffer cell

Central vein
Hepatic sinusoid

Bile canaliculi —S5 =
Hepatocyte
Portal triad
A\ 3 J Branch of
(a) Hepatic lobules g\ \ S ¢ - bile duct
W . Branch of
hepatic portal vein

Branch of
hepatic artery

(b) Hepatocytes and sinusoids

(c) Portal triad and hepatic lobule

Gambar 2. Lobulus hati manusia. C: Vena sentral; H: Piringan hepatosit;
L: Limpatik; PV: Vena portal ;HA: Arteri hepatik; dan B: Bile
ductus. Perbesaran 220x. Pewarnaan HE (Mescher, 2021).
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Hati memiliki banyak lobulus yang terdiri dari hepatosit, saluran
sinusoid yang dikelilingi oleh endotel vaskuler dan sel kupffer,
bagian-bagian tersebut merupakan bagian dari sistem
retikuloendotelial. Hati tersusun atas lobulus-lobulus hepatis,
lobulus merupakan sel-sel yang menyusun hati yang berbentuk
heksagonal. Pada gambar 2. Digambarkan bahwa di antara lobulus-
lobulus terdapat canalis hepatis yang mengandung cabang-cabang
arteria hepatica, vena porta, cabang dari duktus choledochus (trias
hepatis). Vena sentralis pada masing-masing lobus akan bermuara
ke vena hepatica. Darah pada arteri dan vena bergerak di antara sel

hepatosit melalui sinusoid menuju vena sentralis (Snell, 2012).

Sel-sel Hepatosit

Sel-sel hepatosit merupakan penyusun utama struktur organ hati.
Sel-sel hepatosit saling bertumpukan dan membentuk lapisan sel,
memiliki satu atau dua inti dengan satu atau lebih nukleolus
(Gambar 3). Sel-sel hepatosit membentuk kelompok dalam
susunan-susunan yang saling berhubungan yang kemudan
membentuk unit struktural yang disebut lobulus hati. Struktur
lobulus hati memiliki 3 kelompok yang berbeda, yaitu lobulus
klasik, saluran portal dan asinus hati. Lobulus klasik merupakan
bagian yang strukturnya berbentuk heksagonal dengan pusat vena
sentralis. Saluran portal yaitu struktur berbentuk segitiga dengan
vena sentralis di bagian ujung-ujungnya serta saluran portal atau
segitiga Kiernan sebagai pusat. Asinus hati yaitu unit terkecil hati
(Mescher, 2017).



Sel Hepatosit
normal

Gambar 3. Histopatologi Hepatosit Hati Mencit Normal ICR Jantan (Perbesaran
400x, pewarnaan HE) (Sijid, dkk., 2020)

Ribuan lobulus kecil menyusun hepatosit, setiap lobulus memiliki
3-6 area portal pada bagian perifer dan suatu venula yang disebut
vena centralis pada bagian pusatnya. Di antara hepatosit terdapat
taut celah, yang menjadi tempat komunikasi antar sel dan
koordinasi aktivasi sel-sel. Trias porta menyusun zona portal yang
posisinya ada di sudut lobulus, trias porta merupakan jaringan ikan
dengan suatu venula (cabang vena porta), duktus epitel kuboid
(cabang sistem duktus biliaris) dan arteriol (cabang arteri hepatica)
(Mescher, 2017).

Sel hepatosit memiliki banyak retikulum endoplasma (RE) di
dalam selnya, RE kasar maupun RE halus. Organel ini berfungsi
dalam proses oksidasi, metilasi dan konjugasi yang berperan dalam
menginaktifkan atau mendetoksifikasi berbagai zat sebelum
diekskresi. Retikulum endoplasma (RE) kasar berfungsi untuk
mensintesis protein plasma dan lebih sering terlihat jelas pada sel
hepatosit yang berada dekat area portal. Sedangkan retikulum
endoplasma (RE) halus merupakan sistem labil yang mudah
bereaksi terhadap molekul yang diterima oleh sel hepatosit,
posisinya terdistribusi difusi pada seluruh bagian sitoplasma
(Mescher, 2017).



Hepatosit memiliki kandungan glikogen yang tampak secara
ultrastruktural sebagai granul padat elektron yang kasar dan
berkumpul dalam sitosol dekat dengan RE halus. Sel hepatosit juga
menyimpan trigliserida yang berupa droplet lipid kecil dan tidak
menyimpan protein dalam granula sekretorik, melainkan langsung
dilepaskan ke aliran darah secara kontinu. Pada setiap sel hepatosit
terdapat hingga 50 buah badan Golgi yang berperan dalam
pembentukan lisosom dan sekresi protein, glikoprotein dan
lipoprotein ke dalam plasma. Lisosom pada sel hepatosit sangat
penting dalam pergantian dan degradasi organel intrasel.
Peroksisom juga banyak dijumpai sebagai organel untuk
pengoksidasi kelebihan asam lemak. Obat yang dinonaktifkan pada
hati, dalam keadaan tertentu akan meningkatkan penambahan
jumlah RE halus dalam setiap sel hepatosit, sehingga proses
detoksifikasi hati dapat meningkat (Mescher, 2017).

Hepatosit mengeluarkan cairan empedu ke dalam saluran halus
yang disebut kanalikulus biliaris yang posisinya terletak di antara
sel-sel hepatosit. Kanalikulus menyatu di bagian tepi lobulus hati
pada daerah porta sebagai duktus biliaris yang kemudian mengalir
ke dalam duktus hepatikus yang membawa empedu keluar dari
hati. Di dalam lobulus hati, cairan empedu mengalir melalui
kanalikuli biliaris yang kemudian menuju ductus biliaris pada
daerah porta, sedangkan darah mengalir pada sinusoid menuju
vena centralis sehingga cairan empedu dan darah tidak akan
bertemu (Eroschenko, 2012).

Sel-sel hepatosit pada hati merupakan sel yang mempunyai
aktivitas tinggi, sehingga mudah rusak, namun juga mempunyai
sifat mudah beregenerasi dengan cara mitosis untuk menggantikan
sel yang rusak. Kerusakan sel hepatosit ditandai dengan
pembengkakan sel dan atrofi pada sel hepatosit akibat mitosis sel

terhambat. Perubahan struktur sel yang berupa pembengkakan sel
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disebut sebagai perubahan degeneratif. Kerusakan degeneratif
sifatnya reversibel yaitu bisa diperbaiki apabila penyebabnya

segera dihilangkan (Utari dan Saraswati, 2009).

2.2  Gangguan pada Hati

2.2.1 Kerusakan Sel Hepatosit

Hati merupakan organ ekskresi yang berfungsi sebagai organ yang
mendetoksifikasi zat-zat toksik, semakin lama dan dalam waktu
yang panjang hati terpapar zat toksik maka perubahan pada sel-sel
hati akan terlihat dan menjadi tanda bahwa terjadi kerusakan pada
hati. Ketika hati terpapar oleh obat dan zat-zat kimia dalam jangka
panjang maka sel-sel hepatosit akan mengalami perubahan yang
kemudian menurunkan kemampuan redegenerasi sel seperti
degenerasi lemak dan nekrosis yang menyebabkan kerusakan
permanan sampai kematian sel (Anggraeny, dkk., 2014). Hati
merupakan organ yang rentan mengalami kerusakan, karena peran
pentingnya dalam proses metabolisme, detoksifikasi, konjugasi dan
penyaringan paparan zat-zat toksik yang diterima tubuh dari
makanan yang dikonsumsi yang kemudian akan memperparah
kerusakan pada hati (Maulina, 2018).

Penyakit hati atau kerusakan hati menjadi salah satu penyakit yang
mengancam jiwa. Penyakit kelainan atau kerusakan hati ini
disebabkan oleh banyak faktor, salah satunya yaitu konsumsi
minuman mengandung alkohol. Konsumsi alkohol dalam waktu
panjang dan secara berlebih akan meningkatkan cedera jaringan
yang ada pada organ hati, karena hati merupakan organ utama yang
berfungsi untuk metabolisme alkohol (Osna, dkk., 2017). Paparan
alkohol pada hati menyebabkan terjadinya perlemakan hepatosit,
nekrosis, steatosis, steatohepatitis dan sirosis (Hendri, dkk., 2017).
Konsumsi bahan kimia secara terus menerus dalam jangka waktu

yang lama dapat meningkatkan akumulasi kandungan toksik yang
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kemudian akan diikuti dengan kerusakan organ hati (Kardena dan
Winaya, 2011).

Kerusakan pada sel-sel hepatosit dapat berupa nekrosis hepatosit,
kolestasis, dan timbulnya disfungsi hati secara perlahan-lahan
akibat dari paparan zat toksik (Amalina, 2009). Adapun faktor
yang mempengaruhi kerusakan hati akibat paparan zat toksik
antara lain jenis zat kimia, dosis zat kimia yang diterima hati, lama
waktu paparan zat toksik tersebut diterima seperti akut, kronik
atau subkronik. Perubahan struktur dan fungsi pada sel-sel
hepatosit hati dapat terjadi akibat dari berbagai agen penyebab
seperti virus, obat-obatan (seperti tetrasiklin, aspirin dan isoniazid)
dan alkohol. Agen tersebut dapat menyebabkan gangguan fungsi
berupa sirosis hepatis, fibrosis, dan kersinoma (Madihah, dkk.,
2017; Sari, dkk., 2014). Gangguan fungsi yang terjadi biasanya
terjadi bersamaan dengan kerusakan secara morfologi, yaitu
terjadinya degenerasi dan akumulasi intraseluler, regenerasi,

inflamasi, fibrosis dan nekrosis (Niendya, dkk., 2011).

Degenerasi sel merupakan perubahan bentuk struktur normal sel
sebagai awal tanda kerusakan sel yang disebabkan oleh zat toksin
sebelum terjadi kematian sel (Sijid, dkk., 2020). Radang
merupakan reaksi fisiologi lokal akibat cedera jaringan,
peradangan pada hati terjadi dimulai pada vena sentralis yang
berfungsi sebagai tempat penampungan darah dari arteri hepatika
dan vena porta mengalami infiltrasi sel radang limfosit akibat
rusaknya sel endotel akibat zat toksik. Semakin sering paparan zat
toksik terjadi, maka infiltrasi sel radang akan berdifusi dan
menyebar dari daerah vena porta ke daerah sentralis (Makiyah dan
Khumaisah, 2018).

Steatosis merupakan suatu degenerasi yang dapat terjadi karena

dapat ditimbulkan oleh berbagai mekanisme yang berbeda,
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khususnya pada hepatosit. Hepatosit dapat terlibat aktif dalam
metabolisme lipid dalam keadaan normal, sehingga lipid dapat
terakumulasi di hati. Steatosis hepatosit sering ditemukan pada
zona sentrilobuler, dapat terlihat dalam 3 pola pada keadaan
patologis, yaitu steatosis perifer, sentral dan diffus. Steatosis
perifer biasa disebabkan oleh gangguan nutrisi, steatosis diffus
terjadi akibat paparan kronis alkohol, sedangkan steatosis sentral
disebabkan oleh keadaan hipoksia dan paparan zat toksik seperti
CCls (Maulina, 2018).

Steatosis merupakan pola kerusakan hepatosit yang bersifat
reversibel. Pada kerusakan reversibel, deplesi ATP yang terjadi
akibat adanya gangguan pada struktur dan fungsi sel dapat
dikoreksi, sehingga sel dapat pulih seperti keadaan normal. Deplesi
ATP dapat dikoreksi dengan mempertahankan produksi ATP
melalui respirasi aerob, sehingga rasio natrium dan kalium serta pH
sel dapat diperbaiki (Maulina, 2018).

Hati merupakan organ yang memiliki kapasitas regenerasi yang
tinggi (Mescher, 2017). Regenerasi cepat dapat berlangsung pada
hati rodentia percobaan seperti tikus putih akibat destruksi
sebagian besar lobulus setelah pemberian CCls. Diberikan CCls
dengan dosis 1 mI/KgBB sebanyak 4 kali dalam 2 minggu untuk
induksi kerusakan hati. Adanya jeda waktu dalam pemberian CCl,
pada kelompok ini diduga memicu suatu efek pemulihan. Reaksi
pemulihan terjadi sebagai mekanisme adaptasi sel terhadap
rangsangan tertentu apabila rangsangan tersebut dihentikan. Reaksi
pemulihan atau regenerasi sel memungkinkan sel dapat kembali
seperti keadaan sebelumnya, namun regenerasi yang sempurna
terhadap lobulus hati setelah pemberian CCl4 berlangsung dalam 5
atau 6 hari (Maulina, 2018).
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Pemberian berulang CCls, walaupun dengan dosis kecil dapat
mencegah hati untuk beregenerasi sempurna, karena cedera yang
ditimbulkan merusak komponen matriks ekstraseluler. Kerusakan
matriks ekstraseluler mencegah terjadinya proses regenerasi hati
karena polaritas sel untuk penyusunan ulang struktur-struktur
hepatosit tidak dapat dipertahankan (Maulina, 2020).

2.2.2 Nekrosis

Nekrosis merupakan kematian sel atau jaringan pada organ
individu hidup. Inti sel yang mati tersebut akan terlihat lebih kecil,
serabut retikuler dan kromatin akan terlihat berlipat-lipat kemudian
sel akan menjadi kariolisis atau pecah isi sel seperti yang ditujukan
pada Gambar 4. Sel yang mengalami nekrosis tidak dapat lagi

kembali seperti semula. Pada titik akhir nekrosis, sel akan

mengalami kematian (Krishna, 2017).

Gambar 4. Struktur Hati Tikus Putih (Rattus novergicus) dari tiap-tiap perlakuan.
Pewarnaan Hematoxylin-Eosin. Perbesaran 1000x. Ket. (nr). Sel hepatosit
normal, (si). Sinusoid, (vce). Vena sentralis, (dp). Degenerasi parenkim, (dh).
Degenerasi hidropik, (hm). Hemoragi (pendarahan), (nk.p). Nekrosis
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(piknotik — inti sel mengecil), (nk.k). Nekrosis (kariolisis — inti sel
menghilang) (Januar, 2014).

Sel-sel hepatosit yang mengalami nekrosis yang ditujukan pada

Gambar 5. memiliki bentuk sel yang tidak teratur, sehingga pada
pengamatan secara mikroskopis terlihat susunannya tidak teratur.
Akibatnya sinusoid yang berbatasan dengan hepatosit mengalami

dilatasi atau pelebaran. Dilatasi tersebut juga dapat disebabkan

oleh tingginya kadar toksik dalam darah menuju vena sentralis
melalui sinusoid (Madihah, dkk., 2017).

Gambar 5. Sel Hepatosit Mencit yang mengalami: D. Degenerasi sel, E.
Nekrosis. Pewarnaan HE, Perbesaran 400x (Sijid, dkk., 2020)

2.2.3 Apoptosis
Apoptosis merupakan kerusakan sel yang terjadi secara terprogram
(energy-dependent) yang biasanya terjadi sebagai kematian
hepatosit individu. Berbeda dengan nekrosis, proses terjadinya
apoptosis diatur dan dikendalikan secara genetik. Apoptosis
masing-masing hepatosit dapat terjadi secara spontan seiring
bertambahnya usia dan penggantian hepatosit, atau setelah cedera
seperti paparan xenobiotik hepatotoksik atau tekanan oksigen
rendah dalam sirkulasi darah. Biasanya tidak ada peradangan yang

berhubungan dengan apoptosis (Maronpot, 2023).
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Gambar 6. Apoptosis pada tikus B6C3F1/N jantan dari penelitian subkronis.
Pewarnaan HE, perbesaran 400x (Maronpot, 2023).

2.24

Pada Gambar 6. terdapat sel-sel yang sedikit mengecil, berbentuk
tidak beraturan yang konsisten dengan apoptosis tahap awal
(kepala panah) dan sel-sel yang lebih kecil dan bulat yang
konsisten dengan apoptosis tahap akhir (panah); keduanya
memiliki sitoplasma hipereosinofilik dan inti kecil yang
terfragmentasi (Maronpot, 2023).

Degenerasi Sel

Degenerasi sel hepatosit merupakan tahap awal terjadinya
kerusakan yang ditandai dengan adanya sel hepatosit yang
menggelap dan mengalami pembengkakan sel yang diakibatkan
oleh peningkatan degradasi glikogen. Degenerasi yang terjadi pada
sel hepatosit dalam jangka panjang dapat menyebabkan kerusakan
sel berupa nekrosis (Lailatul, dkk., 2015). Degenerasi sel hepatosit
ada beragam (Gambar 4.), yaitu degenerasi albuminosa atau
degenerasi parenkimatosa, degenerasi hidropik dan degenerasi

melemak.
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Degenerasi albuminosa atau degenerasi parenkimatosa disebut
sebagai degenerasi paling ringan yang ditandai dengan
pembengkakkan sitoplasma, keruhnya sitoplasma dan sitoplasma
bergranula. Degenerasi parenkimatosa terjadi akibat sel yang
cedera tidak mampu mengeliminasi air sehingga tertimbun di
dalam sel menyebabkan pembengkakkan dan nampak bergranula
(Hapsari, 2010).

Menurut Kumar dkk. (2009) yang dikutip dari Maulina (2018)
degenerasi hidropik muncul karena sel tidak mampu
mempertahankan homeostasis ion dan cairan sehingga
mengakibatkan hilangnya fungsi pompa ion dependen-energi pada
membran plasma. Degenerasi hidropik ditandai dengan sitoplasma
mengalami vakuolisasi dengan vakuola-vakuola tampak jernih

tanpa mengandung lemak atau glikogen.

Degenerasi melemak ditandai dengan vakuola-vakuola yang berisi
lemak dan menekan inti sel ke bagian tepi sel (Gambar 7).
Degenerasi melemak pada hati menunjukkan ketidakseimbangan
proses metabolisme, sehingga terjadi perubahan metabolisme dan
penurunan fungsi hati akibat akumulasi lemak pada sitoplasma
(Wijaya, dkk., 2014).

s
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Gambar 7. Vakuolasi sitoplasma perubahan lemak konsisten dengan glikogen
dan perubahan lemak makrovesikular pada tikus B6C3F1 jantan dari
penelitian kronis (Maronpot, 2023).
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2.2.5 Hepatitis

Hepatitis merupakan penyakit yang berupa peradangan pada hati
akibat terpapar bahan kimia atau obat-obatan dan agen penyebab
infeksi yaitu virus. Berdasarkan penyebabnya, hepatitis dibagi
menjadi hepatitis infeksi dan hepatitis non infeksi. Hepatitis infeksi
yaitu penyakit hepatitis yang timbul akibat adanya infeksi dari
Virus Hepatitis A, B, C, D, E atau virus lainnya. Sedangkan
hepatitis non-infeksi yaitu terjadinya radang akibat hati terpapar
bahan kimia, zat toksik, alkohol dan obat-obatan. Hepatitis non-
infeksi termasuk penyakit yang tidak menular atau drug induced
Hepatitis karena penyebabnya bukan oleh agen infeksi seperti virus

dan mikroorganisme lain (Siswanto, 2020).

Hepatitis merupakan peradangan atau infeksi yang disebabkan oleh
virus hepatitis yang menyerang organ hati berupa peradangan atau
infeksi pada sel-sel hati. Virus hepatitis akan membuat sel-sel hati
mengalami pembengkakan dan pelunakan hati. Gejala yang
ditimbulkan tidak terlalu khas, sehingga penderitanya akan
mengalami keterlambatan diagnosis. Hepatitis merupakan
peradangan difusi yang juga disebabkan oleh reaksi toksik dari

konsumsi obat-obatan serta bahan-bahan kimia (Siswanto, 2020).

Penyakit hepatitis dapat disebabkan oleh banyak faktor, seperti
infeksi virus, penyakit autoimun primer (hepatitis lupoid),
konsumsi obat-obatan misalnya metildopa, parasetamol,
nitrofurantoin, oksifenisatin, isoniazid dan lain-lain, konsumsi
alkohol, defisiensi alfa-1-antitripsin dan akibat terpapar zat toksik
(hepatitis toksik) (Maulina, 2018).

Hepatitis toksik ini dapat terjadi akibat paparan bahan kimia,
logam berat yang bersifat toksik dan bahan tambahan makanan

(BTM) yang dikonsumsi secara berlebihan. Karbon tetraklorida
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(CCls) menjadi salah satu bahan kimia yang bersifat toksik yang
dapat menyebabkan kerusakan pada hati. Pada pemeriksaan
jaringan histopatologi hati, efek toksisitas CCl4 terlihat pada
jaringan berupa degenerasi sel, penimbunan lemak (steatosis) dan
nekrosis yang merusak struktur sel (Maulina, 2018).

Tanaman Bungur (Lagerstroemia speciosa L.)

Tanaman Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) memiliki ukuran besar
diameter batangnya mencapai 150 cm, pada umumnya memiliki tinggi 25-
30 m dan memiliki diameter batang sekitar 60-80 cm. Batangnya berwarna
coklat muda dengan bentuk yang agak bengkok namun pada percabangan
batang tetap lurus beralur agak dalam dan percabangannya dimulai dari
bagian pangkal (Suradji, 2017). Daun bungur memiliki memiliki daun
tunggal dan tangkainya pendek, berbentuk oval atau memanjang dan
bertekstur seperti kertas (Gambar 8). Berukuran panjang daun antara 9-28
cm dan lebarnya 4-12 cm dengan berwarna hijau tua. Memiliki bunga
berwarna ungu majemuk dan tersusun dalam malai, memiliki ukuran 10-
15 cm, terletak di ketiak daun atau ujung batang (Rahmah, dkk., 2021).

Gambar 8. Tanaman (a), daun (b) dan bunga (c) Bungur.
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Taksonomi tanaman bungur dikutip dari Rahmah (2021) dapat

diklasifikasikan sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Myrtales

Suku . Lythraceae

Marga : Langerstroemia

Jenis : Lagerstroemia speciosa L.

Bungur (Lagerstroemia speciosa L.) adalah salah satu tumbuhan obat yang
tumbuh di Indonesia. Dalam pengobatan tradisional, bagian biji, daun
maupun kulit kayu tanaman ini biasa dimanfaatkan sebagai obat, biasanya
dikonsumsi dalam bentuk rebusan yang digunakan untuk mengobati
diabetes, tekanan darah tinggi, diare, disentri, kencing batu dan kencing
darah (Rochman, 2012).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Trisia dan Augustina (2016)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol batang Bungur (Lagerstreomia
speciosa L.) memiliki kandungan saponin, alkaloid, flavonoid, steroid dan
tanin. Batang bungur ini memiliki kandungan flavonoid, tannin dan steroid
yang tinggi. Ekstrak batang bungur berpengaruh terhadap perbaikan sel,
terbukti pada histopatologi pankreas, hati dan ginjal menunjukkan
gambaran perbaikan sel terbaik mendekati kontrol normal pada pemberian
ekstrak dosis 500mg/kgBB.

Telah diketahui kandungan pada daun bungur (Lagerstroemia speciosa L.)
di antaranya adalah kandungan senyawa triterpen glikosida, asam arjunilat,
asam oleanolat, asam korosolat, elagitanin, dan beta-sitosterol. Kandungan
asam korosolat pada daun bungur L. speciosa L. yang berwarna kuning
kemerahan lebih tinggi dibandingkan pada daun berwarna hijau dan
bagian tanaman lain seperti bunga, akar dan biji (Woo, dkk., 2016). Asam

korosolat telah diketahui memiliki aktivitas yang cukup poten sebagai
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senyawa yang bertanggung jawab dalam penghambat alfa-glukosidase dan
sebagai antioksidan (Koshio, dkk., 2012). Dibuktikan juga oleh Mochtar
(2016) pada penelitiannya pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan senyawa kimia daun bungur (Mochtar, 2016)

No. Jenis Analisis Jumlah Satuan Hasil

1 Kapasitas Antioksidan 1 ppm GAEAC 36,8
2 Kadar Total Fenol 1 %GAE 2,31
3 Kadar Tanin 1 %TAE 80,42
4 Kadar Flavonoid 1 %QE 13,65

Keterangan:

GAEAC : Garlic Acid Equivalent Antioksidant Capacity

GAE : Garlic Acid Equivalent

TAE : Tanin Acid Equivalent

QE - Quarsetic Equivalent

Ekstrak etanol daun bungur memiliki berbagai senyawa fitokimia yaitu
flavonoid, fenol, tanin, kuinon, saponin, steroid/triterpenoid (Roni, 2018).
Senyawa fenolik memiliki aktivitas antihiperglikemik, misalnya senyawa
fenolik yaitu flavonoid memiliki peran sebagai agen antioksidan alami
(Patel, dkk., 2012). Hasil ekstrak etanol daun bungur pada penelitian
Riyanti (2019) terbukti mengandung senyawa metabolit sekunder

flavonoid, tanin, kuinon, saponin, steroid/triterpenoid.

Flavonoid memiliki aktivitas hipoglikemik yang dapat menghambat enzim
pemecah karbohidrat pada saluran pencernaan. Flavonoid juga berperan
sebagai antioksidan, aktivitas tersebut akibat adanya gugus hidroksi
fenolik dalam struktur molekul flavonoid. Pada saat senyawa-senyawa
tersebut bereaksi dengan radikal bebas, mereka akan membentuk radikal
baru yang lebih stabil (Trisia & Augustina, 2016).

Daun bungur memiliki kandungan senyawa polifenol yang memikiki
aktivitas antioksidan yang mampu menurunkan oksidasi LDL (Low

Density Lipoprotein), mencegah inflamasi pada endotel dan meningkatkan
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produksi NO (nitric oxide). Oksidasi LDL akan menghasilkan ROS
(Reactive Oxygen Species) yang bersifat toksik, ketika berikatan dengan
NO akan membentuk peroksinitrik oksidan. Oksidasi kolesterol ini dapat
memacu terjadinya proses aterogenesis. NO (Nitric Oxide) merupakan
vasodilator endogenus yang mempunyai kemampuan anti aterogenesis
(Umarudin, 2012).

Karbon Tetraklorida (CCls)

Karbon tetraklorida (CCls) merupakan senyawa kimia yang diproduksi
dalam jumlah besar dalam berbagai industri refrigerant dan industri bahan
bakar. Karbon tetraklorida (CCls) juga digunakan sebagai bahan baku
untuk sintesis chloroflourocarbons dan senyawa kimia lainnya. Menurut
The National Toxicology Program’s fifth Annual Report on Carcinogen
karbon tetraklorida (CCls) merupakan senyawa kimia yang sangat toksik
dan harus dihindari karena bersifat karsinogen, oleh karenanya hanya
digunakan dalam industri dan tidak untuk penggunaan rumah tangga
(Maulina, 2018).

Sifat toksik dari CClssudah banyak diteliti dan sangat berpengaruh pada
berbagai organ termasuk saraf pusat, hati, ginjal dan peredaran darah
meskipun dosis yang diterima itu sangat kecil. Karbon tetraklorida (CCla)
menjadi sangat toksik karena merupakan senyawa yang berperan sebagai
pelarut lipid, sehingga senyawa ini dapat dengan mudah melewati
membran sel dan kemudian akan terdistribusi ke seluruh organ dalam
tubuh (Maulina, 2018).

Dikutip dalam buku Maulina (2018) toksisitas dari CCl4 terhadap
retikulum endoplasma (RE) bersifat tidak langsung dan muncul akibat
gangguan di dalam proses fosforilasi oksidatif di dalam membran
mitokondria. Karbon tetraklorida dalam tubuh akan akan di katalisis oleh
enzim sitokrom P450 kemudian mengalami biotransformasi menjadi

reaktif (metabolit reaktif). Metabolit reaktif yang dimaksud yaitu radikal
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bebas triklorometil (CCls) yang terbentuk dari pembelahan homolitik
CCla.

Radikal bebas (CCls) ketika berada di dalam sel akan mempengaruhi kerja
dari mitokondria dalam proses respirasi sel. Radikal bebas tersebut akan
mengikat protein dan lipid tidak jenuh secara kovalen yang kemudian akan
menyebabkan peroksidasi lipid. Proses respirasi sel bertujuan untuk
menghasilkan energi yang diperlukan untuk pemeliharaan fungsi dan
struktur dari retikulum endoplasma (RE). Retikulum endoplasma
kasar/granular yang terdapat ribosom di seluruh bagiannya berfungsi
sebagai untuk sintesis protein yang hasilnya untuk mitokondria. Ketika sel
kekurangan energi akan mengganggu sistem kerja dari sel tersebut yang
menyebabkan penurunan daya untuk proses pengeluaran trigliserida hati

ke dalam plasma (Maulina, 2018).

Pembentukan radikal bebas yang berlebihan pada tubuh akan
menyebabkan stress oksidatif yang kemudian akan menimbulkan
gangguan fungsi pada hati. CCl4 atau karbon tetraklorida ini biasa
digunakan sebagai untuk menginduksi peradangan hati pada hewan uji
coba, karena peradangan yang terbentuk pada histopatologis hati mirip
dengan yang ditimbulkan oleh penyakit akibat virus hepatitis pada
manusia. Kerusakan hati yang diakibatkan oleh zat toksik CCl, di
antaranya adalah perubahan morfologis pada sel yang menunjukkan
kematian sel atau nekrosis, terhambatnya proses sistesis lipoprotein yang
membawa triglierida keluar dari hati, dan terjadinya sirosis hati yaitu

ketidak-efisiensi fungsi regeneratif sel-sel hati (Widiyanto, 2003).
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Sirosis
Hati

Gambar 9. Gambaran Sirosis pada hati tikus yang diberikan CCl, selama 10
minggu. Pewarnaan HE, pembesaran 200x (Maulina, 2018).

Paparan CCl4 dapat menimbulkan steatosis sentral yang mencakup
sepertiga sampai setengah setiap lobulus hati, toksisitas akut akibat CCl4
mengakibatkan akumulasi lipid yang cepat pada hepatosit sebelum
munculnya nekrosis (Maulina, 2018). Pada penelitian Maulina (2013)
didapatkan hasil pengamatan histopatologi hati pada pemberian CCls 1
ml/KgBB dapat meningkatkan persentase steatosis hepatosit dengan
perbedaan sangat nyata pada K2 yaitu mencapai 28,71% dibandingkan
dengan kelompok K1 yang diberikan carboxy methyl cellulose-natrium
(CMC-Na) 0,25% dan olive oil menunjukkan rerata persentase yang paling
rendah, yaitu 1,95% (Gambar 10.).

Gambar 10. Hepatosit kelompok K1 (CMC-Na 0,25%) dan K2 (CCls 1
ml/KgBB). Keterangan: V= vena sentralis. Pewarnaan HE, perbesaran
100x (Maulina, 2013).
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Mekanisme steatosis sel akibat CCls melibatkan pembentukan radikal
bebas yang menyebabkan peroksidasi lipid dan penurunan enzim-enzim
antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT),
glutation peroksidase (GPx), glutation reduktase (GSH) dan glutation-S-
transferase (Maulina, 2018; Rasool, 2012). Metabolit CCl4 berupa radikal
bebas reaktif dapat menghambat [3-oksidasi asam lemak, menurunkan
sekresi lipid seluler dan mengganggu aktivitas badan Golgi sehingga
mengakibatkan penghambatan sekresi VLDL dan terganggunya
mekanisme kopling trigliserida dengan molekul pembawa lipoprotein yang
tepat. Penekanan terhadap aktivitas trigliserida lisosomal lipase dapat
mengakibatkan akumulasi trigliserida pada sel-hepatosit tikus.
Penimbunan lipid pada sel-hepatosit seiring dengan adanya gangguan
fungsi membran plasma yang mengikat enzim akibat induksi CCls
(Khalaf, dkk., 2009).

Steatosis hepatosit akibat CCls dimulai dengan adanya gangguan pada
mitokondria sehingga mengakibatkan penurunan kalsium pada
mitokondria dan RE, namun sebaliknya terjadi peningkatan kalsium di
dalam sitosol (Khalaf, dkk., 2009). Peningkatan konsentrasi kalsium
sitosol ini mengakibatkan aktivasi sejumlah enzim katabolik, salah satunya
enzim ATP-ase (Kumar, dkk., 2009). Aktivasi enzim ini menyebabkan
penurunan sintesis ATP sehingga mengakibatkan gangguan pada sintesis
protein. Gangguan pada sintesis protein akan menghambat sintesis satuan
protein dari lipoprotein dan penekanan konjugasi trigliserida dengan
lipoprotein. Hal ini mengakibatkan lipoprotein tidak terbentuk sehingga
transpor lipid terganggu. Terganggunya transpor lipid akan menyebabkan
akumulasi lipid dalam hepatosit sehingga mengakibatkan steatosis
(Maulina, 2018).

Mencit (Mus musculus L.)

Mencit (Gambar 11.) merupakan mamalia yang biasa digunakan untuk

keperluan laboratorium sebagai hewan percobaan, sebanyak 40% studi
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menggunakan mencit sebagai model laboratorium (Nugroho, 2018).
Mencit digunakan sebagai hewan percobaan di laboratorium karena
memiliki siklus hidup yang relatif pendek, banyaknya jumlah anak per
kelahiran, memiliki karakteristik reproduksi yang mirip dengan mamalia
lain, juga struktur anatomi, fisiologi dan genetik yang mirip dengan
manusia (Fianti, 2017; Hermann, dkk., 2019).

Gambar 11. Mencit (Mus musculus L.)

Genome mencit, sapi, babi dan manusia sangat mirip, sehingga mencit
digunakan sebagai model untuk mempelajari anatomi, pengetahuan dasar
genetika kualitatif dan kuantitatif, bidang fisiologi, farmakologi,
toksikologi, patologi, histopatologi hingga psikiatri (Kartika, 2013;
Mutiarahmi, 2021). Mencit yang banyak di Indonesia berasal dari hasil
divergen dari mencit di Asia Barat Daya (Suzuki, dkk., 2013).

Klasifikasi mencit menurut Lane-Petter (1976) dan Ungerer dkk. (1985)
adalah sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Sub filum - Vertebrata
Kelas : Mamalia
Ordo : Rodentia
Sub ordo : Myomorpha
Famili : Muridae
Sub famili : Murinae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus L.



26

Penggunaan mencit jantan pada penelitian ini dikarenakan mencit jantan
tidak mengalami siklus estrus, tidak memiliki hormon estrogen, kondisi
hormonal yang lebih stabil dibandingkan dengan mencit betina dan mudah
dikendalikan. Tingkat stress pada mencit jantan juga lebih rendah
dibandingkan dengan mencit betina, yang memungkinkan dapat
mengganggu proses penelitian (Muhtadi, dkk., 2014).

Mencit yang digunakan dalam penelitian ini dilakukan uji normal
laboratoratorium dengan menimbang berat badan (Lampiran 5),
memeriksa kesehatan dan tubuh mencit sebelum penelitian. Menurut
Burkholder (2012) mencit yang baik digunakan untuk penelitian adalah
mencit yang sehat, ditandai dengan tidak adanya kerontokan rambut,
bergerak aktif, nafsu makan baik, ukuran tubuh yang baik (tidak terlalu
kurus maupun obesitas), dan tidak memiliki kelainan pada bagian kepala,

perut, maupun anggota gerak tubuhnya.
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3.2

BAB Ill. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Zoologi dan Laboratorium Botani
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung pada bulan Januari 2023 hingga Februari 2023.

Rancangan Penelitian

Rancangan ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL)
sebagai acuan penempatan mencit pada setiap kelompok pelakuan yang
dilakukan secara random/acak. Rancangan yang terdiri dari 5 perlakuan
dengan 6 ulangan, dalam rancangan ini tidak terdapat lokal kontrol,
sehingga sumber keragaman yang diamati hanya perlakuan dan galat.
Pengacakan perlakuan pada unit-unit percobaan dilakukan menggunakan
tabel bilangan acak, sistem lotre manual atau menggunakan komputer
(Susilawati, 2015). 30 ekor mencit jantan berumur 3 bulan, dengan berat
30-40 gram dibagi ke dalam 5 kelompok, yaitu K(+), K(-), P1 (5
mg/20gBB), P2 (10 mg/20gBB), P3 (15 mg/20gBB) ekstrak etanol daun

bungur.

Tabel 2. Peta kandang mencit.

P2U6 | P3U2 | P1U6 | P1U3 | P2U4 Keterangan:

K2Ul | P2Ul1 | P3U3 | K1U5 | K2U5 g Ifolntliol (K1, K2)
K2U3 | P2U3 [[P3U1 | K1U2 | P1U1 : dei'j;ku“lj;ny(‘;“f P2, P3)
K1U6 | K1U4 | P3U4 | K2U2 | P2U2 U: Ulangan

K1Ul | K1U3 | P2U5 | P1U5 | P3U5 Ul | U2 | us
K2U6 | P3U6 | K2u4 | P1U4 | P1U2 U4 | Us | U6
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3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

331

3.3.2

Populasi Penelitian

Populasi penelitian adalah hewan coba mencit (Mus musculus L.)

jantan.

Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok perlakuan, dengan
masing-masing perlakuan menggunakan 6 sampel mencit.
Penentuan jumlah sampel diperoleh dengan menggunakan rumus
Federer (1977):

t(n—1)>15
Keterangan: t = Jumlah kelompok perlakuan

n = Jumlah sampel per kelompok perlakuan

Karena t = 5, maka:

t(n—1)>15
5(n—1)>15
5n-52>15
5n > 20
n=4

Jadi, jumlah mencit yang disarankan untuk penelitian ini minimal
berjumlah lebih dari sama dengan 6 ekor setiap kelompok

perlakuan.

3.4 Identifikasi VVariabel

34.1

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak daun

Bungur (Lagerstroemia speciosa L.).
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Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah keadaan sel-sel
hepatosit mencit yang mengalami kerusakan, nekrosis, apoptosis

dan sel normal.

3.5  Definisi Operasional

3.5.1

3.5.2

Karbon tetraklorida (CCla)

Karbon tetraklorida yang digunakan, sebelumnya diencerkan
menggunakan minyak jagung dengan perbandingan 1:1 yang
kemudian memiliki konsentrasi 50%. Setiap mencit yang diberikan
perlakuan diinjeksikan dengan larutan karbon tetraklorida (CCls)
sebanyak 0,1 ml/20 gBB mencit, kecuali mencit kontrol negatif.
CCl4 diinjeksikan pada mencit secara intraperitoneal menggunakan
spuit volume 1 ml. CCl,4 diberikan 1 kali sehari selama 3 hari
berturut-turut, setelah mengaklimasi mencit selama 7 hari
(Rohmatin, 2015).

Ekstrak Etanol Daun Bungur

Daun bungur yang digunakan berasal dari halaman Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Lampung. Daun bungur untuk membuat
ekstrak yaitu sebanyak 1000 gram simplisia, yang kemudian dibuat
ekstrak dengan dilarutkan ke dalam 10 liter etanol 96% dengan
metode maserasi. Ekstrak daun bungur yang diaplikasikan pada
hewan uji coba dengan cara diinjeksikan pada mencit secara oral
menggunakan jarum sonde lambung, dengan dosis sebanyak 5
mg/20 gBB/hari, 10 mg/20 gBB/hari, dan 15 mg/20 gBB/hari
sebanyak 0,3 ml dengan menggunakan spuit volume 1 ml dengan

jarum sonde lambung (Rohmatin, 2015).
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3.5.3 Sel Hepatosit Mencit

Mencit (Mus musculus L.) merupakan hewan mamalia yang biasa
digunakan sebagai objek untuk pengujian dalam praktikum
maupun penelitian. Mencit yang digunakan merupakan mencit
jantan galur swiss yang berumur 3-4 bulan dengan berat 30-40
gram. Sebelum perlakuan, mencit di-aklimatisasi pada ruangan
tertutup guna menyesuaikan lingkungan hidup mencit dari yang
sebelumnya. Aklimatisasi dilakukan selama 7 hari dengan

pemberian pakan dan minum rutin, juga kebersihan kandangnya.

Sel-sel hepatosit yang telah terkena CCl, akan mengalami
degenerasi sel berupa degenerasi hidrofik dan nekrosis (kematian
sel). Pemeriksaan histopatologi hati dengan cara fiksasi, dehidrasi
dan clearing, embedding, blocking, pemotongan,
pewarnaan/pengecatan dan mounting (Mardiati & Saraswati,
2014). Selanjutnya yaitu pengamatan sediaan histopatologi
hepatosit di bawah mikroskop.

3.6 Alat dan Bahan

3.6.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan adalah tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet
ukur, gelas ukur, beaker glass, erlenmeyer, corong kaca, batang
pengaduk, vortex, jarum sonde lambung, spuit volume 1 ml, neraca
analitik, pinset, hot plate, blender, oven, seperangkat alat bedah
(pisau bedah, klorofoam, kapas, papan bedah), seperangkat alat
pemeliharaan (kandang mencit, botol minum, serbuk kayu, wadah
makanan), object glass, cover glass, mikrotom, mikroskop cahaya,

sarung tangan, masker.
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Bahan Penelitian

Hewan percobaan yang digunakan yaitu mencit yang berumur 3-4
bulan, berjenis kelamin jantan, dengan berat 30 — 40 gram. Hewan
percobaan yang digunakan diperoleh dari pembudidaya mencit

penelitian.

Bahan yang digunakan adalah aquades, CMC (Carboxy Methyl
Celullose) 1%, etanol 96%, alkohol 50%, alkohol 70%, alkohol
90%, karbon tetraklorida (CCls), minyak jagung, klorofoam,
formalin 10%, xylol, parafin, safranin, enthilen, pewarna

hematoksilin dan eosin, dan daun bungur.

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1

3.7.2

Persiapan Hewan Uji

Penelitian dilakukan pada hewan coba mencit (Mus musculus L.)
dengan syarat sebagai berikut: mencit yang sebelumnya sudah
dilakukan determinasi, kondisi sehat fisik dan tidak memiliki
kelainan, berjenis kelamin jantan, berumur 3 bulan dengan berat
badan 30 — 40 gram, pemberian pakan yang sesuai dan seragam.
Hewan uji coba dilakukan aklimatisasi selama seminggu sebelum
diberi perlakuan untuk mengadaptasikan dengan lingkungan dan
makanan barunya, kemudian dibagi ke dalam 5 kelompok

perlakuan dengan jumlah 6 ekor setiap perlakuan.

Kelompok Perlakuan

Berikut kelompok perlakuan dan pemberian dosis yang dikerjakan.
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Tabel 3. Kelompok Perlakuan

No. Kelompok  Perlakuan Keterangan

1 K (+) CCl; 0,1 ml/20 gBB Kontrol positif

2 K () Tidak diberi perlakuan Kontrol negatif

3 o1 CCl4 0,1 ml/20 gBB + Kelompok
Ekstrak 5mg/20 gBB/hari perlakuan P1

A - CCl; 0,1 ml/20 gBB + Kelompok
Ekstrak 10 mg/20 gBB/hari perlakuan P2
CCl; 0,1 ml/20 gBB + Kelompok

5 P3

Ekstrak 15 mg/20 gBB/hari perlakuan P3

Pemberiann dosis ditentukan berdasarkan kadar 1Cso dari ekstrak
etanol daun bungur yaitu sebesar 262,2 ug/ml (Riyanti, dkk., 2020).
ICso merupakan konsentrasi yang dapat meredam 50% radikal
bebas DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) atau bisa disebut juga
konsentrasi yang menunjukkan aktivitas antioksidan. Semakin kecil
nilai 1Csp, maka semakin besar aktivitas antioksidannya
(Widyasanti, dkk., 2016). 1Cso yang diketahui dijadikan acuan
sebagai batas minimum dosis yang diberikan kepada hewan uji
coba.

Dosis letal atau LDso dari ekstrak etanol daun bungur terhadap Sel
Mononuklear Darah Periferal Manusia atau Human PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) diketahui sebesar 811,78
mg/kg (Sirikhansaeng, dkk., 2017). Dosis Letal tengah atau LDso
merupakan tolak ukur statistik setelah pemberian dosis tunggal atau
beberapa kali dalam 24 jam yang dapat mematikan 50% hewan
coba (BPOM, 2014). LDso merupakan batas dosis maksimal
pemberian ekstrak kepada hewan uji coba, sehingga tidak
menyebabkan toksik terhadap hewan uji coba (Sirikhansaeng,
2017).

Oleh karena itu, dibuatlah beberapa varian dosis perlakuan

berdasarkan kadar 1Cso dan LDsp yang diketahui yaitu 250
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mg/kgBB, 500 mg/kgBB dan 750 mg/kgBB. Maka, dibuatlah dosis
perlakuan ekstrak etanol dain bungur untuk mencit sebanyak 5
mg/20 gBB/hari, 10 mg/20 gBB/hari, 15 mg/20 gBB/hari .

Persiapan Bahan Perlakuan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini untuk setiap kelompok
perlakuan adalah karbon tetraklorida (CCls) yang digunakan untuk
menginduksi kerusakan hati pada sel-sel hepatosit. Ekstrak daun

bungur yang digunakan sebagai perlakuan kepada hewan coba.

a. Pembuatan Sediaan Karbon Tetraklorida (CCla4)

Pemberian CCl4 pada mencit dapat memberikan efek toksik
pada dosis 0,1 ml/20 gBB (Rohmatin, 2015). Pengenceran
dilakukan dengan melarutkan CCls dengan minyak jagung
dengan perbandingan 1:1 untuk membentuk konsentrasi 50%
kemudian diaduk hingga rata. Larutan karbon tetraklorida
(CCly) dilarutkan pada minyak jagung dikarenakan CCl4
merupakan senyawa kimia yang mudah larut pada minyak
(Yuce, 2014).

b. Pembuatan Ekstrak Daun Bungur

Daun bungur yang sebelumnya sudah dilakukan determinasi
selanjutnya dilanjutkan proses pemetikan dari pohonnya. Daun
yang sudah dipetik lalu dibersihkan dengan air mengalir,
kemudian kering-anginkan agar air yang masih ada pada daun
cepat hilang. Daun yang sudah tidak berair dimasukkan ke
dalam oven untuk dikeringkan pada suhu 60°C selama 2 hari.
Kemudian daun bungur yang sudah kering dihaluskan
menggunakan blender, hasilnya diayak hingga dapat tepung
halus. Selanjutnya 1000 gram tepung daun bungur dilarutkan
dengan 10 liter etanol 96% dengan perbandingan 1:10 selama 3

X 24 jam mengunakan metode maserasi. Kemudian ekstrak
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disaring menggunakan kertas saring, selanjutnya evaporasi

hingga didapat ekstrak daun bungur dengan konsentrasi 100%.

Dosis perlakuan dibuat dengan menambahkan pengemulsi
CMC (Carboxy Methyl Celullose) 1% pada ekstrak etanol daun
bungur. Dosis yang digunakan dibuat tidak melebihi batas letal,

sehingga didapatkan variasi dosis sebagai berikut:

1. Dosis 5 mg/20 gBB ektrak daun bungur
2. Dosis 10 mg/20 gBB ektrak daun bungur
3. Dosis 15 mg/20 gBB ektrak daun bungur

Jumlah ekstrak etanol daun bungur yang digunakan selama
penelitian sebagai berikut:

P1 =5 mg x 18 (mencit) x 10 (hari) = 900 mg = 0,9 gram
P2 =10 mg x 18 (mencit) x 10 (hari) = 1800 mg = 1,8 gram

P3 =15 mg x 18 (mencit) x 10 (hari) = 2700 mg = 2,7 gram

Pemberian ekstrak secara oral pada mencit (\Volume)

Volume pemberian berat mencit x persen pemberian

= 20gram x 1%

= 20 gram x — 22

100 gram
= 0,2ml

Total volume =0,2 ml x 18 (mencit) x 10 (hari)

= 36 ml (pelarut CMC 1%)
Stok dosis perlakuan ekstrak daun bungur selama penelitian
sebagai berikut:
Dosis P1 = 0,9 gram ekstrak daun bungur + 36 ml CMC 1%
Dosis P2 = 1,8 gram ekstrak daun bungur + 36 ml CMC 1%
Dosis P3 = 2,7 gram ekstrak daun bungur + 36 ml CMC 1%
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3.7.4 Perlakuan pada Hewan Percobaan
a. Pemberian Bahan Perlakuan pada Hewan Percobaan

Setiap mencit yang diberikan perlakuan, sebelumnya
diinjeksikan dengan karbon tetraklorida (CCl4) sebanyak 0,1 ml
- kecuali mencit kontrol negatif. CCls4 diinjeksikan pada mencit
secara intraperitoneal menggunakan spuit volume 1 ml. CCl4
diberikan 1 kali sehari pada hari ke 1 — 3 secara berturut-turut,

setelah mengaklimasi mencit selama 7 hari (Rohmatin, 2015).

Pemberian ekstrak daun bungur secara oral dengan dosis yang
sudah ditentukan perkelompok sebanyak 0,3 ml dengan
menggunakan spuit volume 1 ml dan jarum sonde lambung.
Ekstrak etanol daun bungur sebelumnya ditambahkan CMC 1%
sebagai bahan pengikat, penstabil dan pengemulsi (BPOM R,
2021). Pemberian ekstrak daun bungur dilakukan setiap hari
pada hari ke 4 — 16 secara berturut-turut, kemudian pada hari

ke-17 dilakukan pengambilan data.

b. Pengambilan Sampel

Setelah perlakuan yang sudah dilakukan selama 16 hari,
kemudian mencit dibius dengan menggunakan kloroform
selanjutnya dilakukan pembedahan pada bagian perut secara
horizontal dan vertikal. Setelah dilakukan pembedahan, organ
hati diambil dan ditaruh dalam tabung organ dan diberi
formalin 10% selama 24 jam (Rohmatin, 2015).

c. Pembuatan Preparat Histologi

Berikut tahapan pembuatan preparat histologi hati (Rohmatin,
2015).
1. Hati yang sudah diambil dan disimpan dalam formalin 10%

selama 24 jam kemudian dilakukan perlakuan selanjutnya.
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2. Dehidrasi dengan merendam organ hati pada alkohol 50%,
70% dan 2 kali alkohol absolut secara bertingkat, masing-
masing selama 30 menit.

3. Clearing dengan menggunakan perbandingan alkohol dan
xylol (3:1, 1:1, 1:3) dan dua kali xylol di rendam masing-
masing selama 60 menit.

4. Infiltrasi dengan xylol dan paraffin dengan perbandingan
3:1, 1:1, 1:3 dan 1 kali paraffin murni selama 1 jam
perendaman pada suhu 46°C-52°C.

5. Blocking dengan paraffin keras pada suhu 46°C-52°C
selama 1 jam.

6. Potong dengan menggunakan mikrotom dengan ukuran 3-5
milimikro dan kemudian potongan direkatkan pada kaca
objek.

7. Deparafinisasi dengan perendaman xylol 2 kali alkohol
absolut, 70%, 50% dan 30% dengan perendaman selama 3
menit.

8. Terakhir dilakukan pewarnaan menggunakan safranin

setelah selesai kemudian diamati menggunakan mikroskop.

Pewarnaan safranin dilakukan dengan tahapan sebagai berikut.

1. Setelah dilakukan deparafinisasi, selanjutnya direndam
dengan safranin selama 3 menit.

2. Setelah itu didehidrasi dengan alkohol bertingkat 50%, 70%
dan 2 kali alkohol absolute.

3. Kemudian dilakukan pemberian xylol selama 5 menit,
setelahnya mounting dengan menggunakan perekat entelen
lalu dipanaskan pada suhu 46°C-52°C di dalam inkubator
selama 24 jam.

4. Setelah 24 jam dapat diamati menggunakan mikroskop.
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3.7.5 Pengolahan Data

Preparat kemudian dianalisis dengan scoring membandingkan
setiap preparat hepatosit setiap lapang pandang. Hasil pengamatan
histopatologi diberi skor pada tiap preparat masing-masing
kelompok perlakuan. Perubahan hepatosit mencit yang normal
diberi skor nol (0) dan yang mengalami perubahan atau kelompok
perlakuan dan kelompok negatif diberi skor 1-3 tergantung

bagaimana perubahannya (Tabel 5.) (Agata, 2017).

Tabel 4. Skoring tingkat perubahan sel hepatosit mencit setelah

perlakuan
Tinket Keterangan Skor
perubahan
Normal Tidak terj_adl perubahan pada 0
histopatologi
Ringan (mild) Kerusakan kurang dari sepertiga dari 1
seluruh lapang pandang
Kerusakan sepertiga hingga dua pertiga
Sedang (moderate) i 5
dari seluruh lapang pandang
Berat (severe) Kerusakan lebih dari dua pertiga dari 3

seluruh lapang pandang

Data skoring yang diperoleh selanjutnya diuji menggunakan
aplikasi IBM SPSS Statistics Ver. 25. Dilakukan uji non-
parametrik Kruskal-Wallis dengan signifikansi (p<0.05) dan
dilanjutkan dengan Post-Hoc Test dengan uji Mann-Whitney untuk

mengetahui perbedaan antar kelompok perlakuan.
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3.8 Diagram Alir Penelitian
Berikut diagram alir penelitian yang dilaksanakan di Laboratorium
Zoologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

[ Persiapan pemeliharaan mencit ]

I

[ 30 ekor mencit, jantan, usia 3-4 bulan, berat 30-40 g ]

v
[ Aklimatisasi selama 7 hari ]
v
[ Kelompok perlakuan ]
v v v v v
K (+) P1 P2 P3 K(-)
Pakan Pakan Pakan
Pakan standar + standar + standar + Pakan
standar + CCl, 0,1 CCl40,1 CCl40,1 standar +
CCL 0.1 ml/20 gBB ml/20 gBB ml/20 gBB Tanpa
4% + Ekstrak 5 + Ekstrak + Ekstrak diberi
mi/20 gBB mg/20 10 mg/20 15 mg/20 perlakuan
gBB/hari gBB/hari gBB/hari

\ 4

[ Terminasi pada hari ke 14 dengan diberikan kloroform ]

y

[ Pembedahan untuk mengambil organ hepar ]

A

Fiksasi, dehidrasi, clearing, infiltrasi, blocking, cutting, deparafinasi,
pewarnaan sampel

4

[ Pengamatan mikroskop ]

\4

[ Analisis data ]




5.1

5.2

BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka ditarik
kesimpulan bahwa penggunaan ekstrak etanol daun bungur dengan dosis 5
mg/20gBB dan 10 mg/20gBB mampu membantu memperbaiki kerusakan
sel hepatosit akibat paparan CCls dibandingkan dosis 15 mg/20gBB.

Saran
Dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai uji aktivitas SGPT-SGOT
hepar mencit yang diberikan ekstrak etanol daun bungur sebagai

hepatoprotektor.
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