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INTISARI

Kelebihan besi menyebabkan oksidasi mitokondria di hepar sehingga
terjadi cidera hepatosit dan peningkatan TGF B. Fibrosis hepar terbentuk akibat
fibrogenesis sel stelata yang diaktivasi oleh cidera hepatosit kronis. Fibrosis hepar
adalah penyebab utama morbiditas dan mortalitas pada kasus kelebihan besi.
Tujuan penelitian ini  untuk membuktikan bahwa kelebihan besi dapat
menyebabkan perubahan histopatologi pada hepar.

Metode penelitian ini adalah eksperimental dengan rancangan post-test
only control group design menggunakan mencit BALB/C Jantan yang dibagi
menjadi 2 kelompok secara random. Kelompok tanpa pemberian Fe (0,3 cc NaCl
0,9% dan 0,5 cc pelarut obat) dan kelompok dengan pemberian Fe (0,3 cc Fe +
sukrosa (Venofer®) dan 0,5 pelarut obat) secara intra peritoneal selama 60 hari.
Fraksi area fibrosis dinilai mengggunakan software ImageJ.

Hasil rerata fraksi area fibrosis kelompok tanpa pemberian Fe adalah 0,00
* 0,00% dan fraksi area fibrosis kelompok dengan pemberian Fe adalah 11,38 £
10,74%. Kelompok dengan pemberian Fe terdapat 3 sampel yang terdapat
fibrosis, tapi 2 sampel lainnya tidak ditemukan fibrosis. Fibrosis hepar akibat
kelebihan besi berkaitan dengan NTBI/LPI, genetik, lingkungan dan waktu
paparan.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah kelebihan besi menyebabkan fibrosis
pada hepar.

Kata Kunci : Kelebihan besi, TGF f, sel stelata dan fibrosis hepar.

Xiv
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PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Besi merupakan zat gizi mikro yang penting bagi manusia, tapi besi
yang berlebihan dapat meningkatkan stress oksidatif dan meningkatkan
kerusakan jaringan akibat peroksidasi lipid (Kang et al., 2019). Kadar besi
yang berlebihan dalam plasma akan menumpuk di hepar dan organ lain
(Wahidiyat et al., 2017). Kelebihan zat besi menjadi penyebab utama
penyakit hati kronis, selain penyakit hati berlemak (Kuhn et al., 2017;
Yokoo & Browning, 2014). Timbunan besi dalam hepar dapat menyebabkan
peradangan kronis yang kemudian menyebabkan fibrosis, sirosis bahkan
munculnya keganasan pada hepar (Duarte et al., 2017).

Kelebihan besi merupakan faktor penting yang mempengaruhi
perubahan penyakit hati menjadi sirosis hepatis (Sikorska et al., 2016).
Sirosis hepatis merupakan hasil cidera kronis yang ditandai dengan nodul
abnormal yang dikelilingi dengan pita fibrosis (Schuppan & Afdhal, 2008).
Menurut World Health Organization (WHO) pada tahun 2019 sirosis hepatis
merupakan penyebab kematian nomor 10 pada negara dengan penghasilan
rendah (WHO, 2021). Global Burden of Disease pada tahun 2019
melaporkan bahwa jumlah kematian akibat sirosis hepatis di Asia Tenggara
lebih dari 442.000 kematian sehinggga menjadikan Asia Tenggara sebagai
wilayah di dunia dengan jumlah penyebab kematian terbesar diakibatkan

oleh sirosis hepatis (Abbafati et al., 2020). Sedangkan menurut



RISKESDAS tahun 2007 penyakit hati merupakan penyebab nomor 8
kematian di Indonesia (Kemenkes, 2007). Kelebihan besi pada hepar juga
terjadi lebih dari satu per tiga pada kasus penyakit hepar kronis lainnya
termasuk hepatitis virus kronik dan juga non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) (Atarashi et al., 2018; Guyader et al., 2007). Fibrosis hepar
adalah penyebab utama morbiditas dan mortalitas pada kasus penyakit hati
(Unalp-Arida & Ruhl, 2017). Penelitian pada mencit yang diberi besi
sukrosa secara intra peritoneal mengalami fibrosis yang bermakna pada
jantung mencit (Sarosa et al., 2020). Kelebihan besi juga menyebabkan
inflamasi dan apoptosis pada sel-sel pankreas mencit yang diberi makan
sekitar 180 mg/kg zat besi (M. Chen et al., 2018).

Berdasarkan penelitian Lambrecht (2011), menjelaskan bahwasanya
kerusakan hepar pada hepatitis C kronis bisa disebabkan karena adanya
peningkatan kadar zat besi pada hepar (Lambrecht et al., 2011). Kelebihan
besi pada hepar dapat menyebabkan kematian sel (Dixon et al., 2012).
Kematian hepatosit dapat terjadi terjadi karena zat besi menyebabkan stress
oksidatif yang berat pada tingkat sistemik maupun seluler (Pilo &
Angelucci, 2019) melalui pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS)
yang berlebih (Guvendi et al., 2020; Sies, 1991). Kematian sel atau nekrosis
pada hepar banyak dijumpai di area dekat dengan vena sentralis atau disebut
zona 3 (Assis-Mendoncg et al.,, 2020). Obat toksik seperti carbon
tetrachloride dapat menyebabkan munculnya jaringan kolagen atau fibrosis

pada hepar tikus (Q. S. Chen et al., 2017). Laporan kasus dari gambaran



1.2.

1.3.

histopatologi hepar pada pasien laki-laki 46 tahun di China yang diduga
memiliki penyakit hemochromatosis diinduksi kardiomiopati restriktif
dalam biopsi heparnya ditemukan pembengkakan pada hepatosit dengan
sitoplasma yang keruh dan muncul juga peradangan dan fibrosis di sekitar
porta (Cheang et al., 2020). Fibrosis pada jaringan mudah diamati pada
preparat histopatologi dengan pulasan masson trikrom (Kaimori et al., 2017;
Street et al., 2014)

Berdasarkan uraian tersebut, peneliti akan melakukan sebuah
penelitian tentang pengaruh kelebihan besi terhadap histopatologi hepar
mencit Balb/c. Penilaian histopatologi hepar mencit Balb/c dengan cara
menilai fraksi area fibrosis hepar untuk memastikan efek yang ditimbulkan
dari kelebihan zat besi dalam menyebabkan fibrosis pada hepar mencit

Balb/c.

Rumusan Masalah
Apakah kelebihan besi berpengaruh terhadap gambaran histopatologi

hepar mencit Balb/c ?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh Kkelebihan besi terhadap gambaran

histopatologi hepar mencit Balb/c.



1.3.2.

Tujuan Khusus

1.3.2.1 Mengetahui gambaran histopatologi hepar mencit Balb/c
yang diberi 0,3 cc NaCl 0,9% dan pelarut obat (Aquabidest,
CMC dan Nipagin) 0,5 cc intra peritoneal.

1.3.2.2 Mengetahui gambaran histopatologi hepar mencit Balb/c
yang diberi 1,5 mg (0,3 cc) besi sukrosa (Venofer®) dan
pelarut obat (Aquabidest, CMC dan Nipagin) 0,5 cc intra

peritoneal.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi
tambahan, sebagai masukkan dan juga untuk dijadikan sebagai dasar
penelitian oleh para peneliti selanjutnya yang ingin melakukan
pengembangan penelitian selanjutnya terkait pengembangan
farmakologis untuk mengatasi pengaruh dari kelebihan zat besi

terhadap organ hepar mencit.

Manfaat Praktis
Memberikan informasi kepada masyarakat atas efek atau
pengaruh yang terjadi akibat kelebihan zat besi terhadap kerusakan

hepar mencit.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Histopatologi Hepar
2.1.1. Histologi Hepar

Hepar merupakan organ yang hampir sama dengan pankreas
karena menghasilkan sebuah produk endokrin dan eksokrin, tetapi
pada hepar dua produk tersebut dihasilkan oleh satu sel khusus yang
disebut hepatosit (Gartner & Hiatt, 2014). Hepatosit berukuran besar
dan berbentuk kuboid atau polihedral yang akan membentuk ribuan
lobulus hepar yang berbentuk polihedral dengan masing-masing
lobulus berukuran 0,7 — 2,0 mm (Mescher, 2013). Lobulus hepar
memiliki 3 — 6 trias porta yang akan membentuk lobulus hepar
bersama hepatosit, yang masing-masing portal tersusun atas tiga
bangunan antara lain arteriol cabang dari arteri hepatik, venula
cabang dari vena porta hepatika, dan duktulus biliaris cabang dari
ductus biliaris (Mescher, 2013). Sehingga secara histologis, hepar
tersusun atas 3 komponen, yaitu : hepatosit, kanalikuli biliaris dan
sinusoid hepar (Tortora & Derrickson, 2014).

Hepatosit sebagai sel utama dalam hepar tersusun secara radier
mengelilingi vena sentralis dengan sel berbentuk kuboid atau
polihedral, berinti bulat dan sitoplasmanya terlihat eosinofilik karena
banyak terdapat mitokondria untuk mendukung hepatosit melakukan

fugsinya sebagai sel yang paling banyak memiliki fungsi (Mescher,



2013). Hepatosit memiliki organel sel seperti apparatus golgi,
retikulum endoplasma halus, retikulum endoplasma Kkasar,
mitokondria, inti sel, lisosom, peroksisom serta kaya akan lipid,
VLDL, dan glikogen. Hepatosit mempunyai beberapa sisi yang
dibagi menjadi dua ranah, yaitu : ranah sinusoidal yang menghadap
ke ruang perisinusoidal, dan ranah lateral yang membentuk
kanalikuli biliaris (Gartner & Hiatt, 2014). Pada ranah perisinusoidal,
membran plasma hepatosit memiliki banyak reseptor manosa-6-
fosfat, Na*, K*, ATPase, dan adenilat siklase sebagai tempat sekresi
produk endokrin dan tempat masuknya bahan dalam darah ke
sitoplasma hepatosit (Mescher, 2013).

Pada ranah lateral hepatosit terdapat kanalikuli biliaris yang
merupakan saluran kecil dengan diameter 1 sampai 2 pm, berfungsi
untuk mengalirkan produk eksokrin dari hepatosit ke perifer dari
lobulus klasik (Gartner & Hiatt, 2014). Tight junction yang ada di
antara hepatosit yang berdempetan mencegah bocornya empedu yang
masuk di kanalikuli biliaris (Gartner & Hiatt, 2014). Empedu dari
kanalikuli biliaris akan dilanjutkan ke duktulus biliaris dan duktus
biliaris (Mescher, 2013). Duktus biliaris yang merupakan bagian dari
trias porta akan berkonvergensi menjadi duktus hepatikus dekstra
dan sinistra, lalu menyatu menjadi duktus hepatikus komunis

(Tortora & Derrickson, 2014).



Sinusoid yang ada di ranah sinusoidal merupakan kapiler
berfenestra dengan sel pelapis yang kebanyakan tidak saling
berhubungan erat sehingga menimbulkan adanya banyak celah
berukuran sekitar 0,5 pum (Gartner & Hiatt, 2014). Hal itu
memungkinkan plasma untuk melewati celah sinusoid dan masuk ke
ruang disse atau ruang perisinusoid (Mescher, 2013). Sel yang
menetap di sinusoid hepar adalah makrofag hepar yang disebut sel
kupffer atau scavenger migran karena tidak membentuk tautan sel
dengan sel pelapis (Gartner & Hiatt, 2014). Sel kupffer merupakan
derivat monosit yang dapat mengenali eritrosit tua yang kemudian
akan difagositosis olehnya, dan memisahkan heme atau besi dengan
bilirubin yang akan di serap oleh hepatosit (Mescher, 2013). Sel
kupffer juga penting untuk melindungi hepar dengan cara
menghancurkan benda asing, beracun dan infeksius yang masuk ke
sinusoid hepar (Ovalle & Nahirney, 2013).

Ruang perisinusoid atau ruang disse merupakan ruangan atau
celah di antara epitel pelapis sinusoid dan lempeng hepatosit yang
berfungsi sebagai tempat pertukaran zat di daerah basolateral
hepatosit (Lowe & Anderson, 2015). Bahan dalam plasma yang
masuk di dalam ruang perisinusoid ini akan masuk ke hepatosit
dibantu oleh juluran mikrovili yang ada di ruangan ini (Gartner &
Hiatt, 2014). Selain itu, terdapat pula sel khas dengan banyak droplet

lipid, dan berfungsi untuk menyimpan ataupun meregulasi transport



retinoid (vitamin A) dalam tubuh makhluk hidup yaitu sel stelata
(Ovalle & Nahirney, 2013). Sel stelata pada hepar juga disebut
sebagai sel Ito yang merupakan serat saraf tak bermielin untuk
menyimpan lemak, memproduksi faktor pertumbuhan, dan
membentuk jaringan ikat fibrosa menggantikan hepatosit yang rusak

karena zat toksin (Gartner & Hiatt, 2014).

Sinusoid hati

|
s Vena sentral Kanalikuli biliaris

Hepatosit

Sel retikuloedotelial
Vena sentral.
Sinusoid hati
Kanalikuli

biliaris Hepatosit

_/  Trias porta
i+— Cabang duktus
(a) Lobulus hati N & = biharigg
‘ = iy Cabang vena
p porta hepatik
Cabang arteri
hepatika

(b) Hepatosit dan sinusoid

(c) Trias porta

Gambar 2.1. Histologi Hepar
(Mescher, 2013).

Susunan lobulus hepar dibagi menjadi 3 konsep, yaitu : lobulus
klasik, lobulus portal dan asinus hepar. Konsep lobulus klasik
merupakan konsep berdasarkan arah aliran darah dari trias porta
(perifer) ke vena sentralis (sentral) sehingga menjadikan vena
sentralis sebagai pusat dari konsep klasik ini. Konsep lobulus portal
menggambarkan aliran eksokrin hepar, yaitu menuju duktulus

biliaris. Konsep tersebut digambarkan dengan garis imajiner dari 3



2.1.2.

vena sentralis membentuk segitiga dengan trias porta sebagai
pusatnya. Konsep asinus hepar berdasarkan perbedaan konsentrasi
oksigen dan nutrisi pada aliran darah di lobulus hepar. Zona yang
terdekat dengan vena sentralis disebut zona 3, zona 1 merupakan
zona yang terdekat dengan perifer dan kaya akan oksigen, serta di
antara zona 1 dan zona 3 adalah zona 2 (Gartner & Hiatt, 2014). Sel-
sel pada zona 3 mengandung sedikit oksigen, nutrien, serta banyak
mengandung enzim yang terlibat dalam proses glikolisis,
pembentukan lipid, dan biotransformasi obat sehingga hepatosit di
zona 3 menjadi yang pertama mengalami akumulasi lemak dan

nekrosis iskemik (Gartner & Hiatt, 2014).

Anatomi dan Fisiologi Hepar

Hepar adalah organ kelenjar terbesar di dalam tubuh manusia
dengan berat rata-rata sekitar 1200-1800 gram (Paulsen & Waschke,
2019). Hampir keseluruhan bagian dari hepar berada di bawah
diafragma yang membentang dari regio hipokondriaka dextra,
epigastrium dan meluas ke regio hipokondriaka sinistra (Drake et al.,
2012). Hepar dilapisi oleh kapsula Glissoni yang kemudian ditutupi
oleh peritoneum visceral (Tortora & Derrickson, 2014). Hepar dibagi
menjadi dua lobus oleh fossa vesica fellea dan vena cava inferior
hepar, yaitu lobus dextra yang lebih besar dan lobus sinistra (Drake

etal., 2012).
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Hepar dilihat dari sisi posterior akan tampak lobus dekstra,
lobus sinistra, lobus kaudatus maupun lobus kuadratus (Tortora &
Derrickson, 2014). Lobus kaudatus dan lobus kuadratus terletak di
lobus dekstra hepatis (Drake et al., 2012). Hepar melekat pada
dinding anterior abdomen oleh ligamentum falciformis yang
terbentang dari tepi bawah diafragma, di antara dua lobus menuju
permukaan superior hepar. Di dalam ligamentum falciformis,
terdapat penggantung hepar yang merupakan obliterasi dari vena
umbilikalis yaitu ligamentum teres hepatis (Tortora & Derrickson,
2014). Ligamentum falciformis berjalan ke arah cranial membentuk
ligamentum coronarium dan berakhir menjadi ligamentum triangular
di sisi kanan dan Kiri hepar menghubungkan hepar dengan
diaphragma (Paulsen & Waschke, 2019).

Hepar akan menerima oksigen dan metabolit-metabolit melalui
dua pembuluh darah : arteri hepatika yang membawa banyak oksigen
dan vena porta hepatika yang membawa produk dari sistem
pencernaan untuk diolah, disimpan dan juga di detoksifikasi sebelum

disebarkan ke seluruh tubuh (Sherwood, 2019).
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Lot s

Gambar 2.2. Anatomi Hepar Tampak Anterior dan Posterior
(Paulsen & Waschke, 2019

Hepar akan menerima produk yang diserap dari sistem
pencernaan menandakan bahwa hepar memiliki sebuah peran dalam
proses metaboslisme dalam tubuh. Fungsi - fungsi hepar dalam
metabolisme yang penting dalam memahami fisiologis tubuh yaitu
(Hall, 2011) :

a. Metabolisme Karbohidrat
Hepar adalah organ yang penting sebagai penyeimbang
kadar glukosa dalam darah. Pada keadaan kadar glukosa darah
yang rendah, hepar akan membentuk glukosa dengan melakukan
perombakan terhadap glikogen, asam amino, asam laktat,
fruktosa dan galaktosa yang tersimpan di hepar dan kemudian
melepaskannya ke dalam aliran darah. Saat glukosa darah tinggi,
hepar mengubah glukosa menjadi glikogen dan trigliserid untuk
disimpan.
b. Metabolisme Lemak
Hepar dapat merubah lemak menjadi sumber energi
dengan melakukan oksidasi gliserol dan asam lemak menjadi

asetil-KoA. Hepar juga mensintesis lemak menjadi kolesterol
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dan fosfolipid yang penting untuk membentuk dan membantu
fungsi sel di seluruh tubuh. Hepar juga dapat membentuk lemak
dari protein dan karbohidrat yang kemudian di simpan dalam
jaringan adiposa.
Metabolisme Protein

Hepatosit dapat merubah protein menjadi asam amino
yang berguna untuk produksi ATP atau diubah menjadi
karbohidrat dan lemak. Ammonia (NH;) yang bersifat toksik
diubah menjadi senyawa non toksik untuk diekskresikan di
dalam urin. Hepatosit juga mensintesis protein plasma seperti o
globulin, B globulin, albumin, protrombin dan fibrinogen.
Metabolisme Besi

Hepatosit mengandung apoferritin  yang merupakan
protein pengikat besi pada saat kadar besi dalam tubuh sedang
turun maupun tinggi. Hepatosit akan menyimpan besi pada saat
kadar besi tinggi dalam cairan tubuh dengan cara diikat oleh
apoferritin menjadi ferritin. Besi juga akan dilepaskan oleh
ferritin pada kondisi kadar besi yang rendah di sirkulasi. Hal ini
menjelaskan fungsi apoferritin-ferritin dalam hepar sebagai
penyangga besi darah dan juga sebagai tempat untuk menyimpan

besi.
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e. Fungsi Metabolik Hepar yang Lain

Hepar merupakan organ yang menyimpan banyak vitamin,
seperti vitamin A, vitamin D dan vitamin Bi,. Tapi hepar juga
membutuhkan sebuah vitamin K untuk membuat faktor-faktor
koagulasi. Selain hal itu, hepar juga dapat berfungsi untuk
detoksifikasi substansi seperti alkohol dan ekskresi obat-obatan
menuju kantung empedu. Hepar juga dapat mensekresi hormon
tiroid dan hormon steroid seperti estrogen dan aldosteron. Fungsi
lain yang dimiliki hepar adalah ekskresi bilirubin, sintesis garam
empedu, penyimpanan vitamin dan mineral, fagositosis oleh sel

kupffer, dan aktivasi vitamin D.

2.1.3. Kerusakan Hepar

Hepar merupakan organ yang berperan penting terhadap proses
metabolisme makhluk hidup. Proses metabolisme makhluk hidup
akan terganggu saat hepar mengalami kerusakan. Kerusakan pada

hepar dapat terjadi karena beberapa penyebab, yaitu :

a. Obat-Obatan / Zat Toksik

Obat-obatan atau zat yang dapat mencederai hepatosit
secara langsung disebut sebagai obat / zat hepatotoksik. Obat
yang diberikan secara per oral atau parenteral akan diserap oleh
usus untuk dibawah ke hepar melalui vena porta sehingga akan
melewati proses eliminasi, biotransformasi, detoksifikasi

(Katzung, 2012). Beberapa obat-obatan dapat menyebabkan
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kerusakan hepar seperti asetaminofen, klorpromazin, papaverine,
CCL4, dan sebagainya (Kumar et al., 2015). Proses detoksifikasi
obat-obatan tersebut dilakukan oleh RE halus dan peroksisom
yang ada di dalam hepatosit (Katzung, 2012).

Besi dapat menjadi zat toksik untuk hepar karena zat besi
dapat masuk ke hepar dibawa oleh apotransferrin di plasma.
Sebagian besar zat besi disimpan di hepar dan sedikitnya di sel
retikuloendotelial (Hall, 2011). Cedera pada hepatosit karena
obat atau zat besi terjadi melalui perantara radikal bebas atau
metabolik yang menyebabkan peroksidasi lipid membran. Selain
itu, obat atau metabolitnya dapat mendistorsi membran sel atau
molekul seluler lainnya, ekspor garam empedu, atau memblokir
jalur biokimia atau integritas seluler mengikat secara kovalen ke
protein intraseluler, mengaktifkan jalur apoptosis, atau
memblokir jalur biokimia maupun integritas seluler (Fauci et al.,
2018). Saat hepatosit tidak mampu menetralkan zat toksik akan
tampak gambaran hepatosit dengan nekrosis koagulatif,
degenerasi hidropik atau perlemakan yang bervariasi ataupun
inflamasi. Jika dosis zat hepatotoksik cukup besar, nekrosis
dapat meluas hingga melibatkan seluruh lobulus (Rubin &
Reisner, 2014). Kerusakan hepatosit seperti degenarasi dan
apoptosis tersebut dapat menyebabkan aktivasi sel stelata yang

menyebabkan fibrosis pada hepar (RuoB et al., 2020).
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b. Alkohol

Alkohol memiliki kandungan senyawa asetaldehid yang
dapat menyebabkan perlemakan hati, hepatitis alkoholik dan
sirosis. Hepatosit pada perlemakan hati akibat alkohol dapat
terlihat mengalami steatosis dan sel-sel menjadi nekrosis yang
berakhir menjadi sirosis. Sel yang mengalami pembengkakan
dan nekrosis disebut dengan ballooning hepatosit. Selain itu,
juga terdapat struktur khusus pada hepatosit berupa gelondong
kusut dari intermediet filamen di dalam sitoplasma yang disebut
Jisim Mallory-Denk. Sel radang (neutrofil) menyusup di sekitar
lobulus hepar, terutama di sekeliling hepatosit yang mengalami
degeneratif (Kumar et al., 2015). Penyakit perlemakan hati
akibat alkohol juga menyebabkan fibrosis pada hepar (Patel &
Sebastiani, 2020).

c. Virus

Semua virus yang hepatotropik dapat menyebabkan
hepatitis virus. Virus hepatitis dapat menyebabkan perubahan
morfologi  hepar, sehingga dapat ditemukan infiltrat
mononuklear, dan sebagian besar cedera parenkim tersebar di
seluruh lobulus hepar sebagai “spotty necrosis” atau hepatitis
lobular. Pada hepatitis akut juga dapat terlihat nekrosis konfluen
di sekitar vena sentralis. HBsAg pada hepatitis B kronik

menimbulkan pembengkakan pada retikulum endoplasma sel
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hepatosit, atau bisa disebut “ground-glass” hepatosit (Kumar et
al., 2015). Fibrosis juga ditemukan pada hepar pasien dengan

hepatitis B kronik (Patel & Sebastiani, 2020).

. Trauma

Hepar sebagai organ yang penting dilapisi dengan kapsula
fibrosa yang disebut kapsula glissoni dan dilindungi oleh costa
(tulang rusuk) dekstra dan sinistra. Akan tetapi hepar masih
beresiko untuk mengalami trauma seperti crush injury, luka
tembak, ataupun luka tusuk (Snell, 2011). American Association
for the Surgery of Trauma (AAST) membagi trauma pada hepar
menjadi beberapa grade atau tingkat. Trauma pada hepar dari
tingkat paling rendah terjadi jika trauma sampai ke subkapsuler
yang menyebabkan hematom dan laserasi. Tingkat paling parah
yaitu saat trauma sampai mengenai vaskular dari hepar. Pada
tingkat paling parah, trauma pada hepar dapat menyebabkan
gangguan hemodinimik (Coccolini et al., 2016). Trauma juga
dapat mengaktivkan myofibroblast yang menyebabkan fibrosis

pada hepar (Aydin & Akcali, 2018).

. Vaskular

Hepar menerima darah dari arteri hepatika dan vena porta
hepatika yang kemudian masuk ke jaringan hepar membentuk
sebuah sistem sinusoid (Snell, 2011). Trombosis dapat terjadi

menyumbat di vena porta ataupun pembuluh darah lainnya.
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Gangguan vaskular tersebut jarang terjadi, akan tetapi dapat
menimbulkan hipertensi portal dengan tingkat mortalitas dan
morbiditas yang tinggi (Garcia-Pagan et al., 2016). Indeks serum
fibrosis hepar dapat digunakan sebagai penanda hipertensi porta
karena peningkatan resitensi pembuluh darah terjadi pada

fibrosis hepar (Wang et al., 2017).

Zat/Obat Toksik

Kelebihan Besi

.

Trauma —> Derajat -« Alkohol
Kerusakan
Vaskular —> Hepar e Virus

Kerusakan yang terjadi,
e Akut (Degenerasi dan Apoptosis)

e Kronik (Fibrosis dan Sirosis)

Gambar 2.3. Penyebab Kerusakan Hepar
2.1.4. Gambaran Histopatologi Hepar
Hepar merupakan organ yang punya kemampuan regenerasi
sangat baik. Pada kasus nekrosis hepar yang luas atau masif sebagian
besar hepatosit akan mengalami penyembuhan sempurna apabila
seseorang dapat bertahan dari gangguan metabolit berat akibat
gagalnya hepar melakukan fungsinya (V. Kumar et al., 2015). Hepar

yang memiliki ragam respon terbatas terhadap cedera terdapat lima
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respon yaitu : peradangan, degenerasi, nekrosis, fibrosis, dan sirosis
(Johan et al., 2017).
a. Peradangan
Hepatosit normal memiliki bentuk polihedral dengan inti
sel ditengah, sedangkan hepatosit yang mengalami cedera karena
trauma, zat kimia, bakteri maupun hal lainnya dapat
menyebabkan penyusupan sel radang ke hepar yang dapat
disebut hepatitis. Serangan terhadap hepatosit hidup yang
mengekspresikan antigen oleh sel T yang telah tersensitisasi
merupakan penyebab umum kerusakan hepar. Hepatosit yang
mati akan difagosit oleh makrofag akan meninggalkan kumpulan
sel radang terbatas di saluran porta atau mungkin juga dapat

meluas ke parenkim hepar (Kumar et al., 2015).
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Gambar 2.4. Gambaran Peradangan pada Hepar
(Kumar et al., 2015)
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b. Degenerasi

Degenerasi merupakan tanda cidera sel yang bersifat
reversibel. Degenerasi parenkimatosa adalah degenerasi teringan
ditandai dengan pembengkakan sel dengan sitoplasma yang
keruh  karena hepatosit yang gagal ~mempertahankan
keseimbangan ion dan cairan. Cairan yang masuk kedalam
sitoplasma membuat sel menjadi bengkak. Organela-organela sel
juga ikut membengkak karena menyerap air yang masuk ke
sitoplasma sehingga memberikan penampakan sitoplasma yang
keruh atau bergranul (Meutia, 2015). Cairan masuk kedalam
hepatosit karena terjadi karena kegagalan pompa ion yang
tergantung energi dependen di membran plasma (V. Kumar et

al., 2015).

Gambar 2.5. Gambaran Degenerasi Parenkimatosa pada Hepar
(Arifuddin et al., 2016).
Pada degenerasi hidropik muncul gambaran berupa sel yang
juga membengkak dengan sitoplasma jernih, berserabut dan muncul

vakuola-vakuola. Vakuola kecil jernih yang muncul merupakan
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reticulum endoplasmik yang melebar dan lepas. Degenerasi hidropik
disebut juga degenerasi lemak jika vakuola yang terbentuk akibat
akumulasi lemak di dalam hepatosit. Butir lemak halus yang tidak
menyebabkan nukleus bergeser disebut steatosis mikrovaskular yang
ditemukan pada keadaan - keadaan seperti penyakit hepar alkoholik,
sindrom Reye, dan perlemakan hepar akut pada kehamilan. (Kumar

etal., 2015).

Gambar 2.6. Gambaran Degenerasi Hidropik pada Hepar
(Dancygier, 2010)

c. Nekrosis

Nekrosis pada hepar merupakan perubahan morfologi
akibat degenerasi yang tidak terkompensasi oleh hepatosit saat
mengalami cedera. Perubahan morfologi yang terjadi ditandai
dengan berubahnya inti sel. Perubahan inti sel ini terdapat tiga
pola, yaitu : piknotik, Kkarioreksis, dan Kkariolisis. Piknotik
merupakan inti sel yang terlihat kecil dan warna basophil
meningkat sehingga terlihat lebih gelap dengan sitoplasma sel

kemerahan dan batasnya irregular. Kemerahan pada sitoplasma
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terjadi karena peningkatan ikatan eosin dengan protein
sitoplasma yang mengalami denaturasi dan akibat hilangnya
warna basofil yang biasanya dijumpai pada asam ribonukleat
(RNA) pada sitoplasma. Karioreksi merupakan keadaan
fragmentasi atau pembentukkan fragmen-fragmen pada inti sel
yang kemudian hancur dan berakhir pada hilangnya inti sel di
sebut dengan kariolisis. (Kumar et al., 2015).

Gambaran lain dari nekrosis adalah hepatosit yang
mengkerut karena hilangnya integritas membran dan bocornya
isi sel sehingga terjadi kerusakan sel. Isi sel yang bocor keluar
akan mengakibatkan peradangan sebagai usaha untuk
menghilangkan sel yang mati dan memulai proses perbaikan (V.

Kumar et al., 2015).

Gambar 2.7. Gambaran Nekrosis pada Hepar
(Kumar et al., 2015)
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d. Fibrosis

Jaringan fibrosis terbentuk sebagai respon terhadap
peradangan atau gangguan toksik langsung ke hepar. Sel stelata
yang teraktivasi akan berubah menjadi miofibroblas. Sel kupffer
dan limfosit melepaskan sitokin dan kemokin seperti TGF yang
memodulasi fibrogenesis sel stelata. Setelah menjadi fibroblas,
sel melepaskan faktor kemotaktik dan vasoaktif, sitokin dan
growth factors. Miofibroblas akan berkontraksi dan mensintesis
komponen matriks ekstraseluler. Fibrosis ini akan mengendap
dan menutupi sel yang cedera sebagai respon penyembuhan
terhadap cedera. Fibrosis pada hepar dapat teratasi atau kembali
normal saat penyebab penyakit dapat teratasi atau etiologinya
dapat dihilangkan (Kumar et al., 2015).

Penimbunan jaringan kolagen di perisinusoid Yyang
dihasilkan oleh sel stelata dapat berdampak konstan pada pola
aliran darah hepar dan perfusi hepatosit. Fibrosis dapat meluas
dari perisinusoid ke sinusoid ataupun di sekitar saluran porta atau
vena sentralis. Lama kelamaan jaringan fibrosa dapat
menghubungkan regio hepar dari porta-porta, porta-sentral, atau
sentral-sentral yang disebut bridging fibrosis (Kumar et al.,

2015).
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L

Ga;‘arfgé;ran Fibrosis pada Hepar
(Lo & Kim, 2017).

Sel Kupffer merupakan makrofag residen didalam hepar
(Mescher, 2013). Makrofag akan memfagosit antigen atau partikel
asing, mengeliminasi sel yang apoptosis dan mempresentasikan
antigen asing ke limfosit (Bratawidjaja dan Rengganis, 2018).
Monosit naive atau makrofag yang dipaparkan sitokin Thl IFN-y,
TNF atau LPS akan berkembang menjadi M1 yang akan
mengeluarkan sitokin pro-inflamasi seperti TNF (Duque dan
Descoteaux, 2014). Makrofag M2 memproduksi sitokin anti-
inflamasi seperti IL-4 atau IL-13, serta merangsang pembentukkan
fibrosis ditandai dengan peningkatan deposisi matriks ekstraseluler

untuk remodelling jaringan hepar (Martinez & Gordon, 2014,

Murray & Wynn, 2011; Weng et al., 2018).
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Gambar 2.9. Mekanisme Pembentukan Makrofag M1 dan M2
(Martinez & Gordon, 2014)

e. Sirosis
Sirosis merupakan kondisi yang ditandai dengan
transformasi difus pada seluruh permukaan hepar menjadi
nodulus hepatosit yang ditutupi jaringan fibrosa dan

neovaskularisasi, Kegagalan hepar pada penyakit hepar kronik

paling sering berkaitan dengan sirosis (Kumar et al., 2015).

A =

Gambar 2.10. Gambaran Sirosis pada Hepar
(Lo & Kim, 2017)
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2.2. Kelebihan Besi
2.2.1. Absorbsi Besi

Besi digunakan tubuh untuk membentuk hemoglobin. Manusia
mengkonsumsi besi normalnya adalah 15 - 20 mg/hari, tetapi pria
biasanya menyerap 0,5 - 1 mg/hari ke dalam sirkulasi, dan wanita
menyerap sedikit lebih banyak yaitu 1,0 - 1,5 mg hari. Wanita
memerlukan lebih banyak besi karena secara berkala wanita
kehilangan besi melalui darah haid (Sherwood, 2019). Zat besi
diserap oleh enterosit yang ada di duodenum dan jejunum proksimal
(Katzung, 2012). Daging mengandung heme sedangkan besi
anorganik seperti Fe** dan Fe®* dapat ditemukan padaa sayur-

sayuran (Sherwood, 2019).

Luminal factors Basolateral factors
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Gambar 2.11. Mekanisme Absorbsi Besi di Enterosit
(Murgia et al., 2012)

Absorbsi besi memiliki dua fase : fase luminal yang terdiri dari
transfer besi dari lumen usus ke enterosit, dan fase basolateral yang

terdiri dari transfer besi dari enterosit ke pembuluh darah (Murgia et
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al.,, 2012). Zat besi di fase luminal melewati membran apikal
enterosit melalui dua mekanisme : transport heme oleh haem carrier
protein (HCP1) dan transpor aktif Fe®* oleh divalent metal
transporter 1 (DMTI). Fe** harus direduksi menjadi Fe** oleh
ferrireduktase dan duodenal cytochrome b (Dcytb) untuk
ditransporkan ke enterosit oleh DMT1 (Sherwood, 2019). Besi di
dalam enterosit memiliki tiga kemungkinan rute : penyimpanan
menjadi feritin, penggunaan intraseluler oleh terutama oleh
mitokondria, atau diekspor ke darah oleh ferroportin (FPN) (Murgia
et al., 2012). Mekanisme mucosal block memungkinkan enterosit
yang terpapar besi dosis besar tidak akan menyerap besi berikutnya
sampai mereka digantikan oleh enterosit baru setelah lima sampai
enam hari (Stoffel et al., 2020)

Hepsidin memegang peranan penting transpor besi di sisi
basolateral. Besi diangkut secara aktif ke dalam darah menembus
membran basolateral oleh ferroportin dan dioksidasi menjadi Fe®*
olen hephaestin. Hepsidin yang berasal dari hati menghambat
pelepasan besi sel usus dengan mengikat feroportin dan memicu
internalisasi dan destruksinya. Kelebihan besi disimpan di sel epitel
usus sebagai ferritin (Katzung, 2012). Hepsidin diatur secara negatif
oleh status zat besi tubuh, dan diatur secara positif oleh peradangan.
Akibatnya, dalam kondisi status zat besi rendah dan tanpa adanya

peradangan, penyerapan zat besi menjadi tinggi, sedangkan dengan
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adanya peradangan, seperti yang terjadi pada infeksi, penyerapannya

berkurang (Murgia et al., 2012).

Pengertian Kelebihan Besi

Kadar normal zat besi pada tubuh orang dewasa sekitar 2
sampai 4 gram (Katzung, 2012). Kelebihan zat besi dalam plasma
terjadi akibat terganggunya homeostasis besi sistemik (Pantopoulos,
2018). Transferrin akan mengikat zat besi yang ada di dalam plasma
untuk disimpan dalam organ (Karuniawati, Benny, 2016) sehingga
akan terkumpul menjadi sebuah timbunan besi di dalam sel (Gujja et
al., 2010). Hal itu menjelaskan bahwa kondisi penimbunan atau
penyimpanan besi dalam sel atau organ juga dapat disebut atau dapat

terjadi karena kondisi kelebihan besi plasma atau iron overload.

Etiologi Kelebihan Besi

Primary Iron Overload atau Hemokromatosis herediter
merupakan kelebihan besi yang diwariskan, salah satu penyebab
yang paling umum karena adanya mutasi gen (C282Y dan H63D)
dari gen HFE (Radford-Smith et al., 2018). Primary Iron Overload
ditandai dengan mekanisme peningkatan absorbsi besi di usus
padahal dengan diet besi yang normal (Gujja et al., 2010).
Hemochromatosis didapat atau Secondary iron overload disebabkan
oleh masuknya zat besi berlebih ke dalam tubuh dan diketahui

penyebabnya. Kondisi yang dapat menyebabkan kelebihan besi
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melalui transfusi darah, hemolisis atau konsumsi parenteral ataupun
asupan besi berlebih (Kumar et al., 2015).
a. Transfusi darah

Pemberian transfusi darah dilakukan jika konsentrasi
hemoglobin berada di bawah 7 ¢/100 mL darah lengkap,
dikatakan normal pada laki-laki adalah 13-18 ¢/100 mL dan 12-
16 ¢/100 mL untuk perempuan (Sherwood, 2019). Transfusi
darah jangka panjang dapat membuat penimbunan zat besi yang
progresif pada pasien dengan kasus anemia karena kelainan
genetik seperti thalassemia ataupun anemia sel sabit (Brissot et
al., 2019)

Penderita thalasemia diharuskan untuk mengkonsumsi obat
kelasi besi saat melakukan transfusi darah untuk mencegah
terjadinya secondary iron overload karena tambahan zat besi
dari sel darah merah yang ditransfusikan padahal penyerapan zat
besi pada penderita thalassemia usus sudah berlebihan dalam
mengabsorbsi zat besi (Kumar et al., 2015). Apalagi zat besi
dalam tubuh manusia tidak dapat diekskresikan. Zat besi dapat
dikeluarkan oleh tubuh hanya 1 mg/hari melalui eksfoliasi sel-
sel mukosa usus, keringat, urin ataupun melalui empedu
(Katzung, 2012). Pada kasus primary iron overload didapatkan

kegagalan pengaturan penyerapan zat besi di usus sehingga
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menyebabkan pengumpulan besi bersih sebanyak 0,5 - 1 g setiap
tahunnya (Kumar et al., 2015).

Labile plasma iron (LPI) akan positif dengan pemberian
dosis tinggi besi venofer sekitar adalah 250 mg/bulan atau 8,33
mg/ hari (Bnaya et al., 2020; Kosch et al., 2001). Tapi hanya
sekitar 1 mg zat besi akan diekskresi setiap harinya (Katzung,
2012). Jika diberikan 1,5 mg zat besi secara intravena dengan
ekskresi sekitar 1 mg setiap hari maka 0,5 mg zat besi akan
disimpan dalam tubuh sehingga dapat memberikan fibrosis pada
jantung (Sarosa et al., 2020).

Hemolisis

Hemoglobin adalah protein yang mengandung besi yang
terdapat dalam eritrosit. Besi yang tergabung dengan globin
dalam eritrosit akan secara utuh dibebaskan ke cairan tubuh
pada saat terjadi hemolisis (eritrosit yang
pecah/rupture/degenerasi) (Sherwood, 2019). Padahal
hemoglobin merupakan sumber besi utama tubuh, sekitar 70%
(Qamariah & Yanti, 2018). Pada saat terjadi pemecahan eritrosit
yang berlebihan akan banyak besi yang bebas di cairan tubuh
menyebabkan kondisi iron overload.

Gagalnya eritropoesis juga menyebabkan kondisi kelebihan
besi. Eritroid adalah benih atau cikal bakal eritrosit yang ada di

dalam sumsum tulang. Kematian benih eritrosit di sumsum
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tulang dapat meningkatkan absorbsi zat besi dari usus yang
dapat menyebabkan kelebihan besi, sehingga menyebabkan
kerusakan hepar, jantung ataupun organ endokrin lainnya
(Kumar et al., 2015).
Asupan besi berlebih

Rata-rata manusia mengkonsumsi 10-15 mg besi dari porsi
makanannya setiap hari. Sekitar 5-10% dari total besi yang
dikonsumsi atau 1-1,5 mg besi diserap oleh duodenum dan
jejunum proksimal. Besi yang diserap oleh usus terdiri dari besi
heme dari daging dan besi anorganik (Fe** dan Fe?*) dari sayur-
sayuran atau padi-padian. Besi heme lebih mudah untuk diserap
tanpa harus diuraikan terlebih dahulu sedangkan Fe®* harus
direduksi terlebih dahulu sebelum diserap oleh mukosa usus
oleh ferireduktase menjadi besi Fero (Fe?*) (Katzung, 2012).

Pengaturan jumlah besi dalam tubuh manusia di atur
dengan mengatur kecepatan absorbsi di usus. Pada saat tubuh
kekurangan besi, kecepatan absorbsi besi di usus akan
ditingkatkan. Sebaliknya, pada saat tubuh kelebihan zat besi,
kecepatan absorbsi besi di usus akan diturunkan (Hall, 2011).
Asam askorbat atau vitamin C dapat meningkatkan penyerapan
besi, terutama dengan mereduksi besi feri menjadi fero
(Sherwood, 2019). Perubahan feri menjadi fero memudahkan

sel-sel mukosa usus menyerap besi tersebut. Tapi, pada African
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Dietary Iron Overload, konsumsi bir tradisional dalam jumlah
banyak yang dibuat di dalam drum atau pot besi dapat
menyebabkan kondisi kelebihan besi yang dapat menyebabkan
fibrosis portal hepatic dan sirosis (Kew & Asare, 2007; Moyo et

al., 1997)..

2.2.4. Patogenesis Kerusakan Hepar Karena Kelebihan Besi

Duodenum dan jejunum proksimal adalah bagian usus yang
berperan untuk mengabsorbsi zat besi (Katzung, 2012). Besi non
heme diangkut menembus membran apikal dan basolateral dari sel
mukosa usus kemudian direduksi oleh ferireduktase menjadi besi
ferro (Fe2+) yang akan diangkut menembus membrane apikal oleh
divalent metal transporter-1 (DMT1). Kemudian ferroportin
memindahkan zat besi dari sitoplasma sel usus ke plasma dengan
menembus membran basolateral. Zat besi yang baru diserap
kemudian dioksidasi oleh hephaestin dan ceruloplasmin menjadi zat
besi ferri (Fe3+) sebagai bentuk ion yang berikatan dengan
transferrin. DMT1 dan ferroportin tersebar di seluruh tubuh untuk
ikut dalam transpor besi jaringan lain (Kumar et al., 2015).

Pada saat tubuh kelebihan zat besi maka sebagian besar zat besi
masuk ke sel duodenum dan diserahkan kepada ferritin dalam
sitoplasma sel usus dan kemudian hilang bersama sel usus yang
terlepas. Homeostasis besi tubuh juga diatur oleh hepsidin yaitu

peptida hepatik kecil yang dibuat dan dikeluarkan pada keadaan yang
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bergantung kepada zat besi. Hepsidin plasma mengikat feroportin
dan merangsang penyebaran dan pengurangannya. Apabila kadar
hepsidin tinggi maka kadar feroportin turun dan sedikit besi yang di
absorpsi. Sebaliknya apabila kadar hepsidin rendah maka
pengangkutan basolateral zat besi meningkat, yang dapat
menyebabkan kelebihan besi sistemik (Kumar et al.,, 2015).
Kelebihan besi dapat terjadi saat feroportin mulai resisten terhadap
hepsidin (Neves et al., 2017).

Selain dari absorbsi di usus, sumber zat besi tubuh juga dari
recycle besi yang ada di dalam eritrosit (Hall, 2011). Pada saat
eritrosit tua difagosit oleh makrofag akan dihasilkan agregat coklat
padat dari feritin yang didenaturasi dengan banyak atom besi terikat
(Mescher, 2013). Hemosiderin akan banyak ditemukan di jaringan
pada saat kondisi lokal atau sistemik sedang kelebihan besi. Besi
seharusnya banyak disimpan dalam ferritin. Hemosiderin dapat
dijumpai normal pada sumsum tulang, lien, dan hepar dalam jumlah
yang sedikit. Maka dari itu akumulasi hemosiderin yang berlebihan

adalah tanda patologis kelebihan besi (Kumar et al., 2015).

2.3. Penilaian Kerusakan Hepar
Penilaian kerusakan hepar dengan tujuan menilai fraksi area fibrosis
lebih baik dilakukan pada preparat dengan pewarnaan masson trikrom

dibandingankan dengan pewarnaan hematoksilin dan eosin. Perbedaan
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kolagen dengan jaringan lain akan terlihat karena kolagen akan berwarna
hijau-biru atau biru pada pewarnaan masson trikrom (Mescher, 2013).

Tabel 2.1. Perbedaan Perwarnaan Hematoksilin dan Eosin dengan
Masson Trikrom pada Jaringan (Suvarna et al., 2013)

Jaringan Pewarnaan
Hematoksilin dan Eosin Masson Trikrom
Otot Merah muda (gelap) Merah
Kolagen Merah muda (gelap) Biru/hijau
Elastin Merah muda (gelap) Biru/hijau
Retikulin Merah muda (gelap) Biru/hijau
Fibrin Merah muda Merah

Gambar digital dapat diambil menggunakan opti lab yang dipasang di
mikroskop cahaya. Analisis gambar dapat menggunakan image analysis
software seperti ImageJ (National Institutes of Health). Software ImageJ
merupakan software analisis gambar yang bebas digunakan dan merupakan

software yang paling sering digunakan untuk penilaian fraksi area (Suvarna

et al., 2013).
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Gambar 2.12. Tampilan software ImageJ
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2.4. Hubungan Kelebihan Besi dan Histopatologi Hepar
Efek toksik besi pada kondisi kelebihan besi sistemik terjadi ketika
besi terakumulasi secara berlebihan di jantung, hepar, pankreas, dan organ
lain (Katzung, 2012). Non transferrin bound iron (NTBI) dan Labile plasma
iron (LPI) akan terbentuk saat transferrin tidak dapat membawa besi yang
berlebihan karena feroportin yang resisten terhadap hepsidin. LPI dapat
masuk kedalam sel melalui jalur kanonik dan jalur alternatif lainnya dan
berpartisipasi dalam peningkatan labile cellular iron (LCI) (Pilo &
Angelucci, 2019). LCI bersifat toksik karena memiliki kandungan Fe?* aktif
redoks (Nakamura et al., 2016). LCl yang berlebihan dapat masuk ke
mitokondria untuk ikut serta dalam meningkatkan kadar ROS sehingga
mengakibatkan perubahan gambaran histopatologi pada hepar berupa cidera
hepatosit (Pilo & Angelucci, 2019). Penyimpanan besi yang berlebihan di
hepar dapat merubah gambaran hepar melalui mekanisme berikut ini
(Kumar et al., 2015) :

a. Peroksidasi lipid oleh reaksi radikal bebas yang dikatalisasi besi
Keadaan stress oksidatif akan terjadi karena peningkatan kadar
reactive oxygen species (ROS) pada saat terjadi ketidakseimbangan
kadar aktif reduksi-oksidasi (redoks) di intraseluler (Pilo & Angelucci,
2019). ROS adalah oksigen tidak stabil yang akan bergabung dengan zat
kimia anorganik atau organik seperti asam nukleat dan juga berbagai
protein sel dan lipid (Kumar et al., 2015). ROS dalam bentuk kecil

dihasilkan oleh mitokondria selama proses respirasi sel dan
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pembentukan energi. Hasil sementara tersebut adalah superoksida (O)
yang akan diubah menjadi hidrogen peroksida (H,O,) secara spontan
dipengaruhi enzim superoksida dismutase. Hidrogen peroksida juga
dihasilkan saat proses peradangan. Hidrogen peroksida yang terbentuk
dapat bertemu dengan Fe?* akan menjadi hidroksil radikal (¢ OH) yang
lebih reaktif. Ikatan rangkap pada membran lemak polyunsaturated
sangat rawan terhadap serangan ROS. Interaksi lemak dengan radikal
menghasilkan peroksida yang tidak stabil dan reaktif sehingga akan
terjadi reaksi rantai autokatalitik yang berakhir menjadi kerusakan
membrane (V. Kumar et al., 2015).

Membran plasma hepatosit yang rusak dapat menyebabkan
kegagalan pompa ion yang tergantung energi dependen (Kumar et al.,
2015). Gagalnya pompa ion di membran plasma mengakibatkan cairan
masuk ke hepatosit mengakibatkan degenerasi pada hepatosit (Craft et
al., 2018). Degenerasi yang tidak teratasi etiologinya akan menyebabkan
membran plasma pecah dan terjadi nekrosis (V. Kumar et al., 2015).

. Stimulasi pembentukan kolagen

Kelebihan besi akan mengaktifkan sel kupffer yang kemudian akan
merangsang sel stelata untuk memproduksi kolagen (Bacon et al., 2011;
Kim et al., 2017). Sel Kupffer adalah makrofag resident atau monosit
yang masuk ke hepar dari sirkulasi (Mescher, 2013). Makrofag memiliki
2 fenotipe, yaitu : makrofag M1 yang muncul pada inflamasi akut dan

makrofag M2 yang muncul pada fase lanjut (Safithri, 2018). Perubahan
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makrofag memainkan peran utama terhadap pembentukan dan
pelemahan fibrosis hati karena mengatur signalling antar sel, sitokin,

dan protease (Luo et al., 2019).
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Gambar 2.13. Polarisasi dan fenotipe makrofag pada inflamasi dan fibrosis hepar
(Kazankov et al., 2019)

Monosit dapat terpolarisasi menjadi makrofag tipe M1 atau tipe
M2 (Kazankov et al., 2019). Makrofag M1 mewakili titik awal proses
pro-fibrotik karena M1 melepaskan sitokin dan kemokin pro-inflamasi
yang secara tidak langsung mendorong proliferasi miofibroblas. M1
dapat melepaskan CCL2 untuk perekrutan fibrosit dan melepaskan
MMP-9 untuk mempromosikan EMT/EndoMT. Epithelium to
mesenchymal (EMT) atau endothelium to mesenchymal (EndoMT)
merupakan sumber lain dari myofibroblast. Makrofag M1 juga memiliki
efek anti-fibrotik dengan melepaskan MMP yang menurunkan ECM
(Braga et al., 2015). Makrofag M1 dapat meningkatkan jumlah sel NK,
yang melepaskan TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL),

untuk menginduksi apoptosis sel stelata (Ma et al., 2017).
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Makrofag M2 dihasilkan oleh fagositosis atau stimulasi sitokin
Th2. M2 awalnya merupakan sel anti inflamasi melalui pelepasan 1L10,
arginase, TGF dan HO-1. Tetapi ketika kerusakan berlanjut, M2
menyebabkan fibrosis karena pelepasan TGFp dan faktor pertumbuhan
lainnya. Maka dari itu, modulasi makrofag adalah hal yang penting
untuk mengontrol kontrol fibrosis (Braga et al., 2015). Target
farmakologis untuk menghambat penyembuhan luka fibrogenik adalah
dengan cara mengganti makrofag M2 (pro-fibrotik) ke tipe M1 (anti-

fibrotik) (Weng et al., 2018).
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Gambar 2.14. Hubungan Makrofag M1 dan M2 terhadap pembentukan Fibrosis

(Braga et al., 2015).
Sel kupffer dan limfosit melepaskan sitokin dan kemokin seperti

TGFB yang memodulasi fibrogenesis sel stelata. TGF-f merangsang
produksi kolagen, fibronektin, dan proteoglikan, dan meningkatkan

aktivitas inhibitor proteinase dikenal sebagai TIMPs untuk mencegah
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degradasi kolagen, sehingga terbentuknya fibrosis hepar setelah terjadi
radang kronik. Kolagen tipe I, II, Ill, dan V akan membentuk fibril
karena adanya hubungan silang lateral dari tripel heliks yang merupakan
bagian terbesar dari jaringan ikat pada penyembuhan luka dan
khususnya pada jaringan parut (Kumar et al., 2015). Kolagen di jaringan
dapat dilihat di preparat dengan pewarnaan sirius red atau masson

trikrom (Kaimori et al., 2017).
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Gambar 2.15. Fibrogenesis pada Hepar
(Friedman, 2007)
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Kelebihan besi berpengaruh terhadap gambaran histopatologi hepar

mencit Balb/c jantan.
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METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental (true experimental
research) yang menggunakan rancangan penelitian “post-test control grup

design”.

3.2. Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel Penelitian
3.2.1.1. Variabel Bebas
Kelebihan besi.
3.2.1.2. Variabel Terikat

Gambaran histopatologi hepar.

3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1. Kelebihan Besi

Kelebihan besi merupakan kondisi peningkatan kadar
zat besi karena pemberian sukrosa besi intra peritoneal
secara berkala dengan dosis 1,5 mg atau 0,3 cc dalam
jangka waktu 60 hari (Sarosa et al., 2020). Sukrosa besi
diberikan kepada subjek penelitian sesuai dengan kelompok
perlakuan.

Skala data ; nominal

40
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3.2.2.2. Gambaran Histopatologi Hepar
Gambaran histopatologi hepar adalah persentase area
fraksi fibrosis pada preparat hepar dengan pengecatan
trikrom masson yang diamati dalam lima lapang pandang
pada zona 2. Pengamatan dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya perbesaran 400x (lensa okuler 10x da
lensa objektif 40x).

Skala : rasio

3.3. Populasi dan Sampel
3.3.1. Populasi Penelitian
Populasi Penelitian ini adalah mencit Balb/c yang dipelihara
di Laboratorium Hewan Coba Fakultas Kedokteran Universitas

Islam Sultan Agung Semarang.

3.3.2. Sampel Penelitian
Besarnya sampel penelitian berdasarkan ketentuan WHO
yang menyebutkan jumlah minimal hewan coba tiap kelompok
adalah 5 ekor. Untuk menghindari lost to follow up, maka peneliti
menambah 1 sampel pada setiap kelompok. Untuk penelitian kali ini,
sampel dibagi dalam 2 kelompok. Oleh karena itu, sampel yang
digunakan sebanyak 12 ekor mencit Balb/c jantan yang memenuhi

kriteria inklusi sebagai berikut :
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3.3.2.1. Mencit sehat, bergerak aktif dan tidak ada kelainan
anatomis

3.3.2.2. Umur 8 minggu

3.3.2.3. Berat badan 30 - 40 gram

3.3.2.4. Belum pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
Kriteria drop out yaitu apabila mencit yang mati selama

penelitian berlangsung dan masuk kriteria eksklusi yaitu apabila

mencit mengalami kecacatan secara anatomis selama penelitian

berlangsung.

3.3.3. Cara Pengambilan Sampel
Hewan coba yang digunakan sebanyak 12 ekor mencit Balb/c
jantan yang dibagi menjadi 2 kelompok, dengan setiap kelompok
terdiri dari 6 ekor (sudah termasuk 1 ekor jantan sebagai cadangan
lost of follow). Pengambilan sampel secara random dengan

menggunakan sistem pengundian (simple random sampling).

3.4. Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1. Alat Penelitian
a. Timbangan mencit
b. Kandang mencit lengkap dengan tempat pakan dan
minumannya.
c. Sarung tangan

d. Pisau bedah
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Gunting anatomi
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Mikroskop cahaya dengan lensa okuler perbesaran 10x dan

lensa objektif perbesaran 10x, 40x, dan 100x
Klem
Kamera atau opti lab

Laptop atau computer

3.4.2. Alat Pembuatan Preparat Histopatologi Hepar

a.

b.

Mikrotom

Rak pengecatan
Pipet pastour
Tissue

Kassa

Object glass

Cover glass

3.4.3. Spesimen Pemeriksaan : Hepar

3.4.4. Bahan Penelitian

a. Besi sukrosa (Venofer®)

b. NaCl 0,9%

C.

Pelarut obat (Aquabidest, CMC dan Nipagin)
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d. Xylol

e. Alkohol bertingkat

f. Aquadest

g. lodine

h. Sodium Thiosulfate

i. Celestine blue-Hematoxylin
j. Methyl blue

k. Acetic acid 1%

I.  Acid fuchsin

m. Phosphomolybdic acid

n. Kanada balsam

3.5. Cara Penelitian

3.5.1.

3.5.2.

Penentuan Dosis

Dosis besi sukrosa ditentukan sesuai dengan penelitian yang
sudah dilakukan sebelumnya (Sarosa et al., 2020), vyaitu
menggunakan besi sukrosa (Venofer®) dengan dosis 1,5 mg (0,3 cc)
dan pelarut obat (Aquabidest, CMC dan Nipagin) 0,5 cc per intra

peritoneal yang akan diberikan setiap hari selama 60 hari.

Pelaksanaan Penelitian
Mencit yang akan diteliti sebelumnya dilakukan penilain dari
berat badannya. Setelah mencit diadaptasikan selama 1 minggu,

kemudian mencit dibagi secara acak menjadi 2 kelompok, masing-
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masing kelompok terdiri dari 5 ekor mencit dan 1 ekor mencit untuk
menghindari lost to follow up (WHO, 2008). Dari 2 kelompok
tersebut diberikan perlakuan selama 60 hari.
a. Kelompok |
Kelompok | terdiri dari 6 mencit jantan yang setiap hari
diberi makan standar, 0,3 cc NaCl + S secara intra peritoneal,
dan 0,5 cc aquabidest, CMC serta nipagin sebagai pelarut obat.
b. Kelompok Il
Kelompok Il terdiri dari 6 mencit jantan yang setiap hari
diberi makan standar, 0,3 cc atau 1,5 mg Fe + S (Venofer®)
secara intra peritoneal, dan 0,5 cc aquabidest, CMC serta nipagin

sebagai pelarut obat.

Pembuatan Preparat Histopatologi

Mencit di anastesi menggunakan pentobarbital 60 mg/kgBB
secara intra peritoneal untuk kemudian dilakukan terminasi dengan
metode dekapitasi untuk kemudian diambil heparnya. Hepar yang
sudah diambil kemudian dibilas dengan Natrium Clorida (NaCl)
fisiologis. Jaringan hepar yang telah dibilas akan difikasasi dengan
buffer formalin 10% selama 24 jam supaya struktur sel dapat
dipertahankan. Kemudian hepar didehidrasi agar tidak ada air dalam
jaringan dengan alkohol bertingkat 70%, 80%, 90%, 95% dan 100%
masing-masing selama 1 jam. Setelah dilakukan dehidrasi

dilanjutkan dengan proses penjernihan menggunakan xylol/benzene
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selama 1 jam. Selanjutnya adalah proses pemendaman dengan

meletakkan jaringan hepar pada suatu wadah yang terdapat parafin

cair pada suhu 58° C selama 90 menit. Kemudian jaringan hepar

yang berada di dalam blok parafin dipotong menggunakan mikrotom

dengan ketebalan 4 mikrometer dan diletakkan di atas kaca objek

untuk dilakukan pemulasan dengan masson trikrom. Pemulasan

masson trikrom dilakukan secara berurutan dengan metode seperti

berikut :

a. Deparafinasi dengan xylol, kemudian bilas dengan air

b. Hapus pigmen merkuri dengan larutan iodine, natrium tiosulfat

c. Bilas perlahan dengan air

d. Pewarnaan inti sel atau nucleus dengan metode celestine blue-
hematoxylin

e. Bedakan dengan acid alcohol 1%

f.  Bilas perlahan dengan air

g. Pewarnaan dalam larutan fuchin acid selama 5 menit

h. Bilas dengan aquadest

I.  Rendam dalam larutan phosphomolybdic acid selama 5 menit

J-  Keringkan

k. Pewarnaan dengan methyl blue selama 2-5 menit

I. Bilas dengan aquadest

m. Rendam dalam asam asetat 1% selama 2 menit

n. Dehidrasi dengan alkohol bertingkat
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0. Penjernihan menggunakan xylol |
p. Preparat diangkat untuk dilakukan perekatan atau mounting

dengan kanada balsam.

3.5.4. Pembacaan Preparat Histopatologi

Preparat histopatologi hepar yang telah dibuat dan dipulas
dengan pulasan masson trikrom, kemudian diamati dibawah
mikroskop yang sudah dilengkapi dengan opti lab dalam lima lapang
pandang yang berbeda di zona 2, dengan perbesaran 400 X. Gambar
yang telah didapatkan akan diolah menggunakan software ImageJ
untuk mengetahui presentase area fraksi fibrosis di interstitial.

Pembacaan preparat dilakukan pada zona 2 untuk
menghindari bias dari kerusakan yang pasti terjadi pada zona 3
karena hipoksia akut saat dilakukan terminasi. Gambaran kerusakan
hepar seperti nekrosis koagulatifa dapat muncul di zona 3 pada
kondisi hipoksia akut (Xanthopoulos et al., 2019)

Fibrosis atau kolagen pada hepar akan terwakili dengan
warna hijau-biru atau biru pada pengecatan masson trikrom. Warna
biru atau biru-hijau akan diwakilkan dengan warna biru RGB dengan
metode color thresholding dan color moments. Sensitifitas penilaian
diatur berdasarkan penentuan nilai spesifik warna RGB dan
histogram warna tiap gambar. Warna biru dengan nilai spesifik 180
hingga 255 sedangkan warna merah dan hijau dengan nilai spesifik 0

hingga 170 atau 0 hingga 180 (Hong et al., 2019).



3.6. Alur Penelitian

Mencit Balb/c jantan 12 ekor

Adaptasi selama 7 hari

li Randomisasi —l

Kelompok |

Diberikan 0,3 cc NaCl + S
0,9% dan 0,5 cc pelarut obat
secara intra peritoneal setiap

hari.

Kelompok Il

Diberikan 1,5 mgatau 0,3 cc
besi sukrosa (Venofer®) dan
0,5 cc pelarut obat secara intra
peritoneal setiap hari.

v

v

Terminasi mencit setelah 60 hari

Pembuatan preparat histopatologi

Menilai peraparat menggunakan mikroskop cahaya

Analisis hasil

Gambar 3.1. Bagan Alur Penelitian
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3.7. Tempat dan Waktu Penelitian
3.7.1. Tempat Penelitian
a. Pemeliharaan dan penelitian hewan coba dilakukan di
Laboratorium Biologi Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung Semarang.
b. Pembuatan preparat dilakukan di Laboratorium Histologi

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

3.7.2. Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan mulai bulan Juli 2021 sampai dengan

bulan September 2021.

3.8. Analisis Hasil
Analisis data untuk penelitian kuantitatif terbagi menjadi dua analisis
sebagali berikut :

3.8.1. Analisis Statistik Deskriptif
Analisis statistik deskriptif bertujuan untuk menjelaskan data
dari sampel yang telah diteliti saja, bukan untuk membuat
kesimpulan secara umum atau generalisasi sehingga tidak sampai
pada pengujian hipotesisnya. Disini peneliti hanya akan menjelaskan
sampel melalui grafik atau tabel yang menjelaskan mean, modus,

median, presentase dan standar deviasinya.
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3.8.2. Analisis Statistik Inferensial

Peneliti akan melakukan pengujian hipotesis menggunakan uji
parametrik karena variabel gambaran histopatologi hepar pada
penelitian ini memiliki skala ratio ataupun non-parametrik jika data
tidak berdistribusi normal. Data hasil dari penelitian diolah dengan
menggunakan program IBM SPSS Statistic 26. Pertama akan
dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas menggunakan uji Levene Test. Jika hasil uji Shapiro
Wilk = p>0.05 maka data dinyatakan berdistribusi normal dan jika
hasil Levene’s test = Sig.> 0.05 maka data dinyatakan homogen.

Selain uji Shapiro-Wilk atau Skewness-Kurtosis juga bisa
dilakukan uji normalitas secara visual menggunakan grafik Q-Q Plot
atau Histogram Normality Plot. Pada grafik Q-Q Plot data
berdistribusi normal jika titik-titik yang muncul mengikuti garis
linier yang terbentuk. Pada Histogram Normality Plot data
berdistribusi normal jika data membentuk lonceng. Tetapi uji visual
bersifat subjektif sehingga tidak akan dilakukan dalam penelitian ini.

Jika data didapatkan tidak berdistribusi normal akan dilakulan
transformasi data. Selanjutnya data yang sudah berdistribusi normal
dan homogen akan dilakukan analisis data dengan uji parametrik
Independent Sample T Test. Tapi jika setelah dilakukan transformasi
data tetap tidak normal maka dilakukan uji non parametrik Mann

Whitney.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian
Organ hepar dari 10 ekor mencit Balb/c dibuat preparat dengan
pengecatan masson trichrome. Preparat di foto menggunakan mikroskop dan
optilab dengan pembesaran 400 kali. Fraksi area fibrosis yang dilihat dengan

software imageJ dapat dilihat di gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Grafik Rata-rata Fraksi Area Fibrosis Hepar Mencit Tanpa
Pemberian Fe dan Dengan Pemberian Fe

Rata-rata fraksi area fibrosis paling tinggi adalah sampel nomor 5 pada
kelompok dengan pemberian Fe (23,2822 + 15,796%). Rata-rata fraksi area
fibrosis terkecil adalah 0 £ 0% yang ada di semua sampel pada kelompok
tanpa pemberian Fe. Sampel nomor 2 dan nomor 4 juga memiliki rata-rata
fraksi area fibrosis 0 + 0%. Tapi 3 sampel lainnya pada kelompok dengan

pemberian Fe menunjukkan hasil fraksi area fibrosis yang tinggi secara
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berurutan yaitu 23,2822 + 15,796% (sampel nomor 5), 17,195 + 5,987%
(sampel nomor 3) dan 16,3012 + 6,706% (sampel nomor 1).

Fraksi area fibrosis pada hepar diamati di zona 2 bukan di zona 3
untuk menghindari bias dari kerusakan yang biasanya terjadi di zona 3
karena hipoksia akut saat mencit dilakukan terminasi. Fibrosis yang dipulas

dengan pengecatan masson trichrome akan terlihat berwarna biru. Gambaran

histopatologi hepar mencit Balb/c tanpa pemberian Fe dan dengan

Kelompok 2 Sampel 1

A. Kelompok 1 Sampel 1 F.

& B. Kelompok 1 Sampel 2 G. Kelompok 2 Sampel 2
C. Kelompok 1 Sampel 3 H. Keclompok 2 Sampel 3
D. Kelompok 1 Sampel 4 1. Kclompok 2 Sampcl 4
E. Kelompok 1 Sampel 5 J. Kclompok 2 Sampel 5

"\‘ ; .. . RN M{:“" &2
pemberian Fe dapat dilihat pada gambar 4.2.
Gambar 4.2. Gambaran Histopatologi Hepar Mencit Balb/c dengan Pengecatan
Masson Trichrome
Keterangan : fibrosis (panah kuning) di sinusoid dan perisinusoid hepar

berwarna biru dengan pengecatan masson trichrome.
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Tabel 4.1. Hasil Statistik Deskriptif Fraksi Area Fibrosis Mencit
Balb/c Tanpa Pemerian Fe dan Dengan Pemberian Fe.

Kelompok  Mean Median Standar Nilai Nilai Range
Deviasi Maksimum Minimum
Tanpa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pemberian Fe
Dengan 11,38 16,30 10,74 23,38 0,00 23,38

Pemberian Fe

4.2.

Tabel 4.1 menjelaskan rata-rata fraksi area fibrosis pada kelompok
tanpa pemberian Fe dan kelompok dengan pemberian Fe. Kelompok tanpa
pemberian Fe memiliki rata-rata fraksi area fibrosis 0,00 + 0,00%. Nilai rata-
rata fraksi area fibrosis kelompok dengan pemberian Fe sebesar 11,38 +

10,74%.

Pembahasan

Hepar memiliki celah perisinusoid sebagai tempat pertukaran zat dari
darah di sinusoid ke basolateral hepatosit (Gartner & Hiatt, 2014). Sel stelata
yang terletak di celah perisinusoid ini berfungsi membantu remodelling
hepatosit dan epitel sinusoid (Cordero-Espinoza & Huch, 2018; Tanaka &
Miyajima, 2016). Sel stelata memproduksi hepatocyte growth factor (HGF)
untuk menginisiasi regenerasi hepatosit dan mensekresi kolagen yang
menyusun fibrosis pada hepar. TGF [ merupakan sitokin yang akan
menginduksi fibrosis dengan mensintesis komponen matriks ekstraseluler,
yaitu : kolagen tipe I dan III, a-SMA, laminin dan fibronectin (Parola &

Pinzani, 2019). Kolagen fibrosis lainnya adalah 11, 1V, XI, XXIV dan
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XXVII (Karsdal et al., 2020). Fibrosis ini merupakan scaffold (perancah)
untuk tempat hepatosit berproliferasi (Ruof3 et al., 2020).

Hepar normal tidak ditemukan deposisi besi (hemosiderin) (Zhabyeyev
etal., 2021; Ziv et al., 2010) dan fibrosis (Iwaisako et al., 2012; Kisseleva &
Brenner, 2008). Zat besi dalam hepatosit disimpan dalam ferritin dan
sebagian besi yang bebas didalam sel (LCI) akan digunakan oleh
mitokondria (Pilo & Angelucci, 2019). Kelebihan zat besi mengakibatkan
terbentuknya besi hemosiderin (Golfeyz et al., 2018; Saito, 2014). Muatan
elektron Fe?* dan Fe** pada hemosiderin dapat terpulas biru menggunakan
pengecatan Prussian blue (Grandjean et al., 2016). Sedangkan fibrosis pada
hepar akan terbentuk disebabkan kerusakan hepatosit (Ruof} et al., 2020).
Kerusakan hepar terjadi akibat peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS)
(Abbina et al., 2019; Yuan et al., 2019) yang disebabkan karena peningkatan
LCI (Pilo & Angelucci, 2019). Kadar LCI pada hepar di pertahankan
dipertahankan sekitar 0,5 — 1,5 pM dalam kondisi fisiologis (Cabantchik,
2015).

Kerusakan hepatosit menyebabkan hepatosit dan sel kupffer
memproduksi TGF B (Yoon & Eun, 2019). TGF B menjadi penanda fibrosis
akibat kelebihan besi (Zhang et al., 2020). TGF B menyebabkan akumulasi
lipid di hepatosit dan mengaktivasi sel stelata untuk memproduksi kolagen
(Yoon & Eun, 2019). Efek toksik dari kelebihan besi dapat menyebabkan
degenarasi pada hepatosit (Craft et al., 2018) dan pembentukan fibrosis di

celah perisinusoid (Cordero-Espinoza & Huch, 2018; Lo & Kim, 2017).
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Fibrogenesis terbentuk saat paparan zat toksik tetap berlangsung setelah
proses degenerasi sel dan apoptosis sel (Campana & Iredale, 2017).
Pengecatan HE menunjukkan gambaran degenerasi dan apoptosis sel pada
tikus dengan fibrosis hepar di induksi SiO, NPs pada hari ke 30, fibrosis
terdeteksi menggunakan TEM imaging pada hari ke 60 (Yu et al., 2017).
Penilaian degenerasi dan apoptosis sel menggunakan pengecatan HE
diperlukan untuk menilai kerusakan lain pada hepar akibat kelebihan besi
selain fibrosis.

Kelebihan besi dapat didiagnosis dengan akurat menggunakan MRI
untuk menghitung konsentrasi besi di hepar (Sarigianni et al., 2015).
Konsentrasi besi di hepar > 15 mg/g berat kering dapat menyebabkan
perkembangan fibrosis di hepar (Poggiali et al., 2012). Kelebihan besi juga
dapat diketahui dengan menilai kadar Labile Plasma Iron (LPI) (Gu et al.,
2017), Non-Transferin Binding Iron (NTBI) dan Transferin Saturation
(TfSat) (Porter et al., 2017). Kelebihan besi terjadi saat serum ferritin > 250
ng/mL (Saito, 2019) dan TfSat > 60% (Barcellini et al., 2019). TfSat > 45%
akan menghasilkan NTBI sedangkan TfSat > 75% akan menghasilkan LPI
dalam serum (Brissot & Brissot, 2020). LPI dapat meningkatkan LCI
sehingga terjadi kerusakan hepatosit karena peningkatan produksi ROS di
mitokondria (Cabantchik, 2015). Hepatosit yang rusak menginduksi sel
Kupffer untuk mengaktifkan fibrogenesis sel stelata hepar (S. Kumar et al.,

2021). Oleh karena itu, NTBI, LPI, serum ferritin, TfSat dalam darah perlu
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diamati karena memegang peran penting terhadap pembentukan fibrosis di
hepar.

Pemberian zat besi secara oral meningkatkan kadar NTBI dan TfSat
(D. Liu et al, 2013; Moretti et al., 2015). NTBI terbentuk akibat
peningkatan absorbsi zat besi oleh enterosit karena kadar hepsidin yang
rendah atau feroportin yang resisten terhadap hepsidin (Pilo & Angelucci,
2019; Porter et al., 2017). Tapi menurut Steele (2019) pemberian suplemen
besi oral (FeSO,) tidak menunjukkan peningkatan kadar NTBI (Steele et al.,
2019). FeSO, sebagai Fe?* lebih mudah masuk enterosit oleh bantuan DMT1
tanpa dirubah terlebih dahulu (Ginanjar et al., 2018; Marx & Aisen, 1981).
Tapi peningkatan besi secara oral membutuhkan waktu yang lama
dibandingkan secara parenteral karena absorbsi besi di usus hanya 1-2
mg/day sama dengan ekskresi besi tubuh (Girelli et al., 2018). Pemberian
secara intraperitoneal meningkatkan level iron di hepar dan jantung (Italia et
al., 2015) karena tidak melewati regulasi besi di usus (Stefanova et al.,
2017).

Kerusakan hepar terjadi pada pemberian iron sucrose (1S) dan ferric
carboxymaltose (FCM) secara 1V, tapi tidak pada pemberian ferumoxytol
(FMX) dan low molecular weight iron dextran (LMWID) (Toblli et al.,
2011). Menurut Ito (2016), pemberian IS secara parenteral dapat
menyebabkan peningkatan NTBI (Ito et al., 2016). Tapi pemberian Sodium
ferric gluconate (SFG) dibandingkan IS menunjukkan penyimpanan besi di

hepar yang lebih tinggi (Span et al., 2018). Berat molekul SFG (37,5 kDa
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dalton) dan IS (43 kDa) yang kecil dapat meningkatkan NTBI dan LPI lebih
tinggi daripada FCM (150 kDa), iron dextran (103 kDa), dan FMX (185
kDa) (Bhandari et al., 2018; Geisser & Burckhardt, 2011). Setiap jenis terapi
zat besi memiliki kemampuan yang berbeda-beda untuk meningkatkan
serum besi dalam tubuh.

Iron sucrose dapat diberikan secara intraperitoneal untuk uji kelebihan
besi pada tikus (Italia et al., 2015; Sarosa et al., 2020). Secara in vitro IS
memiliki  biokompatibilitas yang rendah terhadap sel mesotelial
(Breborowicz et al., 2003). Tapi tikus yang diberi 1S 50 mg/kg secara
intraperitoneal 2 kali seminggu terdapat peningkatan deposisi besi di hepar,
lien dan bone marrow (Abedi et al., 2020). Tikus yang diberi IS
intraperitoneal selama 4 minggu dengan dosis rendah (5 mg/mL) tidak
menunjukkan perubahan patologis pada struktur hepar, mulai terjadi
kerusakan dan terlihat deposisi besi yang minimal dengan dosis sedang (10
mg/mL), dan dengan dosis tinggi iron sucrose (20 mg/mL) menunjukkan
kerusakan struktur hepar terlihat jelas dengan deposisi besi bewarna coklat
kental di sekitar hepatosit (Wu et al., 2020). Maka dari itu perlu
dipertimbangkan penggunaan variasi dosis iron sucrose.

Kerusakan hepar tidak hanya disebabkan karena peningkatan
NTBI/LPI (D. Liu et al., 2013). Toksisitas besi jaringan berbanding lurus
dengan tissue reactive species (NTBI/LPI), genetik, lingkungan dan waktu
paparan (Pilo & Angelucci, 2019). Fibrosis pada hepar, pulmo dan lien pasti

ditandai dengan peningkatan kadar TGF f (Hu et al., 2018). Pemberian
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hepsidin pada tikus dapat menurunkan kadar TGF  (W. Y. Liu et al., 2019).
BMP6 dan BMPR akan meningkatkan ekspresi hepsidin pada saat jumlah
atau beban besi meningkat (Cells et al., 2017; Piubelli et al., 2017).
Hepsidin mencegah feroportin melepaskan besi dari enterosit ke sirkulasi
(Pilo & Angelucci, 2019). Hepsidin secara langsung juga dapat melindungi
hati dari fibrosis dengan cara menonaktifkan sel stelata di celah perisinusoid
hepar (Vela, 2018). Pemulihan kadar hepsidin dapat mencegah fibrosis
dengan mencegah pengaktifan sel stelata (Han et al., 2016). Begitupula
dengan BPM6 yang dapat mencegah fibrosis hepar dengan menonaktifkan
sel stelata hepar (Arndt et al., 2014).

Aktivasi sel stelata juga dipengaruhi oleh sitokin pro-inflamatori,
seperti IL-17 dan IL-20 yang menginduksi teraktivasinya sel stelata.
Sebaliknya, IL-15 memiliki peran protektif dalam perkembangan fibrosis
hati dan IL-22 yang dapat mengurangi umur dari sel stelata (Tsuchida &
Friedman, 2017). Peningkatan kadar IL-22 melindungi hepar tikus yang
diinduksi bile duct ligation (BDL), sedangkan pengurangan kadar I1L-22
dapat menyebabkan fibrosis hepar semakin parah (Meng et al., 2012). 1L-22
meningkatkan kadar hepsidin untuk mencegah fibrosis hepar dengan cara
membunuh sel stelata (Smith et al., 2013).

Sel stelata dapat dibunuh oleh sel NK sehingga fibrosis hepar dapat
dikurangi (Hou et al., 2012; Radaeva et al., 2006). Pit cells atau sel NK ini
dapat ditemukan di ruang perisinusoid hepar mencit, tikus dan manusia

(Gartner & Hiatt, 2014). Sel NK memproduksi INFy yang mempunyai efek
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antifibrogenik dengan cara mengambat signaling TGF P sehingga sel stelata
tidak dapat diaktifkan (Baroni et al., 1996; Hou et al., 2012). Hampir 50%
sel NK di hati terdiri dari sel CD56™"™ Ir-NK yang menempati sinusoid
(Hudspeth et al., 2016). Jumlah sel CD56™"™ Ir-NK setiap individu berbeda
dipengaruhi oleh genetik, seperti : GATA2, IRF8, MCM4, RTEL1 dan
FCGR3A (Mace & Orange, 2016). Mutasi dari GATA2 dapat menyebabkan
penurunan jumlah sel NK dalam darah (Mace et al., 2013). Walaupun subset
sel NK di hati dan di darah sama, tapi efek mutasi GATAZ2 terhadap sel NK
dalam hepar mungkin perlu dilakukan. Defisiensi sel NK disebabkan oleh
defek osteoklas dan monosit (osteoporosis), imunosupresi dan paparan
radiasi (Marliana & Widhyasih, 2018).

Keterbatasan pada penelitian ini adalah dosis besi sukrosa yang tidak
bervariasi sehingga peneliti tidak dapat menjelaskan jumlah dosis zat besi
yang dapat menyebabkan kelebihan besi dan fibrosis hepar. Pemilihan jenis
zat besi yang diberikan juga menjadi keterbatasan penelitian ini karena
ternyata FSG memikiki berat molekul yang lebih kecil dibandingan IS
sehingga FSG dapat meningkatkan kadar besi serum lebih tinggi. Kelebihan
besi pada serum juga harus dipastikan terlebih dahulu sebelum menilai
fibrosis pada hepar. Pada penelitian ini hanya menggunakan pengecatan
masson trichrome hanya untuk melihat fibrosis sehingga tidak dapat melihat
kerusakan hepar lainnya seperti degenerasi dan apoptosis yang dapat diamati
menggunakan pengecatan HE. Lobus yang peneliti gunakan pada penelitian

ini adalah lobus kanan saja tanpa mempertimbangkan kelainan makroskopis
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yang dapat dilihat. Panilaian kelainan organ hepar secara makroskopis
diperlukan untuk memilih  bagian hepar yang harus di pendam dalam
paraffin, dan dipotong dengan mikrotom untuk nantinya akan diamati

dengan mikroskop.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil analisis dan pembahasan data, penulis memperoleh
sebuah kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian tentang Pengaruh
Kelebihan Besi Terhadap Gambaran Histopatologi Hepar Mencit Balb/c
sebagai berikut :

5.1.1 Pada kelompok tanpa pemberian Fe, hanya diberi 0,3 cc NaCl 0,9%
intra peritoneal dan pelarut obat (Aquabidest, CMC dan Nipagin) 0,5
cc selama 60 hari tidak menunjukkan adanya fraksi area fibrosis pada
hepar.

5.1.2 Pada kelompok dengan pemberian 1,5 mg (0,3 cc) besi sukrosa
(Venofer®) dan pelarut obat (Aquabidest, CMC dan Nipagin) 0,5 cc
intra peritoneal selama 60 hari menunjukkan adanya fraksi area

fibrosis pada hepar.

5.2. Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya dalam menyempurnakan penelitian
tentang Pengaruh Kelebihan Besi Terhadap Gambaran Histopatologi Hepar
Mencit Balb/c atau untuk perkembangan ilmu pengetahuan lainnya, sebagai
berikut :
5.2.1 Perlu melakukan penelitian dengan penambahan variasi dosis sukrosa

besi dari dosis rendah, sedang dan tinggi.
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5.2.2

5.2.3

5.24

5.25

5.2.6
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Perlu melakukan penelitian dengan jenis zat besi yang berat
molekulnya lebih ringan.

Perlu untuk menilai kadar TfSat, NTBI dan LPI untuk memastikan
bahwa telah terjadi kelebihan besi di sirkulasi hewan coba.

Perlu melakukan penelitian dengan melakukan pemendaman seluruh
lobus hepar atau lobus hepar yang terlihat adanya kelaianan secara
makroskopis dalam paraffin.

Perlu melakukan penelitian dengan menggunakan pengecatan HE
untuk menilai gambaran cidera hepar yang terjadi sebelum
terbentuknya fibrosisis.

Perlu melakukan penelitian menggunakan hewan uji coba lain dengan
pemeliharaan yang lebih baik serta persiapan kandang yang
representatif, lebih bersih dan ideal bagi kondisi kesehatan dan

psikologis hewan coba.
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